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. EINLEITUNG

Obwohl nur 1 % aller humanen Tumoren die Schilddriise betreffen und meist von benigner
Natur sind, stellen Schilddriisenkarzinome dennoch weltweit den grofiten und weiterhin
zunehmenden Anteil maligner endokriner Tumoren dar (ca. 122 000 Falle/Jahr). Die
besonders bei Kindern signifikant erhohte Schilddriisentumorinzidenz im Zuge des
Reaktorungliickes von Tschernobyl 1986 ist in erster Linie auf die Freisetzung groRer

|131 und |132

Mengen der Radiojodisotope zurtickzufuhren, welche nach Anreicherung in der
Schilddriise ihre genotoxische Wirkung tiber Aussendung von Beta- und Gammastrahlung bei
ihrem radioaktiven Zerfall entfalten.

Im Zuge zahlreicher molekulargenetischer Studien mit reseziertem Gewebe, unter anderem
mit strahlen- (Tschernobyl-) assoziierten Verdnderungen, konnten mehrere Kandidatengene
fir die Schilddriisenkarzinogenese beim Menschen ermittelt werden. Von ubergeordneter
Bedeutung ist hierbei die aktivierende Rearrangierung des sog. ret/PTC-Onkogens.
Epidemiologische und molekulare Daten belegen jedoch die Beteiligung einer Vielzahl
weiterer Gene und derer Signalkaskaden an genetischer Suszeptibilitdt, Tumor-Initiation,
Transformation und Progression, wobei besonders die kombinatorische Wirkung mehrerer
Gene weiterfiihrenden Untersuchungen schwer zugénglich ist.

Die Etablierung von Mausmodellen fiir humane Schilddrisenkarzinogenese erméglicht die
detaillierte  Untersuchung  zugrunde liegender molekularer und  biochemischer
Stoffwechselwege, da hierbei das Ausmald beeinflussender &uRerer und innerer Faktoren und
die genetische Heterogenitat der Untersuchungsgruppe minimiert werden. Fir die vorliegende
Studie erfolgte eine gezielte Induktion von Schilddriisentumoren bei den un- / neugeborenen
Mausen mittels Radionuklid 1***-Injektion in die Muttertiere.

Ziel der Arbeit war eine umfassende histomorphologische und molekulargenetische Analyse
dieses Mausmodells fur strahleninduzierte Schilddrisenkarzinogenese. Die Etablierung einer
reproduzierbaren histologischen Klassifizierung der murinen Schilddriisentumoren diente als
Grundlage fur weiterfuhrende Untersuchungen und wurde im Sinne der Vergleichbarkeit in
Anlehnung an die humanpathologischen Kriterien durchgefihrt. Im Rahmen der genetischen
Untersuchungen des Tumorgewebes fanden die komparative genomische Hybridisierung
(Array-CGH) zur genomweiten Detektion chromosomaler Imbalancen und die LOH- (loss of
heterozygosity-) Studie zum Auffinden von Mikrosatelliten-Imbalancen Anwendung.
Ergdnzend wurden Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

durchgefihrt.



1l.SCHRIFTTUM

1. SCHRIFTTUM

1. Die Schilddriise (Glandula thyreoidea)

1.1.  Anatomie und Histologie der Schilddrise bei der Maus

Die Schilddruse besteht aus zwei seitlich der Trachea liegenden Seitenlappen (Lobi), welche
uber eine diinne Parenchymbriicke (Isthmus) ventral der Trachea miteinander verbunden sind.
Sie ist umgeben von einer dunnen fibrosen Kapsel, die zudem die Parathormon- (PTH-)
produzierenden Nebenschilddriisen (Epithelkérperchen, Glandulae parathyreoideae) umfasst,
welche der Schilddrise beidseits meist dorsolateral anliegen (Boorman und Hardisty, 1999).
Die Schilddriise enthalt zwei verschiedene Typen endokriner Zellpopulationen: Die in
Follikeln angeordneten Thyreozyten und die parafollikularen C-Zellen. Erstgenannte kleiden
als einschichtiges Epithel die unterschiedlich grofRen, sphérischen Schilddrisenfollikel aus, in
deren Lumen sich die als eosinophiles Kolloid (Gérard et al., 2004) gespeicherten
Schilddriisenhormonprakursoren befinden. Die Follikelgrolie, die Hohe des flachen bis
hochprismatischen Follikelepithels sowie die Menge und Férbequalitdit des Kolloids
reflektieren die sekretorische Aktivitdt der Schilddriise. Insgesamt zeigt sich die
morphologische Variabilitat in Abhangigkeit von Fltterung, Umgebung, Geschlecht, Alter,
endokrinem Status und anderen Faktoren (Boorman und Hardisty, 1999).

Die Follikelepithelzellen besitzen basale runde Zellkerne, leicht basophiles Zytoplasma, und

an ihrer lumenseitigen Oberflache kurze Mikrovilli.

1.2 Embryologie der Schilddrise bei der Maus

Die Schilddriise ist das erste endokrine Organ, das sich beim Mause-Embryo entwickelt
(Theiler et al., 1972). Wahrend des achten Gestationstages formiert sie sich als eine mediale
epitheliale Masse ventral des primitiven Pharynx zwischen der ersten und zweiten
Schlundtasche. Infolge der Involution des die Schilddriise mit der Schlundtasche
verbindenden ,,ductus thyreoglossus®“ kommt es zur Abldsung der Schilddrise vom
pharyngealen Endoderm. Diese Primordial-Schilddriise fusioniert mit den aus der Neuralleiste
stammenden Ultimobranchialkérpern (UBB, Vorlaufer der C-Zellen). Die Formierung des
follikularen Musters beginnt ab dem 17. Tag und ab Tag 19 setzt die sekretorische Aktivitat
der Schilddrusenfollikel ein (Boorman und Hardisty, 1999).
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1.3 Physiologie der Schilddrise: Schilddriisenhormone

Die parafollikularen C-Zellen produzieren das Mineralstoffwechselhormon Calcitonin. Dieses
wird in Abhéngigkeit vom Kalziumgehalt des Blutes gebildet, unmittelbar an selbiges
abgegeben, und bewirkt eine Senkung des Blutkalziumspiegels (Silbernagl, 1991).

Die Thyreozyten bilden die Schilddriisenhormone Trijodthyronin (T3) und Thyroxin
(Tetrajodthyronin, T4, Prohormon), wobei es sich um jodierte Tyrosin-Derivate handelt,
welche in mehreren Schritten synthetisiert werden: Das aus der Nahrung stammende Jodid
wird Uber basalseitige ,,JJodpumpen® (Jodid-ATPasen) aktiv in die Follikelepithelzellen
aufgenommen (Jodination) und durch Peroxidasen zu Jod (l;) oxidiert. Mittels
Jodtransferasen erfolgt apikal intrazellular und im Lumen die Jodierung der Tyrosinreste des
in den Follikelzellen synthetisierten Glykoproteins Thyr(e)oglobulin (ThG), zu Mono- und
Dijodtyrosin. Durch Kopplung zweier Jodtyrosine (Jodisation) entstehen ThG-gebundenes T3
bzw. T4. Die als Kolloid im Follikellumen gespeicherten, inaktiven Schilddriisenhormone
werden bei Bedarf Uber Endozytose in die Thyreozyten wieder aufgenommen und nach
Abspaltung vom ThG in die Blutkapillaren sezerniert (Loffler, 1999).

Die Funktion der Schilddrisenfollikelzellen wird durch das hypothalamisch-hypophysére
System reguliert. Das im Hypothalamus gebildete TRH (Thyrotropin-releasing hormone)
stimuliert die TSH- (Thyroid stimulating hormone-) Sekretion der Adenohypophyse. TSH
fordert als glandotropes Hormon die Synthese und Sekretion der Schilddriisenhormone sowie
das Schilddriisenwachstum. Uber negative Riickkopplung hemmen T3 und T4 im Blut die
TRH- und TSH-Freisetzung (Slebodzinski, 1994).

Die Schilddrisenhormone spielen eine essentielle Rolle bei Wachstums- und
Reifungsprozessen (v. a. Forderung der Gehirnentwicklung und des Knochenwachstums), und
zeichnen sich durch eine allgemein stimulierende Wirkung auf den zellul&ren Stoffwechsel
aus (Silbernagel, 1991; Loffler, 1999).

1.4.  Pathophysiologie: Funktionsstérungen der Schilddrise

Beim Kropf (Struma) handelt es sich definitionsgemél? um eine klinisch erkennbare
VergrolRerung der Schilddrise. Entsprechend der Schilddriisenhormonproduktion definiert
man hyper-, hypo- und euthyreote Struma, die atiologisch in folgende Formen unterteilt
werden (Rosai, 2004): Ein dyshormonogenetischer Kropf ist auf genetisch determinierte

Storungen (Enzymdefekte) des Schilddriisenhormonstoffwechsels zurtickzufiihren und



1l.SCHRIFTTUM

manifestiert sich i. d. R. als multinodulére Hyperplasie. Bei den endemischen Struma in den
sog. Jodmangelgebieten (mit definitionsgeméaler Jodmangelkropfhaufigkeit von mindestens
10 %) liegt zundchst infolge der erhdhten TSH-Stimulierung bei Jodmangel ein
hyperthyreoter parenchymatdser Kropf vor, spater kommt es infolge von adaptiv reduziertem
Schilddriisenhormonbedarf und Jod-,,Uberfillung” zu Follikelatrophie und kolloidem Kropf
(Speicherkropf) mit oder ohne Nodularitat. Die Entstehung von sporadischen (noduléren)
Struma wird auf milde Stérungen des Jodstoffwechsels zurlickgefiihrt. Die humane Morbus
Basedow (Graves disease) mit diffuser Hyperplasie wird durch autoimmune stimulierende

TSH-Rezeptor-Antikorper verursacht und fiihrt zu Hyperthyreose.

1.5.  Epidemiologie und Atiologie der Schilddriisentumoren

1.5.1. Humane Schilddriisentumoren

Schilddriisenkarzinome sind weltweit die am haufigsten diagnostizierten malignen endokrinen
Tumoren beim Menschen, mit einer Inzidenzrate von 0,8 bis 5 pro 100 000 bei Mannern und
1,9 bis 19,4 pro 100 000 bei Frauen. Schilddriisenkarzinogenese kann durch genetische,
hormonelle und weitere umweltbedingte Faktoren ausgeldst bzw. beginstigt werden.
Insbesondere genotoxische Effekte (DNA-Schadigung, v. a. durch Aufnahme von Radiojod-
Isotopen), aber auch nicht genotoxische Mechanismen, wie durch chronischen Jodmangel
hervorgerufene anhaltende wachstumsstimulierende Wirkung des erhéhten TSH-Spiegels,
spielen hierbei eine Rolle (WHO, 2004).

Neben den selten vorkommenden anaplastischen Karzinomen unterteilt man die gut
differenzierten malignen Schilddriisentumoren morphologisch in das follikulare (FK) und das
papillare Karzinom (PK), wobei letzteres den am haufigsten diagnostizierten malignen
Schilddriisentumortyp darstellt (weltweit 60 bis 80 % der Schilddriisenkarzinome, tber 90 %
bei Kindern) und FK weltweit mit einem Anteil von 5-25 % der Schilddriisenkarzinome
beschrieben sind (WHO, 2004).

Epidemiologische Studien belegen eine statistisch aussagefédhige Korrelation zwischen
Jodmangel und erhéhter Inzidenz sowohl hyperplastischer als auch neoplastischer
Schilddriisenerkrankungen. Bei den in den Jodmangelgebieten gehduft auftretenden malignen
Tumoren handelt es sich tberwiegend um FK und anaplastische Karzinome (WHO, 2004;
Rosai, 2004). Im Zuge der alimentéren Jodsupplementierung (Salz, Milch) ist in den letzten

20 Jahren ein starker Rickgang Jodmangel-assoziierter Schilddriisenkarzinome zu
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verzeichnen, so dass es sich auch bei den in Deutschland diagnostizierten Karzinomen nahezu
ausschlief3lich um PK handelt.

Durch interne (Jacob et al., 2006) oder v. a. externe (Mizuno et al., 2000) Strahlenexposition
verursachte Schilddriisenkarzinogenese zeigt eine enge Assoziation mit der Entstehung von
PK. Bereits diagnostisch und therapeutisch eingesetzte, niedrige Strahlendosen (bei knotigem
Struma, ThymusvergroRerung, Akne) kénnen das Schilddriisentumorrisiko erhdhen (Robbins
und Schneider, 2000; Shore, 1993; Ron et al., 1995). Eine Dosis-Wirkungsbeziehung besteht
nachweislich bis zu einer gewissen Grenze von etwa 100 Gy beim Menschen; durch eine
dartber hinaus erhdhte Dosis reduziert sich das Risiko einer Schilddriisentumorentstehung
aufgrund direkt induzierten Zelltodes wieder (WHO, 2004). Auch die Entstehung von
noduléren Hyperplasien und autoimmuner Thyreoiditis (Pacini et al., 1999), FA (Shore et al.,
1993) und FK kann mit Strahlung in Verbindung gebracht werden (WHO, 2004).

Als Auswirkung der radioaktiven Strahlenfreisetzung infolge des Reaktorungliickes von
Tschernobyl am 26. April 1986 kam es in den Radiojod-kontaminierten Regionen zu deutlich
erhéhter Inzidenz Uberwiegend papillarer Schilddrisenkarzinome (PK, > 95 % der Falle)
(mehrfach publiziert, erstmals Baverstock et al., 1992), mit auffallig groRem Anteil erkrankter
Kinder (Tronko et al., 1999). Wahrend weltweit ca. eines von einer Millionen Kindern pro
Jahr erkranken, zeigten sich innerhalb einer Dekade nach dem Reaktorungliick in
Weilirussland eine 30fach und in Gomel Oblast eine 100fach erhohte Inzidenz (Williams,
2002). Die hohe Inzidenz von Schilddriisentumoren ist auf die groRe Menge der freigesetzten

|131 und |132

Radiojod-Isotope zurlickzufuhren. Diese werden in der Schilddrise infolge der
Jodkonzentrierung angereichert, weshalb die Belastung der Schilddriise gegeniiber allen
anderen Organen etwa das 1000fache betragt (WHO, 2004). Das Erkrankungsrisiko korreliert
auf Grund der durch das Wachstum bedingten Zellteilungsrate, der hoheren
Radiojodkonzentrierung wegen vermehrter Expression der Enzyme des Jodmetabolismus
(Faggiano et al., 2004) und dem groReren Milchkonsum (primére nutritive Quelle fur
Radiojod) negativ mit dem Alter des Organismus (WHO, 2004). Tschernobyl-assoziierte PK
bei Kindern zeigen hé&ufig solides Wachstumsmuster (93,1 %), und sind bei kirzerer
Latenzzeit in starkerem Mal3e als beim Erwachsenen mit Metastasierung assoziiert (Williams
et al., 2004). Haufig liegen gleichzeitig nicht-neoplastische Schilddrisenerkrankungen
(noduléare Hyperplasie 43,9 %, chronische Thyreoiditis 10,2 %) vor (Rybakov et al., 2000).
Die Rolle einer unterschwelligen Jodmangelsituation in Zusammenhang mit durch
Radiojodkontamination verursachter Schilddriisenkarzinogenese in belasteten Regionen ist

bislang nicht eindeutig geklart (Robbins et al., 2001; Williams, 2002).
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1.5.2. Schilddriisentumoren in der Veterindrmedizin

Unter den verschiedenen Tierarten zeigt vor allem der Hund eine Suszeptibilitat fur die
Ausbildung von Schilddrisentumoren (Dahme und Weiss, 1999). Bei spontanen
neoplastischen Schilddrisen-Erkrankungen des in der Regel alteren Hundes handelt es sich
uberwiegend (50 bis 90 %) um Karzinome (Capen, 2002). Das Auftreten maligner
Schilddriisentumoren zeigt beim Hund - wie beim Menschen - eine Assoziation mit der
Jodversorgungslage (Kessler, 2002; Zarrin und Hanichen, 1974). Rassepradisposition
(insbesondere Boxer, Beagle, Golden Retriever) belegt eine bestehende erbliche Komponente
bei der Entstehung der Erkrankung (Kessler, 2002). Bei alteren Katzen wird seit den 1970er
Jahren zunehmend Hyperthyreose infolge eines sog. toxischen Adenoms oder einer noduldren
Hyperplasie diagnostiziert (Capen, 2002; Nelson und Couto, 2003). Adenokarzinome
hingegen sind bei der Katze relativ selten, jedoch liegen je nach Studie sehr unterschiedliche
Angaben vor (2-5 % der Struma in den USA, 5 bis 46 % in Deutschland [Kessler, 2002]). Bei
den anderen Haussaugetieren mit Ausnahme des Pferdes (Hillidge et al, 1982) sind

Schilddriisentumoren dufRerst selten vorzufinden (Capen, 2002).

1.5.3. Murine Schilddriisentumoren

1.5.3.1. Spontane Schilddriisentumoren bei der Maus

Von Slye et al. wurden im Jahre 1926 erstmals systematische Untersuchungen zur Ermittlung
der spontanen Schilddrisentumor-Inzidenz bei Méusen durchgefihrt, wobei lediglich zwolf
Schilddriisenkarzinome bei 51 700 M&usen diagnostiziert wurden. Wie in samtlichen
nachfolgenden Studien bestatigt, kommt es bei der Labormaus nur selten zu spontaner
Entstehung von Schilddriisentumoren, mit geringgradig hoherer Inzidenz bei weiblichen im
Vergleich zu mannlichen Méusen (Frith und Heath, 1984). Die Haufigkeit von spontanen
Schilddriisentumoren zeigt sich in Mauslinien-spezifischer Abhangigkeit, so dass Werte
zwischen 0,13 % bei weiblichen BALB/c- und 8,6 % bei weiblichen C3H-M4&usen
beschrieben sind (Frith und Heath, 1984). Uber die in der vorliegenden Studie vorherrschende
Untersuchungsgruppe der H6F1-Mause (F1-Hybride C3H x C57/BL6) finden sich
verschiedenen Autoren zufolge altersabhéngig (friihestens ab einem Alter von 210 Tagen) bei
0,6 bis 1,5% der mannlichen und 1,2 bis 2,1 % der weiblichen Tiere Adenome und bei

maximal 0,4 % der Mduse beider Geschlechter Karzinome (Ward et al., 1979; Boorman,
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1997; NTP, National toxicology program). Frith und Heath (1984) konnten Uberdies eine
Korrelation zwischen Mauslinie und dem Wachstumsmuster der sich spontan entwickelnden
Tumoren (follikular, papillar, solide) ermitteln.

Die Entstehung nodulérer Hyperplasien ist in Zusammenhang mit jeglicher Manipulation der

Schilddriise, jedoch nur sehr selten spontan auftretend bei alten Mé&usen beschrieben.

1.5.3.2. (Strahlen-) induzierte Schilddriisentumoren bei der Maus

In den letzten 75 Jahren wurden mehrere Studien ber Induktion von Schilddrusentumoren
bei Laborm&usen durch verschiedenste &uf3ere und innere Faktoren allein und in Kombination
durchgefiihrt. Das Konzept der Tumor-Initiation mittels chemischen Karzinogenen oder
Strahlung und der Promotion Uber Einflussnahme auf den TSH-Spiegel (Jodmangel,
Goitrogene)  findet  sich  in  s&mtlichen  generierten Mausmodellen  zur
Schilddriisenkarzinogenese wieder (Boltze, 2004).

Beginnend in den 1940er Jahren widmeten sich zahlreiche Forscher der Untersuchung der
Einflusse von nutritivem Jodmangel (Schaller und Stevenson, 1966), von verschiedenen
Chemikalien (Thomas und Williams, 1992) inkl. Goitrogenen (z.B. Thiouracil,
Diphenylthiohydantoin [Gerber et al., 1994]) und Hormonen auf die Schilddriise, mit dem
haufigen Ergebnis, dass Substanzen trotz fehlender Genotoxizitdt zu Tumorentstehung beim
Nagetier fuhren kdénnen (Hill et al., 1989; Thomas und Williams, 1991 und 1999). Analog
zum Menschen entstehen durch anhaltenden Jodmangel oder -Uberversorgung
parenchymatdse bzw. kolloide Struma (Zhao er al., 1998) oder noduldre Hyperplasie mit
Progression zum Karzinom bei bis zu 27 % der Félle (Schaller und Stevenson, 1966).
Bezlglich der Untersuchung der Rolle von externer und interner Bestrahlung auf die
Schilddriisenkarzinogenese gab es besonders in den 1960er und “70er Jahren zahlreiche
Studien mittels Rontgenstrahlung bzw. Radiojod (1'%, 1*®
Wirkungs-Beziehung von Lindsay et al. (1964, 1968) und Doniach et al. (1963) bei Ratten
und von Walinder und Sjodén (1971, 1972 und 1973) bei Méusen. Eine gewisse ,,Resistenz*

) mit Fokus auf die Dosis-

der M&use wurde dadurch ersichtlich, dass im Gegensatz zur Ratte Radiojod-vermittelte
Tumorinduktion bei der Maus nur in Kombination mit Goitrogenbehandlung oder durch
Radiojodeinwirkung auf die fetale Schilddrise mdglich war (Foster, 1982; Walinder und
Sjodén, 1971 und 1973). Bei zwei ahnlich der vorliegenden Studie angelegten Experimenten
mit der CBA-Mauslinie erfolgte eine einmalige intravendse Radiojod131-Injektion bei den

Muttermédusen am 18ten Graviditatstag (Walinder und Sjédén, 1972 und 1973). Bis zu einem
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Schwellenwert von ca. 7000 Rad bestand eine Dosis-Wirkungs-Beziehung im Sinne einer
Dosis-abhangigen Latenzzeitverkirzung (Walinder und Sjodén, 1973) bzw. Steigerung der
Tumoranzahl (Walinder und Sjédén, 1972). Je nach applizierter Dosis (zwischen 1900 und
7300 Rad) wurde eine zunehmende Inzidenz von 6 bis 22 % Adenomen und 0,9 bis 5,6 %
Karzinomen beschrieben, wobei ménnliche Tiere in gréRerem Anteil betroffen waren. Unter
Zugrundelegung der humanen Klassifizierung (Warren und Meissner) aus dem Jahre 1953
wurden papillare, mikrofollikuldare und trabekuldre Adenome identifiziert. Unter den 19
diagnostizierten Karzinomen (mit trotz Invasionsneigung fehlendem Nachweis von
Metastasen) befanden sich zwei PK, zehn makro- und mikrofollikuldre FK und sieben
anaplastische Karzinome (pleomorph-solider, kleinzelliger und Riesenzell-Typ). Bei erhéhter
Dosis (7800 rad) waren lediglich 2,7 % FA und 3,7 % FK vorhanden und eine kombinierte
Anwendung von RoOntgen- und Radiojodbestrahlung fiihrte zu einer weiteren Reduktion der
Tumorinzidenz (2,8 % FA; Walinder und Sjodén, 1973). Als alternativer zu Tumorentstehung
flihrender Weg bei hochdosierter Radiojodgabe wird beschrieben, dass nach durch
Bestrahlung verursachtem initialen Zelltod und Suppression der Regeneration die reaktiv
vermehrte TSH-Freisetzung zu hoher Inzidenz von hyperplastischen Noduli fuhrt, und sich
laut Autor viele Adenome zweifelsfrei aus hyperplastischen Noduli durch fortschreitende
pseudopapillare Einstllpung entwickelten. Eine maligne Transformation von Adenom zu
Karzinom hingegen konnte nicht festgestellt werden (Walinder und Sjodén, 1972 und 1973).

Wenige der oben beschriebenen Vorgehensweise entsprechende Studien finden sich in den
letzten zehn Jahren wieder. Im Zuge neuartiger Methoden zur gezielten Manipulation des
(murinen) Genoms dominieren Beschreibungen von transgenen oder Knockout-Mausen zur

Induktion spezifischer Gen-assoziierter Tumorphanotypen (s. Abschnitt 3.3.).

2. Pathologische Histologie der Schilddriise bei Mensch und Maus

2.1.  Vergleichende Betrachtung humaner und muriner Klassifizierungsschemata der

Schilddrisentumordiagnostik

Trotz einheitlicher Unterteilung der L&sionen in Hyperplasie, Adenom und Karzinom, weisen
die Klassifizierungsschemata muriner und humaner Schilddriisentumoren teilweise erhebliche
Differenzen auf.

Die im Jahre 1974 erstmals veroffentlichte und seither regelmdRig aktualisierte WHO-

Klassifizierung menschlicher Schilddriisentumoren (1988, 2002, 2004) spiegelt die Intention
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wieder, die Korrelation zwischen der histologischen Tumormorphologie einerseits und der
epidemiologischen,  é&tiologischen,  pathogenetischen  und  hormonell-funktionellen,
insbesondere aber der klinisch therapeutisch-pradiktiven und prognostischen Bedeutung
andererseits zu  verbessern. Die allgemeinen  Formulierungen der  murinen
Klassifizierungskriterien von Hyperplasie, Adenom und Karzinom stehen in Kontrast zur
Prazision der Nomenklatur humaner  Schilddrisenneoplasien  mit  spezifischer
Charakterisierung verschiedener Schilddrisentumortypen und Definition zahlreicher
Subtypen (vgl. Tab. 11.1.). Die herkdmmliche Unterteilung humaner Tumoren in follikuléres
Adenom (FA), follikulares Karzinom (FK), papillares Karzinom (PK) und anaplastisches
Karzinom wurde im Zuge der Ergebnisse moderner molekularbiologischer Analysemethoden
beibehalten, da verschiedene karzinogenetisch bedeutsame Gene zumeist in gute Korrelation
zu den unterschiedlichen histologischen Morphologien gebracht werden konnten (WHO,
2004). Doch auch in der Humanpathologie sind eindeutige Unterscheidungsmerkmale,
insbesondere zwischen differentialdiagnostisch  kritischen Kategorien, langst nicht
zweifelsfrei definiert und etabliert (Schmid und Farid, 2006).

Tab. 11.1. WHO-KlIassifizierung und Subklassifizierung der humanen Schilddriisenerkrankungen (WHO, 2004):

Hyperplasie (Rosai, 2004): Benigne Tumoren: Maligne Tumoren:
- diffus Follikulares Adenom (FA): Follikulares Karzinom (FK):
- multi- / noduldr (adenomatts)  Wachstumsmuster: - minimal-invasives FK
Funktionelle Einteilung: - normofollikular (simpel) - hoch-invasives FK
- kolloide Struma - makrofollikular (kolloidal) Varianten:
- parenchymatdse Struma - mikrofollikular (fetal) - Hirthle-Zell-Karzinom
Atiologische Einteilung: - trabekulér / solide - Clear-cell Variante
- Morbus Basedow (embryonal) Papillares Karzinom (PK):
(Graves disease) Varianten (Beispiele): Varianten (Beispiele):
- Dyshormonogenetischer Kropf - Hirthle-Zell-Adenom - Makro- und follikulére Variante
- Endemischer Kropf - Atypisches Adenom - Solide Variante
- Sporadischer Kropf - Clear-cell Variante - Hiirthle-Zell-Karzinom
- papillare Variante - Clear-cell Variante
- toxisches Adenom - Papillares Mikrokarzinom
- FA mit bizarren Nuklei - Lindsay’s Tumor
- Lipoadenom Schlecht differenziertes Karzinom:

- Insulares Karzinom
Undifferenziertes Karzinom:
- squamaos

- sarkomatds (Riesen-, Spindelzell-Typ)
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Nachfolgende Beschreibungen der Mauspathologie entstammen in der Regel der murinen
WHO-Klassifizierung (Capen, 2001), sofern nicht anderweitig Bezug genommen wird.
Wahrend genannte Kilassifizierung eine partielle Anlehnung an in der Humanpathologie
gultige Kriterien darstellt, zeigen sich teilweise erhebliche Differenzen, jedoch auch zu
vorhergehend in der Literatur beschriebenen Klassifizierungen bei der Maus, welche im
Folgenden ebenfalls Beriicksichtigung finden (Boorman, 1997 und 1999; Frith und Heath,
1984; Biancifiori, 1979). Neben vielerlei gegenséatzlicher Beschreibung liegt
Ubereinstimmung samtlicher Autoren diesbeziiglich vor, dass die klare Unterscheidung
zwischen Hyperplasie, Adenom und Karzinom nicht immer eindeutig moglich ist (Capen,
2001; Boorman, 1999).

Wahrend in der Humanpathologie haufig davon ausgegangen wird, dass bereits zu Beginn der
Tumorentstehung determiniert ist, ob es sich um die Entwicklung eines benignen oder
malignen Tumors handelt (Rosai, 2004; Yeh et al., 1999), konnte in Studien experimentell
induzierter Schilddriisentumoren beim Nagetier ein morphologisches Kontinuum im Sinne
einer Progression von Hyperplasie Uber Adenom zu Karzinom beobachtet werden (Capen,
2001; Boorman, 1997; Suzuki et al., 2002). Die Vorstellung der progressiven
Tumorentstehung bei der Maus (Ward, 2002) findet Reflexion in der histologischen
Charakterisierung der Tumoren, welche im Wesentlichen auf einer Zunahme allgemeiner
Malignitatsmerkmale (Mitoseaktivitdt, Pleomorphismus mit variabler ZellkerngroRe und
Form, zellulére und architektonische Atypien, zunehmende Zelldichte und Komplexitat des
Wachstumsmusters) beruht (Boorman, 1997). Dennoch darf laut WHO-KIlassifizierung
(Capen, 2001) die (progressive) GroRe einer Lasion fir die differentialdiagnostische
Abgrenzung zwischen Hyperplasie, Adenom oder Karzinom kein Kriterium darstellen.

Eine Subklassifizierung der murinen Schilddrisentumoren ist im Allgemeinen auf die
Beschreibung des Wachstumsmusters beschrankt. Der Literatur zufolge konnen Hyperplasien
zystische und/oder papillare Formationen annehmen, Neoplasien hingegen kénnen

follikulares, papillares oder solides Wachstum aufweisen (Capen, 2001).

2.2.  Altersassoziierte Veranderungen der Schilddruse bei der Maus

Degenerative altersbedingte Verdanderungen sind in Mauslinien-abhangiger Inzidenz ab
einem Alter von 12 Monaten beschrieben. Hierbei handelt es sich um Verlust anfarbbaren
Kolloids, vermehrt interfollikulares Bindegewebe, starke Variabilitdt der FollikelgroRe,

multiple flachepitheliale Zysten (Blumenthal, 1955), welche bevorzugt in der Peripherie der

10
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Schilddriise lokalisiert sind und insbesondere durch Konfluenz verschiedener Follikel als sog.
Pseudozysten (Salabe, 2001) entstehen (Boorman, 1997), sowie eine generelle Zunahme des
durchschnittlichen Follikeldurchmessers infolge von Dilatation (Boorman und Hardisty,
1999). Angeborene Anomalien sind bei H6F1-Mausen selten. Zumeist handelt es sich um das
Vorhandensein von aberrantem Gewebe im Zuge der Embryonalentwicklung. Neben fokalen
Thymus-Ektopien treten insbesondere zystische Reste embryonaler Ultimobranchialkérper
(UBB) regelmaRig auf (Rehm et al., 1985). Entziindliche Veranderungen kommen bei
unbehandelten Mdusen im Allgemeinen nicht vor, obwohl polymorphkernige Zellen und
Makrophagen im Lumen zystischer degenerativer Follikel vorhanden sein kdnnen (Boorman
und Hardisty, 1999).

2.3.  Schilddrusenhyperplasie (Kropf, Struma, Goiter)

Hyperplasien sind benigne adaptive Hyperproliferationen der Thyreozyten mit daraus
resultierender Hyperzellularitat, welche mit Kklinisch erkennbarer VergroRerung der
Schilddriise einhergehen kann (Kropf, Struma). Die Einteilung und Nomenklatur der
Lasionen erfolgt anhand morphologischer Kriterien, in der Humanpathologie jedoch
vorwiegend anhand Atiologie, Pathogenese und klinischer Symptomatik (s. Abschnitt 1.4.).
Eine morphologische Unterteilung kann anhand des Verteilungsmusters in diffus oder
noduldr, sowie anhand der Follikelepithelmorphologie und der Menge gespeicherten Kolloids
entsprechend der sekretorischen Aktivitdt in kolloiden und parenchymatosen Kropf
vorgenommen werden.

Eine diffuse Hyperplasie ist definitionsgemall durch eine gleichmaRige Beteiligung der
gesamten Schilddrise ohne erkennbare Nodularitdt gekennzeichnet. Je nach Art oder
Zeitpunkt der Erkrankung handelt es sich um ein Uberwiegen der sekretorischen oder der
proliferativen Aktivitat der Follikelepithelzellen. Im Sinne einer kolloiden Struma kdénnen
zystische flachepitheliale Follikel mit groRen Mengen gespeicherten Kolloids vorherrschen
oder es handelt sich um zellreiche Follikel mit iso- bis hochprismatischem Epithel und
geringer Kolloidspeicherung in Form einer parenchymattsen Struma. Die Zellkerne des
einschichtigen Epithels einer Hyperplasie sind rund-oval, basalstandig (WHO, 2004) und
normochrom. Begleitend tritt im Allgemeinen Hypertrophie der Follikelzellen in Erscheinung
(Boorman, 1997 und 1999). Dariiber hinaus finden sich hadufig (pseudo-) papillare
Projektionen und sog. ,,Foci sekundarer Proliferation®, d. h. begrenzte Ansammlungen von

solide oder mikrofollikuldr wachsenden Thyreozyten zwischen den Follikeln oder innerhalb
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der Follikelwand als sog. ,,Sanderson Polster*. Bei der Maus zeigt sich diffuse Hyperplasie
morphologisch ebenfalls als zystische Dilatation der Follikel (sog. zystische Hyperplasie)
und / oder in Form (pseudo-) papillarer Projektionen ins Follikellumen (Capen, 2001).

Die multi- / nodulare Hyperplasie (NH, adenomatdse Hyperplasie) mit Formierung
zelldichter Knoten kann isoliert oder gemeinsam mit diffusen Veranderungen vorkommen
(Boorman, 1997). Beim Menschen herrscht zumeist makrofollikulares Wachstum vor, oder es
dominiert das Bild solider und mikrofollikularer Noduli. (Pseudo-) papillare Formationen sind
sowohl in nodulérer als auch diffuser Struma bei beiden Spezies charakteristischerweise
anzutreffen. Diese gutartigen Einstulpungen ins Lumen von zumeist dilatierten Follikeln sind
mit einschichtigem, iso- bis hochprismatischem Epithel ausgekleidet. In der Humanpathologie
wird beschrieben, dass es sich bei benignem papillarem Wachstum vorwiegend um sog.
»Pseudopapillen® handelt, welche im Gegensatz zu ,,echten Papillen“ keinen fibrovaskularen
Grundstock aufweisen. Die bei der Maus beschriebenen hyperplastischen papilléren
Protrusionen sind unter der Annahme ,fortschreitender Komplexitdt bei neoplastischer
Progression* stets noch klein und unverzweigt und weisen - ohne dass hier eine
Unterscheidung zwischen echten und Pseudopapillen vorgenommen wird - entsprechend den
Abbildungen keinen deutlichen Bindegewebsstock auf (Capen, 2001).

Das in der murinen Klassifizierung (Capen, 2001) nicht beschriebene gehdufte Vorkommen
von zytologischen und nukledren Atypien - besonders in Zusammenhang mit vorheriger
Strahlenexposition - kann beim Menschen die diagnostische Abgrenzung von malignen
Schilddriisentumoren erschweren (WHO, 2004). Atypien finden sich neben zelluldrem
Pleomorphismus (v. a. zwischen den Knoten) auch regelmalig in Assoziation mit humanem
Hormonstérungskropf. In der Mauspathologie hingegen wird das Vorhandensein von
Pleomorphismus und Zellatypien in der Regel mit maligner Entartung der Zellen in
Verbindung gebracht und als essentielles Diagnosekriterium herangezogen (Capen, 2001).
Schilddriisenhyperplasien sind begleitet von einem unterschiedlichen Grad sekundérer
stromaler Reaktionen (chronische mononukleare Entziindungszellinfiltrate, Odematisierung,
Hyalinisierung, Fibrose) und degenerativer Follikelzellatrophie.

Die entscheidenden Kriterien zur diagnostischen Abgrenzung einer noduldren Hyperplasie
von einem Adenom in der Humanpathologie (WHO, 2004; Rosai, 2004) sind in der derzeit
gultigen murinen Klassifizierung (Capen, 2001) groftenteils analog enthalten (vgl. Tab. 11.2.):
Hyperplastische Noduli treten in der Regel multipel auf. Im Gegensatz zum Adenom weisen
die Knoten keine oder eine nur unvollstindige Kapsel auf und verursachen keine

Kompression des umgebenden Gewebes. Im Falle (selten diagnostizierter) multipler
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Adenome oder des gleichzeitigen Auftretens von Adenom und hyperplastischen Noduli ist

eine histomorphologische Abgrenzung jedoch nahezu unméglich (Rosai, 2004).

Tab. 11.2. Gegenilberstellung der essentiellen Charakteristika zur differentialdiagnostischen Abgrenzung von

einem Adenom und zusétzlich beschriebener morphologischer Eigenschaften einer noduldren Hyperplasie bei

Mensch und Maus (WHO 2004; Capen, 2001). Wesentliche Unterschiede sind kursiv dargestellt.

Humane nodulare Hyperplasie

Murine noduldre Hyperplasie

Anzahl der Knoten:

Abgrenzbarkeit:
Kompression:
Kapsel:
Architektur:

meist multinodul&r

i. d. R. nicht gut abgrenzbar

fehlende Kompression

keine vollstandige Kapsel

Schilddrisen-typisch ( meist
makrofollikul&r)

(keine Angabe)

nicht gut abgrenzbar

fehlende, evil. milde Kompression

keine Kapsel

Schilddriisen-typisch (i. d. R.
zystische Follikel)

Sonstiges: Eosinophilie des Zytoplasmas
Zytologie: variables Vorkommen von kaum / kein Vorkommen von
Pleomorphismus und Zell(kern)atypien Pleomorphismus oder Atypien
Wachstumsmuster: | makro-, mikrofollikulir, follikuldr zystisch und / oder
(pseudo-) papillar, (pseudo-) papilléar
solide,
Sanderson Polster,
Foci sekunddrer Proliferation
Papillen: Pseudopapillen mit einschichtigem klein und unverzweigt mit einschichtigem

Epithel variabler Hohe
variabel, bisweilen hochgradig

Epithel variabler Hohe

stromale Reaktion: meist schwach ausgeprdgt

2.4.  Follikulares Schilddrisenadenom (FA)

Das follikulare Adenom (FA) ist als “gutartiger abgekapselter Tumor mit zweifelsfrei
follikularer Differenzierung” definiert (WHQO). Adenome treten (mit Ausnahme genetisch
beim Menschen fast immer solitar auf wund sind

determinierter  Syndrome)

charakteristischerweise von einer bisweilen auch dunnen, aber stets kompletten
Bindegewebskapsel umgeben. Bei der Maus handelt es sich analog um umschriebene, gut
abgrenzbare Knoten, wobei die bindegewebige Demarkation in Form einer deutlichen Kapsel
bei dieser Spezies auch fehlen kann (Boorman und Hardisty, 1999; Capen, 2001). Zudem gilt
in der Mauspathologie multiples Auftreten nicht als ein das Adenom ausschlielendes
Kriterium. Humane und murine Adenome unterscheiden sich in ihren architektonischen und
zytologischen Merkmalen eindeutig vom umgebenden gesunden Schilddriisengewebe,
welches infolge des expansiven Tumorwachstums oft Anzeichen fur Kompression aufweist
(s. Tab. 11.3.).

Die gutartigen Tumorzellen sind iso- bis hochprismatisch oder polygonal, und zeigen

zellul&re Atypien nur in milder Auspragung. Mitotische Figuren sind nicht nachweisbar. Die
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rund-ovalen Zellkerne sind laut Mausklassifizierung charakteristischerweise, laut humaner
Klassifizierung bisweilen vergréRert, und zeichnen sich beim menschlichen FA zusétzlich
durch Uniformitat (meist normo- bis hyperchrom) und nicht vorhandene Uberlappung der
Zellkerne aus. In der murinen Klassifizierung finden sich eine Reihe weiterer, jedoch eher
unspezifischer zytologischer Merkmale beschrieben: Zellulére Hypertrophie (Frith und Heath,
1984) oder nukledare Hyperchromasie (Boorman, 1997 und 1999) sind denselben Autoren
zufolge bei Hyperplasie und Adenom gleichermaen anzutreffen. Als distinktives Merkmal
ist eine im Vergleich zur Hyperplasie erhthte zytoplasmatische Basophilie genannt (Capen,
2001). Ein erhohtes Kern-Plasma-Verhéltnis als in der Mauseklassifizierung formuliertes
allgemeines Merkmal neoplastischer Verédnderungen (Boorman und Hardisty, 1999) findet
Widerspruch in der Beobachtung, dass die mikroskopischen Merkmale hdufig die funktionelle
Aktivitat eines Adenoms widerspiegeln, d. h. hyperaktive (toxische) Adenome zeigen im
Gegensatz zu kalten Knoten stark erhohte Zellularitdt mit reduziertem Kern-Plasma-
Verhaltnis (WHO, 2004).

Im Allgemeinen sind sekundire degenerative Verdnderungen wie Hamorrhagien, Odeme,
Fibrose, Kalzifizierung und zystische Degeneration bei Mensch und Maus selten anzutreffen.
Die beim Menschen vorkommenden Wachstumsmuster sind vermutlich ohne Kklinische
Relevanz und dienen lediglich der ndheren Beschreibung der Tumoren: Neben Mischformen
existieren normofollikulére (simple), makrofollikulére (kolloidale), mikrofollikulére (fetale),
und trabekul&re bis solide (embryonale) FA. Bei der Maus hingegen ist das Adenom je nach
vorherrschendem Wachstumsmuster als follikulares, solides, aber auch papillares Adenom zu
Klassifizieren (Boorman, 1997). Das follikulare Adenom der Maus besteht aus
kolloidhaltigen, typischerweise kleinen und vereinzelt normalgrofRe Follikeln. Wie in der
Humanpathologie finden sich aber auch (beispielsweise von Boorman und Hardisty, 1999)
Beschreibungen follikuldrer Adenome mit Follikeln variabler GroRke bis hin zu zystischen
Wuchsformen mit entsprechender Bezeichnung als mikro-, makrofollikuléres oder zystisches
Adenom. Beim (seltenen) soliden Adenom der Maus (Boorman und Hardisty, 1999)
formieren polygonale bis langliche Zellen mit eosinophilem oder klarem vakuolisiertem
Zytoplasma hyperzelluldre solide Areale oder Knoten. Meist sind kleine, wenig Kolloid
enthaltende Follikel gleichzeitig nachweisbar. Das haufig bei der Maus diagnostizierte
papillare Adenom (Frith und Heath, 1984) wird von einer papillaren Hyperplasie im Sinne
der Progressionshypothese anhand komplexerer Verzweigungen der papillaren Projektionen
unterschieden, welche ebenfalls mit einschichtigem Uberzug hiufig auf Grundlage eines

(zumeist zarten) fibrésen Stromas entstehen (Boorman und Hardisty, 1999).
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Im Unterschied zur Maus finden sich in den Abhandlungen (ber humane

FA, welche der
entsprechenden Literatur zu entnehmen sind (WHO, 2004; Rosai, 2004; s. Tab. 11.1.). In

Schilddriisentumoren zahlreiche naher definierte Varianten des
diesem Zusammenhang sei jedoch erwéhnt, dass es auch bei humanen FA neben den

vorherrschenden follikuldren ~Wachstumsformen zu Ausbildung pseudo- / papillarer
Strukturen kommen kann. Bei (berwiegendem Vorkommen selbiger ist die abgekapselte
Lasion als papillare Variante des FA (FA-PV) zu bezeichnen, und nicht - wie bei der Maus
oder fruher auch in der Humanmedizin ublich - als ,,papillares Adenom* (Piccoli, 1966).
Papillare Formationen in humanen FA werden beispielsweise von Mai et al. (2001) als fokale

papillare Hyperplasie interpretiert (FA mit papillarer Hyperplasie).

Tab. 11.3. Vergleich der in der Human- und

Mauspathologie nach WHO (2004; Capen, 2001). Um die Diagnose Adenom zu stellen missen generell

Klassifizierungskriterien fir ein Schilddrisenadenom

zwingend mehrere der formulierten Kriterien zutreffen.

humanes (typisches) FA murines Adenom

Anzahl: i. d. R. solitar* (keine Angabe)

Kapsel: vollstandige Kapsel* Kapsel evtl. vorhanden

Kompression: Kompression des Nachbargewebes*

Zytoarchitektur: abweichende Zytoarchitektur vom normalen Schilddriisengewebe*

Wachstumsmuster: normofollikular, follikular,
mikrofollikular (berwiegender Typ), solide
makrofollikular, und / oder papillar
trabekulér / solide

Zellkerne: rund-oval, evtl. vergroRert, eher hyperchrom

Atypien und Mitosen:

keine bzw. kaum Mitosen, milde nukleére Atypien mdéglich

Sonstiges:

Zellkerne uniform und
nicht tGberlappend

basophiles Zytoplasma,

erhéhtes Kern-Plasma-Verhéltnis,
deutliche Nukleoli,
einschichtiges Epithel

Varianten:

zahlreich (s. Tab. 11.1.)

nicht weiter benannt

*essentielle Charakteristika zur Abgrenzung von einer noduléren Hyperplasie

Als atypisches Adenom (oder ,nicht-invasives Karzinom“ nach Rosai, 2004) beim

Menschen wird  herkdmmlicherweise ein  follikularer Tumor mit auffallend

zytoarchitektonischen Abnormalitdten (ausgeprégt hoher Mitoseaktivitdat und Zelldichte,
nukledre Atypien, Nekroseareale, atypisches solides oder trabekuldres Wachstumsmuster)

bezeichnet, bei welchem sich jedoch keine Anzeichen fur Invasion nachweisen lassen.
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2.5. Gut differenzierte Schilddrisenkarzinome

2.5.1. Humanes follikuléres Schilddriisenkarzinom (FK)

Beim follikuldren Karzinom (FK) handelt es sich um einen ,,malignen Tumor mit follikularer
Differenzierung, welchem die diagnostischen PK-Merkmale (s. Abschnitt 2.5.2.) fehlen“
(WHO). Die Abgrenzung des humanen FK von einem FA héangt im Wesentlichen vom
Nachweis der Invasivitdt ab (Kapsel-, Blutgefdiinvasion oder Invasion ins angrenzende
Gewebe). Im Gegensatz zum PK treten FK fast immer solitar auf. Die Metastasierung erfolgt
uberwiegend h&dmatogen (ca. 20 % der Patienten bei Diagnosestellung), bevorzugt in Lunge
oder Knochen. Das mikroskopische Spektrum reicht von follikularen kolloidhaltigen bis hin
zu soliden Wuchsformen mit atypischen Arealen. Mitotische Aktivitat und nukledre Atypien
sind meist vorhanden, reichen jedoch als Kriterien fiir Malignitét nicht aus (s. atypisches FA,
Abschnitt 2.4.). In Abhé&ngigkeit vom Grad der vorliegenden Invasivitat unterscheidet man
beim Menschen die minimal-invasive und die hoch-invasive Form.

