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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Rolle von Jodid fur die Funktion und das Wachstum der
Schilddriise

Die Bedeutung der Schilddriise fir den menschlichen Organismus ist durch die Jahrhunderte
recht unterschiedlich interpretiet worden. Das Spektrum reicht von Schutz und Befeuchtung
des Kehlkopfes, der Bewahrung des Gehirns vor zu daker Blutfille bis hin zur
Verschonerung, insbesondere der weiblichen Hadinie (Merke, 1971).

Das 1813 von Curtois entdeckte Element Jod wurde 1820 von Coindet erstmals bewusst als
Schilddrisenmedikament zur Verminderung der  Kropfbildung engesetzt. Zur gleichen Zait
dellte Fyfe fest, dass die sait dters her zur Kropfbehandlung eingesetzten Schwamme extrem
jodhdtig dnd. Ein neuer Abschnitt in der Jodforschung begann mit den Berichten des
Frelburger Chemikers Baumann (1895). Er fand heraus, dass die in der Schilddrise
auftretenden organischen Verbindungen enen Jodgehdt von bis zu 10% aufwiesen. Damit
wurde die Schilddriise zum jodreichsten Organ des Korpers emporgehoben. Durch diesen
Befund war die Erforschung des endogenen Jodstoffwechsdls eingdleitet.

1901 gdang Oswdd die Reindargtdlung von Jodthyroglobulin, das e vor dlem im Kolloid
der Schilddrise zu lokaliseren vermochte. 1915 gdang dem Chemiker Kenddl nach
dkdischer Lyse des Globulinkomplexes die Rendarstdlung des egentlichen Hormons
Thyroxin (Tetrgodthyronin; T4).

Die moderne Ara der Schilddrisenforschung begann aber erst mit der Anwendung von
Radiojodid (**°J bzw. *1J), welches direkte Einblicke in Stoffwechsavorgange erméglichte.
35 Jahre nach der Entdeckung des Schilddriisenhormons Thyroxin (T4) wurde en weiteres
schilddriisengpezifisches Hormon entdeckt — Trijodthyronin (T3).

Typisch fir die beiden von der Schilddriise synthetiserten Hormone ist der reatv hohe
Antell an Jodid. Wéhrend Jodid beim T4 ca 65% des Molekulargewichts ausmacht, so betrégt
es bem T3 immerhin noch 58%. Fir die Synthese von Schilddriisenhormonen muss der
Jodstoffwechsel demnach eine besondere Rolle spiden.
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Die Bedeutung von T3 und T4 liegt vor dlem in de Kontrolle zahlrecher
Soffwechsdlvorgdnge.  IThr  Wirkungsspektrum  umfal®  den  Sauerdoffverbrauch, die
Warmeproduktion, das Wachstum, die Entwicklung, den Soffwechsd von Lipiden,
Kohlenhydraten und Proteinen. Die Wirkungsweise der Hormone an den einzelnen Organen
und Stoffwechsdsystemen is rdativ  verschieden und héngt entscheidend von  der
vorliegenden Hormonkonzentration ab. Wahrend die T3- bzw. T4-Konzentration bel ener
euthyreoten (normden) Stoffwechsdlage ds physiologisch  bezeichnet wird, beschreiben
unphysiologische bzw. pharmakodynamische Hormoneffekte eine  Uberschreitung  des

normalen Hormonangebots, hervorgerufen durch eine Hyperthyreose.

1.2 Der exogene Jodstoffwechsdl

Der menschliche Organismus ig auf die Zufuhr von Jod angewiesen und braucht demnach
besondere Mechanismen um es zu konzentrieren und metaboliseren. Jod ig en rdativ
seltenes Element. Es macht lediiglich 6,7 x 10°° % der Erdoberfléche aus (Stecher, 1968).

Das Vorkommen von Jod igt regiond sehr unterschiedlich. Dieser Unterschied beruht zum
einen auf dem exogenen Jodkreidauf ads natlrlicher Jodquelle, ist anderersats aber auch
abhdngig von in zunehmendem Mal¥e jodhdtigen Zivilisationsprodukten, wie jodhdtigen
M edikamenten, Kosmetika, Kontrastmittel und jodiertem Brot.

Der exogene Jodkreidauf beginnt mit der Verdunstung von Jod aus dem Meerwasser bzw. der
Oxidation an der Wasserobefliche zu dementarem Jod, welches in die Atmosphére
abgegeben wird. Dieses fadlt mit dem Regen auf das Land und wird dort, in Abhangigkeit von
der Vegetation, in den verschiedenen Bodenschichten mehr oder weniger stark angereichert.
Der Jodgehdt in den enzenen Bodenschichten wird geférdert durch jodkonzentrierende
Pflanzenteile, Humusbestandtelle, dem Gehdt an jodreichen Seewasserorganismen  sowie
dem Regenfal.

Im Gegensatz dazu wird der Jodgehdt durch einen hohen Alkaigehdt des Bodens, dem
Durchlaufwasser sowie durch Eisen und Mangan, die ihrersats zu ener Veflichtigung von
Jod fiihren, vermindert.



1. Einleitung 3

1.3 Aufnahme und Verteillung von Jod im menschlichen Korper

Die Jodaufnéhme enes gesunden Menschen vaiiert erheblich und betrégt in Gegenden mit
extremen Jodmangel weniger as 10 pg téglich und reicht bis auf Werte von mehreren
Gramm, bei Personen die jodhaltige Medikamente einnehmen.

Die Deutsche Gesdlschaft fur Erndhrung empfiehlt Kindern ab dem 10. Lebengahr,
Jugendlichen und Erwachsenen eine Jodzufuhr von 180-200 pg/Tag Der Jodbedarf bel
schwangeren bzw. dillenden Frauen liegt be 230-260 pg/Tag. Er ergibt sch aus der Summe
der Ausscheidung von Jod im Harn und im Stuhl.

Mit der Nahrung aufgenommenes Jod wird vor der Resorption im Darm zu Jodid reduziert.
Nach der Resorption vertellt sch das gebildete Jodid innerhdb von 2 Stunden glechméadg
auf den Extrazdlularaum. Das Vertalungsvolumen entspricht etwa 38% des Korpergewichts
in Kilogramm (DeGroot, 1966). Intrazelulér finden sch nur geringe Mengen Jodid in den
Erythrozyten und Knochen.

Der Vertalungsraum hdngt im wesentlichen davon ab, in welchem Ausmal andere Organe ds
die Schilddrise Jodid aus ihm entnehmen und in sch anreichern. Neben der Schilddriise
vermogen wetere Organe wie die Nieren, die Magenschlemhaut, die Brust-  und
Speichddrise  Jodid aufzunehmen. Des weteren findet man ene Jodidaufnahme im
Korioidplexus, im Ziliarkorper des Auges, in den Tranendriisen, im Dinndarm, in der Haut

sowiein der Plazenta.

1.4 Diethyreoidale Jodidaufnahme

Die Anreicherung des aus der Nahrung resorbierten Jodids in die Schilddriise erfolgt Uber en
Natrium- und energiesbhdngiges Trangportsystem, welches in der basolaterden Zdlmembran
der Thyreozyten lokdisert it (Taurog, 1996; Cavdieri, 1997). Wie bereits erwahnt, ist Jod
die essentidle Komponente der Schilddriisenhormone T3 und T4, die ihrersdts eine wichtige
Rolle ba Stoffwechsalvorgangen, wahrend des Wachstumsprozesses und der Reifung ener
Vidfdt an Organsystemen spiden.
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Der aktive Jodidtransport in die Schilddriise ist en entscheidender und limitierender Schritt in
der Biosynthese der Schilddrisenhormone. Obwohl bereits seit mehreren Jahrzehnten bekannt
i, dass da Trangport von Jodid Uber enen gpezifischen Natrium-abhdngigen
Jodidtransporter vermittelt wird, wurde dieser erstmals 1996 kloniert (Dai, 1996).

De  Trangport von Jodid in thyreoidde Follikularzdlen efolgt entgegen des
elektrochemischen Gradienten fur Jodid. Der aktive Trangportmechanismus, welcher an der
basolaterden Membran der Thyreozyten lokdidert i, wird durch den Natrium-Jodid-
Symporter (NIS) vermittelt (Carrasco, 1993). Dabel wird ein Jodid-lon (1)) zusammen mit
zwe  Narium-lonen (Na) ins Zdlinnere transportiet, wobe der  transmembrane
Natriumgradient as die treibende Kraft zur Jodidaufnahme fungiert (Eskandari, 1997).

Die Energie, die zum enen fir den Trander und zum anderen zum Aufbau des Gradienten
bendtigt wird, sammt aus einer Quabain-sensitiven Na'/K *-ATPase.

Dem aktiven Jodidtrangport ins Zdlinnere folgt eine Trandokation Uber die agpikde Membran
ins Kolloid, dem egentlichen Ort der Schilddriisenhormonsynthese. Dieser gpikae Jodid-
trangport wird vermittelt Uber Pendrin, welches zur Gruppe der Chlorid-Jodid- Transporter
gehort (Everett, 1997; Kopp, 1999; Scott, 1999; Suzuki, 1999; Bidart, 2000; Royaux, 2000).
Im Gegensstz zum Narium-Jodid-Symporter efolgt die Trandokation entlang enes
Jodidgradienten und bendtigt somit keine zuséitzliche Energie (s. Abb. 1.1).

An dea Zdl-Kdlod-Interphase wird Jodid in  Tyrosylreste des Thyroglobulingeriistes
inkorporiert. Dieser Einbau beruht auf einer Verstoffwechdung von Jodid, die von der
Thyroidperoxidase (TPO) katdysert wird. Die Schilddrisenhormone T3 und T4 entstehen
aus der Verbindung zweier Jodtyrosinreste, welche anschliel3end im Kolloid gelagert werden.
Ba Bedaf wird das jodierte Thyroglobulin Uber Endozytose in die Schilddrisenfollikel
aufgenommen. Die Schilddrisenhormone  werden nach  der  phagosomaen Lyse des
Thyroglobulins (Tg) dem Blutdrom zugefthrt. Alle Schritte, die notwendig sind zur Synthese
von  Schilddriisenhormonen, konnen  durch  TSH dimuliet  werden. Das
schilddrisengimulierende Hormon  (TSH)  wird in  der Hirnanhangdriise gebildet  und
interagiert mit seinem pezifischen Rezeptor an der basolaterden Membran der Follikel Uber
den zyklischen Adenosn-Monophosphatweg (CAMP-Weg) (s. Abb. 1.1; Carrasco, 1993;
Weiss, 1984).
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Abb. 1.1:

- Kolloid “\

Kolloid ‘

basolateral apikal

Schematische Darstellung der Biosynthese der Schilddriisenhormone Trijodthyronin (T3)
und Thyroxin (T4). Die Schilddrisenfollikel bestehen aus einer Epithelzellschicht, die das
Kolloid umgibt. Links ist die basolaterale Zelloberflache dargestellt, rechts die apikale Seite.
Modifiziert nach DelaVigja(2000).

. aktive Jodidakkumulation; vermittelt durch den Symporter (NIS)

:Na'/K*-ATPase

: Thyrotropinrezeptor (TSH-R)

: Adenylatcyclase

: G-Protein

H o > ~» v

: Jodidausstrom in Richtung Kolloid

TPO  :Katalyseder Verstoffwechslung von Jodid

? : Endozytose des jodierten Thyroglobulins (Tg), gefolgt von der phagosomalen Hy-
drolyse mit abschlieender Sekretion der Schilddriisenhormone in den Blutstrom
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1.5 Klonierung und molekulare Charakterisierung

Nachdem der Symporter der Ratte zu Beginn der 90er Jahre aus einer cDNA-Bibliothek einer
funktionellen Raitenthyreozytenzelllinie der Fischer Reatte (FRTL-5-Zelen) kloniert worden
war, konnte 1996 die Sequenzabfolge des humanen Natrium-Jodid-Symporters (hNIS) aus
einer humanen Schilddriisen-cDNA-Bank ermittelt werden (Dai, 1996; Smanik, 1996).

De humane Symporter ist lokdidet auf Chromosom 9pl12-132 und kodiet fir en
Glykoprotein aus 643 Aminosduren mit ener molekularlen Masse von 70-90 kd. Die
kodierende Region umfasst 15 Exons, die von 14 Introns unterbrochen werden. Diese 15
Exons bilden eine 3,9 Kilobasen grofie messenger-RNA (MRNA; Smanik, 1997).

Als en Mitglied der Natrium-abhangigen Trangporterfamilie i hNIS en intringsches
Membranprotein mit, wie in Abb. 1.2 dargestelt, 13 putativen Transmembrandoménen, einem
ex-trazdlul&ren Aminoterminus und enem intrazeluld&rem Carboxylterminus. Das Protein
verflgt Uber drel potentielle N-gebundene Glykoslierungsstellen, wobe eine im vierten und
die beiden anderen im |etzten extrazelluléren Loop lokaisert snd (Levy, 1998).

Da die 5-flankierende Region des hNIS-Genes bereits néher beschrieben wurde, kénnten nun
Untersuchungen durchgeftihrt werden, welche die molekularen Mechanismen der hNIS-Gen
regulation zu kldren vermogen.
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Abb. 1.2:

13

vil M B4 Ed R O

286 388 439 444

Schematische Darstellung des humanen Natrium-Jodic-Symporters
(hNI'S). Modifiziert nach Spitzweg (2001).

1: Sequenznummer

|| : Transmembrandoméane

1: Extramembranloops

A

: N-glykosidische Bindungstellen

550
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1.6 Diethyreoidale hNIS-Expression

Die Klonierung des hNIS-Genes, sowie die Verfigbarkeit poly- und monoklonder hNIS
spezifischer  Antikorper  ermdglichen  Expressongtudien in - Schilddriisengeweben, deren  Zid
es san 0ll, Unterschiede bzw. Gemensamketen zwischen Normagewebe und Gewebe von
spezifischen Schilddriisenerkrankungen aufzuzeigen.

Normales Schilddriisengewebe zeigt eine rdativ heterogene hNIS-Proteinexpression, welche
raumlich auf die basolaterde Membran einer Minderheit von Follikularzellen begrenzt zu sain
scheint (Caillou, 1998; Castro, 1999).

Eine rdativ wet verbreitete Schilddriisenerkrankung ist der Morbus Basedow (engl.: Graves
disease). Dieses Krankheitshild bezeichnet eine Schilddrisentiberfunktion (Hyperthyreose),
die gekennzeichnet i durch dimulierende TSH-Rezeptorantikorper, einem supprimierten
basdem TSH-Spiegel, sowie erhthten T3- und T4-Werten im Serum (Tonacchera, 2001). Pa
tienten mit diesem Krankhetsbild zeigen ene dsak erhthte hNIS-Proteinexpresson (Saito,
1997; Joba, 1999). Western und Northern Blot Andlysen zeigten eine um den Faktor 3 bis 4
gesteigerte hNIS-Expression im Morbus Basedow Gewebe (Saito, 1997).

Eine wetere haufig auftretende Erkrankung der Schilddrise ist die Thyreoiditis Dabe
handdt es sch um ene Entzindung des Schilddrisengewebes unterschiedlicher Ursache. Es
werden verschiedene Formen dieser Erkrankungen beschrieben, von denen die chronisch
autoimmune  Schilddrisenentziindung die bekannteste is. Diese auch ds Hashimoto
Thyreoidi-tis  bezeichnete Entzindung flihrt in der Regd zu ener  bleibenden
Schilddrisenunterfunktion  (Hypothyreose).  Die  chronische  Thyreoiditis i ene
Autoimmunkrankheit, be der es bedingt durch eine Fehiseuerung des Immunsystems zur
Bildung von Autoantikorpern und autoresktiven T-Lymphozyten kommt, die gegen
verschiedene Bedtandtelle des Schilddrisengewebes gerichtet snd. Daraus resultiert eine
Entzindungsresktion, die im fortgeschrittenen Stadium zu ener Zerstorung der Schilddriise
fuhrt. Von dieser Erkrankung sind Frauen dreimd héufiger betroffen ds Méanner.

Die Expresson des Symporters bel autoimmuner Thyreoiditis dhnelt dem Expressionsspiegel
des Normalgewebes, wobel es zu ener sarken Expresson des Symporters in Nadhe der
lymphozytéren Infiltrate kommt. Hierdurch wird die Hypothese gestitzt wird, dass NIS en
potentielles Autoantigen bel Schilddriisenerkrankungen sein konnte (Caillou, 1998 ).
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Multinoduldres Kropfgewebe zeigt eine erniedrigte hNIS-Expresson (Joba, 1998). Wahrend
in katen Knoten, die keine Aufnahme von radioaktivmarkiertem Jodid zeigen, die Expresson
des Symporters erniedrigt i, 0 i Se in adtonom funktionierenden Knoten mit ener
gesteigerten Aufnahmefahigkeit fir Jodid stark erhoht (s. Tab. 1.1).

Expression bei gutartigen Expression bei bosartigen
Schilddriisenerkrankungen: Schilddriisenerkrankungen:
- stark erhoht bei Morbus Basedow - reduziet in follikuléaren/pa-pilléren
- normal/reduziert bei Hashimoto’'s Karzinomen, die wenig differenziert
- erniedrigt beim vielknotigen Kropf sind
- erhoht in autonomen Knoten - keine Expression in anaplastischen
- reduziert bei kalten Knoten und Hurthle-Zellkar-zinomen
Tab. 1.1 Expresson des Natrium-JodidSymporters (NIS) be verschiedenen Schilddrisen-

erkrankungen
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1.7 Auftreten des Symporters in extrathyreoidal en Geweben

Die Schilddrise talt ihre Fahigket zur aktiven Akkumulation von Jodid mit mehreren
anderen Geweben. Dazu zéhlen unter anderem die Speichddrise, die Tranendriise, die
Magenschleimhaut, die Brustdriise, der ZiliarkOrper des Auges, die Haut sowie die Plazenta
Der Transport von Jodid in die beschriebenen extrathyreoidalen Gewebe, welcher nicht TSH-
abhédngig ist, zeigt eine funktiondle Ahnlichkeit zu dem der Schilddriise, wie zum Beispid
der Inhibition durch Perchlorat und Thiocyanat oder aber der Bildung enes Jodidkonzentra-
tionsgradienten in dhnlicher Hohe (Carasco, 1993). Es gibt sogar Beichte Uber ene
Verstioffwechdung von Jodid in diesen Geweben (Evans, 1966; Strum, 1983).

Im Fal der Speichddrise fuhrt ein aktiver Jodidtransport zu einer héheren Jodidkonzentration
im Speichd ds im Plasma (Carasco, 1993). Bel Petienten mit Schilddriisenkarzinomen, be
denen ene Radiogjodidthergpie durchgefihrt wurde, kam es zu ener Fehlfunktion der
Speichddrise, die auf ene Akkumulation von makietem Jodid zuriickgeftihrt wurde
(Markitziu, 1993).

Das von den exokrinen Drisen freigesetzte und durch Oxidation zu Hypojodid umgewandelte
Jodid fungiert ds antimikrobidles Agenz, welches die Schlemhéute vor den umgebenden
Mikroorganismen zu schiitzen vermag (Mgerus, 1992).

Des Weteren vermag die Brudtdriise wahrend der Schwangerschaft und der anschlie3enden
Stillphase Jodid zu konzentrieren, wodurch der Jodidbedarf der Neugeborenen gedeckt wird,
um somit die Synthese der Schilddrisenhormone gewdhrleisten zu konnen, die ihrersaits
essentidl snd fir ene ordentliche Entwicklung des Nervensysems, der Skeettmuskulatur
sowie der Lunge (Tazebay, 2000).

Da nunmehr die Vermutung nahe lag, dass diese Organe eventudl Uber einen Natrium-Jodid-
Symporter verfigen, wurde die Expresson desselben sowohl auf mRNA- ds auch auf Pro-
teinebene in ener Vidzahl extrathyreoidder Gewebe untersucht. Der Symporter konnte in
folgenden Organen lokdiset werden: der Speichedrise, der Tranendrise, der
Magenschlemhaut sowie der Brustdrise. Es wurde vermutet, dass der Transport von Jodid
durch die funktionae Expresson des Symporters gesteuert wird (Jhiang, 1998; Spitzweg,
1998/1999).
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1.8 Funktion und Regulation des Symporters

Bereits vor der Klonierung des Symporters wurden Untersuchungen durchgeftinrt, die
Aufschluss geben <ollten Uber den thyreoidaen Jodidtransport. Obwohl der genaue
Mechanismus unklar war, war jedoch bereits bekannt, dass das in der Hirnanhangdriise
gebildete TSH den Jodidtransport in die Schilddriise Uber den cAMP-Weg zu gimulieren
vermag (Carrasco, 1993). Nach der Klonierung von hNIS konnte am Rattenmodell gezeigt
werden, dass durch die Zugabe von TSH sowohl die Gent ds auch die Proteinexpression des
Symporters gesteigert werden konnte (Kogai, 1997; Sato, 1997). Neben TSH vermoégen
Forskolin bzw. extrazdlulé&res Adenosn die Expresson des Symporters im Rattenmodel zu
seigern (Harii, 1999).

Mehrere Arbeiten lassen vermuten, dass der Jodidtransport in der Brustdriise durch Prolaktin
dimulierbar id. Dies konnte vor dlem en wichtiger Regulator wahrend des Stillprozesses
nach der Geburt sein (Levy, 1998; Rillema, 1997/2000).

Weitere Studien an Ratten zeigten, dass die NIS-Expresson in der Brustdrise wéhrend der
gesamten Dauer des Stillprozesses (bis zu sechs Monate) hochreguliert ist und bereits 24
Stunden nach Abgtillen deutlich sinkt.

Des weteren wurden in FRTL-5 Zdlen, der thyreoidden Zdllinie der Fischer Ratte
Untersuchungen zur Beschreibung moglicher Inhibitoren der Expresson des Symporters
durchgeftihrt. Neben dem tranformierenden Wachstumsfaktor-31 (TGF-[31), einem potenten
Inhibitor des Wachstums und der DNA-Synthese in der Schilddriise, konnten Ostradiol, der
Tumorrekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-? (INF-?), Interleukin-la (IL-1a), Interleukin-6
(IL-6) und Interleukin-13 (IL-13) as mogliche Inhibitoren beschrieben werden (Kawaguchi,
1997; Aj-jan, 1998; Pekary, 1998; Furlanetto, 1999; Spitzweg, 1999).

Berdts 1948 berichteten Wolff und Chakoff, dass die organische Bindung von Jodid
innerhalb der Schilddriise durch erhthte Plasmgodidspiegel blockiert wird. Sie konnten des
weteren zeigen, dass dieser ds Wolff-Chaikoff bezeichnete Effekt trandent ist und nach einer
Veweildauer von 25 bis 50 Stunden die Schilddriise eine Adaptation an die vorherrschenden
Verhdtnisse zeigt und ene andhernd normae Schilddriisenhormonsynthese fortgesetzt wird
(Wolff & Chaikoff, 1948/49). Durch die Klonierung des Symporters konnte die Rolle von
hNIS beim Auftreten des Wolff-Chakoff-Effektes ndher untersucht werden (Spitzweg, 1999;
Uyttersprot, 1997).
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Es wurde vermutet, dass die sogenante Fucht vom Wolff-Chakoff-Effekt auf ener
Runterregulation des Symporters beruht, wodurch die intrathyreoidale Jodidkonzentration
herabgesetzt wird und die Inkorporation von Jodid in das Thyroglobinrlickgrat wieder
aufgenommen wird (Eng, 1999).

1.9 NISbe autoimmunen Schilddrisenerkrankungen

Raspé berichtete 1995 erstmals, dass die TSH-induziete Jodidaufnaéhme in  Kultivierten
Hundethyreozyten nach Zugabe von Hashimoto-Seren inhibiert wird. Es wurde vermutet, dass
kreuzreagierendes NIS verantwortlich sen  konnte fir den regidrieten  Abfal  der
Jodidakkumulationsfghigkeit.

Endo und seiner Arbeitsgruppe geang es 1996 den Ratten-Symporter stabil in e@nem Fusions-
protein zu exprimieren, um Seren von Patienten mit Morbus Basedow oder Hashimoto
Thyreoiditis auf die Anwesenheit von NIS-Antikbrpern zu Uberprifen. Sie konnten zeigen,
dass 84% (22 von 26) der Seren der Morbus Basedow Patienten bzw. nur 15% (3 von 20) der
Hashimoto-Seren  Immunglobulin G (IgG) besallen und das Fusonsprotein  zu  binden
vermochten (Endo, 1996).

Um ene Vidzahl an Seren von Pdaienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen auf die
Anwesenheit von NIS-Autoantikorpern testen zu konnen, entwickelte die Arbeitsgruppe um
Morris en kaibrietes ELISA-System (Morris, 1997). Be diesem ELISA wurde die
Bindungsféhigkeit der gebildeten Immunglobuline an den Ratten Symporters (rNIS) ermittelt.
In Vorabeten wurden dazu verschiedene rNIS-Peptide synthetiset und auf ihre
Bindungdfdhigkeit hin untersucht. Als Ergebnis konnte poduliet werden, dass die
gynthetiserten Peptide  unterschiedliche Bindungsaffinitdten aufwiesen. Fir enen  eindeutigen
Nachweis von NIS-Autoantikorpern in Seren verschiedener Petienten scheinen  demnach
besondere strukturelle K onformationen notwendig zu sein.

Mit diesen Studien wurde die Hypothese aufgestdlt, dass der Natrium-Jodid- Symporter eine
wichtige Rolle be autoimmunen Schilddrisenerkrankungen einnehmen konnte. Da aber in
den genannten Studien nur wenige Patienten untersucht worden waren, ist die Bedeutung von
Autoantikorpern gegen hNIS bisher unklar.
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1.10 NIS: Ein neues therapeutisches Gen ?

Die thyreoidde Expresson von NIS konnte ein moglicher Ausgangspunkt bel der Behandlung
von Schilddrisenkarzinomen sein. Be der Behandlung mit radioaktivmarkiertem Jodid im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium konnte ihm ene enorme Bedeutung zutell werden.

Mit ener endeutigen Charakteriserung der Regulation des humanen Natrium-Jodid- Sympor-
ters konnte die Entwicklung neuer Gentherapien ermoglicht werden, die be der Behandlung
von thyreoidalen und extrathyreoidalen Tumoren ihren Einsatz finden konnten.

In Studien mit Tumorzelen trandformierter Rattenthyreozyten, die keinen Jodidtransport
mehr zeigten, konnte durch eine Transfektion mit ener cDNA des rNIS die Fahigket zur
Akkumulaion von radioaktivmarkiertem Jodid sowohl in vivo ds auch in vitro wieder
hergestd It werden (Shimura, 1997).

Obwohl der gerichtete NIS-Gentransfer eine moderne Art der Krebsbehandlung mittels
Radigjodidtherapie zu sain vermag, missen jedoch vorab vide weitere Fragen geklart werden,
um zu gewdhrleigten, dass die durchgefiihrte Behandlung nur das erkrankte Gewebe anspricht
und nicht zu unewinschten Verdanderungen in anderen Organen fihrt, die ebenfdls in der
Lage snd aktiv Jodid zu akkumulieren.
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2. Fragestellung

Da Uber die Regulation der Expresson des humanen Natrium-Jodid-Symporters (hNIS) bisher
nur relaiv wenig bekannt war und hNIS in naher Zukunft eine wichtige Rille bel der Diagno-
s und Therapie von Schilddrisenerkankungen zu kommen konnte, war es ein primares Zid
der vorliegenden Promotionsarbeit eine Methode zur sendgtiven Detektion der hNIS- Genex-
pression aufzubauen.

Dazu <ollten dre verschiedene Quantifizierungamethoden angewendet und hingchtlich ihrer
Effektivitd und Effizienz miteénander verglichen werden. Im enzdnen <olite das Expres
sonsverhdten des humanen Symporters mittels der Northern Blot Andyse, der semiquantita
tiven Reverse Transkriptase Polymerasekettenresktion (RT-PCR) sowie der innovativen Redl-
Time PCR am LightCycler der Firma Roche Diagnogtics bestimmt werden. Dabel sollte das
Expressonsverhdten des Symporters in Abhangigkeit von Stimulatoren bzw. Inhibitoren auf
RNA-Ebene bzw. auf cDNA-Ebene untersucht werden.

Da dem Symporter die Rolle eines potentidlen Autoantigens zugeschrieben worden war,
sollte der humane Symporter kloniert und humanes rekombinantes NIS exprimiert werden,
um en sengtives Nachweissysem fur hNIS Autoantikorper aufzubauen. Mit dieser Technik
slite ersdmas ene grole Population von Patienten mit autoimmunen Schilddrisenerkrankun-
gen im Vergleich zu Normal personen getestet werden.

Padld zur Etablieeung enes Nachwessystems fir hNIS Autoantikorper, wurde die
funktionelle Aktivitét des klonierten Symporters in CHO-Zdlen Uberprift. Dazu wurde die
Fahigkeit zur Aufnahme von radioaktivmarkiertem Jodid untersucht.

