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1. Einleitung

1.1 Das Maligne Melanom
1.1.1 Inzidenz

Beim Malignen Melanom, auch bekannt als schwarzautktebs, handelt es sich um einen
von den Melanozyten ausgehenden, bosartigen Tudwigrund steigender Zahlen fir
Inzidenz und Mortalitdt gewinnt dieser Tumor imnmrmaehr an Bedeutung. Die Zahl der
Neuerkrankungen am Malignen Melanom verdoppeltd sighezu in den letzten zwanzig
Jahren®’. Das Maligne Melanom gehért heute zu den vierigétgn Tumoren in Australien
und Neuseelan& * In Europa ist die Inzidenz geringer, wobei Frahénfiger erkranken
als Manner. Insgesamt stellt es das siebthaufigsignom der Frau d&’. Jedes Jahr treten
weltweit 2-3 Millionen Falle von Hautkrebs auf, vdenen es sich in nur 132000 Fallen um
ein Malignes Melanom handelt, das jedoch in Anlobirseiner Mortalitat die geféahrlichste
Form darstellt und die meisten durch Hautkrebs rsachten Sterbeflle verursaétit

Das jahrliche Risiko, an einem Malignen Melanomezkranken, zeigt eine starke Variation
zwischen den Bevdlkerungsgruppen, wobei hellhawRigesonen ein zehnmal héheres Risiko
haben als dunkelhautige PersoA®rim Durchschnitt betragt das Erkrankungsrisiko % 7:
damit zahlt es zu den haufigsten Tumoren bei jungemachsenen zwischen 20 und 39
Jahrerf®.

1.1.2 Pathogenese und Atiologie

Der Ursprung fur die Entstehung des Malignen Metasoliegt in den Melanozyten.
Melanozyten sind Pigmentzellen, die Uberwiegenddan Augen und in der Basalzellschicht
der Haut zu finden sind. Sie synthetisieren Melanielches einen wichtigen Schutz der Haut
gegenuber der UV-Strahlung darstellt und in Formm Wwhelanosomen an die umgebenen
Keratinozyten abgegeben wittl

Das im Sonnenlicht enthaltene Ultraviolett Licht(ULicht) mit sog. B Spektrum (UV-B,
290-320 nm Wellenldange) erhoht die DNA Instabilitder Melanozyten®’, hemmt

! und supprimiert das Immunsysteffi so dass die Entstehung eines

Antioxidantien *
Melanoms beguinstigt wirdf.
Besonders intermittierende, starke UV-Licht-Expositerhoht die Wahrscheinlichkeit des

Auftretens eines Malignen Melanoms. Chronische geéeinge Exposition schiitzen hingegen
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vor DNA Schéader®.

Neben den exogenen pradisponierenden Risikofaktpbtres auch endogene Risikofaktoren,
die zur Genese des Malignen Melanoms beitragerenEimichtigen Risikofaktor fur das
Maligne Melanom stellt die Hautfarbe dar. HellhgatPersonen, besonders mit blondem oder
rotem Haar, die schnell dazu neigen, Sonnenbramnde Sommersprossen zu entwickeln,
besitzen ein erhdhtes Risiko, ein Melanom zu erkeiic'%>.

Maligne Melanome treten dartber hinaus bevorzugt Kairperstellen auf, die nur
intermittierend der Sonne ausgesetzt sind. Besigrfir sind die gesamte Rickenpartie bei
Mannern und die Unterschenkel bei Frauen. Eheersdietroffene Korperstellen sind das
Gesicht, Hande und Unterarrfie'® 8 88 Bej dunkelhautigen Personen und Asiaten tritt das
Maligne Melanom vorzugsweise an Stellen auf, die wenig Sonnenstrahlung erhalten.
Dazu gehort z.B. das Nagelbett oder die FuRstShle

Fur Personen, die schwere Sonnenbrande in ihrethi€iherlitten haben, besteht ein erh6htes
Risiko, ein Malignes Melanom zu entwickeln. Die$ imabhangig von der Anzahl der
Sonnenbrande im spateren Let&ri*

Einen weiteren Risikofaktor stellen multiple, dyagtische (atypische), melanozytische Naevi
bei hellhautigen Personen dar

Eine positive Familienanamnese gehort ebenfallsden Risikofaktoren eines Malignen
Melanoms“’. Greene et alkonnten feststellen, dass 5-10 % aller Malignen avieine
heriditar bedingt siné®.

Xeroderma pigmentosum, eine Krankheit mit einemeRetfler DNA-Reparatur, genauer der
Exzisionsreparatur von UV-induzierten Thymindimerest verbunden mit einem erhohten
Risiko fir die Entwicklung eines Malignen Melanomsshon im jungen Alter. Im
Normalfall steigt das Risiko fir die Entstehung dbklignen Melanoms erst mit
zunehmendem Lebensalter. Das Statistical Informatiteam Cancer Research UK
registrierte 2005 die hochste Rate bei 75-jahrigeh alteren Personen in Englafid

1.1.3 Kilinische Manifestation und Diagnose

Eine Methode, um mikroskopische Strukturen von mgherten Lasionen bei Patienten
genauer zu beurteilen, stellt die Epilumineszenzkrddikopie (EML) dar, die auch
Dermaskopie genannt wird. Hierbei handelt es sioheine nicht invasivein vivo Methode.

Mittels eines handlichen Gerats, dessen Aufsate aghromatische Linse besitzt, kdnnen
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oberflachliche Hautstrukturen etwa um das ZehnfaokigroRert dargestellt werdeDie
Verwendung der EML erhoht die diagnostische Genaiiggon 65 % mit bloRem Auge, auf
80 % mit dem Dermaskop®

Um eine Malignitdt mit bloRem Auge festzustellemnk die ABCD Methode angewandt
werden. Hierbei wird bei der pigmentierten Lasiaa Asymmetrie (A), Begrenzung (B),
Colorierung (C) und der Durchmesser (D) beurf8ilt

Die ,Total Body Photography” wird bei high-risk Malompatienten eingesetzt, um die
Entwicklung von Naevi im Verlauf zu dokumentieréhund eine Veranderung im frithen
Stadium festzustellen.

Um die endgultige Diagnose eines Melanoms zu stellauss bei allen atypischen
(dysplastischen) Tumoren eine totale Exzisionshé&psfolgen. Eine subtotale Entfernung
wirde im Falle eines positiven Befundes eine d&fimi und Prognose-relevante

Tumordickenbestimmung verhindeffi,

1.1.4 Staging

Die wichtigsten prognostischen Faktoren beim prendvlalignen Melanom ohne Metastasen
sind die vertikale Tumordicke nach Breslow, das hHamdensein einer histologisch
erkennbaren Ulzeration und das Invasionslevel r@@enk. Bei der Breslow Methode wird
mit einem Messokular die vertikale Ausbreitung Meganoms bestimmt.

Anhand klinischer und histopathologischer Merkmailstellten Clark und Elder ein Modell
fur die stufenweise Progression des Malignen Meat@i0Sie sehen die Entstehung des
Malignen Melanoms als einen Prozess, der wahrslitteiiber sechs Stadien der Progression
verlauft, die histologisch voneinander unterschaidbind: | melanozytischer Naevus, Il
melanozytischer Naevus mit Hyperplasie, Ill melapiszher Naevus mit Dysplasien, IV
primares Melanom in der radial growth Phase, I\/gines Melanom in der vertical growth
Phase und die Phase VI, das metastasierende Melalsai®es Stadium zeichnet sich durch
Zelltypen mit unterschiedlichen Charakteristika fltorphologie, Wachstumsverhalten,
Oberflachenmarker und MetastasierungsverhalteA*aus

Ab einer Tumordicke von 1,2-3,5 mm empfehlen Mort@t al. eine Sentinel-
Lymphknotenbiopsié®. Diese verbessert bei positivem Befund und ans@bklider radikaler
Lymphadenektomie die Uberlebensrate und ist somsitig fiir das Staging des Melanoms.

Das Melanom metastasiert zu zwei Dritteln lymphoged zu einem Drittel hamatogéf)
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wobei die Haut, das subkutane Gewebe, die Lympleknotdie Lunge und der
Gastrointestinaltrakt haufiger und das Gehirn,Niéenniere und die Leber seltener betroffen
sind *8. Ungefahr 40% der Patienten mit metastasiertemaieh zeigen isoliert pulmonale
Metastasen.

Zur weiteren Staging-Untersuchung eignen sich dien@utertomographie (CT) des Thorax
und des Abdomens, die Sonographie der Lymphknotehbei invasiveren Tumoren (>1,5

mm) zusétzlich eine Schadel-MR4

1.1.5 Prognose, Mortalitat

Das Melanom macht nur vier Prozent aller Hauttumares, ist jedoch fir 80 % der durch
Hautkrebs verursachten Sterbefélle verantwortficBie Tumortiefe ist dabei ein wichtiger
Indikator. Patienten mit einer Tumortiefe von warigls 0,75 mm haben eine 5-JUR von 98
%. Dagegen haben Patienten mit einer Tiefe vomybeine 5-JUR von nur 36 %

Die histologischen Charakteristika des Melanomsadiden ebenso lber die Prognose. Das
Auftreten von Ulzerationen und eine hohe Mitosérai? sind Zeichen fur eine schlechte
Prognosé*.

Ungefahr 30 % der Patienten mit einem Malignen Meta entwickeln Metastasen. Diese
Patienten haben eine mittlere Uberlebenszeit vo@ Btonaten und eine 5-Jahres
Uberlebensrate von weniger als 5 9%.

Einfluss auf die Prognose nimmt auch das GeschldehtPatienten, wobei Frauen eine
hohere Uberlebensrate als Manner haflen

Keine chirurgische oder systemische Therapie kohisieer die Uberlebensraten signifikant
verbessern. Die einzige Moglichkeit, die Mortabtéaten zu senken, liegen daher heute in der

Friherkennung und friihzeitigen chirurgischen Erriéf.

1.1.6 Therapie

Das Melanom stellt ein dul3erst aggressives Malignotrhohem Metastasierungsrisiko und
einer hohen Resistenz gegen zytotoxische Substatazéh
Bei friihzeitiger Diagnose steht eine primar opgeaiiherapie an erster Steffe wobei 90 %

der Melanome allein durch die chirurgische Exzisiheilt werden kénneh Hierbei wird
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empfohlen, das Melanom mit einem Sicherheitsabstaoid 1-2 mm im Gesunden zu
entfernen® % 122 Beim Nachweis von regiondren Lymphknotenmetastaselite eine
radikale Lymphadenektomie durchgefuhrt werden. éredg-ernmetastasen vor, wird eine
operative Entfernung nur angestrebt, wenn eine kettepEntfernung erreicht werden kann
(Status RO},

In der palliativen Therapie des metastasierten Mates gilt die Anwendung von Zytostatika
und Immunmodulatoren als Standardtherapie, inshiesenwenn eine operative Entfernung
nicht maoglich ist bzw. eine disseminierte Metagtagig in mehreren Organsystemen vorliegt
43.

Fur die Chemotherapie ist seit Jahrzehnten die Moemotherapie mit Dacarbazin (DTIC)
als First-line-Therapie etablief. In aktuellen groRen randomisierten Phase-IlI-Btud
zeigten sich jedoch fur die DTIC-Therapie objektRemissionsraten von lediglich 5,5-12,1
% und mediane Uberlebenszeiten von nur 5,6-11,6aor "® 1! Dariiber hinaus werden
immer wieder lang anhaltende Remissionen und Kigsgtabilisierungen unter DTIC
beobachtet®™. Nach Versagen einer Monochemotherapie kann eiolgctemotherapie
durchgefiihrt werden, wodurch es méglich ist, dissprechrate nahezu zu verdopp@&nZu
nennen sind in erster Linie zwei Schemata: das OQUFIC, Vindesin und Cisplatin) und das
BHD-Schema (Carmustin, Hydroxyurea und DTF&)

Neben den Chemotherapien kénnen Immuntherapien bagtastasierenden Melanom
eingesetzt werden. Hierzu zahlt die Applikation Vorerferone. (IFN-a). Die Interferone
habenin vitro einen antitumoralen, antiproliferativen und immomoalulatorischen Effekt auf
das Melanom gezeidf. Mit IFN-a lassen sich mit den Mono-Chemotherapien vergleichb
Remissionsraten und Uberlebenszeiten erziéferwobei die Immuntherapie zu deutlich
ausgepragteren Nebenwirkungen fiihren K3n®

Insgesamt macht die infauste Prognose fortgeseheitt Stadien des Malignen Melanoms

deutlich, dass die Entwicklung neuer Therapieaesditingend erforderlich ist.

1.1.7 Neue Therapieansatze beim Malignen Melanom:datherapie

Keine chirurgische oder systemische Therapie korbigher die Uberlebensraten des
Malignen Melanoms in fortgeschrittenen oder metastanden Stadien eindeutig verbessern.
So liegen heute in der Friherkennung und frihzasitighirurgischen Exzision die besten

Chancen, die Mortalitatsraten zu senken



Um die Mortalitdt auch beim fortgeschrittenen metsierenden Melanom zu reduzieren, sind
neue Therapieanséatze notwendig. Hierzu zahlt insiakse die Gentherapie, die in ersten
Studien viel versprechende Ergebnisse erzielte.

Ein wesentlicher Vorteil der Gentherapie ist, ddissch die Verwendung gewebespezifischer
Promotoren, wie des Tyrosinase-Promoters beim MahgMelanom, therapeutische Gene
selektiv in tumorekranktem Gewebe exprimiert werki@nnen.

Die Kkorrektive, die zytoreduktive und die immunmtadarische Gentherapie stellen
verschiedene Formen der Gentherapie dar.

Bei der korrektiven Gentherapie wird die normal@kiion von mutierten Genen (gewoéhnlich
Tumorsuppressor-Gene) wiederhergestellt oder deustevon Genen wieder ausgeglichen.
Die Unterdrickung von Onkogenen gehort ebenfaltkatrektiven Gentherapie.

In einer Phase-I/ll-klinischen Studie wurde ein zekes Oligonukleotid gegen das
antiapoptotisch wirksame B-Zell Lymphom/ Leuk&dmi@tin (bcl-2) eingesetzt, das beim
Malignen Melanom Uberexprimiert ist und eine wekemt Bedeutung in der
Apoptoseresistenz  im Rahmen zytostatischer Themapiat®®. Gleichzeitig wurde eine
Standard-Chemotherapie mit DTIC durchgefiihrt. Dutih Therapie mit dem bcl-2-mRNA
komplementaren Oligonukleotid konnte die bcl-2 inidae Apoptoseresistenz durchbrochen
werden, was bei sechs von vierzehn Patienten ameimtitumoralen Effekt fiihrfg.

Ziel der immunmodulatorischen Gentherapie ist ésEkpression von Genen zu induzieren,
die die Immunantwort gegen Tumorgewebe verstarken.

Mitrus et al. untersuchteim vivo an murinen Melanomen, ob das Tumorwachstum duech d
Transduktion mit Interleukin-12 (IL-12) in Kombinah mit einer Chemotherapie mit
Cyclophosphamid (CTX) reduziert werden kann. Dastokig IL-12 stimuliert die
Proliferation von T-Lymphozyten und Natural-Kill@ells, sowie die Synthese von weiteren
Cytokinen und hat genau wie CTX antiangiogenetisdkigenschaften® % Die
Kombination von IL-12 und CTX zeigte eine signifikae Reduktion des Tumorwachstums
und verlangerte die Uberlebensrate

Im Rahmen der zytoreduktiven Gentherapie werdengex® Gene verwendet, die zum
Zelltod fuhren oder die Applikation von zytotoxischSubstanzen erlauben.

McGray et al.transduzierten murine Melanomtumoren im Mausmodal dem HIV-1
assoziierten Protein Vpr (viral protein R), daseairArrest im G2 Stadium des Zellzyklus
bewirkt. Dabei zeigte sich eine komplette Tumoresgron mit signifikanter Verlangerung
der Uberlebensrafé ™

Ein weiteres Beispiel fur die zytoreduktive Gendpe in Kombination mit viraler Onkolyse
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entwickelten Liu et al., indem sie unter der Stengr des Tyrosinase-Promoters einen
melanomspezifischen, onkolytischen adenoviralent®ekonstruierte. In den Vector wurde
unter Steuerung des Cytomegalievirus Promoter daes$thockprotein 70 (Hsp 70) ligiert,
welches das Immunsystethaktiviert und dentritische Zellen und T-Zellémnlockt. Neben
der Injektion des Konstrukts in murine Melanome aeurdas Chemotherapeutikum 5-
Fluorcytosin systemisch appliziert. Die Kombinatiirkte in vitro undin vivo zytotoxisch
und unterdriickte das Tumorwachstum. Dariliber hirauste gezeigt werden dass das
Konstrukt melanomspezifisch repliziert wird.

Sanchez-Perez et al. injizierten in murine Melantumoren Plasmid-DNA, das das Herpes
simplex virus thymidine kinase (HSVtk) SuizidgertemSteuerung des Tyrosinase-Promoters
enthalt, ein Plasmid mit dem Hitzeschockprotein HspCMV-Hsp70) und ein Plasmid mit
dem CD40-Liganden. Der CD40-Ligand regt die T-Zelleur Proliferation und
Differenzierung an. Die Kombination der drei Pladenifiihrte zu einer signifikanten
Erhdhung der CDBT-Zellen und zu einer kompletten Regression grdRenoren™.

Insgesamt zeigen die bisherigen gentherapeutiséhsitze fir die Therapie des Malignen
Melanoms viel versprechende Ergebnisse, die jedodrosseren Studien bestétigt werden
mussen.

Ein weiterer innovativer, zytoreduktiver Genthempinsatz ist die tumor-spezifische
Expression des Natrium/lodid-Symporters (NIS), diee Anwendung der beim Schilddriisen-
Karzinom schon seit Uber 60 Jahren eingesetzteniolRdelherapie auch bei nicht-

thyreoidalen Tumoren erlaubt.

1.2  Der Natrium-lodid-Symporter (NIS)

Der NIS vermittelt den aktiven Transport von loddie Schilddrise und eine Reihe anderer
Organe, wie Magen, Speichel- und Tranendrisen,eNjePlazenta und insbesondere die
laktierende Brustdriis@d ©2 106 111,114, 116,123 996 klonierten Dai et aflas NIS-Gen der Ratte
28 gefolgt von der Klonierung des humanen NIS-Géffs Es handelt sich um ein
membranstandiges Glykoprotein mit 13 Transmembrnadcen, bestehend aus 643
Aminosauren und einer Molekillmasse von etwa 7008’ (sieheAbb. 1).

NIS hat eine Schlisselfunktion in der Schilddrisentonsynthese. Ein wesentlicher
Bestandteil fir die Synthese der SD-Hormone Trhgdinin (T3) und Thyroxin (T4) ist das

lodid, welches Uber NIS an der Basolateralmembran Sthilddrisenfollikelzelle gegen
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seinen elektrochemischen Gradienten Uber eineneskilransportmechanismus zusammen
mit 2 Na-lonen in das Zellinnere transportiert wird. Dadureird das lodid in der
Schilddrise etwa 20-40 fach konzentriert und foe tHormonsynthese bereit gestellt.
Treibende Kraft fiir diesen aktiven Transport ist s Zellinnere gerichteter Ri&radient,
der Uiber eine N&K* ATPase an der basolateralen Membran aufgebaut wird
Dementsprechend ist der lodidtransport durch defikNeATPase Hemmer Ouabain oder
durch die kompetitiven Inhibitoren Thiocynat undré®dorat hemmbat'’. Ist das lodid ins
Zellinnere transportiert worden, wird es apikal ilmnenkanéle an das Schilddrisenkolloid
abgegeben. Hier spielen neben unspezifischen Kaméleh Pendrin, das Pendred-Syndrom-
Genprodukt, ein Chlorid-lodid-Transporter eine wiga Rolle'?

