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Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken jahrlich ca. 1-4 pro 100 000
Personen an einem Schilddrisenmalignom. Im Vergleich zu Malignomen
anderer Organe, zahlt das Auftreten der Schilddrisenmalignome daher zu den
selteneren Krebserkrankungen. Bezogen auf das endokrine System ist es das
am haufigsten betroffene Organ (Lind, P. et al. 1998). Frauen sind ca. 2-3 mal
haufiger betroffen als Manner.

Die differenzierten Karzinome stellen mit dem papillaren und follikularen Typ die
am haufigsten vorkommenden Malignome der Schilddrise (Mann, K. 2002). Bei
70% der papillaren Schilddriisenkarzinome wurden genetische Veranderungen
gefunden, die den Signalweg des MAPK (mitogen-activated protein kinase)
beeinflussen (Nikiforov, YE, 2008). Die haufigsten Punktmutationen betreffen
dabei die BRAF und RAS Gene. Beim follikularen Malignom konnte ebenfalls
eine Mutation des RAS und eine Neuordnung des PAX8-PPARgamma
Komplexes festgestellt werden (Nikiforov, YE, 2008). Aufgrund der
Punktmutation des RAS kommt es zu einer Stérung im Signalweg, d.h. der
Wechsel von GTP zu GDP ist blockiert. Der daraus resultierende Verlust der
GTPase-Aktivitat bewirkt eine permanente Wachstumsstimulation der Zellen.
Die anaplastischen (undifferenzierten) Schilddriisenkarzinome entwickeln sich
aus entdifferenzierten Zellen der papillaren bzw. follikularen Tumoren oder
bilden sich neu. Sie sind die aggressivsten Tumore der Schilddrise mit sehr
ungunstiger Prognose (Becker, H et al. 2002; Reddi, HV et al. 2008).

Den  meisten  Schilddrisenmalignomen  fehlt die  Fahigkeit der
Radioiodspeicherung. Durch die Therapie mit Retinoiden koénnen diese
Malignomzellen einer Radioiodtherapie wieder zuganglich gemacht werden
(Schreck et al. 1994; Simon et. al 1996).

Die Stoffgruppe der Retinoide umfasst eine Reihe natirlicher und synthetischer
Verbindungen mit &hnlicher chemischer Struktur aber unterschiedlichem
Wirkungsbereich. Im weitesten Sinne werden zu den Retinoiden auch die in
Pflanzen enthaltenen Carotinoide gezéhlt. Diese werden im menschlichen

Organismus zum Teil in Retinol und Retinsaure umgesetzt. Man unterscheidet



Carotinoide mit Vitamin A- Aktivitdt und ohne Vitamin A- Aktivitdt. Bisher
bekannt sind ca. 400 Carotinoide wovon 50 eine Vitamin A- Aktivitat aufweisen
(Olson, 1994). Uber RBP - Rezeptoren (Retinol Binding Protein - Receptors) die
an den Oberflachen der Zielzellen sitzen, werden Retinoide in die Zellen
aufgenommen. Die im Zytosol enthaltenen Bindungsproteine CRABP I+l fur
Retinsaure und CRBP I+1l fur Retinol vermitteln den Transfer der Retinoide zu
den nukledaren Rezeptoren RAR und RXR im Zellkern. Dabei handelt es sich
um die Liganden- abhangigen Transkriptionsfaktoren Retinoid Acid Receptor
und Retinoid X Receptor. Diese finden sich in normalen Schilddriisengeweben
und sind auch in verschiedenen Schilddrisenkarzinomzellen nachweisbar
(Schmutzler 1996).

Retinoide werden therapeutisch in der Krebstherapie angewandt. lhre anti-
proliferativen Eigenschaften werden vor allem bei der Promyelozytenleukamie,
dem Gebarmutterhalskrebs und dem metastasierendem sowie dem squamdsen
Hautkrebs genutzt (Smith et. al. 1992, Weis et al. 1994, Camacho 2003). Fur
Psoriasis- und Aknepatienten ist die Behandlung mit Retinoiden inzwischen
unerlasslich (Marghescu 1982, Stittgen 1980). Fir die Therapie der Malignome
macht man sich die Wirkung der Retinoide, eine Apoptose zu induzieren, zu
Nutze. Die Apoptose, der programmierte Zelltod, kann z.B. Zellen von
differenzierten Schilddrisenmalignomen gezielt absterben lassen (lwata et al.
1992, Zhang et al 1995, Frohlich und Wahl 1999). Das synthetische Retinoid
Fenretinid besitzt ebenfalls antiproliferative Eigenschaften. Es senkt den
Plasmaspiegel von IGF | (Torrisi et al. 1993) und besitzt dabei weniger toxische
Eigenschaften als all-trans-Retinsdure. Andererseits werden eine Reihe von
Schilddriisenmalignomzellen, welche kein Radioiod mehr speichern kdénnen
durch eine Retinoidbehandlung wieder zur Aufnahme von lod befahigt.
(Schreck et al. 1994; Simon et. al 1996). Die Tumorzellen werden durch diese
Redifferenzierungstherapie fur eine Radioiodtherapie zugénglich (Simon et al.
1996). Zhang et al. (2007) verabreichten Patienten, die an einem follikularen
oder papillaren Schilddrisenkarzinom erkrankt waren, tber 30 bzw. 60 Tage,
all-trans-Retinsédure (1.00+/-0,09mg [middle dot] kg-1 [middle dot] d-1). In der

Folge konnte an 11 Patienten eine erhdhte Radioiodaufnahme beobachtet



werden. In Versuchen, die mit MCF-7 Zellen (humane Mamma-Karzinomzellen)
durchgefuhrt wurden, konnte die lodidaufnahme durch Retinsdure um das 9-
fache gesteigert werden. Dies ist auf eine erhohte NIS-mRNA Expression durch
Retinsaure zurlckzufiihren (Koagi et al. 2000). Reddi et al. berichten Uber eine
neue Therapiemoglichkeit. Sie verwendeten ein onkolytisches Adenovirus, das
ONYX-411, welches in vitro, bei acht der humanen Zelllinien des

anaplastischen Karzinoms den Zelltod einleitet.

Carotinoide bestehen wie die Retinoide im engeren Sinne aus Isopren-
Einheiten. Sie gelten als starke Radikalfanger. In den letzten Jahren verstarkte
sich das Interesse am Carotinoid Lykopin zunehmend. Ursachlich hierfar sind
die Berichte Uber die Mdglichkeiten der Pravention von Herz- und Gefass-
erkrankungen, von Prostata- und Magen-Darm-Krebs durch Lykopin (Steven et
al. 1998; Gerster 1997). Mc Devitt et al. (2005) beschéftigten sich mit der
Vitamin A- abhangigen Wirkung von Lykopin. Die Untersuchungen wurden an
Zelllinien humaner Monozyten und Makrophagen durchgefihrt. Dabei wurden
U-937 Zellen Uber ein Zeitfenster zwischen einem und sechs Tagen in einem
Serum mit 2 — 8 mmol / | Lykopin inkubiert. Daraus ergab sich ein Lykopingehalt
von 0,2 — 1,1 nmol / mg Zellprotein. Dies entspricht ungefahr der 10 — fachen
Menge des in-vivo Gehaltes von Lykopin in Zellen. Dieser 10-fach hdhere
Lykopingehalt bewirkte eine Hemmung der Proliferation und regte als einziges
Carotinoid (weitere  Versuchssubstanzen: Lutein, B-Carotin) die
Zelldifferenzierung an. Auf Mundkrebs-Zellkulturen wirkt sich Lykopin hemmend
aus (Schwartz et al. 2000).

