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5.1 Ergebnisse der Etablierung eines Real - Time - PCR Assays

5.1.1 Vergleich der RNA Extraktionsmethoden

Die RNA Isolationsverfahren nach Chomczynski et al. (122), Ficoll Gradient mit RNea-
sy® Protokoll und QIAamp® RNA Blood Mini Kit werden in Bezug auf das eingesetzte
Blutvolumen, den Zeitaufwand, die isolierte RNA Konzentration und die RNA Qualitat

der isolierten RNA verglichen.

Methode Zeitaufwand  Total - RNA Qualitat
in min in ug/50 pl/ ml Blut

Ficoll Gradient und 142 0,62

RNeasy

Chomczynski et al. 250 1,4

(122) Kein Unterschied

QlIAamp® RNA 60 5,0

Blood Mini Kit

TABELLE 12: GEGENUBERSTELLUNG DER RNA ISOLATIONSMETHODEN.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird im weiteren Verlauf der Arbeit die Gesamt RNA mittels
QIAamp® RNA Blood Mini Kit isoliert, da dieser in allen Kriterien (iberlegen ist. Eine zu-
satzlich durchgefihrte DNAse Behandlung erhoht die cDNA Qualitat (nicht gezeigt), da
genomische DNA Kontaminationen effizient entfernt werden. Die RNA Integritat wird
exemplarisch an einzelnen Proben in denaturierenden Formaldehydgelen mittels Elek-

trophorese Uberprift und ergibt eine gute RNA Qualitat der Proben.
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5.1.2 DNAse Restaktivitatskontrolle

NukleoSpin® RNA Il Blood Kit QIAamp® RNA Blood Mini Kit
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ABBILDUNG 8: RESTAKTIVITATKONTROLLE DER DNASE IM RNA ELUAT.

Dem RNA Eluat (NukleoSpin® RNA Il Blood Kit, QlAamp® RNA Blood Mini Kit) wird
Plasmid (pGL2 nativ und mit EcoR1 geschnitten) im Sinne einer Integritatskontrolle an-
stelle von cDNA zugesetzt. Anschlielend erfolgt die Analyse in einem mit Ethidiumbro-
mid angefarbten 1,5 %igem Agarosegel. Abkirzungen: DNAse +/- = mit/ ohne isolierte
RNA, d.h. mit/ ohne DNAse, pGL2 = Plasmid, pGL2 + EcoR1 = mit dem Restriktionsen-
zym EcoR1 geschnittenes Plasmid, # = sofort nach Isolation bei — 23°C aufbewahrt, 95°
= erhitzt auf 95°C anschliefend bei —23°C, 37°C = inkubiert bei 37°C, 95°+37° = erhitzt
auf 95°C anschlie3end inkubiert bei 37°C.

Um dem theoretisch moglichen Abbau der cDNA in der reversen Transkription und in
der anschliefenden PCR durch eine Restaktivitat der im RNA Eluat enthaltenen DNAse
nachzugehen, ist ein Modellversuch durchgeflihrt worden. RNA ist mit zwei verschiede-
nen (NukleoSpin® RNA Il Blood Kit, QIAamp® RNA Blood Mini Kit) matrixgestiitzten
Praparationsverfahren mit DNAse Protokoll nach Angaben der Hersteller isoliert wor-
den. Anschliel3end ist dem gewonnenen RNA Eluat 300 ng pGL2 Plasmid Vektor zuge-
setzt worden. Wird die Integritat des Plamids nach durchgefliihrtem DNAse Protokoll
ohne naher auf die verschiedenen Temperaturen einzugehen verglichen, fallt die Si-
gnalstarke niedriger aus als in der unbehandelten Plasmidprobe und es ist eine Dop-
pelbande als Zeichen eines Plamid- bzw. DNA- Abbaus zu erkennen. Die hochste Plas-
mid Degradation als Marker eines moglichen cDNA Abbaus ist nach Inkubation bei
37°C zu beobachten, was auch dem Temperaturoptimum der DNAse entspricht. Doch
selbst nach einer Hitzeinaktivierung bei 95°C mit anschliellender Inkubation bei 37°C ist
die DNAse weiterhin vermutlich durch eine Enzymrenaturierung in der Lage das zuge-
setzte Plasmid abzubauen. Anhand dieses Modellversuchs mit der Analyse des pGI2
basic Abbau durch die DNAse, ist eine geringere DNAse Restaktivitat im QlAamp® RNA
Blood Mini Kit verglichen mit NukleoSpin® RNA 1l Blood Kit gezeigt worden. Ubertragen

auf die Fragestellung und das in vivo System, kann auch von einem geringeren Abbau
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der Tg bzw. GAPDH cDNA nach RNA Isolation mittels QlIAamp® RNA Blood Mini Kit
ausgegangen werden, so dass dieser RNA Isolationsmethode ausgewahlt wurde.