Minimal-invasive FK sind deutlich abgekapselte solitdre Tumoren, deren Zytomorphologie
und Wachstumsmuster denen eines FA entsprechen. Die Kapsel eines FK ist hdufig dicker
und unregelméBiger als die eines FA. Der Nachweis der Malignitéat erfolgt ausschlielRlich
anhand des zweifelsfreien Nachweises von Gefal- oder Kapselinvasion. Definitionsgeman
muss eine Kapselinvasion in voller Dicke der Kapsel nachvollziehbar sein. Die Geféal3invasion
muss Geféalle von vendsem Kaliber betreffen, welche in oder unmittelbar neben der Kapsel
lokalisiert sind und mindestens einen Tumorzellverband intravaskuldr in Kontakt zum
GeféalRendothel mit begleitendem Thrombus oder Endotheliiberzug enthalten. Minimal-
invasive FK zeigen in weniger als 1 (bei Kapselinvasion) bzw. 5% (bei Geféalieinbruch)
Fernmetastasierung (Rosai, 2004). Bei fraglicher Kapselinvasion und somit nicht zweifelsfrei
nachweisbarer Malignitat, kann der Terminus ,follikularer Tumor unsicheren malignen
Potentials* (FT-UMP, follikular tumor of uncertain malignant potential) gewahlt werden
(Williams, 2000).

Die Diagnose eines hoch-invasiven FK ist bei abgekapselten Tumoren mit ausgedehnter
BlutgefaRinvasion, welche in mindestens vier Gefallen nachweisbar ist, ebenso zu stellen wie
bei Tumoren, die hochgradig infiltratives Wachstum (BlutgefaBinvasion und Infiltration des
umgebenden Gewebes) bei fehlender Abkapselung zeigen. Beide Formen sind mit einer
hohen Metastasierungsrate verbunden und stehen zytoarchitektonisch oft bereits schlecht

differenzierten Karzinomen nahe.
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Zu den haufigen Subtypen des humanen FK zahlen die clear-cell Variante und die Hurthle-
Zell-Variante. Zytoplasmatische Aufhellungen im Sinne einer clear-cell VVariante (verursacht
beispielsweise durch Lipid-, Glykogenakkumulation, Thyroglobulinablagerung) konnen in
jedem der mikroskopisch unterschiedenen Tumortypen vorkommen. Generell werden sie
haufiger in malignen als in benignen Formen und am héufigsten sekundér infolge
mitochondrialer Schwellung und Anhadufung in den sog. Hurthle-Zell-Tumoren
vorgefunden. Letztgenannter Tumortyp (auch onkozytérer oder oxyphiler Tumor) ist durch
den Nachweis von mindestens 75 % oxyphilen Zellen charakterisiert (Rosai, 2004). Dabeli
handelt es sich um Zellen, die stark eosinophile Granula im reichlich vorhandenen
Zytoplasma besitzen. Einige Autoren (Rosai, 2004) beschreiben Hirthle-Zell-Tumoren
aufgrund von ausreichend distinktiven morphologischen Merkmalen und biologischen
Eigenschaften (z. B. starkere Neigung zu Lymphknotenmetastasierung als FK, h&ufig
Multizentrizitat) als separaten Tumortyp. Die Beibehaltung der traditionellen Zuteilung als
FA-, FK- oder PK-Variante durch andere Autoren wird in der Tatsache begriindet, dass

bislang kein Hurthle-Zell-Tumor spezifisches Gen identifiziert werden konnte (WHO, 2004).

2.5.2. Humanes papilléres Schilddrisenkarzinom (PK)

Das papillare Karzinom (PK) ist ein ,maligner Tumor mit follikulérer Differenzierung,
papillarem oder follikularem Wachstum und charakteristischen Zellkernveranderungen®
(WHO). Obwohl es auch Falle umschriebener PK gibt, zeigen die meisten dieser Tumoren
invasives Wachstum mit bisweilen extrathyroidaler Extension (25 %). Die Metastasierung (in
maximal 25 % der Félle) erfolgt Uberwiegend lymphogen mit Besiedelung der regionalen
zervikalen Lymphknoten. Haufig liegt Multizentrizitat vor, welche herkdmmlicherweise als
intraglandulére lymphogene Disseminierung des Tumors (Rosai, 2004), oder alternativ (33 %)
als multifokale Tumorentstehung betrachtet wird (Sugg et al., 1998; Moniz et al., 2002).

Das klassische papillare Karzinom bildet analog zur Nomenklatur zahlreiche, komplex
verzweigte, ,echte”“ Papillen mit fibrovaskularem Grundstock, welche von ein- oder
mehrlagigen kubischen bis zylindrischen Epithelzellen mit gestorter Polaritét iberzogen sind.
Fast immer findet sich gleichzeitig follikulares Wachstum in unterschiedlichem Anteil (bis
hin zur follikularen Variante, s. u.). Die solide Variante resultiert aus einem Uberwiegen
proliferativer gegentber sekretorischer Aktivitat und die kontrare makrofollikulére Variante
ahnelt hyperplastischen Knoten mit dilatierten unregelmagigen Follikeln.
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Das entscheidende diagnostische Kriterium ist das gleichzeitige Vorhandensein mehrerer PK-
charakteristischer Zellkernveranderungen. Hierzu gehéren die sog. ,,Milchglaszellkerne*
(ground glass nuclei, auch Orphan Annie Eye Nuclei [DelLellis, 1993]), verdickte
unregelméBige Zellkernmembranen mit longitudinalen Kerben, nukledre Pseudoinklusionen
und Uberlappungen der Zellkerne. Diffus auftretende ,,Milchglaszellkerne® sind das
spezifischste, jedoch kein pathognomisches Merkmal fiir die Diagnose eines PK oder eine
seiner Varianten. Es handelt sich um optisch leere Zellkerne mit infolge peripherer
Chromatinakkumulation unregelmaRig verdickt erscheinender Kernmembran (Hapke und
Dehner, 1979). Sie sind haufig vergroRert, oval-langlich, und enthalten meist unaufféallige
randstdndige Nukleoli. Die Abhangigkeit der Darstellungshéaufigkeit von Schnittdicke,
Qualitat, Art und Dauer der Probenfixierung ist hinlanglich beschrieben (Naganuma et al.,
2000), und bei der Interpretation zu berticksichtigen (WHO, 2004). Die typischen nukleéren
»Kerben“ kommen durch Einstilpung der vermehrt vorhandenen Kernmembran zustande und
sind von artifiziellem ,,linienziehenden* Chromatin zu unterscheiden (Gould et al., 1989).
Nukleare Pseudoinklusionen repréasentieren zytoplasmatische Invaginationen und erscheinen
als scharf begrenzte azidophile Kerneinschlusse. Typischerweise liegen die Zellkerne eines
PK dicht gedréngt und tberlappend.

Trotz malignen Verhaltens sind in den meisten PK Mitosen in nur geringer Anzahl zu finden.
Uber die Halfte der papillaren Karzinome zeigen exzessive Fibrose. Psammom-Korperchen
gehdren ebenfalls zu den PK-charakteristischen Merkmalen. Es handelt sich hierbei um
lamellenartig konzentrische, basophile Verkalkungsherde, die infolge von Einzelzellnekrosen
unter Beteiligung von Osteopontin-produzierenden Makrophagen entstehen.

Die Diagnose der zahlreichen in der Literatur beschriebenen PK-Varianten mit analogem
biologischem Verhalten basiert vorrangig auf dem Vorhandensein der PK-typischen
Zellkernveranderungen. Hervorzuheben ist das papillare Mikrokarzinom, welches in der
Regel als Zufallsbefund bei bis zu 25 % der resezierten Schilddriisen (Fink et al., 1996) oder
bei Autopsien registriert wird (Piersanti et al., 2003). Es weist, meist in sternférmiger
Konfiguration, definitionsgemaR die GroRe von maximal einem Zentimeter auf. Die
zytologischen Merkmale stimmen mit denen eines PK vollstandig tberein. Wéhrend papillare
Mikrokarzinome bei adulten Personen stets mit einer von der Ubrigen Bevolkerung nicht
abweichenden Uberlebensrate assoziiert sind, liegen gegensatzliche Erfahrungen insbesondere
bei Tschernobyl-assoziierten Féllen von Mikrokarzinomen bei Kindern vor (hohe
lymphogene Metastasierungsrate), so dass vorgeschlagen wird, den Terminus ,,papillares
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Mikrokarzinom* ausschlieBlich bei adulten Patienten anzuwenden (Williams, 2000), bzw. die
Neoplasie bei Kindern als ,,papillaren Mikrotumor* zu bezeichnen (Rosai, 2003).

Die erstmals 1960 von Lindsay beschriebene follikuldre Variante des PK (PK-FV) zeigt
(nahezu) ausschlieBlich follikulares Wachstumsmuster und fast immer infiltratives Verhalten,
ist jedoch selten als sog. Lindsay’s Tumor abgekapselt. Bei Diagnose eines FV-PK sollten in
Abgrenzung zum FA oder FK die PK-typischen Zellkernveranderungen deutlich entwickelt
und weit verbreitet im Tumor zu erkennen sein. Fur ein FA sind die zerstreute Verteilung der
PK-typischen Zellkerne und ein Anteil von unter 33 % neben Abkapselung, zytologischer
Uniformitit und fehlender Metastasierung als Kriterien formuliert, um Uberinterpretation zu
vermeiden (Mai et al., 2001).

Follikular wachsende abgekapselte Tumoren mit fraglichem Vorhandensein der PK-typischen
Zellkernveranderungen koénnen entsprechend dem Vorschlag von Williams (2000) als gut
differenzierte Tumoren - ohne weitere Spezifizierung (WDC-NOS, well-differentiated
carcinoma - not otherwise specified) bei eindeutiger Kapselinvasion, bzw. als WDT-UMP
(well-differentiated tumor of uncertain malignant potential) bei fraglicher oder fehlender
Kapselinvasion bezeichnet werden. Baloch und LiVolsi (2002) erweiterten die Nomenklatur
follikulérer Schilddriisentumoren um den Begriff ,Hybrid-Tumor“ als Bezeichnung fir

solitare abgekapselte invasive Tumoren mit PK-verdachtigen Zellkernveranderungen.

2.5.3. Murines (follikuldres) Schilddriisenkarzinom

Weder die Unterteilung in FK und PK, noch die Unterscheidung des Grades der Invasivitat
spielen in der Mauspathologie eine Rolle. Zur Beurteilung der Malignitat werden
allgemeingultige Kriterien herangezogen, insbesondere invasives Verhalten, sowie
architektonische und zellulare Atypien. Die laut WHO-KIassifizierung essentiellen Kriterien
sind Tab. 11.4. zu entnehmen. Charakteristischerweise zeichnet sich das follikuldre Karzinom
durch schlechte Abgrenzbarkeit oder deutlich invasives Verhalten in angrenzende
Gewebestrukturen aus. Bei vorliegender vaskuldrer, kapsuldrer oder lokaler Invasivitat ist
eine Fernmetastasierung dennoch nicht notwendigerweise detektierbar (Capen, 2001). Die
geringe Metastasierungsneigung muriner Schilddriisenkarzinome ist in den meisten
Abhandlungen sowohl tber Spontantumoren (Frith und Heath, 1984; Biancifiori, 1979) als
auch Uber verschiedentlich induzierte Tumoren bestatigt (Walinder und Sjodén, 1971, 1972
und 1973; Jhiang et al., 1996). Obwohl die (progressive) Groflie einer Lasion laut WHO-

Klassifizierung fir die differentialdiagnostische Abgrenzung zwischen Hyperplasie, Adenom
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oder Karzinom kein Kriterium darstellen darf, zeichnen sich einigen Autoren zufolge
Karzinome dadurch aus, dass sie infolge extensiver Proliferation im Allgemeinen groRer als
Adenome sind (Boorman und Hardisty, 1999; Frith und Heath, 1984). Zur Differenzierung
vom Adenom kann unter anderem der Nachweis vorhandener Fibroplasie in der Peripherie
des Tumors und im umgebenden Gewebe dienen, wobei auch Falle mit deutlicher
bindegewebiger Abkapselung existieren. Im Kontrast zu den benignen Lésionen mit
durchwegs einschichtigem Follikelepithel, ist das maligne Wachstum durch Bildung mehrerer
Epithelschichten gekennzeichnet. Die Tumorzellen sind zudem gruppenweise in soliden
Haufen organisiert. Neben dem (berwiegend soliden Wachstumsmuster der malignen
Tumoren treten papillare und / oder follikuldre Formationen ebenfalls auf. Die Unterteilung in
follikuléares, papillares und solides Karzinom wird entsprechend des vorherrschenden
Wachstumsmusters vorgenommen.

Die gleichsam dem Adenom oft vergrofierten Zellkerne sind rund bis oval und in manchen
Karzinomen konnen ,,optisch leer erscheinende* (Capen, 2001) Zellkerne vorkommen. Das
Vorhandensein zahlreicher Mitosefiguren ist nicht zwingend erforderlich, wohingegen
Zellkernatypien und Polymorphismus zu den essentiellen Charakteristika gehoren.

Bei den nicht in der WHO-KIlassifizierung beschriebenen sekundaren Verénderungen in
Zusammenhang mit malignen Schilddrisentumoren handelt es sich um Nekroseareale,
Hé&morrhagien und Entziindungszellinfiltrate, welche von anderen Autoren in Karzinomen in
groRBer Ausdehnung dokumentiert sind (Boorman und Hardisty, 1999; Jokinen und Botts,
1994).

Tab. 11.4. Differenzierung zwischen follikularem Adenom und Karzinom bei der Maus (Capen, 2001):

Adenom Karzinom
Demarkation: gut abgrenzbar schlecht abgrenzbar
Invasion: nicht nachweisbar deutlich nachweisbar
Follikelepithel: einschichtig mehrschichtig
Fibroplasie ohne Kapselbildung: nicht vorhanden evtl. vorhanden

Huarthle-Zell-Tumoren sind in murinen Klassifizierungen nicht beschrieben (Capen 2001),
obwohl diese Terminologie auch in der Maupathologie bereits verschiedentlich angewandt
wurde (Biancifiori, 1979). Aufgrund der Ahnlichkeit der beschriebenen Morphologien liegt
jedoch die Annahme nahe, dass es sich bei den diagnostizierten Hrthle-Zell-Tumoren und

den soliden Tumoren anderer Autoren um Synonyme handelt (Frith und Heath, 1984).
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2.5.4. ,Murines papilldres Schilddrisenkarzinom (murines PK)*

Abgesehen von der in der WHO-KIassifizierung (Capen, 2001) beschriebenen papillaren
Wuchsform des murinen Schilddriisenkarzinoms (s. 0.) liegen von verschiedenen Autoren
Beschreibungen muriner PK mit Ausbildung der dem humanen Tumor entsprechenden
charakteristischen Zellkernveranderungen vor. Es handelt sich zumeist um transgene
Mausmodelle (Abschnitt 3.3.) mit ret/PTC-, TRK-T1-Rearrangierung (Russel et al., 2000)
oder ret-Mutation (entsprechend der humanen multiplen endokrinen Neoplasie MEN 2A;
Reynolds et al., 2001). Die bei ret/PTC1-Mausen beobachteten, invasiv wachsenden Tumoren
mit gemischt follikular-solidem Wachstum und vereinzelt papilldren Formationen weisen
Zellkerne variabler GroBe und unregelmaBiger Form auf. Sie zeigen ,relativ haufig”
longitudinale Kerben in vesikularen Zellkernen und ,,gelegentlich® zytoplasmatische
Kerneinschlisse (Jhiang et al., 1996; Santoro et al., 1996). Powell et al. (1998, 2001) konnten
dieselbe Assoziation von ret/PTC3 mit solidem Wachstum in 30 % der Mausmutanten
feststellen, die auch beim Menschen existiert (vgl. Abschnitt 3.2.2.3.). Einige sowohl der
ret/PTC1- als auch der ret/PTC3-Mutanten entwickeln Uberdies ausgepragte hyperplastische
Verénderungen. Ledent er al. (1995) beschrieben in einer transgenen Maus mit Rb-
Suppression ebenfalls das Auftreten von ,,PK-typischen Zellkernverdnderungen im Rahmen
einer progressiven Entwicklung gut differenzierter Knoten mit zunehmender Malignitat aus
parenchymatdsen Struma. Die heterogenen Knoten mit variablem Wachstumsmuster und
Zellmorphologie sollen hierbei teils Ahnlichkeit mit humanen PK, teils mit humanen FK
aufweisen. Mit Ausnahme der ret/PTC3-Mutanten erfolgt keine (lymphogene)
Fernmetastasierung der Tumoren. Auch in Artikeln Uber nicht-transgene Mause wird Uber
»Milchglaszell*-ahnliche Verénderungen berichtet. Zum Beispiel wurden in einer Studie von
Walinder und Sjodén (1972, s. Abschnitt 1.5.3.2.) anhand vesikuléarer Zellkerne zwei Félle

von insgesamt 700 Radiojod-behandelten Mausen mit PK diagnostiziert.

2.5.5. Zusammenfassunqg: Gut differenzierte Tumoren bei Mensch und Maus

Ein zusammenfassender Vergleich humaner und muriner Klassifizierung von gut

differenzierten Schilddrisenkarzinomen ist Tab. 11.5. zu entnehmen.
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Tab. 11.5. Gegeniberstellung der Charakteristika humaner und muriner Schilddriisenkarzinome:

humanes FK und PK (WHO, 2004) murines Karzinom (Capen, 2001)
Subtypen: zahlreich (vgl. Tab. 11.1) je nach vorherrschendem Wachstumsmuster
Wachstumsmuster: FK: solide, trabekuldr, meist follikular  solide (verherrschend),

PK: papillér (echte Papillen), papillar (unregelmalige Papillen),

meist gemischt follikular (unregelméBige Form)
Sonstiges: Mehrschichtigkeit, UnregelmaRigkeit
Desorganisation, solide Cluster

Anzahl: FK: meist solitar (keine Angaben)

PK: oft multizentrisch
Kapsel: FK: gut abgrenzbar mit Kapsel schlechte Abgrenzharkeit essentiell,

PK: i. A. schlecht abgrenzbar, invasiv Kapsel variabel
stromale Reaktion: PK: 50 % exzessive Fibrose haufig Fibroplasie und sekundare

Verénderungen (Nekrose, Entziindung)

Invasivitat: FK: essentielles Charakteristikum essentielles Charakteristikum
Metastasierung: FK: meist hdmatogen (20 %) selten

PK: lymphogen (25 %)
Mitosen: FK: zahlreich variabel

PK: meist wenige
Zellkernatypien: meist nachweisbar charakteristischerweise vorhanden,

(aber auch bei benignen Lésionen oft) zusammen mit Pleomorphismus
,PK-Zellkerne*: FK: bisweilen mild fokal vorhanden ,»optisch leer erscheinende® Nuklei variabel

PK: essentielles Charakteristikum
Vorlaufer-Lasion; FK: méglicherweise FA nodulare Hyperplasie, Adenom

PK: keine bekannt
PK: Def.: Tumor mit PK-typischen Nuklei »murines PK*: analog definiert
Hirthle-Zell-Tumor: | Def.: oxyphile Zellen analog definiert (evtl. analog solider Tumor)

2.6.  Undifferenzierte (anaplastische) Schilddrisenkarzinome bei Mensch und Maus

Humane anaplastische Karzinome sind definitionsgemaR ,,hochmaligne Tumoren, welche
teilweise oder vollstandig aus undifferenzierten Zellen zusammengesetzt sind* (WHO, 2004).
Entsprechend der Giberwiegenden Zusammensetzung unterscheidet man zwischen squamadsem
(epithelialem) und sarkomattsem (Spindelzellen oder Riesenzellen) Typ.

Die Existenz anaplastischer Schilddriisentumoren bei der Maus findet sich in der WHO-
Klassifizierung nicht belegt. In &lteren Artikeln jedoch sind verschiedentlich als anaplastisch
klassifizierte Tumoren beispielsweise kleinzelligen, riesenzelligen und pleomorph soliden
Typs (Walinder und Sjodén, 1972), sowie sog. Karzinosarkome (Biancifiori, 1979)
beschrieben. Letztere Bezeichnung ist laut humaner WHO-KIlassifizierung heute nicht mehr
gebréauchlich, da ein Tumor mit epithelialer Komponente stets als anaplastisches Karzinom
bezeichnet wird. Zudem stellten sich die friher beim Menschen zur Kategorie der
anaplastischen Karzinome gezahlten kleinzelligen Karzinome in uberwiegender Zahl als
maligne Lymphome heraus (WHO, 2004).
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3. Genetik: Molekulare Eigenschaften der Schilddriisentumoren

3.1.  Allgemeine molekulare Mechanismen der Karzinogenese

Eine neoplastische Zelle ist durch autonome Hyperproliferation bei fehlender Sensitivitat
gegenuber wachstumshemmenden Signalen, unbegrenztem replikativem Potential und
Apoptosehemmung gekennzeichnet. Hinzu kommen Forderung der Angiogenese, sowie
Féahigkeit zu Gewebsinvasion und Metastasierung als essentielle Eigenschaften maligner
Tumoren (Hanahan und Weinberg, 2000).

Die initialen Mutationen, die zu neoplastischer Transition einer gesunden Zelle flhren,
konnen auf DNA-Schéadigung durch umweltbedingte Faktoren (chemische Karzinogene,
Strahlung), virale Onkogene, auf Spontanmutationen (Chromosomale Veranderung,
Punktmutation) oder auf eine aus Keimbahnmutation resultierende angeborene
Tumorpradisposition zurlickzufuhren sein. In Zusammenhang mit Tumorentstehung und
Progression kommt es zu Akkumulation mehrerer genetischer Alterationen (Zellzyklus-,
Apoptose-, DNA-Reparatur-, oder Wachstumssignal-Gene betreffend). Hierbei gelten
insbesondere der Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen oder die Uberexpression /
Uberfunktion von Onkogenen als die entscheidenden auf genetischen Aberrationen

beruhenden Mechanismen der Tumorinduktion und Progression.

3.1.1. Genmutationen - ,Genmutationshypothese*

Den sog. Tumorgenen kommt im Sinne der Genmutationshypothese bei der Tumorentstehung
eine zentrale Rolle zu. Hierbei entsteht aus einer Krebsvorlauferzelle im Laufe der
Tumorprogression eine Anhdufung von Mutationen verschiedener Tumorgene, welche der
Zelle jeweils einen Selektionsvorteil (beispielsweise durch Fahigkeit zu invasivem
Wachstum) verschaffen (Hanahan und Weinberg, 2000). Allgemein gilt, dass
Tumorentstehung nicht durch eine einzige Mutation hervorgerufen werden kann (Vogelstein
und Kinzler, 2004). Vielmehr steht eine Tumorzelle am Ende eines mehrschrittigen
genetischen Prozesses, wobei die Anzahl und Art der Veranderungen in Abhéngigkeit vom
Tumortyp erheblich variieren kdnnen (Komarova et al., 2003). Die bei Tumorprogression
zumeist rasche Akkumulation zahlreicher Genmutationen wird von Fearon und Vogelstein
(1990) durch das Vorliegen genetischer Instabilitdt der Tumorzellen erkléart. Die dadurch
erhdhte Mutationsrate fuhrt zunehmend zu genetischer Heterogenitat und malignem Potential

des Tumorklons (Nowell, 2002). Obwohl die erforderliche Anzahl beteiligter Gene zum
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Erlangen tumordser Eigenschaften einer Zelle variiert, konnen Mutationen in verschiedenen

Gen-Sets zum gleichen Phénotyp fihren.

3.1.2. Einteilung der an der Karzinogenese beteiligten Gene (Tumorgene)

Es koénnen drei Arten von Tumorgenen unterschieden werden: Onkogene,

Tumorsuppressorgene und Stabilitatsgene (Vogelstein und Kinzler, 2004).

3.1.2.1. Onkogene

Onkogene, welche den Ubergang vom normalen Wachstumsverhalten der Zelle zu

ungebremstem Tumorwachstum induzieren konnen, entstehen durch Amplifikationen oder

Mutationen in sog. Protoonkogenen, deren Proteine Uberwiegend an der Regulierung von

Zellwachstum und / oder Zelldifferenzierung beteiligt sind. Die Protoonkogene kénnen

analog zu ihren Transkriptionsprodukten verschiedenen Gruppen zugeordnet werden, z. B.

Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktor-Rezeptoren, intrazelluldre Signaltransduktoren (G-

Proteine, ras), Zellzyklusregulatoren (Proteinkinasen, z. B. Tyrosinkinasen, CDK), nukleére

Regulatorproteine (Transkriptionsfaktoren, myc, fos) oder Virus-Onkogene (Capen, 2002).

Der Entstehung von Onkogenen kdnnen folgende Mechanismen zu Grunde liegen:

e Punktmutation des Protoonkogens mit daraus resultierender Regulator-unabhéngiger
Aktivierung des Genproduktes (z. B. ras-Mutation bei FA und FK [Shi ef al., 1991], Braf-
Mutation bei PK [Nikiforova et al., 2003]).

e Chromosomale Translokation, welche ein tUberexprimiertes Fusionsprotein zur Folge hat,
bzw. welche das Protoonkogen unter den Einfluss einer regulatorischen DNA-Sequenz
(aktivierende Promotoren) bringt, die bermaRige Proteinbiosynthese nach sich zieht
(z. B. ret-Rearrangierung bei PK [Fagin, 2002, Santoro et al., 2002]).

e Gen-Amplifizierung infolge von Aneuploidie oder infolge fehlerhafter DNA-Replikation
einzelner Chromosomenabschnitte und somit erhohter Produktion des strukturell
normalen Proteins (Stark, 1993).

Die Fehlfunktion eines Allels ist bereits ausreichend, um die pathogene Wirkung des

Onkogens zu entfalten (dominante Wirkung), bzw. die Wahrscheinlichkeit fur maligne

Entartung zu erhohen.
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3.1.2.2. Tumorsuppressorgene - ,,2-Treffer-Modell* nach Knudson

Tumorsuppressorgene (TSG) konnen als Gene definiert werden, welche Tumorentstehung
verhindern, bzw. die Wahrscheinlichkeit reduzieren, dass eine Zelle neoplastisch entartet,
indem die von ihnen kodierten Proteine kontrollierenden Einfluss auf den Zellzyklus haben
oder Apoptose induzieren. Detailliert handelt es sich um Proteine, welche beispielsweise die
Genexpression von Wachstumsfaktoren unterdriicken (Zellzyklus-Hemmung), bei DNA-
Schédigung den Zellzyklus flr einsetzende Reparaturmechanismen anhalten bzw. Apoptose
induzieren oder Metastasierung von Tumorzellen via Beteiligung an der Zelladhésion
verhindern. Das bekannteste und in vielen Tumoren identifizierte TSG p53 beispielsweise
reagiert auf DNA-Schadigung mit Induktion von Zellzyklus-Arrest bzw. Einleitung der
Apoptose (Sherr, 1996).

Basierend auf statistischen Untersuchungen am kindlichen (vererbten) Retinoblastom
entwickelte Knudson (1971) das ,2-Treffer-Modell“, wonach beide Allele des
Tumorsuppressorgens RbI mutiert sein missen, um eine maligne Transformation der Zelle zu
induzieren (rezessive Wirkung). Im Falle eines Funktionsverlusts von nur einem Allel erhéht
sich lediglich die Tumorsuszeptibilitat. Bei angeborener Tumorerkrankung ist der Verlust des
ersten Allels auf Keimzell-, der des zweiten auf somatische Mutation zuruckzufihren.
Letztere treten bei nicht vererbten Erkrankungen zweifach aufeinander folgend auf.
Urséchlich fur die Allel-Funktionsverluste kommen Aneuploidie infolge Nondisjunction,
chromosomale Deletion oder Insertion, Punktmutation, Ersatz des intakten Allels durch Gen-
Konversion oder mitotische Rekombination, oder epigenetisches Silencing, z. B. (Promotor-)
Hypermethylierung (Garinis et al., 2002) in Frage.

Davon abweichend existieren einige Studien Uber sog. ,,haploinsuffiziente” TSG, v. a. bei der
Maus. Hierbei fihrt der Verlust eines der beiden Allele infolge verminderter ,,Dosis“ des
Transkripts bereits zu Tumorentstehung bzw. in additiver Kollaboration mit anderen
mutierten Tumorgenen zu Tumorprogression (z. B. p27, Arf, Pten; Sherr, 2004).

In groRer Haufigkeit wurden somatische Verluste des Retinoblastom-Suszeptibilitatsgens Rb1
in verschiedenen humanen Tumoren, wie Osteosarkom oder kleinzelligem Lungentumor, aber
auch in malignen Schilddrisentumoren (v. a. PK) ermittelt (Anwar et al., 2000). Bei der Maus
fuhrt ein RbI-Verlust (konventioneller Knockout eines Allels) selten zu Retinoblastomen,
sondern bevorzugt zu Hypophysen- und medull&ren Schilddrisentumoren (Jacks et al., 1992).
Dies impliziert die Existenz von in der Retina der Maus vorhandenen kompensatorischen

Mechanismen und verdeutlicht die Komplexitat biologischer Signalwege.
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Das Rb1-Protein (pRbl) ist in verschiedene zellulére Prozesse involviert (DNA-Replikation,
Differenzierung und Apoptose), insbesondere jedoch in die Zellzyklus-Regulierung als
Proliferationsinhibitor (Classon und Harlow, 2002). Hierbei wird der Transkriptionsfaktor
E2F1, der zur Einleitung der S-Phase erforderlich ist, als wichtigstes Zielprotein inhibiert.
Demzufolge fiihrt eine Uberexpression von pRb1 zu Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase, und
umgekehrt eine pRb1-Mangel zu beschleunigtem Ubergang von G1- in die S-Phase.
Onkogenetische Veranderungen der Rb1-Signalkaskade konnen unter anderem durch
mutationsbedingte Inaktivierung der Cdk2-Tumorsupressorgene oder Aktivierung der
Onkogene Cdk4 oder CyclinD1 verursacht werden (Sherr und McCormick, 2002).

Die TSG p15 (Cdkn2b) und p16 (Cdkn2a) sind bei humanen Tumoren, insbesondere der
akuten lymphoblastischen Leukdmie, hdufig inaktiviert. Ein pl6-Verlust scheint bei der
Entdifferenzierung humaner Schilddriisenkarzinome gemeinsam mit weiteren Genen von
Bedeutung zu sein (Ball et al., 2006). Die von den Cdkn2-Genen kodierten Proteine p16Ink4a
und p15Ink4b sind Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen (CDK), die unter dem Einfluss
verschiedener Wachstumsfaktoren und Gber Aktivierung weiterer Proteine den Ubertritt von
Gl- zur S-Phase des Zellzyklus beschleunigen (negative Regulatoren der
Zellzyklusprogression). Bei Fehlen der hemmenden Wirkung durch p15 oder p16 wird somit
die G1-Phase verkirzt und der S-Phasen-Eintritt dereguliert (Ragione und lolascon, 1997).
Bei der Maus konnten die Cdkn2-Genorte auf Chromosom 4 und das TSG RbI auf
Chromosom 14 identifiziert werden (MGI-Datenbank).

3.1.2.3. Stabilitatsgene (Caretaker) - Genetische Instabilitét

Wie im Falle der TSG miuissen beide Allele der Stabilitdtsgene mutiert sein, um zu
Tumorinitiation oder Tumorprogression beitragen zu konnen. Inaktivierung von
Stabilitatsgenen fuhrt jedoch nicht direkt zu Tumorwachstum, sondern lediglich zu
genetischer Instabilitat, und damit Beginstigung klonaler Entwicklung. Die dieser Gruppe
zugehorigen Gene sind in Detektion und Reparatur von DNA-Schéadigungen, d. h. in
Mismatch Repair (MMR), Nucleotide-excision Repair (NER), oder Base-excision Repair
(BER) involviert (Lengauer et al., 1998).
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3.1.2.4. Tumorsuszeptibilitatsgene

Hinzu kommen die sog. Tumorsuszeptibilitdtsgene, deren Allelotypen jeweils mit minimaler
Penetranz das individuelle Risiko (Préadisposition) fir die Entstehung sporadischer Tumoren
modifizieren (Fijneman, 2005). Das durch die genetische Suszeptibilitdt bedingte relative
Risiko verschiedener Individuen fir sporadische Tumorerkrankung wird auf 10 bis 100
geschatzt. Da nicht nur Einzelgen-Effekte sondern auch multiple Interaktionen verschiedener
Gene und anderer Faktoren hierbei eine Rolle spielen, sind zur Identifizierung von
Kandidatengenen derart umfangreiche vernetzte und komplexe Allelotypisierungsstudien

notig, wie sie derzeit nur in Tiermodellen ansatzweise durchfuhrbar sind.

3.1.3. Aneuploidie - ,,Aneuploidiehypothese nach Bovery*

Im Gegensatz zur ,,Genmutationshypothese®, welche besagt, dass Tumorprogression aus
Mutationen bestimmter Tumorgene resultiert (s. 0.), postuliert die ,,Aneuploidiehypothese*,
dass der malignen Transformation primér Aberrationen der Chromosomenzahl zu Grunde
liegen. Diese mehrfach diskutierte Alternative zur Genmutationshypothese (Bialy, 2001;
Brinkley und Goepfert, 1998) geht auf Boveri zurlick, welcher 1914 erstmals die mit
Chromosomenfehlverteilungen  assoziierten ~ Verdnderungen  der  chromosomalen
Zusammensetzung urséchlich mit Tumorentstehung in Zusammenhang brachte. Begriindet
liegt diese Theorie darin, dass die meisten malignen Tumoren signifikante Aneuploidien
aufweisen, und alleine durch das Auslosen einer Chromosomenfehlverteilung maligne
Entartung induziert werden kann (Tsutsui et al., 1984). Zugewinne oder Verluste ganzer
Chromosomen oder von Chromosomenabschnitten verursachen demnach eine sehr grof3e
Anzahl unbalanciert vorliegender Gene, deren verandertes Zusammenspiel unabhdngig von
den Funktionen der einzelnen betroffenen Gene die Tumorentstehung verursacht (Duesberg
und Rasnick, 2000 und 2005).

Eine Verknupfung beider Theorien stellen die sog. ,,Aneuploidiegene” dar, d. h. Gene mit
Kontrollfunktion wéhrend der Mitose (Ouyang et al., 2002), deren mutationsbedingte
Fehlfunktion Chromosomenfehlverteilungen nach sich ziehen kann (Pihan und Doxsey,
1999). Hierzu gehoren beispielsweise Gene mit Beteiligung an der chromosomalen
Kondensation, Schwesternchromatid-Kohdasion, Funktion und Struktur der Kinetochore,
Mikrotubuli-Formation, und Gene mit Uberwachungsfunktion im Zellzyklus wahrend S- und
M-Phase, DNA-Replikation und Mitose.
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3.1.4. Strahleninduzierte Karzinogenese

Genmutationen und chromosomale Aberrationen gelten herkdmmlicherweise als early events
der Karzinogenese und als essentielle Mechanismen der Tumorinduktion durch Strahlung, da
die DNA-Schadigung linear mit der Strahlendosis und dem Tumorrisiko korreliert.

In vitro Experimente konnten unter Beweis stellen, dass ionisierende Strahlung Doppelstrang-
Briche der DNA verursachen kann und zudem Regionen mit erhdhter Suszeptibilitat fur
Strahlenschadigung existieren (Barrios et al., 1989; llyinskikh et al., 1999). Short inverted
Repeats der DNA wurden als strukturelle Bruchstellen-Kandidaten fur Genamplifizierungen
ermittelt (Tanaka er al., 2002). DNA-Doppelstrangbriiche stellen das initiale Ereignis flr
Gen-Amplifizierung oder -Deletion und Rearrangierung dar, obwohl die Mechanismen
bislang nur unzureichend erklért sind (Kimmel 2006; Sankaranarayanan und Wassom, 2005).
Von primdr strahleninduzierten Veranderungen sind solche zu unterscheiden, welche im Zuge

genetischer Instabilitat bei Tumorprogression auftreten (Komarova et al., 2003).

3.2.  Schilddrusenkarzinogenese beim Menschen anhand molekulargenetischer

Eigenschaften

3.2.1. Molekulargenetische (atiologische) Profile humaner Schilddriisentumoren

3.2.1.1. Nodulére Hyperplasie (NH) und follikulares Adenom (FA)

Die essentiellen molekularen Eigenschaften fir den Wachstumsvorteil eines Adenoms sind
weitgehend unbekannt (Studer und Derwahl, 1995). Der sowohl bei nodulérer Hyperplasie als
auch beim FA erwiesene &tiologische Zusammenhang mit Jodmangel zeigt die
pathogenetische Ahnlichkeit beider Lasionen (WHO, 2004). Dariiber hinaus spiegeln die
molekulargenetischen Profile beider Lasionen im Wesentlichen das einer gesunden
Schilddriise wieder. Bei toxischen Adenomen und hyperaktiven Schilddrisen-Knoten finden
sich Beschreibungen Uber Genmutationen im TSH-Rezeptor-Gen und einem Gen des

stimulierenden GTP-Bindungsproteins (Derwahl et al., 1999).
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3.2.1.2. Follikuléres Schilddriisenadenom und -karzinom (FA und FK)

Das FK gilt im Sinne einer linearen Tumorprogression als maligne Transformation eines FA
(WHO, 2004; Segev et al., 2003). Das alternative sog. time-restricted model der
Tumorentstehung besagt, dass ein kritisches Zeitfenster existiert, in welchem ein frihes FA
entweder im Sinne einer Progression in ein FK irreversibel transformiert oder zu einem
Adenom im Sinne einer end-stage lesion wird (Schmid und Farid, 2006). Auch moderne
molekulargenetische Studien konnten bislang keine alternative Signalkaskase (Pathway)
zwischen FA und FK aufzeigen, so dass molekulare Marker (Cerutti et al., 2004) auf Grund
der Ahnlichkeit mit dem FA bislang unzureichend sind, die Diagnose eines FK zu stiitzen
(Schmid und Farid, 2006).

Bei der typischsten, mit FA (Namba et al., 1990) und FK (Farid et al., 1994) gleichermalien
in Verbindung gebrachten genetischen Verdnderung handelt es sich um Punktmutationen des
ras-Onkogens. Da FK in Jodmangelgebieten auffallend haufig von ras-Mutationen betroffen
sind, konnte laut Shi ez al. (1991) Jodmangel als Regulator bei dieser Mutation eine Rolle
spielen. Ras-Mutationen wurden dartber hinaus auch in multinoduldren Hyperplasien
detektiert (Krohn et al., 2001).

Die zu Pax8/Ppary- (Peroxysome proliferator-activated receptor gamma-) Onkogen fuhrende
Translokation ist ebenfalls assoziiert mit follikuldren Neoplasien. Aufgrund ihres Auffindens
in benignen und malignen follikuldren Tumoren (Cheung et al., 2003; Marques et al., 2002),
scheint diese genetische Verénderung alleine fiir die Entwicklung eines Karzinoms jedoch
ebenfalls nicht auszureichen, obwohl einige Autoren eine Korrelation mit malignem
Verhalten (Kroll et al., 2000; Dwight et al, 2003) feststellen konnten. Aufgrund des
alternierenden Vorkommens von entweder Pax8/Ppary-Fusion (25 bis 50 %) oder ras-
Mutation (20 bis 50 %) beim FK (Tab. 11.6.) wird eine molekulare Einteilung in diese zwei

Subtypen postuliert (Nikiforova et al., 2003).

3.2.1.3. Papillares Schilddriisenkarzinom (PK)

Ret- und TRK-Rearrangierungen infolge von DNA-Doppelstrangbriichen sind neben Braf-
Mutationen die am haufigsten anzutreffenden genetischen Veranderungen des humanen PK

(vgl. Tab. 11.6.). Aufgrund des bestehenden Zusammenhanges zwischen Bestrahlung und
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen, und der Assoziation zwischen Translokationen
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dieser beiden Gene und Entwicklung der PK-typischen Merkmale, erklért sich, dass es sich
bei strahleninduzierten Schilddriisentumoren zumeist um PK handelt (WHO, 2004).

Das ret-Protoonkogen kodiert fiir einen Transmembranrezeptor mit Tyrosinkinase-Aktivitat.
Bei Aktivierung des rer-Genes durch somatische Rearrangierung infolge eines DNA-
Doppelstrangbruches unterscheidet man inzwischen anhand verschiedener Fusionspartner 11
Mitglieder der sog. ret/PTC (papillary thyroid carcinoma) -Genfamilie (Klugbauer et al.,
2000). Einige dieser Formen werden mit bestimmten histologischen Typen des PK in
Verbindung gebracht: re#/PTC1 ist assoziiert mit dem klassischen papillaren Typ, ret/PTC3
wird h&aufig in Zusammenhang mit Strahlenexposition und insbesondere Tschernobyl-
assoziierten soliden Varianten bei Kindern (80 %) identifiziert (Thomas et al., 1999). Da
ret/PTC-Rearrangierung bereits in papillaren Mikrokarzinomen detektiert werden konnte, gilt
sie als friihes genetisches Ereignis (Viglietto er al., 1995), welches die Entstehung der PK in
Assoziation mit deren charakteristischen Zellkernverdnderungen verursacht. Die strikte
Korrelation zwischen dem genetischen Ereignis der ret/PTC-Rearrangierung und dem
Auftreten der papillaren Karzinome wird jedoch durch verschiedene Studien widerlegt: So
variiert die in der Literatur beschriebene Inzidenz von ret/PTC in papillaren Karzinomen
zwischen 0 % und 80 % (WHO, 2004). Zudem wurde fokal die mit PK-typischen nukleéren
Veranderungen assoziiert auftretende ret/PTC-Rearrangierung bei nodulédrer Hyperplasie
(Fusco et al., 2002) und bei tber 90 % der autoimmunen Hashimoto Thyreoiditis (Arif et al.,
2002) beschrieben. Da das Auftreten papillarer Karzinome in noduldr hyperplastisch
erkrankten Schilddriisen ebenfalls beschrieben ist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich um
fokale Friihstadien maligner PK handeln kénnte (Fusco et al., 2002).

Auch andere Gene der rer-Signalkaskase konnen in die PK-Entstehung involviert sein
(Kimura et al., 2003; Melillo ef al., 2005). Hierbei gilt eine Braf~Mutation (Nikiforova et al.,
2003) oder eine AKAPY/Braf-Fusion (Fusco et al., 2005) als ein zu ret/PTC-Rearrangierung
atiopathogenetisch alternatives (Soares et al., 2003) und als spates Ereignis, bevorzugt bei
spontanen (nicht-strahlenassoziierten) PK (Lima et al., 2004, Nikiforova et al., 2004) mit
verschlechterter Prognose (Xing et al., 2005). Ras-Punktmutationen sind charakteristisch fir
FA und FK (s. 0.), treten jedoch auch bei PK insbesondere dem PK-FV (Zhu et al., 2003), in
nicht unerheblichem Umfang auf (17 %). Giordano et al. (2005) ermittelten gar ein
distinktives Array-Expressionsprofil der drei (ret/PTC, Braf, ras) genetisch klassifizierten PK.
Daneben finden sich weitere Gene beschrieben, die in die Karzinogenese des PK involviert
sind: Rearrangierung des NTRK-1-Genes (friiher trek) ist in etwa 10 % papillarer Karzinome

nachweisbar (WHO, 2004). Fehlende bzw. reduzierte Expression des Tumorsuppressorgens
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Rb1, aber auch epigenetische Ereignisse (c-Met- oder EGR-R-Uberexpression, E-Cadherin-
Mangel) komplettieren die molekulare Vielfalt der PK.

3.2.14. Anaplastische Karzinome

Anaplastische Karzinome zeigen eine hohe Inzidenz an p53-Mutationen (Fagin et al., 1993),
welche in gleichzeitig vorhandenen papillaren Tumorkomponenten nicht nachzuweisen
waren. Somit liegt der Verdacht nahe, dass diese Verdnderung eine groRe Rolle bei der
Entdifferenzierung spielt. Fur anaplastische Karzinome, die aus PK hervorgegangen sind, sind
Braf~-Mutationen charakteristisch (Nikiforova et al., 2003; Xing, 2005).

3.2.2. Allelische und chromosomale Imbalancen bei humanen Schilddriisentumoren

Uber die Haufigkeit des Auftretens von chromosomalen und Mikrosatelliten-Imbalancen bei
humanen Schilddrisentumoren liegen je nach Autor teilweise voneinander abweichende
Daten vor. Im Allgemeinen sind jedoch FK im Gegensatz zum PK gehduft von
chromosomalen Imbalancen betroffen (80 %) und zeigen auch in gréfierem Umfang allelische
Instabilitaten (Ward et al., 1998; Tab. 11.6.). LOH-, CGH- und ergénzende Genexpressions-
Studien mit humanen FA (Oriola et al., 2001), FK (Aldred et al., 2004) und PK (Kimmel et
al., 2006) fihrten zur Nennung einiger gehauft betroffener Kandidatengene (Mazzanti et al.,
2004), jedoch ohne erwiesene differentialdiagnostische Nutzbarkeit aufgrund fehlender
Spezifitat (Schmid und Farid, 2006), so dass die wenigen und zudem nicht konstant in der
Mehrzahl der Félle detektierten Veranderungen nur bedingt als Charakterisierungsmuster

herangezogen werden kdnnen.