Lykopin gehért zu den nicht zyklischen Carotinoiden und besitzt die hochste
Sattigungsrate fur Singulett-Sauerstoff (Di Mascio, 1989). Da ihm der (-
lononring fehlt, ist Lykopin ohne Provitamin A- Aktivitat. Die elf konjugierten
Doppelbindungen kénnen Mono- oder Poli-cis-Isomere bilden. Das Lykopin liegt
in unverdnderter Form im Plasma und Geweben vor. Bei Bedarf wird es in
Retinol umgesetzt. Das in vielen Frichten vorkommende Lykopin ist &ul3erst
licht-, sdure- und hitzeempfindlich. Beim Kochen von Tomaten, welche sehr viel

Lykopin enthalten, wird ein groRer Teil des Lykopin zerstort. Auf seine
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Wirksamkeit scheint dies keine Auswirkung zu haben. Es wird angenommen,
dass es zu einer Umwandlung des Lykopin in einen aktiveren Metaboliten
kommt (Gerster, H. 1997). So konnte bei gekochten Tomatenprodukten generell
eine hohere Bioverfugbarkeit und bei Prostatakarzinomen eine erhéhte

chemopraventive Aktivitdt nachgewiesen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von all-trans-Retinsaure,
Lykopin und TSH auf den Thymidin- und lodstoffwechsel normaler
Schweinethyreozyten zu untersuchen. Neben der Wirkung auf transformierte
Gewebe, ist es wichtig, die Wirkung dieser Substanzen an normalen, also nicht
transformierten Thyreozyten zu kennen, denn bei der Behandlung von
entartetem Gewebe werden sowohl gesunde als auch veradnderte Zellen von
den eingesetzten Substanzen erreicht.

Die verwendeten Schweinethyreozyten wurden entweder in primar
retinoidfreiem NCTC-Medium oder in NCTC-Medium mit der handelsublichen
Retinol-Konzentration von 0,6uM kultiviert.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde dem Kulturmedium das Antibiotikum
Ciprofloxacin zugefigt und dessen Einfluss auf den Thymidin- und
lodstoffwechsel untersucht, zumal es in den Schilddrisenzellkulturen

Verwendung findet.

11



1. Material

Untersuchungsmaterial

Zur Herstellung der Zellkulturen wurden pro Ansatz und in Abhangigkeit von der
Anzahl der durchzufihrenden Experimente zwischen 10 wund 30
Schweineschilddrisen bendtigt.

Die Schilddrisen wurden ca. neun Monate alten Schweinen entnommen, die
aus Mastbetrieben der Umgebung des Schlachthofes Gartringen / Baden-
Wirttemberg stammten. Die genaue Herkunft der Tiere, sowie die
Zusammensetzung der verabreichten Futtermittel lassen sich durch uns nicht

zurtuckverfolgen.

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) mit
5%-iger CO,-Begasung bei 37,0°und Wasserdampfsattigung

* Inotech Cell-Harvester, ICH 280, Inotech AG, Schweiz

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

e Gamma Counter, Multi Crystal; LB 2130 und LB 2101 (Berthold;
Wildbad)

1.2 Einwegartikel, Kulturgefal3e und Filter
« Zentrifugenrdhrchen, 50ml, Falcon® 2070 Blue Max, (Falcon, Becton
Dickinson, Heidelberg)

e Zentrifugenrbhrchen, 5ml, 12,0 x 75mm, GLKL-R6hrchen 115 101
(Greiner Labortechnik, Nurtingen)
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» 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 II, 6 wells, Costar 3506,
(Corning Incorporated, USA)

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

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

» Sterile Einwedfilter, Minisart, (0,22um) 17597 und (0,45um) 17998,
(Sartorius AG, Goéttingen)

1.3 Chemikalien und Reagenzien

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

« Hydrocortison®100; Mischampulle mit 133,67mg Hydrocortison 21-
hydrogensuccinat, Na-Salz, (Pharmacia & Upjohn GmbH, Heppenheim;

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

e Penicillin-Streptomycin (500x), Penicillin 50 000 U/ ml, Streptomycin
50mg/ ml Lyophilisat, (Boehringer, Mannheim);

50 000 U Penicillin, 0,05g Streptomycin, aufgelést in 20ml Aqua dest.
Konzentration pro Liter NCTC-Medium: 10 000 U Penicillin und 10mg
Streptomycin;

* Amphotericin B, Squibb Pharma Minchen (Durchstechflasche mit 50mg
Amphotericin B + 41mg Natriumdesoxychloat als Lésungsvermittler in
10ml aqua dest. geldst);

* Natriumcarbonat, 7,5%, Lot 3011124, Gibco, Schottland,;
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Retinoic-Acid (Vit.A Acid, Tretinoin), All-trans, R-2625 50mg, (Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA);

TSH (Thyroid Stimulating Hormone), 10 1.U. per vial, T — 8785 (Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim);

Lykopin-Liposomen-Stammlésung, 1mg Lykopin (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) und 10mg Vit.E werden mit 100mg Kryosome
(Praliposome aus Eilecithin, Fa. Lipoid), 1g Mannit und 18g Aqua p.i. auf
dem Magnetrihrer intesiv gemischt. AnschlieRend mit Ultraschall
(70W/10min) behandelt. Proportioniert zu je 1ml. Die Lésung wurde
anschlieBend lyophilisiert und das Lyophilisat in braunen Falschen
aufbewahrt. Das Lecithin wurde benétigt, damit daraus Liposomen
entstehen konnten. Vit.E gehoért zu den lipophilen Vitaminen und lagert
sich zwischen den verbliebenen Fettsaureresten (den Liposomen) ein
Leer-Liposomen 10mg Vitamin E, 100mg Kryosome, 1g Mannit und 18g
Wasser werden auf einem Magnetriihrer intesiv gemischt. AnschlieRend
mit Ultraschall (70W/10min.) behandelt, portioniert zu je 1ml und
lyophilisiert.

Fur die Herstellung der Liposomenpraparation danke ich Herrn Dr. Heide,

Universitatsapotheke Tubingen.

Ultima Gold™, Szintillationscocktail, (Packard BioScience B.V.,

Niederlande)

1.4 Radioaktive Chemikalien

12511odid (Sodium lodide in NaOH solution), 3,9 GBg/ml, IMS 30,
(Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, England);

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

14



1.5 Medien und Lésungen

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

» Dispase Il (neutral protease) from Bacillus polymyxa, grade II, 5g/ 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 Salzlésung nach Earle,
ohne NaHCOj3; (Gibco, Paisley, Schottland);

« Ampuwa® steriles pyrogenfreies aqua ad injectabilia, 1000ml,
(Boehringer, Ingelheim);

» Steriles pyrogenfreies aqua ad injectabilia, 10ml, (Braun);

* L6sung nach Spinner:
100ml Earle’s B.S.S. + 900ml steriles H,O + ca. 6ml Natriumbicarbonat
7,5 % (pH ca. 7,2);

» Losung fur den Transport der Schilddriisen 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: in 80 ml Lésung nach Spinner, 5g Dispase Il (neutral

protease) gel6st und durch 0,45 um Sterilfilter gepresst
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2. Methoden

2.1 Praparation/ Isolierung der Schilddrisenzellen von Schweinen

Fur die folgenden Versuche wurden jeweils 10-20 in toto entnommene
Schilddriisen von ca. 9 Monate alten, frisch geschlachteten Schweinen,
weitgehend aseptisch, aus dem Halseingeweide heraus prapariert.

Die wahrend des Schlachtvorgangs enthommenen Schilddriisen wurden direkt
nach der Entnahme in eisgekuhlter, antimykotika- (Amphotericin) und
antibiotikahaltiger  (Penicillin-Streptomycin)  Spinnerlésung ins  Labor
transportiert.

Die Weiterverarbeitung des Versuchsmaterials erfolgte unter sterilen
Bedingungen im Labor. Unter einer sterilen Reinraumwerkbank mit horizontaler
Luftstromung, erfolgte zunéchst die Sichtung der Schilddriisen. Angeschnittene
wurden aussortiert und verworfen. Die verbliebenen Schilddriisen wurden
zunachst mehrmals in Spinnerlésung gespult und dann mittels Schere und
Pinzette vom umgebenden Binde- und Fettgewebe befreit.

Um die bindegewebige Kapsel der Driisen besser entfernen zu kénnen, wurden
sie fur 3 Minuten in 80%-iges Ethanol eingelegt, danach mit Spinnerlésung
zwei- bis dreimal gespult. Die durch das Ethanol anfixierte Kapsel sowie das
septale Bindegewebe konnten nun unter zu Hilfenahme zweier Pinzetten
leichter entfernt werden.

