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1 EINLEITUNG 

1.1 Das primäre Nebennierenrindenkarzinom (NNR-Karzinom) 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Karzinom der Nebennierenrinde gehört mit einer jährlichen Inzidenz von 1-2 

Neuerkrankungen pro Million Einwohner zu den seltenen malignen Neubildungen des 

menschlichen Körpers. Die Altersverteilung ist bimodal mit einem ersten Erkrankungsgipfel 

im Kindesalter und einem Zweiten im 5. Lebensjahrzehnt, darüberhinaus erkranken Frauen 

etwas häufiger als Männer (Allolio et al., 2002). 

 

1.1.2 Ätiologie und Pathogenese 

Starker Tabakkonsum bei Männern sowie die Einnahme oraler Kontrazeptiva bei Frauen 

werden als Risikofaktoren für das Auftreten des NNR-Karzinoms diskutiert (Hsing et al., 

1996). 

 

Die Pathogenese des NNR-Karzinoms auf molekularer Ebene bleibt bis heute weitgehend 

ungeklärt. Allerdings konnten in den letzten Jahren anhand verschiedener hereditärer 

Tumorsyndrome, welche mit der Entwicklung von NNR-Karzinomen einhergehen, neue 

Erkenntnisse gewonnen werden. So zeigten sich auch in sporadischen NNR-Karzinomen oft 

Mutationen im p53-Tumorsuppressorgen (pathogenetisch bedeutsam beim LiFraumeni-

Syndrom) oder eine IGF-II-Überexpression (Beckwith-Wiedemann-Syndrom) (Allolio et al., 

2002). 

Auch ein Allelverlust des ACTH-Rezeptorgens, wobei ACTH eine wichtige Rolle bei der 

Differenzierung der Nebenniere spielt, konnte bei einer Vielzahl der untersuchten NNR-

Karzinome nachgewiesen werden (Allolio et al., 2002; Beuschlein et al., 2001). 

Zusammenfassend lässt sich jedoch sagen, dass zur genaueren Aufklärung der komplexen 

Tumorgenese des NNR-Karzinoms noch weitere Forschungsergebnisse benötigt werden. 

 

1.1.3 Klinische Manifestation 

Die klinische Manifestation des NNR-Karzinoms ist abhängig vom Ausmass der hormonellen 

Aktivität des Tumors, wobei insgesamt die hormonsezernierenden Karzinome mit etwa 60 % 

gegenüber den nicht-funktionellen Malignomen überwiegen (Allolio et al., 2004). 
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Patienten mit hormonell inaktiven NNR-Karzinomen werden meist auffällig durch lokale 

Beschwerden aufgrund zunehmender Tumorgrösse (Allolio et al., 2002). Auch pathologische 

Frakturen als Ausdruck einer bereits stattgefundenen Knochen-Metastasierung können zur 

Erstdiagnose führen (Allolio et al., 2004). 

Die weitaus häufigeren hormonaktiven Karzinome hingegen äussern sich 

charakteristischerweise aufgrund der durch die Hormonhypersekretion verursachten 

Symptome. Hierbei stellt das Auftreten eines Cushing-Syndroms (mit oder ohne 

Virilisierung), hervorgerufen durch die autonome Produktion von Kortisol durch die 

Tumorzellen (Icard et al., 2001), die häufigste Manifestationsform dar. Weiterhin kommt es 

auch häufig zu einer Überproduktion von Androgenen und Östrogenen, Aldosteron-

sezernierende Tumoren treten hingegen eher selten auf (Allolio et al., 2002). 

Interessanterweise zeigen NNR-Karzinome auch im fortgeschrittenen Stadium nur selten eine 

ausgeprägte B-Symptomatik (Fieber, Gewichtsverlust, Nachtschweiss) (Allolio et al., 2002 & 

2004). 

 

1.1.4 Therapie und Prognose 

Bis heute ist die vollständige operative Entfernung des Tumors der einzig kurative 

Therapieansatz. Dabei ist oft nicht nur die Entfernung der betroffenen Nebenniere und der 

drainierenden regionalen Lymphknoten, sondern auch eine en-bloc Resektion von 

mitbefallenen Organen wie Niere, Milz, Leber oder auch des Pankreas notwendig (Allolio et 

al., 2002; Icard et al., 2001). 

Für den Fall eines häufig auftretenden Lokalrezidivs, bei inkompletter Tumor-Resektion 

sowie höheren Tumorstadien stehen eine Reihe weiterer Therapieoptionen wie 

Strahlentherapie, das Adrenolytikum Mitotane oder eine zytostatische Polychemotherapie 

(mit z.B. Etoposid, Cisplatin oder Doxorubicin) zur Verfügung (Allolio et al., 2002). 

Die Prognose des NNR-Karzinoms bleibt jedoch trotz multimodaler Therapieansätze sehr 

schlecht mit einer mittleren Überlebenszeit von ca. 3 Monaten beim unbehandelten Patienten 

(MacFarlane DA, 1958). In verschiedenen Studien wird die 5-Jahres-Überlebensrate bei 

behandelten Patienten in Abhängigkeit vom Tumorstadium zwischen 23-60 % angegeben 

(Allolio et al., 2004). 

Daher ist die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze, wie gezielter gentherapeutischer 

Strategien, dringend erforderlich. 
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1.2 Der Natrium/Iodid-Symporter (NIS) 

1.2.1 Funktion und Regulation 

Die Schilddrüsenhormone Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) spielen im menschlichen 

Organismus eine wichtige Rolle durch ihre Wirkung auf den Stoffwechsel nahezu aller 

Organsysteme und ihren Einfluss bei der Entwicklung des Nervensystems, wobei das durch 

die Nahrung aufgenommene Iod ein wichtiger Bestandteil der Schilddrüsenhormone ist. Der 

Mechanismus der Iod-Aufnahme in die Schilddrüse wurde in den letzten Jahrzehnten bereits 

ausführlich untersucht. Wir wissen heute, dass hierbei der Natrium/Iodid-Symporter (NIS) 

eine zentrale Rolle spielt, ein membranständiges Glykoprotein, welches nicht nur die 

Aufnahme des Iodids aus dem Blut ermöglicht, sondern in der Schilddrüse auch eine 20 - 

40fache Anreicherung gegenüber der Konzentration im Blutplasma erlaubt. Im Rahmen des 

NIS-vermittelten Iod-Transports wird an der Basolateralmembran der Thyreozyten ein I
-
-Ion 

gegen seinen elektrochemischen Gradienten über einen aktiven Transportmechanismus 

zusammen mit 2 Na
+
-Ionen in das Zellinnere transportiert. Die treibende Kraft stellt hierbei 

der Natriumgradient dar, welcher wiederum durch eine Na
+
/K

+
-ATPase aufrechterhalten wird 

(Carrasco N, 1993). Daraufhin werden die I
-
-Ionen an der apikalen Seite der Zellen durch 

einen als Iod-Efflux bezeichneten Prozess in das Kolloid weitertransportiert. Hierbei scheinen 

sowohl der Cl
-
/I

-
-Transporter Pendrin (Scott et al., 1999) als auch der später identifizierte AIT 

(apikaler Iodidtransporter) (Rodriguez et al., 2002) eine Rolle zu spielen. An der Grenze 

zwischen apikaler Membran und Kolloid findet dann die von dem Enzym Thyreoperoxidase 

(TPO) katalysierte Organifizierung der Iodid-Ionen statt, womit die Oxidation des Iodids und 

die darauffolgende Koppelung an Tyrosylreste des Thyreoglobulins (Tg) bezeichnet wird. 

Durch Koppelung von Iodtyrosinresten werden T3 und T4 gebildet und an Tg gebunden im 

Schilddrüsenkolloid gespeichert, um bei Bedarf nach hydrolytischer Abspaltung ins Blut 

abgegeben zu werden (Carrasco N, 1993), (siehe Abb. 1). 

Neben Iodid werden auch eine Reihe anderer Anionen, wie z.B. Br
-
, ClO3

-
, SCN

-
, SeCN

-
, 

TcO4
-
, ReO4

-
, At

-
 oder NO3

-
, von NIS in die Thyreozyten transportiert (Carlin et al., 2002; 

Dohan et al., 2003a). Die Anionen Thiocyanat (SCN
-
) und Perchlorat (CLO4

-
) stellen dabei 

potente kompetitive Inhibitoren des NIS-vermittelten Iod-Transportes dar (Wolf FJ, 1964). 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Iod-Aufnahme und Organifizierung in Schilddrüsenzellen (aus: 

Spitzweg et al., 2001a). 

 

Die Regulation der NIS-Aktivität ist vielschichtig und schon seit Jahren Gegenstand 

verschiedenster Forschungsarbeiten. 

Die Stimulation der Iod-Aufnahme via NIS in die Follikelzellen erfolgt vor allem über das 

Hormon TSH (Thyreoidea-stimulierendes Hormon), welches in der Adenohypophyse 

produziert wird (Vassart & Dumont, 1992). TSH bindet an seinen, an der basolateralen 

Membran der Thyreozyten lokalisierten Rezeptor und erhöht über eine Aktivierung des 

Adenylatzyklase-cAMP-Wegs die Expression von NIS-mRNA und NIS-Protein sowie die 

Iod-Akkumulation (Kogai et al., 1997; Weiss et al., 1984). Dies konnte in mehreren 

Versuchen sowohl in vitro als auch in vivo, in menschlichen sowie tierischen Schilddrüsen-

Zelllinien nachgewiesen werden (Kogai et al., 1997 & 2000b; Levy et al., 1997; Saito et al., 

1997). Ein TSH-Entzug führt hingegen gleichermassen zu einem Rückgang des Iod-Uptakes 

und der intrazellulären cAMP-Konzentration (Weiss et al., 1984).  

Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass NIS eine Halbwertszeit von ca. 5 Tagen 

aufweist, die sich in Abwesenheit von TSH auf 3 Tage verkürzt (Riedel et al., 2001). In 

derselben Studie wurde gezeigt, dass TSH eine wichtige Rolle bei der posttranskriptionellen 

Phosphorylierung des NIS-Proteins spielt, welche für die Lokalisation von NIS in der Zelle 

und sein korrektes Targeting zur Zellmembran von Bedeutung ist. In Abwesenheit von TSH 

kommt es zu einer Umverteilung des membranständigen NIS in intrazelluläre Kompartimente, 

wodurch die Zelle die Fähigkeit zur Iod-Aufnahme aus dem Plasma verliert.  
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Neben TSH zeigt auch der autokrine Faktor Adenosin einen stimulierenden Effekt auf die 

NIS-Protein Expression und den Iod-Uptake in Ratten-Thyreozyten (Harii et al., 1999). 

 

Neben den oben angeführten Stimulanzien konnten auch eine Reihe von Inhibitoren der NIS-

Expression und -Funktion identifiziert werden. 

Schon 1923 war bekannt, dass hohe Plasma-Konzentrationen an Iod die Schilddrüsenfunktion 

hemmen (Plummer HS, 1923). 1948 wiesen Wolff und Chaikoff in einem in vivo-Versuch an 

Ratten die Blockade der Iod-Organifizierung bei Erreichen eines gewissen Grenzwertes des 

Iod-Blutgehalts nach, ein Effekt, der nach den beiden Erstbeschreibern „Wolff-Chaikoff-

Effekt“ genannt wurde. In späteren Experimenten wurde entdeckt, dass nicht die Plasma-, 

sondern die intrathyreoidale Iod-Konzentration entscheidend für die Inhibition der Iod-

Organifizierung und damit der Schilddrüsenhormonsynthese ist (Raben MS, 1949). 

Ausserdem kommt es im weiteren Verlauf zu einer Adaptation an den „Wolff-Chaikoff-

Effekt“, d.h. die Organifizierung wird wieder in Gang gesetzt und die Hormonsynthese 

normalisiert sich (sogenannter „Escape vom Wolff-Chaikoff-Effekt“) (Braverman & Ingbar, 

1963). Die Erklärung für dieses Phänomen scheint eine Suppression des Iod-Transports in die 

Zellen zu sein, woraufhin die daraus resultierende erniedrigte intrathyreoidale I
-
-

Konzentration die Organifizierung wieder ankurbelt. Diese These wurde durch in vivo- und in 

vitro-Studien unterstützt, die zeigten, dass die Applikation von Iod eine Verminderung der 

NIS-mRNA- und Protein-Expression, und damit eine erniedrigte Iod-Akkumulation in der 

Schilddrüse bewirkt (Eng et al., 1999; Spitzweg et al., 1999b; Uyttersprot et al., 1997). Ein 

Mangel an Iod hingegen führte in Ratten-Schilddrüsen zu einer erhöhten NIS-mRNA-

Expression (Schröder-van der Elst et al., 2001). 

Zusätzlich wurde eine Reihe von Zytokinen untersucht, welche die NIS-Funktion in 

Thyreozyten modulieren. Diese Zytokine werden entweder von den Schilddrüsenzellen oder 

von eingewanderten Entzündungszellen gebildet, z.B. im Falle einer Thyreoditis de Quervain 

(Ajjan et al., 1998b). So konnten Spitzweg et al. (1999b) zeigen, dass TNF  die TSH-

induzierte Expression von NIS-mRNA und den Iod-Uptake in FRTL-5 Zellen 

(Schilddrüsenzellen der Ratte) hemmt. Ein ähnlicher Effekt konnte in dieser Untersuchung 

mit den Interleukinen IL-6, IL-1  und IL-1  erzielt werden. Auch TGF- , das Enzym 

Sphingomyelinase und IFN-  senkten die NIS-mRNA-Expression und den Iod-Uptake in 

FRTL-5 Zellen (Ajjan et al., 1998b; Pekary et al., 1997 & 1998). Diese Wirkung von IFN-  

konnte auch in vivo an transgenen Mäusen, die in ihrer Schilddrüse IFN-  exprimieren, 

bestätigt werden: die Tiere litten an Wachstumsverzögerung und einem fast vollständigen 
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Funktionsverlust der Schilddrüse, der sich auf molekularer Ebene in einer supprimierten NIS-

Expression und einem verminderten Iod-Uptake ausdrückte (Caturegli et al., 2000). 

Zusätzlich inhibierte auch Thyreoglobulin (Tg) im Sinne eines negativen Feedback-

Mechanismus sowohl in vitro als auch in vivo die NIS-Expression und Transkription 

schilddrüsenspezifischer Gene, z.B. der Schilddrüsenperoxidase (Kohn et al., 2001; Suzuki et 

al., 1999). 

Weiterhin konnte in vitro eine supprimierende Wirkung des Hormons T3 sowie des 

synthetischen Glukokortikoids Dexamethason auf Iod-Akkumulation und NIS-Expression in 

FRTL-5 Zellen gezeigt werden (Spitzweg et al., 1999b). 

Auch das Östrogen Estradiol bewirkte in der Schilddrüse eine Zunahme des Zellwachstums 

bei gleichzeitiger Abnahme der NIS-Expression (Furlanetto et al., 1999), womit die erhöhte 

Strumaprävalenz bei Frauen erklärt werden könnte. 

 

1.2.2 Molekulare Charakterisierung von NIS 

Der Klonierung der cDNA des NIS-Gens von Ratten (rNIS) in der Gruppe um Nancy 

Carrasco 1996 (Dai et al., 1996) folgten die Identifizierung der cDNA des humanen NIS 

(Smanik et al., 1996) und des Maus-NIS (Pinke et al., 2001) sowie die Herstellung NIS-

spezifischer Antikörper (Castro et al., 1999a; Levy et al., 1997). Dies ermöglichte die genaue 

molekulare Charakterisierung von NIS, bei dem es sich um ein aus 643 Aminosäuren 

bestehendes Glykoprotein handelt, dessen Genlokus sich auf Chromosom 19p13 befindet und 

welches - je nach dem Grad der Glykosilierung - eine molekulare Masse von 70-90 kDa 

aufweist (Smanik et al., 1997). Es besteht aus 13 Transmembransegmenten, wobei der 

Amino-Terminus extrazellulär lokalisiert ist und der Carboxy-Terminus in Richtung des 

Cytosols weist (Levy et al., 1998b), (siehe Abb. 2). rNIS hingegen besteht ebenso wie die 

NIS-cDNA von Mäusen aus lediglich 618 Aminosäuren (Dai et al., 1996; Perron et al., 2001), 

wobei eine grosse Homologie zum humanen NIS besteht (Pinke et al., 2001). 
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Abb. 2: Der Natrium-Iodid-Symporter, ein intrinsisches Membranprotein mit 13 transmembranösen und 

14 extramembranösen Domänen (aus: Spitzweg et al., 2001a). 

 

1.2.3 Extrathyreoidale Expression von NIS 

Schon lange ist bekannt, dass auch andere Gewebe wie der Magen, die laktierende Mamma, 

Speichel- und Tränendrüsen zur Aufnahme von Iod aus dem Blutstrom fähig sind (Brown-

Grant K, 1961). Nach Klonierung von NIS und Entwicklung spezifischer NIS-Antikörper 

konnte gezeigt werden, dass auch der extrathyreoidale Iod-Transport wahrscheinlich durch 

NIS vermittelt wird. So konnten Spitzweg et al. (1998) und Tazebay et al. (2000) die 

Expression von NIS in der laktierenden Mamma nachweisen, wodurch dem Neugeborenen 

das für die Entwicklung von Nervensystem, Muskeln und Lungen notwendige Iodid zur 

Schilddrüsenhormon-Synthese bereitgestellt wird (Carrasco N, 1993). Weiterhin wurde auch 

eine NIS-Expression in Speichel- und Tränendrüsen, Niere, Darmmukosa sowie Plazenta 

beobachtet, wobei die genaue Funktion von NIS in diesen Geweben zum Teil noch geklärt 

werden muss (Bidart et al., 2000; Jhiang et al., 1998; Spitzweg et al., 1998 & 2001d). 
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1.2.4 NIS und benigne Schilddrüsenerkrankungen 

1.2.4.1 Schilddrüsenknoten 

Im normalen Schilddrüsengewebe lässt sich der basolateral lokalisierte NIS nur in einer 

Minderheit der Thyreozyten nachweisen, welche sich zumeist in unmittelbarer Nähe der 

Kapillaren befinden (Caillou et al., 1998). Zu einer Steigerung sowohl der NIS-Expression als 

auch der Iod-Aufnahme kommt es jedoch nachweislich in den sogenannten „heissen Knoten“, 

die klinisch eine Hyperthyreose verursachen. Diese gesteigerte Iod-Akkumulation bildet auch 

die Grundlage zur Radioiodtherapie, auf welche in einem folgenden Abschnitt noch genauer 

eingegangen werden wird. 