3.2.2.1. Mikrosatelliten-Imbalancen

LOH- (Loss of Heterozygosity-) Studien mittels Mikrosatelliten-Markern ermdglichen das
Auffinden des Verlusts eines einzelnen durch die Mikrosatelliten-Sonde determinierten DNA-
Abschnittes mit hoher Spezifitat und Sensitivitat, unter der Voraussetzung, dass in dieser
Sequenz Polymorphismus vorliegt. Bei Abwesenheit von Mikrosatelliten-Allelen spricht man
von Verlust der Heterozygotie (LOH) oder allelischer Imbalance (Al), bei veranderter Lange
des PCR-Amplifikats von Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI). Durch beide Befunde werden
lokalisierte oder diffuse genomische Instabilititen, d. h. DNA-Replikations- oder Reparatur-
Defekte reflektiert (Shi ez al., 2006).
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Die in der Literatur beschriebenen Héaufigkeiten und Verteilungen von Mikrosatelliten-
Imbalancen bei humanen Schilddriisentumoren fallen in erster Linie durch ihre Variabilitat
auf. Unterschiedlich lokalisierte Deletionen zeigten sich in den verschiedenen
Allelotypisierungsstudien (iber das gesamte Genom verteilt. Einigen Autoren zufolge sind
allelische Verluste in FK und auch FA durchschnittlich h&ufiger (60 % bzw. 33 % laut Fagin
et al., 2002) anzutreffen als in (spontanen) PK (23 %). Hierbei korrelierte dennoch keiner der
spezifischen Kandidatengenorte mit einem der verschiedenen Tumortypen (maximales
Vorkommen bei 33 % der Tumortypen; Ward et al., 1998), obwohl verschiedene
Vermutungen gedufBert wurden, dass konkrete genomische Verluste in initiale Schritte der
neoplastischen Transformation gesunder Zellen (10q [d. h. g-Arm des Chromosoms 10] laut
Herrmann et al., 1991) oder in Tumorprogression vom FA zum FK (3p und 7g21 laut Trovato
et al., 2004; 7q, 11p und 22q laut Kitamura et al., 2001; 3p und 10p laut Herrmann et al.,
1991) involviert sein sollen. Hunt et al (2003 und 2004) formulierten eine
differentialdiagnostische Relevanz der Anzahl vorliegender Al innerhalb der follikularen
Tumoren und innerhalb der PK-Varianten. Bei den PK mit in der Regel diploidem
Chromosomensatz wurde geh&uftes Auftreten von MSI nachgewiesen (Soares et al., 1997).
Aufgrund dessen und aufgrund der Neigung zu multizentrischer Verteilung klonal
unabhéngiger Tumoren (Shattuck et al., 2005), scheint es sich beim PK um das Endprodukt
weniger zu Tumorentstehung fiihrender genetischer Schritte zu handeln (Sobrinho-Simoes et
al., 2005).

3.2.2.2. Chromosomale Imbalancen

Die komparative genomische Hybridisierung (CGH) stellt eine Methode zur genomweiten
Detektion von chromosomalen Imbalancen mit guter Reproduzierbarkeit dar. Man
unterscheidet die konventionelle Chromosomen-basierte CGH (cCGH) (erstmals von
Kallioniemi et al., 1992) und auf Microarrays basierende CGH (Array-CGH). Der Vorteil der
CGH-Methode besteht darin, dass Alterationen auf gesamt-chromosomaler Ebene in einem
einzigen Experiment und ohne Abhé&ngigkeit von Sequenz-Polymorphismus nachvollzogen
werden kénnen (Oostlander et al., 2004). Ganzchromosomale Veranderungen (Aneuploidien)
sind ebenso erkennbar wie Abweichungen der Kopienzahl einzelner DNA-Abschnitte
(Amplifizierung oder Deletion), nicht jedoch Insertionen oder reziproke Translokationen (wie
bei Mosaikgen-Bildung), da die DNA-Menge hierbei unveréndert vorliegt.

Eine mit 80 % der Féalle besonders groRe Haufigkeit von Imbalancen im CGH-Profil beim FK
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konnte von Hemmer et al. (1998 und 1999) beobachtet werden. Vergleichsweise seltener
wurden durch Belge er al. (2001) in weniger als der Hélfte aller FA klonale zytogenetische
Aberrationen ermittelt. Vergleichende Untersuchungen zwischen humanem FA und FK
zeigten im Allgemeinen weitgehende Ubereinstimmungen der CGH-Profile. Doch obwonhl
Roque et al. (2003) spezifische, sowohl allein als auch gemeinsam bei FK und FA auftretende
Veranderungen im konventionellen CGH-Profil formulierten, konnte die von Castro et al.
(2001) dokumentierte signifikante Assoziation eines 15qg-Verlustes mit dem FA nicht bestétigt
werden.

Das PK besitzt in der Regel diploiden Chromosomensatz, dennoch wurde ein Zusammenhang
chromosomaler Imbalancen beim PK mit aggressiverem invasivem Verhalten hergestellt
(Bauer et al., 2002). Hinsichtlich der Existenz und der Rekurrenz (kolokalisierte gleichartige
Alterationen beim gleichen Tumortypen verschiedener Patienten) von chromosomalen
Imbalancen bei strahleninduzierten humanen Schilddrusentumoren liegen in verschiedenen
Untersuchungen von Tschernobyl-assoziierten PK mittels CGH z. T. stark voneinander
abweichende Resultate vor. Hemmer et al. (1999) konnten bei ihrer chromosomalen CGH-
Studie lediglich Zugewinne in 12 % der PK bei adulten Personen ermitteln. In einer ersten
hoher auflésenden Studie mittels Array-CGH von Richter ez al. (2004) wurde ein 30%iges
Vorkommen von Zugewinnen und Verlusten mit sehr niedriger Rekurrenz detektiert und
demzufolge eher als sekundares Ereignis oder intratumorale Heterogenitat interpretiert. Erst in
einer kirzlich veroffentlichten Untersuchung von Kimmel ez al. (2006) zeigte sich bei einem
Vergleich strahleninduzierter Tumoren mit Spontan-Tumoren durch ein signifikant erhohtes
Auftreten chromosomaler Aberrationen und eine Rekurrenz von 60 - 77 %, dass gerade bei
Exposition im Kindesalter ein primar pathogenetischer Zusammenhang mit Chromosomen-

Imbalancen bei strahleninduzierten Schilddriisentumoren bestehen kdnnte.

3.2.3. Immunhistochemische (diagnostische) Profile humaner Schilddriisentumoren

Die atiologische Vielfalt molekularer Stoffwechselwege der verschiedenen humanen
Schilddriisentumoren reflektiert sich in dem gleichermaBen groflen Umfang diagnostisch
bedeutsamer Charakteristika. In der Literatur finden sich zahlreiche Vorschlage zur
Anwendung immunhistochemischer und molekularer Marker, um zwischen benignen und
malignen, sowie FK und PK zu unterscheiden (Segev et al., 2003). Einige dieser Marker sind
nachweislich mit thyreoidalen Tumoren bzw. Tumortypen assoziiert (Rosai, 2003; Saggiorato

et al., 2005). Bei intermediéren Lasionen jedoch ist ihre Aussagekraft sowohl einzeln als auch
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in Kombination angewandt zumeist von differentialdiagnostisch unzureichender Spezifitat
(Zeiger und Dackiw, 2005).

Zu den immunhistochemisch bedeutsamen Antikorpern der PK-Diagnostik zdhlen allen voran
Galectin-3 (Gal-3) und Cytokeratin 19 (Ck 19) mit nahezu 100%iger Nachweisrate (Tab.
11.6.). Beim FK ist eine Reaktivitat haufig fur dieselben Marker nachgewiesen, die sich im PK
positiv darstellen. Den meisten Untersuchungen zufolge handelt es sich jedoch um einen
geringeren prozentualen Anteil positiver FK, einhergehend mit schwacherer Intensitat der
positiven Reaktion.

Gal-3 wurde in zahlreichen Studien und in verschiedenen Kombinationen bezuglich seiner
Aussagefahigkeit fur die Diagnostik Uberprift (Weber et al., 2004; Coli et al., 2002). Es
gehort zu den Beta-Galactosid bindenden Lectinen, und besitzt multiple Funktionen (z. B.
Zell-Adhasion [Inohara et al., 1999], Zellwachstum, neoplastische Transformation [Takenaka
et al., 2003] und Apoptose [Nakahara et al., 2005]). Trotz Gal-3-Positivitat in den meisten PK
(Kawachi et al., 2000) gilt die Nutzbarkeit von Gal-3-Antikorpern zur PK-Identifizierung
durch unzureichende Spezifitdit (Weber et al., 2004) als eingeschrankt (WHO, 2004),
insbesondere da signifikante Reaktivitat auch bei 40 bis 100 % der FK nachgewiesen wurde
(Saggiorato et al., 2004; Beesley und McLaren, 2002; Weber et al., 2004; Coli et al., 2002).
Gal-3 ist demnach allgemein bevorzugt in malignen Tumoren anzutreffen (Bartolazzi et al.,
2001) und wurde zur ldentifizierung préneoplastischer Herde in gutartigen Lasionen (Coli et
al., 2002), sowie zur Differentialdiagnose benigner und maligner Tumoren (Inohara et al.,
1999) flr geeignet erklart, obwohl andere Studien dem widersprechen (Bartolazzi und
Bussolati, 2006; Martins et al., 2002; Mehrotra et al., 2004).

Ck 19-Positivitdt galt urspringlich ebenfalls als Charakteristikum des klassischen PK mit
hoher Spezifitat (97 %) und Sensitivitat (92 %) (Nasser et al., 2000). In weiteren Studien
jedoch erwies sich die Aussagekraft von Ck19-Positivitdt in der PK-Diagnostik als von
fraglicher Spezifitdt (Cameron und Berean, 2003), da Reaktivitdt auch in Thyreoiditis,
papillar wachsenden FA-Arealen, papillaren Hyperplasien (Casey et al., 2003), Morbus
Basedow (Erkilic und Kocer, 2005) und bei etwa 60 % der FK (Cerilli et al., 2002)
nachgewiesen werden konnte. Eine Kombination beider Marker mit HBME-1-, CD44v6- oder
TPO- (thyroid poeroxidase) Antikdrpern fuhrt einigen Autoren zufolge zu einer verbesserten
differentialdiagnostischen Aussagekraft (Casey et al., 2003; Papotti et al., 2005, Weber et al.,
2004; Bartolazzi et al., 2001; Prasad et al., 2004).
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Tab. 11.6. Haufigkeit der typischen genetischen Veranderungen beim humanen FK und PK laut WHO (2004)

FK PK
Assoziierte Genmutationen: PAXS8/Ppary-Rearrangierung (25-50 %) ret/PTC-Rearrangierung (0-80 %),
TRK-Rearrangierung (10 %),
ras-Punktmutation (20-50 %) ras-Mutation (< 10 %),

Braf-Mutation (bis zu 70 %)
RbI-Verlust (selten)

Immunhistochemische Marker: | Gal-3: ca. 40-100 %* Gal-3: 90-100 %*
Ck 19: ca. 60 %** Ck 19: 100 %**

Chromosomale Imbalance: relativ haufig (80 %) i. A. diploid

Mikrosatelliten-Imbalancen: héufiger als bei PK relativ haufig

*Weber et al., 2004; Coli et al., 2002; **Cerilli et al., 2002; Casey et al., 2003

3.3.  Transgene Mausmodelle fiir Schilddrtsenkarzinogenese

Uber murine Schilddriisentumoren sind molekulargenetische Informationen mit Hinweis auf
karzinogenetisch bedeutsame Mechanismen bei dieser Spezies bislang nur spéarlich vorhanden
(Ying et al, 2003). Altere Untersuchungen mit Mausmodellen (Strahlungsexposition
[Radiojod, Rontgenstrahlen], Jodmangel, Goitrogenbehandlung) dienten v. a. der Ermittlung
einer Dosis-Wirkungsbeziehung anhand von makroskopischen (Gewicht der Schilddrise,
Grolke der Tumoren) bzw. mikroskopischen Ergebnissen (s. Abschnitt 11.1.5.3.) und
epidemiologischen Daten (Anzahl und Alter der Méuse bei Tumorentstehung). Clifton (1986)
folgerte hieraus eine dreiphasige Tumorentstehung mit akuter (Destruktion, intrazellulére
Reparaturmechanismen und Tumorinitiation), Latenz- und Tumorwachstumsphase.

Im Zuge zunehmenden Wissens Uber das Mausgenom und ob seiner gezielten
Manipulationsmoglichkeit stellen Mausmodelle fir humane Tumoren eine zunehmend
verbreitete Methode zur Erforschung neoplastischer Prozesse dar. Die Induktion spezifischer
Gen-assoziierter reproduzierbarer Tumorphanotypen durch Generierung von transgenen (d. h.
Einsetzen mutierter Gene in das Stammzellgenom) oder Knockout-Mdausen ermdglicht die
Untersuchung der Funktionen einzelner Tumorgene und deren Wechselwirkungen (tiber
Hybridkreuzung, sog. ,Doppelmutanten®) innerhalb einer ansonsten unveréndert
vorliegenden Genexpression (Tallini und Costa, 1997).

Erstmals erfolgte der Nachweis flr gezielt verdnderte Genexpression in der murinen
Schilddriise (konditionelles Mausmodell) durch Ledent ef al. (1990) durch Induktion eines
Transgenes unter Kontrolle des bovinen Thyreoglobulin-Gen-Promotors. Wie im Folgenden
dargestellt, bestédtigen die unterschiedlichen transgenen Mausmodelle die pathogenetische
Signifikanz vieler der molekularen Veranderungen, welche in klinischen Proben humaner

Schilddriisentumoren gehduft identifiziert werden kdnnen (Tallini und Costa, 1997).
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Aus anhaltender TSH-Stimulierung mittels veranderter TSH-Schilddriisen-Rezeptoren
(Ledent et al., 1992; Michiels et al., 1994) resultierten Hyperplasien und toxische Adenome,
wobei im Gegensatz zu vorhergehenden Studien via TSH-Stimulierung durch Jodmangeldiat
(Hill et al., 1989; Schaller und Stevenson, 1966) keine Anzeichen fiir maligne Progression
nachzuweisen waren (Ledent ez al., 1992).

Mutanten der Tyrosin-Kinase-Rezeptor-Proteine Ret und TRK (Russel et al.,, 2000) mit
humanem rearrangiertem Fusionsprotein zeigen den Autoren zufolge den Phanotypen eines
papillaren Karzinoms mit den dem menschlichen PK analogen Zellkernverdnderungen (s.
Abschnitt 2.5.4.). Demgegeniiber findet sich jedoch keine Beschreibung einer murinen
ret/PTC-Rearrangierung, weder in Zusammenhang mit Strahlenexposition noch bei
anderweitig induzierten oder spontanen (Schilddriisen-) Tumoren.

Experimentelle Ansatze bestétigen die kontrovers beschriebene Bedeutung der ras-Onkogene
in der Humanpathologie: Transgene H-ras-Méause zeigen PK-&hnliche Tumoren und
Hyperplasien, und K-ras-Mutanten nur Hyperplasien und Adenome in geringer Inzidenz
(Santelli et al., 1993). In vitro vergleichbar transfizierte humane Schilddriisenzelllinien
weisen hingegen bereits Dedifferenzierung auf (Monaco et al., 1995). Bounacer et al. (2004)
konnten dartiber hinaus eine beim Menschen von der Maus abweichende Anzahl
erforderlicher Effektorsignalkaskaden bei ras-induzierter Thyreozytenproliferation aufzeigen
und belegten die speziesabhdngige Vielfalt biologischer Stoffwechselwege. Braf-Mutanten
entwickelten ebenfalls Schilddrisenkarzinome (Knauf ez al, 2005). Bei Kombination
mehrerer genetischer Mutationen (z. B. ret/PTC-Mutante mit p53-Knockout; La Perle et al.,
2000), oder durch zusétzliche auf die Schilddrisen stimulierend wirkende Faktoren (z. B.
Jodmangel) ist stets eine erhéhte Tumorinzidenz und Aggressivitait mit starkerer
Metastasierungsneigung und Anaplasie der Tumoren bei Mdusen beschrieben (Sagartz et al.,
1997; Santelli et al., 1993). Hochmaligne schlecht- und undifferenzierte Schilddriisentumoren
entwickeln sich in transgenen Méusen mit Konstrukten, die die Expression viraler Proteine in
der Schilddrise induzieren (Ledent et al., 1995) wund zu Inaktivierung der
Tumorsuppressorgene p53 bzw. Rb1 flhren. Letztgenannte Gene zeigen in anderen Organen
der Maus einen kooperativen Effekt bei der Transformation einer gesunden in eine
neoplastische Zelle (Williams et al., 1994).
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1. Untersuchungsmaterial (Tierexperiment)

Das der histologischen und molekularbiologischen Untersuchung zur Verfligung gestellte
murine Schilddriisengewebe entstammte einem Versuch zur karzinogenen Wirkung von
Radiojod auf die sich entwickelnde Schilddriise (Kollaboration mit Dr. M. Rosemann, Institut
fiir Pathologie, GSF). Das Tierversuchsvorhaben wurde durch die Regierung von Oberbayern
genehmigt (AZ 211-2531-53/01).

Die Verwendung der FI- und F2-Nachkommen (Filialgenerationen 1 und 2) von vier
verschiedenen Maus-Inzuchtstimmen (C3H, C57BL/6, BALB/c und JF1) sollte hierbei das

Erkennen von Unterschieden in der genetischen Prédisposition ermdglichen.

Tab. 111.1. Verpaarungen zur Zucht der Nachkommen fiir die vorliegende Studie und Anzahl der insgesamt

untersuchten Nachkommen (in Klammern steht die Anzahl der mit Radiojod behandelten Miuse).

Verpaarungen Bezeichnung der Nachkommen Anzahl der Nachkommen
C3H/H x C57BL/6 H6F1 141 (59)

JF1 x C3H/H JHF1 54 (31)

BALB/c x C3H/H BHF1 33(24)

JF1 x C57BL/6 J6F1 15 (3)

JHF1 x JHF1 JHF2 48 (31)

J6F1 x JOF1 J6F2 74 (55)

Summe: 365 (203)

Alle Muttermiuse erhielten ab der sechsten Woche vor der Verpaarung jodarmes Spezialfutter
(Didt C1042, Altromin®, Jodgehalt 50 mg/kg). Etwa der Hélfte der Muttermiuse (die daraus
resultierende Anzahl an Nachkommen ist Tabelle III.1. zu entnehmen) wurde am Ende der

131
als

zweiten Gravidititswoche und am siebten Tag post partum das Jod-Radionuklid I
Natriumjodid in 200 pl isotonischer Kochsalzlosung intraperitoneal injiziert (111 kBq,
Halbwertszeit 8,04 Tage). Die Totung durch Kohlendioxid und Sektion der Nachkommen
erfolgte bei Versuchsende im Alter von 18 Monaten, bzw. vorzeitig und unverziiglich im
Falle auftretender Erkrankung oder Gewichtsverlust.

Samtliche Schilddriisen sowie makroskopisch verdndertes Gewebe wurden - wie in den
folgenden Kapiteln beschrieben - weiterverarbeitet. Zudem wurde das fiir die genetischen

Untersuchungen benoétigte Normalgewebe (Leber, Schwanzspitze) unmittelbar nach der

Sektion entnommen und bei -20 °C aufbewahrt.
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2. Histologie

2.1.  Anfertigung der histologischen Schnittpréaparate

Die Gewebeproben wurden flir 48 Stunden bei Raumtemperatur in 4%igem gepuffertem
Formalin fixiert und anschliefend in Paraffin eingebettet. Mit einem Mikrotom (Microm,
Walldorf) wurden 2 bis 4 pm dicke Schnitte hergestellt und auf Objekttriger (SuperFrost
Plus, Roth, Karlsruhe) aufgezogen. Hierbei wurden fiir die Schilddriisendiagnostik
Transversal-Schnitte angefertigt, welche die Schilddriise zusammen mit ihrem umgebenden
Gewebe (Osophagus, Trachea, Halsmuskulatur und Nebenschilddriise) enthielten. Die
Standardfarbungen Hématoxylin-Eosin (HE) und Masson Trichrom erfolgten nach Romeis

(1989).

2.2. Histologische Klassifizierung der Schilddrisenpréaparate

Die lichtmikroskopische (mit Axioplan2®, Zeiss AG mit Digitalkamera-Aufsatz HV-D25,
Hitachi) Klassifizierung der murinen Schilddriisentumoren erfolgte in Anlehnung an die
derzeit bei histologischer Diagnostik gebrduchlichen humanpathologischen Kriterien,
entsprechend der WHO - Classification of Tumours (2004), unter Beriicksichtigung Maus-
spezifischer Besonderheiten. Eine Ubersicht iiber die angewandte Klassifizierung ist Tab.

I11.2. zu entnehmen.

Tab. 111.2. Angewandtes Klassifizierungsschema der proliferativen Schilddriisenldsionen der Maus:

Hyperplasie Adenome Karzinome

Simple Hyperplasie (SH) (diffus) Follikuldres Adenom (FA) Follikuldres Karzinom (FK)
e  kolloide Struma e normofollikuldr o makrofollikulér

e  parenchymatdse Struma e  makrofollikulér e mikrofollikular

e  Struma mit Pseudopapillen e  mikrofollikuldr e normofollikuldr

e  Struma mit soliden Arealen e solide e solide

Komplexe (noduldre) Hyperplasie (NH) e  papillar

e (mikro-, normo-, makro-) follikulér e  atypisches Adenom e  gemischt

e  solide

e pseudopapillér e FAinNH Papilldres Karzinom (PK)
e gemischt e  multiple FA
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Der Humanpathologie entlehnte Begriffe fanden ausschlieBlich dann Anwendung, wenn die
formulierten morphologischen Kriterien eindeutig analog auf die entsprechende Lésion bei
der Maus iibertragbar waren. Die Diagnosestellung wurde unter vergleichender Betrachtung
zwischen den Radiojod-behandelten Maiusen (I131-Gruppe) und der

Schilddriisenmorphologie gleichaltriger Kontrolltiere derselben Mauslinie vorgenommen.

2.3.  Immunhistochemie (IHC)

In Ergdnzung zur Histologie wurden in 12 Fillen zusitzlich immunhistochemische Priparate

angefertigt. Die verwendeten Antikorper sind in Tab. I11.3. aufgelistet.

Die Immunhistochemische Farbung erfolgte halb maschinell mit dem NexEs Féarbeautomaten
(Ventana Medical System, CA, USA) und dem Detektionskit i-View DAB (Ventana Medical
System, Inc., Tucson, AZ, USA) bei geringfiigiger Modifizierung des Herstellerprotokolls.

Zunéchst wurden 1 bis 2 um dicke Gewebeschnitte aus den Paraffinblocken angefertigt. Nach
der Entparaffinierung mit Xylol wurden die Schnitte iiber eine absteigende Alkoholreihe
rehydriert und unter flieBendem Leitungswasser gespiilt. Zur Antigendemaskierung erfolgte
eine Hitzevorbehandlung der Schnitte fiir 30 Minuten bei 1000 Watt in einem mit Zitratpuffer
(0,01 mol/l, pH 6, versetzt mit 0,1 % Tween20) gefiillten Mikrowellendampfdruckkochtopf.
Im Anschluss wurden die Préparate in mit TBS- (pH 7,6) gepuffertem 3%igem Ziegenserum
bzw. Kaninchenserum (GIBCO, Karlsruhe, Deutschland) fiir 20 Minuten inkubiert, um
unspezifische Bindungen des zweiten Antikdrpers zu blockieren. Die verwendeten mono- und
polyklonalen Antikoérper waren kommerziell erhdltlich und gegen murine oder humane
Antigene gerichtet (Tab. 111.3.). Die Objekttrager wurden mit jeweils 100 pl des mit Antibody
Diluent (Ventana Medical System, Tuscon, AR, USA) verdiinnten Primédrantikdrpers
(Verdiinnungen sieche Tab. II1.3.) iiberschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur in einer

feuchten Kammer inkubiert.
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Tab. 111.3. Verwendete Antikorper fiir die Schilddriisen-Diagnostik:

Anikdrper Klon (Hersteller) | Verdiinnung Primérantikorper Eigenschaften Sekundér-Antikdrper
Galectin-3 A3A12 (Acris') 1:160 monoklonal Maus-anti-Mensch (IgG1) Ziege-anti-Maus
Galectin-3 9C4 (DCS?) rtu* monoklonal Maus-anti-Mensch (IgG1) Ziege-anti-Maus
Cytokeratin 19 BA17 (Dako?) 1:200 monoklonal Maus-anti-Mensch (IgG1) Ziege-anti-Maus
Thyroglobulin (Dako®) 1:8000 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch Ziege-anti-Kaninchen
Calcitonin SP17 (DCS?) rtu* monoklonal Kaninchen-anti-Mensch Ziege-anti-Kaninchen
Ki67 Tec-3 (Dako?) 1:200 monoklonal Ratte-anti-Maus Kaninchen-anti-Ratte

*rtu = ready to use, d.h. keine weitere Verdiinnung erforderlich, 'Acris Antibodies, Hiddenhausen, Deutschland
’DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg, Deutschland, * DakoCytomation, Hamburg, Deutschland

Alle weiteren Schritte erfolgten maschinell mit dem NexEs Immunférbeautomaten (Ventana
Medical System, CA, USA) bei 37 °C nach Empfehlungen des Herstellers. Fiir die priméiren
Kaninchen- und Ratten-Antikérper wurden die entsprechenden  biotinylierten
Sekundérantikdrper Ziege-anti-Kaninchen IgG (Vector, Burlingame, Kanada) oder
Kaninchen-anti-Ratte IgG (Dako, Hamburg, Deutschland) in einer Verdiinnung von 1:750
bzw. 1:300 verwendet. Bei Anwendung der monoklonalen Maus-Antikorper diente die nach
Herstellerangaben durchgefiihrte Inkubation mit einem Maus-Anti-Maus-Kit (MoMap Kit,
Ventana Medical Systems) der Reduktion unspezifischer Anfirbung des Gewebes. Hierbei
erfolgte vor Inkubation des Primérantikdrpers mit dem Gewebe eine Reaktion des verdiinnten
Primédrantikdrpers mit seinem biotinylierten Sekunddrantikdrper fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Im weiteren Verlauf wurden die freien Bindungsstellen mit Mausserum IgG
30 Minuten lang gesittigt und daraufhin die Losung zur Inkubation iiber Nacht auf die
Gewebeschnitte aufgebracht.

Die anschlieBende Prozedur im Immunfirbeautomaten beinhaltete zuniachst die Blockierung
der endogenen Peroxidase durch Einwirken des sog. ,,i-View-Inhibitors“ (Ventana) bei
anschlieender Inkubation mit dem biotinylierten Sekundirantikdrper. Es folgte die Reaktion
mit Streptavidin-HRP (Horseradish Peroxidase), Einwirken des Chromogens Diaminbenzidin
(DAB) und Gegenfarbung mit Hamalaun. Danach wurden die Schnitte unter flieBendem
Leitungswasser gespiilt, iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert und eingedeckt
(Eukitt®, Sigma-Aldrich).

Um die Addquanz der Féarbung zu bestdtigen, wurden geeignete Positiv- (z. B. humane
Schilddriisentumoren) und Negativkontrollen (z. B. gesunde Maus-Schilddriise) eingesetzt.
Ein Pridparat ohne Primérantikorper diente dem Ausschluss unspezifischer Bindung. Die
Auswertung der Priparate erfolgte semiquantitativ im Vergleich zur entsprechenden

Positivkontrolle.
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3. Probengewinnung fir die LOH- (Loss of Heterozyqgosity-) und Array-CGH-

(komparative genomische Hybridisierungs-) Studien

3.1. Laser-assistierte Mikrodissektion (LAM)

Als Ausgangsmaterial diente das Formalin-fixierte in Paraffinblocke eingebettete (FFPE)
Schilddriisengewebe von insgesamt 63 verschiedenen Maéusen, wobei bei 40 Fl1-
Hybridméausen (30 H6F 1, sieben BHF1, drei J6F1) anschlieBend LOH-Studien und bei 23 F2-
Maiusen (21 J6F2, zwei JHF2) Array-CGH-Untersuchungen durchgefiihrt wurden.

Das in die Paraffinblocke eingebettete Schilddriisengewebe wurde mit Hilfe eines Mikrotoms
in 8 bis 10 um diinne Scheiben geschnitten (ca. zehn Schnitte pro Fall fiir LOH und ca. 60
Schnitte pro Fall fir CGH), und auf Polyethylen- (PEN-) Membran beschichtete Objekttriger
(Membrane Slides, P.A.L.M. GmbH, Bernried) aufgezogen. Die Schnitte wurden zur
verbesserten Haftung liber Nacht in einen Ofen bei 60 °C verbracht.

Kurz vor Beginn der Mikrodissektion wurden die Schnitte entparaffiniert und mit Hamalaun
angefarbt. Im Unterschied zum {iblicherweise durchgefiihrten Farbevorgang wurde hierbei

destilliertes Wasser verwendet.

3.1.1. Aufbau des Gerites

Das fiir die Mikrodissektion verwendete Gerit (MicroBeam Palm® Mikrolaser Technologie,
Bernried) besteht im Wesentlichen aus folgenden Bestandteilen: Einem vollmotorisierten
inversen Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss AG) mit Maus-gesteuertem Objekttisch, einem UV-
A-Festkorperlaser, sowie Hardware und Software fiir die Lasereinstellungen. Es handelte sich
bei der verwendeten Technik um eine Kombination aus LMM (Laser-Microbeam-

Microdissection) und LPC (Laser-Pressure-Catapulting).

3.1.2. Arbeitsablauf

Bei 10facher VergroBerung erfolgte die Auswahl gleichartiger Lésionen eines jeden Falles
(Vgl. Abb. III1.2). Bei der LMM wurde mittels eines stark fokussierten UV-Laserstrahles mit

einem Fokusdurchmesser von unter einem Mikrometer das zu sezierende Areal zielgenau

unter dem Mechanismus der Photoablation ausgeschnitten und anschlieBend per Laserdruck

41



111. MATERIAL und METHODEN

(sog. Transportpuls) in den dariiber befestigten, adhisiven Deckel eines Zentrifugenrohrchens

(Adhesive Caps, P.A.L.M, Bernried) befordert (LPC). (s. Abb. III.1. und I11.2.).

e Cap
Gewebesc\hnitt — PEN-Membran
—__Objekttrager
[ —_mEEEm Objekttisch

Laser

Abb. 111.1. Schematischer Aufbau der Laser-assistierten Mikrodissektion iiber LMPC-Technik (Laser-
Microbeam-Microdissection und Laser-Pressure-Catapulting). Das ausgeschnittene Gewebestiick wird mitsamt

der darunterliegenden inerten Membran in den Deckel des Adhesive Caps katapultiert.

Abb. 111.2. Das linke Bild zeigt den HE-gefdarbten Schnitt einer noduldren Hyperplasie (NH) (Sektions-Nr. 655,

31,25x). Im mittleren Photo ist der dazugehoérige Hamalaun-gefarbte Gewebeschnitt vor Durchfithrung der
Laser-Mikrodissektion dargestellt, und auf dem rechten Bild ist das Fehlen der mittels Laser-Mikrodissektion
prizise herausgeschnittenen Areale erkennbar. Die fehlende Blduung der Hémalaun-Fiarbung ist auf die
Verwendung von destilliertem Wasser zuriickzufiihren. Die verschiedenen Knoten einer NH wurden gemeinsam

analysiert.

Fiir die Array-CGH-Studie wurden jeweils die Schilddriisenldsion und das {ibrige auf den
Schnitten enthaltene Gewebe als Referenzprobe (Trachea, Osophagus, Halsmuskulatur)

getrennt voneinander mikrodisseziert.
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3.2. DNA-Extraktion

3.2.1. Proteinase K-Behandlung des mikrodissezierten Materials fir die LOH-Studie

Fiir die weiterfiihrende PCR-vermittelte LOH-Analyse liel sich DNA ausreichender Qualitét
durch Proteinase K-vermittelte Digestion ohne weitere Aufreinigungsschritte gewinnen.
Hierbei wurden jeder mikrodissezierten Probe 40 pul SDS-Lysepuffer mittels Pipette
zugegeben. Unter Einwirkung von 5 pl hinzugefligter Proteinase K [20 pg/ul] erfolgte der
Verdau iiber Nacht im Ofen bei 60 °C. Die anschlieBend erforderliche Inaktivierung der

Proteinase K wurde durch zehnminiitiges Erhitzen auf 95 °C bewirkt.

3.2.2. DNA-Extraktion aus dem mikrodissezierten Material fir die Array-CGH-Studie

Fiir die Array-CGH wurde das durch Mikrodissektion gewonnene Probenmaterial zunéchst
unter Zugabe von 1 ml 1M Natriumthiocyanat (NaSCN) {iber Nacht bei 37 °C vorverdaut,
und anschlieBend mit 180 pl Buffer ATL (QIAamp Mini Kit) unter zweimaliger Zugabe von
10 pl Proteinase K [20 pg/ul] im Abstand von 24 Stunden bei 56 °C fiir 48 Stunden inkubiert.
Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels QlAamp DNA Mini Kit nach Angaben des
Herstellers (Qiagen GmbH, Hilden). Die Proben wurden bis zur Weiterverwertung bei -20 °C
gelagert.

3.2.3 DNA-Extraktion aus Schwanzspitzengewebe

Das als Kontrollgewebe dienende Probenmaterial (ca. 1 cm Schwanzspitze) wurde mit 750 pl
SDS-Lysepuffer und 20 pl Proteinase K [20 pg/ul] iiber Nacht bei 60 °C verdaut. Nach
Zugabe von 250 ul 6M Natriumchlorid und 20-miniitigem Zentrifugieren (13000 rpm)
wurden 800 ul in ein neues Zentrifugenrhrchen abpipettiert und durch Hinzufiigen von
700 pl Isopropanol die DNA unter Schiitteln ausgefillt. Das abzentrifugierte DNA-Pellet
wurde getrocknet, anschlieBend in 500 pl 75%igem Ethanol gewaschen, erneut getrocknet
und zuletzt in 100 pl Ampuwa® (RNase freies, destilliertes Wasser) aufgenommen. Durch
weitere Verdiinnung mit Ampuwa® bzw. Konzentrierung mittels Vakuum-Zentrifuge folgte
die spektrophotometrisch (Nanodrop® Technologies, DE, USA) kontrollierte Adjustierung
der DNA-Konzentration auf etwa 0,2 pg/ul fiir die Array-CGH und 20 ng/pl fiir die LOH-

Untersuchung.
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4. Multilocus LOH-Analyse durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die sog. Mikrosatelliten sind nicht-kodierende, polymorphe DNA-Abschnitte, welche aus
kurzen Tandemwiederholungen (repetitiven Nukleotidsequenzen) bestehen. Der allelische
Polymorphismus solcher Loci besteht in der unterschiedlichen Anzahl der Wiederholungen
(VNTR, variable number of tandem repeats) und somit variabler Lange des Segments. Im
Falle der gezielten Kreuzung zweier Mauslinien lieB sich bei den F1-Hybriden das
Vorhandensein beider Allele durch Fragmentlingenpolymorphismus nachweisen. LOH-
Untersuchungen wurden bei insgesamt 30 Mausen der HO6F1-Gruppe, sowie sieben BHF1-
und drei J6F1-Maiausen durchgefiihrt (s. Anhang Tab. VIII.3.). Neben Untersuchung der
Neoplasien und einer Auswahl hyperplastischer Schilddriisenldsionen dienten mikroskopisch
unauffillige Schilddriisen als Kontrollen. Bei einer J6F1-Maus wurden zwei verschiedene

Schilddriisenknoten getrennt voneinander analysiert.

4.1. Mikrosatelliten-Marker

Bei der Auswahl der Marker wurden bevorzugt solche ausgewdhlt, die auf
Chromosomenabschnitten im Bereich dort lokalisierter Kandidatengene
(Tumorsuppressorgene) kartieren. Polymorphe Mikrosatelliten-Marker wurden durch Primer,
die in den flankierenden Bereichen beidseits des variablen, repetitiven DNA-Abschnittes
binden, amplifiziert (Primer-Sequenzen siehe Anhang Tab. VIIL.1.). Ein informativer
Mikrosatelliten-Marker zeichnete sich in Abhédngigkeit vom verwendeten FI1-Hybriden
(H6F1, J6F1, BHF1 oder JHF1) dadurch aus, dass die durch ihn aus Normalgewebe erzeugten
PCR-Produkte deutlichen Léngenpolymorphismus zwischen paternalem und maternalem
Allel aufwiesen (Heterozygotie). Eine Vorauswahl der in Frage kommenden informativen
Mikrosatelliten-Marker war mit Hilfe der Mausgenom-Datenbanken von NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) und MGI (www.informatics.jax.org) moglich. Insgesamt wurden 36
auf neun verschiedenen Loci (Chromosomen 2, 4, 5, 6, 7, 11, 14, 15 und 19) lokalisierte
Marker verwendet (s. Anhang Tab. VIIL.2.). Die Marker-Lingen betrugen zwischen 98 und
220 Basenpaare (bp).
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4.2. Polymerase-Kettenreaktion

Pro Marker und Probe wurden 18 ul PCR-Puffer, 0,2 pl thermophile Tag-Polymerase [5 u/pl]
(Biotherm), 1 ul 5°- und 3’-PCR-Primer (5 pmol/ul in Wasser) und 2 pl der extrahierten
DNA-Probe (aus Abschnitt 3.2.1.) in ein PCR-R6hrchen gegeben. Die jeweils dazugehorige
Positivkontrolle (Schwanzspitzen-DNA desselben Tieres, aus Abschnitt 3.2.3.) wurde mit
einem Volumen von 1 pl (bei einer DNA-Konzentration von 20 ng/pul) unter denselben
Bedingungen analog vorbereitet, genauso wie jeweils eine Negativkontrolle ohne DNA-
Probenmaterial pro Marker.

Das Temperaturprogramm des Thermocyclers (GeneAmp®, Applied Biosystem) wurde unter
Bertiicksichtigung des Probenvolumens von 20 pl folgendermafen standardméBig eingestellt:
Die Initialisierung erfolgte bei 95°C fiir drei Minuten. In 32 Zyklen betrugen die
Temperaturen fiir eine Minute 95 °C (Denaturierung), eine Minute 55 °C (Primer-
Hybridisierung, Annealing) und eine Minute 72 °C (Elongation), sowie abschliefend einmalig
7 Minuten 72 °C.

4.3.  Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese zur Identifizierung der PCR-Produkte wurde aus den jeweils 20 ul der
PCR-Produkte auf 3%igem Agarosegel (Agarosepulver [SeaKem LE-Agarose, FMC
BioProducts] in 1x TBE-Puffer mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid) in TBE-Puffer durchgefiihrt.
Als Kontrolle diente neben der aus der PCR hervorgegangenen Negativkontrolle kommerziell
erhéltliche standardisierte DNA-Fragmente als Langenmarker (Molecular Weight Marker
VIII, Roche Diagnostics). Nach einer Laufzeit von mindestens 45 Minuten bei 70 bis 90 Volt
wurden die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und photographiert. Anhand des
Vergleichs zwischen dem Elektrophoresebild von Normalgewebe und Schilddriisengewebe
wurde auf einen gegebenenfalls vorhandenen Allelverlust (LOH) hin untersucht. Ein LOH lag
bei fehlender bzw. visuell kaum erkennbarer Bande vor und eine Mikrosatelliten-Instabilitét
(MSI) bei einer verdanderten Lange der PCR-Produkte. Bei einer vorhandenen LOH wurde die

Reproduzierbarkeit des Ergebnisses in einem zweiten Experiment bestétigt.
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5. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) fur den Rb1-L okus

FISH-Analyse fiir den Rb1-Lokus wurde in acht Féllen der HOF1-Mause ergidnzend zur LOH-
Studie durchgefiihrt. Es handelte sich hierbei um sechs Fille mit komplexer Hyperplasie und

zwel Adenome.

5.1.  Vorbereitung und Farbung der Rb1-FISH-Sonde

Die DNA wurde aus dem BAC (Bacterial artificial chromosomes) -Klon 482 A23 (Research
Genetics, Katalog-Nr. 96022) mittels QIAgen Large Construct Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
nach Hersteller-Angaben isoliert.

Die anschlieBende Markierung der Klone erfolgte durch Nick-Translation mittels Nick-
Translation-System (Invitrogen) wie folgt: 1 pg der isolierten Marker-DNA wurde zusammen
mit 5 pl dNTP’s, 5 ul Enzym-Mix (DNase, Polymerase) und 2,5 ul 11-dUTP Digoxygenin
(Roche) mit Wasser zu einem Volumen von 50 pul zusammen pipettiert. Die Inkubation
erfolgte bei 15 °C fiir 80 Minuten und wurde mit 5 pl Stopp-Puffer abgebrochen.

Fiir die Ethanolfillung wurden folgende Substrate dazu pipettiert: 5 pul Herings-Sperma-DNA,
10 pg Cotl-DNA, 1/10 Volumen 3M Natriumacetat und 2faches Volumen eisgekiihltes
100%iges Ethanol. Es folgte die Féllung iiber Nacht bei -20 °C. Anschliefend wurde
30 Minuten lang bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Sediment mit 500 pl eisgekiihltem 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren (30 Minuten bei 12000 g und 4 °C) und Verwerfen des Uberstandes wurde das
DNA-Pellet bei 65 °C fiir ca. 15 Minuten getrocknet und in 25 pul Master-Mix (4 Teile
50%igem Dextransulfat, 4 Teile Ampuwa®, 2 Teile 20 x SSC [Sodium Chloride-Sodium
Citrate]) und 25 pl Formamid bei 37 °C gelost.

5.2.  Vorbereitung der Gewebeprobe

Die etwa 7 um dick geschnittenen Paraffin-eingebetteten Gewebeproben wurden auf
Objekttrager (Superfrost plus) aufgezogen und fiir 24 Stunden bei 60 °C inkubiert. Danach
wurden sie liber eine absteigende Alkoholreihe (2 x 20 Minuten in Xylol, jeweils 5 Minuten
in Isopropanol, Ethanol 100 %, 90 % und 70 %) entparaffiniert und rehydriert. Nach 5
Minuten Inkubation in PBS (pH 7,4) (Sigma) folgte eine 20-miniitige Vorbehandlung in
kochendem Zitratpuffer (pH 6) in der Mikrowelle bei 350 Watt; danach kamen die
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Objekttrager erneut fiir 3 Minuten in PBS (pH 7,4). Die Digestion erfolgte unter Einwirkung
vorgewarmter Pronase E (50 pg/100 ml in PBS) fiir 5 Minuten bei 37 °C. Anschlielend
kamen die Schnitte 5 Minuten lang in PBS, und wurden in eisgekiihltem Ethanol
aufsteigender Konzentration (70, 90 und 100 %) fiir jeweils 3 Minuten dehydriert und bei
37 °C getrocknet.

5.3.  Hybridisierung und Waschschritte nach der Hybridisierung

Die markierte DNA-Sonde aus Abschnitt 5.1. wurde auf die Gewebeproben pipettiert und
beides mit einem Deckgldschen bedeckt und mit Fixogum versiegelt. Die simultane
Denaturierung der Sonde und der Gewebeproben-DNA erfolgte bei 80 °C fiir 10 Minuten auf
einer Heizplatte. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht (mind. 16 Stunden) in einer feuchten
Kammer bei 37 °C.

Die Deckgldschen wurden anschlieBend entfernt und die Objekttriger wie folgt gewaschen.
dreimal 10 Minuten in 50%igem Formamid/2x SSC bei 43 °C, danach kamen die
Objekttrager dreimal 5 Minuten in 2 x SSC bei 43 °C (15 Minuten) und 5 Minuten in 0,1 x
SSC bei 60 °C. Die Schnitte wurden anschlieBend 30 Minuten in Blockierlosung (4 x SSC,
0,1 % NP40, 3 % BSA) bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von Maus-anti-Digoxygenin-
Rhodamine (Roche) (Verdiinnung 1: 50 in Blockierlosung) wurde der Antikorper bei 37 °C
fiir 90 Minuten inkubiert. AbschlieBend wurden die Schnitte dreimal 3 Minuten in 4 x
SSC/0,1 % NP40 bei 37 °C gewaschen. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst
33342 (15 pg/ml) (Invitrogen) fiir 5 Minuten und die Praparate wurden mit je einem Tropfen
Vectashield® Mounting Medium (Vector laboratories) eingedeckelt.

5.4. Auswertung der FISH-Analyse

Die erfolgreiche Hybridisierung der DNA-Sonde an die chromosomale DNA wurde durch
Fluoreszenz-Mikroskopie an einem Axiovert 200 (Zeiss) mit strukturierter Beleuchtung
ApoTome (Zeiss) nachgewiesen. Die Bilder wurden mit der Zeiss Software AxioVision 4.5
bearbeitet. Die Anzahl der FISH-Signale wurde nach Uberlagerung aller den Zellkern
repriasentierenden Tiefenschnitte bestimmt (sog. z-Stack). Es wurden bei jeder Probe
insgesamt etwa 100 Zellkerne des Schilddriisenknotens, sowie als Vergleich dieselbe Menge
Zellkerne des umgebenden Kontrollgewebes (Osophagus, Trachea, Parathyreoidea)

ausgezahlt.
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6. BAC Array-CGH-Untersuchung

Die Array-CGH ist eine Methode zur genomweiten Detektion chromosomaler Imbalancen.
Unter Verwendung von BAC-Mikroarrays, die das murine Genom vollstindig und in Ein-
Megabasen- (1-Mb-) Auflosung abdecken, wurden insgesamt 25 Array-CGH Analysen mit
Gewebe aus 21 verschiedenen Mausen der F2-Gruppen (JHF2, J6F2) durchgefiihrt (s. Anhang
Tab. VIII.4.). Zwei Proben wurden mit Referenz-DNA aus frisch gefrorenem
Schwanzspitzengewebe (TT; aus Abschnitt 1. und 3.2.3.) und 21 Proben mit dem aus dem
Paraffinblock gewonnenen mikrodissezierten Gewebe (FFPE; aus Abschnitt 3.1.2. und 3.2.2.)
hybridisiert. Bei zwei Proben wurden vergleichend je zwei Hybridisierungen durchgefiihrt,
sowohl mit TT als auch mit FFPE als Referenzgewebe. Die folgende Abbildung stellt den
schematischen Ablauf der Array-CGH-Studie dar.

Tumor-Gewebe

1. DNA-Isolierung 2. Markierung der DNA

Referenz-Gewebe

4. Scannen

esc00000e
(XL XXX KX X |
(X X E-N-0 X X X |

5. Datenanalyse

200000000

Abb. IIL.3. Vereinfachtes Schema des BAC Array-CGH Experiments: Im ersten Schritt wird die DNA aus
mikrodisseziertem Proben- und Referenz-Gewebe isoliert (Abschnitte 3.2.2. und 3.2.3.). AnschlieBend folgt die
Markierung der DNA mit unterschiedlich fluoreszierenden Cyanin-Farbstoffen (Cy3 und Cy5) mittels Random-
Primer Labeling (Abschnitt 6.3.), sowie deren gemeinsame Hybridisierung auf ein 1-Mb-BAC-Array mit den in
Triplikaten gespotteten BAC-Klonen (Abschnitt 6.4.). Mittels Scannen (Abschnitt 6.5.1.) ldsst sich fiir jede auf
dem Array vorhandene Gensonde ermitteln, in welchem Verhéltnis die entsprechende DNA-Sequenz in Proben-
und Referenz-Gewebe vorhanden ist: Gelbe Signale entsprechen gleich hoher Intensitét in beiden Farbkanilen.