Mit den durchgeflihrten Experimenten zur Beschrelbung des Expressonsverhdtens und zur
Betimmung der Anwesenheit von Autoantikbrpern <ollte der humane Natrium-Jodid-
Symporter innerhalb dieser Arbeit ndher beschrieben werden, sowie eine Aussage getroffen
werden Uber seine mogliche Rolle be der Diagnostik schilddriisenspezifischer Erkrankungen.
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3. Materia und Methoden

3.1 Bezugsguellen

3.1.1 Resgenzien

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Firgt Strand cDNA Synthesis Kit
lodine-125
Protein A Sepharose

Applied Biosystems, Welterstadt, Deutschland
Template Suppression Reagent
Big Dye'™ Terminaor DNA Sequencing
Kit

BioTez, Berlin, Deutschland
Klonierungsprimer

Sequenzierprimer

Biorad, Minchen, Deutschland
Ammoniumpersulfat
Coomasse
Natriumdodecylsulfat (SDS)
TEMED

Cabiochem, Bad Soden, Deutschland
G 418 Sulfat (Geneticin)
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Clontech, Heidelberg, Deutschland
NucleoTrap Gd Extraction Kit

Gibco Life Technologies, Weiterstadt, Deutschland
EarlesBBS (10x)
fotales K& berserum
Glutamin
LB-Agar
LB-Broth
Natriumhydrogencarbonat
Penicillin/Streptomycin
RPMI1640-Medium
Trizal

Invitrogen, Groningen, Niederlande
One Shot™ TOP10F kompetente Zellen
pTracer™-CMV Vektor
pBK-CMV Vektor

Promega, Mannheim, Deutschland
1kb DNA Ladder
DNA Polymerase | (Klenow)
Nuklesase-freles Wasser
pGEM-4Z Vektor
pGEM-T.Easy Vektor
Restriktionsenzyme
RNAsN
T4 DNA Ligese
T4 DNA Polynuclectide Kinase
TNT-Kit
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Quiagen, Hilden, Deutschland

Roche Diagnogtics, Mannhem, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

QIAshredder
RNeasy Mini Kit

Alkalische Phosphatase

Anti-Dig- AP Antikorper

CSPD

DIG Easy Hyb

Dispase

Expand™ High Fiddity PCR-System
Expand™™ Reverse Transkriptase
FuGene™ 6 Transfection Reagent
High Pure™ PCR Product Purification Kit
High Pure™ Plasmid Isolation Kit
Hybridization Probe
LightCycler-FastStart DNA Master
PCR Deoxynuclectide Mix
p(dT)15-Primer

Titan'™ One Tube RT-PCR System
X-Gd

Acrylamiddsung
Eisessg

Ethanol

| sopropylakohol
Methanol

Agarose
Benzamidin
[3-Mercaptoethanol
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Bromphenolblau

bovines TSH

BSA

Chloroform
Diethylpyrocarbonat(DEPC)
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Ethidiumbromid
Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA)
Formaledehyd (37%)

Formamid

Forskalin

Glycerol

| sopropyl-13-D-thiogdactosd (IPTG)
Kdiumchlorid

Lithiumchlorid

Maensaure

Methionin

MOPS

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumhydroxid

Natriumjodid

Natriumperchlorat

Phenol
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
PPO

Quaban

Sucrose

Tris-HCI

Tween-20

Wasserstoffperoxid 30% (H20,)
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Stratagene, Amsterdam, Niederlande
pBK-CMV Vektor

TIB Malbiol, Berlin, Deutschland
LightCycler Hybridiserungsproben
LightCycler Oligonukleotidprimer

3.1.2 Gerdate

Applied Biosystems, Welterstadt, Deutschland
ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser
Gene Amp® PCR System 9700

BIO-RAD, Minchen, Deutschland
Geldektrophoresekammer

Braun, Mdsungen, Deutschland
Certomat® H Bakterieninkubator
Certomat® R Bakterienschiittler

Eppendorf, Kéln, Deutschland
Pipetten diverser Volumina
Thermomixer 5436

Gilson, Langerfeld, Deutschland

Pipetten diverser Volumina

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Brutschrank
Labufuge 400R



3. Material und Methoden

20

MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannhem Deutschland

Sharp, Lepzig, Deutschland

Shimadzu, Duisburg, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

3.1.3 Verbrauchsmateridien

AGFA, Leverkusen, Deutschland

Biozym, Hesssch Oldendorf, Deutschland

Lamin Air Modell HLB 2472
Regulierbarer Heizblock
Elektronische Andysenwaage

Gel dokumentationssystem TFX-20M

LightCycler System

Lumilmager Station

Mikrowdle R-2V 18

Biospec 1601 Spektrophotometer

Zentrifuge 3K30

Thermopapier
Rontgenfilme

Filtertips (10 pl; 200 pl; 12000 pl)
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Corning Cogtar, Bodenheim, Deutschland
Einmd-Pipetten (1; 5; 10; 25 ml)
Petrischaen
Polystyren Reagenzglas (12 x 75 mm)
Zd lkulturflaschen

Eppendorf, Koln, Deutschland
Einmd- Pipettenspitzen (10; 100; 1000 pl)
Einmd- Reaktionsgefale (0,5; 1,5 ml)
Slaniserte Reaktionsgefde (0,6; 1,5 ml)

Millipore, Eschborn, Deutschland
Multiscreen Platten (BV 1,2 pm)
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3.2 Klonierung von PCR-Fragmenten zur Durchfihrung quanti-

tativer Expressionsstudien

Ein primaes Zid diessr Arbet war die Quantifizierung des Expressonsverhdtens des
humanen Natrium-Jodid-Symporters (hNIS), wahrend diverser Stimulationen auf RNA-Ebene
bzw. cDNA-Ebene, unter Einsaz verschiedener Quantifizierungsmethoden (Northern Blot
Andyse, kompstitive, ssmiquantitative RT-PCR; Redl-Time PCR).

Dazu mussten jedoch zunéchst entsprechende DNA-Fragmente sowohl fir das Target-Gen
hNIS ds auch fur das "house keeping'-Gen GAPDH (Glycerinddeyhyd- 3-phosphatdehydro-
genase) Uber eine Polymerasekettenresktion (PCR; polymerase chan reaction) aus isolierter
RNA amplifiziert werden, damit diese Fragmente, nach Klonierung in enen spezifischen
Pasmidvektor, ds Standard, as Kontrollfragment (Kompetitor) bzw. as Matrize zur
Synthese von RNA-Sonden eingesetzt werden konnten.

3.2.1 Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation von hNIS bzw. GAPDH

Zur Synthese der gewilnschten Fragmente wurde mit Hilfe ener Gen-Datenbank und unter
Anwendung des Wingar Quickprime Programm Oligonukleotidprimer ermittelt (s. Tab. 3.1),
die ene spezifische Amplifikation des humanen Natrium-Jodid-Symporters (hNIS) sowie der
humanen Glycerina deyhd- 3- phosphatdeyhdrogenase (GAPDH) ermdglichten.

Als Ausgangamaterid fungiete RNA der Schilddrisenkarznomlinie FTC133, die zunéchst
Uber eine Reverse Transkription in eine komplementére DNA (cDNA; copy DNA) Ubersetzt
wurde, welche ds Template fir die nachfolgende Polymerasekettenresktion diente.

Durch den Einsatz des Titan'™ One Tube RT-PCR Systems (Roche Diagnostics) konnten sog.
"carry over'-Kontaminationen verhindert werden, da cDNA-Synthese und PCR in enem
Gefd? durchgefiihrt wurden, ohne das Gef&l3 wahrend der Reaktion 6ffnen zu miissen.
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Ba der von Mullis (1987) entwickdten Methode der PCR handdt es dch um ene
enzymdische DNA-Vevidfdtigungsmethode, bei der in vitro in mehreren  Schritten
goezifische  Oligonuklectidprimer  entlang der  Matrizen DNA  verlangert werden, so  dass
Nukleotidstrange definierter Lénge und Sequenz angereichert werden. Die Temperatur des
verwendeten Thermoblocks wechselt dabel periodisch, so dass die entstandenen DNA-
Doppelstrange zu Beginn eines jeden Zyklus denaturiert werden, die spezifischen Primer sch
eneut an die Einzdsrange anlagern und diese durch die Anlagerung der korrespondierenden
Nukleosidiriphosphate (ANTP'S) verlangert werden konnen. Bei dieser Methode wird die
Hitzestabilitt der verwendeten Tag-Polymerase (zumes isoliet aus dem Bakterium
Thermophilus aquaticus) ausgenutzt, deren Temperaturoptimum Uber 70°C liegt. Bel jedem
Reaktionszyklus kommt es zu einer Verdopplung der zu amplifizierenden DNA-Fragmente
und damit zu ener exponentiellen, etwa 10°-10’-fachen Anreicherung dieser, durch die
Primer flankierten, DNA-Fragmente (Mullis, 1987).

Natrium-Jodid- Symporter Glycerind dehyd- 3- phosphat-
(hNIS) dehydrogenase (GAPDH)
Sense Primer gog cct cac cag cec ctacga gCcaggg 999 &gc Caaaag 99
Antisense Primer tgc cac cca cca caa aag tcc agaa tgc cag cce cag cgt caa ag
FragmentgroRe 418 bp 566 bp
cDNA-Synthese 30 min : 50°C 30 min; 50°C
Pradenaturierung 2min; 94°C 2min; 9%4°C
PCR 30sek ;94 °C 30sek ;94 °C
30sek ; 58°C 30 sk ; 58°C
60 sek ; 68°C 60 sek ; 68°C
Terminale
Elongation 7min; 68°C 7min; 68°C
Zykluszahl 35 35
Tab.3.1: Primer und Reaktionsbedingungen zur reversen Transkription und Amplifikation von

hNIS und GAPDH
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3.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten

Bendtigte Losungen:

50x TAE-Puffer Tris 242 ¢
Eisesg 57,1ml
0,5M EDTA pH 8,0 100 mi
H.O ad 1l

10x Gel- Ladepuffer Bromphenolblau 0,05%
Sucrose 40%
EDTA pH 8,0 0,1 M
SDS 0,5%

Zur gedektrophoretischen Auftrennung der amplifizieten PCR-Produkte wurde ein 1,5%
Agarosegd (1,5 g Agarose auf 100 ml 1x TAE-Puffer) gegossen, welches mit 1 pg/ml Ethi-
diumbromid versetzt wurde. Der komplette PCR-Ansatiz wurde mit 10x Gd-Ladepuffer
vermischt und auf das auspolymeriserte Gel aufgetragen.

Zustzlich wurden 5 pl (500 ng) eines Molekulargewichtsmarkers (1kb DNA Laeiter,
Promega), der den Bereich von 250 bis 10.000 Basenpaaren (bp) umspannt, aufgetragen.

Die Gedkammer wurde mit 1x-TAE-Puffer aufgeflillt. Die dektrophoretische Auftrennung
erfolgte be 110 V fir ca 90 min. Im UV-Tranduminator konnten die entstandenen PCR-Pro-
dukte auf Grund der interkdierenden Fahigkait des Ethidiumbromids dchtbar gemacht
werden. Das G wurde mit Hilfe eines Geldokumentationssystems der Firma MWG-Biotech

aufgenommen und fir weitere Auswertungen archiviert.
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3.2.3 Isolierung genomischer DNA aus einem Agarosegel

Die entsprechenden PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des NucleoTrap Ge Extraction Kits
(Clontech) aus dem Agarosegel duiert. Dabel wurde zunéchst das betreffende PCR-Produkt
aus dem Gd ausgechnitten und bei 55°C fir 10 min im NTI1-Puffer aus der Agarose
herausgel6t. Wéhrend dieser Inkubation erfolgte die Bindung der DNA an die Matrix der
zugefigten NucleoTrap Suspension. Uber mehrere Wasch und  Zentrifugationsschritte wurde
die DNA geranigt, bevor durch Zugabe von 20 pl HPLC-Wasser und einer erneuten
Warmezufuhr, 55°C fir 5 min, die Bindung zwischen DNA und NucleoTrgp Suspension
gel6s wurde und nach einem letzten Zentrifugationsschritt die DNA in Losung vorlag. 4 pl
der so gewonnenen DNA wurden abschlielend auf einem Agarosegd (s 3.2.2) zur Kontrolle

aufgetragen.

3.2.4 Einbau von DNA in einen Klonierungsvektor

Damit die duiete DNA in einen Klonierungsvektor eingebaut werden konnte, musste dieser
varschiedene Eigenschaften aufweisen. Neben einem "Origin of Replication” und ener
Ampicllinresgenz, sollte er zusdzlich Uber einen zur Aufnaéhme von Fremd-DNA besonders
eingefiigten DNA-Abschnitt mit diversen Redtriktionsschnittstellen (multiple
Klonierungsstelle) verfiigen, in den nach entsprechender Lineariserung die Fremd-DNA
eingebaut werden konnte. Durch den Verdau mit e@nem "dngle cut-Enzym wurde das
ringformige  Plasmid linearisert, mit dkdischer Posphatase  dephosphoryliet  und
anschlielRend mit dem Insert ligiert.

Fir diese Resktion wurden 7 pl DNA und 1 pl Vektor mit 1 pl ener T4-DNA-Ligase (Pro-
mega) vermischt und Uber Nacht bel 15°C inkubiert.

Das isoliete GAPDH-Fragment wurde in den pGEM-T.Easy-Vektor ligiert, wahrend der
humane Symporter in den pGEM -4Z-V ektor (beide V ektoren von Promega) kloniert wurde.
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3.2.5 Transformation der Vektorkonstrukte in kompetente E.coli-Zdlen

Zu 25 pl, auf Eis aufgetauten, kompetenten One Shot™ ToplOF Bakterienzelen (Invitrogen)
wurden 1-2 ul des Ligationsansatzes gegeben, 30 min auf Eis inkubiert und en "Hitzeschock”
fir exakt 30 sk bea 42°C durchgefihrt und anschlief?end sofort wieder auf Eis gestdlt
("quick chill"). Durch diesen Hitzeschock konnte das DNA-Vektor-Kongrukt in  die
kompetenten Zellen engebracht werden. Zum Transformationsansatiz wurden 250 pl SOC-
Medium pipettiet und die Zdlen fir 1 Std. be 37°C unter starkem Schitteln inkubiert.
Anschlielend wurde der komplette Ansaiz mit Hilfe eines derilen Drigdskigpatels auf
sdektive Ampidillin-LB-Agar Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.6 Prinzip der Blau-Weil3-Selektion

Durch den Zusatz von Isopropyl-(3-D-thiogdactosd (IPTG, Roche Diagnogtics) und X-Gd
(Roche Diagnogtics) auf den Agarplatten konnte Uber eine BlawrWel3-Sdektion ermittdlt
werden, welche der resultierenden Bakterienklone das DNA-Vektor-Konstrukt ins Plasmid
integriert hatten.

Bass dieser Sdektion id, dass die multiple Klonierungsstelle innerhdb des 5'-Abschnittes
des lacZ-Gens liegt. Diesr Abschnitt kodiert fir den aminoterminden Tell der 3-Galakto-
ddase. Um das Sdektionssystem gut ausnutzen zu konnen, missen die kompetenten Bak-
teriengdmme auf ihrem Genom den 3-Abschnitt des lacZ-Gens besitzen und somit fir den
caboxyteeminden Tel der R-Gaaktosdase kodieren. Bakterien, die den Plasmidvektor
integriert haben and ampicillinresstent und bedtzen ene funktiondfdhige [3-Galaktosidase,
die dch as enem Pasmid-kodieten Antel und enem Genomkodierten Antell
zusammensetzt. Diese Bakterien bilden in Gegenwart des Farbgtoffes X-Gd und des
Induktors IPTG blaue Kolonien.

Durch den Einbau der DNA fir GAPDH bzw. fir hNIS in die multiple Klonierungsstelle des
Vektors wird der Leserahmen des lacZ-Gens zerstort. Die betreffenden Ampicillin-resisten
ten Bakterienkolonien bleiben in Gegenwart von IPTG und X-Gal well3 (Knippers, 1971).
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3.2.7 Hergdlung eines Bakterienstocks

Mehrere weil3e Klone wurden zur weiteren Andyse ener Plasmidisolierung unterzogen. Dazu
wurden zunéchst die entsprechenden Klone mit enem derilen Zahnstocher von der Hatte
gepickt und Uber Nacht in 5 ml LB-Medium (Gibco) ads Schittekultur inkubiert. Als Selek-
tionsantibotikum wurde 1% Ampicillin der Kultur zugesstzt. Am néhgen Morgen wurden
450 pl der Bakteriensuspenson mit 200 pl LB-Medium und 50 pl Glyeerinlosung (80%)
vermischt und dieser Bakterienstock bei -80°C gelagert.

3.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Aus der redlichen Bakteriensugpenson wurde Plasmid-DNA nach dem Prinzip der
dkdischen Lyse unter Einsaiz des High Pure Plasmid Isolation Kits (Roche Diagnogtics)
ioliet. Das Lysat wird dabe in enem Schritt neutrdidert und af Hochsazbedingungen
engesdlt. Nach Auddlung bekteridler DNA und Zdltrimmen wird der plasmidhdtige
Uberstand mit dem High Pure Filter Tube gereinigt. Nukleinsiuren werden dabel spezifisch in
Gegenwart eines chaotropen Salzes an die Slica-Oberflache gebunden. Da nur Nukleinsduren
spezifisch gebunden werden, wird die Plasmid-DNA nach mehreren Waschschritten nunmehr
fra von Sdzen, Proteinen und anderen zdlulé&ren Verunrenigungen in Niedrigsazpuffer oder
Wasser duiert.



3. Material und Methoden 28

3.2.9 Durchfiihrung eines Kontrollverdaus

In enem Redriktionsverdau wurden 4 pl der Plasmid-DNA mit  Redriktionsenzymen
behanddlt, die ene Chaakterserung des DNA-Vektor-Kongrukts ermdglichen  sollten.
Wéhrend fir GAPDH ein Kontrollverdau mit Pstl und Ncol angesetzt wurde, erfolgte die
Redtriktion von hNIS mit Hindlll und EcoRI. Nach ca 60 min wurde der Verdau auf einem
1% Agaro-segel aufgetragen und geldektrophretisch aufgetrennt (s. Punkt 3.2.2).

Entsprachen die resultierenden Banden der Grole, der in der PCR amplifizieten Fragmente
(s. Tab. 31) wurde Uber eine abschliefende Sequenzierung die "ldentitdt" der Fragmente
ermittelt.

3.2.10 Sequenzierung von cDNA-KIlonen

Mit Hilfe der Sequenzierung konnte die genaue Basenabfolge der klonierten Fragmente
bedimmt werden und anschliefend mit denen in einer Daenbank aufgelisteten Sequenzen
verglichen werden, um festzugelen, ob eventudle Sequenzunterschiede vorliegen, sowie den
Bewes zu fuhren, dass es sch ba den klonierten cDNA-Vektor-Kongrukten tatsdchlich um
ein Fragment der GAPDH bzw. des humanen Symporters handelte.

In enem dinnwandigen 200 pl PCR-Resktionsgefdld wurden cal pg Plasmid-DNA, 0,5 pl
des jeweligen spezifischen Sequenzierungsprimer M13 forward bzw. M13 reverse (Applied
Biosysems) mit 4 pl BigDye Teminaor Sequenziermix (Applied Biosysems)
zusammenpipettiert und mit Nuclease-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 20 pl gebracht.

Die Sequenzierungsresktion wurde in eénem Thermocycler durchgefiihrt. Dabe wurden 26
Zyklen folgenden Temperaturprofiles durchlaufen: 10 sek bei 96°C; 5 sek bei 50°C; 4 min bel
60°C. Im Anschlul3 an die PCR wurden die PCR-Produkte Uber eine Ethanolfallung geranigt.
Dazu wurden in einem 1,5 ml Eppendorfgefdd 10 pl Natriumacetat (3M, pH 5,2), 80 pl HO
und 250 I Ethanol (96%) vorgeegt und mit dem kompletten Sequenzierungsansatz
vermischt. Es erfolgte ene Prazipitation fur 15 min bel 13.000 x g.
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Der Uberstand wurde verworfen und das Pelet in 250 pl  Ethanol (70%) gewaschen und
wetere 5 min ba maximaer Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach ener erneuten Vewerfung
des Uberstandes wurde das Pdlet fir 2-3 min in einem Vakuumtrockner getrocknet und
anschlielend in 20 pl Template Supresson Resgent (Applied Biosystems) resuspendiert.
Bevor die Proben dann in den ABI PRISM™ 310 Genetic Anayzer eingelesen wurden,
erfolgte eine zweiminltige Denaturierung bei 94°C.

Das Prinzip der Sequenzierung beruht auf der Auftrennung verschieden langer Fragmente in
ener Slicagekapillare. Diee Fragmente entsehen wédrend der Amplifikationsresktion
durch den Einbau fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide (ddNTPs), die nach ihrem
Einbau in die synthetiserte DNA zu einem Abbruch der Elongationsresktion fihren, da se
keine freie OH-Gruppe tragen, die zur Anlagerung weiterer Nukleotide notwendig i<

Wéhrend der Auftrennung der amplifizieten Fragmente gemd? ihrer Lage, werden padld
dazu die eingebauten fluoreszenzmarkierten Nukleotide durch einen Laser angeregt, wobe
jedes Fuorophor Licht einer anderen Welenlange emittiert. Uber eine spezidle Software
kann die geesene Sequenzfolge graphisch dargestellt werden (s Anhang A) und mit den in
den Datenbanken eingelesenen Dateien verglichen werden (s. Anhang B-E).
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3.3 Untersuchung der Expression des humanen Symporters

Ein Zid dieser Arbet war die Untersuchung der Expresson von hNIS. Dazu wurden dre
molekularbiologische Methoden angewandt bzw. etabliert, mit deren Hilfe auf RNA- bzw. auf
CDNA-Ebene quantifiziet werden konnte. Wéhrend die Northen Blot Andyse ene
Untersuchung des Expressonsverhdtens direkt auf RNA-Ebene ermdglichte, konnte Uber die
kompstitive, semiquantitative RT-PCR sowie die innovaive Red-Time PCR das Expres
sonsverhaten des Symporters nach der Umschreibung in cDNA charakterisert werden.

Be der Auswahl dieser dre molekularbiologischen Methoden sollte des Weiteren die
Progresson in der Entwicklung von Methoden zur Quantifizierung von Expressondtadien auf
RNA-Ebene dargestellt werden. Fortschritte zeigten sch sowohl durch eine Erhéhung der
Sengtivité ds auch in einer Reduktion des Arbeitsaufwandes, die mit ener verkirzten
Detektionszeit enhergett.

3.3.1 Northern Blot Andyse

Fir den Northern Blot wurde Gesamt-RNA aus Thyreozyten isoliert, geleektrophoretisch
aufgetrennt und auf ene gedgnete Trégerschicht, ener Nylonmembran, Ubertragen und dort
immobilisert. Der Nachweis spezifischer RNA-Molekile efolgt durch Hybridiserung der
Membran mit ener geeigneten, makieten RNA-Sonde, weche mit Hilfe von

Chemilumineszenz nachgewiesen werden konnte.

3311 Herstellung von DI G-gelabelten RNA-Sonden

Zur Hergdlung von Digoxigenin(DIG)-markierten RNA-Sonden wurden die DNA-Vektor-
Kongrukte eingesetzt, in die zuvor hNIS bzw. GAPDH efolgreich einkloniert worden waren.
Die Template-DNA wurde mit entsprechenden Redtriktionsendonukleasen behandelt, um das

Plasmid zu lineariseren.
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Nach ener Phenol/Chloroform-Extrektion mit anschlielfender Ethanolfdlung wurden  Uber
folgende Standardmarkierungsreaktion "run off"- Transkripte erzeugt:

1pg geranigtes linearisertes Plasmid
2l dNTP Markierungs-Mix

2l Transkriptionspuffer

1yl RNAse-Inhibitor

2ul RNA-Polymerase, SP6 bzw. T7

Die Standardmarkierungsresktion wurde auf ein Endvolumen von 20 pl gebracht und 2 Std.
be 37°C inkubiert. Um die Template-DNA zu entfernen, wurden anschliel?end 2 pl RNAse
frde DNAse | (Promega) hinzugegeben und fir wetere 15 min ba 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 2 pl 0,2 M EDTA (pH 8,0) gestoppt.

Zum Transkriptionsansatz wurden 25 pl 4 M LiCl und 75 pl kater Ethanol (96%) hinzuge-
fugt, gut durchmischt und Uber Nacht be -20°C prazipitiert. Anschlieffend wurde das
Gemisch 15 min bei 12.000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 50
DEPC-Ethanol (70%) gewaschen. Nach enem kurzen Trocknungsprozess unter Vakuum
wurde das Pedlet in 100 ul RNAse-fredem Wassr gelost und mit 1 pul RNAse-Inhibitor
(Promega) vermischt.

3312 Elektrophorese der RNA

Bendtigte Losungen:

DEPC-Wasser 0,1% DEPC
H>O adll
Autoklavieren

10 mM EDTA EDTA 0,037g

A. dest ad 10 ml
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10 x MOPS 0,2M MOPS
0,05 M Natriumacetat
0,01 M EDTA
auf pH 7,0 mit ca. 3 g NaOH-P&ttchen, autoklavieren

RNA-Probenpuffer 250 pl deionisertes Formamid
83 ul Formaldehyd (37%)
50 pl 10x MOPS
17 pl DEPC-Wasser
0,4 pl Ethidiumbromid

Bromphenolblau

Die zur Elekirophorese der RNA benétigte Kammer und Gelform wurden tber Nacht in 3%
H.O» gewdssart und am néchsten Morgen gut mit DEPC-Wasser gespiilt. Anschlief3end wurde
en denaturierendes Formdin-Agarosegel gegossen. Dazu wurde Agarose fur ein 0,8-1% Gd
eingewogen, mit 5 ml 10x MOPS sowie 37,5 ml DEPC-Wasser gemischt und fir 23 min be
400 W in der Mikrowelle geldst. Nachdem das Gel auf ca 50°C abgekihlt war, wurden 8 ml
Formaldehyd (37%) hinzugegeben, das Ganze gut gemischt und das Gel gegossen. Nachdem
das Gd fest war, wurden die RNA-Proben in je 4 Volumina Probenpuffer aufgenommen, 10
min ba 65°C denaturiert und anschlief?end auf Eis gedelt. Die Gedkammer wurde bis zur
Oberkante des Geds mit 1x MOPS gefillt, die Proben aufgetragen und der Lauf gedtartet.
Nachdem die Proben ins Gd gdaufen waren (nach ca 5 min), wurde die Gelkammer mit 1x
MOPS aufgefillt und das Ge eektrophoretisch bel 80 V fur ca 2-3 Std. aufgetrennt.

Nach der Auftrennung wurde das Ge fir 2 weitere Stunden in DEPC-Wasser gewdassert, um
Uberschiissiges Formadehyd aus dem Ged zu entfernen. Abschlief?end wurde die RNA unter
UV-Licht detektiert.
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3313 Blotten der RNA (Kapillarblot tiber Nacht)

Bendtigte Ldsungen:

20* SSC-Puffer 0,3 M Natriumcitrat
3 M NaCl
auf pH 7,0

Fir den Transfer der RNA aus dem Trenngd auf die Nylonmembran wurde zunéchst eine
Lage Whatman-3MM Pepier (7 x 17 cm) in die Gekammer gelegt und beide Seiten der Kam-
mer bis zur Hafte mit 20* SSC-Puffer geflllt. In der Zwischenzeit wurden 5 Lagen
Whatman-3MM-Peapier auf Gelgrofie zurecht geschnitten und in 20* SSC-Puffer getrankt.
Nachdem das Whatman-Papier in der Kammer vollsténdig mit SSC-Puffer vollgesogen war,
wurde das G mit der Obersate nach unten aufgdegt, eventuele Luftblasen entfernt, die
zurecht geschnittene und ebenfdls in 20 SSC getrankte Nylonmembran aufgelegt und die
Réander des Gels mit einer Maske aus Parafilm abgedeckt. Auf die Membran wurden neben
dem mit SSC gerénkten Whatman-Papier zurecht geschnittene Zeldtoffstiicke gelegt,
abermas eventudle Luftblasen entfernt und der Blot abschlieRend mit einem  geeignetem
Gewicht beschwert und Uber Nacht geblottet. Am né&chgen Tag wurde die Membran
luftgetrocknet und die RNA Uber einen Prozess, der Crosdinking genannt wird, kovaent an
die Membran gebunden. Abschlieflend wurden die auf die Membran transferierten RNA-
Banden unter einem UV - Schirm angezeichnet.

3314 Hybridiserung mit DI G-gelabelten RNA-Sonden

Zu Beginn der Hybridiserung wurde die Nylonmembran mit 20 ml DIG Easy Hyb/100 cn?
Membran (Roche Diagnogtics) fur 2 Std. bei 68°C préhybridisert. In der Zwischenzeit
wurden die DIG-gdabelten RNA-Sonden 10 min be 99°C denaturiert und nach enem "quick
chill zum  frisch  hegeddlten  Hybridiserungspuffer gegeben.  Zu 25 ml
Hybridiserungspufer kamen 2 pl der GAPDH-Sonde und 10 pl der hNIS-Sonde.
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Die Nylonmembran wurde mit der entsprechenden Sondenlésung eingeschwelld und CUber
Nacht bel 68°C im Wasserbad hybridisert.