5.1.3 Reverse Transkription

Eine erfolgreiche reverse Transkription beeinflusst die Sensitivitat des PCR Assays
nicht unerheblich, so dass auch hier eine Protokolloptimierung entsprechend der Frage-
stellung sinnvoll ist. Im Literaturvergleich favorisieren einige Arbeitsgruppen den Einsatz
von oligo-dT Primern, die an den Poly-A Stretch der mRNA binden, so dass eine rever-
se Transkription vor allem der mRNA erfolgt. Andere Arbeitsgruppen sehen einen Vor-
teil in den sogennannten random Hexamer Primern, die nicht zwischen ribosomaler und
mitochondrialer bzw. t und mRNA unterscheiden, mit der Folge einer hoheren Gesamt
RNA Konzentration, die jedoch unspezifischer zusammengesetzt ist. Im Verlauf dieser
Arbeit weist die reverse Transkription mit random Hexamer Primern eine hdhere
Transkriptionsrate in der abschlieRenden Analyse spezifischer amplifizierter DNA (Er-
gebnisse nicht dargestellt) auf. Aufgrund der geringen Probenvolumina der Patienten
muss jedoch auf eine erneute reverse Transkription mit random Hexamer Primern ver-

zichtet werden.

5.2 Polymerase Chain Reaction (PCR) fuir Thyreoglobulin (Tg) mRNA

5.2.1 Primerspezifitat

Die Nukleotidfolge der in dieser Arbeit verwendeten Primer entspricht den veroéffentlich-
ten mRNA Sequenzen von GAPDH und Tg in der Genbank (126). Ferner entsprechen
die Amplifikationsprodukte der Tg und GAPDH cDNA in der PCR Analyse in allen
durchgefuhrten in vitro und in vivo Experimenten den erwarteten Produktlangen. Der
durchgefuihrte Abgleich (BLAST Search) der Primersequenzen mit dem publizierten
humanen Transkriptom (126) ergibt die geforderte Spezifitat fir den Nachweis der Tg
mMRNA. Hinsichtlich alternativen Splei3ens innerhalb der amplifizierten Tg mRNA Se-
quenz weisen Mason et al. (118) zwar alternatives Splei3en in Exon 46 in drei von 35
cDNA Klonen von zwei Verwandten mit Pendred Syndrom nach, jedoch ergeben sich in
dieser Studie in 150 Tg cDNA Klonen von sieben Patienten mit anderen Schilddrisen-
erkrankungen keine Hinweise auf SpleilRvarianten. Hinweise, dass in DTC die Ergeb-
nisse Mason et al. (118) relevant sind ergeben sich in der vorliegenden Arbeit, in der

keine Proben von Pendred Syndromen untersucht werden, nicht.
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5.2.3 Primersensitivitat

In einem Modellversuch fur die Detektion von thyreoidalen Tumorzellen im peripheren
Blut mittels PCR ist die Primersensitivitat verschiedener Primerpaare (Tg10-13, Tg %
und Tg Tal) getestet worden. Nach der vendsen Punktion ist ein ml Blut mit FTC133
Zellen (4,33 x 107°) gemischt worden, um das Tumorzellverhalten zu simulieren. Aus-
gangspunkt ist dabei, dass Tumorzellen sich im Serum ahnlich wie die korpuskularen
Blutbestandteile verhalten. Die Isolation der Gesamt RNA der korpuskularen Blutzellen
v.a. der Leukozytenfraktion und der Kulturzellen (FTC133) erfolgt nach Lyse der Ery-
throzytenfraktion mit dem kommerziell erworbenen QlAamp® RNA Blood Mini Kit und
die reverse Transkription mit oligo-dT-Primern.

In der Zellkultur FTC- 133 als in vitro Modell (Abbildung 9) besitzt das Primerpaar Tg
Tal die hochste Signalstarke, d. h. Sensitivitat. Die nachgewiesenen spezifischen PCR
Produkte aller Primer entsprechen den erwarteten Produktlangen von Tg1o.13 (642 bp),
Tg12 (280 bp) und TgTal (160 bp). Die Negativkontrollen (RT —) ergeben keinen Hinweis
auf eine Kontamination durch genomische und/oder spezifische DNA.