Rote Signale lassen auf einen Verlust, griine Signale auf eine Amplifizierung im Probenzell-Genom schlieB3en.
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6.1. Herstellung der BAC-Microarrays

Die verwendeten Mikroarrays (M1Mbv2NFP.gal) wurden im CNIO (Centro National de
Investigaciones Oncoldgicas, Madrid) routineméBig hergestellt und der vorliegenden Studie
zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich hierbei um insgesamt 3264 jeweils dreifach auf
Objekttrager punktformig aufgetragene BAC-Klone als Triager fiir definierte
Genomabschnitte der Maus, sowie 193 Triplikate von negativen Kontroll-BACs, bestehend
aus humaner bzw. Drosophila-DNA oder leeren Kontroll-Spots.

Die verwendeten BAC-Klone entstammten der Arbeit von Chung et al. (2004), wobei die
BACs auf Basis der RPCI-23 Mouse genomic Datenbank (Osoegawa et al., 2000) ausgewéhlt
wurden. Der Abstand zwischen den Mittelpunkten aufeinander folgender BACs betrug hierbei
durchschnittlich 0,89 Mb (Megabasen) und in 93,1 % weniger als 1,5 Mb. Die Amplifizierung
der genomischen DNA aus den BAC-Klonen erfolgte mittels speziell hergestellten DOP-
(degenerate oligonucleotid-) PCR-Primern, wodurch der Anteil unerwiinschter E. coli DNA
minimiert werden konnte. Die zuvor mit Amin assoziierten PCR-Produkte wurden in
Triplikaten auf Amin-bindende Objekttriger (Amersham) unter Verwendung eines MicroGrid
Il Arrayers (BioRobotics) punktformig aufgetragen (,,gespottet). Das anschlieende
Prozedere  erfolgte  analog zu  einem  bereits  verdffentlichten  Protokoll

(http://www .sanger.ac.uk/Projects/Microarray/arraylab/protocol4).

6.2.  Vorbereitung der Proben fir die Array-CGH

6.2.1. Qualititsiiberprifung der durch Mikrodissektion gewonnenen Proben- und Referenz-

DNA (Schilddriise und umgebendes Gewebe)

Vor Durchfithrung der Hybridisierung wurden die aufgereinigten genomischen Schilddriisen-
und Referenz-DNA-Proben mittels Agarosegelelektrophorese (0,7%iges Agarosegel)
qualitativ - d. h. die Fragmentierung betreffend - beurteilt. Ein erkennbar groBer Anteil der
fragmentierten DNA im Fragmentlingenbereich von {tber 300 bp wurde hierbei als
ausreichend angesehen (Johnson et al., 2006). Zudem wurde eine Quantifizierung {iber
Spektrophotometrie  (Nanodrop)  durchgefiihrt. Die  DNA-Proben  wurden zu
Transportzwecken stets auf Trockeneis verbracht und bis zur Weiterverarbeitung durchgehend

bei -20 °C gelagert.
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6.2.2. Aufreinigung der aus Schwanzspitzengewebe gewonnenen Referenz-DNA

Die aus den Schwanzspitzen extrahierte DNA (8 pg in 42 pl) wurde bei 37 °C zusammen mit
den Restriktionsenzymen Alul und Rsal (1,25 ul je Probe = 12,5 U, Fermentas) und dem
Puffer Y'/Tango (5 pl je Probe, Fermentas) fiir 2 bis 3 Stunden inkubiert. AnschlieBend folgte
die Aufreinigung der fragmentierten DNA mittels QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) nach Angaben des Herstellers.

6.3. Markieren der genomischen Proben- und Referenz-DNA mittels Random Primer

Labeling

Zum Zwecke der Markierung war es erforderlich, sowohl ca. 1 ug Proben- als auch ca. 1 ug
Referenz-DNA unter Zugabe von doppelt destilliertem Wasser (Aqua bidest.) auf ein
Volumen von 22 ul einzustellen (1000 ng DNA / Konzentration [ng/ul] = Probenvolumen
[ul] ad 22 ul).

Die jeweilige Markierung der Proben- und Referenz-DNA mit den fluoreszierenden
Farbstoffen erfolgte mit Hilfe des BioPrime Array CGH-Kits fiir DNA-Markierung (SYS
30RXNS, Invitrogen), indem modifizierte Nukleotide (Cyanin-UTPs) unter Verwendung von
DNA-Polymerase in die DNA inkorporiert wurden. Hierbei wurde stets die Schilddriisen-
DNA mit Carbocyanin 3 (Cy3, Indocarbocyanin) und die Referenz-DNA mit Carbocyanin 5
(Cy5, Indodicarbocyanin) markiert.

Im ersten Schritt bewirkte eine Inkubation in 20 pl Random Primer Solution bei 95 °C im
Thermocycler fiir 5 Minuten die Denaturierung der DNA. Unmittelbar anschlieBend wurden
die Proben fiir mindestens 5 Minuten auf Eis verbracht. Die Markierung der denaturierten
DNA erfolgte unter Zugabe von 5 ul 10 x dUTP (Desoxy-Uridin-Triphosphat) Nukleotid-
Mix, 1 pl Exo-Klenow-Enzym und 2 pl Fluoreszenzfarbstoff Cy3 bzw. Cy5 (1 mM) durch
anschlieBende Inkubation der Proben bei 37 °C fiir 3 Stunden.

Sephadex G-50 Sdulen (Amersham) wurden mit 50 ul der gefdrbten Proben beladen und
zentrifugiert (2 Minuten bei 735 g). Das hierbei gewonnene gereinigte Eluat von Cy3-Proben-
und Cy5-Referenz-DNA jeweils derselben Maus wurde anschlieBend durch Vermischen
koprazipitiert. Die darauf folgende Messung der Absorption der Proben mittels
Spektrophotometer diente der Verlaufskontrolle. In graphischer Darstellung waren Peaks bei
260 nm (cDNA), 550nm (Cy3) und 650nm (Cy5) als Nachweis der Cyanin-

Farbstoffinkorporation festzustellen.
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Mittels Microcon YM30-Saulen (Amicon) wurde die markierte DNA von der Fliissigkeit
separiert und in 55 pl der zuvor vorbereiteten Hybridisierungslosung (Cot-1 DNA-tRNA-
Gemisch) aufgenommen. Die fiir die Hybridisierung fertig vorbereiteten Proben waren bis zur
Hybridisierung bei Raumtemperatur im Dunkeln aufzubewahren, um Fluorochromverluste zu

vermeiden.

6.4. Hybridisierung

6.4.1. Vorbereitung der Microarrays: Spilen, Blocken und Prahybridisierung

Die schrittweise Vorbereitung der Microarrays beinhaltete Spiilen in einer Spiillosung fiir 5
Minuten, Denaturieren in kochendem Aqua bidest. fiir I Minute 30 Sekunden, und Waschen
in selbigem bei Raumtemperatur fiir 1 Minute, wobei die Arrays in den Fliissigkeiten
permanent unter Bewegung gehalten und in lichtundurchlissigen Behéltern geschiitzt wurden.
Nach Verbringen der BAC-Arrays in die vorgewidrmte Prihybridisierungslosung und
Inkubation bei 45 °C fiir eine Stunde wurde durch anschlieBendes Waschen in Aqua bidest. (5
Minuten) die Préahybridisierungslosung wieder entfernt. Durch Trocknen mittels
Zentrifugation (800 g fiir 3 Minuten) in mit Papier ausgestopften Polypropylenréhrchen waren
die Arrays fiir die Hybridisierung vorbereitet.

6.4.2. Hybridisierung der Proben auf die Microarray-Objekttriger

Die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten DNA-Sonden wurden bei 72 °C fiir eine Minute
denaturiert und anschlieBend bei 42 °C im Thermomixer belassen. Die Proben wurden auf
spezielle Deckglédschen (Cubre LifterSlip de 25x40, Implem) pipettiert, und mitsamt diesen
auf die BAC-Arrays gelegt, um eine gleichméBigen Diffusion der Proben-Fliissigkeit zu
gewihrleisten. Die probenbeladenen BAC-Arrays wurden daraufthin in die mit
Feuchtkammer-Losung angefeuchteten, lichtdichten Hybridisierungskammern (Fisher

Bioblock Scientific) verbracht. Die Hybridisierung erfolgte im Ofen bei 37 °C fiir 48 Stunden.

6.4.3. Waschschritte nach der Hybridisierung

Nach Entfernen der Deckgldschen wurden die hybridisierten Arrays in lichtundurchldssigen

Polyacetal-Boxen auf einem Kreisschiittler mit den Waschlosungen 1 (25 Minuten), 2 und 3
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(je 5 Minuten), welche SSC und SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) in absteigender Konzentration
enthielten, Aqua bidest. (1 Minute) und Azetonitril (10 Sekunden) gewaschen. Mit Ausnahme
von Waschlosung 1, welche auf 60 °C erwdrmt wurde, erfolgten die Waschschritte bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Arrays mittels Zentrifugation (800 g fiir drei

Minuten) in Polypropylenrohrchen getrocknet.

6.5. Array-CGH-Datenanalyse

6.5.1. Aufbereitung der Array-CGH-Daten und Normalisierung

Unmittelbar nach Ablauf der Hybridisierung wurden die Arrays mittels des Agilent Array
Scanners bei 532 nm und 635 nm (den Emissionsmaxima der verwendeten Fluorophore Cy3
und CyS5) gescannt, d. h. die Intensitdtsverteilung mit Hilfe von Photodetektoren gemessen.
Das resultierende Bild der beiden kombinierten Farbkanidle wurde unter Verwendung der
Software GenePix Pro 5.0 (Axon Instruments, Burlingame, USA) quantifiziert. Die
Aufbereitung der Rohdaten (Preprocessing) beinhaltete die felderweise lineare
Normalisierung der Ursprungsdaten auf die mediane Cy3/Cy5-Ratio, um lokale Hintergrund-
Fluoreszenz rechnerisch zu subtrahieren. Gleichzeitig erfolgte eine Transformierung der
Werte im Sinne einer Varianzstabilisierung, da die untransformierten Werte im niedrigen
Intensititsbereich wesentlich grofere Streuung aufweisen als im hohen Bereich (Rosetta
Error Model). Nach Bildung der Mittelwerte aus den 3-fach gespotteten BACs (Triplikaten)
wurden alle daraus resultierenden Cy3/CyS5-Intensitdt-Verhdltniswerte (Proben-/Referenz-
DNA) zum Zwecke der gleichgestellten Gewichtung von Zugewinnen und Verlusten in binér
logarithmische Zahlen (log,-Ratio) konvertiert.

Ziel der gemeinsamen Normalisierung aller Arrays mittels des Programms DNMAD
(Diagnosis and Normalization of spotted cDNA MicroArray Data) war es, insbesondere die
technisch bedingte und systematische Variabilitit anzugleichen, welche auf Unterschiede bei
Proben-Préiparation,  Firbe-Effizienz, = Hybridisierung, = Photodetektion  (Scanner-
Einstellungen), sowie Autofluoreszenz (SSC, SDS) zuriickzufiihren ist. Die Methode

beinhaltet eine robuste lokale Regression pro Array (Vaquerizas et al., 2004).
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6.5.2. Auswertung der Array-CGH-Daten

Die Analyse mittels Microsoft Excel erfolgte anhand von Punkt- und Linien-Diagrammen,
wobei die log,-transformierten normalisierten Cy3/Cy5-Intensitit-Ratios gegen die Klon-
Position aufgetragen wurden. Die Datenmenge umfasste die log,-Ratios fiir insgesamt 2696
BAC-Klone in 27 Proben.

In Anpassung an das Ausmal} der Streuung wurden die Schwellenwerte (SW) fiir die
Identifizierung von Amplifizierungen oder Deletionen derart definiert, dass der Betrag der
log,-Ratio das Zweifache der Standardabweichung o des entsprechenden Falles iiberschreiten
muss (d. h. [log,-Ratio] > 2 o©) (Sweet-Cordero et al., 2005; Johnson et al., 2006). Um
zufillige (streuungsbedingte) oder experimentelle Artefakte zu unterscheiden, wurden
ausschlieBlich gleichgerichtete Verédnderungen von mindestens zwei konsekutiven Klonen
berticksichtigt.

Aneuploidien wurden modifiziert nach Hackett et al. (2003) entsprechend der folgenden
Kriterien beurteilt: Ein Chromosom galt als verloren bzw. amplifiziert, wenn der aus den log,-
Ratios gebildete Median des entsprechenden Chromosoms von Null um ein 2-faches der
Standardabweichung der Mediane aller unverdnderter Chromosomen des entsprechenden
Falles abwich, und zugleich mindestens 80 % der BAC-Klone eine log,-Ratio im negativen
(bei Verlust) bzw. positiven (bei Zugewinn) Bereich aufwiesen. Bei einer partiellen
Chromosomendeletion / -amplifikation waren die Kriterien filir einen Abschnitt des
Chromosoms erfiillt.

Fiir jede der histologischen Untersuchungsgruppen (opB, SH, NH, FA, FK) wurden in mehr
als einer Probe vorliegende Bereiche mit chromosomalen Alterationen verglichen und die
gemeinsam {iberlappende Region (MCR, minimal common region) ermittelt. Aufgrund der
Heterogenitit von Schilddriisentumoren sind gleichartige Verédnderungen (Deletionen oder
Amplifizierungen) im CGH-Profil von mindestens 20 % der Tumoren von signifikanter
Bedeutung (van Dekken et al., 2004) und gelten als Hinweis darauf, dass sich unter den dort
lokalisierten Genen solche befinden, welche als sog. Kandidatengene an der Karzinogenese
(entweder iiber Uberexpression eines Onkogens, Fehlen eines Tumorsuppressorgens oder
verandertem Expressionslevel liber Gen-Dosierungs-Effekt) beteiligt sind. Als Kandidaten
sind solche Gene zu betrachten, deren karzinogenetische Wirkung (in der Schilddriise)
beschrieben ist, aber auch solche Gene, die in der Schilddriise exprimiert und die von

funktioneller Bedeutung sind.
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7. Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der Ergebnisse wurden mit Hilfe des Programms S-Plus 6.1
unter Anwendung des Fishers Exakt-Tests (Zweiseitige Berechnung) durchgefiihrt.
Signifikante Unterschiede lagen vor, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit flir einen Fehler
erster Art unter 5 % (Signifikanzniveau p <0,05) lag (Kreienbrock und Schach, 2000). Bei
multiplen Tests (Anzahl m) in der gleichen Grundgesamtheit wurde aufgrund der Alpha-
Fehler-Kumulierung (d. h. eine auf falsch-positiven FErgebnissen beruhende erhohte
Wahrscheinlichkeit, die Nullhypothese filschlicherweise zu verwerfen) fiir jeden Einzeltest
eine Bonferroni-Korrektur  durchgefiihrt (p° = p/m), welche besagt, dass das
Signifikanzniveau p’ multipliziert mit der Anzahl der Tests kleiner Alpha (a = 0,05) sein

muss.
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IV. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen

1.1.  Die histologische Klassifizierung der Schilddrisenlasionen

Die histologische Klassifizierung erfolgte anhand von insgesamt 365 untersuchten Miusen,
wovon 203 Miuse der Radiojod- [I'*'] behandelten ,,J131-Gruppe* und 162 der Gruppe der
unbehandelten Kontrolltiere [I'] angehorten. Die Auflistung aller pathologischen Befunde der
einzelnen Félle sind dem Anhang (Tabellen VIIL.5. bis 10.) zu entnehmen; die Fallnummern

der Méuse mit gesunden Schilddriisen (opB) sind nicht aufgelistet.

1.1.1. Gesunde Schilddriise der Maus und altersbedingte Verdnderungen

Im Rahmen der Diagnostik von Schilddriisenverdanderungen der Maus war zu beobachten,
dass gesunde Schilddriisenfollikel bereits eine erhebliche individuelle Variabilitit betreffend
ihrer Form, minimaler, maximaler und durchschnittlicher GréB3e und deren Verteilungsmuster
innerhalb der Schilddriise sowie hinsichtlich der Hohe des Follikelepithels aufwiesen. Diese
Variabilitit zeigte weitestgehend Mauslinien-spezifische und altersabhingige Konstanz.
Wihrend die Schilddriisen der BHFI1- und JHF1-Méiuse {iiberwiegend grofBfollikuldre
Morphologie aufwiesen und bei J6F1-Hybriden Follikel kleineren Durchmessers dominierten,
zeichneten sich die Schilddriisen der HO6F1- und F2-Méuse durch variable Follikelgrof3e aus
(Abb. IV.1.).

In 17 Fallen (13/203 [6 %] [131-Maiuse und 4/162 [2 %] Kontrolltiere) wurden thyreoidale
Zysten diagnostiziert (Anhang Tabellen VIILS., 6. und 9.), wobei keine Korrelation zu
Radiojod-Gabe mittels Fishers Exakt-Test ermittelt werden konnte (p-Wert = 0,13 > 0,05).
Hierbei handelte es sich teilweise um erkennbare Reste des embryonalen
Ultimobranchialkdrpers (UBB) mit zilientragenden Epithelzellen. Altersbedingte degenerative
Verianderungen zeigten sich in Form von Verschmelzungen benachbarter Follikel mit flachem

Epithel und Kolloid-Depletion (Abb. IV.1.G.).
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1.1.2. Simple Hyperplasie (SH)

Von den insgesamt 365 Mausen zeigten 52 Tiere Schilddriisenverdnderungen im Sinne einer
simplen Hyperplasie (SH, Abb. IV.1.). Bereits simple Hyperplasien wurden in statistisch
signifikant erhohter Anzahl in der Gruppe der Radiojod-behandelten Mause (I131-Gruppe)
diagnostiziert: 48 von 203 (24 %) versus vier von 162 (2 %) nicht Radiojod-behandelte
Miuse (p = 8,4x10™'%), wobei bei keinem der Kontrolltiere pseudopapillire Protrusionen
ausgeprdgt waren. Zusétzlich trat SH begleitend bei drei der 16 (19 %) FA und bei vier der
zwolf (33 %) FK auf.

Simple Hyperplasien waren durch diffuse (gleichmiBige) Verteilung zumeist
makrofollikuldrer Verdnderungen der Schilddriise bei gleichzeitigem Fehlen knotiger Herde
charakterisiert. Unter Erhalt der typischen Organform konnte die gesamte Schilddriise in
ithrem Umfang vergroBert erscheinen (Struma, Kropf). Das Follikelepithel war typischerweise
einreihig, flach bis hochprismatisch (hypertroph) mit basalstindigen Zellkernen und bildete
z. T. pseudopapillédre Einstlilpungen ins Lumen aus (Struma mit Pseudopapillen). Eine weitere
morphologische Subklassifizierung der SH in kolloide und parenchymatdse Struma lie sich
anhand von Follikelepithelh6he und Umfang der Kolloidspeicherung vornehmen (Tab. IV.1.).
AusschlieBlich kolloide Struma mit flachepithelialen, unregelméfBig vergrofSerten Follikeln
(Abb. IV.1.C.) wurden in nur acht Féllen diagnostiziert. Bei den restlichen 44 Mé&usen mit
simpler Hyperplasie handelte es sich um parenchymatdse Struma (Abb. IV.1.B., D., E.) mit
oder ohne beginnend pseudopapilldren Einstlilpungen oder um multifokale pseudopapillére

Hyperplasie ohne dilatierte Follikelformationen (Abb. IV.1.F.).

Tab. IV.1. Morphologie der diagnostizierten SH bei den Radiojod-behandelten und Kontroll- Méusen:

1131-Méuse Kontrollméuse Insgesamt

(n=203) (n=162) (n=1365)
kolloide Struma 5(10 %) 3(75 %) 8
parenchymatdse Struma 24 (50 %) 1 (25 %) 25
Struma mit beginnenden Pseudopapillen 13 (27 %) - 13
multifokale pseudopapilldre Hyperplasie 6 (13 %) - 6
SH insgesamt 48 4 52
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Bildmitte ist die Trachea (T) erkennbar und die Epithelkdrperchen (EK) sind beidseits abgebildet (HO6F1 Nr. 692

[I'], 25x HE). B. Im Vergleich hierzu stellt sich die simple Hyperplasie mit vergroBerten und unregelméifig
geformten Follikeln dar. Gleichzeitig sind zentral atrophisch verdnderte Areale (Pfeil) erkennbar (H6F1 Nr. 862
[1"'], 25x HE). C. Die kolloide Hyperplasie zeigt unregelmiBig dilatierte Follikel mit abgeflachtem
hyperzelluldrem Epithel (JHF2 Nr. 1032 [I'], 160x HE). D. Im Zuge proliferativen Wachstums sind bei der
parenchymatdsen Hyperplasie neben zystischen und mikrofollikuliren Formationen beginnende
pseudopapillire Einstiilpungen (Stern) ins Lumen erkennbar (H6F1 Nr. 936 [1"*'], 100x HE). E. Das einreihige
hochprismatische Epithel besitzt apikal reichlich eosinophiles bis vakuolisiertes Zytoplasma (Hypertrophie) und
basalstindige rund-ovale Zellkerne (J6F2 Nr. 244 [1'*'], 640x HE). F. Die pseudopapillare Hyperplasie (H6F1
Nr. 871 [I"*']) mit einschichtigem epithelialem Uberzug unterscheidet sich von einer altersbedingten (G.)
degenerativen Follikelverschmelzung, bei der Reste der rupturierten Follikelepithelien und Kolloid-Depletion
mit schwacher Eosinophilie und Vakuolisierung erkennbar sind (H6F1 Nr. 1054 [I'], 200x HE). H. Zu den
Erscheinungen im Rahmen hyperplastisch verdnderter Schilddriisen gehdren Variabilitdt der Zellkerngrofe
(Pleomorphismus), vereinzelt nukledre Authellungen, Pseudoinklusionen (mittleres Photo) und Kernkerben
(Pfeil), sowie degenerative Verdnderungen mit extra- und intrazelluldrer Pigmentablagerung (Photo rechts;
JHF2 Nr. 86 [1"'], J6F2 Nr. 962 [I'], 640x HE und J6F1 Nr. 932 [I'*'] 400x HE).
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1.1.3. Komplexe (nodulédre) Hyperplasie (NH)

Noduldre Hyperplasien (NH) lagen bei 45 der 365 untersuchten Miuse vor (Abb. IV.2.,
IV.3.E. und 1IV.4.C.). Die Ausbildung einer NH war lediglich bei vier von 162 (2 %)
unbehandelten Mausen, jedoch bei 41 von 203 (20 %) Radiojod-exponierten Miusen zu
beobachten (p = 0,00000008, Tab. IV.2.). Zusitzlich traten hyperplastische Knoten in
Begleitung mit fiinf der 16 (31 %) diagnostizierten FA und fiinf der zwo6lf (42 %) FK auf.

Eine NH war durch in der Regel multiples Auftreten nodulérer Formationen von variabler
GroBBe gekennzeichnet und konnte isoliert oder gleichzeitig mit anderen Verdnderungen
vorkommen. Knoten einer noduldren Hyperplasie waren mehr oder weniger gut abgrenzbar
und zeigten weder Kapselbildung noch Kompression des umgebenden Gewebes. Die
unterschiedlichen Wachstumsmuster dienten der néheren Beschreibung der Knoten und sind
in ihrer Haufigkeit der Tabelle IV.2. zu entnehmen. Die Knoten wiesen pseudopapilléres, mit
im Gegensatz zur SH fortgeschrittener komplexerer Verzweigung der Pseudopapillen (Abb.

IV.2.C. und D.), follikuldres (Abb.IV.2.E.) und / oder solides Wachstum auf (Abb. IV.2.F.).

Tab. IV.2. Nihere Beschreibung (Wachstumsmuster) der Noduli bei den diagnostizierten NH:

[131-Méuse Kontrollméuse Insgesamt

(n=203) (n=162) (n=365)

follikulér 14 (34 %) 2 (50 %) 16 (36 %)

pseudopapillér 512 %) - 5(11 %)

solide 8 (20 %) 1 (25 %) 9 (20 %)

gemischt 14 (34 %) 1(25%) 15 (33 %)
NH insgesamt 41 4 45

Des Weiteren konnten hyperplastische Knoten durch ein erhebliches Mal3 zytologischer und
nukledrer Atypien auffallen, zeigten jedoch keine Zunahme mitotischer Aktivitit.
Zytoplasmatische Authellungen traten in hyperplastischen Knoten ebenso auf, wie in gut- und
bosartigen Neoplasien (Abb. IV.2.H., IV.3.1).

Bei den komplexen Hyperplasien handelte es sich hdufig um Verdnderungen, welche
Neoplasien bereits sehr nahe standen, insbesondere wenn bei zumeist solidem Wachstum eine
partielle Kapselbildung zu beobachten war (Abb. IV.3.E.). So waren in allen Fillen mit NH
die Differentialdiagnosen eines Adenoms in noduldrer Hyperplasie oder vorliegender

multipler FA zu beriicksichtigen.
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Abb. IV.2. Noduléare Hyperplasien (NH): A. Die NH zeigt die typische Morphologie mit multipel auftretenden

nicht abgekapselten Knoten (Pfeile), wobei pseudopapilldre und mikrofollikuldre Wuchsformen gleichzeitig
vorhanden sind (H6F1 Nr. 873 [I"*'], 25x HE). B. Die komplexe Hyperplasie dieser Maus zeichnet sich durch
diffuse Verteilung solider Areale mit schlechter Abgrenzbarkeit aus (J6F2 Nr. 1548 [I'*'], 31,25x HE). C. Das
einschichtige kubische Epithel der pseudopapillaren Hyperplasie weist komplex verzweigende Einstiilpungen
ins Follikellumen ohne fibrovaskulidren Grundstock auf (H6F1 Nr. 917 [I'*'], 200x HE). Zu beachten ist die
milde Kompression des umgebenden Parenchyms (ohne Druckatrophie), verursacht durch den - in diesem Fall -
zystisch dilatierten Follikel. D. Fortgeschrittenes Wachstum fithrt bei nahezu kompletter Fiillung des
Follikellumens zu Entstehung pseudopapillirer Noduli (H6F1 Nr. 655 [I'*'], 100x HE). E. Das dem follikuliren
Knoten angrenzende Parenchym weist degenerative Verinderungen auf (JHF2 Nr. 03/1927 [I"*'], 125x HE). F.
Der solide Knoten zeigt deutliche Hyperimie und schlechte Demarkation (H6F1 Nr. 655 [I"*'], 160x HE). G.
Der vergroferte Ausschnitt eines Knotens demonstriert neben variabler Zytologie (Zell[kern]grofe und -form,
Chromatingehalt) auch erkennbare Epithelzell-Desquamation (Pfeil) und zytoplasmatische Aufhellungen (J6F2
Nr. 86 [I'*'], 320x HE). H. Zytoplasmatische Vakuolenbildung ist neben gleichformigen kleinen Zellkernen in
diesem hyperplastischen Knoten erkennbar ( JHF2 Nr. 811 [I'*'], 320x HE).
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1.1.4. Follikuldres Schilddriisenadenom (FA)

Es wurden insgesamt 16 von 365 Méusen mit follikuldirem Adenom (FA) diagnostiziert (Tab.
IV.3.; Abb. IV.3. und IV.4.D.). Bei einem einzigen der Fille handelte es sich um ein nicht
strahlenexponiertes Tier (H6F1 Nr. 951, Abb. IV.3.A.) so dass der Unterschied im Vergleich
zur Kontrollgruppe statistisch signifikant ist (p = 0,0013).

Das FA trat definitionsgemil3 in der Regel solitdr auf, war scharf demarkiert und von einer
vollstdndigen (oft diinnen) Kapsel umgeben (Abb.IV.3.H.). Es verursachte Kompression des
umgebenden Gewebes (Abb. 1V.3.G.) und wies zytologische Uniformitit bei fehlenden
Zellatypien und kaum vorhandener mitotischer Aktivitit auf (Abb.IV.3.C. bis E.). Die
Architektur wich deutlich von der des umgebenden gesunden Schilddriisengewebes ab, wobei
(mikro-) follikuldres bis solides Wachstum vorherrschte (Tab. IV.3.).

Neun der 16 Tumoren (56 %) erfiillten als solitér vorliegendes FA alle humanpathologisch
gingigen Kriterien fiir die Diagnosestellung (s. Abb. IV.3.A. bis C.). Fiinf FA (31 %) waren
von multiplen knotigen Formationen im Sinne einer NH begleitet, zeigten jedoch im
Gegensatz zu den anderen Noduli Kapselbildung, Kompression und zytologische
Gleichformigkeit (Abb. IV.3.D.). Zwei Fille (13 %) waren als multiple FA zu bezeichnen, da
jeweils zwei Knoten die typischen Merkmale eines FAs aufwiesen (J6F2 Nr. 780, J6F1 Nr.
932).

Atypische Adenome (Abb. IV.3.F.) im Sinne der humanpathologischen Klassifizierung lagen
in drei der strahlenassoziierten Fille vor, da eine erhohte Proliferationsrate und zelluldre
Atypien ermittelt werden konnten. Derartige Merkmale waren hierbei mit iiberwiegend
solidem Wachstum assoziiert und die Tumoren unterschieden sich vom Karzinom lediglich
durch fehlende Anzeichen fiir invasives Verhalten (HO6F1 Nr. 653; J6F1 Nr. 931 und 932).
Zusitzlich wurden in der Gruppe der [131-M4iuse zwei FA in Koexistenz mit einem Karzinom

ermittelt (JHF1 Nr. 612 und J6F2 Nr. 798).

Tab. 1V.3. Nahere Beschreibung (Wachstumsmuster) der diagnostizierten FA:

I131-Mause Kontrollméuse Insgesamt
normofollikulér 4 (27 %) - 4
makrofollikuldr 2 (13 %) - 2
mikrofollikuldr 4 (27 %) - 4
solide* 533 %) 1 (100 %) 6
FA insgesamt 15 1 16

* bei solidem Wachstum waren stets gleichzeitig mikrofollikuldre Strukturen enthalten
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Abb. 1V.3. Follikulare Schilddrisenadenome (FA): A. bis C. Die Photos stellen solitire FA mit den
unterschiedlichen vorkommenden Wachstumsmustern dar: Die solide (A.; H6F1 Nr. 951 [I'], 40x HE), die
makrofollikulare (B.; BHF1 Nr. 828, 20x HE, vergroBerter Ausschnitt J.) und die mikrofollikulére (C.; H6F1
Nr. 653 [1"'], 31,25x HE, vergroBerte Ausschnitte G. und K.) Variante. Erkennbar ist die gute Demarkation der
Knoten, deren bindegewebige Komponente nur schwach ausgeprégt ist. D. Das makrofollikuldre FA (links) liegt
in Koexistenz mit einer noduliren Hyperplasie vor (FA in NH; H6F1 Nr. 869 [I'*'], 25x HE, vergroBerter
Ausschnitt H.). Gleichzeitig ist lymphozytére Infiltration in der Tumor-Peripherie vorhanden (Pfeil).

E. Der kleine solide Knoten einer noduldren Hyperplasie ist durch eine unvollstindige Kapselbildung
charakterisiert (J6F2 Nr. 1887 [1"°'], 160x HE). F. Im Gegensatz hierzu zeigt das solide atypische FA — bei
gleichfalls geringer Grofle — die Ausbildung einer vollstindigen, vergleichsweise dicken und unregelméafigen
Bindegewebskapsel, sowie eine deutlich hohe Mitoserate (Pfeile) in Verbindung mit Pleomorphismus (variable
Zell-, ZellkerngroBe; J6F1 Nr. 932 [1'*'], 250x HE).

G. Der dargestellte Randbereich eines FAs ldsst die scharfe Demarkation (Pfeile), die vorhandene milde
Kompression des umgebenden Schilddriisengewebes und die deutlich abweichende Zytoarchitektur des Tumors
erkennen (H6F1 Nr. 653 [I"'], 125x HE). H. Bei Firbung mit Masson Trichrom ist die bindegewebige
Demarkation des follikuliren Tumors trotz geringer Dicke der Bindegewebskapsel in Form einer blau
angefirbten ,,Linie” (Pfeil) deutlich erkennbar (H6F1 Nr. 869 [1"°'], 200x).

I. Die Zellkerne eines FAs stellen sich typischerweise isomorph, klein und normo- bis hyperchrom dar. Zudem
sind zytoplasmatische Aufhellungen erkennbar (J6F2 Nr. 798s [1*'], 640x HE). J. Bei gleicher VergroBerung ist
das morphologische Spektrum der Adenomzellen erkennbar. Es handelt sich hier um deutlich vergroferte, blasse
Zellkerne von unregelmiBiger und ungleichméBiger Gestalt, welche 2 bis 3 nicht randstindige Nukleoli
enthalten. Ein Zellkern (Pfeil) enthilt eine eosinophile Pseudoinklusion (BHF1 Nr. 828 [I'*'], 640x HE). K. Die
atypischen lénglich-ovalen Zellen mit vergroBerten hellen Zellkernen in der Bildmitte bei diesem atypischen FA

konnen als fokale Hyperplasie gedeutet werden (H6F1 Nr. 653 [I'*'], 320x HE).

1.1.5. Follikulires Schilddriisenkarzinom (FK)

Bei elf der 203 Radiojod-behandelten Miuse (5 %) und bei einer von 162 unbehandelten
Kontrollméusen (1 %) lagen Verdnderungen vor, die entsprechend der formulierten Kriterien
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der Gruppe der Karzinome zuzuordnen waren (Abb. IV.4.). Da bei keiner Maus eine
Metastasierung des Schilddriisentumors nachweisbar war, beschrinkte sich die
Diagnosestellung eines malignen Tumors auf den Nachweis lokaler Invasivitit in das
umgebende Gewebe (Abb. IV.4.H. und I.) oder in die BlutgefiBle (Abb. IV.4.G.), bzw. den
Nachweis eines Ein- oder Durchbruchs in die den Tumor umgebende Bindegewebskapsel
(Abb. IV4.F.).

Die Karzinome zeigten neben iiberwiegend solidem Wachstum auch follikuldre oder papillére
Formationen, oft gemischt in demselben Tumor oder derselben Schilddriise (s. Tab.IV.5. und
Abb. IV.4.A.). In sechs Féllen lagen solitdre FK (50 %) vor, dreimal war bilaterales malignes
Tumorwachstum (25 %) zu beobachten und drei weitere Karzinome zeigten multizentrische
Entstehung (25 %; Abb. IV.4.J. und K.). Wiéhrend die papilliren FK-Anteile zweier
bilateraler FK (Nr. 665p, 802p) und vier solide bis follikuldre FK (Nr. 589, 793s, 798, 811)
bei lokaler Infiltration in das umgebende Gewebe keine deutliche Kapsel aufwiesen,
zeichneten sich sechs der solide bis follikular wachsenden FK bei vorhandener,
unregelméBiger und ungleichmaBiger (teilweise nur partieller) Kapsel durch Kapseleinbruch /
-durchbruch oder GefdBeinbruch aus. Bei einem (Nr. 961) der drei Fille mit multizentrischem
FK (Nr. 590, 669) handelte es sich um das einzige Kontrolltier mit Karzinom.

Die FK zeigten zum Teil deutlichen Pleomorphismus und zellulire Atypien. Andere
wiederum wiesen iiberwiegend isomorphe Zytologie und daher groBe Ahnlichkeit zu einem
gutartigen Tumor auf. Zu den hervorstechenden Merkmalen sdmtlicher diagnostizierter FK
gehorte eine deutlich erhohte Mitoserate nebst vorhandenen atypischen Mitosefiguren (vgl.
Abb. IV.4.B, E. und K.)

Mit einer Ausnahme (Fall 802) traten bei sdmtlichen Schilddriisen mit strahlenassoziiertem
Karzinomen zusitzliche proliferative Verdnderungen auf: Vier Félle mit SH (33 %), finf mit

NH (42 %) und zwei mit FA (17 %).

Tab. 1V.4. Nahere Beschreibung (Wachstumsmuster) der diagnostizierten Karzinome:

1131-Méuse Kontrollméuse Insgesamt
FK solide 4 - 4
solide-mikrofollikulér 2 2
FK bilateral solide und papillar 2 2
solide und makrofollikulédr-solide 1 - 1
multizentrisches FK  solide 1 - 1
solide-mikrofollikulér 1 1 2
FK insgesamt 11 1 12
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Abb. IV.4. Follikulare Karzinome (FK): A. Das Photo stellt eine représentative Schilddriise mit bilateralem

Karzinom dar. Die solide Variante zeigt groBe morphologische Ahnlichkeit zum (atypischen) FA, im Sinne gut
abgrenzbarer abgekapselter Knoten mit Kompression des umgebenden Gewebes, wobei die Kapsel hier von
auffallend dicker und unregelméBiger Gestalt ist. Demgegeniiber steht eine vorherrschend papillare Variante
des FKs im anderen Lobus, welches sich durch lokal invasives Verhalten (zwischen Osophagus und Trachea)
auszeichnet (JHF2 Nr. 665 [I1"'], 20x HE). B. Ein vergroBerter Ausschnitt zeigt die in beiden Tumoren
vorliegende vermehrte Anzahl mitotischer Figuren (Pfeile). Bei der unteren der beiden handelt es sich um eine
atypische Mitosefigur (640x HE). C. bis E. Mit identischer VergroBerung zeigen die Bilder vergleichend die
unterschiedliche Zytologie der verschiedenen knotigen Verdnderungen, welche bei einer Maus gleichzeitig
vorhanden waren: C. Die nodulédre Hyperplasie besteht aus zytoplasmareichen Zellen mit leicht vergroBerten
hellen Zellkernen. D. Das follikulare Adenom besticht durch zytologische Uniformitét mit kleinen Zellkernen
bei niedrigem Kern-Plasma-Verhéltnis und geringer Zelldichte. E. Im Falle des follikuldren Karzinoms sind
neben erhdhter Mitoserate und zahlreichen apoptotischen Korperchen (Pfeile), auch Pleomorphismus und ein
erhohtes Kern-Plasma-Verhéltnis bei vermehrter Zelldichte vorhanden. Zudem ist in diesem Fall das Zytoplasma
der meisten Zellen deutlich vakuolisiert und zeigen Ahnlichkeit zur humanen clear-cell Variante eines FK (JHF
Nr. 612 [I"*"], 640x HE).

F. Eindeutig invasives Potential duflert sich in klar erkennbarem Kapseleinbruch der Tumorzellen mit Wachstum
in pilzformiger Gestalt. Die Kapsel ist hierbei nicht unterbrochen (JHF2 Nr. 665 [1"°'], 320x HE). G. Der an der
GefdBwand anhaftende Verband von Tumorzellen (Pfeil) in einer groBkalibrigen Vene, welche der Kapsel
unmittelbar benachbart ist, ist beweisend fiir vaskuldre Invasion (JHF2 Nr. 665, 400x HE). Auf den weiteren
beiden Bildern sind (H.) lokale Tumor-Infiltrationen (Pfeil) in das angrenzende Schilddriisenparenchym (J6F2
Nr. 589 [1'*'], 40x HE) bzw. (l.) in die angrenzende Halsmuskulatur dargestellt (J6F2 Nr. 798 [I'*'], 320x HE).

J. und K. Hier sind kleine multizentrische FK dargestellt (JHF2 Nr. 669 [I'*'], 320x HE und J6F2 Nr. 590
[1°'], 125x HE). J. Wihrend der linke Tumor eine unvollstindige, partielle verdickte Kapsel besitzt und
invasives Verhalten nicht nur anhand der Multizentrizitét (intrathyroidale Disseminierung) sondern auch an in
mehrere Richtungen infiltrativem Wachstum erkennbar ist, fehlt bei dem rechts liegenden Tumor eine
bindegewebige Abkapselung vollstindig. K. Die erhohte Proliferationsrate des malignen Tumors ist anhand
zahlreicher Mitosefiguren (Pfeile) ersichtlich. Zudem sind vergroBerte Zellkerne, zentrale Zellkernaufhellungen
und Pleomorphismus feststellbar. Invasives Potential ist lokal nicht erkennbar, sondern geht aus der
multizentrischen Verteilung (nicht dargestellt) hervor. Peritumoral sind lymphozytire Infiltrate vorhanden

(oberer Bildrand links).
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1.1.6. Papilldres Schilddriisenkarzinom (PK)

Ein gegebenenfalls vorhandenes papillires Karzinom (PK) war entsprechend der
humanpathologischen  Definition  ausschlieflich an  Hand der PK-typischen
Zellkernveranderungen  (sog.  Milchglaszellkerne, = Pseudoinklusionen,  verdickte
Kernmembran, nukleédre longitudinale Kerben) in ausreichend grofer Menge charakterisiert
(s. Schrifttum; WHO, 2004). Sowohl bei Hyperplasien als auch bei Neoplasien, und
insbesondere im Rahmen degenerativer Verdnderungen konnten nukledre Pseudoinklusionen
(Abb. IV.1.H., 3.J.), vergroBerte blasse Zellkerne (Abb. IV.3.J. und K., 4.C.) und solche mit
(undeutlichen) Einkerbungen vereinzelt nachgewiesen werden. Die einem humanen PK
entsprechenden nukledren Charakteristika, welche in Abb. IV.5. dargestellt sind, waren

jedoch in keinem Tumor in ausreichender Qualitdt und Quantitit vorhanden, so dass es sich

bei den diagnostizierten Karzinomen ausschlieSlich um FK handelte.

ANt Ao R NPT e T et B G DTN 3

Abb. 1V.5. Charakteristika eines humanen PK: Das typische PK (links) mit {iberlappenden Zellkernen zeigt bei

stirkerer VergroBerung (rechts) die typischen Milchglaszellkerne mit verdickter Kernmembran, zahlreichen

nukledren Kerben (z. B. Pfeile) sowie einigen eosinophilen Pseudoinklusionen (200x und 320x HE).
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1.2.  Statistische Auswertung der histologischen Befunde

Die I'"'-behandelten Miuse (I131-Gruppe) zeigten im Vergleich zu den nicht Radiojod-
behandelten Tieren (Kontrollgruppe) eine erhohte Inzidenz hyperplastischer und
neoplastischer Schilddriisenerkrankungen (Abb. IV.6.), so dass auf Basis des modifizierten
Signifikanzniveaus p’ = 0,01 signifikante Unterschiede fiir alle Lésionen (abnehmend von SH
iiber NH bis FA) mit Ausnahme der Karzinome errechnet wurden (Fishers Exakt-Test, Tab.
IV.6). Die fehlende statistische Signifikanz ist auf die geringe Anzahl an Tumoren

zuriickzufiihren, eine Tendenz ist nichtsdestotrotz klar erkennbar (5,4 % gegeniiber 0,6 %).

Abb. 1V.6. Ubersicht der Hiufigkeit aller Diagnosen im Vergleich zwischen den Radiojod-behandelten Tieren
(I131-Gruppe) und den unbehandelten Miusen (Kontrollgruppe). Die angegebenen Werte stellen die Anzahl der
betroffenen Mause dar (Absolutwerte):

1131-Méuse (n =203) Kontrollméuse (n = 162)

OopB
m SH
B NH
OFTA
BFTC

Tab. 1V.6. Tabellarische Ubersicht der Inzidenz der Diagnosen mit Angabe von relativem Risiko (RR) und der

p-Werte nach Fishers Exakt-Test (modifiziertes Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p’ = 0,01):

[131-Méuse (n =203) Kontrollméuse (n = 162) RR p-Werte
gesunde Schilddriise (opB) 88 (43,3 %) 152 (93,8 %) 1,5x1072°
simple Hyperplasie (SH) 48 (23,6 %) 4(2,5 %) 9.4 8,4x10™"
nodulédre Hyperplasie (NH) 41 (20,2 %) 4 (2,5 %) 8,1 8,3 x10®
Adenom (FA) 15 (7,4 %) 1 (0,6 %) 12,3 0,0013
Karzinom (FK) 11 (5,4 %) 1 (0,6 %) 9,0 0,015 (n. s.)
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Bei insgesamt 26 Tumoren der Radiojod-behandelten Méuse (12,8 %) und zwei Tumoren in
der Kontrollgruppe (1,2 %) lag das relative Risiko (RR) bei 10,7 (d. h. 11-fach erhdhtes
Risiko bei Strahlenexposition). Die relative Risikodifferenz (RRD) als Mal} fiir die
prozentuale Risikoerh6hung betrug 9,4 und der Anteil auf Exposition zuriickzufiihrender
Tumoren 83,9 % (PAR, populationsattributables Risiko). Bereits das Risiko einer
hyperplastischen Erkrankung erhohte sich durch Radiojod-Gabe bei einem RR von 9,4 fiir SH
bzw. 8,1 fiir NH (s. Tab. IV.6.).

1.2.1. Korrelation der Befunde mit dem genetischen Hintergrund

In Abhingigkeit vom genetischen Hintergrund der Méduse (H6F1, BHF1, J6F1, JHF1, J6F2
und JHF2) waren tendenzielle Unterschiede beziiglich Inzidenz und Morphologie der
verschiedenen Lasionen (SH, NH, FA und FK) auszumachen:

Simple Hyperplasien wurden mit Ausnahme der drei J6F1-Maiuse bei jeder der 1131-
behandelten Mausgruppen mit einem Anteil zwischen 6 und 42 % diagnostiziert (Tab.
IV.7.a), wohingegen unter den Kontrolltieren lediglich vier (24 %) JHF2-Maiuse derartige
Verianderungen zeigten (Tab. IV.7.b). Wihrend parenchymatdse Struma mit oder ohne
(pseudo-) papilliren Projektionen gleichermaen in allen Gruppen zu finden waren,
beschriankte sich das Vorkommen kolloider Struma auf eine H6F1-Maus (Nr. 163) und sieben
JHF2-Hybride. Ein signifikanter Unterschied beziiglich Inzidenz der SH bei Radiojod-
behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe war nur bei der H6F 1-Gruppe vorhanden
(Fishers Exakt-Test: p < 0,0125, Tab. IV.8.).

