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Einleitung

Ca. 200 Millionen Menschen leiden weltweit unter einer Struma (Meng et al.
1992, Hampel et al. 1993). Sie stellt ein Leitsymptom verschiedener Schild-
drisenkrankheiten dar. Die Struma wird am haufigsten durch lodmangel verur-
sacht. Auch andere Ursachen wie Schilddrisenmalignome, Autoimmunthyreo-
pathien, wie z.B. der Morbus Basedow oder eine akute Thyreoiditis kbnnen mit
einer Schilddrisenvergrof3erung einhergehen. lod gilt als Schlusselelement der
Schilddrise. Es wird tUber die Nahrung aufgenommen, im Dinndarm als an-
organisches lodid resorbiert und via Blutbahn der Schilddriise zugeftihrt. Dort
wird es gegen ein Konzentrationsgefélle energieabhangig in die Schilddrise
transportiert. Fur die lodaufnahme in die Schilddrise ist ein spezielles Mem-
branprotein zustandig. Es wird als Natrium-lodid-Symporter (NIS) bezeichnet.
Dieser Symporter sitzt an der basolateralen Membran der Thyreozyten und wird
durch TSH stimuliert. 1996 wurde der Na*/ I'- Symporter erstmals von Dai et al.
aus FRTL-5-Zellen kloniert und sequenziert. Er weist eine ausgepragte Homo-
logie zu dem 1997 aus einer humanen Schilddriisen-CDWA-Bibliothek klo-
nierten humanen NIS auf. (Smanik PA et al. 1997).

Der NIS besteht aus 1834 Nukleotiden, welche fir ein aus 618 Aminosauren
bestehendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 70-90 kDa kodieren.
Auler in der Schilddriise wurde der NIS auch in Speicheldrisen, Tranendrisen,
in der Magenschleimhaut, im Ziliarkérper des Auges, in der Haut, der Placenta,
im Plexus choroideus und in der aktiven Milchdriise nachgewiesen (Carrasco N.
et al., 1993). Bei Patienten mit Morbus Basedow zeigt sich eine deutlich erhohte
Anzahl von NIS, womit die erhdhte lodidaufnahme bei dieser Erkrankung erklart
werden kann. (Caillou et al. 1998, Castro et al. 1999, Saito et al. 1997,
Spitzweg, 1999).

Der Nachweis von NIS allein beweist jedoch noch keine gesicherte lodauf-
nahme, Sait et al. fanden in papillaren Schilddrisenmalignomen eine ge-
steigerte NIS-Expression, jedoch keine Radioiodidaufnahme. Uber einen Defekt
des NIS-Gens wurde erstmals 1997 berichtet (Fujiwara et al., 1997). Auch die



Moglichkeit einer kompetitiven Hemmung des NIS durch verschiedene Anionen,
wie zum Beispiel Perchlorat (Lawrence et al. 2000) ist bekannt.

Der tagliche lodbedarf liegt laut WHO bei ca. 150- 250 pg taglich. Das in
Schilddrisenhormone eingebaute lod spielt eine wichtige Rolle beim
Wachstum, der Differenzierung und der zellularen Funktion. lod wird nicht nur in
Schilddrisenhormone eingebaut, sondern auch in Steuersubstanzen, die das
Wachstum der Schilddrise steuern. Zwei Steuersubstanzen werden in der
Literatur beschrieben. Es handelt sich dabei um a-lodohexadecanal und das
O-lodolacton. Diese Substanzen hemmen die Wirkung der Wachstumsfaktoren
IGF | und EGF, indem sie die Synthese von TGF-B, einem Wachstumsinhibitor,
fordern (Gartner 1993). TGF-1 hemmt die Funktion des NIS (Kawagucki,
1997). NIS wird ebenso durch Interferon y und Interleukin a gehemmt (Pekary
1998, Ajjan 1998, Spitzweg 1999).

Ein Mangel an lod fiihrt zunachst zu einer Hyperplasie und tber einen TSH-
Anstieg auch zu einer Hypertrophie der Thyreozyten. Klinisch resultiert ein
Kropf. Im Gefolge eines Kropfes kdnnen sich dann benigne und maligne Schild-
drisenknoten entwickeln.

In den Schilddrisenstoffwechsel greift auch Vitamin A (Retinol) ein (Morley et
al. 1980; Schreck et al. 1994; Sucov et al. 1995). Vitamin A gehért chemisch zu
den Retinoiden. Diese Stoffgruppe umfasst eine Reihe nattrlicher und
synthetischer Verbindungen mit &hnlicher chemischer Struktur bei teils unter-
schiedlichen Wirkungen. Natirliche Retinoide kommen nur in tierischen Pro-
dukten vor. Pflanzen enthalten dagegen die als Provitamin A bezeichneten
Carotinoide, die im menschlichen Korper in Retinol umgewandelt werden. Man
unterscheidet Carotinoide mit Vitamin A- Aktivitat und solche ohne Vitamin A-
Aktivitat. Von den ca. 400 bekannten Carotinoiden besitzen 50 eine Vitamin A-
Aktivitat (Olson, 1994). Die Aufnahme des Retinols und seiner Derivate in die
Zelle erfolgt uUber sogenannte RBP-Rezeptoren (Retinol Binding Protein-
Receptors) an der Oberflache der Zielzellen. Das Zytosol der Zielzellen wieder-
um enthalt Bindungsproteine fir Retinol und Retinsaure, CRABP 1+2 fir Retin-
saure und CRBP I+l fur Retinol. Diese Bindungsproteine vermitteln den Trans-

fer der Retinoide zu den nuklearen Rezeptoren im Zellkern. (s. Abb. 0.1, S.7)



Diese Rezeptoren (RXR, RAR) sind nicht nur in normalen Schilddriisenge-
weben, sondern auch in verschiedenen Schilddrisenkarzinomzellen nachweis-
bar (Schmutzler, 1996).

Retinoide regulieren im Korper wichtige Prozesse in der Entwicklung, der
Morphogenese, der Organogenese, der Differenzierung, des Wachstums und
des Stoffwechsels. Wirkungen von Retinoiden, z.B. im Sehzyklus, kénnen je-
doch auch an ausdifferenzierten Geweben nachgewiesen werden (Sucov et al.
1995).

Bereits 1947 behandelte Simkins Schilddriisentiberfunktionen mit hohen Dosen
an Vit. A, doch aufgrund seiner toxischen Nebenwirkungen wurde diese
Methode nie in grofiem Umfang angewendet. Ein ganz analoger Einfluss der
Retinoide auf den Schilddrisenhormonstoffwechsel wurde spater von Morley et
al. (1978) und Garcin et al. (1983) bei Ratten beschrieben: Bei diesen wurde ein
Vitamin A- Mangel mit einer gesteigerten Serumkonzentrationen an Schild-
drisenhormonen assoziiert.

Bei bestimmten Malignomen (vor allem bei der Promyelozytenleukamie, bei
Gebarmutterhalskrebs, bei metastatischem und bei squamdsem Hautkrebs)
zeigen Retinoide einen stark antiproliferativen Effekt (Smith et al. 1992, Weis et
al. 1994, Fenaux et al. 1996, Camacho, 2003). Auch an Schilddriisenzellen
wurde ein Einfluss der Retinoide auf die Genregulation der Proliferation nach-
gewiesen (Schreck et al. 1994; Morley et al. 1980). Retinoide wirken mole-
kularbiologisch als Liganden von nuklearen Transkriptionsfaktoren, die nach
Bindung an entsprechende DNA-Sequenzen die Transkription von benach-
barten Zielgenen beeinflussen (Mangelsdorf et al. 1992). Retinoide kdnnen
auch eine Apoptose induzieren. (Nagy et al. 1995).
Schilddrisenmalignomzellen, die nicht mehr zur Aufnahme und Speicherung
von Radioiodid in der Lage waren, konnten durch eine Retinoltherapie diese
Fahigkeit zuriickgewinnen (Simon et al. 1996). Fenretinid, ein synthetisches
Retinoid hat antiproliferative Eigenschaften, senkt den Plasmaspiegel von IGF |
(Torrisi et al. 1993) und ist dabei weniger toxisch als all-trans-Retinsaure. An
Zellinien aus follikularen Schilddrisenkarzinomen (FRTL-5-Zellen) fuhrte der

Zusatz von Retinoiden zu einer verstarkten lodidaufnahme und teilweise zu



einer Redifferenzierung der Tumorzellen. (Schreck et al. 1994, Schmutzler et
al. 1996, Wahl et al. 1996, Frohlich und Wahl, 1999).

Bei Versuchen an MCF-7 Zellen (humane Mamma-Karzinomzellen) konnte die
lodidaufnahme durch Retinsdure um bis zum 9- fachen gesteigert werden.
Dieser Effekt war auf eine erhdhte Expression von NIS- mRNA durch die Retin-
saure zurickzufuhren ist. (Koagi et al. 2000). Korber et al. behandelten 1998 im
Rahmen einer klinischen Pilotstudie 75 Schilddrisenkarzinompatienten, deren
Prognose schlecht war, mit 13-cis-Retinsaure. Bei einem Teil der Patienten
konnte eine Verkleinerung der TumorgrofRe, Stagnation des Tumorwachstums
oder gar ein voélliger Rickgang des Tumors verzeichnet werden. Bei knapp der
Halfte der Patienten wurde eine Steigerung der Radioiodaufnahme festgestellt,
wobei die Nebenwirkungen der 13-cis-Retinsaure-Behandlung relativ gut
toleriert wurden. Aufgrund der vielen Nebenwirkungen der Retinoide bei An-

wendung in hohen Dosen, wird standig nach Alternativen gesucht.

Die Retinoide weisen mit den Carotinoiden eine Strukturverwandschaft auf.
Beide bestehen aus Isopren-Einheiten. Carotinoide sind seit langer Zeit als
Antioxidantien bekannt, ebenso ihr protektiver Effekt gegentber der zellzer-
storenden Wirkung von UV-Licht auf lichtsensible Zellen (Krinsky, 1979). Von
allen Carotinoiden hat Lykopin die hochste Sattigungskonstante fir Singulett-
Sauerstoff (Di Mascio, 1989). In einer statistischen Untersuchung konnte
nachgewiesen werden, dass Tomaten (sie enthalten sehr viel Lykopin, aber
kaum andere Carotinoide) zu einer verminderten Inzidenz von Krebs in Mund,
Rachen, Speiserohre, Magen, Dickdarm und Rectum fuhren (Franceschi,
1994).

Lykopin gehort zu den nicht zyklischen Carotinoiden ohne Provitamin A-
Aktivitat, da es keine B-lonon-Ring-Struktur besitzt. Es enthalt jedoch elf kon-
jugierte Doppelbindungen. Es liegt in Plasma und Geweben in unveranderter
Form vor und kann bei Bedarf schnell in Retinol umgewandelt werden. Lykopin
kommt in vielen Friichten vor, vor allem in Hagebutten und Tomaten. Lykopin ist
aulRerst empfindlich gegen Licht, Hitze und Sauren, und obwohl beim Kochen

ein grolBer Teil des Lykopins zerstort wird, zeigt sich eine hohere



chemopréaventive Aktivitdt bezlglich Prostatakarzinomen und eine hohere
Bioverflugbarkeit bei Produkten aus gekochten Tomaten, verglichen mit den
rohen Frichten. Die Ursache konnte in einer Umwandlung des Lykopins in
einen aktiveren Metaboliten liegen (H. Gerster, 1997). In einer Untersuchung
von Snowdown (1996) wurde gezeigt, dass Lykopin im Gegensatz zu anderen
Carotinoiden eine wichtige Rolle fur die Ristigkeit von alteren Menschen spielt.
Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Serumkonzentration an Lykopin
und einer Alters-Maculadegeneration. Mares-Perlman zeigte 1995 in einer
Studie, dass sich die Wahrscheinlichkeit eines Netzhautschadens bei Pro-
banden verdoppelt, wenn deren Serum-Lykopingehalt im unteren Flnftel des
Normwertes lag. Auch die Pravention von Herz- und GefalRkrankheiten durch
den Verzehr lykopinhaltiger Nahrung wurde beschrieben (Clinton, 1998). Eine
stark antiproliferative Wirkung von Lykopin konnte 1995 von Levy et al. an
Krebszellen in vitro beobachtet werden. 2,6-Cyclolykopin-1,5-diol ist ein durch
Oxidation entstandenes Stoffwechselprodukt des Lykopins, welches in
menschlichen Keratinozyten und T-Zellen die Expression des connexin 43-
Gens erhoht und das Wachstum von menschlichen Prostatakarzinomzellen
hemmt. 2,6-Cyclolykopin-1,5-diol kommt in Tomatenmark, Blutserum, Mutter-
milch und in der Retina vor (Traber et al.1998). Matsushima-Nishawaki et al.
stellten 1995 bei Maushepatozyten einen protektiven Effekt des Lykopins be-
zuglich der Entstehung des Liver-Tumor-Promoter Microcystin LR fest. Dieser
Effekt beruht vermutlich auf der Unterdriickung der tumorinduzierten Phos-
phoylierung von Regulierungsproteinen und nicht auf einer Inaktivierung von
Radikalen. Bei verschiedenen Karzinom- Zelllinien (MCF-7, NCI-H226) hemmt
Lykopin in einer Konzentration von 5 mmol/ Liter die natirliche und IGF-I-
induzierte Zellproliferation (Levy et al. 1995). Auch bei der Promyelozyten-
leukamie zeigte sich nach Lykopinbehandlung (10 ~ mol/ Liter) eine 40%-ige
Reduktion des Zellwachstums (Countryman et al., 1991), allerdings hatte
Lykopin nur bei gleichzeitiger Behandlung mit Retinsaure Einfluss auf die
Differenzierung der Zellen (Bankson et al. 1991). Lykopin fuhrte auch zur
Unterdriickung der Tumorbildung bei Mausen mit hoher spontaner Mamma-

Karzinom-Inzidenz (Nagasawa, 1995).



Zielsetzung

Es ist aus der vergangenen Beschreibung der Effekte des Lykopins nahe-
liegend, die Wirkung von Lykopin auch bei Schilddriisenmalignomen zu testen.
Hierzu sind zunachst Untersuchungen an Zellkulturen notwendig. Da nicht be-
kannt ist, welchen Effekt Lykopin auf normale, nicht transformierte Schild-
drisenzellen hat, soll in der vorliegenden Arbeit zunachst diese Fragestellung
abgeklart werden, denn bei einer Behandlung von malignem Schilddrisenge-
webe ist stets auch benignes Gewebe mitbetroffen. Im Gegensatz zu Retin-
oiden sind von Lykopin bisher keinerlei Nebenwirkungen bekannt.
Problematisch ist bei den Untersuchungen die schlechte Bestandigkeit des
Lykopins gegenuiber Hitze und Licht, sowie sein Unvermogen, sich in Wasser
zu l6sen. Es l6st sich nur in fur Zellkulturen unvertraglichen Losungsmitteln. Es
mufd daher fur Untersuchungen an Zellen in Liposomen eingebaut werden,
wobei die Bioverfligbarkeit wesentlich von deren Grol3e abhangt. Eine weitere
und wahrscheinlich optimalere Moglichkeit ist die Verwendung des Lykopins in
Form von Nanopartikeln. In dieser Zubereitungsform wird Lykopin daher in den
folgenden Versuchen verwendet. In Form von Nanopartikeln, deren Schutz-
hille aus Gelatine besteht, wird das Lykopin ,wasserl6slich® gemacht, aber
auch vor Auskristallisation geschutzt. Aufgrund ihrer geringen Grol3e sollten die
Nanopartikel problemlos in die Schilddriisenzellen gelangen kénnen und damit
optimal bioverfiigbar sein.

Konkretes Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von Retinol und von
13-cis-Retinsdure mit dem Einfluss von Lykopin auf den Thymidin- und lodstoff-
wechsel von normalen Schweinethyreozyten zu vergleichen. In einem weiteren
Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Retinol auf die Expression von NIS in
nicht transformierten Thyreozyten mittels Immunenzymtechnik untersucht.
AulRerdem wurde der Einfluss von einem in unserem Kulturmedium enthaltenen

Antibiotikum Ciprofloxacin auf den Thymidin- und lodstoffwechsel untersucht.



Abb. 0.1

Intrazellularer Metabolismus von Retinol zu seinen aktiven Isomeren, deren
Weiterleitung mittels entsprechender Transportproteine, sowie die Wirkung als

Liganden an nuklearen Transkriptionsfaktoren. (Arnold 2000).
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1. Material

Untersuchungsmaterial

Zur Herstellung der Zellkulturen wurden pro Ansatz in Abhangigkeit von der
Zahl der Experimente 10 - 26 Schweineschilddrisen bendtigt. Die Schilddriisen
stammten von ca. neun Monate alten Schweinen aus Mastbetrieben in der Um-
gebung des Schlachthofs Gartringen / Baden-Wirttemberg. Die genaue Her-
kunft der Schweine, sowie die Zusammensetzung der verabreichten Futter-

mittel l&sst sich durch uns nicht zurtickverfolgen.

1.1 Gerate fir die Zellkulturen

Sterile Werkbank, Ceag Shirp, Typ C 636 H , (Selm, Borg)

Zentrifuge Hettich Roto Silenta/K (Hettich, Tuttlingen)

Zentrifuge Hettich Rotixa /RP (Hettich, Tuttlingen)

Umkehrmikroskop Carl-Zeiss 5100671 (Zeiss, Oberkochen)

Thermo Quest Inkubator (Modell 3111;Forum Scientific Inc. USA),

5%-ige CO,-Begasung bei 37,0° und Wasserdampfsattigung

Inotech Cell-Harvester, IH 280, Inotech AG, Schweiz

Liquid Scintillation Counter, Pharmacia Wallac 14.10 (Perkin-Ellmer-Wallac
GmbH; Freiburg)

Gamma Counter, Multi Crystal; LB 2103 und LB 2101 (Berthold; Wildbad)

1.2 Einwegartikel, KulturgefafRe und Filter

Zentrifugenréhrchen, 50 ml, Falcon® 2070 Blue Max, (Falcon, Becton
Dickinson, Heidelberg)

Zentrifugenrdéhrchen, 5 ml, 12,0 x 75mm, GLKL-R6hrchen 115 101 (Greiner
Labortechnik, Nurtingen)

Szintillationsréhrchen, 6ml, 12 x 75mm, Pico-Prias-Vial 6000102 (Packard

BioScience B.V., Niederlande)



Gewebekulturflaschen, 25cm? (70ml), Vented Blue Plug Seal Cap 3109, (Becton
Dickinson, Heidelberg)

KulturgefalRe, Tissue Culture Cluster Mark Il, 6 wells, Costar 3506, (Corning
Incorporated, USA)

KulturgefalRe, Tissue Culture Cluster Mark I, 48 wells, Costar 3548, (Corning
Incorporated, USA)

Glasfaserfilter 11731, fur Cell-Harvester, (Skatron Instruments, Hamburg-
Norderstedt)

sterile Einwedfilter, Minisart, 17597 (0,25 pm) und 17998 (0,45 pm),
(Sartorius AG, Géttingen)

1.3 Chemikalien + Reagenzien

- Ultroser®G; insulinhaltiger Serumersatz, Lyophilisat, 67042, 18 x 10ml,
(IBF Biotechnics, Villeneuve-la-Garenne, Frankreich); 20ml/ Liter NCTC-
Medium

- Hydrocortison®100; 13,67 mg Hydrocortison-21-hydrogensuccinat,
Natriumsalz 133,67 mg/ Ampulle, entspr. 100 mg Hydrocortison
(Pharmacia & Upjohn GmbH, Heppenheim)

- Ciprobay® 200, Ciprofloxacin (Breitbandantibiotikum der Chinolon- Gruppe);
(Bayer AG, Leverkusen); 30ml/ Liter NCTC- Medium

- Penicillin-Streptomycin (500x), Penicillin 50.000 U/ ml, Streptomycin 50mg/ mi
Lyophilisat, (Boehringer,Mannheim);
50.000 U Penicillin, 0,05 g Streptomycin, aufgeldst in 20 ml Aqua dest.
Konzentration pro Liter NCTC-Medium: 10.000 U Penicillin und 10 mg
Streptomycin

- Amphotericin B, Squibb Pharma Munchen ( Durchstechflasche mit 50 mg
Amphtoericin B+ 41 mg Natriumdesoxycholat als Losungsvermittler in 10 ml
agua dest. gelost)

- all-trans-Retinol (Vit.A), approx. 70%, synthetic, All-trans R-7632, 100 mg,
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)

- Natriumbicarbonat, 7,5%, Gibco, Schottland, Lot 3011124



- 13-cis-Retinoic-Acid (Isotretinoin), R-3255 ,100 mg, (Sigma Chemical Co., St.
Louis,USA)

- Lycopene-BASF (10 CWD) (BASF, Ludwigshafen)

- Ultima Gold ™, Szintillationscocktail, (Packard BioScience B.V., Niederlande)

1.4 Radioaktive Chemikalien

- 1°|-lodid (Sodium lodide in NaOH solution), IMS 30, 3,9 GBg/ ml, (Amersham
Pharmacia Biotech UK Limited, England)

- Thymidin (6-*H-Thymidine), TRK 61; 37MBgq/ ml, (Amersham Pharmacia
Biotech UK Limited, England)

1.5 Medien + Lésungen

- Erythrosin B; Indikator fur Mikroskopie, 10ul in 145pul Spinnerlésung + 45pl
Zellsuspension, (Merck, Darmstadt)

- Dispase Il (neutral protease) from Bacillus polymyxa, grade II, 59/ L
(Roche, Mannheim )

- NCTC-135-Medium mit Vitamin A; (0,6uM) (Gibco, Paisley, Schottland)

- NCTC-135-Medium ohne Vitamin A ,Lot.No. 3012287 (Spezialanfertigung,
Gibco, Paisley, Schottland)

- Earle’s B.S.S. (buffered salt solution), gepufferte Salzldsung nach Earle, ohne
NaHCO; (Gibco, Paisley, Schottland)

- Ampuwa | steriles pyrogenfreies aqua ad injectabilia, 1000 ml, (Boehringer
Ingelheim)

- Steriles pyrogenfreies aqua ad injectabilia, 10 ml, (Braun)

- L6sung nach Spinner :

100ml Earle’s B.S.S. + 900ml steriles H,O + ca.6 ml Natriumbicarbonat 7,5%
(pH ca. 7,2).

