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Zusammenfassung

Einleitung: lod ist ein essentieller Bestandteil in der Schilddriisenhormon-Biosynthese. Der lodid-
Transport durch die Thyreozyten erfolgt hauptséchlich durch den basolateralen Natrium-lodid-
Symporter (NIS, SLC5AS5) und den apikalen Anionen-Austauscher Pendrin (PDS, SLC26A4). Die
Rolle von TPO- und TSH-Rezeptor-Autoantikérpern in der Pathogenese und Diagnostik von
autoimmunbedingten Schilddriisenerkrankungen ist gut etabliert. Widerspriichlich zeigen sich
allerdings Berichte iiber die Privalenz und den diagnostischen Nutzen von Autoantikdrpern (aAk)
gegen NIS und PDS; dies ist moglicherweise auf die kleinen Studiengruppen und methodische

Unterschiede der publizierten Arbeiten zuriickzufiihren.

Methoden: Es erfolgte die Etablierung zweier neuartiger nicht-radioaktiver Assays mit den
Antigenen NIS und PDS in voller Linge. Dafiir wurden NIS und PDS rekombinant als
Fusionsprotein mit Firefly-Luciferase in stabil transfizierten HEK293-Zellen exprimiert. Hiermit
wurden Serumproben einer groen Kohorte von 323 Schilddriisenpatienten und 400 gesunden

Kontrollen vermessen.

Ergebnisse: Schilddriisenpatienten zeigten eine ca. viermal hohere Pravalenz fiir NIS-aAk (7,7 %)
als Kontrollen (1,8 %), wihrend die Pridvalenz von PDS-aAk bei Schilddriisenpatienten und
Kontrollen dhnlich war (7,7 % vs. 5,0 %). Die hochste Pravalenz von NIS- und PDS-aAk zeigte
sich in der Subgruppe der M. Basedow Patienten (12,3 % und 11,0 %). Es zeigte sich keine
Beziehung der untersuchten aAk zu den TPO-aAk oder TSH-Rezeptor-aAk-Titern bzw. dem
Selen- oder Zinkstatus. Die Reproduzierbarkeit der Assaysignale wurde hinsichtlich Linearitit,

Stabilitdt und Abwesenheit von Matrixeffekten verifiziert.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit aktuellen Studien. Wihrend
der Bestimmung von PDS-aAk bei Schilddriisenpatienten derzeit kein diagnostischer Wert
zukommt, zeigte sich eine mogliche Relevanz von NIS-aAk fiir eine verbesserte Diagnostik von

Schilddriisenerkrankungen.



Abstract

Introduction: Iodine is an essential component in thyroid hormone biosynthesis. lodide transport
through thyrocytes is mainly mediated by the basolateral sodium-iodide-symporter (NIS,
SLC5AS5) and the apical anion exchanger pendrin (PDS, SLC26A4). The role of TPO- and TSH-
receptor-autoantibodies in the pathogenesis and diagnosis of autoimmune thyroid disease is well
established. However, reports regarding the prevalence and diagnostic utility of autoantibodies
(aAb) against NIS and PDS have been contradictory, possibly due to small study groups and
underlying methodological differences of the published papers.

Methods: We established two novel non-radioactive assays using the full-length antigens NIS und
PDS. For this purpose, NIS and PDS were recombinantly expressed as fusion protein with firefly-
luciferase in stably transfected HEK293 cells. Serum samples from a large cohort of 323 thyroid
patients and 400 healthy controls were screened for NIS- and PDS-aAb.

Results: Thyroid patients showed an approximately fourfold higher prevalence of NIS-aAb (7.7%)
than controls (1.8%), while the prevalence of PDS-aAb was similar in thyroid patients and controls
(7.7% vs. 5.0%). The highest prevalence of NIS- and PDS-aAb was seen in the subgroup of
Graves’ disease patients (12.3% and 11.0%, respectively). No correlation was found between the
investigated aAb-titers and TPO-aAb or TSH-receptor-aAb or selenium or zinc status. The
reproducibility of assay signals was verified with respect to linearity, stability and absence of

matrix effects.

Conclusions: The results are in agreement with recent studies. While a determination of PDS-aAb
in thyroid patients does not yet seem to be of diagnostic value, a possible relevance of NIS-aAb

for an improved diagnosis of thyroid disease was shown.



1. Einleitung

1.1. Iod und Schilddriisenhormonbiosynthese

Iod ist ein essentieller Mikrondhrstoff und kann daher nur iiber die Nahrung oder lod Supplemente
aufgenommen werden (1, 2). Es spielt eine zentrale Rolle bei der Biosynthese der
Schilddriisenhormone Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) (1-5). Die Verfligbarkeit von
Schilddriisenhormonen basiert auf der Aufnahme des lodid durch die Thyreozyten und ist
entscheidend fiir den Stoffwechsel sowie fiir die Entwicklung, Reifung und Erhaltung des
Nervensystems, der Skelettmuskulatur und der Lunge (1-6). Ein unbehandelter lodmangel und ein
daraus resultierender Mangel an Schilddriisenhormonen wihrend der Schwangerschaft und der
frithen Kindheit kann zu irreversiblen kognitiven und kdrperlichen Beeintrichtigungen fiihren,
was als kongenitale Hypothyreose bezeichnet wird und zum Vollbild des Kretinismus fithren kann

(1,2,7).

Um eine ausreichende T3- und T4-Synthese zu gewéhrleisten, ist der Transport von lodid aus dem
Blutkreislauf durch die Thyreozyten in das Schilddriisenkolloid essentiell (3, 4, 8). Dabei steuert
der Natrium-lodid-Symporter (NIS), der an der basolateralen Membran des Thyreozyten
lokalisiert ist, die lodidaufnahme aus dem Blutstrom (Abbildung 1). Der Prozess wird durch einen
elektrochemischen Natriumgradienten gesteuert, der durch eine ebenfalls an der basolateralen
Membran lokalisierte Na/K*-ATPase erzeugt wird. Nach der Iodidaufnahme aus dem
Blutkreislauf in die Schilddriise erfolgt die Translokation von Iodid aus der apikalen Membran in
das Kolloid teilweise oder iiberwiegend iiber den Chlorid/Iodid-, Iodid/Bikarbonat- und
Chlorid/Bikarbonat-Austauscher Pendrin (PDS) (2-4). Im Follikellumen oxidiert die
Thyreoperoxidase (TPO) Iodid und baut es kovalent in Tyrosyl-Resten des Proteins
Thyreoglobulin (Tg) ein, ein Vorgang, der als Organifizierung bezeichnet wird. Dabei kommt es
zur Bildung von Monoiodtyrosin (MIT) und Diiodtyrosin (DIT). Die anschlieBende Kopplung der
iodierten Tyrosyl-Resten (MIT/DIT) fiihrt zur Bildung der Schilddriisenhormone T3 und T4. Die
Schilddriisenhormone werden entweder im Follikellumen der Schilddriise gespeichert oder nach

erfolgter Endozytose und Proteolyse in den Blutkreislauf abgegeben (6, 9).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Schilddriisenhormonbiosynthese. Der Symporter NIS, welcher
auf der basolateralen Membran der Thyreozyten lokalisiert ist, tramnsportiert unter Ausnutzung des
Natriumgradienten, der durch die Na' /K -ATPase erzeugt wird, lodid zusammen mit Natrium in die Zelle.