„Kalte Knoten“ weisen hingegen meist eine erniedrigte Expression von NIS auf (Joba et al., 

1999; Russo et al., 2001). Auch ein verminderter Einbau von NIS in die Zellmembran, d.h. 

ein defektes Zellmembran-Targeting, wird als pathophysiologisches Korrelat der nicht-

funktionellen „kalten Knoten“ diskutiert (Tonacchera et al., 2001). 

 

1.2.4.2 Autoimmunerkrankungen 

Der Morbus Basedow ist eine Autoimmunerkrankung mit thyreoidalen und extrathyreoidalen 

Manifestationen. Hierbei führen stimulierende TSH-Rezeptor-Antikörper zu einer 

überschiessenden Produktion von Schilddrüsenhormonen. Saito et al. (1997) konnten eine 

durch die TSH-Rezeptor-Antikörper induzierte Erhöhung der intrazellulären cAMP-

Konzentration nachweisen. Diese bewirkte wiederum eine bis auf das Vierfache erhöhte 

Expression von NIS-mRNA und -Protein mit daraus resultierendem gesteigertem Iod-Uptake. 

Wie im Falle der funktionellen autonomen Adenome ist auch beim Morbus Basedow 

aufgrund der stimulierten NIS-Expression die Behandlung mit 
131

I möglich. 

Bei der Hashimoto-Thyreoiditis, einer weiteren Autoimmunerkrankung der Schilddrüse, zeigt 

sich hingegen eine Verminderung der NIS-Expression, die gut mit der bei dieser Erkrankung 

im chronischen Stadium meist vorliegenden Hypothyreose und der verminderten 

Radionuklidaufnahme im Rahmen einer Schilddrüsenszintigraphie korreliert (Caillou et al., 

1998; Spitzweg C, 2003a). 

Weiterhin konnten in Seren von Patienten mit autoimmunen Schilddrüsenerkrankungen nicht 

nur die jeweils bereits bekannten Auto-Antikörper gegen den TSH-Rezeptor, Tg oder TPO 

nachgewiesen werden, sondern auch Antikörper gegen das NIS-Protein (Ajjan et al., 2000; 

Endo et al., 1996; Morris et al., 1997). In mehreren Studien wurde ein hemmender Effekt 

dieser NIS-Antikörper auf die Iod-Akkumulation in NIS-transfizierten Zellen nachgewiesen 
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(Ajjan et al., 1998a & 2000; Endo et al., 1996). Die genaue Bedeutung von NIS als Auto-

Antigen bleibt allerdings noch in weiterführenden Studien zu untersuchen. 

 

1.2.4.3 Kongenitaler Iodtransportdefekt (ITD) 

Der autosomal-rezessiv vererbte kongenitale Iodtransportdefekt äussert sich klinisch in einer 

latenten oder auch manifesten Hypothyreose, einer Struma, einer erniedrigten 

Speichel/Plasma-Iod-Ratio und einer verminderten Iod-Akkumulation in der Schilddrüse 

(Stanbury & Dumont, 1983). Pathophysiologisch resultiert der Iodtransportdefekt in einer 

verminderten Iod-Aufnahme und damit in einer Herabsetzung der Schilddrüsenhormon-

Synthese. 

Bisher konnten zahlreiche verschiedene Mutationen des NIS-Gens als Grundlage kongenitaler 

Iodtransportdefekte identifiziert werden (De la Vieja et al., 2004; Dohan et al., 2003b; Szinnai 

et al., 2006). Einige dieser durch einen Basenpaaraustausch entstandenen Mutationen wurden 

bisher auch auf molekularer Ebene näher untersucht. So gibt z.B. bei der T354P Mutation eine 

fehlende Hydroxylgruppe den Ausschlag zum Funktionsverlust (Levy et al., 1998a), während 

die G395R Mutation zum Austausch einer kurzen gegen eine lange Seitenkette führt, was 

wiederum die NIS-Aktivität herabsetzt (Dohan et al., 2002). Bei der Q267E Mutation wurde 

zunächst von einem fehlerhaften Zellmembran-Targetings des NIS-Proteins ausgegangen 

(Pohlenz et al., 2000). In einer neueren Studie konnte diese Annahme allerdings widerlegt 

werden, es zeigte sich, dass eine erniedrigte maximale Umsatzgeschwindigkeit für die 

Funktionsminderung verantwortlich ist (De la Vieja et al., 2004). 

 

1.2.5 NIS und maligne Schilddrüsenerkrankungen 

Die Expression von NIS in den Zellen differenzierter papillärer oder follikulärer 

Schilddrüsenkarzinome bildet die Grundlage einer seit Jahrzehnten etablierten, effektiven 

Tumortherapie. So macht man sich die NIS-Expression des Tumorgewebes und seiner 

Metastasen bereits bei der diagnostischen Ganzkörperszintigraphie mit 
131

I zu Nutze. 

Darüberhinaus ermöglicht die NIS-vermittelte Iod-Aufnahmeaktivität nach operativer totaler 

Thyreoidektomie eine postoperative Radionuklidtherapie mit 
131

I, wodurch eine Elimination 

von vorhandenem Karzinom-Restgewebe sowie eventuell vorhandener Metastasen möglich 

ist. Durch diese Therapieoption wird die Prognose des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms 

mit einer 10-Jahres-Überlebensrate um die 90 % entscheidend verbessert (Mazzaferri & 

Jhiang, 1994; Mazzaferri & Kloos, 2001). 
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Dennoch lässt sich in den meisten Schilddrüsenkarzinomen eine im Vergleich zu gesundem 

Gewebe verminderte Iod-Aufnahmefähigkeit der Tumorzellen nachweisen. 

Untersuchungen der NIS-Expression auf RNA-Ebene mittels PCR und/oder Northern-Blot-

Analyse zeigten dabei in einem Grossteil der Schilddrüsenkarzinome eine deutlich 

verminderte oder sogar fehlende NIS-RNA-Expression (Arturi et al., 1998; Lazar et al., 1999; 

Smanik et al., 1996). Zusätzlich wurde eine Assoziation zwischen höheren Tumorstadien und 

niedrigeren NIS-Expressionsniveaus beobachtet (Lazar et al., 1999). Park und Kollegen 

berichteten ähnliche Ergebnisse, konnten aber zusätzlich zeigen, dass von der NIS-RNA-

Expression des Primärtumors keine Rückschlüsse auf die Ausprägung der Expression in den 

entsprechenden Lymphknotenmetastasen gezogen werden können (Park et al., 2000). 

Im Zuge der Etablierung polyklonaler und monoklonaler Antikörper war im weiteren Verlauf 

die Möglichkeit gegeben, die Expression von NIS auch auf Proteinebene zu untersuchen. 

Auch hierbei zeigte sich in den Studien verschiedener Arbeitsgruppen in der Regel eine 

erniedrigte oder fehlende Expression des NIS-Proteins in Schilddrüsenkarzinomen (Castro et 

al., 1999b; Jhiang et al., 1998 & 2000; Spitzweg C, 2003a). Bemerkenswerterweise ging eine 

verminderte NIS-Expression in der Regel mit einer ebenfalls erniedrigten Expression des 

TSH-Rezeptors in den Zellen einher. Aufgrund der bekanntermassen stimulierenden Wirkung 

von TSH auf die NIS-Expression könnte die verminderte TSH-Rezeptorexpression 

mitverantwortlich für die Abnahme des NIS-Proteins in Karzinomzellen sein (Spitzweg C, 

2003a). 

Im Gegensatz dazu konnten Saito et al. in 7 von insgesamt 17 untersuchten papillären 

Schilddrüsenkarzinomen (ca. 41 %) eine signifikant gesteigerte Expression von NIS 

nachweisen (Saito et al., 1998). 2001 zeigten Dohan et al., dass zwar ca. 70 % ihrer 

untersuchten Schilddrüsenkarzinom-Gewebeproben eine erhöhte Expression von NIS 

aufwiesen, die jedoch überwiegend intrazellulär nachzuweisen war, was aufgrund des 

defekten Membran-Targeting von NIS die verminderte Iod-Aufnahme in 

Schilddrüsenkarzinomen trotz erhöhter NIS-Expressionsniveaus erklärt. 

 

Um die verminderte Radioiod-Aufnahme aufgrund reduzierter NIS-Expression und/oder 

fehlerhaftem Membran-Targeting von NIS zu kompensieren, macht man sich in der Praxis 

insbesondere im Hinblick auf die Therapie mit 
131

I die TSH-Stimulation von NIS zunutze. 

Um die NIS-vermittelte Radioiod-Akkumulation in Schilddrüsenkarzinomen und Metastasen 

für diagnostische und therapeutische Zwecke zu steigern, wird hierbei eine endogene TSH-

Stimulation durch Induktion einer Hypothyreose nach Absetzen der 



 14 

Schilddrüsenhormonsubstitution oder eine exogene TSH-Stimulation durch die Applikation 

von rekombinantem humanem TSH durchgeführt (Spitzweg C, 2007a). 

 

In etwa 30 % der Fälle führt jedoch die Abnahme der Tumorzelldifferenzierung zu einem 

Verlust der Radioiod-Akkumulationsfähigkeit (als Folge einer verminderten NIS-Expression) 

und TSH-Regulation (aufgrund einer verminderten TSH-Rezeptor-Expression), was die 

therapeutische Effizienz der Radioiodtherapie einschränkt und die Prognose signifikant 

verschlechtert. Daher wurden in den letzten Jahren verschiedene Ansätze zur 

Redifferenzierung untersucht, mit dem Ziel die Radioiod-Aufnahmekapazität im Tumor 

wiederherzustellen. Die Behandlung mit Retinoiden zeigte dabei erfolgversprechende 

Ergebnisse in präklinischen Untersuchungen. Die verminderte Iod-Akkumulation in 

Schilddrüsenkarzinomzellen konnte in in vitro-Versuchen durch Applikation von Retinsäure 

gesteigert werden. Interessanterweise führte Retinsäure dabei gleichzeitig in gesunden 

Schilddrüsenzellen zu einer Verminderung der Expression des NIS-Proteins (Schmutzler et 

al., 1997). Hierdurch könnte möglicherweise der Effekt der Radioiodtherapie durch eine 

gezielte Verbesserung der 
131

I-Aufnahme in die Karzinomzellen bei gleichzeitig erniedrigter 

Akkumulation im gesunden Gewebe noch gesteigert werden. 

Diese erfolgsversprechenden in vitro-Ergebnisse mit Retinoiden liessen sich in den bisher 

durchgeführten klinischen Studien jedoch nur unzureichend bestätigen (Courbon et al., 2006; 

Grüning et al., 2003; Simon et al., 2002). 

Neueren Studien zufolge scheint jedoch die Redifferenzierungs-Therapie mit PPARγ-

Agonisten, beispielsweise Rosiglitazone, vielversprechender zu sein. In einer klinischen 

Phase II-Studie liess sich in etwa 40-50 % der Schilddrüsenkarzinom-Patienten durch die 

orale Applikation von Rosiglitazone über 2 Monate eine Radioiod-Aufnahme induzieren 

(Kebebew et al., 2006). 

 

1.2.6 NIS und Mammakarzinom 

Die bereits weiter oben erwähnte Fähigkeit der laktierenden Mamma zur Aufnahme von Iod 

aus dem Blutstrom konnte auch für Karzinomzellen der Brustdrüse nachgewiesen werden. So 

konnten Tazebay et al. die Expression von funktionell aktivem NIS in Mammakarzinomen 

transgener Mäuse per Szintigraphie und Immunoblot nachweisen. Darüberhinaus zeigte sich 

mittels Immunhistochemie in mehr als 80 % untersuchter humaner Mammakarzinom-Gewebe 

eine Expression von NIS (Tazebay et al., 2000; Wapnir et al., 2003). Auffallend war dabei 

der Verlust der basolateralen Orientierung der NIS-Protein-Expression in den 
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Alveolarepithelzellen in malignem Brustdrüsengewebe, wo NIS-Protein sowohl an der 

Plasmamembran als auch intrazellulär lokalisiert ist. Diese Ergebnisse konnten in einer 

Untersuchung von Rudnicka et al. (2003) bestätigt werden, die mittels Immunhistochemie in 

45 von insgesamt 50 Gewebeproben invasiv duktaler Mammakarzinome eine NIS-Protein-

Expression nachweisen konnten. Die hohe Prävalenz der NIS-Expression in humanem 

Brustdrüsenkarzinomgewebe legt eine mögliche Rolle von NIS als neuem diagnostischem 

Marker beim Mammakarzinom nahe. 

In diesem Zusammenhang liess sich in 5 von 25 Patientinnen mit Mammakarzinomen eine 

Akkumulation von 
99m

Tc-Pertechnetat im Tumor nachweisen, wobei Mammakarzinome mit 

positivem 
99m

Tc-Pertechnetat-Scan auch höhere NIS-Expressionsniveaus aufwiesen (Moon et 

al., 2001). Hierdurch eröffnet sich – in Anlehnung an die diagnostische und therapeutische 

Anwendung von Radioiod beim Schilddrüsenkarzinom – die Perspektive für ein 

vergleichbares Potential von Radioiod beim Mammakarzinom. 2004 konnte im Rahmen einer 

klinischen Pilotstudie in NIS-positiven Mammakarzinom-Metastasen nach Suppression der 

thyreoidalen NIS-Expression durch T3 ± Methimazol eine Akkumulation von 
123

I bzw. 
99m

Tc-

Pertechnat in vivo nachgewiesen werden, die aufgrund der dosimetrischen Berechnungen 

einen therapeutischen Effekt von 
131

I erwarten lässt (Wapnir et al., 2004). Desweiteren gelang 

Dadachova und Kollegen in einem transgenen Mammakarzinom-Mausmodell der Nachweis 

einer signifikanten Radioiod-Aufnahme im Mammakarzinomgewebe, wobei nach Applikation 

einer therapeutischen 
131

I-Aktivität eine Verlangsamung des Tumorwachstums erzielt werden 

konnte. Damit wurde erstmals, zumindestens im Mausmodell, gezeigt, dass das Ausmaß 

endogener NIS-Expression in Mammakarzinomen für einen therapeutischen Effekt von 
131

I 

ausreichen kann (Dadachova et al., 2005). 

 

Kogai und Kollegen zeigten im Jahr 2000, dass sich in einer Östrogenrezeptor-positiven 

Mammakarzinom-Zelllinie (MCF-7) durch die Behandlung mit all-trans-Retinsäure die 

Expression von funktionell aktivem NIS mit konsekutivem selektiv zytotoxischem Effekt von 

131
I induzieren lässt. Kürzlich wurden diese Beobachtungen auch in vivo im Mausmodell 

bestätigt (Kogai et al., 2000a & 2004). 

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass sich diese durch all-trans-Retinsäure 

induzierte Iod-Aufnahmefähigkeit in Mammakarzinomzellen (MCF-7) und der daraus 

resultierende therapeutische Effekt von 
131

I durch die Kombination mit Dexamethason 

signifikant steigern lässt (Unterholzner et al., 2005). Erst kürzlich wurden diese Ergebnisse in 

unserer Arbeitsgruppe in vivo in Mammakarzinom-Xenotransplantaten bestätigt, wobei sich 
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nach systemischer Behandlung mit all-trans-Retinsäure und Dexamethason eine signifikante 

Akkumulation von 
123

I induzieren liess (Willhauck et al., 2007a). 

 

Zusammenfassend lässt der Nachweis von funktionell aktivem NIS in der Brustdrüse in 

Anlehnung an die Radioiodtherapie beim Schilddrüsenkarzinom an ein vergleichbares 

Potential von Radioiod bei der Behandlung des Mammakarzinoms denken. Ausserdem könnte 

NIS aufgrund seiner hohen Expressionsrate in malignem Brustdrüsengewebe auch eine 

wichtige Rolle als neuer diagnostischer Tumormarker spielen. 

 

1.2.7 NIS als neues therapeutisches Gen 

1.2.7.1 Grundlagen der NIS-Gentherapie 

Die Klonierung und Charakterisierung des NIS-Gens führte in den letzten Jahren zur 

Entwicklung eines neuen zytoreduktiven Gentherapie-Ansatzes, basierend auf einer gezielten 

Expression von funktionell aktivem NIS in extrathyreoidalen Tumoren via Gentransfer. Die 

dadurch neu erworbene Fähigkeit der Tumorzellen zur Iod-Akkumulation ermöglicht nicht 

nur das nicht-invasive Imaging der NIS-Genexpression via 
124

I-PET-Imaging oder 
123

I- bzw. 

99m
Tc-Szintigraphie, sondern auch die gezielte Tumortherapie durch die Applikation von 

131
I. 

Die Vorteile dieser innovativen Therapieoption entsprechen denen der schon seit 60 Jahren 

etablierten Radioiodtherapie beim Schilddrüsenkarzinom: Zum einen werden ausser einer 

vorübergehenden leichten Entzündung der Speicheldrüsen kaum Nebenwirkungen 

beschrieben. Weiterhin wird durch die gezielte Aufnahme des Radionuklids in die 

Tumorzellen die toxische Wirkung auf den Rest des Körpers minimiert – ganz im Gegensatz 

zu einer systemischen Chemotherapie. 

Der gleichzeitige Schutz der ebenfalls Iod speichernden Schilddrüse wird durch die orale 

Vorbehandlung mit T3 gewährleistet, wodurch die TSH-regulierte NIS-Expression in der 

Schilddrüse vermindert wird (Wapnir et al., 2004). In mehreren in vitro und in vivo 

Experimenten konnte die Durchführbarkeit und Effizienz dieses neuen Therapiekonzeptes 

bereits eindrucksvoll bewiesen werden, wie ein späteres Kapitel ausführlich darstellen wird 

(Dingli et al., 2003a-c; Mazzaferri & Robyn, 1996; Spitzweg et al., 2001b,c & 2002). 

 

1.2.7.2 Verwendung gewebespezifischer Promotoren 

Um eine selektive Expression des NIS-Gens im Zielgewebe zu erreichen und somit die 

Toxizität von 
131

I auf andere Organe so gering wie möglich zu halten, kann der NIS-
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Gentransfer unter Verwendung eines gewebespezifischen Promoters durchgeführt werden, um 

damit ein transkriptionelles Targeting zu erreichen. 

Spitzweg et al. (1999a & 2001b) konnten mit dieser Methode unter Verwendung des Prostata-

spezifischen PSA-Promoters erstmalig in einer humanen Prostatakarzinom-Zelllinie sowohl in 

vitro als auch in vivo eine Prostata-selektive therapeutisch wirksame Akkumulation von 
131

I 

induzieren. 

Bei dem in der vorliegenden Studie verwendeten gewebespezifischen Promoter handelt es 

sich um den Promoter für das ACTH-Rezeptor-Gen, der 1997 von Naville et al. 

charakterisiert wurde. Durch die Bindung des Hormons ACTH (Adrenocorticotropin) an 

seinen Rezeptor wird in der Nebennierenrinde die Produktion der lebensnotwendigen 

Mineralo- und Glukokortikoide induziert (Saez et al., 1981). 