- Losung fur den Transport der Schilddrisen vom Schlachthof zum Labor:
L6sung nach Spinner mit Zusatz von Antibiotika und Antimykotica: pro Liter
Medium 50 ml Ciprobay®200 + 10 ml Amphotericin B

- Dispase Losung: 80 ml Lésung nach Spinner, darin 5 g Dispase Il (neutral
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protease) gelést und durch 0,45 um Sterilfilter geprel3t.

1.6 Antikérper und Marker fir den Immunoblot

Far die Immunreaktion wurden folgende Antikodrper (AK) verwendet:

AK1 : NIS 5, ein Kaninchenantikdrper, Verdiinnung 1:2000 zur Verfigung
gestellt von Prof. Dr. B. Czarnocka, Warschau.

Dieser Antikorper ist gegen die Aminosauren 629-643 des carboxyterminalen
Endes des menschlichen NIS- Proteins gerichtet.

AKj5 : anti rabbit goat IgG biotinyliert, 1:500, Dianova, Hamburg

Alle Antikdrper in TBS (Tris buffer saline) gelagert.

Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen wurde der Antikérperverdinnungs-
l6sung Serum von der Ziege (normal goat serum, Dianova, Hamburg) beige-
mischt.

Marker: low molecular weight markers der Fa. Pharmacia (14400-94000 Da),
zur Identifizierung der Proteine

SD Schwein: Von Frau Inge Benz (Isotopenlabor, Med. Klinik Tubingen) zur
Verfigung gestellte Schweineschilddrisenzellen friherer Kulturen, um fest-
stellen zu kdnnen, ob sich die Reaktionen der aktuellen Zellen von denen
friherer Zellen unterschieden.

Streptavidin- Biotin, alkalische Phosphatase gekoppelt, Dako, Danemark
Farbstoff: p- Nitroblautrazoliumchlorid (NBT), 1:140 verdinnt

Reagenzien fur die Elektrophorese:

Laufpuffer nach Lammli (10-fach Konzentrat)

Tris ¥ MG 121,1 0,25M 159
Glycin MG 75,07 1,92M 779
SDS 1% 59
Aqua bidest. ad 500ml

Vor Gebrauch: 1:10 mit Aqua bidest weiter verdiinnen.

Gel fur die diskontinuierliche Elektrophorese:

11



In der Mini-Elektrophoresekammer von Biorad kénnen gleichzeitig zwei Gele

laufen, daher werden im folgenden die Zutaten fur 2 Trenngele aufgelistet.

Trenngel :

= untere Phase des Gels, dient der Auftrennung des Proteingemisches nach
dem Molekulargewicht. Notwendige Reagenzien nach Vorschrift von Serva,
Heidelberg fur 12,5%- iges Gel:

Acrylamid-bis-solution 40% " 4,695 ml
Separating buffer 4x 3,75 mi
Water demin. 6,405 ml
SDS 10%-ig 0,15 ml
TEMED " 0,0225 ml
APS 10%-ig V 0,045 ml

Trenngelpuffer (= Separating buffer), 4-fach konzentriert (1,5M Tris/ HCI,
pH 8,8)

18,2 g Tris ¥ in 50 ml aqua bidest. I6sen + ca.2,8 ml HCI 32% auf pH 8,8
einstellen, dann mit aqua bidest auf 100ml auffullen

Sammelgel :

= obere Phase, dient der Startverkurzung

Notwendige Reagenzien nach Vorschrift von Serva, Heidelberg fur 5%-iges
Gel:

Acrylamid-bis-solution 40 % " 0,625 ml
Stackinggel buffer, 4x 1,25 ml
Water demin. 3,075 ml
SDS 10%-ig ¥ 0,05 ml
TEMED " 0,0075 ml
APS 10%-ig V 0,015 ml
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Sammelgelpuffer (= Stacking-Gel buffer), 4-fach konzentriert
(0,5M Tris/ HCI, pH 6,8)

6,1g Tris ” in 50 ml aqua bidest. l6sen + 4,4ml HCI 32% (pH auf 6,8 einstellen).
Mit aqua bidest. auf 100ml auffillen.

Probenpuffer, 2-fach konzentriert

Sammelgelpuffer 4x 2,5 ml
SDS 10%" 4,0 ml
Glycerol ¥ 2,3 ml
2- Mercaptoethanol” 0,5 ml
Bromphenolblau® 1,0 mg
agua bidest. 0,7 ml

1) =von der Firma Serva Elektrophoresis GmbH, 69115 Heidelberg
bezogen. Die Reagenzien haben die Katalog Nr.:

Acrylamid-bis-solution 12,5%: Kat. # 10680
SDS 10%-ig # 20763
SDS fur Laufpuffer # 20760
Tris # 37190
Glycerin # 23175
Glycerin fur Laufpuffer # 23390
2-Mercaptoethanol # 28625
Bromphenolblau # 15375
TEMED # 35925
APS 10%-ig # 13375
Trizma Base # 37190

Coomassie ® brillant blue, 0,1 % (Imperial Industries PLC, USA)

1.7 Reagenzien fur den Westernblot:

Bendtigte Losungen:
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- Blotting Puffer nach Tobwin, pH 8,5; Temp.: 4°C

TrizmaBase” MG 121,1 25mM 3,03¢g
Glycin MG 75,07 192mM 28,829
Methanol 20% 200ml
Aqua dest. ad 1000ml

- Methanol (damit PVDF-Folien equilibrieren)

Fir die Sandwichtechnik:

2 Schwamme

2 Lagen Gel- Bloting Papier (Schleicher und Schiill)
1 PVDF Membran (PVDF= polyvinylidene fluoride)
Ponceau S solution 0,2%

Kassette in Sandwichtechnik packen:

- luftblasenfrei arbeiten, Luftblasen verhindern den Proteintransfer

- Kassetten aufklappen und in folgender Reihenfolge auf die klare Seite
packen

- 1. Schwamm, 2. Filterpapier, 3. Membran, 4. Gel, 5. Filterpapier,
6. Schwamm

- Sandwich zusammenklappen und mit Klammer sichern.

Blot -Tank :

- bestickte Kassette in Kammerfuhrung stecken ( schwarz-schwarz, weil3-
rot)

- Kammer mit ca. 450 ml Blotting Puffer, 4°C, fullen, Ruhrfisch in Kammer
geben

- komplette Kammer auf Magnetruhrer stellen, mittelstarkes Ruhren auf
einem Magnetrihrer

- Bloten bei 4° C, 30 mV, im Kuhlschrank tber Nacht
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2. Methoden

2.1 Praparation/ Isolierung von Schilddrisenzellen

Die Entnahme der Schilddrisen mit umgebendem Fett- und Bindegewebe er-
folgt weitgehend aseptisch im Schlachthof aus dem Halseingeweide-Lungen-
Praparat. Die entnommenen Schilddrisen werden in eisgekihlter, antibiotika-
haltiger Spinnerlésung gelagert und unter moglichst sterilen Bedingungen ins
Labor transportiert. Im Labor erfolgt die weitere Verarbeitung der Schilddrisen
unter einer sterilen Reinraumwerkbank mit horizontaler Luftstromung. Zunachst
werden angeschnittene Schilddrisen aussortiert und verworfen. Die zu ver-
arbeitenden Schilddriisen werden aus dem umgebenden Binde- und Fettge-
webe mittels steriler Pinzette und Schere herausgeldst. Um die Bindegewebs-
kapsel von den Schilddriisen besser entfernen zu kdnnen, werden sie fur 3 min.
in 80%-igem Ethanol belassen und zwei- bis dreimal mit Spinnerldsung nach-
gesplilt. Die leicht anfixierte Kapsel und das septale Bindegewebe kénnen nun
mit 2 sterilen Pinzetten besser entfernt werden. Im folgenden Schritt wurden die
Schilddrisen nacheinander mit einem sterilen Skalpell in 2 - 3 mm grole
Stucke geschnitten. Um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden, werden die
praparierten Gewebsstiicke wahrend der Arbeitsschritte in eisgekuhlter
Spinnerlésung aufbewabhrt. Die so verarbeiteten Zellen sowie die zuvor in 80 ml
warmer Loésung nach Spinner aufgeldste Dispase Il (Uber 0,45 pm Minisart
Einwedfilter steril filtriert), werden dann in ein steriles Trypsiniergefal3 (V= 1I)
gegeben und dieses mit Losung nach Spinner auf 1 Liter aufgefillt. Die en-
zymatische Abdauung des Parenchyms erfolgt in diesem Glaskolben im
Wasserbad, welches auf eine konstante Temperatur von 36°C eingestellt ist.
Ein Magnetrihrgeréat unter dem Wasserbad sorgt fur eine Durchmischung der
Gewebsstiicke zur besseren Abdauung. Der abgedeckte Glaskolben wird
wahrend des zweistiindigen Ruhrvorgangs unter der Reinraumwerkbank be-
lassen. Die durch abgeldste Zellen eingetriibte enzymhaltige L6ésung wird nun
nach und nach in einem zeitlichen Abstand von ca. 7 - 10 min, in Volumina von

ca. 150 ml durch zwei sterile Teesiebe in ein steriles Becherglas abgegossen.
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Durch die Siebe werden grobere Gewebsbestandteile zurtickzuhalten. Die
jeweils abgegossenen 150 ml Zellosung werden auf sechs Zentrifugen-
réhrchen (Falcon, 50 ml) zu je 25 ml verteilt und diese mit Spinnerlésung je-
weils auf 50 ml aufgefullt. Die Rohrchen werden dann bei 1000 U/ min, dies
entspricht 180 g, 7 min. bei 4°C zentrifugiert. Der Inhalt der Zentrifugen-
rohrchen wird dann bis auf ca. 10 ml Restvolumen abdekantiert und das zu-
rickgebliebene Pellet mehrfach in eine Pipette aufgezogen und ausgeblasen.
Hierdurch wird das Zellmaterial durchmischt und anschlieRend auf nur drei
Zentrifugenréhrchen umverteilt. Diese werden erneut mit Lésung nach Spinner
auf 50 ml aufgeflllt und zentrifugiert. Wieder werden die Zentrifugenréhrchen
abdekandiert, die Prazipitate resuspendiert und ihr Inhalt nun in einem
Rohrchen vereint. Dieses wird mit Vitamin A- freiem NCTC-Medium auf 50 ml
aufgefullt. Die angesammelten Zellen werden dann bei nur 820U/ min (das
entspricht 120 §) 6 min. abzentrifugiert. Dieser Praparationsvorgang wiederholt
sich so lange, bis die gesamte Zellsuspension aufgebraucht und bis auf drei
Zentrifugenrdéhrchen reduziert ist. Wahrend der einzelnen Arbeitschritte werden
die zellhaltigen Zentrifugenréhrchen auf Eis gelegt. Im letzten Arbeitsschritt
werden alle bislang gesammelten Zellen in einem Rohrchen vereinigt, dieses
mit Spinnerlésung auf 50 ml aufgefillt und bei 820 U/ min 6 min. zentrifugiert.
Die Zellen dieses Rohrchens werden so oft mit Lésung nach Spinner ge-
waschen, zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert, bis makroskopisch kein
Erythrozytensaum mehr erkennbar ist. Zum Schlul3 wird das gewaschene
Thyreozyten- Prazipitat in das endgiltige Kulturmedium (NCTC-135 ohne
Vitamin A) aufgenommen und das Volumen auf 50 ml eingestellt. Der gesamte
Praparationsvorgang wird in Abb.1 auf der folgenden Seite in einem Fluss-

Schema dargestellt.
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2.2 Zellz&hlung

Die Auszéhlung der nun isolierten Schilddrisenzellen erfolgt in einer Neubauer-
Zahlkammer. Um die Anzahl der toten Zellen von vornherein erfassen zu
konnen, wird eine Ausschlul3farbung durchgefiihrt. Dabei werden nur devitale
Zellen mit 1%-igem Erythrosin B (145 pl Spinnerlésung + 45 ul Zellsuspension
+ 10 ul Erythrosin B) angeférbt, nicht dagegen die vitalen Zellen.

Bei der Zellzahlung werden jeweils vier Eckquadrate einer Neubauer-Zahl-
kammer rasch ausgezéahlt (=n). Ein Eckquadrat hat ein Volumen von 0,1ul. Die
Zellzahl in 50 ml Medium ermittelt sich somit aus n x 0,1pl x 1000 x 50 x 4,4.
Der Faktor 4,4 ist der Verduinnungsfaktor infolge der Vitalfarbung.

2.3 Herstellung der Thyreozytenkulturen

Als Nahrmedium wird, wenn nicht anders angegeben, NCTC-135-Medium ohne
Vitamin A verwendet. Sofern Vitamin A- haltiges NCTC-Medium verwendet wurde,
wurde eine 0,6 uM ,physiologische” Vitamin A- Konzentration eingesetzt. Dem Me-
dium zugegeben werden ferner Ultroser®G (3%) als Serumersatz, sowie
Hydrocortison® 100 (1ug/ ml), Penicillin-Streptomycin (4%), Ciprobay® (3%).

Die isolierten Thyreozyten wurden mittels eines Magnetrihrers in Suspension ge-
halten, um sie gleichmaRig mit einer Multipipette (Eppendorf, Hamburg) in die
Kulturlécher ausséden zu kénnen. Wegen der grof3en Variabilitat der Stimulanzien
innerhalb eines Versuches wurden die tbrigen hinzuzufiigenden Substanzen direkt
den einzelnen Kulturen zupipettiert.

Die Zahl der vitalen Thyreozyten wurde im komplettierten Medium auf ca.1300000/ ml
eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 200ul mit ca. 133000 Thyreo-
zyten in die 48 Kulturlécher der Costar®-Platten ausgeséat. Jedem Kulturloch wurde
wahlweise 4 kBq Na'?®l oder 12kBq *H-Thymidin und verschiedene Testsubstanzen
zugefihrt. In die 6 Loch-Kulturgefal3e von Costar wurden jeweils 4,5 ml des zell-
haltigen Mediums (ca. 3000000 Thyreozyten) einpipettiert (der Zellgehalt wurde in

diesen Ansatzen auf 0,5 Mio. Zellen / 0,75 ml Medium eingestellt) und mit den Test-
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substanzen erganzt. Die Kulturen in den Costar®-Platten mit 48 Kulturléchern

enthielten wahlweise folgende Stimulanzien:

e All-trans-Retinol:

2,6 nmol / 200ul entsprechend einer 13 uM Endkonzentration im Medium
e 13-cis-Retinsaure:

2,6 nmol / 200 pl entsprechend einer 13 uM Endkonzentration im Medium
e Lykopin Nanopartikel BASF:

2,6 nmol / 200 ul entsprechend einer 13 uM Endkonzentration im Medium

2.4.Strukturformeln der Stimulanzien:

All-trans-Retinol: C,oH>gOH

Lykogin: CuoHse

Retinol und seine Derivate wurden, damit sie in Lo6sung gehen, in reinem
Methanol geldst. Um eine Zersetzung von Retinol oder seiner Derivate durch

Licht zu umgehen, wurden die Versuche im abgedunkelten Raum durchgefihrt.
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2.5 Kulturbedingungen

Die Kulturen wurden unter Lichtabschlul3 in wasserdampfgesattigter Atmos-
phare bei 37° C mit 95% Luft und 5% CO, begast und unterschiedlich lange
(zwischen 18 und 72 h), aber mindestens 18 h lang inkubiert. Vitale Zellen

haben sich mit zunehmender Inkubationsdauer am Plattenboden verankert.

2.6 Zellernte zur Messung der lodid- und Thymidinaufnahme in die

Thyreozyten

Zur Messung der lodid- und Thymidinaufnahme in die Thyreozyten wurden dem
Medium Na ***I-lodid und *H-Thymidin zupipettiert. Nach der Inkubation erfolgte
die Zellernte mittels eines Zellharvesters (Inotech AG Typ CH 5605) auf Glas-
filtermatten. Die geernteten Zellen wurden zweimal mit Aqua demineralisata
nachgespdult. Die Filtermatten mit den an ihnen haftenden Zellen wurden in
Melrohrchen Uberfihrt und die darin enthaltene Radioaktivitdt ge-messen.
Diese entspricht dann der aufgenommenen Aktivitit von Na '*I oder °H-
Thymidin.

2.7 Messung der lodid- und Thymidinaufnahme in die Thyreozyten

Nach Einbringen der ausgestanzten und mit Zellen beladenen Filterpapiere in 6
ml- SzintillationsgefaRe wurde zuséatzlich noch 5 ml Ultima Gold® (handels-
Ublicher Szintilationscocktail) in die Gefal3e einpipettiert und diese der Messung
von *?°-lodid und *H-Thymidin im Flussigkeits-Szintilationszahler (pharmacia
wallac 1410, Wallac GmbH Freiburg) mit entsprechender Spektrumseinstellung
zugefuhrt. In einigen Versuchen wurde die lodidaufnahme zusatzlich noch im
Gamma-Counter (berthold Typ multi-crystal- LB 2101) gemessen. Hierzu
wurden die Filtermatten vor der Messung im B-Counter in Mel3réhrchen (PS-
Roéhrchen GLKL 5 ml, Greiner Labortechnik) eingebracht und ohne Zusatz von

Szintillationsflussigkeit die Radioaktivitdt gemessen.
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2.8 Mycoplasmennachweis

In unseren Versuchen wurden Priméarkulturen verwendet. Die hierflr ver-
arbeiteten Schweineschilddrisen stammen aus dem Schlachthof, daher ist eine
Kontamination mit Mycoplasmen denkbar, welche die MeRergebnisse der
Thymidinaufnahme verfalschen koénnten. Aufgrund der geringen GréRe der
Mycoplasmen mit einem Durchmesser von ca. 0,8 um kann davon ausge-
gangen werden, daf sie die Poren der Glasfiltermatten mit einer Porengrof3e
von 1,5 pm im Durchmesser ungehindert passieren konnten und somit dem
MelRvorgang entzogen sind. Die Mycoplasmenfreiheit der Proben wurde den-
noch mittels Mycoplaspa Detection Kitt (1296744, Encyme Immunoassay;
Roche AG) uberpruft.

2.9 Immunhistochemischer Nachweis von NIS

Der immunhistochemische Nachweis von NIS in den praparierten und inku-
bierten Schweineschilddrisenzellen wurde im Anatomischen Institut/ Ttbingen
mittels Westernblotting durchgefiihrt. Bei dieser Technik werden die Proteine
aus Schilddrisenzellhomogenaten ihrer Gréf3e nach in einer denaturierenden
Elektrophorese aufgetrennt und das immunoreaktive Protein nach Uberfiihrung
auf eine Folie mit einem spezifischen Antikdrper grob quantifiziert. Die Quanti-
fizierung erfolgt Gber einen Vergleich der nach Anfarbung erhaltenen ,Banden”
mit einer Kontrolle. Sinn der Immunreaktion war es, festzustellen, ob in der
Zellkultur NIS, welcher fur die lodidaufnahme in Thyreozyten zustandig ist,

unter verschiedenen Versuchsbedingungen exprimiert wird.