Das so freigelegte Schilddrisenparenchym wurde manuell mit einem sterilen
Skalpell in ca. 2-3 mm gro3e Wirfel geschnitten. Um das Austrocknen der
Zellen zwischen den Arbeitsschritten zu vermeiden, wurde das schon
vorbereitete Schilddriisengewebe in eisgekiihlter Spinnerldsung aufbewahrt.
Das so verarbeitete Parenchym wurde dann in ein so genanntes
Trypsiniergefal3 (Volumen=1I) gegeben. Das Trypsiniergefald enthielt auRerdem
die in 80ml warmer Spinnerlésung aufgeldste Dispase Il, die Uber 0,45 pum

Minisart Einwedfilter steril filtriert wurde. Anschlie3end wurde mit der Lésung
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nach Spinner auf 1 Liter aufgefillt. In 35C warmer Dispaseldsung erfolgte nun
das Abdauen des Parenchyms vom interstitiellen Bindegewebe unter standigem
Ruhren mittels eines heizbaren Magnetrihrers. Der abgedeckte Glaskolben
wird wahrend des zweistindigen Abdauungsvorgangs unter der
Reinraumwerkbank belassen.

Die in Suspension gegangenen Thyreozyten wurden nach der eingehaltenen
Inkubationszeit in einem Abstand zwischen 7 — 10 min. durch zwei ineinander
gestellte sterile Teesiebe in ein steriles Becherglas abgegossen. Durch
Filterung wurden grobere Zell- und Bindegewebsbestandteile zurtickgehalten
und konnten verworfen werden.

Die einzelnen Zellsuspensionen zu ca. 150ml wurden sogleich auf jeweils 6
Zentrifugenréhrchen (50ml, Falcon 2070) mit 25ml Suspension pro Réhrchen
verteilt und mit Spinnerlésung auf 50ml aufgefuillt.

Mit jeweils 6 der so vorbereiteten Zentrifugenrohrchen wurde dann die
Zentrifuge befullt und bei 2000U/ min (180 g), 7 min bei 4C zentrifugiert.

Nach dem Dekantieren der Uberstande wurden die zuriickbehaltenen
Zellpellets in ihren Ro6hrchen mit einer Pipette mehrmals aufgezogen und
wieder ausgeblasen. Das so durchmischte Zellmaterial wurde anschlieRend auf
nunmehr drei Zentrifugenréhrchen verteilt und diese mit Spinnerlésung auf 50ml
aufgefullt und erneut bei 4C, 1000U/ min (180 §), 7 Minuten zentrifugiert. Die
drei Rohrchen wurden erneut dekantiert, die Zellpellets resuspendiert und ihr
Inhalt auf ein R6hrchen vereint. AnschlielBend wurde mit Vitamin A- freiem
NCTC-135-Medium wieder auf 50ml Volumen aufgefillt. Im folgenden
Zentrifugationsschritt wurde die Drehzahl auf 820U/ min (120 §) bei 4C auf 6
Minuten eingestellt. Der Zentrifugationsvorgang hatte die Zielsetzung, eine
maoglichst  reine  Thyreozyten-Suspension zu erhalten, welche keine
Erythrozyten mehr enthalten sollte.

Der oben dargelegte Vorgang der Verarbeitung der Zellsuspension aus dem
Trypsiniergefal3 wurde so lange wiederholt, bis die gesamte Proteaseldsung
verarbeitet war. Meist waren 3 Durchgange erforderlich. Die bereits
aufbereiteten Thyreozyten wurden zur Zwischenlagerung auf Eis gelegt. Die

zum Schluss verbliebenen Rohrchen (meist 3 Stlick) wurden auf eines vereint,
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wieder mit Vitamin A- freiem NCTC-135-Medium auf 50ml aufgefillt und bei
820U/ min (120 g), 4T und 6 Minuten zentrifugiert. Danach wurden die Zellen
mehrmals mit Spinnerlésung gewaschen und entsprechend abzentrifugiert, bis
das Zellsediment makroskopisch keinen Erythrozytensaum mehr erkennen liel3.
Abschlieend wird das nun fertig hergestellte Thyreozytensediment in das
endgiltige Kulturmedium (NCTC-135-Medium ohne Vitamin A) tberfihrt und
die Zellen in 50ml Volumen suspendiert. Zur Vereinfachung des Sachverhalts
ist der gesamte Praparationsvorgang auf der folgenden Seite in einem

Flussdiagramm dargestellt.
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In toto- Entnahme der

Schweineschilddriisen im
Schlachthof, sowie Transport
eisgekuhlt ins Labor

A 4

Grobe Abpréparation des Fett- und
Bindegewebes

A 4

Wiederholte Entnahme der

Lagerung der Drisen in 80%-igem Ethyl-
alkohol fur 3 Minuten

\ 4

2-3 maliges Spilen in Spinnerlésung

\ 4

Zerkleinern des Drisenparenchyms

\ 4

2-stundige, enzymatische Abdauung in
36T warmer Dispase Il-Losung (1Liter)

A 4

AbgielRen von 150ml zellhaltiger
Dispaseldsung Uber zwei Siebe und
Aufteilung auf 6 Zentrifugenréhrchen im
Abstand von 7-10 min.

A 4

zellhaltigen Dispaselésung

A

bis diese aufgebraucht ist.

Abdekantieren der Zellsuspension.
Zwei Réhrchen werden zu einem
vereint. Die Suspension in den
verbliebenen Réhrchen mit Vit.A
freiem NCTC-Medium auf 50ml
auffillen und bei 820U/ min. bei
1209 Uber 6min. zentrifugieren.
Sedimente der Réhrchen in einem
Roéhrchen vereinen, mit Medium auf
50ml auffillen. Wieder mit
820U/min. zentrifugieren und
Sediment wieder in 50ml
suspendieren.

Zugabe von je 25ml Spinnerlésung pro
Rohrchen; zentrifugieren der Zell-
suspension bei 1000U/min. (1809) fur
7min. bei 4.

A 4

Abdekantieren der Zellsuspension auf
ein Restvolumen von 10ml pro
Rohrchen; mehrmaliges Durchmischen
des verbliebenen Zellmaterials mittels
Pipette. Inhalt von jeweils zwei R6hrchen
in einem vereinen, mit Spinnerlésung auf
50ml auffillen. Zwischenlagerung der
Roéhrchen bis zur Weiterverarbeitung auf
Eis. Die Aufarbeitung der zellhaltigen
Dispase-Ldsung ergibt 6 Rohrchen.
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2.2 Zellz&hlung

Die Zellzdhlung erfolgte in einer Neubauerzdhlkammer. Anhand einer
Ausschlussfarbung mit 1%-igem Erythrosin B (10ul Erythrosin B + 145yl
Spinnerlésung + 45ul Zellsuspension), konnten die toten von den vitalen Zellen
ausgesondert werden, da nur die toten Zellen den roten Farbstoff aufnehmen.
Es erfolgte eine rasche Zellzahlung in jeweils vier Eckquadraten. Das Volumen
eines Eckquadrates betragt 0,1ul. Somit lasst sich eine Zellzahl (n) in 50ml
Medium aus n x 0,1pl x 1000 x 50 x 4,4 ermitteln.

Der Faktor 4,4 ergibt sich aus dem Verdunnungsfaktor der Vitalfarbung.

2.3 Herstellung der Thyreozytenkulturen und deren S timulation mit TSH,
all-trans-Retinsaure und Lykopin

Fur die Versuche wurde als Nahrmedium eine Sonderanfertigung von NCTC-
135-Medium ohne Vit. A verwendet. Dadurch besteht die Moglichkeit die Vit. A-
Konzentrationen tber einen weiten Konzentrationsbereich variieren zu kdénnen.
Sofern kommerzielles Vit. A- haltiges NCTC-135-Medium verwendet wurde,
betrug die ,physiologische” Vitamin A-Konzentration 0,6uM.

Dem verwendeten Medium wurde auRRerdem Ultroser® G (3%) als Serumersatz,
sowie Hydrocortison® 100 (1pug/ml), Penicillin-Streptomycin (4%) und Ciprobay®
(3%) zugegeben.

Um eine gleichméaRige Aussaat der Zellen gewahrleisten zu kénnen, wurden die
Thyreozyten durch einen Magnetrihrer in Suspension gehalten. Die so
vorbereiteten Zellen wurden dann mit einer Multipipette (Eppendorf, Hamburg)
auf die Kulturlécher verteilt.