 

 

1.3 Grundlagen und Ziele der Arbeit 

In den letzten Jahren kristallisierte sich zunehmend das enorme Potential von NIS als neuem 

diagnostischem und therapeutischem Gen in der molekularen Onkologie heraus. Hierbei 

stehen insbesondere die Möglichkeit einer gewebespezifischen Expression von NIS mittels 

transkriptionellem Targeting und die damit erreichbare selektive Behandlung mit 
131

I im 

Mittelpunkt. Aufgrund des Mangels an kurativen Therapiemöglichkeiten beim primären 

Nebennierenrindenkarzinom stellt dieses aus unserer Sicht ein ideales Tumormodell zur 

Entwicklung eines neuen NIS-basierten Gentherapieansatzes dar. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, durch einen ACTH-Rezeptor Promoter-gesteuerten 

Gentransfer eine gewebespezifische Expression von NIS in der murinen 

Nebennierenrindenkarzinom-Zelllinie Y-1 zu induzieren. Anschliessend wurde die 

Gewebespezifität des NIS-Gentransfers sowie die Expression von NIS mit Hilfe von 

Northern- und Western-Blot sowie Immunzytologie untersucht. Schliesslich wurde in vitro in 

einem Clonogenic Assay der therapeutische Effekt von 
131

I in Nebennierenrindenkarzinom-

Zellen nach ACTH-Rezeptor Promoter gesteuertem NIS-Gentransfer untersucht. 

Die Grundlage für diese Studie lieferte die Zusammenarbeit des Labors von PD Dr. C. 

Spitzweg der II. Medizinischen Klinik des Klinikums Großhadern der LMU München mit der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. John C. Morris am Department of Endocrinology an der Mayo-

Clinic in Rochester/Minnesota/USA und dem Labor von Prof. Dr. Felix Beuschlein der 

Medizinischen Klinik Innenstadt der LMU München.
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2 MATERIAL UND METHODEN 

 

Alle Versuche wurden im Labor von Frau PD Dr. C. Spitzweg in der II. Medizinischen Klinik 

des Klinikums Großhadern durchgeführt. Bezugsquellen sind in Klammern angegeben. 

 

 

2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.1.1 Herstellung eines Expressionsplasmids 

Die full-length NIS-cDNA wurde über einen Verdau mit den Restriktionsenzymen HindIII 

und XbaI (Roche, Penzberg, Deutschland) aus dem CMV-NIS-pcDNA3 Expressionsplasmid 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. S. M. Jhiang, Ohio State University, 

Columbus, OH, USA) ausgeschnitten, aufgereinigt und in den pGL3-Vektor ligiert (Clontech, 

Heidelberg, Deutschland). 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung des NIS-Expressionsvektors ACTHR/NIS-pGL3 unter Verwendung des 

ACTH-Rezeptor Promoters. 

 

Aus dem pGL3-Vektor war zuvor, ebenfalls mit Hilfe der Enzyme HindIII und XbaI, die 

Luciferase-cDNA (1700 bp) herausgeschnitten worden. Nach einem Restriktionsverdau des 

NIS-cDNA enthaltenden pGL3-Vektors (NIS-pGL3) mit MluI und NheI (Roche) wurde das 

ACTH-Rezeptor Promoter-Fragment (997 bp) (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 

Prof. Dr. Felix Beuschlein, Innenstadtklinikum der LMU München, Deutschland) in NIS-

pGL3 hineinligiert. An den ACTH-Rezeptor Promoter waren zuvor mittels 

ACTHR/NIS-pGL3

Mlu I

Nhe I

Xba I
NIS

A
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Polymerasekettenreaktion (PCR)-Amplifikation die benötigten Schnittstellen für MluI und 

NheI angehängt worden. 

Der resultierende Expressionsvektor ACTHR/NIS-pGL3 (siehe Abb. 3) wurde aufgereinigt 

und mittels DNA-Sequenzierung überprüft. 

Die Herstellung eines Kontrollvektors, welcher nur die cDNA des ACTH-Rezeptor Promoter-

Fragmentes ohne die NIS-cDNA enthielt, erfolgte nach dem gleichen Prinzip (ACTHR-

pGL3). 

 

2.1.2 Spaltung mit Endonukleasen 

Doppelsträngige DNA wurde wie bereits oben erwähnt mit Restriktionsendonukleasen 

sequenzspezifisch gespalten. Dieser Restriktionsverdau erfolgte jeweils unter Einhaltung der 

vom Hersteller (Roche) empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen. Bei Verdau der 

DNA-Probe mit mehreren Enzymen wurde jeweils der Puffer gewählt, in dem jedes der 

Enzyme eine möglichst hohe Aktivität aufwies. Pro 1 μg zu schneidender DNA wurden 1 bis 

2 Einheiten Enzym in 200 μl Reaktionsvolumen eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug bei 37 

°
C mindestens 3 h, in den meisten Fällen wurde jedoch über Nacht inkubiert. Der Erfolg des 

enzymatischen Verdaus wurde jeweils anhand einer gelelektrophoretischen Auftrennung der 

DNA-Fragmente kontrolliert. 

 

2.1.3 Agarosegelelektrophorese 

Das Agarosegel zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde aus 0,7 g 

Agarose (Life Technologies, Bochum, Deutschland) und 100 ml 1 x TBE-Puffer sowie 6 μl 

Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt, Deutschland) hergestellt. Die DNA-Proben wurden mit 

jeweils 2 μl Loading Buffer (10 x Blue Juice Gel Loading Buffer, Invitrogen, Karlsruhe) 

ebenso wie 6-8 μl einer DNA-Leiter (Ready Load 1 Kb DNA Ladder, Invitrogen) auf das Gel 

zur elektrophoretischen Trennung aufgetragen (1 h bei 68 Volt). Danach wurde das Gel unter 

UV-Licht fotografiert und die DNA-Fragmente anhand des mitgelaufenen Markers nach 

Anzahl ihrer Basenpaare identifiziert. 

 

2.1.4 Gelextraktion 

Die Gelextraktion erfolgte unter Verwendung des „QIAquick Gel Extraction“-Protokolls 

(Qiagen, Hilden, Deutschland). Dabei wurden zuerst die zu isolierenden DNA-Fragmente 

nach Auftrennung und Identifizierung mittels Gelelektrophorese mit einem scharfen Skalpell 
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aus dem Gel herausgetrennt. Dann wurde dem Gelstück zuerst die 3fache Menge seines 

Gewichts an QG-Puffer (Quiagen) hinzugefügt und die entstandene Mischung für mindestens 

10 min unter wiederholtem vorsichtigem Mischen bei 50 
°
C inkubiert, bis sich das Gel 

vollständig im Puffer gelöst hatte. Im Anschluss daran wurde die dem Gel-Gewicht 

entsprechende Menge an Isopropanol (Merck) hinzugefügt und die Flüssigkeit in die 

bereitgestellte QIAquick Spin Aufreinigungssäule (Qiagen) überführt, für 1 min bei 

Maximalgeschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und das Zentrifugat 

verworfen. Nach Hinzupipettieren von weiteren 500 μl QG-Puffer (Qiagen) wurde erneut 

zentrifugiert und verworfen, gefolgt von zwei weiteren Zentrifugationen mit je 750 μl PE-

Puffer (Qiagen), um alle Ethidiumbromidreste gründlich zu entfernen. Dann wurde die Säule 

für 2 min bei Maximalgeschwindigkeit trocken zentrifugiert und in ein neues, steriles 

Reaktionsgefäss transferiert. Nach Zugabe von 50 μl H2O (pH 8) wurde erneut für 10 min 

inkubiert und im Anschluss daran noch einmal 2 min bei Maximalgeschwindigkeit 

zentrifugiert. In dem Eluat befanden sich die zu isolierenden DNA-Fragmente. 

 

2.1.5 Ligation 

Die full-length NIS-cDNA sowie die ACTH-Rezeptor Promoter-cDNA wurden im Rahmen 

zweier Ligationen in den pGL3-Expressionsvektor ligiert. Das molare Verhältnis von Insert- 

zu Vektor-DNA betrug je nach Versuchsansatz 1:1, 3:1 und 10:1. Die Reaktion fand in 20 μl 

Gesamtvolumen in DNAse freiem H2O nach Zugabe von insgesamt 100 ng Vektor- und 

Insert-DNA und 1 Einheit T4-Ligase (Rapid DNA Ligation Kit, Roche) während einer 

10minütigen Inkubation bei Raumtemperatur statt. Der Ligationsansatz wurde danach direkt 

zur Transformation kompetenter E. coli Bakterien benutzt. 

 

2.1.6 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA 

Vektor-DNA wurde nach dem „MAX Efficiency DH5α
TM

 Competent Cells“-Protokoll (Life 

Technologies) im Rahmen einer Transformation in kompetente E. coli Bakterien (Life 

Technologies) transferiert und vermehrt. Dabei wurden jeweils 100 μl Bakterien und 5 ng 

verdünnte Plasmid-DNA in einem vorgekühlten Propylen-Reagenzröhrchen gemischt, 30 min 

auf Eis und im Anschluss daran für 45 sec bei 42 
°
C inkubiert. Nach Inkubation für 2 min auf 

Eis wurden 900 μl SOC-Medium (Invitrogen) zu den Bakterien gegeben und diese für 1 h bei 

225 U und Raumtemperatur geschüttelt. Im Anschluss daran folgte das Ausplatieren der 

Bakterien in verschiedenen Verdünnungsstufen (1:1, 1:10, 1:100) auf LB (QBIOgene, 
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Heidelberg, Deutschland)/Ampicillin(Sigma)-Platten, welche dann bei 37 
°
C über Nacht 

inkubiert wurden. 

 

2.1.7 DNA-Minipräperationen zur Isolierung von Plasmid-DNA 

Die Minipräperationen wurden unter Verwendung des „QIAprep Spin Miniprep-Kits“ 

(Qiagen) nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Dabei wurde zunächst eine mit dem 

gewünschten Plasmid transformierte und über Nacht gewachsene Bakterienkolonie in 5 ml 

LB-Medium und 12,5 μl Ampicillin gelöst und für 8 h bei 225 U und 37 °C geschüttelt. Im 

Anschluss wurden 2 ml der Bakteriensuspension bei 6000 U für 15 min zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Pellet in 250 μl P1-Puffer (Qiagen) resuspendiert. Nach Zugabe 

von weiteren 250 μl P2-Puffer (Qiagen) und vorsichtigem Mischen wurde für maximal 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 350 μl N3-Puffer (Qiagen) hinzugefügt und erneut 

gemischt wurde. Nach einer 10minütigen Zentrifugation bei 13.000 U, in welcher die in den 

vorherigen Schritten lysierten Bakterien abgetrennt wurden, wurde der die DNA enthaltende 

Überstand in eine QUIA-Prep-Säule (Qiagen) transferiert. Nach einer 60sekündigen 

Trockenzentrifugation wurde die Säule noch zweimal für je 1 min zentrifugiert, zuerst nach 

Zugabe von 500 μl PB-Puffer (Qiagen) und danach nach Zugabe von 750 μl PE-Puffer 

(Qiagen). Diese Schritte dienten der Reinigung der Plasmid-DNA von Endonukleasen und 

Salzen. Einer erneuten Trockenzentrifugation folgte daraufhin die Überführung der Säule in 

ein neues steriles Reaktionsgefäss und der Zusatz von 50 μl EB-Puffer (Qiagen). Nach einer 

10minütigen Inkubationszeit, in welcher die Plasmid-DNA durch den Puffer aus dem Filter 

herausgelöst wurde, erfolgte eine 2minütige Abzentrifugation. Die erbeutete Plasmid-DNA 

wurde durch mehrfache diagnostische Restriktionsverdaus mit anschliessender 

Gelelektrophorese auf ihre Korrektheit hin überprüft. Nach der nachgewiesenen erfolgreichen 

Transformation wurde das Plasmid in einer DNA-Maxipräperation in grösserer Menge 

isoliert. 

 

2.1.8 DNA-Maxipräperationen zur Isolierung von Plasmid-DNA 

Die DNA-Maxipräperationen wurden unter Verwendung des „EndoFree Plasmid Maxi-Kits“ 

(Qiagen) durchgeführt. Dafür wurden 2 ml der bereits für die Minipräparation verwendeten 

Bakteriensuspension in 100 ml LB-Medium unter Zusatz von 250 μl Ampicillin angeimpft 

und über Nacht bei 37 °C geschüttelt (225 U). Die Bakteriensuspension wurde danach bei 4 

°C und 3000 U (= 6000 g) für 15 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und das 
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geerntete bakterielle Pellet in 10 ml P1-Puffer (Qiagen) unter Zusatz von 10 μl RNAse A 

(Qiagen) gründlich resuspendiert. Im Anschluss an die Zugabe von 10 ml P2-Puffer (Qiagen) 

erfolgte eine 5minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Dann wurden 10 ml eiskalter P3-

Puffer (Qiagen) zu der Suspension gegeben, sofort vorsichtig gemischt und das 

Reaktionsgefäss für 20 min auf Eis gestellt, wodurch die Präzipitation von unerwünschter 

genomischer Bakterien-DNA, denaturierten Proteinen sowie Resten der Bakterienzellwand 

verstärkt wurde. Durch eine folgende Zentrifugation für 30 min bei 11.000 U (= 20 000 g) 

und 4 °C wurde die im Überstand gelöste Plasmid-DNA vom Präzipitat abgetrennt. Nach 

Überführung dieses Überstandes in ein neues sterilisiertes Reaktionsgefäss wurde die 

Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen für 15 min wiederholt. Währenddessen wurde 

eine Qiagen Tip 500-Säule (Qiagen) mit 10 ml QBT-Puffer (Qiagen) äquilibriert. Dann wurde 

der durch die Zentrifugation erhaltene klare Überstand über die Säule gefiltert und diese im 

Anschluss daran zweimal mit je 30 ml QC-Puffer (Qiagen) gewaschen, um die Kontamination 

der Plasmid-DNA zu reduzieren. Durch 15 ml des Elutions-Puffers QT (Qiagen) wurde im 

Folgenden die superhelikale Plasmid-DNA herausgewaschen und mit 10,5 ml Isopropanol 

(Merck) bei Raumtemperatur gefällt. Nach Abzentrifugation des Präzipitats für 30 min bei 

11.000 U (= 20.000 g) und 4 °C und dem Waschen des Pellets mit 5 ml 70%igem RNAse 

freiem Ethanol wurde erneut für 10 min zentrifugiert (4 °C, 11.000 U). Die erhaltene isolierte 

DNA wurde nach Verwerfen des Überstandes für ca. 10 min unter dem Abzug getrocknet und 

in ca. 150 μl H2O (pH 8) aufgenommen. Im Anschluss wurde eine erneute Überprüfung des 

Plasmids mit Hilfe eines diagnostischen Restriktionsverdaus und folgender Gelelektrophorese 

vorgenommen. 

 

2.1.9 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die Polymerasekettenreaktion wurde unter Verwendung des „Expand High Fidelity PCR 

Systems“ (Roche) durchgeführt. 

Zu Beginn wurden 0,5 µl der ACTHR Promoter-cDNA mit 10 mM dNTPs (Roche), 0,75 µl 

der High Fidelity Taq-Polymerase (Roche), 5 µl 10 x Puffer (Roche) sowie jeweils 50 pmol 

Sense- und Antisense–Primer (Thermo BioSciences, Ulm, Deutschland) vorsichtig gemischt 

und mit H2O in einem Gesamtvolumen von 50 µl aufgenommen. Die Bedingungen für die 

PCR wurden Primer-abhängig optimiert. Die Denaturierung der DNA erfolgte zuerst für 6 

und dann für 1 min bei 94 °C, im Anschluss fand die Anlagerung der Primer bei 60 °C für 2 

min statt. Danach erfolgte für 3 min bei 72 °C die DNA-Synthese. Diese Zyklen wurden 

35mal wiederholt. Zum Abschluss erfolgte eine Endsynthese für 10 min bei 72 °C. Die PCR-
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Produkte konnten einige Stunden bei 4 °C oder langfristig bei -20 °C gelagert werden, bevor 

sie mittels DNA-Gelelektrophorese analysiert wurden. 

 

2.1.10 DNA-Sequenzierung 

Vor Durchführung der Transfektion wurde der korrekte Aufbau des hergestellten Plasmids 

durch eine DNA-Sequenzierung nochmals bestätigt. Diese Sequenzierung erfolgte bei der 

Firma „Medigenomix“ in München, Deutschland. 

 

 

2.2 Zellkultur und Zelllinie 

2.2.1 Verwendete Zelllinie 

Bei den in dieser in vitro Versuchsreihe verwendeten Zellen handelt es sich um die murine 

Nebennierenrindenkarzinom-Zelllinie Y-1 (American Type Culture Collection-ATCC, 

Manassas, VA, USA). Diese adhärenten, epithelialen Zellen produzieren Steroidhormone, 

deren Sekretion durch ACTH stimulierbar ist (ATCC-Nr. CCL-79). 

 

2.2.2 Medium und Zellkulturbedingungen 

Alle Zellkultur-Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen und unter Verwendung von 

sterilen Materialien, Geräten, Lösungen und Medien. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 

37 °C und unter Anreicherung der Luft mit 5 % CO2 kultiviert. 

Die Y-1 Zellen wurden in 175 cm
2
 bzw. 75 cm

2 
Flaschen mit 25 ml bzw. 12 ml Medium bei 

70%iger Konfluenz kultiviert. Als Medium wurde DMEM-(high glucose)-Medium 

(GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland) - supplementiert mit 2,5 % fetalem Kälberserum 

(Invitrogen), 7,5 % Pferdeserum und 0,85 % Penicillin/Streptomycin (Gibco) - verwendet. 

Dem Medium der stabil transfizierten Y-1 Klone wurde noch das Selektivantibiotikum 

Puromycin in einer Konzentration von 6 μg/ml beigefügt. Das Medium wurde jeden 2.- 3. Tag 

gewechselt oder die Zellen bei mehr als 70 % Konfluenz wie folgt passagiert. 

Im Falle der Y-1 Zellen wurde zuerst das Kulturmedium mit einer sterilen Pasteurpipette 

abgesaugt und die Zellen mit 5 ml hinzugefügtem 1 x PBS-Puffer durch vorsichtiges Hin- und 

Herwenden der Flasche gewaschen. Danach wurde der Puffer wieder abgesaugt, die Zellen 

mit 1-2 ml 0,5 g Trypsin/0,2 g EDTA (Life Technologies, Inc., Karlsruhe, Deutschland) 
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benetzt und für 1 min im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss daran wurde das Trypsin 

abgesaugt und - nach weiteren 2 min Inkubation bei Raumtemperatur – die vollständig vom 

Untergrund abgelösten Zellen mit 10 ml frischem Medium vom Flaschenboden abgewaschen. 