Die nachste Stufe der Schilddrisenhormonsynthdsdiaslod-Organifizierung, wobei das
lodid oxidiert und an Tyrosylreste des im Kolloidk&lisierten Thyreoglobulin gebunden
wird. Katalysiert wird die Organifizierung durchedBchilddrisenperoxidase (TPO). Durch
Kopplung von lodtyrosinresten entstehen die Schildenhormone T3 und T4, die an
Thyreoglobulin gebunden und im Kolloid gespeicheerden. Besteht Bedarf an T3 und T4
im Koérper wird das Thyreoglobulin in die Follikellmn aufgenommen, die Hormone durch

Hydrolyse freigesetzt und ans Blut abgegetén

1.2.1 Regulation von NIS

Die Stimulation der lod-Aufnahme via NIS in die Hatlzellen erfolgt vor allem tGber das
Hormon TSH (Thyreoidea-stimulierendes Hormon), Wwefcin der Adenohypophyse
produziert wird. TSH bindet an seinen, an der kesohlen Membran der Thyreozyten
lokalisierten Rezeptor und erhéht Gber eine Aktivng) des Adenylatzyklase-cAMP-Wegs
die Expression von NIS-mRNA und NIS-Protein sowiie Idd-Akkumulation®® **! Neben
TSH fuhrt auch Adenosin Uber eine Verstarkung d&-induzierten HO,-Produktion zu
einer erhohten NIS-Expression und lodtransportattiv'®

Neben den Aktivatoren konnten auch einige Inhileiiovon NIS identifiziert werden. Dazu
gehdren eine Reihe von Cytokinen, die eine wichtiyale bei der Pathogenese von
autoimmunen Schilddrisenerkrankungen und des ,EoithySick Syndroms® spielen:
Transforming growth factor-B1 (TGFR1), Tumor-Nele-dsaktor (TNF)e, Interleukin (IL)-
1o, Interferon (IFNYy, IL-1R und IL-6. Zusatzlich inhibieren Glukokortikle und Ostradiol
die funktionelle NIS-Expression in der Schilddrd$®!’ Ein weiterer Inhibitor ist das lodid
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selbst. Wolff-Chaikoff et al.haben schon 1948 in tierexperimentellen Untersugéuon
gezeigt, dass eine erhohte lodkonzentration imnidasu einer Blockierung der thyreoidalen
Organifizierung von lod und damit der Schilddrisemmonsynthese fiihrt. Dabei handelt es
sich jedoch nur um ein voribergehendes Phanomen,dida Schilddriise an einen
langanhaltenden lodexsess adaptiert, die Orgaenfing wieder in Gang gesetzt wird und
sich die Hormonsynthese wieder normalisiert (Esdaip@nomen]**.

Kolloid

basolateral apikal

Abb.1: Schematische Darstellung der lod-Aufnahme uth Organifizierung in
Schilddriisenzellen **2 NIS: Natrium-lodid-Symporter, TSHR: TSR-Rezeptor, Tg:
Thyreoglobulin, TPO: Schilddriisenperoxidase (aus: fitzweget al., 2001a).

1.2.2 Der Natrium-lodid-Symporter und seine Bedeutng in der Diagnostik und

Therapie von benignen Schilddriisenerkrankungen

Eine zentrale Rolle in der Schilddrisendiagnostiiels die Schilddriisenszintigraphie,

insbesondere  fur  die  Differentialdiagnostik  von  iglhrisenknoten. Die
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Schilddrisenszintigraphie wird durch die funktideelExpression von NIS in den
Schilddriisenfollikelzellen erméglicht, da tber N18iod, **lod oder **™Tc-Pertechnetat
aufgenommen wird. Fur die routinemafige diagndséis8childdriisenszintigraphie wird in
erster Linie®®™c-Pertechnetat eingesetzt, da es aufgrund denggeriHalbwertszeit (6 h)
und der reinery-Emission Vorteile in der diagnostischen Anwendioetet. Aufgrund der
langen Halbwertszeit von 8 Tagen und der Emissi@n $-Strahlen wird **}od
hauptséachlich zur Ermittlung der therapeutischenivitiit vor geplanter Radioiodtherapie,
bei der Ganzkorperszintigraphie zum Nachweis I|agledernder Metastasen und zur
Radioiodtherapie eingesetZt.

In normalem Schilddriisengewebe ist die NIS-Expogssiorwiegend an der basolateralen
Membran einzelner Schilddriisenfollikelzellen immistbchemisch nachweisbal> 12
wahrend Schilddriisengewebe von Patienten mit MoBasedow charakterisiert ist durch
eine stark erhéhte basolaterale NIS-Expressioralrenu allen Schilddriisenfollikelzellén

18. 97 was mit der charakteristischen, diffus vermehradionuklidaufnahme in der
Schilddriusenszintigraphie korreliert. Die erhohtéSNExpression beim Morbus Basedow
wird erklart durch die Stimulation der TSH-regulear NIS-Expression durch die TSH-
Rezeptor-stimulierenden Antikdrper im Serum deiePaen®’.

Ein erhohter Technetium-Uptake konnte auch in autten Adenomen festgestellt werden,
was durch eine erhthte NIS-RNA-und Protein-Expmessiu erklaren isf* ® Die hohe
Technetium- bzw. lodidakkumulation beim M. Basedavd bei autonomen Adenomen wird
nicht nur zur Diagnostik genutzt, sondern ermdglichkuch deren effektive und
nebenwirkungsarme Therapie mitt&ldod *°°.

Im Gegensatz hierzu weisen ,kalte* Schilddrisen&nogine stark verminderte NIS-RNA
und Protein-Expression und zusétzlich ein zum defektes Membran-Targeting von NIS

auf, was die verminderte Radionuklidaufnahme bedfhd® *2*

1.2.3 Der Natrium-lodid- Symporter und seine Bedewing in der Diagnostik und

Therapie von malignen Schilddriisenerkrankungen

Bei der Behandlung differenzierter Schilddrisenkemne ist die durch NIS vermittelte
lodaufnahmeaktivitat Grundlage fiir die Ganzkérpetigraphie und Therapie mit*iod
nach totaler Thyreoidektomie. Die funktionelle NERpression in

Schilddrusenkarzinomzellen sowie Schilddrisenkarnimetastasen ermdglicht dabei im
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Rahmen der Nachsorge die Erkennung und Eliminierwasy noch verbliebenem
Schilddriisenkarzinomgewebe und bereits ausgestréfiétastasel®® Dabei nutzt man die
in der Regel verminderte, aber durch TSH oft nogbreichend stimulierbare funktionelle
NIS-Expression in den Tumorzellen. Die vermindeRadioiodaufnahmeaktivitat in den
meisten Schilddrisenkarzinomen ist durch reduzI&RNA- und Proteinexpression sowie
auf ein defektes Membran-Targeting im Rahmen ddirgmen Transformation zu erkléren,
wie zahlreiche Untersuchungen in den letzten Jaheeeigt habef® 2 3% 62 107 117ym dje
NIS-vermittelte Radioiodakkumulation in Schilddrilkarzinomen und Metastasen zu
steigern, wird eine endogene TSH-Stimulation dulotiuktion einer Hypothyreose nach
Absetzen der Schilddrisenhormonsubstitution odeygeme TSH-Stimulation durch die

Applikation von rekombinantem humanen TSH durchigefu

1.2.4 Der Natrium-lodid-Symporter in der Brustdriise und seine mogliche klinische

Relevanz

Neben der Schilddriise konnte der NIS auch in ddiel@nden Brustdriise nachgewiesen
werden?® 62 106 114,115,117, 12l £ nktionelle Bedeutung von NIS in der lakérden
Brustdriise besteht darin, lodid in der Muttermilelktiv anzureichern und so dem
Neugeborenen zur Schilddrisenhormonsynthese zutijerg zu stellen. Der NIS in der
laktierenden Brustdrise ist identisch mit dem tbigalen NIS, wobei es sich um ein 75 kDa
groRes Glykoprotein handelt, das an der basolaterlembran der Alveolarepithelzellen
lokalisiert ist*?,

In vivo Untersuchungen an Ratten zeigten, dass NIS inBdestdriise physiologisch nur
wahrend der spaten Gestation und Laktation exprinmed und durch Saugen stimuliert
werden kann. Eine maximale hormonelle Stimulatien MIS-Expression erfolgt durch eine
Kombination von Ostrogen, Prolaktin und OxytocimAbwesenheit von Progesterti

Eine funktionell aktive NIS-Expression konnte niamir in der laktierenden Brustdrise,
sondern auch in malignem Brustdrisengewebe versafge Mammakarzinom-
Mausmodelle, mittels Szintigraphie, Western-Blotalyse und Immunohistochemie

nachgewiesen werdefi’ 4

In malignem Brustdrisengewebe ist der NIS nicht n
membrands, sondern v.a. auch intrazellular loketis?.
Die hohe NIS-Expression in humanen Mammakarzinoer@finet neben der Méglichkeit,

NIS als neuen diagnostischen Marker beim Mammakanzizu verwended®® auch eine
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interessante Perspektive fur den diagnostischentlmdpeutischen Einsatz von Radioiod
beim Mamma-Ca in Anlehnung an die seit mehr ald&@ren praktizierte Radioiodtherapie
beim Schilddriisenkarzinom.

In einer Studie beobachteten Moon etkai 5 von 25 Mammakarzinom-Patientinnen eine
9mre-Pertechnetat-Aufnahme im Tumor, wobei d8Tc-Pertechnetat positiven Tumoren
eine hohere NIS-RNA-Expression aufwie<&n

Wapnir et al. konnten in einer ersten klinischend®& bei 25 % der Patientinnen mit NIS-
positiven Mammakarzinom-Metastasen, nach medikaisentSuppression der thyreoidalen
NIS-Expression mittels T3 alleine oder in Kombipatimit Methiamazol, eine signifikante
9mre-pertechnetat bzw!od-Akkumulation in den Metastasen nachweisen, aiégrund
der dosimetrischen Berechnungen einen therapeatisefiekt von**Yiod erwarten &sst®°.
Dadachova et alkonnten in einem transgenen Mammakarzinom-Mausmodshe
signifikante Radioiodaufnahme im Mammakarzinomgesvebachweisen, wobei nach
Applikation einer therapeutischefi-Aktivitat eine Verlangsamung des Tumorwachstums
erzielt werden konnte. Diessn vivo Experimente zeigten erstmals, dass das Ausmal}
endogener NIS-Expression in Mammakarzinomen figretherapeutischen Effekt vottod
ausreichen kanff.

Die pharmakologische Modulation funktionelle NISgEgssion in Mammakarzinomzellen
konnte dabei die Sensitivitat bzw. Spezifitdt ddaagdostischen und therapeutischen
Applikation von Radioiod beim Mammakarzinom erhéhen

Diesbezuglich konnte in unserer Arbeitsgruppe ggzeerden, dass die funktionelle NIS-
Expression in den Ostrogenrezeptor-positiven Manarmkomzellen MCF-7  durch die
Kombination von all-trans-Retinsaure (atRA) und Beethason signifikant gesteigert
werden kann. Der selektive zytotoxische Effekt v8fod nahm von nur 17 % durch alleinige
Gabe von atRA, auf 80 % durch zusétzliche Gabe Demamethason zd?°. Kiirzlich
durchgefuhrtein vivo Studien am Mausmodell zeigten nach systemischear@#ting mit
atRA und Dexamethason eine signifikarifélod-Akkumulation in MCF-7-Tumoren im
Vergleich zu Kontrolltumoren. Diese Ergebnisse spea fur eine Stimulation der NIS-
Expression in Mammakarzinom-Tumoren durch atRA Daekamethason und erdffnen die
Perspektive einer diagnostischen und therapeutischewendung von Radioiod beim

Mamma-Ca nach gezielter pharmakologischer Stimariadier funktionellen NIS-Expression
138
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1.2.5 Der Natrium-lodid-Symporter und seine Bedeutng als therapeutisches Gen
beim Malignen Melanom

Funktionelle Expression des NIS in der Schilddriigget die Grundlage der diagnostischen
Schilddrisenszintigraphie sowie der therapeutiscAemwendung von Radioiod fur die
Behandlung von Schilddrisenkarzinomen und ihren astasen. Die Klonierung und
Charakterisierung des NIS-Gens vor 13 Jahren estiffdie Moglichkeit zur Entwicklung
eines innovativen zytoreduktiven gentherapeutischensatzes fur die Behandlung
thyreoidaler und extrathyreoidaler Tumoren. Dieigiéz NIS-Expression in extrathyreoidalen
Tumoren, beispielsweise durch die Verwendung gesgafischer Promotoren, wirde die
Anwendung der sicheren und im Rahmen von Schildgrikrankungen routinemalig
eingesetzten Radioiodtherapie auch aul3erhalb deid8idise ermdglichen.

Um die Tumor-spezifische Zytotoxizitéat zu erhdéhewl ulas gesunde Gewebe zu schonen, hat
sich das transkriptionelle Targeting unter Verwerglugewebespezifischer Promotoren
etabliert. Die Zellen erwerben die Fahigkeit zud-Wkkumulation, die diagnostisch und
therapeutisch sowolnh vitro als auchin vivo genutzt werden kann.

Spitzweg et al. konnten erstmals unter Steuerung des PSA-Promatersiumanen
Prostataadenokarzinomzellen durch gewebespezifischBlIS-Expression eine
lodaufnahmeaktivitat induzieren, die trotz fehlend@rganifizierung des aufgenommenen
Radioiods einen signifikanten therapeutischen Effeln **lod sowohlin vitro als auchin

vivo erlaubte. Der PSA-Promoter ist fur die prostatafisehe, androgenabhangige
Expression von PSA (prostataspezifisches Antigerantwortlich'*® 119

Bei Tumoren mit geringer NIS-Expression bzw. rascHed-Efflux nach NIS-Gentransfer
konnte durch die Applikation alternativer Radioridkl an Stelle vort*lod eine Steigerung
der therapeutischen Effizienz erreicht werdéffRhenium, das ebenfalls (iber NIS
transportiert wird, ist charakterisiert durch eimeVergleich zu**od (Halbwertszeit 8 d, E=
0,134 MeV, therapeutische Reichweite bis zu 2,4rdejtlich kiirzeren Halbwertszeit von
16,7 h und hoheren Beta-Energie (E= 0,764 MeV) enilsprechend grél3eren maximalen
therapeutischen Reichweite von 10,4mm (MW 3,1mmigsDasst aufgrund der mittels
1%8Rhenium erzielten héheren Bestrahlungsdosis eieigeSting des therapeutischen Effektes
erwartert®,

Verschiedene Arbeitsgruppen haben in den letztemreda die Effektivitdit des NIS-
Gentransfers untersucht, wobei sich folgende Verféir NIS als neues therapeutisches Gen

herauskristallisiert haben (sieAgb.2) *°%

-13 -



- Das NIS-Protein ist ein normales, nicht-toxisghesht-immunogenes Protein.

- Die Doppelfunktion von NIS als diagnostisches uhérapeutisches Gen erlaubt
direktes, nicht-invasives Imaging funktioneller NERpression im Zielgewebe mittels
diagnostischer **"Tc- oder '#I-Szintigraphie sowie genaue dosimetrische
Berechnungen vor therapeutischer Applikation ¥8h

- NIS-Gentransfer ist aufgrund des ,Crossfire-Efésk desp-Strahlers™ mit einer
therapeutischen Reichweite von bis zu 2,4mm mierairsignifikanten ,Bystander-
Effekt” assoziiert, d.h. nicht nur NIS-exprimierendZellen, sondern auch NIS-
negative Zellen werden durch dieStrahlen zerstort.

- NIS-Gentransfer erlaubt die Durchfihrung der Remiitherapie, die ein schon
zugelassenes und sicheres Therapieverfahren mit ngeringem
Nebenwirkungspotential darstellt und seit Gber &dn mit groRem Erfolg und viel
Erfahrung bei der Therapie differenzierter Schild#gnkarzinome eingesetzt wird.

Insgesamt wurde an verschiedenen Tumormodellemesamdere am Prostatakarzinom,

erstmals das enorme Potential des NIS-Gens alsmtherapeutischem Gen aufgezeigt, und

durch die Mdglichkeit des gewebespezifischen NIst@msfers in extrathyreoidalen

Tumoren die Perspektive fir die Anwendung der smmeund nebenwirkungsarmen

Radioiodtherapie auch aul3erhalb der Schilddridénet6
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Imaging

Abb. 2 : Die Rolle des NIS-Gens als diagnostischesd therapeutisches Gen (aus: Spitzwegd
al., 2007)

1. 2. 6. Grundlagen und Ziele der Arbeit

Die Inzidenz des Malignen Melanoms steigt weltvgéiirker an als die Inzidenz jeder anderen
Tumor-Erkrankund®. Zudem ist laut ,Cancer Facts & Figures* das Metanfiir 80 % der
durch Hautkrebs verursachten Sterbefélle verantalorf. Obwohl das Melanom in friihen
Stadien durch chirurgische Entfernung geheilt werdeann, verbessern die derzeit
verfiigbaren Therapien nicht die Uberlebensratenewéirtgeschrittener oder metastasierter
Stadien™, deren Prognose weiterhin infaust ist.

Vorangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsghgipen erstmals eindriicklich gezeigt,
dass NIS-Gentransfer in Tumorzellen die Akkumulatieiner therapeutisch wirksamen
13Y0d-oder'®®Rhenium-Aktivitat erlaubt, und damit die NIS-vertalte Radionuklidtherapie
als sicheren und potentiell kurativen Therapieansaich bei extrathyreoidalen Tumoren,
insbesondere im metastasierten, meist nicht mebrapierbaren Stadium, ermoglichen
konnte.

Die Zielsetzung dieser Arbeit besteht darin, eimemen Therapieansatz fur das Maligne
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Melanom auf dem Boden eines tumor-spezifischen Giégatransfers durch die Verwendung
des Melanom-spezifischen Tyrosinase-Promoters ziwigkeln. Durch gezielten NIS-
Gentransfer soll eine Radionuklidakkumulatidiied bzw. **®Rhenium) in Melanomzellen
invitro undin vivo induziert werden, die mit der dadurch mdglichenliBauklidtherapie mit
349d bzw.**®Rhenium, eine sichere, nebenwirkungsarme neue Belmgsmoglichkeit fir
das Melanom ermaoglicht.

Nach dem Tyrosinase-Promoter-vermittelten Genteanston NIS in die humane
Melanomzelllinie 1205 Lu soll die Gewebespezifitdes NIS-Gentransfers sowie die
Expression von NIS mit Hilfe von Northern- und WastBlot Analyse sowie
Immunhistochemie untersucht und schlielich deraheutische Effekt voi®i mittelsin
vitro Clonogenic Assay ermittelt werden.

Um die Radionuklidaufnahmé?®flod bzw.*®Rhenium) von NIS-positiven 1205 Lu Tumoren
im Mausmodellin vivo zu ermitteln, wird ein diagnostisches Imaging et#ty-Kamera
durchgefuhrt, welches dann genaue dosimetrischeecBrungen als Grundlage einer
individualisierten **Yiod- bzw. **Rhenium-Therapie erlauben soll. Dariiber hinaus wird
mittels Western-Blot Analyse und Immunhistochemie IS-Expression in 1205 Lu

Xenotransplantat-Tumoren untersucht.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Alle Versuche wurden im Labor von Frau Prof. Dr. Spitzweg in der Il. Medizinischen
Klinik

des Klinikums GrofRhaderns durchgefiihrt. Bezugsguoeind in Klammern angegeben.

2.1  Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Herstellung eines Expressionsplasmids

Die full-length NIS-cDNA wurde Uber einen Verdautrden Restriktionsenzymeindill
und Xbal (Roche, Penzberg, Germangus dem CMV-NIS-pcDNA3 Expressionsplasmid
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Pidf. S. M. Jhiang, Ohio State University,
Columbus, OH, USA) ausgeschnitten, aufgereinigtinnden pGL3-Vektor ligiert (Clontech,
Heidelberg).