Der lodid-Ausstrom in das Kolloid wird durch PDS vermitellt, das an der apikalen Membran der
Thryreozyten lokalisiert ist. Nach der Oxidation durch TPO wird lodid mit Hilfe von TPO in Tyrosyl-Resten

des Tg-Molekiils eingebaut und bildet MIT und DIT. Dieser Vorgang wird als Organifizierung bezeichnet.

Die anschlieffende Kopplung von MIT/DIT fiihrt zur Bildung von T3/T4 am Protein Tg. Nach Endozytose
und Proteolyse losen sich T3 und T4 vom Tg ab, und die Schilddriisenhormone kénnen in den Blutkreislauf
abgegeben werden. Angelehnt an (2, 5, 6).

NIS: Natrium-lodid-Symporter, PDS: Pendrin, TPO: Thyreoperoxidase, Tg: Thyreoglobulin, MIT: Monoiodiertes
Tyrosin, DIT: Diiodiertes Tyrosin, T3: Triiodthyronin, T4: Thyroxin.

1.2. Natrium-lodid-Symporter und Pendrin

Sowohl NIS als auch PDS sind Proteine in der Zellmembran von Thyreozyten und bestehen jeweils
aus hydrophoben Membrandoménen und einer hydrophilen zytosolischen Doméne (10, 11). NIS
gehort zur Familie der Natrium/Solute Carrier 5A Proteine (SLC5AS). Der humane NIS (hNIS)
besteht aus 643 Aminoséuren. Experimente zur Untersuchung der Sekundirstruktur von NIS
deuten darauf hin, dass hNIS ein Glykoprotein ist, dass 13 transmembran-Helices ausbildet, wobei
der Carboxy-Terminus intrazelluldr und der Amino-Terminus extrazelluldr lokalisiert ist (3-6). Die

drei N-Glykosylierungsstellen sind weder fiir den Iodid-Transport noch fiir die Stabilitdt, Aktivitat
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oder den Transport des NIS-Proteins zur Plasmamembran zwingend erforderlich (4, 5, 8). Das
Thyreoidea-stimulierende Hormon (TSH) stellt einen wichtigen Modulator der NIS-Biosynthese,
-Transkription und -Aktivitdt dar (3, 4, 8).

PDS ist ein Mitglied der SLC26A-Anionenkanalfamilie und besteht aus insgesamt
780 Aminosduren. Studien deuten darauf hin, dass die Sekundérstruktur des CI-/HCO3"-
Austauschers PDS, dessen Amino- und Carboxy-Termini im Zytosol liegen, 12
Transmembrandominen ausbildet. Es befindet sich an der apikalen Membran von
Schilddriisenepithelzellen und vermittelt den Ausstrom von lodid aus den Thyreozyten in das
Follikellumen. PDS findet sich nicht nur in der Schilddriise, sondern auch in der Niere und im
Innenohr. Ahnlich wie bei NIS reguliert TSH den normalen Ausstrom von lodid iiber die apikale
Membran der Schilddriisenfollikelzellen (4-6). Mutationen von NIS oder PDS sind mit einem
abnormalen lodid-Einstrom/-Ausstrom assoziiert, was zu einer Schilddriisen-Dyshormonogenese

fithrt (12).

1.3. Autoimmunerkrankungen

Die Inzidenz von Autoimmunerkrankungen und Allergien in den Industrieldndern steigt stetig.
Eine Assoziation mit einem zunehmenden Hygienestatus in jungen Jahren bzw. einer Verringerung
der Haiufigkeit von Infektionen und die Bedeutung der angeborenen Immunrezeptoren,
insbesondere der Toll-like-Rezeptoren in der Vermittlung der schiitzenden Wirkung von
Pathogenen auf die Autoimmunitét, wird beschrieben (13). Auch eine Zunahme von endokrinen
Chemikalien in der Erndhrung und in der Umwelt (14), als auch ein Mangel an Mikrondhrstoffen
wie Vitamin D (15) oder Selen (16), tragen zu dieser Entwicklung bei. Neue Risiken fiir die
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen stellen auch die neu entwickelten Ansdtze in der
Therapie gegen Krebs mit Immuncheckpoint-Inhibitoren, die gezielt das Immunsystem bzw. die
T-Zellen zur Bekdmpfung von Tumorzellen aktivieren, dar (17-19). Die Schilddriisendysfunktion

ist die hdufigste endokrine und immunologische Nebenwirkung der Checkpoint Inhibitoren (20).

1.4. Chronische Autoimmunerkrankungen der Schilddriise

Die Schilddriise des Menschen stellt eines der am hiufigsten von Autoimmunerkrankungen
betroffenen Organe dar. Diese Autoimmunerkrankungen umfassen eine heterogene Gruppe von
endokrinen Funktionsstorungen der Schilddriise mit geschlechtsspezifischen Unterschieden (21).

Die Ursache der hoheren Priavalenz bei Frauen im Vergleich zu Ménnern ist noch ungeklart.
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Allerdings wurden eine genetische Pradisposition, Umweltfaktoren (22), genetische
Polymorphismen (23), eine Beteiligung von Ostrogenrezeptoren-beta (24) und die Versorgung mit
Mikronéhrstoffen wie Selen (25) als Einflussfaktoren beschrieben. Dariiber hinaus zeigen sich
starke regionale Unterschiede in der Inzidenz und Pridvalenz von Autoimmunerkrankungen der

Schilddriise (21).

Zu den Autoimmunerkrankungen der Schilddriise gehéren der Morbus Basedow (MB), der in
Folge von stimulierenden TSH-Rezeptor-Autoantikdrpern (TSHR-aAk) zur Hyperthyreose fiihrt
und die Hashimoto Thyreoiditis (HT), auch bekannt als autoimmun-lymphozytire, infiltrative
Thyreoiditis, die initial mit einer Hyperthyreose in Rahmen einer Hashitoxikose einhergehen kann
und im Verlauf héufig eine Hypothyreose verursacht (26, 27). TSHR-aAk stellen Autoantikorper
(aAk) des MB dar, die fiir die Diagnose entscheidend sind (28, 29). Diese konnen sowohl
stimulierende als auch hemmende Wirkung aufweisen und iiben so einen direkten Einfluss auf die
Schilddriisenaktivitdt und folglich den Hormonstatus aus (30). Die Mehrheit der Patienten mit HT
zeigen zirkulierende Autoantikorper gegen Thyreoperoxidase (TPO-aAk) oder Thyreoglobulin
(Tg-aAk). Diese sind allerdings nicht krankheitsspezifisch, da sie auch in Untergruppen von
Patienten mit MB sowie bei gesunden Probanden, wenn auch in relativ niedrigen Konzentrationen,

nachweisbar sein konnen (31).