Am néchgen Morgen wurde die Membran zweima fir jeweills 20 min bel Raumtemperatur
mit 50 ml 2* SSC + 0,1% SDS und dann mit je 50 ml 0,1* SSC + 0,1% SDS bei 68°C
gewaschen, wobel darauf geachtet werden mulde, dass die Membran zwischen den einzelnen
Waschschritten nicht austrocknete.

3.3.15 Detektion

Bendtigte Losungen:

Puffer 1 0,1 M Mdenséurepuffer
0,15 M NaCl auf pH 7,5
Waschpuffer Puffer 1 mit 0,3% Tween 20
Puffer 2 10x Blockierungsreagenz 10 mi
Puffer 1 0 ml
Puffer 3 0,1 M Tris-HCI
0,1 M NaCl auf pH 9,5

Die Membran wurde 5 min in Waschpuffer gewaschen und anschlieend 30 min be
Raumtemperatur mit 100 ml Puffer 11/2100 cn? Membran blockiert. In der Zwischenzeit wurde
der Anti-DIG-akdische Phosphatase Antikorper (Roche Diagnostics) 1:10.000 in 20 ml
Puffer 2 verdinnt und die Membran 30 min in dieser Losung inkubiert. Nach einem doppelten
Waschschritt fir 15 min mit 100 ml Waschpuffer, wurde die Membran in 20 ml Puffer 3 &qui-
libriert. Das Detektionsreagenz CSPD (Roche Diagnostics) wurde 1:100 in Puffer 3 verdinnt,
zur Membran gegeben und 10 min ba 37°C enwirken geassen. Abschliellend erfolgt die
Detektion der RNA am Lumilmager (Roche Diagnodtics).
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3.3.2 Kompetitive, semiquantitative RT-PCR

Mit der Entwicklung der Polymerasekettenresktion (PCR) efolgte eine Revolution der
Molekularbiologie, die ene Nukleinsuredetektion in enem Frequenzbereich von ener
enzenen Kopie ermoglicht (Freeman, 1999). Der Hauptstorfaktor fir einen erfolgreichen
Einsatz der PCR, ds ene quantitative Methode, ist der inhdrente Wechsel in der chemischen
Reaktionskinetik im Verlauf der Zeit. Dies bedeutet, dass zundchst einmd der Bedaf an
Subgtrat und weiteren essentiellen Bestandteilen gewéhrleistet werden muss (Orlando, 1998).

Jede PCR durchlauft drei Stadien der Amplifiketion, die gekennzeichnet snd von dsark
gednderten Kinetiken. Die erde Phase, auch geometrische Phase genannt, die nur innerhab
der ersen Zyklen dHatfindet, wird beschrieben durch ene logarithmische Amplifiketion der
Template-DNA. Die folgende lineare Phase wird begleitet von ener Reduktion der
Amplifikertionsrate und Effizienz wodurch das Wachstum des Produktes exponentiel erfolgt.
In diesr Phase kommt es zu ene Verdopplung der Amplifikete in jedem durchlaufenden
ZyKlus. In der dritten und letzten Phase der PCR kommt es zu einem Stop der Akkumulation -
die Resktion erecht ihren Plaeauwet. Das Plaeau it en  unvermedbares und
unbesténdiges Phanomen, das durch einen Subdtramangd, der Kompetition unspezifischer
Produkte sowie der Reassoziation der Target-DNA verursacht wird.

Eine dternative Mehode zur Quantifizierung der Genexpresson ig die  kompetitive,
semiquantitative RT-PCR. Bel dieser Methode werden cDNA-Fragmente innerhab der PCR
z2ueinander in Konkurrenz gesetzt. Da beide Fragmente identische Primerbindestellen tragen,
konkurrieren de um die Iim Anstz enthdtenen Primermolekile. Das klenere
Kompetitorfragment zeigt in dea gedektrophoretischen  Auftrennung  en  anderes
Laufverhdten ds das Origindfragment. Da der Kompetitor kirzer i, kann e in der
Elektrophorese schneller wandern, a's sein korrespondierendes Fragment.
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Schema der kompetitiven, semiquantitativen RT-PCR:

CDNA Plasmid-DNA
= = identische Primer Restriktionsverdau und Religation

cDNA Kontrollfragment

Nach Durchfuhrung der — cDNA-Probe

kompetitiven PCR wurden die — Kontrollfragment

Produkte auf enem 2%

Agarosegel aufgetragen.

Agarosege

3321 Synthese von Kontrollfragmenten

Damit ene kompetitive, semiquantitetive RT-PCR etabliert werden konnte, bedurfte es der
Synthese von sogenannten  Kompetitorfragmenten  (Kontrollfragmenten).  Dazu  wurde  die
isolierte Plasmid-DNA der Fragmente fir GAPDH bzw. fir hNIS mit verschiedenen Restrik-
tionsenzymen behanddt, so dass innerhdb des Fragmentes ca. 80-100 Basenpaare (bp)
herausgeschnitten wurden.
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Zur Synthese des hNIS-Kompetitors wurde die DNA des Klonierungsproduktes mit Dralll
und Bsgl spezifisch geschnitten, wahrend fir die Kontrollfragmentsynthese von GAPDH die
Redtriktionsendonukleasen Blpl und Bbsl (dle Enzyme von Promega) verwendet wurden.
Beide Ansiize wurden 2 Std. bei 37°C inkubiert und anschlie?end fir eine weitere Stunde mit
ATP, dNTPs und Klenowpolymerase (Promegd) behanddt, um glatte Enden zu erzeugen.
Nach einer Ethanol-Féllung der DNA (s. Punkt 3.2.10) wurden beide Konstrukte rdigiert. Es
efolgte ene emneute Trandformation in kompetente  E.coli-Bakterienzdlen,  mit
anschlief¥ender Isolierung und Sequenzierung der Klone.

3322 Cracking von Plasmiden

Bendtigte Losungen:

Crackingpuffer 5M NaOH 2ml
10% SDS 25ml
Sucrose 1049
H>O ad 50 ml

3 M Kdiumchlorid Kdiumchlorid 2,249
A. dest 10ml

Uber eén Cracking wurde ermittdt, welche Klone ds potentidles Kontrollfragment in Frage
kommen konnten Mit dieser schndlen Methode konnte nach erfolgter geldektrophoretischer
Auftrennung ermittelt werden, welche Bakterienklone ein verkirztes DNA-V ektor-Konstrukt
enthieten.

Dazu wurden zundchst mehrere Einzelklone gepickt und Uber Nacht as Schittelkultur
inkubiert. Am néchsten Morgen wurden 250 pl der Bakterienkultur entnommen und 2 min be
20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 40 pl EDTA-L6-
sung (10 mM) vermischt. Nach der Zugabe von 50 pl Crackingpuffer und wiederholtem
vortexen efolgte ene Inkubation fir 5 min ba 70°C mit anschlielfender Abkihlung auf
Raumtemperatur.
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Nech Zugabe von 2 pl 3 M Kdiumchlorididsung und enigen Kornchen Bromphenolblau
wurden die Zdlen 5 min auf Eis inkubiert, um anschlief?end fir 3 min be 13.000 x g zentrifu-
giet zu werden. 20 pl des Cracking-Ansatzes wurden auf einem 1% Agarosege aufgetragen
und gelelektrophoretisch getrennt.

Aus den Schittekulturen der Klone, deren Auftrennungsverhdten auf ein verkirztes DNA-
Fragment schliel¥en lie3, wurde Plasmid-DNA isoliert (s. Punkt 3.2.8), en Kontrollverdau
durchgefiihrt (s. Punkt 3.29) und interessante Klone abschlielend ansequenziert (s. Punkt
3.2.10).

3323 Kompetitive, semiquantitative RT-PCR

Im Verlauf diessr PCR kommt es zu einer Kompetition zwischen der eingesetzten cDNA und
dem Kontrollfragment (KF), welches in definieter Konzentration dem PCR-Ansaz zugeseizt
wurde. Damit eine quantitative Aussage ermdglicht werden konnte, wurde in ener ergen
PCR-Reihe der cDNA-Gehdt auf das "house keeping-Gen GAPDH normdidert. Dies
bedeutet, dass in jedem Resktionsggefdld eine kongante Menge an Kontrollfragment pipettiert
wurde (zB. 10’ Kopien KF-GAPDH) und die eingesetzte Menge an cDNA solange variiert
wurde, bis dle PCR-Amplifikate nach der gedektrophoretischen Auftrennung ein Verhdtnis
der resultierenden Bandenintensitéten von etwa 1.1 zeigten.

Die so ermittelten cDNA-Mengen wurden in ener zweiten PCR-Reihe auf hNIS eingesatzt.
Daba wurde zund&chst ermittet, welche hNIS-Kompetitorverdinnungsstufe gewéhit werden
musste, damit das Vehdtnis der Bandenintensté zwischen Kompetitor und der
unbehandelten (basalen) cDNA-Probe etwa 1.1 betrug. Diese Verdinnungsstufe wurde dann
in einer weiteren PCR kongtant zu den ermittelten cDNA-Mengen eingesetzt.

Die resultierenden PCR-Amplifikate wurden gelelektrophoretisch auf einem Agarosege (296)
aufgetrennt. Das G wurde am Lumilmager (Roche Diagnogtics) aufgenommen und dort
Uber ene gpezidle Software (LumiAndyst) quantifiziert. Hierlber konnte eine Aussage
getroffen werden, um welchen Faktor die Expresson des Symporters nach der Zugabe
verschiedener Reagenzien inhibiert bzw. simuliert wurde.
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Fur die RT-PCR auf GAPDH wurde zu folgendem Resktionsgemisch bestehend aus

50u
2,0ul
5,0 pl
50u
0,7 ul

10x Reaktionspuffer mit MgCh
dNTP (jedes Nukleotid 10 mM)
GAPDH sense (10 uM)
GAPDH antisense (10 pM)
Tag-Polymerase (5 U/ul)

ene variable Menge an ¢cDNA und 20 pl der jeweligen Kompetitorplasmidverdinnung
gegeben und der Resktionsansatz auf ein Endvolumen von 50 pl gebracht, bevor das in Tab.
3.2 aufgefihrte PCR-Profil durchlaufen wurde. Abschlie?end wurden 25 pl des PCR-
Produktes auf einem 2% Agarosegd geldektrophoretisch aufgetrennt.

Im Fal von hNIS wurde folgendes Resktionsgemisch in Form eines Mastermixes vorge egt:

2,5 pl
4,0 ul
2,0ul
25u
25 ul
15u

10x Resktionspuffer ohne MgCh
MgCl, (25 mM)

dNTP (jedes Nukleotid 10 mM)
hNIS sense (10 uM)

hNIS antisense (10 uM)
Tag-Polymerase (5 U/ul)

Zu diessm Magermix wurde die ermittdte cDNA-Menge sowie die entsprechende
Kompetitorverdinnung (2ul) hinzugegeben und das Gemisch auf en Endvolumen von 25 pl
gebracht, bevor das in Tab. 3.2 aufgelistete PCR-Profil durchlaufen wurde. Auch hier wurden
die PCR-Amplifikate auf enem 2% Agaosgd aufgetragen und nach efolgreicher

Elektrophorese am Lumilmager aufgenommen und fir weitere Analysen archiviert.
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Natrium-Jodid- Symporter Glycerind dehyd- 3- phosphat-
(hNIS) dehydrogenase (GAPDH)

sense Primer ggg cct cac cag cac cta cga gcaggg 999 &gc caaaeg 99
antisense Primer tgc cac cca cca caa aag tcc agaa tgc cag ccc cag cgt caaag
Fragmentgrolie 418 bp 566 bp
Kontrollfragment 299 bp 480 bp
Pradenaturierung 2min; H°c 2,5min. ; 94°c
PCR 30sek;94°C 30sek;94°C

35 sk ; 65°C 30 sek ; 59°C

45 sek ; 72°C 30sek ; 72°C
term. Elongation 7min; 72°C 7min ; 72°C
Zykluszahl 40 35

Tab.3.2: Primersequenzen und Reaktionsbedingungen zur Durchfihrung der kompetitiven,

semiquantitativen RT-PCR auf GAPDH bzw. auf hNIS

3324 Quantitative Analyse der PCR-Produkte

Uber den Lumilmager und der dazugehorenden LumiAndyst Software wurden die
Intengtéten der resultierenden PCR-Banden bestimmt. Dabe wurde zunéchst einmal  geprift,
invieweit die vorliegenden Konzentrationsverhdtnisse zwischen ¢cDNA und dem Kompstitor
fir GAPDH gleich snd, oder ob be der Auswertung der hNIS-PCR ein Korrekturfaktor
beriickschtigt werden musste. Im Fal von hNIS, wurden die berechneten Intendtéen fir die
a@nzelnen cDNA-Proben zur basden Probe ins Verhdtnis gesatzt und somit ein Stimulations-
bzw. Inhibitionsfaktor errechnet.

Kommt es zu ene gedegeten Expresson von hNIS in der korrespondierenden cDNA-
Probe, so verschiebt sich das Bandenverhdtnis zu Gunsten der cDNA-Probe. Im Fall ener
Inhibition verschiebt sSch das Verhdtnis der Bandenintenstéten in Richtung des engesetzten
Kompetitors.
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3.3.3 Rea-Time Polymerasekettenreaktion

Des Weteren wurde im Verlauf dieser Arbeit eine Methode zur Red-Time Quantifizierung
der Expresson spezifischer mRNA etabliet. Dazu wurde das LightCycler System der Firma
Roche Diagnostics verwendet. Dieses System bietet den Vortel innerhdb kurzer Zeit ene
grole Probenzahl messen zu konnen. Innerhdb dieses Sysems kann die Generierung von
PCR-Produkten in Red-Time vefolgt werden. Die PCR-Resktion l&uft in spezidlen
Borglikat-Glaskapillaren &b, welche durch ihr gingiges Oberfléchenzu-VolumenVerhdtnis
Temperaturanderungsraten von bis zu 20°C/sek erlauben. Es wurde sowohl eine Red-Time
PCR fur GAPDH ds auch fir hNIS, unter Einsatz spezifisch fluoreszenzmarkierter Sonden,
etabliert.

M2 aHmo®™aog+—m

5 10 15 20 25 30 35
Zykluszahl

Abb. 3.1: Dargestellt ist die Zunahme der Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Zykluszahl
wahrend einer Real-Time PCR Uber 40 Zyklen. Als Probenmaterial fungierte der
synthetisierte externe Standard des Symporters in einer Konzentration von 10° bis 10

Kopien und einer Wasserkontrolle (ntc).
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3331 Herstellung eines externen Standards

Um mittds ener Real-Time PCR quantifizieren zu kdnnen, bedurfte es eines eigens fir diese
PCR hergestdlten Standards. Als Standard fungierten die unter Punkt 3.2 klonierten PCR-
Fragmente.

Um ene optimae Effizienz innerhdb der PCR zu erlangen und einen Vergleich zwischen den
zu messenden cDNA-Proben zu  ermdéglichen, wurden die Plasmiddandards zunéchst
linearisert (GAPDH mit Pstl; hNIS mit EcoRI). Nach efolgter Lineariserung wurde der
DNA-Gehdt gpektrophotometrisch  ermittelt. Die  vorliegende Kopienzahl  wurde  Uber
folgende Formel berechnet:

Konzentration [g/ul]

Kopienzahl/ pl =
Pasmidgrofie [nt] * 660 g/mol

Die Konzentration des entsprechenden Standards wurde auf 10'° Kopien/2ul eingestellt, zu je
10 pl in dlaniserten Einmal- Resktionsgefélien diquotiert und be -80°C gelagert.

Be Bedaf wurde eine seridle Verdinnung in Zehnerschritten hergestellt und 2 il der
jewelligen Verdiinnungsstufe in die PCR eingesetzt.
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3332 Auswahl spezifischer Primer und Hybridiserungssonden

Fur die Quantifizierung von hNIS und GAPDH wurden Primer und Hybridiserungssonden
augewdahlt, die folgenden Kriterien entsprachen. Das resultierende PCR-Produkt sollte ca
200 bis 300 bp lang sein und innerhdb des klonierten Fragmentbereiches liegen. Des weiteren
wurde eine Annedingtemperatur zwischen 55 und 65°C gewdhlt. Der GC-Gehdt der Primer
sollte zwischen 50 und 60% liegen, wobel eine Primerlange von 20 bis 25 Nukleotiden nicht
Uberschritten werden sollte. Die Primer wurden zudem so ausgewdhlt, dass se ExontIntron
Uberspannend waren.

Durch den Einsatz spezifisch markierter Sonden efolgte die Detektion der PCR-Produkte.
Die Lage der Hybridiserungsoroben wurde so gewdhlt, dass e innerhdb des durch die
Primer begrenzten Fragmentes liegen und somit zu ener Erhdhung der Spezifitéd fir des
PCR-Produkt fuhren.

Bad den Hybrididerungsproben handdt es dch  um  Oligonukleotide, die  mit
Fluoreszenzfarbstoffen spezifisch markiert snd. Die erste Sonde i an ihrem 3'-Ende mit
dem Donorfarbstoff Huoreszein markiert, wéhrend die zwete an ihrem 5-Ende den
Akzeptorfarbgtoff  LightCycler-Red 640 (LC-Red 640) trégt sowie Uber ene free
Phosphatgruppe an ihrem 3-Ende verflgt. Durch eine Kopf-anSchwanz-Anordnung der
Sonden in der Primerannedlingphase der PCR, werden beide Sonden in reative Néahe
zueinander gebracht. Der maximae Abstand zwischen den beiden Sonden sollte dabel ca 5
Nukleotide betragen. Bedingt durch diese raumliche N&he kann die Energie der Donorsonde
(fluoreszenzmarkierte  Sonde) Uber enen  sogenannten  “Fluoreszenzresonanzenergietrander”
(FRET) auf die Akzeptorsonde Ubertragen werden, die dann Licht ener bestimmten
Wellenlange emittiert, welches von den optischen Einhaten des LightCyclers detektiert wird.
Die Messung der Fuoreszenz efolgt wahrend der Annedlingphase eines jeden Zyklus, wobel
die Intendté der gemessenen Fuoreszenz direkt proportional zur gebildeten Menge an
Amplifikat i.
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Schema der LightCycler Red-Time PCR:

1. Annedling:
LC Red 640
Primer 1
LC
5 — — >
3£
2. Elongation:
FL
Primer 1
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Zur Etablierung der PCR wurden folgende, in Tab. 3.3 dargestellten Primer und Hybridise-
rungssonden, synthetigert:

Primer und Sonden Sequenz

GAPDH 1 for 5'- ttg gtateg tgg aeg gac tca

GAPDH1 rev 5-tgtcatcatatttggcaggtt t

GAPDH FL 5'- tgt cce cac tge caacgt gtc ag -3 -FHuor

GAPDH LC 5- LC Red640-ggt gga cct gac ctg ccg tet aga

hNIS F 5"- gcc tcaccageacct acg ag

hNIS F1 5'- ctc atc ctg aac caagtg acc g

hNIS F2 5’- tag cca cgatge tgt aca ccg

hNISR 5'- cag aat gtatag cgg ctc ctc g

hNIS R1 5’- gtt aaa gtc cat gag gtt gat ccg

HNIS FL 5'- cac ttagcatcaccacga cct ggaac -3 -Fuor

HNISLC 5- LC Red640- cat cag ttc aga cca cag cct tcatg
Tab.3.3: Oligonuklectidsequenz der Primer und Hybridisierungssonden fir hNISbzw. GAPDH
3333 Ermittlung der optimalen M gCl,-K onzentration sowie eines geeigneten

Primerpaaresfir die Real-Time PCR auf hNIS

Fektoren, wie die engestzte Primerkonzentration, deren Annedingtemperatur sowie die
eingesetzte MgCh-Konzentration haben enen wesantlichen Einfluss auf die Spezifitéd und
Effektivitdt der PCR. Dazu wurden in entsorechenden Vorversuchen dle wesentlichen Resk-
tiongparameter optimiert, so dass mit Hilfe der Red-Time PCR ene optimae Quantifizierung
von PCR-Produkten erfolgen konnte.
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Mcf*-lonen fungieren ds Cofaktoren fir DNA-Polymerasen, die ihrerseits den Prozess der
Elongation ermoglichen und missen folglich in ausreichender Menge dem PCR-Ansaiz
hinzugefligt werden, damit die eingesetzte DNA-Polymerase optima arbeiten kann.

Zwischen engesetzter  MgCh-Konzentration und DNA-Polymerase besteht jedoch keine
direkte Proportionditét, so dass sowohl zu hohe ds auch zu niedrige MgCh-Konzentrationen
die PCR storen konnen.

Zur Etablierung einer Red-Time PCR fur hNIS wurden die synthetiserten Oligonukleotidpri-
mer (s Tab. 3.3) in dlen mdglichen Kombinaionen zusammen mit dem Hybridiserungspro-
ben in ener egen PCR eingesstzt, wobe eine Annedingtemperatur von 60°C und ene
MgCl-Konzentration von 35 mM gewshit wurde. Als Template zur Uberprifung der
a@nzelnen Primerkombinationen und MgCh-Konzentration fungierte das hNIS-Plasmid in
einer Verdiinnungsreihe von 10° bis 10" Kopien.

Es wurden nachfolgende Primerkombinationen ausgetestet, wobe jeder Primer in einer
Konzentration von 0,5 UM eingesetzt wurde:

FR FI/R F2/R FR1 F1I/R1 F2/R1

Daraus ergab sich fir einen PCR-Ansatz folgender Magtermix:

Matrizen-DNA (Standard, cDNA , H,O) 20ul
FastStart DNA Master Hybridization Probe 2,0l
MgCl (25mM) 20ul
Primer sense (5 uM) 20ul
Primer antisense (5uM) 20ul
PCR-H,0O ad 20 pl

Die PCR-Ansitze wurden in die in spezidlen Zentrifugenadaptern gekihlten Glaskapillaren
pipettiert, in diesen 30 sek bei 2900 rpm zentrifugiert und sofort in den LightCycler Rotor
eingesetzt und das vorbereitete PCR-Programm gestartet.
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Zur Optimierung der Red Time PCR am LightCyder fir den humanen Natrium-Jodid-
Symporter wurde folgendes PCR-Prafil durchlaufen:

Denatutietung
Cycles l
Type: None Fluorescence Disp iy Mode = il
Segmeni |Temperature | Hol Time | S$lope 2°Target | Step Size | Step Delay | Acquisition
Number | Target(°C) {sec) {Czec) Temp (°C) () {Cycles) Mode
1 93 fi00 20 I I I Hone
PCR
Cycles 42
Type: Quantification Flusrescence Display Mode = Fan
Segment |Temperature | Hod Time |  Slope 2°Target | Siep Size | Step Delay | Acquisition
Numher | Target(*C) {sec) {C%sec) Temp (*C) {C%) {Cycles) Mode
1 a3 10 a0 0 I 0 Hone
4 fl 12 a0 0 0 0 Single
3 12 17 0 0 0 0 Hone
Kihlung
Cyeles 1
Type: None Fluorescence Display Mode = il
Seyment  |Temperature | Hol Time Slope 2°T arget Step Size Step Delay | Acqukition
Numher | Target{°C} {sac) {C%gec) Temp {*C) {4 {Cyeles) Mode
1 40 30 20 I I I Home
3.3.34 Optimierung der Real-Time PCR fur GAPDH

Im Gegensaiz zur Etablierung der Red-Time PCR fur den Symporter wurde fur GAPDH nur

en Primer/Sondenpaar gefunden, so dass lediglich die optimae MgCh-Konzentration fir die
Red-Time PCR emittdt werden mul¥e. Dazu wurden folgende in Tab. 34 aufgeigteten
Mastermixe hergestellt und firr jede MgCh-Konzentration zwei Verdinnungsstufen (10* bzw.
10 Kopien GAPDH-Plasmid) in der LightCycler PCR ausgetestet.
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Mix 1 Mix 2 Mix 3 Mix 4
MgCl, o8ul |2mm 16 |3mM 20U [4mM 24u | 5mM
GAPDH1 for 10 1025uM (10 [025puM |10 |O025uM  [10W [ O25uM
GAPDH1rev |10u |025uM |10 [025puM (10w |025uM (10 | 025uM
GAPDH LC 20u 102uM 20ul | 02uM 20U [02uM 204 1 02uM
GAPDH FL 20u 102uM 20u | 02uM 204 [02uM 204 102uM
LC-Master 20 [1x 20 |1x 204 [1x 204 | 1x
PCR- H,O 83ul 84ul 80wl 76u

Tab. 3.4 Mastermix flr vier verschiedene MgCl ,-K onzentrationen zur Ermittlung der optimalen

Salzkonzentration fur dieReal-Time PCR auf GAPDH

Zur Ermittlung ener optimaden Red-Time PCR auf GAPDH ergab sich folgendes PCR-

Profil:
Denaturierung
Cyeles 1
Type: None Fluorescence Display Mode = Fiil
Sepmient  |Temperature | Hold Time Slope 1°T arget Step Size Siep Delay Acguisiiion
Number Target (°C} (zec]) {C%zec) Temp (*C} (C*) {Cycles) Mode
1 03 600 20 0 0 0 Haone
PCR
Cyeles 44
Type: Quantific ation Fluerescence Disp iy Mode = Fal
Sepment |Temperature | Hold Time Slope 2°T arget Step Sme Step Delay Acquiiiion
Numbher Target(°C} (zec) {C"zec) Temp (°C} (C") {Cycles}) Mode
l a5 10 20 0 0 0 Wone
2 il 10 20 0 0 0 Jingle
3 72 15 20 0 0 0 None
Kiihlung
Cycles 1
Type: None Fluorescence Disp lay Mode = Fiil
Segment |Temperature | Hold Time Slope 2°T arget Step Size Step Delay Acguisition
Number Targei{(*C) {zec) (C%zec) Temp (*C}) () (Cycles) Mode
1 40 30 20 0 0 o Homne
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3335 Quantifizierung der Expression des Symporters

Zur Ermittlung der GAPDH-Kopienzahl wurden 40 ng cDNA in die optimiete Red-Time
PCR (s Punkt 3.334) engesstzt. Dies entsprach 2 pl einer 1:10 Verdinnung. Zur
Amplifikation von hNIS wurden 200-250 ng cDNA engesetzt. Glechzatig wurde in jedem
Red-Time PCR-Laf ene "no template control” (ntc; Wasserkontrolle) sowie ene
Verdinnungsreihe des jeweligen externen, homologen Standards mitgeftihrt. Im Fal von
hNIS umfasste die Standardkurve 10° bis 10 Kopien, wahrend die Standkurve fir GAPDH
von 10 bis 10° K opien reichte.

Die Berechnung der Kopienzahl efolgte Uber die LightCycler Software LCDA (Version
3.1.102). Als Andysemodul wurde in beden Fdlen die "Fit Points-Methode angewandt,
welche vor dlem be der Quantifizierung in enem Kopienbereich von weniger ads 1000
Kopien zu reproduzierbaren Ergebnissen fuhrte (s dazu Punkt 3.3.3.6). Die resultierenden
Kopienzahlen fir hNIS wurden ausf GAPDH normdiget, in dem de mit enem
Korrekturfaktor verrechnet wurden, so dass as Ergebnis die hNIS-Kopienzahl pro 1 Mio.
GAPDH-Kopien angegeben wurde.

3336 Ermittlung der PCR-Effizienz

Die genaue Bestimmung der PCR-Effizienz ds Ma3 fur die Qudité der PCR-Reaktion ergab
sch aus den resultierenden PCR-Produkten der mitgefiihrten Verdinnungsreihe des Plasmid-
dandards. Die Auswertung erfolgte Uber die "Fit Points-Methode. Diese Methode greift vor
dlem dann, wenn die Kopienzahl zu Beginn der PCR unter 1000 Kopien liegt. Hierbe wird
der Schnittpunkt der log-linearen Phase mit der "Noise Band" festgelegt. Dieser Schnittpunkt
wird ds Cr-Wert angegeben und bezeichnet den Punkt, an dem en PCR-Sgnd klar vom
Hintergrund getrennt werden kann. Aus der Steigung der linearen Regresson Uber die
Auftragung der Cr-Werte gegen den dekadischen Logarithmus der Kopienzahl lasst sich die
PCR- Effizienz nach folgender Formd errechnen:

PCR-Effizienz = | oglO 1/Steigung der linearen Regression

Eine PCR wurde ds optima bezeichnet, wenn ihre Effizienz zwischen 1,8 und 2,0 liegt.
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3.4 Isolierung und Anlegung thyreoidaler Primarkulturen

Bendtigte Losungen:

Spinnerl6sung Earles BBS (10x) 100 mi
NaHCOs 6 ml
Ampura (A.dest) adll

Kultivierungsmedium RPMI 1640-Medium 450 ml
Glutamin 500 pl
Penicillin/Streptomycin 500 pl
FKS 50 ml

Das operativ entfernte Schilddriisengewebe von Patienten mit Struma diffusa wurde in RPMI
1640 d's Transportmedium bel 4°C gelagert.