Aufgrund der Variationsbreite der in den Versuchen angewandten Stimulanzen
wurden die Ubrigen hinzuzufigenden Substanzen direkt zu den einzelnen

Kulturen pipettiert.
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Die Zahl der vitalen Thyreozyten wurde am Ende der Zellprdparation im
komplettierten Medium auf ca. 1 300 000 / ml eingestellt. Von dieser
Zellsuspension wurden jeweils 200ul / Kulturloch (ca. 260000 Zellen / 200 pl) in
Costar® -Platten mit 48 Kulturldchern ausgesét.

Diesen Kulturen wurde radioaktives lodid oder radioaktives Thymidin plus die
entsprechenden Testsubstanzen zugefligt. Die Platten mit 48 Kulturlochern
erhielten 4 kBq Na'®lodid oder 12 kBq *H-Thymidin/Kulturloch.

In die Costar® -Platten mit 6 Kulturlschern wurde pro Loch 4,5ml des
zellhaltigen Mediums (ca. 5,85 Mio. Thyreozyten) einpipettiert (der Zellgehalt
wurde in diesen Ansatzen auf 0,66 Mio. Zellen/ml Medium eingestellt) und mit
den Testsubstanzen erganzt.

Die Kulturen enthielten wahlweise folgende Stimulanzen:

* All-trans-Retinsaure :

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

0,26muU / 200ul Endkonzentration im Medium
* Lykopin:

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

2.4 Strukturformeln der Stimulanzen:

OH

u} OH

Retinshure |zatretingin
(1 3-ci=R etinsdure))
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All-trans-Retinol C,gH290OH

LYKOQIH C40H56

Die Retinolderivate wurden, damit sie in Losung gehen konnten, in reinem
Methanol gelost. Da Retinol und seine Derivate in Verbindung mit Licht zerfallen

wurden die Versuche im abgedunkelten Raum durchgefihrt.

2.5 Kulturbedingungen

Die angelegten Zellkulturen wurden unter Lichtausschluss in einem mit
Wasserdampf gesattigtem Inkubator bei 37T mit 95% Luft und 5%CO, begast.
Die Inkubationszeiten variierten zwischen 18 und 72h. Dabei setzten sich die

vitalen Zellen mit zunehmender Inkubationsdauer am Plattenboden ab.

2.6 Zellernte und Messung der lodid- und Thymidinau fnahme in den

Thyreozyten

Um die lodid- und Thymidinaufnahme in die Thyreozyten messen zu kdnnen,

wurde dem Medium Na'®I-lodid und *H-Thymidin zu geftigt.
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Nach der Inkubationszeit, abhangig vom durchgefiihrten Versuch, erfolgte die
Zellernte aus den 48-well-Platten von Costar® mit Hilfe eines Zellharvesters
(Inotech AG Typ CH 5605) auf Glasfasermatten. Die auf den Filtermatten
geernteten Zellen wurden einem zweimaligem Spulvorgang mit Aqua
demineralisata unterzogen und ausgestanzt.

Dann wurden die ausgestanzten Filterpapiere mit den darauf befindlichen
Zellen in Szintillationsrohrchen eingebracht. In die Szintillationsgefal3e
(Volumen 6ml), wurde zusatzlich 5ml des handelsiblichen Szintillationscocktail
Ultima Gold® eingefiillt. Die Messung von *?*I-lodid und *H-Thymidin erfolgte in
einem Flussigkeits- Szintillationsz&hler (Pharmacia Wallac 1410, Perkin-Ellmer-
Wallac GmbH Freiburg) bei einer entsprechenden Spektrumeinstellung fiir **°I
und >H.

Fur einige Versuche wurde die Ilodidaufnahme separat mit einem
Gammacounter (Multi Crystal; LB2103 und LB2101, Berthold, Wildbad)
gemessen.

Fur die Messungen im Gammacounter wurden die ausgestanzten Filtermatten
in Messrohrchen (PS-Rohrchen GLKL 5ml, Greiner Labortechnik Nurtingen)
eingebracht. Die Messung der Radioaktivitdt erfolgte hier ohne
Szintillationsflussigkeit.

2.7 Mycoplasmennachweis

Bei dem von uns verwendeten Versuchsmaterial handelt es sich um
Zellkulturen, die aus Schweineschilddrisen von frisch geschlachteten
Schweinen hergestellt wurden. Eine Kontamination der Schilddrisen mit
Mycoplasmen auf dem Schlachthof lasst sich daher nicht ausschliel3en. Liegt
eine Kontamination vor, so konnten die Messergebnisse der Thymidinaufnahme
verfalscht werden, da Mycoplasmen ebenfalls Thymidin aufnehmen. Da die
Mycoplasmen einen Durchmesser von ca. 0,8um haben, kann davon

ausgegangen werden, dass sie die Poren der Glasfasermatten (Porengrol3e

23



1,5um im Durchmesser) jedoch ungehindert passieren kdnnen, und damit dem
Messvorgang entzogen werden. Bei den Versuchen wurden nur mycoplasmen-
freie Proben verwendet. Die Mycoplasmenfreiheit der verwendeten Proben
wurde anhand des Mycoplasma Detection Kit (1296744, Encyme

Immunoassay; Roche) tberprift.

2.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit dem Dunnett’-Test. Mit
diesem Test konnten innerhalb jedes Zeitpunktes alle Kombinationen aus
Substanz 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
Gesamtsignifikanzniveau von a = 5%. Ergebnisse gelten im Dunnett’-Test als
signifikant, wenn p<5% ist und die Werte positiv sind. Fir die Durchfiihrung
wurde das Statistikprogramm JMP5 von SAS installiert. Fir die statistische
Beratung und Betreuung danke ich Herrn Priv. Doz. Dr. Eichner, Institut fur

medizinische Biometrie der Universitat Tubingen.

Die Statistik ist im Anhang (Kap.7) aufgefuhrt. Es finden sich dort zusatzlich
Abbildungen (Kap.7), 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 berlcksichtigt. Dadurch ergibt
sich zusatzlich zum augenblicklichen Effekt auch ein Gesamteindruck vom

Wirkungsprofil der Substanzen.
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3. Versuchsansatze und Ergebnisse

3.1 *H-Thymidin- und  '®I-lodidaufnahme in kultivierte Schweine-
thyreozyten in Abhangigkeit von unterschiedlichen K onzentrationen

an all-trans-Retinsaure.

Die Schweinethyreozyten wurden zunachst in Vitamin A- freiem NCTC-Medium
kultiviert. In den Versuchsreihen | - 1l wurde pro Kulturloch 200 pl Medium mit
130 000 Zellen, sowie all-trans-Retinsaure in den Endkonzentrationen 0 pM;
0,49 uM und 0,98 uM eingesetzt. Die so vorbereiteten Kulturen wurden dann fr
72 h vorinkubiert, dann erfolgte ein Mediumwechsel. Das Medium wurde durch
handelsibliches NCTC-Medium mit 0,6 uM Vitamin A ersetzt, zusatzlich wurde
all-trans-Retinséure in einer Endkonzentration von 13 pM hinzugeftigt. Mit dem
Mediumwechsel erhielten dieselben Kulturen auRRerdem je 12 kBq *H-Thymidin
sowie 4 kBq *?I-lodid. Somit konnte die Thymidin- und Radioiodaufnahme als
Parameter fir die Stoffwechselfunktion der Thyreozyten in einem
ausgewahltem Zeitintervall zwischen 2h und 65h verfolgt werden.

