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Arbeitshypothese / Fragestelltung

Arbeitshypothese / Fragestellung

Der humane Natrium-lodid-Symporter hat die einzigartige Funktion, lodid gegen seinen Kon-
zentrationsgradienten aus dem Interstitium in die Follikelepithelzellen der Schilddrise aufzu-
nehmen. Dadurch ist seine korrekte Funktion die Voraussetzung fur die schon langere Zeit
etablierte, aktuelle Diagnostik und Therapie von Schilddriisenerkrankungen in der Klinik wie
z. B. Szintigraphie oder Radioiodtherapie.

Ein Ansatz der aktuellen tumormedizinischen Grundlagenforschung ist es, dieses Transport-
protein und damit auch die Moglichkeiten der Bildgebung und Therapie auf andere Tumor-
entitaten zu ubertragen, u. a. auch daher, weil der Transporter ebenfalls in anderen Gewebe-

typen nachgewiesen werden konnte.

Als priméres Ziel dieser Arbeit sollten in vitro stabile, das hNIS -Protein funktionell
exprimierende humane Tumorzellen mittels Induktion und Gentransfer generiert werden.
Stabil funktionelle Zellen sollten dann u. a. molekularbiologisch untersucht und anschlieRend

fUr in vivo Versuche etabliert werden.

Ein Teilziel sollte es sein, die stabile Gentransfektion versus Retinsdure- induzierter NIS-
Expression qualitativ zu vergleichen. Aullerdem sollte der Einfluss eines nicht-selektiven
Anionenkanalblockers auf die lodretentionszeit untersucht werden. Die gentechnisch ver-
anderten humanen Tumorzellen sollten fir in vivo Xenotransplantationsbildgebungsversuche
dienen. Ferner sollten die gewachsenen Xenotransplantationstumoren immunhistochemisch
untersucht werden. Somit sollte die Arbeit einen weiteren Beitrag zur Forschung in der

Bildgebung und zur Etablierung und Uberwachung von Tumormodellen leisten.

viii



Einleitung

1. Einleitung

1. 1 Humaner Natrium-lodid-Symporter

Der humane Natrium-lodid-Symporter (hNIS) gehort zur Sodium/Solute Symporter Familie
(SSF, TC N° 2.A.21 (gemal3 des Transporter Klassifikationssystems) bzw. der Solute Carrier
Family 5 (SCL5A, gemaR Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) Kilassifikation) an
(Reizer et al. 1994). Das Gen liegt auf Chromosom 19p12-13.2 und kodiert fir ein Protein aus
643 Aminosauren (Kogai et al. 2006). Posttranslational wird es mehrfach glykolysiert, hat
eine Molekiilmasse von etwa 70 bis 97 kDa und ist ein integrales Plasmamembranglykopro-
tein mit 13 Transmembransegmenten (Castro et al. 1999b, Gartner und Reincke 2006). Das
NH2-Ende liegt extra-, das COOH-Ende intrazellular, was schematisch in Abbildung 1
dargestellt ist. Der elektrophysiologische lonencotransport erfolgt im stéchiometrischen Ver-
haltnis von zwei zu eins Na* / I'-lonen und vermittelt auf diese Weise einen aktiven I-
Transport gegen den elektrochemischen 1" -Gradienten aus dem Blut / dem Interstitium in die
Follikelepithelzellen der Schilddriise (Eskandari et al. 1997, Carrasco 1993, Kogai et al.
2006). Treibende Kraft ist dabei der elektrochemische Gradient des Natriums Uber der

Plasmamembran, der durch die 3Na*/ 2K*-ATPase aufrecht erhalten wird (Kogai et al. 2006).

435
497

extrazellulir

intrazellular

Abb. 1: Schematische Darstellung des Modells fur die Sekundarstruktur des Natrium-lodid-
Symporter-Proteins (modifiziert nach Doh&n und Carrasco 2003 sowie Dohan et al. 2003).

Die 13 Transmembransegmente sind mittels Zylindern dargestellt und rémisch durchnummeriert. Die
Pfeile markieren die N-Glykosylierungsstellen. Der N-Terminus liegt extrazelluldr, der C-Terminus im
Zytosol.
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Einleitung

Physiologisch kommt hNIS in verschiedenen Glykosylierungen und Phosphorylierungen vor
(Levy et al. 1998, Tazebay et al. 2000, Vadysirisack et al. 2007). Die monomere Form des
vollglykosylierten NIS-Proteins hat eine ungeféhre Molekilmasse von 90 kDa (Bizhanova
und Kopp 2009). Bei etwa 55 kDa liegt die Masse einer teilglykosylierten Form (Levy et al.
1998). Im Western Blot wurden weitere Fraktionen bei 15, 80, 100, 130, 160 und 180 kDa
unter Verwendung des gleichen Antikdrpers beschrieben (Dayem et al. 2008, Levy et al.
1997, Kogai et al. 2000, Spitzweg et al. 2001). Hierbei liegt die aufgrund der Amino-
séuresequenz vorhergesagte Molekllmasse bei 68,7 kDa (Spitzweg et al. 1998, Castro et al.
1999Db). Die Glykosylierung scheint nur wenig Einfluss auf die Stabilitat, Funktionalitat und
den gezielten Einbau des NIS-Proteins in die Plasmamembran zu haben (Levy et al. 1998,
Bizhanova und Kopp 2009). Die Hydroxylierungen im Transmembransegment IX (Ser-353,
Thr-354, Ser-356 und Thr-357) hingegen sind wichtig fur die korrekte Funktion des Trans-
portproteins (de la Vieja et al. 2000).

Das NIS-Protein transportiert eine Vielzahl von monovalenten Anionen. Darunter sind u. a.
ClO,, ClOs, SCN’, SeCN", Br, BF4, BrOs” sowie NOs und *®F-Tetrafluoroborat (Eskandari
et al. 1997, Willhauck et al. 2007, Ahn 2012). Des Weiteren werden auch verschiedene
Radioisotope, aufier denen des lods, transportiert: Pertechnetat TcO,4, Perrhenat ReO4 und
Astatin At’, was aufgrund der physikalischen Eigenschaften der einzelnen Radionuklide ver-
schiedene nuklearmedizinsche Einsatzvarianten ermdglicht (Cho et al. 2000, Tazebay et al.
2000, van Sande et al. 2003, Dadachova 2002, Lindencrona 2007).

NIS vermittelt weiterhin auch den lodidtransport in anderen Geweben und Organen. NIS
MRNA und -Proteinexpression wurden in Speichel- und Trénendrise, Magenschleimhaut,
Niere, Plazenta und laktierender Mamma nachgewiesen (Jhiang et al. 1998; Spitzweg et al.
1998; Spitzweg et al. 1999b; Kilbane et al. 2000; Tazebay et al. 2000; Spitzweg et al. 2001a).
Des Weiteren fand man hNIS auch in normalem humanen Pankreas, der Kolonschleimhaut
bzw. intestinaler Schleimhaut, den Ovarien, der Prostata, der Lunge, in tber 80 % beim
humanen Mammakarzinom, dem Plexus choroideus sowie im Ziliarkdrper des Auges (Dohéan
et al. 2003, Kogai et al. 2006, Riesco-Eizaguirre und Santisteban 2006). Auch in der Niere
wird NIS, wie oben erwéhnt, exprimiert, sodass Radiotracer tber den Urin ausgeschieden
werden konnen (Spitzweg 200l1a, Klutz et al. 2011). Im Gegensatz zum thyreoidalen
Transportprotein wird der extrathyreoidale NIS nicht durch einen TSH-Anstieg stimuliert
(Carrasco 1993).



Einleitung

In der Follikelepithelzelle der Schilddrise ist der hNIS basolateral lokalisiert und pumpt somit
das lod aus dem Blut / Interstitium in die Zelle hinein (Dohan und Carrasco 2003). Dies fuhrt zu
einer lodidanreicherung im Schilddrisenepithel im Vergleich zum Blutplasma.

Es ist bereits Jahre lang bekannt gewesen, dass ein natriumabhangiger bzw. ein von der Na* /
K" -ATPase -abhangiger Transporter basolateral in der Schilddriise fur den lodidtransport
sorgt (Carrasco 1993). Die molekulare Charakterisierung des Transporterproteins allerdings
begann 1996, als zunéchst die Isolierung der rNIS cDNA durch Dai et al. (1996), gefolgt von
den Sequenzen flir das humane (Smanik et al.1996) und das Mausprotein (Perron et al. 2001
sowie Pinke et al. 2001), gelang. Es wurden hNIS-Antikdérper generiert und fir Studien zur
Topologie und der sekundéren Struktur des Proteins eingesetzt (u. a. Levy et al. 1997, Jhiang
et al. 1998, Castro et al. 1999 a, b, Pohlenz et al. 2000). Mehrere Arbeitsgruppen konnten im
direkten Vergleich von rNIS und hNIS zeigen, dass rNIS effektiver ist (Heltemes et al. 2003,
Mitrofanova et al. 2006, Zhang et al. 2005). Dayem et al. (2008) konnten zeigen, dass mNIS
effektiver ist als hNIS, was einen Unterschied in der Effektivitat der verschiedenen NIS-Arten
bewies. Fur Forschungszwecke macht dieser Befund ggf. das Maus- und das Rattenprotein

attraktiver als den humanen Transporter.

Die strumigenen Eigenschaften von Perchlorat (ClO4) und Thiocyanat (SCN’) wurden zuerst
1936 von Barker bei Hypertoniepatienten beschrieben, die durch die Behandlung mit diesen
Substanzen hypothyreot wurden (Barker 1936). Diese lonen sind kompetitive Inhibitoren des
NIS-Proteins (Wolff 1964, 1998). Ein weiterer Hemmstoff ist Ouabain, was auf der
Abhingigkeit des NIS von der Na* / K*-ATPase beruht (Spitzweg und Morris 2002, Kogai et
al. 2006). Perchlorat wurde in der vorliegenden Arbeit zur Blockierung des lodidtransports

durch hNIS eingesetzt.

1. 2 Schilddrise

Die Schilddrise ist aus den sogenannten Follikeln aufgebaut, die von einem feinen Netzwerk
aus Blutkapillaren und Bindegewebe umgeben sind (Gartner und Reincke 2006). Diese
Schilddriisenfollikel bestehen aus einem einschichtigen, polarisierten Epithel (Thyreozyten),
das das Kolloid umgibt (Gartner und Reincke 2006).



Einleitung

Im Organismus stellt die lodidaufnahme den essentiellen ersten Schritt in der Schild-
drisenhormonbiosynthese dar (Carrasco 1993). Durch den funktionellen hNIS wird lodid in
der Schilddriise deutlich im Vergleich zum Blutplasma aufkonzentriert. Schon friihzeitig
wurde eine mittlere Anreicherung zwischen 20- und 40-fach nachgewiesen (Wolff 1964,
Carrasco 1993). Damit befinden sich in der Schilddriuse 70-90 % des gesamten im Korper
vorhandenen lods (Kogai et al. 2006).

-
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Abb. 2: HE-Farbung einer Schilddriise bei zehnfacher VergroRerung. Die das Kolloid umgebenden
Follikelepithelzellen (Thyreozyten) sind mit Pfeilen beispielhaft markiert. Das Gewebe wurde
freundlicherweise von Herrn PD Dr. med. J. Sperhake (Institut fir Rechtsmedizin des UKES) zur Ver-
fligung gestellt.

In den Thyreozyten wird das lodid rasch nach apikal transportiert und dort Gber den humanen
apikalen lodidtransporter (hAIT oder auch SLC5A8; Rodriguez et al. 2002, Lacroix et al.
2004) und Pendrin (SLC26A4; Royaux et al. 2000, Yoshida et al. 2002) ins Lumen abgege-
ben. Pendrin transportiert sowohl lodid als auch Chlorid in kompetitiver Weise (Yoshida et al.
2002). Im Lumen wird das lodid durch die Schilddrisenperoxidase (TPO) organifiziert, was
als lodination bezeichnet wird (Spitzweg et al. 1999b). lod kann in dieser Form in den
Follikeln der Schilddriise gespeichert werden (vgl. Abb. 2 und 3; Dohan und Carrasco 2003,
Kogai et al. 2006). Zunéchst entstehen Monoiod- und Diiodthyronin (Gartner und Reincke
2006, Bizhanova und Kopp 2009). Das lodid wird hierbei oxidiert und an Tyrosylreste des im
Kolloid an der apikalen Membran extrazellular lokalisierten Thyreoglobulins (Tg) gebunden
(Carrasco 1993). Thyreoglobulin ist das Synthese- und Speicherprotein der Schild-

drisenhormone (Gartner und Reincke 2006). Werden Schilddrisenhormone benétigt, signa-
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Einleitung

lisiert durch einen TSH-Anstieg, wird das Thyreoglobulin in die Follikelepithelzelle aufge-
nommen und die Hormone heraushydrolysiert (Spitzweg und Morris 2002, Kogai et al. 2006).
D. h. also, dass ein TSH-Anstieg signalisiert, dass vermehrt Schilddrisenhormone bendtigt
werden. Der TSH-Rezeptor sitzt basolateral in den Follikelepithelzellen (Carrasco 1993).
TSH-abhangig kommt es folglich zur Pinozytose des iodhaltigen Thyreoglobulins aus dem
Kolloid (Géartner und Reincke 2006).

Das im Schilddrusenfollikel gebildete Prohormon L-Tetraiodthyronin, auch Thyroxin (L-Ty,
stark verkurzt: T,), und das stoffwechselaktive 3,3°,5-Triiodthyronin (L-Ts, stark verkrzt: Ts)
werden demnach bedarfsabhéngig sezerniert (Carrasco 1993, Gértner und Reincke 2006,
Gartner 2009). Das Verhaltnis betragt etwa 10:1 (Géartner und Reincke 2006). Triiodthyronin

und Thyroxin sind die einzigen iodhaltigen Hormone bei Vertebraten (de la Vieja et al 2000).

Schilddriise

s
Gl

Kolloid

— 1
TPO ' 1'
v
@Koﬂoid
S : (
Follikelepithelzelle y
Follikel der Schilddrise |- f
. \
2K /
= - \
AMP cANMP .
2Nat !
, ADP+ P, ATP
i
NIS (
hasolateral Na™ 1T 3Nat LA /LT

Abb. 3: Schematische Darstellung des lodtransports in der Schilddriise (modifiziert nach Dohan und
Carrasco 2003 und Kogai et al. 2006).

Ein Follikel in der Schilddriise besteht aus den Schilddriisenepithelzellen, die das Kolloid in ihrer
Mitte umgeben. Zunédchst wird das lodid durch hNIS in die Zelle gepumpt, wo es schnell nach apikal
gelangt. Pendrin und der hAIT schleusen es ins Kolloid. Hier erfolgt die Organifizierung und
Speicherung. Die gestrichelt-gepunktete Linie deutet die Pinozytose, phagolysosomale Hydrolyse und
Sekretion der Schilddriisenhormone an. TSH-Rezeptor (TSHR).
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Einleitung

Die durch NIS vermittelte Akkumulation von lod in der Schilddruse bildet die Grundlage fiir
Diagnostik, Bildgebung und Therapie von Schilddrusenerkrankungen und hat damit eine
Schlisselfunktion (Filetti et al. 1999, Kogai et al. 2006). Als Beispiele waren Schilddriisen-
szintigraphie sowie Radioiodtherapie bei Hyperthyreoidismus und einigen Schilddrisentu-
moren zu nennen (Kogai et al. 2006, Ahn 2012).

Die Therapie von Tumoren mit radioaktiven Nukliden beruht auf deren physikalischen
Eigenschaften und ist effektiv mit minimalen Komplikationen, wie z. B. Strahlenschéden, in
Bezug auf umliegendes Gewebe (Daniels und Haber 2000). Das bedeutet, dass man in Ab-
hangigkeit von den eingesetzten Nukliden Gewebe z. B. nur darstellen kann. Man kann es
aber auch mittels Strahlentherapie zerstéren (Kogai et al. 2006).

In der Therapie von Schilddriisentumoren wurde 1941 damit begonnen und nach Ende des
Zweiten Weltkrieges und der Forschung an Atomenergie wurde dieses Verfahren weltweit
verfugbar (Daniels und Haber 2000). Dies war u. a. die Geburt der Nuklearmedizin (Sawin
und Becker 1997 sowie Becker und Sawin 1996, Daniels und Haber 2000). 1941 kamen folg-
lich erstmals gezielt Radioiodisotope in der Therapie von Schilddrisenerkrankungen zum
Einsatz. Zunédchst wurde vor allem die Hyperthyreose auf diese Weise behandelt (Sawin und
Becker 1997 sowie Becker und Sawin 1996). Im Verlauf wurde dann auch schnell damit be-
gonnen, Schilddrisentumoren mit Radioiod zu therapieren (Sawin und Becker 1997 sowie
Becker und Sawin 1996).

Das funktionell exprimierte hNIS-Protein ist die Grundvoraussetzung der effizienten Behand-
lung von Schilddriisenkarzinomen und ihrer Metastasen mittels Radioiodtherapie (Dohéan und
Carrasco 2003). Daher eroffnete die Klonierung und die darauffolgende Erforschung des
Transportroteins die Mdoglichkeit dieses Prinzip auch durch die Nutzung von NIS als
therapeutisches Gen auf thyreoidale Tumoren und extrathyreoidales Gewebe zu erweitern
(Spitzweg und Morris 2002).

Es gibt bereits eine Reihe préaklinischer Studien, in denen der hNIS in verschiedene Tumor-
zellen integriert wurde (s. im Nachfolgenden). Dies machte es méglich, gezielt auch diese
Tumoren darzustellen bzw. mit radioaktiven Nukliden zu zerstoren.

Lee et al. (2003) nahmen einen viralen Vektor fir die Forschung an Schilddriisentumoren.
Spitzweg et al. (2007) verwendeten einen adenoviralen Vektor (CEA-Promoter) zur erfolg-
reichen Tumorwachstumsreduktion beim medullaren Schilddrisenkarzinom durch Appli-
kation von 111 MBgq (3 mCi) **I.
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Dwyer et al. nutzten adenovirale Vektoren mit einem MUC1-Promoter um NIS in Mamma-,
Ovarial- und Pankreaskarzinome zu integrieren und Xenografttumoren in Nacktmaus-
modellen zur Bildgebung und Therapie zu erforschen, wobei es zu einer bis zu 43-fach
erhéhten Radio-nuklidaufnahme sowie zu einer Tumorvolumenreduktion von bis zu 83 % (p
< 0,01; 50 % Reduktion mit p < 0,0001) nach Applikation von 3 mCi (111MBq) **'I kam
(Dwyer et al. 2005, 2006 a und b, 2011). Mesenchymale Stammzellen wurden ebenfalls 2011
von Knoop et al. (2011) benutzt. Kakinuma et al. (2003) verwendeten ein virales NIS-
Vektorsystem zur Infektion von Prostatazellen mit einer tumorspezifischen NIS-Expression.
Klutz et al. (2009) nutzten ein nicht-virales System (synthetischer, polymerer Vektor,
biologisch abbaubar) zur Therapie eines Neuroblastoms (247 mGy / MBq **!1 absorbierte
Dosis des Tumors) und in Kombination mit EGF zur Lebertumortherapie (Klutz et al. 2011a).
Kurzlich konnten Oneal et al. (2012) durch eine Weiterentwicklung ihrer viralen NIS-
Vektoren nachweisen, dass die “*'I-Aufnahme durch infizierte Prostatakarzinomzellen
(LNCaP) und damit die mogliche Therapie sowie Zytolyse auch bei noch niedriger Virus-
replikation zlgiger erfolgte, was einer qualitativen Verbesserung der viralen Vektoren hin-
sichtlich der NIS-Expression entspricht. Allerdings zeigen ihre Ergebnisse, dass der Benefit
im Uberleben nicht statistisch signifikant durch die Radiovirotherapie im Vergleich zur
alleinigen Virotherapie erhéht werden konnte (Oneal et al. 2012). Sie weisen aber auch
daraufhin, dass stetige Verbesserung moglich erscheint. Haberkorn (2001) hatte mit einem
retroviralen Vektor und u. a. DIDS versucht, Leberkarzinomzellen mittels Radioiod zu
therapieren und erhielt in vitro eine statistisch signifikante lodidakkumulation, allerdings auch
einen raschen lodidausstrom in vitro und in vivo. Griinwald et al. (2012) konnten vor Kurzem
einen statistisch signifikanten therapeutischen Effekt bei der Radiovirotherapie von
Leberkarzinomzellen und Hutzen et al. (2012) einen Uberlebensvorteil bei Medulloblastom-
xenografttumoren durch Radioiodtherapie (Masernvirus und NIS) zeigen. Li et al. (2011)
konnten mit zwei viralen Systemen (NIS und TPO, hTERT-Promoter) zeigen, dass der Zusatz
von TPO nicht zu einem verstarkten Effekt von der Radionuklidtherapie fiuhrte und Riesco-
Eizaguirre et al. (2011) untersuchten eine ganze Reihe an Zelltypen (u. a. auch HT29; hTERT
vs. hTR -Promoter) und fanden eine signifikante Tumorwachstumshemmung nach ein-
maliger Gabe von 1 mCi 3.
Adenovirus (nTERT-Promoter) zur **'I-Therapie (37 MBq) und -iiberwachung mittels SPECT

Rajecki et al. (2012) nutzten kirzlich einen onkolytischen

/ CT von infizierten Prostatakarzinomzellen und zeigten eine Anti-Tumoraktivitat sowie eine

Lebenszeitverlingerung der Versuchstiere. Das Uberleben der Versuchstiere war dabei gleich,
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egal ob **I-Therapie (n = 12) oder nur Onkolyse durch den Virus eingesetzt wurde, wobei die
mogliche SPECT / CT -Uberwachung abhingig von der vorhandenen Tumormasse war
(Rajecki et al. 2012). Diese Versuche demonstrieren das hohe Potential der viralen Vektoren
in der extrathyreoidalen onkologischen NIS-Forschung.

Man geht inzwischen davon aus, dass der hNIS in einigen Schilddriisentumoren zwar expri-
miert wird, aber vor allem auch intrazelluldr vorliegt und damit seine Funktion einbdf3t
(Dayem et al. 2008).

Die derzeit vorhandenen aktuellen Strategien der Gentherapie in der Behandlung fortge-
schrittener follikularer und medullérer Schilddrisenkarzinome beinhalten korrektive, zytore-
duktive und immunmodulatorische Gentherapie und zeigen sich préklinisch als sehr effektiv
(Spitzweg und Morris 2004). Allerdings ist der klinisch erfolgreiche Einsatz der Vektor-
systeme durch einen noch vorhandenen Mangel an Sicherheit und Effektivitat (first pass
Effekt in der Leber, Toxizitdt des Vektors, Neutralisation des Vektors durch das Immun-
system, schlechte Gewebegangigkeit / geringe Infektiositat des Vektors) limitiert (Spitzweg
und Morris 2004).

1. 3 Retinoide

Die Retinsdure ist ein biologisch aktiver Metabolit von Vitamin A (vgl. Abb. 4) und spielt
eine wichtige Rolle in der Morphogenese, Differenzierung und Proliferation vieler Zelltypen
(Riesco-Eizaguirre und Santisteban 2006, Ella und Short 2009, Carratu et al. 2012). Die
Substanz hat Differenzierungs-induzierende Eigenschaften (Spitzweg und Morris 2002,
Boelaert und Frankyln 2003). Wenn (berhaupt, gibt es nur einen kleinen wissenschaftlich
belegten Hinweis darauf, dass Vitamin A -Aufnahme eine karzinoprotektive Wirkung hat
(Vainio und Rautalahti 1999). Retinoide sind bereits seit langerem mit bekannten, gut doku-
mentierten Nebenwirkungen wie Trockenheit von Haut und Schleimhduten, Teratogenitét und
chemischer Hepatitis im klinischen Einsatz, u. a. in der dermatologischen Therapie der
Psoriasis (Ella und Short 2009).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der chemischen Formel der Retinoide.
Die natlrlich vorkommenden Derivate von Vitamin A sind all-trans Retinsaure, 9-cis- und 13-cis
Retinsdure (Short et al. 2004, Ella und Short 2009) (vgl. Abb. 5).
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CH;
Abb. 5: Chemische Formel all-trans Retinsaure (tRA; Bezugsquelle sigmaaldrich).

Es gibt verschiedene Retinoid-Rezeptoren, RARs und RXRs, die zur Superfamilie der
nukledaren Rezeptoren gehdren, welche als ligandenbindende Transkriptionsfaktoren fungieren
und somit direkt auf Gene wirken (Simon et al. 2002, Carratu et al. 2012).

Es konnte gezeigt werden, dass Retinsaure zur (Re-) Differenzierung von Zellen fihren kann
und damit unter Umstanden eine NIS-Expression induziert (Ella und Short 2009).
Differenzierte Schilddriisentumoren werden mittels Chirurgie, Radioiodtherapie und thyreo-

statischer Therapie seit langem erfolgreich behandelt (Ahn 2012). Fir die bis zu 30 % der un-
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differenzierten Schilddrisentumoren stellt mittlerweile die Therapie mit Retinsdure eine
Maglichkeit dar (Schmutzler und Kdéhrle 2000), diese Tumoren ebenfalls in dieses Behand-
lungsschema einzugliedern.

Es konnte gezeigt werden, dass humane follikuldre Schilddriisenkarzinomzelllinien durch
RA-Stimulation hNIS mRNA exprimieren (Schmutzler 2001). Auch bei Patienten / -innen
konnte nach RA-Applikation eine vermehrte Radionuklidaufnahme festgestellt werden
(Schmutzler et al. 2002). In einer klinischen Studie an 20 Patienten mit fortgeschrittenem
Schilddrisenkarzinom, die mit 13-cis-Retinsdure behandelt wurden, zeigte sich in 50 % der
Félle eine Reinduzierung der lodidaufnahme (Simon et al. 1998).

Seit etwa Mitte der 1990er Jahre wird Retinsdure auch zur Therapie anderer Karzinome
eingesetzt, z. B. bei Leukdmien, genauer der AML und APL (Scheinberg 1995, Evans und
Kaye 1999, Kogai et al. 2006, Carratu et al. 2012).

Kogai et al. (2000) konnten zeigen, dass tRA sowohl die NIS-Genexpression als auch die lod-
akkumulation (Faktor 15-fach mehr Radioaktivitat) bei MCF-7 -Zellen, einer Brustkrebs-
zelllinie, in vitro induziert. Zudem konnte eine selektive Zytotoxizitat durch **!1 bei mit tRA
stimulierten MCF-7 -Zellen nachgewiesen werden. Die Brustkrebszellen von MCF-7
stammen von einem durch Brustkrebs induzierten Pleuraerguss von 1970. Es handelte sich um
ein metastasiertes Mammaadenokarzinom nach Hormon- und Strahlentherapie (Soule et al.
1973, DSMZ online, Stand 04.12. 2012 16:42). Die Zelllinie weist eine hohe Hormon-
rezeptordichte auf und wird deswegen hédufig in der Brustkrebsforschung eingesetzt. Bereits
1980 verwendeten Kadish et al. (1980) MeWo und MCF-7 -Zellen.

Die tRA-stimulierte NIS-Induktion konnte auch flr weitere Brustkrebszelllinien sowie fir
PSA-Promoter-gesteuerte NIS-Genexpression in Prostatazellen (Kogai et al. 2004, Spitzweg

et al. 2003) demonstriert werden.

1. 4 hNIS-Expression in extrathyreoidalem Gewebe

Der humane Natrium-lodid-Symporter wird im Organismus physiologisch nicht allein in der
Schilddriise exprimiert. Zum Beispiel konnten Tazebay et al. (2000) zeigen, dass hNIS
endogen in der Brustdriise und humanem Brustkrebs exprimiert wird. Sowohl bei der
laktierenden Brustdruse als auch bei einigen Brustkrebsarten kommt es sogar zur

funktionellen Expression des Transportproteins (Tazebay et al. 2000, Cho et al. 2000, Perron
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et al. 2001). In der laktierenden Brust ist die lodanreicherung durch Aufnahme und
Speicherung von lodid wichtig fur die lodversorgung des S&uglings via Muttermilch und
damit fur die naturliche Prophylaxe von lodmangelerscheinungen beim Saugling (Kretinis-
musprophylaxe) durch eine ausreichende lodidversorgung (Carrasco 1993, Rillema und Hill
2003). Die Induktion der NIS-Expression erfolgt im Brustgewebe durch Oxytocin, verstarkt
durch Prolaktin und Ostrogen (Daniels und Haber 2000, Boelaert und Franklyn 2003). Im
Vergleich zur Plasmakonzentration wird lod in der Milch zwischen sechs- und 15-fach ange-
reichert (Tazebay et al. 2000, Cho et al. 2000, Kogai et al. 2004).

In der Schilddriise ist das Thyreoidea-stimulierende Hormon (TSH) der wichtigste Regulator
der lodaufnahme (Carrasco 1993). Es stimuliert die lodidaufnahme und die hNIS-Expression
(Kogai et al. 1997, Saito et al. 1997, Ohno et al. 1999, Taki et al. 2002). In anderen NIS-ex-
primierenden Geweben hat TSH allerdings keinen Einfluss auf die Expression (Dohéan et al.
2003).

2000 konnten Kogai et al. (2000) zeigen, dass der RAR-Ligand all-trans Retinsdure (tRA) in
der Ostrogen-Rezeptor-positiven humanen Brustkrebstumorzelllinie MCF-7 die Genex-
pression von hNIS stimuliert. Auch andere Retinoide induzieren hNIS in diesen Zellen
(Tanosaki et al. 2003).

Tazebay et al. (2000) konnten immunhistochemisch zeigen, dass Gber 80 % der humanen
Brustkrebsarten eine endogene NIS-Proteinexpression aufweisen. Mittels RT-PCR konnten
bei sechs von sieben humanen Brustkrebsgeweben NIS mRNA nachgewiesen werden (Moon
et al. 2001). Von diesen sechs konnte allerdings nur einer mittels **™Tc-Szintigraphie dar-
gestellt werden. Die anderen nahmen den Tracer nicht auf. Der einzelne Tumor hatte eine sehr
hohe NIS-Expression, die anderen funf lediglich eine moderate.