Zu Beginn dear Thyreozytenisolierung wurde frische Spinnerldsung hergestdllt. Pro Gewebe
wurden 250 mg Digpase abgewogen und in 50 ml 37°C warmer Spinnerlosung gelést und
anschlieffend  geilfiltriet.  Durch  kréftiges  Schitteln  des  Falcon-Rohrchens  wurde  die
Schilddrise 3x mit je 40 ml Spinnerlésung gewaschen. Bevor das Gewebe fein zerkleinert
wurde, wurde es von Uberschissgem Fett- und Bindegewebe befreit. Das zerklenerte
Gewebe wurde in enen derilen Schikane-Erlenmeyerkolben Uberfihrt und mit der Serilen
Digpasdosung vermischt. Unter starkem Rihren wurde das zerkleinerte Gewebe 2-3 Std. bel
37°C im Was-serbad inkubiert. AnschlieRend wurde die verdaute Zelsuspenson durch en
Doppelseb passet und in enem derilen Becherglas aufgefangen. Die Zdlsuspenson wurde
mit Spinnerldsung auf ein Gesamtvolumen von 100 ml gebracht, auf zwel Facon-Rohrchen
vertelt und in ener vorgekihlten Zentrifuge 6 min be 5000 rpm (ohne Bremse) zentrifugiert.
Der Ubergand wurde verworfen, das Pelet emeut in 50 ml Spinnerlésung aufgenommen,
gewaschen und 7 min be 5000 rpm zertrifugiert. Der Waschschritt wurde solange wiederholt
bis die Thyreozyten anndhernd blutfre waren. Nach enem letzten Zentrifugationsschritt
wurden die Pdlets in 20 ml Kultivierungsmedium resuspendiert und in ene Zdlkulturflasche
Uberfihrt.
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3.5 Durchfiihrung der Stimulationsexperimente

Nach ca 2 Wochen Kultivierungsdauer, inklusve Mediumwechsd und Vereinzen der Zdlen
bei zu hoher Zdldichte, wurden ca 1x10° Zdlevm im 6-wel-Format ausgesd und nach
weiteren 24 Std. die entsprechenden Experimente gedtartet. Innerhdb dieser Arbet sollte
untersucht werden, inwieweit die Expresson des Symporters durch die Zugabe von Faktoren
die e@nen Einfluss auf die Schilddrisenhormonsynthese (Forskolin, bTSH) haben oder aber
Faktoren, die an der Entwicklung von Schilddriisenerkrankungen betelligt sein konnten (TNF-
a, TGF-RR1) beanflu® werden kann. Wahrend Stimulationseffekte relaiv leicht zu messen
snd, efolgte be der Untersuchung moglicher Inhibitoren der Symporterexpresson zunéchst
ene Stimulation mit 10 mU/ml bTSH fir 24 Sd., bevor den Zdlen die potenten Inhibitoren
Zugesetzt wurden.

Neben einer Konzentrationsreihe fur jede Substanz (Forskolin, bTSH, TNF-a, TGF-131) wurde
zusitzlich die Zeitabhéngigkelt fur bTSH und Forskolin bestimmt.

3.6 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Untersuchung des Expressonsverhaltens des humanen Natrium-Jodid-Symporter wurden,
wie unter Punkt 34 und 35 beschrieben, primée Thyreozytenkulturen angdegt und
entsprechen gimuliert bzw. inhibiert.

Aus den gimulieten Thyreozyten wurde Gesamt-RNA isoliert. Diese RNA wurde entweder
direkt in die Northern Blot Anadyse eingesetzt oder aber in cDNA umgeschrieben, die dann
ds Template zur Durchfihrung der kompetitiven, semiquantitativen RT-PCR bzw. der Redl-
Time PCR fungierte.

Im folgenden werden jeweils zwe verschiedene RNA-Isolierungs- bzw. cDNA-Synthese-
methoden beschrieben, die zur Quantifizierung der Expresson des humanen Natrium-Jodid-
Symporters eingesetzt wurden.
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3.6.1 Isolierung von RNA mit TRIZOL®

Nach efolgter Stimulation der Thyreozyten wurde das Kultivierungsmedium verworfen und
die Zdlen in Iml TRIZOL (Gibco Life Technologies) aufgenommen, in en 15 ml Eppen
dorfgefdld Uberfihrt und 5 min be Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200
Chloroform wurden die Eppendorfgefal?e 15 sk per Hand geschittelt und nach 2-3 min bel
4°C und 11.800 rpm fur 15 min zentrifugiert. Die wé¥ige Phase wurde in en neues Gefd
Uberfihrt und 500 pl Isopropanol dazugegeben. Nach ener 10-mindtigen Inkubation
(Prézipitation der RNA) wurde die RNA 10 min be 11.800 rpm und 4°C zentrifugiert. Die
pelletiete  RNA wurde mit 75% DEPC-Ethanol gewaschen und nach ener weiteren
Zentrifugation von 5 min ba 4°C und maximaer Geschwindigket 5 min |uftgetrocknet. Das
Pelet wurde in 30 pl Nuklease-frdem Wasser resuspendiert und mit 1ul RNasn (RNase-
Inhibitor, Promega) vermischt.

3.6.2 Isolierung von Gesamt-RNA mit dem RNeasy Mini Kit

Zur Besimmung des Expressonsverhdtens mittds Red-Time PCR efolgte die Isolierung
der RNA U(ber das RNeasy Mini Kit (Qiagen). Diese RNA-Isolierungstechnik verbindet
selektive Bindungsaigenschaften ener Slicage-Membran mit den hohen  Zentrifgugationsge-
schwindigkeiten von Tischzentrifugen. Se i zu dem weniger gesundheitsgeféhrdend ds die
Isolierung der RNA Uber TRIZOL, be der man Uber langere Zeitraume hinweg phenolischen
Dampfen ausgesetzt is.

Zu Beginn der Isolierung wurden die Proben durch den Einsatiz eines denaurierenden
Guandin-Thiocyanat-hdtigen Puffers lyset. Padld dazu efolgte ene Inaktivierung von
RNAsen, um scherzugelen, dass intekte Ribonukleinséuren isoliert werden. Nach der Lyse
wurde das Zdlimaterid in spezidlen "QIAdredden” zerklenet. Durch die Zugabe von
Ethanol wurde die Bindungskapazitét der Nukleinsure derat erhdht, so dass in der
anchlielenden  Zentrifugetion die Gesamt-RNA an die Membran des "Spin Columns'
gebunden werden konnte. Uber mehrere Waschschritte wurden  unspezifisch  gebundene
Fragmente, sowie Sdze ausgewaschen, bevor die RNA in 50 pl Nuklease-fraem Wasser
eluiert wurde.
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Da en rddiv groles Elutionsvolumen gewdhlt wurde, efolgte ene Einengung der
resuspendierten RNA unter Vakuum. Dieser Einengungsprozess wurde mit einem DNAse
Verdau gekoppdt, um eventudle Kontaminationen mit genomischer DNA ausschlielien zu
kénnen. Demnach wurden zu 50 pl RNA-LOsung 4 pl einer 1:10 verdinnten DNAse |-Lésung
(Roche Diagnogtics) gegeben und zusammen im Vakuumtrockner bei ca 35°C auf das
gewiinschte Volumen von ca 15 pl eingeengt.

3.6.3 Spektrophotometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Bendtigte Losungen:

TE-Puffer: TrigHCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1mM

Sowohl die Konzentration as auch der Renheitsgrad der isolieten RNA wurden durch eine
spektrophotometrische Messung der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm kestimmt. Da
zu wurde die RNA-Losung 1:70 in TE-Puffer verdinnt und die optische Dichte (OD) nach
Kdibrierung des Photometers mit TE-Puffer ds Blindwert bestimmt. Der gemessene Wert bel
260 nm erlaubt die Berechnung der RNA-Konzentration in der Probe nach folgender Formd:

pg/ml RNA OD2gp X Verdiinnung x Extinktionsfaktor

OD250 X 70 X 44,18

Das Vehdtnis der gemessenen ODygo- zu den resultirenden  ODogo-Werten  1&sst
Ruckschllisse auf die Reinhelt der RNA zu. Ein Wert zwischen 1,8 und 2,0 ist dabel optimal.

Nach erfolgter Berechnung der Gesamtmenge an isolieter RNA wurden 1-3 pg RNA in die
cDNA-Synthese eingesetzt.
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3.6.4 Synthese komplementé&rer DNA (cDNA) mit der Expand™ Reverse
Transkriptase

Be diesem ds Reverse Transkription bezeichneten Prozess, be dem das Enzym Desoxynu-
kleosd-Triphosphate komplement&r zum RNA-Srang synthetisert, diente die isoliete RNA
ds Marize fur die Synthee enes enzedrangigen DNA-Stranges. Das Enzym  benGtigt
jedoch ds Satsequenz fir die Synthese enes CcDNA-Stranges enen  kuzen,
doppelstrangigen  Nukleinsturebereich, der durch die Resktion von  Oligonukleotiden
(Oligo(dT)) mit dem im RNA-Strang vorhandenen polyadenylierten Bereich - dem Poly A-
Schwanz - entsteht.
Zur Synthese von cDNA wurden in einem dinnwandigen 200 ul PCR-Geféd 1 pg TRIZOL-
RNA mit 1pul RNase-freer DNAse | vermischt, auf ein Endvolumen von 24 pl gebracht und
nach ener 15-mindtigen Inkubation bei 37°C, dem Temperaturoptimum der DNAse |, um
eventud| vorliegende genomische DNA abzubauen, anschliel?end fir weltere 10 min be 65°C
inkubiert (Inaktivierung der DNAse 1). Nachfolgend wurde folgendes Resktionsgemisch zu
dem Resktionsansatz und nunmehr inaktiver DNAse | gegeben:

8ul  5xExpand™
Ayl DTT (100 mM)
2ul dNTP-Mix (jedes Nukleotid 10 mM)
1ul  Oligo(dT)is-Primer (1pug/pl)
1pl  Expand™ Reverse Transkriptase (50 units/pl)

Reverse Transkriptase Puffer

Dieses Gemisch wurde bel 42°C 1 Std. inkubiert, bevor die Proben diquotiert wurden und
entsprechend be -20°C gdaget wurden. Die fur die Reverse Transkription bendtigten
Reagenzien sammten dle von der Firma Roche Diagnostics.
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3.6.5 Synthese von cDNA mit dem Bulk First Strand Reaction Mix

Eine dternative Methode zur Synthese von cDNA (ber die Expand™ Reverse Transkriptase
ig der Einsatiz des Bulk Firg Strand Reaction Mix (Amersham Pharmacia Biotech). Dieser
ermoglicht eine Umschreibung von bis zu 3 pg RNA in ¢cDNA in enem Resktionsvolumen
von 15 pl.

Die in die Red-Time PCR eingesetzten cDNA-Proben sammten alesamt aus RNAS, die Uber
das Qiagen-Kit (s. Punkt 3.6.2) isoliert und anschlielfend mit dem Bulk First Strand Reaction
Mix in cDNA umgeschrieben worden waren.

Dabe wurden 3 pg RNA-Ldsung mit Nuklease-fraem Wasser auf ein Endvolumen von 8
gebracht und 10 min ba 65°C erhitzt. Der fur die Synthese von cDNA benétigte Mastermix
setzte sch wiefolgt zusammen:

Bulk First Strand Reaction Mix 5ul
DTT 1u
Not I-d(T)1s-Primer (1:25 verdiinnt) 1l

Nach efolgreicher Denaturierung der RNA wurden je 7 pl des Mastermixes zu der RNA-
Lésung gegeben und der komplette Ansaiz 1 Sid. b 37°C inkubiert. Abschliefend wurde die
gynthetiserte cDNA in Anlehnung an das Protokoll des High Pure PCR Product Purification
Kits (Roche Diagnogtics) aufgereinigt und nach abschliel¥ender Elution in 20 pl Elutionspuf-
fer bis zur Durchfiihrung der Redl- Time PCR am LightCycler be 4°C gelagert.
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3.7 Untersuchung der funktionellen Aktivité von hNIS

Ein weteres Merkma des Natrium-Jodid-Symporters ist die Fahigket zur aktiven Aufnahme
von Jodid. Deshdb wurden Untersuchungen zur Charakteriserung der funktionellen Aktivitét
des rekombinanten, humanen Symporters durchgefihrt.

3.7.1 Klonierung des humanen Natrium-Jodid-Symporters

Zur Klonierung eines vollsténdigen NIS-cDNA-Klones wurde aus humanem Schilddriisenge-
webe RNA isoliert, welche mit Hilfe der AMV Reversen Transkriptase (Roche Diagnostics)
in cDNA umgeschrieben wurde. Der "full length” Symporter wurde Uber eine 30 Zyklen
umfassende PCR amplifiziert, die sch zusammensetzt aus einer Denaturierung fir 30 sek bel
94°C, enem Primeranneding fur 30 sk be 60°C und ener Extendon be 72°C fir 1 min
unter Einsaiz des folgenden spezifischen Primerpaares (hNISFL forward 5-GCCGCCA-
CCATGCAGGCCCTGGAGACC-3'und hNISFL reverse 5-TGGCCCTGTC-CTCAGAGG-
TT-3). Die Primer waren so ausgesucht worden, dass se neben der publizierten NIS-cDNA-
Sequenz zusdtzlich eine KOZAK-Sequenz (GCCGCCACC) enthidten, die Uber den sense-
Primer co-amplifiziet wurde. Das PCR-Produkt wurde aus dem Gd duiet und anschlief3end
in die BamHI-Schnittstelle des pBK-CMV Vektors (Stratagene) bzw. in die Hincll-Schnitt-
ddle des pGEM-4Z Vektors (Promega) ligiert. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz der
klonierten Produkte erfolgte Uber eine automatiserte Sequenzierung (Applied Biosystems).
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3.7.2 Trandfektion der Zdllinie FTC236 bzw. CHO mit dem "full length"
Symporter

Unter Transfektion versent man den Transfer von DNA in Sdugerzedlen. Neben der
trandenten (abortiven) Trandfektion, bel der die eingechleuste DNA nicht ins Chromosom
der Empfangerzelle eingebaut wird, gibt es die sogenannte dtabile (permanente) Transfektion.
Zur Einschleusung von DNA in Zdlen snd verschiedene Techniken entwickelt worden.

Neben der Cacium-Phosphat-Prézipitation, der DEAE-Dextran Technik, der Elektroporation,
der Mikroinjektion und dem Gebrauch virder Vektoren gibt es die kationische Liposomen
vermittete Transfektion (zB. FUGENE'™, Roche Diagnostics), bel der mit Nukleinsiuren
beladene Phospholipid-Veskd mit der Zdlmembran der Empfangerzelle fusonieren, so dass
ihr Inhat durch Endozytose ins Zdlinnere gelangt.

Die zur Trandektion eingesetzten Zdlen wurden wie in Tab 3.5 aufgdiget kultiviert:

CHO FTC236
chin. Hamsterovarzellen humane, follikulare

Schilddr Gisenkarzinomzellen

RPMI 1640 w/o Glutamin RPMI 1640 w/o Glutamin
2% Glutamin 2% Glutamin
10% fotaes Kalberserum 10% fotaes K& berserum

4% HT- Supplement

100.000 Zdlen wurden in 5 ml Kulturmedium ausgesit und bis zu einer Konfluenz von ca
80% wachsen gelassen. Pro Transfektion wurden je 4,5 pl FUGENE™™-Reagenz (Roche
Diagnogtics) in 855 Wl serumfredes Medium gegeben und 5 min be  Raumtemperatur
vorinkubiert. Anschlielfend wurde der Ansatz mit 1,5 pug des hNIS-pBK-Vektorkonstruktes
gemischt und weitere 15 min be RT inkubiert.



3. Material und Methoden 58

Vor Zugabe des Transfektionsansatizes wurde das dte Kulturmedium durch 2 ml antibioti-
kumfreies Medium ersetzt. Zu diesen 2 ml wurde nun tropfenweise der komplette Transfek-
tionsansatz gegeben und anschligfend mit 3 ml ebenfdls  antibiotikumfredem  Medium
Uberschichtet. Nach ener Inkubation von 24 Sd. wurde dem Kulturmedium ds
Sdektionsatibiotikum G418 (Geneticin, Cdbiochem) in ener Konzentration von 50-62,5
pg/ml Kulturmedium zugesstzt. Im Zuge dieser Sdektion Uberlebten nur die Zdlen, in die das
Vektorkongtrukt erfolgreich eingebaut werden konnte, wodurch die Zdlen nunmehr resstent
gegen G418 wurden.

Die Zdlen, die Uberlebten, wurden in ener anschliiienden “limiting dilution” so welt
verdinnt, dass Einzeklone kultiviet wurden, die dann mittds einer Red-Time PCR am
LightCycler quantitativ erfast wurden. Die Klone, die eine hohe Kopienzahl fir hNIS

zeigten, wurden zu weiteren Untersuchungen in Kultur genommen.

3.7.3 Studien zur Aufnahme von Na-*Jodid

Bendtigte Losungen:

Hepespuffer 120 mM NaCl 7,019/l

5mM KCl 0,37 g/l

3 mM NgHPO, 0,53 g/l

1 mM MgCh x 7TH,O 0,20 g/l

1 mM CaCl 0,15 g/l

10 mM Glucose 1,809/

20 mM Hepes (pH 7,4) 5219/l

1 mM Methimazol 0,11 g/

1uM KJ 1 ml/l aus1 mM Stock
10% TCA Trichloressigsaure 10%

H>O adll
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Zur Durchfihrung von Studien zur Aufnahme von Jodid wurden je 100.000 Zdlen/2 ml
Volimedium im 6-wdl-Platenformat ausgesit und bis zu ener Konfluenz von ca 80%
wachsen gelassen. Vor Zugabe der Radioaktivitde wurden die Zelen 2x mit temperiertem
HEPES-Puffer gewaschen.

Zur Erfassung der Kinetik der Jodidaufnahme wurden die Zdlen mit 2 ml HEPES-Puffer und
0,5 uCi *?°Jodid fiir 10, 20, 30, 40, 50 und 60 min inkubiert. Zu jedem Zeitpunkt wurden die
Zdlen 3x mit eiskdten HEPES-Puffer gewaschen. Das in die Zellen aufgenommene 1%°Jodid
wurde Uber ene Fdlung mit eskdter Trichloressgsaure herausgdds und im ?-Counter
gemessen. Als Kontrolle dienten nicht trandfizierte Zellen.

3.7.4 Inhibition der Aufnahme von *#Jodid durch Perchlorat, NaJ und Quabain

Pardld zur Aufnéhme von markietem Jodid sollte untersucht werden, in wie wat die
Aufnehmerate von Jodid durch die Zugabe moglicher Inhibitoren verdndert wird. In ener
egsden Vesuchgehe wurde padld zum makieten Jodid, unmakietes Jodid in
verschiedenen Konzentrationen (0 / 0,1 / 1,0 / 10 / 100 mM) zugesetzt und nach 1 Sid. bei
37°C Uberpriift wie sich die Aufnahmerate des eingesetzten *2°Jodid verénderte,

Ein weiterer potentidler Inhibitor zur Aufnahme von Jodid ist Quabain. Quaban blockiert die
Na'/K*-ATPase, wodurch die zur Aufnahme von Jodid bendtigte Energie nicht mehr
fragesatzt werden kann. Zur Ermittlung der Inhibition durch Quaban wurde ebenfdls ene
K onzentrationsabhangigkeit (0/0,01/0,1/1/5/ 10 mM) durchgeftihrt.

Als dritter mdglicher Inhibitor zur Aufnahme von Jodid wurde der Einfluss von Perchlorat in
den mit hNIS trandizierten Zellen untersucht. Mit folgender Konzentrationsrethe (O / 0,01 /
0,/ 1/ 10 / 100 pM) <ollte gezeigt werden, in wie wet Perchlorat mit Jodid um die
Bindungsstelle zur Trandokation ins Zdlinnere konkurriert.
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3.8 Immunprazipitaion mit dem [*S]-Methionin-markiertem CHO-
hNIS-Klon 6-11

3.8.1 [*S]-Methioninmarkierung der CHO-hNIS 6-11 Zellen

Bendtigte Losungen:

Puffer | 20mM TrispH 7,4
2mM EDTA
5mM PMSF (5mi/l)
5mM Benzamidin

1% Trasylol

Puffer I 20mM TrispH 7,4
150 mM NaCl
2mM EDTA
5mM PMSF
5 mM Benzamdin
1% Trasyld

De efolgrach mit dem "“full length' Konstrukt des Symporters trandfiziete CHO-Klon 6-11
wurde nunmehr mit [*°S]-Methionin markiert.

Dazu wurden zundchg Zdlen in ene klanen Kulturflasche ausgest und bis zu ener
Konfluenz von 80% wachsen gelassen. Nachdem das Medium abgesaugt wurde, erfolgte en
doppdter Waschsthritt der  Zelen mit  Methionin-fraem RPMI-Medium.  Anschliel?end
wurden die Zdlen in 5 ml Methionin-freiem Medium, welches neben 5% FKS und 0,1%
Glutamin zusiizlich 50 pg/ml G418 enthidt, aufgenommen und mit 05 mCi [*°S]-Methionin
fur ca. 18 Std. inkubiert.
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Nach efolgter Inkubation wurde das hochradioaktive Medium abgesogen und die Zdlen 3x
mit Mehionin-freaem RPMI gewaschen. Die Zdlen wurden von der Kulturflasche
heruntergekratizt und 10 min ba 1300 x g zentrifugiert. Die pdietieten Zdlen wurden in 1,5
ml Puffer | aufgenommen, auf Eis geselt und mit enem spezidlen Mérsr homogenisert.
Nech der Spilung des Morsers mit 05 ml Puffer | wurde die Zdlsuspenson auf 2
Eppendorfgefde vertalt und die Suspenson 45 min bei 33.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei -80°C eingefroren. Die Pdlets wurden in 0,9 ml Puffer 11 und 0,1 mi
10% Triton X-100 (Roche Diagnostics) resuspendiert und 2 Std. auf Eis geschittelt. Nach
einer emneuten Zentrifugation fir 30 min bel 4°C und 20.000 x g wurden die Uberstande der
beiden Eppendorfgefélie vereinigt und 1 pl im (3-Counter gemessen.

3.8.2 Autoradiographie

Bendtigte Losungen:

Probenpuffer 0,5M TrisHCI 1,0ml
Glycerin 08 ml
10% SDS 1.0ml
[3-Mercaptoethanol 04 ml
Bromphenolblau einige Kornchen
A. dest 14ml

12% Trenngd (SDS-PAA-GH) 30% Acrylamid-Mix 33ml
15M Tris(pH 8,8) 25ml
10% SDS 01 ml
10% Ammoniumpersulfat 01ml
TEMED 4l

A. dest ad 10 ml
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5% Sammelgel (SDS-PAA-GH) 30% Acrylamid-Mix 670 pl
1M Tris(pH 6,8) 500 pl
10% SDS 40 pl
10% Ammoiumpersulfat 40 pl
TEMED 4 pl
A. dest ad4ml
Laufpuffer DS 50
Tris 159
Glydn 729
A. dest ad5|
Gelentfarber Methanol 580 ml
Eisesg 60 ml
A. dest ad 1l
20% PPO PPO 209
Essgsiure 100 ml
Waschpuffer (pH 9,0) LiCl 21,29
TrigHCI 12,19
A. dest ad 1l

Fur die Autoradiographie wurden jewells 25 pl Serum von 8 Patienten mit Schilddriisen
erkrankungen sowie 8 Normaseren mit 5x10° cpm des markierten CHO-Klones vermischt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl Protein A-Sepharose (1:2
verdinnt in Puffer I1) wurden die Seren fir weitere 2 Std. inkubiert.

Nach funfmaligen Waschen mit Waschpuffer und einem zusdzlichen Waschschritt mit PBS,
wurde das Pdlet in 45 pl Probenpuffer aufgenommen und 30 min be RT inkubiert.
Ansthlief?end wurden die Proben auf ein 12% SDS-PAA-Gd aufgetragen, nach erfolgreicher
Auftrennung gefarbt, mit 20% PPO fixiet und in enem Vakuumtrockner getrocknet.
Nachdem ein Rontgenfilm aufgelegt wurde, wurde das Gd fur 23 Wochen bal -80°C gelagert
und der Rontgenfilm anschliel3end entwickelt.
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3.9 Ralle von hNIS-Antikodrpern bel autoimmunen Schilddrtisen-

erkrankungen

In der Literatur war vor der Klonierung von hNIS bereits beschrieben worden, dass Patienten
mit autoimmunen  Schilddrisenerkrankungen  Uber  Autoantikdrper verfligen, die an den
Symporter binden konnen. Zur Detektion von Autoantikdrpern gegen den rekombinanten
Symporter wurde en Radioligandenassay entwickdt, mit dessen Hilfe ene grof3e Anzahl an
Seren quantitativ getestet werden konnten.

3.9.1 Expression und [*S]-Methioninmarkierung von hNIS

Bendtigte Losungen:

Radioligandenpuffer 20 mM Tris
150 mM NaCl
0,1% BSA
5mM Methionin
5mM Benzamidin
1mM Phenylmethylsulfonylfluorid
2mM EDTA
1% Triton X-100
auf pH 7,4

Mit Hilfe des cDNA-Klones im pGEM-4Z Vektor, der fur das "full length® Transkript unter
der Kontrolle des SP6-Promotors kodiert, wurde das Antigen durch in vitro Transkription und
Trandation exprimiert.

1 pg der gereinigten hNIS-cDNA wurde in Anwesenheit von [*°S]-Methionin unter Verwen
dung des "Rabhbit Reticulocyte Lysate Sysem" (TNT Kit, Promega) transkribiert und
trandatiert.
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Dea Einbau der Radioaktivitde wurde Uber ene Fdlung mit 10% Trichloressgsiure und
abschlielfender Messung im 3-Counter  bestimmt.  Als Kontrollprotein  fungierte der  humane
Glukosetransporter 2 (GLUT-2), der fur en 524 AS-grofies Protein kodiert, welches andog
zu hNIS 13 Transmembrandomanen besitzt.

Aliquots des radiogdabdten hNIS bzw. GLUT-2 wurden in 100 pl Redioligandenpuffer
verdinnt und mit 20 pl Serum bzw. 5 pl enes monoklonden Antikorpers (anti-hNIS bzw.
anti-GLUT-2) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl Protein A-Sepharose
(Amersham Pharmacia Biotech) und einer Inkubation von 2 Std. wurden die Immunkomplexe
gewaschen und auf en 10% SDS-Gd aufgetragen. Im Anschluss an die Auftrennung wurde
das Gd in Coomasse geféarbt, fixiet und getrocknet. Abschlie?end wurde ein Rontgenfilm
aufgelegt und der FHIm nach einer Exposition von 14 Tagen entwickelt.

3.9.2 Radioligandenassay

10 yl Serum wurden in 50 pl  Radioligandenpuffer verdinnt, im 96-wdl-Format as
Doppelwerte aufgetragen und fur 12 Std. bei 4°C mit 30.000 cpm radiomarkiertem hNIS
inkubiert. Nach Zugabe von 20 pl Protein A-Sepharose fir 2 Std., wurden die Proben auf eine
vorbehanddte 96-wdl Fltrationsplatten (Multiscreen BV, 1,2 um, Millipore) trandferiert und
ausfihrlich  mit  Radioligandenpuffer gewaschen. Die Radioaktivitt der  gebundenen
Immunkom-plexe wurde nach Zugabe von 20 pl fliissgem Szintillator direkt im Top Count 3
Counter gemessen.

In jedem Experiment wurde sowohl ene identische Pogtivkontrolle (PK) ds auch ene
Negativkontrolle (NK) mitgefuhrt. Diese wurden ds interne Kontrollen genutzt, um die
gemessene Aktivitdt in Form von " Arbitary Units' (AU) mit Hilfe folgender Formd angeben

zu koénnen:

(CPMitest serum — CPMNK) / (CPMpk — CPMNk) X 100
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3.10 Immunhistologie

Zum Nachweis der Expresson von hNIS auf Proteinebene wurden immunhistochemische
Férbungen durchgefihrt.

Da Antikorper besonders stabil und spezifisch an e@n Antigen binden, fungieren de oftmds
ds Sonden zur Identifizierung bestimmter Molekile in Zdlen und Geweben. Hieflr gibt es
ene Rehe unterschiedlicher Makierungstechniken, wobe dlen glech i, dass der
Antikorper fest an das Antigen bindet und ungpezifisch gebundene Molekile durch
grundliches Auswaschen entfernt werden. Die Bewertung der Farbung erfolgt am Mikroskop.

Bendtigte Losungen:

Losung A: NaHPO4 2,269
A. dest ad 100 ml
Losung B: NaOH 0,639
A. dest ad25ml
40% PFA-Stockldsung Paraformaldehyd 409
Losung A 83 ml
Losung B 17 mi
Blockierungsreagenz BSA 5%
Tween-20 0,05%
A. dest ad25ml

Die hNIS-Fabung der trandizieten CHO-Klone bzw. FTC236-Klone wurde in sogenannten
"culture dides’ durchgefiihrt. Dabei wurden 3x10% Zdlen pro Kammer ausgesit und ber
Nacht be 37°C im Brutschrank kultiviet. Am néchsten Morgen efolgte durch die Zugabe
von 4% Paraformaddehyd eine Fixierung der Zelen, weche durch die Zugabe von 0,5%
Saponin zusédtzlich permegbilisert wurden.
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Nach enem kurzen Waschschritt erfolgte eine Blockierung mit 5% BSA + 0,05% Tween 20
fir 60 min be Raumtemperatur. Anschlie3end wurden die Zdlen 3x fir 10 min mit PBS
gewaschen. Mit Hilfe enes ezidl mitgdieferten Werkzeuges wurden die Kammerwande
des "culture dides' entfernt, so dass nur noch der Objekitréger tbrig blieb.