Zur Evaluation der Primersentivitat (Abbildung 10) in vivo dient die revers transkribierte
Gesamt RNA der athyreoten Patienten A1 - A4, da hier von einer niedrigen Tg mRNA
Expression auszugehen ist. Das Primerpaar mit der hochsten Sensitivitat in vitro Tg Tal
wird dabei mit einem weiteren Primerpaar der Literatur Tg Tak (123) verglichen. Das
Primerpaar TgTak weist die hochste Signalintensitat und damit Sensitivitat auf. Anhalt
einer spezifischen und/oder genomischen DNA Kontamination ergeben sich bei in-
tronspannenden Primerdesign und fehlendem PCR Produkt in RT- nicht. Auf die PCR
Ergebnisse der athyreoten Patienten und deren Bedeutung wird im nachfolgenden
Kapitel 6.2.2.2 naher eingegangen.
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Tg10413 Tgyp TgTal 100 bp

RT + - + - + - Marker

600 bp

300 bp
200 bp

100 bp

ABBILDUNG 9: VERGLEICH DER TG MRNA PRIMER SENSITIVITAT IM MODELL.

Die Amplifikationsprodukte der Primerpaare Tg10-13, Tg %, und TgTal entsprechen den
erwarteten Produktlangen von Tg1o-13 (642 bp) Tg42 (280 bp) und TgTal (160 bp). Das
Primerpaar Tg Tal besitzt die starkste Signalintensitat bei gleicher eingesetzter cONA
Menge. Weitere Erlauterungen siehe Text. Abkurzungen: RT + = reverse Transkription
erfolgt, RT - = Negativkontrolle, bp = Basenpaare, 100 bp Marker = Molekularge-
wichtsmarker

Tg Tak Tg Tal
RT + - + -+ -+ . + -+ -+ -+ .
bp Marker
<<]600 bp[ >
200 bp
100bp7
A1 A2 A3 A4 A1 A2 A3 A4

ABBILDUNG 10: VERGLEICH DER THYREOGLOBULIN PRIMERSENSITIVITAT IM IN VIVO SYSTEM.
Die Banden von TgTal (linkes Bild) und TgTak (rechtes Bild) entsprechen den erwarte-
ten Produktlangen von 160 bp und 167 bp. Das Primerpaar (123) ist im Vergleich zu
TgTal (124) bei gleicher cDNA Menge sensitiver. In den Negativkontrollen (RT-) erfolgt
keine reverse Transkription. Abklurzungen: bp = Basenpaare, RT + = reverse Transkrip-
tion erfolgt, RT - = Negativkontrolle, bp Marker = 100 bp Molekulargewichtsmarker.

5.3 Tg mRNA Expression im klinischen Probenmaterial
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der konventionellen und relativ quantita-
tiven Real — Time - PCR fur Tg mRNA im Einzelnen vorgestellt. Um einen Vergleich

einerseits innerhalb der Patientengruppe und andererseits zwischen den verschiedenen

43



5 Ergebnisse

Patientengruppen (athyreote Patienten, mit bzw. ohne rhTSH behandelte DTC Patien-
ten) zu ermoglichen, wird die Tg mRNA auf die mMRNA des Housekeepinggens GAPDH
normiert. In jedem Tg Assay Lauf wird eine identische Standardkurve durch vorherige

Aliquotierung (s. 4.7.5) verwendet.

5.3.1 Kontrollgruppe

Zur Kontrolle eines erfolgreichen Einzelexperiments des etablierten Real - Time - PCR
Assays fur Tg mRNA im peripheren Blut dient ein Mix von Total - RNA von zehn gesun-
den Probanden i. S. einer Positivprobe. Mit Hilfe der Real - Time- PCR wird die Tg
MRNA relativ zu dem Housekeepinggen GAPDH quantifiziert und ein Konzentrations-
verhaltnis von 14,9 x10° Tg/GAPDH mRNA ermittelt.

5.3.2 Tg mRNA Expression in konnatal athyreoten Patienten

In der Etablierungsphase des PCR Assays flir Tg mRNA im peripheren Blut taucht im-
mer wieder das Problem einer geeigneten Negativkontrolle auf: Weder gesunde Pro-
banden noch thyreoidektomierte Patienten halten einer strengen Prufung als ,echte”
Negativkontrolle stand. In Gesunden ist von einer diskontinuierlichen Loslosung einzel-
ner Thyreozyten im Rahmen des normalen Zellturnovers auszugehen, wie der Nach-
weis von Tg mRNA in verschiedenen gesunden Probanden in der Vorphase der Etablie-
rung des PCR Assays nahe legt. In thyreodektomierten DTC Patienten als Negativkon-
trolle bleibt immer die Mdglichkeit von postoperativen Schilddrisenrestgewebe. Dem
gegenuber ist in konnatal athyreoten Patienten ein funktionsfahiges Schilddrisenrest-
gewebe bei fehlendem S-Tg, unauffalliger Sonografie, und negativer Schilddrisenszin-
tigrafie nahezu ausgeschlossen (Tabelle 5). Berucksichtigt man bei diesen vier athyreo-
ten Patienten die Tatsache, dass eine Schilddrisenhormonsubstitution bereits tber 19
— 49 Jahre erfolgt, ist von einer Inaktivitatsinvolution des theoretischen postpartalen
Schilddrisenrestgewebes auszugehen (personlich Prof. Dr. med. C. Reiners, Wuirz-
burg). Somit kommen die konnatal athyreoten Patienten einer idealen Negativkontrolle
fur die Bestimmung von S-Tg und Tg mRNA im peripheren Blut am nachsten.