Die Diagnose einer noduldren Hyperplasie war bei Mausen mit H6F1-, J6F2- und JHF2-
Hintergrund zu stellen, wohingegen die drei anderen FI1-Maushybridgruppen auch bei
Radiojod-Gabe keine Neigung zur isolierten Ausbildung von NH zeigten (BHF1, J6F1, JHF1;
Tab. IV.7.b). Unter den unbehandelten Kontrolltieren waren hyperplastische Verdnderungen
ausschlieBlich bei F2-Hybriden vorzufinden (Tab. IV.7.a). Die Inzidenz von NH bei den
Radiojod-behandelten J6F2-Méausen (27 %) zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren (21 %) dieser Mauslinie nur unwesentlich erhoht, wobei in beiden Gruppen
ebenso wie bei den anderen F2-Maiusen (JHF2) follikuldres oder solides Wachstum der
Noduli dominierte. Auffallend war auch eine schlechtere Abgrenzbarkeit der Noduli bei den
F2-Maiusen, insbesondere J6F2 (Abb. IV.2.B.). Die nodulédr hyperplastischen Verdnderungen
der HO6F1-Maiuse hingegen zeigten im Vergleich zu den F2-Tieren eine erhohte Neigung zu

papillirem Wachstum (5/18 [28 %] papillar, 12/18 [67 %] gemischt, 1/18 [6 %]
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mikrofollikuldr). Zudem handelte es sich bei den H6F1-Tieren um die einzige Gruppe mit
signifikant erhohter Inzidenz der NH bei Radiojod-behandelten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Fishers Exakt-Test: p < 0,0125).

Bei vier der untersuchten Mausgruppen (BHF1, J6F1, JHF1, JHF2) wurde innerhalb der
Kontrollgruppe kein Tumor diagnostiziert. Demzufolge lag ein PAR von 100 % vor, und der
Anteil neoplastischer Verdnderungen bei den Radiojod-behandelten Tieren betrug 9 % (JHF1,
nicht signifikant [n. s.]) 12 % (BHF1, n. s.), 19 % (JHF2, n. s.) und 100 % (3 von 3 J6F1, p =
0,02 < 0,05). Demgegeniiber waren bei H6F1- und J6F2-Hybriden Tumoren auch ohne
Radiojod-Behandlung entstanden und das RR betrug 8 (H6F1, n. s.) bzw. 2 (J6F2, n. s.) (Tab.
IV.7.a und b). Ein mittels Fishers Exakt-Test ermittelter signifikanter Unterschied der
Tumorinzidenz zwischen 1131- und Kontrollgruppe lag bei den J6F1-Miusen vor (Tab. IV.8.-
13.).

Wihrend bei 1131-behandelten Tieren (Tab. IV.7.a) follikulare Adenome in allen beteiligten
Mausgruppen mit einer Inzidenz zwischen 3 und 8 % vorkamen (die J6F1-Méuse werden
aufgrund der geringen Tierzahl gesondert betrachtet), handelte es sich bei lediglich einem
(H6F1-) Kontrolltier um ein FA (Tab. IV.7.b).

Follikulare Karzinome fanden sich bei den einzelnen Untersuchungsgruppen in &hnlicher
Haufigkeit, mit 3 bis 16 % FK bei Radiojod-behandelten Méusen (Tab. IV.7.a) und ebenfalls
nur einem (J6F2-) Kontrolltier (Tab. IV.7.b).

Bei einem Vergleich der analogen Kreuzungen der Radiojod-exponierten (Tab. IV.7.a) F1-
und F2-Tieren (J6F1 und -F2, sowie JHF1 und -F2) fiel auf, dass bei einem reduzierten Anteil
an FA in der Gruppe der F2-Tiere eine Verschiebung zu Gunsten eines erhdhten Anteils
maligner Tumoren zu beobachten war. Neben vier solitiren, solide bis mikrofollikuldren FK
(4/9), traten bei den F2-Mdausen drei Karzinome bilateral und drei Karzinome multizentrisch
auf. Das seltene strahlenassoziierte Auftreten von Karzinomen bei F1-Tieren (Tab. IV.7.a)
beschrinkte sich auf jeweils ein Karzinom unter den BHF1- bzw. den JHF1-Méusen und

zeigte in beiden Fillen solitdres Auftreten mit solidem bis mikrofollikuldrem Wachstum.
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Tab. IV.7. und Abb. IV.7. Verteilung der Diagnosen auf die verschiedenen Maushybridgruppen bei den

a) Radiojod-behandelten Tieren:

H6F1 (n=59) | BHF1 (n=24) | J6F1 (n=3) | JHF1 (n=31) | J6F2 (n=55) | JHF2 (n=31)
opB 21 36 % 11 46 % - - 26 84 % 26 47 % 4 13 %
SH 15 25 % 10 42 % - - 2 6 % 8 15 % 13 42 %
NH 18 31 % - - - - - - 15 27 % 8 26 %
FA 5 8 % 2 8 % 3 100% 2 6 % 2 4% 3%
FK - - 1 4 % - - 1 3% 4 7 % 5 16 %
100%

90%

80% ]

70%
O opB

60% @ SH

50% — @ NH

40% o FTA
mFTC

30%

20% A

10% A

0% A
H6F1 BHF1 J6F1 JHF1 J6F2 JHF2
b) Kontrolltieren:

H6F1 (n=82) | BHFI (n=9) | J6F1 (n=12) | JHF1 (n=23) | J6F2 (n=19) | JHF2 (n=17)
opB 81 99 % 9 100% | 12 100% | 23 100% | 14 74 % 13 76 %
SH - - - - - - - - - - 4 24 %
NH - - - - - - - - 4 21% - -
FA 1 1% - - - - - - - - - -
FK - - - - - - - - 1 5% - -
100% ——

90% 1
80% 1 —
70% || ]
o opB
60% @ SH
50% B NH
20% ] @ FTA
mFTC
30% 1
20% 1
10% |
0% =
H6F1 BHF1 J6F1 JHF1 J6F2 JHF2
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1.2.1.1. Befunde der H6F 1-Hybridmause (Vgl. Anhang Tab. VIILS.)

Die gesunden Schilddriisen der HO6FI1-Hybridméuse zeichneten sich durch variablen
Follikeldurchmesser aus (Abb. IV.1.A.). Gutartige Schilddriisenerkrankungen (NH und FA)
traten in statistisch signifikant erhéhtem Umfang (p = 1,31 x10”) in der Gruppe der I131-
behandelten Méuse (23 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (1 %) auf. Bei einem Vergleich
zwischen der Anzahl induzierter und spontaner FA lag der ermittelte p-Wert von 0,08 jedoch
unterhalb der modifizierten Signifikanzgrenze p’ von 1,25 % (Tab. IV.8.). Innerhalb der
Radiojod-behandelten Gruppe war der prozentuale Anteil an Miausen mit proliferativen
Erkrankungen bei weiblichen Tieren im Vergleich zu den Bocken deutlich erhoht, wobei die
Inzidenz von NH in signifikantem Unterschied zwischen weiblichen (14/30) und ménnlichen

(4/25) Tieren vorlag (p = 0,01 <0,0125).

Tab. 1V.8. Histologische Befunde der H6F 1-Méuse (Fishers Exakt-Test: Signifikanzniveau p’ = 0,0125):

1131-Mause Kontrollméuse
weiblich ménnlich gesamt weiblich ménnlich gesamt p-Wert

opB 7 (23 %) 14 (48 %) 21 (36 %) 39 (97 %) 42 81 (99 %) 4,43x107"®
SH 6 (20 %) 9 (31 %) 15 (25 %) - - - 6,52x107
NH 14 (47 %) 4 (14 %) 18 (31 %) - - - 2,65x10°
FA 3 (10 %) 2 (7 %) 5(8 %) 1 (3 %) - 1(1%) 0,08 (n. s.)

30 29 59 40 42 82

1.2.1.2. Befunde der BHF 1-Hybridméiuse (Vgl. Anhang Tab. VIIL.6.)

In der Gruppe der BHF1-Miuse stellten sich die Follikel gesunder Schilddriisen deutlich
makrofollikuldr dar und erschwerten die Abgrenzung von einer simplen Hyperplasie. Da
keines der Kontrolltiere pathologische Verdnderungen der Schilddriise aufwies, war - analog
zu den H6F1-Méusen - der Unterschied des Auftretens proliferativer Erkrankungen (SH, FA
und FK) zwischen den Radiojod-behandelten und den Kontrolltieren statistisch signifikant
(p =0,00504), wohingegen bei lediglich drei Neoplasien innerhalb der 1131-Gruppe (12 %)
die Nullhypothese, dass Radiojod-Gabe mit Tumorinduktion korreliert zu verwerfen war (p =
0,5; vgl. Tab. IV.9.). Im Gegensatz zu den H6F1-Hybriden waren es hier die Bocke, welche
tendenziell bevorzugt von proliferativen Verdnderungen bzw. ausschlieBlich von Neoplasien

betroffen waren (Tab. IV.9.).
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Tab. 1V.9. Histologische Befunde der BHF1-Méuse (Fishers Exakt-Test: Signifikanzniveau p’ = 0,0125):

[131-Méuse Kontrollméuse
weiblich ménnlich gesamt weiblich minnlich gesamt p-Wert
opB 5 (50 %) 6 (43 %) 11 (46 %) 4 5 9 0,00504
SH 5 (50 %) 5 (36 %) 10 (42 %) - - - | 0,03(ns.)
FA - 2(14°9 289 - - -
(14 %) (8 %) 0,5 (n.s.)
FK - 1(7 %) 1(4 %) - - -
10 14 24 4 5 9
1.2.1.3. Befunde der J6F1-Hybridméuse (Vgl. Anhang Tab. VIIL.7.)

Die zwolf Kontrolltiere zeigten unverdnderte Schilddriisen von eher mikrofollikuldrem
Aussehen, wohingegen in allen drei Fallen der 1131-behandelten Méduse adenomatdse Knoten
vorhanden waren, so dass sich der Unterschied, anders als bei den iibrigen Gruppen, in
statistischer Signifikanz widerspiegelte (Fishers Exakt-Test, p = 0,002; s. Tab. 1V.10.). Bei

zwei der Miuse handelte es sich um atypische Adenome.

Tab. 1V.10. Histologische Befunde der J6F 1-Méuse:

I131-Mause Kontrollméuse Gesamt
weiblich ménnlich gesamt weiblich ménnlich gesamt
opB - - - 8 4 12 12
FA 2 1 - - - 3
Gesamt 2 1 8 4 12 15
1.2.1.4. Befunde der JHF 1-Hybridméuse (Vgl. Anhang Tab. VIIL.8.)
Die gesunden Schilddriisen der JHF1-Méuse zeigten bevorzugt makrofollikuldre

Morphologie. Obwohl ausschlieBlich in der 113 1-behandelten Gruppe diagnostiziert, lag keine
statistische Signifikant der Anzahl proliferativer Erkrankungen zwischen den beiden
Untersuchungsgruppen vor (p > 0,0125; vgl. Tab. IV.11.). Die Neoplasien wurden
ausschlieBlich in weiblichen Mausen der 1131-Gruppe diagnostiziert. Die Nullhypothese, dass
das Geschlecht der Tiere unabhingig von Radiojod-Exposition mit der Entstehung von
Tumoren korreliert, konnte jedoch verworfen werden (bei 3 von 31 Weibchen und 0 von 23

Minnchen mit Tumor, p = 0,3).
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Tab. 1V.11. Histologische Befunde der JHF 1-Méuse (Fishers Exakt-Test: Signifikanzniveau p’ = 0,0125):

[131-Méuse Kontrollméuse
weiblich ménnlich gesamt weiblich minnlich gesamt p-Wert

opB 18 (82 %) 8 (89 %) 26 (84 %) 9 14 23 0,06 (n. s.)
SH 1 (4,5 %) 1(11 %) 2 (6 %) - - - 0,5 (n.s.)
FA 2(9 %) - 2 (6 %) - - | O,3(n s)_
FK 1 (4,5 %) - 1 (3 %) - - -

22 9 31 9 14 23

1.2.1.5. Befunde der J6F2-Hybridméuse (Vgl. Anhang Tab. VIIL.9.)

Neben einem spontanen FK waren auch NH in auffallend hoher Anzahl bei den nicht
Radiojod-behandelten Kontrolltieren vorzufinden (21 %). Demzufolge war bei den JO6F2-
Hybriden der Unterschied zwischen induzierten (I131-Gruppe) und spontanen
(Kontrollgruppe) Tumoren genauso wenig statistisch signifikant (p = 1) wie bei einer
Gegenliberstellung aller proliferativer Verdnderungen (SH + NH + FA + FK) in den beiden

Mausgruppen (p = 0,06, vgl. Tab. IV.12.).

Tab. IV.12. Histologische Befunde der J6F2-Miuse (Fishers Exakt-Test: Signifikanzniveau p’ = 0,0125):

1131-Méuse Kontrollméuse
weiblich ménnlich gesamt weiblich ménnlich gesamt p-Wert
opB 14 (47 %) 12 (48 %) 26 (47 %) 7 (78 %) 7 (70 %) 14 (74 %) 0,06 (n.s.)
SH 5(17 %) 3 (12 %) 8 (15 %) - - - 0,10 (n.s.)
NH 7 (23 %) 9 (36 %) 16 (29 %) 1(11 %) 3 (30 %) 4% |
FA 2 (7 %) - 2 (4 %) - - - 0,41 (n.s.)
FK 2(7 %) 1 (4 %) 3(5%) 1 (11 %) - 1 (5 %)
30 25 55 9 10 19
1.2.1.6. Befunde der JHF2-Hybridméuse (Vgl. Anhang Tab. VIII.10.)

Die Heterogenitit der Morphologie der gesunden Schilddriisen bei den F2-Hybriden findet
sich in der Vielfalt pathologischer Erscheinungen (analog zu den J6F2-M4iusen) reflektiert.
Der Umfang induzierter knotiger Léasionen (NH + FA + FK) in der 1131-Gruppe wich im
Gegensatz zum Umfang neoplastischer

Kontrollgruppe ab (p = 0,00067 bzw. p = 0,08; vgl. Tab. IV.13). Weibliche Radiojod-

Verdanderungen signifikant von dem der

behandelte Tiere zeigten sich in groBerem prozentualem Anteil als ménnliche Tiere von

Neoplasien betroffen (36 versus 10 %).
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Tab. 1V.13. Histologische Befunde der JHF2-Méuse (Fishers Exakt-Test: Signifikanzniveau p’ = 0,0125):

[131-Méuse Kontrollméuse
weiblich ménnlich gesamt weiblich minnlich gesamt p-Wert

opB 1(9 %) 3(15%) 4 (13 %) 10 (77 %) 3(75 %) 13 (76 %) 0,000018
SH 4 (36 %) 9 (45 %) 13 (42 %) 3 (23 %) 1 (25 %) 4 (24 %) 0,34 (n.s.)
NH 2 (18 %) 6 (30 %) 8 (26 %) - - - 0,04 (n.s.)
FA | 10%) : 1G%) : : S
FK 3 (27 %) 2 (10 %) 5(16 %) - - -

11 20 31 13 4 17

1.2.2. Assoziation der Befunde mit dem genetischen Hintergrund der beteiligten

Mausinzuchtstimme

Unter den Kontrolltieren lag der groBte Anteil hyper- und neoplastischer Erkrankungen in
Assoziation mit dem JF1-Inzuchtstamm (13 %) im Vergleich zu den Stammen C3H (6 %)
bzw. C57/BL6 (3 %) vor. Bei lediglich neun Tieren mit BALB/c-Hintergrund ist die
statistische Aussagekraft in diesem Fall eingeschrankt.

Ebenfalls die Méduse mit JF1-Abstammung zeigten mit 15 % gegeniiber 12 % bei den iibrigen
Mausstimmen einen etwas hoheren Anteil an Neoplasien bei den Radiojod-behandelten
Tieren, und insbesondere die hochste Inzidenz maligner Tumoren (mit 8 % im Vergleich zu 3
bis 5 % bei den iibrigen Mausstimmen).

Der Faktor der Inzidenzzunahme (RR) hyper- und neoplastischer Erkrankungen bei
Radiojodapplikation liegt bei 4 (JF1), 8 (C57/BL6) und 15 (C3H). Demgegeniiber steht ein
RR von 15 (JF1), 6 (C57/BL6) und 12 (C3H) und fiir die Ausbildung von Tumoren bei

Strahlenexposition.

1.2.3. Assoziation der Tumorinzidenz mit dem Geschlecht der Méuse

Trotz fehlender Signifikanz zeigten innerhalb der H6F1- und der JHF1-Gruppe die Weibchen
und innerhalb der BHF1-Gruppe die Miannchen eine hohere Inzidenz an strahleninduzierten
Schilddriisentumoren (Fishers Exakt-Test: p > 0,05), wohingegen bei den J6F1- und den F2-
Hybriden kein Unterschied beziiglich sexusbedingter Suszeptibilitit fiir strahleninduzierte
Schilddriisentumorentstehung bestand. Die bei separater Betrachtung der verschiedenen
Mauslinien (Abschnitte 1.2.1.1. - 1.2.1.6.) geschlechterspezifisch unterschiedliche Neigung,
Schilddriisentumoren auszubilden war bei einer Gegeniiberstellung sdmtlicher Méuse nicht

erkennbar (Fishers Exakt-Test: p > 0,05).
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1.2.4. Assoziation der Befunde mit dem Alter der Miuse

Das Alter der Méuse lag im Mittel bei 469 Tagen mit einer Standardabweichung von 81
Tagen. Insgesamt wurden 27 (7 %) Tiere unterhalb und 338 (93 %) Tiere innerhalb des
Altersdurchschnitt (469 + 81 Tage) untersucht. Die signifikant unter dem Altersdurchschnitt
(<388 Tage) liegenden I131-Méuse zeigten einen geringgradig groeren Anteil
hyperplastischer Erkrankungen (52 %) als die dlteren I1131-Maiuse (43 %), wobei im
Gegensatz zu den im Altersdurchschnitt (388 bis 544 Tage) befindlichen Tieren noch keine
Karzinogenese zu erkennen war (s. Tab. IV.14.). Die beiden jlingsten Tiere mit FA waren 420
(Nr. 434, Kontrolltier) und 468 (I1131-Gruppe) Tage alt. FK waren erstmals bei Mausen in

einem Alter von 471 Tagen nachweisbar. Das einzige Kontrolltier mit FK war 476 Tage alt.

Tab. 1V.14. Inzidenz der Befunde in Abhédngigkeit vom Alter (Altersdurchschnitt = MW + ¢ = 388 bis 550

Tage):
Jiingere Tiere (< 388 Tage) Altere Tiere (> 388 Tage)
1131-Gruppe Kontrollgruppe 1131-Gruppe Kontrollgruppe
opB 9 (47 %) 7 (88 %) 79 (42 %) 145 (94,2 %)
SH 5(26 %) - 43 (23 %) 4 (2,6 %)
NH 526 %) 12 %) 36 (20 %) 3(1,9 %)
FA - - 15 (8 %) 1 (0,6 %)
FK - - 11 (6 %) 1 (0,6 %)
19 8 184 154
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1.3.  Ergebnisse der Immunhistochemie (IHC)

Mittels Thyreoglobulin- und / oder Calcitonin-Antikorpern lie sich die Follikelzell-Herkunft
eines solide wachsenden Knotens in Abgrenzung zum medulldren Tumor stiitzen. Dieser
Nachweis ist bei erkennbarem Vorhandensein follikuldrer Strukturen obsolet (z. B. Abb.
IV.3.A.) und wurde daher nur in zwei Féllen (Nr. 951, 780) ergdnzend durchgefiihrt. Beide
Antikdrper zeigten spezifische zytoplasmatischen Reaktion bei den entsprechenden
endokrinen Zellpopulationen (Abb. IV.9.A. und B.).

Eine Bestétigung der erhohten proliferativen Aktivitdt mittels immunhistochemischen Ki67-
Nachweis war im Falle der Diagnostik von fiinf FK (Nr. 612, 793, 961, 669, Abb. IV.9.C.) in
Unterscheidung zu vier NH (Nr. 655, 867, 875, 876) und einem FA (874) mit fehlender,
sowie einem atypischen FA (Nr. 653) mit auf wenige Zellen beschrinkter Ki67-Reaktivitét
von Nutzen. Eine unterschiedliche Graduierung der Mitoserate in Abhdngigkeit vom
Wachstumsmuster war nicht erkennbar. Die hochste mitotische Aktivitit war zumeist in der
Tumorperipherie zu finden.

Auf Cytokeratin 19- und Galectin-3-Positivitét hin wurden fiinf (zwei FK und drei FK) bzw.
drei (ein FA und zwei FK) murine Tumoren {iiberpriift, zeigten jedoch im Gegensatz zu den

als Kontrolle dienenden humanen PK (Abb. IV.9.D.) keine Reaktivitét.

Calcitonin-positiven c-Zellen liegen parafollikuldr und zeigen genauso spezifische zytoplasmatische Reaktion

wie die Thyreozyten mit Thyroglobulin-Antikérpern (dunkelbraun). C. Die nukledre Ki67-Positivitét ist bei
einem murinen multizentrischen FK in zahlreichen Zellen erkennbar (Fall-Nr. 961, 400x HE). D. Ein humanes

PK zeigt spezifische Reaktion mit Cytokeratin 19-Antikérpern (160x HE).
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2. Ergebnisse der LOH- (loss of heterozygosity-) Studie

LOH-Untersuchungen zur Detektion von Mikrosatelliten-Instabilitit im Tumorgewebe
wurden bei insgesamt 30 Miusen der H6F1-Gruppe (29 radiojodbehandelte Miuse [sechs
gesunde Schilddriisen, neun SH, zehn NH, fiinf FA] und ein Kontrolltier mit FA), sowie
siecben BHF1- (eine gesunde Schilddriise, drei SH, zwei FA und ein FK) und drei J6F1-
Maiusen (drei FA) durchgefiihrt (s. Anhang Tab. VIIL.3.). Bei 14 von 35 verschiedenen
Mikrosatelliten-Markern fiir neun Loci (Chromosomen, Chr.) war ein Allelverlust (Verlust
der Heterozygotie, LOH) nachweisbar.

Von den insgesamt elf analysierten Tumoren zeigten drei (27 %) Félle LOH, auf jeweils
einem, zwei bzw. vier Loci. Bei vier der zehn NH lag ein LOH auf einem Locus mit dem auf
Chromosom 14 kartierenden Marker D14Mitl25 vor (40 %). Jeder der betroffenen Fille
gehorte der Gruppe der H6F1-Méuse an (Anhang Tab. VIII.11.). Mikrosatelliten-Instabilitit
(MSI) mit verdnderter Sequenzldnge wurde nicht beobachtet. Die folgende Abbildung stellt

reprisentative Beispiele der Gelelektrophoresbilder einiger Félle dar:

- e
e — T

Abb. IV.9. Beispiele fiir Allelverluste (LOH, Pfeile) in der Gruppe der Radiojod-exponierten H6F1-Méause bei

Darstellung der Banden im Gelelektrophoresebild: Das heterozygote Normalgewebe (Schwanzspitzen) befindet
sich jeweils links und die dazugehorigen Schilddriisenldsion rechts. A. D14Mitl125, Fall-Nr. 920 NH. B.
D14Mitl125, Fall-Nr. 653 FA. C. D5Mit345, Fall-Nr. 934 FA. D. D4Mitl66, Fall-Nr. 934 FA. E. D5Mit349,
Fall-Nr. 653 FA. Bei den Beispielen B. und D. liegt eine Deletion des lingeren Allels vor (Laufrichtung von

oben nach unten) und bei den Féllen A., C. und E. ein Verlust des kiirzeren Allels.

Beim Vergleich der untersuchten Mauslinien konnte in Bezug auf die Anzahl der Adenome,
bei welchen mindestens ein Mikrosatelliten-Locus deletiert vorlag, kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (3/4 H6F1 versus 0/6 BHF1 und J6F1, p = 0,2), obwohl LOH
ausschlieBlich in der Gruppe der H6F1-Méause detektiert wurde. Gleiches galt fiir den
Unterschied zwischen den Geschlechtern (1/7 [14 %] Weibchen versus 2/10 [20 %]
Mainnchen, p > 0,05) und in Hinblick auf die histologische Diagnose (4/10 [40 %] NH versus
3/11 [27 %] FA).

Ein signifikanter Unterschied der kumulativen LOH-Inzidenz je Locus hingegen war

zwischen den der Kontrolle dienenden Féllen (ohne pathologischen Befund und SH)
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gegeniiber knotig veranderten Schilddriisen (NH und FA) nachweisbar (p < 0,05). Die
vergleichende Untersuchung der Anzahl an Loci mit LOH in Abhéngigkeit von den
verschiedenen untersuchten Variablen ergab eine signifikante Erhéhung (p < 0,05) der LOH
bei Adenomen der H6F1-Tiere (sieben LOH bei fiinf FA a neun Loci) im Vergleich zu den
Tumoren der beiden anderen Untersuchungsgruppen BHF1 und J6F1 (kein LOH bei sechs FA
a fiinf bzw. sieben Loci, s. Tab. IV.15.).

Ebenfalls eine signifikante Korrelation (p < 0,05) bestand bei separater Betrachtung der
Geschlechter (Tab. IV.15.): Wihrend unter den Weibchen eines von sieben FA auf lediglich
einem (2 %) Locus von Chr. 19 einen Allelverlust aufwies (Fall 869), waren es bei den zwei
von zehn betroffenen Tumoren der ménnlichen Tiere insgesamt sechs (17 %) deletierte Loci
bei Fall 934 auf Chr. 4 und 5 und bei Fall 653 auf Chr. 4, 6, 11, 14.

Keine Signifikanz war in Abhéngigkeit von der histologischen Diagnose zwischen NH (zehn
Fille mit vier deletierten von 90 Loci [4 %]) und FA (elf Fille mit sieben deletierten von 73
Loci [10 %]) festzustellen (p > 0,05, Tab. IV.15.).

Ein aussagekriftiger Vergleich zwischen spontanen und strahlenassoziierten FA ist bei nur
einem der Untersuchung zur Verfligung stehenden FA (Fall 951) bei einem nicht Radiojod-
behandelten Tier nicht moglich (p = 0,6).

Tab. 1V.15. Beziehungen zwischen Loci mit LOH und den verschiedenen Untersuchungsgruppen:

Untersuchungsgruppen: Loci mit LOH (in %) OR (RR) p-Wert
Mauslinien: ~ HO6F1 (5 FA, 9 Loci) 7/45 (16 %)
BHF1 (2 FA, 5 Loci) 0/10 Div0 0,3 (im Vgl. zu H6)
J6F1 (4 FA, 7 Loci) 0/28 0,04 (im Vgl. zu H6)
Geschlecht: ~ Weiblich (6 FA) 1/46 (2 %) 0,11 (0,17) 0,04
Maénnlich (5 FA) 6/35 (17 %)
Histologie: NH (10) 4/90 (4 %) 0,45 (0,57) 0,2 (n.s.)
FA und FK (11) 7/73 (10 %)
1131-Gabe:  1131-Gruppe (9 FA, 1 FK) 7/50 (14 %) Div0 0,6 (n.s.)
Kontrollgruppe (1 FA) 0/9

Legende: OR = Odds Ratio, RR = relatives Risiko, Div0: Angabe wegen Divisor Null nicht méglich

2.1. LOH-Profil bei den H6F1-Mé&usen

Die Ergebnisse der insgesamt 30 untersuchten H6F1-Méause sind als Grundlage fiir die
statistischen Berechnungen dem Anhang Tabelle VIII.11. zu entnehmen. Allelverluste waren
in Abhédngigkeit von der Diagnose zunehmend nachweisbar: Wéhrend bei den sechs gesunden
Schilddriisen und den neun simplen Hyperplasien keine Allelverluste vorlagen, waren sie bei
vier von zehn (40 %) noduldren Hyperplasien und drei der vier strahlenassoziierten Adenome
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(75 %) vorhanden, nicht jedoch bei dem einzigen FA der unbehandelten Kontrollgruppe (Nr.
951). Die Anzahl betroffener Tiere zeigte hierbei eine signifikante Assoziation mit der
histologischen Diagnose (0/16 opB und SH versus 7/15 NH und FA, p = 0,002), jedoch keine
Signifikanz in Abhdngigkeit vom Expositionsstatus (3/4 strahlenassoziierten FA versus 0/1
nicht-strahlenassoziierten FA, p = 0,4).

Von den insgesamt eingesetzten 27 Mikrosatelliten-Markern (auf neun verschiedenen Loci)
waren bei 14 (52 %) Markern (entspricht sechs Loci) LOH nachweisbar (Tab. IV.16.).
Abbildung IV.10. stellt ergdnzend die genomische Lokalisation einiger Mikrosatelliten-
Marker dar. Betroffen waren auf einem Locus (Chr. 5) zwei der vier strahlenassoziierten FA
(50 %) und auf den tbrigen Loci (Chr. 4, 11, 14 und 19) jeweils nur eines der FA. Zusétzlich
lag in vier Féllen mit NH (40 %) ein auf die PCR-Amplifikate eines einzigen Markers
(D14Mit125) beschriankter Allelverlust vor. Derselbe Marker zeigte iiberdies isolierte

Homozygotie im Normalgewebe bei drei weiteren Fillen (Anhang Tab. VIII.11.).

Tab. 1V.16. Haufigkeit und prozentualer Anteil der Fille mit LOH aus der Gruppe der H6F1-Mé&use in
Abhingigkeit von der histologischen Diagnose. LOH konnte bei folgenden 14 Mikrosatelliten-Markern ermittelt

werden:
Lokalisation der Marker: op(]i 1:1n2d O?H (nIiHI 0) F(‘/z Ez)l ] (FnA:[Il%
Chr. 4 D4Mit166 0 0 1 (25 %) 0
Chr. 5 D5Mit193 0 0 1 (25 %) 0
D5Mit345 0 0 1 (25 %) 0
D5Mit349 0 0 1 (25 %) 0
D5Mitl3 0 0 2 (50 %) 0
D5Mit352 0 0 2 (50 %) 0
Chr. 6 D6Mitl 0 0 1 (25 %) 0
D6Mit243 0 0 1 (25 %) 0
Chr.11 D11Mit38 0 0 1 (25 %) 0
Chr. 14  D14Mit125 0 4 (40 %) 1(25 %) 0
D14Mit225 0 0 1 (25 %) 0
D14Mit215 0 0 1 (25 %) 0
Chr. 19  DI19Mit19 0 0 1 (25 %) 0
D19Mit41 0 0 1 (25 %) 0
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Abb. 1V.10. Lokalisation der Mikrosatelliten-Marker und einiger Kandidatengene auf den Chromosomen (Chr.)
2,4,5,6,11, 14, 15 und 19. Skalierung der Chromosomen in cM (Zentimorgan). Marker mit LOH:
'Fall Nr. 653 (FA), “Fall Nr. 934 (FA), *Fall Nr. 869 (FA), *Fille Nr. 920, 922, 923 und 03/1920 (NH).
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Bei Betrachtung der kumulativen LOH-Inzidenz je Locus bestand eine deutliche Korrelation
der histologischen Diagnose mit dem Umfang detektierter LOH (p = 0,04; Tab. 1V.17.).
Statistische Signifikanz in Abhéngigkeit vom Expositionsstatus (Radiojodgabe) liel sich
jedoch bei dem geringen Probenumfang nicht ablesen (p = 0,3; Tab. IV.3.).

Tab. 1V.17. Beziehungen zwischen Loci mit LOH und den verschiedenen Untersuchungsgruppen:

Untersuchungsgruppen: ‘ Loci mit LOH (in %) OR (RR)* p-Wert

Histologie: NH (n=10) 4/90 (4 %) 0,25 (0,57) 0,04
FA(n=5) 7/45 (16 %)

1131-Gabe (FA):  1131-Gruppe (4) 7/36 (19 %) Div0 0,3
Kontrollgruppe (1) 0/9

*OR = Odds Ratio, RR = relatives Risiko
Div0: Angabe wegen Divisor Null nicht mdglich

Die anhand der Lokalisation der Mikrosatelliten-Marker determinierten Regionen mit
Deletion sind aus Tabelle IV.4. abzulesen und ergidnzend in graphischer Abbildung (IV.10.)
dargestellt. Auf Chromosom 5 zeigten zwei strahlenassoziierte FA Allelverluste, so dass die
gemeinsam deletierte Region von 4.238.967 bis mindestens 37.712.583 bp reicht. Bei Fall 653
war auf Chromosom 6 ein sog. ,,Zebra-Muster* zu erkennen, mit LOH zweier Marker, wobei
ein nicht deletierter Marker dazwischen kartierte (Abb. IV.10.).

Ob der limitierten Probenmaterialmenge war es in den meisten Féllen nicht moglich, die

Grenzen der deletierten Regionen abschlieBend zu eruieren (Tab. IV.18.).

Tab. 1V.18. Insgesamt umfassende Regionen [bp] der LOH je Fall und Chromosom. In der Spalte Lokalisation
sind offene Grenzen mit Pfeilen in die jeweilige Richtung dargestellt. Wenn sich die Grenze anhand eines

angrenzenden Markers ohne LOH einschrinken lieB3, sind eckige Klammern gesetzt:

Fall-Nr. Chromosom (Marker mit LOH) Lokalisation in bp Kandidatengen
934 FA 4 (D4Mit166) < 93.366.875 bis 93.367.013 > plé
5 (D5Mit345, 193, 349, 352 und 13) < 4.229.461 bis 37.712.583 > Hgf
653 FA 5 (D5Mit349, 352 und 13) [4.238.967 bis 37.712.583 > Hgf
6 (D6Mitl und 243, ohne D6Mit74) < 15.094.274 bis 48.656.142 ] Met

[48.656.291 bis 72.244.519 >

11 (D11Mit38) & bei 49cM* > p53
14 (D14Mit215, 225 und 125) < 57.321.174; 86.458.237 > Rb1
NH' 14 (D14Mit125) [ 73.664.489; 86.458.237 > Rbl
869 FA 19 (D19Mit41 und 19) < 18.743.419 ;39.493.267 > Pten

'NH = nodulire Hyperplasien der Fille 920, 922, 923 und 03/1920
*flir Marker D11Mit38 ist die Lokalisation in bp unbekannt
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2.2. LOH-Profil bei den BHF1- und J6F1-Mausen

Innerhalb der beiden Untersuchungsgruppen der BHFI1- und J6F1-Méuse konnte bei
insgesamt einer gesunden Schilddriise, drei SH, fiinf FA und einem FK kein Allelverlust

mittels der angewandten Mikrosatelliten-Marker detektiert werden (s. Tab. IV.19.a und b).

Tab. 1V.19. Ergebnisse der LOH-Studie bei den

a) BHF1-Méusen:

Marker: D2 D2 D5 D5 D11 D11 D14 D14
Fall-Nr. Mit37  Mit272  Mit345  Mit349  Mit35  Mitl77  Mit34 Mit69
828  FA 0 0 0 0 0 0 0 0
829  FK 0 - 0 0 0 - - 0
846  FA 0 0 0 0 0 0 0 0
847  opB 0 0 0 0 0 0 0 0
848  SH 0 0 0 0 0 0 0 0
850  SH 0 0 0 0 0 0 0 0
855  SH 0 - 0 0 0 - - 0

b) J6F1-Méusen:

Marker: D2 D2 D5 D6 D14 D14 D15 D19 D19
Fall-Nr. Mit37  Mitd93  Mitl Mit74 Mit215  Mit69 Mitl71  Mitd0  Mitl7
931a FA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
931b FA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
932 FA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
933 FA 0 0 0 0 - - 0 0 -

Legende: 0 = keine LOH, ,, - “ = zu wenig DNA
3. Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Als Ergidnzung zur LOH-Studie wurde in acht Féllen der Radiojod-exponierten H6F1-Méduse
eine FISH-Analyse fiir den Rbl-Locus auf Chromosom 14 durchgefiihrt. Es handelte sich
hierbei um sechs Félle mit komplexer Hyperplasie und zwei Adenome. Die weiterfithrende
Studie konnte einen Verlust des Rb1-Genes jedoch nicht verifizieren, auch nicht in den Fillen,
welche bei in der Nihe kartierenden Mikrosatelliten-Markern LOH gezeigt hatten (Fall-Nr.
653, 920, 922, 923 und 1920; vgl. Abschnitt 2.1.). In Abbildung IV.11. sind die Signale der
Rb1-Sonde exemplarisch dargestellt.
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Abb. IV.11. Intranukledre FISH-Signale mit der Rb1-Sonde im Schilddriisengewebe (Skala 2 pm): A. In dem
Nukleus sind beide Rbl-Allele, erkennbar an zwei Signalen, vorhanden (Fall-Nr. 922 NH [I'*']). B. Dieser

1V. ERGEBNISSE

-

=

Zellkern enthlt nur ein Signal infolge Deletion des zweiten Allels (Fall-Nr. 653 FA [1'*']).

Die mittlere Anzahl (MW) an Zellkernen mit deletiertem Rb1-Locus betrug 16,4 % und wich
nicht signifikant von der des umgebenden Normalegewebes (13,5 %) ab (s. Tab. 1V.20.). Der
maximale Anteil an Zellkernen mit Deletion (30 %) war bei einem FA (Nr. 653) auffindbar,

welcher jedoch unterhalb der Signifikanzgrenze von 33,3 (Mittelwert im Normalgewebe +

dreifache Standardabweichung o) lag (s. Tab. IV.20.).

Tab. 1V.20. Ergebnis der Auszéhlung der Signale in den Zellkernen:

Schilddriisengewebe: Relative Anzahl dazugehoriges Normalgewebe: Relative Anzahl
(in %) der Zellkerne mit: (in %) der Zellkerne mit:

Fall-Nr. Deletion Disomie mind. 3 Deletion Disomie mind. 3

(1 Signal) (2 Signale) Signale (1 Signal) (2 Signale) Signale
Interphasen 2,0 95,0 3,0
Lymphozyten 12,0 88,0 0
869 FA 17,5 79,9 2,6 - - -
875 NH 13,9 83,5 2,5 14,0 84,0 2,0
876 NH 21,1 76,7 2,3 25,0 75,0 0
653 FA' 30,0 68,0 2,0 9,3 90,7 0
920 NH' 13,6 86,4 0 10,1 89,9 0
922 NH' 8,0 90,0 2,0 10,0 90,0 0
923 NH' 14,3 82,9 2,9 16,0 78,0 6,0
1920 NH' 13,0 87,0 0 22,5 77,5 0
MW 16,4 81,8 134 85,3
o 6,6 6,6
MW +3 ¢ 33,3

Legende:

'Fille mit LOH in der Nihe des Rbl-Locus auf Chr. 14

MW = Mittelwert

o = Standardabweichung,
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4. Ergebnisse der komparativen genomische Hybridisierung (CGH)

Array-CGH-Analyse wurde mit insgesamt 25 verschiedenen Gewebeproben aus 21
verschiedenen Mausen der F2-Gruppen (JHF2, J6F2) durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich
um zwei gesunde Schilddriisen, eine SH, 12 NH, zwei FA und acht FK (s. Anhang Tab.
VIIL.4.).

4.1. Vergleich der Hybridisierung mit aus Formalin-fixiertem und aus unfixiertem

(Schwanzspitzen) Gewebe isolierter Referenz-DNA

Im Rahmen eines Vorversuches erfolgte mit zwei Proben (Nr. 961 und 793m) eine
zweimalige Hybridisierung desselben Schilddriisentumors, jeweils mit aus mikrodisseziertem
Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem (FFPE-) Gewebe und aus unfixiertem
Schwanzspitzen-Gewebe (TT) isolierter Referenz-DNA, um die Qualitdt der ermittelten
Array-Daten einer vergleichenden Betrachtung zu unterziehen.

Die Streuung der ermittelten log,-Werte fiel bei Hybridisierung mit aus FFPE-Gewebe
gewonnener DNA deutlich geringer aus (s. Abb. IV.12.). Geringere Variabilitit der Daten
fihrte zu verbesserter Sperzifitit beziiglich Identifizierung tatsdchlicher genetischer
Aberrationen in Abgrenzung zu zufilligen streuungsbedingten Artefakten (Reduktion falsch-
positiver Ergebnisse). Demzufolge fand fiir alle nachfolgenden Experimente die aus FFPE

gewonnene DNA als Referenz-Probe Anwendung.

961 793m
Ao
D%ITr—v—ll—‘
1Tir !
a 3 ; H
T E 2 é
= ) :

Abb. 1V.12. Box Plots der Proben 961 [I'] und 793m [I"*'], jeweils mit Schwanzspitzen- (links) und FFPE-
Gewebe (rechts) als Referenz-DNA. Im Box Plot ist die Streuung der Array-Daten anhand der Quantile
erkennbar. Die Box Plots zeigen in beiden Féllen deutlich engere 25 %- und 95 %-Quantile bei Verwendung von

FFPE-Referenzgewebe.
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Die CGH-Profile beider zum selben Fall gehoriger Arrays zeigten gute Ubereinstimmung
(Pearson’s Korrelationstest) beziiglich der mehrere (> 3) aufeinander folgende BAC-Klone
betreffenden Verdnderungen, wohingegen kleine Alterationen von bis zu drei konsekutiven
BAC:s keine Reproduzierbarkeit zeigten und in den ,,Schwanzspitzen-Arrays* beider Proben
zahlreich vorhanden waren (vgl. Abb. IV.13.). Dementsprechend lag der Fokus nachfolgender

Analysen auf Alterationen, die mehr als drei BAC-Klone umfassten.

A. Hybridisierung mit DNA aus mikrodisseziertem FFPE-Gewebe:

0,81

0,54
0,27 =5

be Qg e o Y, > 234 ) . ” Semoer v S el < ey S 8., * ..0..
0.00 MG s aikoinrs 554 A Masdald e . % 22l 2 aa v
027 % -.. KA M vi ' | e . . it ..oat"... . ® .- Gy ..: :.
’ : 3 : CE - e Ty
0541 0 . . . ':f . . © -

MR 3 4% 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14p 15 16 17 18 19 X

-1,08
B. Hybridisierung mit DNA aus frisch gefrorenem Schwanzspitzengewebe (TT):

1,26

¥ Yy R 2 2R v v

0.42+ . RO | '. ®° Cees .:.' P s '. o . . o

0,00 ‘

-0,42 e s A ——
woe L1 2 3 "4 5 6 7 8 YT 10 1112 13 4 15161718 19 X

Abb. 1V.13. Die Punkt-Diagramme der Probe 793m FK [I'*'] stellen simtliche log,-Ratios der einzelnen BAC-
Klone in der ihrer Lokalisation entsprechenden Reihenfolge fiir jedes Chromosom (19 + X) dar. Die Skalierung
entspricht dem jeweiligen Schwellenwert (SWeppg = 0,27; SWrr = 0,42). A. Die deutlich erkennbaren
Veranderungen bei Hybridisierung mit Referenz-DNA aus FFPE (kleine Deletion konsekutiver BACs auf Chr. 4
[Pfeil], Chr.9-Verlust und partieller Verlust des Chr. 14) stellen sich bei (B.) Hybridisierung mit frisch
gefrorener Referenz-DNA (Schwanzspitzen) in verminderter Qualitit dar. Zudem ist eine erheblich gréfere
Anzahl oberhalb des Schwellenwerts verstreuter BACs erkennbar, wobei es sich in neun Lokalisationen um je

zwel (schwarze Pfeile), und dreimal um je drei (griine Pfeile) aufeinander folgende BAC-Klone handelt.

4.2. Festlegung der Analysekriterien fur ,,kleine* Alterationen

Als flexibler symmetrischer Schwellenwert wurde fiir jede Hybridisierung die zweifache
Standardabweichung (2 6) vom Mittelwert (MW = 0) definiert, um im Ergebnis eine optimale
Proben-abhédngige Detektion genomischer Verdnderungen mit minimalen Hintergrund-
Artefakten zu erzielen (Vgl. Abschnitt I11.6.5.2.). Eine Auflistung der Schwellenwerte je nach
Probe ist in Tabelle IV.21. enthalten. Die Standardabweichung aller CGH-Arrays betrug im
Durchschnitt 0,145, mit einem Minimum von 0,045, einem Maximum von 0,242 und einer

Varianz von 0,0027.
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Der Anteil an BAC-Klonen mit jenseits des Schwellenwerts liegender log,-Ratio belief sich
durchschnittlich auf 5 % (zwischen 3,2 und 7,2 %; Tab. IV.21.). Nur Alterationen, bei
welchen aufeinander folgende BAC-Klone betroffen waren, galten als potentielle Kandidaten
fiir das Vorliegen echter genomischer Alterationen von Tumoren, welche in der Regel grofie
Chromosomenregionen betreffen. Wie Tabelle IV.21. zu entnehmen ist, zeigten sich
Alterationen von zwei konsekutiven BAC-Klonen in variabler Lokalisation auch in den als
Kontrolle dienenden gesunden Schilddriisen, so dass ausschlieBlich Verdnderungen von

mindestens drei konsekutiven BACs als von ausreichender Signifikanz betrachtet wurden. In

Abb. IV.14. und IV.15. sind Beispiele kleiner Alterationen dargestellt.

Tab. IV.21. Chromosomen (Chr.) mit detektierbaren Alterationen in den Array-Profilen je Fall und Angabe der
probenabhingigen Schwellenwerte (SW) entsprechend der zweifachen Standardabweichung der log,-Ratios
(2 6). In den Spalten Zugewinne bzw. Verluste sind sé@mtliche Altrationen von mindestens zwei aufeinander

folgenden BACs enthalten, wobei Zugewinne bzw. Verluste von mindestens drei konsekutiven BACs

unterstrichen und partielle (part.) oder ganzchromosomale Alterationen in Fettdruck markiert sind.