Nachdem durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren eine gleichmässige Zellsuspension 

erhalten worden war, wurden die gelösten Zellen entweder auf neue Zellkulturflaschen 

verteilt oder für die verschiedenen Experimente in 6-Well Platten mit der erforderlichen 

Zellzahl unter Zuhilfenahme einer Neubauer-Zählkammer ausgesät. 

Im Falle der stabil transfizierten Klone wurde anstelle des Trypsins 5 ml der schonenderen 

Accutase (PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland) hinzugegeben und die Zellen für 10 min 

im Brutschrank inkubiert. Dann wurde der noch nicht in der Accutase gelöste Zellanteil mit 

weiteren 10 ml Medium vom Flaschenboden abgewaschen und die gesamte Zellsuspension 5 

min lang bei 1200 U zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde mit frischem Medium 

resuspendiert und auf neue Zellkulturflaschen verteilt. 

 

2.2.3 Kryokonservierung 

Rückzufrierende Zellen der jeweiligen Passagen wurden ebenfalls zuerst mit 5 ml 1 x PBS-

Puffer gewaschen und im Anschluss daran mit 2 ml Trypsin/EDTA für 2 min im Brutschrank 

inkubiert. Nach Abwaschen der Zellen vom Flaschenboden, wurde die Suspension 5 min lang 

bei 1200 U zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde dann im Einfriermedium, bestehend 

aus 95%igem fetalem Kälberserum und 5%igem DMSO (Sigma), resuspendiert und, im 

Anschluss an eine 24stündige Zwischenlagerung bei -80 °C im Isopropanol-Behälter, im 

Stickstofftank bei -180 °C aufbewahrt. 

 

2.2.4 Proliferationsassay 

Der Proliferationsassay wurde unter Verwendung des kommerziell erhältlichen MTS-Assay 

(Promega Corp., Mannheim, Deutschland) nach den Empfehlungen des Herstellers 

durchgeführt. Am Tag vor dem Versuch wurden die Zellen mit einer Dichte von 6 x 10
5
 

Zellen pro Well in 6-Well Platten ausgesät. Nach Absaugen des Mediums wurde den Zellen 

zunächst 0,5 ml Phenol-freies RPMI-Medium (Gibco) zugegeben. Im Anschluss daran 

wurden in jedes Well 100 μl des frisch hergestellten MTS (3-(4,5-dimethylthiazol)-2-yl-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium))/PMS (phenazine methosulfate 

solution)-Reagenz (Promega) Gemischs hinzupipettiert und die Zellen bei 37 °C für 1,5 h 
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inkubiert. Die Absorption des entstandenen Formazan-Produkts wurde bei einer Wellenlänge 

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

 

2.2.5 Transfektion 

2.2.5.1 Puromycin als selektives Antibiotikum 

Zur Selektion der erfolgreich mit oben angegebenem Plasmid transfizierten Zellen wurde eine 

stabile Simultantransfektion mit einem Puromycin-Resistenzplasmid (freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Prof. R. Vile, Mayo Clinic, Rochester, Minnesota, USA) 

durchgeführt. Das Selektions-Antibiotikum Puromycin (Sigma) wurde in einer Konzentration 

von 6 μg/ml eingesetzt. Die benötigte Puromycin-Konzentration, die zu einer Absterberate 

von >75 % der Y-1 Wildtypzellen führte, war zuvor durch einen Proliferationsassay ermittelt 

worden. 

 

2.2.5.2 Transiente Transfektion 

Einen Tag vor der Transfektion wurden die verwendeten Y-1 Zellen nach dem oben genauer 

erläuterten Protokoll (siehe 2.2.2) trypsiniert und mit einer Zelldichte von 6 x 10
5
 Zellen pro 

Well in 6 Well-Platten ausgesät, um am nächsten Tag eine 60-70%ige Zellkonfluenz zu 

erreichen. Daraufhin wurden die Zellen entweder mit dem ACTHR/NIS-pGL3 Vektor oder 

dem Kontrollvektor transfiziert, und zwar eine Hälfte mittels LipofectAMINE Plus Reagent 

(Invitrogen/Life Technologies, Inc., Karlsruhe) und die andere Hälfte mittels SuperFect 

(Qiagen GmbH, Hilden). Beide Versuchsansätze wurden im Medium (Invitrogen) ohne 

Serum- oder Antibiotikazusatz und nach den genauen Empfehlungen der Hersteller 

durchgeführt, wobei verschiedene Verhältnisse von eingesetzter DNA-Menge und jeweils 

verwendetem Transfektionsreagenz ausgetestet wurden. Die genaue Beschreibung der 

Versuchsdurchführung erfolgt in Abschnitt 2.2.5.3. Nach 24 h bzw. 48 h Inkubation wurden 

die Zellen mittels Iod-Uptake Assay (siehe 2.3.1) auf den Transfektionserfolg gescreent, und 

aus jeder der beiden Versuchsreihen die Versuchsbedingungen mit der höchsten erzielten Iod-

Aufnahme für die stabile Transfektion ausgewählt. 

 

2.2.5.3 Stabile Transfektion 

Die Y-1 Zellen wurden 24 h vor Beginn der stabilen Transfektion, wie bereits oben 

beschrieben, ausgesät. 
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Bei der Verwendung von LipofectAMINE Plus (Invitrogen) wurden 2 μg des oben 

angegebenen ACTHR/NIS-pGL3 Plasmids und 0,1 μg (= 1/20 der eingesetzten 

Plasmidmenge) des Puromycin-Plasmids vorsichtig mit 6 μl Plus Reagenz (Invitrogen), einem 

die Komplexbildung anregenden Enhancer, sowie 100 μl reinem Medium (d.h. ohne Serum- 

oder Antibiotikazusatz) gemischt und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschliessend wurden 4 μl LipofectAMINE in weiteren 100 μl Medium zugegeben, und das 

Gemisch für weitere 15 min inkubiert. Währenddessen wurde das Medium der Y-1 Zellen 

abgesaugt, die Zellen mit 2 ml Medium gewaschen und 800 μl Medium vorgelegt. Im 

Anschluss wurde das Reaktionsgemisch gleichmässig auf die Zellen verteilt und im 

Brutschrank für 24 h inkubiert. 

 

Gleichzeitig wurden unter Verwendung von SuperFect (Qiagen) 4 μg des ACTHR/NIS-pGL3 

Plasmids sowie 0,2 μg (= 1/20 der eingesetzen Plasmidmenge) des Puromycin-Plasmids in 

reines Medium mit einem Endvolumen von 180 μl aufgenommen und vorsichtig vermischt. 

Danach wurden dem Reaktionsgemisch 20 μl SuperFect Transfection Reagent (Qiagen) 

hinzugefügt, mit der Pipettenspitze gemischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, 

um die Komplexbildung zu unterstützen. Währenddessen wurde das Medium der Y-1 Zellen 

abgesaugt, die Zellen mit 1 x PBS-Puffer kurz gewaschen und 800 μl Medium vorgelegt. Im 

Anschluss wurde das Reaktionsgemisch gleichmässig auf die Zellen verteilt und im 

Brutschrank für 24 h inkubiert. 

 

Nach der 24stündigen Inkubation unter Normalbedingungen wurde das jeweilige 

Transfektionsmedium abgesaugt und durch 2 ml Komplettmedium, welches mit 6 μg/ml 

Puromycin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) als Selektivantibiotikum supplementiert 

worden war, ersetzt. Die überlebenden, d.h erfolgreich transfizierten Klone wurden nach 4-8 

Wochen, abhängig von der Wachstumsgeschwindigkeit, mittels Zylindertechnik isoliert, 

hochgezogen und einem Screening per Iod-Uptake Assay unterworfen. 

 

 

2.3 Iod-Uptake Versuche 

2.3.1 Iod-Uptake Assay 

Der Iod-Uptake Assay wurde nach der von Weiss et al. 1984 etablierten Methode 

durchgeführt. 
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Am Tag vor dem Versuch wurden die Zellen mit einer Dichte von 3 x 10
5
 Zellen pro Well in 

6-Well Platten ausgesät. Im ersten Versuchsschritt wurde das Medium abgesaugt und die 

Zellen mit 1 ml Inkubationspuffer HBSS (Gibco), das mit 10 μM Natriumiodid (Sigma) und 

10 mM HEPES (Merck) supplementiert und auf einen pH von 7,3 eingestellt worden war, 

kurz gewaschen. Dann wurden zu jedem Well 1 ml Inkubationspuffer, welchem zuvor 0,1 μCi 

Na 
125

I/ml (Amersham, Braunschweig, Deutschland) hinzugefügt worden war, hinzupipettiert. 

Den Kontroll-Wells wurde zusätzlich 100 μM KClO4 (Perchlorat), welches selektiv die NIS-

vermittelte Iod-Aufnahme in die Zellen hemmt, zugegeben. Die Zellen wurden daraufhin für 

35 – 60 min im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde das radioaktiv versetzte HBSS 

abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem HBSS kurz gewaschen, um das nicht von den Zellen 

aufgenommene Iod zu entfernen. In einer 20minütigen Inkubation der Zellen in 1 N NaOH 

(Merck) unter Schütteln bei ca. 300 U wurden die Zellen lysiert und die Radioaktivität im 

Zell-Lysat im γ-Counter gemessen. 

 

2.3.2 Zeitkinetik 

Zur Bestimmung des Zeitpunktes der maximalen Iod-Akkumulation in den NIS-transfizierten 

Zellen wurde eine Zeitkinetik für den Iod-Uptake durchgeführt. Der Versuch entsprach dem 

unter Abschnitt 2.3.1 beschriebenen Iod-Uptake Assay, mit dem Unterschied, dass jede 6-

Well Platte für eine unterschiedliche Zeitspanne inkubiert wurde (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 

oder 60 min). Dann wurde die Reaktion jeweils, wie oben bereits beschrieben, gestoppt, und 

mit Hilfe des γ-Counters die Radioaktivität bestimmt. Die so ermittelte Inkubationszeit, die 

zur höchsten Iod-Akkumulation führte, wurde im Folgenden für alle Iod-Uptake Experimente 

als optimale Inkubationsdauer verwendet. 

 

2.3.3 Iod-Efflux 

Um die Geschwindigkeit, mit welcher die Zellen das zunächst akkumulierte 
125

I wieder 

verlieren, genau bestimmen zu können, wurde ein Iod-Efflux-Assay nach der Methode von 

Weiss et al. (1984) durchgeführt. Am Tag zuvor in 6-Well Platten ausgesäte Zellen (3 x 10
5
 

Zellen/Well) wurden, wie bereits unter Abschnitt 2.3.1 beschrieben, für 35 min bei 37 °C mit 

weiter oben beschriebenem Puffer inkubiert. Im Anschluss daran wurde das Medium 80 min 

lang alle 5 min durch frisches HBSS (ohne 
125

I) ersetzt. Der 
125

I-Gehalt des jeweiligen 

Überstandes, der dem Iod-Verlust der Zellen in den vorangegangenen 5 min entsprach, wurde 

im γ-Counter gemessen. Nach Ablauf der 80 min wurde das noch in den Zellen akkumulierte 
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125
I nach einer 20minütigen Inkubation der Zellen mit 10 N NaOH mittels γ-Counter 

gemessen. 

 

 

2.4 Iod-Organifizierung 

2.4.1 Inkubation der Zellen mit 
125

I 

Am Tag vor dem Experiment wurden die Zellen in einer Dichte von 3 x 10
5
 Zellen pro Well 

in 6-Well Platten ausgesät. Am nächsten Morgen wurde dann zunächst das Medium abgesaugt 

und die Zellen mit 1 ml Inkubationspuffer kurz gewaschen. Dann wurde zu jedem Well 1 ml 

Inkubationspuffer, welchem zuvor 0,1 μCi Na 
125

I/ml hinzugefügt worden war, 

hinzupipettiert. Den Kontroll-Wells wurde zusätzlich 100 μM KClO4, welches selektiv die 

Iod-Aufnahme über NIS in die Zellen hemmt, zugegeben. Die Zellen wurden im Anschluss 

für 35 min bis 3 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert (siehe 2.3.1). 

 

2.4.2 Proteinfällung mit Trichloressigsäure 

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationsdauer wurde der HBSS-Überstand abgenommen und 

die darin enthaltene Konzentration an freiem, d.h. nicht von den Zellen aufgenommenem 
125

I 

im γ-Counter gemessen. Die Organifizierung wurde dann im Folgenden mit der von Urabe et 

al. (1991) etablierten Methode anhand der Trichloressigsäure-Präzipitation bestimmt. Dabei 

wurden die Zellen zuerst mit eiskaltem 1 x PBS-Puffer kurz gewaschen, und dann nach 

Hinzugabe von 100 μl 0,1 M NaOH zu jedem Well 10 min lang bei ca. 300 U geschüttelt. Im 

Anschluss daran wurden die erhaltenen Zelllysate je zweier Wells in einem speziellen γ-

Counter Röhrchen zusammenpipettiert und mit 1 ml TCA (Trichloressigsäure)/BSA(Sigma)-

Lösung versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurde die Lösung für 1 h bei 4 °C inkubiert, 

wodurch es zu einem Ausfall der 
125

I-bindenden Proteine kam. Diese wurden im Folgenden 

bei Maximalgeschwindigkeit und 4 °C für 10 min lang abzentrifugiert, mit kaltem 1 x PBS 

gewaschen, und im Anschluss das präzipitierte, an Proteine gebundene 
125

I nach Abnahme des 

Überstandes im γ-Counter gemessen. 
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2.5 Northern Blot 

2.5.1 Isolierung von Ribonukleinsäuren 

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

Zellen wurde mit Hilfe des „Rneasy Mini Kits“ (Quiagen) gewonnen. Die Zellen wurden in 

100 mm-Petrischalen (1,5 Millionen Zellen/Schale) ausgesät und bei einer Konfluenz von ca. 

70 %, wie unter 2.2.2 bereits ausführlich beschrieben, abtrypsiniert. Das Zelllysat wurde im 

Anschluss daran abzentrifugiert und das entstandene Pellet mit 600 μl RLT-Puffer (Qiagen) 

gründlich resuspendiert. Nach Zugabe von 600 μl 70%igem Ethanol erfolgte eine 

Zentrifugation für 1 min bei 13.000 U in der Rneasy Minisäule (Qiagen). Nachdem 700 μl 

RW1-Puffer (Qiagen) auf die Säule gegeben und erneut zentrifugiert worden war, wurde die 

Säule zweifach mit 500 μl RPE-Puffer (Qiagen) für 2 min bei 13.000 U gewaschen. Durch 

Zugabe von 30 μl RNAse-freiem Wasser auf die Gelmembran der Säule, Inkubation für 5 min 

und eine letzte 2minütige Zentrifugation wurde dann die RNA eluiert und bei –80 °C 

aufbewahrt. 

 

2.5.2 Konzentrationsbestimmung durch Photometrie 

Die RNA-Konzentration einer wässrigen Lösung wurde mit einem Spektralphotometer über 

die UV-Absorption der Ribonukleinsäuren bestimmt. Die Extinktion von 500 μl Lösung 

wurde in einer Quarzküvette über einen Bereich der Wellenlänge von 260 nm und 280 nm 

gemessen. Die Verdünnung der RNA-Lösung wurde dabei so gewählt, dass die Werte im 

Bereich der grössten Messgenauigkeit lagen (1 : 200). Anhand des Quotienten der bei 260 nm 

und 280 nm gemessenen Extinktionen konnte der Reinheitsgrad der RNA in Bezug auf 

Proteinverunreinigungen gemessen werden. Der E260/280 Wert sollte bei reiner RNA um die 

1,7 liegen. Die Konzentration der Lösung (μg/μl) wurde dann im Folgenden nach der Formel 

(Verdünnung x RNA-Faktor x Wert der 260 nm-Messung) / Küvettenvolumen 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 Agarose, 108 ml DEPC, 15 ml (10 x) MOPS, 

27 ml Formaldehyd und 3 μl Ethidiumbromid hergestellt. Die Gelapparatur wurde im 

Folgenden für den gesamten Versuch auf einer Magnetröhre platziert, um damit eine 

kontinuierliche Zirkulation des Puffers während des Versuches zu gewährleisten. 
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Die bei – 80 °C aufbewahrten RNA-Proben wurden zuerst vorsichtig auf Eis aufgetaut, um im 

Anschluss für 5 min in einem Heizblock bei 60 °C inkubiert zu werden. Je 10 μg der RNA-

Proben sowie 6 μl eines RNA Markers (Bio-Rad) wurden im Folgenden mit 17 μl RNA 

sample loading buffer (Sigma) vermischt. Alle Proben inklusive der Marker wurden bei 65 °C 

für 15 min denaturiert und im Anschluss daran auf das Agarosegel, welches zuvor bereits ca. 

30 min vorgelaufen war, aufgetragen und bei 52 Volt für 4 h laufen gelassen. Dabei kam es 

zur elektrophoretischen Auftrennung der RNA-Fragmente. 

 

2.5.4 Transfer auf die Nylonmembran 

Nach Beendigung der 4stündigen Elektrophorese wurde das Gel unter einer UV-Kamera 

fotografiert und mit einem Skalpell auf die richtige Grösse zurechtgeschnitten. Daraufhin 

wurde das Gel vorsichtig auf ein mit dem Transferpuffer (20 x SCC) vorbefeuchtetes 

Whatman-Filterpapier gelegt und glattgestrichen. Auf die Oberfläche des Gels wurde eine 

positiv geladene Nylonmembran (Amersham, Freiburg) in Gelgrösse sowie ein weiteres 

Whatman-Filterpapier und mehrere Papiertücher gelegt und die Gesamtkonstruktion mit 2 kg 

über Nacht beschwert (siehe Abb. 4). Dabei wurde sichergestellt, dass es zu einer ständigen 

Befeuchtung der Membranen mit dem Transferpuffer kam. Am nächsten Morgen wurde die 

Nylonmembran, auf welcher sich nun die transferierte RNA befand, sofort mit einem UV-

Stratalinker von beiden Seiten cross-gelinkt, unter der UV-Kamera fotografiert, noch feucht in 

Frischhaltefolie eingeschweisst und eingewickelt in Aluminiumfolie bei Raumtemperatur 

gelagert. 
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Northern Blot-Aufbaus 

 

2.5.5 Radioaktive Markierung der cDNA-Sonde 

Dieser Schritt erfolgte unter Verwendung des „Megaprime DNA Labeling Systems“ 

(Amersham). 25 ng eines NIS-Gen-spezifischen cDNA-Fragments (Nukleotide 1184-1667) 

wurden auf Eis mit 5 μl eines Random-Primers (Amersham) und DEPC-H2O in einem 

Endvolumen von 26 μl gemischt, bei 95 °C für 5 min denaturiert und im Anschluss sofort 

wieder auf Eis gestellt. Dann wurde ein zweites Reaktionsgemisch, bestehend aus 5 μl des 

Reaktionspuffers (Amersham), jeweils 4 μl der Nukleotide dTTP, dGTP und dATP (alle 

Amersham), 5 μl des radioaktiven (α – P
32

) Deoxyadenosin- 5`- Triphosphats (CTP) sowie 2 

μl der DNA-abhängigen DNA-Polymerase (Amersham), hinzupipettiert, vorsichtig gemischt 

und für 10 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Reaktion mit 5 μl 0,2 M EDTA 

(Invitrogen) gestoppt, und das Gemisch unter Verwendung des „QIAquick Nucleotid 

Removal Kits“ (Qiagen) aufgereinigt.  