Der Tyrosinase-Promoter (Tyr) mit den angehéng@mi@stellenMlul und Nhel ist mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR)-Amplifikation (Exg@anigh Fidelity PCR System, Roche)
aus dem pBLCATG6-Vektor (freundlicherweise zur Vediig gestellt von Prof. Dr. D.
Schadendorf, Klinikum Mannheim, Deutschland; misteen Dank an Prof. R. Vile, Mayo
Clinic, Rochester, Minnesota, USA) ausgeschnittesrden. Zur Durchfihrung der PCR
wurde 1ul der pBLCAT6-Vektor-DNA mit 0,2 mM dNTPS,2 U/100 ul der high fidelity
PCR-Polymerase, 1x PCR-Buffer (mit 1,5 mM MgQind jeweils 0,3 pmol upstream und
downstream Primer mit 40 auf 100 pl eingestellt. Die Bedingungen fur dieRPwurden
Primer-abhéngig optimiert. Die Denaturierung der/Datfolgte bei 94°C fir 6 min (min.),
gefolgt von einem erneuten Denaturierungsschritei ®°C fur 45 Sekunden (s); die
Anlagerung der Primer fand bei 55°C fur 45 s stddinach erfolgte die DNA-Synthese fur
1,15 min bei 72°C. Diese Zyklen wurden 35mal wibddr Zum Abschluss erfolgte eine
Endsynthese flr 10min bei 72°C. Die PCR-Produktenken einige Stunden bei 4°C oder
langfristig bei -20°C gelagert werden, bevor sidtels DNA-Gelelektrophorese analysiert
wurden. Nach der Gelelektrophorese wurde die Banggeschnitten und aufgereinigt. Fur
die Ethanol (EtOH)-Féallung wurde die DNA-Probe n3M Natrium-Acetat (1/10 des
Volumens) und 100%-Ethanol (2,5fache DNA-Menge)mischt und 1h bei -20°C inkubiert.
Danach wurde das Gemisch 30min zentrifugiert, ddsertand abgenommen und
anschlieBend 500ul 70%-EtOH auf das Pellet pipetimd 15min zentrifugiert. Zum

Abschluss wurde der Uberstand abgenommen, dast Faftgetrocknet und in kO
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aufgenommen.

Hind Il

Promoter

Mlu | Xba |

Abb. 3: Schematische Darstellung des NIS-Expressisvektors Tyr/NIS-pGL3 unter

Verwendung des Tyrosinase-Promotors.

Aus dem pGL3-Vektor war zuvor, ebenfalls mit Hilder EnzymeHindlll und Xbal, die
Luciferase-cDNA (1700 bp) ausgeschnitten worderchiNginem Restriktionsverdau des NIS-
cDNA enthaltenden pGL3-Vektors (NIS-pGL3) nhiul und Nhel (Roche) wurde der Tyr-
Promoter (870 bp) in NIS-pGL3 hineinligiert. Desudtierende Expressionsvektor Tyr/NIS-
pGL3 (sieheAbb. 3) wurde aufgereinigt und mittels DNA-Sequenziertibgrprift.

Die Herstellung der Kontrollvektoren, welche nue dDNA des Tyrosinase-Promoters ohne
die NIS-cDNA (Tyr-pGL3) bzw. nur die NIS-cDNA ohreen Tyrosinase-Promoter (NIS-
pGL3) enthielt, erfolgte nach dem gleichen Prinzip.

2.1.2 Spaltung mit Endonukleasen

Doppelstrangige DNA wurde wie bereits oben erwahmt Restriktionsendonukleasen
sequenzspezifisch gespalten. Dieser Restriktiodsveerfolgte jeweils unter Einhaltung der
vom Hersteller (Roche) empfohlenen Temperatur- Bofferbedingungen. Bei Verdau der

DNA-Probe mit mehreren Enzymen wurde jeweils eirffd?ugewahlt, in dem jedes der
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Enzyme eine mdglichst hohe Aktivitat aufweist. Rnog zu schneidender DNA wurden 1 bis
2 Einheiten Enzym in 200l Reaktionsvolumen eingesetzt. Die Inkubationskzettug bei 37

‘C mindestens 3 Stunden, in den meisten Fallen wjedech tiber Nacht inkubiert. Der
Erfolg des enzymatischen Verdaus wurde jeweils aehhainer gelelektrophoretischen

Auftrennung der DNA-Fragmente kontrolliert.

2.1.3 Agarosegelelektrophorese

Das Agarosegel zur elektrophoretischen Auftrenmumg DNA-Fragmenten wurde aus 0,7 g
Agarose (Life Technologies, Bochum) und 100 ml BETPuffer sowie Gqul Ethidiumbromid
(Merck, Darmstadt) hergestellt. Die DNA-Proben wamdnmit jeweils 2ul Loading Buffer
(10x Blue Juice Gel Loading Buffer, Invitrogen, Kauhe) ebenso wie 648 einer DNA-
Leiter (Ready Load 1 Kb DNA Ladder, Invitrogen) addis Gel zur elektrophoretischen
Trennung aufgetragen (1 Stunde bei 68 Volt). Danacide das Gel unter UV-Licht
fotografiert und die DNA-Fragmente anhand des naigenen Markers nach Anzahl ihrer

Basenpaare identifiziert.

2.1.4 Gelextraktion

Die Gelextraktion erfolgte unter Verwendung des Qifk Gel Extraction Protokolls
(Qiagen, Hilden, Germany). Dabei wurden zuerstzdiasolierenden DNA-Fragmente nach
Auftrennung und Identifizierung mittels Gelelekthmpese mit einem scharfen Skalpell aus
dem Gel herausgetrennt. Dann wurde dem Gelstligktzdie 3fache Menge seines Gewichts
an QG-Puffer (Quiagen) hinzugefligt und die ents#gardMischung fir mindestens 10 min
unter wiederholtem vorsichtigem Mischen bei 680nkubiert, bis sich das Gel vollstandig im
Puffer gel6st hatte. Im Anschluss daran wurde dmm &Gel-Gewicht entsprechende Menge an
Isopropanol (Merck) hinzugefigt und die Flussigkeitdie bereitgestellte QlAquick Spin
Aufreinigungssaule (Qiagen) uberfuhrt, fur 1 Minltei Maximalgeschwindigkeit in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert und das Zentrifugarworfen. Nach Hinzupipettieren von
weiteren 500ul QG-Puffer (Qiagen) wurde erneut zentrifugiert uretworfen, gefolgt von
zwei weiteren Zentrifugationen mit je 75Qu PE-Puffer (Qiagen), um alle

Ethidiumbromidreste grundlich zu entfernen. Dannrdeu die Saule fur 2 min bei

-19 -



Maximalgeschwindigkeit trocken zentrifugiert und @n neues, steriles Reaktionsgefass
transferiert. Nach Zugabe von H0H,O (pH 8) wurde erneut fir 10 min inkubiert und im
Anschluss daran noch einmal 2 min, wiederum beiiMalgeschwindigkeit zentrifugiert. In
dem Eluat befanden sich die zu isolierenden DNAgfrente.

2.1.5 Ligation

Die full-length NIS-cDNA sowie die Tyrosinase-Pro@ecDNA wurden im Rahmen zweier
Ligationen in den pGL3-Expressionsvektor ligiertaddmolare Verhaltnis von Insert- zu
Vektor-DNA betrug je nach Versuchsansatz 1:1, 31l @0:1. Die Reaktion fand in 2d
Gesamtvolumen in DNAse freiem,8 nach Zugabe von insgesamt 100 ng Vektor- und
Insert-DNA und 1 Einheit T4-Ligase (Rapid DNA Ligat Kit, Roche) wahrend einer
10minttigen Inkubation bei Raumtemperatur statt. Dgationsansatz wurde danach direkt

zur Transformation kompetenter coli Bakterien benutzt.

2.1.6 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasnid-DNA

Vektor-DNA wurde nach dem MAX Efficiency DHB" Competent Cells-Protokoll (Life
Technologies) im Rahmen einer Transformation in petante E. coli Bakterien (Life
Technologies) transferiert und vermehrt. Dabei wargeweils 100ul Bakterien und 5 ng
verduinnte Plasmid-DNA in einem vorgekuhlten PropyReagenzréhrchen gemischt, 30 min
auf Eis inkubiert und im Anschluss daran fiir 45e$ 42 'C einem Hitzeschock ausgesetzt.
Nach Inkubation fur 2 min auf Eis wurden 90 SOC-Medium (Invitrogen) zu den
Bakterien gegeben und diese fur 1 Stunde bei 225d) 37°C geschuttelt. Im Anschluss
daran folgte das Ausplatieren der Bakterien in algeslenen Verdinnungsstufen (1:1, 1:10,
1:100) auf LB (QBIOgene, Heidelberg, Germany)/Anific (Sigma)-Platten, welche dann

bei 37°C tiber Nacht inkubiert wurden.
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2.1.7 DNA-Minipraperationen zur Isolierung von Plasnid-DNA

Die DNA-Minipraperationen wurden unter VerwendungsdQIAprep Spin Miniprep-Kits
(Qiagen) nach Anweisung des Herstellers durchgeflilabei wurde zunadchst eine mit dem
gewinschten Plasmid transformierte und Uber Naehtaghsene Bakterienkolonie in 5 ml
LB-Medium unter Zusatz von 12,4 Ampicillin gelost und fir 8 h bei 225 U und 37 °C
geschattelt. Im Anschluss wurden 2 ml der Baktexispension bei 6000 U fur 15 min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das éPelh 250 pl P1-Puffer (Qiagen)
resuspendiert. Nach Zugabe von weiteren 2b0P2-Puffer (Qiagen) und vorsichtigem
Mischen wurde fir maximal 5 min bei Raumtemperatkwubiert, bevor 35Qu N3-Puffer
(Qiagen) hinzugefligt und erneut gemischt wurde hNEE min Zentrifugation bei 13.000 U,
in welcher die in den vorherigen Schritten lysieriakterien abgetrennt wurden, wurde der
die DNA enthaltende Uberstand in eine bereitgestelQUIA-Prep-Saule (Qiagen)
transferiert. Nach einer 60sekindigen TrockenzZewgiation wurde die Saule noch zweimal
fur je 1 Minute zentrifugiert, zuerst nach Zugalme \b00ul PB-Puffer (Qiagen) und danach
nach Zugabe von 75Q1 PE-Puffer (Qiagen). Diese Schritte dienten deinigang der
Plasmid-DNA von Endonukleasen und Salzen. Eineewgan Trockenzentrifugation folgte
die Uberfuhrung der Saule in ein neues sterilekfReesgefal und der Zusatz von HCEB-
Puffer (Qiagen). Nach einer 10mindtigen Inkubatimits in welcher die Plasmid-DNA durch
den Puffer aus dem Filter herausgeldst wurde, gitdaéine 2minttige Abzentrifugation. Die
gewonnene Plasmid-DNA wurde durch mehrfache didgube Restriktionsverdaus mit
anschlieBender Gelelektrophorese auf ihre Korrékthen dberpruft. Nach der
nachgewiesenen erfolgreichen Transformation wurdes dPlasmid in einer DNA-

Maxipréaperation in grol3erer Menge isoliert.

2.1.8 DNA-Maxipraperationen zur Isolierung von Plasnid-DNA

Die DNA-Maxipréaperationen wurden unter Verwendures dEndoFree Plasmid Maxi-Kits
(Qiagen) durchgefihrt. Dafir wurden 2 ml der beréiir die Minipraparation verwendeten
Bakteriensuspension in 100 ml LB-Medium unter Zasain 250ul Ampicillin angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C geschiittelt (225 U). DaktBriensuspension wurde danach bei 4
°C und 3000 U (= 6000 g) fur 15 min zentrifugiedger Uberstand verworfen und das
geerntete Pellet in 10 ml P1-Puffer (Qiagen) umtesatz von 10ul RNAse A (Qiagen)
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grandlich resuspendiert. Im Anschluss an die Zugaive10 ml P2-Puffer (Qiagen) erfolgte
eine 5mindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Danmden 10 ml eiskalter P3-Puffer
(Qiagen) zu der Suspension gegeben, sofort vaigigemischt und das Reaktionsgeféass fur
20 min auf Eis gestellt, wodurch die Prazipitatimm unerwtinschter genomischer Bakterien-
DNA, denaturierten Proteinen sowie Resten der Begteellwand verstarkt wurde. Durch
eine folgende Zentrifugation fur 30 min bei 11 A0Q= 20 000 g) und 4 °C wurde die im
Uberstand geloste Plasmid-DNA vom Prazipitat alegetr. Nach Uberfiihrung dieses
Uberstandes in ein neues sterilisiertes Reaktidasgevurde die Zentrifugation unter den
gleichen Bedingungen fir 15 min wiederholt. Wahoassen wurde eine Qiagen Tip 500-
Saule (Qiagen) mit 10 ml QBT-Puffer (Qiagen) &admiért. Dann wurde der durch die
Zentrifugation erhaltene klare Uberstand tber diel& gefiltert und diese im Anschluss
daran zweimal mit je 30 ml QC-Puffer (Qiagen) gests, um die Kontamination der
Plasmid-DNA zu reduzieren. Durch 15 ml des Elutibndfers QT (Qiagen) wurde im
Folgenden die superhelikale Plasmid-DNA herausgeweas und mit 10,5 ml Isopropanol
(Merck) bei Raumtemperatur geféllt. Nach Abzengétion des Prazipitats fur 30 min bei 11
000 U (= 20 000 g) und 4 °C und Waschen des Paiits ml 70%igem RNAse freiem
Ethanol, wurde erneut fur 10 min zentrifugiert (&, L1 000 U). Die erhaltene isolierte DNA
wurde nach Verwerfen des Uberstandes fir ca. 10umiar dem Abzug getrocknet und in
150 pul H,O (pH 8) aufgenommen. Im Anschluss wurde eine éendiberprifung des
Plasmids mit Hilfe eines diagnostischen Restrilgi@rdaus und folgender Gelelektrophorese

vorgenommen.

2.1.9 DNA-Sequenzierung
Vor Durchfihrung der Transfektion wurde der koreeltufbau des hergestellten Plasmids

durch eine DNA-Sequenzierung nochmals bestatiggs®iSequenzierung erfolgte bei der

Firma ,Medigenomix" in Minchen.
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2.2 Zellkultur und Zelllinie
2.2.1 Verwendete Zelllinie

Bei den in diesemn vitro Versuchsreihe verwendeten Zellen handelte esusichie primére,
humane Melanomzelllinie 1205 Lu, die metastasiertd uzu den aggressivsten
Melanomzelllinien gehort (freundlicherweise zur figung gestellt von Prof. Dr. med.
Carola Berking, Klinik und Poliklinik fir Dermatafge und Allergologie, Universitat

Munchen — Innenstadt, Deutschland).

2.2.2 Medium und Zellkulturbedingungen

Alle Zellkultur-Arbeiten erfolgten unter sterileneBingungen und unter Verwendung von
sterilen Materialien, Geraten, Losungen und Medigie. Zellen wurden im Brutschrank bei
37 °C und unter Anreicherung der Luft mit 5 % Ldiltiviert.

Die 1205 Lu Zellen wurden in 150 mm bzw. 100 mstrischalen mit 25 bzw. 10 ml Medium
bei 70%iger Konfluenz kultiviert. Als Medium wurdslCDB153-Medium (GibcoBRL,
Karlsruhe, Germany) - supplementiert mit 20 % Leitm 2 % fetalem Kalberserum
(Invitrogen), 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibc®,1 % Insulin und 0,08 % Natriumpyruvat
- verwendet. Dem Medium der stabil transfizierteRO3 Lu Klone wurde noch das
Selektivantibiotikum Puromycin in einer Konzentoati von 0,5 pg/ml beigefligt. Das
Medium wurde jeden 2.- 3. Tag gewechselt und dieeZdoei mehr als 70 % Konfluenz wie
folgt passagiert.

Im Falle der 1205 Lu Zellen wurde zuerst das Kuftedium mit einer sterilen Pasteurpipette
abgesaugt und die Zellen mit 5 ml hinzugefigtemPB$-Puffer durch vorsichtiges Hin- und
Herschwenken der Petrischale gewaschen. Danachewded Puffer wieder abgesaugt, die
Zellen mit 1-2 ml 0,5 g Trypsin/0,2 g EDTA (Life @lenologies, Inc., Karlsruhe) benetzt und
fur 20 S im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss atarwurden die vollstandig vom
Untergrund gel6sten Zellen vom Flaschenboden abggvwea und in 6-8 ml DMEM (high
glucose) Medium (GibcoBRL, Karlsruhe, Germany)- gamentiert mit 10 % fetalem
Kalberserum (Invitrogen)- in einem Falcon-R6hrchanofgenommen. Nachdem durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren eine gleichmali¥gllsuspension erhalten worden war,
wurden die geldsten Zellen entweder auf neue htlen verteilt oder fur die verschiedenen

Experimente in 6-Well Platten mit der erforderlioph&ellzahl unter Zuhilfenahme einer
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Neubauer-Zahlkammer ausgesat.

2.2.3 Kryokonservierung

Ruckzufrierende Zellen der jeweiligen Passagen amumebenfalls zuerst mit 5 ml 1 x PBS-
Puffer gewaschen und im Anschluss daran mit 2 nyp3in/EDTA fir 20 Sekunden im
Brutschrank inkubiert. Nach Abwaschen der Zellem@&chalenboden, wurde die Suspension
5 min lang bei 1200 U zentrifugiert. Das entstaredBellet wurde dann im Einfriermedium,
bestehend aus 95 %igem fetalem Kalberserum undg®@rDMSO (Sigma), resuspendiert
und im Anschluss an eine 24-stiindige Zwischenlaggehei -80 °C im Isopropanol-Behélter,
im Stickstofftank bei -180 °C aufbewahrt.

2.2.4 Proliferationsassay

Der Proliferationsassay wurde unter Verwendung kadesmerziell erhaltlichen MTS-Assay
(Promega Corp., Mannheim, Germany) nach den Enyriglh des Herstellers durchgeflhrt.
Am Tag vor dem Versuch wurden die Zellen in einéhie von 15 x 14 Zellen pro Well in

6-Well Platten ausgesat. Nach Absaugen des Medivurde den Zellen zunachst 0,5 ml
Phenol-freies RPMI-Medium (Gibco) zugegeben. Im dgss daran wurden in jedes Well
100 g des frisch hergestellten MTS (3-(4,5-dimethyl#aB-2-yl-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetraaol))/PMS (phenazine methosulfate
solution)-Reagenz (Promega)-Gemischs hinzupipetiied die Zellen bei 37 °C fir 1,5 h
inkubiert. Die Absorption des entstandenen Formdraadlukts wurde bei einer Wellenlange

von 490 nm bestimmt, die direkt proportional zurzAhl der lebenden Zellen ist.

2.2.5 Transfektion
2.2.5.1 Puromycin als selektives Antibiotikum

Zur Selektion der erfolgreich mit oben angegeberasmid (Tyr/NIS-pGL3) transfizierten
Zellen wurde eine stabile Simultantransfektion maihem Puromycin-Resistenzplasmid

(freundlicherweise zur Verfuigung gestellt von Pré&f. Vile, Mayo Clinic, Rochester,

-24 -



Minnesota, USA) durchgefiihrt. Das Selektions-Amtitlium Puromycin (Sigma) wurde in
einer Konzentration von 04g/ml eingesetzt. Die benétigte Puromycin-Konzerdratdie zu
einer Absterberate von >75% der 1205 Lu Wildtypzelfihrte, war zuvor durch einen

Proliferationsassay ermittelt worden.

2.2.5.2 Transiente Transfektion

Einen Tag vor der Transfektion wurden die verweedetl205 Lu Zellen und die
Kontrollzelllinien MCF-7 und LNCaP nach dem obenngeer erlauterten Protokoll
trypsiniert und in einer Zelldichte von 1 x°1Bellen pro Well in 12-Well-Platten ausgesat,
um am nachsten Tag eine 60-70%ige Zellkonfluenzemeichen. Daraufhin wurden die
Zellen entweder mit dem NIS/Tyr-pGL3 Vektor odendeontrollvektoren transfiziert, und
zwar eine Halfte mittels LipofectAMINE Plus Reageninvitrogen/Life Technologies, Inc.,
Karlsruhe) und die andere Halfte mittels Fuged® Transfection Reagenz (Roche,
Mannheim). Beide Versuchsanséatze wurden im Medium (Invitrogehhe Serum- oder
Antibiotikazusatz und nach den genauen EmpfehlurdggnHersteller durchgefuhrt, wobei
verschiedene Verhéaltnisse von eingesetzter DNA-Mengnd jeweils verwendetem
Transfektionsreagenz ~ ausgetestet  wurden. Die  genaleschreibung  der
Versuchsdurchflihrung erfolgt in Abschnitt 2.2.9\&ch 48 h Inkubation wurden die Zellen
mittels lod-Uptake Assay (siehe 2.3.1) auf den Stektionserfolg gescreent, und aus jeder
der beiden Versuchsreihen die Versuchsbedingungénder hochsten erzielten lod-

Aufnahme flr die stabile Transfektion ausgewahlt.

2.2.5.3 Stabile Transfektion

Die 1205 Lu Zellen wurden 24 Stunden vor Beginngdabilen Transfektion wie bereits oben
beschrieben ausgesat.