2.10 Vorbereitung fir den NIS- Nachweis in Thyreozyten

Um bei einem Ansatz eine Immunreaktion durchfihren zu kdénnen, waren

mindestens 18 Mio. Zellen notwendig. Hierfir wurden Zellen, die 3 Tage bei
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37° C und 5% CO; inkubiert wurden, aus mehreren Kulturléchern mittels
Schaber abgeldst und gepoolt. Um Fremdsalze, welche die spatere Elektro-
phorese behindern kénnten, auszusptlen, wurde die erhaltene Zellsuspension
noch weitere 3x in Homogenisierungspuffer gegeben, fur je drei min. bei 612§
zentrifugiert und das Volumen der Zellsuspension auf 200 pl eingestellt. Von
diesen 200 ul wurden 20 pl zur Proteinbestimmung nach Bradford entnommen,
die restlichen 180 pl wurden mechanisch mit einem Spatel homogenisiert, mit
der gleichen Menge an Probenpuffer versetzt und jeweils 20ul in vorbereitete,
beschriftete Eppendorf-R6éhrchen hineingegeben. Die Eppendorf-R6hrchen
wurden fur 5 min. mit ge6ffnetem Deckel bei 95° C gekocht und anschlie3end
mit geschlossenem Deckel in den Gefrierschrank gestellt. Vor der Elektro-
phorese wurden die Proben mit Jodacetamid (15%) im Verhéaltnis 5:1 weiter-
verdunnt. (5 Teile Proteinprobe, 1 Teil Jodacetamid). Jodacetamid diente der
Alkylierung der SH-Gruppen. Dadurch wurde verhindert, dass die SH- Gruppen
wahrend der Praparation wieder oxidiert wurden und somit uneinheitliche Ag-
gregate entstehen konnten. Die Proben waren damit zur Gel-Elektrophorese
bereit. Das Kochen der Zellen diente der Denaturierung der Proteine, damit
diese eine einheitliche Form annehmen. Durch die zusatzliche Bindung an
SDS, welches im Probenpuffer enthalten war, bekamen die Proteine zusétzlich
noch eine einheitliche Ladung. Somit war allein die Grol3e der Proteine fur die
Auftrennung bei der Elektrophorese entscheidend und nicht eventuell unter-

schiedliche Tertiarstrukturen oder Oberflachenladungen.

Ablauf:

Nach Stimulation mit den unten aufgefuhrten Substanzen und dreitdgiger Be-
britung im Brutschrank bei 37°C wurden die Zellen zunachst fur eine dis-
kontinuierliche Gel-Elektrophorese (bestehend aus einem Sammelgel und
einem Trenngel) vorbereitet. Durch Vorschalten des weitmaschigeren Sammel-
gels vor das engmaschigere Trenngel wurde ein Molekularsiebeffekt erzielt und
durch die zusatzliche Gegenwart des Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat)
erfolgte nun die Proteinauftrennung ausschliel3lich nach deren Molekulargrélie,

da die Anlagerung von SDS an die Proteine etwaige Ladungsunterschiede auf-
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hob. Es blieben daher zuerst die grol3en Molekile im Elektrophorese-Gel
hangen. Ein bei der Elektrophorese mitlaufender Marker, welcher Proteine mit
definierten Molekulargewichten enthélt (low molecular weight marker; 14400-
94000 Da; Fa. Pharmacia), ermoglichte anschlieend die Identifizierung der
getrennten Proteine aus den Proben. Um bei allen Laufproben die gleiche
Proteinmenge einzusetzen und die maximale Proteinmenge von 150 pg pro
Geltasche nicht zu Uberschreiten, wurde vor dem Beschicken des Elektopho-
rese-Gels eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Hierzu wurden
von jeder Probe 10 pl abgenommen (bei einem Ansatz ausnahmsweise nur 5pl
Proteinlésung), mit 900 pl Bradford-Lésung vermengt und im Photometer
(Spectrophotometer 600) bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Als
Kontrollwert diente eine Mischung aus 10yl aqua dest. +900 pl Bradford-
Lésung. Entsprechend dieser Messung wurden nun folgende Volumina der

Proben in die Geltaschen pipettiert:

Inkubation in Vit. A- freiem Medium: Inkubation in Vit.A- haltigem Medium
Retinol () 14,00 pl Retinol () 14,00 pl
Retinol 13 pM 14,00 pl Retinol 13uM 14,00 pl
Retinol 26 uM 16,50 pl Retinol 26uM 14,00 pl
Retinol 65 uM 30,00 pl Retinol 65uM 14,00 pl

Die Elektrophorese wurde unter folgenden Bedingungen gestartet:
Stromstarke: 2 Ampere

Sammlung der Proteine fir 20 min. bei 80V

Auftrennung der Proteine fir 50 min. bei 200V

Gesamtdauer: 70 min.

Die Proteine befanden sich nun auf dem Elektrophorese-Gel, welches aller-
dings fur die anschlieende Immunreaktion ungeeignet war, da die Proteine aus
dem Gel wieder herausdiffundieren kdnnen. Daher wurden die aufgetrennten
Proteine mittels Westernblot auf eine geeignete Membran Ubertragen, an
welche sie fest gebunden werden. Hierzu wurden die Elektrophorese-Gele

vorsichtig aus den Gel-Tragern (= Spacer) gelost, zur spateren Unterscheidung
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an einer Ecke markiert und dann in eine mit Blotingpuffer geflllte Petrischale
gegeben und fur 15 min. auf dem Schiittler eingeweicht. Dieser Vorgang
(Equilibrierung) wurde durchgefuhrt, um alle vom SDS herriihrenden Salze
herauszuwaschen. Auch die fir den Westernblot notwendigen Membran und
das Filterpapier wurden im Blottingpuffer getrankt. Die Blot-Membranen wurden
aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften zunéchst in Methanol getrankt. Jetzt
wurden die sogenannten ,Blotting-Sandwiches” gepackt und der Blot gestartet
bei: Spannung: 100V; Stromstarke: 0,19 Ampere. Die Laufzeit betrug 1-1,5 h.
Anschlielend wurden die Membranen / Gele entnommen und die Gele mit
Coomassie blue® (0,1%) , die Membranen mit Ponceaurot® (0,2%) gefarbt. Die
Gelfarbung mit Coomassie blue® bewirkte die Denaturierung und Fixierung der
Proteine auf dem Gel und diente dem Sichtbarmachen der auf dem Gel
zurliickgebliebenen Proteine. Die Farbung der Membranen mit Ponceaurot® ist
aufgrund der Wasserloslichkeit von Ponceaurot® reversibel und ermdglichte
daher im Anschluss eine ungehinderte Antikdrperreaktion.

Antikorperreaktion:

Die in Methanol getréankte und getrocknete PVDF-Folie wurde Uber Nacht in
Milchpulver (5% in TBS) gelagert, um unspezifische Antigene zu binden. An-
schliefend wurde 3x 5 min. mit TBS/ 0,1% Tween gespdult. Die Spulung setzte
die Oberflachenspannung der Membranen herab und verhinderte ebenfalls un-
spezifische Bindungen bei der folgenden Antikdrperreaktion:

die Membranen wurden hierzu fir 2 h mit dem 1. Antikorper (NIS 5, Antikdrper
von Kaninchen; 1:2000) inkubiert.

Die Antikorperlosung enthielt 1ul AK +50ul NGS+ 0,984 ml TBS/ 0,1% Tween.
Als Kontrolle diente die gleiche Losung jedoch ohne Zusatz des AK. Nach Ab-
lauf der zweistiindigen Inkubationszeit wurden die Membranen wiederum 3x 5
min. in TBS/ 0,1% Tween gewaschen und dann fur 1 Stunde mit dem 2. AK
(anti rabbit biotin 1:1500) inkubiert. Dieser biotinylierte Zweitantikdrper bindet an
den Erstantikdrper. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurde die Membran er-
neut 3x 5 min mit TBS/ 0,1% Tween gewaschen und dann fur eine Stunde mit
Streptavidin-Biotin AP (1:2000) inkubiert. Die an das Streptavidin gekoppelte

alkalische Phosphatase (AP) katalysierte im Anschluld die Farbreaktion mit
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dem Farbstoff NBT (p-Nitroblautetrazoliumchlorid). Nach einstindiger Inku-
bation mit Streptavidin wurden die Membranen fir 3 x 5 min. grundlich ge-
waschen und fur die Farbreaktion vorbereitet. Diese musste aufgrund der
Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes NBT im Dunkeln statt finden. Die Farb-
stofflésung wurde in einer Verdiinnung 1(NBT):140 (aqua dest.) verwendet. Die
Membranen mussten mindestens 15 min. in dieser Losung verweilen. Wurde
NIS in den Kulturen produziert, kam es nun uber die Markierung mit den Anti-

korpern und Streptavidin zu einer Blaufarbung auf den Membranen.

2.10 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit dem Dunnett’-Test. Mit
diesem Test konnten innerhalb jedes Zeitpunktes alle Kombinationen aus Sub-
stanz und Konzentration mit dem jeweiligen Kontrollwert verglichen werden. Die
Wahrscheinlichkeit einer fehlerhaften Interpretation liegt bei diesem Verfahren
unter 5%. Signifikante Ergebnisse beziehen sich auf ein Gesamtsignifi-
kanzniveau von a = 5%. Ergebnisse gelten im Dunnett Test als signifikant,
wenn p< 5% ist und die Werte positiv sind. Fur die Durchfihrung wurde das
Statistikprogramm JMP5 von SAS installiert. Fur die statistische Beratung und
Betreung danke ich Herrn Priv. Doz. Dr. Eichner, Institut fir medizinische
Biometrie der Universitat Tubingen.

Die Statistik ist im Anhang (Kap.7) aufgefihrt. Es finden sich dort zuséatzlich
Abbildungen (Kap. 7.2), in denen die Uber alle Inkubationszeiten gemessenen
Aufnahmeraten von *#I-lodid und ®H-Thymidin gemittelt und auf die Kontrolle
normiert wurden. Diese Abbildungen wurden bei der Diskussion bertcksichtigt.
Dadurch ergibt sich zusatzlich zum augenblicklichen Effekt auch ein Gesamt-

einruck vom Wirkungsprofil der Substanzen.
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3. Ergebnisse

3.1 °H-Thymidin- und **I-lodidaufnahme in kultivierte Schweine-
thyreozyten in Abhangigkeit von unterschiedlichen Konzentrationen an

all- trans- Retinol und 13-cis-Retinsaure

Fur die Kulturen wurde retinoidfreies NCTC-Medium verwendet, das mit
variablen Retinoidkonzentrationen ergéanzt werden konnte. Die Thyreozyten
wurden zunachst in Medium mit niedriger Retinoidkonzentration fur 3 Tage
vorinkubiert. (Ansatze I-lll) Danach wurde das Medium gewechselt und die
Retinoide in pharmakologischen Konzentrationen eingesetzt. Die zugesetzte
Menge an Retinoiden pro Kultur mit 200 pl Medium betrug fur die Vorinkubation
0; 0,098 nmol und 0,196 nmol. Die Konzentrationen waren dementsprechend O;
0,49 pM und 0,98 uM. Nach dem Mediumwechsel wurden pro Kultur mit 200 pl
Medium (Vitamin A- Gehalt 0,6 uM) 2,6 nmol an Retinoiden eingesetzt. Die
Retinoidkonzentration war dementsprechend 13 pM. Die eingesetzte Zellzahl
pro 200 pl Kulturmedium betrug 130 000 Zellen. Ab dem Ansatz IV wurden die
Substanzen den Kulturen direkt bei der Aussaat (ohne Vorinkubation) zugeftgt.
Als Parameter fur ein potentielles Wachstum wurde den Kulturen beim
Mediumwechsel 12 kBq ®H-Thymidin zu-gefiigt und die Thymidinaufnahmeraten
in die Thyreozyten danach zwischen 2 und 65 h gemessen. Um die spezifische
Stoffwechselfunktion der lodidspeich-erung der Thyreozyten zu erfassen, wurde
Zellen der gleichen Praparation nach dem Mediumwechsel *?° I-lodid (4 kBq /
Kultur) zugegeben und die Radio-iodidaufnahme in die Thyreozyten zwischen 2
und 65 h verfolgt. Die Ergebnisse der Thymidin- und Radioiodidaufnahme sind
in Abhangigkeit von den verschiedenen Vorinkubationsbedingungen in den
Abb. 2 - 34 dargestellt. Als Kontrolle diente jeweils eine Kultur, die nach dem
Mediumwechsel ohne Retinoidstimu-lation blieb. Als Retinoide wurden all-trans-
Retinol und 13-cis-Retinsdure eingesetzt. Die Ergebnisse der Versuche wurden
als signifikant bewertet, wenn bei der statistischen Auswertung p< 0,05 war.

Die Radioiodid- und Thymidinaufnahme in kultiverte Thyreozyten verlauft

phasenférmig. Fur die Beurteilung der lodid- und Thymidinaufnahme ist es
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wichtig zu wissen, bei welcher Zeit man mit messbaren Effekten rechnen kann.
Um das Wirkungsprofil von all-trans-Retinol, 13-cis-Retinsaure, Lykopin und
Ciprobay insgesamt beurteilen zu kénnen, sind im Anhang weitere Diagramme
abgebildet in denen die Aufnahmeraten von Radioiodid, bzw. Thymidin in
Prozent und normiert auf die Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation)

dargestellt sind.

ohne+13 pM Retinol
Retinol 0,98 uM+13 uM

Oohne Stimulation
B Retinol 0,49 uyM+13 uM

3000 -

2500

= N

a1 o

o o

o o
! !

*H-Aufnahme in dpm

- 1000

500

48

Inkubationsdauer(h)
Abb.2a. Retinol (Ansatz 1)
Abb.2. Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Retinol (2a) und 13-cis-
Retinséure (2b) auf die *H-Thymidinaufnahme in kultivierte Schweinethyreo-
zyten. Stimulation der Thyreozyten mit je 13 pM Retinol oder 13-cis-Retinséure
nach jeweiliger Vorinkubation Uber 3 Tage mit dem entsprechenden Retinoid in
0; 0,49 oder 0,98 uM Konzentration. Das *H-Thymidin wurde beim Medium-
wechsel den Kulturen zugefugt und seine Aufnahme in die Thyreozyten
zwischen 3 und 48 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 6. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130000, *H-Zugabe:
12 kBq 3*H-Thymidin. Zugehorige Zahlenwerte und Statistik in Tab 0.1 im
Anhang.
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N13-cis-RA 0,49 uM+13 uM ? 13-cis-RA 0,98 uM+13 uM

1400 -
1200 1

1000 1

m

%

800

600

\

400 1 \

H-Aufnahme in dp

200 1

3 6 17 24 30 41 48
Inkubationsdauer(h)

Abb.2b. 13-cis-Retinsaure (Ansatz I)

Wie Abb.2. zeigt, hatte die Zugabe von 13 uM Retinol, im Ansatz ohne Vorinku-
bation mit Retinol, Uber den gesamten Inkubationszeitraum einen verstarken-
den Effekt auf die ®H-Thymidinaufnahme in Thyreozyten. Zum Zeitpunkt t = 17h
war die Thymidinaufnahme gegentuber der Kontrollgruppe um das 3,2- fache
erhoht. Der Unterschied zur Kontrollgruppe war signifikant (p<0,05). An-
schlieRend kam es zu einem Abfall der *H-Thymidinaufnahme und einem
leichten Wiederanstieg nach 48 h. Der Kulturansatz mit 13 pM Retinol und Vor-
inkubation mit 0,49 uM Retinol bewirkte nach 17 h, 24 h und 48 h eine signi-
fikant erhohte *H-Thymidinaufnahme in die Thyreozyten, wahrend der Ansatz
mit 13 uM Retinol nach Vorinkubation mit 0,98 uM Retinol zu allen Zeitpunkten
eine signifikante Erhdhung gegentber der Kontrolle bis zum 1,5-fachen hervor-
rief. Das Maximum der Thymidinaufnahme wurde dabei nach 48 h erreicht. Die
Zugabe von 13-cis-Retinsaure bewirkte keine signifikanten Erhdhungen,
sondern fihrte je nach Konzentration oder Zeitpunkt sogar zu einer vermindert-
en Aufnahmerate. Retinol bewirkt im Gegensatz zu Retinsaure eine signifikant

gesteigerte ®H- Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten.
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Abb.3a. Retinol (Ansatz I)

Abb.3. Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Retinol und 13-cis-Retin-
saure auf die **°I-lodidaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten.
Stimulation der Thyreozyten mit je 13 uM Retinol oder 13-cis-Retinsdure nach
jeweiliger Vorinkubation Uber 3 Tage mit dem entsprechenden Retinoid in O;
0,49 oder 0,98 pM Konzentration. Das '*I-lodid wurde beim Mediumwechsel
den Kulturen zugeflgt und seine Aufnahme in die Thyreozyten zwischen 3 und
48 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 6.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch:130000, ** I-Zugabe: 4kBq ' I- Radioiodid.
(Messung im Betazahler). Zugehorige Zahlenwerte und Statistik in Tab 0.2 im

Anhang.
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Abb.3b. 13-cis-Retinsaure ( Ansatz I)

Wie die Abbildungen 3 zeigen, hatte Retinolnach t=17 h, 24 h, 41 hund 48 h
konzentrationsunabhangig einen signifikant verstarkenden Effekt auf die lodid-
aufnahme in Schilddrisenzellen gegenuber der nicht mit Retinol stimulierten
Kontrolle. Retinol in einer Konzentration von 13 puM verstéarkte nach Vorinku-
bation der Thyreozyten mit 0,98 uM Retinol erst nach einer Inkubationsdauer
von t = 30 h die Radioiodaufnahme signifikant, zu friheren Zeitpunkten (t= 3h
und 6h) war die Radioiodaufnahme sogar leicht vermindert. Unter 13-cis-Retin-
saure konnte nach einer Vorinkubation mit 0,98 pM 13-cis-Retinsdure eine
signifikante Erhéhung der Radioiodaufnahme nur nach einer Inkubationsdauer
von 3 h, 30 h und 48 h gemessen werden, wahrend nach einer Vorinkubation
mit O oder 0,49 uM 13-cis-Retinsdure die Radioiodidaufnahme nur unwesent-
lich beeinflusst oder sogar vermindert wurde. (verminderte Radioiodidaufnahme
unter 13-cis-Retinsdure im Ansatz ohne Stimulation wahrend der Vorinku-
bationsphase beit = 3, 24, 30 h; im Ansatz mit 0,49 uM Retinol im Vorinku-
bationsmedium bei t =3 h und 6 h). Unter Retinol ist die Radioiodidaufnahme

wesentlich ausgepragter als unter 13-cis-Retinsaure.
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Abb.4a. Retinol (Ansatz II)
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Abb. 4b. 13-cis-Retinséure (Ansatz Il)
Abb. 4. Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Retinol und 13-cis-

Retinsaure auf die *H-Thymidinaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten.
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Stimulation der Thyreozyten mit jeweils 13 uM Retinol oder 13-cis-Retinséure
nach jeweiliger Vorinkubation Gber 3 Tage mit dem entsprechenden Retinoid in
0; 0,49 oder 0,98 pM Konzentration. Das *H-Thymidin wurde beim Medium-
wechsel den Kulturen zugefigt und seine Aufnahme in die Thyreozyten
zwischen 3 und 48 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 6. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *H-Zugabe: 12 kBq
3H-Thymidin. Zugehérige Zahlenwerte und Statistik in Tab 1.1 im Anhang.

Wie die Abbildungen 4 zeigen, bewirkte Retinol nach einer Inkubationszeit von
4 h in allen Konzentrationen eine signifikante Erhohung der *H-Thymidinauf-
nahmerate, nach Vorinkubation mit 0,98 uM Retinol sogar um das 4,8-fache,
verglichen mit der nicht stimulierten Kontrollgruppe. Danach zeigten alle mit
Retinol stimulierten Zellen ahnliche Aufnahmeraten wie die nicht stimulierte
Kontrolle. 13-cis-Retinsdure filhrte zu einer verminderten Thymidinaufnahme
zum Zeitpunkt t= 4 h. Nach 17 h zeigen sich in allen mit 13-cis-Retinsaure
stimulierten Gruppen und der Kontrolle anndhrend gleiche Aufnahmeraten,
wahrend sich die *H-Aufnahme nach 24 h in die mit 13-cis-Retinsaure
stimulierten Thyreozyten signifikant erhéhte und nach 48 h wieder unter den

Wert der nicht stimulierten Kontrolle abfiel.
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Abb.5a. Retinol (Ansatz II)

Abb.5.  Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Retinol und 13-cis-
Retinsdure auf die '*I-lodidaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten.
Stimulation der Thyreozyten mit jeweils 13 pM Retinol oder 13-cis-Retinsaure
nach jeweiliger Vorinkubation Uber 3 Tage mit dem entsprechenden Retinoid in
0; 0,49 oder 0,98 uM Konzentration. Das *#I-lodid wurde beim Mediumwechsel
den Kulturen zugefugt und seine Aufnahme in die Thyreozyten zwischen 4 und
48 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 6.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *?° I-Zugabe: 4kBq **° I-lodid.