Auf die Zdlen wurde ds eger Antikbrper anti-NIS-2.2 (freundliche Gabe von Prof. J.C.
Morris, Mayo Clinic und Mayo Graduate Medical School, Rochester, MN) in verschiedenen
Konzentrationen auf die Zelen gegeben und 2 h bel 37°C inkubiert.

Nach enem dremdigen Waschschritt fur jewels 10 min mit PBS wurde ein Biotin-markier-
ter Anti-Maus Antikdrper (LSAB-Kit) in ener 1:1 Vedinnung auf die Zdlen gegeben und
ene wetere Stunde be Raumtemperatur inkubiert. Nach abermaligem Waschen mit PBS
efolgte eine zwete Inkubation mit akdischer Phosphatase-markiertem Extravidin in ener
Verdinnung von 1:500. Nach ener Inkubation fir 30 min bae Raumtemperaur und einem
intensven Waschschritt mit PBS, wurde ds Farbesubstrat Fast Red (DAKO) zugesetzt und
die Farbung unter dem Lichtmikroskop beurteilt.

3.11 Statistik

Mit Hilfe des Computerprogramm GrgphPad Prism wurde ene datidische Andyse
durchgefihrt. Unterschiede in der Expresson des Symporters wurden mit ungepaarten
Student t-Test analysiert. P-Werte < 0,05 wurden d's gatistisch signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Klonierung des humanen Natrium-Jodid-Symporters bzw. der

humanen Glycerina dehyd- 3-phosphatdehydrogenase

Ein primées Zid dieser Promotionsarbeit war die Untersuchung der Expresson des humanen
Natrium-Jodid-Symporters (hNIS) auf RNA-Ebene. Dazu bedurfte es neben der Klonierung
von hNIS ebenfdls der Klonierung eines entsprechenden "house keeping” Gens.

Dieses Haushdtsgen, das aff Grund sener konditutiven Expresson immer gleich dak
expremiert wird, fungiert ds "interne Kontroll€', damit scher gestelt werden kann, dass die
durchgefiihrten  Stimulations-  bzw.  Inhibitionsexperimente  lediglich enen  Einfluss auf die
Expresson des Symporters, sowie dessen Regulation haben. In dieser Arbet fungierte die
Glycerinddehyd- 3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) as Haushaltsgen.

Die aus Thyreozyten RNA mittds ener Titan'™ One Tube RT-PCR, unter dem Einsaz
spezfischer Primer (s. Tab. 3.1) amplifizieten Fragmente fir GAPDH bzw. hNIS, wurden
nach entsprechender Isolierung aus einem Agarosegd in die unter Punkt 3.24 aufgefihrten
V ektor-systeme eingebatit.

Nach efolgreicher Trandformation mit anschlief3ender Isolierung von Plasmid-DNA  wurde,
neben einem Kontrollverdau mit spezifischen Redtriktionsendonukleasen, die Grole, der in
den Vektor eingebauten Fragmente, Uberprift.

Abb. 4.1: Redriktionsverdau der cDNA-
Klonefir hNISbzw. GAPDH
Bahn 1: 1 kB Basenpaarleiter

Bahn 2: hNIS; Verdau mit Hindl Il und EcoRl

~ GAPDH Bahn 3: GAPDH; Verdau mit Pstl und Ncol

= hNIS
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Die in Abb. 4.1 dargestellten Fragmente fur GAPDH bzw. hNIS entsprachen den in Tab.3.1
aufgefhrten Fragmentgrof3en.

Zum Abschluss der Klonierung wurde die Basendbfolge der eingebauten Gene bzw. ihrer
Fragmente Uber ene Sequenzierung mit gedgneten Oligonukleotidprimern  Uberprift. Ein
Vegleich dea resultierenden Sequenzen mit der in ene GenBank  verdffentlichten
Sequenzolge, unter Zuhilfenahme der Software DNAgStar, ermdglichte Uber ein Alignment (s.
Anhang B und C) die Veifizierung der Identitét der klonierten Fragmente.

Diexe ds GAPDH bzw. ds hNIS identifizieten Vektorkongrukte dienten nunmehr zur
Synthese von RNA-Sonden, zur Synthese von Kontrollfragmenten fur die kompetitive,
semiquantitative RT-PCR, sowie zur Generierung von Plasmiddandards fur die Red-Time
PCR am LightCycler.

4.2 Northern Blot Analyse

Zum  semiquantitativen  Nachwels  von  hNISRNA  wurden  Untersuchungen  unter
Zuhilfenahme der Northern Blot Anayse durchgeftihrt.

Dazu wurde nach der gedektrophoretischen Auftrennung von 3 pg RNA diese aus der
Gematrix auf eine geaignete Tragerschicht aus Nylon Ubertragen. Der Nachwels spezifischer
RNA-Molekile efolgte durch ene Hybridiserung der Membran mit geeigneten Digoxigenin-
markierten RNA-Sonden, die Uber Chemilumineszenz nachgewiesen wurden (s. Punkt 3.3.1).

Zur Untersuchung der Expresson von hNIS fungierten RNA-Proben aus priméren, mit Fors-
kolin bzw. bTSH dimulierten Thyreozyten. Die RNA-Isolierung efolgte Uber TRIZOL (s
Punkt 3.6.1).

Da der humane Natrium-Jodid-Symporter (hNIS) ein schwach exprimiertes Gen i, war es
relativ schwierig die resultierenden Banden zu quantifizieren.

Abb. 4.2 182t jedoch erkennen, dass nach Zugabe von 10 uM Forskolin die Expresson von
hNIS gesteigert wird. Nach einer weiteren Erhéhung der Forskolinkonzentration auf 15 puM
sinkt die Expression des Symporters anndhernd auf den Basawert ab.
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hNIS
GAPDH
Abb. 4.2; Northern Blot zur Untersuchung der hNI S-Expression nach Stimulation mit Forskalin.

Von links nach rechts sind je 3 g folgender RNA -Proben aufgetragen:
Bande 1: Basalwert (unstimulierte Kontroll€)

Bande 2: 1 uM Forskolin

Bande 3: 10 uM Forskolin

Bande 4: 15 uM Forskolin

Eine Simulaion mit bTSH fihrt ebenfdls zu einer Steigerung der hNIS RNA-Konzentration
der entsprechend mit bTSH behandelten priméren Thyreozyten.

1 2 3
hNIS
GAPDH
Abb. 4.3 Northern Blot nach Stimulation priméarer Thyreozyten mit bTSH.

Bande 1. Basalwert (unstimulierte Kontroll€)
Bande 2: 1 mU/ml bTSH
Bande 3: 10 mU/ml bTSH
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Die Ergebnise der Northern Blot Andysen zeigen, dass in Homologie zu mit Forskolin und
bTSH dimulieten  Rattenthyreozyten, die hNIS Expresson auch in humanen
Schilddriisenzellen gesteigert wird. In den nachfolgenden Experimenten zur Bestimmung der
Expressonsspiegel  des humanen Symporters wurden beide Substanzen ds Stimulatoren
engesetzt.

4.3 Analyse von Expressionsstudien mittels kompetitiver, semiquan-
titativer RT-PCR

Zur Quantifizierung des Expressonsverhdtens von hNIS wurde ene kompetitive, semiquan+
titative RT-PCR entwickdt, bei der en von der Grofe her kleineres Kompetitorfragment
(Kontrollfragment; KF) zur amplifizierenden cDNA in Konkurrenz gesetzt wurde. Anhand
der resultierenden PCR-Produkte, die auf einem 2% Agarosege aufgetragen wurden, konnte
mit Hilfe der Software des Lumilmagers (LumiAndyst, Roche Diagnogics) ene quantitetive
Aussage in Form von Stimulationsfaktoren getroffen werden.

Die dazu benttigten Kompetitor- bzw. Kontrollfragmente wurden, wie unter Punkt 3.3.2.1
beschrieben, hergestelt und nach ener abschliefenden  Sequenzierung  mit  den
Origindfragmenten verglichen.

Wie in Anhang D und E dargestdlt, wurden durch den Verdau mit den spezifischen Redtrik-
tionsendonukleasen — Dralll und Bsgl zur Synthese des hNIS-Kontrollfragmentes bzw. Blpl
und Bbs zur Generierung des GAPDH-Kontrollfragmentes — innerhab der  klonierten
Fragmente zwischen 80 und 100 Basenpaare herausgeschnitten, die zu einer Verkirzung des
jewelligen Fragmentes fihren.

Da intramolekulare Schnittstellen gesucht worden waren, blieben die  urspriinglichen
Primerbindestellen  bestehen und das synthetisete  Kontrollfragment  konnte in  der
nachfolgenden PCR mit der ¢cDNA um die vorhandenen Primer und Nukleotide, die
limitierenden Faktoren der PCR, konkurrieren. Aufgrund der geringeren Grofe des
Kontrollfragmentes  zeigte diesss en  schndleres  Laufverhdten in der  abschlief¥enden
geldektrophoretischen Auftrennung. Der optische Unterschied wurde durch den Einsatz eines
2% Agarosegeles vergrol3ert, da bedingt durch die "Engmaschigket” des Gels die PCR-
Amplifikate deutlicher voneinander getrennt wurden.
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4.3.1 Kompetitive RT-PCR auf GAPDH zur Einstellung auf den gleichen
cDNA-Gehat

Zur Untersuchung der Expresson von hNIS wurden primére Thyreozyten, wie unter Punkt
3.5 beschrieben, nach vorangegangener Isolierung und Kultivierung (s. Punkt 3.4) im 6-wdl-
Format ausgesdt. Am néchsten Morgen wurden die Zellen mit Forskolin (0,1/1,0/10/15 M)
bzw. mit bTSH (0,/1,0/10 mU/ml) stimuliert. Nach 24 Sid. erfolgte die Isolierung der RNA
Uber TRIZOL (s. Punkt 3.6.1) mit anschlief®ender Umschrelbung von 1 pg isolierter RNA in
cDNA (s. Punkt 3.6.4). Diese cDNA wurde in die etablierte RT-PCR eingesetzt. In einer
ersten PCR-Reihe wurde die cDNA-Menge fur jeden Stimulationsansaiz so lange vaiiert bis
anndhernd en Verhdtnis von 1:0,8 bis 1:1,2 zwischen den PCR-Produkten aus cDNA und der
konstant eingesatzten Kontrollfragmentverdiinnung vorlag.

In Abb. 4.4a bzw. Abb. 4.4b snd die korrespondierenden Agarosegele der kompetitiven,
semiguantitativen RT-PCR zur Normaiserung auf GAPDH dargestellt.

GAPDH (566 bp)
KF (480 bp)

Abb. 4.4a: Kompetitive, semiquantitative RT-PCR auf GAPDH zur Eingelung der mit bTSH
stimulierten cDNA-Proben. Von links nach rechts sind folgende Proben aufgetragen:
Bande 1: 10 mU/ml bTSH
Bande 2: 1,0 mU/ml bTSH
Bande 3: 0,1 mU/ml bTSH
Bande 4: basal (unstimulierte Kontrolle)

Bande 5: 1 kb Basenpaarleiter
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GAPDH (566 bp)
KF (480 bp)

Abb. 4.4b: Auftragung der PCR-Produkte zur Einstellung der cDNA-Proben auf den gleichen
GAPDH-Gehalt nach Stimulation der Thyreozyten mit Forskolin.

Aufgetragen sind von links nach rechts:

Bande 1: 15 uM Forskolin Bande 2: 10 uM Forskolin
Bande 3: 1,0 uM Forskolin Bande 4: 0,1 uM Forskolin
Bande 5: basal Bande 6: 1 kb Basenpaarleiter

Die hier dargestelten Agarosegede wurden nach der Aufnéhme am Lumilmeger Uber ene
sezidle LumiAndys Software quantifiziert. Dabel wurde die gemessene Bandenintengitét in
Boehringer Light Units (BLU’S) angegeben. Diese Einheit beschreibt die Stérke einer jeden
Bande.

Die in Tab. 4.1 und Tab. 4.2 angegebenen BLU's zur Eingellung des cDNA-Gehdtes fir die
kompetitive, semiquantitative RT-PCR auf hNIS verdeutlichen, dass die gewahiten cDNA-
Mengen bei einem konstanten Einsaz von 10" Kopien GAPDH-Kontrollfragment (KF-
GAPDH) annéhernd zu einem 1:1 Verhdtnis fihren.
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GAPDH KF-GAPDH GAPDH KF-GAPDH
10mU/ml bTSH [243x 10° 232 x10° 15uM FK  [252x 10° 244 x 10°
1ImU/ml bTSH  [247 x 10° 231x10° 10uM FK  [265x 10° 242 x 10°
0,2mU/ml bTSH [240x 10° 237 x 10° 1M FK 255 x 10° 245 x 10°
basal 230x 10° 234x10° 01uM FK  [258x 10° 259 x 10°
basal 264 x10° 261x 10°
Tab. 4.1: BLU sder kompetitiven, Tab. 42: BLU’s zur kompetiven, semi-
semiquantitativen RT-PCR auf GAPDH zur guantitativen RT-PCR auf GAPDH zur
K onzentr ationsabhéngigkeit von bovinem TSH Konzentr ationsabhéngigkeit von Forskolin
(bTSH) (FK)

4.3.2 Kompetitive RT-PCR auf hNIS zur Bestimmung des Einflusses von
bTSH auf die Symporterexpression

Aus den in Abb. 44 dageddlten Ergebnissen ergaben dch fir die anschliel¥ende
kompetitive, semiquantitative RT-PCR auf hNIS folgende cDNA-Mengen:

Basawert 1,3 pl
0,1 mU/ml bTSH 04 ul
1,0 mU/ml bTSH 1,0 pl
10 mU/ml bTSH 15ul

Diese cDNA-Mengen wurden in Kompetition zu jeweils 10° Kopien des hNIS-Kontrollfragr
mentes gesstzt, in dem, wie unter Punkt 3323 beschricben, ene komptitive,
smiquatitative PCR  durchgefihrt  wurde, deren  Produkte nach  entsprechender
Amplifiketion auf enem 2% Agarosgd aufgetragen wurden. Die resultierenden PCR-
Banden wurden am Lumilmager aufgenommen und anschliel3end andysiert.

Abb. 45 zegt die Verschiebung des Verhdtnisses zwischen Kompetitor und ¢cDNA hin zur
cDNA-Bande nach Zugabe der jewelligen bTSH-Konzentration.
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hNIS (418 bp)
KF (299 bp)

Abb. 4.5: Kompetitive, semiquantitative RT-PCR auf hNIS zur Untersuchung der Abhéangigkeit

der Expression des Symportersvon bTSH

Dargestellt sind von links nach rechts folgende PCR-Produkte

Bande 1: basal

Bande 3: 1 mU/ml bTSH

Bande 2: 0,1 mU/ml bTSH
Bande 4: 10 mU/ml bTSH

In Tab. 4.3 snd die korrespondierenden Boehringer Light Units (BLU'S) zur Besimmung der

Expressonsspiegel  aufgefiihrt. Eine genauere Betrachtung diesr Werte |&sst erkennen, dass
ene Steigerung der bTSH-Konzentration zu einer Verschiebung des Verhdtnisses zwischen
cDNA und hNIS-Kontrollfragment in Richtung cDNA-Bande fihrt. Durch die Zugabe von 10
mU/ml bTSH kommt es zu einer deutlichen Steigerung der hNIS-Expression.

h-NIS KFE-hNIS  [Stimulationsfaktor
basal 1,53x 10* 1,56 x 10* 10
0,1mU/mlbTSH | 221x10" 252x10* 0,88
1,0mU/ml bTSH | 255x10° 125x10* 1,66
10 mU/ml bTSH 329x 10" 115x 10* 215
Tab.4.3: Ermittelte Boehringer Light Units (BLU’s) der Expressionsraten zur konzentr ationsab-

héngigen Steigerung der hNIS Expression durch bTSH.
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4.3.3 Einfluss von Forskolin auf die Expression des Symporters

Des Weiteren wurde der Einfluss von Forskolin, einem Stimulator der Adenylaicyclase, auf
die Expresson von hNIS untersucht.

Auch hier wurde eine kompetitive, semiquantitative RT-PCR auf hNIS durchgeftihrt, indem
folgende cDNA-Mengen, mit jeweils 10° Kopien hNIS-Kontrollfragment, in einer PCR
koamplifiziert wurden:

Basawert 1,0 pl
0,1 uM Forskalin 1,2 pl
1,0 uM Forskalin 0,8 pl
10 uM Forskolin 20ul
15 uM Forskalin 1,0l

Die gdedektrophoretische Auftrennung der resultierenden PCR-Produkte lasst erkennen, dass
die Expresson des Symporters durch die Zugabe von Forskolin gesteigert wird, was durch
eine Vedakung der cDNA-Bande schtbar gemacht wird. Die maximade Expresson von
hNISwird, wiein Abb. 4.6 dargestdllt, bal einer Konzentration von 10 uM Forskolin erreicht.

hNIS (418 bp)
KF (299 bp)

Abb. 4.6: Kompetitive, semiquantitative RT-PCR zur hNIS Expression nach Stimulation mit
Forskolin. Dargestellt sind von links nach rechts folgende PCR-Produkte:
Bande 1: basal (unstimulierte Kontrolle)
Bande2: 0,1 uM Forskalin Bande 3: 1,0 pM Forskolin
Bande 4: 10 uM Forskolin Bande 5: 15 uM Forskolin
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Auch hier efolgte eine graphische Auswvertung des Agarosegels mit Hilfe der LumiAndyst

Software. Nach Zugabe von 10 uM Forskolin wird die Expresson des Symporters um den

Faktor

Tab. 4.4:

2,71 gedteiget. Eine weitere Erhchung der Forskolinkonzentration
Expressonsrate auf 1,38 absinken (s. Tab. 4.4).

h-NIS KF-hNIS Stimulationsfaktor
basal 190x 10* 194x10° 10
0,1 uM Forskolin 230x 10 115x 10° 121
1,0 uM For skolin 243x 10 151x 10 1,27
10 pM Forskolin 350x10* 1,29 x 10* 271
15 uM Forskolin 263x 10° 151x 10 138
Boehringer Light Units (BLUS) zur Ermittlung der

konzentr ationsabhéngigen Steigerung der Symporterexpression dur ch Forskolin.

l&sst die

Expressionsrate  zur
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4.4 Etablierung einer Real-Time PCR

Um Uber en hochs sendtives Nachweissysem zur Durchfiihrung von Expressonsandysen in
humanen Schilddriisenzellen zu verfliigen, sollte eine entsprechende Red-Time PCR auf dem
LightCycler (Roche Diagnogtics) etabliert werden. Innerhab dieses Systems kann zu jedem
Zetpunkt der Amplifikation die Bildung von PCR-Produkten verfolgt werden. Dadurch kann
bereits innerhab der log-linearen Phase der PCR-Resktion eine exakte Bestimmung der gehil-
deten PCR-Produkte erfolgen, wéhrend es sch be der kompetitiven, semiquantitativen PCR
um ene Endpunktmessung handdlt.

Durch den Vergleich der PCR-Profile der enzenen cDNA-Proben mit denen der
Verdinnungsreihe des homologen, externen Standards, kann die Anzahl der vorliegenden
cDNA-Kopien mit ener Genauigkeit bestimmt werden, wie se innerhdb der herkdmmlichen
PCR nicht mdglich ist.

4.4.1 Synthese von Standards fur die Real-Time PCR

Um moglichst identische Reektionsbedingungen zwischen den externen Standards und den zu
quantifizierenden cDNA-Proben zu gewdhrleisten, wurden die eingesatzten Plasmidstandards
linearidert (s. Punkt 3.33.1) und die Vollsandigkeit des Redriktionsverdaus auf enem 1%
Ethidiumbromidge Gberprift (s. Abb. 4.7).

Die anschlief?ende Optimierung der Red-Time PCR efolgte anhand der linearigerten

Plasmide, denen die entsprechenden Zielgene zuvor einkloniert worden waren (s. Punkt 4.1).

Abb. 4.7 Linearisierung des homologen, externen
Plasmidgtandardsfur GAPDH bzw. hNIS

Bahn 1: 1kb Basenpaarleiter

Bahn 2: ca. 1 pg ungeschnittenes GAPDH-Plasmid

Bahn 3: ca. 1 pg mit Pstl geschnittenes GA PDH-Plasmid
Bahn 4: ca. 1 pg ungeschnittenes hNIS-Plasmid

Bahn 5: ca. 1 pg mit EcoRI geschnittenes hNIS-Plasmid
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4.4.2 Optimierung der Redl-Time PCR auf GAPDH

Da fur die PCR auf das Haushdtsgen GAPDH nur en Primerpaar mit korrespondierenden
Sonden gefunden und synthetisert worden war, musste fir dieses Primer-/Sondenpaar
lediglich die optimae MgCh-K onzentration ermittelt werden (s. Punkt 3.3.3.4).

Be ener konganten Annealingtemperatur von 60°C wurde in verschiedenen

Reaktionsansétzen die MgCh-Konzentration von 1 mM bis4 mM variiert (s. Tab. 3.4).

0.8 &
A T - = L
7 fitc A N
xr
H
H
Lk
o]
L]
L5
-
o
o
&
l:l 1 _| 1 | | | I | I | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 al 10 15 20 25 a0 35 40 45
Zykluszahl
Abb. 4.8: Bestimmung der optimalen MgCl ,-Konzentration fir die Real-Time PCR auf GAPDH

Dargestellt ist die Fluoreszenz der Hybridisierungssonden in Abhangigkeit von der Zykluszahl
und der gewahlten MgCl,-K onzentration fiir 10* bzw. 10° GAPDH-K opien.
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Abb. 4.8 zeigt die Ermittlung der optimaen MgCh-Konzentration fir die eingesstzten Primer
und Sonden auf GAPDH. Als Template fungierte der generiete GAPDH-Plasmidstandard,
der in einer Konzentration von 10% (nach ca 20 PCR-Zyklen detektierbar) bzw. 10° Kopien
(detektierbar nach ca. 30 PCR-Zyklen) eingesetzt wurde. Die hochgte Effizienz der Red-Time
PCR wird be ener MgCh-Konzentration von 3 mM beobachtet. Bel dieser Konzentration
efolgt der Andieg der Huoreszenz der Sonden im  Vegleich zu den Ubrigen
Sdzkonzentrationen bel  einer niedrigeren Zykluszahl. Des Weiteren ig die Zunahme der
Fuoreszenz im Verlauf der PCR be dieser Sazkonzentration am stérksten ausgepragt und
ereicht das hochste Fluoreszenzniveau. Mit der bestimmten MgCh-Konzentration von 3mM
wurde in enem weteren Lauf ene Vedinnungsrehe fir GAPDH durchgefihrt. In der
anchlielfenden Analyse wurde die Effizienz der PCR erechnet, die ein Mal3 fur die Gite der
PCR ig (s. Punkt 3.3.3.6). Die in Abb. 4.9 dargestellte Verdinnungsrethe fur GAPDH hat

ene Effizienz von 1.98.
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0.7 101 Kopien
. --- 102Kopien
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Abb. 4.9: Ermittlung der PCR-Effizienz fur die Real-Time PCR auf GAPDH

Dargestellt ist das "Baseline Adjustment” fir die Zunahme der Fluoreszenz in Abhéngigkeit
von der Zykluszahl. Die Verdiinnungsreihe umfafte eine K opienbreite von 10’ bis 10" Kopien,

wobei 10! und 10? Kopien als Duplikate in die Real-Time PCR eingesetzt wurden.
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Erfolgt die Auswertung der Red-Time PCR Uber die "Fit Points-Methode, die vor dlem
dann zum tragen kommt, wenn die Quantifizierung in enem Kopienbereich von weniger ds
1000 Kopien efolgt, so bietet das "Andyss' Modul ene dternative Form der Darsdlung (s.
Abb. 4.10). Aus der angegebenen Standardkurve kann neben dem Schnittpunkt mit der Y-
Achse die Steigung der Geraden abgelesen werden, Uber die des Weiteren die Effizienz der
PCR errechnet werden kann. Ein weiterer Parameter, as Mal3 fur die Quditét der PCR, ist der
PCR-Fehler ("error). Im Fdle einer optimaden PCR sollte er kleiner 0,3 sain. In diesr Red-
Time PCR betréagt er 0,122.

3]
H
H
[}
o
[y
Zykluszahl
— Linear Regreszion 3 35
= [Crozzing Points @ SEI—-
Slope = -3.415 s 257
|ntercept = 39.33 it 2']__
Errar = 10122 o R T AR W W
r=-1.00 1 2 3 4 ] E 7
log [Kopienzahl]
Abb. 4.10: Auswertung der Real-Time PCR uber die" Fit Points'-Methode:

(Legende siehe Abb. 4.9)

oberes Fenster:  Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zykluszahl mit Darstellung der "Noise
Band"; von links nach rechts: 1x10’ bis 1x10* K opien GAPDH-Plasmid;

unteres Fenster: log[Kopienzahl] gegen die berechneten G-Werte; lineare Regression der

Steigung; Schnittpunkt mit der Y-Achse und Angabe des PCR-Fehlers
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Die PCR-Amplifikate der Verdinnungssufe 10° bis 10° wurden af ein Agarosegd
aufgetragen und nach geleektrophoretischer Auftrennung unter dem UV-Schirm detektiert. In
Abb. 411 wird die aufgetragene Verdinnungsrethe gezeigt. Die resultierenden PCR-Produkte

zeigen dle eine Grofe von 250 bp. Diesr Wert entspricht der durch die Primer festgelegten
Fragmentgrole.

~ GAPDH (250 bp)

Abb. 4.11: Standar dkurve zur Real-Time PCR auf GAPDH
Bande 1: 1 kb Basenpaarleiter Bande 2: 1x10° Kopien
Bande 3: 1x10* K opien Bande 4: 1x10° Kopien
Bande 5: 1x10° K opien Bande 6: 1x10” Kopien
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4.4.3 Optimierung der Real-Time PCR auf hNIS

Im Gegensatiz zur LightCycler PCR auf GAPDH wurden zur Etablierung der Red-Time PCR
auf hNIS mehrere Primer synthetisert, die in verschiedenen Kombinationen, zusammen mit
enem gspezifiscchen Hybridiserungsprobenpaar, ausgetestet wurden. Zur Bestimmung  des
optimasen Primerpaares wurden folgende Kombinationen in die Red-Time PCR engesatzt:

F/R FI/R F2/R FR1 F1I/R1 F2/R2

Dazu wurde in einer erstee PCR ene Annedingtemperatur von 60°C sowie eine MgCh-Kon-
zentration von 35 mM gewéhit. Je 0,5 pM Primer wurden in die PCR eingesetzt. Diese erse
PCR lasst erkennen, dass die eingesetzte Primerkombination FI/R bzw. F2/R am ehesten
einen dellen Andieg der Kurve zeigen, der sch Uber dle Verdinnungsstufen innerhab des
PCR-Laufesfortsetzt (s. Abb. 4.12).

Fluaoteszenc

Zxvkluszahl

Abb. 4.12: Real-Time PCR aller mdoglichen Primerkombinationen auf hNIS bei einer konstanten
Salzkonzentration von 3,5 mM MgCl,
Dargestellt sind von links nach rechts die jeweiligen Standardkurven fir jede
Primerkonzentration bei 10* , 10°, 10* und 10" K opien hNIS-Plasmid
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Da be hoheren MgCh-Konzentrationen (> 3mM) die PCR-Puffer Mischung des oGfteren im
Verlauf der Red Time PCR audflockt, wurde in einem zweten Lauf UOberprift, in wie weit
eine Reduktion der MgCh-Konzentration von 35 auf 3 mM enen Einfluss auf die Effizienz
der PCR fir die Primerpaare FI/R und F2/R hat.

Anhand von Abb. 4.13 wird erkennbar, dass es erst im Bereich von 10! Kopien zu @nem
geanderten Expressonsprofil der eingesetzten Primerpaare kommt. Es wird ersichtlich, dass
nur die Primerkombination FI/R bel einer MgCh-Konzentration von 3 mM in einem Bereich
von 10" Kopien ein optimales PCR-Signa hervorbringt.

‘I Hal
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B3= = F1/R
1 o---- nte 2 mkd F1./R
08+ ... F1/R
moog7d — " ntc 35 m FZ/R
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w064 ---  ntc3ImMF2R
w | e Fz/R
- 05—
D -
=
— I:I,.q'_
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I:I 1 | '“'-'-'I“"“-' | 1 | 1 | 1 _"--._ 1 | 1 | I |
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Eyvkluszahl
Abb. 4.13: "Basdine Adjustment” fur die Primerkombinationen FI/R und F2/R be einer M(Cl,-

Konzentration von 3bzw. 35mM
Darstellung der Standardkurven fir beide Primerkombinationen und der jeweiligen MgCl,-
K onzentration; von links nach rechts 108, 10°, 10*, 10°, 10 und 10* hNIS-Plasmidkopien
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In enem abschlielfenden Lauf wurde die Effizienz der PCR mittds ener Verdinnungsreihe
von 10° bis 10" Kopien fir das generiete hNIS-Plasmid ermittdt. Die Auswertung,
dargestdlt in Abb. 4.14 und Abb. 4.15, ergibt eine PCR-Effizienz von 1,97. Der Fehler der
PCR betrégt 0,0357.