Anzahl verdnderter Zugewinn mind. 2 BACs auf  Verlust mind. 2 BACs auf

Proben-Nr. (I131-Gabe) SW

BAC:s (in %) Chr.: Chr.:
593 opB  [I”'1 0317 123 (4,6%) - 1, 10, 14, 17
598 opB 1”1 0241 131  (4,9%) 1,2,4,6,11,18 -
592 SH [1°'7 0,193 132 (4,9%) 2,4,6,9,10 -
86 NH  [1"'7 0,184 122 (4,8%) 2 13
171 NH [IT 0343 101  (3.8%) 3,8 11,17
582 NH [I"'7 0438 100 (3,7%) 2 5,8
778 NH  [1"'] 0486 113 (42%) 2,2,6,7,9,9, 10, 11 6,6
782 NH  [1"'] 0234 175  (6,5%) 8,9,17 14
792 NH  [1"'7 0372 107 (4.0%) 15 8
795 NH  [1"'7 0209 167 (62%) 1,7,7, 10,10, 11 -
796 NH  [1"'7 0417 118  (4,4%) - 1, 17, 4part
1548  NH  [I®'] 0431 122 (4,5%) 1 17, X
1887 NH  [I"'] 0,149 124 (4,7%) 11 13
1888  NH  [I”'] 0279 106 (3,.9%) 8,18, X 11
662H NH [["'1 0427 126 (4,7%) 4q, X 8,16
662 A FA 1517 0,168 86  (3,2%) 4,5q,7 4q
798s  FA 1% 0270 156  (5,8%) 3,6, 10, 14 -
590 FK 1% 0,192 137 (54%) 1,2,3,6,7,7,10,15 -
665p FK [1°'7 0214 150  (5,6%) 3,7,8,15 4, 8part, 14
665s  FK  [I°'] 0,168 195 (7,2%) 6 4,5,9
669 FK [1°'7 0,090 127  (4,9%) 2 8, 4
793m  FK 151 0266 127  (5.8%) - 4q, 9, 14part
793s  FK 1517 0261 124 (4,6%) 6,10,17 4
798m  FK  [I"'] 0267 166  (6,2%) - 4,9q, 14
961 FK [IT 0144 157 (6,0%) 5.7 4,9
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A. Fall 598 opB [I'*'], Chr. 1 B. Fall 592 SH [I"*'], Chr. 4 C. Fall 1888 NH [I"*'], Chr. 11

0,48 0,76 0,56

0,28

0,24

0,38

0,00 4

0,00 g

-0,19 -

JV wym F 028 |

-0,24

-0,56

-0,38 l

-0,48 -0,57 -0,84

Abb. IV.14. Exemplarische Liniendiagramme fiir kleinen Zugewinn bzw. Verlust (y-Achsen-Skalierung: SW =
2 0): A. Da die Verdnderung lediglich zwei konsekutive BAC-Klone umfasst, welche zudem nicht deutlich von
der Streuung einzelner jenseits der Grenzwerte befindlicher BAC-Klone unterscheidbar ist, liegt hier keine
»echte® Amplifizierung vor. B. Amplifikation 3er konsekutiver BACs. C. Deletion 2er hintereinander liegender

BAC:s.

7 8

Abb. IV.15. Liniendiagramm der Probe 662 FA [I'*'] (y-Achsen-Skalierung: SW = 0,17), Chromosomen 2 bis
8: Deutliche lokale polyploide Amplifizierungen am g-Ende der Chromosomen 4 und 5 sind von den artifiziell
erhohten Werten einzelner BACs auf den Chromosomen 3 und 8 zu unterscheiden. Die Amplifizierung auf
Chromosom 4 ist unmittelbar gefolgt von einem hemizygot deletierten Abschnitt. Eine sehr unauffillige

Verédnderung ist in Form einer Erhdhung 2er aufeinander folgender BACs oberhalb des SW auf Chromosom 6

lokalisiert (Pfeil).
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4.3.  Vorliegen von Veranderungen auf chromosomaler Ebene

Die Aneuploidie ist eine Genommutation, bei der einzelne Chromosomen zusétzlich zum
tiblichen Chromosomensatz vorhanden sind oder fehlen (vgl. Abschnitt I11.6.5.2.). Die
Untersuchung ergab, auf acht verschiedene Proben verteilt, das Vorhandensein von insgesamt

zwOlf Monosomien und drei Trisomien (Tab. IV.22.).

Tab. 1V.22. Proben und Chromosomen (Chr.) mit Erfiillung der Kriterien fiir vorliegende Aneuploidien: Der
erste Wert eines jeden Feldes entspricht dem Median (positiv bei Zugewinn und negativ bei Verlust; im
Vergleich zum jeweiligen Schwellenwert [SW]), der zweite Wert dem prozentualen Anteil der in
korrespondierender Richtung von Null abweichenden logy-Ratios (nur in Fillen mit Erfiillung des ersten
Kriteriums angegeben). In zwei Fillen lag ein partieller Chromosomenverlust (part. Verlust, vgl. Abb. IV.13.A.
und IV.16.D.) vor. Bei der Proben-Nr. 961* handelte es sich um ein nicht Radiojod-behandeltes Kontrolltier.

i obe | Ge)NH  669FK  793mFK  793sFK 961 FK*  665sFK  665pFK 798 m FK
4 -0,069 -0,041 -0,011 -0,113 -0,076 -0,146 -0,108 -0,218
81% 81% 87% 92% 90% 88%
Verlust Verlust Verlust Verlust Verlust Verlust
5 -0,019 0,008 -0,006 0,017 0,006 -0,108 0,023 0,056
88%
Verlust
6 0,032 0,008 0,005 0,003 0,001 0,121 0,014 0,012
96%
Gewinn
9 -0,018 0,017 -0,259 -0,076 -0,118 -0,144 0,027 -0,142
88% 74% 88% 91% 78%
Verlust Verlust Verlust part.Verlust
14 -0,015 0,005 -0,059 0,000 0,002 -0,001 -0,099 -0,120
71% 87% 88%
part.Verlust Verlust Verlust
15 -0,022 0,001 0,005 -0,005 0,008 0,012 0,103 0,022
86%
Gewinn
X 0,236 0,004 -0,004 0,010 -0,011 0,006 0,013 -0,067
86%
Gewinn
SW: 0,121 0,025 0,119 0,070 0,066 0,106 0,074 0,118

Zusammengefasst zeigten sich ganzchromosomale Verluste der Chromosomen 4, 9, 14 und 5,
wobei das Vorkommen des letztgenannten Chromosom 5-Verlusts auf eine Probe beschrankt
war. Die dazugehorigen Mittelwerte der log,-Ratios lagen zwischen -0,043 und -0,248.
Trisomien konnten in zwei Proben desselben Falles (Nr. 665) einer bilateral karzinomatos
verdnderten Schilddriise beziiglich der Chromosomen 6 bzw. 15 und in einer NH das X-
Chromosom betreffend identifiziert werden, wobei die dazugehorigen Mittelwerte der log,-
Ratios 0,119, 0,111 und 0,236 betrugen.
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4.4. Detektierte Alterationen in den CGH-Profilen

Einer tabellarischen Ubersicht (Tab. 1V.23.) sidmtlicher genomischer Alterationen ist zu
entnehmen, dass wenige BAC-Klone umfassende ,,kleine” Verdnderungen auf Genebene (drei
bis zehn betroffene BACs) bei allen Gruppen mit Ausnahme gesunder Schilddriisen (opB) in
geringer Anzahl vorzufinden waren. Das Ausmall chromosomaler Imbalancen beziiglich
Anzahl und Grof3e betroffener Regionen offenbarte eine deutliche Zunahme von SH und NH
tiber FA zum FK: Die Hyperplasien zeigten Imbalancen (acht Loci bei 6/13 Hyperplasien;
durchschnittlich 0,5 Loci pro NH) in unterschiedlicher Lokalisation von iiberwiegend kleiner
(kleine Regionen umspannender) Ausdehnung. Eines der beiden FA war als einzige Lésion
von polyploiden Amplifizierungen auf zwei Loci betroffen, wohingegen bei dem anderen FA
keine genetischen Verdnderungen nachweisbar vorhanden waren (drei Loci bei 1/2 FA;
durchschnittlich 1,5 Loci pro FA). Die Karzinome wiederum fielen durch multiple
Alterationen (durchschnittlich 2,5 Loci pro FK), hauptsédchlich jedoch durch den hohen Anteil
ganzchromosomaler Verluste oder Zugewinne auf.

Eine deutliche Assoziation bestand demnach zwischen malignen Tumoren und vorliegenden
Aneuploidien (Monosomien bzw. Trisomien) inkl. partieller Chromosomenzugewinne bzw.
Verluste. Wahrend - abgesehen von der gonosomalen Alteration - bei nur einer noduldren
Hyperplasie ein partieller Verlust des Chromosoms 4 vorlag (8 %) und gesunde Schilddriisen
sowie Adenome frei von aneuploiden Verdanderungen waren (0 %), zeigten sieben von acht
(88 %) Karzinomen Monosomien der Chromosomen 4, 5, 8 und/oder 14 oder Trisomien der

Chromosomen 6 oder 15 (Tab. IV.23., Abb. IV.16.).
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Tab. 1V.23. Lokalisation der Alterationen im CGH-Profil: Die ganzchromosomalen Alterationen (ohne Angabe
der Lokalisation) sind gemeinsam mit partiellen (part.; mindestens die Hélfte eines Chromosom) und
Alterationen kleiner DNA-Abschnitte dargestellt. Die Zugewinne bzw. Verluste weisen Verdnderungen von
mindestens drei konsekutiven BAC-Klonen auf (in Klammern die entsprechende Lokalisation in Mb). Fettdruck
markiert die in mehr als einer Probe vorhandenen Verdnderungen. Zur vergleichenden Betrachtung sind die

korrespondierenden Diagramme (Abb.) bei den Proben angegeben.

Proben-Nr. Zugewinne und Trisomien Deletionen und Monosomien
593 opB - -

598 opB (Abb. IV.16.A) - -

592 SH (Abb. 1V.14.B.) 4 (54,4-58,1) -

86 NH - -

171*  NH - -

582 NH - -

778 NH - -

782 NH 17 (60,9-68,1) -

792 NH 15 (25,2-29,2) -

795 NH 10 (81,5-92,3) -

796 NH - 4part (0-118,6)
1548 NH - -

1887 NH - -

1888  NH (Abb. 1V.14.C)) - -

662H NH 4q(126,1-140,7), X 8 (12-12,5)

662 A FA (Abb.IV.15) 4 (109,4-129), 5q (126-145,5) 4q (129,0-Ende)
798 s FA - -

590 FK 2 (36,8-39,6) -

665p FK (Abb.IV.16.B.) 15 4, 8part (12,5-108), 14
665s FK (Abb.IV.16.B.) 6 4,5,9

669 FK - 4

793 m FK (Abb. IV.13.C.) - 4q (125,5-Ende), 9, 14part (21,9-69,2)
793 s FK (Abb.1V.16.C.) 17 (71,6-76,8) 4

798 m FK (Abb. 1V.16.D.) - 4, 9q (30-Ende), 14
961* FK - 4,9

*bei Proben-Nr. 171 und 961 handelte es sich um nicht Radiojod-behandelte Kontrolltiere
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A. Probe 598 opB [I'*'] (SW = 0,24)
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Abb. IV.16. Exemplarische Liniendiagramme einiger Proben (Y-Achsen-Skalierung: Schwellenwert SW = 2 o).
Deletierte Chromosomen sind in roter Farbe beschriftet, amplifizierte in griin. A. Die gesunde Schilddriise (opB)
zeigt trotz vereinzelter ,,Ausreifler” keine Verdnderungen (vgl. auch Abb. IV.15.A.). B. Neben gemeinsam
vorhandener Chromosom 4-Deletion zeigen beide Lésionen des Falles 665p (papilldres FK und solides FK)
multiple Chromosomenzahlaberrationen. C. Der Verlust von Chromosom 4 ist von einer Amplifizierung 3er
konsekutiver BACs auf Chromosom 17 begleitet (Pfeil). D. Im Vergleich zu den Verlusten der Chromosomen 4
und 14 handelt es sich bei Chromosom 9 um einen partiellen Verlust unter Erhalt eines kleinen p-seitigen

Chromosomenabschnittes.
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4.5.  Vergleich der CGH-Profile aller Proben

Bei gemeinsamer Betrachtung der CGH-Profile waren gleichartige Verdnderungen, d. h.
gemeinsam iiberlappende Regionen (minimal common region, MCR), welche in mindestens
20 % der Fille einer Untersuchungsgruppe (SH, NH, FA oder FK) auftraten, von signifikanter
Bedeutung und galten als hinweisend auf dort mdglicherweise lokalisierte Kandidatengene

mit karzinogenetischer Bedeutung.

4.5.1. Deletionen und Monosomien

In der iiberwiegenden Zahl der Deletionen enthaltenden Schilddriisenverdnderungen handelte
es sich um Karzinome. Die Chromosomen 4 (sieben Karzinome [88 %]), 9 (vier Karzinome
[50%]) und 14 (drei Karzinome [38 %]) waren hierbei auffallend héufig von

ganzchromosomalem und partiellem Verlust betroffen (Tab. IV.22.).

Monosomie des Chromosoms 4 war im Array-Profil von insgesamt sechs der acht (75 %)
Schilddriisenkarzinom-Proben nachzuweisen. Zudem zeigten eine NH (Nr. 796) einen
partiellen Verlust von 0 bis 118,6 Mb, sowie ein FA (Nr. 662 A, ab 129,0 Mb) und ein
weiteres FK (793m, ab 125,5 Mb) einen Verlust am g-Ende (vgl. Tab. IV.24.). Die Deletionen
der Karzinome erginzen sich zu einer MCR von 125,5 Mb bis zum g-Ende.

Eine komplette Deletion des Chromosoms 9 war in drei (38 %) verschiedenen Proben mit
Karzinom zu ermitteln. Bei einem weiteren Karzinom handelte es sich um einen partiellen
Verlust des g-Endes ab 30,0 Mb, so dass die MCR dieser vier (50 %) Karzinome dem des
letztgenannten Falles entspricht (Tab. 1V.24.). Zusitzlich lag bei der Probe 793s FK eine
leichte (nicht signifikante) ganzchromosomale Verschiebung nach unten vor (s. Tab IV.22.).
Da bei zwei (25 %) Karzinomen ein kompletter Chromosom 14-Verlust und bei einem
malignen Tumor ein partieller Verlust zu erkennen waren, reichte die MCR von 21, 9 bis 69,2
Mb (Tab. IV.24.).

Zusitzlich waren bei einem der Karzinome (13 %) ein Chromosom 5-Verlust und bei einem
anderen FK eine partielle Deletion des Chromosoms 8 (12,5 bis 108 Mb) vorhanden, welche
jedoch keine Uberlappung mit dem deletierten Bereich dreier konsekutiver BACs einer NH

auf demselben Chromosom (12,0-12,5 Mb) zeigte (Tab. IV.23.).
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Tab. IV.24. Chromosomen mit Verlusten: Ausdehnung der Deletion je Probe und kleinste gemeinsame Region
(MCR, Minimal common region):
Chr. (Anzahl Tumoren (% Lokalisation der Deletion in Mb

BACs) mit Deletion) Proben-Nr. (Anzahl betroffener BAC-Klone) MCR [M]
4 (119) NH (12 %) 796 [1"1] 0-118,6 (119 BACs) -
FA (50 %) 662 A [1"°"] 129,0 - Ende (17 BACs) -
FK (88 %) 665 s [1"°"] Monosomie 125,5 - Ende
665 p [1"°"] Monosomie
669 [1"*'] Monosomie
793 m [1"*'] 125,5 - Ende (11 BACs)
793 s [1'*"] Monosomie
798 m [1"'] Monosomie
961 [T7] Monosomie
5 FK (13 %) 665 s [1"'] Monosomie -
9  (140) FK (50 %) 665 s [1'*'] Monosomie 30,0 - Ende
793 m [1'] Monosomie
798 m [1"'] 30,0 - Ende (112 BACs)
961 [T7] Monosomie
14 (127) FK (38 %) 665 p [1"°"] Monosomie 21,9- 69,2
793 m [1"'] 21,9 - 69,2 (47 BACs)
798 m [1"'] Monosomie

4.5.2. Amplifizierungen und Polyploidien (Trisomien)

Die einzige bei der SH (Nr. 592) auftretende Alteration auf Chr. 4 zeigte ebenso wie alle
tibrigen ,.kleinen” Amplifizierungen bei den NH auf den Chr. 4, 10, 15 und 17 und den FK
auf den Chromosomen 2 und 17 (Tab. IV.23.) keinerlei Gemeinsamkeit mit anderen Proben.
Bei einem der beiden FA waren zwei auf den Chromosomen 4 und 5 lokalisierte regionale
Amplifizierungen erkennbar, welche im Unterschied zu allen sonstigen triploiden
Alterationen im polyploiden Bereich anzusiedeln waren.

Die triploiden Chromosomen 6, 15 und X wurden jeweils nur bei einer Probe vorgefunden
(Nr. 665s FK, 665p FK und 662 NH) und waren im Falle der Karzinome von multiplen

Deletionen anderer Chromosomen begleitet (Tab. IV.23.).

4.6. CGH-Profile der FK in Zusammenhang mit verschiedenen Parametern

Der Umfang ermittelter Alterationen in der Gruppe der Karzinome wich - wie
vorausgehenden Abschnitten zu entnehmen - deutlich von dem der anderen histologischen

Untersuchungsgruppen ab. Zugleich sind die Verdnderungen sédmtlicher Karzinome jedoch

von grof3er Similaritdt gepragt (Abb. IV.17.).
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Die Tumoren zeigten mit Ausnahme eines liberwiegend papilldr wachsenden Tumors (665p)
und eines Tumors mit makrofollikulirer Tendenz (793m) solides bis mikrofollikuléres
Wachstum. Ein Zusammenhang zwischen Wachstumsmuster und Art der chromosomalen
Verénderung lag nicht vor.

Die betroffenen genomischen Lokalisationen des einzigen Kontrolltieres mit spontanem
Karzinom zeigten keine deutliche Abweichung von denen der Radiojod-behandelten Tiere
(Tab. IV.25.). Bei einem Vergleich zwischen den Méusen mit J6F2- und JHF2-Hintergrund
lieB sich beobachten, dass trisomische Chromosomenzahlaberrationen und Verluste der
Chromosomen 5 und 8 ausschlielich bei letztgenannter Gruppe vorlagen. Eine statistische

Auswertung ist ob des geringen Probenumfanges obsolet (Tab. IV.25.).
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Abb. IV.17. In dem Liniendiagramm sind die BAC-Klone in der Reihenfolge ihrer Lokalisation gegen die
Anzahl der Karzinome (n = 8) aufgetragen, bei welchen die BAC-Klone eine Deletion (- n) oder Amplifizierung
(+ n) aufwiesen (y-Achsen-Skalierung = 2): Das gehéufte Auftreten von Deletionen der Chromosomen 4, 9 und

14 ist in gemeinsamer Darstellung deutlich ersichtlich.

Tab. IV.25. Tabellarische Ubersicht iiber die vorhandenen genetischen Alterationen in Abhingigkeit von
genetischem Hintergrund und Radiojod-Applikation:

Mauslinie J6F2 JHF2
Radiojod-Gabe Kontrolltier 1131-Gruppe 1131-Gruppe
Proben-Nr. 961 590 669 793m  793s 798 m 665 p 665 s
Chr.-4-Monosomie M M q-V M M M M
Chr.-5-Monosomie M
Chr.-8-Monosomie part. V
Chr.-9-Monosomie M M q-V M
Chr.-14-Monosomie part. V M M

Trisomie Chr. 15 Chr. 6
kleine Zugewinne 5,7 2,10 17

Legende: M = Monosomie, part. V = partieller Verlust, -V = Verlust am g-Ende, Chr. = Chromosom
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Ziel der Studie war es, ein Mausmodell fiir Schilddriisentumoren zu untersuchen, welches die
Moglichkeit in sich birgt, anhand weiterfiihrender molekulargenetischer Studien zu einem
verbesserten Verstindnis der an strahleninduzierter Schilddriisenkarzinogenese beteiligten
Mechanismen zu fithren, und dieses auf Basis einer standardisierten histologischen
Klassifizierung zu etablieren. Hierbei dienten die histologischen und molekularen
Erkenntnisse aus der Humanpathologie beziiglich strahlenassoziierter Entstehung von
Schilddriisentumoren als Anhaltspunkte bzw. Vergleich, die iberwiegend aus den Folgen des
Reaktorungliickes von Tschernobyl 1986 gewonnen wurden.

Aufgrund der kurzen Expositionszeit (acht Tage HWZ von Radiojod) der Tschernobyl-Opfer,
stellen die mit dem Rektorungliick assoziierten Schilddriisentumoren ein unvergleichlich
homogenes Probenmaterial dar, um die strahlenassoziierte Schilddriisenkarzinogenese
beziiglich Morphologie, Molekularbiologie und klinischem Verlauf beim Menschen direkt
untersuchen zu kénnen (Williams et al., 2004). Da jedoch, insbesondere im Dosisbereich mit
schwicher ausgeprigten biologischen Effekten, zahlreiche Storfaktoren, wie unterschiedliche
individuelle Radiosensitivitét, Interaktion mit anderen Mutagenen und die Lebensart, Einfluss
nehmen konnen, kann diese Variabilitit durch den Ansatz im Mausexperiment mit einer
hohen Anzahl gleichartiger Individuen und Lebensbedingungen minimiert werden (Maddison
und Clarke, 2005).

Bei Planung des hier ausgewerteten Tierexperiments wurden die Erkenntnisse in
Zusammenhang mit dem Reaktorungliick zugrunde gelegt. Demzufolge wurde das Radiojod-
Isotop I'*!, welches im Wesentlichen mit dem Auftreten der Schilddriisenkarzinome in den
radioaktiv kontaminierten Regionen in Weillrussland in Verbindung gebracht wird, zur
Tumorinduktion appliziert. Die Tschernobyl-assoziierte Schilddriisentumorinzidenz zeigte
eine negative Korrelation zum Alter der Menschen bei Exposition und ein gehiuftes Auftreten
der Tumoren bei Kindern. Da dariiber hinaus aus alteren tierexperimentellen Studien
hervorging, dass bei der Maus eine ausschlieBlich durch Radiojod vermittelte Tumorinduktion

131 den Muttermiusen wihrend

nur beim Fetus oder Neugeborenen erfolgreich ist, wurde das |
Graviditdat und Laktation zum Zwecke der Weitergabe an die Nachkommen intraperitoneal
appliziert. Die parallele Fiitterung mit einer Jodmangeldiét diente hierbei der Férderung der
Aufnahme der Radionuklide durch die Thyreozyten. Auch in den kontaminierten Regionen
von Tschernobyl lag eine unterschwellige Jodmangelsituation vor, deren karzinogenetische

Bedeutung bislang nicht eindeutig geklart ist (Williams, 2002).
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Die Verwendung unterschiedlicher F1- und F2-Hybridkreuzungen sollte dem Erkennen einer
moglicherweise vorhandenen genetischen Priadisposition dienen. Ein grofer Probenumfang
neoplastischer Lasionen war aufgrund der in der Literatur beschriebenen Mausexperimente
nicht zu erwarten (Walinder und Sj6dén, 1971). Bei separater Betrachtung verschiedener
Parameter (Mauslinie, Geschlecht, Alter) waren bedingt durch die groBBe Heterogenitit der
einzelnen Untersuchungsgruppen mit geringer Tierzahl dementsprechend auch nur tendenziell
Unterschiede erkennbar. Daher waren die Moglichkeiten zur Gewinnung detaillierter

Erkenntnisse beziiglich genetischer Pradisposition eingeschrénkt.

1. Histologie

Karzinogenetische Studien anhand von Mausmodellen erfordern zwingend die Etablierung
standardisierter muriner Klassifizierungsschemata mit préziser Definition und konstanter
Nomenklatur der verschiedenen hyper- und neoplastischen Verdnderungen, um eine
Vergleichbarkeit von humanen und murinen Tumoren und insbesondere von verschiedenen
Studien zu gewdhrleisten, sowie neue Mausmutanten folgerichtig einzuordnen. Beziiglich
anderer Organe sind bereits einige Verdffentlichungen zu finden, in welchen Vorschlige zu
Klassifizierung muriner Tumoren in Anlehnung an die Humanpathologie erarbeitet wurden
(z. B. Nikitin et al., 2004; Morse et al., 2002). Zur Standardisierung eines Schilddriisentumor-
Phénotyps wurden somit im Sinne der interdisziplindren komparativen Pathologie bei der
Diagnostik der murinen Schilddriisenldsionen die Klassifizierungskriterien und die
Nomenklatur der Humanpathologie zu Grunde gelegt (WHO, 2004; Rosai, 2004).

In der Mauspathologie herrscht eine vielfach zitierte ,,willkiirliche* (Frith und Heath, 1984)
und uneinheitliche Klassifizierung der Schilddriisentumoren vor, welche auf mangelhafte
Abgrenzbarkeit der verschiedenen ,,Stadien* (bei Progression von Hyperplasie iiber Adenom
zu Karzinom) zuriickgefiihrt wird (Boorman, 1997). Dariiber hinaus gilt eine unzureichende
Korrelation der anhand morphologischer Kriterien gestellten Diagnose mit dem biologischen
Verhalten der Tumoren als belegt, so dass beispielsweise histologisch von Todd (1986) als
maligne beurteilte Tumoren bei Ratten bzw. von Thomas et al. (1991) bei der Maus durch
Absetzten des stimulierenden Agens Reversibilitit zeigten.

Eine grundlegende Problematik besteht weiterhin darin, dass in der Mauspathologie in der
Regel von der Humanpathologie abweichende Schemata zur Klassifizierung angewandt
werden (vgl. Abschnitt 11.2.1.). Bei fehlender Ubereinstimmung der diagnostischen Kriterien

stellt sich somit die Frage, ob dafiir primir die unterschiedliche Betrachtungsweise ein- und
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derselben Lésion oder primdr eine speziesbedingte unterschiedliche Tumormorphologie

ursichlich verantwortlich ist.

1.1.  Histologische Klassifizierung der murinen Schilddriisentumoren

Die Vielfalt an Subtypen (Varianten) humaner Tumoren stellt ein im Vergleich zu den
murinen Klassifizierungsschemata auffallendes Merkmal der humanpathologischen
Schilddriisendiagnostik dar. In vorausgehenden Studien hatte sich gezeigt, dass die
dquivalente Ubertragung humanpathologischer Kriterien auf die Maus zu diagnostischer
Konfusion fithren kann: Insbesondere bei Anwendung spezifischer humanpathologischer
Termini (wie Lindsay’s Tumor, Hiirthle-Zell-Tumor) zeigte sich trotz morphologischer
Ahnlichkeit eine mangelhafte Ubereinstimmung beziiglich biologischem Verhalten (Frith und
Heath, 1984). Bei vorliegender Arbeit fand demzufolge eine der Humanpathologie entlehnte
Nomenklatur ausschlieBlich dann Anwendung, wenn eine eindeutige Ubereinstimmung der
genannten Kriterien vorlag. Dadurch war unter Verzicht auf eine Benennung von
Tumorsubtypen eine Anwendung der humanen WHO-Klassifizierung prinzipiell moglich.
Eine weitere Unterteilung der Tumoren wurde auf deskriptive Merkmale (Wachstumsmuster,
Ausmal} der Kapselbildung und Anzahl vorhandener Lésionen) beschrénkt, da beispielsweise
die solide wachsenden Tumoren keine Ahnlichkeit mit den humanen Hiirthle-Zell-Tumoren
zeigten und lediglich bei einem follikuldren Karzinom die Diagnosestellung einer clear-cell
Variante in Betracht kam (vgl. Abb. IV.4.E.).

Konsequenterweise sind bei Zugrundelegung der humanen Klassifizierungskriterien dieselben
morphologisch intermedidren Formen proliferativer Verdnderungen zu beobachten, welche
auch in verschiedensten Artikeln {iber humane Schilddriisentumoren beschrieben sind
(Williams, 2000). Zu diesen - in der Humanpathologie seltenen - Grenzféllen sind gutartige
Knoten zu zidhlen, welche teilweise iibereinstimmende Merkmale mit einer noduldren
Hyperplasie (NH: z. B. Multinodularitit) und zusétzlich Charakteristika eines follikuldren
Adenoms (FA: z.B. Kapsel, Kompression, Uniformitit) aufweisen. Auf histomorphologischer
Ebene ist in solchen Fillen eine eindeutige Differenzierung zwischen Knoten einer NH und
einem FA weder nach humaner noch nach muriner Klassifizierung zweifelsfrei moglich, da
nicht definiert ist, welche der formulierten Kriterien von {iiber- oder untergeordneter
Bedeutung sind (Hirokawa et al., 2002). Allgemein gilt, dass Adenome aus einer
monoklonalen Zellpopulation bestehen (Thomas et al., 1989). Verschiedentlich durchgefiihrte
Klonalititsstudien bei gutartigen Knoten beim Menschen belegen die Problematik der
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histologischen Diagnosestellung (Rosai, 2004): Es stellte sich heraus, dass ein signifikanter
Anteil morphologisch den Adenomen zugeordneter Verdnderungen polyklonal, und, mit noch
deutlicherer Signifikanz (bis zu 66 %), ,,dominante” Knoten von multinoduldren Hyperplasien
monoklonal in Erscheinung treten (Apel et al., 1995; Chung et al., 1999; Harrer et al., 1998).
Bei der hier durchgefiihrten histologischen Klassifizierung wurden fiinf FA gemeinsam mit
einer NH und zwei multiple FA diagnostiziert. Multiple Nodularitit galt somit nicht als ein
das Adenom ausschlieBendes Kriterium und geht konform mit den Beobachtungen zahlreicher
Autoren, denen zufolge bei der Maus diskrete Adenome innerhalb hyperplastisch veridnderter
Schilddriisen entstehen konnen (Boorman, 1999; Frith und Heath, 1984; Jokinen und Botts,
1994). Eine vollstindige Abkapselung wurde bei vorliegender Untersuchung als
entscheidendes diagnostisches Merkmal hinzugezogen (WHO, 2004), obwohl diesem
Kriterium in der Mauspathologie im Allgemeinen eine nur untergeordnete Bedeutung
beigemessen wird. Die Kapselbildung zeigte jedoch eine gute Korrelation mit gleichzeitigem
Vorhandensein ~ weiterer ~ FA-Charakteristika,  insbesondere =~ Kompression  und
zytoarchitektonischer Uniformitit.

Bei vorliegender Untersuchung waren in der Gruppe der NH teilweise Verdnderungen
enthalten, welche nach muriner Klassifizierung aufgrund ihrer ,,zytoarchitektonischen
Komplexitit“ den Neoplasien zugeordnet wiirden. ,,Komplexes* papillares Wachstum ist in
der Mauspathologie definiert als fortgeschrittene papillidre Einstiilpungen des Follikelepithels,
welche im Falle eines bei der Maus haufig diagnostizierten ,,papillaren Adenoms* das
Lumen infolge zunehmender GréBe und hoheren Verzweigungsgrades nahezu komplett
ausfiillen (Frith und Heath, 1984; Walinder und Sjodén, 1971 und 1972). Diese Formulierung
ist unvereinbar mit der beim Menschen nicht existenten unmittelbaren Progression einer NH
zum FA. Des Weiteren wird bei der Maus keine Differenzierung zwischen echten und
Pseudopapillen (papillomatdse Solidifikation mit und ohne fibrovaskulirem Grundstock)
vorgenommen (Capen, 2001). Bei vorliegender Arbeit hingegen wurde in Anlehnung an die
Humanpathologie der Begriff ,,echte Papille* fiir malignes Wachstum reserviert und benignes
papilldres Wachstum ausschlieBlich als ,,pseudopapilldr bezeichnet. Ein gegebenenfalls
vorhandener bindegewebiger Grundstock war jedoch bei den untersuchten Mausen stets nur
sehr schwach ausgebildet. Das Ausmall der pseudopapilliren Protrusionen wurde als
fortschreitendes hyperplastisches Wachstum interpretiert und war kein
Unterscheidungsmerkmal zwischen NH und FA. Vielmehr dienten ausschlieBlich die in der
Humanpathologie formulierten FA-Charakteristika einer diagnostischen Zuordnung, so dass

bei pseudopapillirem Wachstum eines solitdren abgekapselten Tumors mit gleichformiger
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Zytomorphologie die Diagnose einer FA-PV (papillire Variante eines FA) zu stellen war.
Adenomatdse Charakteristika wurden jedoch bei keinem potentiellen ,,papilliren FA*
beobachtet.

Im Rahmen dieser Arbeit war eine grole Heterogenitdt der hyperplastischen Noduli zu
beobachten. Zahlreiche Knoten wiesen zelluldre Atypien und ein pleomorphes Zellbild auf,
obwohl diese in der Mauspathologie in der Regel mit maligner Entartung der Zellen in
Verbindung gebracht und als essentielles Diagnosekriterium fiir kontinuierliche Entwicklung
von Hyperplasie iiber Adenom zum Karzinom herangezogen werden (Capen, 2001) und
demnach Uniformitét als Charakteristikum fiir Hyperplasien gilt (Boorman, 1997). Aus der
Humanpathologie jedoch ist bekannt, dass hyperplastische Verdnderungen - insbesondere bei
anamnestischer Strahlenexposition - zahlreiche morphologische Merkmale eines malignen
Tumors aufweisen konnen (WHO, 2004; Rosai, 2004). Analog zur humanpathologischen
Klassifizierung waren die in dieser Studie diagnostizierten (typischen) FA daher durch
Uniformitit gekennzeichnet.

In der humanen Schilddriisenpathologie steht die mitotische Aktivitat eines gut
differenzierten follikuldren Tumors in guter Korrelation zu invasivem oder metastasierendem
Verhalten (WHO, 2004). Auch in dieser Studie war in sdmtlichen invasiven Neoplasien eine
deutlich vermehrte Anzahl mitotischer Figuren nachweislich vorhanden. Demgeméal gehdrt
die mitotische Aktivitdt zu den herausragenden und diagnostisch relevanten
Malignititsmerkmalen eines murinen gut differenzierten Karzinoms (FK). Dies konnte mittels
immunhistochemischen Nachweises der Proliferation (Ki67) verifiziert werden (Schliiter et
al., 1993; Ludvikova et al., 2005). Im Rahmen der humanen Schilddriisendiagnostik werden
Uberschneidungen der Firbeindizes von Tumorgruppen und die Heterogenitit der Firbung
innerhalb der Tumoren als limitierende Faktoren dargestellt (Mehrotra et al., 2006). Bei
vorliegender Untersuchung demonstrierte Ki67-Positivitdt jedoch eine gute Korrelation zu
malignem invasivem Verhalten. Die erhohte Proliferationsrate trat erwartungsgemifl am
stirksten in der Peripherie der Tumoren auf.

Drei Adenome (20 %) der Im—Gruppewurden als atypische FA klassifiziert. Es handelte sich
um solide Tumoren, bei welchen neben nukledren Atypien und Pleomorphismus auch eine
erhohte Mitoserate vorlag, wohingegen invasives Verhalten anhand der vorhandenen Schnitte
nicht nachweisbar war. Ein atypisches FA zeigte eine zwischen den benignen Noduli und den
FK liegende mitotische Aktivitdt, was dessen intermedidren Charakter unterstreicht. Da
vermehrte Proliferation jedoch zu den allgemeinen Merkmalen maligner Tumoren in

Abgrenzung zum FA gehort und tiberdies invasives Verhalten mangels Serienschnitten nicht
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definitiv ausgeschlossen werden kann (Schmid und Farid, 2006), ist eine Umbenennung der
atypischen FA zum FK denkbar.

Demnach galt - analog zum Menschen - das nachweislich vorhandene invasive Verhalten der
Tumorzellen als das entscheidende Kriterium fiir die Abgrenzung eines FK von einem
gutartigen (atypischen) FA. Hierbei waren die in der Humanpathologie prézise formulierten
Kriterien fiir kapsuldre oder vaskuldre Invasivitit (WHO, 2004) insgesamt weniger streng
einzuhalten und in Begleitung mit erhdhter Mitoserate und gegebenenfalls vorhandenen
zelluldren und nukledren Atypien fiir die Diagnose eines malignen Tumors ausreichend. Eine
offensichtliche Infiltration von Tumorzellen in die nicht notwendigerweise unterbrochene
Kapsel war von hinreichender Signifikanz, obwohl in der humanen Diagnostik ein
vollstindiger Kapseldurchbruch vorliegen muss. Diese Differenz in der Beurteilung war in
der Tatsache begriindet, dass es im Zweifelsfall zur endgiiltige Beurteilung der Invasivitét
erforderlich wire, infiltratives Verhalten anhand von Serienschnitten definitiv auszuschlie3en
(Schmid und Farid, 2006), was infolge der verminderten morphologischen Qualitét der fiir die
Mikrodissektion priaparierten Gewebeschnitte nur begrenzt moglich war. Die Geféallinvasion
war analog zur Humanpathologie anhand von intravaskuldren Tumorzellen mit Kontakt zum
GefiaBendothel (zur Differenzierung von artifizieller Einschwemmung bei der
Priparatherstellung) grofkalibriger Gefd3e in oder neben der Kapsel erkennbar. Im Gegensatz
zur vorliegenden Untersuchung erfolgt zur Diagnoseabsicherung bei humanen Patienten,
neben Nachweis eines begleitenden Thrombus oder Endotheliiberzugs der Tumorzellen,
héufig zusatzlich eine immunhistochemische Bestédtigung der GefdBinvasion (z. B. CD34).
Die angewandte Zuordnung der Lisionen zeigte sich mit dem Ausmall molekulargenetischer
Verdnderungen Dbestétigt (s.u.), wohingegen das Fehlen jeglichen metastatischen
Tumorwachstums in makroskopisch erkennbarem Umfang belegt, dass maligne gut
differenzierte Schilddriisentumoren der Maus eine im Vergleich zum Menschen (max. 25 %)
noch geringere Metastasierungsneigung besitzen. In der Literatur ist eine Metastasierung
muriner Schilddriisentumoren nahezu ausschlieBlich bei undifferenzierten Karzinomen
beschrieben (z.B. Powell et al., 2001; La Perle et al., 2000; Ledent et al., 1995). Eine der
Humanpathologie entsprechende Unterscheidung zwischen minimal- und hoch-invasivem FK
war bei der Maus obsolet, da eine Korrelation unterschiedlicher Grade lokaler Invasion mit
der Metastasierungshédufigkeit bei fehlendem Nachweis von Metastasen nicht ermittelt werden

konnte.
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1.2.  Tumorinzidenz und Tumorentstehung

Die Tumorinzidenz bei den Radiojod-behandelten Méusen fiel in der vorliegenden Studie
mit einem Anteil von 12,8 % (7,4 % FA und 5,4 % FK) relativ niedrig aus (vgl. Abschnitt
IV.1.2.). Das relative Risiko (RR) fiir Karzinomentstehung lag bei 9,0 (d. h. ein neunfach
erhohtes Risiko bei Strahlenexposition). Demgegeniiber erreichte das RR fiir die Entstehung
von Schilddriisenkarzinomen beim Menschen in durch das Reaktorungliick von Tschernobyl
stark von radioaktivem Fallout kontaminierten Regionen in Weirussland bei einer Exposition
im Alter von unter einem Jahr Werte von bis zu 237 (WHO, 2004). Ob die Maus eine im
Vergleich zum  Menschen  geringere  Suszeptibilitdit  fiir  strahleninduzierte
Schilddriisentumoren aufweist, ldsst sich hieraus jedoch nicht folgern, da eine unmittelbare
Entsprechung von Jodversorgungsstatus und Dosis nicht gegeben ist (Robbins et al., 2001):
Die geschitzte mittlere Dosis in der Schilddriise von Tschernobyl-Opfern liegt zwischen 0,01
und 3,1 Gy und kann individuell in Abhdngigkeit von zahlreichen Faktoren mehr als das
Zchnfache betragen (Cardis et al., 2006).

Begriindet in der Annahme, dass bei der Maus eine im Gegensatz zur Ratte geringere
Erfolgsrate bei experimenteller Schilddriisentumorinduktion zu erwarten ist (Boltze et al.,
2002; Foster, 1982), finden sich in der Literatur nur wenige vergleichbare Studien bei der
Maus (Abschnitt I1.1.5.3.2.). Die Héaufigkeit und Verteilung der Radiojod-induzierten
Tumoren der vorliegenden Arbeit (7% FA, 5% FK) zeigte allerdings eine gute
Ubereinstimmung mit den in #hnlich durchgefiihrten Versuchen von Walinder und Sjodén
(1972, 1973) ermittelten Ergebnissen (Adenome 6-22 %, Karzinome 0,4-5,6 % je nach
Dosis). In Abwandlung zu genanntem Experiment erfolgte bei vorliegender Studie eine
wiederholte Radiojodapplikation sowie eine Boosterung mittels nutritiven Jodmangels. Unter
Annahme &dquivalenter Klassifizierungsschemata, scheint hierdurch im Verhéltnis FK zu FA
eine Verschiebung zu Gunsten maligner Tumore vorzuliegen.

Bei einem tierexperimentellen Ansatz ist dariiber hinaus zu beriicksichtigen, dass eine
Reduktion der Variabilitit (Storfaktoren) im Kontrast zu der Vielzahl einwirkender duflerer
und innerer (individueller) Faktoren bei Tschernobyl-assoziierter Schilddriisenkarzinogenese
steht (Rangarajan und Weinberg, 2003). Moglicherweise ist die niedrige Inzidenz demnach
auf das Fehlen sonstiger, wesentlich an der Tumorentstehung beteiligter Faktoren
zurlickzufiihren. Unter anderem wird neben Radiojod eine Beteiligung weiterer Radionuklide
bei Tschernobyl-assoziierten Féallen angenommen (Cardis et al., 2006; Finn et al., 2004). Eine

Erhohung der Radiojod-Dosis hingegen wiirde vermutlich den Umfang von auf
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Strahlungsschidigung zuriickzufiihrenden neoplastischen Erkrankungen nicht erhdhen,
sondern vielmehr zur Destruktion von Thyreozyten (WHO, 2004; Walinder, 1972; Boltze,
2002) bis hin zu einer kompletten Zerstdrung des Driisengewebes fiihren (Jokinen und Botts,
1994). Zudem zeigte sich laut Walinder und Sjodén (1973) eine primére Korrelation der Dosis
mit der Latenzzeit anstatt der Inzidenz. Eine vermutete hdhere Suszeptibilitit (mit zwei- bis
vierfach erhohter Inzidenz) der Nagetier-Schilddriise gegentiber externer Rontgenbestrahlung
im Vergleich zu interner Radiojodexposition (Doniach, 1963; Walinder, 1971) wurde in
Folgestudien widerlegt (Lee et al., 1982, Walinder und Sjodén, 1973).

Bei vorliegender Studie wurden unter den Kontrolltieren je ein (0,6 %) FA und ein (0,6 %)
FK bei Mausen im Alter von etwa 470 Tagen diagnostiziert. Die Inzidenz dieser spontanen
Tumoren korreliert mit den zuvor in der Literatur beschriebenen Daten (vgl. Abschnitt
I1.1.5.3.1.). Gleichzeitig ist ein moglicher Zusammenhang mit der zugefiihrten Jodmangeldiét
bei den Kontrolltieren nicht auszuschlieBBen.

In der Gruppe der Radiojod-behandelten Miuse war ein signifikant erhohtes Auftreten
hyperplastischer Schilddrisenerkrankungen nachzuweisen (Abschnitt 1V.1.1.3.). Neben
den isoliert diagnostizierten SH (24 %) und NH (20 %) waren bei 31 % der FA und bei 82 %
der FK gleichzeitig hyperplastische Verdnderungen vorhanden. In vergleichbaren Studien von
Walinder und Sjodén (1971, 1972, 1973) sind ausgeprigte hyperplastische Verdnderungen der
Maiuse ebenfalls beschrieben. Ebenso liegen bei humanen Tschernobyl-assoziierten
Schilddriisenkarzinomen héufig gleichzeitig nicht-neoplastische Schilddriisenerkrankungen
vor (Rybakov et al., 2000), wohingegen das umgebende Schilddriisengewebe von nicht mit
Strahlungsexposition in Verbindung gebrachten Tumoren in der Regel unverdndert ist.
Hiermit stellt sich die Frage nach der Atiopathogenese der zahlreichen hyperplastischen
Verdnderungen. Gleichzeitig wird ein zur direkten Strahleninduktion alternativer Weg der
Tumorentstehung evident. Fiir das Auftreten der Hyperplasien sind verschiedene ursidchliche
Faktoren in Betracht zu ziehen:

In erster Linie liegt die Vermutung nahe, dass das Radiojod bei einigen Méusen eine durch
letale Genomschddigung verursachte Destruktion der Thyreozyten anstelle einer direkt
karzinogenetischen Wirkung zu Folge hatte (WHO, 2004). Je nach Lokalisation, Art und
Umfang der Genom-Schidigung kann es bei gleicher Strahlendosis in verschiedenen Zellen
alternativ zu Zelltod, DNA-Reparatur oder Tumorinduktion kommen (Sarasin et al., 1999).
Mit groBBer Wahrscheinlichkeit handelt es sich somit bei einem Teil der diagnostizierten NH
um eine kompensatorische Nachbildung (Regeneration) des durch radioaktiven J 0d"*!-Zerfall

zerstorten Parenchyms, welche infolge der reduzierten T3-/T4-Bildung liber den TRH-TSH-
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Riickkopplungsmechanismus induziert wird (vgl. Abschnitt 11.1.3.). Im Rahmen eines vor
Beginn dieser Studie durchgefiihrten Vorversuches zur Determinierung des Versuchsendes
wurden die Schilddriisen von Radiojod-behandelten Méusen jlingeren Alters histologisch
untersucht und verifizierten diese Hypothese: Bei den meisten Jungtieren war eine
hochgradige degenerative Atrophie zu erkennen. Zu unterscheiden ist die primér
strahleninduzierte Destruktion des Parenchyms von den bei den Schilddriisen der Méuse
dieser Studie zu beobachtenden atrophischen Arealen. Hierbei handelt es sich vermutlich
zumeist um eine funktionelle Atrophie infolge von T3-/ T4-Hyperproduktion durch toxische
Noduli und Versiegen der TRH- / TSH-Freisetzung (sog. partiell atrophische Knotenstruma;
Dahme und Weiss, 1999) bzw. in anderen Fillen um eine durch grole Tumoren erkennbar
verursachte Druckatrophie unter Kompression des umgebenden Gewebes.

AuBerdem besteht die Moglichkeit, dass es sich bei einem Teil der Fille um einen
Jodmangelkropf handelt (vgl. Abschnitt I1.1.4.), da ein Zusammenhang mit der jodreduzierten
Fiitterung der Muttertiere nicht ausgeschlossen werden kann. Allerdings waren die
Kontrolltiere wiahrend der Saugphase ebenfalls einem Jodmangel ausgesetzt und weitaus
weniger Fille (nur 5 %) zeigten eine Hyperplasie. Gegen diese Hypothese spricht ferner, dass
die Dauer der Einwirkung des auslosenden Agens (Jodmangel) zeitlich auf die erste
Lebenswoche beschrinkt war und es sich bei hyperplastischen Erkrankungen um reversible
Verdnderungen handelt.

Zuletzt kann es sich bei einem Teil der Hyperplasien um altersbedingtes sporadisches
Auftreten handeln, da es sich bei den untersuchten Tieren um Méuse fortgeschrittenen Alters
handelte (durchschnittlich 469 Tage). Zu diesen, allerdings nur selten beschriebenen,
altersbedingten Verdnderungen gehdren insbesondere kolloidale Goiter mit Verlust der
funktionellen Follikelaktivitdit (Walinder und Sjodén, 1972), die bei nur wenigen
Kontrolltieren und Radiojod-exponierten Midusen nachweisbar waren, sowie sekunddre
Formierung hyperplastischer Noduli.