(Messung im Betazahler). Zugehorige Zahlenwerte und Statistik in Tab 1.2 im

Anhang.
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Wie die Abbildungen 5 zeigen, war bei den mit Retinol stimulierten Kulturen die
lodidaufnahmerate nach 4 h signifikant erhdoht. Der Anstieg gegentber der Kon-
trolle betrug das 1,7-fache, wenn die Zellen mit 0,98 puM Retinol vorinkubiert
wurden. Die mit 13-cis-Retinsdure inkubierten Zellen wiesen nach 4 h eine
deutlich verminderte Aufnahmerate auf. Nach 17 Stunden wichen weder die
Aufnahmeraten unter 13-cis-Retinsdure noch unter Retinol sicher von jener der
Kontrollkultur ohne Stimulation ab. Lediglich die Thyreozyten die mit 0,98 uM
13-cis-Retinsaure vorinkubiert wurden, zeigten hier nach erneuter Stimulation
mit 13 puM 13-cis-Retinsaure eine signifikant erhéhte lodidaufnahme um das
1,3-fache. Die Aufnahmeraten unter 13-cis-Retinsaure waren nach 24 h, ver-
glichen mit der unstimulierten Kontrolle, alle, zum Teil signifikant um das 1,7-
fache erhoht. In der Retinolgruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zur Kontrolle. Nach 48 h sank die lodidaufnahmerate in den stimulierten
Thyreozyten unabhangig vom zugesetzten Retinoid wieder auf bzw. unter den
Wert der nicht stimulierten Zellen der Kontrollgruppe.
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Abb.6a. Retinol (Ansatz Il1)
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Abb.6. Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Retinol und 13-cis-
Retinsaure auf die *H-Thymidinaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten.
Stimulation der Thyreozyten mit 13 pM Retinol oder 13 pM 13-cis-Retinsaure
nach jeweiliger Vorinkubation Uber 3 Tage mit dem entsprechenden Retinoid in
0; 0,49 oder 0,98 uM Konzentration. Das *H-Thymidin wurde beim Wechsel des
Mediums den Kulturen zugefigt und seine Aufnahme in die Thyreozyten
zwischen 2 und 65 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 6. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000,* H-Zugabe: 12kBq *H-
Thymidin. Zugehorige Zahlenwerte und Statistik in Tab 2.1 im Anhang.

Wie Abb.6 zeigt, wiesen die mit Retinol stimulierten Kulturen insgesamt eine
leichte Erhdhung der ®H-Thymidinaufnahme auf, signifikant waren diese Stei-
gerungen jedoch nur nach 24 Stunden (Gruppe mit Vorinkubation 0,98uM). Der
Anstieg betrug das ca. 2-fache gegenuber der nicht stimulierten Kontrolle. Mit
fortschreitender Inkubationsdauer kam es zu einem weiteren Ansteigen der
Thymidinaufnahme, die nach 65 h in einem Maximum endete. Bei den mit 13-
cis-Retinsaure stimulierten Thyreozyten war die *H-Thymidinaufnahme nach 4
und 17 Stunden bei den Kulturen ohne Vorinkubation signifikant erhoht.
Wahrend die Aufnahmerate nach 4 und 17 h um das durchschnittlich 2- bis 3-
fache anstieg, ergab die Messung nach 54 h einen deutlichen Anstieg
gegenuber der nicht stimulierten Kontrollkultur. Aufgrund der grof3en
Standardabweichungen bei den Messergebnissen der nicht stimulierten Zellen
wéahrend des gesamten Inkubationszeitraumes, ist davon auszugehen, dass

hier einige Messwerte sogenannte ,Ausreif3er” sind.
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Abb.7. Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Retinol und 13-cis-Re-
tinsaure auf die *I-lodidaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten. Stimu-
lation der Thyreozyten mit 13 pM Retinol oder 13 pM 13-cis-Retinsdure nach
jeweiliger Vorinkubation Uber 3 Tage mit dem entsprechenden Retinoid in 0;
0,49 oder 0,98 uM Konzentration. Das Radioiodid wurde beim Mediumwechsel
den Kulturen zugefligt und seine Aufnahme in die Thyreozyten zwischen 2 und
65 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 6. Ein-
gesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *?°I-Zugabe: 4kBq *?° I-lodid.

(Messung im Betazahler). Zugehdrige Zahlenwerte und Statistik in Tab 2.2 im

Anhang.

Wie Abb. 7. zeigt, hatte die Zugabe von jeweils 13 pM Retinol oder 13-cis-
Retinsaure einen verstarkenden Effekt auf die *?°I-lodidaufnahme in die Thyreo-
zyten, verglichen mit der nicht stimulierten Kontrollgruppe. Eine signifikante
Steigerung ergab sich nach 4 h, 41 h und 48 h. Die maximale Steigerung der
lodidaufnahme gegenuber der Kontrolle fand sich bei den mit 13-cis-Retin-
saure stimulierten Zellen nach 4 h Inkubationszeit. Die lodidaufnahme war hier
um das 3,8-fache angestiegen. Die maximale *°I-lodidaufnahme wurde unter
Retinol erst nach 41 h erreicht. Bei den mit 13-cis-Retinsaure stimulierten Zellen
waren die hochsten Aufnahmeraten dann zu verzeichnen, wenn die Zellen nicht
vorstimuliert wurden. Unter 13-cis-Retinsdure mindete die lodidaufnahmerate
gleich zu Beginn der Inkubationsphase (t= 4 h, 6 h) in ein Maximum, nach 17 h
war hier die Aufnahmerate bereits wieder rucklaufig, im Gegensatz zur nicht

stimulierten Kontrolle.
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3.2 3H-Thymidin- und **I-lodidaufnahme in kultivierte Schweinethyreo-
zyten in Abhéangigkeit von Lykopin und dem Vitamin A-Gehalt

des Mediums
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Abb. 8. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die *H-Thymidin-Aufnahme in
kultivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von 13 uM Lykopin oder Placebo so-
wie von *H-Thymidin zu Beginn der Kultur. Die *H-Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 6. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *H-Zugabe:12 kBq
3H- Thymidin. Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 pM) NCTC-Medium. Zuge-
horige Zahlenwerte und Statistik in Tab 3.1 im Anhang. (Ansatz 1V)

Wie Abb.8. zeigt, konnte nach 2 Stunden Inkubationsdauer ein leichter Anstieg
der *H-Thymidinaufnahme bei den mit Lykopin stimulierten Kulturen nachge-
wiesen werden, ebenso nach 16 h, 24 h und 30h. Eine signifikante Steigerung
(um das 1,3-fache) gegenuber der unstimulierten Kontrolle war nur nach 40 h
zu verzeichnen, wahrend nach 48 h und 54 h sogar ein leichter Rickgang der
*H-Thymidinaufnahmerate festgestellt wurde. Die *H-Thymidinaufnahme er-
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reichte bei t= 16 h ein Maximum und nahm dann stimulationsunabhéngig stetig
ab. Auffallig ist die gesteigerte *H-Thymidinaufnahme in der mit Placebo ,stimu-

lierten* Kultur bei t = 48h.
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Abb.9. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die **I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von 13 pM Lykopin oder Placebo sowie
von '?|-lodid zu Beginn der Kultur. Die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten
wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 6.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *I-Zugabe: 4 kBq *?° I-lodid.
Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 uM) NCTC-Medium. (Messung im Beta-
zahler). Zugehdrige Zahlenwerte und Statistik in Tab 3.2 im Anhang.

Wie Abb. 9. zeigt, verringerte sich die *?°I-lodid -Aufnahmerate durch Zugabe
von Lykopin- Nanopartikeln zu jedem Zeitpunkt. Alle Kulturen, welche mit Pla-
cebo stimuliert wurden, zeigten annahrend die gleichen Aufnahmeraten wie die

nicht stimulierten Kontrollen.
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Abb. 10. Einfluss von Lykopin-Nanopartikeln auf die *H-Thymidin-Aufnahme in
kultivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von 13 uM Lykopin oder Placebo so-
wie von ®H-Thymidin zu Beginn der Kultur. Die *H-Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 6. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *H-Zugabe:12 kBq *H-
Thymidin. Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 uM) NCTC- Medium. Zugehorige
Zahlenwerte und Statistik in Tab 4.1 im Anhang. (Ansatz V)

Wie Abb. 10. zeigt, hemmte die Zugabe von Lykopin-Nanopartikeln die 3H-
Thymidinaufnahmerate nach 2 und 4 h - verglichen mit der Kontrollgruppe. Eine
leicht gesteigerte nicht signifikante Aufnahme von Thymidin, verglichen mit den
nicht stimulierten Zellen, war zu den Zeitpunkten t= 16 h, 24 h, 40 h, 48h und 54
h feststellbar. Nach 30 h waren die *H-Aufnahmeraten in der mit Lykopin
behandelten und in der nicht stimulierten Gruppe annahrend gleich. Die mit
Placebo behandelten Kulturen zeigten, zu den Zeitpunkten t= 16 h, 24 h und
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40 h, jeweils deutlich héhere Aufnahmeraten gegentber der Kontrolle, nach 16
und 24 h wies die Placebo-Gruppe auch gegenuber den mit Lykopin stimu-
lierten Zellen héhere Impulsraten auf. Die Unterschiede zur Kontrolle waren

allerdings nicht signifikant.
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Abb.11. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die **I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von13 uM Lykopin oder Placebo sowie
von '?|-lodid zu Beginn der Kultur. Die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten
wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 6.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, '*I-Zugabe: 4 kBq % I-lodid.
Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 pM) NCTC- Medium. (Messung im Beta-
zahler). Zugehdrige Zahlenwerte und Statistik in Tab 4.2 im Anhang. (Ansatz V)
Wie die Abb.11. zeigt, hemmte die Zugabe von Lykopin- Nanopartikeln die *2°I-
lodidaufnahmerate zu jedem Zeitpunkt. Alle mit Placebo inkubierten Kulturen
zeigten, aulBer zum Zeitpunkt t=54 h, jeweils ahnliche Aufnahmeraten wie die
Kontrollgruppe. Nach 54 h jedoch war die lodidaufnahmerate auch in der

Placebogruppe vermindert.
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Abb.12. Einfluss von Lykopin-Nanopartikeln auf die *H-Thymidin-Aufnahme in
kultivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von 13 puM Lykopin oder Placebo so-
wie von ®H-Thymidin zu Beginn der Kultur. Die *H-Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 4. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *H-Zugabe:12 kBq *H-
Thymidin. Spezielles Vit. A- freies NCTC- Medium. Zugehorige Zahlenwerte
und Statistik in Tab 5.1 im Anhang. (Ansatz VI)

Wie Abb. 12. zeigt, war die *H-Thymidinaufnahmerate bei den mit Lykopin
stimulierten Zellen bis zum Zeitpunkt t=16 h gegeniber der nicht stimulierten
Kontrolle leicht erhdht. Zwischen 24 h und 48 h zeigten sich ahnliche Thymidin-
aufnahmeraten wie bei der nicht stimulierten Kontrolle. Nach 54 h war die
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Thymidininkorporation bei den mit Lykopin stimulierten Zellen deutlich
vermindert, verglichen mit der Kontrolle. Da bei diesem Versuch die Anzahl der
Stichproben zu gering war, lasst sich nicht mit Sicherheit sagen, ob es sich um

signifikante Einflisse handelt.
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Abb. 13. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die *?°I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von13 uM Lykopin oder Placebo sowie
von ?I-lodid zu Beginn der Kultur. Die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten
wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Spezielles Vit. A- freies NCTC- Medium.
Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 4. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch :
130 000, *?°I- Zugabe: 4 kBq **° I-lodid. (Messung im Betazahler). Zugehérige
Zahlenwerte und Statistik in Tab 5.2 im Anhang. (Ansatz VI)

Wie Abb. 13. zeigt, war die ***I-lodidaufnahmerate bei den mit Lykopin- Nano-
partikeln stimulierten Zellen gegeniber der nicht stimulierten Kontrolle annahr-
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end gleich, nach 30 h und 40 h war die lodidaufnahme gegentber der Kontrolle
gering erhodht. Zu den Zeitpunkten t= 16 h, 48 h und 54 h war die lodidinkorpo-
ration etwas vermindert. Aufgrund einer zu geringen Stichprobenanzahl war der
Versuch statistisch nicht auswertbar. Es fallt auf, dass auch in diesem Ansatz
die mit Placebo inkubierten Kulturen meist geringfiigig héhere Aufnahmeraten

als die Kontrollkultur aufwiesen.
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Abb. 14. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die **I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von13 uM Lykopin oder Placebo sowie
von ?I-lodid zu Beginn der Kultur. Die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten
wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Spezielles Vit. A- freies NCTC- Medium.
Dargestellt sind Mittelwert und SEM n= 4. Eingesetzte Zellzahl pro Kultur-
loch: 130 000, *?°I-Zugabe: 4 kBq '*I-lodid. (Die Messung erfolgte hier im
Gammazahler, bei den vorangehenden Anséatzen wurde die **I-lodidaufnahme
im Betazadhler gemessen). Zugehorige Zahlenwerte und Statistik in Tab 5.3 im
Anhang. (Ansatz VI)
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Wie Abb.14. zeigt, ergab die Messung der lodidaufnahmerate im Gammazahler

ein ahnliches Ergebnis wie die Messung im Betazahler.
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Abb.15. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die *H-Thymidin- Aufnahme in
kultivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von 13 uM Lykopin oder Placebo so-
wie von *H-Thymidin zu Beginn der Kultur. Die *H-Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und
SEM. n= 4. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *H-Zugabe:12 kBq *H-
Thymidin. Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 uM) NCTC- Medium. Zugehorige
Zahlenwerte und Statistik in Tab 6.1 im Anhang. (Ansatz VI)

Wie Abb.15. zeigt, bewirkte die Zugabe von 13 uM Lykopin BASF ab einer Inku-

bationszeit von 4 h eine deutlich starkere *H-Thymidinaufnahmerate als bei der

nicht stimulierten Kontrollgruppe. Die Aufnahmeraten waren verglichen mit der
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Kontrolle bis zum 5- fachen erhdht. Aufgrund zu geringer Stichprobenanzahl
darf jedoch nicht von einer Signifikanz ausgegangen werden. Die Aufnahme-

raten der Placebogruppe verhielten sich &hnlich wie die der Kontrollgruppe.
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Abb. 16. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die **I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von13 uM Lykopin oder Placebo sowie
von '?|-lodid zu Beginn der Kultur. Die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten
wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 4.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *?°l-Zugabe: 4 kBq *°I-lodid.
Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 uM) NCTC-Medium. (Messung im Beta-
zahler). Zugehdrige Zahlenwerte in Tab 6.2 im Anhang. (Ansatz V1)

Wie Abb. 16. zeigt, hatte die Zugabe von 13 pM Lykopin BASF keine einheit-
lichen Auswirkungen auf die Radioiodidaufnahme. Wéhrend zu Beginn der In-
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kubation (bis zu 16 h) und dann wieder nach 40 h die lodidaufnahmerate in die
mit Lykopin stimulierten Thyreozyten gegentber den Kontrollzellen vermindert
war, wurden nach 24 h, 30 h, 48 h und 54 h erh6éhte Aufnahmeraten gemessen.
Nach 30 h war dieser Unterschied (1,5-fache Erh6hung gegeniiber der Kontrol-
le) besonders deutlich. Aufgrund der zu geringen Stichprobenzahl darf jedoch
nicht von einer statistischen Signifikanz ausgegangen werden. Die mit Placebo
behandelten Zellen zeigten &hnliche Aufnahmeraten wie die Kontrolle, wiesen

jedoch nach t= 16 h eine verminderte Radioiodidaufnahme auf.
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Abb. 17. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die ***I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten. Zugabe von 13 pM Lykopin oder Placebo sowie
von #I-lodid zu Beginn der Kultur. Die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten
wurde zwischen 2 und 54 h verfolgt. Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 4.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch: 130 000, *?°I-Zugabe: 4 kBq **°I-lodid.
Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 pM) NCTC- Medium. (Messung im Gamma-
zahler). Zugehorige Zahlenwerte in Tab. 6.3 im Anhang. (Ansatz VI)
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Wie Abb. 17. zeigt, unterschieden sich die Messergebnisse des Gammazahlers
teilweise von den Messergebnissen der gleichen Zellen im Betazéhler (Abb.
16., s.5.49). Bei den mit Lykopin stimulierten Kulturen zeigten sich ab t= 16 h im
Mittel geringfiigig erhéhte *?°I-lodidaufnahmeraten in die Zellkulturen mit einem
Maximum nach 16h und 30h. Die mit Placebo behandelten Zellen unter-

schieden sich nicht sicher von der Kontrolle.

Abb. 18. zeigt die Darstellung der Daten aus den Diagrammen 12 und 15 (zu-
gehorige Zahlenwerte in Tab. 5.1 und 6.1). Die Abbildung veranschaulicht den
Einfluss von Lykopin-Nanopartikeln auf die *H-Thymidinaufnahme in Abhangig-

keit von Vitamin A im Medium.

Wie Abb. 18. zeigt, induziert das Vit. A- haltige Medium eine deutliche Steiger-
ung der >H-Thymidinaufnahme in die Thyreozyten unter Lykopin nach 4 h, 16
h, 24 h, 30h und 40 h zur Folge. Bei Verwendung von Vitamin A- freiem
Medium war dies nicht der Fall. Nach 48h lie3en die unterschiedlichen Medien
keine Unterschiede bezlglich der Thymidinaufnahme mehr erkennen. Nach 54
Stunden Inkubationszeit zeigte sich bei den beiden Kontrollen in Vit. A- freiem

Medium allerdings eine etwas héhere Thymidininkorporation.

Abb. 19. (S. 55) zeigt die Darstellung der Daten aus den Diagrammen 13 und
16 (zugehdrige Zahlenwerte in Tab. 5.2 und 6.2 ). Die Abbildung
veranschaulicht den Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die '?I-lodid-

aufnahme in Thyreozyten in Abhangigkeit vom Vitamin A- Gehalt im Medium.

51



[AS:

O Medium Vit.A-frei,ohne Stimulation

@M Medium Vit.A-frei,Placebo zu Lykopin BASF

Medium Vit.A-haltig,Lykopin BASF 13 uM

B Medium Vit.A-frei,Lykopin BASF 13 pM
B Medium Vit.A-haltig, ohne Stimulation
B Medium Vit.A-haltig,Placebo zu Lykopin BASF

6000 T

5000 |

H-Thymidinaufnahme in dpm

3

4000 |
3000 |
2000 |

1000 |

Abb.18.

24

30 40 48 54

Inkubationsdauer (h)



Wie Abb. 19. zeigt, wiesen die nicht stimulierten Zellkulturen in Vit. A-haltigem
Medium zu jedem Zeitpunkt etwas héhere *?°|-lodidaufnahmeraten auf als die
entsprechenden Kulturen in Vit. A- freiem Medium. Maxima fanden sich dabei
nach t= 16 h und 30 h. Die mit Lykopin inkubierten Kulturen wiesen unab-
hangig vom Vit.-A-Gehalt des Mediums in den ersten 4 h gleiche Aufnahme-
raten auf. Nach 16 h zeigten sich Unterschiede. Die Kulturen in Vit. A- haltigem
Medium wiesen unter Lykopin hohere Aufnahmeraten auf als entsprechende
Kulturen in Vit. A- freiem Medium. Dieser Effekt war auch nach 54 h nachweis-
bar. Ein die lodidaufnahme stimulierender Effekt des Vit. A- haltigen Mediums

zeigte sich auch bei den mit dem Placebo behandelten Kulturen.
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Abb.20. Einfluss von Lykopin- Nanopartikeln auf die *H-Thymidinaufnahme in
kultivierte Schweinethyreozyten, die in Vit. A- haltigem oder Vit. A- freiem Me-
dium kultiviert wurden. Stimulation der Thyreozyten mit 13 pM Lykopin oder mit
Placebo. ®H-Thymidin wurde den Kulturen bei der Aussaat zugefiigt und seine
Aufnahme in die Thyreozyten zwischen 2 und 54 h Inkubationsdauer verfolgt.
Dargestellt sind Mittelwert und SEM. n= 4 (Kontrollgruppe ohne Stimulation mit
Lykopin oder Placebo) oder n= 5 (Kulturen, denen Lykopin BASF oder Placebo
BASF zugesetzt wurden). Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch:130 000, *H-Zu-
gabe: 12 kBq >*H-Thymidin. Zugehérige Zahlenwerte und Statistik in Tab. 7.1 im
Anhang. (Ansatz VIII)

Abb.20. zeigt nach 16 und 24 h eine deutliche Verstarkung der *H-Thymidinauf-
nahme in Thyreozyten, die in Vit. A- haltigem Medium kultiviert wurden. Nach
40 h und 48 h war die Aufnahmerate in die Thyreozyten die im Vit. A- freien Me-
dium kultiviert wurden deutlich hdher als bei jenen in Vit. A- haltigem Medium.
Nach 48 h unterschieden sich die Thymidinaufnahmeraten in die mit Lykopin
stimulierten Kulturen, die in Vit. A- haltigem Medium kultiviert wurden, signi-
fikant von den entsprechenden Kulturen in Vit. A- freiem Medium. Nach 54 h
wies die Kontrollkultur in Vit. A- freiem Medium die hdchste im Ansatz erreichte
Aufnahmerate auf. Ein sicherer Effekt, der dem Lykopin zuzuschreiben ware ist

nicht zu erkennen.