. |
2“4__ — ntc3mM
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B —+— 10 5Kopien
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08—
06—
04—
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I:I I | 1 | | 1 | | | 1 | 1 | 1
3 10 15 20 25 30 35
Zykluszahl
Abb. 4.14: " Baseline Adjustment” der Standardkurvefir dashNIS-Plasmid

Darstellung der Zunahme der Fluoereszenz Uber die Zykluszahl in einem Kopienbereich von
10° bis 10* hNIS-K opien
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Abb. 4.15:

Fluoreszenctz

Zykluszahl

— Linear Regreszion -
B Crozsing Points b= SD__
v 2R
Slope = -3.383 - J
Intercept = 36.48 ': 20—
Ermor = 0.0357 N e e R F e ey
r=-1.00 1 P 3 4 b E

log [Mopienzahl]

Auswertung der Standardkurve nach der " Fit Points‘-Methode

(Legende siehe Abb. 4.14)

Oberes Fenster: Analysis Mode mit "Noise Band"

Unteres Fenster: Standardkurve dargestellt als Logarithmus der Kopienzahl (ber die
Zykluszahl; Angabe der Steigung, des Schnittpunktes mit der Y-Achse und
dem PCR-Fehler
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Auch hier wurden die Amplifikate des Red-Time Laufes af enem 2% Agarosegd
aufgetragen und nach erfolgter Auftrennung unter dem UV-Schirm detektiert (s. Abb. 4.16).

- hNIS

Abb. 4.16: Gelelektrophoretische Auftrennung der im Real-Time Lauf generierten hNIS-Standard-
kurve auf einem 2% Agar osegel
Bande 1: 1 kb Basenpaarleiter Bande 2: 10° Kopien hNIS
Bande 3: 10° Kopien hNIS Bande 4: 10* Kopien hNIS
Bande 5: 10° Kopien hNIS Bande 6: 10> Kopien hNIS

Bande 7: 10" Kopien hNIS
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4.4.4 Ermittlung der Inter- und Intra-Assayvariationskoeffizienten fir die Real-
Time PCR auf hNIS

Bevor mit der Untersuchung der Expresson von hNIS am LightCycler begonnen wurde,
efolgte zunéchs die Bestimmung der Inter- und Intra- Assayvaiationskoeffizienten fir die
Red-Time PCR auf hNIS. Zur Bestimmung der Koeffizienten des IntracAssays wurden in
enem Lauf 10 Wiederholungen von jewels 50, 100 und 1000 hNIS-Kopien mitgefthrt.
Wédhrend in Abb. 417 das "Basdine Adjusmet” zur Bedimmung des Intra
Assayvariationskoeffizienten von 1000 Kopien dagestdlt i, snd in Abb. 4.18 die
ermittelten Kopien zur Besimmung der Intra- Assayvariation graphisch dargestd|t.

25— S,
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Abb. 4.17: "Basdline Adjustment” zur Bestimmung des IntraAssayvariationskoeffizienten fur 1000

Kopien hNIS-Plasmid
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1500,
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Zur Ermittlung der Inter-Assayvarianz wurden 10 Red-Time Laufe durchgefihrt, in denen
neben einer Standardkurve 50, 100 und 1000 Kopien hNIS in Form von Triplikaten eingesetzt
wurden (s. Abb. 4.19).

1500
v Abb. 4.19:
= ;; v Inter-Assayvariationskoeffizient von 10
EJ IAM unabhangigen Real-Time PCR-Laufen
.05-’_ i, mit Triplikaten von jeweils 50, 100 und
g 1000 hNI S-Plasmidkopien
5004
c.n. = Kopienzahl (copy number)
0,

c.n.50 c¢.n.100 c.n. 1000
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In Tab. 45 9nd nachgehend die ermittdten Variationskoeffizienten sowohl fur den Intra- ds

auch fir die durchgefihrten Inter-Assay-Laufe zusammengefasst. Die Berechnung der
jewelligen Varianz erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism® Version 3.0.

Variationskoeffizient Variationskoeffizient

desIntra-Assays (%) |deslnter-Assays (%)

50 K opien (c.n. 50) 14,43 18,33
100 K opien (c.n.100) 17,63 11,20
1000 K opien (c.n.1000) 8,45 12,14
Tab. 45: Ermittdte Intra— und Inter-Assayvariationskoeffizienten zur Real-Time PCR auf hNIS

Wie ba néherer Betrachtung von Tab. 4.5 erschtlich wird, nimmt die Varianz mit seigender
Kopienzahl innerhalb eines Red-Time Laufes identischer Proben ab. In dlen dre Félen liegt
der Variationskoeffizient deutlich unter 20%.

Dies gilt auch fir die durchgefihrten Inter-Assay-Laufe, jedoch mit weniger Deutlichkelt.
Dies kann jedoch darauf zurickgefUhrt werden, dass fir jeden Inter-Assay ene neue
Standardkurve mitgefihrt werden musste und demnach innerhdb der enzdnen PCR-Laufe
kleinere Schwankungen aufgetreten sind.
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4.4.5 Einfluss von Forskolin und bTSH auf die Expression des Symporters

Um folgende Expressonsstudien durchfihren zu konnen, wurden aus operdiv entferntem
Schilddriisengewebe Thyreozyten isoliert (s Punkt 3.4), die nach entsprechender Kultivierung
zu 1x10° Zelevml im 6-well-Format ausgesit wurden. Nach einer Adaptationszeit von ca. 24
Sd. wurden die Zdlen mit Forskolin bzw. bTSH stimuliert (s Punkt 3.5).

Die im folgenden dargestdlten Daen wurden zusammengetragen aus Stimulationsansiizen
zehn verschiedener Thyreozytenkulturen, die dann unter Anwendung der GraphPad Prism®
Software Statistisch ausgewertet wurden.

4451 Konzentrationsabhangigkeit fir Forskolin

Als en moglicher Faktor zur Steigerung der Expresson von hNIS konnte Forskolin betrachtet
werden. Forskolin i en Stimulaior der Adenylaicyclase und gimuliet  durch  die
Generierung von cCAMP die Exprimierung des TSH-Rezeptors.

In diesem ersten Experiment wurde die Konzentrationsabhangigkeit der Expresson von hNIS
auf Forskolin hin untersucht. Dazu wurden die im 6-well Format ausgeséten Thyreozyten fur
24 Sd. mit 0,1; 1,0; 10 und 15 pM Forskolin stimuliert. Da Forskolin in DM SO gel6st wurde,
wurden zur undimulieten Basdprobe 10 pl DMSO gegeben, um Einflisse des
Lésungamittels auf die Expresson ausschlief3en zu kénnen.

Als Ergebnis kann postuliet werden, dass die Symporterexpresson abhangig it von der
Menge an dargereichtem Forskolin (s. Abb. 4.20; Abb. 4.21). Eine maximae Stimulation
wird bel 10 uM Forskolin erreicht.

Des Waetearen folgt die Abhdngigkeit der Expresson ener Séttigungskinetik, denn nach
Zugabe von 15 pM Forskolin kommt es zu keiner weiter gesteigerten Expression. Wéhrend,
bezogen auf dle 10 Experimente, der Stimulationsfektor be einer Dosis von 10 uM Forskalin
2,7 betrdgt, s0 reduziert er sich nach ener 24-sindigen Inkubation mit 15 uM Forskolin auf
1,3.
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Abb. 4.20: "Analyss Mode' und Standardkurve zur Expression des humanen Symporters in

Abhéangigkeit von Forskalin (FK)

OberesFenster: von links nach rechts Standardkurve von 10° bis 10* Kopien, sowie die
korrespondierenden Kurven fir den Basalwert, 1 pM, 10 uM und 15 pM
Forskolin (FK)

Unteres Fenster: Standardkurve inklusive Regression, Steigung und PCR-Fehler
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Abb. 4.21. Konzentrationsabhangigkeit von For skolin auf die Expression von hNIS
Dargestellt ist die gemessene Kopienzahl von hNIS bezogen auf 1 Mio GAPDH-Kopien
(n=10)
** = p<0.005 vs. Basalwert

4452 K onzentrationsabhangigkeit fir bTSH

Ein weterer potenter Stimulator der hNIS-Genexpresson i bTSH (bovines Thyrotropin).
Nach der Bindung von TSH an sainen spezifischen TSH-Rezeptor, kommt es intrazdlular zur
Freisetzung von CAMP (s. Abb. 1.1 ), welches sainersaits an der Bereitsstellung von Energie
zur Trandokation von Jodid in die Follikel betaligt i<

In diessm Experiment wird die Anderung des Expressonsverhdtens bei drei verschiedenen
bTSH-Konzentrationen untersucht. Primée Thyreozyten wurden mit 0,1; 1,0 bzw. 10 mU/ml
bTSH simuliert. Nach 24 Std. efolgte die Isolierung der Gesamt-RNA (s. Punkt 3.6.2) mit
anschliefiender cDNA-Synthese (s. Punkt 3.6.5), sowie die Quantifizierung der Stimulations-
ansétze am LightCydler.

Auch hier zeigt Sch eine bestehende Konzentrationsabhangigkeit zwischen der Expression
von hNIS und der dargereichten Menge an bTSH (s Abb. 4.22). Nach Zugabe von 10 mU/ml
bTSH kann eine vierfach gesteigerte hNIS- Expression beobachtet werden.
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Abb. 4.22: hNIS-Expression in Abhangigkeit von der eingesetzten bT SH-K onzentration
Dargestellt ist die hNIS-Kopienzahl bezogen auf 1 Mio GAPDH-Kopien; (n = 10)
* p<0,05 vs Basawert
*kk p < 0,0005 vs. Basalwert

4453 Zetabhangigkeit fur Forskolin und bTSH

Nachdem sowohl fir Forskolin ds auch fir bTSH ene Konzentrationsabhangigkeit
nachgewiesen werden konnte, sollte zusdizlich ene mogliche Zetabhdngigket untersucht
werden. Dazu wurden abermals 1x10° Thyreozyten im 6-well Format ausgesi.

Die eingesetzte Konzentration an bTSH bzw. Forskolin entsprach der Dosis, be der die
deutlichgen Stimulationseffekte gemessen wurden. Folglich wurde die Zetabhéngigket der
Symporterexpresson bel einer Doss von 10 pM  Forskolin bzw. 10 mU/ml  bTSH
aufgenommen.

Sowohl fir bTSH ds auch fur Forskolin kann eine Zatabhangigkeit posiuliert werden, die ihr
Maximum nach 24 Std. erreicht (s. Abb. 4.23).
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Der Stimulationsfaktor fir bTSH wird nach 24 Std. mit 5,3 angegeben, der sich nach weiteren
24 Std. Inkubation auf 3,2 reduziert.

24 3d. nach Zugabe von 10 uM Forskalin zu priméen, humanen Thyreozyten kommt es zu
ener gedeigerten Expresson des Symporters. Der errechnete Stimulationsfaktor liegt bei 4,0.
Zum Zeitpunkt 48 Std. Inkubation reduziert sich dieser Faktor um 0,8 auf einen Wert von 3,2,

25007 10 mU/mI TSH .
g I 10 uM Forskolin ok
x? *
T
£ ok
<
U
‘g 1250- -
%)
£
o
Q.
2
O _“
basal 6.0 12.0 24.0 48.0
Stimulationsdauer (Std.)
Abb. 4.23: Zeitabhangigkeit zur Expression von hNISdurch Forskolin bzw. bTSH

Dargestellt ist die Anderung der Kopienzahl von hNIS bezogen auf 1 Mio GAPDH-K opien
Uber eine Stimulationsdauer von 6-48 Std.; (n = 10)

* p<0,05 vs. Basawert

*x p<0,005 vs. Basawert

ko k p < 0,0005 vs. Basalwert
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4.4.6 Einflussvon TGF-31 und TNF-aauf die Expression des Symporters

Zur Dargdlung der Inhibition der Symporterexpresson wurde der Einfluss von TGF-131 und
TNF-a untersucht. Wahrend TGF-31 ein potenter Inhibitor des Wachstums und der DNA-
Synthese in Schilddriisen igt, wird TNF-a aus Makrophagen be autoimmunen Schilddriisen
erkrankungen freigesstzt. In Homologie zur Durchfihrung der  Stimulationsexperimente  mit
bTSH und Forskolin wurden auch hier 1x10° Zdlen im 6-wel-Format ausgesit und
entsprechend gimuliet. Um mdgliche  Inhibitionseffekte besser erfassen zu konnen, wurden
die Thyreozyten mit bTSH fur 24 Std. vorinkubiert. Anschlie3end wurden die Zdlen mit zwel
unterschiedlichen Konzentrationen an  Wachstumshormon  inkubiert (TGF-31: 1 bzw. 10
ng/ml; TNFa 10 bzw. 75 myml). Nach 48 Std. Inkubation erfolgte eine Isolierung der RNA
mit anschliellender cDNA-Synthese, sowie der Quantifizierung der Expressonsspiegd am
LightCycler.

Als Ergebnis kann formuliert werden, dass die Expresson des Symporters sowohl durch die
Zugabe an TGF-31 ds auch TNF-a inhibiert wird. Dabe folgt die Inhibition in beiden Flen
ener Konzentrationsabhangigkeit (s. Abb.4.24). Wéhrend durch die Zugabe von 10 ng/ml
TNF-a die Expresson des Symporters um 45 % reduziet wird, so betrégt der
Expressionsfaktor be einer Doss von 75 ng/ml TNF-a 0,07. Fur TGF-31 ergeben sch
Expressonsfaktoren von 0,73 bel eéner Doss von 1 ng/ml TGF-131 bzw. 0,2 nach der Zugabe
von 10 ng/ml.

c 1500
2
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I
[a] J—
X
o) 10007
ie]
p=
—
|
Z
= 500
S *
3 -
2
0- HHH
basal 10 75 1 10
ng/mITNF-a ng/ml TGF-b1
Abb. 4.24: Inhibition der hNIS-Expresson nach Zugabe von TGF-31 bzw. TNFa

Dargestellt ist die hNIS-Kopienzahl bezogen auf 1 Mio GAPDH-Kopien; (n=3)
* p< 0,05 vs. Basalwert
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45 Studien zur Aufnahme von Jodid

Ein weteres Zid der Promotionsarbeit zur Charakteriserung des humanen Symporters waren
Untersuchungen zur *2°Jodid-Aufnahme in mit hNIS trandfizieten Zdlen. Neben der Kinetik
zur Aufnehme von '?°Jodid, sollte zusitzlich der Einfluss diverser Inhibitoren auf die Jodid-
aufnahme untersucht werden.

4.5.1 Transfektion der Zdllinie FTC236 bzw. CHO mit dem "full length"-
Symporter

Zu Beginn der Untersuchungen zur Aufnehme von 1#Jodid wurden sowohl FTC236-Zdlen
ads auch CHO-Zdlen dabil mit dem "full length™-Konstrukt des humanen Symporters
trandfiziert (s. Punkt 3.7.2). Nach efolgreicher Selektion von G418-postiven Klone wurden
diese im Velasf ene "limiting dilution® so wet verdinnt, dass im Fal der CHO-Zdlen
geben Einzeklone readltierten, wdwend fur die trandfiziete FTC236-Zdlline finf
Einzelklone erfolgreich isoliert werden konnten.

Aus diesen Einzdklonkulturen wurde, nach efolgreicher Kultivierung, Gesamt-RNA isoliert
(s Punkt 3.6.2). Die jeweligen hNIS-Expressonsspiegd wurden, nach Umschrebung in
cDNA (s. Punkt 3.6.4), in ener Real- Time PCR ermittelt.

Die Klone, die eine hohe Kopienzahl fir das hNIS Transkript aufwiesen, wurden des
Weiteren in die im folgenden beschriebenen Studien zur  *2°Jodidaufnahme eingesetzt. In Abb.
4.25 i das "Basdine Adjustment” fUr die mit hNIS trandfizierten CHO-Klone dargestdlt.
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Abb. 4.25:

g — ntc

0.9- —— 10 3 Kopien
I —— 104 Kopien
ng-  —— 105Kopien
—— 106 Kopien

07— —— Klon61
i —— Klon6-3
06— —+— Klon6-4
il Klon 6-5
e S Klon 6-9
] Klon 6-11

Klon 6-12

Fluoreszenz
1
1
1

Zykluszahl

Uber prufung der transfizierten CHO-K lone auf die Expression des Symporterszur Aus-
wahl geeigneter Kl onefir die ***Jodidaufnahmestudien
Dargestellt ist von links nach rechts die Standardkurve fiir hNIS von 1x10° bis 1x10° Kopien,

sowie die erfolgreich mit hNIS transfizierten und sel ektionierten CHO-Klone.
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In Abb. 4.26 ig das "Basdine Adjusment” der Red-Time PCR zur Auswahl gedgneter mit
hNIS trandfizierter FTC236-Klone dargestelIt.

55 — M
4 —— 102Kopien
5= —— 102Kopien
71 —«— 103 Kopien
57 L 104Kopien
4-| —— 105Kopien
M 4 —— 106 Kopien
= 3.5 —— hNISpBK-Klon3
% 7 —+— hNISpBK-Klon 6
i 37 — - hNISpPBK-Klon7
L 55 --— hNISpBKKlon9
g 4 --- hNISpBK-Klon 11
- 2
LI- -
1.5+
‘I_
0.5+
01— . =il
L I B
1] B 10 15
Zykluszahl
Abb. 4. 26: Uberprifung der FTC236-hNIS-pBK-Klone 3, 6, 7, 9 und 11 zur Ermittlung der Klone

mit dem hoéchsten hNIS-Expr essionsspiegel
Dargestellt ist von links nach rechts die Standardkurve von 10 bis 10" hNIS-Kopien, sowie die
einzelnen hNI1S-pBK-Klone.

Zur Durchfihrung der *2°Jodidaufnehmestudien wurden die FTC236-hNIS-pBK-Klone 6, 7
und 11 ausgewdhlt. Be den trandizierten CHO-Zdlen wurden die Klone 6-1 und 6-11 zur
Durchfiihrung der Jodidaufnahmestudien ausgewahlt.
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4.5.2 Basde Jodidaufnahme ausgewahlter Klone

Fur die Uber Red-Time PCR ausgewdhlten Klone wurde in einem Vorversuch die Fahigkeit
zur Jodidaufnahme Uberprift.
Jewells 100.000 Zdlen/wdl folgender Klone wurden im 12-wdl-Format ausgesit und bis zu

einer Konfluenz von ca 80% wachsen gelassen:

CHO FTC236
CHO-Klon 6-11 FTC236-hNIS-PBK Klon 6
CHO-Klon 6-1 FTC236-hNIS-pBK-Klon 7

FTC236-hNIS-pBK-Klon 11

Die nicht trandfizierten CHO- bzw. FTC236-Zdlen dienten as Negativkontrolle. Vor Zugabe
von 0,5 uCi Na?°J wurden die Zellen, wie unter Punkt 3.7.3 beschrieben, behandelt. Nach
erfolgter Inkubation wurde, das in die Zdlen gelangte, sowie an die Membran gebundene
125 30did mit Trichloressigsiure prézipitiert und im ?-Counter gemessen.

75000
I CHO

- I CHO-Klon 6-1

3 CHO-Klon 6-11

50000+ B FTC236

3 FTC236-hNIS-pBK Klon 6
M0 FTC236-hNIS-pBK Klon 7
FTC236-hNIS-pBK Klon 11

12530did [cpm]

25000

O__- b I s—

Abb. 4.27: Basale Aufnahme von '®Jodid der mit hNIS trandfizierten Zelllinien, sowie den
korrespondierenden Negativkontrollen. (n = 3)
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Die Aufnehme von ?Jodid in die mit dem "full length-Konsrukt trandfizierten Zellen ist
unterschiedlich hoch (s Abb. 4.27). Dies is darauf zurlickzufiihren, dass die isolierten
Einzelklone das DNA-Vektor-Kongrukt mit unterschiedlicher Effizienz  exprimieren.  Fir
weitere Untersuchungen wurde fir die CHO-Linie der CHO-Klon 6-11 ausgewshlt, wéahrend
fur die FTC236-Zdlen die Klone 7 und 11 ndher untersucht wurden.

4.5.3 Zdtabhangigkeit zur Aufnahme von ***Jodid

Zu Beginn der Studien zur Aufnshme von *Jodid erfolgte eine Untersuchung der Kinetik zur
Aufnahme des Radioisotops. Dazu wurden jeweils 100.000 Zellen der Klone CHO, CHO-
Klon 6-11, FTC236 und FTC236-hNIS-pBK Klon 7 im 12-well Format ausgesit. Nach
entsprechender Vorbehandlung der Zellen wurde diesen 0,5 pCi Nat?°J angeboten und zu den
Zeitpunkten 0, 10 , 20 , 30, 40, 50 und 60 min die Aktivitd der ?°Jodid-Aufnehme nach
TCA-Fdlungim ?-Counter bestimmt.

Wahrend fir die Kontrollansitze keine Aufnehme von '*°Jodid erfolgte, folgt die Aufnahme
von 1% Jodid in den transfizierten Zellen ener Séttigungskinetik, wiein Abb. 4.28 dargestdllt.

120
. 957
P\i, ______
£
£ 707
]
£ --A-~ CHO-NIS Klon 6-11
< 454
oo --v-- FTC236
N
—
; —e— FTC236-NISpBK Klon 7
20
'S
4
-5 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
[min]
Abb. 4.28: Zeitabhangigkeit zur Aufnahme von '?°Jodid im CHO-Klon 6-11 bzw. FTC236-hNIS-
pBK Klon 7.

Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von *#Jodid tiber die Zeitin Minuten. (n = 3)
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4.5.4 Inhibition der Aufnahme von Jodid

Nach der Bestimmung der basden Aufnahme von 2°Jodid sowie der Aufnahme der Kinetik,
wurde der Einfluss moglicher Inhibitoren auf die ?°Jodid-Aufnehme  Uberprift.  Zur
Berechnung der prozentuden Aufnéhme wurde die maxima gemessene Aktivitst der
125 3odid- Auf-nahme in den transfizierten Zdllen ohne Inhibitor gleich 100% gesetzt.

45.4.1 Einfluss von unmarkiertem Natriumjodid auf die Aufnahme von **Jodid

In einem ersten Experiment wurde den Zellen eine Kombinaion aus Na?°J (0,5 pCi) und
unmarkiertem "katem" Natriumjodid (NaJ) in verschiedenen Konzentrationen (O / 01 / 1,0 /
10 / 100 mM) angeboten. Nach einer Einwirkzeit von 1 Std. wurden die Zdlen intensv mit
HEPES-PuUffer gewaschen, um Uberschilssge Radioaktivitdt zu entfernen, bevor das
aufgenommene ?°Jodid (iber eine TCA-Falung aus den Zdlen herausgdlést wurde. Fir den
CHO-Klon 6-11 konnte gezeigt werden, dass mit steigender Konzentration an unmarkiertem
NaJ die ?°Jodid-Aufnahme deutlich sinkt (s. Abb. 4.29). Nach Zugabe von 1 mM bzw. 10
mM NaJ reduziert sich die Aufnehmefshigkeit von *°Jodid um ca. 60%. Wird die Dosis an
Nal af 100 mM erhoht, so entspricht die ?°Jodid-Aufnehme dem Basdwert der
Negativkontrolle.

1004 —=— CHO
_ ---4-- CHO-NIS Klon6-11 Abb. 4.29:
% 75 Konzentrationsabhangige Inhibition
£ Aufnahme von '**Jodid des CHO-Klones 611
@
c “ n n
;’ 50- E\ nach Zugabevon " kaltem" NaJ
> ‘\---\E__W _____ i Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von
=} - S
3 12530did in Abhangigkeit von der angebotenen
= Natriumjodidkonzentration. (n = 3)
O_
0.001 0.01 0.1 1 10 100

logNatriumjodid (mM)
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Im Fdl der mit bhNIS trandizieten FTC236-Zdlen kann ebenfdls ene
konzentrationsabhangige Inhibition durch "kates’ Nal beschricben werden. Eine Dods von
0L mM Nal filhrt in diesen Zdlen berdts zu dner reduzierten %Jodid-Aufnshme von nur
10%. Eine Steigerung der NalJKonzentration fuhrt zu ener weteren Reduktion, die der
basden Aufnahme der Kontrollpopulation (unbehanddte FTC236-Zdlen) entspricht (s. Abb.

4.30).

100
-®-- FTC236
--A-- FTC236-hNIS-pBK-Klon 7

~
(6]
]

—%— FTC236-hNIS-pBK-Klonl11l

12 30did-Aufnahme [%]
(&)
o
]

25

(O L ° 3 y 4
-Tl | | | | 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100
logNatriumjodid (mM)
Abb. 4.30: Einfluss der Natriumjodidkonzentration auf die Aufnahme von '*Jodid in mit hNIS

transfizierten FTC236-Zéellen.
Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von *?°Jodid in Abhangigkeit von der eingesetzten

Sdzkonzentration. (n = 3)
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4542 Einfluss von Perchlorat auf die Jodidaufnahme

Ein potenter Inhibitor zur Aufnehme von Na®J ist Natriumperchlorat (NaClO..). Aufgrund
einer  grukturellen  Ahnlichkeit zwischen Jodid und Perchlorat  konkurrieren  beide um
identische  Bindungsstellen zur Trandokation der Molekile ins Zdlinnere. Diese Art der
Konkurenz um ene Bindungssele wird auch ds kompetitive Hemmung bezeichnet. Die
Wirkung von Perchlora auf die Aufnshme von ®Jodid wird mittds dner
Konzentrationsabhéngigkeit untersucht. In Abb. 4.31 wird die kompetiive Hemmung der
125 3odid- Aufnehme durch NaClO,4. fir den CHO-Klon 6-11 dargestellt. Auch hier folgt die
Inhibition durch Perchlorat einer Konzentrationssbhéngigkeit. Nach Zugabe von 0,1 uM Na
Perchlorat sinkt die Aufnehme von *°Jodid um ca 50%. Das bedeutet, das genauso vide
Perchloratmolekile an hNIS binden wie *°Jodidmolekile. Nach Zugabe von 100 pM
Perchlorat sind ale Bindungsstellen am Symporter blockiert, so dass kein 12°Jodid in die Zdlle

aufgenommen werden kann.

1004 CHO

— N ~-4-- CHO-NIS Klon 6-11
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Abb. 4.31: Kompetetive Hemmung der '?*Jodid-Aufnahme im CHO-Klon 6-11 nach Zugabe von

Perchlorat (NaClOs,.)
Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von **Jodid in Abhangigkeit der eingesetzten
Konzentration an NaClO,. . (n=3)
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In den mit hNIS trandfizierten FTC236-Zdlen wird auch eine kompetitive Hemmung der
125 3odid- Aufnahme beobachtet, die abermals einer Konzentrationssbhangigkeit folgt (s Abb.
4.32). Bei Zugabe von 10 pM Perchlorat zu 0,5 pCi Na?®J sinkt die Aufnahmefzhigkeit des
lons um bis zu 90%. Eine Erh6hung der Perchloratkonzentration auf 100 pM resultiert in
einer vollsténdigen Inhibition der ?°Jodid-Aufnehme. Im Vergldch zum CHO-Klon 6-11
erfolgt die Reduktion der Aufnahmefahigkeit jedoch weniger schnell.

Abb. 4.32:

100 -~-®-FTC 236

9 - A~ FTC236-hNIS-pBK-Klon 7
o 757
= % —¥— FTC236-hNIS-pBK-Klon 11
S e
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xS,
3
o2 254

O @@ -

I I I I I 1
0.001 001 0.1 1 10 100

109 perchiorat [uM]

Kompetitive Hemmung der *?JodidAufnahme durch NaClO, im FTC236-hNIS-pBK-
Klon 7 bzw. 11.

Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von *?®Jodid in Abhangigkeit von der eingesetzten
Perchloratkonzentration. (n = 3)
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4543 Quabain: Ein Inhibitor der Jodidaufnahme ?

Ein weiterer moglicher Inhibitor zur Aufnehme von ?Jodid konnte Quabain sein. Quabain
blockiert die Na'/K*-ATPase, wodurch die zur Aufnahme von Jodid bendtigte Energie nicht
mehr frelgesetzt werden kann und somit die Trand okation der 1onen unterbunden wird.

Zur Untersuchung der Wirkungsweise von Quabain wurde eine Konzentrationsabhangigkeit
beziiglich der !?°Jodidaufnahme durchgefiihrt. Wie in Abb. 4.33 dagesdlt, folgt die
Inhibiton  der  ®Jodidaufnehme  durch  Quaban im CHO-Klon 6-11  ener
Konzentrationsabhangigkeit. Im Vergleich zur Hemmung durch Nal geht die Reduktion der
125 30did-Aufnehme unter Einfluss von Quabain vid langsamer von datten. Wahrend nach
Zugabe von 0,1 mM Nal nur noch 50% der markierten Molekile in die Zele aufgenommen
werden konnen, so werden nach Zugabe von 0,1 mM Quaban immerhin noch 75% der
markierten Jodidmol ekile aufgenommen.
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Abb. 4.33; Inhibition der *?*Jodid-Aufnahmein transfizierten CHO-Zellen durch Quabain.

Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von *?*Jodid in Abhangigkeit von der eingesetzten
Quabainkonzentration. (n = 3)
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Eine ndhere Betrachtung der Abb. 4.34, beziiglich der Inhibition der Jodidaufnahme durch
Quaban in den mit hNIS trandizieten FTC236-Zdlen, zeigt ene klene Diskrepanz
2wischen den eingesetzten Klonen 7 und 11. Wéahrend sSch beide ba der Untersuchung der
Inhibition durch NaJ bzw. durch NaClO4. durchaus dhnlich verhdten, kommt es bem Klon
FTC236-hNIS-pBK 11 nach Zugabe von 0,01 mM Quabain zu einer fast 60%-igen Reduktion
der 1% Jodidaufnahme, wahrend die Aufnahme fiir Klon 7 annéhernd unverandert bleibt. Beide
zeigen be  deigender  Zugabe von  Quaban  jedoch  eine  Reduktion  der
Jodidaufnahmeféhigkaeit. Nach ener Doss von 5 mM Quaban zeigen beide Klone ene
reduzierte Aufnahmeféhigkeit von ca 10%. Eine wetee Erhthung der Quaban-
Konzentration fuhrt im Klon FTC236-hNIS-pBK 7 zu ener vollkommenen Hemmung der
125 Jodi daufnahme.
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Abb. 4.34: Inhibition der *?*Jodidaufnahmein tranfizierten FTC236-Zéllen durch Quabain.

Dargestellt ist die prozentuale Aufnahme von *?°Jodid in Abhangigkeit von der eingesetzten
Quabainkonzentration. (n = 3)
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4.6 Immunhistochemie

In enem weateen Expeiment <ollte unter der Anwendung  immunhistochemischer
Methoden, hNIS in den efolgreach mit dem “full length™-Kongrukt trandfizierten Zdllinien
nachgewiesen werden. Dazu wurden die Zdlen auf "culture dides' ausgesit. Nach efolgter
Fixierung mit Paraformadehyd und ener Inkubatiion mit dem monoklonden hNIS Antikorper
2.2 efolgte ene Farbung mit FastRed (s. Punkt 3.10), welche lichtmikroskopisch bewertet
und abschlieffend fotografiert wurde. Anhand der Abbildungen 4.35 und 4.36 wird erkennbar,
dass in beiden, mit hNIS tranfiszierten Zdllinien, der humane Symporter nachweisbar i<t

Abb. 4.35: Immunhistologischer Nachweisvon hNISin transfizierten CHO-Zellen mit dem
monoklonalen Antikor per 2.2.
Dargestellt ist die positive Anfarbung des Synporters mit Fast Red.
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Abb. 4.36: Immunhistochemischer Nachweis des Symportersin transfizierten FTC236-Z€llen.
Dargestellt ist die positive Reaktion auf den monoklonalen Antikorper 2.2 nach einer Farbung
mit Fast Red.
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4.7 Immunprazipitation des [*S-Methionin-markierten CHO-hNIS-
Klon 6-11

Nach der Uberprifung der funktiondlen Aktivitit des Symporters, sollte des Weiteren
untersucht werden, ob sich der Klon fur den Nachweis von Antikorpern eignet. Der
efolgreich mit dem "full length-Kongtrukt des Symporters trandfiziete CHO-Klon 6-11
wurde mit [*°S]-Methionin markiert. Nach der unter Punkt 3.8.1 beschriebenen Markierung
erfolgte eine Autoradiographie von 8 Schilddriisenseren sowie 8 Normalseren (s. Punkt 3.8.2).

3 dieser 8 Schilddriisenseren (H129, H68, H18) zeigten eine positive Resktion auf den F°S)-
Methionin-markierten CHO-Klon 6-11 (s. Abb. 4.37). Diese Bindung bedtétigt die Existenz
von Autoantikorpern gegen hNIS,

hNIS®

Abb. 4.37: Autoradiographie nach erfolgter Immunprazipitation.
Dargestellt ist von links nach rechts der monoklonale Antikérper 2.2, die Schilddriisenseren
H18, 68 und 129, sowie drei Normalseren (NS) a's Negativkontrolle.
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4.8 Rolle von hNIS-Antikorpern be  autoimmunen Schilddriisen-

erkrankungen

Da mit dem CHO-NIS Klon 6-11 eine Immunresktivitét nachgewiesen werden konnte, sollte
die Rolle von Autoantikdrpern zu hNIS in Patientenseren, die an Hashimoto Thyreoiditis oder
aber Morbus Basedow erkrankt sind, ndher untersucht werden. Um ene Vidzahl an Seren
teten zu konnen, wurde zur Entwicklung enes Radioligandenassay der "full length™-Klon
des humanen Symporters kloniert (s. Punkt 3.7.1). Nach erfolgter Klonierung wurde der
Einbau durch enen Vedau mit Sall und Hindlll Gberprift (Abb. 4.38), sowie die
Nukleotidsequenz bestimmt.

-

B —  Vektor
- ammn — ONIS

Abb. 4.38. Kontrollverdau zur Klonierung
des "full length"-Symporters in den pGEM-
47-\ektor

Bande 1: 1kb Basenpaarleiter

Bande 2: fl hNIS (verdaut mit Sall/Hindlll)

Die Bindungsfahigket des hNIS-Antikbrpers wurde Uber  ene  Immunprézipitation
augetestet. Dazu wurden 20 Seren mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen, sowie 15
Normaseren getestet. Das anschliellende SDS-Polyacrylamid-Gel  ergab  eine  poditive
Immunresktivitét in Seren von 3 Patienten mit Hashimoto's Thyreoiditis und 1 Pdienten mit
Morbus Basedow. Wie in Abb. 4.39 gezegt, exidierte eine sehr strake Bindung an hNIS,
wahrend es zu keiner Resktion mit dem Kontrollprotein GLUT-2 kommt. Dies bedtétigte,
dass das durch in  vitro Transkription und Trandation produzierte Antigen in die
Antikorperdetektion eingesetzt werden kann.
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Abb. 4. 39: Immunpr &zipitation von hNISund GLUT -2 mit Seren von Patienten mit Morbus

Basedow (P1), Hashimoto Thyreoiditis (P2,P3) und Nor mal per sonen (N1-N3).
Die monoklonalen Antikdrper mAB-hNIS 2.2 und GLUT-2 dienen als Positivkontrolle.

Im folgenden wurden 177 Seren von Morbus Basedow Patienten, 72 Seren von Patienten mit
Hashimoto Thyreoiditis und 165 Seren von Normapersonen in einem Radioligandenassay
untersucht.

Dazu wurden die Seren ds Doppelwerte im 96-wdl-Format mit [*°S]-Methinoin-markiertem
hNIS inkubiert und abschliefRend, wie unter Punkt 3.8.1, beschrieben im 3-Counter gemessen.

In Abb. 440 is die Vetelung der hNIS Autoantikorpertiter dargestellt. Be enem
angestelten Grenzbereich, der 952% der Perzentile an Normalpersonen entspricht, zeigten
19 von 177 (10,7%) Patienten mit Morbus Basedow und 15 von 72 (20,8%) Peatienten mit
Hashimoto Thyreoiditis postive hNIS-Antikdrper. Dieser "Cut-off" wurde so gewdhlt, dass er
ungefdhr der Grenzschwelle entspricht, die fir den Nachwes von TPO-AntikOrpern mittels
Radioligandenassay verwendet wird. Diese Daen zeigen ersmds, dass die Pravadenz von
Autoantikorpern gegen humanes NIS deutlich niedriger liegt, ds nach den Studien mit
murinem NIS zu vermuten war.
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Abb. 4.37: Verteilung des hNIS Autoantikdr pertiter bel Patienten und Nor malper sonen

Die dargestellten hNIS-Antikdrper Titer werden als Arbitrary Units (AUs) ausgedriickt. Die
gestrichelte Linie definiert den Grenzwert (95,2 der Perzentile der Normalpersonen).
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5. Diskussion

Der humane Narium-Jodid-Symporter  (hNIS) i das  Schlissdmolekdl  fur  die
Jodidaufnahme in  Schilddriisenzellen. Uber ihn gelangt das fir die Synthese der beiden
Schilddriisenhormone T3 und T4 essentidle Jodid in die Schilddrisenfollikel. Der Symporter
ig lokdidert an der basolaterden Membran der Follikezdlen und transportiert Jodid
entgegen sanes elektrochemischen Gradienten in die Thyreozyten (Carasco, 1993). Die
trebende Kraft fur diesen Trangport sammt aus enem transmembranen Natriumgradienten,
der die dazu bendtigte Enegie aus ener Quabain-sendtiven Na/K*-ATPase bezieht
(Eskandari, 1997). Uber einen apikaen Chlorid-Jodid-Transporter, dem Pendrin, gelangt das
aufgenommene Jodid ins Kolloid, dem eigentlichen Ort der Hormonsynthese (Scott, 1999;
Bidart, 2000; Royaux, 2000).

Aufgrund dieser  Mekmae kommt dem Symporter ene besondere Rolle bel  der
Differenzialdiagnose sowie mdglichen Therapieanséizen bel der Behandlung von gutartigen
bzw. bosartigen Schilddrisenerkrankungen zu (Filetti, 1999; Shen, 2001). Die meisten bisher
veaflgbaen Daen Uber die Regulation von NIS waren in primden Zdlkulturen oder
Zdllinien der Ratte oder der Maus gewonnen worden. Es war deshdb unklar, inwiewet diese
Ergebnisse auf humane Thyreozyten Ubertragen werden konnen. Insofern waren die hier
dargestdlten Untersuchungen Uber das Expressonsverhdten des humanen Symporters von
besonderer Wichtigkeit.

Ein prim&es Zid dea vorliegenden Arbet wa die Etablierung ener Methode zum
quantitativen Nachwels der Genexpresson des humanen Natrium-Jodid-Symporters. Dabel
sliten grundiegende Mechanigmen der Regulaion des Expressonsverhdtens sowie die
funktiondle Aktivitéd des Symporters untersucht und erste Daten Uber die Rolle von hNIS bel
verschiedenen Schilddriisenerkrankungen gewonnen werden.

Es ig¢ in dea vorliegenden Arbet esmas gdungen, an  prim&en, humanen
Thyreozytenkulturen, die aus operaiv entferntem Schilddriisengewebe isoliet wurden, das
Expressonsverhalten des Symporters zu beschreben. Zuné&chst gdt es ene Methode zu
etablieren mit deren Hilfe eine sthndle, quantitative Messung der mRNA-Expresson von
hNIS ermoglicht wird. Neben ener hohen Spezifitd <ollte diess Methode zudem &aulRerst
sengtiv. sain. Angewendet wurde die konventionelle Methode des Northern Blots, die mit
zwel neuen Techniken, der kompetitiven, semiquantitativen RT-PCR und der Real-Time PCR
verglichen wurde. Sowohl mittdds Northern Blot Andyse wie auch mittedls kompetitiver,
semigquantitativer  RT-PCR  konnten  simulationssbhéngige  Unterschiede in der hNIS

Genexpression erfaldt werden.
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Beide Methoden snd dlerdings sehr arbelts und zetintendv. Dies i$ zum enem auf das
aufwendige Blotten der RNA mit anschlielfender Hybridiserungsresktion und zum anderen
auf die notwendigen Standardiserungsversuche in der RT-PCR zurlickzuftihren, die in jedem
Expaiment meds mehrere Ansitize notwendig machten bis die dgentliche Messung
detfinden konnte (Audt, 1996; Seisder, 2000). Bei beiden Methoden efolgt lediglich ene
Messung der relativen Bandenintendtéten, so dass nur semiquantitative Aussagen ermoglicht
werden.

Eine neue Mehode, be de innehdb der logaithmischen Phase  der
Polymerasenkettenresktion (PCR) quantifiziet wird, it die Red-Time PCR. In der
vorliegenden Arbet konnte gezeigt werden, dass durch den Einsaz dieser innovativen
Technologie die Messung von nur wenigen mRNA Kopien des zu untersuchenden Genes
ermdglicht wird, wodurch die bis zur Entwicklung dieser Technik angewandten Methoden des
Northern Blots bzw. der Endpunktmessung in Form der RT-PCR deutlich Ubertroffen werden
(Bustin, 2000). Mehrere Studien, in denen unter anderem die mMRNA-Expresson von
Zytokinen bestimmt worden i, konnten zeigen, dass die Red-Time Detektion der PCR-
Amplifikate in der logarithmischen Phase der PCR sdhr genaue Werte der initiden
Tagetmolekilzahl zu ligfern vermag (Blaschke, 2000; Pfaffl, 2000; Yin, 2001). Um enen
optimaen PCR-Nachweis zu etablieren, wurden verschiedene Primer- und Sondenpaare
sowie Pufferbedingungen ausgetestet. Wie die vorliegenden Variaionskoeffizienten fir die
durchgefiihrten  Inter-  und  Intraassays belegen, ist es durch die durchgefihrten
Optimierungsschritte gelungen, sowohl fir den humanen Symporter wie auch fir GAPDH
enen MRNA-Nachweis mit hoher Sengtivitdt bel gleichzetiger hoher Reproduzierbarkeit zu
etablieren. Be 50 nachzuweisenden Kopien lag der Interassay-Vaiationsko-effizient be
18,33% und bei 1000 Kopien lediglich bei 11,20%. Ahnlich gut lagen die Koeffizienten fir
die Intraassay-Variation (fur 50 Kopien 14,4% bzw. bei 8,45% fur 1000 Kopien). Im Fall der
Northern Blot Andyse bzw. der kompetitiven, semiquantitativen RT-PCR sind, nach den in
dieser Arbet beschriebenen Erfahrungen, die Variaionen deutlich grofRer. Zudem ist der
Bereich von 50 Kopien bel beiden Methoden nur noch schwer zu erfassen.

Die Red-Time PCR efolgt durch den Einsatz zweler spezifischer Hybridiserungssonden, die
zusammen mit denen fir ene PCR notwendigen Oligonuklectidprimer in den PCR-Ansatz
gegeben werden. Nach der Bindung der beiden Hybridiserungsproben, die sch in reativer
Néhe zueinander befinden, kommt es zum Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET),
wodurch in jeder Annedingphase Licht definieter Welenldnge freigesetzt wird, welches
direkt proportional zur Konzentration des Amplifikationsproduktsist.
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Da be der hier angewendeten Methode, im Gegensatz zur SYBR Green | Technik, vier
Oligonuklectide eingesetzt werden, die spezifisch an das Template binden, wird die Spezifitét
der PCR deutlich erhoht (Budtin, 2000; Pfaffl, 2000; Yin, 2001). Eine Amplifikation
genomischer DNA konnte durch eine intensve DNAse-Behandiung sowie durch den Einsaz
Exon-Intron-spannender  Primer und Sonden fir das GAPDH- und das hNIS-Fragment
ausggechlossen werden. Dies wurde auch durch die Andyse der Fragmentgrofle nach der
Red-Time PCR in enem Ethidiumbromidgd bedegt, die jewels nur eine Bande der
vorausberechneten Grofle zeigten. Im Gegensatz zur Northern Blot Anadyse bzw. zur
kompstitiven, semiquantitativen RT-PCR bedurfte es be der Red-Time PCR lediglich zweier
Laufe, um die Symporterexpresson quantifizieren zu konnen. Bis zum Erhdt der Ergebnisse
der jeweligen Vesuchgehe mulde ene Arbetszeit von nur ca 4 Stunden enkdkuliert
werden. Dies macht diese Methode besonders interessant fir Bestimmungen direkt aus
Operations- oder Biopsemaerid. Nach egenen vorlasfigen Untersuchungen kann mit der
hier dargesdlten hNISPCR aus dem Mateaid ene Fennaddbiopse enes
Schilddrisenknotens mit - vermindertemm Upteke  in der Schilddrisenszintigraphie  die
Expresson von hNISmRNA quantifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Dies kdmte grof3e
Bedeutung fir die Differenziddiagnose und die Therapie zwischen differenzieten und
undifferenzierten Schilddriisenkarznomen besitzen (Arturi, 1998).

Zur Quantifizierung der Symporterexpresson efolgte eine Normdiserung der hNIS-PCR-
Resultate auf das "house keeping-Gen GAPDH. GAPDH wurde gewdhlt, da dieses
Genprodukt kondtitutiv exprimiert wird und nur einer geringen Regulation unterworfen wird.
Es ig somit in ideder Wese fir Sudien gedgnet, in denen dimulaorische bzw.
inhibitorische  Effekte verschiedener Agenzien ausgetestet werden (Gorzelnigk, 2001). Zur
Berechnung der spezifischen hNIS-mRNA Konzentration wurde die hNIS-Kopienzahl pro 10°
GAPDH-Ko-pien angegeben. Diese Kopien errechneten sch aus den jewelligen mitgefihrten
externen Standardkurven fir GAPDH bzw. fir hNIS. Eine dternaive Dagdlung der
Ergebnisse i die Angabe von Simulaions- bzw. Inhibitionsfaktoren, die sch aus dem
Verhdtnis von behanddter zu unbehanddter (basaler) Probe ergeben. Beide Formen erlauben
Aussagen Uber die spezifische Regulation der Expression eines bestimmten Gens.

Da die Angabe in absoluten Kopienzahlen pro definieter Konzentration an GAPDH
Molekilen einen besseren Vergleich zwischen verschiedenen Studien erlaubt, wurde diese
Dargdlungsformin der vorliegenden Studie gewahlt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der hNIS mRNA-Expresson in priméren,
humanen Thyreozytenkulturen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Gewebe eine basde hNIS-Expresson zeigten, die sch in enem Kopienbereich von 83-593
K opien/10° GAPDH-Kopien bewegt. Ein Unterschied in der Reinheit und in der Viabilitét der
Thyreozyten aus verschiedenen Geweben konnte nicht beobachtet werden. Da die
Schilddrisenzdlen aus Strumagewebe isoliet worden snd, konnte der unterschiedliche
MRNA-Gehdt auf |oka e Inhomogenitdten des Schilddriisengewebes zuriickzufhren sain.

Alle dre angewandten Methoden zeigten, dass durch die Zugabe von bTSH bzw. von
Forskolin die Expresson des humanen Symporters um den Faktor 2-5 gesteigert wird. Die
hier erzidten Daen stehen in Uberdingimmung mit einer einzigen Sudie, die sich bisher mit
der Regulation des humanen Symporters befdd hat. Mit Hilfe von Northern Blot Andysen
konnte die Arbeitsgruppe um Saito in Thyreozyten von Patienten mit Morbus Basedow ene
Steigerung der hNIS-Expression um den Faktor 2,3 bzw. 2,5 nach Zugabe von TSH bzw. von
Forskolin nachweisen (Saito, 1998).

In weterflhrenden Experimenten wurde sowohl fir bTSH ds auch fir Forskolin die
Konzertrations- und Zeitabhdngigkeit der hNIS-Regulation untersucht. Eine Doss von 10
mU/ml bTSH flhrte zu ener maximaden Stimulation um den Faktor 4,0. Die Untersuchung
beziiglich des Einflusses von Forskalin resultierte in ener maximden Stimulation von 2,7
nach Zugabe von 10 uM Forskalin fir 24 Std.. Eine Erhéhung der Forskolinkonzentration auf
15 pM fihrte zu einer Reduktion der Expressonsrate auf 1,3. Diese an priméren, humanen
Thyreozyten erzidten Daten sehen im Einklang mit denen, die in Studien verschiedener
Arbeitsgruppen mit FRTL-5 Zellen der Fischer Ratte beobachtet wurden (Kogai, 1997; Ajjan,
1998; Pekary, 1998). So zeigte die Arbetsgruppe um Kogai 1997 in Northern Blot Anadysen,
dass 24 Stunden nach Zugabe von TSH zu FRTL-5 Zdlen diese ene maximae NIS-mRNA-
Expresson zeigen, die dch in enem Stimulaionsfaktor von 59 widerspiegdt. Nach
Simulation mit Forskolin wurde bel FRTL-5 Zdlen eine Steigerung der NIS Expresson um
den Faktor 6,3 beschrieben.
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Des weteren konnte fir beide Stimulanzien eine Zetabhangigket nachgewiesen werden.
Nach Inkubation von 10 mU/ml bTSH bzw. 10 uM Forskolin wurde nach 24 Std. ene
maximale Symporterexpresson ereicht. Eine langere Stimulation (48 Std.) fihrte zu einer
Reduktion der hNIS-Expresson im Fal des bovinen TSH von 53 auf 3,2, wahrend sich die
Expresson des Symporters nach Zugabe von Forskolin zum Zeitpunkt 48 Std. von 4,0 auf 3,2
reduziete. Auch hier gimmen die ezdten Daten gut mit denen fur die FRTL-5 Zdlen und
humanen Thyreozyten ermittelten Stimulationsindices Uberein (Kogai, 1997; Ajjan, 1998).

Da zahlreiche Daten daraufhin deuten, dass Zytokine bzw. Wachsumsfaktoren eine wichtige
Ralle in attoimmunen Schilddriisenerkrankungen wie der Hashimoto Thyreoiditis oder aber
dem Morbus Basedow spiden, war es ein Anliegen dieser Arbeit den Einfluss von TGF-(31
und TNF-a auf die Expresson des Symporters genauer zu untersuchen. Viele Zytokine, die
von Makrophagen, dendritischen Zdlen, T-Zdlen, B-Zdlen, thyreoidden Falliken und
aktivierten Endothelzellen produziert werden, stimulieren die Expresson der MHC Klasse |
und I Molekile Zudem haben de enen Einflud auf Adhdsonsmolekile sowie
kogtimulierende Faktoren, die ihrersats das Wachsum und die Funktion der thyeroidden
Follikd zu &dern vermdgen (Ajjan, 1996). Frihere Studien haben gezeigt, dass Zytokine wie
INF-g, TNF-a, IL-1 und IL-6 die Aktivitd der Jodidaufnahme in die Schilddrisenfollikel
sowie die anschliefende Schilddrisenhormonsynthese  beeinflussen  kénnen  (Zheng, 1992,
Weetman, 1994; Ajjan, 1998 ; Morris, 1988).

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von TGF-b1 bzw. TNF-a die Expresson
des humanen Symporters dragtisch reduziet wird. Die resultierende Inhibition folgt einer
Konzentrationsabhangigkeit, wobe nach Zugabe von 1 ng/ml TGF-b1l die Expressongrate auf
73% der basden Rate reduziert wird. Eine Erhdhung der TGF-b 1-Konzentration auf 10 ng/ml
fuhrt zu ener weiteren Reduktion der Expressonsrate auf 20%. Diese suppressve Wirkung
von TGF-b1 war zuvor in einer Studie mit FRTL-5 Zdlen beschrieben worden (Kawaguchi,
1997).

Bedtétigt werden konnte zudem ene dtarke dosisabhangige Suppresson bis auf 7% der
basden Werte nach Inkubation der humanen Thyreozyten mit TNF-a. Diese Befunde
korrelieren sehr gut mit Ergebnissen mehrerer Studien am Rattenmoddl  (Kawaguchi, 1997;
Ajjan, 1998; Pekary, 1998). Da TNF-a ebenfdls ene Hemmung der Genexpresson der
Schilddriisenperoxidase und der Typ | 5-Degjodinase besitzt (Sato, 1990; Tang, 1995), kann
ein gerereller suppressiver Effekt auf schilddriisenspezifische Proteine vermutet werden.
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Die vorliegenden Befunde zeigen, dass humanes NIS &hnlich wie der Rattensymporter
reguiet wird. Die hohen Stimulationsfaktoren nach ener Inkubation mit bTSH bzw.
Forskolin weisen darauf hin, dass der Adenylatcyclase-cAMP Signdweg malgeblich an der
Hochregulieeung  der  mMRNA-Expresson des  Symporters  betelligt s Die
Signdtransduktionsvege der TNF-a- und TGF-b1l-vermittdten Inhibition snd bisher
unbekannt. Ob und welche Bedeutung die duch TGF-Rl und TNF-a vermittedte Starke
Inhibition der hNIS-Expresson in der Pathogenese verschiedener Schilddriisenerkrankungen
bestzt, mussin zukinftigen Studien geklart werden.

In vorangehenden Studien war eine Rolle von hNIS be der Entstehung von autoimmunen
Schilddrisenerkrankungen postuliert worden. Diese Hypothese stlitzte sch auf den Nachweis
von Autoantikdrpern bel Petienten mit Hashimoto Thyreoiditis und Patienten mit Morbus
Basedow (Raspe, 1995; Endo, 1996; Morris, 1997). In diesen Studien war dlerdings
rekombinantes NIS der Ratte bzw. rNIS-Peptide verwendet worden. Da wie bel anderen
Autoimmun-erkrankungen beschrieben, Spezies- ezifische Unterschiede die
Antikorperbindung beainflussen konnen, solite in der vorliegenden Arbet das Auftreten von
Autoantikdrpern gegen humanes NIS untersucht werden. Wichtig war es den humanen
Symporter in  korrekter dreidi-mensonder  Struktur  zu  exprimieren, wel be  viden
Autoimmunerkrankungen  die  Antikdrper  Konformationsepitope  erkennen.  Nach  der
Klonierung des "full length” Symporters wurde zunéchs die chinessche Hamgerovarzdllinie
CHO sowie die humane Schilddrisenkaramonzdllinie FTC236 mit dem cDNA-Vektor-
Kongrukt trandfiziet und anschliellend charekterisert. Es folgte eine Sdektion der
trandizieten CHO- bzw. FTC236-Zdlen durch Bedsimmung der Jodidaufnahme und dem
immunhistologischen Nachweis der  Symporterexpresson mit einem  monoklonden NIS
Antikorper, dessen Spezifitdt zuvor von mehreren Arbeitsgruppen nachgewiesen worden war
(Castro, 1999).

Nach der Sdektion von hNIS-postiven Klonen wurden diese kultiviert und in verschiedene
Experimente zur Bestimmung der funktiondlen hNIS-Aktivitd eingesetzt. In ener ergten
Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass die Aufnshme von ?°Jodid einen steilen Anstieg
in den ergen 10 bis 20 Minuten zeigt und bereits nach ca. 45 Minuten ein Maximum erreicht.
Die hier emittdte Zdtabhangigket deckt sch in ewa mit Untersuchungen  zur
Zetabhangigkeit der Jodidaufnahme in FRTL5-Zdlen.
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Wéhrend in unseren Zdlen die hdbmaximde Aufnahme von Jodid im humanen System nach
ca 12 Minuten efolgte, wurde flr den Rattensymporter bereits nach 5 Minuten die
hadbmaximde Aufnahme von radioaktivmarkietem Jodid erreicht (Kosugi, 1996). Diese
Unterschiede snd am ehesten auf die unterschiedliche Stérke der NIS-Expresson nach der
Trandfektion zurtickzufGhren.

Die efolgrach mit hNIS trandizierten Klone zeigten zudem ene klasssche kompetitive
Hemmung durch Perchlorat, welches auf Grund einer strukturdlen Ahnlichkeit zu Jodid, um
free Bindungsstellen am Symporter konkurriert. Bereits nach Zugabe von 0,1 pM Perchlorat
snkt die Aufnehmefzhigkeit fir '*Jodid um 50%, dh, dass genauso Vvide
Perchloratmolekile an den Symporter binden wie ?°Jodidmolekile Diese Hemmung durch
Perchlorat folgt ener K onzentrationsabhangigkeit. Eine Erhohung der
Perchloratkonzentration auf 100 pM blockiert komplett die Aufnahme von %Jodid in den mit
hNIS trandfizierten Zdllinien.

Ein weterer Inhibitor der Aufnahme von Jodid in Thyreozyten ist Quabain. Quaban blockiert
die Na'/K*-ATPas, wodurch die zur Aufnehme von Jodid benttigte Energie nicht mehr
freigesetzt werden kann und somit die Trandokation von Jodid in die Zele unterbunden wird.
Auch hier folgt die Inhibition der '?*Jodidaufnehme einer Konzentrationssbhéngigkeit. Im
Verglech zur kompetitiven Hemmung der Aufnaéhme von radioaktivmarkiertem Jodid zu
unmarkietem Jodid und der Hemmung durch Perchlorat efolgt die Inhibition durch Quaban
deutlich langsamer, da zu Beginn noch genligend Energie in Form von ATP fir den hNIS
abhangigen Jodidtransport zur Verflgung seht und et nach dem Vebrauch der ATP-
Molekile der Einflui? des Quabains zum Tragen komnnt.

Das die Funktion des Symporters von der Struktur des Proteins abhangig it belegen die
vorliegenden Daten, da die trandizieten Zdlen den intakten Symporter in Kkorrekter
dredimensonader Struktur exprimieren. Dies konnte as Hinwels gewertet werden, dafir dass
die trafizieten Zdlen fir den Nachwels von NISAutoantikdrpern eingesetzt werden
konnen.