Die Diagnose von HT und MB stellt oft eine Herausforderung dar, da sich
Autoimmunerkrankungen der Schilddriise als dynamische Krankheiten mit individuellen
Merkmalen und Verldufen prédsentieren (19). Zur Diagnosestellung werden das klinische
Erscheinungsbild, die sonographische Darstellung der Schilddriise und das Vorhandensein von
aAk gegen thyreoidale Strukturen im Serum herangezogen. In seltenen Fillen kann auch die
Aufnahme von radioaktivem lod sowie die zytologische Untersuchung von Schilddriisenbiopsaten
in Betracht gezogen werden (27). Abhéngig von den akuten Symptomen und den laborchemischen
Parametern stehen Thyreostatika, wie Methimazol, Carbimazol, Propylthiouracil etc. fiir die
Therapie des MB zur Verfiigung. Eine kausale Therapie stellen die totale bzw. subtotale
Thyreoidektomie bzw. die interventionelle Radioiodtherapie dar. Zur symptomatischen
Behandlung der Hyperthyreose werden hdufig Betablocker eingesetzt (32). Im Gegensatz dazu,
stellt die personalisierte Thyroxin (T4)-Substitution die Therapie der Wahl des hypothyreoten
Zustand der HT dar (19).

13



1.5. NIS- und PDS-Autoantikorper bei schilddriisenerkrankten Patienten

Obwohl die Grundpfeiler der Autoimmunerkrankungen der Schilddriise bekannt sind, variiert die
Priavalenz von autoimmunvermittelten Erkrankungen in Abhdngigkeit von Geschlecht, Alter,
Herkunft (33) und epigenetischen Faktoren (34). Patienten mit autoimmunbedingten
Erkrankungen der Schilddriise leiden hdufig an Polyautoimmunitit (35), bei der klinische
Hinweise auf die Koexistenz von mehr als einer Autoimmunerkrankung gegeben sind. TPO-,
Thyreoglobulin- und TSH-Rezeptor-Autoantikorper gelten als essentielle diagnostische
Biomarker bei autoimmunbedingten Schilddriisenerkrankungen. Die Prédvalenz und klinische
Bedeutung von NIS- und PDS-aAk wurde in den letzten Jahren kontrovers diskutiert und ist
umstritten (5, 8, 36). Erste Befunde legten nahe, dass PDS (37) und NIS (38-40) ein neues
Autoantigen bei Patienten mit autoimmunbedingten Schilddriisenerkrankungen darstellen.
Neueste Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Haufigkeit von NIS-aAk (36, 41, 42) und
PDS-aAk (43, 44) bei Autoimmunerkrankungen der Schilddriise gering ist.

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Studie ist es, die widerspriichlichen Befunde beziiglich der Prdvalenz und
diagnostischen Bedeutung von Autoantikdrpern gegen die lodidtransporter NIS und PDS bei
Patienten mit Schilddriisenerkrankungen aufzukléren, indem ein grof3es und heterogenes Kollektiv
von schilddriisenerkrankten Patienten (n=323) und gesunden Kontrollpersonen (n=400) auf NIS-

und PDS-aAk untersucht und verglichen wird.
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2. Material und Methoden

Die im Folgenden dargestellten Materialien und Methoden wurden groBtenteils bereits in der

Publikation beschrieben (19).

2.1. Material

Die Vektoren pPICZa und pENTR223.1, die die NIS- (SLC5A5-Gen) bzw. PDS- (SLC26A4)
cDNA tragen, wurden vom DNASU-Plasmid-Repository bezogen. Die DNA Primer P1 (ATA GAT
ATC ATG GAG GCT GTC GAAACC GGT GA), P2 (CGC GAATTC CAAGTTAGT CTCTTG
CTG AT), P3 (ACC ATG GCA GCG CCA GGC GGC) und P4 (GCG CAATTG GGATGC AAG
TGT ACG CAT A) wurden von BioTeZ (Berlin, Deutschland) bestellt. Mit Hilfe dieser Primer
wurde die NIS- (SLC5A5-Gen) bzw. die PDS-Sequenz (SLC26A4) amplifiziert. Mittels
Restriktionsverdau und Ligation wurde die NIS- bzw. PDS-Sequenz in den Vektor pIRESneo
eingebracht. Die Amplikons wurden isoliert, sequenzverifiziert und N-terminal zu Firefly-
Luciferase in pIRESneo-LUC eingefiigt, wodurch die Expressionsvektoren pIRESneo-NIS-Luc
und pIRESneo-PDS-Luc gebildet wurden. Fiir die Validierung wurden kommerzielle Antikdrper
gegen humanes NIS (ab 101084, Abcam) und humanes PDS (PA5-42060, Thermo Fischer
Scientic) erworben. Die Immunpréizipitation von aAk-Komplexen, die Transporter-Luc-
Fusionsproteine binden, erfolgte mittels Protein A Sepharose (ASKA Biotech GmbH,
Hennigsdorf, Deutschland) wie beschrieben (45).

2.2. Humane Proben

Insgesamt wurden, wie beschrieben (46), 323 Serumproben von Schilddriisenpatienten einer
Gemeinschaftspraxis in Berlin, Deutschland, gesammelt. Die Diagnosen von MB, HT oder
anderen Schilddriisenerkrankungen wie nicht-autoimmun- bzw. iatrogen-bedingte Hypothyreose
(Hypo), Struma nodosa (STRN), Schilddriisenkarzinom (SCa) und Thyreoiditis de Quervain
(TdQ) basierten auf der klinischen Pridsentation und den Krankheitsparametern gemal3 der
Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme
(ICD-10). TPO-aAk- und TSHR-aAk-Analysen sowie die Bestimmung des Selen (Se)- und Zink
(Zn)-Status wurden kiirzlich beschrieben (46). Um einen Querschnittsiiberblick zu erhalten, wurde
eine Gesamtsumme von 400 Serumproben gesunder Probanden von einem kommerziellen
Anbieter (in.vent Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) bezogen. Die Altersverteilung

in Jahren innerhalb der Kohorte konnte wie folgt bestimmt werden (MW=SD bzw. Median (IQR)):
15



Frauen 29,1+£8,9 bzw. 27 (22, 35) und Ménner 34,9£8,9 bzw. 35 (28, 41). Die grundlegenden
Parameter der Schilddriisenerkrankten und Gesunden sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die
klinischen Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaration von
Helsinki  durchgefiihrt und von der ethischen Priifungskommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin genehmigt (#EA2/173/17). Die schriftliche Einwilligung wurde von
jedem Patienten nach vollstindiger Aufkldrung liber Zweck und Art aller angewandten Verfahren
eingeholt. Die Laboranalysen wurden von Forschern durchgefiihrt, die fiir den Gesundheitsstatus

der Probanden verblindet waren.