Derartige fokal auftretende Hyperplasien gelten in der Mauspathologie bisweilen als
frihneoplastische Stadien (Ward et al., 1979), da sich Neoplasien bei der Maus im Zuge
hyperplastischer Schilddriisenerkrankungen entwickeln kénnen (Hill et al., 1998). Bei einigen
Patienten mit Hormonstorungskropf wurde ebenfalls iiber eine sekundéire Entstehung von
Karzinomen berichtet, meistens handelte es sich hierbei um FK (WHO, 2004). Demgemal ist
dieser alternative Weg der Tumorentstehung bei der Interpretation der Ergebnisse zu
beriicksichtigen; auch zumal neben der groen Anzahl hyperplastischer Erkrankungen bei

vorliegender Studie auffiel, dass lediglich ein strahlenassoziiertes FK ohne begleitende
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Hyperplasie vorzufinden war. Bei sechs der elf Fille war eine NH und bei vier Féllen eine SH
gleichzeitig vorhanden. In Anbetracht dessen, dass fast alle Karzinome von hyperplastischen
Veridnderungen begleitet waren, liegt nahe, dass entweder eine Progression oder zumindest
eine die Karzinogenese begilinstigende Konstellation bei hyperplastischer Erkrankung
vorliegt. Fiir ein paralleles Auftreten spricht die Heterogenitidt gesunder Thyreozyten bzw. die
unterschiedlichen Absorptionsraten (Aktivitit) der Follikel und die ungleichmiBige
Verteilung des Radiojods in der Schilddriise, wodurch ein karzinogenetischer Effekt nicht
gleichermallen auf alle Thyreozyten einwirkt (Boltze, 2004). Ein FK war zudem innerhalb
eines FA lokalisiert, was die Hypothese nahe legt, dass ersteres tiber maligne Transformation
aus dem FA entstand.

Eine aussagekriftige Statistik liber das Auftreten von FA in radioaktiv kontaminierten
Regionen ist nicht vorhanden, da die vermehrte Diagnosestellung nach dem Reaktorungliick
auch auf verbesserte und umfangreichere Schilddriisenuntersuchungen seit 1986
zurilickgefiihrt werden kann (Cardis et al., 2006). Im Allgemeinen werden FA in erster Linie
mit Jodmangel in Verbindung gebracht. Obwohl auch FA in 31 % der Félle gemeinsam mit
NH vorlagen, entstehen FA vermutlich ohne Vorstadium parallel zu den NH oder solitér.

Vor dem Hindergrund, dass es sich bei humanen, mit Strahlenexposition in Verbindung
stechenden Karzinomen (v. a. Tschernobyl-assoziierte Fille) iiberwiegend um papilléare
Karzinome handelt (II.1.5.1.), ist es von Bedeutung, dass bei vorliegender Untersuchung
ausschlieBlich FK diagnostiziert wurden. Es gab keinen Tumor mit ausreichender Qualitit
und Quantitit der PK-typischen Charakteristika, weshalb auch die beiden Tumoren mit einer
papilldr wachsenden Komponente zu der Kategorie FK (papillire Variante des FK, FK-PV)
zu zdhlen waren.

In der Humanpathologie beschreiben zahlreiche Autoren im Falle der follikuldr wachsenden,
abgekapselten Tumoren mit variablem Grad an PK-typischen Zellkernverdnderungen eine
unzureichende qualitative und quantitative Definition der Kriterien, welche in kritischen
Féllen zu mangelhafter diagnostischer Reproduzierbarkeit der Differenzierung zwischen FA
bzw. FK und PK-FV (follikuldre Variante des PK) fithren kann (Hirokawa et al., 2002; Zeiger
und Dackiw, 2005; Lloyd et al, 2004). Wenngleich derartige Fille in der
humanpathologischen Routinediagnostik von untergeordneter Bedeutung sind, ist diese
Problematik bei der Ubertragung menschentumorspezifischer Merkmale auf eine andere
Spezies in besonderem MaBle zu beriicksichtigen. Bei den charakteristischerweise im
humanen PK auftretenden Milchglaszellkernen handelt es sich eigentlich um Férbeartefakte

(Naganuma et al., 2000). Daher erscheint es keinesfalls verwunderlich, dass #hnliche
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Verianderungen auch in murinen Schilddriisentumoren beobachtet werden konnten: In der
WHO-Klassifizierung ist das Auftreten ,,optisch leer erscheinender Zellkerne bei murinen
Karzinomen beschrieben, ohne dass die Existenz eines ,,murinen PK* erwdhnt wird (Capen,
2001). Demgegeniiber wurden bereits vor iiber 30 Jahren ,,murine PK*“ von Walinder und
Sjodén (1972, 1973) in Zusammenhang mit Strahlenexposition klassifiziert (vgl. Abschnitt
I1.1.5.3.2.). Die von mehreren Autoren beschriebenen ,murinen PK* bei Mausmutanten
hingegen sind auf gezielte genomische Manipulation mittels humaner Transgene
zuriickzufilhren (vgl. Abschnitt 11.2.5.4. und 3.3.). Bedauerlicherweise ist weiteren
verschiedentlich durchgefiihrten experimentellen Studien bei der Maus nicht zu entnehmen,
ob es sich bei den so bezeichneten ,,papilldren Karzinomen* im Sinne der Humanpathologie
um PK oder um FK-PV handelt (Schaller und Stevenson, 1966; Frith und Heath, 1984; Knauf
et al., 2005). Zusammengefasst scheint das ,,murine PK* zwar zu existieren, jedoch niemals
spontan und nur sehr selten in strahlenassoziierten Fillen (0,03 % bei Walinder und Sjodén,
1972) bzw. nahezu ausschlieflich im Falle gezielter genomischer Manipulation
vorzukommen.

Verschiedenen Autoren zufolge besteht bei der Maus dieselbe strikte Assoziation zwischen
genetischer ret/PTC-Rearrangierung und der Morphologie eines PK (vgl. Abschnitte
I1.2.5.4. und 3.3.; Capen und Sagartz, 1998). Allerdings wurden hierbei humane ret/PTC-
Transgene in das murine Genom integriert, wohingegen keine Berichte iiber derartige
genetische Translokationen bei der Maus selbst vorliegen. Die Grenzen der Ubertragbarkeit
der ret/PTC-Mausmodelle auf humane PK lassen sich alleine in der Tatsache ablesen, dass es
sich beim Menschen um eine erworbene somatische Mutation, bei der transgenen Maus
hingegen um eine Keimbahn-determinierte Verdnderung handelt. Der Entstehung der
~murinen PK*“ gehen daher bereits wihrend der Embryonalentwicklung erkennbare
morphologische und funktionelle Verdnderungen voraus (Cho et al., 1999). Zudem ist von
denselben Autoren bei der Maus eine vom Expressionslevel des ret/PTC abhéngige
Tumorentwicklung und Progression beschrieben, wohingegen in der Humanpathologie keine
derartige Korrelation mit klinisch bedeutsamen Parametern (Shin et al., 2005), sondern
lediglich eine Assoziation mit dem Ausprigungsgrad der Milchglaszellkerne besteht (Fischer
et al, 2003). Weitere vom humanen PK divergierende Merkmale dieser ret/PTC-
Mausmodelle sind die fehlende Metastasierung und eine erhaltene TSH-Antwortfahigkeit der
PK (Knostman et al., 2007). Bei der ret-Rearrangierung scheint es sich um ein einzigartiges
Ereignis humaner Thyreozyten (vermutlich aufgrund einer humanspezifischen

dreidimensionalen Konfiguration des Chr. 10 [Fagin, 2002]) zu handeln (Pierotti, 2001),
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welches im Tiermodell nicht reproduzierbar ist. Diese Spezifitit belegten z. B. Finn et al.
(2004), die zeigen konnten, dass in vitro Bestrahlung von humanen Thyreozyten ret/PTC-
Translokationen induziert. Den Ergebnissen der vorliegenden und auch vergleichbaren élteren
Studien zufolge, fithrt genotoxische Strahleneinwirkung bei der Miuseschilddriise entweder
zu andersartigen genetischen Alterationen (s.u.) oder eine gegebenenfalls existierende
Rearrangierung des murinen ret-Protoonkogens &dullert sich bei der Maus nicht oder nur
unzureichend in der Entstehung der PK-typischen Merkmale. Angesichts technischer Grenzen
bei der Untersuchung des ret-Genes bei der Maus war es bedauerlicherweise nicht moglich,
eine vorliegende Rearrangierung mit einem unbekanntem Partner oder eine Uberexpression
dieses mit der humanen strahleninduzierten Schilddriisenkarzinogenese strikt assoziierten
Fusionsgenes zu iberpriifen, da mittels der angewandten LOH- und CGH-Methoden eine
reziproke Translokation nicht detektierbar ist (vgl. Abschnitt 11.3.2.2.). Die Verwendung des
Ret-Antikdrpers zur immunhistochemischen Darstellung der Expression einer ret/PTC-
Rearrangierung ist bereits in der Humanpathologie aufgrund dessen geringer Sensitivitat
untiblich (Cerilli et al., 2002).

In der Humanpathologie liegt eine immunhistochemische Cytokeratin19- und Galectin-3-
Positivitdt bevorzugt bei malignen Tumoren vor und kann die differentialdiagnostische
Abgrenzung zwischen FK und PK unterstiitzen (Anschnitt 11.3.2.3.). Die Tatsache, dass bei
der hier vorliegenden Studie keine Reaktivitit der beiden gegen humane Epitope gerichteten
Antikdrper mit Mause-FK nachgewiesen werden konnte (murine Antikérper sind nicht im
Handel), ist in ihrer Aussagekraft dadurch beeintriachtigt, dass keine ,,echte® murine Kontrolle
mit erwiesener Positivitit zur Verfiigung stand. Der einzig existierende Bericht iiber die
Erstellung eines immunhistochemischen Profils bei murinen Schilddriisentumoren ist in
chinesischer Sprache verfasst, woraus weder das zugrunde gelegte Klassifizierungsschema
noch die verwendeten Antikorperklone hervorgehen (Chen et al., 2002).

Solides Wachstum war in einer Vielzahl hyper- und neoplastischer Veranderungen bei
vorliegender Studie zu beobachten. Uberwiegend handelte es sich hierbei um atypische FA
und FK bei denen eine Korrelation zwischen solidem Wachstum und erhohter Mitoserate
bzw. Invasivitit zu beobachten war. Strahlen- (Tschernobyl-) assoziierte humane
Schilddriisentumoren zeigt auffallend héufig, v. a. bei Kindern, ein mit ret/PTC3-
Rearrangierung in Verbindung stehendes, solides Wachstum der papilldren Karzinome (PK-
SV) (Thomas et al., 1999). Der Anteil solide wachsender Tumoren in der Gruppe der
Radiojod-behandelten Miuse wich jedoch nicht von dem der Kontrolltiere ab, so dass keine

Assoziation zwischen solidem Wachstum und Strahlenexposition vorlag.
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Obwohl bei vorliegender Untersuchung sdmtliche diagnostizierten Karzinome der Gruppe der
FK zuzuordnen waren, waren gleichzeitig Charakteristika zu beobachten, welche primér in
Zusammenhang mit humanen strahlenassoziierten PK beschrieben sind: Neben bereits
genannter Begleitung durch hyperplastische Verdnderungen zdhlt hierzu insbesondere die in
50 % der Falle vorliegende Multizentrizitdt der Karzinome. Bei zwei der hier
diagnostizierten Karzinome lag bilaterales und bei dreien multifokales Tumorwachstum vor.
Der Moglichkeit einer multizentrischen Tumorentstehung steht die Hypothese einer
intrathyroidalen (lymphogenen) Disseminierung der Tumorzellen gegeniiber, wie sie beim
humanen papilliren Karzinom (PK) hiufig zu beobachten ist (Rosai, 2004). Demnach handelt
es sich bei den murinen strahlenassoziierten Karzinomen um eine intermedidre Kategorie mit

der Morphologie eines FK und teilweise dem biologischen Verhalten eines PK.

1.3.  Fazit aus der histologischen Untersuchung

Bei einer vergleichsweise geringen Inzidenz neoplastischer Schilddriisenerkrankungen
dominierte das Bild noduldrer und auch simpler Hyperplasien, welche im Vergleich zur nicht
Radiojod-behandelten Kontrollgruppe (5 %) mit einer deutlich signifikant erhdhten
Haufigkeit von 44 % diagnostiziert wurden. Dass zudem bei zehn der elf (91 %) Karzinome
gleichzeitig hyperplastische Verdnderungen vorlagen, impliziert, dass es sich bei den
Hyperplasien um primaligne Stadien einer progressiven Tumorentwicklung handeln kdnnte,
welche auf durch mutagene Strahleneinwirkung verursachte genetische Instabilitét
zurlickzufiihren ist und durch klonale Selektion sekundér zu Tumoren fiihrt.

Bei den diagnostizierten Karzinomen handelte es sich ausschlieBlich um FK. Demnach
unterscheidet sich die strahlenassoziierte Schilddriisenkarzinogenese bei der Maus zumindest
morphologisch in signifikanter Weise von der des Menschen. Das Mausmodell zeigt jedoch
eine gute Vergleichbarkeit mit der Entstehung von NH, FA oder FK, welche beim Menschen
in erster Linie mit Jodmangel assoziiert werden, jedoch in Zusammenhang mit externer und
interner Strahlungsexposition ebenfalls beschrieben sind (Pacini et al., 1999; Shore et al.,
1993; WHO, 2004). Somit liegt die entscheidende tumorinduzierende Bedeutung bei dem
Mausmodell in dem additiven Effekt von proliferationsférderndem Jodmangel und mutagener
Strahlung begriindet und offeriert die Erforschung der den follikuliren Tumoren zugrunde
liegenden genetischen Mechanismen, welche beim Menschen bislang nur unzureichend

geklart sind (WHO, 2004).
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2. Genetik

Moderne molekulargenetische Studien bei Tumoren von sowohl Menschen als auch Méiusen
kénnen zu einer verbesserten Vergleichbarkeit der Schilddriisenlésionen beider Spezies
beitragen und ermoglichen die Untersuchung schilddriisenkarzinogenetisch bedeutsamer
Mechanismen. Trotz fortschreitender Erkenntnisse iiber das Mausgenom, die sich in der
Existenz mehrerer tausend Mutantenlinien reflektieren, ist zu beachten, dass diese Mutanten
nur etwa 10 % aller Gene des Mausgenoms umfassen und die biologische Funktion der
meisten verbleibenden Gene bislang unbekannt ist (Maddison und Clarke, 2005). Die
verfiigbare Probenmaterialmenge, infolge der geringen Inzidenz induzierter und zum
Vergleich dienender spontaner Tumoren, sowie bedingt durch das geringe Volumen der
Maiuseschilddriise und deren Tumoren, war bei vorliegender Studie der limitierende Faktor
fiir den Umfang der molekulargenetischen Untersuchungen. Aufgrund dessen wurden die
LOH- (Loss of Heterozygosity-) Studie mit 40 F1-Mé&usen (sieben opB, 12 SH, 10 NH, 10 FA,
ein FK) und die CGH- (komparative genomische Hybridsierungs-) Studie mit 25 Proben aus
21 F2-Miusen (zwei opB, eine SH, 12 NH, zwei FA, acht FK) getrennt voneinander
durchgefiihrt, so dass nur eine mittelbare Gegeniiberstellung der Ergebnisse beider Methoden

moglich ist.

2.1.  LOH- und FISH-Analyse: Mikrosatelliten-Imbalancen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte LOH-Untersuchung mit iiber dem Genom
verteilten Mikrosatelliten-Markern diente der Ermittlung der Inzidenz genetischer Instabilitit.
Die nédhere Betrachtung von neun Loci in der Néhe bereits bekannter Tumorgene sollte zudem
eine mogliche Beteiligung dieser Gene bei der murinen, strahlenassoziierten
Schilddriisenkarzinogenese aufzeigen. Bei den Kandidatengenen handelte es sich
hauptsdchlich um die Tumorsuppressorgene (TSG) pl6, p53, Pten und Rbl. In humanen
Schilddriisentumoren ist neben vereinzeltem Vorkommen von Rbl-Verlust und Met-
Uberexpression beim PK die Assoziation eines p53-Verlusts mit anaplastischen
Schilddriisentumoren beschrieben (Abschnitt 11.3.1.). Ein pl6-Verlust scheint ebenfalls bei
der Entdifferenzierung humaner Karzinome gemeinsam mit weiteren Genen von Bedeutung
zu sein (Ball et al., 2006). Pten-haploinsuffiziente Mé&use (Pten™”) entwickelten laut Di

Cristofano et al. (1998) maligne Tumoren verschiedenster Organe, u. a. PK der Schilddriise,
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wohingegen dieses TSG bei humanen Schilddriisentumoren eine untergeordnete Rolle spielt
(Gimm et al., 2000).

Die hier durchgefiihrte LOH-Studie offenbarte einen bedeutsam erhohten Anteil an
Mikrosatelliten-Loci mit LOH bei den FA auf den Chromosomen (Chr.) 4 (p16), 5, 6, 11
(p53), 14 (Rbl) und 19 (Pten). Die allelischen Verluste traten in signifikanter Weise
bevorzugt bei 75 % (3/4) der strahlenassoziierten Adenome von H6F1-Maiusen auf, und lassen
vermuten, dass ein unbekannter genetischer Faktor mit Einfluss auf die genetische Stabilitét
eine Rolle spielt. Die LOH =zeigten sich hierbei in verschiedenster Lokalisation ohne
spezifische Haufung; nur ein Locus auf Chr. 5 war bei mehr als einem Adenom betroffen. Das
bei einem FA auf Chr. 6 vorgefundene sog. ,,.Zebra-Muster” (d. h. durch heterozygote
Mikrosatelliten unterbrochene Allelverluste) ist auch aus anderen Studien bekannt und fiihrt,
v. a. bei genomumfassenden LOH-Studien, zu komplexen LOH-Profilen, deren Bedeutung oft
unklar ist (Tomlinson et al., 2002). Im Gegensatz zu den drei strahlenassoziierten FA mit
LOH auf einem (Chr. 19), zwei (Chr. 4 und 5) bzw. vier (Chr. 5, 6, 11, 14) Loci war das
(einzig vorhandene) spontane FA der H6F 1-Kontrollgruppe auf denselben untersuchten Loci
frei von Allelverlusten, und deutet auf unterschiedliche Wege der Tumorentstehung auf
molekularer Ebene bei spontanen und strahlenassoziierten FA hin.

Analog zu den Ergebnissen zahlreicher LOH-Studien bei humanen FA (vgl. Abschnitt
I1.3.2.2.1.) konnen demnach gutartige Schilddriisentumoren der Maus ebenfalls von multiplen
Allelverlusten betroffen sein. Allerdings ist zu berilicksichtigen, dass es sich bei dem
untersuchten Probenumfang insgesamt um lediglich fiinf FA bei H6F1-Mé&usen handelte,
welche keine generellen Riickschliisse auf eine Grundgesamtheit zulassen. Ob der begrenzt
verfiigbaren Probenmaterialmenge war es in den meisten Féllen nicht moglich, die Grenzen
der deletierten Regionen abschlieend zu eruieren (vgl. Tab. IV.18.). Demnach kénnte es sich
teilweise um  Alterationen handeln, welche Regionen auf ganzchromosomaler
bzw. chromosomaler Ebene betreffen, womit eine Vielzahl verschiedener Gene deletiert wire.
Dies gilt es bei Betrachtung spezieller ,,Kandidatengene* zu beriicksichtigen. Kandidatengene
in der Nidhe der deletierten Mikrosatelliten-Loci sind die TSG pl16, p53, Rbl und Pten. In
Anbetracht der Tatsache, dass es sich hier um Alterationen bei benignen Tumoren handelt,
lasst sich folgern, dass der/die entscheidenden Schritte fiir maligne Entartung
moglicherweise noch ausstehen, eine priadisponierende Konstellation in Form einer
hemizygoten Deletion von TSG jedoch gegebenenfalls vorhanden ist (vgl. Abschnitt
I1.3.1.2.2.), welche - vermutlich in Kollaboration mit weiteren genetischen Alterationen und

Mutationen - zur Entstehung der FA fiihrte. Das effektive Vorliegen einer Deletion der TSG
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gilt es mittels ergdnzender molekulargenetischer (intragenischer) Methoden in jedem Fall zu
bestétigen.

In vier Fallen mit NH (40 %) lag ein auf die PCR-Amplifikate eines Markers (D14Mit125)
beschrinkter Allelverlust auf Chr. 14 vor. Aufgrund der Befunde, dass eines der (atypischen)
FA ebenfalls mit in der Ndhe des Rb1-Genes kartierenden Mikrosatelliten-Markern Verlust
der Heterozygotie gezeigt hatte, wurde mittels ergénzender intragenischer FISH-
(Fluoreszenz-in-sito-Hybridisierungs-) Sonde ein Verlust des Rbl-Genes iiberpriift. Ein
signifikanter Genverlust konnte hierbei jedoch nicht nachgewiesen werden, obwohl bei dem
FA ein vergleichsweise hoher Anteil Rbl-monozygoter Zellkerne vorlag. Die PCR-basierte
LOH-Studie ist somit die sensitivere der beiden Methoden. Aufgrund der vorhandenen
intratumoralen Heterogenitdt von Schilddriisentumoren (Trovato et al., 2004) besteht die
Moglichkeit, dass nur eine Subpopulation des Tumors gleichartige Allelverluste aufwies,
welche im Rahmen der FISH-Analyse bei der Auswertung von ca. 100 Zellen nicht
nachvollziehbar war. Zu beriicksichtigen gilt weiterhin, dass die bei der FISH-Auswertung
herangezogene Signifikanzgrenze mit dreifacher Standardabweichung &uBlerst restriktiv
festgelegt wurde. Demgegeniiber ist die Spezifitdit der LOH-Analyse unter bestimmten
Umstédnden eingeschrinkt. Eine hierbei zu beriicksichtigende Fehlerquelle besteht, analog zur
CGH-Methode (s. u.), in dem Vergleich zwischen frischem (tiefgefrorenem) Normalgewebe
und der aus fixiertem Gewebe extrahierten DNA des Schilddriisengewebes. Die auf
Fragmentierung der DNA beruhende verminderte DNA-Qualitdt bei Formalinfixierung kann
sich in Form eines artifiziellen Allelverlusts darstellen (Sieben et al., 2000). Dariiber hinaus
konnen PCR-Artefakte, insbesondere bei geringen eingesetzten DNA-Mengen, in grof3erem
Umfang vorhanden sein, wobei die groBere stochastische Variation in der Amplifizierungs-
Effizienz jedes Allels bisweilen falsch-positive Detektionen von LOH oder allelischer
Imbalancen (AI) nach sich ziehen kann (Devilee et al., 2001). Durch eine Mindest-DNA-
Konzentration von 10 ng (Tomlinson et al., 2002), sowie durch den Einsatz mehrerer Marker
fiir denselben Locus und mittels einer ein- bis zweimaligen Wiederholung zur Bestitigung
vorliegender LOH wurde das Risiko artifizieller LOH-Detektion reduziert. Zusammengefasst
kann ein karzinogenetisch bedeutsamer, hemizygoter Rb1-Genverlust bei dem atypischen FA
nicht ausgeschlossen werden, da Allelverluste bei der LOH-Untersuchung vorlagen, welche
jedoch mittels FISH-Analyse nicht zweifelsfrei bestitigt werden konnten. Eine
weiterfiihrende Uberpriifung (mit Array-CGH oder Genexpressionsanalysen) war ob der
erschopften Probenmaterialmenge nicht moglich. Bei den NH hingegen lag keine Deletion

des Rb1-Lokus vor.
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In Anlehnung an das 2-Treffer-Modell nach Knudson (1996; vgl. Abschnitt 11.3.1.2.2.)
wurden LOH-Studien bei humanen Tumoren in grofem Umfang mit dem Ziel, weitere TSG
zu identifizieren, eingesetzt. Mit wenigen Ausnahmen blieben diese jedoch iiberwiegend
ergebnislos, obwohl charakteristische Verdnderungen z. T. konstanterweise mit spezifischen
Tumortypen in Verbindung gebracht werden konnten (Devilee et al., 2001). Ursdchlich
werden insbesondere mit dem Knudson-2-Treffer-Modell nicht kompatible Mechanismen der
Karzinogenese genannt, da beispielsweise mittels CGH-Studie erhobene, zytogenetische
Daten aufzeigten, dass Aneuploidie, Polyploidie oder komplexe Karyotypen in einer Vielzahl

an Tumoren charakteristischerweise vorliegen (Duesberg und Rasnick, 2005).

2.2. CGH-Analyse

2.2.1. Etablierung der Array-CGH aus FFPE-Gewebe bei der Maus

Im Rahmen des vorliegenden Experiments wurden die Proben-DNA aus Formalin-fixiertem
Paraffin-eingebettetem (FFPE-) Gewebe gewonnen. Bei der Maus existieren bislang keine
Publikationen tiiber Array-CGH-Analysen aus FFPE-Gewebe, obwohl die Methode zur
Detektion von chromosomalen Imbalancen und von Tumorkandidatengenen bei murinen
Tumoren aus Frischgewebe bereits mehrfach erfolgreich durchgefiihrt wurde (Takabatake et
al., 2006; Sander et al., 2005; Hodgson et al., 2001; Hackett et al., 2003; Sweet-Cordero et
al., 2005). Uber die Verwendung von FFPE-Gewebe als Ausgangsmaterial wurde bisher nur
in wenigen Studien bei menschlichem Tumorgewebe berichtet, wihrend andere
Untersuchungen weiterhin auf die Etablierung dieser Methode bei humanem FFPE-Gewebe
abzielen (Johnson et al., 2006). Wie bereits oben beschrieben, kommt es im Zuge der
Formalin-Fixierung zu einer Fragmentierung der DNA, so dass es sich hierbei um
niedermolekulare DNA handelt, deren Verwendung zu einer grofleren Varianz der ermittelten
Werte bei der Array-CGH fiihrt. Fiir die Array-CGH bei der Maus aus Frischgewebe sind
akzeptierbare Anteile nicht-neoplastischer Zellen in der Probe mit Werten von 40 bis 60 %
beziffert (Sweet-Cordero et al., 2005; Hackett et al., 2003), wohingegen - bedingt durch die
geringere Sensitivitit - bei der Array-CGH aus FFPE-Gewebe (beim Menschen) ein
maximaler Kontaminationsgrad von 30 % als tolerierbar gilt (Johnson et al., 2006). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrte Laser-Mikrodissektion zur Isolierung der Tumorzellen diente der
Minimierung nicht-neoplastischer Zellen im Isolat und war demnach wesentliche

Vorraussetzung fiir die Interpretierbarkeit der erzielten Ergebnisse, da hierdurch die

111



V. DISKUSSION

Wabhrscheinlichkeit fiir eine durch Kontamination bedingte Interferenz mit einer vorliegenden
genomischen Aberration reduziert wurde.

Im Rahmen eines Vorversuches lieB sich bei vorliegender Untersuchung ermitteln, dass
gleichartige Gewebevorbehandlung und -herkunft von Referenz- und Proben-DNA eine
verbesserte CGH-Qualitit mit geringerer Streuung der Array-Daten nach sich zog (Abschnitt
IV.4.1.). Bei CGH aus FFPE-Gewebe ist die Verwendung von aus FFPE isolierter DNA als
Kontrolle (Hybridisierungspartner) vermutlich generell besser geeignet als die aus frisch
gefrorenem Gewebe (z. B. Schwanzspitzen) gewonnene DNA, da die durch Formalin-
Fixierung bewirkte DNA-Fragmentierung bevorzugt an hierfiir pradisponierten Bruchstellen
erfolgt (Romero et al., 1997) und die gleichgerichtete Fraktionierung der DNA zu
gleichartiger DNA-Qualitit zwischen Proben- und Referenz-DNA und damit zu einer
Reduktion falsch-positiver Ergebnisse beitragt.

Dennoch war in der vorliegenden Studie eine deutliche Variabilitat (Standardabweichung
zwischen 0,045 und 0,242) der Array-Daten-Qualitit zwischen den Féllen anhand
unterschiedlich starker Auspragung der Streuung der Einzelwerte zu beobachten, welche auf
ungleiche DNA-Integritit zuriickzufithren ist. Johnson et al. (2006) ermittelten bei einem
direkten Vergleich von frisch gefrorenem mit FFPE-Gewebe eine, in positiver Korrelation zu
der ermittelten DNA-Integritit stehende, bedingte Reproduzierbarkeit. Bei vorliegendem
Probenmaterial wurde die DNA-Integritdt dementsprechend vor der Hybridisierung tiberpriift
und eine von dem Autor formulierte Mindest-DNA-Fragmentldnge von 300 bp nachgewiesen.
Bei der Array-CGH aus FFPE-Gewebe gilt die Unterscheidung zwischen echten Alterationen
und experimentellen Artefakten aufgrund dieser vermehrten Streuung der Daten als erschwert.
Auf einzelne Klone limitierte Alterationen zeigen eine generell schlechte Reproduzierbarkeit
mit in der Literatur beschricbenen Werten von etwa 16%iger Ubereinstimmung bei
Versuchswiederholung, wobei Artefakte einzelner BAC-Klone nicht nur streuungsbedingt
und zufdllig verteilt auftreten konnen, sondern auch durch Mismapping oder
Kreuzhybridisierung repetitiver Sequenzen in reproduzierbarer Form zustande kommen
(Johnson et al., 2006). Die - in Anpassung an die groBBere Streuung erfolgte - restriktiverer
Festlegung der Signifikanzkriterien fiir das Vorliegen einer Amplifizierung bzw. Deletion auf
drei (statt zwei laut Johnson et al., 2006) konsekutive BACs (zweifache Standardabweichung
als Schwellenwert) bedingt zwar eine beta-Fehler-Erhohung (erhohte Gefahr nicht-
detektierbarer Imbalancen), gewihrleistet jedoch die Spezifitit durch Minimierung falsch-

positiver Ergebnisse in ausreichendem Maf3e (Draghici, 2003).
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2.2.2. Chromosomale Imbalancen

Die in der hier dargestellten Arbeit angewandte hochauflosende (1-Mb-) BAC Array-CGH-
Methode ermdglicht eine genomweite Detektion von Deletionen und Amplifikationen im
Tumorgewebe, nicht jedoch von Translokationen. Es war zu beobachten, dass das Ausmal}
chromosomaler Imbalancen beziiglich Anzahl und GroBe betroffener Regionen von SH und
NH iiber FA zum FK deutlich zunahm: Eine bestehende genetische Instabilitdt der benignen
Lisionen war anhand von Alterationen in unterschiedlicher Lokalisation von {iberwiegend
kleiner Ausdehnung erkennbar (durchschnittlich 0,5 Loci pro NH und 1,5 Loci pro FA).
Demgegeniiber fielen die Karzinome durch zahlreiche ganzchromosomale Verluste oder
Zugewinne, mit hoher Rekurrenz von Monosomien der Chromosomen (Chr.) 4, 9 und 14, auf.
Bei Untersuchung der murinen Schilddriisenldsionen zeigten sich wenige BAC-Klone
umfassende ,kleine* Deletionen und Amplifikationen in variabler Lokalisation auf
verschiedenen Chromosomen verteilt (vgl. Tabellen IV.21. und 23.). Auffillig war hierbei,
dass bereits 46 % der Hyperplasien durch mehrere ,,kleine” Alterationen auf den Chr. 4, 8,
10, 15 und 17 gekennzeichnet waren, wobei jedoch bei verschiedenen Proben keine co-
lokalisierten Verdnderungen identifiziert werden konnten. Obwohl im Einzelfall eine
ausschlaggebende karzinogenetische Bedeutung spezifischer betroffener Gene nicht
ausgeschlossen werden kann, ldsst sich die unbestindige Lokalisation der ,kleinen*
Alterationen als Ausdruck allgemeiner genetischer Instabilitdt interpretieren, zu welcher auch
die erkennbare X-chromosomale Trisomie bei einer NH (Nr. 662H) zu zdhlen ist. Die
genetische  Instabilitit bei den  hyperplastischen  Verdnderungen  stiitzt  die
histomorphologische Beobachtung, dass es zu progressiver Entwicklung maligner Tumoren
kommen kann. Demnach induziert der Radiojodzerfall in der Schilddriise vielfdltige
genomischer Alterationen und bedingt hierdurch eine erhohte Wahrscheinlichkeit flir maligne
Entartung. Genetische Instabilitit gilt laut Fearon und Vogelstein (1990) als essentieller,
begiinstigender Faktor fiir fortschreitende Mutationen, so dass die Wahrscheinlichkeit dafiir
zunimmt, dass sich unter den Mutationen auch solche befinden, welche direkt oder indirekt
die Entstehung von malignen Tumorzellklonen mit entscheidendem Wachstumsvorteil
begiinstigen oder verursachen.

Bei einem der beiden Adenome lagen die erkennbaren Amplifizierungen auf den q-Enden der
Chr. 4 und 5 in polyploidem DNA-Gehalt vor, im Gegensatz zu allen sonstigen triploiden
Zugewinnen. Amplifizierungen einzelner Genorte sind zumeist erst bei polyploidem

Vorliegen der Genkopien mit deutlich erhohter Transkriptionsrate und Genexpression von
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biologisch signifikanter Bedeutung. Die polyploiden Zugewinne bei diesem FA vermitteln die
Annahme, dass es sich bei den beiden betroffenen Regionen um Onkogen-enthaltende
Genomabschnitte handeln konnte, und die aus der Amplifizierung folgende Onkogen-
Uberexpression einen wesentlichen Teil der Atiologie fiir diesen Tumortypen darstellen
konnte. Verdnderungen von zwei oder mehr aufeinander folgenden Klonen sind mit einer in
der Literatur angegebenen Reproduzierbarkeit bei optimaler Versuchsanordnung von etwa
88 % angegeben (Johnson et al., 2006) und erfordern daher eine ausreichende Menge
vergleichbarer Tumortypen mit wiederholtem Auftreten derselben Amplifizierung, sowie eine
Uberpriifung der in den amplifizierten DNA-Abschnitten befindlichen Gene mittels
Expressionsanalysen. Eine Ermittlung der exakten Kopienanzahl ist durch ergédnzende
genomische Studie (z. B. FISH) mdoglich.

Wihrend bei den gutartigen Lésionen keine bevorzugt von Deletion oder Amplifizierung
betroffene Region ausgemacht werden konnte, waren bei den acht Karzinomproben partielle
oder ganzchromosomale Verluste der Chr. 4 (88 %), 9 (50 %) und 14 (38 %) gehiuft
anzutreffen. Die dazugehdrigen Mittelwerte der logy-Ratios einer Monosomie betrugen
zwischen -0,043 und -0,248 im Vergleich zu einem rechnerischen Wert der 1:2-Ratio fiir
Monosomie von -0,69. Die Mittelwerte der log,-Ratios bei vorliegender Trisomie beziiglich
den Chr. 6 und 15 lagen mit dazugehorigen Werten von 0,119 und 0,111 ebenfalls unterhalb
des rechnerischen Werts der 3:2-Ratio von 0,405. Uber die unterhalb des erwarteten Wertes
liegenden logy-Ratios eines solchen Experiments gibt es allerdings Berichte sowohl aus
humanen (Snijders et al., 2001; Fiegler et al., 2003) als auch murinen CGH-Analysen.
Ursdchlich besteht entweder die Moglichkeit, dass eine unvollstindige Suppression von
repetitiven Sequenzen der BACs vorhanden ist, oder dass eine Kreuz-Hybridisierung von
Sequenzen mit starker Homologie besteht (Chung et al., 2004). Da eine interferierende Nicht-
Tumorzell-Kontamination weitestgehend ausgeschlossen werden kann, besteht zudem die
Moglichkeit, dass, aufgrund der Heterogenitit von Schilddriisentumoren (s.o0.), die
gegenseitige Uberlagerung der chromosomalen Alterationen einzelner Tumorzellklone zu
einer verminderten Darstellungsqualitét fiihrt.

Chromosomale Aberrationen gehdren neben Genmutationen zu den charakteristischen
Merkmalen maligner Tumoren, deren gehduftes Vorkommen auch bei humanen
Schilddriisentumoren, insbesondere beim FK und auch FA (Hemmer et al., 1999)
dokumentiert wurde. Kimmel et al. (2006) konnten dariiber hinaus bei humanen Tschernobyl-
assoziierten PK im Gegensatz zu spontanen PK eine genomweite Akkumulation

chromosomaler Ungleichgewichte (iiberwiegend Zugewinne) mittels Array-CGH ermitteln.
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Dies galt auch in Fillen, bei welchen die charakteristischerweise mit PK in Verbindung
gebrachten Rearrangierungen des ret oder NTRK1-Genes gleichzeitig vorhanden waren. Die
vorliegende Studie bestitigt daher die mehrfach zitierte Bedeutung von Aneuploidien bei der
strahlenassoziierten Tumorinitiation. Die genotoxische Strahlenwirkung kann hierbei
entweder iiber Mutationen der sog. ,,Aneuploidiegene” oder tiiber induzierte DNA-
Doppelstrangbriiche zu Aneuploidien und zu direkter Entwicklung maligner Tumoren fiihren
(vgl. Abschnitte 11.3.1.3. und 11.3.1.4.).

Alternativ  zur strahleninduzierten Tumorinitiation konnen die Aneuploidien auch
neoplastische chromosomale Imbalancen widerspiegeln, welche aus genetischer Instabilitét
und einer Kombination verschiedenartiger genetischer Prozesse bei der Tumorprogression
resultieren. Bei Detektion von chromosomalen Anomalien stellt sich daher stets die Frage, ob
es sich um primér karzinogenetisch bedeutsame Verdnderungen handelt, oder um sekundére
Ereignisse bei Tumorzellproliferation, welche dennoch im Rahmen der Tumorprogression
von katalytischer Bedeutung sein kénnen (Pihan und Doxsey, 2003; Duesberg und Rasnick,
2000). Ob chromosomale Instabilitit ein erforderlicher Schritt der Tumorprogression
(,,Aneuploidiehypothese®), oder lediglich eine Nebenerscheinung bei der Onkogen-
Aktivierung ist (,,Genmutationshypothese®), ist nur unzureichend geklirt (Woo und Poon,
2004a und b).

Entsprechend der Aneuploidiehypothese, wonach eine Vielzahl von Alteration betroffener
Gene in ihrem Zusammenspiel fiir die Tumorentstehung verantwortlich gemacht wird,
erscheinen Einzelgenmutationen demnach bei der Tumorinitiation, -progression oder
malignen  Transformation der hier untersuchten murinen strahleninduzierten
Schilddriisentumoren von untergeordneter Bedeutung. Dennoch rechtfertigt das Auftreten
spezifischer Deletionen in konstanter Assoziation mit den Karzinomen die Annahme, dass
jene in unbalancierten Chromosomenregionen lokalisierten Gene (Tumorsuppressorgene) bei
Tumorinduktion und Progression eine wesentliche Rolle spielen. Bei den fiir weitere
Untersuchungen vorzuschlagenden deletierten DNA-Abschnitten handelt es sich der
vorliegenden Studie zufolge, entsprechend der gemeinsam iiberlappenden DNA-Abschnitte
(MCR) bei den Karzinomen, um die g-terminalen Bereiche der Chr. 4 (ab 125,5 Mb) und 9
(ab 30 Mb), sowie um einen zwischen 21,9 und 69,2 Mb lokalisierten Bereich auf Chr. 14.

Bei vorliegender Untersuchung war zudem zu beriicksichtigen, dass es sich bei den acht
untersuchten Karzinomproben um sechs verschiedene Méuse handelte. Die Andersartigkeit
der beidseits vorhandenen Karzinome spiegelt sich sowohl in ihrem histologischen

Wachstumsmuster als auch in ihrem CGH-Profil wieder. Bei Betrachtung samtlicher Fille
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konnte eine allgemeine Korrelation zwischen Wachstumsmuster und CGH-Profil jedoch nicht
hergestellt werden. Gemeinsam {berlappende chromosomale Bereiche waren bei den
beidseits vorhandenen karzinomatésen Verdnderungen (bilaterale FK) des jeweils selben
Tieres ausschlieBlich auf einen (partiellen) Chr. 4-Verlust beschriankt. Das bifokale Auftreten
des Karzinoms kann entweder von intrathyreoidaler Disseminierung (Mikrometastasierung)
oder von multizentrischer Tumorinitiation herrithren. Unter Annahme einer zugrunde
liegenden Disseminierung besteht der Verdacht auf eine Vorlduferldsion mit (partiellem)
Chr. 4-Verlust, welcher bei postmetastatischer Tumorprogression weitere Aberrationen der
verschiedenen Tumorzellklone ohne Prédiletionsstelle begiinstigt. Demgeméal kann es sich
bei dem gemeinsam vorliegenden Chromosomenverlust um ein initiales karzinogenetisches
Ereignis handeln. Gegen eine Funktion der Deletion bei der Mikrometastasenbildung spricht,
dass die Tumoren anderer Miuse denselben Chr. 4-Verlust, jedoch keine intraglandulire
Disseminierung aufwiesen.

Das spontane FK war von denselben genetischen Aberrationen auf den Chr. 4 und 9
betroffen, wie sie auch bei den strahlenassoziierten FK gehéuft auftraten. Daher scheinen auf
diesen Chromosomen essentielle Tumorgene fiir die FK-Entstehung lokalisiert zu sein. Die
Eruierung, ob spezifische, durch Strahlung induzierte genetische Verdnderungen existieren,
erfordert hingegen die molekulargenetische Gegeniiberstellung einer groferen Anzahl an
Tumoren, welcher durch die geringe Inzidenz spontaner Schilddriisentumoren bei der Maus in
seiner Ausfiihrbarkeit begrenzt ist. Desgleichen konnte jedoch auch bei humanen
Tschernobyl-assoziierten PK kein distinktives Array-Profil gegeniiber spontanen PK ermittelt
werden (Detours et al., 2005).

Ob im Falle einer Monosomie der Chr. 4, 9 und/oder 14 eine weitere die Aneuploidie
begiinstigende Konstellation vorliegt (Duesberg und Li, 2003), war nur bei den beidseits
vorhandenen Karzinomen einer einzigen Maus zu beobachten. Hierbei war der papilldr
wachsende Tumor in einem Lobus von einer partiellen Chr. 8-Deletion und einer Chr. 15-
Trisomie und der solide Anteil im anderen Lobus von einer Chr. 5-Monosomie und einer
Chr. 6-Trisomie begleitet. Da es sich hierbei, wie bereits erwdhnt, nur um eine von zwei
JHF2-Maiusen handelte, ldsst dies ob der geringen Tierzahl keine Riickschliisse hinsichtlich

einer Einflussnahme von genetischen Faktoren zu, welche von den J6F2-Méusen differieren.
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2.3.  Fazit aus der CGH- und der LOH-Studie

Analog zur Histomorphologie der murinen FK ist auch eine zytogenetische Parallelitit zu den
humanen FK evident, welche im Vergleich zum PK gehduft Aneuploidien aufweisen (WHO,
2004). Interessanterweise zeigten auch die CGH-Profile der hier untersuchten
strahlenassoziierten murinen FK hochgradig chromosomale Aberrationen. Im Gegensatz
hierzu waren bei dem von Ying et al. (2003) erstellten Profil von aus TSH-Hyperstimulierung
resultierenden Karzinomen bei TRP- (Thyroid-Hormon-Rezeptor-) Mutanten keine
Aneuploidien erkennbar. Bei den untersuchten FK vorliegender Arbeit fiel neben der
allgemeinen Haufung genomischer Imbalancen ein signifikantes Auftreten gleichartiger
Alterationen (Monosomien der Chr. 4, 9 und 14) auf, so dass es sich hierbei entweder um eine
primédre Schidigung von hierfiir pradisponierten Genom-Loci bei der Tumorinitiation oder um
eine sekundire Selektion wihrend der Tumorprogression handelt, welche in beiden Féllen den
Tumorzellen einen entscheidenden Wachstumsvorteil verschaffen. In Ubereinstimmung mit
den chromosomalen Verdnderungen der strahlenassoziierten Karzinome waren Monosomien
der Chr. 4 und 9 ebenfalls bei dem einzigen spontanen FK der Kontrollgruppe vorhanden, so
dass gefolgert werden kann, dass es sich hierbei nicht um eine spezifisch durch Strahlung
induzierte Verdnderungen handelt, sondern um eine generell bei der murinen
Schilddriisenkarzinogenese folgenschwere genetische Alterationen, deren erhohtes Auftreten
(Inzidenz) mit der Strahlungsexposition positiv korreliert. Der zunehmende Wachstumsvorteil
bei Tumorprogression der FK scheint hier weniger aus groflen Effekten von wenigen
affektierten Loci, sondern vielmehr aus polygenetisch agierenden Verdnderungen zu
resultieren. Dies widerlegt die Beobachtung von Ward (2002), dass murine (induzierte)
Tumoren 1. A. weniger komplexe genetische Verdnderungen aufweisen und zur
Tumorentstehung bendtigen als humane Tumoren, und offenbart zugleich die Homologie
zwischen murinen und humanen FK im Kontrast zu Tumoren anderer Organe (z. B. Leber).

Die Chr. 4-Monosomie reprisentiert die bevorzugte Chromosomenaberration bei den
murinen FK (88 %). Dariiber hinaus bestdtigten auch die mittels LOH-Studie ermittelten
allelischen Imbalancen auf Chr. 4 (nihe p16-Locus) bei einem FA und die Tatsache, dass bei
der CGH-Untersuchung auf diesem Chromosom lokalisierte Alterationen (zwei amplifizierte
und eine deletierte Region) bei Hyperplasien und bei einem FA erkennbar waren, eine in
Chr. 4 liegende, vom {librigen Chromosomensatz abweichende hdhere Suszeptibilitit fiir
DNA-Schidigung. Mit Ausnahme einer NH waren die Veranderungen anders als bei den FK

im proximalen Chromosomenabschnitt lokalisiert, so dass karzinogenetisch bedeutsame
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Verianderungen bevorzugt am g-Ende des Chromosoms zu vermuten sind (entsprechend der
MCR [minimal common region] der FK ab 125,5 Mb).

Obwohl durch die FISH-Analyse eine im Zuge der LOH-Studie angenommene Deletion des
Rb1-Genes auf Chr. 14 bei einem (25 %) strahlenassoziierten FA nicht definitiv belegt
werden konnte, korreliert dies mit den CGH-Befunden insofern, als dass eine monosomale
Chr. 14-Deletion bei 38 % der untersuchten FK nachzuweisen war. Dass es sich hierbei um
ein atypisches FA handelte, belegt die histologische Ahnlichkeit zwischen atypischem FA und
FK auf genetischer Ebene zusitzlich und legt nahe, dass es sich hierbei nicht um eine die
Invasivitdt fordernde Alteration handelt. Eine Progression des atypischen FA zum FK
erscheint hingegen unter der Vorraussetzung zusitzlicher Mutationen analog zur
Humanpathologie (Tzen et al., 2003) wahrscheinlich. Neben dem Rb1-Gen gelten aufgrund
der MCR der FK (21,9 bis 69,2 Mb) dort lokalisierte Gene als Kandidaten fiir eine mogliche
Beteiligung am karzinogenetischen Prozess.