Bei der Verwendung von LipofectAMINE Plus (Invitreg) wurden 1ug des oben
angegebenen NIS/Tyr-pGL3 Plasmids und Q5= 1/20 der eingesetzten Plasmidmenge)
des Puromycin-Plasmids vorsichtig mit @ Plus Reagenz (Invitrogen), einem die
Komplexbildung anregenden Enhancer, sowieubfeinem Medium (d.h. ohne Serum- oder

Antibiotikazusatz) gemischt und fir 20 min bei Raemperatur inkubiert. AnschlielRend
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wurden 6ul LipofectAMINE in weiteren 50ul Medium zugegeben, und das Gemisch fir
weitere 20 min inkubiert. Vor Verteilung des Reazpmmisches auf die Zellen, sind die
Zellen ca. 1-3 min mit serumfreien Medium inkubigvorden. AnschlieRend wurde das
serumfreie Medium abgesaugt und 10@es Reaktionsgemisches pro Well gleichmafiig auf
den Zellen verteilt. Nach 15 min Inkubation mit d&®aktionsgemisch allein wurden 4000
serumfreies Medium zusatzlich auf die Zellen gegaloed 3,5 h bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden 50Qul Medium- supplementiert mit 4 % fetalem Kalberserauf die Zellen gegeben
und 24 h im Brutschrank inkubiert.

Gleichzeitig wurden unter Verwendung von Fugenec(®®) 1 ug des NIS/Tyr-pGL3
Plasmids sowie 0,0hg (= 1/20 der eingesetzen Plasmidmenge) des Pum+Rasmids in
reines Medium mit einem Endvolumen von @l0aufgenommen und vorsichtig vermischt.
Danach wurden dem Reaktionsgemisch 1J5oder 3 pul Fugene Reagenz (Roche)
hinzugefiigt, gevortext und fur 15 min bei Raumterape inkubiert, um die
Komplexbildung zu unterstitzen. Wahrenddessen wudiake Medium der 1205 Lu Zellen
abgesaugt, die Zellen mit 1 x PBS-Puffer kurz gelwas und 50@! Medium vorgelegt. Im
Anschluss wurde das Reaktionsgemisch gleichmafdig da@ Zellen verteilt und im
Brutschrank fir 48 h inkubiert.

Nach einer 24- bzw. 48-stiindigen Inkubation untermialbedingungen wurde das jeweilige
Transfektionsmedium abgesaugt und durch 1 ml Kotimpéslium, welches mit 0,hg/ml
Puromycin (Sigma, Taufkirchen) als Selektivantithiom supplementiert worden war,
ersetzt. Die Uberlebenden, d.h erfolgreich traresfien Klone wurden nach 4-8 Wochen,
abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit, mi@gisndertechnik isoliert, hochgezogen

und einem Screening per lod-Uptake Assay unterwmorfe

2.3 lod-Uptake Versuchean vitro
2.3.1 lod-Uptake Assay

Der lod-Uptake Assay wurde nach der von Weiss.ettablierten Methode durchgefiifit.

Am Tag vor dem Versuch wurden die Zellen in ein@hie von 15 x 19Zellen pro Well in
6-Well Platten ausgesét. Im ersten Versuchssowitde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit 1 ml Inkubationspuffer (HBSS (Gibco),tmi0 uM Natriumiodid (Sigma) und 10
mM HEPES (Merck) supplementiert und auf einen pid Vg3 eingestellt) kurz gewaschen.

Dann wurden zu jedem Well 1 ml Inkubationspuffeelshem zuvor 0,1uCi Na **I/ml
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(Amersham, Braunschweig) hinzugefiigt worden wanzimpipettiert. Den Kontroll-Wells
wurde zusatzlich 100M KCIO4, welches selektiv die NIS-vermittelte lod-Aufnahimedie
Zellen hemmt, zugegeben. Die Zellen wurden darauftir 35 — 60 min im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurde das radioaktiv verseetHBSS abgesaugt und die Zellen mit
eiskaltem HBSS kurz gewaschen, um das nicht von fZdlen aufgenommene lod zu
entfernen. In einer 20mindtigen Inkubation der &elin 1 N NaOH (Merck) unter Schutteln
bei ca. 300 U wurden die Zellen lysiert und die iBaktivitat im Zell-Lysat imy-Counter

gemessen.

2.3.2 Kinetik

Zur Bestimmung des Zeitpunktes der maximalen lo&ukulation in den NIS-transfizierten
Zellen wurde eine Zeitkinetik fur den lod-Uptakerchgeftihrt. Der Versuch entsprach dem
unter Abschnitt 2.3.1 beschriebenen lod-Uptake yssat dem Unterschied, dass jede 6-
Well Platte fir eine unterschiedliche Zeitspanneubiert wurde (2, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50
oder 60 min). Dann wurde die Reaktion jeweils, wolen bereits beschrieben, gestoppt, und
mit Hilfe desy-Counters die Radioaktivitat bestimmt. Die so etefté Inkubationszeit, die
zur héchsten lodakkumulation fuhrte, wurde im Falign fir alle lod-Uptake Experimente

als optimale Inkubationsdauer verwendet.

2.3.3 lod-Efflux

Um die Geschwindigkeit, mit welcher die Zellen dasachst akkumuliertélod wieder
verlieren, genau bestimmen zu kdnnen, wurde eirElfldx-Assay nach der Methode von
Weiss et al. durchgefiihtf>. Am Tag zuvor in 6-Well Platten ausgesate Zellgs x 10
Zellen/Well) wurden, wie bereits unter Abschnit8.2. beschrieben, fur 45 min bei 37 °C mit
Inkubationskuffer, supplementiert mit Na inkubiert. Im Anschluss daran wurde das
Medium 120 min lang alle 5 min durch frisches HB®Bne'*) ersetzt. Def?3-Gehalt des
jeweiligen Uberstandes, der dem lod-Verlust derlefelin den vorangegangenen 5 min
entsprach, wurde im-Counter gemessen. Nach Ablauf der 120 min wurdendeh in den
Zellen akkumulierte®lod nach einer 20miniitigen Inkubation der Zellert &0 N NaOH

mittelsy-Counter gemessen.
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2.4  lod-Organifizierung

2.4.1 Inkubation der Zellen mit*?

Am Tag vor dem Experiment wurden die Zellen in eib&hte von 15 x 1DZellen pro Well

in 6-Well Platten ausgesat. Am nachsten Morgen wdahn zunéchst das Medium abgesaugt
und die Zellen mit 1 ml Inkubationspuffer (sieh@&.2) kurz gewaschen. Dann wurden zu
jedem Well 1 ml Inkubationspuffer, welchem zuvot QCi Na **3/ml hinzugefiigt worden
waren, hinzupipettiert. Den Kontroll-Wells wurde szizlich 100uM KCIO,4 , welches
selektiv die lod-Aufnahme Uber NIS in die Zellemimat, zugegeben. Die Zellen wurden im
Anschluss fur 35 min bis drei Stunden bei 37 °@imtschrank inkubiert.

2.4.2 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationsdauer wureée HBSS-Uberstand abgenommen und
die darin enthaltene Konzentration an freiem, ditht von den Zellen aufgenommenéft

im y-Counter gemessen. Die Organifizierung wurde damfoigenden mit der von Urabe et
al. etablierten Methode anhand der Trichloressigs&uazipitation bestimmt?’. Dabei
wurden die Zellen zuerst mit eiskaltem 1 x PBS-@&ulurz gewaschen, und dann nach
Hinzugabe von 10@Ql 0,1 M NaOH zu jedem Well 10 min lang bei ca. 30@eschuttelt. Im
Anschluss daran wurden die erhaltenen Zelllysate jgozwei Wells in einem speziellen
Counter Rohrchen zusammenpipettiert und mit 1 mATQrichloressigsaure)/BSA (Sigma)-
Losung versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurde ldisung fiir eine Stunde bei 4 °C
inkubiert, wodurch es zu einem Ausfall défl-bindenden Proteine kam. Diese wurden im
folgenden bei Maximalgeschwindigkeit und 4 °C 3(rang abzentrifugiert, mit kaltem 1 x
PBS gewaschen, und im Anschluss das prazipitieme,Proteine gebunden® nach

Abnahme des UberstandesyaCounter gemessen.

2.5 Northern Blot

2.5.1 Isolierung von Ribonukleinsauren

Die RNA aus mit dem NIS-Expressionsvektor bzw. deomtrollvektor stabil transfizierten

Zellen wurde mit Hilfe des Rneasy Mini Kits (Quiayeewonnen. Die Zellen wurden in 100
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mm-Petrischalen (1,5 x $@ellen/Schale) ausgeséat und bei einer Konfluenz aan70 %,
wie unter 2.2.2 bereits ausfuhrlich beschriebertyypbiniert. Das Zelllysat wurde im
Anschluss daran abzentrifugiert und das entstanéetiet in 600ul RLT-Puffer (Qiagen)
grundlich resuspendiert. Nach Zugabe von ADB0 % Ethanol erfolgte eine Zentrifugation
fur 1 Minute bei 13.000 U in der Rneasy Minisauldagen). Nachdem 700 RW1-Puffer
(Qiagen) auf die Saule gegeben und erneut zeneifugvorden war, wurde die S&ule
zweifach mit 50Qul RPE-Puffer (Qiagen) fur 2 min bei 13.000 U gewsst Durch Zugabe
von 30ul RNAse-freiem Wasser auf die Gelmembran der Sdalejbation fir 5 min und
eine letzte zweiminitige Zentrifugation wurde dadie RNA eluiert und bei — 80 °C
aufbewabhrt.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung durch Photometrie

Die RNA-Konzentration einer wassrigen Losung wungié einem Spektralphotometer tber
die UV-Absorption der Ribonukleinsduren bestimmie [Extinktion von 500ul Lésung
wurde in einer Quarzkivette Uber einen Bereich \G&llenldnge von 260 und 280 nm
gemessen. Die Verdinnung der RNA-LOsung wurde dabejewahlt, dass die Werte im
Bereich der grof3ten Messgenauigkeit lagen (1: 280hand des Quotienten der bei 260 nm
und 280 nm gemessenen Extinktionen konnte derhRegsgrad der RNA in Bezug auf
Proteinverunreinigungen gemessen werden. Der E2B60AZert sollte bei reiner RNA um die
1,7 liegen. Die Konzentration der Losungful) wurde dann im Folgenden nach der Formel
(Verdinnung x RNA-Faktor x Wert der 260 nm-Messuhdivettenvolumen berechnet,

wobei der RNA-Faktor einem Wert von 40 entspricht.

2.5.3 Elektrophoretische Auftrennung der RNA

Im ersten Schritt wurde das RNA-Gel aus 1,5 g Agard08 ml DEPC #D, 15 ml (10 x)
MOPS, 27 ml Formaldehyd und 8l Ethidiumbromid hergestellt. Die RNAse freie
vorbehandelte Gelapparatur wurde im Folgenden ®&m desamten Versuch auf einer
Magnetréhre platziert, um damit eine kontinuierticBirkulation des Puffers wahrend des
Versuches zu gewabhrleisten.

Die bei — 80 °C aufbewahrten RNA-Proben wurden stunasrsichtig auf Eis aufgetaut, um im
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Anschluss fur 5 min in einem Heizblock bei 60 °Qakeiriert zu werden. Je 1@ der RNA-
Proben bzw. @l eines RNA Markers (Bio-Rad)wurden im folgendert &if ul RNA sample
loading buffer (Sigma) vermischt. Alle Proben irdthe der Marker wurden bei 65 °C fir 15
min denaturiert und im Anschluss daran auf das é@sggel, welches zuvor bereits ca. 30 min
vorgelaufen war, aufgetragen und bei 52 Volt f8tdnden laufen gelassen. Dabei kam es zur
elektrophoretischen Auftrennung der RNA-Fragmente.

2.5.4 Transfer auf die Nylonmembran

Nach Beendigung der 4-stiindigen Elektrophorese svaias Gel unter einer UV-Kamera
fotografiert und mit einem Skalpell auf die ricligsrof3e zurechtgeschnitten. Daraufhin
wurde das Gel vorsichtig auf ein mit dem Transfégu(20 x SCC) vorbefeuchtetes
Whatman-Filterpapier gelegt und glattgestrichenf die Oberflache des Gels wurde eine
positiv geladene Nylonmembran (Amersham, Freibung)Gelgrésse sowie ein weiteres
Whatman-Filterpapier und ein Stapel Papiertichégjeind die Gesamtkonstruktion mit 2
kg Uber Nacht beschwerAlpb. 4). Dabei wurde sichergestellt, dass es zu einerdgjén
Befeuchtung der Membranen mit dem Transferpuffen.kAm nachsten Morgen wurde die
Nylonmembran, auf welcher sich nun die transfezid®®NA befand, sofort mit einem UV-
Stratalinker von beiden Seiten cross-gelinkt, udarUV-Kamera fotografiert, noch feucht in
Frischhaltefolie eingeschweisst und eingewickeltAluminiumfolie bei Raumtemperatur

gelagert.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Northern-Blo&ufbaus
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2.5.5 Radioaktive Markierung der cONA-Sonde

Dieser Schritt erfolgte unter Verwendung des Megapr DNA Labelling Systems
(Amersham). 25 ng eines hNIS-spezifischen cDNA-Aragts (Nukleotide 1184-1667)
wurden auf Eis mit 5ul eines Random-Primers (Amersham) und DEPO-Hn einem
Endvolumen von 26l gemischt, bei 95°C fur 5 min denaturiert und ims&hluss sofort
wieder auf Eis gestellt. Dann wurde ein zweites KReasgemisch, bestehend aud 8es
Reaktionspuffers (Amersham), jeweilsydt der Nukleotide dTTP, dGTP und dATP (alle
Amersham), 5ul des radioaktiveno{— P Deoxyadenosin- 5'- Triphosphats (CTP) sowie 2
ul der DNA-abhangigen DNA-Polymerase (Amersham) hppettiert, vorsichtig gemischt
und fur 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde &eaktion mit 5ul 0,2 M EDTA
(Invitrogen) gestoppt, und das Gemisch unter Vedueg des QIAquick Nucleotid Removal
Kits (Qiagen) aufgereinigt.

Hierbei wurde zuerst die 5fache Menge an PN-Pyffeagen) zugegeben, das Gemisch in
die Séaule Uberfuhrt und 1 Minute bei 6000 U zumdem der DNA zentrifugiert. Danach
wurde zweimalig nach Hinzugabe von je 20@®E-Puffer (Qiagen) fur 1 Minute bei 6000 U,
und einmal bei 13.000 U fir 1 Minute trocken zdogiert. Nach Transfer der S&ule in ein
neues Reaktionsgefass wurden | BEB-Puffer (Qiagen) als Elutionsreagenz auf di@l&a
gegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.cBudie folgende einminitige
Zentrifugation bei 13.000 U wurde die entstandeadioaktiv-markierte, und somit als
Hybridisierungsprobe verwendbare cDNA herausgewascind im Anschluss sofort bei ca.
100° C fur 5 min erneut denaturiert.

2.5.6 Hybridisierung

Nun wurde die aufbewahrte Nylonmembran nach kurBefeuchten mit DEPC-D fur 30
min bei 68 °C im Hybridisierungspuffer (Express H$blution, BD Clontech Laboratories,
Heidelberg) vorhybridisiert. Im Anschluss erfolgiach Absaugen des Puffers und Zugabe
der zuvor in 5 ml Hybridisierungspuffer geldsteniocaktiven cDNA-Sonde die eigentliche
Hybridisierung fur eine Stunde bei 68° C. Dann vaurdlie Blots dreimal fur je 10 min bei
Raumtemperatur in 2 x SSC (saline sodium citra@)/® SDS (sodium dodecylsulfate)-
Lésung und einmal fur 30 min bei 50 °C in 0,1 x SEC06SDS-Losung gewaschen, wobei

die nicht an den Blot gebundene radioaktive cDNA der Membran entfernt wurde. Die
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Blots wurden daraufhin bei — 80° C fiur ca. 3 Wocheter Verwendung eines KODAK X-
OMAT AR Films (Sigma) exponiert.

2.5.7 Kontroll-Hybridisierung mit einer p-Actin-Sonde

Um die NIS-cDNA vor der Durchfiihrung der Kontrollybridisierung von der Membran zu
entfernen, wurde diese dreimal fir je 5 min bei’80unter Schitteln mit 0,1 x SSC/0,1 %
SDS- Lésung gewaschen.

Zur Qualitatskontrolle und Quantifizierung der gatdten RNA wurde die Membran im
Anschluss nach dem oben bereits beschriebenen kBHoterneut hybridisiert unter
Verwendung von 25 ng einer humang#ctin cDNA-Probe (Clontech), die ebenfalls nach
oben beschriebenem Protokoll radioaktiv gelabelideu

Anhand der Computer-gestutzten densitometrischenalyda (ImageJ-Software) der
Intensitaten der einzelngitActin Banden wurden die zuvor gemessenen NIS-ilt&ien

normalisiert.

2.6  Western Blot
2.6.1 Herstellung von Proteinextrakten fir WesterrBlot-Analyse

2.6.1.1 Membranpraperation aus Zellen

Zuvor in 150 mm-Petrischalen ausgesate Zellen wurdgeh Verwerfen des Mediums kurz
mit eiskaltem 1x PBS-Puffer gewaschen, nach Zugetwe 1 ml Puffer A (250mM
Saccharose, 10 mM Hepes, 1mM EDTA,ud@0nl Leupeptin, 10g/ml Aprotinin, 1mM
PMSF, pH 7,5) vom Boden der Kulturschale abgeschatitdas erhaltene Zelllysat auf Eis
gut resuspendiert. Die Losung wurde daraufhin b&C4und 500 g (= 2000 U) fur 15 min
zentrifugiert und dem erhaltenen Uberstand iDBla,COs/ml hinzugegeben, um die darin
enthaltenen Proteine zu binden. Nach Inkubatiordb@i fir 45 min unter kontinuierlichem
Schutteln, wurde bei 100.000 g (= 25.000 U) undCAfir 20 min ultrazentrifugiert. Das
erhaltene Pellet, in welchem sich die Membranpnetdiefanden, wurde nach vorsichtigem
Abpipettieren des Uberstandes in 20®uffer B gelost und bei — 80° C aufbewahrt.
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2.6.1.2 Membranpréaperation aus Tumorgewebe

Fur die Membranpraparation wurden zunéchst die 1205umore nach Zugabe von Puffer
A zerkleinert, um eine homogene Suspension zu terhaDie hergestellte Proteinldsung
wurde dann 5 min bei 1500g und 4°C zentrifugieet; dberstand abgenommen, und dieser
erneut 10 min bei 1500g und 4°C zentrifugiert. Neeh Zentrifugation wurden pro ml Puffer
A 100ul 1M NaCO; zu der Losung dazugegeben und 45 min bei 4°C glei@ig
geschattelt. AnschlieRend wurde die Proteinldsudg n2in bei 25000U/min und 4°C
zentrifugiert und das erhaltene Pellet, in welclsgch die Membranproteine befanden, wurde
nach vorsichtigem Abpipettieren des Uberstande20idul Puffer B (250mM Saccharose,
10mM Hepes, 1nM MgClI, pH 7,5) geldst und bei — 80aufbewahrt.

2.6.2 Protein-Konzentrationsbestimmung (Bradford-Poteinbestimmung)

Die Konzentration der Proteinldsung wurde untervw&rdung des Bio-Rad Protein Assays
(Bio-Rad, Miinchen) bestimmt.

Zuerst wurde eine Proteinstandardkurve aus verdehen Verdiunnungsstufen (0,2 — 1
mg/ml) einer BSA (bovine serum albumin, Sigma) ecRtbésung unter Zusatz des 1:5
verdiinnten Biorad-Konzentrats (Bio-Rad) erstellied® ergab sich aus den OD-Werten der
Verdinnungen bei 595 nm nach einer vorausgehendaminfitigen Inkubation bei
Raumtemperatur.

Anhand dieser Standardkurve wurde im Anschluss Kbezentration der Proteinlésung

bestimmt.