Tabelle 1: Studiendesign. Klinische Parameter der Schilddriisenerkrankten und gesunden Kontrollen.

Total Geschlecht  Alter* Subgruppen Schilddriisenerkrankten
(n) w m HT MB Hypo STRN SCa TdQ
Erkrankte 323 278 45 50,7 (38,3-63,5) 107 73 61 61 17 4
Kontrolle 400 200 200 31,0 (24,0-39,0)

*medianes Alter [Jahre] mit 25. - 75. Perzentile in Klammern (IQR), w: weiblich, m: mdnnlich, HT: Hashimoto
Thyreoiditis, MB: M. Basedow, Hypo: Hypothyreose (nicht-autoimmun-/ iatrogen-bedingt), STRN: Struma nodosa,
SCa: Schilddriisenkarzinom, TdQ: Thyreoiditis de Quervain.

2.3. Expression von NIS-Luc und PDS-Luc in HEK293-Zellen

Die Expressionsvektoren pIRESneo-NIS-Luc und pIRESneo-PDS-Luc wurden in HEK293-Zellen
transfiziert und in DMEM/F12 mit 10 %(v/v) Fetal Bovine Serum (FBS) und 1 %(v/v)
Penicillin/Streptomycin geziichtet. Zwei Tage nach der Transfektion wurden 0,8 mg/mL des
Aminoglykosid-Antibiotikums Geneticin (G-418) dem Kulturmedium zugegeben und stabile
Klone, die die Fusionsproteine NIS-Luc bzw. PDS-Luc exprimieren, isoliert und geziichtet. Die
Selektion basierte auf den Wachstumseigenschaften der Zellen und der Luc Aktivitdt. Stabile
Klone wurden fiir die Proteinproduktion expandiert, die Zellen wurden lysiert und durch
Zentrifugation gereinigt und wie beschrieben (45) prozessiert. HEK293-Kulturen wurden in
165 cm? Platten bis zur Konfluenz geziichtet und durch Ausschaben in PBS geerntet. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (1000 g) gesammelt und in PBS gewaschen, gefolgt von einer
erneuten Zentrifugation (1000 g). Die resultierenden Pellets wurden in 20 mM 2-(4-(2-Hydroxy-
ethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure (HEPES) Puffer (pH 7,5) bestehend aus 50 mM NaCl,
1 %(v/v) Triton X-100 und 10 %(v/v) Glycerin resuspendiert. Die resultierende Suspension wurde
nochmals gereinigt (15 min, 4000 g), in Aliquots von 1,0 mL verteilt und bis zur Verwendung fiir

die analytischen Messungen bei -80°C gelagert.
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2.4. Testen der Serumproben auf NIS- und PDS-aAk durch Immunprizipitation

Die Zellextrakte, die rekombinantes NIS-Luc- oder PDS-Luc-Fusionsprotein enthielten, wurden
in Inkubationspuffer verdiinnt, der 50 mM Tris-HCl, 10 %(v/v) Glycerin, 100 mM NaCl, 5 %(w/v)
Glucose, 5 %(w/v) Magermilchpulver, 1 %(v/v) Triton X-100 und 0,005 %(w/v) Natriumazid
enthielt. Die Verdiinnung wurde so eingestellt, dass ca. 5000 RLU/uL Extrakt erzeugt werden
konnten. Immunprézipitationen wurden durch Inkubation von 5,0 uL Serumprobe mit 40 pL
Extrakt {iber Nacht bei 4°C gestartet. Am néichsten Tag wurden 40 pL. 20 %(v/v) Protein A
Sepharose zugegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert.
Ausfillen der Immunkomplexe erfolgte durch Zentrifugation. Die Pellets wurden fiinfmal mit
200 pL Puffer (bestehend aus Tris, NaCl, Triton) gewaschen. Die Luciferaseaktivitit wurde fiir 5s
mittels Lumineszenz mit Hilfe von Luciferin (Sigma) in einem Luminometer (Berthold) bestimmt.
Die Ergebnisse wurden als relative Lichteinheiten (RLU) aufgezeichnet und die Bindungsindizes
(BI) wurden in Bezug auf den arithmetischen Mittelwert (MW) der unteren Hélfte aller Signale an
unabhdngigen Tagen ermittelt. Zur Identifizierung von Probanden mit positiven aAk-
Konzentrationen wurden zwei verschiedene Methoden angewandt, wie bereits beschrieben (47,
48). Als Schwellenwert der Positivitit wurden Signale, die das 75. Perzentil plus anderthalb
Interquartilabstinde (P75+1,5*IQR) iiberstiegen oder die den MW der unteren 90% aller Signale
plus drei Standardabweichungen (MW+3SD) iiberstiegen, festgelegt. Beide Methoden lieferten
vergleichbare Ergebnisse. Die Reproduzierbarkeit der Assays wurde mit positiven Proben in
verschiedenen Verdiinnungen iiberpriift. Der durchschnittliche Intra-Assay-Variations-koeftizient
(CV) betrug 7,3 % fiir NIS-aAk und 3,4 % fiir PDS-aAk, der Inter-Assay-Variationskoeftizient
betrug 7,3 % fiir NIS-aAk bzw. 5,6 % fiir PDS-aAk.

2.5. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mittels SPSS (Version 25, SAS Institute, Cary, NC, USA) oder
GraphPad Prism v.7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden als MW=£SD oder Median und Interquartilsbereiche (IQR) dargestellt. Die
Normalverteilung der Daten wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test analysiert. Der Vergleich
von quantitativen Variablen zwischen zwei unabhingigen Gruppen wurde mit einem ungepaarten
t-Test (normalverteilte Daten) oder einem zweiseitigen nichtparametrischen Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Multiple Vergleiche wurden mittels ANOVA durchgefiihrt. Die Korrelationen

wurden mittels Pearson-Korrelationstest —(normalverteilte Daten) oder Spearman's

17



Rangkorrelationstest durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde mit *P < 0,05, **P < 0,01
oder ***P < (0,001 angegeben.
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3. Ergebnisse

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse dieser Studie wurden bereits in der Publikation
beschrieben (19).