Wihrend bei einem der beiden untersuchten Adenome von J6F2-Miusen im CGH-Profil
genauso wie bei fiinf FA der BHF1- und J6F1-Méuse und einem nicht-strahlenassoziierten
FA einer H6F1-Maus im LOH-Profil keine Verdnderungen nachzuweisen waren, fielen bei
drei (75 %) strahlenassoziierten FA v.a. médnnlicher H6F1-Miuse verschiedene deletierte
Mikrosatelliten-Loci auf den Chr. 4, 5, 6, 11, 14 und 19 auf. Demgegeniiber zeichnete sich
das andere FA (J6F2) im Array-Profil durch polyploide Zugewinne auf telomeren Abschnitten
der Chr. 4 und 5 aus. Bei den mittels LOH-Studie untersuchten Méusen besteht ebenfalls die
Moglichkeit, dass eine CGH-Analyse iibereinstimmende polyploide Zugewinne aufdecken
wiirde. Die molekularen Befunde der heterogenen Untersuchungsgruppen und Methoden
zeigen trotz der geringen Tierzahl auf, dass verschiedene genetische Alterationen und
Prozesse an der Entstehung der murinen FA komplementéir oder alternativ beteiligt sein
konnen, welche durch genetische Faktoren in Abhédngigkeit von der Mauslinie und
moglicherweise auch dem Geschlecht modifiziert werden.

Mittels LOH war bei 40 % der NH ein auf einen Mikrosatellitenmarker auf Chr. 14
beschriankter Allelverlust identifizierbar. AufBlerdem waren die in den Hyperplasien
vorliegenden Verdnderungen im CGH-Profil nur schwach ausgeprigt und von geringer
Spezifitit. Daher reflektieren die Alterationen eine allgemeine genetische Instabilitit,
wodurch karzinogenetische Prozesse begiinstigt sein konnen. Ob es sich bei den NH um
frithere Stadien (Pridneoplasien) eines progressiven karzinogenetischen Prozesses oder um

parallel auftretende Verdnderungen handelt, ist nicht abschlieBend zu kldren.
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3. Ausblick

Obwohl sich in zahlreichen Studien eine gute Korrelation zwischen Genprofil und
Expressionsmuster zeigt (Hyman et al., 2002; Pollack et al., 2002; Sweet-Cordero et al.,
2005) sind weiterfiihrende Untersuchungen zur Bestitigung vorliegender Deletionen oder
Amplifizierungen mit einer anderen Methode, genauso wie komplementire
Genexpressionsstudien auf RNA- oder Proteinebene unerldsslich. Diese Moglichkeit ist
jedoch im Rahmen der vorgelegten Arbeit ob der limitiert zur Verfligung stehenden
Probenmaterialmenge, welche im Zuge der durchgefiihrten Analysen weitestgehend erschopft
ist, nur in Einzelfdllen weiterhin gegeben.

Die vorliegende Untersuchung kann als Grundlage fiir weitere Studien dienen, wobei die
Analyse eines homogenen Probenmaterials (bzgl. genetischem Hintergrund) mit evtl.
gestaffelten Altersgruppen zu einem besseren Verstidndnis der bedeutsamen Mechanismen bei
(strahleninduzierter) Schilddriisenkarzinogenese und Progression beitragen kann. Aus der bei
vorliegender Arbeit standardisierten histologischen Klassifizierung und der etablierten CGH-
Analyse aus murinem FFPE-Gewebe ergibt sich die Mdglichkeit, im Rahmen ergidnzender
Studien die Beteiligung spezifischer, bei vorliegender Studie in Hypothese gestellter
Mechanismen einer ndheren Betrachtung zu unterziehen. Neben weiteren genomumfassenden
Analysen wire es moglich, die Analysen auf bestimmte Kandidatengenorte zu fokussieren,
und ferner die Rolle einer zu Onkogen-Uberexpression fithrenden chromosomalen
Rearrangierung (v.a. ret/PTC, Pax/Ppar, TRK) zu eruieren. Im Zuge fortschreitender
Erkenntnisse gilt es somit die Vergleichbarkeit bzw. eine nicht- oder existierende Homologie
zwischen humaner und muriner strahlenassoziierter Schilddriisenkarzinogenese abschlieBend
zu belegen. Die murinen Tumoren zeigen eine deutliche Entsprechung zu den humanen
follikuldaren Tumoren FA und FK und sind demzufolge gut geeignet, die genetischen
Mechanismen bei der Initiation und Progression dieser Tumoren, aber auch bei der
Transformation hyperplastischer Ldsionen zu analysieren. Weiterhin ist in Erwédgung zu
ziehen, dass es sich bei der humanen ret/PTC-Rearrangierung zwar um eine mit der Zellkern-
Morphologie des PK assoziierte Verdnderung handelt, die aber moglicherweise dennoch von
untergeordneter karzinogenetischer Bedeutung sein konnte. Demnach besteht trotz der
speziesbedingten histomorphologischen Divergenz die Aussicht, anhand des Modells
entscheidend an der strahlenassoziierten Karzinogenese der PK beteiligte Gene zu
identifizieren, zumal das biologische Verhalten der murinen Tumoren Ubereinstimmungen

mit dem humanen PK aufweist.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Schilddrisenkarzinome sind beim Menschen die weltweit haufigsten malignen endokrinen
Tumoren. Dariiber hinaus wurde in Folge des Reaktorungliickes von Tschernobyl 1986 v. a.
bei Kindern eine deutliche Inzidenzzunahme in Form tiberwiegend papillarer Karzinome (PK)
erfasst. Auf Grund der Relevanz der Erkrankung war es das Ziel dieser Arbeit, ein
Mausmodell fur strahleninduzierte Schilddriisenkarzinogenese anhand eines standardisierten
histologischen Klassifizierungsschemas sowie mittels molekulargenetischer Studien zu
etablieren.

Vor Beginn der Untersuchung wurde trachtigen und laktierenden Mutterméusen das

Radiojodisotop I***

in einer Dosis von 111 kBqg zweimalig intraperitoneal bei gleichzeitiger
Jodmangeldiat appliziert, um gezielt Schilddrisentumoren bei deren Nachkommen (F1- und
F2-Hybride der Mauslinien C57/BL6, C3H, JF1 und BALB/c) hervorzurufen. Das hieraus
resultierende Sektionsmaterial wurde der vorliegenden Studie zur Verfugung gestellt.

Die Schilddrisen von 203 Radiojod-exponierten (1131-Mause) und 162 Kontrolltieren wurden
histologisch untersucht. Dabei wurden im Sinne einer komparativen interdisziplindren
Pathologie die humanpathologischen Klassifizierungskriterien und Termini zu Grunde gelegt
(WHO, 2004). Die Untersuchung ergab in der Gruppe der Radiojod-exponierten Tiere 24 %
simple Hyperplasien (SH), 20 % noduldre Hyperplasien (NH), 7 % follikulare Adenome (FA)
und 5 % follikulare Karzinome (FK), unter den Kontrolltieren je 3 % SH und NH sowie je
1% FA und FK (Spontantumoren). Obwohl es sich im Gegensatz zu humanen
strahlenassoziierten Karzinomen nicht um PK, sondern ausschlieBlich um FK handelte, war
hier ein intermedidrer Tumortyp mit z. T. einem humanen PK &hnlichem biologischem
Verhalten zu beobachten. Das bei den strahlenexponierten Mausen signifikant erhéhte
Auftreten von Hyperplasien sowie deren gehdufte Koexistenz mit den FK legt die Vermutung
einer bestehenden Progression oder zumindest einer die Karzinogenese begunstigenden
Konstellation bei hyperplastischer Erkrankung nahe.

Zur Exploration der molekulargenetischen Aberrationen in den Schilddriisentumoren wurden
die Loss of Heterozygosity (LOH) -Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die
»komparative genomische Hybridisierung”“ (CGH) und erganzend die ,,Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) angewandt. Bislang findet sich in der Literatur noch keine etablierte
Anwendung der CGH bei der Maus aus Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem (FFPE-)
Gewebe, so dass ein wesentlicher Bestanteil der vorliegenden Arbeit der Evaluierung dieser
Methode galt.
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Bei 40 F1-Mdusen (sieben gesunde Schilddriisen [opB], 12 SH, 10 NH, 10 FA, ein FK) wurde
eine LOH-Studie mit 36 Mikrosatelliten-Markern auf neun verschiedenen Loci durchgefiihrt.
Allelverluste waren - abgesehen von einer auf einen Marker auf Chromosom (Chr.) 14
beschrankten LOH bei 40 % der NH der H6F1-Ma&use - ausschliellich bei 75 % der
strahlenassoziierten FA bei H6F1-Mé&usen auf den Chr. 4, 5, 6, 11, 14 und/oder 19 zu
identifizieren und lassen vermuten, dass ein mauslinienspezifischer genetischer Faktor mit
Einfluss auf das allelische Gleichgewicht besteht. Im Falle eines atypischen FA der genannten
H6F1-Mduse mit LOH besteht auch nach ergénzend durchgefuhrter FISH-Analyse mit einer
intragenischen Rb1-Sonde weiterhin der Verdacht, dass das Rbl-Tumorsuppressorgen auf
Chr. 14 deletiert und von karzinogenetischer Bedeutung sein kann.

Die CGH-Analyse erfolgte bei 21 verschiedenen F2-Mdausen (zwei opB, eine SH, 12 NH,
zwei FA und acht FK). Eine dadurch nachgewiesene genetische Instabilitat bei 46 % der
Hyperplasien in Form von wenigen regional begrenzten Verdnderungen ohne bevorzugte
Lokalisation kann eine maligne Progression begunstigen. Bei einem der beiden FA waren
zwei polyploide regionale Alterationen g-terminal der Chr. 4 und 5 erkennbar und begriinden
den Verdacht auf dort lokalisierte Onkogene. Zugleich wird unter Einbeziehung der LOH-
Ergebnisse ein breites Spektrum der bei der murinen FA-Entstehung beteiligten genetischen
Alterationen ersichtlich. Die FK hingegen zeigten eine signifikante Zunahme an
Aneuploidien, mit gehduftem Auftreten von Monosomien der Chr. 4 (88 %), 9 (50 %) und 14
(38 %). Da bei dem einzigen vorhandenen spontanen FK der Kontrolltiere ebenfalls eine
Deletion der Chr. 4 und 9 vorlag, handelt es sich hierbei vermutlich um einen essentiellen
karzinogenetischen Mechanismus beim murinen FK. Durch Strahlenexposition erhoht sich
demnach primar die Inzidenz der chromosomalen Aberrationen, nicht jedoch die Art.
Detaillierte Einblicke in molekulargenetische Verénderungen bei der
Schilddrisentumorentstehung im Mausmodell, kdnnen fortschreitende Erkenntnisse tber die
Pathogenese verschiedener Tumortypen liefern. In sinnvoller Ergdnzung mit den Ergebnissen
humanpathologischer und in Zellkultur durchgefiihrter Studien tragen diese zu einem besseren
Verstandnis der beteiligten Stoffwechselwege mit diagnostischer, prognostischer oder
therapeutischer Relevanz bei. Die Resultate der vorgelegten Studie zeigen eine deutliche
morphologische und genetische Divergenz zwischen humanen (PK) und murinen (FK)
strahlenassoziierten Schilddriisentumoren, offenbaren jedoch eine groRe Similaritat zu den
humanen follikularen Tumoren, und kdnnen viel versprechende Erkenntnisse bezuglich der
Karzinogenese, Initiation und Progression der follikuldren Tumoren FA und FK liefern,
welche aus einem kooperativen Effekt von Radiojod und Jodmangel resultiert.
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SUMMARY

Gabriele Cornelia Holzlwimmer

Histological and Molecular Genetic Analysis of Radiation-induced Thyroid Tumors in a
Mouse Model

Thyroid cancer derived from follicular epithelial cells is the most common endocrine
malignancy in man. An increased incidence of predominantly papillary thyroid carcinomas
(PTC) was found in children exposed to radiation after the Chernobyl nuclear accident in
1986. Therefore, in this study, the goal was to establish a mouse model of thyroid
carcinogenesis, based on a standardized histological classification scheme for the murine
thyroid tumors, and complemented by molecular genetic analyses.

In previous studies, radioiodine (1131, 111 kBq) was injected into iodine deficient fed mothers
of various mouse strains (F1-hybrids and backcrosses of C57/BL6, C3H, BALB/c, and JF1).
The first injection was applied during gestation and the second during lactation. The necropsy
tissue was submitted for the analysis in this study.

A set of 365 thyroid glands (203 irradiated and 162 control mice) was histological examined
following the current WHO classification of human thyroid tumors (2004) for comparative
purposes. The irradiated mice showed 24 % of cases with simple hyperplasia (SH), 20 % with
nodular hyperplasia (NH), 7 % with follicular thyroid adenoma (FTA), and 5% with
follicular thyroid carcinoma (FTC) whereas in the control group only 3 % SH, 3 % of NH,
1% of FTA, and 1% of FTC were observed. Interestingly, no PTC was diagnosed in the
mice, which is the most frequent irradiation-related type of thyroid cancer in human.
Therefore, the histological type of the radiation-associated thyroid tumors in mice differs from
that in human. However, some cases of murine FTC presented PTC-like biological behavior.
In addition to the significant increase of hyperplasias in irradiated mice, most of the FTC
(82 %) arose amongst a background of hyperplastic nodules. Therefore, a progression from
NH to FTC, based on genetic instability, cannot be ruled out.

The following molecular methods were used: PCR- (polymerase chain reaction-) based loss of
heterozygosity (LOH), comparative genomic hybridization (CGH), and fluorescence-in-situ-
hybridization (FISH). Since the CGH-study in mice using formalin-fixed paraffin-embedded
tissue (FFPE) is not yet established, an important part of the study was dedicated to evaluate
this methodology.

The LOH-study was performed with thyroid gland tissue from 40 mice (seven normal thyroid
glands, 12 SH, 10 NH, 10 FTA, and one FTC) using 36 microsatellites for nine different loci.

122



VI. ZUSAMMENFASUNG / SUMMARY

With the exception of an LOH with a single microsatellite on chromosome 14 in 40 % of NH,
LOH was found in 75 % of the irradiated male mice with H6F1-background on chromosomes
4, 5, 6, 11, 14, and/ or 19. This suggests the existence of a mouse strain specific genetic
predisposition, which influence on the genetic stability. One of the FTA (an atypical FTA)
was highly suspicious for a deletion of the tumorsuppressorgene Rb1 (supported by intragenic
FISH-analysis), which could play an important role in the thyroid carcinogenesis.

For the CGH-study, thyroid tissue derived from 21 different mice (F2-hybrids) was analyzed
(two normal thyroid glands, one SH, 12 NH, two FTA, and eight FTC). In 46 % of the
hyperplasias, small chromosomal gains and losses located on different chromosomes were
observed; suggesting that there exists a genetic instability, which may lead eventually to
malignant progression. Regional polyploidies on chromosomes 4 and 5 were demonstrated in
one of the FTAs, which could be a hint for the location of oncogenes. Taken together, in FTA
development there is a broad spectrum of genetic alteration, and by inference mechanisms. In
contrast, the FTC exhibited a significant increase of specific aneuploidies, mainly deletions of
the chromosomes 4 (88 %), 9 (50 %), and 14 (38 %). Identical alterations of chromosomes 4
and 9 were also observed in the one case of an FTC from a non-irradiated mouse. These data
indicate that irradiation, most probably, increases the frequency of genetic changes, but does
not change the type of genetic alterations, which play a crucial role in thyroid carcinogenesis
in mice.

A Dbetter understanding of molecular genetics involved in thyroid tumorigenesis in
standardized mouse models may give insight into the pathogenesis of the various tumor types.
Together with the results from human pathology and in vitro studies, this may lead to a better
knowledge about the molecular pathways with diagnostic, prognostic, and therapeutic
relevance. The results of this study demonstrate a morphological and genetical difference
between human (PTC) and murine (FTC) radiation-associated thyroid tumors, but a strong
similarity to the human follicular tumors. Therefore, this mouse model serves as a good model
of carcinogenetic mechanisms, tumor induction, and progression in the human follicular
tumors FTA and FTC, resulting from the cooperative effect of radioiodine exposition and

iodine deficiency.
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1. Materialien

1.1.  Herstellungsrezepte fir die verwendeten Losungen

TBS-Puffer fir IHC: 300 mi NaCl-Lésung (250 g NaCl in 3 | destilliertem Wasser)

300 mi Tris-Puffer (181,7 g Tris in 3 | destilliertem Wasser)

2,41 destilliertes Wasser

pH 7,6
Zitratpuffer fir IHC: 10 mM Zitratpuffer pH6

0,1% Tween 20
SDS-Lysepuffer fir DNA-Extraktion aus FFPE:

50 mM TrispH 8

100 mM EDTApH 8

100 mM Natriumchlorid

1% SDS
PCR-Puffer: 0,2 mM je dNTP

1,5mM Magnesiumchlorid

60 mg/ml Succhrose

40 pg/mi Kresolrot
Hybridisierungslésung fir CGH: 100 pl Maus-Cotl DNA [1 pg/pl]

25 pl tRNA aus Hefen [20 pg/pl]

1ul Glykogen [20 mg/ml]

25 ul 5M Ammoniumazetat

500 pl 100%iges Ethanol
Spiillésung fiir CGH: 0,1% SDS

ad 1000 mi MilliQ-Wasser®
Prahybridisierungslésung fir CGH: 25% deionisiertes Formamid

5X SSC

0,1% SDS

0,01 % BSA

ad 100 ml MilliQ-Wasser ®
Feuchtkammer-L&sung bei CGH: 50 % deionisiertes Formamid

2X SSC

ad 100 ml MilliQ-Wasser®

pH7
Waschldsung 1 bei CGH: 2X SSC

0,2 % SDS

ad 1000 mi MilliQ-Wasser®
Waschldsung 2 bei CGH: 2X SSC

ad 1000 mi MilliQ-Wasser®
Waschlésung 3 bei CGH: 0,2x 0,2x SSC

ad 1000 mi MilliQ-Wasser®
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VI

Blockldsung fiir FISH: 3%

4x

0,1 %
10,78 ¢
5590
0,58 ¢
ad 1000 |

TBE-Puffer:

1.2.

Ammoniumazetat (NH4Ac 5 M)
Avidin-HRPO (300 pg/ml)

Biotherm™ DNA-Polymerase 5000u, 5u/pl
BSA (Bovines Serum Albumin), pH7, 50g
DAB

Dextran-Sulfat (Natrium-Salz), 5¢

Dyes (6x Loading Dye Solution)

EDTA (Ethylendiamintetraessigséure)
Eindeckmedium Eukitt®

Ethanol

Ethidiumbromid

Fluorlink Cy3-dUTP, 25 nM

Fluorlink Cy5-dUTP, 25 nM

Formamid dejonisiert (1 1)

Glykogen [20 mg/ml]

i-View-Inhibitor (3%ige Hydrogenperoxid-L&sung)
MilliQ®-Wasser

Natriumchlorid

Natriumthiocyanat (NaSCN)

NP40 (Nonidet® P40)

Obijekttrager SuperFrost Plus

PBS,pH 7,4

Proteinase K 20 pg/ul

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

BSA
SSC
NP40
Tris pH8
Borséure
EDTA

destilliertes Wasser

SSC (Sodium Chloride-Sodium Citrate), 20fach konzentriert

Tris (Hydroxymethyl-Aminomethanhydrochlorid) pH8

tRNA aus Hefen (Yeast tRNA) [20 pg/pl]
Tween 20
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Sonstige Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Sigma Aldrich

Ventana Medical Systems
GeneCraft, Deutschland
Sigma Aldrich
Diaminbenzidin

Sigma Aldrich

Fermentas

Roth, Karlsruhe

Firma Kindler, Freiburg
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Merck, VWR International Eurolab
Roche Diagnostics, Mannheim
Ventana Medical Systems
Millipore

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Boehringer Mannheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich

Merck, Darmstadt

Serva

Sigma Aldrich

Merck, Darmstadt

GIBCO, Invitrogen

Serva
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2. Tabellenanhang

Tab. VIII.1. Verwendete Mikrosatelliten-Marker: Sequenzen der Vorwarts- und Rickwartsprimer nach MGI

Internet-Datenbank (http://www.informatics.jax.org/menus/marker _menu.shtml)

Mikrosatellit Vorwdrts-Primer Rickwdrts-Primer

D2Mit493 GTCTCTACCTGAGTTTCCATCACA TCCCGAGTTGTCCCTCTATG
D2Mit37 TGTGCAAGCCAGAAAAGTTG GAAGGGGATTGTAAATTGGTACC
D2Mit27 AGGCTAAGCCTTGCATCAAA GTCGCAAAATGTGGATGATG
D4Mit166 GGTCATGGGTGAAAAGAATTG GAGTAGGTAGGTAGGGAAGCAGG
D5Mit345 ATCTTGATCCTCCTGCTTTAACC CAAAGTTGCCACAGATATTTGC
D5Mit193 TGTCTTTAAAGTGGCCCAGG TGTTTTCTATGTGTTTTATATGCTTCA
D5Mit346 CTGTGCCTCTGTCTGTGCAA GCACTTCCATATTAGAGGAGTTTG
D5Mitl AATAAAGCTGTGAGGTAAACCCC GAAACAAATGATTGTTTTGAGCC
D5Mit61 TGTGAGGGTGTTTGAGAGACA AAAGCTCTGAGTTTGATACACAAA
D5Mit348 CTGACCAGAACACAGCATAGTACA TTTAAAATAGGAAAAGCATTCTTTCC
D5Mit349 TCCAGTTCTCATAGATGTCTAAGCC CTTCTGTGTATCTACACCACTGGG
D5Mit347 CTCTCATTCTGTTTCCTTTTCTCC CTTACAAAAATCATGCACATGTAGG
D5Mit13 CATCGTTGCTCTTGACAGGA CCGGGAGAACCCAAATAAGT
D5Mit352 CCCAGAGCCCACATCAAG TAGGTGGGTGTGTCTCTCCC
D6Mitl GGCACATTTGCCTTTGTTTT TCTCCTATCTCTCCACCTTTTCC
D6Mit74 CATGTGCAGTGTAAGTAAGACCTC TCTCCTCCATCCTTCTCCAT
D6Mit207 TAATGTTGGAGGTATTACTTTGTGTG AACTACATCCAAAAAACTCACAAGA
D6Mit243 CTGCTTGTCCTTTGACCTCC CTGGTTTCCTGATTTTTATATTAAATG
D7Mit228 ATTCTTGGCCTTTTCTTGTAACA AAACCTCCACACTGACTTCCA
D7Mit80 AGCAACACAGATTGGACTTGG CATCCTTCTGACTCTTTCCCC
D11Mitl77 GTAATGGTTATCACAGGAAGTTTGG ACCCAGTCTGCAAACATAACC
D14Mit34 GCAGAAGGGTGATTTCCTTG TACACGCATGATGCAGACAA
D11Mit35 AGTAACATGGAACATCGACGG TGCTCAGCTCTGGAGTGCTA
D11Mit38 CCACTATATCCTTAAAGACACGGG TCTGAACCACAAATGTAAACAAGG
D14Mit215 TTTTAATTTGTGTGTGACTGAGTGG ACATGCCTGTGAGGTGAGC
D14Mit225 GATATATCAAGGCTTCCTAAACACA TCAGCATGCAGTTTAAAGTAGATG
D14Mit69 TCCTCTCCCATCATACAATGG GTCCTCTAACCTCCATCCAGC
D14Mit125 GTTGAGGTCCCACTGCAAAT TTGAAGGAGATATATCACTCTGTGTG
D14Mit34 GCAGAAGGGTGATTTCCTTG TACACGCATGATGCAGACAA
D15Mit171 CCCATCAGTCCAAGAGAGATG AGGTGTACAGAAGTTCAGAAACAGC
D19Mit41 AGCCCTCCACCCAGTTTC TCTGGGGAAAAAGGATGAGA
D19Mit40 CAGGGTAGTATTGCAGATAATCAA AAAGTTTCTTTGTGTGTGCACG
D19Mit46 ACCCTGCCCTCTCTCTCC GCACTCGCCAACTCAGGTAT
D19Mit19 CCTGTGTCCATACAGGCTCA ACCATATCAGGAAGCACCATG
D19Mit17 GCCCACCTTTATATAGAAACATGC TAAAACATGAGGCAAGCTTAAGC
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Tab. VIIL.2. Verwendete Mikrosatelliten-Marker und deren Lokalisation auf den Chromosomen in Basenpaar

(bp) und Zentimorgan (cM) laut MGI-Datenbank  (http://www.informatics.jax.org/menus/marker_menu.shtml).

Die Zahl nach dem D gibt jeweils das Chromosom an (z. B. D2Mit27 ist auf Chromosom 2). Die letzte Spalte
enthalt die F1-Hybride bei welchen der jeweilige Marker angewandt wurde (eingeklammerte Mauslinien sind

beziiglich des angewandten Markers wenig informativ).

Chromosom  Mikrosatellit Lokalisation (bp) Position (cM) F1-Mausgruppen

2 D2 Mit 27 k. A 87 BH
D2 Mit 37 74.494.612 - 74.494.783 45 (He6), J6, BH
D2 Mit 493 153.664.347 - 153.664.456 72,1 H6, J6
D4 Mit 166 93.366.857 - 93.367.013 44,5 H6
D5 Mit 1 17.129.970 - 17.130.106 5 J6
D5 Mit 13 37.712.393 - 37.712.583 20 H6
D5 Mit 61 21.374.269 - 21.374.367 8 (He, J6)
D5 Mit 193 4.238.832 -4.238.967 1 H6
D5 Mit 345 4.229.461 - 4.229.558 1 H6, BH
D5 Mit 346 4.885.434 - 4.885.561 1 (H6)
D5 Mit 347 k. A. 8 (He6)
D5 Mit 348 24.429.184 - 24.429.306 8 (He6)
D5 Mit 349 24.479.227 - 24.479.366 8 H6, BH
D5 Mit 352 35.931.828 - 35.931.937 20 H6

6 D6 Mit 1 15.094.274 - 15.094.496 2,8 H6, (J6)
D6 Mit 74 48.656.142 - 48.656.291 20,5 H6, J6
D6 Mit 207 44.395.478 - 44.395.623 19 H6
D6 Mit 243 72.244.404 - 72.244.519 30,4 H6

7 D7 Mit 228 39.798.667 - 39.798.813 18 (He6)
D7 Mit 80 40.012.301 - 40.012.445 18 (He6)

11 D11 Mit 35 k. A. 47,59 BH
D11 Mit 38 k. A. 49 H6, (J6)
D11 Mit 177 65.029.080 - 65.029.210 36 (He), BH

14 D14 Mit 34 70.383.286 - 70.383.441 40 BH
D14 Mit 69 75.358.279 - 75.358.421 43 J6, BH
D14 Mit 125 86.458.079 - 86.458.237 443 H6, (J6)
D14 Mit 215 57.321.174 - 57.321.296 22,5 Hé, J6
D14 Mit 225 73.664.369 - 73.664.489 42,5 H6, (J6)

15 D15 Mit 171 89.885.124 - 89.885.256 54,5 (He6), J6

19 D19 Mit 17 45.604.911 - 45.605.050 43 J6
D19 Mit 19 39.493.130 - 39.493.267 26 H6, (J6)
D19 Mit 40 25.403.418 - 25.403.529 25 (He6), J6
D19 Mit 41 18.743.419 - 18.743.582 16 Hé, J6
D19 Mit 46 33.001.204 - 33.001.316 24 (BH)

k. A. = keine Angaben
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Vil. ANHANG

Tab. VII11.3. Mikrodissezierte Proben fiir die LOH-Untersuchung (Mauslinie, Geschlecht, Alter, Radiojod-

Gabe und histologischer Befund des mikrodissezierten Gewebes)

Proben-Nr.  Mauslinie  Geschlecht*  Alter (Tage) Radiojod-Gabe Histologischer Befund

03/930 H6F1 m 132 ja opB

609 HE6F1 m 524 ja opB

615 H6F1 m 524 ja opB

658 H6F1 f 524 ja opB

660 H6F1 m 524 ja opB

661 H6F1 m 524 ja opB

*910 H6F1 f 477 ja opB

*433 H6F1 m ja simple Hyperplasie

*656 H6F1 f 525 ja simple Hyperplasie

862 H6F1 f 476 ja simple Hyperplasie®

870 H6F1 f 476 ja simple Hyperplasie

871 H6F1 f 476 ja simple Hyperplasie

872 H6F1 f 476 ja simple Hyperplasie*

895 H6F1 m 476 ja simple Hyperplasie

896 H6F1 m 476 ja simple Hyperplasie*

897 H6F1 m 475 ja simple Hyperplasie*

936 H6F1 m 478 ja simple Hyperplasie

937 H6F1 m 478 ja simple Hyperplasie

655 H6F1 f 525 ja nodulére Hyperplasie

868 H6F1 f 476 ja nodulére Hyperplasie

873 H6F1 f 476 ja nodulére Hyperplasie

875 H6F1 f 476 ja nodulére Hyperplasie

876 H6F1 f 476 ja nodulére Hyperplasie

920 H6F1 f 477 ja nodulére Hyperplasie

922 H6F1 m 477 ja nodulére Hyperplasie

923 H6F1 m 477 ja nodulére Hyperplasie

*928 H6F1 f 478 ja nodulére Hyperplasie

*929 H6F1 f 478 ja nodulére Hyperplasie

930 H6F1 f 478 ja nodulére Hyperplasie

03/1920 H6F1 m 251 ja nodulére Hyperplasie

653 H6F1 m 525 ja atypisches FA

869 H6F1 f 476 ja FA

874 H6F1 f 476 ja FA

934 H6F1 m 478 ja FA

951 H6F1 f 468 nein FA

931 J6F1 f 483 ja atypisches FA in NH

932 J6F1 f 483 ja multiple FA

933 J6F1 m 483 ja FA in NH

846 BHF1 m 481 ja FA

847 BHF1 m 481 ja opB

848 BHF1 m 480 ja simple Hyperplasie

850 BHF1 f 473 ja simple Hyperplasie

855 BHF1 f 473 ja simple Hyperplasie

828 BHF1 f 478 ja FA

829 BHF1 m 479 ja FK
Legende:

*FUnf der 45 Proben konnten mangels Gewebematerial nicht in die LOH-Studie mit eingeschlossen werden
'Der Befund bezieht sich auf das mikrodissezierte Material, und wich in drei Fallen vom histologischen
Gesamtbefund (noduldre Hyperplasie) ab
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Vil. ANHANG

Tab. VII1.4. Mikrodissezierte Proben fur die CGH-Analyse (Mauslinie, Geschlecht, Alter, Radiojod-Gabe und
histologischer Befund des mikrodissezierten Gewebes) sowie eingesetztes Referenzgewebe.

Proben-Nr.  Mauslinie  Geschlecht®  Alter (d)  1131-Gabe Histologischer Befund? Referenzgewebe®
598 J6F2 m 538 ja opB FFPE
593 J6F2 m 537 ja opB FFPE
*584 J6F2 w 536 ja simple Hyperplasie FFPE
592 J6F2 m 537 ja simple Hyperplasie FFPE
86 J6F2 m 337 ja nodulére Hyperplasie FFPE
171 J6F2 m 350 nein noduldre Hyperplasie FFPE
582 J6F2 w 536 ja noduldre Hyperplasie FFPE
778 J6F2 w 475 ja nodulére Hyperplasie TT
782 J6F2 w 475 ja noduldre Hyperplasie FFPE
792 J6F2 m 479 ja noduldre Hyperplasie FFPE
795 J6F2 w 479 ja nodulére Hyperplasie FFPE
796 J6F2 w 479 ja nodulére Hyperplasie TT
1548 J6F2 m 230 ja noduldre Hyperplasie FFPE
1887 J6F2 m 242 ja noduldre Hyperplasie mit FFPE

solidem Knoten

1888 J6F2 m 317 ja noduldre Hyperplasie mit FFPE
solidem Knoten
662 H J6F2 w 534 ja noduldre Hyperplasie FFPE
662 A J6F2 w 534 ja FA (mikrofollikuldr) FFPE
798 s J6F2 w 480 ja FA (solide) FFPE
590 J6F2 w 537 ja multizentrisches FK und SH FFPE
665 s JHF2 m 534 ja FK (solide) FFPE
665 p JHF2 m 534 ja FK (papillér-solide) FFPE
669 JHF2 w 534 ja multizentrisches FK (solide) FFPE
793 s J6F2 m 480 ja FK (solide) FFPE
793 m J6F2 m 480 ja FK (solide-makrofollikulér) FFPE& TT
798 m J6F2 w 480 ja FK (solide-mikrofollikular) FFPE - Mix
*802 JHF2 m 472 ja FK (gemischt) FFPE
961 J6F2 w 476 nein multizentrisches FK FFPE& TT
Legende:

Geschlecht: f = weiblich, m = mannlich
’Der Befund entspricht dem bei Mikrodissektion gewonnenen Material und muss nicht der Diagnose der
gesamten Schilddriise entsprechen: opB = ohne pathologischen Befund, FA = Adenom, FK = Karzinom
3Referenzgewebe:
FFPE = Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes, mikrodisseziertes Gewebe,
TT = Schwanzspitzengewebe,
FFPE-Mix = Mischung aus FFPE-Referenzgewebe aller Ubrigen weiblichen Mause
*Nr. 802 und 584 wurden wegen zu geringer DNA-Menge im Isolat nicht in die Auswertung miteinbezogen
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Vil. ANHANG

Tab. VIIL5. Alle pathologischen Befunde der HG6F1-Hybridmause, sortiert nach Fall-Nummern: (in
Klammern steht jeweils die Anzahl gleichartiger L&sionen)

Fall-Nr.  1131- Geschlecht  Alter Befund 1 néhere Beschreibung Befund 2
Gabe (d)

03/1920 ja m 251 NH pseudopapillar

03/1928 ja m 253 SH parenchymatdse Struma

163 ja m 349 SH kolloide Struma

433 ja m SH pseudopapillare Hyperplasie

653 ja m 525 FA (1) atypisch, mikrofollikular

655 ja w 525 NH (multipel) gemischt

656 ja w 525 SH parenchymattse Struma

861 ja w 476 SH parenchymattse Struma

862 ja w 476 NH (1) pseudopapilléar

863 ja w 476 SH pseudopapillére Hyperplasie

867 ja w 476 NH (multipel) pseudopapilléar

868 ja w 476 NH (2) gemischt

869 ja w 476 FA (1) makrofollikular NH (multipel)

870 ja w 476 SH Struma mit Pseudopapillen

871 ja w 476 SH Struma mit Pseudopapillen

872 ja w 476 NH (multipel) gemischt

873 ja w 476 NH (multipel) gemischt

874 ja w 476 FA (1) follikular SH

875 ja w 476 NH (multipel) gemischt

876 ja w 476 NH (multipel) gemischt

895 ja m 476 SH Struma mit Pseudopapillen

896 ja m 476 NH (2) gemischt

897 ja m 475 NH (1) gemischt

898 ja m 476 opB Zyste

899 ja m 475 opB Zyste

907 ja m 477 opB Zyste

912 ja w 476 SH parenchymatdse Struma

915 ja m 477 SH pseudopapillare Hyperplasie

916 ja m 477 opB Zyste

917 ja w 476 NH (1) zystisch-pseudopapillar

918 ja w 476 FA (1) follikul&r

919 ja w 476 NH (1) pseudopapillér

920 ja w 477 NH (multipel) gemischt

921 ja m 476 opB Zyste

922 ja m 477 NH (multipel) gemischt

923 ja m 477 NH (2) gemischt

928 ja w 478 NH (1) mikrofollikular

929 ja w 478 NH (2) gemischt

930 ja w 478 NH (2) pseudopapillar

934 ja m 478 FA (1) mikrofollikular SH

935 ja m 478 SH parenchymattse Struma

936 ja m 478 SH Struma mit Pseudopapillen

937 ja m 478 SH Struma mit Pseudopapillen

951 nein w 468 FA (1) mikrofollikul&r-solide

953 nein w 468 opB Zyste

954 nein w 468 opB Zyste

958 nein m 468 opB Zyste
Legende:

Geschlecht: w = weiblich, m = ménnlich
SH = simple Hyperplasie, NH = nodulare Hyperplasie, FA = follikulares Adenom, FK = follikuldres Karzinom
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Vil. ANHANG

Tab. VIIL6. Alle pathologischen Befunde der BHF1-Hybridmause, sortiert nach Fall-Nummern:

Fall-Nr.  1131- Geschlecht  Alter Befund 1 néhere Beschreibung Befund 2
04/ Gabe (d)

756 nein m 505 opB Zyste
828 ja m 473 FA (1) makrofollikular

829 ja m 480 FK (1) solide NH (multipel)
846 ja m 480 FA (1) mikrofollikular

848 ja w 473 SH parenchymattse Struma

849 ja w 473 SH parenchymattse Struma

850 ja w 478 SH parenchymatdse Struma

855 ja m 479 SH Struma mit Pseudopapillen

857 ja m 478 SH parenchymatdse Struma

858 ja m 478 SH Struma mit Pseudopapillen

859 ja w 478 SH Struma mit Pseudopapillen

860 ja w 481 SH parenchymattse Struma

864 ja m 481 SH parenchymattse Struma

865 ja m 481 SH parenchymatdse Struma

Tab. VIIL7. Alle pathologischen Befunde der J6F1-Hybridmause, sortiert nach Fall-Nummern:

Fall-Nr.  1131- Geschlecht Alter Befund 1 néhere Beschreibung Befund 2
04/ Gabe (d)
931 ja w 483 FA (1) atypisch, solide- NH (1)
mikrofollikul&r
932 ja w 483 FA (2) atypisches solides FA
und follikulares FA
933 ja m 483 FA (1) follikular NH (1)

Tab. VIIL8. Alle pathologischen Befunde der JHF1-Hybridmause, sortiert nach Fall-Nummern;

Fall-Nr.  1131- Geschlecht  Alter Befund 1 nahere Beschreibung Befund 2
04/ Gabe (d)

608 ja m 535 SH Struma mit Pseudopapillen

610 ja w 529 FA (1) mikrofollikular NH (1)
611 ja w 529 FA (1) solide-mikrofollikular SH

612 ja w 529 FK (1) solide FA (1), NH (2)
630 ja w 531 SH parenchymattse Struma

Legende fir die Tabellen VI111.6.-8.:
Geschlecht: w = weiblich, m = mannlich
SH = simple Hyperplasie

NH = nodulédre Hyperplasie

FA = follikulares Adenom

FK = follikulares Karzinom

147



Vil. ANHANG

Tab. VIILY. Alle pathologischen Befunde der J6F2-Hybridmause, sortiert nach Fall-Nummern:

Fall-Nr.  1131- Geschlecht  Alter Befund 1 néhere Beschreibung Befund 2

04/ Gabe (d)

03/1548 ja m 230 NH (multipel) solide-makrofollikular

03/1887 ja m 242 NH (multipel) solide-follikular solider Knoten

03/1888 ja m 317 NH (multipel) gemischt solider Knoten

86 ja m 337 NH (multipel) mikrofollikular

171 nein m 350 NH (3) solide-mikrofollikular

244 ja w 391 SH Struma mit Pseudopapillen

386 ja w 420 NH (multipel) mikrofollikular

395 ja w 499 SH parenchymattse Struma

582 ja w 536 NH (2) follikular

584 ja w 536 SH Struma mit Pseudopapillen

585 ja m 536 SH parenchymattse Struma

587 ja m 536 opB Zyste

588 ja w 537 opB Zyste

589 ja w 536 FK mikrofollikulér-solide SH

590 ja w 537 FK (multipel) microfollikulér-solide SH

592 ja m 537 SH Struma mit Pseudopapillen

596 ja m 538 SH

597 ja m 538 NH (1) follikular

599 ja w 538 SH parenchymatdse Struma

662 ja w 534 FA (1) mikrofollikular-solide NH

663 ja w 534 opB Zyste

666 ja m 534 opB Zyste

778 ja w 475 NH (multipel) mikrofollikulér-solide

780 ja w 475 FA (2) mikrofollikulér-solide

781 ja w 475 SH pseudopapillare Hyperplasie

782 ja w 475 NH (3) mikrofollikular

783 ja m 475 NH (1) mikrofollikular Zyste

784 ja m 475 NH (multipel) gemischt

785 ja m 474 NH (2) mikrofollikular

792 ja m 479 NH (multipel) solide-follikular

793 ja m 480 FK (2) solide bzw. NH
macrofollikulér-solide

794 ja w 479 opB Zyste

795 ja w 479 NH (multipel) follikular

796 ja w 479 NH (multipel) solide-mikrofollikular

798 ja w 480 FK (1) solide-mikrofollikular FA (solide)

960 nein w 476 NH (1) mikrofollikular

961 nein w 476 FK (multipel) solide-mikrofollikular

962 nein m 476 NH (1) mikrofollikular

963 nein m 476 NH (2) gemischt

Legende:

Geschlecht: w = weiblich, m = mannlich

SH = simple Hyperplasie
NH = nodulére Hyperplasie
FA = follikulares Adenom
FK = follikulares Karzinom
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Tab. VIIL.10. Alle pathologischen Befunde der JHF2-Hybridmause, sortiert nach Fall-Nummern:

Fall-Nr.  1131- Geschlecht  Alter Befund 1 néhere Beschreibung Befund 2
04/ Gabe (d)
03/1927 ja m 256 NH (3) mikrofollikuléar
03/2098 ja m 352 SH kolloide Struma
162 ja m 354 SH parenchymatdse Struma
253 ja w 467 SH kolloide Struma
320 ja m 482 NH (multipel) mikrofollikular
434 ja w 420 FA (1) solide-mikrofollikul&r NH (multipel)
605 ja m 538 SH kolloide Struma
664 ja w 534 NH (2) mikrofollikular
665 ja m 534 FK (bilateral) solide und papillar SH
667 ja m 534 SH parenchymatdse Struma
668 ja w 534 NH (2) mikrofollikular
669 ja w 534 FK (multipel) solide SH
786 ja w 475 SH parenchymatdse Struma
799 ja m 480 SH parenchymatdse Struma
800 ja m 480 SH pseudopapillare Hyperplasie
801 ja m 472 NH (multipel) mikrofollikular
802 ja m 472 FK (2) papillér und solide
803 ja m 471 NH (1) mikrofollikular
804 ja m 472 NH (1) solide-mikrofollikular
805 ja w 471 FK (1) solide NH (2)
809 ja m 472 SH Struma mit Pseudopapillen
810 ja w 472 SH parenchymatdse Struma
811 ja w 471 FK (1) solide NH
812 ja w 471 SH parenchymattse Struma
825 ja m 472 SH parenchymatdse Struma
826 ja m 472 SH parenchymatdse Struma
827 ja m 472 NH (3) gemischt
1027 nein m 467 SH parenchymatdse Struma
1029 nein w 467 SH kolloide Struma
1032 nein w 468 SH kolloide Struma
1033 nein w 468 SH kolloide Struma
Legende:

Geschlecht: w = weiblich, m = méannlich

SH = simple Hyperplasie
NH = nodulédre Hyperplasie
FA = follikuldres Adenom
FK = follikuléares Karzinom
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Vii. ANHANG

Tab. VIII.11. Ergebnisse der LOH-Studie bei den einzelnen H6F1-Mausen (n = 30) fiir die 14 Mikrosatelliten-Marker mit in mindestens einem Fall detektierter LOH:

Marker: D4 D5 D5 D5 D5 D5 D6 D6 D11 D14 D14 D14 D19 D19
Fall: Mitl66 Mitl93 Mit345 Mit349 Mitl3 Mit352 Mitl  Mit243  Mit38 Mitl25 Mit225 Mit215 Mitl9  Mitd4l
03/930 opB m 0] 0] O @) - - ) - o) 0] @) @) 0] )
609 opB m @] @] @] O - - ] - O @] @) O O )
615 opB m O @) 0 0] - - O - ) 0] @) O 0 0]
658 opB w O @) 0 o) - - O - o) 0] @) O 0 0]
660 opB m @] 0] O O - - ) - o) O @) 0] 0 0]
661 opB m ) 6] ) O] - - 0] - o) @) @) 0] O 0]
862 SH w 0 0 @] O - - ) - 6] - @) O 0] )
870 SH w 0 0 @] O - - ) - 6] - @) O 0] )
871 SH w @] @] @] @] - - ] - O @] @) O ) )
872 SH w O 0 @] 0 - - O - 0] O @) 0] 0 0]
895 SH m 0] @) O @) - - 0] - ) ho @) @) 0] 0]
896 SH m 0 O 0 6] - - O - 0] 0] @) 0] 0 )
897 SH m @] 0 0 0 - - ] - O @] @) O ) )
936 SH m 0 0 @] O - - ) - 6] 0] @) 0] 0] )
937 SH m @] @] @] @] - - ) - O O @) 0] ) )
655 NH w @] @] @] @] - - ] - O @] @) 0] ) )
868 NH w 0] @) 0] 0] - - 0] - ) @) @) 0] 0 0]
873 NH w 0 O 0 6] - - 0] - 0] O @) 0] 0 )
875 NH w 0 O 0 6] - - 0] - 0] O @) 0] 0 )
876 NH w 0] o) O o) - - ) - o) O @) 0] 0] )
920 NH w 0] O 0 O - - O - 0] LOH ) ) o) 0]
922 NH m 0 ) @) o) - - ) - ) LOH 0] O 0] O
923 NH m @] 0 0 @) - - O - ) LOH ) 0] o) O
930 NH w @] @] @] @] - - O - O ho 0] 0] ) )
03/1920 NH m 0] O O 0] - - 0] - ) LOH ) 0] 0 0]
653 FA m O @) 0] LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH 0 0]
869 FA w 0 O 0 6] - - 0] - 0] O o) 0] LOH LOH
874 FA w - 0 0 O - - @] - @) 0] ) ) 0] 0]
934 FA m LOH LOH LOH LOH LOH LOH 0] - ) 0] ) 0] 0] )
951 (I FA w @] @] @] @] - - ) - O ho 0] 0] @) )

Legende: O = keine LOH (heterozygot); LOH = Loss of Heterozygosity; ho = homozygote Maus; ,, - “ = zu wenig DNA
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