Hierbei wurde zuerst die 5fache Menge an PN-Puffer (Qiagen) zugegeben, das Gemisch in 

die Säule überführt und 1 min bei 6000 U zum Binden der DNA zentrifugiert. Danach wurde 

zweimalig nach Hinzugabe von je 500 μl PE-Puffer (Qiagen) für 1 min bei 6000 U, und 

einmal bei 13.000 U für 1 min trocken zentrifugiert. Nach Transfer der Säule in ein neues 

Reaktionsgefäss wurden 50 μl EB-Puffer (Qiagen) als Elutionsreagenz auf die Säule gegeben 
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und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die folgende 1minütige Zentrifugation bei 

13.000 U wurde die entstandene radioaktiv-markierte und somit als Hybridisierungsprobe 

verwendbare cDNA herausgewaschen und im Anschluss sofort bei ca. 100 °C für 5 min 

erneut denaturiert. 

 

2.5.6 Hybridisierung  

Nun wurde die aufbewahrte Nylonmembran nach kurzem Befeuchten mit DEPC-H2O für 30 

min bei 68 °C im Hybridisierungspuffer (Express Hyb Solution, BD Clontech Laboratories, 

Heidelberg, Deutschland) vorhybridisiert. Im Anschluss erfolgte nach Absaugen des Puffers 

und Zugabe der zuvor in 5 ml Hybridisierungspuffer gelösten radioaktiven cDNA-Sonde die 

eigentliche Hybridisierung für 1 h bei 68 °C. Dann wurden die Blots dreimal für je 10 min bei 

Raumtemperatur in 2 x SSC (saline sodium citrate)/0,05 % SDS (sodium dodecylsulfate)-

Lösung und einmal für 30 min bei 50 °C in 0,1 x SSC/0,1 % SDS-Lösung gewaschen, wobei 

die nicht an den Blot gebundene radioaktive cDNA von der Membran entfernt wurde. Die 

Blots wurden daraufhin bei – 80 °C für ca. 3 Wochen unter Verwendung eines KODAK X-

OMAT AR Films (Sigma) exponiert. 

 

2.5.7 Kontroll-Hybridisierung mit einer β-Actin-Sonde 

Um die NIS-cDNA vor der Durchführung der Kontroll-Hybridisierung von der Membran zu 

entfernen, wurde diese dreimal für je 5 min bei 80 °C unter Schütteln mit 0,1 x SSC/0,1 % 

SDS-Lösung gewaschen. 

Zur Qualitätskontrolle und Quantifizierung der geblotteten RNA wurde die Membran im 

Anschluss nach dem oben bereits beschriebenen Protokoll erneut hybridisiert unter 

Verwendung von 25 ng einer humanen β-Actin cDNA-Probe (Clontech), die ebenfalls nach 

oben beschriebenem Protokoll radioaktiv gelabelt wurde. 

Anhand der Computer-gestützten densitometrischen Analyse (ImageJ-Software) der 

Intensitäten der einzelnen β-Actin Banden wurden die zuvor gemessenen NIS-Intensitäten 

normalisiert. 
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2.6 Western Blot 

2.6.1 Herstellung von Proteinextrakten für Western Blot-Analyse 

(Membranpräperation) 

Zuvor in 100 mm-Petrischalen ausgesäte Zellen wurden nach Verwerfen des Mediums kurz 

mit eiskaltem 1 x PBS-Puffer gewaschen, nach Zugabe von 1 ml Puffer A vom Boden der 

Kulturschale abgeschabt und das erhaltene Zelllysat auf Eis gut resuspendiert. Die Lösung 

wurde daraufhin bei 4 °C und 500 g (= 2000 U) für 15 min zentrifugiert und dem erhaltenen 

Überstand 100 μl Na2CO3/ml hinzugegeben, um die darin enthaltenen Proteine zu binden. 

Nach Inkubation bei 4 °C für 45 min unter kontinuierlichem Schütteln wurde bei 100.000 g (= 

25.000 U) und 4 °C für 20 min ultrazentrifugiert. Das erhaltene Pellet, in welchem sich die 

Membranproteine befanden, wurde nach vorsichtigem Abpipettieren des Überstandes in 200 

μl Puffer B gelöst und bei – 80 °C aufbewahrt. 

 

2.6.2 Protein-Konzentrationbestimmung (Bradford-Proteinbestimmung) 

Die Konzentration der Proteinlösung wurde unter Verwendung des „Bio-Rad Protein Assays“ 

(Bio-Rad, München, Deutschland) bestimmt. 

Zuerst wurde eine Proteinstandardkurve aus verschiedenen Verdünnungsstufen (0,2 – 1 

mg/ml) einer BSA (bovine serum albumin, Sigma) - Stocklösung unter Zusatz des 1:5 

verdünnten Biorad-Konzentrats (Bio-Rad) erstellt. Diese ergab sich aus den OD-Werten der 

Verdünnungen bei 595 nm nach einer vorausgehenden 10minütigen Inkubation bei 

Raumtemperatur. 

Anhand dieser Standardkurve wurde im Anschluss die Konzentration der Proteinlösung 

bestimmt. 

 

2.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Gleiche Konzentrationen an Membranprotein (je nach Versuch 10, 15 oder 20 µg) wurden mit 

10 μl Sample Puffer (NuPage, Invitrogen), 4 μl Reducing Agent (NuPage, Invitrogen) und 

DNAse-freiem Wasser vorsichtig zu einem Gesamtvolumen von 30 μl gemischt und für 10 

min bei 70 °C denaturiert. Im Anschluss daran wurden die Proben und ebenso der verwendete 

Marker (Precision Plus Protein, All Blue Standards, Bio-Rad) in die Taschen eines 4-12%igen 
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Bis-Tris-HCl gepufferten Polyacrylamidgels (NuPage, Invitrogen) pipettiert und im Running 

Puffer bei 200 Volt für 1 h laufen gelassen. 

 

2.6.4 Western Blot-Analyse 

Im nun folgenden Elektroblotting wurden die Proteine bei 25 Volt im Transfer Puffer für 1 h 

vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Porengrösse 0,45 μm, Invitrogen) transferiert. Im 

Anschluss an das Elektroblotting wurde die Membran für 1 h unter Schütteln mit 5%iger 

Milch-TBST (Tris buffered saline and tween)-Lösung geblockt und nach Zugabe eines 

monoklonalen Maus-Antikörpers gegen die Aminosäurereste 468-643 des NIS-Proteins 

(Verdünnung 1 : 3000) (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. John. C. Morris, 

Mayo Clinic, Rochester/MN, USA) über Nacht bei 4 °C im Dunklen inkubiert. 

Am nächsten Morgen wurde die Membran nach Absaugen des 1. Antikörpers erneut mit 

TBST gewaschen (1 x für 15 min, und dann 2 x für je 5 min). Dann erfolgte die Inkubation 

mit dem 2. Antikörper (Vector Laboratories), einem mit Peroxidase-gelabeltem Antimaus-

Antikörper der Ziege (Verdünnung 1 : 5000, 1 h bei Raumtemperatur). Im Anschluss wurde 

die Membran für 1 x 15 min und 4 x für je 5 min mit TBST gewaschen, bevor sie für 1 min 

mit dem ECL-Reagenz (Enhanced chemiluminescense Western Blot detection Reagent, 

Amersham, Braunschweig, Deutschland) inkubiert und im Folgenden zwischen 1 und 20 min 

unter Verwendung eines KODAK BIO MAX MR Films (Sigma) exponiert wurden. Anhand 

des im Gel mitgelaufenen Markers konnte das Molekulargewicht der Banden bestimmt 

werden, ausserdem liess er eine Abschätzung der Transfer-Effizienz zu. 

 

 

2.7 Immunzytochemie 

In 6-Well Platten in einer Dichte von 2 x 10
5 

Zellen/Well ausgesäte Zellen wurden nach ca. 2 

Tagen bei einer 60 – 70%igen Konfluenz nach kurzem Waschen mit 1 x PBS-Puffer über 

Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.  

Die Immunzytochemie wurde unter Zuhilfenahme des „Vectastain Elite ABC Kits“ (Vector 

Laboratories, Burlingame, USA) durchgeführt. Dabei wurden die getrockneten Objektträger 

zuerst für 45 min bei 40 °C hitzefixiert, um dann mit HNSM (Horse normal serum mix, 

Vectastain), einem Serum zum Blocken von unspezifischen Membran-Bindungsstellen, für 45 

min vorinkubiert zu werden. Im nächsten Schritt wurden die Zellen mit dem bereits oben 
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erwähnten NIS-spezifischen monoklonalen Maus-Antikörper (freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Prof. J.C. Morris) für 90 min bei Raumtemperatur inkubiert (Ak-

Verdünnung 1 : 3000 und 1 : 6000). Nach 3maligem Waschen mit 1 x PBS erfolgte eine 

1stündige Inkubation mit dem zweiten Antikörper, ein gegen den ersten Antikörper 

gerichtetes Biotin-gekoppeltes Antimaus-Immunglobulin (Vectastain). Darauf folgte nach 

Wiederholung der PBS-Waschschritte die Komplexbildung des 2. Antikörpers mit einem 

bereits präformierten Avidin/biotinylierten-Peroxidase-Komplex (DAB-Reagenz, Vectastain) 

für 30 min. 

Die anschliessende 5minütige Färbung mit Diaminobenzidine (DAB-Reagenz, Vectastain) 

resultierte in einem blau-schwarzen Präzipitat, welches einen Indikator für die NIS-

spezifische Immunoreaktivität darstellte. Danach wurden die Zellen noch für weitere 5 min 

mit Malachitgrün (Sigma) gegengefärbt und mit Glycergel (DAKO) fixiert. 

Nach dem gleichen Prinzip wurden Kontroll-Färbungen durchgeführt, die statt mit den 

jeweiligen Antikörpern mit reinem 1 x PBS-Puffer inkubiert wurden, um unspezifische 

Bindungen der Antikörper auszuschliessen. 

 

 

2.8 Clonogenic Assay 

2.8.1 Durchführung 

Mit dem NIS-Expressionsvektor bzw. dem Kontrollvektor stabil transfizierte Zellen wurden 

in 75 cm
2
 Zellkulturflaschen in einer Dichte von 3 Millionen Zellen /Flasche ausgesät. Nach 

Erreichen einer Konfluenz von 60-70 % wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und im 

Anschluss für 7 h mit 0,8 mCi Na
131

I (Amersham) (in HBSS-Inkubationspuffer, der mit 10 

μM NaI und 10 mM HEPES supplementiert und auf einem pH von 7,3 eingestellt worden 

war), im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation mit 
131

I wurden die Zellen mit 1 x PBS 

gewaschen, mit 0,05%igem Trypsin-ETDA abtrypsiniert und in einer Zelldichte von 500 - 

10.000 Zellen/Well (je sechs Wells pro Konzentration) in 12-Well Platten in regulärem 

Wachstumsmedium ausgesät. 

Parallelexperimente wurden für jede Zelllinie im HBSS-Inkubationspuffer ohne den Zusatz 

von radioaktivem Iod zur Kontrolle durchgeführt. 
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2.8.2 Färbung und Auswertung 

Nachdem sich nach ca. 1-2 Wochen Zellkolonien gebildet hatten, wurden die Zellen mit 

eiskaltem 1 x PBS gewaschen und mit 500 μl 100%igem Methanol/Well (Sigma) für 10 min 

im Kühlschrank fixiert. Danach folgte die 5minütige Färbung mit 1%igem Kristallviolett 

(Sigma) und die Auszählung der Zellkolonien unter dem Mikroskop. Dabei wurden nur 

Kolonien ausgezählt, die aus ca. 50 Zellen oder mehr bestanden. Die für jede Zellreihe separat 

bestimmte Überlebensrate entsprach dem Prozentsatz an Zellkolonien nach 
131

I-Behandlung 

verglichen mit denen nach Inkubation mit HBSS-Inkubationspuffer. 

 

 

2.9 Statistik 

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausführung durchgeführt. Die statistische Analyse 

erfolgte mit kommerzieller Software (Excel). Alle Ergebnisse sind als Mittelwert +/- 

Standardabweichung der dreifachen Ausführung dargestellt. Die Fehlerbalken in den Tabellen 

geben die Standardabweichung an. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mit Hilfe des t-

Tests berechnet. 

 

 

2.10 Verwendete Geräte 

Wasserbäder :      GFL (Labor) 

                            Köttermann (Zellkultur)  

Schüttler :      IKA Vibrax VXR basic (Western) 

Edmund Kühler Laborgerätebau (Iod-

Uptake) 

Edmund Kühler (Mini- und Maxipräp) 

Mischer :      IKA 

Vortexer :      Scientific Industries 

Pipetten :      Eppendorf 

Pipetus :      Hirschmann 

Heizblock :      Eppendorf Thermomixer 5463 



 37 

Zentrifugen :      5415 Eppendorf (Minipräp) 

S 60 Ultrazentrifuge Beckmann 

(Membranpräp) 

                           Hettich (Zellkultur) 

RC5 Superspeed Refrigerated Centrifuge, 

Kendro (Maxipräp) 

         Universal 30 RF Hettich (Maxipräp) 

       Hettich Roto Silenta (Organifizierung) 

       Biofuge pico, Heraeus (Northern Blot) 

Gelelektrophoresekammer :    BioRad Power Pac 3000 als Stromquelle 

Invitrogen XCell Sure Lock (Western 

Blot) 

Bio-Rad Wide Mini-Sub Cell GT 

(Agarosegel) 

Waagen :      Sartorius  

PCR-System :      GeneAmp, Perkin Elmer 

Mikrowelle :      Siemens 

Kühlschränke :     Liebherr 

γ- Counter :      Berthold 

Drucker :      Epson (γ-Counter) 

       HP Laserjet 2200dn (Computer) 

Computer :      Fujitsu Computers Siemens 

Brutschrank :      Hera cell 240, Heraeus (Zellkultur)  

       Heraeus (
131

I) 

       Heraeus (
125

I) 

                               Gallenkamp (Bakterien) 

Hitzefixierkammer :     GFL 

Geigerzähler :      Berthold 

UV-Kamera :       2UV Transilluminator (UVP)  

Stickstofftank :     Messer Griessheim 

pH-Elektrode :      Hanna Instruments 

Spektralphotometer :      Vitrospec plus, CKB Biochrom 

UV-Stratalinker :     Stratagene 

Mikroskop :      Olympus (Zellkultur) 
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       Axio Cam, Zeiss (Immunohisto) 

 

 

2.11 Verwendete Materialien 

5 x TBE-Puffer :     54 g Trispuffer (Roth, Karlsruhe) 

                             27,5 g Borsäure (Merck) 

                             20 ml 0.5 M ETDA (Gibco) 

                             auf einen Liter mit Millipore-Wasser auffüllen 

 

Ampicillin-Agar :    1,5 g Select-Agar (Gibco BRL) 

                                 200 ml steriles LB Medium (LB-Kapseln von Q- 

                                                            Biogene) 

                                 100 µg/ml Ampicillin (Sigma) 

 

TCA/BSA-Lösung :     1 ml 30%iges TCA (Merck) 

0,5 ml BSA in einer Lösung von 20 mg/ml 

(Sigma) 

      auf 10 ml mit RNAse freiem H2O auffüllen 

 

DEPC-Wasser:                                    1 l Millipore zu 1 ml DEPC (Diethyl 

Pyrocarbonat, Sigma) geben, durch Schütteln 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 auffüllen, auf pH 7 einstellen, steril 

filtrieren und im Kühlschrank dunkel lagern 

 

Agarosegel für Northern Blot :  1,5 g Agarose (Gibco BRL) 

      108 ml DEPC 

      15 ml 10 x MOPS 
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      27 ml Formaldehyd (Sigma) 

      3 μl Ethidiumbromid (Merck) 

 

20 x SSC :     350,6 g 3 M NaCl (Merck) 

        176,4 g 0,3 M Natriumcitrat (Sigma) 

auf 2 l mit H2O auffüllen, pH 7 einstellen und bei 

RT lagern 

 

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

      1,25 ml 20 % SDS (Sigma) 

      auf 500 ml mit Millipore auffüllen 

 

0,1 x SSC/0,1 % SDS :   2,5 ml 20 x SSC 

      2,5 ml 20 % SDS 

      495 ml Millipore 

 

Puffer A (Membranpräperation) :  42,8 g 250 mM Saccharose (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 (10 μg/ml 

Leupeptin, 10 μg/ml Aprotinin, 1mM PMSF, 

Roche) 

      auf 500 ml mit Millipore auffüllen 

 

Puffer B (Membranpräperation) :  8,56 g 250 mM Saccharose 

      0,2383 g 10 mM HEPES 

      0,0953 g 1 mM MgCl (Merck) 

      auf 100 ml mit Millipore auffüllen 

 

MOPS SDS Running Puffer :   40 ml 20 x Running Buffer (NuPage MOPS SDS  

                                                         Running Buffer, Invitrogen) 

      760 ml destilliertes Wasser 
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Transfer Puffer :   20 ml 20 x Transfer Buffer (NuPage Transfer 

Buffer, Invitrogen), 380 ml destilliertes Wasser 

 

TBST :     10 ml 1 M Tris pH 7,4  

      4 g NaCl  

      500 μl Tween-20 (Merck) 

      auf 500 ml mit destilliertem Wasser auffüllen 

 

5 %-Milch-TBST :    1 g Milchpulver (Bio-Rad) 

      20 ml TBST 

 

HSNM (horse normal serum mix) :  10 ml PBS, 3 Tropfen HNS (Vectastain ABC Kit, 

Vector Laboratories, Burlingame, USA) 

 

ABC-Reagenz :    5 ml PBS 

      2 Tropfen Lösung A (Vectastain Kit) 

      2 Tropfen Lösung B (Vectastain Kit) 

 

DAB-Reagenz :    5 ml destilliertes Wasser 

      2 Tropfen Stocklösung pH 7,5 (Vectastain Kit) 

      4 Tropfen DAB (Vectastain Kit) 

      2 Tropfen H2O2 (Vectastain Kit) 

      2 Tropfen Nickelsol (Vectastain Kit) 

   

Reaktionsgefässe :    Eppendorf, Hamburg 

      BD Falcon, Frankreich 

Propylene-Röhrchen :    BD Falcon 

γ-Counter Röhrchen :    Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen :    Costar, Corning, USA (für Pipetus) 

      Sarstedt 

       Eppendorf 

x-Well Platten :    BD Falcon 

Petrischalen :     BD Falcon 

Zellkulturflaschen :    BD Falcon  



 41 

Küvetten :     Sarstedt 

Ultrazentrifugen-Röhrchen :    Beckmann, Palo Alto, USA 

Glasgefässe, z.B. Erlmeier :   Schott Duran, Deutschland 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Selektion der erfolgreich mit NIS transfizierten Zellen durch Messung der Iod-          

Akkumulation 

Humane full-length NIS-cDNA wurde in den pGL3-Vektor ligiert, aus dem zuvor das 1700 

Basenpaare messende Luciferase-Fragment ausgeschnitten worden war (NIS-pGL3). Ein 997 

Basenpaare messendes ACTH-Rezeptor Promoter-Fragment wurde dann in NIS-pGL3 ligiert 

und der resultierende Expressionsvektor (ACTHR/NIS-pGL3) durch Sequenzierung 

überprüft. Ein zusätzlicher Expressionsvektor enthielt lediglich den 997-bp-ACTH-Rezeptor 

Promoter ohne NIS-cDNA (ACTHR-pGL3). Die murine Nebennierenrindenkarzinom-

Zelllinie Y-1 wurde in den folgenden Transfektionsversuchen eingesetzt. Als Kontroll-

Tumorzelllinien ohne ACTH-Expression dienten die Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 und 

die humane medulläre Schilddrüsenkarzinom-Zelllinie TT. Zunächst wurden oben genannte 

Zelllinien mit ACTHR/NIS-pGL3 bzw. dem Kontrollvektor mittels LipofectAMINE und 

SuperFECT unter serumfreien Bedingungen transient transfiziert. Nach der Transfektion 

wurden die Zellen 24 h bzw. 48 h lang inkubiert und die funktionelle NIS-Expression mittels 

Iod-Uptake Assay nach der Methode von Weiss et al. bestimmt. 