Die Ergebnisse der Radioiodid- und Thymidinaufnahme sind in Abhangigkeit
von den unterschiedlichen Vorinkubationsbedingungen in den Abbildungen 1
bis 8 dargestellt. Als Kontrollgruppe dienten Schilddrisenzellen, welche nicht
durch all-trans-Retinsdure stimuliert wurden. Als signifikant wurden die
Ergebnisse der Versuche bewertet, bei deren statistischer Auswertung p<0,05
war. Um die Thymidin- und lodidaufnahme in die Thyreozyten beurteilen zu
kdnnen, muss der Zeitpunkt ermittelt werden, bei dem mit sicher messbaren

Effekten gerechnet werden kann.
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Die Versuchsreihen | - Il wurden an unterschiedlichen Tagen durchgefuhrt, um
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu prufen (Versuchsreihe | wurde

zweimal wiederholt).

a) Ansatze | - lll, Betrachtung der *H-Thymidinaufnahme
Oohne Retinséaure Hohne+13uM Retinséaure
N 0,49uM+ 13uM Retinsaure 80,98uM+13uM Retinséure
1200,00
M e
e 1000,00 .
[oR
©
£
< 800,00 —
S hd
c
©
% 600,00
g My
i) 1
£ 400,00
>
ey
i
L 200,00 A
0,00
3h 6h 17h 24h 30h 41h 48h

Inkubationsdauer (h)

Abb.1 All-trans-Retinsaure (Ansatz I)

Einfluss von all-trans-Retinsaure auf die *H-Thymidinaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert in primar Vitamin A- freiem Medium. Die
Kulturen wurden Uber drei Tage mit jeweils 0 uM, 0,49 uM oder 0,98 uM
Retinsaure vorinkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und Inkubation
der Zellen mit jeweils 13 uM Retinsaure. Mit dem Mediumwechsel wurde den
Kulturen °H-Thymidin (12 kBq) zugefiigt und die Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten wahrend der weiteren 3h bis 48h-stindigen Inkubation verfolgt.
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten ab dem Mediumwechsel. Eingesetzte
Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130 000. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte
unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende

Agenzien). Die zugehorigen Zahlenwerte sind in Tab. 1-3 im Anhang aufgefihrt.
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Oohne Retinséure Oohne+13uM Retinsaure
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Abb.2 All-trans-Retinsaure (Ansatz Il)

Einfluss von all-trans-Retinsaure auf die *H-Thymidinaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert in primar Vitamin A- freiem Medium. Die
Kulturen wurden Uber drei Tage mit jeweils 0 uM, 0,49 uM oder 0,98 uM
Retinsaure vorinkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und Inkubation
der Zellen mit jeweils 13 pM Retinsaure. Mit dem Mediumwechsel wurde den
Kulturen *H-Thymidin (12 kBq) zugefiigt und die Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten wahrend der weiteren 4h bis 48h-stindigen Inkubation verfolgt.
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten ab dem Mediumwechsel. Eingesetzte
Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130 000. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte
unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende

Agenzien). Die zugehorigen Zahlenwerte sind in Tab. 1-3 im Anhang aufgefihrt.

Beim Vergleichen der Abbildungen 1 und 2 wird ersichtlich, dass sich die
signifikant zur Kontrolle verschiedene Thymidineinbaurate fir t = 3h in Ansatz |
bei einer Zugabe von 0,98 uM Retinsaure in der Vorinkubation und 13 uM in der
anschlieBenden Inkubation im zweiten Ansatz im Zeitfenster von t = 4h nicht
bestatigen lasst. AnschlieBend kam es zu einem stetigen Anstieg der *H-

Thymidinaufnahme. Im 2. Ansatz konnte zum Zeitpunkt t = 24h eine zur
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Kontrolle signifikante Zunahme der Thymidin Aufnahmeraten bei allen Kulturen
mit all-trans-Retinsdure -Zusatz beobachtet werden. Das Maximum der
Thymidinaufnahme im ersten Ansatz wurde nach 48h Inkubation erreicht. Das
Maximum der Thymidinaufnahme im zweiten Ansatz wurde nach 24h erreicht.
Vergleichend zu Ansatz | war in Ansatz Il die Thymidinaufnahme bei den
Kulturen, welche mit 0,49 uM vorinkubiert wurden, signifikant.

Auffallig ist, dass sich nach einer Inkubationszeit von 48h ein signifikant
erhohter Einbau von *H-Thymidin sowohl bei Ansatz | als auch bei Ansatz Il in
den Kulturen, die mit 0,49 uM Retinsdure vorinkubiert wurden, zeigt. In Ansatz Il
(Abb. 2) fallt nach einem Maximum die Thymidinaufnahme unter allen

Retinsaure Konzentrationen nach 24h rapide ab.

O ohne Retinsaure Oohne+13puM Retinsaure
0,49uM+13uM Retinsaure 80,98uM+13uM Retinséure

1800,00 .

1600,00 ? I

p
[
i
o
o
o
o

3H-Thymidinaufnahme in dpm

A

o,

LA,

2h 4h 6h 17h 24h 30h 41h 48h 54h 65h

Inkubationszeit (h)

Abb.3 All-trans-Retinsaure (Ansatz Ill)

Einfluss von all-trans-Retinsaure auf die *H-Thymidinaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert in primar Vitamin A- freiem Medium. Die
Kulturen wurden Uber drei Tage mit jeweils 0 uM, 0,49 uM oder 0,98 uM
Retinsaure vorinkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und Inkubation
der Zellen mit jeweils 13 uM Retinsaure. Mit dem Mediumwechsel wurde den
Kulturen °H-Thymidin (12 kBq) zugefiigt und die Thymidinaufnahme in die

Thyreozyten wahrend der weiteren 4h bis 48h-stindigen Inkubation verfolgt.
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Dargestellt sind Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten ab dem Mediumwechsel. Die
eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130 000. Die mit ¢
gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 1-3 im Anhang aufgefihrt.

Auffallend ist in Abb. 3 die gegenuber der Kontrolle signifikant erhdhte
Aufnahme von *H-Thymidin nach t = 4h, 6h, 17h und 24h wenn die Thyreozyten
ohne Retins&aure vorinkubiert und dann mit 13 uM Retinsaure stimuliert wurden.
In Abb. 3 erreicht die Thymidinaufnahme nach 48h gegeniber den
Messpunkten mit kirzerer Inkubationsdauer ein Tief. Nach t = 54h kommt es
allerdings wieder zu einem leichten Anstieg. Wie Abbildung 3 zeigt kommt es
iber den gesamten Inkubationszeitraum zu einer verstarkten Aufnahme von *H-
Thymidin gegentber der Kontrolle, die in Abhangigkeit von der
Retinsaurekonzentration wahrend der Vorinkubation variiert (Zahlenwerte in
Tab. 3 im Anhang).

—e—ohne Retinsaure ——ohne+13pM Retinsaure
—4—0,49uM+13uM Retinsaure  -#0,98uM+13uM Retinsaure
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€ 400,00 |
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4h 17h 24h 48h

Inkubationszeit (h)

Abb.4 Zusammenfassung des Thymidineinbaus in Thyreozyten aus den

Versuchsreihen I-11l in Abhangigkeit der Gbereinstimmenden Inkubationszeiten.
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Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der zeitgleichen Zellernten
entnommen und daraus wiederum der Mittelwert berechnet, um eine
Ubereinstimmung aller drei Versuchsreihen in der *H-Thymidinaufnahme in
Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab.4 in Anhang aufgefuhrt.

Wie in Abb. 4 ersichtlich kam es in allen Versuchsabfolgen zu einer erhdhten
3H-Thymidinaufnahme zum Zeitpunkt t = 24h. In der Versuchsreihe keine
Retinsaure wahrend der Vorinkubation und dann Stimulation mit 13 pM
Retinsaure* finden sich bis zum Zeitpunkt 24h die hochsten °H-

Thymidinaufnahmeraten.

b) Ansétze | - lIl, Betrachtung der *?°|-lodidaufnahme
Oohne Retinsaure Oohne+13uM Retinsaure
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Abb.5 All-trans-Retinsaure (Ansatz I)
Einfluss von all-trans-Retinsaure  auf die  **°I-lodidaufnahme  in
Schweinethyreozyten, kultiviert in primar Vitamin A- freiem Medium. Die

Kulturen wurden Uber drei Tage mit 0 uM, 0,49 puM oder 0,98 uM all-trans-
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Retinsaure vorinkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und Inkubation
der Zellen mit jeweils 13 uM Retinsaure. Mit dem Mediumwechsel wurde den
Kulturen '®I-lodid (4 kBq) zugefiigt und die '*I-lodidaufnahme in die
Thyreozyten wéahrend der weiteren 3h bis 48h-stindigen Inkubation verfolgt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der
Radioiodaufnahme in die Thyreozyten ab dem Mediumwechsel. Die eingesetzte
Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130 000. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte
unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende

Agenzien). Die zugehorigen Zahlenwerte sind in Tab. 5 im Anhang aufgefiuhrt.
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Abb.6 All-trans-Retinsaure (Ansatz Il)

Einfluss von all-trans-Retinsaure  auf die  '*I-lodidaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert in primar Vitamin A- freiem Medium. Die
Kulturen wurden tber drei Tage mit 0 uM, 0,49 uM und 0,98 UM Retinséaure
vorinkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und Inkubation der Zellen mit
13 pM Retinsaure. Mit dem Mediumwechsel wurde den Kulturen '#I-lodid
(4kBq) zugefiigt und die **°I-lodidaufnahme in die Thyreozyten wahrend der 4h
bis 48h-stiindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
(n=6) des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten ab dem

Mediumwechsel. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130 000. Die
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mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 6 im Anhang aufgefuhrt.