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme liegt in allen Patienten (A1 - A4) eine euthyreote
Stoffwechsellage unter T4 Substitution mit TSH Konzentrationen im Normbereich (0,3-
4 mU/l) vor. S-Tg (DYNOtest® Tg) ist in A1 bis A4 bei ungestdrter Wiederfindung (89 -

97% von 1ng/ml) nicht nachweisbar.
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Zur Uberprifung einer erfolgreich gelungenen RNA Isolierung und cDNA Synthese wird
das Probenmaterial auf die Expression von GAPDH mRNA untersucht. Dabei wird 1/10
des PCR Ansatzes in einem Ethidiumbromidgel analysiert. In allen Proben A1 - A4 ist
das spezifische 600 bp GAPDH Produkt nachweisbar (Abbildung 12). Die Analyse der
konventionellen PCR fur Tg mRNA weist Uberraschenderweise in allen vier S-Tg nega-
tiven Patienten das spezifische intronspannende 167 bp lange Tg Amplifikat nach. Hin-
weise auf eine Probenkontamination durch genomische und/oder spezifische DNA lie-
gen nicht vor (s. Abbildung 11).

Aufgrund des Tg mRNA Nachweises in A1 — A4 in der konventionellen PCR wird an-
schlieRend eine erneute S-Tg Bestimmung mit dem sensitiveren DYNOtest® Tg-pluS
Assay durchgefuhrt. Dieser Immunoassay ermittelt messbare S-Tg Konzentrationen
zwischen 0,05 - 0,33 ng/ml fur die konnatal athyreoten Patienten. Die relative Quantifi-
zierung der Tg mRNA bezogen auf GAPDH mRNA ergibt Werte zwischen 3,66 — 27,8 *
196 T9/GAPDH mRNA. In drei athyreoten Patienten (A1 - A3) liegen die Tg mRNA Kon-
zentrationen unter denen der Kontrollgruppe (14,9 * 10'6), hingegen A4 eine hohere Ex-
pressionsrate mit 27,8 *'%® Tg/GAPDH mRNA im Vergleich aufweist. In den vier Patien-
ten ist weder eine proportionale noch antiproportionale Korrelation zwischen S-Tg und
Tg mRNA herzustellen. Grafisch und tabellarisch sind die Ergebnisse des Immunoas-

says und der PCR in Abbildung 11 und 12 sowie in der Tabelle 13 zusammengestellt.

100 bp
Marker

RT + - + - + - + -

200 bp
100 bp

A1 A2 A3 AM

ABBILDUNG 11: KONVENTIONELLE PCR FUR TG UND GAPDH MRNA VvON A1 - A4.

Die Gelelektrophorese zeigt das erwartete spezifische 167 bp Tg und 600 bp umfas-
sende GAPDH PCR Produkt von A1 bis A4. Hinweise einer Kontamination durch spezi-
fische bzw. genomische DNA ergeben sich bei unauffalligen Negativkontrollen
(RT-) nicht. Abklurzungen: A1 - A4 = athyreote Patienten 1 - 4, RT + = reverse
Transkription erfolgt, RT- = reverse Transkription nicht erfolgt, d.h. Negativkontrolle, bp
= Basenpaare, 100 bp Marker = 100 bp Molekulargewichtsmarker.

Tg 167 bp [
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ABBILDUNG 12: S-TG UND TG/GAPDH MRNA KONNATAL ATHYREOTER PATIENTEN.

A Serum Tg Bestimmung mit DYNOtest Tg—pluS Assay. B Tg mRNA relativ quantifiziert
zu GAPDH mRNA [x 10]. Die TSH Werte liegen in A1 - A4 zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme im Normbereich (0,3 - 4 mU/l). Bei A1 - A3 liegen die Tg/GAPDH mRNA unter
dem Wert der Kontrolle, A 4 weist einen héheren Wert verglichen mit ¢ auf. Abkirzun-
gen: ¢ = Referenzlinie der 10 gepoolten Blutproben Gesunder, A1 - A4 = athyreote Pa-
tienten, *Standardfehler x107°.