Nach Optimierung der Transfektionsbedingungen wurden dann Y-1 Zellen mit ACTHR/NIS-

pGL3 bzw. dem Kontrollvektor stabil transfiziert. Im Rahmen der stabilen Transfektion 

wurde eine Ko-Transfektion mit einem „Puromycin-Resistenz-Plasmid“ durchgeführt 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. R. Vile, Mayo Clinic, Minnesota, USA), 

wodurch eine Puromycin-Resistenz der erfolgreich transfizierten Zellen induziert wurde. 

Alle über die nächsten 1-5 Wochen im Puromycin-Selektivmedium wachsenden Zellklone 

wurden isoliert und mittels diagnostischem Iod-Uptake Assay auf ihre Iod-Aufnahmefähigkeit 

hin getestet. Die Fähigkeit zur Aufnahme von 
125

I korrelierte dabei mit der funktionellen, 

Membran-assoziierten NIS-Expression. 

AN-1, die Zellreihe mit der höchsten Iod-Aufnahme, wurde für alle weiterführenden 

Experimente verwendet. Sie akkumulierte 
125

I Perchlorat-abhängig bis auf das 17,8-fache 

verglichen mit Zellen (A-1), die mit dem Kontrollvektor (ACTHR-pGL3) transfiziert worden 

waren, welche keine Perchlorat-abhängige Iod-Aufnahme zeigten (siehe Abb. 5). 



 43 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

9000

10000

AN-1                                                  A-1 

Io
d

id
-A

u
fn

a
h

m
e
 (

c
p

m
/ 

A
 4

9
0
 n

m
)

ohne Perchlorat
mit Perchlorat

 

 

Abb. 5: Iod-Akkumulation in stabil mit ACTHR/NIS-pGL3 (AN-1) oder dem Kontrollvektor ACTHR-

pGL3 (A-1) transfizierten Y-1 Zellen. Die stabil transfizierte Zelllinie AN-1 konzentrierte 
125

I ca. 18fach 

(*P < 0,0001) Perchlorat-abhängig gegenüber den mit dem Kontrollvektor transfizierten A-1 Zellen, die 

keine Iod-Aufnahme zeigten. 
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Abb. 6: In transient mit dem ACTHR/NIS-pGL3 Vektor transfizierten MCF-7- und TT-Zellen konnte 

keine Perchlorat-abhängige Iod-Aufnahme nachgewiesen werden. 
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Die mit ACTHR/NIS-pGL3 transient transfizierten Kontroll-Zelllinien MCF-7 

(Mammakarzinom) und TT (medulläres Schilddrüsenkarzinom) zeigten keine Perchlorat-

abhängige Akkumulation von Iod, wodurch die Tumorspezifität der ACTH-Rezeptor 

Promoter-gesteuerten NIS-Transfektion bewiesen werden konnte (siehe Abb. 6). 

 

 

3.2 Charakterisierung der NIS-induzierten Iod-Akkumulation durch 

3.2.1 Bestimmung der Zeitkinetik der Iod-Aufnahme 

Um den Zeitpunkt der maximalen Iod-Akkumulation in den mit dem ACTHR/NIS-pGL3-

Vektor stabil transfizierten AN-1 Zellen genau zu bestimmen, wurde eine Zeitkinetik 

ermittelt. Diese zeigte eine Absättigung der Iod-Akkumulation in den AN-1 Zellen nach 30 - 

40 min Inkubationszeit (siehe Abb. 7). Die halbmaximale Iod-Akkumulation war bereits nach 

5 min erreicht. 

Somit wurden im Folgenden alle weiteren Experimente mit einer konstanten 
125

I-

Inkubationszeit von 35 min durchgeführt. 
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Abb. 7: Zeitabhängige Iod-Akkumulation in stabil mit dem ACTHR/NIS-pGL3 Vektor transfizierten  

AN-1 Zellen. Halbmaximale Iod-Akkumulation nach ca. 5 min, maximale Iod-Akkumulation nach 30-40 

min. 
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3.2.2 Bestimmung der Iod-Organifizierung 

Um zu ermitteln, ob die mit ACTHR/NIS-pGL3 transfizierten Y-1 Zellen (AN-1) in der Lage 

sind, das von ihnen aufgenommene Iod zu organifizieren, d.h. das über NIS in den Zellen 

akkumulierte Iod an zelleigene Proteine zu binden und damit die Iod-Retentionszeit in den 

Zellen zu erhöhen, wurde die Iod-Organifizierung mit Hilfe der oben beschriebenen TCA 

(Trichloressigsäure)- Präzipitationsmethode untersucht. Dabei konnte im gewonnen Zellpellet 

im γ-Counter eine Restaktivität von 430 cpm nachgewiesen werden, was auf eine Perchlorat-

abhängige Iod-Organifizierung von ca. 7 % des gesamten akkumulierten Iods in den Zellen 

hinweist (siehe Abb. 8). 
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Abb. 8: Iod-Organifizierung der stabil mit ACTHR/NIS-pGL3 transfizierten Y-1 Zellen (AN-1). Ca. 7 % 

des akkumulierten 
125

I wurden in AN-1 Zellen Perchlorat-abhängig organifiziert (*P < 0,01). 

 

3.2.3 Bestimmung des Iod-Efflux 

Während sich im in vitro Iod-Efflux Assay in den stabil mit dem ACTHR/NIS-pGL3 Vektor 

transfizierten AN-1 Zellen anfangs ein rascher Efflux von über 50 % des akkumulierten Iods 

innerhalb der ersten 2 min zeigte, waren nach 10 min noch ca. 25 % des Radionuklids in den 

Zellen verblieben und erst nach 40 min waren mehr als 90 % des ursprünglich 
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aufgenommenen Iods eliminiert (siehe Abb. 9). Dieser verzögerte Iod-Efflux ist 

möglicherweise Folge der partiellen Organifizierung des akkumulierten Iods (siehe 3.2.2). 

Im Gegensatz dazu zeigten mit Perchlorat geblockte AN-1 Zellen erwartungsgemäss keine 

Iod-Akkumulation. 
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Abb. 9: In stabil mit der NIS-cDNA transfizierten AN-1 Zellen verblieben nach 10 min noch ca. 25 % des 

ursprünglich akkumulierten Iods in den Zellen. Erst nach 40 min waren > 90 % des Iods aus den Zellen 

eliminiert. 

 

 

3.3 Bestätigung der NIS-Expression in Y-1 Zellen nach gewebespezifischem NIS-

Gentransfer 

3.3.1 Nachweis von NIS-mRNA durch Northern-Blot Analyse 

Zum Nachweis der NIS-mRNA in der stabil mit ACTHR/NIS-pGL3 transfizierten Zelllinie 

AN-1 wurde eine Northern-Blot Analyse durchgeführt. Hierfür wurde eine mit radioaktivem 

32
P gelabelte und für das humane NIS spezifische cDNA Sonde verwendet. In der AN-1 

Zelllinie zeigte sich eine einzelne Bande von ungefähr 4 kb, wohingegen in der mit dem 

Kontrollvektor stabil transfizierten A-1 Zelllinie sowie in nicht-transfizierten Y-1 Zellen 

keine NIS-mRNA Expression nachzuweisen war (siehe Abb. 10A). Zur Kontrolle der RNA-

Quantität und –Qualität erfolgte eine Re-Hybridisierung der Blots mit einer β-Actin–Sonde 

(siehe Abb. 10B). 
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3.3.2 Nachweis von NIS-Protein durch Western-Blot Analyse 

Unter Verwendung eines monoklonalen, gegen humanes NIS-Protein gerichteten Antikörpers 

der Maus wurde in einem Western-Blot die NIS-Protein-Expression in stabil mit 

ACTHR/NIS-pGL3 transfizierten (AN-1) sowie mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen 

(A-1) untersucht. Dabei liess sich in den aus den A-1 Zellen isolierten Membranproteinen 

kein NIS-Protein nachweisen, während in AN-1 Zellen das NIS-Protein als Haupt-Bande von 

ca. 90-100 kDa sowie 3 kleineren Banden von ca. 70 kDa (NIS-Protein mit niedrigerem 

Glykosilierungsgrad), von ca. 50 kDa (deglykosiliertes NIS-Protein, vgl. Spitzweg et al., 

1999a) und ca. 30 kDa (Abbaufragmente des NIS-Proteins, vgl. Castro et al., 1999a) 

nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 10C). 

 

 

 

Abb. 10: Northern-  und Western-Blot Analysen.  

A: Nachweis der NIS-mRNA Expression in stabil mit dem ACTHR/NIS-pGL3 Vektor transfizierten AN-1 

Zellen als NIS-spezifische Bande von 4 kb. In mit dem ACTHR-pGL3 Kontrollvektor transfizierten A-1 

Zellen sowie nicht-transfizierten Y-1 Zellen konnte keine NIS-mRNA nachgewiesen werden. 

B: Re-Hybridisierung der Blots mit einer β-Actin-Sonde. 

C: Western-Blot Analyse. Nachweis von NIS-Protein in stabil mit dem ACTHR/NIS-pGL3 Vektor 

transfizierten AN-1 Zellen als Bande von 90-100 kDa, in der Kontrollzelllinie A-1 kein Nachweis einer 

NIS-spezifischen Bande. 
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3.3.3 Nachweis von Membran-assoziiertem NIS-Protein mittels Immunzytochemie 

Die Immunfärbung der Zellen wurde unter Verwendung eines spezifischen, monoklonalen 

Antikörpers gegen das NIS-Protein ausgeführt. Hierbei zeigte sich in den stabil transfizierten 

AN-1 Zellen eine deutliche, vorzugsweise Membran-assoziierte, NIS-spezifische 

Immunreaktivität (siehe Abb. 11A). Im Gegensatz dazu war in den mit dem Kontrollvektor 

transfizierten A-1 Zellen keine NIS-spezifische Färbung nachweisbar (siehe Abb. 11B), wie 

auch in den Kontroll-Monolayern, die an Stelle der 1. und 2. Antikörper mit PBS-Puffer 

inkubiert worden waren (siehe Abb. 11C, D). 

 

 

 

Abb. 11: Immunzytochemie. Immunhistochemischer Nachweis von NIS-spezifischer Immunreaktivität in 

stabil mit NIS transfizierten AN-1 Zellen (A) im Gegensatz zu NIS-negativen Kontrollzellen (A-1) (B). 

Kontrollfärbungen ohne 1. bzw. 2. Antikörper (C,D). 

 

 

3.4 Nachweis der Zelltoxizität von 
131

I im in vitro-Clonogenic Assay 

Um den selektiv zytotoxischen Effekt des Radionuklids 
131

I in der stabil mit ACTHR/NIS-

pGL3 transfizierten Zelllinie AN-1 und der Kontroll-transfizierten A-1 Zelllinie zu 

vergleichen, wurde ein in vitro-Clonogenic Assay durchgeführt. Während hierbei etwa 90 % 

der AN-1 Zellen durch die Behandlung mit 
131

I getötet wurden, starben von der A-1 Zelllinie 

A B 

C D 
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nur etwa 20 % der Zellen (siehe Abb. 12) ab, womit ein hochsignifikanter selektiv 

zytotoxischer Effekt in Y-1 Zellen, die stabil mit NIS unter Steuerung des ACTH-Rezeptor 

Promoters transfiziert worden waren, gezeigt werden konnte. 
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Abb. 12: Nachweis eines selektiv zytotoxischen Effektes von 
131

I in stabil mit NIS transfizierten AN-1 

Zellen im Gegensatz zur Kontroll-Zelllinie A-1 (*P < 0,01). Während nur etwa 20 % der A-1 durch 
131

I-

Exposition getötet wurden, starben ca. 90 % der AN-1 Zellen. 

* 
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4 DISKUSSION 

4.1 NIS als neues diagnostisches und therapeutisches Gen zur Tumortherapie 

extratyhreoidaler Tumoren 

Die Grundlage für die Verwendung von NIS als neues therapeutisches Gen bildet dessen 

Klonierung und Charakterisierung vor 12 Jahren. Selektiver Gentransfer, beispielsweise unter 

der Steuerung eines gewebespezifischen Promoters, ermöglicht hierbei die gezielte 

Expression von funktionell aktivem NIS in entdifferenzierten thyreoidalen sowie 

extrathyreoidalen Tumoren, wodurch die Tumoren die Fähigkeit zur Iod-Akkumulation 

erwerben. Damit sind sie einer gezielten Radioiodtherapie, wie sie seit Jahrzehnten mit 

grossem Erfolg beim differenzierten Schilddrüsenkarzinom durchgeführt wird, zugänglich. 

Dieser neue, zytoreduktive Gentherapieansatz eröffnet daher aussichtsreiche Perspektiven in 

der molekularen Onkologie. 

Zusätzlich ist NIS im Gegensatz zu einer Vielzahl anderer potentieller therapeutischer Gene 

auch gleichzeitig als Reporter-Gen nutzbar und wird im Rahmen der 

Schilddrüsenszintigraphie sowie der Radioiod-Ganzkörperszintigraphie in der Diagnostik und 

Nachsorge des Schilddrüsenkarzinoms bereits seit Jahrzehnten in dieser Funktion eingesetzt. 

Beim NIS handelt es sich um ein körpereigenes, nicht-immunogenes Protein, das eine klar 

definierte Biodistribution im Körper aufweist, den selektiven Transport leicht verfügbarer 

Radionuklide, wie 
131

I, 
123

I, 
125

I, 
124

I, 
99m

Tc, 
188

Re oder
 211

At vermittelt, und dabei durch 

Akkumulation des Radionuklids eine Signal-Amplifikation erlaubt. Die Expression des NIS-

Proteins im Anschluss an einen NIS-Gentransfer kann somit problemlos durch nicht-invasive 

bildgebende Verfahren (wie z.B. 
99m

Tc-, 
123I

-Szintigraphie oder 
124I

-PET-CT) nachgewiesen 

werden, wodurch eine exakte Steuerung der Radioiodtherapie nach NIS-Gentherapie 

gewährleistet ist (Dingli et al., 2003b; Spitzweg C, 2003a). 

 

4.1.1 Untersuchung des NIS-Gentransfers in verschiedenen Tumormodellen 

4.1.1.1 Unselektiver NIS-Gentransfer 

In ersten Studien liess sich in einer maligne transformierten Ratten-Schilddrüsenzelllinie 

(FRTL-Tc) ohne Iod-Aufnahmefähigkeit nach Transfektion mit NIS-cDNA eine 

Akkumulation von 
125

I sowohl in vitro als auch in vivo nachweisen (Shimura et al., 1997). Ein 

ähnliches Ergebnis wurde auch in einer humanen Schilddrüsenkarzinom-Zelllinie erzielt, in 

welcher nach stabiler Transfektion mit dem NIS-Gen die verlorengegangene Fähigkeit des 
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Iodtransportes wiederhergestellt werden konnte (Smit et al., 2000). In einer anschliessenden 

in vivo Untersuchung an dieser NIS-transfizierten Schilddrüsenkarzinom-Zelllinie führten 

Schilddrüsenablation und iodarme Diät zu einer Verlängerung der biologischen Halbwertszeit 

des akkumulierten Iods, was nach Applikation von 2 mCi (74 MBq) 
131

I in einem verzögerten 

Xenotransplantat-Tumorwachstum in Nacktmäusen resultierte (Smit et al., 2002). 

1999 konnten Mandell et al. nach retroviraler Transfektion von Melanomzellen sowie 

Karzinomzellen des Ovars, des Kolons und der Leber mit Ratten-NIS-cDNA (rNIS) sowohl in 

vitro als auch in vivo eine Iod-Akkumulation nachweisen. Zusätzlich liess sich in vitro ein 

selektiver zytotoxischer Effekt von 
131

I in diesen Zelllinien beobachten (Mandell et al., 1999). 

Ähnliche Ergebnisse wurden nach adenoviralem rNIS-Gentransfer auch in Karzinomzellen 

der Zervix, der Mamma, der Lunge, des Kolons sowie der Prostata in vitro erzielt und 

konnten in vivo nach intratumoraler Injektion des viralen Vektors in Zervix- und 

Mammakarzinom-Xenotransplantattumore bestätigt werden (Boland et al., 2000). 