In Ansatz Il ist eine deutliche Steigerung der *?°l-lodaufnahme in die
Thyreozyten bis zum Zeitpunkt t = 24h erkennbar. Eine signifikante Zunahme
gegenuber der Kontrolle erfolgte bei t = 24h bei der Kultur die ohne Retinsaure
vorinkubiert und dann mit 13 pM Retinsaure stimuliert wurde. Zum Zeitpunkt t =
48h erfolgte ein Ruckgang der lodidaufnahme. Eine Ausnahme bildet die Kultur,
die mit 0,98 uM Retinséure vorstimuliert wurde. Die Radioiodaufnahmerate ist

hier ahnlich wie zum Zeitpunkt t = 24h.
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Abb.7 All-trans-Retinsaure (Ansatz Ill)

Einfluss von  all-trans-Retinsaure  auf die  '?l-lodidaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert in primar Vitamin A- freiem Medium. Die
Kulturen wurden Uber drei Tage mit 0 uM, 0,49 uM und 0,98 UM Retinséaure
vorinkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und Inkubation der Zellen mit
13 pM Retinsaure. Mit dem Mediumwechsel wurde den Kulturen *#I-lodid

(4kBq) zugefiigt und die **°I-lodidaufnahme in die Thyreozyten wahrend der 2h
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bis 65h-stiindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
(n=6) des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten ab dem
Mediumwechsel. Die eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch mit 200 pl: 130 000.
Die mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte

sind in Tab. 7 im Anhang aufgefuhrt.

Wie in Ansatz Il (Abb. 7) ersichtlich erfolgte durch die Zugabe von 13 uM
Retinsaure zu Kulturen ohne Vorstimulation mit Retinsdure nach t = 4h und 6h
Inkubation eine signifikante Steigerung der *?°l-lodidaufnahme in die
Thyreozyten. Die maximale Steigerung der lodidaufnahme gegeniber der
Kontrolle fand sich bei den ohne Retinsdure vorinkubierten und nach
Mediumwechsel mit 13 pM Retinsdure stimulierten Zellen nach 4h
Inkubationszeit. Die lodidaufnahme war hier um das 2,3-fache angestiegen.
Unter Stimulation mit 0,49 uM Retinsdure wahrend der Vorinkubation und 13
UM Retinsdure nach Mediumwechsel erfolgte eine gesteigerte lodidaufnahme
nach 6h. Nach 24h waren alle Aufnahmeraten fir das Radioiod wieder
rucklaufig und bis 48h nahezu gleich bleibend. Nach 54h Inkubation wurde sie
noch geringer.
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Abb.8 Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen I-111 in Abhangig der Gbereinstimmenden Inkubationszeiten.

Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der zeitgleichen Zellernten
entnommen und daraus wiederum der Mittelwert berechnet, um eine
Ubereinstimmung aller drei Versuchsreihen in der '?l-lodidaufnahme in
Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 8 im Anhang aufgefuhrt.

Wie in Abb. 8 ersichtlich kam es in allen Versuchsabfolgen zu einer erhhten
125|_|odidaufnahme zum Zeitpunkt t = 17h. Fur die Versuchsreihe keine
Retinsaure wahrend der Vorinkubation und dann Stimulation mit 13 pyM

Retinsaure* ergeben sich die hdchsten *#I-lodidaufnahmeraten



3.2 ®*H-Thymidin- und  '®I-lodidaufnahme in kultivierte ~Schweine-
thyreozyten in Abhangigkeit von Lykopin, TSH und de m Vitamin A-

Gehalt des Mediums

Die Schweinethyreozyten wurden in Vitamin A- haltigem NCTC-135-Medium
kultiviert. Bei den Versuchsreihen IV-VII wurden die stimulierenden Agenzien
direkt bei der Aussaat dem Medium zugefugt.

In den Versuchsreihen V-V wurde pro Kulturloch 200 pl Medium mit 130 000
Zellen sowie Lykopin, in der Endkonzentration 13 pM eingelagert in Liposomen
und dessen Placebo (Leerliposomen) eingesetzt. Die Stimulation der Kulturen
mit TSH erfolgte mit einer Endkonzentration von 0,26 mU. Den Kulturen wurde
direkt bei der Aussaat jeweils 4 kBq *H-Thymidin und 12 kBq *?°I-lodid
zugefiigt. Damit konnte die Radioiodaufnahme als Parameter fir die
Stoffwechselfunktion der Thyreozyten in einem Zeitintervall zwischen 2h
(minimal) und 54h (maximal) verfolgt werden. Als Kontrollgruppe dienten
Schilddrisenzellen, welche nicht mit Lykopin oder TSH stimuliert wurden. Als
signifikant wurden die Ergebnisse der Versuche bewertet, bei deren
statistischer Auswertung p<0,05 war. Um die Thymidin- und lodidaufnahme in
die Thyreozyten ermitteln zu kdnnen, muss der Zeitpunkt ermittelt werden, in
welchem mit sicher messbaren Effekten gerechnet werden kann.

Die Versuchsreihen 1V-V wurden an unterschiedlichen Tagen durchgefihrt um

die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu prufen.
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a) Ansatze IV -V, Betrachtung der *H-Thymidinaufnahme
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Abb.9 Lykopin (Ansatz IV)

Einfluss von Lykopin (13 uM eingebaut in Liposomen) und TSH (0,26mU/Kultur)
auf die *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A-
haltigem NCTC-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin
oder Lykopin-Placebo oder TSH sowie jeweils 12 kBq *H-Thymidin zu gegeben.
Es erfolgte keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten
wurde wahrend der 2h bis 54h-stiindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der Thymidinaufnahme in
die Thyreozyten direkt nach der Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch
130 000. Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 pM) NCTC-Medium. Die mit ¢
gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 9 und 10 im Anhang aufgefihrt.

Wie Abb. 9 zeigt, konnte bis zum Zeitpunkt t = 24h eine steigernde °H-
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten beobachtet werden. Als signifikant
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unterschiedlich zur Kontrolle fiel die Thymidinaufnahme bei den mit 0,26 mU
TSH stimulierten Thyreozyten nach 24h auf.

Mit zunehmender Inkubationsdauer (t = 30h) wurde die *H-Thymidinaufnahme
in die Thyreozyten insgesamt riicklaufig. Bei der letzten Zellernte nach t = 54h
konnte nur unter TSH ein erneuter Anstieg beobachtet werden. Unter Lykopin
und TSH kam es jeweils nach 24h zur maximalen Thymidinaufnahme, wéhrend
unter Lykopin-Placebo die hochste Thymidinaufnahme bereits nach 16h erreicht

wurde.
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Abb.10 Lykopin Ansatz (V)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) und TSH (0,26mU/Kultur)
auf die *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A-
haltigem NCTC-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin
oder Lykopin-Placebo oder TSH sowie jeweils 12 kBq *H-Thymidin zu gegeben.
Es erfolgte keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten
wurde wahrend der 2h bis 54h-stiindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten direkt nach der Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130
000. Kommerzielles Vit. A- haltiges (0,6 pM) NCTC-Medium. Die mit ¢
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gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 9 und 10 im Anhang aufgefihrt.