3.1. Expression von NIS-Luc und PDS-Luc in HEK293-Zellen

Die Expressionsplasmide, die fiir die Fusionsproteine NIS-Luc und PDS-Luc kodieren, wurden in
HEK?293-Zellen transfiziert. Stabile Klone wurden hergestellt, expandiert und die Fusionsproteine
angereichert. Mittels Messung der Luc Aktivitdt wurde die erfolgreiche Expression kontrolliert.
Zur Validierung des Antikdrper-Immunoprizipitations-Assays wurden kommerzielle Antikorper,
die humanes NIS (Abbildung 2A) bzw. humanes PDS (Abbildung 2B) erkennen, verwendet. Die
schrittweise Verdiinnung von NIS- und PDS-positiven Antikorperseren zeigte dosisabhingige
Reaktionen auf Antikorperkonzentrationen iiber einen weiten Verdiinnungsbereich, was auf

geeignete Detektionsbedingungen fiir die Quantifizierung von NIS- und PDS-spezifischen-aAk

hinweist.
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Abbildung 2: Charakterisierung von neuartigen Assays fiir NIS- und PDS-spezifische Autoantikérper.
Stabile HEK293-Zellen, die Fusionsproteine von NIS-Luc bzw. PDS-Luc exprimieren, wurden generiert
und zur Etablierung analytischer Tests fiir Autoantikérper (aAk) gegen diese lodidtransporter verwendet.
Signalspezifitit und -linearitdt wurden mittels kommerziellen Antikorpern getestet, die humanen NIS (4)

bzw. humanen PDS (B) erkennen. Figure 1 in (19).
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3.2. Analyse der Serumproben von Kontrollen und Schilddriisenpatienten auf aAk gegen

NIS und PDS

Um die Pravalenz von aAk gegen NIS und PDS bei erwachsenen Probanden zu bestimmen,
wurden Proben aus zwei unabhingigen Querschnittssammlungen von Seren analysiert. Die
Kohorte gesunder Kontrollpersonen bestand aus insgesamt 400 Probanden (50 % weiblich) und
die Kohorte der Patienten mit Schilddriisenerkrankungen, die eine Ambulanz zur
Schilddriisensprechstunde aufsuchten, bestand aus 323 Probanden (86 % weiblich).
Autoantikorper-positive Proben wurden anhand des Binding Index (BI) und der AusreiBBerkriterien
identifiziert; d. h. wenn die Signale einen BI>1,92 (P75+1,5*IQR) bzw. BI>1,83 (MW+3SD)
iiberschritten, wurden diese Seren als positiv identifiziert. Alle 723 Seren (n=400 gesunde
Kontrolle, n=323 Schilddriisenerkrankte) wurden in die Berechnungen einbezogen, um den
Schwellenwert fiir die Positivitit im NIS- bzw. PDS-aAk-Assay zu bestimmen. Unter
Beriicksichtigung des oberen Schwellenwertes waren insgesamt sieben Serumproben in der
Kohorte der gesunden positiv, was einer Privalenz von 1,8 % entspricht. Fiinf Proben entstammten
Frauen, zwei Ménnern. Im Vergleich zu den Kontrollen traten NIS-aAk bei Schilddriisenpatienten
hiufiger auf (Pravalenz von 7,7 % (25 von 323 Schilddriisenerkrankten)) (Abbildung 3A). Auch
hier zeigte sich der fiir Autoimmunerkrankungen der Schilddriise typische geschlechtsspezifische
Unterschied in der Haufigkeit, mit einer Verteilung fiir NIS-aAk von 1:24 (minnlich: weiblich)

unter den Schilddriisenpatienten.

Mit der gleichen Strategie, wie oben beschrieben, wurden auch alle 723 Serumproben auf
Antikorper gegen den apikalen Transporter der Thyreozyten PDS getestet. Dabei wurde ein
Schwellenwert von BI>1,97 bzw. BI>1,87 berechnet. Unter Beriicksichtigung von diesem Cut-Off
wurden insgesamt 20 von 400 gesunden Kontrollen bzw. 25 von 323 Schilddriisenpatienten als
positiv fiir aAk gegeniiber humanes PDS erkannt, was einer Priavalenz fiir PDS-aAk von 5,0 %
bzw. 7,7 %. entspricht (Abbildung 3B). Dabei zeigte sich ein geschlechtsspezifischer Unterschied
in der gesunden Kohorte im Vergleich zur erkrankten. Im Detail zeigte sich eine Verteilung fiir
PDS-aAk Positivitdt von 12:8 (minnlich:weiblich) innerhalb den gesunden Kohorte, wéihrend sich

bei den Erkrankten eine Verteilung von 4:21 zeigte.
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Abbildung 3: Prdvalenz von NIS- und PDS-aAk bei gesunden Probanden (Kontrolle) und
Schilddriisenpatienten. Eine Kohorte von Kontrollpersonen (n=400) und Schilddriisenpatienten (n=323)
wurden auf NIS-adk (A) bzw. PDS-aAk (B) analysiert. Es wurden AusreifSkriterien angewendet, um
Serumproben als positiv oder negativ zu klassifizieren. Die gestrichelten Linien zeigen die Schwellenwerte

fiir Positivitdit an (NIS-aAk BI> 1,92 bzw. PDS-aAk BI>1,97). Figure 2 in (19).

3.3. Analyse der aAk-Eigenschaften in Serumproben zur Validierung des NIS- und PDS-
aAk-Assays

Es wurden serielle Verdiinnungen in Inkubationspuffer von aAk-positiven Seren durchgefiihrt, mit
dem Ziel die aAk und das Serum als Matrix fiir die durchgefiihrten Tests zu charakterisieren. Dazu
wurden jeweils vier verschiedene fiir humane NIS-aAk positive Seren (Abbildung 4A) und PDS-
aAk positive Seren (Abbildung 4B) ausgewihlt. Diese Proben wurden folglich in 1,0-, 0,75-, 0,5-,
0,25- und 0,125-facher Verdiinnung der Originalprobe getestet, welche 5, 3,75, 2,5, 1,25 und
0,625 pL. Originalserum pro Reaktion entsprachen. Es erfolgte eine Serum- und aAk-freie
Messung zur Kontrolle (0 pL, Abbildung 4). Die Analyse der Ergebnisse zeigte eine
verdiinnungsabhdngige schrittweise Abnahme der Signalstidrken. Eine konzentrationsabhédngige
Messung von NIS- und PDS-Autoantikdrper durch den Assay konnte dadurch nachgewiesen

werden.
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Abbildung 4: Charakterisierung der Signallinearitit von NIS- und PDS-aAk in positiven Serumproben.
Serielle Verdiinnungen von NIS-aAk- (4) und PDS-aAk-positiven (B) Serumproben. Die Signale sind als
relative Lichteinheiten (relative light units RLU) in Bezug auf die schrittweise Verdiinnung des

urspriinglichen Serumprobenvolumens von 5 ulL aufgezeichnet. Figure 34 und 3B in (19).

Um diese Ergebnisse zu validieren und mogliche Matrixeffekte zu identifizieren, wurden
volumengleiche Mischungen einer positiven und einer negativen Probe kombiniert und auf NIS-
aAk (Abbildung 5A) und PDS-aAk (Abbildung 5B) untersucht. Die Ergebnisse dieser Messungen
stimmten mit dem erwarteten arithmetischen Mittelwert der Signale beider Proben iiberein. Daraus
lasst sich schlieBen, dass der Assay bzw. die erhaltenen Signale nicht durch die Matrix

beeintrichtigt wurden.
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Abbildung 5: Charakterisierung von NIS- und PDS-aAk in Serumproben iiber Kombinations-
Serumanalytik. Kombinationen aus gleichen Volumina aAk-positiver und aAk-negativer Serumproben
wurden auf Matrixeffekte getestet. Die Signale, die von der 1:1 Mischung der Proben fiir NIS-aAk (A) bzw.