Patient |S-Tg [ng/ml] Tg/GAPDH mRNA x10°® Standardfehler x10°®
A1 0,05 3,7 0,52
A2 0,08 3,4 0,12
A3 0,1 2,3 0,08
A4 0,3 27,8 0,8

TABELLE 13: UBERSICHT DER S-TG UND TG/GAPDH MRNA WERTE DER VIER PATIENTEN MIT
KONNATALER ATHYREOSE (A1- A4).

5.3.3 Tg mRNA Expression bei rhTSH behandelten Patienten

Ein Real — Time - PCR Assay muss in der Lage sein, Tg mRNA Konzentrationsande-
rungen z. B. im Rahmen eines Tumorprogresses anzuzeigen, d. h. Uber eine ausrei-
chende Dynamik verfigen. Um diese Fahigkeit des etablierten Real — Time - PCR As-
says, Tg mRNA Konzentrationsanderungen anzuzeigen, zu beurteilen, werden die Tg
Konzentrationen vor und nach rhTSH Stimulation in vier Patienten mit DTC (R1 - 4) im

Rahmen der Tumornachsorge untersucht. So werden fur jeden Patienten Tg/GAPDH
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MRNA und S-Tg Konzentrationen bei niedriger und hoher TSH Konzentration im Serum
ermittelt, die in Abbildung 13 und Tabelle 14 dargestellt sind.
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ABBILDUNG 13: S-TG UND TG/GAPDH MRNA WERTE VOR UND NACH RHTSH GABE INDTC
A S-Tg Werte (ng/ml) B Tg mRNA relativ quantifiziert zu GAPDH mRNA [x 10°] bei ho-
hen und niedrigen Serum TSH Werten in vier DTC Patienten.

Patient |S-Tg S-TSH Tg/GAPDH mRNA |TNM"Y Histologie | Szintigrafie
[ng/ml] [mU/I] x 10-6
vor |nach |vor nach vor | * nach_ * | rhTSH Gabe
R1 815(921 [125 |136 54 03 |6,7 01 pTsNoMo |FTC Metastasen
R4 525(845 10,03 |138 34 02 |52 07 pTsNoM; |PTC Metastasen
R2 25 13,9 17,4 1113,7 |1,8 [0,1 (6,5 ‘0,1 pToNoM, |PTC unauffallig
R3 0 0,9 87,3 (93,5 6,7 01 |16, 03 pToNgM, |PTC unauffallig
9

TABELLE 14: S-TG, TSH uND TG/GAPDH MRNA WERTE VOR UND NACH RHTSH
STIMULATION.

In R1, R2 und R3 sind die S-Tg und Tg/GAPDH mRNA Werte vor und nach der zweiten
und in R4 nach der ersten rhTSH von zwei rhTSH Gaben (0,9 mg/Tag) ermittelt worden.
Die S-Tg bzw. TSH Konzentrationen sind mit dem DYNOtest® Tg-pluS Assay bzw. mit
DYNO TSH 1 bestimmt worden. Die Nachweisbarkeitsgrenzen liegen bei 0,2 ng/ml fir
S-Tg und fiir 0,3 mU/l fiir TSH. Legende: "TNM nach WHO Klassifikation (3); * Stan-
dardfehler x10°®.

Die Patienten R1 und R4 mit aktueller Metastasierung weisen héhere S-Tg Konzentra-
tionen als die Patienten R2 und R3 ohne Hinweise auf Metastasen vor rhTSH Stimulati-
on auf. S-Tg ist in R1, R2 und R4 vor und auch nach, hingegen in R3 nur nach rhTSH
Stimulation messbar. Im Gegensatz dazu kann Tg/GAPDH mRNA in allen vier Patien-
ten bei niedrigen TSH Konzentrationen nachgewiesen werden. Nach rhTSH Stimulation
sind die gemessenen Tg Werte in allen vier Patienten erhéht (Abbildung 13, Tabelle

14). Die Tg/GAPDH mRNA Werte liegen zwischen 5,8 x 10° und 16,9 x 10° und somit
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unter dem Wert der Kontrollgruppe. Es liegt keine Korrelation zwischen Tg/GAPDH
mRNA und der Metastasierung vor; die Patienten R2 und R3 ohne bekannte Metasta-
sierung zeigen die hochste bzw. niedrigste, die Patienten R1 und R4 dagegen ein mitt-
lere Tg/GAPDH mRNA Konzentration nach rhTSH Stimulation. Die beobachtete S-Tg
Erhéhung nach Stimulation auf das 1,1 fache bei R1, 1,6 fache bei R4, 1,5 fache bei R2
und 0,9 fache bei R3 des S-Tg Ausgangswertes, spiegelt sich nicht auf mMRNA Ebene
mit dem 1,22 fachen fur R1, 1,5 fachen fur R4, 3,5 fur R2 und dem 2,5 fachen fur R3
des Tg/GAPDH mRNA Anstiegs wieder. Eine retrospektive Untersuchung der Patienten
im Rahmen der Tumornachsorge von 2000 bis 2003 ergibt im weiteren Krankheitsver-
lauf keine Korrelation zwischen Tg/GAPDH mRNA Werten und klinischem Verlauf.
Festzuhalten bleibt, dass eine rhTSH Stimulation in allen Patienten zu einer S-Tg und

einer Tg mRNA Konzentrationserhohung fuhrt.
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ABBILDUNG 14: REAL - TIME- PCR DER DTC PATIENTEN NACH KLINISCHEN STADIEN.