Im Ansatz V konnte ebenfalls ein Anstieg der *H-Thymidinaufnahme bis zum
Zeitpunkt t = 24 h beobachtet werden. Auch hier war die hochste Aufnahmerate
fur TSH nach 24 h erreicht. Unter Lykopin konnte das Maximum der
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten nach 16h beobachtet werden. Wie in
Ansatz IV war unter TSH die maximale Thymidinaufnahme in die Thyreozyten

nach 24h Inkubationsdauer.
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Abb.11 Zusammenfassung des *H-Thymidineinbaus in die Thyreozyten aus den
Versuchsreihen IV-V in Abhangigkeit der Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.
Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der zeitgleichen Zellernten
entnommen und daraus wiederum der Mittelwert berechnet, um eine
Ubereinstimmung beider Versuchsreinen in der °H-Thymidinaufnahme in
Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 11 im Anhang aufgefihrt.
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Wie aus Abb. 11 ersichtlich kam es in der Versuchsreihe mit Lykopin (13 pM)
und TSH (0,26 mU/Kultur) zum Zeitpunkt t = 24h zu einer etwas héheren *H-
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten als bei den Kontrollen. Dies scheint fur
diese Ansatze der optimale Zeitpunkt fir die *H-Thymidinaufnahme in die

Thyreozyten zu sein.

b) Ansatze IV - V, Betrachtung der **I-lodidaufnahme
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Abb.12 Lykopin (Ansatz V)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) und TSH (0,26mU/Kultur)
auf die '*I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A-
haltigem NCTC-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin
oder Lykopin-Placebo oder TSH sowie jeweils 4 kBq **°I-lodid zu gegeben. Es
erfolgte keine Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde
wahrend der 2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die
Thyreozyten direkt nach der Aussaat. Die eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch
130 000. Kommerzielles Vit. A- haltiges NCTC-Medium (0,6 puM). Die mit ¢
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gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in
Tab. 12 und 13 im Anhang aufgeflhrt.

Wie Abb. 12 zeigt, konnte bis zum Zeitpunkt t = 16h eine vermehrte ?°|-
lodidaufnahme in die Thyreozyten verfolgt werden. Als signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle fiel dabei der Effekt von 0,26 mU TSH auf. Die
lodidaufnahme lag unter der der Kontrolle. Nach 16h Inkubationsdauer war
insgesamt eine rucklaufige lodidaufnahme in die Thyreozyten zu beobachten.
Nach 54h war die Aufnahme von lodid unter TSH wieder deutlich héher als bei

der Kontrolle.
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Abb.13 Lykopin (Ansatz V)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) und TSH (0,26mU/Kultur)
auf die '*I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A-
haltigem NCTC-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin
oder Lykopin-Placebo oder TSH sowie jeweils 4 kBq **°I-lodid zu gegeben. Es
erfolgte keine Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde

wahrend der 2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die
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Mittelwerte und SEM (n=6) des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die
Thyreozyten direkt nach der Aussaat. Die Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch
130 000. Kommerzielles Vit. A- haltiges NCTC-Medium (0,6 pM). Keine
signifikanten Unterschiede zur Kontrolle. Die zugehorigen Zahlenwerte sind in

Tab. 12 und 13 im Anhang aufgefuhrt

Die maximale Aufnahmerate fiir **I-lodid erfolgte nach 16h fiir Lykopin (13 pM),
Lykopin-Placebo, TSH (0,26 mU) und die Leerprobe. Nachfolgend war die
lodidaufnahme in die Thyreozyten nur noch rucklaufig. Zugehorige Zahlenwerte

und Statistiken sind in Tab. 10 im Anhang aufgefuhrt.
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Abb.14 Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen IV-V in Abhangigkeit der Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.
Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der zeitgleichen Zellernten
entnommen und daraus wiederum der Mittelwert berechnet, um eine
Ubereinstimmung der zwei Versuchsreihen in der '*I-lodidaufnahme in
Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 14 im Anhang aufgefihrt.
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Wie aus der Abbildung ersichtlich wird, kam es in allen Versuchsabfolgen zu
einer erhéhten *?°|-lodidaufnahme zum Zeitpunkt t = 16h. Fiir die Versuchsreihe
mit Lykopin 13 uM scheint dies der optimale Zeitpunkt fur die -

lodidaufnahme zu sein.

Fir die Versuchsreihen VI und VII bzw. VI a und VII a wurden die Schweine-
thyreozyten in zwei Gruppen unterteilt. Bei der Versuchsabfolge VI + VIl wurden
die Thyreozyten in speziell angefertigtem Vitamin A- freiem NCTC-135-Medium
kultiviert. Bei den Versuchsreihen VI a + VII a wurden die Schweinethyreozyten
in handelstblichem Vitamin A- haltigem NCTC-Medium (0,6 puM) kultiviert. Die
stimulierenden Agenzien wurden direkt bei der Aussaat dem Medium zugeftigt.
Die Versuchsreihen VI (Vla) und VII (Vlla) wurden an unterschiedlichen Tagen
durchgefuhrt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu prufen. Es erfolgten

zusatzliche Messungen der Radioiod- Einbaurate mit dem Gammacounter.

c) Ansatz VI und VII, Betrachtung der *H-Thymidinaufnahme in Thyreozyten,
kultiviert in Vitamin A- freiem NCTC-Medium
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Abb.15 Lykopin- Zusatz zu Vit.A— freiem Medium (Ansatz VI)
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Einfluss von Lykopin (13uM, eingebaut in Liposomen) auf die °3H-
Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- freiem
NCTC-135-Medium (Sonderanfertigung der Fa. Gibco). Den Kulturen wurde
direkt bei der Aussaat Lykopin oder Lykopin-Placebo sowie jeweils 12 kBq *H-
Thymidin zu gegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme
in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM des zeitlichen Verlaufs der
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der Aussaat, n=4 fur die
Kontrollen, n=5 fiir die Gbrigen Ansétze. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130
000. Speziell angefertigtes Vit. A- freies NCTC-Medium. Keine signifikanten
Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle. Die zugehorigen Zahlenwerte sind in
Tab. 15 im Anhang aufgefihrt.

Wie in Abb. 15 ersichtlich bewirkte die Zugabe von Lykopin (13uM) und
Lykopin-Placebo (13uM) zum Zeitpunkt t = 2h gegeniber der nicht stimulierten
Kontrolle eine erhéhte Aufnahme von Thymidin. Wahrend der Inkubationsdauer
zwischen 24h und 48h zeigt sich bei den mit Lykopin stimulierten Thyreozyten
eine ahnliche Thymidinaufnahme wie bei der nicht stimulierten Kontrolle. Nach
54h Inkubation ist die Thymidin-Inkorporation bei den mit Lykopin-Placebo
stimulierten Zellen, hoher als bei der Kontrolle. Nach 16h findet sich unter
Lykopin eine erhdohte Thymidinaufnahme, allerdings ist hier SEM auch sehr

grof3, so dass wahrscheinlich von einem Pipettierfehler auszugehen ist.
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d) Ansatz VI und VII, Betrachtung der *?*|-lodidaufnahme in Thyreozyten,
kultiviert in Vitamin A- freiem NCTC-Medium
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Abb.16 Lykopin- Zusatz zu Vit.A— freiem Medium (Ansatz VI)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- freiem NCTC-135-Medium
(Sonderanfertigung der Fa. Gibco). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat
Lykopin oder Lykopin Placebo sowie jeweils 4 kBq #I-lodid zu gegeben. Es
erfolgte keine Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde
wahrend der 2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und SEM des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die
Thyreozyten direkt nach der Aussaat; n=4 bei den Kontrollen ohne Stimulation
und n=5 fir die Ubrigen Ansatze. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000.

Die zugehorigen Zahlenwerte sind in Tab. 16 im Anhang aufgefuhrt.

Bei diesem Ansatz zeigen alle Kulturen eine fast ahnliche lodidaufnahme in die
Thyreozyten. Die maximale lodidaufnahme der mit Lykopin stimulierten Zellen
konnte bei t = 30h beobachtet werden, sie unterscheidet sich nicht signifikant

von den Kontrollen.
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Abb.17 Lykopin- Zusatz zu Vit.A— freiem Medium (Ansatz VII)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- freiem NCTC-135-Medium
(Sonderanfertigung der Fa. Gibco). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat
Lykopin und Lykopin-Placebo sowie jeweils 4 kBq **°I-lodid zu gegeben. Es
erfolgte keine Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde
wahrend der 2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und SEM des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die
Thyreozyten direkt nach der Aussaat; n=4 bei den Kontrollen ohne Stimulation
und n=5 bei den ubrigen Ansatzen. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000.
Die mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte

sind in Tab. 17 im Anhang aufgefuhrt.
Wie Abb. 17 zeigt, bewirkt die Zugabe von Lykopin in der ***I-lodidaufnahme in

die Thyreozyten verglichen mit der nicht stimulierten Kontrolle keine
Verstarkung. Alle Kulturen zeigten, verglichen zur Leerprobe, annahernd
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ahnliche Aufnahmeraten. In Abb. 17 zeigt sich im Zeitfenster von t = 24h fir alle

Agenzien die hdchste Aufnahme von *?°|-lodid.
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Abb.18 Zusammenfassung der Radioiodaufnahme in Thyreozyten aus den
Versuchsreinen VI - VII in Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden
Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
zeitgleichen Zellernten entnommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller drei Versuchsreihen in der '#I-
lodidaufnahme in Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen

Zahlenwerte sind in Tab. 18 im Anhang aufgefuhrt.