Daher wurde die NIS-Expression auch in Brustkrebsarten als potentielles Therapeutikum
avisiert (Tazebay et al. 2000, Daniels und Haber 2000, Welcsh und Mankoff 2000), obwohl
die lodkonzentration signifikant geringer ist als bei der Schilddrise (Kilbane et al. 2000).

Seit der Klonierung des NIS ist es das Ziel aktueller Forschung das Transportprotein auch fur
die Diagnostik und Therapie extrathyreoidaler Erkrankungen einsetzbar zu machen.

Die Transfektion von rNIS cDNA in vitro gelang bei Ovarial-, Melanom-, Kolon- und Leber-
tumorzelllinien und machte diese fiir eine **!1-Therapie zugédnglich (Mandell et al. 1999). Ein
hNIS-Gentransfer gelang in der Folge bei mehreren Tumorentitaten, u. a.: Prostatakarzinom
(Spitzweg et al. 19994, b), Gliom (Cho et al., 2000) und Myelom (Dingli et al., 2003).
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Die NIS-Gentherapie wurde in mehreren Tiermodellen untersucht (Spitzweg et al. 2000,
Nakamoto et al. 2000, Spitzweg et al. 2001b, Cho et al. 2002, Dohan et al. 2003, Dingli et al.,
2003). Spitzweg et al. konnten z. B. mittels PSA-Promotersteuerung eine NIS-Expression in
humanen Prostataadenokarzinomzellen induzieren (Spitzweg et al. 1999a). Diese fuhrte trotz
fehlender lodorganifizierung zu einem sowohl in vitro als auch in vivo signifikanten thera-
peutischen Effekt des eingesetzten *3| (Spitzweg et al. 1999a, 2000, 2001b). In dem Prostata-
Maus-Modell, das zur NIS-Expression modifiziert war, konnte eine Tumorvolumenreduktion
von mehr als 84 % nach einer **I-Bolusinjektion herbeigefiihrt werden (Spitzweg et al.
2001b). Cho et al. (2002) konnten Xenografttumoren retroviral infizierter Gliomzellen (F98-
Zellen) mittels ®mTcO,4 und *#I szintigraphisch darstellen, signifikante Mengen an 21 24 h
nach Injektion nachweisen und eine langere Uberlebenszeit nach **'I-Therapie (insgesamt 12
mCi appliziert) der NIS-exprimierenden Tiere nachweisen sowie die Radioiodaufnahme der
Schilddrise der Versuchstiere durch Thyroxin-Diat reduzieren. Dingli et al. (2003) behandel-
ten Myelomxenograftversuchtiere (verschiedene Anzahlen von radioiodidtransportierenden,
NIS-transduzierten und nicht-transduzierten Tumorzellen) und die Tumoren mit 50-100%
NIS-Expression zeigten zwei Wochen nach einer einzigen (1 mCi) **!I-Gabe einen
kompletten Tumorregress.

Mehrere Studien haben aufgezeigt, dass N1S-Gentransfer durch virale und nonvirale VVektoren
in einer Vielzahl von Zellen bei diesen zu einer erhdhten lodaufnahme fiihrt und sie empfind-
lich fiir z. B. eine in vitro **!I-Therapie machen (Kogai et al. 2006, Riesco -Eizaguirre et al.
2006, Carvalho und Ferreira 2007). Auch Tumortiermodelle mit ektoper NIS-Expression
haben das Potential einer tumorspezifischen NIS-Gentherapie mit Radioiodtherapie als eine
vielversprechende Mdoglichkeit vor allem fir Tumoren mit eher schlechter Prognose aufzeigen
koénnen (Pankreas, Chen et al. 2007; Leber, Herveé et al. 2008). Allerdings war hier die lod-
akkumulation gering, da es wegen der mangelnden Organifizierung schnell wieder aus-
stromte. Eine Mdoglichkeit die Retentionszeit des lods zu verlangern, ist die pharmakolo-
gische Modulation mittels kleiner organischer Molekule (Lecat-Guillet und Ambroise 2009).
Nach der Arbeit von Wapnir et al. (2003) und Tazebay et al. (2000) wird bei Brustkrebs
davon ausgegangen, dass auch hier hNIS exprimiert wird, aber durch fehlerhaften Transport
nicht in die apikale Membran eingebaut wird und somit keine oder nur eine geringe Trans-
portkapazitat aufweist. Dies bedeutet, dass weniger lodid transportiert wird und somit auch

weniger Radioaktivitat in die jeweilige Zelle gelangt. Den Umstand, dass zwar eine EXx-
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pression vorliegt, diese aber nicht in einem funktionellen Protein miindet, versucht man u. a.
pharmakologisch zu beeinflussen.

Eine Kombination aus Retinsaure und Dexamethason induziert eine signifikante lodakkumu-
lation in Brustkrebsxenotransplantaten (MCF-7) durch eine funktionelle NIS-Expression
(Willhauck et al. 2008b, Kogai et al. 2005). Eine weitere Kombination mit Carbamazepin
erhoht ferner die Toxizitat von **I (Willhauck et al. 2011) in den Tumorzellen. Das Nukleo-
sidanalogon 5-Azacytadin ist z. B. in der Lage bei dedifferenzierten Schilddrusentumoren die
NIS mRNA-Expression und damit die lodaufnahme wiederherzustellen (Venkataraman et al.
1999). DIDS fuhrt zu einer signifikanten Reduktion des lodausstroms aus Schilddrisen-
tumorzellen (Elisei et al. 2006, Lindencrona et al. 2007).

Aber keine dieser Substanzen konnte in Klinischen Studien zu einer Steigerung der
Radioiodidaufnahme beim Menschen fiihren (Kogai et al. 2006).

Interessant ist ebenfalls die Nutzung des hNIS als Bildgebungsmarker in Tumortherapie-
versuchen mit gezielter viraler Infektion von Tumorzellen oder z. B. in der Uberwachung /
der Kontrolle transplantierten Gewebes wie des Herzens (bei Ratten; Ricci et al. 2008).

2011 hatten z. B. Haddad et al. (2011) demonstrieren kénnen, dass der Einsatz und Einbau
von NIS-DNA ihr virales System nicht dazu fuhrt, dass dieses virale System in seinen Eigen-
schaften (Replikationsfahigkeit und Onkolyse) negativ beeinflusst wird und sodass es flr
weitere Forschung zur Bildgebung und Therapie extrathyreoidaler Tumoren geeignet er-
scheint. 2012 konnten sie mit einem viralen NIS-Vektor via ***I -PET und ®mTc -Szinti-
graphie eine zeitabhangige intratumorale Radionuklidaufnahme von Pankreaszellen (PANC-
1) mit einem Maximum 24 h nach Injektion feststellen (p < 0,05) sowie die Tatsache, dass die
Virusreplikation auch noch 8 h nach Injektion der Radioaktivitdt nachgewiesen werden
konnte, wobei das verwendete System eine hohe Sicherheit zu gewahrleisten schien (Haddad
et al. 2012).

Virale NIS-Systeme haben in der vorbeschriebenen Literatur derart positive Ergebnisse
erzielt, dass derzeit Phase 1 und Il -Studien laufen (Haddad et al. 2012).
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1. 5 lod und Radionuklide in der Medizin

1811 wurde lod von Courtois zufallig bei der Schiel3pulverherstellung entdeckt und seit 1820
zur Kropftherapie verwendet (Silberstein 2012). Bereits 1896 hatte Baumann (1896)
beobachtet, dass lod in der Schilddriise angereichert ist bzw. gespeichert wird und gab somit
der lodbehandlung des Kropfes eine wissenschaftliche Grundlage. 1915 konnten Marine und
Feiss (1915) nachweisen, dass es durch Kaliumiodidperfusion zu einer lodanreicherung in der
Schilddriise kommt.

1935 hatte Fermi durch Neutronenbeschuss von stabilem lod das erste radioaktive lodnuklid
hergestellt (Beierwaltes 1979). 1938 produzierten Hertz et al. **®| und 1942 gab es den ersten
Fallbericht Uber Metastasen eines Schilddrisentumors, die mittels Radioiod und Geiger-
Zéhler sowie Autoradiograph detektiert wurden (Beierwaltes 1979). In den 1940er Jahren
wurde **!1 klinisch-therapeutisch verwendet und in den 1970er Jahren war der Einsatz von **|
schon relativ weit verbreitet und es erschienen mehrere klinische Fallberichte zur Nutzung
(Werner et al 1949, Fernandez-Ulloa et al. 1976). Seither wird lod zur Therapie von benignen
und malignen Schilddrisenerkrankungen eingesetzt und heutzutage werden z. B. sowohl das
papillére, als auch das follikular-differenzierte Schilddriisenkarzinom sowie die Hyperthy-
reose und autonome Adenome in der Klinik mit **!I behandelt (Spitzweg und Morris 2004,
Ahn 2012).

Das Radioisotop *#’| hat eine Halbwertszeit von 13 h, gibt y-Strahlung (low dose) ab und ist
somit optimal fur die Schilddrisenbildgebung (Daniels und Haber 2000, Gartner 2009, Ahn
2012). Das Isotop **'I ist vor allem ein p-Strahler (etwa 97 % p- und 3 % y- Strahler) mit einer
Halbwertszeit von acht Tagen und kann grof3e Strahlungsmengen in Tumorgewebe mit
geringem Schaden des umgebenden Gewebes abgeben (Daniels und Haber 2000, Gartner
2009, Ahn 2012). Es wird vor allem bei benigner Hyperthyreose sowie flr lokal-invasive als
auch metastasierte Schilddriisentumoren eingesetzt (Daniels und Haber 2000, Spitzweg und
Morris 2002, Dohan und Carrasco 2003, Gartner 2009).

1241 ist das einzige langerlebige Radioiodisotop (HWZ: 4,2 d), das Positronen emittiert (511,
603, 723 und 1690 keV) und damit fur die moderne PET / CT -Diagnostik zugéanglich ist
(Ahn 2012, Silberstein 2012).

¥™Tc (HWZ: sechs Stunden, 140 keV) wird klinisch vor allem zur nuklearmedizinischen

Darstellung der Knotenstruma eingesetzt, um heille und kalten Knoten differenzieren zu
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kénnen (Ahn 2012). Das ,m* steht fiir metastabil. Bereits 1965 wurde **"Tc fur die
Tumorbildgebung verwendet (Bolliger et al. 1965).

Nachteile der Szintigraphie im Allgemeinen, also auch bei der Nutzung anderer Nuklide, sind
die Zweidimensionalitat und die relativ schlechte Aufldsung (Silberstein 2012). Die moderne
Nutzung und Kombination aus **I und ***1 mit SPECT / CT oder von ***I und I mit PET /
CT haben zu der Erkenntnis geflhrt, dass planare Techniken (Schilddrisenszintigraphie) nicht
immer addquat in der korrekten Lokalisation von iodidkonzentrierendem Gewebe sind und
deswegen fiir moderne Staginguntersuchungen und die Entscheidungsfindungen, wie viel **1
therapeutisch eingesetzt werden sollte, nachteilig sind (Silberstein 2012).

B3 18Rhenium (**®Re), '*°Re und **Astatin (***At) werden aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften fur die Radionuklidtherapie (Strahlentherapie) eingesetzt (Willhauck et al.
2008a, Ahn 2012).

Inzwischen ist die Forschung so weit vorangeschritten, dass NIS-assoziierte Radiotracer als
Reportersystem fir die extrathyreoidale Bildgebungs-Genexpression in klinischen Settings
der Tumortherapieforschung eingesetzt werden. Nukleare Bildgebungsarten wie PET und
SPECT geben die Mdglichkeit einer dreidimensionalen Darstellung der Verteilung des Radio-
pharmakons und haben eine hohe Sensitivitat und Auflésung bei guter Gewebeeindringtiefe
(Ahn 2012).

1. 6 Tumorerkrankungen

Wenn nicht anders gekennzeichnet, sind folgende Informationen von der Homepage des
Zentrums fur Krebsregisterdaten (ZfKD) des Robert Koch Instituts (RKI) entnommen (Stand
22.08.2013). Nach den Herzkreislauferkrankungen sind Tumorerkrankungen in Deutschland
mit etwa 25 % aller Todesfélle (2009: ca. 216.000) die zweithaufigste Todesursache. Im Jahr
2008 lag die Zahl der Krebsneuerkrankungen bei rund 470.000. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt dabei in Deutschland bei Frauen und Mannern bei 69 Jahren. Das mittlere Sterbealter
liegt bei Frauen bei 76, bei Mannern bei 73 Jahren. Statistisch erkrankt jeder zweite Mann und
43 % aller Frauen im Laufe des Lebens an Krebs. Jeder vierte Mann und jede fiinfte Frau
stirbt in Deutschland an Krebs (Haberland et al. 2010). 2009 waren es 1,24 Millionen
Menschen in der Européischen Union (Kraywinkel et. al 2012). Insgesamt lebt im Moment

ein Anteil von ca. 1,6 % der Gesamtbevélkerung in Deutschland mit einer Krebserkrankung,
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die innerhalb der letzten finf Jahre diagnostiziert wurde (Bertz et al. 2010). In den
kommenden Jahren ist allein wegen der demographischen Entwicklung mit einem Anstieg der
Zahlen zu rechnen (Wolf et al. 2011). Brustkrebs bzw. das Prostatakarzinom sind die
haufigsten Tumorentitadten. Im Folgenden sind noch weitere Informationen zu den in dieser

Arbeit verwendeten Tumorentititen sowie zum Schilddriisenkarzinom wiedergegeben.

Mammakarzinom

Mit einer Inzidenz von ca. 72.000 / a ist das Mammakarzinom in Deutschland mit Abstand die
haufigste tumordse Erkrankung bei Frauen, wobei das Erkrankungsalter relativ niedrig im
Vergleich zu anderen Tumorerkrankungen ist. Etwa 50 % der Patientinnen sind bei Diagnose-

stellung jlinger als 65 Jahre.

Kolonkarzinom
2008 betrug die Inzidenz rund 65.000 diagnostizierte Neuerkrankungen in Deutschland und
ist damit die zweithdufigste Tumorerkrankung. Diese Tumorerkrankung hat eine mittlere

Prognose. Fiinf Jahre nach Diagnosestellung leben noch etwa 50 % der Patienten.

Pankreaskarzinom

Es ist in Deutschland eine der zehn h&ufigsten Tumorarten und im Jahr 2008 betrug die
Inzidenz 15.000 diagnostizierte Neuerkrankungen. U. a. aufgrund der spaten Diagnosestellung
hat es eine ungiinstige Prognose mit einer fiinf-Jahres-Uberlebensrate von unter 10 % und ist
sowohl bei Frauen als auch bei Mannern die vierthaufigste Krebstodesursache (7,5 % und 6,3
%).

Malignes Melanom

Die Inzidenz betrug, mit einem beinahe ausgewogenen Geschlechterverhéltnis, im Jahr 2008
etwa 18.000 diagnostizierte Neuerkrankungen in Deutschland und gehdrt damit ebenfalls zu
den zehn haufigsten Tumorerkrankungen hierzulande. Die UV-Strahlungsexposition, vor
allem im Kinder- und Jugendalter, ist der bedeutendste exogene Risikofaktor. Viele
Melanome entstehen auf der Grundlage von Navi, aber tber 50 % treten auf vorher unauf-

falliger Haut auf.

16



Einleitung

Schilddrisenkarzinom

Die Schilddriisenkarzinome gehdren zu den haufigsten 20 Tumorerkrankungen in Deutsch-
land. Bei Frauen machen sie 1,9 %, bei Mannern unter 1,5 % aller Tumorerkrankungen aus.
Seit der Jahrtausendwende betragt die Inzidenz in Deutschland pro Jahr etwa 3.500
diagnostizierte Neuerkrankungen bei Frauen und 1.500 bei Mannern, wobei die meisten von
ihnen noch vor dem 60. Lebensjahr erkranken. Die fiinf-Jahres-Uberlebensrate betragt auf-
grund der guten Therapiemdéglichkeiten im Moment bei Frauen 90 %, bei Mannern 87 %.
Allerdings finden sich deutliche Unterschiede bei den einzelnen histopathologischen Enti-

taten.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Agarose (SeaKem® LE Agarose)

all-trans Retinsdure (tRA)

Ampicillin

0,5 % Trypsin-EDTA

100 E / ml Penicillin

100 pg / ml Streptomycin

BSA

Casein purified powder

Cell dissociation buffer (cdb)

DIDS

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO,4 x 2 H,0)
Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Na,HPO,4 x H,0)
Dulbecco’s PBS (DPBS, ohne CaCl, und MgCly)
Ethidiumbromid

Ethanol pro Analysi

Fetal Bovine Serum

FUGENE® 6 Transfection Reagent

HBSS

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid)
Kaliumperchlorat (KCIO,)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin

Restriktionsenzym EcoR1

Restriktionsenzym BamH1

Lonza
Sigma
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
PAA
Sigma
Gibco
Sigma
Serva
Merck
Merck
Gibco
Promega
Merck
Gibco
ROCHE
Gibco
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Gibco
Biolabs
Biolabs
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Restriktionspuffer 3
RPMI-1640 Medium

Vectashield DAPI mounting medium

Salzsaure (HCI) 2N
Streptomycin
TEMED

Triton-X

Trizma Base
Trypan blue
Zeocin

2. 2 Puffer und Loésungen

HBSS-Puffer [->lodidaufnahme]

Elektrophoresepuffer:
Paraformaldehyd (PFA) 4 %

0,2 M Phosphatpuffer

Radioaktiv-Effluxversuch-Lysepuffer:

S.0.C. Medium
TBST:
Tris Buffered Saline (TBS)

Trypsin
WB-Lysepuffer:

Biolabs

Gibco

Vector Laboratories
Merck

Gibco

BioRad

Sigma

Sigma

Sigma

invitrogen

enthalt zusatzlich: 10 ml 0,5 M HEPES (in Aqua
dest.; das sind 4,77 g in 40 ml) + 0,5 % BSA (das
sind 2,5 g) eingestellt auf pH7,3

10 x TBE Buffer (Gibco)

4 g Paraformaldehyd, 30 ml Aqua dest.,

50 ml 0,2 M Phosphatpuffer, 1 N NaOH

ad 100 ml Aqua dest.

28,42 g Na;HPO4 x 2 H,O und 2,76 ¢

Na,HPO4 x H,O ad 1 | Aqua dest.,

pH7,2-74

11H,0 +01MNaOH + 0,1 % SDS + 2 %
Na,CO;

invitrogen

TBS und 0,1 % Tween 20

30,29 g Trizma Base, 43,54 g NaCl und

100 mI HCI 2 N ad 5 | Aqua dest., pH 7,6

Gibco

0,15 M NaCl + 5 mM EDTA, pH 8.0 + 1 % (w/v)
Triton X-100 + 10 mM Tris-HCI, pH 7.4 + 10 %

19



Material und Methoden

WB-Transferpuffer:

Glycerol - vor Benutzung ad: 1:1000 5 M
Dithiothreitol (DTT)

5,82 g Tris (Trisma Base) + 2,93 g Glycin in
Aqua dest. 16sen + 200 ml Methanol + mit Aqua

dest. auf 1 | auffullen

Laufpuffer:10xRB (running buffer) BioRad

2. 3 Medien

Einfrier-Medium:

Kulturmedium:

TUM (fur PaCa 5061):

LB-Medium

2. 4 Reagenzien

50 % RPMI-1640 (Gibco) + 42,5 % FCS + 7,5 % DMSO steril-
filtriert mit 0,2 um

500 ml RPMI-1640 (Gibco) zusatzlich mit 10 % hitzeinaktivier-
tem fetalen Kalberserum (FCS) sowie 1 % Pen / Strep (100 U /
ml Penicillin und 100 pg / ml Streptomycin) versetzt

500 ml RPMI 1640 / Glutamax L6ésung (Gibco) + 10 % hitze-
inaktiviertem FCS + 5 ml FGF + 5 ml EGF + 2,5ml Transferrin
+ 5 ml Insulin + 5 ml Pen / Strep (100 U / ml Penicillin und 100
ug / ml Streptomycin) versetzt

Sigma Aldrich

e ABC Kit Vectastain Ak 5000 1 Tropfen Losung A + 1 Tropfen Lésung B /2.5 ml
TBS: ABC Komplex (Linavis, Wertheim)

e AP-Entwicklungslésung 150 ml 300 mg Natrium-Nitrit + 7,5 ml Aqua dest. + 300 pl
Neufuchsin + 150 ml Trispuffer pH 8,24 + 20-30 mg Naphtol AS + 750 pl Dimethyl-

formaid + 200 pl Tween
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2. 5 Verbrauchsmaterial

Absaugpumpe Zellkultur (Vacusafe comfort)
ECL Western Blotting Substrate; 32209
WB-SDS-Gel

10 ml Einmalpipetten

14 ml Réhrchen (PP-TUBE 14ml STERILE)
50 ml Réhrchen

Glaspipetten 10 ml

Kanulen (30G, 20G)
Kryokonservierungsréhrchen
NC-Membran

Objekttrager

Pipettenspitzen, 10 ul

Pipettenspitzen, 200 ul

Pipettenspitzen, 1000 pl

2log DNA ladder

6x loading dye

6-well-plate

12-well-plate

24-well-plate

96-well-Mikrotiterplatte

Réntgenfilm

Whatman Filterpapier
Zellkulturflaschen 50 ml (25 cm?)
Zellkulturflaschen 250 ml (75 cm?)
Zellkulturflaschen 650 ml (175 cm?)
Zentrifugenrohrchen (WeiRkappen)

2. 6 Gerate

Absaugpumpe

IBS Integra Bioscience
Pierce

BIORAD

Falcon

greiner bio-one
Sarstedt

Brand

BRAUN

Nunc Cryo Tube Vials
Roth

Marienfeld

STAR LAB

STAR LAB

STAR LAB

Biolabs

Biolabs

Sarstedt

nunc™: nunclon™ Surface
nunc™: nunclon™ Surface
Sarstedt

FUJIFILM

Whatman GmbH
Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

greiner bio-one

HLC
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Agarplatteninkubator
Analysewaage ALS 120-4
Autoklav (Steam sterilizer 2540 EL)
FACS CALIBUR

Finnpipetten, 0,5 — 10 pl
Finnpipetten, 200 — 1000 pl
Finnpipetten, 40 — 200 pl

Gamma-Counter (Modell: 1470 Wizard)

Heizblock

Kleintier SPECT / CT (nanoSPECT / CTplus)

Laborfuge A

NanoDrop Spectrometer
Mehrfachpipette Research
Mikroskop Axioplan 2

Mikroskop Axiovert 35
Mikroskop Axiovert 40C
Mikroskop Olympus BX50
MIRAX MIDI

pH-Meter (Mettler Toledo MP220)
Pipetus Akku

Ultrazentrifuge AUW 220 Uni bloc
Universal 32R Zentrifuge

Waage (Mettler PE2000)
Zentrifuge

Zentrifuge (Heraeus Picol7)

2. 7 Antikorper

WTB Binder

Kern

Tuttnauer

BD Biosciences
Labsystems
Labsystems
Labsystems
Wallac

HLC
Bioscan/Mediso
Heraeus Sepatech
peQLab Biotechnologie
Eppendorf

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Olympus

ZEISS

Mettler
Hirschmann Laborgerate
SHIMADZU
Hettich Zentrifugen
Mettler

Hettich

Heraeus

o extrazellular-bindender hNIS-Ak: mAb clone# VJ1; bindet ein Epitop der letzten

extrazelluldren Schleife; 1IgG1 / k; dankenswerterweise von Frau Ph. D. S. Costagliola

aus Brussel zur Verfiigung gestellt (Pohlenz et al. 2000)
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e Antikorper gegen den Humanen Natrium lodid Symporter von neomarkers
(Labvision): Human Sodium lodide Symporter (hNIS) Ab-1 (Clone FP5A)
monoklonaler Mausantikorper; Epitop: Aminoséure 625-643; 1gG1 / « (Castro et al.
1999a)

e T84.1: Mausantikorper des 1gG1 Subtypes; erkennt Mitglieder der CEACAM-Familie
(inklusive CEACAM 1, 5 und 6); dem Institut fir Anatomie dankenswerterweise von
Dr. P. Nollau aus dem Institut fir Klinische Chemie des UKEs zur Verfugung gestellt
(Neumaier et al. 1985)

e Polyklonale Ziege Anti-Maus Immunoglobuline / HRP; DAKO

e Isokontrolle Maus 1gG1;DAKO

e Ziege anti-Maus APC; invitrogen

e Polyklonale Ziege Anti-Maus Immunoglobuline / Biotinylated; DAKO

e Antikorper Alexa FluorStreptavidin 488 ; invitrogen

2. 8 Isotope

e lod: *®I; HWZ 59,408 Tage; Spezifische Aktivitdt 74TBq / mmol; Artikelnummer I-
RB-31; Firma Hartmann Analytic Braunschweig

e Technetium: *™Tc; HWZ 6h; Gammastrahler 141keV; Natrium[**"Tc]pertechnetat
wird aus einem Radionuklidgenerator DRYTEC™ der Fa. GE Healthcare direkt im

Isotopenlabor der Nuklearmedizin des UKEs hergestellt

2.9 Zellkultur

Die Zellkulturarbeit erfolgte unter einer Sicherheitswerkbank (Sterilbank SterilGARD, The
Baker Company) mit konstantem laminaren Luftstrom unter sterilen Bedingungen sowie unter
Verwendung steriler Materialien, Geréte, Losungen und Medien. Fiir die Kultivierung wurden
75cm? -Flaschen genutzt. Die Zellen wurden in einem Zellkulturinkubator (Heracell Warme-
schrank, Heraeus) unter Standardbedingungen bei einer Temperatur von 37 °C unter An-

reicherung der Luft mit 5 % CO, und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten und kultiviert.

23



Material und Methoden

Es wurden die adhérent wachsenden humanen Tumorzelllinien HT29, PaCa 5061, BxPc3,
MeWo und MCF-7 sowie HEK 293 verwendet. Die BxPc3 -Zellen wurden freundlicherweise
von Frau Dipl.-Biochem. D. Nelson (Isotopenlabor Facility (ILF), HEXT Core Facility
Projekt, UKE) zur Verfugung gestellt. Die anderen nativen Zellen waren im Institut fur Ana-
tomie bereits kryokonserviert vorhanden. Die nachfolgende Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht,

wann die bei dieser Arbeit verwendeten humanen Tumorzelllinien etabliert wurden.

Tab. 1: Verwendete Tumorzelllinien

Zelllinie Tumorart Erstbeschreibung*

HT29 Humanes Kolonadenokarzinom Priméartumor einer 44-jéhrigen

kaukasischen Frau; 1964 etabliert

MCF-7 Humanes Mammaadenokarzinom Priméartumor einer 69-jéhrigen
kaukasischen Frau mit metastasiertem
Tumor nach Radio- und Hormontherapie
1970

PaCa 5061 | Humanes Pankreasadenokarzinom Tumorzelllinie 2010 im UKE etabliert
(Kalinina et al. 2010)

BxPc3 Humanes Pankreasadenokarzinom | Etabliert 1986 (Tan et al.)

MeWo Humanes Melanom Etabliert 1978

HEK 293 | Human Embryonic Kidney -Zellen | Anfang der 1970er Jahre etabliert als
Transformationsprodukt einer
menschlichen embryonalen Nierenzelle
und DNA-Teilen des menschlichen

Adenovirusb

* Quellen:

DSMZ: http://www.dsmz.de/de/kataloge/katalog-menschliche-und-tierische-
zelllinien.html#searchResult (Stand 08/2013)

ATCC:
http://www.atcc.org/AT CCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNu
m=CRL-1687&Template=cellBiology (Stand 08/2013)

CLS: http://www.cell-lines-service.de/content/e3969/e4490/e4526/index_ger.html (Stand 08/2013)

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, handelt es sich bei den in dieser experimentellen Arbeit ge-
nutzten humanen Tumorzelllinien um in der Forschung weitestgehend lange Zeit bekannte
und verwendete Zellen. Eine Ausnahme bilden die erst vor kurzem im UKE etablierten
Pankreastumorzellen PaCa 5061 (Kalinina et al. 2010). Sie wurden als Alternative zu den
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BxPc3 -Zellen gewéhlt, da im Institut Anatomie des UKEs bereits l&nger mit ihnen gearbeitet
wird (vgl. auch Heine et al. 2011). Mit den BxPc3 -Zellen besteht in unserem Institut jedoch
nicht so viel Erfahrung.

Die nachfolgende Abbildung 6 zeigt beispielhaft die verschiedenen nativen Zellen unter dem

Mikroskop.

Abb. 6: Beispielaufnahmen der Morphologie der nativen Zellkulturen im Phasenkontrastmikroskop
(Axiovert).
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Die vitalen Zellen sind dunkel-durchscheinend. Tote Zellen sind als helle, von der Unter-
flache abgeldste runde Strukturen zu erkennen.

Die Abbildung 6 verdeutlicht die unterschiedliche Morphologie der vitalen, adhdrent
wachsenden nativen Tumorzellkulturen (vgl. auch Abb. 10). Die beiden Pankreastumor-
zelllinien BxPc3 und PaCa 5061 sind sich optisch relativ &éhnlich. Die Melanomzellen MeWo
sind eher langlich, wahrend die Kolonkarzinomzellen HT29 eher rundlich sind. Die
Brustkrebszellen MCF-7 zeigen sich eher polymorph. Die verschiedenen Tumorentitdten
zeigen in der Zellkultur ein unterschiedlich schnelles Wachstum. Unter dem Lichtmikroskop

wurde das Wachstum der Zellen kontrolliert.

2. 9.1 Zellpassage

Die kultivierten Zelllinien wurden i. d. R. bei einer Konfluenz von ca. 80 % ein- bis zweimal
pro Woche passagiert, indem das Kulturmedium abgesaugt wurde, die Zellen mit PBS
gewaschen und anschliefend mit cdb oder Trypsin im Inkubator inkubiert wurden, bis sie sich
sichtbar abldsten. Die Reaktion wurde mit Kulturmedium gestoppt und je nach Zelllinie 1 / 5
bis 1 / 12 der Zellsuspension wieder ausgesét und weiterkultiviert. Des Weiteren wurde das
Kulturmedium alle zwei bis drei Tage gewechselt. Die HT29 -Zellen zeigten dabei das
schnellste Wachstum. Wenn sie stark ausgedinnt waren, wuchsen sowohl die Brustkrebs- als

auch die Pankreaskarzinomzellen zunéchst verhaltnismagig langsam.