2.6.3 SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE

Gleiche Konzentrationen an Membranprotein (je néersuch 10, 15 oder 20 pg) wurden mit
10 ul Sample Puffer (NuPage, Invitrogen, Karlsruhe, Selland), 4ul Reducing Agent
(NuPage, Invitrogen) und DNAse-freiem Wasser viitgiczu einem Gesamtvolumen von 35
ul gemischt und fir 10 min bei 70° C denaturiert. Amschluss daran wurden die Proben, und
ebenso der verwendete Marker (Precision Plus Profdi Blue Standards, Bio-Rad), in die

Taschen eines 4-12%igen Bis-Tris-HCI gepuffertetyd&wylamidgels (NuPage, Invitrogen)
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pipettiert und im Running Puffer bei 200 Volt fiine Stunde laufen gelassen.

2.6.4 Western Blot-Analyse

Im nun folgenden Elektroblotting (Novex Mini CelySem, Invitrogen) wurden die Proteine
bei 25 Volt im Transfer Puffer fir 1 h vom Gel aihe Nitrozellulosemembran (Porengrosse
0,45um, Invitrogen) transferiertm Anschluss an das Elektroblotting wurde die Meambitir

1 h unter Schutteln mit 5%iger Milch-TBST (Tris bered saline and tween)-Losung
geblockt und nach Zugabe eines monoklonalen Mau#@mpers gegen die Aminosaurereste
468-643 des NIS-Proteins (Verdinnung 1 : 3000u(fdiicherweise zur Verfligung gestellt
von Prof. John. C. Morris, Mayo Clinic, RochesteNMUSA) Uber Nacht bei 4 °C im
Dunklen inkubiert.

Am nachsten Morgen wurde die Membran nach Absauenl. Antikdrpers erneut mit
TBST gewaschen (1 x fur 15 min, und dann 2 x fUs jmin). Dann erfolgte die Inkubation
mit dem 2. Antikérper (Vector Laboratories), einenit Peroxidase-gelabeltem Antimaus-
Antikorper der Ziege (Verdinnung 1:5000, 1 h beuRgemperatur). Im Anschluss wurde die
Membran fur 1 x 15 min und 4 x fur je 5 min mit TB§ewaschen, bevor sie fur 1 min mit
dem ECL-Reagenz (Enhanced chemiluminescense WedBéoh detection Reagent,
Amersham, Braunschweig, Deutschland) inkubiert inmdFolgenden zwischen 1 und 20 min
unter Verwendung eines KODAK BIO MAX MR Films (Siginexponiert wurde. Anhand
des im Gel mitgelaufenen Markers konnte das Mokeig@wicht der Banden bestimmt

werden, auf3erdem erlaubte er eine Abschatzungrdaesfer-Effizienz.

2.7  Clonogenic Assay
2.7.1 Durchfiihrung

Mit dem NIS-Expressionsvektor bzw. dem Kontrolhakstabil transfizierte Zellen wurden
in 75 cnf Zellkulturflaschen in einer Dichte von 1,5 Millien Zellen/Flasche ausgesat. Nach
Erreichen einer Konfluenz von 60-70% wurden dielefeimit 1 x PBS gewaschen und im
Anschluss fir 7 Stunden mit 0,8 mCi R (Amersham) (in HBSS-Inkubationspuffer,
supplementiert mit 1M Nal und 10 mM HEPES supplementiert und auf eiqpginvon 7,3
eingestellt), im Brutschrank inkubiert. Nach dekubation mit**i wurden die Zellen mit 1 x
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PBS gewaschen, mit 0,05 %igem Trypsin-ETDA abtryjest und in einer Zelldichte von 50-
2000 Zellen/Well (je sechs Wells pro Konzentratian) 12-Well Platten in regularem
Wachstumsmedium ausgesat.

Parallelexperimente wurden fir jede Zelllinie im &8-Inkubationspuffer ohne den Zusatz

von radioaktivem lod zur Kontrolle durchgefuhrt.

2.7.2 Farbung und Auswertung

Nachdem sich nach ca. 1-2 Wochen Zellkolonien debihatten, wurden die Zellen mit
eiskaltem 1 x PBS gewaschen und mit 50Q00 %igem Methanol/Well (Sigma) fir 10 min
im Kuhlschrank fixiert. Danach folgte die Sminttig&rbung mit 1%igem Kiristallviolett
(Sigma) und die Auszéhlung der Zellkolonien untemdMikroskop. Dabei wurden nur
Kolonien ausgezahlt, die aus ca. 50 Zellen oderrestanden. Die fur jede Zellreihe separat
bestimmte Uberlebensrate entsprach dem ProzergsaZellkolonien nact®i-Behandlung

verglichen mit denen nach Inkubation mit HBSS-Ir&iidnspuffer.

2.8 Invivo-Studien

2.8.1 Mause und Haltungsmethoden

Bei der fur die Versuche eingesetzten Tierart hindes sich um weibliche,
immunsupprimierte Nacktmause (Stamm NMRI-nu (nd/nin denen subkutan in der
Flankenregion Xenotransplantate aus stabil mit 8DSVA transfizierten Melanomzellen
etabliert wurden. Im Alter von 4 bis 6 Wochen wurddie Tiere von der Firma Janvier
(Munchen) bezogen und frihestens nach einer einggéchAkklimatisierung fir die
Versuche eingesetzt. Die Haltung erfolgte unter &pEcial pathogen free)-Bedingungen in
den TierrAumen des Lehrstuhls fur PharmazeutiscBeogie-Biotechnologie, LMU
Munchen. Die Tiere wurden in klimatisierten Raumemt 12-Stunden Tag/Nacht-
Lichtrhythmus gehalten und soweit mdglich wurdea \dersuche nur tagstber durchgefihrt.
Futter (Standarddiat) und Wasser standen ad libidumVerfiigung. Die Besatzdichte pro
Kafig betrug maximal 5 Tiere. Ab dem Zeitpunkt diggektion der Radionuklide erfolgte die
Tierhaltung in dafir vorgesehenen TierrAumen ddstsader Nuklearmedizinischen Klinik
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im Klinikum Grosshadern, LMU Munchen. Alle durchgkften Tierversuche wurden von der

Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.8.2 Etablierung von subkutanen Xenotransplantat-Tumoren

Fir die Induktion von experimentellen Tumoren wurdien Nacktmausen 1,5 x ®1Bellen
(resuspendiert in Medium) subkutan injiziert, jelwestabil mit NIS cDNA transfizierte
Melanomzellen (TN-1) in die rechte Flanke und miheen Kontrollvektor transfizierte
negative Melanomzellen (T-1) in die linke Flanka. den folgenden Wochen wurde das
Tumorwachstum beobachtet und ab einer Gré3e voCcaam Durchmesser die Versuche

durchgeflhrt.

2.8.3 Radionuklid-Uptake Versuchin vivo mit **Jod bzw. ***Rhenium

Um die **lod- bzw. **Rhenium-Aufnahme der NIS-positiven (TN-1) und Kefitumoren
(T-1) in vivo zu ermitteln, wurde den Ma&usen ca. 3-5 Wochen nbugektion der
Tumorzellen, als die Tumoren eine Grof3e von cami® Durchmesser erreicht hatten, 18,5
MBq (0,5 mCi)**3od bzw. 111 MBq (3 mCi}**Rhenium intraperitoneal injiziert (i.p.), um
dann die Zeitabhangigkeit und Héhe der Radionukkdaeulation und dessen Retentionszeit
im Tumor mittels Gamma-Kamera zu messen. Fir §&henium-Imaging wurde ein
medium energy (MEAP) Collimator und fir daSlod-Imaging ein ultra high resolution
(UXHR) Collimator verwendet. Die Bildgebung erfatgh Inhalationsnarkose, die mit einem
Ublichen Narkosegerat (halbgeschlossenes Systemisailtiran) durchgefihrt wurde. Die
Tiere haben bis zu 2 Stunden in Narkose verweilbmdén anschlieBend in eine
Sauerstoffkammer und wurden mit einer i.p. Injektvon Ringer-Glukose-Losung rehydriert.
Nach der i.p. Applikation von®lod (0.5 mCi) bzw.'®Rhenium (3 mCi) wurde die
Biodistribution der Radionuklide in tumortragendeMausen auf einery-Kamera
szintigrafisch erfasst. Die Retentionszeit der Badklide im Tumor und in ausgewé&hlten
Organen wurde durch sequentielle Bildgebung (0025, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 38.5, 48
Stunden p.i.) gemessen. Regions-of-interest (R@Mden quantifiziert und in Relation zur
applizierten Dosis in Prozent der injizierten Dgsie Gramm Gewebe (% ID/g) angegeben.

Dosimetrische Berechnungen wurden freundlicherweige Dr. rer. nat. Christian Zach
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(Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin, KlinikumGroRhadern, Munchen) nach dem
MIRD-Konzept unter Verwendung des Dosis-Faktors B&DAR-group (www.doseinfo-
radar.com) durchgefihrt.

AnschlieRend konnten anhand dieser dosimetrischerecBnungen die Therapiestudien
optimal vorbereitet und eine therapeutische Akdivitir **lod und ®*Rhenium ermittelt

werden.

2.10 Immunhistochemie

Fur die Immunhistochemie der 1205 Lu Tumore wurds ¥ectastain Elite Kit (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) verwendet. Dafur dam zunéchst ca. fum dicke
Gefrierschnitte der Tumore angefertigt, diese abjekttrager gezogen und anschlieRend 5
min in 80% igem Methanol bei 4°C und 2 min in 109&n Aceton bei -20°C fixiert.

Um unspezifische Membran-Bindungsstellen zu blockarrden die Gefrierschnitte zunéchst
20 min bei Raumtemperatur mit Blocking Serum inkuhibevor sie mit dem bereits oben
erwahnten NIS-spezifischen monoklonalen Maus-Ampko fir 90 min bei Raumtemperatur
inkubiert wurden (Ak-Verdinnung 1:1600, 1:2000 un2400). Nach 3maligem Waschen mit
PBS-T (PBS und Tween 0,05%) erfolgte eine einstismdnkubation mit dem zweiten
Antikorper (Ak-Verdinnung 1.2000), ein gegen destesr AntikOrper gerichtetes Biotin-
gekoppelten Antimaus-Immunglobulin (Vectastain).ra2d folgte nach Wiederholung der
PBS-Waschschritte die Komplexbildung des 2. Anfilgis mit einem bereits praformierten
Avidin/biotinylierten-Peroxidase-Komplex (DAB-Reagg Vectastain) fur 30 min.

Die anschlieRende 5Sminutige Farbung mit Diaminolibne (DAB-Reagenz, Vectastain)
resultierte in einem blau-schwarzen Prazipitat, chve$ einen Indikator fir die hNIS-
spezifische Immunoreaktivitat darstellte. Nach Geégdoen mit Malachitgriin (Sigma) wurde
mit Glycergel (DAKO) eingedeckelt.

Nach dem gleichen Prinzip wurden Kontroll-Farbungsmrchgefuhrt, die statt mit den
jeweiligen Antikdrpern mit reinem 1x PBS-Puffer uikert wurden, um unspezifische

Bindungen der Antikdrper auszuschliel3en.
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2.11 Radionuklidtherapie mit**Yiod bzw. ***Rhenium

Fur die Therapiestudien mitliod bzw.®Rhenium wurden Melanom-Xenotransplantate in
weiblichen Nacktmause etabliert und nach ca. 3-Bwg&n Tumorwachstum, als das
Tumorvolumen ~ 0,2 cirbetrug, jeweils drei Gruppen gebildet je n=6. Dierapiegruppen
mit NIS-positiven TN-1 Tumoren erhielt 55,5 MBq%ImCi) **!i bzw. 55,5 MBq (1,5 mCi)
1%Re durch eine einmalige i.p.-Injektion, je eine Kotigruppe mit NIS-negativen T-1
Tumoren erhielt ebenfalls 55,5 MBq (1,5 m&fl bzw. 55,5 MBq (1,5 mCi}**Re und eine
weitere Kontrollgruppe mit TN-1 Tumoren dagegen ploysiologische Kochsalzlésung.

Um bei verminderter lodaufnahme in die SchilddrdgeRadionuklidaufnahme im Tumor zu
maximieren, erhielten die Mause vor Beginn der &pmstudien L-Thyroxin (5 mg/l) in
ihrem Trinkwasser. Nach intraperitonealer Appligatider Radionuklid-Aktivitat bzw. der
physiologischen Kochsalzldsung wurde der therapelu Effekt ermittelt. Die Tumorgrol3e
wurde vor und nach Applikation des Radionuklids baer physiologischen Kochsalzlésung
mindestens sechs Wochen lang mit einer Schieblemmmal pro Woche gemessen und
anschlieBend das Tumorvolumen nach der Formel ViatumL&ange x Weite x Tiefe x 0,52
bestimmt. Es wurden sowohl die TumorgréRen zwiscldar Therapie- und den
Kontrollgruppen miteinander verglichen, als auch @Gir63en der NIS-exprimierenden und
NIS-negativen Tumoren bei jeder Maus. Zu untersititleen Zeitpunkten nach Applikation
des Radionuklids wurde ein Teil der Mause schmernioNarkose getétet, die Tumoren
disseziert und histologisch aufgearbeitet. Die Nadbachtungszeit betrug etwa 8-10
Wochen, wobei die Mause, bei denen die Tumoren naé&hrl0% ihres Koérpergewichts
eingenommen haben, die Tumoren exulzeriert warer MEuse, die durch die Tumoren
bzgl. Bewegung oder Nahrungsaufnahme beeintrachigeén, vorher schmerzlos in Narkose
getotet wurden.

2.12 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven nach Radionuklitherapie mit **jod bzw.

18Rhenium

Um die Sterblichkeit zwischen den einzelnen Maugpem zu vergleichen wurde die
Mortalitdt nach Kaplan-Meier aufgetragen. Hierzur@aujede Maus nach Therapiebeginn als
Tag Null in die Statistik aufgenommen. In den déréalgenden Wochen wurde die
Sterblichkeit der einzelnen M&ause mit dem jeweilijag des Absterbens bzw. Einschlaferns
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protokolliert. Am Ende des Beobachtungszeitraumesrdes aus den gesammelten
Ergebnissen eine Uberlebenskurve nach Kaplan- Mestellt.

2.13 Statistik

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausfuhrungdhgefuhrt. Die statistische Analyse
erfolgte mit Verwendung der kommerziellen Softwékéicrosoft, Excel). Alle Ergebnisse
sind als Mittelwert +/ - Standardabweichung deeifdchen Ausfiihrung dargestellt. Die
Fehlerbalken in den Tabellen geben die Standardebwey an. Die Signifikanz der

Ergebnisse wurde mit Hilfe des t-Tests berechnet.

2.14 Verwendete Gerate

Wasserbader : GFL (Labor)
Kottermann (Zellkultur)
Schuttler : IKA Vibrax VXR basic (Western)
Edmund Kihler Laborgeratebau (lod-
Uptake)
Edmund Kuhler (Mini- und Maxiprap)
Mischer : IKA
Vortexer : Scientific Industries
Pipetten : Eppendorf
Pipetus : Hirschmann
Heizblock : Eppendorf Thermomixer 5463
Zentrifugen : 5415 Eppendorf (Miniprap)

S 60  Ultrazentrifuge Beckmann
(Membranprap)

Hettich (Zellkultur)
RC5 Superspeed Refrigerated Centrifuge,
Kendro (Maxiprap)
Universal 30 RF Hettich (Maxipréap)
Hettich Roto Silenta (Organifizierung)
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Gelelektrophoresekammer :

Waagen :
PCR-System :
Mikrowelle :
Kihlschranke :
v- Counter :

Drucker :

Computer :

Brutschrank :

Hitzefixierkammer :
Geigerzahler :
UV-Kamera :
Stickstofftank :
pH-Elektrode :
Spektralphotometer :
UV-Stratalinker :
Mikroskop :

2.11 Verwendete Materialien

5 x TBE-Puffer :

Biofuge pico, Heraus (Northern Blot)
BioRad Power Pac a8tromquelle

Invitrogen XCell Sure Lock (Western
Blot)
Bio-Rad Wide Mini-Sub Cell GT
(Agarosegel)

Sartorius

GeneAmp, Perkin EImer

Siemens

Liebherr

Berthold

Epsony{Counter)

HP Laserjet 2200dn (Computer)

Fujitsu Computers Siemens

Hera cell 240, Heraeus (Zellkolt
Heraeus't!)
Heraeus't?)

Gallenkamp (Baktajie

GFL

Berthold

2UV Transilluminator (UVP)

Messer Griessheim

Hanna Instruments

Vitrospec plus, CKB Bikrh
Stratagene

Olympus (Zellkultur)
Axio Cam, Zeiss (Immunohisto)

54 g Trispuffer (Roth, Karlée)
27,5 g Borsaure (Megrck
20 ml 0.5 M ETDA (Gic

auf einen Liter mitINpore-Wasser auffillen
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Ampicillin-Agar : 1,5 g Select-Agar (Gibco BRL)
200 ml steriles Medium (LB-Kapseln von Q-
Biogene)

100 pg/ml Ampimll(Sigma)

TCA/BSA-L6sung : 1 ml 30%iges TCA (Merck)
0,5 ml BSA in einer Lésung von 20 mg/ml
(Sigma)
auf 10 ml mit RNAse freiemJ@ auffillen

DEPC-Wasser: 1 Millipore zu 1 ml DEPC (Diethyl
Pyrocarbonat, Sigma) geben, durch Schitteln gut
mischen, 12 h bei RT inkubieren und im

Anschluss autoklavieren

10 x MOPS : 41,9 g MOPS (Sigma)
6,8 g NaAc (Sigma)
10 ml 0,5 M EDTA (Gibco)
mit DEPC auffiillen, auf pH 7 einstellen, steril

filtrieren und im Kihlschrank dunkel lagern

Agarosegel fur Northern Blot : 1,5 g Agarose (GIlBRL)
108 ml DEPC
15 ml 10 x MOPS
27 ml Formaldehyd (Sigma)
3ul Ethidiumbromid (Merck)

20 x SSC : 350,6 g 3 M NaCl (Merck)
176,4 g 0,3 M Natriumcitrat (Sigma)
auf 2 | mit HO auffillen, pH 7 einstellen und bei
RT lagern

2 x SSC/0,05 % SDS : 50 ml 20 x SSC
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0,1 x SSC/0,1 % SDS :

Puffer A (Membranpréperation) :

Puffer B (Membranpréperation) :

MOPS SDS Running Puffer :

Transfer Puffer :

TBST :

5 %-Milch-TBST :

1,25 ml 20 % SDS (Sigma)

auf 500 ml mit Millipore auffullen
2,5ml 20 x SSC

2,5 ml 20 % SDS

495 ml Millipore

42,8 g 250 mM Sacose (Merck)
1,1915 g 10 mM HEPES, auf pH 7,5 einstellen
0,186 g 1 mM EDTA (Gibco)
pro 100 ml 2 Complete Tabletten (1@/ml
Leupeptin, 10ug/ml Aprotinin, 1ImM PMSF,
Roche)
auf 500 ml mit Millipore auffullen

8,56 g 250 mM Paccse
0,2383 g 10 mM HEPES
0,0953 g 1 mM MgCI (Merck)
auf 100 ml mit Millipore auffullen

40 ml 20 x Running BufiNuPage MOPS SDS
Running Buffer, Invitrogen)
760 ml destilliertes Wasser

20 ml 20 x Transfer Buffer (Nwg@ Transfer

Buffer, Invitrogen), 380 ml destilliertes Wasser

10ml 1 M Tris pH 7,4

4 g NaCl

500ul Tween-20 (Merck)

auf 500 ml mit destilliertem Wasser auffullen

1 g Milchpulver (Bio-Rad)
20 ml TBST
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HSNM (horse normal serum mix) :

ABC-Reagenz :

DAB-Reagenz :

Reaktionsgefasse :

Propylene-Rdhrchen :
y-Counter R6hrchen :

Pipettenspitzen :

x-Well Platten:
Petrischalen :
Zellkulturflaschen :

Klvetten :

Ultrazentrifugen-Rohrchen :

Glasgefasse, z.B. Erimeier :

L-Thyroxin:
Berlin
Tierfutter:

Streu:

10 ml PBS, 3 TewpHNS (Vectastain ABC Kit,
Vector Laboratories, Burlingame, USA)

5 ml PBS
2 Tropfen Losung A (Vectastain Kit)
2 Tropfen Losung B (Vectastain Kit)

5 ml destilliertes Wasser
2 Tropfen Stocklésung pH 7,5 (Vectastain Kit)
4 Tropfen DAB (Vectastain Kit)
2 Tropfen HO, (Vectastain Kit)
2 Tropfen Nickelsol (Vectastain Kit)

Eppendorf, Hamburg
BD Falcon, Frankreich
BD Falcon
Sarstedt, Nuimbrecht
Costar, Corning, USA (fur Risg
Sarstedt
Eppendorf
BD Falcon
BD Falcon
BD Falcon
Sarstedt
Beckmann, Palo AUGA
Schott Duran, Déldsicl
L-Thyroxin Henning inject, Sanofix&ntis,

NM Futter, 10 mm Pellets, Ssnif§est
Lignocel S8/15, Ssniff, Soest
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3. ERGEBNISSE

3.1 Selektion der erfolgreich mit hNIS transfizieren Zellen durch lod-Uptake Assay

Humane full-length NIS-cDNA wurde in den pGL3-Vekimiert, aus dem zuvor das 1700
bp messende Luciferase-Fragment ausgeschnitten wosden(NIS-pGL3). Ein 870 bp-
Tyrosinase-Promoter wurde dann in den NIS-pGL3 efigiund der resultierende
Expressionsvektor (Tyr/NIS-pGL3) durch Sequenzigruiiberprift. Zwei zusatzliche
Expressionsvektoren enthielten lediglich den 870rmsinase-Promoter ohne NIS-cDNA
(Tyr-pGL3) bzw. die NIS-cDNA ohne den Tyrosinaseoter (NIS-pGL3). Die humane
Melanomzelllinie 1205 Luvurde in den folgenden Transfektionsversuchen siigé Als
Kontrollzelllinien ohne Tyrosinase-Expression demtlie Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7
und Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP. Zunachst veardlie oben genannte Zelllinien mit
Tyr/NIS-pGL3 bzw. den Kontrollvektoren mittels LifgztAMINE und FugeneHD
Transfection Reagenz unter serumfreien Bedinguntgansient transfiziert. Nach der
Transfektion wurden die Zellen 24 bzw. 48 h laniuimiert und die Transfektionseffizienz
durch die Bestimmung des lod-Uptakesstimmt.