PDS-aAk (B) aufgezeichnet wurden, entsprachen den arithmetischen Mittelwerten dieser Proben. Figure
3C und 3D in (19).

3.4. Stabilitit des NIS- und PDS-aAk Signals im Serum nach mehrfachen Zyklen des

Einfrierens und Auftauens

Um die Probenstabilitdt der aAk im Serum zu testen, wurden 5 pL dreier ausgewdéhlter Seren in
vierfacher Wiederholung Einfrier- und Auftauzyklen unterzogen, d.h. 1 h bei - 80°C und 1 h bei
Raumtemperatur. Es wurde ersichtlich, dass sowohl NIS-aAk als auch PDS-aAk eine
Temperaturstabilitidt aufwiesen. Der mehrfache Wechsel der Temperaturen zeigte bis zur dritten
Wiederholung keinen ersichtlichen Einfluss auf die Messergebnisse, das heift die absolute
Messabweichung lag unter bzw. gleich 20 %. Aber von insgesamt sechs Proben wies nur eine
Probe nach vier Zyklen eine Abweichung der Signalstirke von mehr als 20 % des urspriinglichen

Zustands auf (Abbildung 6A und Abbildung 6B).
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Abbildung 6: Test auf Signalstabilitit bei wiederholten Zyklen des Einfrierens und Auftauens von
Serumproben. Es wurden jeweils drei Proben, die positiv fiir NIS-aAk (A) bzw. PDS-aAk (B) waren, auf die

Signalstabilitit bei Gefrier-/ Auftauzyklen getestet. Fiinf von sechs Proben lieferten stabile Signale nach

vier Gefrier-Auftau-Zyklen und ergaben Signale im Bereich von 100 £ 20% der urspriinglichen Probe.

Figure 4 in (19).
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3.5. Verteilung von NIS-aAk und PDS-aAk bei Schilddriisenerkrankungen

Wir analysierten die Privalenz von NIS-aAk und PDS-aAk in den unterschiedlichen Subgruppen
der Schilddriisenerkrankten. Die Unterteilung der Schilddriisenpatienten (n=323) erfolgte in HT
(n=107), M. Basedow (n=73) und einer dritten Gruppe bei Nichtzuordnung in eine der zuvor
erwdhnten Gruppe (n=143). Zur dritten Gruppe zdhlten Patienten mit Struma nodosa,
nicht-autoimmun- bzw. iatrogen-bedingter Hypothyreose, Schilddriisenkarzinom und Thyreoiditis
de Quervain. Unter den 25 fiir NIS-aAk positiven Serumproben (7,7 % aller Schilddriisen-
patienten) zeigte sich eine relativ hohe Prévalenz von 12,3 % bei M. Basedow Patienten (n=9),
gefolgt von 7,5 % bei Hashimoto Thyreoiditis Patienten (n=8) und 5,6 % in der dritten Gruppe
(n=8) (Abbildung 7A). Nur ein ménnlicher Patient wurde positiv fiir NIS-aAk gefunden, was ein
Mainner-Frauen-Verhiltnis von 1:24 ergibt. Interessanterweise zeigte genau dieser Patient die

hochste NIS-aAk-Konzentration (BI von 5,2) innerhalb der gesamten Kohorte auf.

Insgesamt konnte in 25 Proben der Autoantikorper gegen PDS nachgewiesen werden. Es zeigte
sich also eine gleiche Priivalenz von 7,7 % wie bei NIS. Ahnlich zu NIS zeigte sich unter den
Patienten mit M. Basedow (n=8, d. h. bei 11,0 % der MB Patienten) eine hohere Pravalenz als bei
HT (n=5, d. h. bei 4,7 % der HT Patienten). Bei der dritten Gruppe lag die Privalenz dazwischen
(n=12 von 143, d. h. 8,4 %) (Abbildung 7B). Die geschlechtsspezifischen Unterschiede fiir PDS-
aAk unter den Schilddriisenpatienten entsprachen dem allgemeinen Verhéltnis von Autoimmun-
erkrankungen der Schilddriise in der Bevolkerung mit einer hoheren Haufigkeit unter Frauen.
Genauer gesagt zeigte sich ein Verhéltnis fiir PDS-aAk von Ménnern zu Frauen von ca. 1:5. Es
bestand kein grofer Unterschied in der Altersspanne der Patienten, die als positiv oder negativ fiir
NIS-aAk bzw. PDS-aAk identifiziert wurden; NIS-aAk positive versus negative Patienten
(MW=SD in Jahren; 49,7+18,2 vs. 51,5+6,0) bzw. PDS-aAk positive vs. negative Patienten
(MW=SD in Jahren; 51,2+18,7 vs. 51,4£15,9). Kein Unterschied zeigte sich auch bei den
Schilddriisenparametern TSH oder fT4 der Patienten, die als positiv oder negativ fiir die oben

genannten Autoantikorper identifiziert wurden.
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Abbildung 7: Prdvalenz von NIS-aAk (A) und PDS-aAk (B) bei Schilddriisenerkrankten. Die Kohorte der
Schilddriisenpatienten wurde in Patienten mit M. Basedow- (MB), Hashimoto-Thyreoiditis- (HT) und
sonstigen (zusammengesetzt aus Struma nodosa, Hypothyreose (nicht-autoimmun-/ iatrogen-bedingt),

Schilddriisenkarzinom und Thyreoiditis de Quervain) Patienten unterteilt. Figure 5 in (19).
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3.6. NIS-aAk und PDS-aAk im Zusammenhang mit Mikronéhrstoffen und anderen

Autoantikorpern

Um einen moglichen Zusammenhang vom Zink- (Zn) und Selenstatus (Se), als auch der mit

Schilddriisenerkrankungen assoziierten Autoantikdrper TSHR-aAk und TPO-aAk mit der
Konzentration von NIS-aAk (Abbildung 8A) (Abbildung 9A) und PDS-aAk (Abbildung 8B)

(Abbildung 9B) zu eruieren, wurden diese getestet bzw. analysiert. Eine signifikante Korrelation

konnte in keinem Fall beobachtet werden.
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Abbildung 8: Verhdltnis von NIS-aAk und PDS-aAk zum Selen- und Zinkstatus. Serumproben von

Probanden mit positivem NIS-aAk (A) und positivem PDS-aAk (B) wurden in Hinblick auf den Serum-Selen