2. 9. 2 Vektoren

Far die Versuche wurden zwei Plasmide der Firma invitrogen bezogen: pcDNA3.1/Zeo(+)
und pcDNA3.1/Zeo(+)-hNIS. Die Vektoren enthalten die Resistenz fur das Antibiotikum
Zeocin, einem Kupfer-chelatierten Glykopeptid, das aus der Bleomycin/Phleomycin -Familie
stammt und aus Streptomyces verticillus isoliert worden ist (Herstellerangaben).
pcDNA3.1/Zeo(+)-hNIS enthalt die hNIS-DNA-Sequenz. pcDNA3.1/Zeo(+) ist der gleiche
Vektor, allerdings ohne die DNA fiir hNIS, und diente in den Versuchen als Negativkontrolle.
Gelieferte Massen: pcDNA3.1/Zeo(+)-hNIS: 8,3ug und pcDNA3.1/Zeo(+): 15ug.
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Die Plasmide wurden in elution buffer (EB) geldst, sodass sich eine Konzentration von 0,5ug
/ ul ergab. NIS humanen Ursprungs in NCBI: NM_000453 bzw. U66088.

Die nachfolgende Tabelle 2 gibt die Herstellerangaben zum gelieferten hNIS-Vektorkonstrukt
wieder. Die Abbildungen 7 und 8 zeigen die Vektorkarten sowie die Klonierungsstellen.

Tab. 2: Herstellerangaben (invitrogen; eurofins mwg operon) zum hNIS-Vektor

Plasmidname pcDNA3.1/Zeo (+)-hNIS | Internal Name B928pcDLig-1
Genname hNIS Gengrife 1944bp
Vector backhone pcDNA3.1/Zeo (+) Antibiotische Selektion  Ampicillin und Zeocin
Cloning Cloned via Masse 8.3g

BamH1/EcoR1
Designation E. Coli TOP10
Genotyp F- mer A A(mrr —~hsd RMS-mer BC) @ 80lac Z AM15 Alac X74 rec Al ara D139

Alara-leu)7697 gal U galK rps L (St®) end Al nupG

Plasmid Map
PCR Product: hNIS

Abb. 7: Plasmidkarte pcDNA 3.1/Zeo vom Hersteller (invitrogen; eurofins mwg operon)
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54,3 —Klonierungsstellen: BamHI1/EcoR1
cloned via BamH1/EcoR1

Enhancer region (3 Ende) I
689 CATTGACGTC AATGGGAGTT TGTITIGGCA CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAMATGTCG
CAAT TATA

1 1
749 TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCAAATGGG CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT
3* Ende von hCMY

Putative transcriptiunafstart

—
809 AAGCAGAGCT C'IJCTGGCTAA CTAGAGAACC  CACTGCTTAC TGGOTTATCG  AAATTAATAC

17 promoter priming site Nhe I Pme I Aﬂlll Hlnld III Asp7181 KpnlI

869 GACTCACTAT AGGGJ&\GACCC AAGCTGGCTA GUGTTTAAAC TTAAGCTTIGG TACCGAGCTC
BamH I BstxX I EcoR I PstI EcoR ¥ BstX I Not I %ho I

| | I . | I |
929 GGATCCACTA GTCCAGTGTG GTGGAATTCT GCAGATATCC AGCACAGTGG CGGCCGCTCG
®bal Apal Pmel BGH reverse priming site

I I I
989 AGTCTAGAGG GCCCGTTITAA ACCCGCTGAT CAGICCTCGAC TGTGCCTTICT A!‘.}TTGCCAGC

1049 CATCTGTTIGT TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC ACTCCCACTG
BGH poly (A) site
1109 TCCTTTCCTA ATAAAATGAG GAAATTGCAT

Abb. 8: Klonierungsstellen des gelieferten Vektorkonstrukts. Herstellerangaben (invitrogen; eurofins
mwg operon)

2. 9. 3 Transfektion

Zur Transfektion wurden jeweils frisch revitalisierte Zellen verwendet. Einen Tag vor der
Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Platten (Sarstedt) ausgesat, um am Transfektionstag
eine Konfluenz von ca. 55 % zu erreichen.

Das Medium wurde abgesaugt und 2 ml reines RPMI (also ohne FCS und Pen / Strep) auf die
Zellen pipettiert.  Transfiziert wurde mit GFP, der hNIS-enthaltenden DNA
(pcDNA3.1/Zeo(+)-hNIS) sowie dem Kontrollvektor (pcDNA3.1/Zeo(+)).
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Tab. 3: Pipettierschema Transfektionsansatz in zeitlicher Reihenfolge:

3 x 100 pl =300 pl reines RPMI (ohne P / S und FCS)

+ 3 x6 pul =18 pl FUGENE

-> Mix fir 5 min bei RT inkubieren
(dient der Micellenbildung)

In jeweils ein Eppendorfrohrchen 2 pg DNA GFP, pcDNA+/hNIS und pcDNA+
pipettieren

Hierzu jeweils ~100 ul des RPMI / FUGENE -
Gemischs unter Gegenschnippen hineinpipettieren

-> fiir 30 min inkubieren lassen

Nach der Inkubationszeit wurde der jeweilige Ansatz auf je ein Well mit Zellen getropft und
die Zellen tber Nacht unter Standardbedingungen inkubiert. Nach der Inkubationszeit von 18
h erfolgte der Mediumwechsel auf das jeweilige normale Kulturmedium. Am néchsten Tag
wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop die Transfektionsrate anhand der GFP-Transfektions-
rate abgeschatzt, die Zellen wurden trypsinisiert und auf jeweils mindestens zwei 10 cm?
Schalen ausgesét und unter Selektionsdruck kultiviert. Im Zuge dieser Selektion tberlebten
nur solche Zellen, die das Vektorkonstrukt erfolgreich eingebaut hatten, so dass sie resistent
gegen Zeocin wurden. Je nach Zelllinie wuchsen unterschiedlich viele Klone heran, die bei
einem Klondurchmesser von ca. 4 mm einzeln mit Hilfe selbst hergestellten Klonierungs-
ringen trypsiniert und in 12-Well-Platten umgesetzt wurden. Als Klonierungsringe wurden die
breiten Seiten von 1 ml-Pipettenspitzen abgeschnitten, sodass sie etwa eine Héhe von 5 mm
hatten und anschliefend autoklaviert. Zur Abdichtung wurde autoklavierte Vaseline genutzt,

die auf den glatten Rand des Rings verteilt wurde.

2. 9. 4 Bestimmung der minimalen toxisch-letalen Antibiotikumkonzentra-

tion

Zeocin zeigt eine starke Toxizitdt gegen Bakterien, Pilze, Pflanzen und Saugerzelllinien

(Mulsant et al. 1988). Durch diese Eigenschaft ist das ble Resistenzgen, das fur die Zeocin-
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resistenz kodiert, geeignet um Vektoren zu konstruieren und diese dann zur Selektion zu
nutzen (Calmels et al. 1991, Drocourt et al. 1990, Gatignol et al. 1987).

Da in unserem Labor keine Vorerfahrungen zur Resistenz der humanen Zelllinien gegentber
Zeocin bestanden, wurden zunachst ,,Absterbe* -Versuche mit den verschiedenen Zelllinien
durchgefuhrt, um mittels Verdiinnungsreihen zu bestimmen, welche Zeocinkonzentration letal
fur die verschiedenen nativen humanen Tumorzellen ist. Hierzu wurden jeweils 6-Well-
Platten mit identischer Zellzahl ausgesat (je nach Zelllinie 2,5-5x10°/ Well) und die Zellen ab
dem zweiten Tag mit unterschiedlichen Konzentrationen von Zeocin in 2 ml Kulturmedium
sowie einem Well ohne Zeocin im Medium Uber einen Zeitraum von maximal zwei Wochen
kultiviert. AnschlieBend wurden ggf. verbliebene Zellen mit Trypan blue gefarbt (vgl. Abb.
10). Die Zellen, die ohne Zeocin im Medium kultiviert wurden, dienten der Wachstumskon-
trolle im Beobachtungszeitraum. Fur die Selektion und spétere Kultivierung der gentechnisch
veréanderten Tumorzelllinien wurde jeweils die im Beobachtungszeitraum niedrigste letale

Antibiotikumkonzentration verwendet.

Tab. 4: Verwendete Zeocinkonzentrationen im Zellkulturmedium

Zelllinie HT29 MCF-7 MeWo PaCa 5061 BxPc3

Zeocinkonzentration
: 200 250 70 22 12
inpug/ ml

2. 9. 5 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zelllinien

HNIS-positive Klone der unterschiedlichen Zelllinien sowie deren unterschiedliche
Sortierungsstufen nach durchflusszytometrisch-gesteuerter Sortierung (,,FACS-sorts*) wurden
auf Mykoplasmen getestet und kryokonserviert. Die Zellen wurden wie zur Passage be-
handelt, ein Aliquot entsprechend weiter kultiviert und der Rest mit 1500 RPM zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen i. d. R. in 5 ml Einfrier-Medium aufgenommen
und zu 1 ml Aliquots auf die Einfrierréhrchen verteilt. Die Réhrchen wurden im Isopropanol-
Behalter ca. 1 h bei einer Temperatur von -20 °C, fur 24 h bei einer Temperatur von -80 °C
abgekuhlt und anschlielend in fllissigem Stickstoff bei -180 °C kryokonserviert.

Die Zellen wurden rekultiviert, indem das Aliquot schwenkend im Wasserbad bei einer

Temperatur von 37 °C aufgetaut wurde. Sobald die Suspension komplett aufgetaut war, wurde
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der Inhalt des Kryokonservierungsrohrchen in ein bereits vorbereitetes Zentrifugenréhrchen
mit 15 ml Kulturmedium pipettiert und anschlieend fur 3 min bei 1250 RPM zentrifugiert,
um das zytotoxische DMSO zu entfernen. Das Zellpellet wurde nach Absaugen des Uber-

standes in Kulturmedium resuspendiert und in eine Kulturflasche tberfihrt.

2. 9. 6 Bestimmung der Zellzahl mittels Hamocytometer (Zellzéhlung mit

der Neubauer-Kammer)

Far alle Versuche wurde die Zellzahl jeweils mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Die Zellen wurden wie zur Passage behandelt, 10 ul der Zellsuspension in die Kammer
gegeben und anschlielend die Zellkonzentration durch Auszéhlung aller vier Quadrate
bestimmt. Deformierte bzw. tote Zellen sind daran zu erkennen, dass sie z. B. deutlich ver-

groRert oder aber eher durchscheinend sind. Diese wurden nicht mitgezahlt.

Abb. 9: Beispielaufnahmen der Neubauer-Kammer fiir die Zellbestimmung (Axiovert): links: Ein
GroRquadrat ohne Zellen, rechts: Ein GroBquadrat mit Zellen. Der schwarze Pfeil zeigt auf eine tote
Zelle. Diese wurden naturgemafd bei der Zahlung nicht beriicksichtigt.

2. 9. 7 Ausschluss einer Mykoplasmenkontamination

Bevor Klone in Mause injiziert wurden und vor der Kryokonservierung von Klonen, wurden
diese auf eine eventuelle Mykoplasmeninfektion hin untersucht und nur mykoplasmennega-
tive Klone weiterverwendet. Mittels des QlAamp DNA Blood Mini Kits (250) wurde DNA
gemaR Herstellerangaben aus den jeweiligen Zellpellets isoliert und das Venor®GeM Kit von
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Minerva biolabs fir die quantitative und qualitative PCR benutzt. Es folgte eine Agarose-Gel-
auswertung mit einem 1,5 %-igen Gel. Das Gel lief mit einer Spannung von 20 V fur 30 min.
Die Vergleichs-DNA (2log DNA ladder von biolabs), eine interne Kontrolle von 191 bp
sowie eine Positivkontrolle von 256 - 278 bp dienten der Kontrolle.

2. 9. 8 Herstellung Paraffin-fixierter Zellpellets

Fir die Einbettung in Paraffin wurden die Zellen bei Erreichen einer etwa 80 %-igen Kon-
fluenz mit einem Zellschaber vom Boden einer groRen Zellkulturflasche (175 cm?) abgelost,
fur 5 min bei 1500 RPM zentrifugiert und mehrfach mit PBS gewaschen. Anschlie3end
wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in 4 % Paraformaldehyd fiir 20 min bei RT fixiert.
Nach erneuter Zentrifugation und zweimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen min-

destens zwei Stunden in PBS stehen gelassen.

2. 10. Bakterien

2. 10. 1 Transformation

Nach dem Auftauen der chemokompetenten E. coli (invitrogen) auf Eis wurde jeweils 1 pl
des gelosten Konstrukts / der gelosten Vektor-DNA oder Plasmid-DNA zu den kompetenten
E. coli pipettiert, behutsam durchmischt und die Bakterien wurden fiir 30 min auf Eis in-
kubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 2 min bei einer Temperatur von 42 °C und an-
schlieBend wurde flr 5 min wieder auf Eis gekiihlt (,,quick chill). Das Volumen wurde mit
jeweils 400 pl S.0.C. Medium aufgefullt und fiir 30 min bei einer Temperatur von 37 °C
inkubiert. Die anschlieBende Ausbringung der transformierten E. coli erfolgte mit Hilfe des
Drigalskispaltels auf je zwei Agarplatten, um eine ausreichende Vereinzelung zu erreichen.

Die Agarplatten kamen tber Nacht in einen Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C.
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2. 10. 2 Amplifikation

Nach ca. 18 h Inkubationszeit wurden einige Kolonien beider Transformationsansatze mit
einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen, dann mit jeweils einem Volumen von 4 ml LB-
Medium versehen mit 4 pl Ampicillin (Ampicillinkonzentration: 100 mg / ml) in einem 14 ml
Reagenzglas durch Abwerfen der Pipettenspitze in das Reagenzglas beimpft und fir 36 h im
Drehinkubator bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Zur Aufbewahrung wurden die
Agarplatten mit Parafilm abgedichtet und bei 4 °C gelagert.

2. 10. 3 DNA-Extraktion

DNA-Extraktion des amplifizierten Plasmids mittels QIAprep® Spin Miniprep Kit (50)
Cat.N0.27104 gemal des Herstellerprotokolls:

Die DNA-Minipraparationen zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden nach einer Bakterien-
inkubationszeit von 36 h durchgefiihrt. Die 4 ml Bakterienkultur wurden in je einem 1ml
Eppendorf-Rohrchen filr 5 min bei 13000 RPM pelletiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet anschlieBend in einem Volumen von 250 pl P1 Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von
einem Volumen von 250 ul P2 Puffer und sechsmaliger Inversion erfolgte die Lyse. Es wurde
ein Volumen von 350 pl N3 Puffer hinzupipettiert und wieder sechs Mal invertiert. An-
schlieBend wurde fiir 10 min mit 13000 RPM zentrifugiert. Der plasmidhaltige klare Uber-
stand wurde auf die Miniprep-Zentrifugensaulen Ubertragen und diese fur 1 min mit 13000
RPM zentrifugiert. Mit 750 ul PE Puffer, der etwa 80 % Ethanol enthélt, wurden die Séulen
gewaschen, um Protein- und Salzkontaminationen zu entfernen. Es wurde zweimal fiir 1 min
bei 13000 RPM zentrifugiert und der Uberstand verworfen, um restlichen Waschpuffer zu
entfernen. AnschlieRend wurde das Plasmid mit einem auf eine Temperatur von etwa 40 °C
erwarmten VVolumen von 60 pl EB Puffer fur 1 min stehengelassen, fur 1 min bei 13000 RPM
zentrifugiert und somit eluiert.

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des NanoDrops mit einem Volumen
von 1,5 ul des Eluats. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde durch diagnostischen Re-

striktionsverdau und anschlieBende Gelelektrophorese auf ihre Korrektheit hin Gberprift.
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2. 10. 4 Restriktionsverdau

Fir den Restriktionsverdau und damit auch fir die anschlielende Gelelektrophorese wurden
maximal 200 ng DNA verwendet. Zuvor wurde die DNA-Konzentration mittels Nanodrops
bestimmt. Der Restriktionsverdauansatz wurde mit einem Gesamtvolumen von 15 pl durch-
gefuhrt, sodass je nach DNA-Konzentration im Eluat ein variables Wasservolumen hinzu-
pipettiert wurde. Die einzelnen Pipettierschritte inklusive der Inkubationszeiten sind in zeit-

licher Reihenfolge in nachfolgender Tabelle wiedergegeben.

Tab. 5: Pipettierschema Restriktionsverdau

X ul H,O*

+ 1 pl Puffer 3
+ X ul DNA*

+ 1 ul EcoR1

-> mit Impuls kurz zentrifugieren -> fur 45 min bei einer Temperatur von
37 °C auf dem Heizblock

+ 2,5 ul H,0
+1,5 pul 10xBSA
+ 1 ul BamH1
-> mit Impuls kurz zentrifugieren -> flir 45 min bei einer Temperatur von
37 °C auf dem Heizblock

* X ul DNA + X ul H,O = 8 ul; d.h. ggf. wurde die Wassermenge an die DNA-Konzentration
angepasst.

2. 10. 5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der restringierten DNA-Fragmente wurde ein 0,75 %-
iges Agarosegel verwendet. Hierzu wurden 41,25 mg Agarose in einem Erlenmeyerkolben ab-
gewogen und mit einem Volumen von 55 ml 1xTBE-Puffer aufgefillt. Das Gemisch wurde in
der Mikrowelle fir 2 min erhitzt, bis eine klare Losung entstand, und unter flieRendem
Wasser etwa 30 sec abgekiihlt. AnschlieRend wurden 2 pl Ethidiumbromid unter dem Abzug

hinzupipettiert, gemischt und die LOsung luftblasenfrei in den Geltrdger gegossen. I. d. R.
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wurde ein Kamm mit zwoIf Z&hnen eingesetzt und anschlieBend ca. 1 h bei Raumtemperatur
bis zur Aushértung inkubiert. Die Gelelektrophorese wurde mit einem Volumen von 1,5 pl
einer Vergleichs-DNA (2-log DNA-ladder) (+ 13,5 pl H,O + 5 pl loading dye) und den
originalen Plasmiden als Kontrollen mit einer Spannung von 100 V 45 min in 1XTBE-Puffer-
I6sung durchgefiihrt. Das Gel wurde anschlielend unter UV-Licht photographiert (BioRad)
und die DNA-Fragmente anhand der Originalplasmid-DNA-Fragmente und des mitgelaufen-

en Markers nach Anzahl der Basenpaare identifiziert.

2. 11. Western Blot

Fir den Western Blot wurden ca. 1x10’ Zellen in 10 cm?-Petrischalen bzw. in 6-Well-Platten
ausgesat. Sowohl transient transfizierte HEK 293 als auch stabil transfizierte Zellen wurden
untersucht.

Far die Zelllyse und die Gewinnung einer Gesamtproteinsuspension wurde der Puffer jeweils
frisch mit PIC mit einer Verdiinnung von 1 : 100 versetzt und auf Eis gekiihlt. Die 10 cm*
Petrischalen wurden mit einem Volumen von 900 pl Zelllysepuffer, die 6-Well-Platten mit
einem Volumen von 300 pl lysiert. Zuvor wurde das Kulturmedium verworfen, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und der Uberstand entfernt. Sobald der Lysepuffer pipettiert
wurde, wurden die Zellen ebenfalls auf Eis gekiihlt und fiir 30 min inkubiert. Die 10cm?-
Petrischalen wurden hierbei alle 5 min um 90° gedreht, um sicher zu gehen, dass alle Zellen
mit Puffer benetzt waren, da die Schalen nie ganz gerade auf dem Eis standen. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen schnell (wegen der Temperatur) unter dem Lichtmikroskop
begutachtet, da die erhdhte Temperatur zu einer schnelleren Zellzersetzung fihrt. Unter
leichter Kippung der Schalen wurden die Zellen anschlieBend auf Eis mit dem Puffer ein paar
Mal schnell abgespiilt, wobei sich einige Zellen ablésten. Der Uberstand wurde abpipettiert
und in ein 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen Gberfihrt. Bei 10000 RPM und einer Temperatur von
4 °C wurden die Proben fiir 5 min zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand in 1,5 ml-
Eppendorf-Réhrchen Gberfiihrt und gleich weiterverwendet bzw. zu einem Volumen von 45

pl aliquotiert und weggefroren.
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2. 11. 1 Immunprazipitation

Die totalen Proteinlysate wurden mit dem extrazellular bindenden Antikorper VJ1 (Ver-
dinnung 1:50) versetzt und ber Nacht bei 4 °C auf dem Drehinkubator inkubiert. Nach der
Inkubation tber Nacht folgte die Bindung der Proben an das Protein G. Es wurde ein
Volumen von 400 pl Prot. G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare) verwendet. VVor der
Entnahme wurde die in 20 % Ethanol gelagerte Prot. G Sepharose resuspendiert. Die
entnommene Menge wurde in ein 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen Gberfihrt, das Volumen mit
PBS auf 1,5 ml aufgefillt und fur 5 min bei 14000 RPM und einer Temperatur von 4 °C
zentrifugiert, um das Ethanol zu entfernen. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Waschen
mit PBS wiederholt. Der Uberstand wurde entnommen, das Volumen, das die Beads ein-
nahmen, abgeschétzt und mit demselben Volumen an PBS aufgefillt. Die Beads wurden re-
suspendiert und jeweils ein Volumen von 50 ul zu einer IP-Probe gegeben. Es folgte eine
Inkubation von 1-2 h bei 4 °C auf dem Drehinkubator. Das Protein G sollte die Antikdrper
zusétzlich binden, was eine Anreicherung der hNIS-Proteine in der Untersuchungsprobe zur

Folge haben sollte.

2. 11. 2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Proteine werden elektromagnetisch aufgetrennt. Es wurden 10 %-ige Trenngele mit vor-
geschalteten 5 %-igen Sammelgelen (BioRad) verwendet.

Der Laufpuffer wurde kurz vor Versuchsbeginn aus 50 ml 10 x RB und 450 ml Aqua dest.
frisch angesetzt. Die Elektrophoresekammer (BioRad) wurde zusammengesetzt, der Innen-
raum mit Laufpuffer gefullt und zundchst auf Dichtheit Uberprift. Auch der AufRenraum
wurde mit Laufpuffer befullt, der Kamm aus dem Gel entfernt und anschlieBend die einzelnen
Taschen zweimal mit Laufpuffer 30 ul sauber ausgespilt, um noch ggf. vorhandene Poly-
acrylamidrickstande zu entfernen.

Der verwendete 5xLSB wurde kurz vor der Benutzung mit 1-2 % Mercaptoethanol versetzt.
Zu den IP-Proben wurden 20 pl 5xXLSB, zu den nicht-IP-Proben (45 ul) wurden 11,25 ul
5xLSB gegeben. Die Proben wurden fiir 5 min auf 100 °C erhitzt und anschlieBend fur ca. 15

sec zentrifugiert. Das maximale Fassungsvolumen der Geltaschen wurde ausgenutzt. Als
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Proteinstandard lief der rainbow marker mit 12,5 pl mit. Die Elektrophorese lief im Sammel-
gel mit einer Spannung von 120 V, im Trenngel mit einer Spannung von 105 V fiir ca. 1,5 h.

2. 11. 3 Western Blotting

Der Transferpuffer wurde frisch angesetzt, damit sich das Methanol nicht verfliichtigt. Die
beiden Pufferschwdmme sowie vier zugeschnittene Whatman-Papierstiicke und die Nitro-
zellulose-Membran wurden in Transferpuffer getrdnkt. Nach der Elektrophorese wurde der
Puffer abgegossen und die Kammer vorsichtig mit dem beigelieferten Instrument aufgehebelt.
Das Sammelgel und ggf. nicht verwendete Bahnen wurden abgetrennt. Zur spateren
Orientierung wurde eine Ecke vom Gel abgetrennt. Die Blottingkassette wurde wie folgt unter
standiger Feuchthaltung in Transferpuffer von unten nach oben zusammengesetzt: Der
schwarze Teil der Plastikfassung nach unten, ein Schwamm, zwei Whatman-Papiere, das Gel,
die Nitrozellulose-Membran (ebenfalls mit einer angeschnittenen Ecke), zwei Whatman-
Papiere sowie ein Schwamm und der weille Teil der Plastikfassung. Nachdem das erste
Whatman-Papier auf die NC-M gelegt wurde, wurde mit einer sterilen Pipette mehrfach
vorsichtig darubergerollt, um eventuell vorhandene Luftblasen zu entfernen. Die Kassette
wurde in den mit Puffer befillten Blottank gesetzt. Dem Puffer wurden noch ein Volumen
von 50 ul 10 % SDS zugefugt, da das Protein relativ grof3 ist. Zur Kihlung wurde eine
gefrorene Eiskassette eingesetzt, ein Rihrfisch zugesetzt und die Kammer auf einem
Magnetruhrer platziert. Geblottet wurde mit einer Stromstadrke von 200 mA und einer
Spannung von 115 V fur 1,5 h und somit die Proteine auf die Nitrozellulose-Membran

transferiert.

2. 11. 4 Proteinnachweis

Auf der Membran erfolgte mit Hilfe des hNIS-spezifischen Antikdrpers von neomarkers der
Nachweis des unter den Gesamtzellproteinen gesuchten Proteins hNIS. Die Membran wurde
dabei stets feucht gehalten. Zundchst wurde die Membran vorsichtig aus der Kammer ge-
nommen, ohne dabei die Flache, auf der die Proteine gebunden waren, zu bertihren. Sie wurde

wandstandig in ein 50 ml Falcon-Réhrchen befordert, wobei die proteinbindende Seite nach
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innen zeigte. Fir wenigstens 45 min wurde die Membran mit einem Volumen von 10 ml
filtriertem 1 % Casein in PBS auf dem Drehinkubator geblockt und die Caseinlésung
anschlieBend verworfen. In einem Volumen von 5 ml wurde die Membran mit einer
Verdunnung von 1 : 2000 mit dem primaren Antikorper von neomarkers bei einer Temperatur
von 4 °C auf dem Drehinkubator Uber Nacht inkubiert. Die Caseinlosung wurde verworfen
und es wurde ftinfmal fir 5 min mit einem VVolumen von 10 ml TBST auf dem Drehinkubator
gewaschen. In einem Volumen von 5 ml erfolgte mit einer Verdinnung von 1 : 2000 die
Inkubation mit dem sekunddren Antikorper (polyklonal Ziege anti-Maus HRP) bei
Raumtemperatur fur 1,5 h auf dem Drehinkubator. Antikorperreste wurden im Anschluss
durch dreimaliges Waschen mit einem Volumen von 10 ml TBST entfernt. Die Membran
wurde mit einem Volumen von 1 ml des ECL-Reagenzes im Dunklen inkubiert und das
Rontgenbild entwickelt. Mit Hilfe des auf dem Gel mitgelaufenen Markers konnte die
Transfer-Effizienz abgeschatzt werden. Auerdem konnte das Molekulargewicht der Banden
abgeschatzt werden.

2. 12 Durchflusszytometrie

Zusatzlich zu der Proteinnachweismdglichkeit des Western Blots wurden die transfizierten
Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Anders als beim Western Blot bleiben hierbei die
Zellen intakt und der Antikorper muss an der ZellauRenseite binden kdnnen.

Die Zellen wurden wie zur Passage behandelt und die abgeldsten Zellen fiir 3 min bei 1500
RPM in einem Zentrifugenréhrchen pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet wie nachfolgend beschrieben behandelt.

Es wurden zwei Protokolle fir die Durchflusszytometrie-Analysen verwendet: Zunéchst
wurde ein Protokoll mit Formalin-Fixation und Saponin (modifiziert nach Sander et al. 1999)
eingesetzt, des Weiteren wurde eins ohne Fixation angewandt.

Bei Anwendung des Fixationsprotokolls wurde das Zellpellet in einem Volumen von 1 ml
Puffer, bestehend aus einem 1 : 1 Gemisch aus FACS-Puffer und einem 4 %-igen Formalde-
hyd, resuspendiert. Fir 15 - 20 min wurde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend
mit einem Volumen von 10 ml FACS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden erneut fiir 3 min
bei 1500 RPM zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in einem 1 : 1 Gemisch

aus FACS-Puffer und Saponin resuspendiert. Es erfolgte eine erneute Inkubation fur 15 min

38



Material und Methoden

bei Raumtemperatur. Ohne zu waschen wurde zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Es
folgten die einzelnen Férbeschritte, wobei der Puffer jeweils aus dem 1 : 1 Gemisch aus
FACS-Puffer und Saponin bestand. Zundchst wurden die Zellen in Eppendorf-Réhrchen
uberfiihrt. Das Absaugen der Uberstéinde erfolgte mit einer 20 G-Kaniile.

Die Farbung mit dem primaren Antikorper erfolgte, je nach Zellzahl, in einem Féarbevolumen
von 100 bis 200 pl mit einer Verdunnung des jeweiligen Antikorpers (VJ1 bzw. Iso 1gG1,
T84.1) von 1 : 50 und einer Inkubation von 30 min auf Eis. Anschliefend wurde nicht-ge-
bundener Antikdrper durch zweimaliges Waschen mit einem Volumen von jeweils 1 ml
FACS-Puffer und Zentrifugation fir 3 min bei einer Temperatur von 4 °C mit 2000 RPM
entfernt, indem der Uberstand abgesaugt wurde. Es folgte der zweite Farbeschritt mit dem
sekundaren Antikorper Ziege anti-Maus APC (Aex = 650 nm). Der Farbeschritt erfolgte analog
zum ersten mit einer Antikorperverdinnung von 1 : 100 im 1 : 1 FACS-Puffer-Saponin-
Gemisch fir 30 min auf Eis. Im Folgenden wurde wie oben beschrieben gewaschen.

Die Farbung ohne Fixation erfolgte ohne den Fixationsschritt nach demselben Protokoll,
wobei kein Saponin verwendet wurde. Nach der letzten Zentrifugation wurden die Zellpellets
in einem Volumen von je 500 ul FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-R0Ohrchen uber-
fuhrt. Als Marker fur tote Zellen wurde Propidiumiodid eingesetzt. Die Messungen wurden
am Gerdt FACS CALIBUR durchgefuhrt und mittels WinMDI 29 ausgewertet.