Die DTC Patienten (n = 12) sind unterteilt in Patienten mit und ohne Metastasen in der
Bildgebung und S-Tg Bestimmung zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Die Mittelwerte der
beiden Subgruppen sind durch Balken bzw. der Kontrollgruppe durch eine Linie ge-
kennzeichnet.

TABELLE 15: REAL — TIME - PCR ERGEBNISSE UND BEFUNDE DER DTC - NACHSORGE.

Die DTC Patienten (n = 12) sind unterteilt in Patienten mit (M1-M5) bzw. ohne Metasta-
sierung (N1-N7) zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Neben der Paraklinik (TSH, S-Tg,
Bildgebung) sind die Tg/GAPDH mRNA Werte, die Histologie, das klinische Stadium
(TNM-, MACIS-, AMES - Klassifikation) und der Krankheitsverlauf aufgefiihrt und nach
ansteigenden Tg/GAPDH mRNA Werten mit Standardfehler (*) in x107° sortiert.

M1 — M5 Metastasen und / oder Lokalrezidiv nachgewiesen

2N1 — N7 keine Metastasen nachgewiesen

¥S-Tg unter der Nachweisgrenze <0,3 ng/ml

* |okal = Lokalrezidiv bzw. peripher = periphere Metastasierung

; Positionentomografie
)
)

&)

®TNM nach WHO Kilassifikation (3)
MACIS Klassifikation fiir PTC (2)
®AMES Klassifikation fiir FTC (1)
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5.3.4 Tg/GAPDH mRNA Expression in DTC Patienten

_ Tg/GAPDH 5 ) Nachsorge 2000 Nachsorge 2003
Patient Err:LIJ-I/I] gj('l[‘lgo[t:g/tml] g‘Zl\?vax - TNM X'Ggls% Histologie ﬁrz](ijn’g\cf_rragfie, Sonografie, Computertomografie
M1Y | 0,04 352 1,0 0,2 [pT.NoMo [Unbekannt’{FTC Lokal und peripher® Tod
M2 > 80 39| 26 05 [pTsNoMy |lowrisk® [FOTC unauffallig inklusive PET® | Unauffallig?

M3 > 80 108 2,9 0,2 |pT4aNiMo|7,17 PTC unauffallig inklusive PET® | Unauffallig"