(Se) und Serum-Zink (Zn) Status analysiert. Es wurden keine signifikanten Wechselwirkungen beobachtet.
In Figure 64 und 6B in (19).
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Abbildung 9: Verhdltnis von NIS-aAk und PDS-aAk zu den TSHR-aAk und TPO-aAk. Es zeigte sich keine
Korrelation zwischen NIS-aAk (A) und PDS-aAk (B) und den TSHR-aAk oder TPO-aAk Werten. In Figure

6C in (19).
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4. Diskussion

Ziel dieser Dissertation war es, einen analytischen Assay zur Quantifizierung von NIS-aAk und
PDS-aAk aus kleinen Aliquots von Humanserumproben bzw. einen neuen Assay geeignet zur
Durchfiihrung von epidemiologischen Studien zu entwickeln. In Anbetracht der steigenden
Inzidenz von Autoimmunerkrankungen, deren genaue Ursache noch ungeklért ist, stellt dieser
Assay eine Basis fiir zukiinftige Studien dar. Hierdurch kdnnen die potentielle diagnostische Rolle
von NIS-aAk und PDS-aAk bei Schilddriisenpatienten iiber groBe analytische Studien besser
aufgeklért, und die potentiellen Assoziation mit Erndhrungsfaktoren, Umweltfaktoren, endokrin
wirksamen Chemikalien, wie organischen Chlorverbindungen und Pestiziden (49), aber auch

neuen medikamentdsen Ansétzen in der Krebstherapie, gezielt analysiert werden.

Mit dem Ziel der Validierung dieses nicht radioaktiven Assay wurden eine Reihe wichtiger
Experimente durchgefiihrt, die die Qualitdt des Assay unterstreichen konnten. Es konnte die
Linearitdt der Signale zu Antikorperkonzentrationen aus Patientenseren und kommerziellen
Quellen, das Fehlen von Matrixeffekten auf die Signalstérken und die Stabilitét gegeniiber Gefrier-
und Auftauzyklen in den Experimenten bestétigt werden. Im Vergleich zu alternativen Tests stellt
dieser neu entwickelte Assay kein aufwendiges, arbeitsintensives, mehrstufiges oder teures
Verfahren dar. Auch die fehlende Anwendung von radioaktiven Isotopen erleichtert die

Durchfiihrung des Assay.

Die Prévalenz und die diagnostische Rolle von NIS-aAk und PDS-aAk war in den letzten Jahren
immer wieder Gegenstand kontroverser Diskussionen. Initiale Experimente mittels Western Blot
von Endo et al. (50) ergaben eine hohe Privalenz der NIS-aAk von 84 % bei M. Basedow
Patienten. Dieses Ergebnis legte nahe, dass die Mehrheit der MB Patienten Antikorper gegen NIS
tragt bzw. die Inzidenz des NIS-aAk fast vergleichbar mit dem des TSHR-aAk bei der Erkrankung
ist (50). Diese Annahme wurde durch die Studie von Brix et al. (36) bzw. Seissler et al. (42) unter
Verwendung eines Radioliganden-Bindungsassay widerlegt. Hier konnten NIS-aAk bei nur 20 %
bzw. 10,7 % der MB und 14 % bzw. 20,8 % der HT Patienten nachgewiesen werden, was auf eine

niedrige diagnostische Wertigkeit dieses Autoantikdrpers deutete.
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In unserer Studie zeigte sich eine vierfach hdufigere NIS-Autoimmunitét bei den Patienten (7,7 %)
in Vergleich zu den gesunden Probanden (1,8 %). Die Analyse der NIS-aAk-Priavalenz bei den
Schilddriisenpatienten mit MB bzw. HT zeigte bemerkenswerte Unterschiede auf. Autoantikdrper
gegen NIS wurden fast doppelt so hdufig bei MB (12,3 %) als bei HT (7,5 %) nachgewiesen. In
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigte sich auch in den Studien von Brix et al. (36),
Yoshida et al. (37), Morris et al. (38) und Endo et al. (50) eine hohere Pravalenz von NIS-aAk bei
M. Basedow im Vergleich zu Hashimoto Thyreoiditis Patienten. Im Widerspruch dazu wurde von
Seissler et al. (42) und Ajjan et al. (41) eine etwa gleich hohe NIS-aAk Prédvalenz bei diesen
Autoimmunerkrankungen der Schilddriise beschrieben. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass NIS
ein relevantes Autoantigen bei autoimmunbedingten Erkrankungen der Schilddriise darstellt.
Besonders die hohere Pridvalenz unter den M. Basedow Patienten stirkt diese Annahme. Im
Einklang mit vorherigen Studien (36, 42, 51) scheinen allerdings die Autoantikorper gegen NIS

als diagnostische Biomarker fiir Erkrankungen der Schilddriise ungeeignet zu sein.

In der Studie von Yoshida et al. (37) wurde unter Anwendung der Technik von Immunobloting
PDS-aAk in 81 % der Fille Erkrankter (97,5 % bei HT, 74 % bei MB) und 0 % der gesunden
Kontrollen nachgewiesen. Aus diesen Ergebnissen wurde abgeleitet, dass PDS-aAk zur
Diagnosestellung von autoimmunbedingten Schilddriisenerkrankungen beitragen konnen.
Allerdings konnte dies in der konsekutiven Studie von Kemp et al. (43) unter Verwendung eines
Radioliganden-Bindungsassays nicht verifiziert werden. Im Detail zeigte sich eine Pridvalenz der

PDS-aAk bei Schilddriisenerkrankten von nur 8,8 % (9,9 % bei MB vs. 7,6 % bei HT).

Die in unserer Studie vorgestellten Analysen zeigten eine Prévalenz der PDS-aAk bei
Schilddriisenpatienten von 7,7 %. Diese war mit 5,0 % nur geringfiigig hoher als in den Kontrollen.
Ahnlich zu den Autoantikdrpern gegen NIS traten PDS-aAk doppelt so hiufig bei Patienten mit
MB (11,0 %) als mit HT (4,7 %) auf. In Ubereinstimmung mit anderen Studien, die Autoantigene
in voller Linge als Detektor verwendet haben (z.B. Radioliganden-Bindungsassays (36, 43)),
zeigte sich in wunserer Studie eine insgesamt niedrige Prdvalenz von PDS-aAk bei
Schilddriisenerkrankten. Es erscheint, dass der Bestimmung von PDS-aAk bei
Schilddriisenpatienten kein zusidtzlicher diagnostischer Wert zugerechnet werden kann. Das
Vorhandensein von PDS in Erkrankungen der Lunge (52), der Niere (53), der Plazenta (54) oder
bei Rhinosinusitis (55) wurde in unterschiedlichen Studien beschrieben. Ob PDS-aAk eine

mogliche Rolle bei den oben genannten Erkrankungen spielen, bedarf weiterer Forschung.
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In Tabelle 2 sind die Privalenzen der NIS-aAk und PDS-aAk der vorangegangenen Studien
inklusive dieser Studie (19) zusammengefasst. Zusétzlich ist die Privalenz beider Hauptformen
der autoimmunbedingten Erkrankungen der Schilddriise, d. h. des MB und der HT angezeigt. Als
plausible Erkldrung fiir die Diskrepanz der Prévalenz von NIS- und PDS-aAk zwischen den

Studien erscheinen eine geringere Stichprobengréf3e sowie methodische Differenzen.