2. 13 Objekttrager-Farbung

Fur die Fluoreszenzfarbung wurden Zellen aus T175-Kulturflaschen, also eine groRere
Zellzahl, wie zur Passage behandelt, der GroRteil der Zellen gefarbt und der Rest weiter-
kultiviert. Der zur Farbung vorgesehene Teil wurde nach dem Abl6sen in Zentrifugenréhr-
chen gegeben, fir 3 min bei 1500 RPM zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die
Zellpellets wurden in einem Volumen von je 500 pl Puffer (PBS + 4 % BSA + 0,5 mM
EDTA) aufgenommen und fir 30 min auf Eis inkubiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifu-
gation und der Uberstand wurde verworfen. Die Zellpellets wurden im Farbevolumen von 100
bis 200 pl, abhéngig von der Zellzahl, resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen Gber-
fuhrt. Der primare Antikorper (VJ1 bzw. 1solgG1) wurde mit einer 1 : 50 Verdiinnung hinzu-
pipettiert, das ganze vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Wasch-

schritt, bei dem ein Volumen von 1 ml Puffer hinzugegeben wurde und die Proben bei einer
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Temperatur von 4 °C fur 3 min mit 2000 RPM zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
entfernt und es folgte die sekundéare Antikorperfarbung (biotinylierter polyklonaler Ziege anti-
Maus Antikorper mit einer Verdinnung von 1 : 200) in einem Volumen von 100 bis 200 pl
fur 30 min auf Eis. Nach einem erneuten Waschschritt wurde der tertidre Antikorper (Alexa
FluorStreptavidin mit einer Verdinnung von 1 : 100) im selben Farbevolumen fur 30 min auf
Eis hinzugefligt. Nach dem Waschschritt wurden die Zellpellets in jeweils einem Tropfen
Dapi mounting Medium aufgenommen und luftblasenfrei auf einen Objekttrager aufgetragen.
Damit die Proben nicht austrocknen, wurden sie mit einem Deckglas belegt und dieses mit
Nagellack verschlossen.

Die Messung erfolgte am Axiovert 200 (ZEISS) und der Software Axiovision (ZEISS).

2. 14 Anreicherung hNIS-positiver Zellen

2. 14. 1 Durchflusszytometrisch-gesteuerte Zellsortierung

Fir die Sortierung wurden ca. 5x10° Zellen / ml genommen. Die Zellen wurden wie fiir eine
Passage behandelt und die Zellsuspension wurde durch ein steriles Zellsieb (100 pm sterile
cell strainer) in ein 50 ml Falcon-Réhrchen gesiebt, damit nicht zu viele Zellen anein-
anderklebten. Diese Zellsuspension wurde wie fur die Durchflusszytometrie zentrifugiert und
gefarbt (Puffer PBS + EDTA (steril 500 mM, auf Eis)). Nach dem Farben wurde das Zell-
pellet ebenfalls in einem Volumen von 500 pl Puffer aufgenommen und in ein auf Eis
gekuhltes FACS-Rdéhrchen tberfuhrt. Die Zellsortierung erfolgte in der FACS Sorting Core
Unit (HEXT Core Facility Projekt) des UKEs. Genutzt wurde das FACS-Arialll mit einem
roten Laser der Wellenldnge 633 nm, entsprechend der APC-Markierung der Zellen (FACS
Sorting Core Unit. [Online im Internet.] (Stand 22.08.2013 17:30 Uhr)).

Diese sortierten hNIS-positiven Zellen wurden weiterkultiviert und entsprechend ihrer
Sortierungsstufe bezeichnet. Die Zellklone hieBen demnach z. B. ,,HT29 GVO hNIS post 1.
sort®, um zu beschreiben, dass diese Zellen einmal durchflusszytometrisch-gesteuert anhand
ihrer membrandsen hNIS-Expression sortiert und hNIS-negative Zellen aussortiert und

verworfen worden waren.
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2. 14. 2 Zellausdiinnung (,,limitung dilution*)

Dies wurde als weitere Methode eingesetzt, um eine Anreicherung an hNIS-positiven, den
hNIS membrands exprimierenden Zellen, zu erhalten. Es wurden ,,MCF-7 post 2. sort* und
,,HT29 post 4. sort -Zellen verwendet, also MCF-7 -Zellen nach zweifacher und HT29 -
Zellen nach vierfacher durchflusszytometrisch-gesteuerter Zellsortierung. Die jeweiligen
Zellen wurden soweit verdinnt in 96-Well-Platten ausgeséat, dass davon auszugehen war, dass
pro Well nur eine oder zumindest nur sehr wenige hNIS-uberexprimierende Zellen vorhanden
waren. Hatten die Wells eine gewisse Konfluenz erreicht, wurden zwei 96-Well-Platten mit
derselben Zellverteilung erstellt. Hierzu wurde die Zellzahl in einem Well halbiert und eine
,,Kopie“ der Platte erstellt. Beide wurden weiter kultiviert und eine der beiden Platten im
Radioaktivassay nach den am meisten iodaufnehmenden Zellen gescreent. Diese Klone
wurden aus der im Inkubator verbliebenden 96-Well-Platte weiter kultiviert. Hieraus
entstandene Zellklone wurden flr spater folgende Experimente verwendet. Die Triplett-
Messungen im abschlieBenden DIDS-Versuch (in der Wiederholung dieses Versuches)
wurden mit den hieraus entstandenen Klonen ,,HT29 hNIS GVO post 4. sort KLON#28“ und
»MCF-7 hNIS GVO post 2. sort Klon#1“ durchgefihrt. Die Klonnummer entspricht dabei
dem 96-Well-Platten-Well, aus welchem der jeweilige Klon kultiviert worden war. Die beiden

genannten Klone zeigten die starkste Aufnahme an Radioaktivitét.

2. 15 In vitro Experimente mit radioaktiven Nukliden

2. 15. 1 Radioiodidaufnahmeversuch

Die in vitro lodidaufnahmemessungen wurden in Anlehnung an die Methode von Weiss et al.
(1984) sowie Gértner (2009) durchgefihrt. Alle Messwerte wurden doppelt erhoben.
Es wurden etwa 4,5x10° MCF-7- und etwa 3x10° HT29 -Zellen in 12-Well-Platten ausgesét,
sodass nach einer Zeit von 24 h Inkubation im Zellkulturbrutschrank ein konfluenter
Monolayer vorlag.
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Fur die tRA-Stimulation wurden native MCF-7 Zellen 72 h vor dem Versuch ausgesét und 48
h vor Versuchsbeginn durch Zusatz von 1 pM tRA (1 : 1000 Verdinnung der 1 mM tRA-
Losung in DMSO) im Kulturmedium stimuliert (Kogai et al. 2000, Spitzweg et al. 2003).
Nach der Inkubation wurden die Zellen im Lichtmikroskop auf Konfluenz Uberprift.

Zu Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen einmal mit einem
Volumen von 1 ml HBSS-Medium gewaschen. Das Waschmedium wurde abgesaugt und ein
Volumen von je 0,5 ml des Na'?I-haltigen Mediums (pro Well: 500 pl HBSS + 10 pmol Nal
+ 1 pCi Na'®1) auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden fiir 1 h bei einer Temperatur von
37 °C inkubiert.

Im Anschluss wurden die Zellen in einem zeitkritischen Schritt zweimal mit einem Volumen
von 0,5 ml eisgekihltem HBSS-Puffer gewaschen, um nicht aufgenommenes lod zu entfer-
nen (Gértner (2009)). Der Waschvorgang muss schnell erfolgen, da das lod relativ schnell
wieder aus den Zellen diffundiert und dies durch warme Medien sowie langere Waschzeiten
verstarkt wird und somit zu einer Verfalschung der Messwerte fuhrt (Gértner (2009)). Der
Waschvorgang wurde von zwei Personen ausgefhrt, wobei einer den Uberstand absaugte und
der andere sofort den neuen Puffer pipettierte. Auf diese Weise wurde Reihe fur Reihe
bearbeitet. Nach dem zweiten Waschschritt mit eisgekihltem HBSS-Puffer wurde ein
Volumen von 0,5 ml gekuhlter Lysepuffer auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von
etwa 45 min zeigte sich eine Ablosung der Zellen. Das Lysat wurde in beschriftete
Messrohrchen Uberfuhrt, das Well mit einem weiteren Volumen von 0,5 ml Lysepuffer
ausgespult und ebenfalls in das jeweilige Messréhrchen pipettiert. Die Messung erfolgte Gber
10 min im y-counter (Messmethode: Thalliumaktivierter Nal-Kristall).

Als Kontrollen wurden bei jeder Messreihe Radioiodidaufnahme-Duplikets bestimmt: Zellen
ohne radioaktives lod im Medium, Zellen mit Na'*I, Na**I und DIDS, Na'®l und KCIO,
sowie Na'?°l mit KClO, und DIDS.

Das Perchlorat hemmt dabei selektiv die NIS-vermittelte lodid-Aufnahme in die Zellen. DIDS
(4,4’ -Diisothiocyanostilbene-2,2 disulfonat) ist ein nicht-selektiver Anionenkanalblocker
(Cabantchik und Greger 1992). Wie in der Literatur beschrieben, wurde eine Konzentration 1
mM DIDS verwendet (Amphoux-Fazekas et al. 1998, Shennan 2001, Manley et al. 2005).
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2. 15. 2 Radioiodidaufnahmeversuche: Verlauskurven mit / ohne Zeocin

Als Vorversuch fur die in vivo Experimente wurden die stabil transfizierten Kulturen von
HT29 und MCF-7 auch ohne den Zeocinselektionsdruck kultiviert. Nach einigen Zellkultur-
passagen wurde dann u. a. mit Hilfe des Radioiodidaufnahmeversuchs tberprift, ob und in
wie weit sich die Radioiodidaufnahme der Kulturen, die ohne Zeocin gehalten wurden, von
denen unterschied, bei denen parallel das Selektionsmedium beibelassen wurde.

2. 15. 3 Radioiodidaufnahmeversuche: parallel zu in vivo gehaltene Zell-

kulturen

Parallel zu den ersten in vivo Experimenten wurde ferner ein Teil der Zellkulturen, die in die
Méause injiziert wurden, weiterkultiviert (mit und ohne Zeocin). In regelméligen Abstédnden
wurde ebenfalls mit Hilfe des Radioiodidaufnahmeversuches tberpriift, ob und in wie weit
sich die Radioiodidaufnahme der Kulturen, die ohne Zeocin gehalten wurden, von denen
unterschied, bei denen parallel das Selektionsmedium beibelassen wurde. Diese Analyse
sollte als grober Anhaltspunkt fur die hNIS-Expression in den sich bildenden Tumoren in vivo

sowie als Verlaufskontrolle dienen.

2. 15. 4 Radioiodidaufnahmeversuche mit und ohne DIDS

Die Zellen wurden analog zum Radioiodidaufnahmeversuch vorbereitet. Allerdings wurde
dem HBSS-Inkubationsmedium, je nach Versuchsarm, 1 mM DIDS (Amphoux-Fazekas et al.
1998, Shennan 2001, Manley et al. 2005) hinzugefuigt oder nicht. Als Kontrollen wurden bei
jeder Messreihe Radioiodidaufnahme-Duplikets bestimmt: Zellen ohne radioaktives lod im
Medium, Zellen mit Na'®I, Na'®I und DIDS, Na'®l und KCIO4 sowie Na'*I mit KCIO4 und
DIDS. Kaliumperchlorat (KCIO,4) diente hierbei als bekannter Blocker der lodaufnahme.
Nach dem zeitkritischen zweifachen Waschen wurden die Zellen zundchst bis zu den
einzelnen Messpunkten in nicht-radioaktivhaltigem Puffer mit / ohne 1 mM DIDS inkubiert.
Der Uberstand wurde zum Zeitpunkt des Messpunktes (2, 5, 10, 20, 30 oder 45 min)

abgenommen und in ein Messrohrchen Gberfuhrt. Die Zellen wurden noch einmal schnell mit
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einem Volumen von 0,5 ml eisgekuhltem HBSS-Medium gewaschen, dieses abgesaugt und
Lysepuffer auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von mind. 45 min wurde das Lysat
in Messréhrchen uberfuhrt, das Well mit weiteren 0,5 ml Lysepuffer ausgespuilt und ebenfalls
in das jeweilige Messrohrchen pipettiert.

In einem zweiten Versuchsaufbau wurden die Zellen im DIDS-Versuchsarm nicht nur erst
nach dem Waschen mit DIDS inkubiert, sondern bereits vorher, d. h. auch schon wéhrend der
Inkubation mit **°I war dem Medium DIDS zugesetzt.

Die Messung erfolgte immer tber 10 min im y-counter.

2. 16 In vivo Experimente: Tiermodelle

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung der BSG mit der Genehmigungsnummer fiir be-
schriebene Tierexperimente G06/11 durchgefiihrt.

Es handelte sich um SCID-Méuse, die friihestens nach einer einwdchigen Akklimatisierung
fur die Versuche verwendet wurden. Die Versuchstiere wurden unter sterilen Bedingungen in
Ké&figen mit einer Besatzdichte von maximal flinf Tieren pro Kafig im zentralen Tierstall des
UKE im Campus Forschung in klimatisierten R&umen mit automatischem Lichtprogramm
(zwolf Stunden Licht- / Dunkelrhythmus und ggf. verwendetem Rotlicht) gehalten. Die
Mause wurden ad libitum mit sterilem Wasser und Standardfutter versorgt. Die Versuche

wurden nur tagsuber durchgefihrt.

2. 16. 1 Xenotransplantation

Es wurden mykoplasmennegative ,,HT29 post 2. sort* und native BxPc3 und HT29 - Zellen
unter sterilen Bedingungen subkutan Uber der rechten Scapula in die SCID-Mause injiziert.
Hierzu wurden die Zellen wie zur Passage behandelt, allerdings zweimal mit PBS gewaschen,
und ein Rest weiterkultiviert. Die Zellzahl wurde mit der Neubauerkammer bestimmt. Da pro
Maus 1x10° Zellen injiziert wurden, wurde das entsprechende Volumen der Zellsuspension
fir 3 min mit 1500 RPM zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet in einem
Volumen von 200 pl RPMI aufgenommen und zur Injektion verwendet. Zur Injektion wurden

die Mduse kurz in CO,/ O,-Narkose gelegt.
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2. 16. 2 Anasthesie und Euthanasie

Fir die Xenotransplantation wurde eine CO,/ O,-Narkose verwendet. Bei der nicht-invasiven
Bildgebung wurde eine 2 %-ige Isofluran-Inhalationsnarkose benutzt. Zur Formalinfixierung
der Mausorgane wurde eine Ketamin-Rompun-Narkose verwendet. Ketamin-Rompun-
Narkose: 2 ml Ketamin + 0,25 ml Rompun + 7,75 ml NaCl.

Pro 259 Mauskdrpergewicht wurde ein Volumen von 200 pl i. p. injiziert.

2. 16. 3 Radionuklidaufnahme in vivo

Nach Bildung eines ca. 400 mm® groBen Tumors wurde die Radionuklidaufnahme (**°I,
%™Tc) des Tumorgewebes untersucht. Zunachst wurde die Aufnahme von lodid getestet,
spater die von *™Tc.

Den Méausen wurden jeweils 1,1-1,5 MBq **I bzw. 0,92 MBq *™Tc i.v. bzw. 2,12 MBq
%™Tc {iber einen liegenden Katheter in die Schwanzvene injiziert. Die Zirkulationszeit der
Radioaktivitat betrug 1 h. Danach wurden die Mause unter Ketamin-Rompun-Narkose
geopfert. Um die Organmesswerte nicht durch im Blut befindliche Aktivitat zu verfélschen,
wurden bei den narkotisierten M&usen der Thorax eroffnet, das rechte Atrium eroffnet, der
linke Ventrikel punktiert und mittels NaCl-Infusion das zirkulierende Blut ausgeschwemmt.
AnschlieBend wurden einzelne Organe sowie die Primartumoren herauspréapariert, zum Teil
aufgrund ihrer GroRe zerteilt und in beschriftete Messrohrchen gegeben. Einige Méuse
wurden auf diese Weise auch in Formalin fixiert. Die Organe wurden einzeln prapariert und

im y-counter gemessen.

2. 16. 4 In vivo Bildgebung

Nach Bildung eines ca. 400 mm? groRen Tumors wurde eine in vivo Bildgebung mit **™Tc
und einer Kklinischen y-Kamera (Symbia; Klinik fur Nuklearmedizin, UKE) durchgefuhrt.

Untersucht wurden M&use mit Tumoren von HT29 post 3. sort und native BxPc3 und HT29 -
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Zellen. Es erfolgte eine Narkose mit 2 % lIsofluran. Den Mdusen wurden jeweils etwa 1,1
MBq *™Tc i.v. Uber einen liegenden Katheter in die Schwanzvene injiziert. Die Bildgebung
wurde nach 75 min gestartet. Es wurden statische (fir 10 min) und dynamische Aufnahmen
(eine Aufnahme pro Minute iber 60min; ein im Ergebnisteil abgebildetes Bild entstand zum
Zeitpunkt t; = 1,5 h nach Injektion der Radioaktivitat, das andere zum Zeitpunkt t; = 2,5 h
nach Radionuklidin-jektion) gemacht.

Des Weiteren wurden Aufnahmen mit einem Kleintier- SPECT / CT (Berlin Charité Zentrum
fur préklinische Bildgebung (SAIC: Small Animal Imaging Center); Institut fir Nuklear-
medizin) gemacht. Die Versuchstiere haben 1 h vor der Messung etwa 120 MBq *™Tc intra-
venos Uber die Schwanzvene erhalten. die Messung erfolgte unter 1-2 % Isoflurannarkose.

2. 17 Immunhistochemie

Es wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Zellpellets sowie Schnitte von
Maustumoren geféarbt. Die Gewebe wurden zuvor in 4% Paraformaldehyd in 0,1M Natrium-
phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,2 - 7,4 geldst und anschlieBend fur 24h bei RT
fixiert (die Zellpellets vgl. 2. 9. 8). Hierbei wurden Zellpellets von nativen und hNIS GVO
MCF-7 -Zellen verwendet sowie Schnitte von HT29 GVO hNIS-positiven und -negativen
(also ein nativer HT29 -Tumor) Maustumoren und eine Schilddrise genommen. Zunéchst
wurden die Zellen entparaffiniert. Es erfolgte eine Vorbehandlung mit einem Steamer
(steamer reterieval Sol., DAKO 1699; Verdinnung 1 : 10) bei einer Temperatur von 121 °C
fur 10 min. AnschlieBend wurde fir 5 min mit Aqua dest., zweimal fir 5 min mit TBST und
einmal fur 5 min mit TBS gespilt. Die unspezifischen Bindungen wurden mit
Kaninchenserum (rabbit serum DAKO) in einer Verdiinnung von 1 : 10 in TBS fur 30 min bei
Raumtemperatur geblockt. Die Inkubation mit den primaren Antikérpern erfolgte in einer
jeweils zuvor ermittelten Verdiunnung von 1 : 150 bzw. 1 : 75 (anti-hNIS bzw. Isotypkon-
trolle: Maus 1gG1 DAKO) bei einer Temperatur von 4 °C Uber Nacht. Am ndchsten Tag
wurden die nicht-gebundenen Antikérper durch zweimalige Spllung mit TBST und
einmaliger Spllung mit TBS jeweils fir 5 min entfernt. Es schloss sich die Inkubation mit
dem Detektionssystem an. Zunachst erfolgte die Inkubation mit dem ABC AP Komplex in
TBS fur 30 min bei RT. Nach zweimaligem Spllen mit TBS fur jeweils 5 min wurde fir 15

min mit permanent red gefarbt. Gestoppt wurde mit Leitungswasser fur 10 min und an-
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schliefender Spulung mit Aqua dest. fir 5 min. Die Kerngegenfarbung mit Hamalaun erfolgte
fur 7 sec. Dann wurde mit flieRendem Leitungswasser fir 10 min gebldut, fir 5 min mit Aqua
dest. gespult und zum Schluss eingedeckt.

Die gefarbten Schnitte wurden mittels MIRAX digitalisiert und photographiert.

2. 18 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm Graph Pad Prism (GraphPad
Software, San Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Fir die Berechnung der statistischen
Signifikanz wurde ein t-Test fur zwei unabhangige Variablen sowie eine one way ANOVA
durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05 gewertet. Die Abbildungen im
Ergebnisteil zeigen Mittelwerte und Fehlerbalken. Berechnet wurden Mittelwerte sowie SD
und SEM (standard deviation bzw. Standardabweichung und standard error of the mean bzw.
Standardfehler).
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3. Ergebnisse

Das primare Ziel dieser Arbeit war es stabile hNIS-positive, Gberexprimierende Zellen zu
generieren. Diese sollten dann im Labor etabliert und weiter untersucht werden. Hierzu
erfolgte zundchst die bakterielle DNA-Amplifikation der gelieferten Vektoren
(pcDNA3.1/Zeo(+) und pcDNA3.1/Zeo(+)-hNIS) sowie die Versuche zur Bestimmung der
fur die nativen humanen Tumorzellen minimalen toxisch-letalen Antibiotikumkonzentration.
Die Korrektheit der Amplifikate wurde mittels diagnostischen Restriktionsverdaus und
anschlieender Agarosegelelektrophorese im Vergleich zu den Originalplasmiden tberprift.
Mit der amplifizierten DNA erfolgte die Transfektion. Im Weiteren wurde die erfolgreiche
Transfektion mittels Proteinnachweises und physiologischer Testung der Radioaktivitats-
aufnahme nachgewiesen. Aufgrund der anfanglich geringen membrandsen hNIS-Expressions-
rate wurden erfolgreich transfizierte Zelllinien einer durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung bzw. der Zellausdiinnung (,,limiting dilution®) unterzogen. Dadurch wurden die
meisten Experimente mit gentechnisch veranderten Organismen der Zelllinien HT29 und
MCF-7 durchgefiihrt. Native Zellen wurden mittels tRA zur hNIS-Proteinexpression stimu-
liert und diese weiter untersucht. Zudem wurden lodideffluxversuche unternommen, um die
lodidretentionszeit in den Zellen zu verlangern. In den in vivo Experimenten wurden HT29
hNIS GVO -Tumoren mit zwei verschiedenen Radionukliden untersucht und mittels Bild-

gebungsverfahren dargestellt. Die Tumoren wurden auch immunhistochemisch angefarbt.
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3. 1 Bestimmung der minimalen toxisch-letalen Antibiotikumkonzentration

Die Versuche zur Bestimmung der flr die nativen humanen Tumorzellen minimalen toxisch-
letalen Antibiotikumkonzentration liefen Gber zwei Wochen und wurden teilweise mit
anderen Konzentrationen wiederholt, da die Zeocinempfindlichkeit der einzelnen Zelllinien
deutlich schwankte (vgl. Tabelle der spater verwendeten Zeocinkonzentrationen im
Kulturmedium zur Selektion post transfectionem). Eine Zeocinkonzentration von 500ug / ml
im Kulturmedium beispielsweise war bei allen Zellkulturen innerhalb weniger Tage letal.
Waren nach den zwei Wochen noch Zellen vorhanden, wurden diese mittels Trypanblau -
Farbung auf Vitalitat hin untersucht.

Abb. 10: Die Versuche zur Bestimmung der minimalen toxisch-letalen Antibiotikumkonzentration
von Zeocin liefen Gber zwei Wochen. Beispiele Trypan blau gefarbter BxPc3 -Zellen:

A: Vitale Zellen ohne Zeocinbehandlung, die Zellen sind nicht angefarbt.

B: Letale Zeocindosis, blau- angefarbte vergroferte Zellen (Pfeile).

Die Abbildung 10 veranschaulicht die morphologischen Verédnderungen nativer Zellen, die in
einem Medium kultiviert werden, dass eine dauerhaft toxisch-letale Wirkung aufgrund der
vorhandenen Zeocinkonzentration auf sie hat (vgl. auch Abb. 6). Diese Toxizitat zeigte sich
bei hohen Antibiotikumkonzentrationen durch einen schnellen Zelluntergang. Bei Konzentra-
tionen, die erst im Verlauf letal waren, traten zundchst die beschriebenen morphologischen
Veranderungen auf. Die Zellen wuchsen nicht mehr und im Verlauf der zwei Wochen waren

keine Zellen mehr vorhanden.

Tab. 6: Verwendete Zeocinkonzentrationen im Zellkulturmedium

Zelllinie HT29 MCE-7 MeWo PaCa 5061 BxPc3

Zeocinkonzentration
; 200 250 70 22 12
inug/ ml
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Mit den in der Tabelle 6 gezeigten Zeocinkonzentrationen im Kulturmedium (Selektions-
medium) wurden die transfizierten Zellen inkubiert. Und auch im weiteren Verlauf wurden
die gentechnisch verénderten Organismen unter diesen Kulturbedingungen gehalten (Aus-

nahme: Zeocinauslassversuch s. u.).

3. 2 Transfektion

Mittels GFP-Transfektion wurde gepriift, ob die Transfektion erfolgreich war und jeweils die
Transfektionsrate abgeschatzt.

Folgende Zelllinien konnten dauerhaft erfolgreich stabil transfiziert werden: HT29, MCF-7,
MeWo und PaCa 5061. Bei den BxPc3 -Zellen gelang keine Aufzucht eines Zellklons. Die
HEK 293 -Zellen wurden transient direkt zu den einzelnen Versuchen transfiziert. Nach der
Transfektion wurden die Zellen fir 24 h in normalem Kulturmedium kultiviert, bevor die

GFP-Kontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte.

™ | : { 4y
) A

Abb. 11: Beispielaufnahmen von GFP-transfizierten Zellen. Die Wildtypzellen sind in grau, GFP ist
grunlich dargestellt. Man erkennt in den jeweiligen Bildausschnitten unterschiedlich groRe Anteile an
grunen Zellen, eine entsprechend unterschiedliche Transfektionsrate.

A: BxPc3, B: MeWo, C: HT29, D: PaCa 5061, E: MCF-7.

Es stellte sich heraus, dass die Transfektionsrate bei den verschiedenen Zellarten sehr unter-

schiedlich war.
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Nachdem die GFP-Kontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgt war, wurden die Zellen
lysiert, auf 10 cm?-Petrischalen verteilt und im jeweiligen Selektionsmedium mit entsprechen-
der Zeocinkonzentration kultiviert, sodass nur solche Zellen anwachsen sollten, die die
Zeocinresistenz trugen. Als , Negativkontrollen” wurden auch die GFP-transfizierten Zellen
ausgeséat. Fur diese war das Selektionsmedium stets letal. Es wurde auch mit dem Negativ-
kontrollvektor pcDNA3.1/Zeo(+) transfiziert. Dessen Zellklone dienten anfanglich als zu-

satzliche Negativkontrolle bei den ersten Experimenten.

Die folgende Abbildung 12 zeigt Beispiele hNIS-positiver Zellklone im Selektionsmedium.

Abb. 12: Beispiele von hNIS GVO-Klonen nach der durchflusszytometrisch-gesteuerten Zell-
sortierung im Selektionsmedium. Man sieht jeweils einen einzelnen Zellhaufen / -klon, der von keinen
weiteren Zellen umgeben ist. Derart wurden auch die ersten GVO-Klone nach Transfektion
herangezogen und kultiviert. Aufnahme mit dem Axiovert.

A: Gentechnisch veranderte HT29 hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung (HT29 GVO post 3. sort), B: Gentechnisch verdnderte MCF-7 hNIS -Klone nach der
zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 hNIS GVO post 2. sort).

Die Abbildung 12 zeigt anhand zweier Beispiele, wie trotz des Selektionsdrucks durch eine
Zeocinkonzentration, die fir native Zellen in den beschriebenen Vorversuchen letal war,
einzelne Zellklone wachsen. Da die Zellen trotz des Selektionsdrucks wuchsen, wurde davon
ausgegangen, dass sie die Zeocinresistenz des Plasmidvektors trugen. Teilweise fand sich
lediglich ein solcher Klon auf einer 10 cm?-Petrischale. Hatten die GVO- Klone eine GroRe
erreicht, bei der sie gerade makroskopisch-optisch sichtbar in der Petrischale waren, wurden
sie mittels der selbst hergestellten Klonierungsringe abgel6st, in 12- bzw. 6-Well-Platten um-
gesetzt, weiterkultiviert und spéater selektiert. Die Selektion erfolgte mittels Radioaktivi-

tatsaufnahme. Nur die am meisten lodid-pumpenden Zellen wurden weiterkultiviert.
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3. 3 Bestatigung der NIS-Expression in transfizierten und tRA- stimulierten

Zellen

Mit Hilfe der transient transfizierten HEK 293, die bekannter Weise eine gute Transfektions-
und eine hohe Expressionsrate aufweisen, wurden die verschiedenen WB- bzw. Durchfluss-
zytometrie- und Objekttragerfarbe- Protokolle und -Antikorper etabliert.

3. 3. 1 Western Blot

Unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers der Maus von neomarkers, der gegen das
hNIS-Protein-Epitop der Aminosauren 625 bis 643 gerichtet ist (Castro et al. 1999a), wurde
die hNIS-Expression in Immunprézipitationsproben sowie in Gesamtproteinlysaten unter-
sucht. Zur Erstellung der Immunprézipitationsproben wurden Gesamtproteinlysate zuvor mit
dem ein extrazelluldar gelegenes hNIS-Proteinepitop bindenden, monoklonalen Antikdrper
VJ1 inkubiert (s. Material und Methoden). Aufgetragen wurden transient transfizierte HEK
293, native sowie stabil transfizierte MCF-7 -Proben (s. Abbildung 13).
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Abb. 13:Western Blot -Analyse nach ECL-Entwicklung mit einer Expositionszeit des Rontgenfilms
von 1 min. HEK293 und MCF-7 -Zellen wurden mit hNIS transfiziert und die Zelllysate wurden direkt
oder nach Immunoprazipitation aufgetrennt (SDS-PAGE). Nachweis des hNIS-Proteins bei der
transient transfizierten HEK 293 IP -Probe (siehe Markierung durch rote Pfeile). Als Negativkon-
trollen dienten die Proben HEK 293 GVO GFP IP sowie HEK 293 GVO pcDNA+.