Abb. 21. Einfluss von Lykopin-Nanopartikeln auf die **°I-lodid- Aufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten, die in Vit. A- haltigem oder Vit. A- freiem Medium
kultiviert wurden. Stimulation der Thyreozyten mit 13 uM Lykopin oder mit Pla-
cebo. *®I-lodid wurde den Kulturen bei der Aussaat zugefiigt und seine Auf-
nahme in die Thyreozyten zwischen 2 und 54 h Inkubationsdauer verfolgt. Dar-
gestellt sind Mittelwert und SEM n= 4 bei der Gruppe ohne Stimulation mit
Lykopin oder Placebo und n= 5 bei den Kulturen, denen Lykopin BASF oder
Placebo BASF zugesetzt wurden. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch:130 000,
121 Zugabe: 4 kBq ®I-lodid. (Messung im Betazahler). Zugehérige Zahlen-
werte und Statistik in Tab. 7.2 im Anhang. (Ansatz VIII)
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In Abb. 21. zeigen Zellkulturen in Vit. A- freiem Medium unter Stimulation mit
Lykopin BASF entweder nur eine geringe Verstarkung der lodidaufnahmerate
oder nach t= 4 h, 24 h, 40 h und 48 h sogar eine verminderte Aufnahmerate,
verglichen mit der nicht stimulierten Kontrolle. Bei der Placebo-Gruppe ohne Vit.
A verhielt sich die lodidaufnahmerate tendenziell gleich. Das Maximum der
lodidaufnahme bei den Kulturen in Vit. A- freiem Medium fand sich bei t= 24 h.
In Vit. A- haltigem Medium zeigten die mit Lykopin stimulierten Thyreozyten nur
nach t = 2 h eine Radioiodaufnahme, die gering tber der Kontrolle lag. Zu den
ubrigen Zeiten lag die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten eher unter jener
der Kontrolle. Die maximale lodidaufnahme in Thyreozyten, die in Vitamin A-
haltigem Medium kultiviert wurden, wurde nach 30 h erreicht, im Vitamin A-
freien bereits nach 24 h. Nach 24 h unterschieden sich die Aufnahmeraten
zwischen den Ansétzen in Vit. A- haltigem und Vit. A- freiem Medium am

ausgepragtesten.

Abb. 22. Einfluss von Lykopin-Nanopartikeln auf die ***I-lodidaufnahme in kul-
tivierte Schweinethyreozyten, die in Vit. A- haltigem oder Vit. A- freiem Medium
kultiviert wurden. Stimulation der Thyreozyten mit 13 uM Lykopin oder mit Pla-
cebo. '®I-lodid wurde den Kulturen bei der Aussaat zugefiigt und seine Auf-
nahme in die Thyreozyten zwischen 2 und 54 h Inkubationsdauer verfolgt. Dar-
gestellt sind Mittelwert und SEM. n= 4 bei der Gruppe ohne Stimulation mit
Lykopin oder Placebo und n= 5 bei den Kulturen, denen Lykopin BASF oder
Placebo BASF zugesetzt wurden. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch:130 000,
125 Zugabe: 4 kBq *I-lodid. (Messung im Gammazahler). Zugehérige Zahlen-
werte und Statistik in Tab. 7.3 im Anhang. (Ansatz VIlII)
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Wie Abb.22. zeigt, stimmt die gemessene ?I-lodidaufnahme mittels Gamma-
zahler weitgehend mit der Messung der Radioiodidaufnahme derselben Kul-
turen im Betazahler (s. Abb. 21) Gberein. Die maximale Aufnahmerate fand sich
in einem Zeitraum zwischen 16 h und 30 h. Nach 40 h und 48 h zeigte sich je-
doch bei der Messung im Betazéhler eine deutlich verstarkte Aufnahmerate in
den mit Vit. A- haltigem Medium angesetzten Kulturen, wahrend die Messung
im Gammazahler hier eine Abnahme zeigt.

3.3 *H-Thymidin-und *?°I-lodidaufnahme in kultivierte Schweinethyreo-

zyten in Abhangigkeit eines Ciprobay®-Zusatzes zum Kulturmedium

Oohne Stimulation,-Vit.A+Cipro M ohne Stimulation,-Vit.A,-Cipro
ohne Stimulation,+Vit.A+Cipro B ohne Stimulation,+Vit.A,-Cipro

500

$
\

Inkubationsdauer (h)

Abb. 23. zeigt die Auswirkungen einer Ciprobay®- Zugabe zum Kulturmedium
auf die *H-Thymidinaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten unter ver-
schiedenen Kulturbedingungen. Die Ciprobay®- Zugabe zum Medium erfolgte
in 3%-iger Konzentration zu Beginn der Kultur. Das Medium war wahlweise
Vitamin A- frei oder enthielt Vitamin A in ,physiologischer* Konzentration. 3H-
Thymidin wurde den Kulturen bei der Aussaat zugeftigt und seine Aufnahme in
die Thyreozyten zwischen 2 und 24 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt ist,

aufgrund starker Schwankungen von Ansatz zu Ansatz, die prozentuale Norm-
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ierung aller durchgefuhrten Ansatze bezogen auf die Kontrolle. Die Kontrolle
wurde = 100 % gesetzt. Die Stichprobenanzahl n ist variabel. Die Ergbnisse

kdnnen nicht als statistisch signifikant gewertet werden.

Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch:130 000, *H-Zugabe: 12 kBq *H-Thymidin.
Zugehorige Zahlenwerte in Tab. 8.1 im Anhang.(AnsatzVIII)

Abb. 23. zeigt, dal3 die Zugabe von Ciprobay® eher einen hemmenden Effekt
auf die Thymidinaufnahmerate der Thyreozyten hatte, wenn diese in Vitamin A-
freiem Medium inkubiert wurden. In keinem Fall zeigt es einen fordernden Ein-
fluss. Im Medium mit Vitamin A war die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten
generell hoher als bei Verwendung von Vitamin A- freiem. In Vitamin A-
haltigem Medium kann Ciprobay® bei einer kurzen Inkubation der Zellen von

4 h die Thymidinaufnahme offensichtlich vorribergehend férdern. Nach 24 h ist

dies bereits nicht mehr der Fall.

In Abb. 24. zeigt sich, dass sich Ciprobay® auf die lodidaufnahmerate der Thy-
reozyten, die in Vit. A- freiem Medium inkubiert wurden, zu Beginn des Inku-
bationszeitraumes (2- 4 h) hemmend auswirken kann. Nach 18 h gleicht sich
bei diesen Thyreozyten die Aufnahmerate der Kontrolle an. Bei Thyreozyten,
die in Vit. A- haltigem Medium inkubiert wurden, zeigt Ciprobay® wahrend der
gesamten Inkubationszeit einen hemmenden Effekt auf die lodidaufnahme, sie
war bei diesen Zellen nach 4 h um 50% gegenuber der Kontrolle reduziert. Die
lodidaufnahme in Thyreozyten kdnnte somit durch Ciprobay beeinflusst werden.
(s.auch Abb. 24 b im Kap. 7.1)
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Bohne Stimulation,-Vit.A+Cipro B ohne Stimulation,-Vit.A,-Cipro
M ohne Stimulation,+Vit.A+Cipro Hohne Stimulation,+Vit.A,-Cipro
18 24

4
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Abb. 24. Auswirkungen einer Ciprobay®- Zugabe zum Kulturmedium auf die

Einbaurate in %

125|_|odidaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten unter verschiedenen
Kulturbedingungen. Die Ciprobay®- Zugabe zum Medium erfolgte in 3 %- iger
Konzentration zu Beginn der Kultur. Das Medium war wahlweise Vit.A- frei oder
enthielt Vitamin A in ,, physiologischer “ Konzentration. **°I-lodid wurde den Kul-
turen bei der Aussaat zugefiigt und seine Aufnahme in die Thyreozyten
zwischen 2 und 24 h Inkubationsdauer verfolgt. Dargestellt ist, aufgrund starker
Schwankungen von Ansatz zu Ansatz, die prozentuale Normierung aller durch-
gefuhrten Ansétze bezogen auf die Kontrolle. Die Kontrolle wurde = 100 % ge-
setzt. Die Stichprobenanzahl n ist variabel. Die Ergebnisse kénnen nicht als
statistisch signifikant gewertet werden. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch:

130 000, #I-Zugabe: 4 kBq *?°I-lodid. Zugehorige Zahlenwerte in Tab. 8.2

iIm Anhang. (Ansatz VIII)

3.4 Immunhistochemischer Nachweis von NIS in Abhéangigkeit unter-

schiedlicher Konzentrationen an Vitamin A im Kulturmedium

In Abb. 25. ist die Western-Blot-Analyse zum NIS-Nachweis in Schweine-
thyreozyten dargestellt. Die Thyreozyten wurden zunachst in retinoidhaltigem

(0,6uM) oder retinoidfreiem Medium kultiviert. Zu 750 pl Medium wurden bei der
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Aussaat 10 nmol, 30 nmol oder 50 nmol Retinol hinzugefugt. AnschlielRend die
Zellen 3 Tage lang bei 37°C bebritet und dann die Elektrophorese und der
Western- Blot durchgefihrt.

Blot 1 Blot 2 Blot 3

Marker Kaultivierte Thyreozyten  Kultivierte Thyreozyten Schweine-

in Vit.A- freiem Medium in Vit.A- haltigem Medium Schilddrise

Abb. 25. Western-Blot zum NIS-Nachweis in Schweinethyreozyten.

Blot 1: Zellen in Vit.A- freiem Medium. Blot 2: Zellen in Vit.A- haltigem Medium.

Blot 3: Homogenat zur Kontrolle.

Ganz links sind die Marker aufgetragen. Ihren Banden lassen sich - von oben
nach unten- folgenden Molekulargewichten zuordnen:

a) 94 kDa b) 67 kDa c) 43,3 kDa d) 30 kDa e) 21,1 kDa f) 14,4 kDa.

Beim Blot der Zellen entspricht die oberste Bande dem NIS mit einem MG
zwischen 70- 90 kDa

Innerhalb von Blot 1 und 2 sind von links nach rechts aufgetragen:

Zellen ohne Stimulation, mit 10 nmol, 30 nmol oder 50 nmol Retinol stimuliert.
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Das Ergebnis zeigt, dass es bei den mit Retinol behandelten Proben keine
Unterschiede in der Menge der exprimierten NIS-Proteine gibt. Die Vor-
inkubation der Thyreozyten mit Vitamin A in physiologischer Konzentration oder
ohne Vitamin A hat allenfalls einen marginalen Effekt auf die NIS-Expression.
Moglicherweise ist die NIS-Menge bei den Thyreozyten, die in Vitamin A freiem

Medium kultiviert wurden, geringgradig hoher.
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4. Diskussion

4.1 Methoden

Unsere Untersuchungen wurden an Primarkulturen vom Schwein durchgefihrt.
Primarkulturen haben den Vorteil, dal3 sie noch samtliche in-vivo-Merkmale
besitzen. Im Gegensatz zu den mit TSH stimulierten Thyreozyten, die follikel-
artige Strukturen bilden, bilden die nicht mit TSH stimulierten Thyreozyten in
Kultur sogenannte Monolayer. Die Primarkulturen kénnen lodid aufnehmen und
speichern. Der Nachteil von Primarkulturen liegt darin, dass fur jede neue
Untersuchungsreihe eine neue Zellkultur angelegt werden muss. Die Vor-
aussetzungen von Kultur zu Kultur sind nicht véllig identisch, da die Zellen von
verschiedenen Schweinen stammen. Diese kdnnen anderen Aufzuchtsbe-
dingungen unterliegen. So hat die unterschiedliche Nahrung der Schweine
Einfluss auf den Schilddrisenstoffwechsel. Hier seien besonders strumige
Nahrungsmittel, wie zum Beispiel Raps oder Manjok erwahnt, deren Inhalts-
stoffe die lodidaufnahme in die Schilddriise durch kompetitive Hemmung des
NIS vermindern. Gleiches gilt fir eine Beeinflussung durch Medikamenten-
gaben wahrend der Aufzucht. Solche Einflisse lassen sich bei unseren
Untersuchungen nicht ausschlieRen, da sich die Herkunft der Schweine fir uns
nicht zurtickverfolgen lasst. Auch auf3erliche Einflisse haben Auswirkungen auf
die Schweinethyreozyten. Hennemann et al. (1955) fanden eine Abhangigkeit

des Schilddrisenstoffwechsels von der Jahreszeit. Wahl (1991) beschreibt
einen signifikanten Unterschied in der cAMP-Bildung in kultivierten Schweine-
thyreozyten in Abhangigkeit von der Jahreszeit (Frihjahr-Herbst). Da auch ein
altersabhangiger Unterschied im Schilddriusenstoffwechsel besteht, wurden nur
Schilddriisen von Schweinen im gleichen Alter verwendet. Diese Unterschiede
mannifestieren sich in der Hohe der lodidaufnahme, nicht jedoch in der
generellen Reaktionsfahigkeit auf einen Stimulus, sind also quantitativer und

nicht qualitativer Art.

Ein weiteres Problem bei Primarkulturen ist die Gefahr der Kontamination.
Diesem Problem wurde durch sterile Arbeitsweise und durch den Zusatz von
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Antibiotika und Antimykotika zum Kulturmedium Rechnung getragen. Bei der
Messung der Thymidinaufnahmeraten sei hier speziell auf das Problem der
Kontamination durch Mykoplasmen hingewiesen. Mykoplasmen sind in der
Lage, Thymidin aufzunehmen und somit das Ergebnis der Thymidininkorpo-
ration zu verfalschen. Eine solche Kontamination wurde zum einen mittels
Testung auf Mykoplasmenkontamination ausgeschlossen, zum anderen werden
Mykoplasmen aufgrund ihres geringen Durchmessers von nur ca. 0,8 um nicht
von den Glasfiltermatten des Zellharvesters mit einer Porengrdf3e von 1,5 um

zuriickgehalten. Sie werden damit dem Messvorgang entzogen.

Handelstbliches NCTC-135 - Medium enthalt normalerweise 0,6 UM Vitamin A.
Um den Retinoidzusatz zum Medium variabel halten zu kénnen, wurde Vitamin
A- freies NCTC-135 - Medium als Sonderanfertigung verwendet.

Das von uns verwendete Lykopin wurde in Form von Nanopartikeln verwendet.
Diese Form lal3t eine hohere Bioverfigbarkeit erwarten, da Nanopartikel
aufgrund ihrer extem geringen Grol3e (100- 300 nm) sehr einfach in das Zell-
innere gelangen konnen. Das wasserunlosliche Lykopin wird hierbei von einer
Hulle aus Schutzkolloid (Gelatine) umgeben. Dadurch liegt das Lykopin zum
einen in einer wasserloslichen Form vor, zum anderen ist es vor Biode-

gradation geschutzt. (Frauenhofer Institut Stuttgart, 2002, Internetmitteilung).

4.2 All-trans-Retinol, 13-cis-Retinsdure und Lykopin-Nanopartikel

Vitamin A und seine Derivate, die Retinoide, modulieren Wachstum und Diff-
erenzierung einer Vielzahl von Zellen (Hanck, 1991). lhre Wirkung wird Uber
spezielle Kernrezeptoren, die Retinoat- Rezeptoren RAR und RXR, vermittelt.
Diese Rezeptoren regeln die Genexpression und sind damit verantwortlich fur
Wachstum und Differenzierung der Zellen (Jetten et al. 1979; Pemrick et al.
1994). Im aktiven Zustand liegen die Kernrezeptoren als Homodimere oder He-
terodimere (Heterodimerbildung zum Beispiel mit RAR-, Vit. D3-, Thyroid-
hormon-Rezeptor) vor. Bei humanen follikularen Schilddrisenkarzinomen
konnen diese Rezeptoren in das Zytosol verlagert sein und verlieren damit ihre

genregulierende Funktion. (Takiyama et al., 2004).
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Retinoide wurden bereits Ende der vierziger Jahre des letzten Jahrhunderts von
Simkins zur Strumatherapie eingesetzt (Simkins 1947). Die Erfolge dieser
Therapie lassen sich zum Einen durch die verstarkte intrathyreoidale lodidan-
reicherung, andererseits durch eine Induktion der Apoptose erklaren. (Wahl et
al. 1996; Frohlich und Wahl 1999; Brtko und Thalhammer, 2003). Aufgrund
gravierender toxischer Nebenwirkungen der Retinoide infolge einer zu hoch

gewahlten Dosis, ist diese Therapieform heute jedoch obsolet.

Um follikulare Schilddrisenmalignome, die meist kein lodid mehr speichern,
einer Radioiodtherapie zugéanglich zu machen, werden diese haufig mit all-
trans-Retinsdure behandelt (Schmutzler et al. 2002). Bei diesen Malignomen
besteht ein Defekt des lodidtransportes am basolateralen Zellpol. (Gerad et al.
2003). Als Ursache beschreiben Kroll et al. (2000) eine chromosomale Dislo-
kation, verursacht durch die Fusion des DNA- bindenden Segments des PAX 8-
Gens mit dem PPAR-y-1-Gen. PAX 8 ist ein Transkriptionsfaktor der Schild-
drise und PPAR-y-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Zelldifferenzierung
stimuliert und das Wachstum hemmt. Das durch Fusion entstandene neue Gen
(PPFP) blockiert die Wirkung von PPAR-y-1 und konnte so die Zelldifferenz-
ierung hemmen und das Wachstum stimulieren. Man erhofft sich daher neue
Therapieansatze durch PPAR-y-Agonisten bzw. weitere Co-Faktoren wie z.B.
RXR (Mc Iver et al. 2004). Eine chromosomale Dislokation zeigt sich auch bei
der akuten Promyelozytenleukamie (APL). Bei der APL werden Teile von Pro-
teinen vom naturlichen Wirkort durch das Fusionsprotein PML-RAR a verlegt.

(Fenaux, 1996; Parmar et al. 2003). Die davon betroffenen Krebszellen werden
unter Retinsdurebehandlung zur Redifferenzierung angeregt, wobei die ver-
legten Proteine vollstandig relokalisiert werden (Weis, 1994). Grenzen dieser
Behandlung ergeben sich durch die Neurotoxizitat und Teratogenitat der all-
trans-Retinsdure. Die Sensibilitdt der Malignome auf Retinoide hangt jedoch
auch vom Vorhandensein entsprechender Rezeptoren und Proteinen ab, tUber
welche die Retinoide erst ihre Wirksamkeit entfalten kénnen. Schmutzler et al.
(1998) stellten bei Untersuchungen verschiedener Karzinomzelllinien (FTC-133

und FTC-238 aus follikularen Schilddrisenkarzinomen) eine unterschiedlich
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ausgepragte Expression von RAR- und RXR-Rezeptoren fest. Eine Reduktion
der Anzahl der Tumorzellen durch Behandlung mit all-trans-Retinsaure konnte
sowohl an FTC-133-Zellen, als auch an FTC-238-Zellen nachgewiesen werden.
An FTC-238-Zellen war der Effekt geringer, denn FTC-238-Zellen zeigen eine
geringere Expression von RAR B-mRNA. (Schmutzler et al. 2004).

Auf der Suche nach Retinsaure- ahnlichen Wirkstoffen mit weniger Neben-
wirkungen, bot es sich an, das den Retinoiden chemisch ahnliche Carotinoid
Lykopin zu untersuchen. Mehrere Studien zu Lykopin zeigten, dal’3 Lykopin das
Risiko bestimmter Malignomarten deutlich mindert. So stellte Mannisto et al.
(2004) fest, dal3 Raucher ein geringeres Lungenkrebsrisikio aufweisen, wenn
diese haufig carotinoidhaltige Kost zu sich nahmen. Einen Zusammenhang
zwischen der Sterblichkeit und dem Plasma-Lykopingehalt bei Patienten mit
Oral-, Pharynx-, oder Larynxkarzinomen stellte Mayne et al. (2004) fest. Bei
Patienten mit einem Plasma-Lykopingehalt von 70ug / | war die Sterblichkeits-
rate deutlich reduziert. Zu einem &ahnlichen Ergebnis kommt auch Erhardt et al.
(2003). In einer Studie stellten die Autoren fest, dal3 Rauchen und ein Plasma-
Lykopingehalt von unter 70ug / | ein deutlich erhdhtes Risiko fur das Entstehen
von kolorectalen Karzinomen darstellt, wahrend es bei Patienten mit ausge-
pragtem Tomatenkonsum, der eine betrachtliche Lykopinzufuhr bedeutet,
deutlich seltener zu einer entsprechenden Malignomentstehung aus Darmpo-
lypen kommt. Eine carotinoidhaltige Diat senkt auch das Brustkrebs- und das
Prostatakrebsrisiko um 60-70% (Donaldson et al. 2004). In einer Studie mit
Prostatakarzinom- Patienten fiihrte bereits eine Lykopin-Supplementierung von
2 x 15 mg / Tag (in Form eines Tomatenkonzentrates) nach drei Wochen zu
einer 18%-igen Senkung des PSA, wahrend die nicht supplementierte Kontroll-
gruppe einen 14%-igen Anstieg dieses PSA-Wertes aufwies. (Kucuk et al.
2001). Eine weitere, an Ratten mit Prostatakarzinomen durchgeftihrte Studie
(Boileau et al. 2004) kam zu ahnlichen Ergebnissen, wenn lykopinreiche To-
matenkonzentrate verwendet wurden. Keine Wirkung zeigte hier reines Lykopin.
Batieha et al. (1993) stellten in einer Fallstudie fest, dal® kein Zusammenhang

zwischen dem Serum-Lykopin-Gehalt und der Entstehung von Cervixkar-
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zinomen besteht, allerdings konnte mit Fortschreiten der Krankheit ein Absinken
des Serum-Lykopin-Gehaltes festgestellt werden.