Darüberhinaus gelang es Petrich et al. (2003), in einer Reihe von Tumorzelllinien 

(Schilddrüsenkarzinom-, Kolonkarzinom-, Leberkarzinom-, Prostatakarzinom-, 

Nierenkarzinom-, Melanom-, Glioblastom- und Astrozytomzellen) durch Transfektion mit 

dem NIS-Gen eine funktionelle NIS-Expression zu induzieren. 

Funktionell aktiver NIS wurde ausserdem in vitro und in vivo im Anschluss an retro- oder 

adenoviralen NIS-Gentransfer in Gliomzellen exprimiert, was im Rattenmodell nach 

Applikation einer therapeutischen Aktivität von insgesamt 12 mCi (444 MBq) 
131

I eine 

Verlängerung der Überlebenszeit bewirkte (Cho et al., 2000 & 2002). 

Carlin et al. (2000) gelang es, in humanen Gliomzellen durch Transfektion mit der NIS-

cDNA eine Iod-Aufnahmefähigkeit und einen selektiven zytotoxischen Effekt von 
131

I zu 

induzieren. Interessanterweise kam es dabei in 3-dimensionalen Sphäroidkulturen zu einem 

Absterben von über 97 % der Zellen, wohingegen im zweidimensionalen Modell lediglich   

79 % der Gliomzellen durch 
131

I zugrunde gingen. Diese Beobachtung wird auf den im 3-

dimensionalen Modell ausgeprägteren „Bystander-Effekt“ zurückgeführt. Hiermit wird die 

Assoziation des NIS-Gentransfers mit dem „Crossfire-Effekt“ des -Strahlers 
131

I mit einer 

therapeutischen Reichweite von bis zu 2,5 mm bezeichnet, d.h. nicht nur NIS-exprimierende 

Zellen, sondern auch NIS-negative benachbarte Zellen werden durch die Reichweite der -

Strahlen zerstört. 

Die Transfektion einer humanen Mammakarzinom-Zelllinie mit der rNIS-cDNA resultierte in 

einer um das 40fache gesteigerten Iod-Aufnahme gegenüber nicht-transfizierten Zellen im in 

vitro-Experiment. Diese Beobachtung liess sich im Anschluss auch im Tiermodell bestätigen, 
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wo es in den etablierten Mammakarzinom-Xenotransplantaten zu einer Akkumulation von ca. 

16,7 % der applizierten Iod-Gesamtaktivität kam (Nakamato et al., 2000). 

Desweiteren konnten Haberkorn und Kollegen in Ratten-Hepatomzellen im Anschluss an 

einen retroviralen NIS-Gentransfer eine Akkumulation von 
125

I in vitro und in vivo 

beobachten (Haberkorn et al., 2001). Auch in Prostataadenokarzinomzellen von Ratten wurde 

im Anschluss an die retrovirale Transfektion mit NIS-cDNA die Fähigkeit zur Iod-Aufnahme 

in vitro und in vivo induziert (Haberkorn et al., 2003). Beiden Studien gemeinsam war 

allerdings ein rascher Efflux von 
125

I aus den transfizierten Zellen. 

In den Arbeitsgruppen von J.C. Morris und S.J. Russell wurde ein NIS-kodierendes 

onkolytisches Masernvirus entwickelt, wodurch nach Gabe von 
131

I das onkolytische Potential 

des Virus in Myelomzell-Xenotransplantat-Tumoren im Mausmodell gesteigert und nach 

Applikation einer therapeutischen Aktivität von 1 mCi (37 MBq) 
131

I eine komplette 

Tumorregression erreicht werden konnte (Dingli et al., 2003c). 

Faivre und Kollegen (2004) wiesen in Leberkarzinomzell-Xenotransplantaten nach Injektion 

eines NIS-kodierenden Adenovirus unter Steuerung des CMV-Promoters (intratumoral oder 

über die Pfortader) eine beeindruckende Hemmung des Tumorwachstums bis hin zur 

kompletten Regression kleinerer Tumorknoten nach Applikation einer therapeutischen Dosis 

von 
131

I nach. 

Weiterhin gelang es Mitrofanova et al. (2005), durch Behandlung mit 3 mCi 
131

I einen 

Wachstumsstop in Kolonkarzinom-Xenotransplantaten in Nacktmäusen zu induzieren, welche 

zuvor per replikations-defizientem Adenovirus in vivo mit rNIS-cDNA transduziert worden 

waren. Allerdings kam es im Anschluss an die Inhibition des Wachstums zu einem 

überschiessenden Rebound-Effekt, der am wahrscheinlichsten durch die überlebenden 

Tumorzellen verursacht wurde. 

Diese Ergebnisse demonstrieren insgesamt eindrücklich das Potential der NIS-Gentherapie als 

innovative und potentiell kurative Möglichkeit für die Behandlung von entdifferenzierten 

thyreoidalen sowie extrathyreoidalen Tumoren. 

 

4.1.1.2 Tumorselektiver NIS-Gentransfer 

Um eine selektive Expression des NIS-Gens im Zielgewebe zu erreichen, die Toxizität von 

131
I auf andere Organe so gering wie möglich zu halten und letztlich auch eine systemische 

Vektorapplikation zur Therapie metastasierender Tumoren zu ermöglichen, hat sich auch im 

Kontext der NIS-Gentherapie über die letzten Jahre die Methode des transkriptionellen 
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Targetings unter Verwendung gewebespezifischer bzw. tumorspezifischer Promotoren 

etabliert. 

Spitzweg et al. gelang es erstmalig in der humanen Prostataadenokarzinom-Zelllinie LNCaP 

unter Steuerung des PSA-Promoters eine gewebespezifische NIS-Expression mit daraus 

resultierender Iod-Akkumulation zu induzieren, welche nicht nur in vitro sondern auch in vivo 

einen therapeutischen Effekt von 
131

I erlaubte. Der PSA-Promoter ist in der Prostata für die 

gewebespezifische, androgenabhängige Expression von PSA (Prostata-spezifischem Antigen) 

verantwortlich. Dabei kam es in Nacktmäusen nach intraperitonealer Injektion von 111 MBq 

131
I zu einer Volumenreduktion von > 90 % in den stabil mit NIS-cDNA transfizierten 

LNCaP-Zell-Xenotransplantaten (Spitzweg et al., 1999a & 2000). In der daran 

anschliessenden Studie konnte auch durch in vivo-NIS-Gentransfer unter Verwendung eines 

replikations-defizienten Adenovirus eine Iod-Akkumulation in Prostatakarzinom-

Xenotransplantaten erreicht werden, die nach Applikation einer Aktivität von 111 MBq 
131

I zu 

einer durchschnittlichen Tumorreduktion von über 80 % führte (Spitzweg et al., 2001b). 

Um zur Minimierung der extratumoralen Zytotoxizität auch in vivo Prostata-spezifischen 

NIS-Gentransfer durchführen zu können und damit letztlich die systemische Adenovirus-

Applikation zur Therapie des metastasierenden Prostatakarzinoms zu ermöglichen, wurde im 

weiteren Verlauf ein Prostata-spezifischer Adenovirusvektor unter Verwendung eines 

Prostata-spezifischen Probasin-Promoter-Fragmentes entwickelt (Ad5-PB-NIS) und 

charakterisiert (Kakinuma et al., 2003). 

Ein gewebespezifischer therapeutischer Effekt von 
131

I in vitro konnte in derselben 

Arbeitsgruppe darüberhinaus beim Kolon-Karzinom nach NIS-Gentransfer unter Steuerung 

des CEA-Promoters, wie auch beim medullären Schilddrüsenkarzinom unter Verwendung des 

Calcitonin-Promoters nachgewiesen werden (Cengic et al., 2005; Scholz et al., 2005).  

Erst kürzlich gelang es Spitzweg et al. nun, in medullären Schilddrüsenkarzinom-

Xenotransplantaten durch in vivo NIS-Gentransfer unter Verwendung eines tumorspezifischen 

Adenovirus nach Applikation einer Aktivität von 111 MBq (3 mCi) 
131

I eine signifikante 

Reduktion des Tumorvolumens zu induzieren (Spitzweg et al., 2007b). 

 

In einer 2003 veröffentlichten Arbeit ist es Schipper et al. gelungen, in neuroendokrinen 

Tumorzellen des Pankreas unter Steuerung des Chromogranin A-Promoters eine 

tumorspezifische NIS-Expression zu induzieren, die in vitro einen therapeutischen Effekt von 

131
I erlaubte (Schipper et al., 2003). Weiterhin konnte von Dingli und Kollegen in 

Myelomzellen durch einen lentiviralen NIS-Gentransfer unter Steuerung von Immunglobulin-
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Promoter und –Enhancer Elementen eine gewebespezifische Iod-Akkumulation induziert 

werden, die in vivo nach Applikation von 37 MBq 
131

I zur kompletten Eradikation von 

Xenotransplantat-Tumoren führte (Dingli et al., 2003a). 

Unter Verwendung des Promoters für MUC1, ein Glykoprotein, das in einer Reihe von 

Tumoren wie Mamma-, Pankreas-, Prostata- und Ovarialkarzinomen überexprimiert wird, ist 

es Dwyer und Kollegen mittels adenoviralem in vivo-Gentransfer gelungen, NIS gezielt in 

Mammakarzinom-, Ovarialkarzinom-, sowie Pankreaskarzinom-Xenotransplantat-Tumoren 

im Nacktmausmodell zu exprimieren, wodurch eine Tumorvolumenreduktion von bis zu 83 % 

nach Applikation von 3 mCi (111 MBq) 
131

I erreicht werden konnte (Dwyer et al., 2005a & 

2006a,b). 

 

Erst kürzlich konnte in der eigenen Arbeitsgruppe unter Steuerung des tumorspezifischen -

Fetoprotein (AFP)-Promoters in humanen und murinen Leberkarzinomzellen eine NIS-

Expression induziert werden, wodurch eine tumorspezifische Iod-Akkumulation in vitro 

erreicht werden konnte, die für einen zytotoxischen Effekt von 
131

I von bis zu 93 % in einem 

in vitro-Clonogenic Assay ausreichte. In vivo konnte im Xenotransplantat-Mausmodell nach 

Applikation von 55,5 MBq 
131

I eine signifikante Wachstumsinhibiton der Leberkarzinom-

Xenotransplantate beobachtet werden (Willhauck et al., 2008a). Durch die Kombination des 

transkriptionellen Targetings und der regionalen Applikationsmöglichkeit viraler Vektoren 

über die Leberarterie bestehen im Leberkarzinommodell optimale Bedingungen für die 

Induktion einer tumorselektiven NIS-vermittelten Radioiod-Akkumulation. Chen und 

Kollegen verfolgten in diesem Zusammenhang einen Leber-, aber nicht tumor-spezifischen 

NIS-Gentherapieansatz unter Verwendung des Albumin-Promoters und erreichten damit 

einen Wachstumsstillstand von Leberkarzinom-Xenotransplantat-Tumoren in der Ratte nach 

Applikation von 4 mCi (148 MBq) 
131

I (Chen et al., 2006). Allerdings ist bei diesem Ansatz 

unter Verwendung des Albumin-Promoters eine Beeinträchtigung des Therapieeffektes durch 

eine beträchtliche Toxizität auch im normalen Lebergewebe zu befürchten. 

 

4.1.2 NIS-Gentransfer beim NNR-Karzinom 

Angesichts seiner infausten Prognose und der begrenzten Behandlungsmöglichkeiten diente in 

der vorliegenden Arbeit das NNR-Karzinom als weiteres interessantes Tumormodell zur 

Entwicklung eines gewebespezifischen NIS-Gentherapieansatzes. 

Bei dem in der vorliegenden Studie verwendeten gewebespezifischen Promoter handelt es 

sich um den Promoter für das ACTH-Rezeptor-Gen, der 1996/97 von Naville et al. 
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charakterisiert wurde. Der ACTH-Rezeptor ist hochspezifisch für die Nebennierenrinde, 

wenngleich eine ACTH-R-Expression auf niedrigem Niveau auch in einer Subpopulation von 

Lymphozyten, im Fettgewebe und in der Haut nachgewiesen werden konnte (Boston & Cone, 

1996; Clarke & Bost, 1989; Slominski et al., 1996). Durch die Bindung des Hormons ACTH 

(Adrenocorticotropin) an seinen Rezeptor wird in der Nebennierenrinde die Produktion der 

lebensnotwendigen Mineralo- und Glukokortikoide induziert (Saez et al., 1981). 

In der vorliegenden Arbeit konnte in der murinen NNR-Karzinom-Zelllinie Y-1 unter 

Steuerung des ACTH-Rezeptor Promoters eine tumor-spezifische, NIS-vermittelte 

Akkumulation von 
125

I induziert werden. Zu diesem Zweck wurde ein Expressionsplasmid 

entwickelt, in dem die NIS-cDNA an das 997-bp-ACTH-Rezeptor Promoter-Fragment 

gekoppelt worden war (ACTHR/NIS-pGL3). Im Anschluss daran wurde die Y-1 Zelllinie mit 

ACTHR/NIS-pGL3 stabil transfiziert, woraufhin eine um das 18fache gesteigerte, tumor-

spezifische Akkumulation von 
125

I mittels Iod-Uptake Assay nachzuweisen war. Die Tumor-

Spezifität der ACTHR-Promoter-vermittelten NIS-Expression in Y-1 Zellen wurde durch 

Transfektion von Kontroll-Zelllinien (Mamma- und medulläre Schilddrüsenkarzinomzellen) 

bestätigt, welche keine Iod-Aufnahmeaktivität zeigten. 

Die NIS-Expression wurde auf RNA-Ebene mittels Northern-Blot Analyse sowie auf 

Proteinebene mittels Western-Blot Analyse bestätigt. Darüberhinaus konnte 

immunzytologisch eine signifikante, vorzugsweise Membran-assoziierte, NIS-spezifische 

Immunreaktion nachgewiesen werden. 

Die tumorspezifische, ACTH-Rezeptor Promoter-vermittelte NIS-Expression in NNR-

Karzinomzellen erlaubte schliesslich einen signifikanten therapeutischen Effekt von 
131

I in 

vitro mit einer selektiven Absterberate von 90 % der NIS-exprimierenden Tumorzellen. 

 

 

4.2 Optimierung der therapeutischen Effizienz der NIS-Gentherapie 

4.2.1 Iod-Organifizierung und -Efflux: ihr potentieller Einfluss auf den Therapieerfolg 

Die durch das Enzym Thyreoperoxidase (TPO) katalysierte Iod-Organifizierung ermöglicht - 

durch Bindung des in den Zellen akkumulierten Iods an zelleigene Proteine - im Rahmen der 

Radioiodtherapie bei benignen und malignen Erkrankungen der Schilddrüse eine 

Verlängerung der Radioiod-Verweildauer und damit eine Erhöhung der Bestrahlungsdosis. 

Kritiker des NIS-Gentherapie-Ansatzes in extrathyreoidalen Tumoren wenden ein, dass mit 

der fehlenden Möglichkeit zur Iod-Organifizierung in NIS-transfizierten Tumoren aufgrund 



 56 

des raschen Iod-Effluxes und der dadurch verminderten Retentionszeit eine 

Grundvoraussetzung für den Therapieerfolg von 
131

I fehle. 

Allerdings konnte bereits vor Jahrzehnten auch in Schilddrüsenkarzinomen ein Verlust der 

Fähigkeit zur Organifizierung nachgewiesen werden (Lemarchand-Beraud et al., 1969; 

Valenta L, 1966). Dies wird zum einen auf den Verlust der Follikelstruktur im Tumorgewebe, 

zum anderen auch auf eine verminderte Expression von Thyreoglobulin zurückgeführt 

(Tazebay et al., 2000). 

Die Befürchtung, dass aufgrund einer fehlenden Iod-Organifizierung kein ausreichender 

therapeutischer Effekt von 
131

I erwartet werden kann, konnte durch die bereits erwähnten 

Ergebnisse von Spitzweg et al. an nicht-organifizierenden Prostatakarzinomzellen entkräftet 

werden, in welchen sich trotz fehlender Organifizierung ein signifikanter therapeutischer 

Effekt von 
131

I in vitro und in vivo nachweisen liess (Spitzweg et al., 1999a & 2000). Auch 

wenn durch die Organifizierung des aufgenommenen Iods die therapeutische Effizienz einer 

Radioiodtherapie zweifelsohne gesteigert werden kann, scheint eine fehlende Iod-

Organifizierung bei ausreichend hoher Radioiod-Aufnahmekapazität für einen 

therapeutischen Effekt nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. 

Die in einem Tumor nach NIS-Transduktion zu erzielende absorbierte Bestrahlungsdosis 

hängt von einer Reihe von Faktoren ab, insbesondere der Iod-Aufnahmekapazität, der Iod-

Effluxrate, der Möglichkeit der Iod-Organifizierung, der Rate des radioaktiven Zerfalls sowie 

der Möglichkeit der Radioiod-Rezirkulation. Im Gegensatz zur in vitro-Situation wird die 

Radioiod-Verweildauer in vivo im dreidimensionalen Tumor bestimmt durch ein dynamisches 

Gleichgewicht zwischen Iod-Aufnahme, Iod-Efflux und Iod-Rezirkulation zwischen Blutbahn 

und Tumor sowie zwischen den Tumorzellen, die gleichzeitig Iod abgeben und 

wiederaufnehmen können. Dies erklärt die im Vergleich zu in vitro deutlich verlängerte 

Radioiod-Verweildauer in vivo in verschiedenen Tumormodellen und den dadurch erzielten 

therapeutischen Effekt von 
131

I, der in einigen der oben aufgeführten Untersuchungen 

eindrucksvoll auch ohne Iod-Organifizierung gezeigt werden konnte (Spitzweg C, 2007a). 

 

Um dennoch auch in extrathyreoidalen Tumoren eine Organifizierung zu induzieren, 

transduzierten Boland und Kollegen humane Zervixkarzinomzellen mittels Adenoviren 

zeitgleich sowohl mit dem TPO- als auch mit dem NIS-Gen. Trotz Nachweis von funktionell 

aktiver TPO-Expression und Iod-Organifizierung gelang es in der Studie aber nicht, die 

Verweildauer von 
131

I in den Zellen signifikant zu erhöhen (Boland et al., 2002). 
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In einer Lungenkarzinom-Zelllinie konnte hingegen nach Ko-Transduktion mit den Genen für 

NIS und TPO ein deutlich verminderter Efflux des Radioiods aus den Zellen nachgewiesen 

werden (Huang et al., 2001), was in vivo nach Applikation von kaltem Kaliumiodid durch 

Apoptose-Induktion zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums im 

Xenotransplantat-Modell führte (Zhang et al., 2003). 

 

In einer 2005 veröffentlichten Arbeit konnte erstmalig in einer mit dem NIS-Gen stabil 

transfizierten medullären Schilddrüsenkarzinom-Zelllinie eine Organifizierung von bis zu 4 % 

des applizierten 
125

I nachgewiesen werden, welche in den Zellen zu einem verzögerten Efflux 

des Radioiodids führte (Cengic et al., 2005). 

Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen einer Reihe weiterer Studien, die 

zeigten, dass nicht nur die Schilddrüse, sondern auch eine Vielzahl anderer Gewebe in der 

Lage sind Iod zu organifizieren (Eskin BA, 1970; Evans et al., 1966; Turk et al., 1983). Vor 

allem in der laktierenden Mamma konnte in diesem Zusammenhang eine Peroxidase-

katalysierte Organifizierung von bis zu 20 % des aufgenommenen Iods nachgewiesen werden 

(Shah et al., 1986; Strum et al., 1978). 

 

Auch in der vorliegenden Studie konnte eine Iod-Organifizierung von ca. 7 % in der stabil mit 

NIS transfizierten Zelllinie Y-1 gezeigt werden, welche zu einem deutlich verlangsamten 

Efflux von 
125

I führte. 

 

Eine andere Möglichkeit, die Effizienz der NIS-Gentherapie in nicht-organifizierenden 

Tumorzellen zu erhöhen, wäre die Hemmung des Iod-Effluxes. Kürzlich wurde in einer 

anaplastischen Schilddrüsenkarzinom-Zelllinie beobachtet, dass die Behandlung mit 

Substanzen wie 17-AAG (17-(allylamino)-17-demethoxygeldanamycin) und DIDS (4,4’-

diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic-acid) den Iod-Efflux signifikant hemmen und daher 

möglicherweise den Therapieeffekt nach NIS-Gentransfer optimieren kann (Elisei et al., 

2006). 

 

4.2.2 Stimulation des Iod-Uptakes 

Eine weitere Option zur Steigerung der Iod-Akkumulation im Anschluss an einen 

erfolgreichen, tumorspezifischen NIS-Gentransfer stellt die Stimulation der Promoter-

gesteuerten NIS-Expression dar. 
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Spitzweg et al. (2003b) konnten in diesem Zusammenhang in einer Prostatakarzinom-

Zelllinie nach PSA-Promoter-gesteuertem NIS-Gentransfer zeigen, dass eine Behandlung mit 

all-trans Retinsäure (atRA) die NIS-Expression und zytotoxische Wirkung von 
131

I 

signifikant erhöht. Hierbei zeigte sich nach Stimulation mit atRA ein 2-3facher Anstieg der 

NIS-mRNA- und –Protein-Expression, was zu einer 1,45fach erhöhten Iod-Akkumulation 

führte. Im Clonogenic Assay konnte dadurch die selektiv zytotoxische Wirkung von 
131

I von 

50 % auf 90 % gesteigert werden. Ein ähnlicher Effekt wurde für das synthetische 

Glukokortikoid Dexamethason (Dex) nachgewiesen, das zusätzlich einen eigenen 

antiproliferativen Effekt in Prostatakarzinomzellen aufwies (Scholz et al., 2004). 

 

In Anlehnung an diese Ergebnisse ergeben sich auch im Rahmen des ACTH-Rezeptor 

Promoter-gesteuerten NIS-Gentransfers beim Nebennierenrindenkarzinom interessante 

Ansatzpunkte für weiterführende Untersuchungen zur Verbesserung der Iod-

Aufnahmefähigkeit. 

Eine vielversprechende Substanz könnte in diesen Zusammenhang das Hormon Corticotropin 

(ACTH) darstellen, welches physiologischerweise die Produktion der Mineralo- und 

Glukokortikoide in der NNR induziert (Naville et al., 1996). So konnte bereits mehrfach 

gezeigt werden, dass ACTH in NNR-Zellen die Expression seines eigenen Rezeptors erhöht 

(Lebrethon et al., 1995; Penhoat et al., 1989 & 1995; Picard-Hagen et al., 1997). 

Beispielsweise konnten Mountjoy et al. (1994) in diesem Zusammenhang in der hier 

verwendeten NNR-Karzinom-Zelllinie Y-1 eine 6fache Steigerung der ACTH-Rezeptor 

mRNA-Expression nach Stimulation mit ACTH nachweisen. Da in unserer Studie NIS unter 

Steuerung des ACTH-Rezeptor Promoters exprimiert wird, könnte daher durch ACTH über 

eine Stimulation der Promoteraktivität eine gesteigerte Transkription von NIS erreicht 

werden, was in weiteren Studien untersucht werden soll. 

 

4.2.3 Verwendung alternativer Radionuklide 

Einen weiteren vielversprechenden Ansatz zur Steigerung der therapeutischen Effizienz nach 

NIS-Gentransfer stellt die Verwendung alternativer Radionuklide, wie 
188

Re oder 
211

At an 

Stelle des 
131

I dar, da auch diese aktiv über NIS in die Zellen transportiert werden (Carlin et 

al., 2002; Chung JK, 2002; Dadachova & Carrasco 2004). 

 

Bei 
188

Re handelt es sich – wie auch bei 
131

I - um einen β-Strahler. Allerdings besitzt 
188

Re im 

Vergleich zu 
131

I (Halbwertszeit 8 d, E = 0,134 MeV, therapeutische Reichweite etwa 2,6-5 
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mm) eine kürzere Halbwertszeit (16,7 h) und deutlich höhere Energie (E = 0,764 MeV), 

wodurch eine entsprechend grössere maximale therapeutische Reichweite von 23-32 mm 

erreicht werden kann. Die hieraus resultierende höhere Dosis und der höhere Crossfire-Effekt 

von 
188

Re lassen eine Steigerung der therapeutischen Effizienz nach in vivo NIS-Gentransfer 

erwarten, womit sich das Radionuklid besonders zur Therapie grösserer solider Tumoren 

eignen würde. So liess sich bereits in Mammakarzinom-Xenotransplantaten mit endogener, 

funktionell aktiver NIS-Expression in vivo nach Applikation von 
188

Re eine im Vergleich zu 

131
I um das 4,5fache erhöhte absorbierte Dosis nachweisen (Dadachova et al., 2002). Die 

gleiche Arbeitsgruppe zeigte außerdem eine signifikante Aufnahme von 
188

Re und 
131

I in 

Mammakarzinom-Tumoren in einem transgenen Mausmodell mit endogener NIS-Expression, 

wobei eine Verlangsamung des Tumorwachstums nach Applikation einer therapeutischen 

Aktivität beider Radionuklide erzielt werden konnte mit einem signifikant höheren 

therapeutischen Effekt in den mit 
188

Re behandelten Tumoren (Dadachova et al., 2005). 

Willhauck und Kollegen in der eigenen Arbeitsgruppe konnten in einer erst kürzlich 

veröffentlichten Arbeit in gewebespezifisch mit NIS transfizierten Prostatakarzinom-

Xenotransplantaten in vivo eine im direkten Vergleich zu 
131

I um das 4,7fache erhöhte 

absorbierte Dosis von 
188

Re nachweisen. Weiterhin zeigte sich im Mausmodell nach 

Applikation von 55,5 MBq 
188

Re in grösseren Tumoren eine signifikant erhöhte 

Volumenreduktion der Tumoren von 85 % im Gegensatz zu 73 % nach Applikation derselben 

Aktivität von 
131

I. Kleinere Xenotransplantat-Tumoren zeigten hingegen sowohl nach 

Applikation von 
131

I als auch 
188

Re eine durchschnittliche Volumenreduktion von 86 %. Aus 

diesen Ergebnissen lässt sich eine verbesserte therapeutische Effizienz von 
188

Re aufgrund 

seines erhöhten Crossfire-Effekts bei der Behandlung grösserer solider Tumoren ableiten 

(Willhauck et al., 2007b). 

 

211
At – ein α-Strahler mit einem hohen linearen Energietransfer (E = 97 keV/μm) und einer 

Halbwertszeit von nur 7,2 h – wird ebenfalls über NIS in die Zelle transportiert und dort 

akkumuliert (Carlin et al., 2002; Petrich et al., 2002). In Gliomzellen wurde nach NIS-

Transduktion in vitro ein im Vergleich zu 
131

I gesteigerter zytotoxischer Effekt nach 

Applikation von 
211

At nachgewiesen (Carlin et al., 2003). Petrich und Kollegen zeigten in 

einer NIS-transfizierten Schilddrüsenkarzinom-Zelllinie eine um das etwa 14fach gesteigerte 

Tumor-absorbierte Dosis nach Applikation von 
211

At im Vergleich zu 
131

I, was im 

Xenotransplantat-Modell der Nacktmaus nach repetitiver Applikation von 
211

At (applizierte 
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Gesamtaktivität 2,5 MBq) eine komplette Eradikation aller Tumoren mit einer signifikanten 

Verlängerung der Überlebenszeit bewirkte (Petrich et al., 2002 & 2006). 

Auch in Prostatakarzinomzell-Xenotransplantaten zeigte sich im Anschluss an einen 

gewebespezifischen NIS-Gentransfer in vivo nach intraperitonealer Applikation von 1 MBq 

211
At eine signifikante Reduktion des Tumorvolumens um bis zu 82 %, in einem Drittel der 

kleineren Tumoren trat sogar eine komplette Tumorregression auf. Zuvor hatte bereits in vitro 

ein therapeutischer Effekt mit einem Absterben von 99 % der NIS-transfizierten LNCaP-

Zellen nach Inkubation mit 0,1 MBq 
211

At beobachtet werden können (Willhauck et al., 

2008b). Aus diesen Ergebnissen lässt sich ein eindrucksvolles Potential von 
211

At als 

Alternative zu 
131

I insbesondere bei der Behandlung kleinerer Tumoren oder Mikrometastasen 

mit verkürzter Retentionszeit der Radionuklide ableiten (Dingli et al., 2003b; Willhauck et 

al., 2008b). 

 

 

4.3 Ausblicke der NIS-Gentherapie 

Nach dem „Proof of Principle“ der NIS-basierten Gentherapie an verschiedenen in vivo-

Tumormodellen sind bis zur klinischen Anwendung, insbesondere bei metastasierten 

Tumoren, noch einige Hürden zu überwinden. 

In diesem Zusammenhang liegt im Moment das besondere Augenmerk auf der Entwicklung 

sicherer Vektorsysteme für den systemischen in vivo NIS-Gentransfer. An den idealen Vektor 

werden eine Reihe von Ansprüchen gestellt: er sollte leicht und in grosser Menge herzustellen 

sein, nach Applikation keine Immunantwort hervorrufen, nicht toxisch sein und bei Einbau 

der Transfer-DNA ins Genom des Wirtes keine Mutationen (sog. insertionelle Mutagenese) 

verursachen (Verma & Weitzmann, 2005). Weiterhin wird eine hohe Transduktionseffizienz 

und gute Gewebepenetranz erwartet. Im Augenblick unterscheidet man bei den in Frage 

kommenden Vektorsystemen zwischen viralen und nicht-viralen Vektoren, wobei 

replikations-kompetente Adenoviren sowie polykationische Polyplexe vielversprechende 

Kandidaten darstellen. 

 

Replikations-kompetente Adenoviren zeichnen sich aufgrund ihrer Doppelstrang-DNA durch 

eine hohe Transportkapazität an therapeutischem Material sowie eine relativ einfache 

Herstellung – auch in hohen Titern – aus. Desweiteren können sie Zellen unabhängig vom 

Zellzyklus hocheffizient transduzieren. Eine tumor-selektive Replikation der Viren kann 
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durch die Koppelung tumor- oder gewebespezifischer Promotoren an die zur Replikation 

notwendigen Gene erreicht werden. Zusätzlich weisen replikations-kompetente Adenoviren 

aufgrund ihrer aktiven viralen Replikation einen eigenen onkolytischen Effekt auf, welcher 

zusätzlich zur Transduktion von NIS mit der Möglichkeit der therapeutischen Applikation von 

131
I einen zytotoxischen Effekt verursacht. 

 

Zu den im Moment meistverwendeten nicht-viralen Vektorsystemen zählen die sogenannten 

polykationischen Polyplexe. Ihre Vorteile bestehen in der einfachen Herstellung und einer 

niedrigen Immunogenität. Vielversprechende Ergebnisse konnten hiermit bereits in der 

Arbeitsgruppe von Ogris und Kollegen am Institut für Pharmakologie der LMU München 

erzielt werden: Es wurden Polyethylenimine (PEI) als polykationische DNA-Carrier 

entwickelt und charakterisiert, die in vivo nach systemischer Applikation eine signifikante 

Transgen-Expression (in diesem Falle von TNFα) in subkutanen Neuroblastom- und 

Melanom-Xenotransplantattumoren erzielen und damit eine Wachstumshemmung der 

Tumoren bewirken konnten (Kursa et al., 2003; Ogris et al., 2003). 

 

In Vorbereitung auf die weltweit erste klinische Studie am Menschen zur Radioiodtherapie 

beim Prostatakarzinom nach lokalem NIS-Gentransfer wurde in der Arbeitsgruppe von J.C. 

Morris an der Mayo Clinic neben ausführlichen Toxizitätsstudien an Ratten adenoviraler NIS-

Gentransfer (Ad5-CMV-NIS) auch beim Hund untersucht. Dabei konnten die im Mausmodell 

erbrachten Ergebnisse bestätigt werden ohne Hinweise auf eine signifikante Toxizität 

außerhalb der Prostata nach Applikation einer Aktivität von 116 mCi (4292 MBq)/m
2
 

131
I. 

Dosimetrische Berechnungen mittels SPECT/CT-Fusions-Imaging ergaben eine 

durchschnittliche absorbierte Dosis in der Prostata von etwa 23 ± 42 cGy/mCi 
131

I, womit ein 

therapeutischer Effekt erwartet werden kann (Dwyer et al., 2005b). 

Auf dem Boden der vielversprechenden Vorarbeiten am Modell des Prostatakarzinoms in 

unserer Arbeitsgruppe in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von J.C. Morris wurde nun an 

der Mayo Clinic die erste klinische Phase I-Studie zur Radioiodtherapie beim 

Prostatakarzinom nach lokalem NIS-Gentransfer genehmigt, und wird in Kürze mit der 

Rekrutierung der Patienten beginnen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Das Karzinom der Nebennierenrinde hat aufgrund seines schlechten Ansprechens auf 

konventionelle Chemo- oder Strahlentherapie eine infauste Prognose. Aus diesem Grund ist 

die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien von entscheidender Bedeutung. In diesem 

Zusammenhang wurde in der vorliegenden Studie die Möglichkeit einer Radioiodtherapie des 

Nebennierenrindenkarzinoms im Anschluss an einen gewebespezifischen Natrium/Iodid-

Symporter-Gentransfer unter Steuerung des ACTH-Rezeptor Promoters untersucht. 

Adrenokortikale Karzinomzellen (Y-1) wurden stabil mit einem Expressionsvektor 

transfiziert, in welchem die Natrium/Iodid-Symporter-cDNA an ein ACTH-Rezeptor 

Promoter-Fragment gekoppelt worden war. Dieser Promoter ist für die gewebespezifische 

Expression des ACTH-Rezeptors in der Nebenniere verantwortlich. 

Stabil transfizierte Y-1 Zellen konzentrierten Iodid ca. 18fach in vitro, wobei ca. 7 % des 

akkumulierten Iods organifiziert wurden, was zu einer Hemmung des Iod-Effluxes führte. Die 

Tumorspezifität wurde durch die Transfektion von Kontroll-Tumorzelllinien 

(Mammakarzinom- und medullären Schilddrüsenkarzinomzellen) bestätigt, welche keine Iod-

Akkumulation zeigten. Die Natrium/Iodid-Symporter-Expression wurde auf RNA-Ebene 

mittels Northern-Blot Analyse sowie auf Proteinebene mittels Western-Blot Analyse bestätigt. 

Darüberhinaus konnte immunzytologisch eine signifikante, vorzugsweise Membran-

assoziierte, Natrium/Iodid-Symporter-spezifische Immunreaktion nachgewiesen werden. Die 

tumorspezifische, ACTH-Rezeptor Promoter-vermittelte Natrium/Iodid-Symporter-

Expression in NNR-Karzinomzellen erlaubte schliesslich einen signifikanten therapeutischen 

Effekt von 
131

I mit einer selektiven Absterberate von 90 % der Natrium/Iodid-Symporter-

exprimierenden Tumorzellen. 

Zusammenfassend konnte in Nebennierenrindenkarzinomzellen im Anschluss an einen 

gewebespezifischen Natrium/Iodid-Symporter-Gentransfer unter Steuerung des ACTH-

Rezeptor Promoters ein therapeutischer Effekt von 
131

I in vitro nachgewiesen werden. Damit 

eröffnet diese Studie in Anlehnung an die seit über 60 Jahren mit grossem Erfolg eingesetzte 

Radioiodtherapie beim Schilddrüsenkarzinom vielversprechende Perspektiven hinsichtlich 

einer gezielten, Natrium/Iodid-Symporter-vermittelten Radionuklidtherapie beim 

Nebennierenrindenkarzinom. 
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7 ABKÜRZUNGEN 

ACTH      Adrenocorticotropes Hormon 

ATP      Adenosin-5`-Triphosphat 

bp      Basenpaar(e) 

Bq      Bequerel 

BSA      bovine serum albumin 

bzw.      beziehungsweise 

°C      Grad Celsius 

ca.      circa 

cAMP      zyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA      complementary DNA 

Ci      Curie 

CMV      Cytomegalievirus 

cpm      counts per minute 

CT      Computertomographie 

CTP      Cytidin-5`-Triphosphat 

Da      Dalton 

DEPC      Diethylpyrocarbonat 

DNA      Desoxyribonukleinsäure 

EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 

g      Gramm 

g      Beschleunigungskonstante 

GTP      Guanosin-5`-triphosphat 

h      Stunde 

IFN-γ      Interferon-gamma 

IGF-II      Insulin-like growth factor II 

IL      Interleukin 

kb      Kilobase(n) 

kg      Kilogramm 

l      Liter 

M      Mol/Liter 

min      Minute(n) 

ml      Milliliter 
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mm      Millimeter 

mRNA      messenger Ribonukleinsäure 

N      molare Masse 

ng      Nanogramm 

nm      Nanometer 

OD      optische Dichte 

PBS      phosphate buffered saline 

PCR      polymerase chain reaction 

PET      Positronen-Emissions-Tomographie 

RNA      Ribonukleinsäure 

RT      Raumtemperatur 

SDS      sodium dodecyl sulfate 

SPECT  Single-Photonen-Emissions-

Computertomographie 

SSC      standard sodium citrate 

TNF-α      Tumornekrosefaktor-Alpha 

TGF-β      transforming growth factor-β 

TTP      Thymidin-5`-Triphosphat 

U      Umdrehung/Minute 

u.a.      unter anderem 

UV      ultraviolett 

μg      Mikrogramm 

μl      Mikroliter 
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