Das hNIS-Protein konnte im Western Blot bei den transient transfizierten HEK 293 GVO
hNIS - Immunpréazipitationsproben nachgewiesen werden. In der Abbildung sind die zwei
Banden mit roten Pfeilen gekennzeichnet, die den bekannten Massen des hNIS-Proteins, je
nach Glykosylierung, von 107 kDa, 97 kDa, u. a. entsprechen (Levy et al. 1997 und 1998,
Tazebay et al. 2000, Vadysirisack et al., 2007 Dayem et al. 2008, Kogai et al. 2000, Spitzweg
et al. 2001).

53



Ergebnisse

3. 3. 2 Durchflusszytometrie

Die ersten Durchflusszytometrie-Analysen wurden mit dem Fixationsprotokoll durchgefihrt.
AnschlieBend wurde auf das Protokoll ohne Fixation gewechselt und alle via Durchflusszyto-
metrie sortierten hNIS GVO -Zellklone wurden ohne Fixation gefarbt. Als Marker fir tote
Zellen wurde Propidiumiodid eingesetzt. Nachfolgend sind die Ergebnisse beispielhaft
dargestellt.

3. 3. 2. 1 Durchflusszytometrie-Analyse der hNIS GVO HEK 293 -Zellen

Zunéchst wurde, wie bereits oben erwahnt, das Fixationsprotokoll mit den HEK 293 durchge-
fuhrt. Da bei diesen Zellen der Proteinnachweis im Western Blot gelang, wurden diese
transient transfizierten HEK 293 -Zellen verwendet, um das Durchflusszytometrie -Férbepro-
tokoll zu etablieren. In der auf der nachsten Seite gezeigten Abbildung 14 sind die
Durchflusszytometrieergebnisse mit den HEK 293 -Zellen dargestellt.

In der Durchflusszytometrie der transient transfizierten HEK 293 -Zellen zeigte sich eine
hNIS-positive Fraktion von ca. 16 % der Zellen.

Nach der Etablierung dieses Protokolls musste aufgrund der Tatsache, dass die Radio-
aktivitatsaufnahme der hNIS-GVOs in den Radioaktivversuchen abnahm, das Protokoll derart
geédndert werden, dass die Zellen vital gefarbt werden konnten. Die vitale Farbung ist Grund-
voraussetzung fiir das Weiterleben der Zellen nach der durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung. Deshalb wurde das Protokoll ohne Fixation etabliert und die Zellklone im
Folgenden nach dem zweiten Durchflusszytometrie -Protokoll geféarbt. Alle unterschiedlichen
Stufen der durchflusszytometrisch-gesteuerten Zellsortierung von HT29 und MCF-7 hNIS
GVO- Zellen wurden nach anschlieBender Zellkultivierung und -expansion durchflusszyto-
metrisch untersucht. Im Folgenden sind jeweils die fiir spatere Versuche eingesetzten Zellen
abgebildet.

54



Ergebnisse

A B
[:] [:]D.I'Irl:l |:| [:]D.I'Irl:l [:].[:]D.-"rl:l [:].[:]D.-"rl:l
(= HEK293 K [gG1 ' = HEK293 K V1
) =
e
=+
1
T
la
=
1000 0.0%
C D
0.0% 16 4%
0 -gﬂf " 93 HNIS Tz G1 0.0% = HEK293 HNIS V.J1
o, &
T 2
Ex— ] j 4
= 2
0 o 1023 o 1023
0.0% FSC-Height 10000 0.0% FSC-Heiaht 826%

Abb. 14: Durchflusszytometrie: Nachweis der Expression des hNIS-Proteins durch transient
transfizierte HEK 293 -Zellen mittels des VJ1-Antikorpers im Fixationsprotokoll. Als Negativkon-
trolle dienten HEK 293 GVO pcDNA+ -Zellen, also mit dem Plasmidvektor ohne hNIS transfizierte
Zellen. Als Marker fur tote Zellen wurde Propidiumiodid benutzt. Der primare Antikdrper wurde mit
einer Verdlnnung von 1 : 50, der sekundare Ziege anti-Maus APC mit einer Verdiunnung von 1 : 100
eingesetzt. Ziege anti-Maus APC war in allen Féllen der sekundare Antikorper.

A: Isokontrollfarbung der HEK 293 GVO pcDNA+ -Zellen mit dem IsolgG1-Antikdrper als priméarem
Antikorper.

B: HEK 293 GVO pcDNA+ -Zellen mit VJ1 als primarem Antikorper.

C: Isotypkontrollfarbung der HEK 293 GVO hNIS -Zellen mit dem IsolgG1-Antikdrper als primarem
Antikorper.

D: HEK 293 GVO hNIS -Zellen mit VJ1 als primdarem Antikorper. Hier sieht man einen Anteil von
etwa 16 % hNIS-positiven Zellen, markiert durch den schwarzen Pfeil im Quadranten rechts oben.

In der Durchflusszytometrie der transient transfizierten HEK 293 -Zellen zeigte sich eine
hNIS-positive Fraktion von ca. 16 % der Zellen (vgl. Abb. 14D).
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3. 3. 2. 2 Durchflusszytometrie-Analyse der hNIS GVO MCF-7 -Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 15 ist die durchflusszytometrische Analyse der MCF-7 hNIS
GVO -Zellen nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung gezeigt. Die

Zellen wurden nach dem Nicht-Fixationsprotokoll (s. Material und Methoden) geférbt.
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Abb. 15: Durchflusszytometrie: Nachweis der Expression des hNIS-Proteins durch stabil transfizierte
gentechnisch verdnderte MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen) mittels des VJ1-Antikérpers im Nicht-Fixations-
protokoll. Als Marker fur tote Zellen wurde Propidiumiodid benutzt. Der primare Antikdrper wurde
mit einer Verdinnung von 1 : 50, der sekundare Ziege anti-Maus APC -Antikorper mit einer Ver-
diinnung von 1 : 100 eingesetzt. Ziege anti-Maus APC war in allen Féllen der sekundare Antikorper.

In beiden Abbildungen (A und B) zeigen die schwarz-weiflen Kurven die Isotypkontrollfarbungen mit
dem IsolgG1-Antikorper als primarem Antikorper.

A: Dargestellt sind gentechnisch veranderte MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszyto-
metrisch -gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen). Die hellblaue Kurve zeigt
die T84.1- gefarbten Zellen in der Positivkontrollfarbung.

B: Dargestellt sind gentechnisch veranderte MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszyto-
metrisch -gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen). Die hellblaue Kurve zeigt
die VJ1-Antikorper gefarbten Zellen. Im Vergleich zu der Isotypkontrolle zeigt sich ein Anteil hNIS-
positiver Zellen von > 40 %.

In der Durchflusszytometrie der stabil transfizierten MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen
zeigte sich eine hNIS-positive Fraktion von > 40 % der Zellen. Diese wurden daraufhin fir
die Radioaktivversuche verwendet. Die Durchflusszytometrie -Analysen der vorherigen
durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierungsstufen hatten eine prozentual geringere hNIS-

Expressionsrate ergeben.
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3. 3. 2. 3 Durchflusszytometrie-Analyse der hNIS GVO HT29 -Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 16 ist die durchflusszytometrische Analyse der HT29 hNIS
GVO -Zellen nach der dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung gezeigt. Die

Zellen wurden nach dem Nicht-Fixationsprotokoll (s. Material und Methoden) geférbt.
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Abb. 16: Durchflusszytometrie: Nachweis der Expression des hNIS-Proteins durch stabil transfizierte
HT29 hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytometrisch -gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS
post 3.sort -Zellen) mittels des VJ1-Antikodrpers im Nicht-Fixationsprotokoll. Als Marker flir tote
Zellen wurde Propidiumiodid benutzt. Der primare Antikérper wurde mit einer Verdinnung von 1 :
50, der sekundare Ziege anti-Maus APC -Antikdrper mit einer Verdinnung von 1 : 100 eingesetzt.
Ziege anti- Maus APC war in allen Féllen der sekundare Antikorper.

In beiden Abbildungen (A und B) zeigen die schwarz-weillen Kurven die Isotypkontrollfarbungen mit
dem IsolgG1-Antikorper als primarem Antikorper.

A: Dargestellt sind gentechnisch verdnderte HT29 hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytome-
trisch -gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen). Die rote Kurve zeigt die T84.1-
gefarbten Zellen in der Positivkontrollfarbung.

B: Dargestellt sind gentechnisch verdnderte HT29 hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytome-
trisch -gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen). Die rote Kurve zeigt die VJ1-
Antikorper gefarbten Zellen. Im Vergleich zu der Isotypkontrolle zeigt sich ein Anteil hNIS-positiver
Zellen von < 10 %.

In der Durchflusszytometrie der stabil transfizierten HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen
zeigte sich eine hNIS-positive Fraktion von < 10 % der Zellen. Diese wurden daraufhin fir
die Radioaktivversuche sowie flr die ersten in vivo Versuche verwendet, da die Durch-
flusszytometrie-Analysen der vorherigen durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierungs-

stufen eine prozentual geringere hNIS-Expressionsrate ergeben hatten.
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3. 3. 3 Objekttrager-Farbung

Als alternative Methode zur oberflachlichen Anfarbung der Zellen neben der Durchflusszyto-
metrie-Analyse wurde die Objekttrager-Farbung nach oben beschriebenem Protokoll (s.
Material und Methoden) verwendet. Hierbei diente der Antikdrper T84.1 als Positivkontrolle
fur die Farbung. Erfolgreich gefarbte Zellen sind in den folgenden Abbildungen jene mit den
grinlich-scheinenden Ré&ndern / Ringen um die blau angefarbten Zellkerne herum. Die runde
Form der Féarbung spricht fir die Zellmembran-standige Position des Zielproteins.

Alle Zellen (native, tRA-stimulierte, pcDNA3.1/Zeo(+) und pcDNA3.1/Zeo(+)-hNIS -GVOs
sowie die FACS-Sortierungsstufen der hNIS -GVOs) wurden auf diese Weise gefarbt. Im
Folgenden sind einige Beispiele gezeigt. Man erkennt anhand der Bilder die Schwierigkeit
mehrere Zellen gleichzeitig scharf einzustellen, da die Zellen unter dem Deckglas in mehreren
Ebenen angeordnet zu liegen kamen. Ferner ist jedes Bild nur ein Beispiel, da die Zellen auf
den Objekttrager unterschiedlich verteilt zu liegen kamen.

Die auf der nachfolgenden Seite darstellten Beispiele zeigen deutlich, dass die blau-gefarbten
Kerne, die - im Falle der erfolgreichen Anfarbung - mit etwas Abstand von griinlichen Ringen

umgeben sind:
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Abb. 17: Obijekttrager-Farbung: Verschiedene positiv-gefarbte Zellen im Vergleich. Gezeigt sind
jeweils hohere durchflusszytometrisch-gesteuert sortierte GVO hNIS-Klone. Es wurden der primére
Antikorper VJ1 oder T84.1, der sekundére biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikdrper sowie
der tertiare Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) eingesetzt. Dapi mounting Medium wurde
als Kernfarbung (blau) verwendet. Aufhahme mit dem Axiovert 200 und Bildverarbeitung mit
Axiovision. Man erkennt jeweils deutlich die membranstandige Griinfarbung.

A: Gentechnisch verdnderte HT29 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung (HT29 hNIS GVO post 2. sort -Zellen) mit VVJ1 als primarem Antikorper.

B: Gentechnisch verdnderte HT29 hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung (HT29 hNIS GVO post 3. sort -Zellen) mit T84.1 als priméarem Antikorper.

C: Gentechnisch verdnderte MCF-7 hNIS -Klone nach der ersten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung (MCF-7 hNIS GVO post 1. sort -Zellen) mit VJ1 als primarem Antikorper.

D: Gleiches Bild wie C, nur in grol3erer Vergréierung.

Man erkennt jeweils die ringférmig-durchscheinende Griinfarbung, die die blau-angeféarbten
Zellkerne umgibt und in Abbildung 17B besonders deutlich ist. Dies weist auf eine mem-
brandse Expression des Zielproteins hin. Abbildung 17A zeigt exemplarisch eine Aufnahme,
die eine Haufung hNIS-positiver Zellen zeigt. Abbildung 17C und D zeigen neben der
membranstandigen grin-Anfarbung auch die unterschiedliche Intensitét sowie die Tatsache,
dass die Zellen auf dem Objekttréger nicht plan in einer Ebene zu liegen kamen, was bei den
Aufnahmen auch zu Uberlagerungserscheinungen fiihrte.

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen jeweils Negativ- und Positivkontrollen sowie VJ1-

gefarbte Zellen.
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3. 3. 3. 1 Native MCF-7 -Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 18 sind exemplarische Bilder fir native MCF-7 -Zellen
gezeigt.

A

Abb. 18: Objekttrager-Farbung: Nachweis der Expression des hNIS durch native MCF-7 Zellen. Der
primére Antikorper (VJ1, 1solgG1 oder T84.1) wurde mit einer Verdinnung von 1 : 50, der sekundére
biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikdrper mit einer Verdinnung von 1 : 200 sowie der
tertiare Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit einer Verdiinnung von 1 : 100 eingesetzt.
Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau) eingesetzt.

A: Dargestellt sind native MCF-7 Zellen in der Isotypkontrollfarbung. In diesem Fall ist beispielhaft
eine Aufnahme mit Artefakten gewéhlt. Von diesen zeigten sich jeweils mehrere auf einem
Objekttrager. Blau angefarbt sind die Zellkerne dargestellt, griin stellt in diesem Fall ein Artefakt
durch unspezifische Bindung des tertidren Antikorpers dar. Dieses Artefakt lag auch in einer anderen
Ebene als die blau angeféarbten Zellkerne, erkennbar daran, dass es nicht scharf eingestellt ist. Auch
die langliche, blau angefarbte Struktur ist ein Artefakt, wahrscheinlich ein Fussel.

B: Dargestellt sind native MCF-7 Zellen in der Positivkontrollfarbung. Blau angefarbt sind die
Zellkerne dargestellt, griin die T84.1-positiven Zellen. Man erkennt < 10 % positiv angeférbte Zellen.
C: Dargestellt sind native MCF-7 Zellen in der VJ1-Antikorperfarbung. Blau angefarbt sind die
Zellkerne dargestellt, keine Griinfarbung und entsprechend kein hNIS-Nachweis.

Die Farbung zeigte im Vergleich zu den Negativ- und Positivkontrollfarbungen keine hNIS-
Expression der nativen MCF-7 -Zellen. Die Artefakte sind u. a. dadurch zu erkennen, dass sie
nicht in einer Beziehung zu den blau gefarbten Zellkernen stehen, die Zellen nicht ringférmig
umgeben und auBerdem im Vergleich zur Positivkontrolle auch deutlich intensiver angefarbt
sind. Zudem lagen sie héaufig in einer anderen Ebene als die Zellen, was daran zu erkennen
war, dass sie in einer anderen Ebene scharf einzustellen waren. Erkennbar u. a. aber auch an
der starken Intensitat der Farbung bei etwa gleicher Belichtungszeit der Aufnahme wie in der
Vergleichsabbildung B, so das Artefakt in derselben Ebene zur Darstellung kam. Teilweise
zeigten sich auch Verschmutzungen der Objekttrager, wie Fussel (vgl. Abb. 18A).

In der Positivkotrollfarbung mit T84.1 zeigten sich <10% positiv-gefarbte Zellen. Es fanden
sich keine VJ1-positiven Zellen, ein Nachweis von hNIS bei den nativen MCF-7-Zellen

gelang bei dieser Farbung folglich nicht.
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3. 3. 3. 2 Native, tRA-stimulierte MCF-7 -Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 19 sind exemplarische Bilder fiir tRA-stimulierte MCF-7 -
Zellen, die durch die Stimulation den hNIS exprimieren sollten, gezeigt. Die nativen Zellen
wurden 48 h vor dem Versuch durch Zusatz von 1 pM tRA im Kulturmedium stimuliert.

A C

Abb. 19: Objekttrager-Farbung: Nachweis der Expression des hNIS durch native, mittels tRA zur
hNIS-Expression, stimulierte MCF-7 Zellen. Der priméare Antikorper (VJ1 oder IsolgG1l) wurde mit
einer Verdinnung von 1 : 50, der sekundére biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikorper mit
einer Verdinnung von 1 : 200 sowie der tertidre Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit
einer Verdinnung von 1 : 100 eingesetzt. Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau)
verwendet. Man erkennt in B und C jeweils die membranstindige Griinfarbung.

A: Dargestellt sind tRA-stimulierte MCF-7 Zellen in der Isokontrollfarbung. Blau angefarbt sind die
Zellkerne dargestellt. Es ist keine Griinfarbung, d. h. keine Verunreinigung oder NIS-Expression, zu
erkennen.

B: Dargestellt sind tRA-stimulierte MCF-7 Zellen in der T84.1-Kontrollfarbung. Blau angefarbt sind
die Zellkerne dargestellt, griin die T84.1-bindenden Zellen. Etwa ein Drittel der abgebildeten Zellen ist
positiv angefarbt.

C: Dargestellt sind tRA-stimulierte MCF-7 Zellen in der VJ1-Antikdrperfarbung. Blau angefarbt sind
die Zellkerne dargestellt, griin die hNIS-positiven Zellen. < 10 % der abgebildeten Zellen ist positiv
angefarbt.

Die Farbung zeigte im Vergleich zu den Negativ- und Positivkontrollfarbungen hNIS-positive
tRA-stimulierte Zellen (s. Abb. 19C). Quantitativ fanden sich weniger hNIS-positive Zellen
als bei den entsprechenden MCF-7 GVOs. Mit dieser Farbemethode ergab sich ein Nachweis
von etwa <10% hNIS-positiven tRA-stimulierten MCF-7-Zellen.
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3. 3. 3. 3MCF-7 GVO hNIS post 2. sort - Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 20 sind exemplarische Bilder fur stabil transfizierte MCF-7
hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO
hNIS post 2. sort -Zellen) gezeigt (vgl. Durchflusszytometrie, Abb. 15).

Abb. 20: Objekttrager-Farbung: Nachweis der Expression des hNIS durch gentechnisch verénderte
MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO
hNIS post 2. sort -Zellen). Der primére Antikorper (VJ1, IsolgGl oder T84.1) wurde mit einer
Verdiinnung von 1 : 50, der sekundare biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikorper mit einer
Verdunnung von 1 : 200 sowie der tertidre Antikérper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit einer
Verdunnung von 1 : 100 eingesetzt. Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau) eingesetzt.
In B und C erkennt man jeweils die membranstédndige Grunfarbung.

A: Dargestellt sind gentechnisch veranderte MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszyto-
metrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen) in der Isotypkontrollfarbung.
Blau angeférbt sind die Zellkerne dargestellt. Es zeigte sich keine Griinfarbung.

B: Dargestellt sind gentechnisch veranderte MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszyto-
metrisch-gesteuerten ~ Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen) in der
Positivkontrollfarbung. Blau angeférbt sind die Zellkerne dargestellt, griin die T84.1-positiven Zellen.
Etwa 10 % der Zellen sind positiv.

C: Dargestellt sind gentechnisch veranderte MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszyto-
metrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVVO hNIS post 2. sort -Zellen) in der VVJ1-Antikorperfar-
bung. Blau angefarbt sind die Zellkerne dargestellt, grin die hNIS-positiven Zellen. Etwa ein Viertel
der Zellen erscheinen positiv-angefarbt.

Die Farbung zeigte im Vergleich zu den Negativ- und Positivkontrollfarbungen hNIS-positive
MCF-7 GVO -Zellen (s. Abb. 20C, vgl. auch Abb. 19C). Etwa ein Viertel der dargestellten
gentechnisch verédnderten MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszytometrisch-
gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen) zeigten sich mit dieser Farbe-
methode hNIS-positiv.
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3. 3. 3. 4 Native HT29 -Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 21 sind exemplarische Bilder flr native HT29 -Zellen (vgl.
Durchflusszytometrie, Abb. 16) gezeigt.

Abb. 21: Objekttrager-Farbung: Kein Nachweis der hNIS-Expression durch native Ht29 -Zellen. Der
primére Antikorper (VJ1, 1solgG1 oder T84.1) wurde mit einer Verdinnung von 1 : 50, der sekundére
biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikorper mit einer Verdiinnung von 1 : 200 sowie der
tertiare Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit einer Verdiinnung von 1 : 100 eingesetzt.
Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau) verwendet.

A: Dargestellt sind native HT29 -Zellen in der Isokontrollfarbung. Blau angefarbt sind die Zellkerne
dargestellt, keine Griinfarbung.

B: Dargestellt sind native HT29 -Zellen in der Positivkontrollfarbung. Blau angefarbt sind die Zell-
kerne dargestellt, griin die T84.1-positiven Zellen. Man erkennt die membranstédndige Griinfarbung.

C: Dargestellt sind native HT29 -Zellen in der VJ1-Antikdrperfarbung. Blau angefarbt sind die
Zellkerne dargestellt. Es zeigte sich keine Grinfarbung, entsprechend kein Nachweis einer hNIS-
Expression durch die nativen HT29 -Zellen.

Die Farbung zeigte im Vergleich zu den Negativ- und Positivkontrollfarbungen keine hNIS-
Expression der nativen HT29 -Zellen (Abb. 21C).
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3.3.3.5HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen

In der nachfolgenden Abbildung 22 sind exemplarische Bilder fur stabil transfizierte HT29
GVO hNIS post 3. sort -Zellen (vgl. Durchflusszytometrie, Abb. 16) gezeigt.

A B C

Abb. 22: Objekttrager-Farbung: Nachweis der hNIS-Expression durch gentechnisch verédnderte HT29
hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3.
sort -Zellen). Der primére Antikorper (VJ1, 1solgG1 oder T84.1) wurde mit einer Verdiinnung von 1 :
50, der sekundare biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikdrper mit einer Verdiinnung von 1 :
200 sowie der tertiare Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit einer Verdiinnung von 1 :
100 eingesetzt. Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau) eingesetzt. In B und C erkennt
man jeweils die membranstandige Grunfarbung.

A: Dargestellt sind HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen in der Isotypkontrollfarbung. Blau angefarbt
sind die Zellkerne, grun stellt in diesem Fall ein Artefakt dar.

B: Dargestellt sind HT29 GVVO hNIS post 3. sort -Zellen in der Positivkontrollfarbung. Blau angefarbt
sind die Zellkerne, griin T84.1-positive Zellen.

C: Dargestellt sind HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen in der VJ1-Antikérperfarbung. Blau
angefarbt sind die Zellkerne, griin hNIS-positive Zellen.

Die Farbung zeigte im Vergleich zu den Negativ- und Positivkontrollfarbungen hNIS-positive
gentechnisch veranderte HT29 hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytometrisch-gesteuer-
ten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen).
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3.3.3. 6 HT29 und MCF-7 GVO hNIS -Zellen nach durchflusszyto-

metrischer Sortierung ohne Zeocin im Kulturmedium

In den folgenden Abbildungen sind beispielhaft die Farbungen von MCF-7 GVO -Zellen nach
der ersten durchflusszytometrischen Sortierung sowie von HT29 GVO -Zellen nach der ersten
bzw. der dritten durchflusszytometrischen Sortierung, jeweils etwa eineinhalb bzw. drei
Monate ohne Zeocin im Kulturmedium, gezeigt.

A

Abb. 23: Objekttrager-Farbung: Nachweis der hNIS-Expression durch gentechnisch verédnderte HT29
hNIS -Klone nach der dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3.
sort -Zellen) etwa eineinhalb Monate ohne Zeocin im Kulturmedium (vgl. auch Abb. 27). Der priméare
Antikorper (VJ1, IsolgGl oder T84.1) wurde mit einer Verdinnung von 1 : 50, der sekundare
biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikorper mit einer Verdiinnung von 1 : 200 sowie der
tertiare Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit einer Verdiunnung von 1 : 100 eingesetzt.
Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau) eingesetzt. In B und C erkennt man jeweils die
membranstandige Grinfarbung.

A: Dargestellt sind HT29 GVO hNIS post 1. sort -Zellen in der Isotypkontrollfarbung. Blau angefarbt
sind die Zellkerne.

B: Dargestellt sind HT29 GVVO hNIS post 3. sort -Zellen in der Positivkontrollfarbung. Blau angefarbt
sind die Zellkerne, griin T84.1-positive Zellen.

C: Dargestellt sind HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen in der VJ1-Antikorperfarbung. Blau
angefarbt sind die Zellkerne, grin hNIS-positive Zellen.

A

Abb. 24: Objekttrager-Farbung: Nachweis der hNIS-Expression durch gentechnisch verdnderte MCF-
7 hNIS -Klone nach der ersten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS
post 1. sort -Zellen) etwa drei Monate ohne Zeocin im Kulturmedium (vgl. auch Abb. 27). Der
primare Antikorper (VJ1, IsolgG1 oder T84.1) wurde mit einer Verdiinnung von 1 : 50, der sekundére
biotinylierte polyklonale Ziege anti-Maus Antikorper mit einer Verdinnung von 1 : 200 sowie der
tertidre Antikorper Alexa Fluor Streptavidin 488 (griin) mit einer Verdiinnung von 1 : 100 eingesetzt.
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Dapi mounting Medium wurde als Kernfarbung (blau) eingesetzt. In B und C erkennt man jeweils die
membranstandige Grunfarbung.

A: Dargestellt sind MCF-7 GVO hNIS post 1. sort -Zellen in der Isotypkontrollifarbung. Blau
angefarbt sind die Zellkerne.

B: Dargestellt sind MCF-7 GVO hNIS post 1. sort -Zellen in der Positivkontrollfarbung. Blau
angefarbt sind die Zellkerne, griin T84.1-positive Zellen.

C: Dargestellt sind MCF-7 GVO hNIS post 1. sort -Zellen in der VJ1-Antikorperfarbung. Blau
angeférbt sind die Zellkerne, grin hNIS-positive Zellen.

Sowohl in Abb. 23C als auch in Abb. 24C erkennt man, analog zum funktionellen Befund
vgl. Abb. 27, dass die HT29 bzw. MCF-7 hNIS-GVOs auch ohne den Selektionsdruck von
Zeocin Uber einen langeren Zeitraum (eineinhalb bzw. drei Monate) in Kultur hNIS-positiv

angefarbt sind.

3. 4 In vitro Experimente mit radioaktiven Nukliden

3. 4. 1 In vitro Radioiodidaufnahmeversuche

Im Radioaktivversuch wurde mittels der nachgewiesenen Radioiodidaufnahme untersucht, ob
die verschiedenen Zelllinien-Klone das hNIS-Protein funktionell exprimierten. Die Zelllinien
MeWo, HT29, MCF-7 und PaCa 5061 konnten erfolgreich transfiziert werden (s. Abb. 23).
Als Kontrollen dienten jeweils native Zellen bzw. GVO pcDNA+ und tRA-stimulierte Zellen.
Weiterhin wurden auch Negativkontrollen der getesteten Zellen mit Kaliumperchlorat, das
den NIS-vermittelten Transport blockiert (Carrasco 1993), untersucht.

Erfolgreich transfizierte und ein funktionelles hNIS-Protein exprimierende Zell-Klone wurden
durch die nachgewiesene Radioiodidaufnahme identifiziert.

Im Radioiodidaufnahmeversuch zeigten zunéchst alle erfolgreich kultivierten hNIS-GVOs
eine signifikante Mehraufnahme an Radioaktivitat als die jeweiligen Kontrollzellen. Bei den
ersten Versuchsdurchlaufen wurde auch die Restaktivitdt in den Zelliberstdnden (nicht

abgebildet) gemessen. Hierbei zeigten sich reziproke Werte zu den Zelllysatmesswerten.
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Abb. 25: In vitro Radioiodidaufnahme verschiedener gentechnisch verénderter Zellklone sowie
nativer Zellen, gentechnisch veranderter Kontrollzellen und tRA-stimulierter Zellen.

A: HT29: Die hNIS GVO -Zellen zeigten, in Bezug auf die Mittelwerte, eine 27-fache
Mehranreicherung bzw. eine 23-fache Mehranreicherung an lodid in Bezug auf die nativen bzw. die
Negativkontrollzellen.

B: MCF-7: Die hNIS GVO -Zellen zeigten, in Bezug auf die Mittelwerte, eine 90-fache
Mehranreicherung bzw. eine 5-fache Mehranreicherung an lodid in Bezug auf die nativen bzw. die
stimulierten Kontrollzellen.

C: MeWo: Die hNIS1 GVO -Zellen zeigten, in Bezug auf die Mittelwerte, eine 6-fache
Mehranreicherung an lodid in Bezug auf die nativen Kontrollzellen.

D: PaCa5061: Die hNIS GVO -Zellen zeigten, in Bezug auf die Mittelwerte, eine 10-fache
Mehranreicherung bzw. eine 20-fache Mehranreicherung an lodid in Bezug auf die nativen bzw. die
Negativkontrollzellen. ppcona+ vhnist = 0,0029; ppcona+ vmnis2 = 0,0021; ppcona+ 1mniss = 0,0369;
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PpcoNA+ 2mnist = 0,0045; ppeonas 2/mnis2 = 0,0134; pocona+ 2mniss = 0,0447; Ppcona+ 3/mNist =
0,0032; ppcona+ amnis2 = 0,0042; ppeona+ 3mnisz = 0,0371; punnist = 0,0037; prmnize = 0,0053;
Prhniss = 0,0480

*: Statistisch signifikanter Unterschied in der Radioiodidaufnahme zwischen den pcDNA+ -GVO und
den hNIS-GVO -Kulturen.

**: Statistisch signifikanter Unterschied in der Radioiodidaufnahme zwischen den nativen Zelllinien
und den hNIS-GVO -Kulturen.

***. Statistisch signifikanter Unterschied in der Radioiodidaufnahme zwischen den mit tRA
stimulierten und den hNIS-GVO -Kulturen.