Nach Optimierung der Transfektionsbedingungen wurdann die 1205 Lu Zellen mit
Tyr/NIS-pGL3 bzw. den Kontrollvektoren stabil tréizgert. Im Rahmen der stabilen
Transfektion wurde eine Ko-Transfektion mit einenfPuromycin-Resistenz-Plasmid”
durchgefuhrt, wodurch eine Puromycin-Resistenz déolgreich transfizierten Zellen
induziert wurde.

Alle Uber die néchsten 1-5 Wochen im Puromycind8aimedium wachsende Zellklone
wurden isoliert und in einem diagnostischen loddlpt Assay auf ihre lod-
Aufnahmefahigkeit hin getestet. Die Fahigkeit zwfiahme vort®lod korrelierte dabei mit
der Transfektion mit der NIS-cDNA und dem Einbaws #dS-Proteins in die Zellmembran.
TN-1, die Zellreihe mit der hochsten lod-Aufnahmeurde fir alle weiterfihrenden
Experimente verwendet. Sie akkumulieffélod Perchlorat-abhangig bis auf das 35fache
verglichen mit Zellen (T-1 bzw. N-1), die mit dé&wontrollvektoren (Tyr-pGL3 bzw. NIS-
pGL3) transfiziert worden waren, welche keine Plnet-abhéngige lod-Aufnahme zeigten
(sieheAbb. 5).
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Abb.5: lodakkumulation in stabil mit Tyr/NIS-pGL3 ( TN-1) oder den Kontrollvektoren Tyr-
pGL3 (T-1) bzw. NIS-pGL3 (N-1) transfizierten 1205Lu Zellen. Die stabil transfizierte Zelllinie
TN-1 konzentrierte **lod ca. 35fach (*P<0,0001) Perchlorat-abhéngig gegéber der mit dem

Kontrollvektor transfizierten Zelllinien T-1 bzw. N -1, die keine lodaufnahme zeigten.

Die mit Tyr/NIS-pGL3 transient transfizierten KoollrZelllinien MCF-7 und LNCaP zeigten
keine Perchlorat-abhangige Akkumulation von lod, dwech die Tumorspezifitat der
Tyrosinase-Promoter gesteuerten NIS-Transfektianametriert werden konnte (sielddb.
6).

450 -
400 -
350 -
300 -

250 - O-KCLO 4

m+ KCLO4

200 -

150

lodaufnahme (cpm)

100 -
50 A

MCF-7 LNCaP

Abb. 6: In transient mit dem Tyr/NIS-pGL3 Vektor tr ansfizierten MCF-7 und LNCaP-Zellen

konnte keine Perchlorat-abhangige lodaufnahme nacleyviesen werden.
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3.2 Charakterisierung des NIS-induzierten lod-Uptales
3.2.1 lodaufnahme-Kinetik

Um den Zeitpunkt der maximalen lod-Akkumulationden mit dem NIS-Tyr-pGL3-Vektor
stabil transfizierten TN-1 Zellen genau zu bestimmeurde eine Zeit-Kinetik ermittelt.
Diese zeigte eine Absattigung der lod-Akkumulationden TN-1 Zellen nach 30 min
Inkubationszeit (siehabb. 7).

Somit wurden im folgenden alle weiteren Experimembit einer konstanten?*od-

Inkubationszeit von 30 min durchgefiihrt.

16.000,00
14.000,00 -
12.000,00 -
10.000,00 -
8.000,00 -
6.000,00 -
4.000,00 -

2.000,00 -
000 —#—8—s—&—§&—8 8 —§8
2 5 10 20 30 40 50 60

Zeit (min)

—&— -KCLO 4
—i— + KCLO 4

lodaufnahme (cpm)

Abb.7: Zeitabhéngige lodakkumulation in stabil mit dem Tyr/NIS-pGL3 transfizierten TN-1
Zellen. Halbmaximale lodakkumulation nach ca. 5 min maximale lodakkumulation nach 30-40

min.

3.2.2 lod-Organifizierung

Um festzustellen, ob die mit NIS/Tyr-pGL3 transézen Zellklone (TN-1) in der Lage

waren, das von ihnen aufgenommene lod zu orgamiéimi d.h. das Uber NIS in den Zellen
akkumulierte lod an zelleigene Proteine zu binded damit die lod-Retentionszeit in den
Zellen zu erhohen, wurde die lod-Organifizierung iilfe der oben beschriebenen TCA
(Trichloressigsaure)-Prazipitationsmethode untdrsugabei konnte im gewonnen Zellpellet

im y-Counter keine Restaktivitdt und somit keine Orfiaierung des akkumulierten lods
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nachgewiesen werden.

3.2.3 lod-Efflux

Zwar kam es imin vitro lod-Efflux-Assay in den stabil mit dem Tyr/NIS-pGLVektor
transfizierten TN-1 Zellen anfangs zu einem rasdb#inx von etwa 45% des akkumulierten
lods innerhalb der ersten 4 min, nach 10 min watlemdings noch ca. 40% des Radionuklids
in den Zellen verblieben und erst nach 50 min wameehr als 90% des urspringlich
aufgenommenen lods eliminiert (sieAbb. 8). Im Gegensatz dazu zeigten mit Perchlorat

blockierte TN-1 Zellen erwartungsgemal’ keine lodakldation.

140% -

120% -

- KCIO4
—a— + KCIO4

100% -

80% -

60% -

40% -

Verbleibendes lod (%)

20% -

0% - -
0 2 4 6 8 10 15 20 25 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Zeit (min)

Abb. 8: In stabil mit der hNIS cDNA transfizierten TN-1 Zellen verblieben nach 10 min noch ca.
40% des urspringlich akkumulierten lods in den Zelen. Erst nach 50 min waren > 90% des
lods aus den Zellen eliminiert.

3.3 Bestatigung der NIS-Expression in den transfierten Zellen durch Nachweis von
3.3.1 NIS-mRNA durch Northern-Blot Analyse

Zum Nachweis der NIS-mRNA Expression in der stabit Tyr/NIS-pGL3 transfizierten

Zelllinie TN-1 wurde eine Northern-Blot Analyse dbugefihrt. Hierfur wurde eine mit

-47 -



radioaktivem®P gelabelte und fiir das humane NIS spezifische c[¥dAde verwendet. In
der TN-1 Zelllinie zeigte sich eine einzelne NIRsiische Bande von ungefahr 4 kb,
wohingegen in der mit den Kontrollvektoren stabdnisfizierten T-1 sowie N-1 Zelllinie
keine NIS-mRNA Expression nachzuweisen war. Zur tkale diente eine Hybridisierung
mit einerp-Actin-Sonde kontrolliert (sieh&bb. 9).

TN-1 T-1 N-1

4.4 kb—
«— NIS

2.4 kb—
«— [R-actin

Abb. 9: Northern Blot-Analyse. Nachweis der NIS-mRM Expression in stabil mit dem Tyr/NIS-
pGL3 Vektor transfizierte TN-1 Zellen als NIS-speZische Bande von 4 kb. In mit den
Kontrollvektoren transfizierten T-1  sowie den N-1 Zellen konnte keine NIS-mRNA

nachgewiesen werden. Unten: Kontroll-Hybridisierungder Blots mit einer 3-Actin Sonde.

3.3.2 NIS-Protein durch Western-Blot Analyse

Unter Verwendung eines monoklonalen, gegen humidit@drotein gerichteten Antikdrpers
der Maus wurde in einer Western-Blot Analyse dieS{®roteinexpression in stabil mit

Tyr/NIS-pGL3 transfizierten sowie mit den Kontraktoren transfizierten Zellen (T-1 und
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N-1) untersucht. Dabei liel3 sich in den aus den dndl N-1 Zellen isolierten Membran-
Proteinen kein NIS-Protein nachweisen, wahrendNr1TZellen das NIS-Protein als Haupt-
Bande von ca. 80-100 kDa nachgewiesen werden kdsieteecAbb. 10).

Std. MW
(kDa)
N-1 T-1 TN-1

150—

100—

— NIS

15—

50—

Abb. 10: Western Blot Analyse. Nachweis von NIS-Ptein in stabil mit dem Tyr/NIS-pGL3
Vektor transfizierten TN-1 Zellen als Bande von 80t00 kDa. In den mit den Kontrollvektoren

transfizierten N-1 und T-1 Zellen kein Nachweis eiar NIS-spezifischen Bande.

3.4  Nachweis der Zelltoxizitat von=Yod im in vitro Clonogenic Assay

Um den selektiven zytotoxischen Effekt des Radididek*iod in der stabil mit Tyr/NIS-
pGL3 transfizierten Zelllinie TN-1 und den Kontrdthnsfizierten T-1 und N-1 Zellen zu
vergleichen, wurde, eim vitro Clonogenic Assay durchgefiihrt. Wahrend hierbei etdo
der TN-1 Zellen durch die Behandlung rhilod getdtet wurde, starben von der T-1 Zelllinie
nur etwa 5% der Zellen (siehAbb. 11) ab, womit ein hoch signifikanter selektiv
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zytotoxischer Effekt in 1205 Lu Zellen, die stabilt NIS unter Steuerung des Tyrosinase-

Promoters transfiziert worden waren, gezeigt weldamte

100
90 A
80
70
60
50 A
40
30 1
20 ~
10

*rk 0<0,05

*kk

Uberlebensrate (%)

TN-1

Abb. 11: Nachweis eines selektiven zytotoxischen fEktes von **Yod in stabil mit NIS-
transfizierten TN-1 Zellen im Gegensatz zu den midem Kontrollvektor transfizierten T-1
Zellen (**P < 0,05). Wahrend nur etwa 5% der T-1 Zellen durch die Behandlung mit**Yod

getodtet wurden, starben ca. 75% der TN-1 Zellen.

3.5 Radionuklid-Uptake der Melanom-Xenotransplantatein vivo
3.5.1 *od-Uptake

Um die Radionuklidaufnahme der Tumoren zu untemnchwvurde 3-5 Wochen nach
subkutaner Injektion von transfizierten 1205 Lul&elin Nacktmause (Tumorgrol3e von ca.
10 mm Durchmesser), der Radioiod-Uptake mittelerefrKamera nach i.p. Injektion von
18,5 MBq (0,5 mCi}*3od (n=5) ermittelt. Im Vergleich zu den T-1 Tumorginke Flanke),
welche keinen Radionuklid-Uptake zeigten, zeigtenTN-1 Tumoren (rechte Flanke) eine
signifikante'*1od-Akkumulation (siehébb.12).

13,5 + 0,04 % ID/g (percentage injected dose pamgtumor)**jod wurden mit einer
effektiven Halbwertszeit von 7,0 h fiffilod im Tumor konzentriert. Die biologische
Halbwertszeit betrug 8,5 h, so dass eine im Tunbsiodierte Dosis von 259,2 mGy pro

injiziertem MBqg**!od/ pro g Tumor berechnet wurde.
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Neben der tumoralen Akkumulation wurde Radioiodhaphysiologisch in der Schilddriise,
im Magen und der Blase akkumuliert, wobei die Sithilise max. 7,1 % und der Magen max.
31 % der injizierten Dosis dé&lods aufgenommen haben.

. Schilddriise

Magen .

T-1 Tumor & TN-1 Tumor

Blase

Abb. 12: *¥od Imaging einer Maus mit einem TN-1 und T-1 Tumor4h nach i.p.-Injektion von
18,5 MBq **lod. Wahrend die T-1 Tumoren (linke Flanke) keinenRadioiod-Uptake zeigten,
nahmen die TN-1 Tumoren (rechte Flanke) 13,5 + 0,0% ID/g 123 auf, mit einer biologischen
Halbwertszeit von 8,5 h fiir**!lod. Eine physiologische Radioiod-Akkumulation zeitg sich in

auch in der Blase, im Magen und in der Schilddrise.

3.5.2 '®Rhenium-Uptake

Um den Rheniumuptake der ca. 10 mm grof3en 1205ubuofen zu untersuchen, wurde nach
i.p.-Injektion von 111 MBq (3 mCi}*Rhenium (n=5) die Radionuklidaufnahme mit eiper
Kamera ermittelt. Die TN-1 Tumoren zeigten einengigante **Rhenium-Akkumulation,
wohingegen die NIS-negativen T-1 Tumoren k&ffRhenium aufnahmen (sietfeob. 13).
6,2 + 0,01 % ID/g (percentage injected dose pemgnamor) des®®Rhenium wurden mit
einer effektiven Halbwertszeit von 8,4 h im Tumoonkentriert. Die biologische
Halbwertszeit betrug 19,5 h, somit eine Tumor dbisote Dosis von 385,5 mGy pro
injizierten MBq*®®Rhenium / pro g Tumor berechnet wurde. Die Tumaodtierte Dosis fir
18Rhenium war damit im Vergleich Zd'lod 1,4 fach hoher.

Neben der tumoralen Akkumulation wurd®®Rhenium auch physiologisch in der
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Schilddruse, im Magen und der Blase akkumulierthevalie Schilddriise max. 7,2 % und der
Magen max. 26 % der injizierten Dosis d&%ds aufgenommen haben.

Schilddriise

T-1 Tumo.

Blase TN-

Abb. 13: ®Rhenium Imaging einer Maus mit einem TN-1 und T-1 Timor 4h nach i.p.-Injektion
von 111 MBq*®Rhenium. Wahrend die T-1 Tumoren (linke Flanke) keinen'®®Rhenium-
Uptake zeigten, nahmen die TN-1 Tumoren (rechte Ftke) 6,2 + 0,01 % ID/g"**Re auf, mit
einer biologischen Halbwertszeit von 19,5 h. Einehysiologische'®®Re-Akkumulation zeigte sich

in auch in der Blase, im Magen und in der Schilddrge.

3.6  Bestatigung der NIS-Expression in den TN-1 Turmren durch Nachweis von
3.6.1 NIS-Protein durch Western-Blot Analyse

Unter Verwendung eines murinen monoklonalen, gdgyemanes NIS-Protein gerichteten
Antikdrpers wurde in einem Western-Blot die NIS-Eegsion in TN-1 sowie in

Kontrolltumoren T-1 untersucht. Dabei lieR sichden aus den T-1 Tumoren isolierten
Membran-Proteinen kein NIS-Protein nachweisen, eddhrin TN-1 Tumoren das NIS-
Protein als Haupt-Bande von ca. 80-100 kDa nachegami werden konnte (sieAbb. 14).
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Std. MW
(kDa) T-1 TN-1

150 —

100 —

<— NIS
75 —

Abb. 14: Western Blot Analyse. Nachweis von NIS-Protein in M-1 Tumoren (Tyr/NIS-pGL3)
als Bande von 80-100 kDa, in den Kontrolltumoren Tt (Tyr-pGL3) kein Nachweis einer NIS-
spezifischen Bande.

3.6.2 NIS-Protein durch Immunhistochemie

Die Immunfarbung der 1205 Lu Tumor-Gefrierschnitteirde unter Verwendung eines
spezifischen, monoklonalen Antikdrpers gegen dis-Rrotein ausgefihrt. Hierbei zeigte
sich in NIS-positiven TN-1 Tumoren eine vorzugsweiMembran-assoziierte, hNIS-
spezifische Immunreaktivitdt. Im Gegensatz dazu war den NIS-negativen T-1
Kontrolltumoren keine NIS-spezifische Farbung naeiswar, wie auch in Kontroll-
Gefrierschnitten, die an Stelle der 1. bzw. 2. Ranper mit PBS-Puffer inkubiert worden
waren (siehébb.15).
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Abb.15: Immunhistochemie. Immunohistochemischer Naoweis von vorzugsweise Membran-
assoziierter NIS-spezifischer Immunreaktivitat (sibe —) in NIS-positiven TN-1 Tumoren (A)
im Gegensatz zu NIS-negativen Kontrolltumoren (T-1)(C). Kontrollfarbungen von TN-1 (B)

bzw. T-1 Tumoren (D) ohne den 1. Antikdrper.

3.7  Radionuklidtherapie
3.7.1 Radionuklidtherapie mit**!od

Fur die Radioiodtherapie wurden Tumor-Xenotrandpl@nin Nacktmausen etabliert und drei
Mausgruppen gebildet. Nach 3-5-wdchigem Tumorwarhs{Tumorvolumen ~0,2cHh
wurden zwei Mausgruppen (TN-1, n=8; T-1, n=7) eihgmit jeweils 55,5 MBq (1,5 mCi)
3Y0d intraperitoneal injiziert, wohingegen die Kasitgruppe (TN-1, n=7) physiologische
Kochsalzlésung erhielt.

In der Gruppe mit T-1 Tumoren, df&! erhielt, und in der Gruppe mit TN-1 Tumoren die
NaCl erhielt, wurde ein kontinuierliches Tumorwatcins beobachtet, wobei die Tumore

haufig ulzerierten. Dagegen konnte bei den Hittod therapierten NIS-positiven TN-1
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Tumoren eine signifikante Reduktion des Tumorwagahstnachgewiesen werden.

Die mit **Yiod behandelten TN-1 Tumore (Tumorvolumen 110 ©168°) zeigte eine mittlere
Tumorvolumenreduktion von 51% (x 22%) innerhalb ¥owochen nach Therapiebeginn

(*** p < 0,05), wahrend die Kontrolltumoren ihre @3e innerhalb von 3 Wochen etwa
verfunffachten (sieh@bb.16).

Zusatzlich ist anzumerken, dass die fMitod behandelten Tumoren im Vergleich zu den

Kontrollgruppen keine Ulzerationen aufwiesen. Ndehn Radioiodapplikation wurden keine
Nebenwirkungen bei den Mausen beobachtet.

10000 *** n<0,05

1000
£
£
S 100
£
=
g —&— 1205 LuTN-1 |-131
o
E 10 —-m—- 1205 LuT-11-131
---@--- 1205 Lu TN-1 saline
l T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Zeit (Wochen)

Abb.16: Tumorwachstum von TN-1 (n=8) und T-1 (n=7)Tumoren in Nacktm&usen nach i.p.-

Injektion von 55,5 MBq **!lod oder physiologischer Kochsalzlésung (n=7).

3.7.2 Radionuklidtherapie mit ***Rhenium

Fur die Radionuklidtherapie mif®Rhenium wurden zwei Mausgruppen (TN-1, n=8; T-1,
n=6) mit einem mittleren Tumorvolumen von ~ 0,2°aebildet, denen jeweils einmalig 55,5
MBq (1,5 mCi) ***Rhenium i.p. injiziert wurde. Eine weitere TN-1 @pe (n=7) erhielt
dagegen nur physiologische Kochsalzlésung i.p..