M4 0,4 32| 5101 |[pTaNogM; [12,09” PTC Lokal und peripher? Verlauf unbekannt

M5 < 0,03 63358| 5,6 1,1 |pT4NoM; |highrisk¥ |FOTC Lokal und peripher? Tod

N1% |<0,03 0,04 pT2aNoMo [low risk?  [FOTC unauffallig

N2 <0,03 0,10 [pTuNoMo |4,3" PTC unauffallig

N3 <0,03 4,4 1,2 |[pT4NoMo |[high risk¥ |FTC - unauffallig

N4 <0,03| unauffallig?| 5,5 0,7 |pToNiaMo (4,527 PTC unauffallig unauffallig

N5 0,2 8,7 0 pT4N1Mp [high risk® |FTC Verlauf unbekannt

N6 <0,03 9,4 0,2 [pTsNoM, |6,6” PTC Verlauf unbekannt

N7 <0,03 44,0 1,3 |pT4aNipM;|[7,85" PTC Ossare & pulmonale

Metastasierung
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Mit der Analyse von Tg/GAPDH mRNA in einer heterogenen Gruppe von zwolf thyreoi-
dektomierten radiojodablatierten DTC Patienten in der Tumornachsorge wird das Ziel
verfolgt, erste Erfahrungen Uber den Nutzen der Real - Time- PCR im klinischen Algo-
rithmus ,Tumornachsorge“ zu gewinnen. Dabei ist auf die niedrige Patientenzahl (n =
12), die heterogenen und zufallig zusammengesetzten Patientengruppen zu verweisen,
die statistische Aussagen nur bedingt erlauben. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 15
und graphisch in Abbildung 14 aufgefuhrt. Die zwoIf DTC Patienten werden unterteilt in
funf Patienten (M1 — M5) mit Metastasen (positiver bildgebender Befund und/oder posi-
tives S-Tg) sowie in sieben Patienten (N1 — N7) ohne Anhalt fur Metastasen (unauffalli-
ge Bildgebung und S-Tg Bestimmung) (Tabelle 3). Zu N7 ist anzumerken, dass sich
trotz des hohen Stagings bei Primardiagnose (pT4aN1sM1), im Jahr 2000 zum Zeitpunkt
der Blutentnahme kein Anhalt auf Metastasen in der Bildgebung und S-Tg Bestimmung
ergibt. Auf diesem Hintergrund wird N7 in die Gruppe der Patienten ohne Metastasen
eingeteilt. Bei zwei Patienten (M2, M3) liegt eine hypothyreote Stoffwechsellage zum
Zeitpunkt der S-Tg und Tg/GAPDH mRNA Bestimmung vor, so dass bei diesen Patien-
ten von einer hoheren Sensitivitdt des Immunoassays und Real - Time- PCR Assays
auszugehen ist. Alle Ubrigen untersuchten Patienten weisen eine TSH Suppression (<
0,3 mU/l) zum Zeitpunkt der Untersuchung auf. Ins Auge fallt, dass S-Tg bei M1 - M4
mit bekannter Metastasierung, im Gegensatz zu N1 - N7 ohne Metastasen, messbar ist.
Eine klinische Einteilung erfolgt neben der TNM Kilassifikation auch mittels MACIS und
AMES Kilassifikation, die unter anderem das Alter und Geschlecht mit bertcksichtigen.
Alle Klassifikationen beziehen sich auf das klinische Stadium bei Erstdiagnose.

Um Erkenntnisse Uber die pradiktive Aussagekraft des Tg/GAPDH mRNA Assays tref-
fen zu konnen, flieRen die bildgebenden Befunde (Sonografie, Szintigrafie, Computer-
tomografie, ggf. Positronenemissionstomografie) der Tumornachsorge 2003 in die ab-
schlielende Bewertung im Sinne einer Verlaufsbeurteilung mit ein.

Die Ergebnisse stellen sich wie folgt dar: Der Mittelwert der Tg/GAPDH mRNA Verhalt-
nisses betragt in M1 — M5 mit nachgewiesenen Metastasen 2,9%'%® und in N1 — N7 oh-
ne nachweisbare Metastasen 5,5¢'%°. Unabhéngig der Histologie und der Stoffwechsel-
lage korrelieren die gemessenen S-Tg Werte nicht mit den ermittelten Tg/GAPDH
MRNA Konzentrationen der DTC in M1 — M5. Auch bei gleicher Histologie (FOTC bzw.
PTC) findet sich keine Korrelation der Tg Konzentrationen auf mRNA und Proteinebene
zwischen einer TSH Suppression (M4;M5) verglichen mit einer Stimulation (M2;M3).

Auffallend ist auch die Diskrepanz des bildgebenden Befundes mit den S-Tg Werten.
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So liegen die S-Tg Werte von M2 und M3 mit 39 bzw. 103 ng/ml deutlich tGber der
Nachweisgrenze, in der durchgefuhrten Bildgebung inklusive Positronenemsissionsto-
mographie gelingt jedoch keine Lokalisation des Rezidivs. Dagegen kann in M1, M3
und M4 mit positiven S-Tg Werten das Rezidiv bildgebend lokal oder peripher diagno-
stiziert werden.