In Anlehnung an die Arbat von Ajjan und dessen Mitarbeiter, die 1998 ein CHO-hNIS
Kongrukt zur Detektion von Antikdrpern in Peaienten mit asttoimmuner Thyreoiditis
verwendet haben, wurde ene Immunprézipitation mit dem CHO-Klon 6-11 durchgefihrt. In
der Autoradiographie zeigten 3 von 8 Seren von Paienten mit  autoimmunen
Schilddrisenerkrankungen  ene  podtive Bindung von hNIS, welche be Seren von
Normal personen nicht nachgewiesen werden konnte.
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Da die Methode der Immunprézipitation mit der radioaktiven Markierung mit Methionin, den
aufwendigen Waschschritten  und der  Detektion auf  Autoradiographiefilmen  sehr
arbeitsaufwendig und fir die Routine ungedignet igt, gdt es ene Methode zu entwicken, mit
deen  Hilfe ene Vidzahh & Seen von Pdienten mit  autoimmunen
Schilddrisenerkrankungen  auf  hNIS-Autoantikbrpern  getestet werden  konnten.  Da  in
Voruntersuchungen gezeigt werden konnte, dass fir den Nachwels von Autoantikdrpern die
Proteinkonformation von enormer Wichtigkeit i, wurde der "full-length” Symporter in einen
entsprechenden  Vektor kloniert, um ene Expresson durch in vitro Transkription und
Trandation zu ermdgllichen.

Fir die Audestung der Gilte der hNIS-Expresson efolgte die Bestimmung der
Antikorperbindung mittels der Seren, die zuvor eine podtive Immunresktion mit dem CHO-
hNIS-Klon 6-11 gezeigt haten. Anschlielend efolgte die  Etablierung  enes
Radioloigandenassays, mit dem zum esen Md ene Tedung ene Vidzahl von
Petientensaren mit autoimmunen Schild- driisenerkrankungen durchgefihrt werden konnte,

Anhand enes Vergleiches zwischen der Immunresktivitdt gegen hNIS und dem srukturel
ahnlichen humanen  Glukosatrangportermolekil  Glut-2  konnte  gezeigt werden, dass der
humane Symporter spezifisch von AutoantikOrpern in den Seren von enigen Pdienten mit
autoimmunen  Schilddriisenerkrankungen gebunden wird. Nach der Bestimmung des "Cut-
offs' fur den durchgefihrten Tedt, der &nlich, wie fir die Deektion von TPO-
Autoantikorpern, auf die 95. Perzentile der Normapersonen eingestdlt wurde, zeigten nur
10,7% (19 von 177) der Patienten mit dem Krankheitsbild des Morbus Basedow bzw. 20,8%
(15 wvon 72) de Pdientensren  mit  Hashimoto  Thyreoiditis enen  postiven
Antikdrpernachwels im Radioligandenassay.

Die in dieser Arbeit ezdten Daten dehen im Gegensaiz zu friheren Studien, die ene
postive Antikorperreaktion gegen rNIS bei 63-84% der untersuchten Patientenseren mit
Morbus Basedow bzw. bel 12-26% in Hashimoto-Patienten beschrieben haben (Endo, 1996;
Morris, 1997). Diese Unterschiede konnten bedingt sein durch eine unterschiedliche
Antigenpraparation, der Wahl des Detektionssysems aber auch durch die geringe Zahl von
untersuchten Patienten, die in diesen Studien mitgefiihrt wurden (26-27 Petienten mit Morbus
Basedow, 20-27 Patienten mit Hashimoto Thyreoiditis, 10-20 Kontrollpersonen). Wahrend
die Arbetsgruppe um Endo rNIS ds Hididin-markierten Fusonsprotein  exprimierten,
efolgte in der vorliegenden Arbet die Expresson des humanen Symporters in enem in vitro
Transkriptions- und Trandationssystem (TNT-System, Promega).
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Im Vergleich zur Isolation des hydrophoben Membranproteins aus Escherichia coli bietet das
TNT-Sysem enige bedeutende Vortele. Es erlaubt die Produktion eines rekombinanten
Artigens in e@nem Schritt, ohne wetere Aufreinigungsschritte durchlaufen zu missen. Der
Nach-wels der Autoantikorper Uber Autoradiographie oder einem Radioligandenassay ist
zudem sendtiver und spezifischer im Vegleich zu Wesern Blot Andysen oder ELISA
Techniken. Dies komte in mehreren Studien fir andere Autoantigene nachgewiesen werden,
0 zum Beispid fir Insulin (Greenbaum, 1992), die Glutamatdecarboxylase (Grubin, 1994),
die Tyrognphosphatase IA-2 (Seisder, 1996; Payton, 1995) sowie den TSH-Rezeptor
(Morgenthaler, 1996).

Obwohl ene Vidzahl der Antigene, die in prokaryotischen Expressonssystemen in ener
inektiven Form vorliegen, im TNT-Sysem ihre funktiondle Konformation ausbilden kénnen,
muss beachtet werden, dass im vorliegenden Fdle nicht ausgeschlossen werden kann, dass die
Konformation von hNIS nicht vollstdndig ausgebildet oder erhdten wird. Dies konnte
d@nersats durch die starke Hydrophobizitét des Proteins und das Fehlen der Glykaosylierung
nach Expresson durch die in vitro Transkription/Trandation bedingt sein. Allerdings muss
erwadhnt werden, dass diese Einschrénkungen auch fir die Arbeiten von Endo und von Morris
gelten, dierNISin E. coli exprimiert haben bzw. rNIS-Peptide einsetzten.

Die Resultate unserer Untersuchung werden dadurch unterstiitzt, dass die von uns publizierten
Daten etwa zetgleich von ener anderen Arbatsgruppe bestétigt wurden (Chin, 2000). Chin
und Mitarbeiter konnten in einem Bioassay zeigen, dass von 481 untersuchten Petienten nur
14 Antikérper aufwiesen, weche die Jodidaufnahme efolgreich blockieren konnten. Die
Ergebnise dieser beiden Studien belegen, dass spezifische AutoantikOrper gegen humanes
NIS be Patienten mit Morbus Basedow und Hashimoto Thyreoiditis auftreten konnen. NIS
Anti-korper  and  dlerdings im  Vegleich zu den TPO-Antikbrpern und den TSH-
Rezeptoranti-koérpern nur bel eéinem geringen Prozentsatiz der Fale nachweisbar, s0 dass auf
ihre Besimmung im Rahmen der Routinediagnostik verzichtet werden kann. In spezidlen
Fragestellungen, wie zB. be Patienten, die trotz ausreichendem Schilddrisenvolumen ene
ausgeprégte Hypothyreose entwickeln, konnte der Nachweis der hNIS-Antikorper zusitzliche
wichtige Informationen erbringen.
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6. Zusammenfassung

Der humane Narium-Jodid-Symporter  (hNIS)  is  das  Schlissamolekil — fir  die
Jodidaufnahme in die Schilddrises Uber ihn gdangt das fir die Biosynthese der
Schilddrisenhormone T3 und T4 essentidle Jodid in die Schilddriisenfollikel. Der Symporter
ig an der basolaerden Membran der Follikezellen lokdidert und transportiert Jodid
entgegen saines eektrochemischen Gradienten in die Thyreozyten. Die trebende Kraft fir
diessn Transport stammt aus eine Quabain-sendtiven Na'/K*-ATPase. Aufgrund dieser
Merkmde kommt dem Symporter ene besondere Rolle bae der Differenziddiagnose sowie
maoglichen  Thergpieansdtizen be  der Behandung von gutatigen  bzw.  bdsartigen
Schilddriisenerkrankungen zu.

Da die megen bisher verfigbaren Daten Uber die Regulation von NIS in Zdllinien der Rette
oder der Maus gewonnen wurden, war es unklar, inwiewet diese Ergebnisse auf humane
Thyreozyten  Ubertragen werden  konnen. Insofern waren  die  hier  dargestdlten
Untersuchungen Uber das Expressionsverhaten des humanen Symporters von besonderer
Wichtigkeit.

Innerhab dieser Arbet i es ersdmas gelungen an priméen, humanen Thyreozytenkulturen,
die aus opediv entferntem Schilddrisengewebe isoliet wurden, das Expressonsverhdten
des Symporters zu beschreiben. In diesem Zusammenhang dand die Etablierung ener
Methode mit deren Hilfe ene schnele, quantitative Messung der mRNA Expresson von
hNIS ermdglicht wurde. Neben ener hohen Spezifitd ollte die Methode zudem &ulerst
sengtiv.  Ein - Verglech  zwischen der Northen Blot  Andyse, der  kompstitiven,
semiquantitativen RT-PCR und der Real-Time PCR am LightCycler ergab, dass lediglich die
letztgenannte Methode der Red-Time PCR den gestdlten Anforderungen zur Erfassung der
Symporterexpression entsprach.

Im Anschluss an die Optimierung der Red-Time PCR, folgte die egentliche Untersuchung
der hNIS mRNA-Expresson in humanen, priméen Thyreozytenkulturen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expresson des Symporters durch die Zugabe von bTSH bzw. Forskolin
gimuliet  wird. Diese Simulation folgt sowohl ener Zat- ds auch ene
Konzentrationsabhangigkeit. Diese an priméen, humanen Thyreozyten erzidten Daten Stehen
im Einklang mit Studien, die sch mit den FRTL5-Zellen der Fischer Ratte beschéftigten.

Da zahlreche Daen im Raten bzw. Maussysem daraufhin deuten, dass Zytokine bzw.
Wachstumsfaktoren einen Einfluss auf die Expresson des Symporters haben, sollte dieser
Einfluss auch im humanen System Uberprift werden.
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Fur den humanen Symporter konnte gezeigt werden, dass auch hier durch die Zugabe von
TGF-31 bzw. TNF-a die Expresson des humanen Symporters drastisch reduziert wird. Die
resultierenden Daten zum Einfluss von Stimulantien bzw. Inhibitoren auf die hNIS-Epresson
zeigen, dass der humane Natrium-Jodid-Symporter dnlich wie der Rattensymporter reguliert
wird. Die hohen Stimulaionsfaktoren nach ener Inkubation mit bTSH bzw. Forskolin weisen
darauf hin, dass der Adenylatcyclase-cAMP-Signdweg malgeblich an der Hochregulation
der hNIS mRNA-Expresson beteiligt ist. Die Sgndtransduktionsvege der TNF-a- und TGF-
B1-vermittdten  Inhibition dnd bisher  unbekannt. Da jedoch be  autoimmunen
Schilddrisenerkrankungen  die  thyreoidden  Follikularzellen  neben  ener  gedteigerte
Zytokinproduktion eine gednderte Aufnahme von Jodid zeigen, kann vermutet werden, dass
es e@nen Zusammenhang zwischen dem lokden Zytokinmilieu und der Symporterexpression
gibt.

Zur Untersuchung der Rolle des humanen Symporters bel der Entstehung autoimmuner
Schilddrisenerkrankungen, wurde en Radioligandenassay entwickdt, mit dessen Hilfe das
Auftreten von hNIS-Autoantikbrpern in - Seren von  Patienten mit Morbus Basedow,
Hashimoto Thyreoiditis bzw. von Normapersonen erfad werden sollte. Dazu wurde der "full
length" Symporter in en Vektorsydem engebaut, auf sane funktiondle Aktivitd hin
Uberprift und aschlief¥end in einer in vitro Transkription und Trandation in Protein Ubersetzt,
welches in den Radioligandenassay eingesetzt wurden. Die resultierenden Daten stehen im
Gegensatz zu friheren Studien, die ene postive Antikorperresktion gegen rNIS bel 63-84%
der untersuchten Petientenseren mit Morbus Basedow bzw. 12-26% in Hashimoto-Patienten
beschrieben. Diese Unterschiede konnten bedingt sein durch die Wahl des Detektionssystem
aber auch durch die Anzahl der in die Studien eingeflossenen Patientenproben.

Die Reslltate unserer Untersuchung werden dadurch unterstitzt, dass die hier publizierten
Daten etwa zeitgleich von einer anderen Arbeitsgruppe bestétigt wurden (Chin, 2000).

Mit den hier in diesr Arbeit ezidten Ergebnissen i ene Beschrebung des humanen
Symporters  gdungen, die ds Grundlage dcherlich  Ausgangspunkte  fir  weltere
Untersuchungen sein werden.
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Anhang

Darstelung einer hNI'S- Sequenz nach erfolgter Sequenzierung mit dem ABI Prism7700

RO PRCEA AR AT TOGR A TR T C O QG I LA G 160 CUAT CAECACC TR GAG TR T UG AT G0 TTORES O
iR 20 39 A0 50 &0 K 210 ac 160

IGOEEC I T AGEE T TT ARG TR AT TETRAS (R OGAT O TETACAS COME AT GUTAT CTRCEDMIC GRS SO TN I O M EAR TR AGT GRS
1190 120 13C ; .‘L.-‘IS 150 150 170 180 150 200

L

o TOGA ‘-\T'\."""m“f'_t_' SO TEIOA00 GOEAn I I T Al D I IR AL ST IS T RE0T oA TORACED TETRETO TG G T GATYST
210 220 230 240 250 260 2%0 280 L

) lxh,mﬂ.&n il

GITCCAGGICGCEE GA TG TAR CTGERITU TGEE TTCTU O T GOCAC GRGGTGTCA T TTGTOEEC GO A CC Q an CAGG T
306 310 320 330 340 2E0 360 37

‘ ‘h hﬂ' ‘ja‘xﬂ&..j .u.-‘ﬂ.. “l ,x o,.“‘,,t h‘ “«M Iﬁ{' il




Anhang B

Verglech von Sequenzen ener cDNA-Daenbank fur GAPDH und dem fir diese Arbeit
klonierten GAPDH- Fragment

GAPFRAG.SED

GAP-R.S5EO

GAPFRAG . SEQ

GAFP-R_SEQ

GAPFRAG.SEOQ

GAaP-R.SEQ

GAPFRAG.SEO

GAP-R.SED

GAPFRAG . SED

GAP-R.SED

GAPFRAG.SED

GAP-R.SED

GAPFRAG.SED

GAP-R.SED

GAPFRAG.SED

GAP-R.ZED

GAPFRAG.SEQ

GAP-R.SEQO

GAPFRAG.SEQD

GAP-R.SED

w10 F20 30 w40 +50
GCAGGGGGGAGCC AAAAGGETCATCATCTCTEGCCCCCTC TECTGATGCCC
| i B FEED B B FER B EEE EEE BT BEVEE EELE |
GCAGGGGGGAGCC AAAAGGGTCATCATCTCTGCCCCCTCTGCTGATGLCCCC
210 o0 30 ity 50

Fislel F70 20 F20 100
CCATGTTCETCAT GG TE TEAACCATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAAG
| L EEL FEET FERLBEE EEA B EEE E=E EEE U EELT |
CCATGT T GTCAT GGG TE TEAACCATGAGAAGTATGACAACAGC CTCAAG

G0 AT0 280 a0 2100
110 w120 F130 ¥ 140 w150
ATCATCAGCAATGCCTCCTGCACCACC AﬂCTPCTTaGC‘C CCTGBECAS
| TELEY ELED LT ERET T 314 5 4 O O A
ATCATCAGCAATGCCTCC TECACCACCAACTRCTTAGCACCCCTRRCCAA
2110 2120 130 LS Hity! 150
F 160 170 F180 180 F200
GGTCﬂTECATGACAﬁCT"GG AT TR AAGEA CTCAT EAC CACAGTCD
| FL B s i TR ==;:|u||||||||||||||||||||||
BETENTEE #TGﬁih&CT**GG AT CRTCEAAGEACTCATGACCACABTED
160 170 a0 190 o000
F210 F220 F230 F240 250
AT GCCﬁTLACT““”ﬁL FkGﬂ&FhC1FT GATGECECCTCCERREARRLTG
LR BT G D] BE R =|||||||||||||||||||||||
ATGCCAT C“CTQCFﬁC CHGHHGfcTCTanTaerLﬁ:;cg GAAACTG
2010 590 230 Lolily) o500
F2B0 F270 F2E0 F290 F300
TGGCGTGATGECCGCGGEGLTCTCLAGAACATCATCCCTGCCTCTACTSS
BEEENAEE itd GEda B BELET BEL) BNl BN ELLET CLL |
TaeceTzaruGuaGcnacs T AR AT AT e TREETC TALTEG
roa0 ro70 toa0 200 300
¥310 F¥320 F330 w340 f350
:GcTGﬂfﬂAGG;TGTuG CAABGT CATCUC I GAGC TRANCREEAAGLTC A
1 1] BT :I|||||||||||||||||||||||||||||
CRETE CLHA;SCTGTuCGPAﬂGG|EATCEET AGCTEAACEEGA NGO TE R
310 320 £330 2340 L350
F380 F370 F380 F390 ilgly

CTGGCAT GGCCTTCC“*GTC G TG AR TETCAG TEETERACETG
LT EL P EEE] BEEE LR B0 BT B FE B [ 3
CTGGCATGGChTTCCJTGTC A TR CAAC T O TCAD TEEFCBACETE
380 £370 380 390 200
F410 U420 FU30 FUUC FUED
ACCTBCCGTCTAGAAAAACCTGCC AAATATCATGACATC AAGAAGETGET
VEFVEE P FEET EEEF FEVLELTT P DU EEE EET Diaq e
ACCTRCCE T TAGAAAAACCTGLCAAATATGATGACATCAAGAAGETGET
i1 tikelg 430 ety AUE0
FUE0 FU470 FU480 490 F500
GAAGCAEECETC G ARG CEC O TEAACEGCATC L TECLE TACATTEARE
|V EEE EEED B ERTT BELTD EEET TER EUET B B LT 151 EEE )
BAAGCAGECETC S GAGEECCCCLTCAAGBGCATCCTRRRETACACTRAGT
UE0 470 480 £490) 500
¥510 ¥520 F530 F5U0 F550
A AT R T T T TS ACT TCA A AGC BACAC ECACT L CT O ACETTT
| B e B FEET EEEE EEEE BECY EEEE EEEL FER CEETEEER)
ACCAGETEGTCTCETC TR ACT TCAAC AGE GACACCEACTCETCCACETTT
tE10 LED0 530 500 LE50
#5680
BACGCTERBGCTERCA
FEEEI TRE] FEED Bl
GACRETGRRBRETRRCA
LE80



Anhang C

Sequenzvergeich zwischen dem klonierten hNIS-Fragment und der full length Sequenz aus
einer cDNA-Bank

NN IS TR« SEQ

NS SER

MMISTRE.SEQ

NI, SEQ

NNIS1R.SEOQ

IS SED

oo

o

MNISIR.

MIS.SEQ

NNISIR.SEQ

N15.SEQ

NNIS1R.SEQ

M1S.SEU

NNIST

MI1S.SED

NMNIS1R.5ED

ML SESER

NNISIR.SED

N1S.SEQ

FUB0 FUED LU0 F430 #4420
hGGLETCﬂCF cchr*araHr|H[r1nlqrﬁ7u’Gr TCAGCCBLELAG
FELEERRE ERETLEED BED ELY TR EELD B0 EELA EE
uFbELTfﬂELﬂLLﬁ[t.ﬁ(hqh1’[FTh?LGﬁ1FFfF TCAGCCGCGCAG

10 o0 30 AU A50

FU10 FL00 §320 ¥380 370
IELbFE LTBL EGP:TTTC AGTACATTGTAGCCACG ﬁTGC"GTﬁEACC
KRR FEEF) FEE] EEE FER BRI BEM EEdd GEe |
TGCGGCT CTCEGGGA TTTG A A AT TG ACE A CCATEC I TARR

50 70 g0 90 t.co
#360 ¥350 ¢240 ¥330 #320
“GcﬁTc“TﬁaT TR O A C TR AU A T B BREeT
FLLEEEY EEES BEE EUE BEE BEE BEE) BER R BEE B
GGCATCGTAATCTACECACCGGCL CTCAT CCTBAACCAAGTGACCGREET
110 120 2130 L lile: 150
F310 F300 F200 ¥280 270
GGACATCTGGECGTCECTCCTGTCCACCGGAATTATCTGCACCT TCTACA

0 o P O v e O O I I R
ﬁGMEm'rTbGSCGTEuCTLE GTCCACCG

[
CGAATTATCTGCACCTTCTACA

Y160 2170 ¢180 2190 2200
7260 #2500 ¥240 F230 fzgc
thl“*Frh GECATCAAGGCTETGGTC TOGAC TCATOTGTTC CAGG
EVEE R FLE BERVELLL |1 ||||||||||||||||||||||||
e B M e R e uaHﬂﬂtT“rrrr“*guH GATETETTCCAGETE
210 too0 AS30 goelity ADEC
F210 #200 F190 180 w170
GTGETEATGCTAAGTGGCTTCTGEGETTGTCCTGGCACGLGETETCATEL T
VEFEEL BRI FESS B30 Bb s BEW EEE BRlE) BEE Bk EEiT B
BT T AT T A e TECE TTE T Cea T IET CCT EEoACh C“GT STCATECT
L2960 970 580 090 L300
160 150 ¥ 140 ¥ 130 v 120
T B L L AT LT CACEC TER L CABABCEALTEEE BB

TETGGEECGEGECCCCECCAGGTGCTCACGE TGGCC CAGAACCACTCCLEGEA
310 320 £330 340 L3860
w110 w100 20 80 F0
TCAACCTCATGGACTTTAACCCTGACCCGAGGAGCCEGETATACATTLCTEE
FLEEERY R BEERT bR LR [ ||||||||||||||||I||||||||
TCAACCTCATGGACTTTAACCCTGACCCEAGGAGCCGCTATACATTCTEG
380 2370 A380 &SQD 400
§o0 ¢50

ACTTTTGTGGTGGGETGEGECA

UEd LR R EEL R

ACTTTTGTGGTGGGTGGCA
410



Anhang D

Sequenzvergleich  zwischen dem  klonieten  GAPDH-Fragment und dem  dazugehérigen
Kontrollfragment

/0 ¥20 ¥20 100 ¢110
CEFGAPI12R.SE0 TGCCAGCCCCAGCGTCAAAGGTEGAGGAGTEEGTETCEC TGTTGAAGTCA
PLETEERR Y EREREEN Y PR FEED BEFEA) BEREL CELY BB BT L
GAPERAG _SEQ TGCCAGCCCCAGCGTCAAAGGTRGAGGAGTGRGTGTCECTBTTGAAGTCA
560 A550 STite} 530 520

£120 ¥130 F140 150 §180
CEGAPT2R .BE0 GAGGAGACCACCTGETEC TCAGTETAGE CC&GC&TCUCETTuﬁCFGuGCF

EEFTI LRI EER L ERE L EFTT FFD EFI P L PT43 BEEdd LEEL |

GAPFRAG.SEQ GAGGAGACCACCTGGTGC TCAGTGTAGCCCAGRATGCCCTTGAGGGGE cr
L5110 500D LtitsTy tyso AUT0

#1700 180 F190 ¥200 210
CFGAP12R:5ED “TECGHCGCC GCTT“ACC’“CT*“_Tqa_GT”& CATATTTGECAGGTT
FEELRLERS ELE] BELD ELED CERY B BEE ERsd pis |
GAPFRAG . SEQ ”TCPGA GCETRE TTCAC AL TTCTTRATCTCATCATA TTTEC CAGRTT

U8B0 LUED Llirile} 230 AUo0
Pielely F230 F2UO V250 F280
CFGAPIZ2R.SEQ TTTCTAGAC GGL&GGTCAGG CCACCACTGACACGATTG GCA’TGPGGPCM
|||||:Jéf::5i" LR EEEF BT LT PR FER Bl
GAPFRAG.SEQ TTTCTAG CGGCﬂGGT”ﬁuG CCACCACTGACAC uTTuGLhGTG”GGuCﬂ
10 L¥itglg] L300 2380 370
w270 2 B0 280 FA00 F310

CFGAFPIZ2E . BEQ x,CE“ﬂ.ﬂ.[u ;( C.E«‘IC,L [ ﬁ‘n[_-."lLHGCf I[“L GTTCAGCTCAGGGATGACCTTGEGCL
LR EED L ERE EED Bl Bl PER BEE BRI
GAPFRAG.SEQ CGG«ﬂDuC ATG ccae GnGETTEL GTTCAGC T CAGGEATCACOTTRCE
360 350 LIty 330 2320
F320 330 LD F350 TG
R AR IR . 50 A A T T AR e A TA A S A AT ATET TETEGAGAGEEC
||||||.|||||....s;-: BEEEEENT ELELEELL R R EET |
] CACAGCCTIGELCAGCCELCAGTAGAGECAGEGEATEATETTICTGEAGABCLEL
310 tSDO 200 280 L2270
F370 F380 £390 FLO0

GEGRLEATCARCGLEAEABT TITEECEGALBOECEATEE s =—s s —mmsrm

T B BEERT BER TRV EEEREEY TR R LT |
A T A G A A G T A S R e AT CAC AT TTCTEG
o0 Lo tonn 230 roo0

;

GAPFRAG. 51

l""l

CFGAP12R.SEQ C

|
GAPFRAG.SEQ C
CFGAP12R . SEQ === === - mmm s oo o cmc o c oo o mm e mm e S - -

GAFFRAG.SED GTGGCAGTGATGGCATGGACTGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT ACCALA

2210 *oo0 130 180 2170
FL10 FUZ0
CFGAPIZR . SEQ ---===== ===~ Sl s === = TAAGCAGTTGETGE TEGCAGG
S0 O 0 O I |
GAFPFRAG ., SEQ GTTETCATGGATGACCTT GGCCAGGEETEGCTAAGCAGTTGRTGETECAGG
180 180 140 1320 2120
£430 FUL0O FUED FLED F470

CECAR TR . B AR AT TR BT AT E T TR R TR T T EATACTICI CATEE TTEAC A
EEE ELET BERED DL CERT CRls FEisb s e b e BEE R BT |
GAPFRAS.SEOQ AGGCATTIGCTEAT GATCT TGACGCIGTTETCATACTTCTCATEG TTCACA
4110 100 30 80 £70
480 FU4O0 F500
TGAC GAACA TGGGGGCATCAGCA
Bl Flal BT EEE PR Fal
TGACGAACA TGGGGGBCATCAGCA
50 AE50 40

CFGAPI12R.SEQ CCCA
P11
GAFFRAG ., SEQ CCCA



Anhang E

Sequenzvergleich  zwischen dem hNIS-Fragment und dem fir die kompetitive RT-PCR

notwendigem Kontrollfragment
120 £130 ¢ 140 ¢ 150 v 160
N11BFW.SEQ uccc CCCACCACAAAAGTCCAGAATGTATAGCGGCTCC TCGGG TCAGGS
'3:"|'|IIIIIIIII|I|I|III|II|I|I|
NIS.SEQ ‘Gc AE CACCACAAAAGTCCAGAATGTATAGCEGCTCCT CEEETCAGERE
410 400 A300 A380 r37C
f170 F180 f1ao ¥200 ¥210
CFNI1IBFW.SEQ TTAAA cLaT AT TG AT AR GAGTERTTETREACT AGCETGAGTAL
| B :-"'|||II|I||I [T IIIIIIIIIIII
MN1S.SEQ TTAAAGT L ~ATGAGGTTGATCCGGGAGTRGTTC GEGCCAGCGT GAGCAC
380 4350 2340 £330 t32C
Feo e P f24ﬂ
CFM1I5FW.SEQ “TLff;vGGF CGCCCACAAGCATBACAC -—------=- ===~ ===~
.|"|IIIIIII
NIS.SEQ Tburaussrrcrcccﬂrau:caTGﬂca::ccaT CE‘GPﬁE#ﬂ CCAGA
2310 300 A2a0 2280 X270
CEMTIBFW.SEQ --------m--m- - - m oo e e e e
NIS.SEQ AGCCACTTAGCATCACCACGBACCTGGAACACATCAGTCCAGACCACAREE
LO80 LOE0 2240 030 Aadr
CFM1I5FW . SEQ ---- - - T e
|
MNIS.SEQ g e ol ey e o e o T Y e e e RS T e e T
L2190 2200 2190 180 8930
F250 F280 ¥270 F280 v230
CFM115FW . SEQ ﬁﬂacaafecc GHTS*CCA e GRTCACT G T CAGRATCAGRELLG
EEHNE ||||||||||||||||||||||||||||
NIS.SEQ HHGEG ”GCECJGﬂTr*EEthF BETCALT TRGTTCAGGATEAGEREEE
180 Y180 2140 2130 A 10C
¢300 §210 320 ¥330 w340
CFNTISFW.SED GTGC‘T&GHT*AEGA ;er“ruwh"ﬁr**rra“:nc‘g*HHTG'aCT::
eV ERES BEL R L EEEL R PR BEE EEE EEE BRI |
MN[S.SEQ rGCPfﬂuA|.ﬂEGa erG TGTACAGCATCGTGGCTACAATG TACTGE
2110 A 100 a0 80 270
Fabl s w370 ¥380 w320
CEN1ISFW: SEDQ ARAGBTCEC GCAGAGCLGL ACTBEECEECTGARGC GCATC TCCAGRTALTE
ELES RREELLEF EREEFLERY LR ERL) ELED ELET ELE BEL BEED T
NIS.SEQ A T B A LG AL TG G T CALGC GLATE TCCARGTALTC
50 50 Llite! 30 20
FHO0 F210
CFN115FW.SEQ GTAGGTGCTGRTGAGBCCC
FERFTERERRE EELRT EE
MNIS.SEQ ETAGRTEETGETR AGGOCE

210
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