Bei den mit ®Rhenium behandelten NIS-negativen T-1 Tumoren oden mit
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Kochsalzlésung behandelten TN-1 Tumoren wurde weéé der Therapie mit™*}i ein
kontinuierliches Tumorwachstum mit haufigen Ulzena¢én beobachtet. Dagegen konnte bei
den mit'®Rhenium therapierten NIS-positiven TN-1 Tumoreneesiginfikante Reduktion
des Tumorwachstums gezeigt werden. Bei den TN-1cofem (Tumorvolumen 146 + 63
mm°), ist das Tumorvolumen innerhalb von vier Wochertm Therapiebeginn um 62%
(x23%) reduziert worden, wobei im Vergleich zu deontroligruppen keine Ulzerationen
auftraten. Im Gegensatz hierzu versechzehnfachterKantrolltumoren in 4 Wochen ihre
Grol3e (siehdbb.17).

Nach der Rhenium-Applikation wurden keine Nebenwmten bei den Mausen beobachtet.

**+ n<0,05
10000

=
o
o
o

Tumorvolumen (mms3)

100
—— 1205 Lu TN-1 188-Re
-- & --1205Lu T-1188-Re
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1 ‘ ‘ ‘ |
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Abb.17: Tumorwachstum von TN-1 (n=8) und T-1 (n=6)Tumoren bei Nacktmausen nach i.p.-

Injektion von 55,5 MBq *®Rhenium oder physiologischer Kochsalzlésung (n=7).

3.8  Uberlebensrate nach Radionuklidtherapie mit*!iod bzw. ***Rhenium

Um die Uberlebensrate der Mause nach Therapié¥tod bzw.'®*Rhenium zu vergleichen

wurde eine Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier dtstelede einzelne Maus der
verschiedenen Gruppen wurde hierzu in die Auswgrieinbezogen. Die einzelnen Punkte
der Graphen geben den genauen Tag des Absterlzengjds Einschlaferns der Tiere an. Als
Tag Null gilt der Therapiebeginn. Die mif®Rhenium therapierte TN-1 Gruppe lebte
durchschnittlich 10 Tage langer als die mit Radidi@handelte TN-1 Gruppe (**p<0,01). In
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der mit **®Rhenium therapierten Mausgruppe mit NIS-negativemdren (T-1) konnte
ebenfalls eine langere Uberlebenszeit von etwaggam Vergleich zu der Radioiod Gruppe
beobachtet werden. Auffallend ist, dass ‘df&henium-Kontroll- sowie Therapiegruppen im
Vergleich zu den Radioiod-Gruppen langer lebten, s waurch die geringere
Schilddrisenschadigung durch Rhenium aufgrund eelefiden Organifizierung erklarbar

sein kdnnte.

** n<0,01

- 4 - TN-1188Re

- A - T-1188Re

——TN-1 NaCl

—4—TN-1 131 lod

—#—T-1 131lod

Uberlebensrate in %

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Tage nach Therapiebeginn

Abb. 18: Kaplan-Meier Uberlebenskurven der Mause nah Radionuklidtherapie mit **lod bzw.
¥Rhenium und einer Kontrollgruppe, die keine Therape erhalten hat. Dargestellt sind die
Uberlebenskurven von Mausen mit NIS-positiven TN-ITumoren nach Therapie mit **1 bzw.
8Re (n=8), von M&usen mit T-1 Tumoren nach Therapienit **1 bzw.**Rhenium (n=7 bzw.6)

und einer Mausgruppe mit TN-1 Tumoren (n=7), die nu Kochsalzlésung erhalten haben.
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4. DISKUSSION

4.1  Der Natrium-lodid-Symporter als neues therapeusches Gen

Wahrend in der Schilddrise die endogene Express@n NIS die Grundlage fur die
diagnostische und therapeutische Applikation vodi®ad darstellt, erdffnet die Klonierung
und Charakterisierung des NIS-Gens vor 13 JahrenMibiglichkeit zum exogenen NIS-
Gentransfer und damit zur Entwicklung eines neugtoreduktiven gentherapeutischen
Ansatzes. Durch selektiven Gentransfer, beispiet®veunter der Steuerung eines
gewebespezifischen Promoters, kann in entdiffeegteni  thyreoidalen sowie
extrathyreoidalen Tumoren die gezielte Expression funktionell aktivem NIS erméglicht
werden, wodurch die Tumoren die Fahigkeit zur lddadmulation erwerben und eine
Radioiodtherapie durchgefihrt werden kann. Die Biadtherapie stellt eine sicheres, schon
zugelassenes und nebenwirkungsarmes Therapievarfalar und wird bei differenzierten
Schilddriisenkarzinomen schon seit mehr als sedatigen mit groRem Erfolg angewantt
Daruberhinaus erlaubt die Funktion von NIS als Repasen ein genaues nicht-invasives
Monitoring der NIS-Expression mittel§*lod- und **"Tc-Szintigrafie oder'?*Yod-PET-
Imaging und unterscheidet sich hierdurch von einéelzahl anderer potentieller
therapeutischer Gene.

Zusammenfassend eroffnet die Doppelfunktion von N#s diagnostisches und
therapeutisches Gen viel versprechende Perspekhvaeer Endokrinologie und molekularen
Onkologie fur die diagnostische und therapeutisdkegplikation von NIS auch bei

extrathyreoidalen Tumoren.

4.1.1 Der unselektive NIS-Gentransfer

Unter Verwendung verschiedener Gentransfermethodes, Elektroporation, Liposomen,
adenovirale, retrovirale und andere virale Vektor&onnte in einer Reihe von
Untersuchungen nach NIS-Transduktion die Indukti@iner lodakkumulation in
verschiedensten Tumorzellen gezeigt werden.

1997 machten Shimura et abrste Untersuchungen zum exogenen NIS-Transfer. Sie
transfizierten die Ratten-Schilddriisenkarzinomire#ll FRTL-Tc ohne lodtransportaktivitat

mit Ratten-NIS-DNA mittels Elektroporation. Das vitro applizierte'*lod konnte dadurch
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60fach konzentriert werden, was auishvivo bestétigt werden konnt&”,

Mandell et al.transfizierten neben Leber-, Kolon- und Ovarialkaomzellen, auch die
Melanomzelllinie A375 mit Ratten-NIS unter Verwemdu eines gewebeunspezifischen,
retroviralen Vektors. In einemm vitro clonogenic assay konnte gezeigt werden, dassi@e N
transduzierten Zellen selektiv durch die Akkumulativon**Yiod zerstért werdenln vivo
verglichen Mandell et al. die funktionelle NIS-Erpsion von NIS-positiven und NIS-
negativen Melanom-Tumoren im Nacktmaus-Modell rstte-Kamera-Imaging nach
intraperitonealer Injektion votfiod. Dabei zeigten die NIS-positiven Tumoren eir@ach
héhere Radioiodakkumulatidh

Uber ahnliche Untersuchungen berichteten Bolaral. etlie mittels Adenovirus-vermitteltem
Gentransfer Ratten-NIS in verschiedenen Tumornai exprimierten und damit sowohl
eine lodakkumulation als auch einen selektiv zyisichen Effekt vort*Yiod in vitro erzielen
konnten. Neben dem vitro Untersuchungen fiihrten sie auch einerivo NIS-Gentransfer
in Zervix- und Mammakarzinom-Xenotransplantaten ctur womit eine lodaufnahme
induziert werden konnte, die allerdings nach Apgtiibn einer therapeutischen Aktivitat von
nur 90 pCi**Ylod zu keinem therapeutischen Effekt \dtod fiihrte™.

In einem orthotopen Leberkarzinom-Rattenmodell tegig-aivre et al. nach intratumoraler
Applikation eines gewebeunspezifischen Adenovimsis regionaler Applikation tber die
Pfortader eine beeindruckende Hemmung des Tumostuanis bis hin zur kompletten
Regression kleinerer Tumorknoten nach Gabe eimeapeutischeftli-Aktivitat von 16 mCi
(592 MBq)*.

Haberkorn et alverwendeten einen gewebeunspezifischen retrovindekior fir den NIS-
Gentransfer in Ratten-Hepatomzellen, wobeivivo im Rattenmodell in NIS-positiven-
Tumoren eine 6mal héhere lodakkumulation als ind@yp-Tumoren gezeigt werden konnte
50'

Insgesamt zeigen die bisherigen oben dargelegtgebBisse verschiener Arbeitsgruppen,
dass durch NIS-Gentransfer mittels viraler und miclaler Vektoren eine

Radioiodakkumulation in verschiedenen extrathyraleid Tumoren erreicht werden kann.

4.1.2 Tumorselektiver NIS-Gentransfer

Fur die Gentherapie hat sich in den letzten Jalasntranskriptionelle Targeting zur Tumor-

selektiven Expression therapeutischer Gene unterw&felung gewebespezifischer
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Promotoren etablief?. Die Verwendung gewebespezifischer PromotoreremGentherapie
ermdoglicht es, therapeutische Gene selektiv in terkoanktem Gewebe zu exprimieren, und
damit die Zytotoxizitat in gesundem Gewebe zu miaren.

Spitzweg et algelang es unter Steuerung des Prostata-Spezifigamagen Promoters (PSA-
Promoter) in einer ProstataadenokarzinomzelllimhibGaP) durch gewebespezifische NIS-
Expression eine lodaufnahmeaktivitat zu induzieveziche nicht nuin vitro sondern aucin
vivo einen therapeutischen Effekt vdtiiod erlaubte. Dabei kam es in Nacktmausen nach
intraperitonealer Injektion von 111 MBdiod zu einer Volumenreduktion von > 90 % in den
stabil mit NIS-cDNA transfizierten LNCaP-Zell-Xemahsplantatef'® 9

In der daran anschlielenden Studie konnte auchhdurcvivo-NIS-Gentransfer unter
Verwendung eines replikations-defizienten Adenavirteine lod-Akkumulation in
Prostatakarzinom-Xenotransplantaten erreicht werden nach Applikation einer Aktivitat
von 111 MBq"*Y zu einer durchschnittlichen Tumorreduktion voretiBO % fiihrte°.

Um auch in vivo einen gewebespezifischen NIS-Gentransfer beim t&ed&rzinom
durchfihren zu koénnen, entwickelten Kakinungh al. einen Prostata-spezifischen
Adenovirusvektor unter Verwendung eines Prostagifipchen Probasin-Promoter
Fragments (Ad5-PB-NISY.

Nach weiteren Toxizitatsstudien in Ratten und Hundeirde an der Mayo Klinik die erste
klinische Phase-1-Studie zur Radioiodtherapie bdhrostatakarzinom nach lokalem
adenoviralen NIS-Gentransfer genehmigt. Im Rahmeged Studie wurde kirzlich mit der
Rekrutierung der ersten Patienten begonnen.

Willhauck et al. untersuchten am Leberkarzinommiodiel NIS-Expression unter Steuerung
des tumorspezifischena-Fetoprotein (AFP) Promoters. In humanen und mauarine
Leberkarzinomzellen konnten vitro eine tumorspezifische lod-Akkumulation erreicht
werden, die fir einen zytotoxischen Effekt vbill von bis zu 93 % in einenn vitro
Clonogenic Assay ausreichtdn vivo konnte im Xenotransplantat-Mausmodell nach
Applikation von 55,5 MBq! eine signifikante Wachstumsinhibition der Lebediaom-
Xenotransplantate beobachtet werd&n

Unter Verwendung des Promoters fir MUCL, ein Glyktgin, das in einer Reihe von
Tumoren, wie Mamma-, Pankreas-, Prostata- und @karzinomen tberexprimiert wird, ist
es Dwyer et al. mittels adenoviraledmn-vivo-Gentransfer gelungen, NIS gezielt in
Mammakarzinom-, Ovarialkarzinom-, sowie Pankreadkam-Xenotransplantat-Tumoren
im Nacktmausmodell zu exprimieren, wodurch eine dralumenreduktion von bis zu 83%
nach Applikation von 3 mCi (111MBd§1 erreicht werden konnt&°
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Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen Ugermkdas enorme Potenzial des NIS-
Gens als neuem therapeutischem Gen, wodurch adfgrdar Moglichkeit des

gewebespezifischen NIS-Gentransfers in extrathgieden Tumoren die Perspektive fur die
Anwendung einer sicheren und nebenwirkungsarmernokatherapie auch aufRerhalb der

Schilddriise erdffnet wird.

4.1.3 Ergebnisse unseres Tumormodells: Selektiver I8tGentransfer unter

Verwendung des Tyrosinase-Promoters in der Melanonetllinie 1205 Lu

In der vorliegenden Studie wurde ein selektiver 4&8éntransfer in der Melanomzelllinie
1205 Lu durchgefiihrt, wobei eine Melanom-spezifesdExpression von NIS durch den
Einsatz des Tyrosinase-Promoters erreicht wurde.

Der Tyrosinase-Promoter ist schon in vorangegangemersuchungen verwendet worden,
um eine Melanom-spezifische Genexpression auf Krigpinsebene zu erreichéh Er

kodiert fur das Schlisselenzym der Pigment-Synthdieel yrosinase, und wird in
Melanomzellen und Melanozyten exprimi&tt®

Vile et al. konnten unter Steuerung der 5°-PromBiegion des murinen Tyrosinase-Gens
mittels eines rekombinanten Retrovirus eine spectie Genexpression der Herpes-simplex-
virus-thymidine-kinase (HSVtk) in Melanomzellen ieten und diese auf mMRNA- und
Protein-Ebene nachweisen. Die Behandlung mit Glowicin vitro fuhrte in >90% der
HSVtk exprimierenden Melanomzellen zum Absterbenahrend nur <10% der
Kontrollzellen (Fibroblasten) getotet wurd&i

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der 270 bplg, murine Tyrosinase-Promoter
verwendet, der an drei vorangeschaltete Enhancpreovon je 200 bp gekoppelt ist,
wodurch ein Gesamtkonstrukt von 870 bp entsteht. funktionelle NIS-Expression in
Melanomzellen (1205 Lu) zu induzieren, wurden dielleh mit einem Plasmid stabil
transfiziert, in das NIS an den Tyrosinase-Promgekoppelt worden war. Die funktionell
aktive NIS-Expression wurde mittels lod-Uptake-Assantersucht, wobei eine tumor-
spezifische Akkumulation volfllod gezeigt werden konnte, die 35-fach groRer viabai
den Kontrollzellen. Die Tumorspezifitat der NIS-Egpsion wurde durch eine fehlende
lodaufnahmeaktivitat in Kontrollzelllinien (Mammadnd Prostatakarzinomzellen), nach
Tyrosinase-Promoter gesteuertem NIS-Gentransfehgeaviesen.

Desweiteren wurde in einem Northern-Blot Assay Nachweis von NIS-mRNA erbracht
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und in einem Western-Blot Assay die NIS-Protein iespion bestatigt.

Neben denn vitro Untersuchungen haben unseémnevivo Untersuchungen im Mausmodell
gezeigt, dass NIS-positive 1205 Lu Xenotransplantatod und **®Rhenium konzentrieren
und die Akkumulation einer therapeutisch wirksamétod- und *®Rhenium-Aktivitat
erlauben. Das diagnostische Imaging Hitod und*®**Rhenium mittels Gamma-Kamera hat
eine signifikante Aufnahme der jeweiligen Radiomi&lin die TN-1 Tumore (NIS-positiv)
gezeigt, wahrend die NIS-negativen T-1 Tumoren &ehfnahme zeigten. Die biologische
Halbwertszeit fur*Yod im Tumor betrug 8,5 h, so dass eine im Tumaodtierte Dosis von
259,2 mGy pro injizierten MBq / pro g Tumor erwarteerden kann, wobei die im Tumor
absorbierte Dosis voli"/Rhenium mit 385,5 mGy/ MBg/ g Tumor (biologischellVeertszeit
von 19,5 h) 1,4 fach héher war, was sich auch m de&rgleichenden Therapieergebnissen
widerspiegelte.

Die Radionuklidtherapie mitiod fiihrte nach einer einmaligen i.p. Injektion V&%5,5 MBq
(2,5 mCi) in den TN-1 Tumoren zu einer mittlerenmiarvolumenreduktion von 51%
innerhalb von 5 Wochen (n=8) nach Therapiebegirithrend bei den Kontrolltumoren ein
kontinuierliches Tumorwachstum mit haufig auftreten Ulzerationen beobachtet wurde.
Obwohl die*®*®Rhenium-Akkumulation im Tumor mit 6,2 + 0,01 % IDggringer war als fiir
Radioiod (13,5 + 0,04 % ID/g), konnte in der Theespudie (einmalige i.p. Injektion von
55,5 MBqg (1,5 mCi)!*®Re) eine hohere Tumorvolumenreduktion von beadtetic 62%
beobachtet werden. Die hohere Tumorvolumenreduktiod das langere Uberleben fiir
1%8Rhenium koénnte durch die im Vergleich ZtHod (2,4 mm) gréRBeren therapeutischen
Reichweite bis zu 10,4 mm und den dadurch bedingi@meren ,Crossfire-Effect” von
1%8Rhenium erklarbar sein. Zudem lebten Hi&Rhenium-Kontroll- sowie Therapiegruppen
im  Vergleich zu den Radioiod-Gruppen langer, was rcklu die geringere
Schilddrisenschadigung durch Rhenium aufgrund delefiden Organifizierung erklarbar
sein konnte.

Die funktionelle Bildgebung hat des Weiteren geizealgss beide Radionuklide physiologisch
in der Schilddrise, dem Magen und der Blase aklarmiverden.Der hohe Radionuklid-
Uptake des Magens ist einerseits durch die im ‘éalylzum Menschen deutlich erhdhte
NIS-Expression im murinen Magen erklarbar und ambeits durch die im Rahmen der
Narkose auftretende bedingte Stase des Magenskfiegab trotz des hohen Radionuklid-
Uptakes keine Hinweise auf gastrale Nebenwirkuriggrden Méausen, was auch im Einklang
mit der seit mehr als 60 Jahren praktizierten Radtberapie beim Menschen steBlie

Schilddrise hat in unseren Versuchsreihen 7 % dgzierten Dosis der jeweiligen
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Radionuklide aufgenommen. Wir wissen aus humanemi&t, dass die Schilddrise vor
diagnostischer oder therapeutischer Radionuklidlikpfon medikamentds supprimiert
werden kann und deshalb keine BeeintrachtigungSdeilddrisenfunktion zu erwarten ist.
Wapnir et al. konnten im Rahmen einer klinischdntBiudie NIS-positive Mammakarzinom-
Metastasen szintigraphisch durch die Applikation V3! bzw. **™Tc-Pertechnat nachweisen
und den thyreoidalen lod-Uptake durch die prophydake Gabe von Trijodthyronin (T3) auf
< 3 % senken, was einer Reduktion der thyreoididdn Akkumulation von 75 % entspricht
130 sollte trotz Schilddriisen-Suppression eine Bethtigung der Schilddriisenfunktion
nach Radionuklidtherapie auftreten, kann analog d&mtand nach Thyreoidektomie I-
Thyroxin (I-T4) problemlos lebenslang medikamergébstitutiert werden.

Neben den Radionuklid-Uptake-Studien und den Thestydien lie? sich bei den TN-1
Tumoren - im Gegensatz zu den negativen T-1 - witWestern-Blot Analyse unter
Verwendung eines monoklonalen hNIS-spezifischen ik@rpers eine NIS-Protein-
Expression nachweisen bzw. konnte der immunozyto®ehe Nachweis von NIS-
spezifischer Immunreaktivitat erbracht werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen sorddss NIS-Gentransfer in
Melanomzellenin vitro undin vivo die Akkumulation einer therapeutisch wirksarmétod
sowie auch®®Rhenium-Aktivitat erlaubt, und damit die Radionudktierapie als sicheren und

potentiell kurativen Therapieansatz auch beim MeigMelanom ermdglichen kénnte.