Abbildung 25 zeigt jeweils einen statistisch signifikanten Unterschied in der Aufnahme an
Radioaktivitat zwischen den nativen Zellen und den hNIS-GVO -Klonen (vgl. jeweils die zu
den schwarzen Balken in der Abbildung angegebenen p-Werte). Hier wird, kongruent zu den
vorhergehend gezeigten Ergebnissen der verschiedenen Farbemethoden und den jeweiligen
Anteilen des exprimierten hNIS-Proteins (vgl. 3.3.2 und 3.3.3), deutlich, dass die MCF-7 und
HT29 hNIS-GVO -Klone quantitativ am meisten Radioaktivitat aufnahmen (um einen Faktor
90 bzw. 27-mal mehr Radioaktivitdt als die jeweiligen nativen Kontrollzellen). Im Fall der
gentechnisch veranderten MeWo und PaCa 5061 -Zellen zeigte sich allerdings durch wieder-
holte Durchfiilhrung des Radioaktivversuchs, dass die Aufnahme der Radioaktivitdt mit der
Zeit abnahm und sich im zeitlichen Verlauf mehrerer Passagen denen der nativen Kulturen
annédherten. SchlieBlich nahmen diese Zellklone keine - signifikant von der nativen Kultur
erhohte - Radioaktivitdt mehr auf. Auch bei den HT29 und MCF-7 hNIS -GVOs nahm die
Aufnahme der Radioaktivitat mit der Zeit in Kultur ab. Allerdings stellte sich dieser Effekt bei
den HT29 und MCF-7 hNIS -GVOs als nicht so eklatant, wie bei 0. g. Zellen heraus.
Deswegen wurden die MCF-7 und HT29 hNIS -GVO-Klone weiterverwendet und durchfluss-
zytometrisch-gesteuert sortiert, damit der Anteil der das hNIS-Protein membrands-expri-
mierender Zellen in der Zellkultur anstieg.

Die Zellen wurden im Radioaktivversuch auch auf ihre Fahigkeit hin getestet, ein funktio-
nelles hNIS-Protein durch die Stimulation mit tRA zu exprimieren (vgl. Abb. 25B und 26).
Die néchste Abbildung (Abb. 26) zeigt auflerdem beispielhaft die Auswirkungen von
Kaliumperchlorat auf die Radioiodidaufnahme durch HT29 - und MCF-7 - Zellen.
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Abb. 26: Radioiodidaufnahmeversuch (**1 -Aufnahme): Vergleich von HT29- und MCF-7- Zellen.
Die Zellen wurden fir 1 h mit 1 pCi pro Probe inkubiert, dann zweimal mit Puffer gewaschen. An-
schlieRend wurden die Zellen lysiert und die Zellsuspension im y-counter fur 10 min gemessen. Darge-
stellt ist der Unterschied in der Aufnahme von Radioaktivitdt durch die Blockung mit Kalium-

perchlorat, das dem Inkubationsmedium zugesetzt worden war.
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A: Messwerte von gentechnisch verénderten HT29 hNIS -Klonen nach der dritten durchflusszytome-
trisch-gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen), HT29 tRA -Zellen (nach 24 h
Stimulation mit tRA) sowie nativen Zellen. Die Werte der Perchlorat-blockierten Zellen entsprechen
im Wesentlichen denen der nativen Zellen.

*: Der dargestellte Unterschied zwischen den gentechnisch verénderten HT29 hNIS -Klonen nach der
dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen) und
allen anderen dargestellten Zellen war signifikant. In Bezug auf die nativen Zellen reicherten die
GVOs 526-mal mehr lodid an.

B: Messwerte von gentechnisch verdnderten MCF-7 hNIS -Klone nach der zweiten durchflusszytome-
trisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen), MCF-7 tRA -Zellen (nach 48 h
Stimulation mit tRA) sowie nativen Zellen. In Bezug auf die nativen bzw. die stimulierten Zellen
reicherten die GVVOs 58,5-mal bzw. 6,5-mal mehr lodid an. Die stimulierten nativen Zellen reicherten
9-mal mehr lodid an als die nativen Zellen. Die Mittelwerte der Perchlorat-blockierten Zellen
schwankten unterhalb von 5000 cpm, sodass die nativen MCF-7 im Mittel etwas mehr lodid
aufnahmen (weniger als zweimal mehr).

**: Der dargestellte Unterschied zwischen den MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen und allen
anderen dargestellten Zellen war signifikant.

***: Der dargestellte Unterschied zwischen den stimulierten Zellen und den mit Kaliumperchlorat
blockierten Zellen war signifikant.

Es stellte sich heraus, dass vor allem MCF-7 -Zellen durch tRA zur Expression eines funktio-
nellen hNIS-Proteins gebracht werden konnten. Bei den HT29 -Zellen zeigte sich dies nicht.
Bei der wiederholten Durchfiihrung o. g. Experimentes zeigte sich, wie in der Literatur fur
MCF-7 beschrieben, dass eine 48-stiindige Inkubation mit tRA den maximalen hNIS-Ex-
pressionseffekt zeigt (Kogai et al. 2000, Spitzweg et al. 2003). Da Ht29 aber keine hNIS-Ex-
pression zeigte, wurde nur eine 24h Inkubation durchgefiihrt, wie oben gezeigt. Fiir weitere
Experimente wurden dann nur die stimulierten MCF-7 -Zellen verwendet. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass Kaliumperchlorat die Radioiodidaufnahme signifikant sowohl

bei den tRA-stimulierten Zellen als auch bei den GVVOs verhindert.

3. 4. 2 Radioiodidaufnahmeversuch: Zellklone mit und ohne Zeocin im

Kulturmedium

Zunéchst wurde als Vorversuch fur die in vivo Experimente das Zeocin im Kulturmedium von
gentechnisch veranderten HT29 hNIS -Klonen nach der ersten durchflusszytometrisch-gesteu-
erten Sortierung (HT29 post 1. sort -Zellen) weggelassen. Zeocin wurde auch den Versuchs-
tieren spater nicht zugefihrt und somit hatten die Tumorzellen in den Versuchstieren keinen
Kontakt mit dem Antibiotikum. Im Radioaktivversuch wurde kontrolliert, ob und wie weit

dies eine Auswirkung auf die Aufnahme von Radioaktivitét hatte (vgl. Abb. 27A).
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Abb. 27: Zeitlicher Verlauf der Radioiodidaufnahme der verschiedenen gezeigten GVO-Klone in
verschiedenen durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierungsstufen mit Zeocin als Selektions-
medium im Vergleich zu Klonen in Kulturmedium ohne Zeocin; beides jeweils mit nativen Zellen als
Kontrollpopulation. Der Unterschied der GVOs zu den nativen Zellen war jeweils signifikant.

A: HT29 post 1. sort -Zellen in Kultur mit / ohne Zeocin im Vergleich zur nativen Kultur (21-fach
bzw. 26-fach mehr lodid als die nativen Zellen) nach einer Woche unter diesen Kulturbedingungen
sowie nach vierzehn Passagen, also etwa drei Monaten (13-fach bzw. 15-fach mehr lodid als die
nativen Zellen). Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich nach drei Monaten (schwarzer
Balken). *: Nach drei Monaten zeigte sich eine statistisch signifikante (p = 0,0180) Steigerung der
Radioaktivitatsaufnahme bei den GVVOs mit Selektionsdruck. **: Nach drei Monaten zeigte sich keine
statistisch signifikante (p = 0,5195) Reduktion der Radioaktivitdtsaufnahme bei den GVOs ohne
Selektionsdruck.

B: HT29 post 3. sort -Zellen in Kultur mit / ohne Zeocin im Vergleich zur nativen Kultur nach funf
Wochen (52,5-fach bzw. 35-fach mehr lodid als die Nativen) unter diesen Kulturbedingungen sowie
nach neun Passagen, also etwa nach eineinhalb Monaten (16-fach bzw. 12,5-fach mehr lodid als die
nativen Zellen). Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich nach eineinhalb Monaten
(schwarzer Balken). * und **: Nach eineinhalb Monaten zeigte sich weder bei den GVVOs mit noch bei
denen ohne Zeocin eine statistisch signifikante (p* = 0,1379 bzw. p** = 0,3175) Reduktion der Radio-
aktivitatsaufnahme.

C: MCF-7 post 1. sort -Zellen mit / ohne Zeocin im Vergleich zur nativen Kultur nach einem Monat
(also nach vier Passagen) unter diesen Kulturbedingungen (294-fach bzw. 282-fach mehr lodid als die
Nativen) sowie nach elf Passagen, also etwa nach drei Monaten (49-fach bzw. 36-fach mehr lodid als
die Nativen). Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich nach drei Monaten (schwarzer
Balken). * und **: Nach drei Monaten zeigte sich sowohl bei den GVOs mit als auch bei denen ohne
Zeocin eine statistisch signifikante (p* = 0,0039 bzw. p** = 0,0051) Reduktion der Radioaktivitats-
aufnahme.
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Dieser Versuch zeigte, dass die stabil-transfizierten GVO-Klone auch ohne den Selektions-
druck des Zeocins das hNIS-Protein weiterhin funktionell membrantds exprimierten
(statistisch signifikant erhohte Messwerte im Vergleich zu den nativen Kontrollzellen, vgl. p-
Wertangaben jeweils rechts neben der Abbildung; vgl. auch Abb. 23C und 24C). Des
Weiteren stellte sich heraus, dass die Abnahme der Radioaktivitdtsaufnahme der HT29-Zellen
nicht signifikant war und sich im Vergleich mit / ohne Zeocin nicht wesentlich unterschied.
Bei den MCF-7-Zellen war die Abnahme statistisch signifikant, im Vergleich zu den Zellen,
die weiterhin mit Zeocin in Kontakt standen, aber &hnlich.

Im Anschluss an den Versuch mit gentechnisch verdnderten HT29 hNIS -Klonen nach der
ersten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (HT29 post 1. sort -Zellen), wurden
HT29 -Zellen der dritten Sortierungsstufe (HT29 hNIS post 3. sort -Zellen) in die ersten
Versuchsméuse injiziert und die Kulturen zeitlich parallel mit und ohne Zeocin in Kultur
gehalten (vgl. Abb. 27B). Auch hier zeigte sich in der Zellkultur keine statistisch signifikante
Reduktion der Radioaktivitdtsaufnahme der Zellen. Zusétzlich wurde der Versuch auch mit
den MCF-7 GVO-Klonen durchgefiihrt, da diese fiir spétere in vivo Experimente getestet
werden sollten. Bei diesen zeigte sich nach drei Monaten ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Zellen mit und ohne Zeocin sowie im zeitlichen Verlauf eine

statistisch signifikante Reduktion der Radioaktivitdtsaufnahme der Zellen.

3. 4. 3 Versuche zur lodideffluxhemmung mit DIDS

Um die lodidretentionszeit in der Zelle zu verlangern, wurde der nicht-selektive Anionen-
kanalblocker DIDS in einer Konzentration von 1 mM dem Inkubationsmedium im DIDS-
Versuchsarm zugesetzt (Amphoux-Fazekas et al. 1998, Shennan 2001, Manley et al. 2005).
Die Negativkontrollen hatten normales Medium ohne DIDS. Nach dem Waschvorgang
wurden die Zellen in HBSS-Puffer bis zu den einzelnen Messpunkten inkubiert. Die
Messpunkte lagen bei 2, 5, 10, 20, 30 und 45 min. Flr jeden Messpunkt wurden zwei
Messwerte erhoben. AuBerdem wurden zum Zeitpunkt t = 0 min Ausgangswerte erhoben und
die beschriebenen Kontrollen untersucht (s. Material und Methoden). Da der Versuchsablauf
sehr komplex war (durch das zeitkritische Waschen und die hohe Anzahl an Zellen) wurden
die Versuche doppelt ausgefiihrt, um die Auswirkungen maoglicher Fehler gering zu halten
(vgl. Gértner 2009). Die Versuche wurden mit HT29 und MCF-7 -Zellen durchgefihrt.
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Abb. 28: HT29 -Zellen: Radioiodideffluxversuch mit Hemmung des Effluxes durch DIDS. Die Zellen
wurden 1 h mit *?°I (1 pCi pro Probe) mit bzw. ohne DIDS mit einer DIDS-Konzentration von 1 mM
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inkubiert, anschliefend gewaschen und bis zu den Messpunkten (2, 5, 10, 20, 30, 45 min) im HBSS-
Puffer inkubiert. Danach wurden die Zellen lysiert und fuir 10 min im y-counter gemessen.

Dargestellt sind die Zelllysatmesswerte von gentechnisch verédnderten HT29 hNIS -Klonen nach der
dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (HT29 GVO hNIS post 3. sort -Zellen) und von
nativen HT29 -Zellen.

pAnnis + beschreibt die Wahrscheinlichkeit fir einen Unterschied der Messwerte zum Zeitpunkt t
zwischen GVOs mit und ohne DIDS. Der Unterschied zwischen den GVOs und den nativen Zellen
war statistisch signifikant.

A: Nur die letzten drei Messwerte zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
HT29 GVOs mit und ohne DIDS.

B: Hier zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied.

Der Unterschied zwischen den GVOs und den nativen Zellen war statistisch signifikant (Abb.
25A und 26A). Es zeigten sich teilweise statistisch signifikant erhdhte Messwerte bei den
gentechnisch verdnderten HT29 hNIS -Klonen nach der dritten durchflusszytometrisch-
gesteuerten Sortierung, die mit DIDS inkubiert worden waren, im Vergleich zu denen ohne
DIDS. Allerdings - wie auch an den Fehlerbalken in den Abbildungen zu sehen ist - zeigten

die Messwerte teilweise grof3e Schwankungen.
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Abb. 29: MCF-7 -Zellen: Radioiodideffluxversuch mit Hemmung des Effluxes durch DIDS. Die
Zellen wurden 1 h mit 1 (1uCi pro Probe) mit bzw. ohne DIDS mit einer DIDS-Konzentration von 1
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mM inkubiert, anschlieRend gewaschen und bis zu den Messpunkten (2, 5, 10, 20, 30, 45 min) im
HBSS-Puffer inkubiert. Danach wurden die Zellen lysiert und fiir 10 min im y-counter gemessen.
Dargestellt sind die Zelllysatmesswerte von gentechnisch verdnderten MCF-7 hNIS -Klonen nach der
zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen) und
von nativen MCF-7 -Zellen. Die tRA-Stimulation nativer MCF-7 -Zellen erfolgte zuvor fur 48 h.
pAnnis + beschreibt die Wahrscheinlichkeit fir einen Unterschied der Messwerte zum Zeitpunkt t
zwischen GVOs mit und ohne DIDS. pAra bezieht sich auf die stimulierten Zellen.

Die nativen Zellen zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied mit und ohne DIDS. Es zeigte
sich ein statistisch signifikanter Unterschied jeweils zwischen den GVOs, den stimulierten MCF-7 —
Zellen und den nativen MCF-7 -Zellen.

A: Die tRA-stimulierten Zellen zeigten keinen signifikanten Unterschied. Bei den MCF-7 GVOs
zeigen nur die Messpunkte t = 20 min und t = 45 min einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den GVOs mit und ohne DIDS.

B: Die GVOs zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied. Die tRA-stimulierten MCF-7 -
Zellen zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied bei den Messpunkten 5, 30 und 45 min mit
und ohne DIDS.

Die nativen MCF-7 -Zellen zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied mit und ohne
DIDS. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied jeweils zwischen den gentech-
nisch veranderten MCF-7 hNIS -Klonen nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen), den tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen und
den nativen MCF-7 -Zellen (vgl. Abb. 25B und 26B). Es zeigten sich teilweise statistisch
signifikant erhdhte Messwerte bei den MCF-7 hNIS GVO -Zellen sowie den tRA-stimulierten
Zellen, die mit DIDS inkubiert worden waren. Allerdings zeigten die Messwerte ebenfalls
grolRe Schwankungen.

Da zwar eine Tendenz zu erkennen war, die fur eine erhéhte lodidretentionszeit bei den mit
DIDS behandelten Zellen sprach, diese aber nur selten signifikant war, wurde der Versuchs-
aufbau geéndert. Um die lodidretentionszeit in der Zelle zu verlangern, wurde der Anionen-
kanalblocker DIDS in einer Konzentration von 1 mM zusétzlich auch in das radioaktive Inku-
bationsmedium und - wie gehabt - nach dem Waschvorgang in dem HBSS-Puffer auf die
Zellen pipettiert und diese so bis zu den einzelnen Messpunkten inkubiert. Die Messpunkte
lagen bei 2, 5, 10, 20, 30 und 45 min. Fir jeden Messpunkt wurden zwei Messwerte erhoben.
Aulerdem wurden zum Zeitpunkt t =0 min Ausgangswerte erhoben.

Da der Versuchsablauf sehr komplex war (durch das zeitkritische Waschen und die hohe

Anzahl an Zellen) wurden auch hier die Versuche doppelt ausgefiihrt (vgl. Gértner 2009).
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Abb. 30: DIDS-Zusatz auch im radioaktiven Inkubationsmedium der MCF-7 -Zellen: Radioiodid-
effluxversuch mit Hemmung des Effluxes durch DIDS. Die Zellen wurden 1 h mit **°1 (1 pCi pro
Probe) mit bzw. ohne DIDS mit einer DIDS-Konzentration von 1 mM inkubiert, anschliefend
gewaschen und bis zu den Messpunkten (0, 2, 5, 10, 20, 30, 45 min) im HBSS-Puffer, der im DIDS-
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Versuchsarm ebenfalls DIDS enthielt, inkubiert. Danach wurden die Zellen lysiert und fir 10 min im
y-counter gemessen.

Dargestellt sind die Zelllysatmesswerte von gentechnisch verdnderten MCF-7 hNIS -Klonen nach der
zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen) und
von nativen MCF-7 -Zellen. Die tRA-Stimulation nativer MCF-7 -Zellen erfolgte zuvor fur 48 h.
pAnnis ¢ beschreibt die Wahrscheinlichkeit fir einen Unterschied der Messwerte zum Zeitpunkt t
zwischen GVOs mit und ohne DIDS. pAra bezieht sich auf die stimulierten Zellen.

Die nativen Zellen zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied mit und ohne DIDS. Es zeigte
sich ein statistisch signifikanter Unterschied jeweils zwischen den GVOs, den stimulierten MCF-7 -
Zellen und den nativen MCF-7 -Zellen.

A: Die tRA-stimulierten Zellen und die GVOs zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied mit
und ohne DIDS.

B: Die GVOs zeigten nur teilweise einen statistisch signifikanten Unterschied, die tRA-stimulierten
MCEF-7 -Zellen zeigen meistens einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich mit und ohne
DIDS.

Die nativen MCF-7 -Zellen zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied mit und ohne
DIDS. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied jeweils zwischen den gentech-
nisch veranderten MCF-7 hNIS -Klonen nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten
Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen), den tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen und
den nativen MCF-7 -Zellen (vgl. Abb. 25B, 26B und 29). Es zeigten sich weiterhin teilweise
statistisch signifikant erhohte Messwerte bei den MCF-7 hNIS GVO -Zellen sowie den tRA-
stimulierten Zellen, die mit DIDS inkubiert worden waren. Allerdings zeigten die beiden
jeweiligen Einzelmesswerte auch hier grofRe Schwankungen (erkennbar an der dargestellten

Standardabweichung).

3. 4. 3. 1 Tripletts mit / ohne DIDS

Da der Verlauf der abgebildeten Kurven zwar die Tendenz erkennen liel3, dass das lodid bei
der Behandlung mit DIDS langsamer wieder aus den Zellen gelang, dies aber nicht immer
statistisch signifikant gezeigt werden konnte, wurde der zuletzt beschriebene Versuchsaufbau
noch mal mit drei Proben pro Messzeitpunkt durchgefiihrt. Damit sollte der statistische Fehler
einer einzelnen Messung abgemildert werden. Da sich hierdurch die Anzahl der Proben er-
héhte, wurden weniger Messpunkte verwendet. Auch dieser Versuchsaufbau wurde zweimal
durchgefuhrt. In der folgenden Abbildung (Abb. 31) ist jeweils ein Versuchsdurchgang dar-
gestellt. Verwendet wurden beim ersten Durchgang die Zellen wie in den vorbeschriebenen
Versuchen, beim gezeigten zweiten Durchgang wurden Klone nach Zellausdiinnung

(,,limiting dilution*) benutzt.
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Abb. 31: Tripletts mit / ohne DIDS: **lodideffluxmessungen zu den Messzeitpunkten 0, 5, 20, 30 und
45 min. Zu allen Messzeitpunkten wurden drei Messwerte erhoben. DIDS wurde im DIDS-
Versuchsarm in einer Konzentration von 1 mM dem radioaktiven Inkubationsmedium sowie dem
HBSS-Puffer bis zum jeweiligen Messzeitpunkt zugesetzt.

A: Dargestellt sind die Zelllysatmesswerte von gentechnisch veranderten HT29 hNIS -Klonen nach
der vierten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung sowie nach Zellausdiinnung (,,limitig
dilution®) und Auswahl des das hNIS-Proteins am starksten funktionell exprimierenden Zellklons
(HT29 GVO hNIS post 4. sort Klon#28 -Zellen) und von nativen HT29 -Zellen.
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pAnnis ¢ beschreibt die Wahrscheinlichkeit fir einen Unterschied der Messwerte zum Zeitpunkt t
zwischen GVOs mit und ohne DIDS. Die nativen Zellen zeigten keinen statistisch signifikanten
Unterschied mit und ohne DIDS. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied jeweils
zwischen den GVOs und den jeweiligen nativen Zellen sowie zwischen den MCF-7 GVOs und den
tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen und sowie den tRA-stimulierten Zellen und den nativen MCF-7 -
Zellen. Bei den GVVOs mit und ohne DIDS war der Unterschied immer statistisch signifikant.

B: Dargestellt sind die Zelllysatmesswerte von MCF-7 GVO hNIS post 2. sort Klon#1 -Zellen und
nativen MCF-7 -Zellen. Die tRA-Stimulation nativer MCF-7 -Zellen erfolgte zuvor fiir 48 h.

pAnnis ¢ beschreibt die Wahrscheinlichkeit fir einen Unterschied der Messwerte zum Zeitpunkt t
zwischen GVOs mit und ohne DIDS. pAwa: bezieht sich auf die stimulierten Zellen.

Bei diesem Versuch wurde als HT29 hNIS-Klon ein gentechnisch veranderter HT29 hNIS -
Klon nach der vierten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung sowie nach Zellaus-
diinnung (,,limitig dilution*) und Auswahl des das hNIS-Proteins am stérksten funktionell
exprimierenden Zellklons (HT29 GVO hNIS post 4. sort Klon#28 -Zellen) benutzt.

Die nativen Zellen zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied mit und ohne DIDS.
Wie in den vorherigen Versuchen gesehen, zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied
jeweils zwischen den GVOs und den jeweiligen nativen Zellen sowie zwischen den MCF-7
GVOs und den tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen und sowie zwischen den tRA-stimulierten
Zellen und den nativen MCF-7 -Zellen (vgl. 25B, 26B, 29 und 30). Bei den tRA-stimulierten
Zellen war nur bei t = 45 min kein statistisch signifikanter Unterschied festzustellen, an-
sonsten zeigte sich eine statistisch signifikante Mehraufnahme an Radioaktivitat bei den tRA-
stimulierten MCF-7 -Zellen mit DIDS im Vergleich zu denen ohne DIDS-Behandlung. Bei
den GVOs war der Unterschied immer statistisch signifikant (vgl. jeweils die in der Abbil-
dung 31 dargestellten p-Werte).

Bei diesem Versuchsaufbau zeigten sich vor allem bei den hNIS GVOs (ber den gesamten
Messzeitraum statistisch signifikant erhdhte Radioaktivmesswerte der Zellen, die mit DIDS
behandelt wurden. Auch bei den tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen waren die Messwerte in
dieser Gruppe statistisch signifikant hdher. Allerdings war sowohl bei den HT29 hNIS GVOs
als auch bei den tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen eine Annaherung der beiden Kurven im

Zeitverlauf zu erkennen.
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3. 5 In vivo Radioaktivversuche

Die in vivo Versuche wurden mit gentechnisch verdnderten HT29 hNIS -Klonen nach der
dritten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (HT29 hNIS GVO post 3. sort) und mit
nativen BxPc3 und HT29 -Zellen in den Versuchstieren durchgefihrt.

Zunachst wurde, analog zu den Versuchen in vitro, die Aufnahme von **lodid in die Organe
der Versuchstiere untersucht. AnschlieBend wurden erste Versuche mit **"Tc gemacht, da
dieses fur die Bildgebung verwendet werden sollte.

Abb. 32: Beispiel eines zerteilten HT29 hNIS GVO -Tumors in einer 6-Well-Platte vor der Messung
im y-counter. Die schwarzen Pfeile deuten auf nekrotische Anteile des Tumors. Die vitalen, besser
perfundierten, proliferierenden Tumoranteile liegen eher peripher.

Abbildung 32 zeigt einen in einer 6-Well-Platte zerteilten HT29 GVO-Tumor. Man erkennt
deutlich die nekrotischen Tumoranteile in der Mitte des Tumors sowie die deutlich vitaleren,
rosig erscheinenden, besser perfundierten, peripheren Anteile.

Die nachfolgenden Graphen zeigen die Radioiodidaufnahme der einzelnen Gewebetypen /

Organe bei den in vivo Experimenten.
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Abb. 33: In vivo Experiment mit zwei HT29 hNIS GVO -Tumor -positiven Mausen, die sechs
Wochen zuvor mit Tumorzellen injiziert worden waren. Einer Maus waren zu Versuchsbeginn am
Messtag jeweils 1,1-1,5 MBq '#I i. v. injiziert worden. AnschlieRend zirkulierte die Radioaktivitat fiir
eine Stunde in den Versuchstieren.

Die gewachsenen Tumoren waren zu grof fiir die Messrohrchen. Deswegen wurden sie geteilt. Die
tatsachlichen Tumormesswerte berechnen sich also aus der Addition der Messwerte der aufgefiihrten
einzelnen Tumoren. Der GVO-Tumor hat jeweils am meisten Radioaktivitat aufgenommen.

A: Versuch mit **°I. Gemessen wurde fiir 10 min im y-counter. Der GVO -Tumor zeigte etwa dreimal
mehr Radioaktivitét als die Schilddriise (+Tracheaanteile).

B: Versuch mit ®™Tc. Gemessen wurde fiir 1 min im y-counter. Auffallig ist hier, dass die Leber fast
so viel Radioaktivitdt aufgenommen hat wie die Schilddrise. Der GVO -Tumor zeigte etwa viermal
mehr Radioaktivitét als die Schilddruse (+Tracheaanteile).
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In der Interpretation von Abbildung 33 muss mit eingehen, dass die GVO -Tumoren zu grof
fur die Messrohrchen waren und deshalb fiir die y-counter-Messung zerteilt wurden (vgl. auch
Abb. 32). Dementsprechend ergaben sich die Messwerte der von dem jeweiligen Tumor auf-
genommenen Radioaktivitatsmenge aus der Addition der dargestellten Einzelmesswerte. Zu-
néchst wurde, analog zu den in vitro Versuchen, **lodid verwendet. AnschlieRend wurde der
Versuch mit *™Tc wiederholt, da dieses fiir die spatere Bildgebung eingesetzt werden sollte.
In beiden Versuchen ist der hNIS GVO -Tumor das Gewebe, das mit Abstand am meisten
Radioaktivitat aufgenommen hat. Dann folgen Magen, Schilddriise und Leber. Der Schwanz
hat relativ viel Radioaktivitat, da Uber die Schwanzvene der i. v. -Zugang gelegt wurde und
die Tiere hiertiber die radioaktive Losung infundiert bekommen haben.

Der Versuch mit ®™Tc wurde noch mit einer Negativkontrolltumormaus zum Vergleich
wiederholt (vgl. Abb. 34A).
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Abb. 34: In vivo Experiment mit einer hNIS-positiven und einer -negativen Maus, die HT29 -
Tumoren trugen und acht Wochen zuvor die Tumorzellen s. c. injiziert bekommen hatten. Einer Maus
waren zu Versuchsbeginn am Messtag jeweils etwa 0,92MBq **"Tc i. v. injiziert worden. Die
Radioaktivitat zirkulierte fur eine Stunde im Organismus.

Links ist immer das jeweilige Organ der hNIS-GVO-positiven Maus, rechts das mit dem nativen
HT29 -Tumor (gekennzeichnet mit “+* und “-“) dargestellt.

A: Organverteilung der gemessenen Radioaktivitéat.

B: Darstellung der gemessenen Aktivitat in Bezug auf das jeweilige Organ- / Gewebegewicht
entsprechend Tabelle 7 (gemessene Aktivitat dividiert durch das jeweilige Gewicht). Die ent-
nommenen Gewebe / Organe wurden zunichst gewogen und anschlieSend im y-counter gemessen.

*. Der hNIS -Tumor zeigt 56 % der Aktivitat der normalen Schilddriise, 43 % der Aktivitat des
normalen Magens sowie 146 % der Aktivitat der normalen Leber.

In der Verteilung der Radioaktivitét zeigten sich deutliche Unterschiede. Quantitativ nahm der

GVO -Tumor am meisten Radioaktivitat auf, gefolgt von der Schilddriise, der Leber und dem
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Magen des Versuchstiers mit dem hNIS-negativen Tumor sowie der Schilddrise des
Versuchstiers mit dem hNIS-positiven Tumor (vgl. Abb. 34A).

Die in der nachfolgenden Tabelle 7 gezeigten Werte gehdren zu Abbildung 34B. Da sich die
Messwerte im y-counter auf Organe verschiedener GrolRe beziehen, wurden die dort
gemessenen Werte in Bezug zur jeweiligen Organmasse gesetzt, die gemessene Aktivitat
wurde also durch das gemessene Gewebe- /Organgewicht dividiert (cpm / mg). Dies bringt

eine qualitativ htherwertige Aussage uber die Verteilung der aufgenommen Radioaktivitét.

Tab. 7: Entsprechend der Abb. 34B werden die Verhdltnisse der aufgenommen Aktivitat zum jeweili-
gen Gewicht des entnommenen Gewebes bzw. Organs (cpm / mg) aufgefiihrt. Gezeigt sind die Werte
fur die Gewebe / Organe des den hNIS -positiven und des den hNIS-negativen Tumor tragenden
Versuchstiers. Relevante Unterschiede sind farblich markiert.