Im Gegensatz zu M1 — M5 mit bekannten Metastasen liegen in N1- N7 keine vor. N1-
N7 sind in Hypothyreose, die einen S-Tg und Tg/GAPDH mRNA Vergleich erleichtern.
In den sieben Patienten mit ansteigenden Tg/GAPDH mRNA Konzentrationen von N1
bis N7 sind die bildgebende Diagnostik ebenso wie die S-Tg Messung im Jahr 2000
unauffallig. Anders die Verlaufskontrollen im Rahmen der Tumornachsorge 2003: der
Krankheitsverlauf von N1 mit dem niedrigsten T9/GAPDH mRNA Ratio ist unauffallig,
ebenso die der Patienten N2 bis einschlieRlich N4 mit einem Tg/GAPDH mRNA Wert
von 5,54'%®  Der Verlauf von N5 und N6 kann leider bei fehlender Tumornachsorge
nicht aufgezeichnet werden. Bereits im Jahr 2000 fallt bei N7 die Diskrepanz zwischen
dem hohen klinischen Stadium (pTsaN1,M1), der unauffalligen Bildgebung sowie der
normwertigen S-Tg Konzentration auf. Dem entgegengesetzt wird bereits im Jahr 2000
die héchste Tg/GAPDH mRNA Ratio aller untersuchten Patienten (n=12) von 44*'%°
ermittelt. 2003 wird szinti- und computertomografisch eine pulmonale und ossare Meta-
stasierung bei weiterhin unauffalligem S-Tg nachgewiesen. Wird die MACIS Klassifika-
tion (2) in die Bewertung der Tg/GAPDH mRNA Konzentrationsverhaltnisse der PTC
Patienten (M3, M4, N2, N4, N6, N7) bzw. die AMES Klassifikation (1) der FTC Patienten
(M1, M2, M5, N1, N3, N5, N6) bertcksichtigt, ist ebenfalls keine Korrelation der Real -
Time- PCR Daten mit dem klinischen Stadium zu beobachten. Aufgrund des kleinen
Kollektivs ist eine statistische Aussage nur bedingt mdglich, so dass eine solche Korre-
lation nicht sicher ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend sind folgende Aussagen anhand der Ergebnisse abzuleiten: Eine
Korrelation zwischen Staging (TNM, MACIS, AMES), Histologie, S-Tg Werten und Tg
MRNA ist nicht erkennbar. Die retrospektive Untersuchung im Rahmen der Tumornach-
sorge ist unauffallig oder nicht beurteilbar aufgrund unklarer Todesursache bzw. Non
Compliance in der Tumornachsorge. Eine Ausnahme hinsichtlich einer pradiktiven Aus-
sagekraft des Real - Time - PCR Assays fur Tg mRNA stellt N7 mit unauffalliger Tu-
mornachsorge und dem hochsten Tg/GAPDH mRNA Verhaltnis im Jahr 2000 und

nachgewiesen Metastasen bei weiterhin unauffalligem S-Tg 2003 dar.
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5.4 Northern Blot

Dem uberraschenden Nachweis von Tg mRNA im Blut konnatal athyreoter Patienten
wird mit dem Ziel, einen Anhaltspunkt potentieller extrathyreoidaler Tg mRNA Quellen
zu finden, nachgegangen. Hierflr wird ein Northern Blot als Multiple Tissue Array Ana-
lyse durchgefiuhrt, um die Expression von Tg mRNA im menschlichen Organismus zu
untersuchen. Die Hybridisierungssignale werden mit Hilfe eines Phosphoimagers (Ab-
bildung 15) analysiert. Wie erwartet, zeigt die Schilddriise das starkste *P-Signal (800
DLU/mm?). AuRerdem sind Hybridisierungssignale um 20 DLU/mm? in der Speicheldrii-
se und der Trachea sowie zwischen 7 und 10 DLU/mm? in der Niere, dem Pankreas,
der Nebenniere, der Leber und dem Herzen festzustellen. Leukozyten des peripheren
Blutes und die blutbildenden Zellen des Knochenmarks weisen eine Signalstarke von
3,5 bzw. von 4,5 DLU/mm? auf.

Eine mdgliche Erklarung fur den ektopen Nachweis von Tg mRNA stellt die sogenannte
illegitime bzw. ektope Transkription dar. Diese Begriffe sind von Chelly et al. (127) und
Sakar et al. (128) eingefuhrt worden. Definiert wird die ektope bzw. illegitime Transkrip-
tion als die Fahigkeit einer jeden Zelle, jede mRNA des gesamten Transkriptoms eines
Organismus konstitutiv in einer GréRenordnung von einem spezifischen Transkript in
500 — 1000 Zellen exprimieren zu kdnnen. Anhand des vorliegenden Northern Blots und
des dokumentierten ektopen Nachweises der Tg mRNA, wird diese Hypothese gestutzt.
Die ektope Expression von Tg mRNA stellt damit eine Erklarung fur die nachgewiesene

Tg mRNA in den athyreoten Patienten dar.
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ABBILDUNG15: NORTHERN BLOT DES MULTIPLE TISSUE EXPRESSION ARRAY.

Die Balken geben die Intensitat der Hybridisierungssignale wieder. Dargestellt sind alle
Signale > 7 DLU/mm2. DLU: digital light units. Inlay: Multiple Tissue Expression array
hybridisiert mit einer Tg cDNA probe (167 bp). Die Signale von >7 DLU/mm? sind mar-
kiert mit [1: A4 = Herz, A7 = Niere, A9 = Leber, B9 = Pankreas, C9 = Nebenniere, D9 =
Schilddrise, E9 = Speicheldrise, H7 = Trachea. Leukozyt i.v. (E7) und Knochenmark
(G7) sind mit ¢ hervorgehoben. Die Kontrollen (O) sind im Einzelnen: A - H 12: yeast
Total - RNA, yeast tRNA, E.coli rRNA, E.coli DNA, Poly r(A), human CQ t-DNA, human
DNA 100 ng, human DNA 500 ng.
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