4.2  Maoglichkeiten, die Effizenz der NIS- Gentherap zu erhdhen
4.2.1 Organifizierung

Die Organifizierung ist ein wichtiger, durch dieh8ddrisenperoxidase (TPO) katalysierter
Schritt bei der Schilddrisenhormonsynthese: Dasidloavird Uber NIS in die
Schilddrusenzellen aufgenommen, oxidiert und aro3yireste des im Kolloid lokalisierten
Thyreoglobulin gebunden. Danach entstehen Uber kKapgpvon Jodtyrosinresten die
Schilddrisenhormone. Insgesamt fihrt die Orgaeifizig zu einer Verlangerung der
intrazellularen Verweildauer des aufgenommenen, ladsauf sich die Annahme begrindet,
dass die Organifizierung wesentliche Vorrausset#iingine erfolgreiche Radioiodtherapie
darstellt.

Untersuchungen von Fitzgerald et@hd Valenta sprechen gegen diese Hypothese, deisie

Schilddriisenkarzinomen und ihren Metastasen einstirte Follikelzellstruktur und -
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A% 28 wodurch die

funktion sowie eine reduzierte Thyreoglobulinexgres nachwiese
Fahigkeit zur lod-Organifizierung und die darausutgerende Hormonsynthese deutlich
beeintrachtigt sind.

Die Untersuchungen von Spitzweg et al. in nichtaoifizierenden Prostatakarzinomzellen
zeigen auBerdem eindriicklich, dass eine Organtifizigdes aufgenommené&iliod fiir einen
therapeutischen Effekt bei gentigend hoher Radiofodamekapazitat nicht erforderlich ist.
Trotz fehlender Organifizierung konnte durch diaiggend hohe Radioiodaufnahmekapazitat
der Prostatakarzinomzellen eine signifikante Turalumenreduktionn vivo erreicht werden
118.

Im Gegensatz zurln-vitro-Situation wird die Radioiodverweildauein vivo im
dreidimensionalen Tumor bestimmt durch ein dynahdsc Aquilibrium zwischen
lodaufnahme, dem lodefflux und der lod-Rezirkulatzwischen Blutbahn und Tumor sowie
zwischen den Tumorzellen, die gleichzeitig lod dsgeund wiederaufnehmen kénn&n
Dies erklart die im Vergleich zun vitro deutlich verlangerte Radioiod-Verweildauewivo.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte ier dNIS-transfizierten
Melanomzelllinie 1205 Lu keine lod-Organifizierungachgewiesen und irm vitro lod-
Efflux-Assay ein relativ rascher Efflux von etwa% 5les akkumulierten lods innerhalb der
ersten 4 min beobachtet werden. Trotzdem konnteianirticklicher, therapeutischen Effekt
von *Yod im in vitro Clonogenic Assay erzielt werden. Wahrend etwa 7&86 NIS-
positiven Zellen durch die Behandlung niitiod getétet wurde, starben von den NIS-
negativen Kontrollzellen nur etwa 5% ab.

Die Radionuklid-Uptake Versuche der Melanom-Xenmd@antatein vivo zeigten eine
effektive Halbertszeit von 7 h fifliod und von 8,4 h fit*®Re im Tumor und somit eine im
Vergleich zuin vitro eine deutlich verlangerte Radioiod-Verweildatrevivo.

Entsprechend dem Prostatakarzinom-Modell unsereeifsgruppe, konnte trotz fehlender
Organifizierung der Melanomzellen auch in darvivo Studien durch den gentigend hohen
Radionukliduptake  der  NIS-positiven 1205 Lu Tumoreeine  signifikante
Tumorvolumenreduktion durci bzw. **Re erreicht werden.

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten des Waitewelchen Einfluss eine Ko-
Transduktion des NIS-Gens mit dem TPO-Gen in nichteoidalen Tumoren auf die
Radioiodverweildauer und den therapeutischen Effekt

Boland et alkonnten durch die Ko-Infektion von Zervixkarzinorfiea mit einem NIS- und
einem TPO-kodierenden Adenovirus zwar eine erhOhRO-Aktivitdt und eine lod-

Organifizierung induzieren, aber trotzdem keinegke intrazellulare lodverweildauer in den
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Tumoren nachweisen. Zu vermuten ist, dass die &tdee lod-Organifizierung noch zu
gering war'?.

Im Gegensatz dazu wurde nach Ko-Transduktion et &lIS- und TPO-Gen in einer nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomzellinie der lodeffludeutlich vermindert, was zu einer
langeren intrazellularen Radioiodverweildauer féhtf. Nach Applikation von kaltem
Kalium-lodid in vivo kam es interessanterweise durch Apoptose-Indukian einer
signifikanten Reduktion des Tumorwachstums im Maogset 14,

Weitere Untersuchungen sind daher nétig, um ldtztia klaren, ob die Kotransfektion des
TPO-Gens mit dem NIS-Gen therapeutisch sinnvoll, ishd die Effektivitdt der
Radioiodtherapie nach NIS-Gentransfer positiv biessen kann.

4.2.2 Efflux

Eine andere Mdglichkeit, um die Effizienz der NlI®+@herapie in nicht-organifizierenden
Tumorzellen zu erhdhen ist die Hemmung des loddkéfs. Der lod-Efflux gibt die
Geschwindigkeit an, mit der die Zellen das zunaakktimlierte lod wieder verlieren.

Lithium ist eine Substanz, welche den lod-Efflux &childdrisenzellen hemmt und damit zu
einer langeren Radioiodverweildauer in den Zeli@mrtt So konnten Bogazzi et al. in einer
klinischen Studie beobachten, dass der therapbatidtifekt der Radioiodtherapie bei
Patienten mit Hyperthyreose durch die zusatzlica@eGvon Lithium verstarkt wurde: &2
Weitere  Untersuchungen haben gezeigt, dass Lithiuken lod-Uptake in
Schilddrisenkarzinom-Metastasen wahrend einer Ratliwerapie signifikant steigert und
die biologische Halbwertszeit vditiod verlangerf’. Zusammenfassend kénnte Lithium eine
interessante Substanz sein, um den Effekt der Rualti®rapie von nicht-thyreoidalen
Tumoren nach NIS-Gentransfer zu verstarken. Weituelien sind jedoch notwendig, um
den genauen molekularen Mechanismus zu versteheérdem Effekt von Lithium auf den
lod-Efflux in nicht-thyreoidalen Tumoren zu untecken.

In einer anderen Studie konnten Eliseet al. in anaplastischen (FRO)
Schilddrisenkarzinomzellen zeigen, dass die Bebagdinit Substanzen wie 17-AAG (17-
(allylamino)-17-demethoxygeldanamycin) und DIDS 4{4liisothiocyanatostilbene-2,2’-
disulfonic-acid) den lod-Efflux signifikant hemmamd daher moglicherweise auch den

Therapieeffekt nach NIS-Gentransfer optimieren k¥nn
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4.2.3 Alternative Radionuklide

Bei Tumoren mit geringer NIS-Expression bzw. rascHed-Efflux nach NIS-Gentransfer
kann durch die Applikation alternativer Radionuklidn Stelle vor®!lod eine Steigerung der
therapeutischen Effizienz erreicht werden.

Das ebenfalls Gber NIS transportierte, und in wrs&tudie verwendete, sehr potente
1%8Rhenium ist gekennzeichnet durch eine im Verglaiah>Y4od (Halbwertszeit 8 d, E =
0,134 MeV und eine therapeutische Reichweite van i 2,4 mm) deutlich kirzere
Halbwertszeit von 16,7 h, einer hoheren Beta-Eeergin 0,764 MeV und einer somit
groReren maximalen therapeutischen Reichweite visnzb 10,4 mm. Mit'*®Re kann
aufgrund dieser Eigenschaften eine im Vergleich®4od deutlich hdhere Bestrahlungsdosis
erreicht werden.

In unserem 1205 Lu Zell-Xenotransplantat-Modell kiengezeigt werden, dass Tyrosinase-
Promoter-gesteuerter NIS-Gentransfer auch die Akkation von '**Re in 1205 Lu-
Xenotransplantaten (TN-1) erlaubt. Obwohl die Tuemonach Applikation vor® Rhenium
nur 6,2 + 0,01 %ID/g akkumulierten - im Vergleich 23,5 + 0,04 %ID/g fit*Jod - konnte
eine 1,4 fache hohere Tumor absorbierte Dosis gssnesverden. Die einmalige i.p.
Applikation von 55,5 MBq (1,5 mCi}®*®Re bei ~ 0,2 crhgroRen NIS-positiven 1205 Lu
Tumoren im Nacktmausmodell fihrte zu einer Tumam@@nreduktion (MW Tumorvolumen
146 + 63 mm) von eindriicklichen 62% (+ 23%). Die nlitiod behandelten TN-1 Tumore
(MW Tumorvolumen 110 + 69 mhzeigte dagegen eine mittlere Tumorvolumenreduktio
von 51% (+ 22%).

Ein weiterer Vorteil de$®*Rheniums fiir dién vivo NIS-Gentherapie konnte der Effekt auf
die Schilddrise sein. Dadachova et al. demonriert ihrer Studie einen protektiven Effekt
des'®Rheniums auf die Schilddriise, da d&&henium im Vergleich zum Radioiod nicht in
der Schilddriise organifiziert wird, der Bestrahlscigaden so niedriger ist und dazu der
tumorale ***Re Uptake durch die Elimination des ,Thyroid sinKekts* hoher ist?’. In
unserer Studie war der Schilddriisen-Uptake von diadlibzw. Rhenium mit max. 7% der
injizierten Dosis vergleichbar hoch. Die mit®Rhenium therapierten Méause lebten im
Vergleich zu Radioiod-therapierten Mausen durchgtiioh 10 Tage langer, mdglicherweise
durch die fehlende Organifizierung véfiRhenium in der Schilddriise und damit geringerer
Schilddrisen-Schadigung. Um diese Theorie zu belegind jedoch weiterfihrende
Untersuchungen notig.

Unsere Ergebnisse zeigen, dassivo - trotz einer im Vergleich zurYiod geringeren 1D/g
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im Tumor - eine Steigerung der Bestrahlungsdosisdes therapeutischen Effektes MiiRe
erreicht werden kann.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch Willhauck et mlihren Untersuchungen zeigen. Nach
tumor-spezifischen NIS-Gentransfer in Prostatakarni-Xenotransplantaten konnte eine
1%Rhenium- Akkumulation von 8-16 % ID/g im Tumor écte werden ¥lod: 25-30 %
ID/g), welche zu einer im Tumor absorbierten Dogms 450 mGy/MBq fuhrte und im
Vergleich zu**od 4,7fach hoher war. Bei groReren Tumoren komaieh Applikation von
55,5 MBq ®Re eine eindriickliche Tumorvolumenreduktion von 8B&obachtet werden,
welche deutlich héher war als befffiod (mittlere Tumorvolumenreduktion von 73945.
Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Kang et aliner Leberkarzinom Modell, in welchem
die Biodistribution von'*lod und*®Re in NIS-positiven Tumoren verglichen wurde. Die
Tumoren akkumulierten 17,6 + 2,9 % IDfglod bzw. 12,6 + 3,6 % ID/FRe®.

Dadachova et alkonnten in NIS-exprimierenden Mammakarzinomzell-g&eansplantaten
im Mausmodell nach Applikation voli®Re eine 4,5 fache héhere absorbierte Dosis als bei
1340d-Gabe feststellen. Fir beide Radionuklide konréme Verlangsamung des
Tumorwachstums beobachtet werden, wohingegen diplikapion von '%Re einen
signifikant hdheren therapeutischen Effekt erzigit&

Die eigenen Ergebnisse zeigen, d4&Re die therapeutische Effizienz in NIS-exprimieremd
Tumoren erhdéhen kann, insbesondere bei Tumorenigderiger biologischer Halbwertszeit
des akkumulierten Radioiods, mit niedriger NIS-Eegsion oder mit raschem lod-Efflux.

Ein weiteres Radionuklid, welches die therapeugsdffizienz in NIS-exprimierenden
Tumoren verstarken kann, ist deStrahler** Astatin. ?** At hat im Gegensatz Zif"Re eine
noch kirzere Halbwertszeit von nur 7,2 h, eine geevon 6,8 MeV und wird ebenfalls Uber
NIS transportiert” & Carlin et al.konntenin vitro an Gliomzellen nach NIS-Transduktion
einen im Gegensatz Zi'lod gesteigerten zytotoxischen Effekt nach Applikatvon ***At
zeigen®®. Auchin vivo wurden diese viel versprechenden Ergebnisse hgtstBgtrich et al.
konnten in NIS-transfizierten Schilddrisenkarzineften eine um das l4fache gesteigerte
Tumor-absorbierte Dosis nach Applikation vAn At im Vergleich zu**Yiod messen. Dies
bewirkte im Xenotransplantat-Modell der Nacktmauseekomplette Eradikation aller
Tumoren und eine signifikante Verlangerung der U#temszeit®™ ¢ Willhauck et al.
erreichten mit einer einmaligen Injektion von 1 MBHAt in stabil mit NIS-DNA
transfizierten Prostatakarzinomzell-Xenotransplgma in Nacktmausen eine
Tumorvolumenreduktion von eindriicklichen 82+1998.

Die beeindruckenden Ergebnisse zeigen, d&&e und *"'At eine potente Alternative zu
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3Y0d darstellen, um nach NIS-Gentransfer auch in diem mit geringer NIS-Expression

oder raschem lodefflux eine fir einen therapeuéachEffekt gentigend hohe

Bestrahlungsdosis zu erreichen.

In dieser Arbeit konnte nach tumorspezifischem Bi&atransfer in 1205 Lu Melanomzellen
in vitro undin vivo eine Radioiod- bzw'®*Rhenium-Akkumulation und ein eindriicklicher
therapeutischer Effekt mit beiden Radionuklidereieit werden, wobei die therapeutische

Effizienz fir Rhenium hoéher war als fir lod.

4.2.4 Pharmakologische Modulation der funktionella NIS-Expression

Eine weitere Option zur Steigerung der lod-Akkuntiola im Anschluss an einen
erfolgreichen, tumorspezifischen NIS-Gentransfeglltstdie Stimulation der Promoter-
gesteuerten NIS-Expression dar.

Spitzweg et al. konnten in einer Prostatakarzinatilidie nach PSA-Promoter-gesteuertem
NIS-Gentransfer zeigen, dass eine Behandlungathitrans Retinsdure (atRA) die NIS-
Expression und zytotoxische Wirkung vottiod signifikant erhéht. Die Stimulation der
Prostatakarzinomzellen mit atRA flhrte zu einenmfé:Ben Anstieg der NIS-mRNA- und —
Protein-Expression, was zu einer 1,45fach erhdlwerAkkumulation fuhrte. Imin vitro
Clonogenic Assay konnte dadurch die selektiv zytistthe Wirkung vort*!iod von 50 % auf
90 % gesteigert werden. Ein a&hnlicher Effekt wufidledas Glukokortikoid Dexamethason
(Dex) nachgewiesen, das zusatzlich einen eigenetipraliferativen Effekt in
Prostatakarzinomzellen aufwit%.

Eine Mdglichkeit, den lod-Uptake in den unter Steng des Tyrosinase-Promoters mit NIS
transfizierten Melanomzellen zu stimulieren, wadass adrenocorticotrope Hormon (ACTH),
das Melanozyten-stimulierende HormenNMSH) und das Opiod Peptid R-EndorpHmvitro
Untersuchungen haben gezeigt, dass die InkubatanMelanomzellen mit ACTHg-MSH
oder R-Endorphin zu einer erhdhten Expression dgrosihase fuhrt, welche das
Schlusselenzym bei der Melaninsynthese ist und Whewandlung der Aminosaure L-
Tyrosine zu L-3,4-dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) dundie Oxygenierung zu L-
dopaquinone katalysieft® * > 66.75. 105

Sphingosylphosphorylcholine (SPC) sind eine weitenbstanz, dién vitro die Expression
der Tyrosinase, des microphthalmia-associated drgmi®n factors-M (MITF),

Schlusselfaktor fiir die Melanogenese, und des stdhfiactor receptors, c-kit, erhoheh
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Sarkar et al.konnten inin vitro Untersuchungen in der Melanomzellinie B16F10 eine
signifikante Steigerung der Tyrosinase-und TyrasgBromoter Aktivitat durch die
Applikation von ,placental protein/peptide fractionfPPPF) induzieren, welche auf
Transkriptions- und Protein Ebene mittels RT-PCH Mviestern Blot nachgewiesen wurde
100.

Da in unserer Studie NIS unter Steuerung des Tiyass+tPromoters wird, kbnnte daher durch
diese Substanzen Uber eine Stimulation der Proaidieitét eine gesteigerte Transkription

von NIS erreicht werden, was in weiteren Studietersucht werden soll.

5. Zusammenfassung

Die Inzidenz des Malignen Melanoms steigt weltvgéiirker an als die Inzidenz jeder anderen
Krebs-Erkrankung und kann nur in frihen Stadienegelwverden. Die Prognose der weiter
fortgeschrittenen oder metastasierenden Stadidot leiterhin infaust.

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegendamdi&tdie Moglichkeit einer
Radionuklidtherapie des Malignen Melanoms hiftod oder'®*Rhenium im Anschluss an
einen gewebespezifischen NIS-Gentransfer unter eBiag des Tyrosinase-Promoters
untersucht.

Die Melanomzellen 1205 Lu wurden stabil mit einempEssionsvektor transfiziert, in
welchem die cDNA des Natrium/lodid-Symporter (NI&) die des Tyrosinase-Promoters
gekoppelt worden war. Der Tyrosinase-Promoter kbodfér das Schlisselenzym der
Pigment-Synthese, die Tyrosinase, und wird spekifia Melanomzellen und Melanozyten
exprimiert.

Die stabil transfizierten 1205 Lu Zellen konzentea'*lod in vitro 35-fach, wohingegen die
transfizierten Kontrollzelllinien MCF-7 (Mammakarnzim) und LNCaP
(Prostataadenokarzinomzellen) keine lodakkumulatgigten. Die NIS-Expression konnte in
den 1205 Lu Zellen auf RNA- und Proteinebene nstiébrthern- und Western Blot, sowie
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Darlberbivear die Tyrosinase-Promoter
gesteuerte NIS-Expression hoch genug fiir einerifiignten zytotoxischen Effekt voli‘iod

im invitro Clonogenic Assay.

Um auch die Radionuklidaufnahm&3od bzw. ***Rhenium) von NIS-positiven 1205 Lu
Tumoren im Mausmodell zu ermitteln, wurde ein dagrsches Imaging mittelsKamera
durchgefiihrt. 13,5 + 0,04 % ID/g f&ifllod bzw. 6,2 + 0,01 % ID/g fit**Rhenium wurden
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von den NIS-positiven Tumoren akkumuliert und dotam nach dosimetrischen
Berechnungen die Durchfilhrung einer Radionukligthier mit **iod bzw. ***Rhenium.
Obwohl der Rhenium-Uptake im Tumor geringer als dgil-Uptake war, betrug die

errechnete Tumor absorbierte Dosis fffiRhenium 385,5 mGy/ MBg/ g Tumor und war

somit 1,4fach hoher als fifflod (259,2 mGy/ MBqg/ g Tumgr was sich auch in den

Therapieergebnissen widerspiegelfie therapeutische Applikation von 55,5 MBtiod
fuhrte zu einer mittleren Tumorvolumenreduktion v8&% innerhalb von 5 Wochen,
wahrend bei den Kontrolltumoren ein fortschreitend@imorwachstum beobachtet wurde.
Die Radionuklidtherapie mif®Rhenium (55,5 MBq) fiihrte bei den TN-1 Tumoren itagb
von vier Wochen zu einer eindricklichen Tumorvolaneeluktion von 62%. Die NIS-
Expression der 1205 Lu Xenotransplantate konntePaafein-Ebene mittels Western-Blot
Analyse und immunhistochemisch nachgewiesen werdegesamt lebten di¥®Rhenium-
Kontroll- sowie Therapiegruppen im Vergleich zu deadioiod-Gruppen langer, was in einer
Kaplan-Meier Uberlebenskurve ermittelt werden kennt

Zusammenfassend konnte unter Steuerung des TysesRr@moters in humanen
Melanomzellen durch gewebespezifische NIS-Expressioe lodaufnahmeaktivitat induziert
werden, die sowohh vitro undin vivo hoch genug war, um einen therapeutischen Effekt von
1340d und*®Rhenium zu erreichen. Damit eréffnet diese Studli@rilehnung an die seit tiber
60 Jahren mit grossem Erfolg eingesetzte Radiogwdthe beim Schilddrisenkarzinom
vielversprechende  Perspektiven  hinsichtlich  einerezigjten,  NIS-vermittelten

Radionuklidtherapie beim Malignen Melanom.
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