Maus Tumor Magen Herz Niere Leber
hNIS-positiv 716,4 75,1 136,9
hNIS-negativ 165,9 51,8 181,3
Milz Lunge Muskel Schilddrise
hNIS-positiv 39,8 70,9
hNIS-negativ 64,3 62,2

In Bezug auf das Gewebe- / Organgewicht relativiert sich die quantitativ groite
Radioaktivitatsaufnahme durch den hNIS-GVO-Tumor, denn der hNIS GVO -Tumor nahm
~4,32-mal mehr Radioaktivitat auf als der native Vergleichstumor, aber etwa halb soviel wie
die Schilddriise bzw. wie der Magen des Versuchstiers mit dem hNIS-negativen Tumor und
etwa gleich viel wie die Schilddriise desselben Versuchstieres (vgl. Tab. 7 und Abb. 34B).
Der hNIS -Tumor zeigte in Zahlen gewichtsgewichtet 56 % der Aktivitat der Schilddrise, 43
% der Aktivitat des Magens sowie 146 % der Aktivitat der Leber des Versuchstiers mit dem
hNIS-negativen Tumor (vgl. Abb. 35). Umgerechnet auf das Organ- bzw. Gewebegewicht
sieht man anhand von Tabelle 7 und Abbildung 34B, dass bei dem nativen Tumor ein viel
héherer Anteil der Radioaktivitat u. a. im Magen, der Schilddrise und der Leber ist, als dies
bei dem GVO -Tumor der Fall ist (vgl. farbige Schrift in Tab. 7), sprich umkehrt war die
Radioaktivitatsaufnahme bei dem hNIS-positiven Versuchstier in diesen Organen relativ
geringer. Quantitativ-gewichtsgewichtet nimmt der hNIS-negative Tumor etwa soviel
Radioaktivitat auf die Niere desselben Tieres. Summiert man die in Tabelle 7 gezeigten
gemessenen Aktivitadten der beiden Tumoren und nimmt diese als Rechengrundlage, zeigte
sich, dass der hNIS-GVO -Tumor etwa 22,3% (Schilddrise: 21,8%) der gewichtsbezogenen
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Aktivitdt in diesem Versuchstier aufgenommen hatte, der Vergleichstumor aber 4,1%
(Schilddrise: 31,5%) der gewichtsbezogenen Aktivitét in diesem jeweiligen Versuchstier.

Die nachfolgende Abbildung 34 und die dazugehodrige Tabelle 8 zeigen eine prozentuelle
Wiedergabe der Werte aus Abbildung 34 und Tabelle 7.

9MTc Verhaltnisse zwischen Tumorgewebe und Referenzgewebe in %
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Abb. 35: In vivo Experiment mit einer hNIS-positiven und einer -negativen Maus, die HT29 -
Tumoren trugen. Einer Maus waren zu Versuchsbeginn am Messtag jeweils etwa 0,92MBq *™Tc i. v.
injiziert worden. Es sind die gewichtsbezogenen Aktivitatsmesswerte der genannten Organe / Gewebe
(cpm / mg) in Relation zueinander gezeigt, d. h., dass die Werte aus Abb. 34B und Tab. 7 verwendet
wurden. (Beispiel: 716,4cpm / mg : 700,1cpm / mg = 102,3). Die Werte wurden entsprechend Tabelle
8 graphisch aufgetragen.

Tab. 8: Verhaltnisse der Aktivitat der jeweiligen Mausgewebe zueinander in %. Die Werte gehen
durch Division der Werte (cpm / mg) der genannten Gewebe aus Tab. 7 hervor, in der die Verteilung
der durch das jeweilige Gewebe aufgenommenen Aktivitat ins Verhéltnis zur jeweiligen Masse des
entnommenen Organs / Gewebes gesetzt wurde. (Beispiel: 716,4cpm / mg : 700,1cpm / mg = 102,3).

Maus Tumor zu Schilddrise | Tumor zu Magen Tumor zum Rest
HT29 hNIS GVO 102,3 70,1 28,8
HT29 n GVO 13,1 10,0 4,3

Tabelle 8 und die entsprechende Abbildung 35 zeigen noch einmal die unterschiedliche

Verteilung der Radioaktivitat in den Geweben der beiden Tiere. Man erkennt, dass der Ht29
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hNIS GVO -Tumor in etwa so viel Radioaktivitat (2 % mehr) aufnimmt wie die Schilddrise
desselben Versuchstiers. Im Vergleich nimmt jedoch ein nativer HT29 -Tumor lediglich etwa
13 % der Radioaktivitat auf wie die Schilddrise dieses Versuchstiers. Der Ht29 hNIS GVO —
Tumor nimmt etwa 70% soviel Radioaktivitat auf wie der Magen desselben Versuchstiers.

Nachdem die zuletzt beschriebenen Versuche erkennen lieien, dass die HT29 hNIS GVO -
Tumoren in vivo vermehrt Radioaktivitat aufnahmen (quantitativ etwa halb so viel Aktivitat
wie normales Schilddriisengewebe in Bezug auf das jeweilige Gewebegewicht), wurden die

ersten Bildgebungsversuche durchgefiihrt.

3. 6 In vivo Bildgebung
Die in vivo Bildgebung fand jeweils mit einer einen nativen Tumor tragenden Maus als

Negativkontrolle statt. Im Folgenden sind Beispielaufnahmen der Untersuchung mit einer

klinischen y-Kamera (Symbia) gezeigt.
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A B
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Abb. 36: Aufnahme mit einer klinischen y-Kamera (Symbia); 256 x 256 Matrix. Die M&use erhielten
etwa 1,1 MBq ®™Tc i. v. iber die Schwanzvene injiziert. Die Pfeile deuten jeweils auf den HT29 hNIS
GVO -Tumor Uber der Mausskapula. Die Tumorzellen waren der Maus sieben Wochen zuvor injiziert
worden.

A und B: Statische Aufnahme fiir 10 min ab t = 75 min nach Injektion der Aktivitat. Das linke Bild
zeigt die beiden Mduse von ventral, das rechte zeigt sie von dorsal.

C und D: Dynamische Aufnahmen tiber 60 min mit einem Scan pro min. C Bild nach 1,5 h post
iniectionem, D Bild nach 2,5 h post iniectionem.
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In der in vivo Bildgebung mit einer klinischen y-Kamera war der HT29 hNIS GVO -Tumor
relativ gut dorsal Uber der Mausskapula zu erkennen (vgl. Abb. 36). Entsprechend den
Ergebnissen bei den Messungen der einzelnen Organe (vgl. Abb. 33 und 34) waren auch bei
diesen Messungen die jeweilige Schilddrise und der Magen deutlich sichtbar. Zusétzlich sieht
man auf der Abbildung die Blase, da das Nuklid renal ausgeschieden wird (vgl. Einleitung).

Zusétzlich wurden Aufnahmen mit einem Kleintier SPECT / CT gemacht. Die Bildgebung der

Tumormausmodelle wurde unter Isofluran (1-2 %) -Narkose durchgefthrt.
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Abb. 37: Aufsichts- und Seitenansicht einer einen HT29 hNIS GVO - und einer einen nativen HT29 -
Tumor-tragenden Maus, die im Kleintier SPECT / CT untersucht wurden. Thnen wurde jeweils 1 h vor
dem SPECT / CT etwa 100 MBq *™Tc-Pertechnetat i. v. iiber die Schwanzvene injiziert. Die Tiere
wurden anschlieend im SPECT / CT gemessen. Die Abbildungen sind farbkodiert nach der Menge an
aufgenommener Radioaktivitat (in kBg). UNK steht fiur den Winkel der Drehachse. Der
Negativkontrolltumor (HT29) ist durch einen roten Pfeil, der HT29 hNIS GVO -Tumor durch einen
blauen Pfeil gekennzeichnet.

A und C zeigen den Negativkontrolltumor bei 0° und 72°, B und D den hNIS GVO -Tumor, bei 0°
und 72°. Bei beiden Tieren sind auch Schilddriise und Magen klar abzugrenzen.
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Bei den Kleintier SPECT / CT -Aufnahmen erkennt man deutlich die Anreicherung der Ra-
dioaktivitdt im hNIS -Tumor dorsal der Mausskapula (Abb. 37). Auch der Negativkontroll-
tumor ist als Kontur zu erkennen. Weiterhin zeigt sich, wie in den Vorversuchen, eine
Anreicherung der Radioaktivitat in der Schilddruse und im Magen beider Tiere. Des Weiteren

ist bei den in vivo Aufnahmen eine Traceranreicherung in der Blase zu sehen.

3. 7 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Féarbungen erfolgten mit PFA-fixierten Zellpellets von MCF-7
hNIS GVO -Zellen sowie HT29 hNIS GVO -Tumoren. Geféarbt wurde mit dem hNIS-Anti-

korper von neomarkers wie beim Western Blot.

A B
[—— [ ]
100pm 200pm

Abb. 38: Immunhistochemie: Mit dem MIRAX eingescannte gentechnisch veranderte MCF-7 hNIS -
Klone nach der zweiten durchflusszytometrisch-gesteuerten Sortierung (MCF-7 GVO hNIS post 2.
sort) -Zellpelletschnitte.

A: Negativkontrolle: Priméare Farbung mit IsolgG1: keine Rotfarbung.

B: HNIS-Antikorper von neomarkers: Positive Zellen sind rot angefarbt.
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Abb. 39: Immunhistochemie: Mit dem MIRAX eingescannte MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -
Zellpelletschnitte. Beide Aufnahmen wurden mit einer 400x VergroBerung gemacht. Die Zellkerne
zeigen sich blaulich.

A: Negativkontrolle: Primére Farbung mit IsolgG1: keine Rotfarbung,

B: HNIS-Antikorper von neomarkers: Positive Zellen sind rot angeférbt (Pfeile).

Man erkennt, dass ca. 10 % der MCF-7 GVO hNIS post 2. sort -Zellen in der Immunhisto-
chemie positiv gefarbt wurden. Des Weiteren sieht man auch in den immunhistochemischen

Féarbungen die randstandige Positivfarbung in Korrelation zur membrandsen Proteinex-

pression.
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Abb. 40: Immunhistochemie: Mit dem MIRAX eingescannte HT29 hNIS post 3. sort GVO -
Tumorschnitte. Beide Aufnahmen wurden mit einer 200x VergréRerung gemacht.

A: Negativkontrolle: Primdre Farbung mit IsolgG1: keine Rotfarbung,

B: HNIS-Antikorper von neomarkers: Positive Zellen sind rot angefarbt.
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Abb. 41: Immunhistochemie: Mit dem MIRAX eingescannte HT29 hNIS post 3. sort GVO -
Tumorschnitte. Beide Aufnahmen wurden mit einer 400x VergroRerung gemacht. Die Zellkerne
zeigen sich blaulich.

A: Negativkontrolle: Primére Farbung mit IsolgG1: keine Rotfarbung,

B: HNIS-Antikorper von neomarkers: Positive Zellen sind rot angeférbt (Pfeile).

Bei dem HT29 hNIS GVO -Tumor finden sich immunhistochemisch nur wenige deutlich
angefarbte Zellen. Dies ist ein Unterschied zu den vorherigen Experimenten in vitro und in
vivo, bei denen der Nachweis des Proteins in den HT29 hNIS post 3. sort GVO -Zellen bei
deutlich tber 5 % lag (vgl. Abb. 16).

Das hNIS-Protein konnte immunhistochemisch bei den hNIS GVO -Zellen bzw. dem -Tumor
auf der Zelloberflaiche nachgewiesen werden. Korrespondierend zu den Ergebnissen der
Objekttragerfarbung sowie der Durchflusszytometrie zeigt sich nun auch in der
Immunhistochemie eine starker ausgepragte Anfarbung bzw. von der Anzahl mehr angefarbte
Zellen der MCF-7 hNIS GVO -Population gegentiber den HT29 hNIS GVOs.
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4. Diskussion

Primares Ziel dieser Arbeit war es zundchst in vitro, stabile, das hNIS-Protein funktionell ex-
primierende Zellen zu generieren. In unseren Experimenten wurde dies mittels Induktion und
Gentransfer durchgefihrt. Stabil funktionelle Zellen sollten untersucht und anschlieRend fur
in vivo Versuche etabliert werden.
Ein Teilziel war es daher, die stabile Gentransfektion versus Retinsdure- induzierter NIS-Ex-
pression in vitro qualitativ zu vergleichen. Ferner sollte der Einfluss eines nicht-selektiven
Anionenkanalblockers auf die lodretentionszeit untersucht werden. Die gentechnisch ver-
anderten Zellen sollten fur in vivo Xenotransplantationsbildgebungsversuche dienen und
somit einen weiteren Beitrag zur Forschung in der Bildgebung und zur Etablierung und
Uberwachung von Tumormodellen leisten.
Die Eigenschaften des Natrium-lodid-Symporters machen ihn zu einem idealen Protein fir
diagnostische und gentherapeutische Anwendungen (Spitzweg 2009). Die Vorteile sind
(Spitzweg 2009):
- natdrliches humanes Gen und Protein (keine Abwehrreaktion),
- hoher Grad an Wirksamkeit und bereits klinisch in der Therapie wvon
Schilddriisenerkrankungen eingesetzt,
- bystander effect durch z. B. den B- und y-Strahler ***I bis zu einem Abstand von 2,4
mm,
- durch die NIS-Funktion ist der Einsatz verschiedener Radionuklide zu diagnostischen
Zwecken (Szintigraphie, PET) und zur Gentherapie (Radiotherapie) moglich,
- hoher Grad an Spezifitat, da die NIS-Expression extrathyreoidal gering ist (man denke
an die geringen Nebenwirkungen der Radioiodtherapie der Schilddrise).
Durch den Radionuklidtransport via NIS ist das funktionelle Protein die VVoraussetzung flr
die Diagnostik und Therapie von Schilddrisenerkrankungen in der Klinik, z. B. auch in der
Detektion von Metastasen differenzierter Schilddrisenkarzinome bei Patienten / -innen mit Z.

n. Thyreoidektomie mittels y-Kamera und *#*1 (Ahn 2012).
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In der vorliegenden Arbeit konnten die humanen Zelllinien HT29, MCF-7, MeWo und PaCa
5061 erfolgreich mit dem hNIS-Gen transfiziert werden, sodass sie ein funktionelles hNIS-
Protein exprimierten. Bei den BxPc3 -Zellen gelang dies nicht, wobei zu sagen ist, dass sich
bereits die Ermittlung der gerade letalen Zeocinkonzentration bei diesen Zellen besonders
schwierig gestaltete. Ahnliches ist in der durchsuchten Literatur nicht beschrieben. Z. B.
Penheiter et al. (2010) verwendeten BxPc3 -Zellen und infizierten diese mit einem NIS-DNA-
tragenden Masernvirus. Die GFP-Transfektionsrate war im Vergleich zu den anderen
Zelllinien bei den BxPc3 -Zellen sogar relativ hoch (vgl. Abb. 11). Erstaunlicherweise zeigten
die HT29 -Zellen eine geringe Transfektionsrate, die Fahigkeit zur Aufnahme wvon
Radioaktivitat war jedoch bei diesen und den MCF-7 -Zellen am hdchsten (vgl. Abb. 25).
Wie u. a. von der Arbeitsgruppe Oneal et al. (2012) beim Prostatakarzinom, konnten
Penheiter et al. (2010) bei BxPc3-Zellen zeigen, dass virale Infektion von Xenografttumoren
(hier: Masernvirus) zu einem signifikanten (p < 0,01) Tumorwachstumstopp und einem
verlangertem Uberleben (p = 0,02) im Vergleich zu den Kontrolltieren fiihrte. Allerdings
zeigte sich auch bei dieser Gruppe keine Synergie zwischen der Virus-induzierten Onkolyse
und der NIS-vermittelten **'I-Therapie, obwohl sie eine signifikante Korrelation in der
intrtumoralen lodidlokalisation und der Peakvolumenreduktion (p = 0,04) des Tumors
feststellen konnten (Penheiter et al. 2010). Diesbezliglich wére eine erfolgreiche Transfektion
der BxPc3 -Zellen zum Vergleich mit unseren eigenen anderen Zellen sowie mit der Literatur
erfreulich gewesen. Ggf. konnte man im Nachfolgenden eine erfolgreiche Transfektion mit
einer anderen Transfektionssystem erreichen.

Erfreulicherweise lieBen sich die MCF-7 -Zellen, wie bereits von anderen Autoren
beschrieben, mit einer Konzentration von 1 puM tRA (ber eine Zeit von 48 h durch die
Entdifferenzierung zur Expression eines funktionellen hNIS-Proteins stimulieren (Kogai et al.
2000, 2004, 2006; Tanosaki et al. 2003, Spitzweg et al. 2003). Allerdings konnte vor allem
HT29 auf diese Weise nicht stimuliert werden.

Die ermittelten Zeocinkonzentrationen variierten ein wenig von den in der Literatur beschrie-
benen (L6fling et al. 2008: CHO-K1-Zellen, die Lewis B exprimierten). Soeth et al. (2001)
nutzten z. B. eine Zeocinkonzentration von 400 pg / ml flr die Selektion von HT29 -Klonen
und Skobe et al. (2001; HT29-Zellen und CEA) eine Zeocinkonzentration von 50 pg / ml fur
die Selektion von MeWo-Klonen, die anschlieBend VEGF Uberexprimierten.

Das hNIS-Protein liel3 sich im Western Blot mit dem beschriebenen Protokoll lediglich bei

den Immunprazipitationsproben der transient transfizierten HEK 293 -Zellen nachweisen.
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Dies konnte an der hoheren Expressivitat dieser Zellen liegen. Mdglicherweise wére eine
Western Blot -Analyse von Proben einer Membranproteinpréparation von gréf3erem Erfolg
gekront gewesen, wie dies in der beschriebenen Literatur erfolgreich gewesen ist (Levy et al.
1997, Castro et al. 1999a, b; Jhiang et al. 1998, Kakinuma et al. 2003, Neumann et al. und
Trouttet-Masson et al. 2004; Cengic et al. 2005, Peyrottes et al. 2009), wobei Peyrottes et al.
dieselben Anti-korper (VJ1 und den von neomarkers) zur NIS-Detektion verwendeten, die
auch fir diese Arbeit genutzt wurden. Allerdings gelang Lim et al. (2007) z. B. der Western
Blot -NIS-Nachweis ohne Membranpréparation von tRA-stimulierten MCF-7 -Zellen und
Yeom et al. (2008) wiesen das intrazytoplasmatische Protein nach. Der erste Versuch einer
Membran-proteinpraparation scheiterte allerdings und es hatten zum Zeitpunkt der Western
Blot -Analyse bereits erste positive Radioiodidaufnahmeergebnisse vorgelegen, so dass dieser
An-satz nicht weiter verfolgt wurde. Zudem konnte das Protein in der Durchflusszytometrie
sowie in der Objekttragerfarbung nachgewiesen werden.

Zunachst lieRen sich bei allen erfolgreich transfizierten hNIS-GVO-Zellklonen signifikant
von den Kontrollzellen erhdhte Messwerte bei den Radioiodidaufnahmeversuchen nach-
weisen (vgl. Abb. 25). Diese liel3, wie beschrieben, vor allem bei den MeWo- und PaCa
5061- Zellen wieder nach.

Angesichts dessen, dass bei der DNA-Amplifikation mehrere verschiedene Klone benutzt und
fur die DNA-Gewinnung ein DNA Mini Prédparationskit verwendet wurde, liegt hierin auch
eine der moglichen Ursachen fir das Misslingen (BxPc3) bzw. den nur geringen bzw. kurz-
fristigen Erfolg der Transfektion (MeWo und PaCa5061). Fir die Transfektion wurden ver-
schiedene hNIS-DNA-Klone verwendet, die bei der DNA-Konzentrationsmessung am
starksten amplifiziert worden waren. Im Restriktionsverdau (hier nicht gezeigt) zeigten sich
alle spéter eingesetzten amplifizierten DNA-Klone als - soweit beurteilbar - identisch zu den
Originalplasmiden. Kleinere Mutationen wéren hier allerdings sicherlich nicht nachweisbar
gewesen. Die oben beschriebenen Misserfolge wurden auBerdem mehrfach mit demselben
Ergebnis wiederholt. Die hNIS-Expressionsrate nach stabiler Gentransfektion lag zunachst bei
deutlich unter 10 % in der Durchflusszytometrie -Analyse. Dieses wurde mittels durchfluss-
zytometrisch-gesteuerter Zellsortierung deutlich angehoben (Abb. 15 und 16).

Fir den NIS-Gentransfer und seine Verwendung in der Bildgebung sind vor allem Zellen /
Gewebetypen interessant, die das NIS-Protein nicht exprimieren, um einer etwaigen
minimalen Expression und damit einem erhdhten Hintergrundsignal zu entgehen (Ricci et al.

2008, Rao et al. 2007). Beide Arbeitsgruppen (um Ricci und Rao) untersuchten transplantierte
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Herzen und nutzten NIS zur nicht-invasiven Uberwachung via Bildgebung. Rao et al. (2007)
infizierten Rattenherzen mittels Adenovirus (+NIS), transplantierten sie und machten
Reihenaufnahmen mit *#I zwischen zwei und 14 Tagen nach Transplantation mit einem
Kleintier SPECT / CT. Des Weiteren entnahmen sie in einer weiteren Gruppe am flinften
Posttransplantationstag das Organ wieder und machten eine ex vivo Bilddarstellung, wobei die
Ergebnisse beider Gruppen korrelierten und somit eine weitere Einsatzmdglichkeit von NIS in
der Bildgebung offerieren (Rao et al. 2007). Ricci et al. (2008) nutzten ebenfalls einen
adenoviralen Vektor und machten SPECT / CT -Aufnahmen am flinften, zehnten und 15.
postoperativen Tag mit 1 mCi *?®l i. v. und kamen zu dem Schluss, dass sich NIS sehr gut als
Reportergen eignet.

Als Positivkontrolle fiir die Farbungen wurde der CEACAM-Antikorper T84.1 verwendet, da
HT29 -Zellen hohe Level an CEACAM exprimieren und MCF-7 zumindest positiv ist (Heine
et al. 2011). PaCa 5061 hat sehr hohe CEACAM-Expressionslevel, MeWo eher geringe Level
an CEACAM-Expression.

Wie bereits oben erwéhnt, wurde das Durchflusszytometrie -Fixationsprotokoll (modifiziert
nach Sander et al. 1991) verlassen, um die hNIS-Protein-positiven Zellen Durchflusszyto-
metrie -gesteuert zu sortieren und damit anreichern zu kdnnen. AnschlieBende Farbungen
sowie Radioiodidaufnahmeversuche zeigten eine, durch die Sortierung stufenweise zu-
nehmende Anfarbung bzw. der Aufnahme an Radioaktivitat. Dementsprechend exprimierten
diese Zellen anteilig mehr funktionelles hNIS-Protein. Kritisch anzumerken ist, dass der
Isotypkontrollantikérper in derselben Konzentration eingesetzt wurde wie der VJ1-Anti-
korper, da dieser eher verdinnt und die Isokontrolle vom Hersteller eher konzentriert ist, was
zu unspezifischen Bindungen fithren kann.

Dass die Messwerte der aufgenommenen Radioaktivitat in den ersten *?°l-Aufnahmever-
suchen mit der Zeit, die die GVO -Zellen in Kultur gehalten wurden, abnahmen, kénnte u. a.
darauf zuriickzufiihren sein, dass die Zellpopulation der einzelnen Klone nicht rein war. Zum
Einen konnten sich zwischen den zeocinresistenten Zellen noch native Zellen befunden
haben, die also das Plasmid nicht aufgenommen hatten, zum Anderen kénnten die GVO -
Zellen auch das Protein nicht membrands exprimiert haben. In letzterem Fall wére denkbar,
dass es gar nicht exprimiert wurde und / oder nur nicht in die Zellmembran integriert worden
war. In diesem Fall hatte es nur zytosolisch vorgelegen, wie u. a. auch in der Literatur

beschrieben (Dayem et al. 2008: ca. 40% intrazellular exprimierter hNIS). Ggf. wurde auch
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ein fehlerhaftes Protein oder aber auch anteilig nur sehr wenig Protein exprimiert. Dayem et
al. (2008) konnten ferner zeigen, das mNIS effektiver ist als hNIS, was u. a. daran liegt, dass
hNIS nur zu Teilen in der Plasmamembran integriert vorliegt; der Rest ist im Zytoplasma.
Vorher hatten andere Gruppen gezeigt, dass rNIS hNIS uberlegen ist (Heltemes et al. 2003,
Mitrofanova et al. 2006, Zhang et al. 2005). Wichtig fur die Verwendung des hNIS in der
Bildgebung ist aber eine hohe Transportkapazitat und daher auch eine hohe funktionelle Ex-
pressionsrate. Als weitere Moglichkeit, préklinisch eine hohere hNIS-Expressionsrate zu er-
zielen, wére auch ein System mit einem viralen Vektor denkbar, weil sich hierbei ebenfalls
eine hohe Expressionsrate erzielen l&sst. Dies haben schon mehrere Arbeitsgruppen auf unter-
schiedliche Weise probiert (Mandell et al. 1999, Cho et al. 2000, Boland et al. 2000, Dingli et
al. 2004, Scholz et al. 2005, Rao et al. 2007, Goel et al. 2007, Ricci et al. 2008, Klutz et al.
2011).

Bereits 1999 nutzten z. B. Mandell et al. einen gewebespezifischen retroviralen Vektor zur
Transfektion von humanen Melanom-, Leber-, Kolon- und Ovarialzellen mit rNIS und ver-
glichen die funktionelle NIS-Proteinexpression im Xenograftmausmodell mittels y-Kamera
nach *?%I-Injektion. Es ergab sich eine 6,9-fach hohere lodidakkumulation der NI1S-positiven
im Vergleich zu den Kontrolltumoren desselben Versuchstieres (Tumor jeweils an einer
anderen Extremitatenseite; Mandell et al. 1999). Scholz et al. (2005) verglichen in vitro die
hNIS-Expression einer Kolonkarzinomzelllinie (HCT 116) nach transienter und stabiler
Transfektion sowie nach adenoviraler Infektion und konnten im Western Blot ein Protein von
etwa 90kDa nachweisen. In vitro konnte nach Transfektion eine um den Faktor zehn hhere
125|_Aufnahme der transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen und eine bis zu 13,6-
fache Mehraufnahme der infizierten Zellen nachgewiesen werden (Scholz et al. 2005).

Dayem et al. (2008) beschrieben, dass das hNIS -Protein bei den verwendeten HEK 293 -
Zellen zu etwa 40 % intrazelluldr vorlag, also nicht funktionell transmembrands exprimiert
wurde. Auch bei Brustkrebsarten wird davon ausgegangen, dass hNIS zwar exprimiert, aber
durch fehlerhaften Transport nicht in die apikale Membran eingebaut wird und somit keine
oder nur eine geringe Transportkapazitat aufweist (Wapnir et al. 2003 und Tazebay et al.
2000).

Anhand wiederholter Objekttragerfarbungen und Radioiodidaufnahmeversuche sowie FACS-
Untersuchungen lieB sich auch in unserer Versuchsreihe erkennen, dass die durchflusszyto-
metrisch-gesteuerte Zellsor-tierung zu einer deutlichen Zunahme der das hNIS-Protein

funktionell exprimierenden Zellen geflihrt hat.
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In unseren Stimulationsversuchen wurde zunéchst fir 24 h mit tRA inkubiert, um zu testen,
welche Zelllinien sich zur NIS-Expression stimulieren lassen. Fir spétere vergleichende
Versuche wurde flr 48 h (gemaR Schmutzler et al. 1997, Kogai et al. 2000 und 2006) inku-
biert. Die Starke der lodidaufnahme hangt vom Anteil hNIS-exprimierender Tumorzellen ab.
Es hat sich gezeigt, dass nicht bei allen extrathyreoidalen Zelllinien die Expression des hNIS
mit Hilfe von tRA induzierbar ist. Dass die Effektivitat der Stimulation niedriger ist, kann
auch daran liegen, dass der prozentuale Anteil an Zellen, die sich mit tRA stimulieren lassen
eher gering ist (vgl. Abb. 19), wahrend er bei der stabilen Transfektion nach Sorting hoch ist.

Vergleicht man die Effektivitat der Radioiodidaufnahme von nativen, den tRA-stimulierten,
der ersten hNIS GVO- sowie den sortierten hNIS GVO -Zellen, so stellt man fest, dass die
Kapazitat der Aufnahme in der genannten Reihenfolge zunimmt. Die NIS-Expression von
Pankreaszellen mittels viralen Vektors zeigte in vitro bei Dwyer et al. (2006a) z. B. eine um
den Faktor 43 erhohte Radioiodidaufnahme, 2005 erhielten sie an Brustkrebszellen einen
Faktor 58 (Dwyer et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte bei MCF-7 -Zellen mittels
tRA-Stimulation ein maximal 19-fach erhohter Wert der Radioiodidaufnahme gefunden
werden (nicht gezeigt). Die durchflusszytometrisch-gesteuerte Zellsortierung fiihrte bei den
HT29 hNIS GVO -Zellen zu einer bis etwa 530-fach erhdhten Radioiodidaufnahme im
Vergleich zu Kontrollzellen. Bei den sortierten MCF-7 -Zellen war der Effekt nicht ganz so
grol® (vgl. Abb. 23-26). Ein derartiger Vergleich von verschiedenen Mechanismen, die NIS-
Expression zu erzeugen und ihre Effektivitdt zu erhéhen, findet sich bislang nach bestem
Wissen nicht in der durchsuchten Literatur.

Das Problem einer nachhaltigen Anreicherung des Radioiods in nicht-Schilddriisengewebe ist
die fehlende Organifizierung des lods und damit die fehlende lodspeicherung. In diesen
Geweben kommt es zu einem relativ schnellen Wiederausstrom des lods, sodass die Verweil-
dauer in den Zellen geringer ausféllt als in den Schilddrusenfollikelepithelzellen bzw. im
Kolloid (Elisei et al. 2006). Hier greift moglicherweise die pharmakologische Modulation /
die Hemmung des Ausstroms ein und ermdglicht eine langere Halbwertszeit des lods in den
Zellen. Haberkorn et al. (2010) beschrieben, dass auch eine Co-Transfektion von TPO nicht
zu einem Verstarkungseffekt flhrt, da die Enzymaktivitat zu gering ist. Dahinter steckt der
Versuch, die lodspeicherung, die in der Schilddrise tber die TPO katalysiert wird (vgl. Abb.
3), auch auf andere Tumorentitdten zu Ubertragen. In der Schilddriise kommt es namlich als
Folge der lodspeicherung im Kolloid zu einer langeren Einwirkzeit von Radionukliden auf

das Gewebe (vgl. Einleitung), was die erfolgreiche klinische Anwendung im Sinne einer
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Radioiodtherapie ermdglicht. Daher wére es glinstig, solch eine Speicherung auch bei anderen
Tumoren zu erzielen, da es selbst bei einem funktionellen NIS-Protein in extrathyreoidalem
Gewebe schnell zu einem lodausstrom kommt (Elisei et al. 2006).