In unseren Versuchen zeigte Lykopin unabhangig vom Vitamin A- Gehalt des
Mediums keinen signifikanten Einfluss auf den Thymidin- und lodidstoffwechsel.
Riso et al. (2004) beschrieben jedoch einen Synergismus zwischen Vitamin C
und Lykopin.

Reines Lykopin wird moéglicherweise wegen seiner schlechten Wasserl6slichkeit
nicht resorbiert. Bei der Wirkung des Lykopins sind mehrere Faktoren beteiligt.
Zum einen sind seine antioxidativen Eigenschaften zu nennen. Lykopin macht
die DNA weniger empfindlich auf oxidative Angriffe und moduliert DNA-
Reparaturmechanismen. An menschlichen Lymphozyten zeigen sich jedoch
bezuglich der Haufigkeit von Einzelstrangbriichen der DNA keine Effekte.

(Astley et al. 2004). Auf molekularer Ebene bewirkt Lykopin eine Wieder-
herstellung der gestorten Zell-zu-Zell-Kkommunikationen, indem es in Zellen von
humanen Mundtumoren, die Transkription und Expression des Connexin 43, ein
Schlusselprotein aus der Familie der gap-junction-proteine, signifikant steigert.
Fir diesen Erfolg war allerdings eine hohe Konzentration (3-7umol/ 1) an
Lykopin und eine relativ lange Inkubationsdauer (24 - 48 h) notwendig (Livny et
al. 2002). Dies stimmt mit den Ergebnissen unserer Versuche uberein. Eine
leicht erhohte, jedoch nicht signifikante *H-Thymidinaufnahme zeigte sich
frihestens nach 16 h, bei der '*I-lodidaufnahme friihestens nach 24 h Inku-
bationszeit. Die relativ geringen Auswirkungen auf den Thymidin- und lodstoff-
wechsel in unseren gesunden Zellen, kdnnten damit begrindet sein, dass
Lykopin in entdifferenzierten Geweben seine protektive Wirkung Uber eine Ver-
minderung der in entdifferenzierten Gewebe erhdhten IGF-I- und IL-6- Aus-
schittung vermittelt. Siler et al. (2004), stellten diese Wirkung in einer Unter-
suchung an Prostatakarzinomgewebe fest. Levy et al. beschrieben 1995 die
Hemmung der IGF-I-induzierten Zellproliferation infolge von Lykopin-Zugaben
(5 mmol/ I) zu Zelllinien-Kulturen von Mammakarzinomen (MCF-7) und Lungen-
karzinomen (NCI-H226). Die Autoren beschrieben ebenfalls die deutlich ge-
ringere Hemmung der Zellproliferation an gesunden Fibroblasten. Countryman

et al. (1991), stellten eine Potenzierung dieser IGF-I hemmenden Wirkung des
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Lykopins durch gleichzeitige Zugabe von Retinsaure zu Kulturen einer

humanen Leukamie-Zell-Linie.

4.3 Radioiodaufnahme

Die Auswertung unserer Versuche zur Steigerung der Radioiodidaufnahme in
Thyreozyten unter Retinol (Abb. 3a, 5a und 7a) und 13-cis-Retinséure (Abb. 3b,
5b und 7b) zeigen keine einheitlichen Ergebnisse. So erhdht Retinol in einer
Versuchsreihe durchweg die Aufnahme von Radioiodid in die Thyreozyten,
wahrend in einer anderen Versuchsreihe nur durch die hdchste gewdhlte
Retinolkonzentration (13 pM) die Radioiodaufnahme gegenlber der nicht
stimulierten Kontrolle kontinuierlich erhoht ist. Ahnlich verhélt es sich bei den
mit 13-cis-Retinsdure stimulierten Zellen. Sie weisen nur zum Teil eine erhéhte

lodidinkorporation, verglichen mit der nicht stimulierten Kontrolle, auf.

Generell zeigen die mit Retinol behandelten Zellen hohere Aufnahmeraten an
1251 |odid als die mit 13-cis-Retinsaure stimulierten Zellen. Dieses Ergebnis
spricht zunachst gegen die Tatsache, dal3 Retinsdure der aktive Metabolit des
Retinols ist. Retinol besitzt eine alkoholische Gruppe. Aul3erdem ist es, wie
Retinsaure auch, in Methanol gel6ést. Durch seine alkoholische Eigenschaft
kann Retinol die Membranfluiditat der Zellen so verandern, dal3 vermehrt NIS-
Moleklule an die Zelloberflache transportiert werden. (Fréhlich et al. 2004)
Dadurch wird die gesteigerte lodidaufnahme unter Retinol verglichen mit der
Stimulation unter 13-cis-Retinsaure durchaus nachvollziehbar.

Eine Ursache fir die uneinheitlichen Versuchsergebnisse kdnnten unter
anderem die unterschiedlichen Aufzuchtsbedingungen der flir die Versuchs-
reihen verwendeten Schweine sein, da sich, wie bereits oben erwéhnt, unter-
schiedliche Nahrungsbeschaffenheiten auf den lodidgehalt der Schilddrisen
auswirken konnen. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten héngt ihrerseits auch
vom vorliegenden intrathyreoidalen lodgehalt ab. (Pfannenstiel, 1991). Das

Wirkprofil von Lykopin auf die Radioiodaufnahme tber den gesamten Zeitraum
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betrachtet (Abb. 9c, 11c, 13c und 16c) zeigt bei zwei Ansatzen in Vitamin A-
haltigem Medium eine deutliche Verminderung der lodidaufnahme um ca. 50%
(Abb. 9c, 11c ). Bei einem Ansatz war dies nicht der Fall (Abb. 16c). Im ent-
sprechenden Versuch in Vitamin A- freiem Medium hat Lykopin und das

entsprechende Placebo gegeniber der Kontrolle keinen Einfluss.

4.4 Thymidinaufnahme

Bei unseren Versuchen zur *H-Thymidinaufnahme (Abb. 2, 4 und 6) in
Thyreozyten zeigen sich relativ niedrige Impulszahlen verglichen mit den in der
Literatur beschriebenen *H-Thymidin- Aufnahmeraten. Grund dafir ist, daf das
verwendete NCTC- Medium bereits ,kaltes” Thymidin enthélt. Beim Zusatz von
radioaktiv markiertem Thymidin zu den Kulturen wird dessen spezifische
Radioaktivitat verdinnt. Bei nicht transformierten Zellen vom Schwein verlauft
die *H-Thymidinaufnahme parallel zum Einbau in deren DNS (Wahl, 1991) und

kann daher als Wachstumsparameter gewertet werden.

In unseren Versuchen (Abb. 2a, 4a, 6a) zeigt Retinol bereits nach 4 h eine
steigernde Wirkung auf die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten, verglichen
mit den nicht stimulierten Zellen. Dieser anfanglich erhdhte Einbau relativiert
sich jedoch mit zunehmender Inkubationszeit und gleicht sich ab ca. 17 h den
Einbauraten bei den nicht stimulierten Kontroll-Thyreozyten an. Insgesamt
zeigte sich die héchste Thymidinaufnahme bei den Thyreozyten, welche mit
0,98 uM Retinol vorinkubiert wurden. Die ,physiologische” Retinolkonzentration
im Kulturmedium liegt bei ca. 0,6 pM. Die Retinolkonzentration von 0,98 uM war
die hochste fir die Vorinkubation gewahlte Konzentration. Die sich dem
Maximum anschliesende, wieder abfallende Thymidinaufnahme (Abb. 2a bei t=
24 h; Abb. 4a, 6a bei t= 17 h) kdnnte mit der Apoptose induzierenden Wirkung
der Retinoide erklart werden. Frohlich und Wahl (2004) stellten bei normalen,
nicht transformierten Schilddriisenzellen eine biphasische Wirkung der
Retinoide fest. In den ersten 12 h der Inkubation mit 13uM Retinol konnte ein
Ansteigen der lodidaufnahmerate gemessen werden. Ab einer Inkubations-

dauer von 30 h und langer kam es dann bei einer Konzentration von >13 puM
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Retinol zu einer Steigerung der Apoptoserate bei gleichzeitiger Verminderung
des lodideinbaus. Eine Inkubation der Zellen mit 6,5 uM Retinol ergab keinen
Hinweis auf eine Steigerung der Apoptose, gemessen an der *H-Thymidinin-
aufnahmerate. Bei mit 10 pM Retinol inkubierten Kulturen von Schweine-
thyreozyten konnte eine Steigerung der Apoptose auf 66% gemessen werden.
(Amann JN, 2002).

Iwata et al. (1992) und Nagy et al. (1995) wiesen diese Wirkung der Retinoide
an verschiedenen Tumorzelllinien nach. An der Steuerung der Apoptose sind
die Kernrezeptoren RAR und RXR beteiligt. (Szondy et al., 1998). Holmes et al.
(2000) zeigten, dass eine Hemmung der RAR-Rezeptoren die Apoptose
hemmt, aber nicht vollig ausschaltet. Gianni et al. (2000) beschrieben den
apoptoseinduzierenden Effekt der 9-cis-Retinsaure via RXR-Rezeptoren in
einem Modell mit Zellen der Akuten Promyelozytenleukamie. Konta et al. (2001)
berichten einerseits Uber die Minderung der Apoptose durch entsprechende
Rezeptorantagonisten (AGN 193109 fur RAR, HX 531 fur RXR), andererseits
Uber die fehlende Apoptosewirkung der all-trans-Retinsdure auf genmutierte
RAR-Rezeptoren.

Unter 13-cis-Retinsdure kam es bei unseren Versuchen zu Beginn der
Inkubation zun&chst zu einem Abfall der *H-Aufnahmerate (Abb. 2b, 4b, 6b).
Diese glich sich nach 17 h den Messwerten der Kontrolle an. Nach 24 h kam es
zu einem verstarkenden Effekt auf die Thymidinaufnahme. Mit fortschreitender
Inkubation, fiel die *H-Thymidinaufnahme nach 48 h wieder ab. Eine der Ur-
sachen fur diese phasenformige Thymidinaufnahme ist der Zellzyklus. In der
Literatur werden unterschiedliche Stoffwechseleffekte unter 13-cis-Retinsaure
beschrieben. Sultana et al.(2004) wiesen an einem Modellversuch mit Haut-
zellen eine karzinompraventive Aktvitdt der 13-cis-Retinsdure nach. Die Wir-
kung scheint hier in einer Hemmung der Angriffe durch freie Radikale zu liegen.
Dawson et al. (2004) beschreiben all-trans-, 9-cis-, 13-cis-Retinsaure und vier
weitere synthetisch hergestellte Retinoide als wirksame Wirkstoffe zur Behand-
lung von Hyperplasien, wie sie zum Beispiel bei Akne, Psoriasis, T-Zell- Lymph-

omen, Basalzellkarzinomen oder Promyelozytenleukamie auftreten. Die
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Autoren weisen aber darauf hin, dafl die Retinsdure-Wirkung vom
Vorhandensein entsprechender Rezeptoren vom Typ RXR abhangig ist. Von
Bexarotene, dem ersten synthetischen fir RXR hochselektiven Retinoid weifl3
man, dass es, oral verabreicht, die Apoptose von CTCL-Zellen (T-Zell-
Lymphom-Zellen) bewirkt (Zhang et al. 2003).

Der Verlust an RAR-B-Rezeptoren in einigen Tumorgeweben ist vermutlich die
Folge von Geninaktivierungen und nicht von Genverlegungen. So zeigte 13-cis-
Retinsaure bei Patienten mit Lungenkarzinomen oder entsprechenden
Prékanzerosen keinerlei Wirkung, wéhrend 9-cis-Retin-sdure die Anzahl von
RAR-Rezeptoren erhohte. (Khuri et al., 2004). Schmutzler et al., 2004 stellten
an FTC-133 und FTC-238 Zelllinien (follikulare Schilddrisenkarzinomzellen)
ebenfalls eine Abhangigkeit der Wirkung von all-trans-Retinsdure vom Vor-
handensein der entsprechenden RAR- oder RXR- Rezeptoren fest. Bei FTC-
238-Zellen mit ihrer verringerten Anzahl an RAR-B- Rezeptoren kam es unter
all-trans-Retinsaure zu einer sehr viel geringeren Reduktion der Tumorzellen
als bei FTC-133-Zellen, die diesen Rezeptor ausreichend aufweisen. RAR-
Rezeptoren kdnnen bei Malignomen auch inaktiv sein, z.B. durch Methylierung
(Vollberg et al., 1992).

Siegel et al.( 2004) stellten in einer Studie mit 502 brasilianischen Frauen fest,
dass der naturliche Plasmagehalt an Retinsdure und die eventuell auftretende
Toxizitat unter den verabreichten Retinoiden ,lifestyle®- abhangig ist. So beein-
flussten Alter, Rasse, Anzahl der Schwangerschaften, Jahreszeit, Ernahrung
oder die Einnahme oraler Kontrazeptiva die Plasmakonzentration an zirkulier-
ender Retinsdure und damit auch deren Anzahl an Rezeptoren. Dieser Zusam-
menhang konnte indirekt auch bei unseren Versuchen eine Rolle spielen. Zwar
war das Alter der verwendeten Schweine ungefahr gleich, aber die Erndhrung,
die Verabreichung verschiedener Medikamente, die Einkreuzung verschiedener
Rassen und die Jahreszeit stellen Faktoren dar, welche die Ergebnisse durch-
aus beeinflussen konnten.

In unseren Versuchen zeigte sich eine tendentiell verminderte Thymidinauf-
nahmerate unter Lykopin-Stimulation (Abb. 8, 10, 12, 15, 18, 20). Nur wenn das
Medium Vitamin A enthielt, zeigte sich eine Erhdéhung der Thymidinaufnahme.
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Ein proliferationshemmender Effekt wurde auch von Ben-Dor et al. (2001) be-
schrieben. Lykopin verlangsamte den Zellzyklus in humanen Mammakarzinom-
zellen (MCF-7). Kim et al. stellten 2003 in einer Studie fest, dass Lykopin (30
mg / Tag) in Prostatakarzinomgeweben die Apoptose starker erhdhte als in
gutartigen Geweben von Prostatahyperplasien. Der Einfluss des Lykopins in
erkranktem Gewebe ist also ein anderer, als in Gesunden. Die Ergebnisse
unserer Versuche, die an normalen Thyreozyten durchgefthrt wurden, lassen
sich somit nicht generell auf erkrankte Schilddrisengewebe Ubertragen. Herzog
et al.(2005) stellten in Versuchen an Ratten fest, dass eine Lykopinsupp-
lementierung von 200 ppm / Tag (fur 8 Wochen) in gesundem Prostatagewebe
nicht in allen Prostata-Lappen die gleiche Anreicherung bewirkte. Die lateralen
Lappen zeigten eine signifikant hohere Lykopinanreicherung als die anderen
Lappen und es konnte eine Reduktion von Transkriptionsfaktoren, inflamma-
torischen Zytokinen und IGF-1 in den lateralen Prostatalappen nachgewiesen
werden. Dies veranschaulicht zum einen, die konzentrationsabhangige Wirkung
des Lykopins, zum andern zeigt es lokale Unterschiede die Anreicherung
betreffend. Wenn Lykopin in unseren nicht transformierten Zellen keinen Effekt
zeigt, so bedeutet dies noch nicht, da3 dieses Verhalten auch fur trans-
formierte Zellen zutrifft. Der fehlende Einfluss auf normale Zellen wére fir eine
Befundung von Schilddriisenmalignomen sogar von Vorteil. Bezuglich der
Vitamin A- Abhangigkeit der Wirkung von Lykopin fihrten Mc Devitt et al., 2005
einen Versuch an Zelllinien humaner Monozyten und Makrophagen durch.

U-937 Zellen wurden zwischen einem und sechs Tage lang mit Lykopin ange-
reichertem Serum (2-8 mmol / I) inkubiert, daraus resultierte ein Lykopingehalt
von 0,2- 1,1 nmol / mg Zellprotein, was der ungefahr 10-fachen Menge des in-
vivo-Gehaltes von Zellen entspricht. In dieser Konzentration bewirkte Lykopin
eine Proliferationshemmung und regte als einziges Carotinoid (im Test aul3er-

dem B-Carotin und Lutein) sogar die Differenzierung der Zellen an.

Aufgrund der Diagramme 8c, 10c, 12c und 15c zeigt sich kein statistischer Ein-
fluR bezuglich der 3*H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten durch

Lykopin. Mdglicherweise kdnnte sich bei einem gréf3er angelegten Versuchs-
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ansatz doch ein sicherer Einfluss von Lykopin und Placebo gegeniber der

Kontrolle bemerkbar machen.

4.5 Einfluss von all-trans-Retinol auf die Expression von NIS-Protein

Zwischen den Thyreozyten die in Medium mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen an Retinol inkubiert wurden und Thyreozyten, die ohne Zugabe
von Retinol zum Medium behandelt wurden, zeigt sich kein signifikanter Unter-
schied in der Menge exprimierter NIS-Proteine. Obwohl die Retinolbehandlung
die Anzahl der NIS-Proteine nicht beeinflusst, kam es in unseren Versuchen
unter Retinol zu einer Steigerung der lodidaufnahme in die Schilddrisenzellen.
Verschiedene Erklarungen sind denkbar. Nasu et al. (1993) beschrieben eine
Erhohung der lodidaufnahme in Schweineschilddrisenzellen unter Ethanol und
erklaren diese mit einer Erhéhung der cAMP-Bildung. Beyer, CH (2004) zeigte
ebenfalls an Schweineschilddriisenzellen eine deutlich gesteigerte lodidin-
korporation auch unter Methanol. Retinol selbst besitzt auch eine alkoholische
OH-Gruppe und ist aul3erdem in Methanol geltst. Diese einfachen Alkohole
konnten aber auch die Fluiditat der Thyreozytenmembran beeinflussen, so daf3
mehr NIS-Proteine an die Oberflache verlagert werden, ohne dal} ihre absolute
Zahl zunimmt (Frohlich et al., 2004). Dies wirde die gesteigerte lodidaufnahme
unter Retinol erklaren. Eine weitere Erklarung konnte die unterschiedliche
Aktivitat der vorhandenen NIS-Molekile sein. So beschrieben Levy et al., 1998
ein NIS-Molekil (T354P), welches zwar an der Zellmembran lokalisiert, aber
ganzlich inaktiv war. Davies et al., 2002 zeigten, dal RAR- und RXR-
Rezeptoren in ihrer monomeren Form aktiv, in ihrer oligomeren Form jedoch
inaktiv sind. So kodnnte Retinol auch die Monomerisierung der Rezeptoren
bewirken und damit deren Aktivitdt steigern. Mit gesteigerter Aktivitat kdonnte
mehr TSH gebunden werden. TSH wiederum weist einen sehr hohen
steigernden Effekt auf die lodidinkorporation auf. Frohlich et al. (2004) zeigten
die Abhéangigkeit der NIS-Synthese von TSH in Schweinethyreozyten. Diese
Studien machen deutlich, dal3 die lodidaufnahme nicht allein von der Menge an
NIS-Proteinen abhangig ist. Dohan et al. (2001) wiesen an Gewebeschnitten

von verschiedenen Schilddrisenmalignomen nach, dass in 70 % der unter-

75



suchten Proben, mit verminderter lodidaufnahme, die Menge an NIS nicht
vermindert sondern meist sogar deutlich erhoht war, aber daf3 in diesen
Geweben der NIS entweder nicht an der Oberflache der Zellmembran lokalisiert

war, bzw. nicht dauerhaft an der Zelloberflache installiert werden konnte.

4.6 Ciprobay®- Zugabe zum Kulturmedium und seine Auswirkung auf die

lodid- und Thymidinaufnahme

In Vitamin A- freiem Medium zeigte die Zugabe von Ciprobay® zu Beginn der
Inkubation einen hemmenden Effekt auf den Thymidineinbau in Schweine-
thyreozyten, nach 24 h zeigte sich hingegen kein Unterschied mehr, verglichen
mit der Kontrolle ohne Ciprobay®- Zugabe. Thyreozyten, die in Vit. A- haltigem
Medium inkubiert wurden, zeigten zu Beginn des Ansatzes (t = 2 h und 4 h)
unter Zugabe von Ciprobay® eine Erhdhung der Thymidininkorporation (Abb.
23), wahrend sich nach 24 h eine Verminderung der Thymidinaufnahmerate
unter Ciprobay® zeigte. Aranha et al. (2000), zeigten an der HTB-9-Zelllinie
(Harnréhrenkarzinomzellen) einen  wachstumshemmenden Effekt unter
Ciprobay®, welcher sich mit zunehmender Inkubationszeit verstarkte. Als Ur-
sache beschreiben die Autoren die Abnahme des Proteins p21WAF1 (ein
cyklinabhéangiger Kinasehemmer und dadurch die Apoptose vermindernd),
dessen Konzentration nach 12 h deutlich reduziert war und nach 24 h auf Null
absank. Dies bestatigt die bei unseren Versuchen gemessene verminderte
Thymidinaufnahmerate nach 24 h. An der gleichen Zelllinie wiesen auch Kamat
et al. (2004) eine konzentrationsabhéangige zytotoxische Wirkung von
Ciprobay® und von Cefazolin, Sulfamethazol und Nitrofurantoin nach. Aranha
et al. (2002) beschrieben als weiteren Wirkungsmechanismus von Ciprobay®
die Depolarisierung der Mitochondrien, indem es den intramitochondrialen
Kalziumgehalt binnen funf Minuten absinken lasst, was Uber eine Aktivierung
von Caspase-3 zur Apoptose der Zellen fihrt. Als Schutzsubstanz vor dieser
Apoptose beschreiben die Autoren Cyclosporin A, welches die Permeablitat der
Mitochondrienmembranen hemmt, dadurch einen vermehrten Kalziumausstrom

und die folgende Depolarisation der Mitochondrien vermindert und so die Zellen
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vor Apoptose schitzt. Der schnelle Wirkungseintritt von Ciprobay® wurde die in
unseren Versuchen zu Beginn der Inkubation gemessene verminderte
Thymidinaufnahme in die in Vit. A- freiem Medium kultivierten Thyreozyten nach
2 h erklaren konnen.