Tabelle 2: Ubersicht iiber berichtete Prévalenzen von NIS-aAk und PDS-aAk in analytischen Studien.
Table 1 in (19).

aAk Kontrolle (%) MB (%) HT (%) Patienten/Kontrolle Studie (Referenzen)
NIS-aAk 0 84 15 46/10 (50)
NIS-aAk 0-10 0-63 0-25.9 54/20 (38)
NIS-aAk 0,6-3 5,6-10,7 6,9-20,8 249/165 (42)
NIS-aAk 0 22 24 78/40 41
NIS-aAk* 0 0 0 299/210 (51
NIS-aAk - 38 27,5 140/80 37)
NIS-aAk** 0 20 14 93/230 (36)
NIS-aAk*** 0 21/27 (56)
NIS-aAk 1.8 12,3 7,5 323/400 Diese Studie (19)
PDS-aAk 0,0 74 97,5 140/80 37)
PDS-aAk 0,0 0,0 0,0 112/39 (44)
PDS-aAk 0,0 9,9 7,6 137/28 (43)
PDS-aAk** 0 13 8 93/230 (36)
PDS-aAk 5,0 11,0 4,7 323/400 Diese Studie (19)

*lodid-Aufnahmehemmungstest;  **  Zwillingspaare; Keine Konkordanz fiir NIS-adk oder PDS-aAk;
**%* BrustkrebspatientInnen, aAk: Autoantikérper, MB: M. Basedow, HT: Hashimoto Thyreoiditis.

NIS-aAk wurden in unserer Studie auch bei gesunden Probanden nachgewiesen; ein gegenteiliges
Ergebnis zu einer Reihe von Studien, in denen keine Autoantikdrper gegen den NIS-Transporter
bei Gesunden identifiziert wurden (Tabelle 2) (36, 41, 50). In Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen zeigte sich in der Studie von Seissler et al. (42) und Morris et al. (38) eine NIS-aAk
Positivitdt in der Kontrolle. Analog zu den NIS-aAk und im Gegensatz zu allen vorherigen Studien
aufgelistet in Tabelle 2 (36, 37, 43, 44) war in unserer Studie auch eine PDS-aAk-Positivitit in der
Kohorte der gesunden Probanden zu finden. Dieser Unterschied in den Ergebnissen kann auch hier
mit der Grofe unserer Kontrollgruppe, mit einer Gesamtzahl von 400 gesunden Probanden, mit

der verwendeten Technik oder beidem kausal zusammenhiingen. Uber das Auftreten von gegen die
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Schilddriise gerichteten Autoantikdrpern in scheinbar gesunden Probanden wurde auch in anderen
Studien berichtet. Dieses wurde beispielsweise erfolgreich in Bezug auf TPO-aAk beschrieben,
die in der Bevolkerung viel hdufiger vorkommen als die Rate der autoimmunbedingten
Schilddriisenerkrankungen (33). Einige der gesunden TPO-aAk positiven Probanden entwickeln
mit der Zeit autoimmunbedingte Erkrankungen der Schilddriise. Eine mogliche genetische

Pradisposition ist beschrieben (19, 57).

Die Grofle der Kohorten gesunder Probanden und Patienten, die ausfiihrliche Charakterisierung
der verwendeten Assays, aber auch die synchrone Analyse von beiden Haupttransportern fiir lodid,
i.e. NIS und PDS, mit der gleichen Technologie im selben Labor unter gleichen Bedingungen
stellen die Stirken unserer Studie da. Unser neu entwickelter luminometrischer Immunoassay stellt
eine verléssliche, sensitive und reproduzierbare Messmethode zur Bestimmung der NIS-aAk- und
PDS-aAk-Konzentration dar. Unter diesen Voraussetzungen ist es uns gelungen, das
Vorhandensein von NIS- und PDS-aAk bei Schilddriisenpatienten aber auch gesunden Kontrollen
nachzuweisen und die relative Prdvalenz von aAk gegen diese beiden lodidtransporter der

Schilddriise zu ermitteln.

Die fehlende Charakterisierung der Rolle der identifizierten aAk in Bezug auf die Funktionalitét
der Iodidtransporter bzw. lodidaufnahme als auch die Tatsache, dass die Probanden zu nur einem
einzigen Zeitpunkt analysiert wurden, stellen Limitationen unserer Studie dar. In vorherigen
Studien wurde die Auswirkung von NIS-aAk in Bezug auf die lodidaufnahme analysiert. Die
Analyse der Ergebnisse mehrerer Studien erbrachte, dass NIS-aAk nur selten die Aufnahme von

Iodid in einem nachweisbaren Ausmal} beeinflussen (19, 40, 41, 51).

Die potenzielle prognostische Rolle von NIS-aAk bei Autoimmunerkrankungen der Schilddriise,
aber auch der Stellenwert von NIS-aAk bei der Entstehung bzw. Pathogenese von Erkrankungen
nicht nur der Schilddriise, aber auch des Magens, der Speicheldriisen und Malignomen, wie dem
Mammakarzinom (6, 58, 59), bediirfen weiterer Forschung. Ob PDS als Autoantigen bei der
Initiierung bzw. Aufrechterhaltung der Schilddriisenautoimmunitét eine Rolle spielt konnte hier
nicht geklirt werden und bedarf weiterer wissenschaftlicher Forschung. Es erfordert funktionelle
Analysen, um mdgliche Auswirkungen der PDS-aAk auf den lodid-Transport der Schilddriise und
auf die Funktionalitdt anderer PDS-exprimierender Organe bzw. Gewebe wie dem Innenohr, der

Niere, dem Throphoblasten und dem Endometrium (37) zu ermitteln.
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Zusammenfassend zeigte sich in dieser Studie eine hohere Prdvalenz von NIS-aAk bei
Schilddriisenpatienten als bei Gesunden (7,7 % versus 1,8 %); insbesondere betraf dies Patienten
mit M. Basedow (12,3 %). Im Unterschied dazu war die Prdvalenz der PDS-aAk bei
Schilddriisenpatienten und gesunden Kontrollen dhnlich (7,7 % versus 5,0 %). Unsere Daten
weisen auf eine mogliche Relevanz von NIS-aAk bei Schilddriisenerkrankungen hin. Allerdings
erscheinen, in Widerspruch zu den ersten Studien (37, 50), NIS- und PDS-aAk als primare Marker
von Erkrankungen der Schilddriise ungeeignet und eher sinnvoll, um differentialdiagnostische

Aussagen zu treffen und ggf. daraufhin die therapeutischen MaBBnahmen zu stratifizieren.
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