DIDS (4,4 -Diisothiocyanostilbene-2,2"disulfonat) ist ein nicht-selektiver Anionenkanal-
blocker (Cabantchik und Greger 1992). Zundchst war er als Chloridkanalblocker erforscht
worden. VVon Lepke et al. (1976) war er bereits in den 1970er Jahren zur Untersuchung der
Erythrozytenmembran eingesetzt worden. Jessen et al. (1986) zeigten die reversible und
irreversible Inhibition des Chlorideffluxes. U. a. Amphoux-Fazekas et al. (1998) konnten
zeigen, dass NIS-exprimierende Zellen unter DIDS-Behandlung mehr radioaktives lod an-
reicherten. Im Einklang damit konnten Lindenthal et al. (2009) zeigen, dass DIDS nicht zu
einer direkten Aktivierung von NIS sondern zu einer lodideffluxhemmung fiihrt.

Durch DIDS konnte nach Durchfiihrung des ersten Protokolls (vgl. Material und Methoden
sowie Abb. 28 und 29) zundchst nur teilweise eine signifikante lodideffluxhemmung erreicht
werden. Wie in der Literatur beschrieben, wurde eine Konzentration von 1 mM DIDS ver-
wendet (Amphoux-Fazekas et al. 1998, Shennan 2001, Manley et al. 2005). Durch Anderung
des Protokolls zu einer vollzeitigen Inkubation mit DIDS zeigten sich deutlichere
Unterschiede in den Versuchsarmen (mit versus ohne DIDS, vgl. Abb. 30). Am deutlichsten
wurde die signifikante Effluxnemmung durch die Erhebung von drei Messwerten zu jedem
Messzeitpunkt, da hier die Abweichung eines einzelnen Messwertes nicht mehr so stark ins
Gewicht fiel (vgl. Abb. 31). Es lasst sich folglich sagen, dass DIDS geeignet ist, die lod-
retentionszeit sowohl bei gentechnisch veréanderten Zellen als auch bei tRA-stimulierter NIS-
Expression in einem gewissen Male zu verlangern und bestatigt damit die vorliegenden
Literarturergebnisse (Elisei et al. 2006, Lindencrona et al. 2007, Lindenthal et al. 2009).
Unsere Ergebnisse haben aber auch gezeigt, dass der Effekt von DIDS mit der Menge an
aufgenommener Radioaktivitdt ansteigt. Sprich, der Effekt war bei den GVOs ausgepragter
als bei den stimulierten Zellen, die insgesamt weniger lodid aufgenommen hatten. Das be-
deutet, dass die Wirkung von DIDS bei langerer Einwirkung und bei hoher Aufnahme-
kapazitat der Zellen an Radioaktivitit am groBten ist.

Die Schwankungen der einzelnen Messwerte (auch an einem Versuchstag) lassen sich u. a.
durch den Waschvorgang erklaren (vgl. Gartner 2009). Ein weiterer Punkt ist, dass die Zellen
nach der Aussaat nicht immer einen vollig konfluenten Monolayer gebildet hatten und dort,

wo freies Plastik war, lodid haften bleiben konnte. Dies hatte dann falsch hohe Messwerte zur
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Folge. Die Kombination aus tRA und DIDS zeigte sich in vitro als quantitativ nicht so
effektiv wie die sortierten hNIS GVVO-Klone.

Die Zellsortierung ist natdrlich nicht klinisch einsetzbar, hilft aber durch die Erhdhung der
vorhandenen NIS-Expressionsrate der préklinischen Forschung und eignet sich daher auch gut
fur Xenografttumorbildgebung.

Als Vorversuch, bevor die GVO -Zellen in die Versuchstiere injiziert wurden, wurden Zellen
auch ohne Zeocin im Kulturmedium gehalten und tberpruft, inwieweit dies einen Einfluss auf
die Aufnahme von Radioiodid hat bzw. auf die Expression des funktionellen Transportpro-
teins. Es zeigte sich (vgl. Abb. 27), dass diese Zellen sich tber einen langeren Zeitraum so
verhielten wie jene, die weiterhin unter dem Selektionsdruck durch Zeocin standen. Erst nach
eineinhalb bzw. drei Monaten zeigte sich, wenn Uberhaupt, ein signifikanter Unterschied der
Zellkulturen in vitro. Jedoch erscheint dieser Unterschied im quantitativen Vergleich immer
noch relativ klein. Dies sprach fur die Stabilitat der Transfektion und der funktionellen NIS -
Expression in den Tumorzellen, sodass sie flr die in vivo Experimente eingesetzt wurden.
Eine &hnliche Aussage in der Kontinuitdt der funktionellen Expression lasst sich zu den
Zellkulturen treffen, die parallel zu den in die Versuchstiere injizierten Zellen ohne Zeocin
weiter in vitro gehalten worden sind.

Far préklinische Untersuchungen sind die GVOs, und insbesondere die durch die Sortierung
angereicherten Zellen, von Vorteil, da ihre NIS-Expressionsrate hoher liegt. Hierbei ist
namlich eine garantierte und moglichst hohe und stabile Expression entscheidend.

In den in vivo Radionuklidaufnahmeversuchen zeigten die HT29 GVO -Tumoren signifikant
die quantitativ hdchste Aufnahme an Radioaktivitat (Faktor drei bis vier in Bezug auf das
Schilddriisengewebe der jeweiligen Maus, zu der der Tumor gehorte). In Bezug auf die
Gewebemasse relativierten sich diese Mehranreicherungen, da der Tumor deutlich groRer war
als die Schilddrise der M&use. Hierzu muss aber auch beachtet werden, dass der Anteil an
vitalem Tumorgewebe bei den HT29 -Tumoren nicht der gesamten Tumormasse entspricht,
da der schnell-proliferierende HT29 -Tumor nekrotisch-fibrotische Anteile hat (vgl. Abb. 32).
Vergleicht man die GVO -Tumor tragenden Versuchstiere mit denen, die einen nativen HT29
-Tumor trugen, zeigte sich, dass bei etwa derselben injizierten Ausgangsradioaktivitat der
Anteil an Radioaktivitat in z. B. der Schilddriise bei den Nativen héher lag. Dies mag daran
liegen, dass die HT29 hNIS -Tumoren einen Anteil der Radioaktivitdt ,,wegnahmen®, diese
stark iodidaufnehmenden Gewebe also sozusagen um die Radioaktivitat konkurrierten, da

beide Zellarten einen funktionellen Transporter hatten. Vergleicht man ferner die Aufnahme
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an Radioaktivitat eines HT29 GVO -Tumors mit dem Schilddriisengewebe einer einen nativen
Tumor tragenden Maus, so zeigte sich, dass der hNIS -Tumor 56 % der Aktivitat der
,hormalen® Schilddriise, 43 % der Aktivitdt des ,normalen Magens sowie 146 % der
Aktivitdt der ,,normalen* Leber aufnahm (vgl. Abb. 33 und Tab. 8). In Bezug auf die anderen
Gewebe in der hNIS GVO -tumortragenden Maus, bei der der Tumor also u. a. mit der
Schilddriise um das lod konkurrierte, zeigte sich etwa ein identischer Wert der
Radioiodidaufnahme (s. Tab. 7). Dies spricht zum Einen fir die angesprochene Konkurrenz
der Organe um das vorhandene lodid zum Anderen aber auch quantitativ fiir eine hohe
funktionelle Expression des Transportproteins im Tumorgewebe.

In Einklang mit den Ergebnissen der Radionuklidaufnahme steht auch die Szintigraphie der
HT29 GVO hNIS -Tumormaus (Abb. 36). Am deutlichsten zu erkennen ist der Magen der
Versuchstiere, da dieser insgesamt am groften ist und ferner auch relativ viel Radioaktivitat
aufnimmt. Zudem macht sich als Effekt bemerkbar, dass der Magen der Versuchstiere in Nar-
kose trager ist, was im menschlichen Organismus nicht zu solch einer vermehrten
Radioaktivitatsaufnahme fiihrt (Klutz et al. 2011b). Schilddriise und HT29 GVO -Tumor des
Versuchstieres sind ebenfalls klar abzugrenzen. Die szintigraphisch dargestellten Ergebnisse
der Radioaktivitatsverteilung (vgl. Abb. 36) decken sich mit den in der Literatur beschrie-
benen (Dwyer et al. 2006a; Klutz et al. 2011 a, b, c), die ebenfalls eine Traceranreicherung in
Schilddriise, Magen und Blase in der Szintigraphie zeigen. Nebenwirkungen der Radio-
aktivitat auf die Blase konnen durch gesteigerte Diurese und Urinableitung vermieden werden
(Spitzweg 2001a, Klutz et al. 2011b). Die relativ hohen Radioaktivitatsmesswerte der Leber
(vgl. Abb. 33 und 34) liegen einerseits in der hohen Durchblutung des Organs sowie seiner
relativ groBen Masse begriindet, kénnten aber andererseits auch bereits ein Hinweis auf eine
GVO-Metastase sein. Auch der relativ hohe Messwert der Lunge (Abb. 33B) konnte ggf.
durch eine GVO-Metastase des Kolonkarzinoms begriindet sein. Um dies zu belegen sind die
Werte allerdings auch noch zu niedrig. Allerdings sind sowohl die Leber als auch die Lunge
in der Literatur mit niedrigen Messwerten der Radioaktivitdtsaufnahme beschrieben, was sich
auch mit den Ergebnissen der in vivo Bildgebung (vgl. Abb. 36 und 37) dieser Arbeit deckt
(Klutz et al. 2011 b, ¢).

In der Kleintier SPECT / CT -Aufnahme wird der eben angesprochene Effekt deutlich, dass
zwar der hNIS -Tumor insgesamt viel Radioaktivitat aufnimmt, diese aber auf den ganzen
Tumor verteilt ist (Abb. 37). Anhand der Farbkodierung wird deutlich, dass z. B. die Schild-

drise konzentriert viel mehr Radioaktivitat aufgenommen hat als der Tumor. Dies I&sst sich u.
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a. dadurch erklaren, dass der mNIS der Mausschilddriise effektiver arbeitet als der hNIS des
Xenotransplantats, was Dayem et al. (2008) bereits beschreiben konnten. Ein anderer Grund
dirfte der Ausstrom des lodids aus dem Tumorgewebe versus der Speicherung im Schild-
driisengewebe sein.

In der Auswertung muss hier ferner mit eingehen, dass der HT29 -Tumor nekrotische Anteile
und damit nicht funktionell stoffwechselaktive hat. Dies fuhrt dazu, das die nekrotischen
Anteile weniger bis gar keine Radioaktivitat aufnehmen koénnen, da hier untergegangenes
bzw. stoffwechselinaktives Gewebe vorliegt, das auch weniger durchblutet ist. Dies fuhrt im
Tumorgewebe zu einer anteiligen Minderaufnahme an Radioaktivitat im Vergleich zu vitalem
Gewebe. Das hNIS-transfizierte Tumorxenograftmodell bietet die Mdglichkeit einer
Validierung der tumorspezifischen  Traceraufnahme und kann mit  weiteren
Bildgebungsverfahren kombiniert werden. Brandt et al. (2012) untersuchten kirzlich die
Radionuklidakkumulation (**I) durch NIS mittels Kleintier- SPECTs im Vergleich von
Mausschild- und speicheldriise in Bezug auf die quantitative Radionuklidaufnahme der
,region-of-interst (ROI) und die Stérung der Bildgebung durch unterschiedliche Variablen
und experimentelle Designs. Sie kamen zu dem Schluss, dass das Kleintier- SPECT auch in
der Lage ist, kleine Anderungen der Aktivitatsaufnahme und -akkumulation der Gewebe
durch Pharmaka aufzul6sen und darzustellen (Brandt et al. 2012), was angesichts der
GroRenverhaltnisse in Bezug auf die Aufldsung enorm erscheint.

Der Vorteil des SPECT / CTs im Vergleich zur y-Kamera liegt u. a. auch in der
Dreidimensionalitat der Bilder (Abb. 37 gibt jeweils nur zwei ausgewahlte dargestellte Bilder
der 360°-Bildsequenzen wieder). PET und SPECT geben quantitative und nicht-invasive
Informationen Gber die NIS-Genexpression bzw. die Anzahl der NIS-exprimierenden Zellen
wieder (Ahn 2012).

In der Immunhistochemie konnte die hNIS -Expression sowohl fiir die Zellpellets der MCF-7
hNIS post 2. sort GVO -Zellen als auch fur den HT29 hNIS post 3. sort GVO -Tumor durch
oberflachliche Anfarbung der jeweiligen Zellen nachgewiesen werden.

Dabei zeigte sich eine deutlich starkere Anfarbung der Zellpellets, wobei dhnlich wie bei der
Objekttragerfarbung die randstandige Anfarbung, entsprechend der membrandsen Expression
des hNIS -Proteins, auffallig ist. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den in der Literatur
(Spitzweg et al. 1999b mit demselben Antikorper) beschriebenen Ergebnissen. Vayre et al.
(1999) verwendeten einen anderen Antikorper zum NIS-Proteinnachweis. Eine weitere

Ausarbeitung der Immunhistochemie ist in unserer Arbeitsgruppe geplant.
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NIS kann sowohl als , Reportergen* (zwecks Uberwachung) als auch als therapeutisches Gen
eingesetzt werden und der Gentransfer macht die Bildgebung, das Monitoring und die
Behandlung mittels Radionukliden wie beim differenzierten Schilddriisenkarzinom auch bei
anderen Tumorentitaten moglich (Ahn 2012). Ein weiterer Vorteil dieses Transportproteins
ist, dass bereits eine Vielzahl an weit verbreiteten Radiopharmakons zur Verfligung steht
(Ahn 2012).

Moon et al. (2001) konnten mittels RT-PCR und Szintigraphie zeigen, dass ein (Brustkrebs-)
Tumor erst bei einer hohen NIS-Expressionsrate dargestellt werden kann.

Wichtig fur eine erfolgreiche, moglicherweise klinische, Anwendung des NIS -Proteins in
extrathyreoidalen Geweben ist folglich eine ausreichend hohe funktionelle Proteinexpression
wie z. B. bei den fur die in vivo Experimente verwendeten HT29 GVOs. Die extrathyreoidale
hormonelle Regulation der NIS -Expression ist allerdings nur teilweise geklart. In der
Schilddrise ist die NIS -Expression TSH-gesteuert, in anderen NIS-exprimierenden Geweben
hat TSH allerdings keinen Einfluss auf die Expression (Carrasco 1993, Dohan et al. 2003). Im
Brustgewebe erfolgt eine hormonelle Regulation durch Oxytocin mit einem verstarkenden
Effekt der Hormone Prolaktin und Ostrogen (Boelaert und Franklyn 2003, Welcsh und
Mankoff 2000). Hieraus ergibt sich die Frage, wie man die extrathyreoidale funktionelle
Proteinexpression, moglichst gezielt und nebenwirkungsarm, steigern kann.

Kogai et al. (2005) konnten fiir MCF-7 -Zellen zeigen, dass bei einer Kombination der tRA-
Stimulation mit Dexamethason die Retinséuredosierung fiir den gleichen Effekt reduziert
werden konnte und die NIS-Induktion verlangert wurde, was auf eine hohere Effektivitat einer
Behandlung mit radioaktiven Nukliden schlieBen lie3. Dies ist ein interessanter Ansatz, der
durch unsere Arbeitsgruppe weiter verfolgt werden wird. Ella und Short (2009) kamen zu der
Ansicht, dass die Fahigkeit der Retinoide Zellen zu redifferenzieren selbst in der
Schilddriisentherapie noch nicht ausgereizt sei. In der Forschung werden auch mehrere
synthetische Analoga ausprobiert, um u. a. die Toxizitat zu senken und die Effektivitat der
NIS-Induktion und -Expression zu erhéhen (Ella und Short 2009).

Nachdem Unterholzner et al. (2006) an MCF-7 -Zellen in &hnlicher Weise wie Kogai et al.
(2005) demonstrieren konnten, dass Dexamethason in vitro die durch tRA- induzierte NIS-
Expression verstarkt, fanden Willhauck et al. (2008b) ein analoges Ergebnis (der erfolgreich
induzierten NIS-Expression) bei in vivo Xenotransplantationsmausmodellen und i. p. -
Injektion der Radioaktivitat. Mittels in vivo y-Kamera-Bildgebung waren lediglich tRA-

stimulierte Tumoren nicht zu sehen, durch die Kombination mit Dexamethason hingegen
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schon. Ex vivo y-Kamera-Messungen wiesen allerdings lediglich eine 3,3-fache lodidakku-
mulation im Vergleich zu Kontrolltumoren auf. Scholz et al. (2004) setzten Dexamethason in
Kombination mit NIS erfolgreich bei Prostatazellen ein. Dies ist im Verhaltnis ein relativ
geringer Wert, weist aber dennoch Potential auf, da u. a. durch die Kombination einzelner
Pharmaka die Dosis des einzelnen reduziert werden konnte, um somit eventuell eintretende
Nebenwirkungen zu minimieren und ggf. trotzdem denselben gew(inschten Effekt zu erzielen.
Eine Kombination aus tRA-Stimulation und DIDS zur Hemmung des lodidausstroms er-
scheint fur die klinische Anwendung tiberlegenswert.

Simon et al. (2002) konnten zeigen, dass die klinische Anwendung von Retinsaure zu einem
signifikanten (19/50 Patienten) Ansprechen von Schilddriisentumorpatienten in einer Pilot-
Studie fuhrte. Folglich kann man davon ausgehen, dass auch ein klinischer Einsatz in der
onkologischen Therapie anderer Tumorentitdten moglich sein misste.

Ella und Short (2009) kamen zu dem Ergebnis, dass, auch wenn einige Studien eine
Ansprechrate von 26-40 % bei der Therapie mit Retinoiden von entdifferenzierten Schild-
drisentumorarten zeigten, die klinische Forschung dies bislang nicht hinldnglich bestatigen
konnte. Beispielsweise veroffentlichten Short et al. (2004) eine Phase Il Studie, in der
ausgesuchte Schilddriisenkarzinompatienten mit Isoretinoin behandelt wurden. Von den 15
Patienten (neun mit metastasiertem papillaren, finf mit metastasiertem follikularen und zwei
mit einem Hirthle-Zell -Karzinom) kam es nur bei einem Patienten zu einer Zunahme der
Radioiodidaufnahme unter Behandlung. Ryan et al. (2011) wiesen daraufhin, dass Schild-
driisenhormone auch die NIS-Expression in Brustkrebs beeinflusst. Allerdings bleibt sowohl
speziell in der Schilddriise als auch in der NIS-Expressionstherapie im Allgemeinen die Rolle
der Retinoide weiterhin Bestandteil der Forschung.

2007 konnten Provenzano et al. (2007) zeigen, dass die epigenetisch modifizierenden
Pharmaka Butyrat und Decitabine (5-Aza-dC) zu einer acht- bzw. neunfach erhéhten
Radioiodidaufnahme in vitro bei Schilddriusenkarzinomzellen fiihrte. Diese sind also eine
weitere Option fir in vivo Experimente. Vivaldi et al. (2009) kombinierten 5-Aza-2'-
deoxycytidine und Retinsdure ebenfalls bei Schilddriisenkarzinomzellen und konnten dadurch
ein vermindertes Zellwachstum feststellen und eine vermehrte NIS mRNA nachweisen. Diese
fuhrte allerdings, méglicherweise wegen mangelnder membrandser Expression, nicht zu einer
funktionellen NIS-Expression. Guo et al. (2010) setzten Butyrat bei Lungenadenokarzi-

nomzellen ein und konnten eine Abh&ngigkeit der NIS-Expression von der eingesetzten Buty-
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ratkonzentration nachweisen, sodass ggf. auch dieses Pharmakon als Alternative zu den Reti-
noiden oder auch zusétzlich eingesetzt werden konnte.

Ein NIS-Gentransfer mittels eines adenoviralen Vektors flihrte bei humanen Gliomzellen zur
lodakkumulation (Cho et al 2000). Weiterhin konnte sowohl mit adenoviralen und
retroviralen Vektoren mit rNIS und Infektion von Krebszelllinien (Brust, Prostata, Zervix und
Lunge) als auch durch lokale Injektion in Zervix- und Brustkrebs -Xenografttumoren bei
Mausen ein selektiver Zelluntergang durch **!I erzielt werden (Boland et al. 2000, Mandell et
al. 1999, Boelaert und Franklyn 2003), der allerdings in vivo nicht unbedingt signifikant war.
Haberkorn et al. (2010) geben zu bedenken, dass in vivo eingesetzte Radionuklide mit einer
Aktivitatsmenge von 74 bzw. 111 MBq 11100 bzw. 16650 MBg/m? bei der Maus (Prostata-
karzinomxenograftmodell) entsprechen und dass z. B. fur die Eliminierung von Metastasen
bei Schilddrusenkarzinompatienten eine absorbierte Dosis von 80 Gy ben6tigt wird, um einen
klinisch-therapeutischen Effekt zu erzielen. Die erstgenannten Zahlen zeigen, dass bei den
praklinischen in vivo Versuchen bisher noch sehr hohe Strahlungsmengen bendtigt werden,
um einen therapeutischen Effekt zu erzielen.

Aufgrund seiner héheren Energie und der kiirzeren Halbwertszeit im Vergleich zu *31, ist die
Anwendung von ‘*¥¥Re von Vorteil, wenn man hohe Energien in kurzer Zeit applizieren
mochte (Willhauck et al. 2007). *®Re ist ein B-Strahler mit einer HWZ von 16,7 h, der
klinisch z. B. bei Knochenmetastasen eingesetzt wird, und in Bezug auf die Tumorreduktion
1311 vor allem bei groRerem Tumorvolumen uiberlegen.

Die NIS-basierte Gentherapie ist ein vielversprechendes, weites Feld aktueller Forschung, vor
allem, wenn NIS synergistisch mit anderen Genen wie Canstatin (ein Angiogenesehemmer;
Magnon et al 2007) oder mit viraler Therapie (Dingli et. 2004, Goel et al 2007) eingesetzt
wird. NIS-Expression in Tumorzellen kann zum Einen zur Zellzerstérung durch Radioiod-
therapie, zum Anderen aber auch fiir in vivo Bildgebung / zur Uberwachung und bei der Ent-
wicklung und Erforschung sicherer und effizienter Gentransfersysteme (Dayem et al. 2008)
eingesetzt werden.

U. a. Chen et al. (2006) konnten mittels **'1 einen therapeutischen Effekt auf NIS-transfizierte
Leberzellen (MH3924A) in vitro (86% der GVOs vs. 5% der nativen Zellen durch 3,7MBq /
ml *1) und in vivo (i. p. -Injektion von **!1) nachweisen. Sie fanden eine bis zu 240-fache
hohere *I-Aufnahme der GVOs im Vergleich zu den Wildtypzellen und konnten eine

Mehraufnahme durch den Einsatz von DIDS nachweisen (Chen et al. 2006).
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Ein Vorteil der Radioiodtherapie mit **!1 ist, dass man das Isotop aufgrund seiner physi-
kalischen Eigenschaften sowohl zur Tumorzellzerstérung als auch fir die Bildgebung nutzen
kann (Silberstein 2012). Nach Aufnahme hat es strahlungsbedingt eine zytotoxische Wirkung,
die sich ebenfalls auf die umliegenden Zellen auswirkt und erreicht damit ggf. auch nicht-
NIS-exprimierende Tumorzellen in der Umgebung (bystander effect):

Eolloid

TIodaunfnahme in Erforschung des NIS
die Schilddriise

extrazellular

intrazellular

F
l\ NIS-Geniransfer
L9
~
S
o, NIS
N ]
Nicht-invasive
Bildgebung in vivo
Radionuklidtherapie

Tumorzellen

Abb. 42: Schematische Darstellung der NIS-Nutzung via Gentransfer. Links oben sieht man den NIS
basal in der Zellmembran, wo er lodid aus dem Interstitium in die Zelle transferiert. Rechts daneben
ist eine schematische Abbildung der Aminoséauerekette des NIS gezeigt. Die bisherige Forschung an
diesem Transportprotein macht es moglich, es auch fur die Erforschung anderer (Tumor-) Zellen, wie
in dieser Arbeit geschehen, zu nutzen. Gelingt ein erfolgreicher Gentransfer in Zellen, die den NIS
normalerweise nicht funktionell Gberexprimieren, kann man diesen analog zur aktuellen Diagnostik
und Therapie bei der Schilddrise flr andere (Tumor)-Zellen verwenden. So gelingt beispielsweise
eine in vivo Bildgebung eines hNIS-exprimieren HT29 GVO -Tumors (Abb. links unten). Denkbar
und von anderen Arbeitsgruppen bereits gezeigt, ist ebenfalls die therapeutische Nutzung von NIS via
Radioiodtherapie in extrathyreoidalen Geweben. Die gelben Pfeile stellen den bystander effect dar.
(Modifiziert nach Spitzweg und Morris 2004).
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Magnon et al. (2007) konnten zeigen, dass die 0. g. Kombination gezielter Radioiodidtherapie
und Angiogenesehemmung die direkte Tumorzellapoptose verstarkt und damit schnell zu
letalem Zelluntergang flhrt. Der Transfer des NIS in andere Gewebe ist ein neuer
therapeutischer Fortschritt, den es gezielt und nebenwirkungsarm nutzbar zu machen gilt.
Jedoch konnten z. B. Boland et al. (2000) durch die Infektion von Xenograftmaustumoren mit
einem Adenovirus, das auch NIS trug, und anschlieBender **I-Therapie im klinischen Setting
keine signifikante TumorgroRenreduktion feststellen. Diese Arbeitsgruppe verwendete u. a.
auch MCF-7- und HT29 -Zellen. Allerdings muss auch erwadhnt werden, dass diese
Arbeitsgruppe das Radionuklid i. p. injizierte, was ggf. die Aufnahme der Radionuklide in die
Blutbahn und darlber in den Tumor verschlechterte (Boland et al. 2000).

Obwohl NIS bereits seit mehr als einem halben Jahrhundert in der Klinik diagnostisch und
therapeutisch eingesetzt wird, versteht man von der Biologie des Proteins erst seit etwa zwei
Jahrzehnten zunehmend etwas (Ahn 2012).

Ein wichtiger Punkt aktueller Tumorforschung ist es also, einen zielsicheren tumorspezi-
fischen Gentransfer bei geringer Toxizitdt und hoher Sicherheit zu finden, um einen kli-
nischen Einsatz zu ermdglichen (Spitzweg 2009). Hierbei scheinen replikationsselektive
virale Vektoren und die modernen hocheffizienten nicht-viralen biologisch-abbaubaren
Polymere, die also im Organismus abgebaut werden und momentan die vielversprechendsten
Ansétze darzustellen. Erste klinische Studien laufen derzeit oder sind abgeschlossen (z. B.
Phase | Studie flr Prostatakarzinompatienten mit intraprostatischer Virusinjektion, Barton et
al. 2008). U. U. kdnnte man diese noch mit 0. g. Pharmaka kombinieren, um eine moglichst
hohe funktionelle Proteinexpression und lodidaufnahme zu generieren und ggf. die
Einzeldosen der Pharmaka und damit deren Nebenwirkungen zu minimieren. Weitere

Forschung ist notwendig, um das beste System zu finden.
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Zusammenfassung

Der humane Natrium-lodid-Symporter hat die einzigartige Funktion, lodid gegen seinen Kon-
zentrationsgradienten aus den GefaRen in die Schilddrise aufzunehmen, wo es schnell weiter-
transportiert und gespeichert wird. Damit bildet er die Grundlage flr Diagnostik und Therapie
von Schilddrisenerkrankungen, was man sich bereits seit etwa 200 Jahren zunutze macht.

Seit der Klonierung des Symportergens Mitte der 1990er Jahre wird versucht, das Transport-
protein sowohl fur weitere Schilddrisenerkrankungen als auch fir extrathyreoidale Tumoren
nutzbar zu machen. Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass NIS auch in extrathyreo-
idalen Geweben exprimiert wird. Die lodverweildauer ist hier allerdings deutlich geringer, da
es nicht gespeichert wird und i. d. R. schnell wieder aus den Zellen gelangt. Einige Zellarten
kdnnen auch durch verschiedene Pharmaka zur NIS-Expression stimuliert werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen im Einklang mit der aktuellen Lite-
ratur, dass man MCF-7 -Brustkrebszellen mittels tRA zur hNIS-Expression stimulieren kann.
Durch die Transfektion konnten die gleichen Brustkrebszellen sowie HT29 -Kolonkarzinom-
zellen zur funktionellen hNIS-Expression gebracht werden. Durch durchflusszytometrisch-
gesteuerte Zellsortierung wurden die gentechnisch veranderten Zellen in Bezug auf ihre NIS-
Expression angereichert. Um Radionuklide zur Therapie extrathyreoidaler Tumoren einsetzen
zu konnen, muss eine erhohte Nuklidakkumulation in diesen Zellen erreicht werden. Deshalb
wurde in vitro DIDS als nicht-selektiver Anionenkanalblocker mit signifikantem Effekt einge-
setzt. Weiterhin wurde der qualitative Unterschied in der Radioiodidaufnahme sowie im -aus-
strom bei den beschriebenen Zellen verglichen und erste in vivo Versuche unternommen. Ein
derartiger gleichzeitiger qualitativer Vergleich ist bislang noch nicht beschrieben worden.

Es zeigte sich, dass die oben beschriebenen erfolgreich gentechnisch verdnderten und somit
hNIS funktionell tGberexprimierende MCF-7 und HT29 -Zellen am meisten Radioiodid auf-
nahmen. Der Effekt von DIDS ist umso groRer, je mehr Radioaktivitat gepumpt wird. Die
nach durchflusszytometrisch-gesteuerter Zellsortierung angereicherten hNIS Uberexprimieren-
den HT29 -Zellen wurden auch in vivo getestet und zeigten eine mit der Schilddrise
vergleichbare lodidanreicherung. Auch erste bildgebende Verfahren spiegeln dies wider.

Es bleibt jedoch weitere Forschung notwendig, die Bildgebungsverfahren zu verbessern und

ein klinisch sicheres, einsetzbares und effektives NIS-Transfersystem zu entwickeln.
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