In einer weiteren Studie berichten Herold et al. (2002), dass Ciprobay ® zwar
die DNA-Synthese in Kolonkarzinomzellen (CC-531, SW-403, HT29) unter-
drickt und die Apoptoserate steigert, nicht jedoch bei Karzinomzellen der Leber
(HepG2). Aranha et al. (2003) beschreiben eine gesteigerte Apoptose und die
Hemmung des Zellwachstums durch Ciprobay® bei Prostatakarzinomzellen
(PC3) mit 70-100%. Als wirkungslos erwies sich das Medikament in dieser
Studie jedoch bei normalen Prostata-Epithelzellen (MLC8891). Dieses Ergeb-
nis deckt sich auch mit unseren Beobachtungen, wonach Ciprobay® auf die
Thymidinaufnahme bei normalen Thyreozyten keine Wirkung zeigt.
Thyreozyten die mit Ciprobay® in Vit. A- haltigem Medium inkubiert wurden,
zeigen deutlich hoéhere Impulsraten als die Kontrolle und als die Ciprobay®-
freien Zellen. Ciprobay® hat auf die Proliferation und Apoptose normaler
Thyreozyten keine Wirkung.

Die Aufnahmeraten von **°I-lodid (Abb. 24) zeigten sich unter Ciprobay® in den
ersten 4 h der Inkubation generell vermindert, in Vit. A- haltigem Medium setzt
sich diese Minderung Uber die gesamte Ansatzdauer fort, wahrend sich die
Aufnahmeraten der Thyreozyten in Vit. A- freim Medium und Ciprobay®-Zusatz
nach 18 h der Kontrolle anglichen. Gegebenenfalls miuf3te hier die Ciprobay®-

Dosis erh6ht werden, um einen sicheren Effekt unter Ciprobay® zu erkennen.

Aussicht

Die Wirkung von Retinoiden ist von vielen Faktoren abhangig, z.B. vom Vor-
handen sein entsprechender nuklearer Rezeptoren wie RAR oder RXR. Deren
Expression kann in den unterschiedlichen Malignomen sehr verschieden sein.
Retinolbindungsproteine (CRBP) beférdern die Substanzen vom Zytosol zu
ihren Rezeptoren. Die Wirkung der Retinoide hangt somit auch von diesen

Transportproteinen ab. Cvetkovic et al. (2003) stellten fest, dal3 bei 35% der
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untersuchten Ovarialkarzinome kein CRBP 1 (Cellular Retinol Binding Protein)
nachweisbar ist. Da dieses Fehlen unabhangig vom Grad der Erkrankung ist,
stellt ein veranderter Vitamin A- Stoffwechsel eine mogliche Ursache fur die

Karzinomentstehung dar.

Vollberg et al., 1992 stellten fest, dass Derivate der Retinsdure mit Benzoaten
eine Retinoidwirkung hervorrufen kénnen, ohne an CRBP zu binden. Diese Tat-
sache ermutigt dazu, neue synthetische Retinoide herzustellen, welche die
Transportproteine umgehen konnen. Um et al. (2003) stellen ein neues
synthetische Retinoid mit der Abkirzung ABPN vor, das in HCT-116-Zellen
(Kolonkarzinom-Zelllinie) die beste Wachstumshemmung von allen unter-
suchten Retinoiden (unter anderem all-trans-Retinsdure und Fenretinid) schon
bei einer Konzentration von 0,6 uM hervorrief. Seine Wirkung beruht zum einen
auf die Induktion der Apoptose mittels Aktivierung von Caspase- 3 und - 8, aus-
serdem bewirkt ABPN im Gegensatz zu Fenretinid die Aktivierung aller drei
RAR-Kernrezeptor-Subtypen. Durch Hemmung der AP-1-Transkriptionsaktivitat
kommt es zu einer geringeren Expression der Matrix-Metalloproteinasen 1, 2
und 3, welche fur die Tumorinvasion mit verantwortlich sind. Somit stellt ABPN
ein vielversprechendes Retinoid mit zytotoxischer und antiinvasiver Wirkung

dar.

Mehr Aufmerksamkeit sollte auch der 9-cis-Retinsdure gewidmet werden. So
zeigt sie verglichen mit 13-cis-Retinsdure ein gréflieres genregulatorisches
Potential. (Blaner WS, 2001). In einer Studie an Rauchern wurde festgestellt,
dal dem Bronchialepithel die RAR-B-Rezeptoren fehlen. Durch eine drei-
monatige Behandlung mit 100 mg 9-cis-Retinsédure pro Tag kam es zu einem
signifikanten Anstieg von RAR-B. Mit 9-cis-Retinsdure behandelte Probanden
(ehemalige Raucher) zeigten aufRerdem eine deutlich geringere Tendenz zur
Bildung von Metaplasien. 13-cis- und all-trans-Retinséure zeigten keine Wirk-
ung. (Kurie JM et al. 2003).

Obwohl Lykopin mit Retinol eng verwandt ist, scheint es den Thymidin- und *#I-
Stoffwechsel von Schilddriisen nicht zu beeinflussen, im Gegensatz zu vielen

anderen Geweben, wie z.B. Prostata, Leber, Lunge, Brust. (Gerster, MA, 1997).
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Aufgrund der mehrfach beschriebenen konzentrationsabhéangigen Wirkung des
Lykopins, ware es interessant zu wissen, wieviel Lykopin tatséachlich in den
Thyreozyten angereichert wird. Es konnte dadurch zum einen die
Bioverfugbarkeit, zum anderen die Aufnahme von Lykopin in die Thyreozyten
festgestellt werden. Damit lie3e sich eine definitive Wirkung auf den lodid- und

Thymidinstoffwechsel erfassen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von all-trans-Retinol, 13-cis-
Retinsaure, Lykopin in Form von Nanopartikeln und von Ciprobay® auf das
Wachstum und den Stoffwechsel von kultivierten Schweinethyreozyten unter-
sucht. Bei den Kulturen handelt es sich um Primérkulturen.

Als Parameter fir das Wachstum diente die *H-Thymidinaufnahme und als
Parameter fiir den Stoffwechsel die *?I-lodid-Aufnahme in die Thyreozyten. Die
Thyreozyten wurden wahlweise in retinoidfreiem oder in retinoidhaltigem Me-
dium kultiviert. Fur die Vorinkubation (Ansétze I-1ll, Abb.2-7) betrug die Retinol-
konzentration 0; 0,49 und 0,98 puM. Nach dreitagiger Vorinkubation der Thyreo-
zyten in retinolfreiem oder retinolhaltigem Medium erfolgte ein Wechsel des
Mediums. Die retinolhaltigen Medien wurden dann ersetzt durch solche, die
entweder 13 uM Retinol, 13 uM 13-cis-Retinsdure oder 13uM Lykopin und je
nach Versuchsreihe zusatzlich noch 3 Vol. % Ciprobay® pro Kultur enthielten.
Die Ansatze IV-VIII (Abb. 10- 24) wurden direkt mit dem entsprechenden
Medium (Vit.A-haltig/ oder Vit.A-frei) und der entsprechenden Substanz ohne

Vorinkubation ausgeséat und friihestens nach 18 h geerntet.
5.1 Zusammenfassung Thymidinaufnahme

Retinol steigert die *H-Thymidinaufnahme in die Thyreozyten. Die Hohe der
maximalen Aufnahmeraten sowie der Zeitpunkt des erreichten Maximums
variierten bei den einzelnen Ansatzen. 13-cis-Retinsaure hatte einen eher
hemmenden Effekt auf die *H-Aufnahmerate. In den unterschiedlichen An-
satzen zeigten sich allerdings leichte Unterschiede. Jene Zellen, welche
zunadchst mit 0,98 uM und anschlieRend mit 13 pM Retinol stimuliert wurden,
weisen gegeniber der Kontrolle die hdchste Steigerung der Thymidinaufnahme
auf. In einer Kultur kam es unter 13-cis-Retinsédure allerdings zu einer Ver-
schiebung des Zeitpunktes der maximalen Aufnahmerate (ohne Stimulation
nach 48 h, mit 13-cis-Retinsaure bereits nach 24h). Zu diesem Zeitpunkt (t= 24
h) unterschied sich die Thymidinaufnahmerate auch signifikant von der nicht
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stimulierten Kontrolle. Diese Aufnahmerate war jedoch nicht héher als die
Kontrolle, wenn man sie auf den Mittelwert der nicht stimulierten Kontrollen
innerhalb des gesamten Versuchszeitraumes (t= 48 h) bezog. Eine signifikante
Erhdhung der Thymidinaufnahme gegenliber der Kontrolle fand sich auf3erdem
bei einem Ansatz, der Uber 65 h verfolgt wurde. Hier fand sich nach 54 h eine

signifikante Steigerung der Thymidinaufnahme.

Lykopin-Nanopartikel hatten auf die Thymidinaufnahme der Thyreozyten insge-
samt gesehen keinen steigernden Effekt, das Maximum der nicht stimulierten
Kontrolle wurde zu keinem Zeitpunkt tibertroffen.

Ciprobay® zeigte nur in Verbindung mit Vitamin A- haltigem Medium eine kurz
andauernde (bis 4 h) leichte Erhéhung der Thymidinaufnahmerate. Bei langerer
Inkubationszeit (16-30 h) und in den Anséatzen mit retinolfreiem Medium zeigte
sich eher eine Thymidinabnahme. Keiner dieser Effekte lie3 sich jedoch

statistisch sichern.

5.2 Zusammenfassung lodidaufnahme

In unseren Versuchen zeigte 13-cis-Retinsaure keinen signifikanten Einfluss auf
die '*I-lodidaufnahme in die Thyreozyten. Die Maxima der lodidaufnahme
wurden verglichen mit der Kontrolle allenfalls friher erreicht. Im Gegensatz
dazu steigerte Retinol die maximale Aufnahmerate des Radioiodids signifikant.
Da die Radioiodidaufnahme in die kultivierten Thyreozyten phasenférmig
verlauft, zeigte sich eine vorlbergehende signifikante Steigerung der
lodidaufnahme nach 4 h Inkubationszeit und dann wieder nach 48 h.

Lykopin-Nanopartikel in einer Konzentration von 13 pM fihrten zu keiner Stei-
gerung der lodidaufnahmeraten in die Thyreozyten. Enthielt das Inkubations-
medium Vitamin A, so hatten die mit Lykopin stimulierten Thyreozyten ahnliche
Aufnahmeraten wie die nicht stimulierten Zellen. War kein Vitamin A im Medium
enthalten, so war die Aufnahmerate von **°I-lodid in der Lykopin-Gruppe nicht
signifikant vermindert. Damit ist Lykopin, trotz seiner chemischen Ahnlichkeit zu

Retinol, zumindest in einer Konzentration von 13 uM kein Ersatz zu Retinol.
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Der Einfluss von 3 Vol.% Ciprobay® auf die lodidaufnahme ist insgesamt ein
hemmender. In der friilhen Inkubationsphase kam es bei einzelnen Ansatzen zu
einer Erhdhung der Radioiodaufnahme, die durch andere Versuchsreihen je-

doch nicht bestatigt wurde.

5.3 Zusammenfassung NIS

Der immunhistochemische Nachweis der NIS-Expression zeigte, dass die NIS-
Menge unabhangig von der Retinolkonzentration relativ konstant blieb. Das

Standard-NCTC- Medium mit einer physiologischen Konzentration an Vitamin A

induzierte eine etwas hohere NIS-Expression.
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7. Anhang

7.1. Zahlenwerte der Abbildungen im Ergebnis-Teil

Tabelle 0.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.

Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett ge-

druckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ 3 6 17 24 30 41 48
Stimulanzen

ohne Stimulation

Mittelwert 511,32 913,20 641,90 771,20 944,67 814,52 1090,22
stabw 69,87 288,91 155,94 161,24 264,13 77,76 62,62
SEM 28,52 117,95 63,66 65,83 107,83 31,75 25,56
Retinol frei + 2,6 nmol

Mittelwert 669,07 989,33 2067,75 1012,60 882,20 713,72 1228,50
stabw 175,60 317,84 1314,66 149,74 43,75 207,92 242,83
SEM 71,69 129,76 536,71 61,13 17,86 84,88 99,14
Retinol 0,098 + 2,6 nmol

Mittelwert 668,52 1058,0 1341,80 1153,07 1120,7 899,02 1412,18
stabw 150,97 269,58 328,73 255,47 231,60 143,48 354,69
SEM 61,64 110,05 134,20 104,30 94,55 58,57 144,80
Retinol 0,196 + 2,6 nmol

Mittelwert 758,27 965,08 1382,33 1214,90 1414,4 1080,8 1700,95
stabw 206,74 227,55 354,22 164,87 317,98 247,53 253,05
SEM 84,40 92,90 144,61 67,31 129,81 101,05 103,31
13-cis-Retinsaure frei+2,6 nmol

Mittelwert 495,33 572,42 700,85 475,22 730,50 712,97 847,87
stabw 30,93 87,41 87,81 161,24 114,57 109,06 66,78
SEM 12,63 35,68 35,85 65,82 46,77 44,53 27,26
13-cis-Retinsaure 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 418,27 569,75 672,00 612,97 938,95 900,07 1123,72
stabw 36,08 102,65 54,24 106,18 63,21 101,38 140,60
SEM 14,73 41,91 22,14 43,35 25,81 41,39 57,40
13-cis-Retinsaure 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 596,52 702,32 686,55 720,80 841,78 958,38 1066,27
stabw 319,03 297,90 85,16 67,01 157,56 85,72 55,63
SEM 130,24 121,62 34,76 27,36 64,32 35,00 22,71
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Tabelle 0.2 lodaufnahme in Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm.

Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett

gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanzen 3 6 17 24 30 41 48
ohne Stimulation

Mittelwert 174,7 268,8 176,2 138,3 203,6 146,9 1615
stabw 22,27 73,68 26,38 5,37 1458 51,48 17,47
SEM 9,09 30,08 10,77 2,19 59,55 21,02 7,13
Retinol frei + 2,6 nmol

Mittelwert 222,3 338,8 490,3 258,7 227,7 226,0 2514
Stabw 5450 77,48 1655 48,06 4298 64,58 46,11
SEM 22,25 31,63 6757 19,62 17,55 26,36 18,82
Retinol 0,098 + 2,6 nmol

Mittelwert 201,5 306,5 3944 2789 306,0 236,7 2777
stabw 75,73 19,94 14,42 3451 51,83 199,6 3,82
SEM 30,92 8,14 589 14,09 21,16 81,49 1,56
Retinol 0,196 + 2,6 nmol

Mittelwert 153,1 258,4 421,7 306,0 4148 252,4 362,3
stabw 29,42 5452 81,39 88,81 21,35 75,09 56,21
SEM 12,01 22,26 33,23 36,26 8,72 30,66 22,95
13-cis-Retinsaure frei+2,6 nmol

Mittelwert 1444 280,6 207,8 1299 180,4 1554 166,7
stabw 1,06 95,32 112,3 51,12 1,56 28,21 20,15
SEM 0,43 3891 4587 20,87 0,64 11,52 8,23
13-cis-Retinsaure 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 140,3 233,9 1844 1585 210,2 1796 179,3
stabw 84,64 8,91 14,00 13,29 17,82 8,70 30,26
SEM 34,55 3,64 5,72 5,43 7,27 3,55 12,36
13-cis-Retinsaure 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 228,0 261,99 200,12 190,4 280,2 205,2 2231
stabw 41,08 155,7 438 23,12 1929 13,72 26,66
SEM 16,77 63,57 1,79 9,44 78,75 560 10,88
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Tabelle 1.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.

Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett

gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanz 4 17 24 48
ohne Stimulation

Mittelwert 634,38 664,75 982,30 1962,78
Stabw 84,32 124,15 220,79 890,02
SEM 34,43 50,68 90,14 363,35
Retinol frei+2,6 nmol

Mittelwert 1063,7 690,7 1265,50 1727,92
StabwW 255,22 158,18 250,86 627,33
SEM 104,19 64,58 102,41 256,11
Retinol 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 1070,15 596,28 1086,73 2013,03
StabwW 397,87 77,02 198,66 199,14
SEM 162,43 31,44 81,10 81,30
Retinol 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 3105,00 642,82 1387,87 2199,22
Stabw 3611,17 100,15 424,23 681,10
SEM 1474,25 40,88 173,19 278,06
13-cis-Retinsaure frei+2,6 nmol

Mittelwert 345,58 614,00 1540,95 896,53
StabwW 35,38 137,57 544,49 179,72
SEM 14,44 56,16 222,29 73,37
13-cis-Retinsaure 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 334,62 693,82 1799,62 891,15
Stabw 48,91 72,49 434,07 96,79
SEM 19,97 29,60 177,21 39,51
13-cis-Retinséure 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 323,78 646,27 1824,22 875,72
StabwW 64,20 128,96 456,95 106,92
SEM 26,21 52,65 186,55 43,65
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Tabelle 1.2 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle.

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanz 4 17 24 48
ohne Stimulation

Mittelwert 147,10 167,82 198,67 274,02
StabwW 48,37 34,04 13,37 139,10
SEM 19,75 13,90 5,46 56,79
Retinol frei+2,6 nmol

Mittelwert 194,32 180,20 224,32 215,57
StabwW 19,72 23,45 30,39 42,51
SEM 8,05 9,57 12,40 17,36
Retinol 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 200,37 166,78 203,52 209,75
StabwW 41,05 50,21 21,52 33,97
SEM 16,76 20,50 8,78 13,87
Retinol 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 254,38 147,43 228,63 273,67
StabwW 159,73 29,51 46,63 90,43
SEM 65,21 12,05 19,04 36,92
13-cis-Retinsaure frei+2,6 nmol

Mittelwert 102,38 155,97 284,80 157,35
Stabw 13,55 33,06 124,92 35,44
SEM 5,53 13,50 51,00 14,47
13-cis-Retinséure 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 87,25 160,77 262,78 169,92
Stabw 13,85 20,99 45,95 47,17
SEM 5,65 8,57 18,76 19,26
13-cis-Retinséure 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 114,77 222,80 346,48 180,38
StabW 23,17 112,63 132,94 76,20
SEM 9,46 45,98 54,27 31,11
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Tabelle 2.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.

Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett

gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 6 17 24 30 41 48 54 65
ohne Stimulanz

Mittelwert 446 340 657 717 626 888 773 695 568 1033
StabwW 229 161 368 369 295 421 604 319 241 474
SEM 182 138 268 292 255 362 315 283 232 421
Retinol frei+2,6 nmol

Mittelwert 628 5875 1099 877 1153 1108 862 837 792 1536
StabwW 123 244 241 95 331 282 148 148 1007 259
SEM 50 99 98 38 135 115 60 60 41 105
Retinol 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 653 446 858 987 1076 795 895 928 784 1589
StabwW 143 61 124 214 81 175 127 120 93 349
SEM 58 25 50 87 33 71 51 49 37 142
Retinol 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 678 513 1146 873 1344 1056 1196 933 830 2229
StabwW 162 51 491 220 492 166 252 138 147 715
SEM 66 20 200 90 200 67 103 56 60 292
13-cis-Retinsaure frei+2,6 nmol

Mittelwert 618 1241 1003 1387 1203 1076 789 754 776 1040
Stabw 105 388 414 499 442 237 226 151 148 186
SEM 43 158 169 203 180 96 92 61 60 76
13-cis-Retinsaure 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 468 755 832 829 870 915 655 648 4986 886
StabwW 145 165 147 427 222 153 63 11510170 263
SEM 50 67 60 174 90 62 25 47 4152 107
13-cis-Retinséaure 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 370 502 769 936 888 838 781 620 9936 751
StabW 103 107 192 413 129 186 165 87 14678 87,29
SEM 429 43 78 168 52 75 67 35 5992 35,64
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Tabelle 2.2 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. An-

gegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett

gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 6 17 24 30 41 48 54 65
ohne Stimulanz

Mittelwert 154,1 97,68 200,8 414,9 191,3 285,6 301,2 204,1 132,6 216,8
StabwW 31,96 50,42 127,8 118,8 34,08 135,8 125,4 41,65 6,36 12,59
SEM 13,05 20,58 52,19 48,50 13,91 55,45 51,21 17,00 2,60 5,14
Retinol frei+2,6 nmol

Mittelwert 139,9 206,8 310,1 390,4 257,7 279,8 496,9 240,4 132,6 267.,4
StabwW 11,84 106,4 111,9 91,12 77,91 102,0 190,2 26,30 26,94 65,00
SEM 4,83 43,43 45,68 37,20 31,81 41,66 77,65 10,74 11,00 26,54
Retinol 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 163,1 132,5 190,5 335,2 229,2 227,4 288,2 188,8 145,6 254,1
StabW 29,99 31,48 49,27 136,6 66,25 81,56 79,42 20,96 30,75 38,29
SEM 12,24 12,85 20,12 55,75 27,05 33,30 32,42 8,56 12,55 15,63
Retinol 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 68,43 58,95 86,63 175,9 107,5 114,1 133,3 72,78 62,95 102,7
StabW 82,43 64,40 91,13 143,8 107,2 101,0 136,1 100,7 72,12 131,6
SEM 33,65 26,29 37,20 58,71 43,77 41,25 55,57 41,10 29,44 53,73
13-cis-Retinsaure frei+2,6 nmol

Mittelwert 198,8 377,1 324,0 575,7 275,5 304,2 323,3 318,7 167,9 200,5
StabW 31,59 145,1 179,9 190,2 75,10 95,21 73,35 120,9 37,83 44,06
SEM 12,90 59,22 73,46 77,66 30,66 38,87 29,95 49,38 15,45 17,99
13-cis-Retinsaure 0,098+2,6 nmol

Mittelwert 135,2 308,9 264,9 477,1 168,2 197,7 210,7 267,7 145,1 176,3
StabW 28,67 104,8 62,58 221,7 43,17 42,49 45,43 103,0 53,46 58,16
SEM 11,70 42,79 25,55 90,50 17,62 17,35 18,55 42,07 21,83 23,75
13-cis-Retinsaure 0,196+2,6 nmol

Mittelwert 176,4 205,9 230,1 441,7 216,2 273,8 209,3 249,7 119,2 157,1
Stabw 70,53 94,62 68,29 105,1 88,95 152,2 36,03 65,14 66,70 21,74
SEM 28,79 38,63 27,88 42,91 36,32 62,13 14,71 26,59 27,23 8,87
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Tabelle 3.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p< 0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulation

Mittelwert 1472,9 2182,1 6449,1 4792,6 3559,3 3510,5 3198,9 2748,4
stabw 289,57 344,59 788,10 631,62 953,72 1212,4 349,56 468,86
SEM 118,22 140,68 321,74 257,86 389,35 494,97 142,71 191,41
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1765,5 2083,7 7360,6 5870,2 3832,1 4826,5 2909,4 2404,3
stabw 369,53 303,30 924,07 617,68 869,66 676,22 504,49 574,99
SEM 150,86 123,82 377,25 252,17 355,04 276,07 205,96 234,74
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 1244,4 1937,9 6793,0 5289,0 3724,7 3241,4 3752,9 1706,8
stabw 305,45 359,53 1625,5 957,92 594,22 393,54 1515,2 225,81
SEM 124,70 146,78 663,62 391,07 242,59 160,66 618,56 92,19

Tabelle 3.2 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle.

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulation

Mittelwert 494,55 744,93 1938,1 1321,1 897,45 1120,9 695,97 555,43
stabw 31,54 178,31 337,03 195,02 181,97 393,28 134,67 152,61
SEM 12,88 72,80 137,59 79,61 74,29 160,56 54,98 62,30
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 272,52 578,75 818,03 673,23 339,38 576,53 343,93 354,10
stabw 111,92 366,08 108,23 131,79 59,90 163,67 113,30 148,46
SEM 45,69 149,45 44,19 53,80 24,45 66,82 46,25 60,61
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 549,78 688,32 1883,9 1431,5 933,95 905,30 709,57 625,30
stabw 86,16 124,86 320,15 250,56 117,17 123,66 156,45 112,83
SEM 35,17 50,97 130,70 102,29 47,84 50,48 63,87 46,06
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Tabelle 4.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p< 0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Stimulation/Zeit 2 4 16 24 30 40 48 54
Ohne Stimulation

Mittelwert 1245,7 1650,1 3099,9 2668,8 2071,2 1418,7 2114,7 1959,2
StabW 520,90 320,91 901,16 635,99 333,11 194,80 254,72 511,62
SEM 212,66 131,01 367,90 259,64 135,99 79,53 103,99 208,87
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1081,9 1522,6 3505,3 3401,5 2064,1 1777,6 2298,1 2077,1
StabW 206,06 261,24 1155,7 262,01 304,94 198,16 438,29 174,63
SEM 84,12 106,65 471,83 106,96 124,49 80,90 178,93 71,29
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 1389,5 1678,1 4148,9 3799,6 2119,3 1720,9 2190,5 2048,6
StabW 361,75 228,72 677,57 509,43 263,77 262,47 352,91 325,67
SEM 147,69 93,37 276,61 207,97 107,68 107,15 144,08 132,96

Tabelle 4.2 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=6. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Stimulation/ Zeit 2 4 16 24 30 40 48 54
Ohne Stimulation

Mittelwert 238,42 376,20 1252,25 861,25 509,08 547,27 536,63 434,40
StabwW 124,71 203,69 373,41 548,70 94,54 239,98 108,26 104,14
SEM 50,91 83,16 152,44 224,01 38,60 97,97 44,20 42,52
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 127,90 181,28 754,55 311,10 205,38 322,60 477,83 312,53
StabwW 22,73 31,40 488,87 35,04 41,04 60,11 262,61 209,44
SEM 9,28 12,82 199,58 14,31 16,75 24,54 107,21 85,50
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 301,22 468,02 1554,95 894,82 576,20 533,13 529,97 312,53
StabwW 111,06 253,73 225,11 105,63 83,29 65,98 78,52 209,44
SEM 45,34 103,58 91,90 43,12 34,00 26,94 32,06 85,50
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Tabelle 5.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p< 0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54

ohne Stimulation

Mittelwert 2685,25 433,95 476,28 912,48 759,13 1239,98 2270,65 2782,93
StabW 602,47 92,54 526,70 259,73 230,52 228,88 207,551017,29
SEM 301,23 46,27 263,35129,86 115,26 114,44 103,78 508,65
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 3760,46 817,58 1882,76 767,72 624,10 1336,30 2257,06 1560,30
StabW 3037,55 423,27 3410,47 469,14 170,97 787,76 472,12 836,33
SEM 1358,43 189,29 1525,21 209,81 76,46 352,30 211,14 374,02
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 3332,28 904,14 830,80 1062,5 1222,9 1469,66 2239,96 2949,76
StabW 595,88 207,92 765,50 527,42 720,60 366,79 747,09 560,82
SEM 266,49 92,99 342,34 235,87 322,26 164,03 334,11 250,81

Tabelle 5.2 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulanz

Mittelwert 2066,7 2227,1 3577,8 2197,7 3341,8 1336,0 2097,7 1363,1
StabW 523,94 587,50 2723,2 659,59 1739,9 238,32 900,84 592,59
SEM 261,97 293,75 1361,6 329,79 869,96 119,16 450,42 296,30
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 2465,5 2452,4 3483,4 2348,5 3936,3 1833,2 1916,2 1129,4
StabW 1228,0 611,49 2800,0 1174,1 2304,0 1236,8 1240,2 384,93
SEM 549,19 273,47 1252,2 525,10 1030,4 553,14 554,65 172,15
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 2246,2 2421,5 4270,3 3306,5 5154,1 2160,4 2207,0 1896,7
StabW 418,85 570,12 2315,8 1271,6 2964,9 831,71 778,79 842,77
SEM 187,31 254,97 1035,7 568,68 1325,9 371,95 348,29 376,90
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Tabelle 5.3 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation). Messung im Gamma-Zahler.

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulanz

Mittelwert 1918,5 2462,25 3599,7 3101,75 3331,73 1791,0 1981,98 1364,2
StabW 468,72 581,99 2496,8 1533,71 1087,37 765,60 705,93 505,63
SEM 234,36 291,00 1248,4 766,86 543,69 382,80 352,97 252,82
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 2437,3 2542,64 3970,6 2898,90 4155,10 1960,4 2114,48 1369,5
StabW 1073,0 485,81 2232,6 1725,35 2471,06 1060,5 854,36 686,27
SEM 479,88 217,26 998,46 771,60 1105,09 474,29 382,08 306,91
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 2206,5 2632,52 4449,3 3197,32 5149,90 2343,5 2751,40 1848,4
StabW 405,57 741,80 2480,0 1748,45 3001,50 1416,6 1165,78 881,04
SEM 181,38 331,74 1109,1 781,93 1342,31 633,54 521,35 394,01

Tabelle 6.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p< 0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulation

Mittelwert 3205 556,65 495,28 793,38 837,28 1543,6 2213,0 1945,7
Stabw 533,8 196,38 362,08 546,73 135,12 109,61 527,74 700,50
SEM 266,9 98,19 181,04 273,36 67,56 54,81 263,87 350,25
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 3076,4 1615,9 2732,9 2374,7 2848,8 2202,9 2427,6 2044,3
Stabw 2180,1 816,37 1119,3 1016,1 1113,5 510,58 284,94 358,09
SEM 974,98 365,09 500,56 454,40 497,97 228,34 127,43 160,14
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 2550,4 764,53 797,38 985,90 1535,1 1434,6 1911,9 1794
Stabw 4656,5 333,94 570,34 365,18 649,05 584,85 547,49 879,04
SEM 2082,4 149,34 255,06 163,31 290,26 261,55 244,84 393,12
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Tabelle 6.2 lodaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4. Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulation

Mittelwert 2607,4 3047 6178,5 3062,3 3948,1 2494,7 2597,5 2263,6
StabW 406,09 183,98 1251,7 1769,7 125,04 282,41 1216,3 412,17
SEM 181,61 82,28 559,76 791,44 55,92 126,3 543,93 184,33
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 2456,1 2435,3 5113,4 3673 6672,3 2216,2 3592,7 3592,7
StabW 1311,8 847,47 1002,6 947,31 1218,1 303,56 531,96 169,78
SEM 586,63 379 448,38 423,65 544,73 135,76 237,9 75,93
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 2824 3178,8 4635 3462,5 5213,2 1867,3 2458,1 1690,5
StabW 1216,6 1684,5 3087,9 243,32 3075,2 845,35 477,16 752,36
SEM 544,07 753,35 1381 108,81 1375,3 378,05 213,39 336,47

Tabelle 6.3 Jodeinbau in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Angegeben
sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4. Die fett gedruckten
Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle (Thyreozyten

ohne Stimulation). Messung im Gamma- Zahler.

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Stimulation

Mittelwert 2552,8 3298,5 6100,0 3862,5 4157,9 2796,1 3302,1 2323,3
Stabw 326,02 383,92 1622,2 838,73 283,33 260,94 657,92 542,82
SEM 145,80 171,69 725,47 375,09 126,71 116,70 294,23 242,75
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 2685,7 2722,2 7149,7 4679,4 7708,3 3097,9 4134,3 2518,2
Stabw 2423,2 2728,4 6987,7 4626,1 8192,1 3066,6 4444,9 2507,3
SEM 1083,7 1220,2 3124,9 2068,9 3663,6 1371,4 1987,8 1121,3
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 2591,2 2944,5 5355,0 3780,2 5353,9 2169,6 2826,4 1824,1
Stabw 2712,2 3013,8 5611,3 3598,6 5854,6 2094,6 3084,4 1715,5
SEM 1212,9 1347,8 2509,5 1609,3 2618,2 936,74 1379,4 767,21
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Tabelle 7.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm.

Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n= 4 (ohne

weitere Stimulation) oder n=5 (mit zusatzlicher Stimulation der Zellen). Die fett

gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p< 0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 48 54
ohne Vit. A

ohne Stimulanz

Mittelwert 561,6 393,9 923,75 32183 51717
StabW 335,2 29,21 586,80 267,32 453,74 18647 7772,6
SEM 167,60 14,61 293,40 9323,8 3886,3
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 831,62 472,52 1391,6 37474 43338
StabW 288,77 76,43 476,23 2506,9 1615,8
SEM 129,14 34,18 212,98 1121,1 722,60
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 827,04 702,02 1753,7 43327 23479
StabW 151,19 174,94 524,78 2559,4 32279
SEM 67,61 78,24 234,69 1144,6 14436
mit Vit.A

ohne Stimulanz

Mittelwert 842,35 842,35 4479,4 12061 18980
StabW 339,89 339,89 3636,7 4907,8 18080
SEM 169,94 169,94 1818,3 2453,9 9040,1
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1207,4 1207,4 4340,6 19753 39496
StabW 47,70 47,70 408,94 7237,7 3091,9
SEM 21,33 21,33 182,88 3236,8 1382,7
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 972,02 972,02 22867 17957 9548,4
StabW 376,64 376,64 24184, 19676 14890
SEM 168,44 168,44 10815 8799,2 6659,2
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Tabelle 7.2 lodaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. An-

gegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere

Stimulation) oder n=5 (mit zusatzlicher Stimulation der Zellen). Die fett ge-

druckten Ergebnisse sind signifikant verschieden ( p< 0,05) zur Kontrolle

(Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Vit.A

ohne Stimulanz

Mittelwert 719,05 3072,7 3913,7 8785,4 2984,2 1635,9 746,25 1685,2
StabW 246,17 627,64 568,56 1382,6 876,43 182,37 85,49 600,08
SEM 123,09 313,82 284,28 691,29 438,21 91,18 42,75 300,04
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1141,2 1636,4 4110,4 8337,2 3102,3 1381,9 528,46 2256,8
StabW 269,88 214,73 453,46 4095,1 425,77 465,61 168,49 407,04
SEM 120,69 96,03 202,79 1831,4 190,41 208,23 75,35 182,03
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 1006,9 1539,4 4375,0 7596,2 3939,9 1021,5 582,08 1391,6
StabW 167,74 199,82 611,51 4960,6 535,91 229,96 86,77 1289,9
SEM 75,02 89,36 273,48 2218,4 239,66 102,84 38,80 576,90
mit Vit.A

ohne Stimulanz

Mittelwert 1319,2 2792,8 3982,0 1503,7 6417,8 5035,9 5131,0 1079,0
StabW 98,62 545,59 1824,9 138,51 614,17 1294,9 768,00 482,09
SEM 44,10 244,00 816,14 61,94 274,66 579,08 343,46 215,60
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1690,9 2573,5 761,50 1528,6 5935,6 4035,9 3713,9 1072,9
StabW 163,72 1361,3 190,29 146,11 1135,8 977,18 590,22 466,59
SEM 73,22 608,80 85,10 65,34 507,96 437,01 263,95 208,67
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 1954,4 3585,7 1036,3 1535,1 3406,6 4557,9 1898,7 538,06
StabW 415,63 2353,3 793,76 106,41 828,52 712,90 1946,2 98,02
SEM 185,88 1052,4 354,98 47,59 370,53 318,82 870,35 43,84

105



Tabelle 7.3 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm.
Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und SEM bei n= 4 (ohne
weitere Stimulation) oder n=5 (mit zusatzlicher Stimulation der Zellen). Die fett
gedruckten Ergebnisse sind signifikant verschieden (p<0,05) zur Kontrolle
(Thyreozyten ohne Stimulation). Messung im Gammazahler.

Zeit/Stimulanz 2 4 16 24 30 40 48 54
ohne Vit.A

ohne Stimulanz

Mittelwert 686,98 1812,8 3616,3 9209,1 3042,2 2280,9 1846,7 2549,9
StabW 239,62 265,49 331,15 1093,6 768,76 239,90 142,60 852,02
SEM 119,81 132,75 165,57 546,81 384,38 119,95 71,30 426,01
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1153,3 1549,2 4549,4 9527,9 3574,7 2121,1 1548,1 3537,5
StabW 278,44 170,40 493,29 5450,0 398,59 628,13 381,40 570,02
SEM 124,52 76,20 220,61 2437,3 178,26 280,91 170,57 254,92
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 1043,3 1598,6 4473,7 7857,2 3194,9 1687,2 1418,8 3384,8
StabW 188,96 192,89 731,44 5456,0 858,65 182,91 208,43 475,69
SEM 84,51 86,26 327,11 2440,0 384,00 81,80 93,21 212,73
mit Vit.A

ohne Stimulanz

Mittelwert 1265,9 2781,5 5630,1 4801,8 6686,8 1842,8 1126,7 15229
StabW 70,58 752,11 1161,9 1309,3 646,37 904,67 150,39 113,77
SEM 35,29 376,06 580,95 654,63 323,19 452,34 75,20 56,89
Lykopin BASF 2,6 nmol

Mittelwert 1630,6 3345,2 8461,5 6927,9 7019,9 1840,0 998,14 15924
StabW 125,59 627,46 1154,7 1784,4 1895,1 1026,2 54,78 114,29
SEM 56,17 280,61 516,41 798,00 847,52 458,91 24,50 51,11
Lykopin BASF Placebo

Mittelwert 1515,9 2279,1 6800,5 5350,0 6268,8 2230,7 1005,0 1537,2
StabW 781,13 1707,9 1857,5 755,44 788,12 947,60 66,58 98,30
SEM 349,33 763,80 830,70 337,84 352,46 423,78 29,78 43,96
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Tabelle 8.1 Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten in Abhangigkeit einer

Ciprobay®- Zugabe. Angegeben sind Mittelwert, die prozentuale Normierung
und die Stichprobenanzahl n. (Abb. 23b).

Zeit/Stimulation 2 4 24

Vit.A- frei +Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 400 518 559
% 52 82 98
n 5 5 6

Vit.A- frei ohne Ciproay
ohne Stimulanz

Mittelwert 771 632 573
% 100 100 100
n 6 6 4

Vit. A-haltig +Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 1487 2787 1132
% 192 440 197
n 5 4 4

Vit. A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 1098 1539 1703
% 142 243 297
n 4 6 6
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H- Aufnahmerate in dpm

Thymidinaufnahme in kultivierte Sch

weinethyreozyten

Abhéangigkeit einer Ciprobay®- Zugabe

[ vit.A-frei +Ciprobay

B Vit. A-frei ohne Ciprobay
B vit.A-haltig +Ciprobay B vit.A-haltig ohne Ciprobay

3500

Abb. 23 b

24
Inkubationsdauer in ( h)

Abb. 23b zeigt den Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten. Dargestellt sind

hier die Mittelwerte und SEM bei variabler Stichprobenanzahl n. (Tab. 8.1 s.S.

107).
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Tabelle 8.2 lodidaufnahme in Schweinethyreozyten in Abhangigkeit einer
Ciproba®-Zugabe. Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung, SEM die

prozentuale Normierung und die Stichprobenanzahl n. (Abb.24 b)

Zeit/ Stimulanz 2 4 18 24

Vit.A- frei mit Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 2151 2782 3224 4557
StabW 345,56 473,92 468,06 849,69
SEM 99,75 149,86 209,32 379,99
% 80 91 104 101
n 12 10 5 5

Vit.A-frei ohne Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 2679 3044 3079 4489
StabW 585,76 535,85 303,02 995,20
SEM 169,09 148,61 151,51 445,07
% 100 100 100 100
n 12 13 4 5

Vit.A-haltig mit Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 1780 1612 2435 2497
StabW 492,55 173,84 197,48 486,65
SEM 201,08 65,70 74,64 243,32
% 66 52 79 55
n 6 7 7 4

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulanz

Mittelwert 2733 2765 3045 4346
StabW 445,15 286,10 533,99 1030,58
SEM ‘ 134,21 108,13 238,81 420,73
% 102 90 98 68
n 11 7 5 6
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1%|.jodidaufnahme in kultivierte Schweinethyreozyten

Einfluss einer Ciprobay®- Zugabe

M Vit.A-frei mit Ciprobay B Vit.A-frei ohne Ciprobay
O Vit.A-haltig mit Ciprobay [ Vit.A-haltig ohne Ciprobay
6000
5000
4000
S
o
3000 |

2000 -

1000 -

Inkubationszeit(h)

Abb. 24 b
Abb.24 b zeigt die lodidaufnahme in Schweinethyreozyten. Dargstellt sind hier
die Mittelwerte und SEM bei variabler Stichprobenanzahl n. (Tab. 8.2 s.S. 109)
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7.2 Normierte Abbildungen zur Einschatzung der Wirkungsprofile der Substanzen
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Abb.2c.

Mittelwert und SEM der Abb.2a und 2b, Werte in %

normiert auf die Kontrolle
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M ittelwertund SEM der Abb.3a und 3b,Werte in % normiertaufdie Kontrolle
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Mittelwerte und SEM der Abb. 6a und 6b, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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Mittelwerte und SEM der Abb. 9, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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Mittelwert und SEM der Abb. 10, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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Mittelwert und SEM der Abb. 11, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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Mittelwert und SEM der Abb. 12, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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Mittelwert und SEM der Abb.13, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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Mittelwert und SEM der Abb.15, Werte in % normiert auf die Kontrolle
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