Wie aus Abb. 18 deutlich wird, kam es in allen Versuchsreihen zu einer
vermehrten Radioiodaufnahme zum Zeitpunkt t = 24h. Fur Lykopin (13 puM) liegt
zu diesem Zeitpunkt die **I-lodidaufnahme in die Thyreozyten jedoch unter der

durch das Placebo hervorgerufenen lodidaufnahme.
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e) Ansatz VI und VII, Betrachtung der *?*l-lodidaufnahme in Thyreozyten,
kultiviert in Vitamin A— freiem NCTC-Medium. Die Messung des **°I-lodid

erfolgte im Gammacounter
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Abb.19 Lykopin in VitA— freiem Medium (Ansatz VI), Messung im
Gammacounter

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- freiem NCTC-135-Medium
(Sonderanfertigung der Fa. Gibco). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat
Lykopin und Lykopin Placebo sowie 4 kBq '#I-lodid zu gegeben. Es erfolgte
keine Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der
2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
SEM des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten direkt
nach der Aussaat; n=4 bei der Kontrolle und n=5 bei den ubrigen Ansatzen.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Die Messungen erfolgten im
Gammacounter. Keine signifikanten Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle. Die

zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 19 im Anhang aufgefuhrt.
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Abb.20 Lykopin in Vit.A— freiem Medium, Messung im Gammacounter (Ansatz

VII)

Einfluss von Lykopin (13 pM eingebaut in Liposomen) auf die *I-
lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- freiem NCTC-
135-Medium (Sonderanfertigung der Fa. Gibco). Den Kulturen wurde direkt bei
der Aussaat Lykopin oder Lykopin Placebo und 4 kBq '*I-lodid zu gegeben. Es
erfolgte keine Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde
wahrend der 2h bis 54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und SEM des zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die
Thyreozyten direkt nach der Aussaat; n=4 bei den Kontrollen und n=5 bei den
ubrigen Ansétzen. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Die Messungen
erfolgten im Gammacounter. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden
sich signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die

zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 20 im Anhang aufgefuhrt.

Verglichen mit Ansatz VI (Abb. 19) zeigt sich schon nach 2h Inkubation unter
Lykopin im Mittel eine 1,6-fache und unter Lykopin Placebo eine 1,8-fache
erhohte Radioiodaufnahme in die Thyreozyten bezogen auf die Leerprobe. Ein

signifikanter Unterschied in der Radioiodaufnahme findet sich bis auf einen
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Ansatz nach 48h Inkubation zwischen der Kontrolle, dem Lykopin und dem

Lykopin-Placebo nicht.

Vitamin A- freies Medium
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Abb.21 Zusammenfassung der Radioiodaufnahme in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen VI-VII in  Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden
Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
zeitgleichen Zellernten entnommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller Versuchsreinen in der '?I-
lodidaufnahme in Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen

Zahlenwerte sind in Tab. 21 im Anhang aufgefuhrt.

Aus Abb. 21 geht hervor, dass zum Zeitpunkt t = 24h fur alle Agenzien ein
vermehrter Radioiodeinbau in die Thyreozyten erfolgte. Unter Lykopin (13 pM)
ist zu diesem Zeitpunkt die '#I-lodidaufnahme niedriger als unter seinem

Placebo und der unstimulierten Kontrolle.
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f) Ansatz Vla und Vlla, Betrachtung der *H-Thymidinaufnahme in
Thyreozyten, kultiviert in Vitamin A— haltigem NCTC-Medium
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Abb.22 Lykopin in Vit.A— haltigem NCTC-Medium (Ansatz VI a)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die °3H-
Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- haltigem
NCTC-135-Medium (Vit.A 0,6 puM). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat
Lykopin oder Lykopin-Placebo sowie 12 kBq *H-Thymidin zu gegeben. Es
erfolgte keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten wurde
wahrend der 2h bis 54h Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
SEM des zeitlichen Verlaufs der Thymidinaufnahme in die Thyreozyten direkt
nach der Aussaat; n=4 bei den Kontrollen und n=5 bei den Ubrigen Ansatzen.
Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Die zugehdérigen Zahlenwerte sind

in Tab. 22 im Anhang aufgefihrt.

Wie aus Abb. 22 ersichtlich, kommt es nach 2h Inkubation gegentber der
Kontrolle zu einer erhdhten Thymidin Inkorporation bei den mit Lykopin oder
seinem Placebo stimulierten Thyreozyten. Nach 4h Inkubation konnte eine

racklaufige Einbaurate beobachtet werde. Nach 30h Inkubation erreichten die
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mit dem Placebo stimulierten Zellen eine doppelt so hohe Aufnahme gegentber
der nicht stimulierten Leerprobe und unter Lykopin. Des Weiteren konnte nach
40h ein leicht erhéhter Thymidineinbau der mit Lykopin stimulierten Zellen

beobachtet werden.

g) Ansatz Vla und Vlla, Betrachtung der *?°I-lodidaufnahme in Thyreozyten,

kultiviert in Vitamin .A— haltigem Medium

‘ Oohne Lykopin O Lykopin 13uM Lykopin Placebo

8000,0

7000,0 ~ . l
6000,0 ~ l T

5000,0

4000,0

3000,0 Lt =

777,
I
A

2000,0 A

%|_jodidaufnahme in dpm

1000,0 -
0,0 N
2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

Inkubationsdauer (h)

S SIS AR,
IS AI TSI AI TSI AT SIS I AT I I IS SIS IS II

A ——

A S I IS SIS SIS SIS I IS SIS I IIID)
SIS,

IS III I IAI SIS II SIS II IS

I A I II A7)

Abb.23 Lykopin in Vit.A— haltigem Medium (Ansatz VI a)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- haltigem NCTC-135-Medium
(0,6 uM Vit.A). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin und Lykopin-
Placebo sowie 4 kBq **I-lodid zu gegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
Radioiodaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h bis 54h
Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM des zeitlichen
Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der Aussaat;

n=4 bei den Kontrollen und n=5 bei den tbrigen Ansétzen. Eingesetzte Zellzahl
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pro Kulturloch 130 000. Die zugehérigen Zahlenwerte sind in Tab. 23 im
Anhang aufgefuhrt.

Fur die '*I-lodidaufnahme in die Thyreozyten ist nach 2h Inkubation eine
deutlich hodhere Inkorporation von lodid erkennbar als im entsprechenden
Ansatz mit Vit.A— freiem Medium (Abb. 16, zeitgleiche Versuchsdurchfiihrung)
Die hochste lodidaufnahme der mit Lykopin (13 uM) stimulierten Zellen wurde
nach 30h erreicht, fir das Placebo-Lykopin bereits nach 16h Inkubation. Ein
voribergehender leichter Riickgang der lodidaufnahme konnte zum Zeitpunkt t
= 24h beobachtet werden. Ab 40h war die Radioiodinkorporation dann deutlich

niedriger.
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Abb.24 Lykopin in Vit.A— haltigem Medium (Ansatz VII a)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- haltigem NCTC-135-Medium
(0,6 uM Vit.A). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin oder
Lykopin-Placebo sowie 4 kBq '*I-lodid zu gegeben. Es erfolgte keine
Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h bis

54h-stindigen Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM des
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zeitlichen Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der
Aussaat; n=4 bei den Kontrollen und n=5 bei den Ubrigen Ansatzen. Keine
signifikanten Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle. Eingesetzte Zellzahl pro
Kulturloch 130 000. Die zugehdorigen Zahlenwerte sind in Tab. 24 im Anhang
aufgefuhrt.

Wie Abb. 24 zeigt, hatte die Zugabe von Lykopin fiir die **I-lodidaufnahme in
die Thyreozyten verglichen mit der nicht stimulierten Kontrolle eine

verstarkende Wirkung zu den Zeitpunkten t = 30h, 40h und 48h.
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Abb.25 Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen Vla und Vlla in Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden
Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
zeitgleichen Zellernten entnommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller Versuchsreinen in der -
lodidaufnahme in Abh&angigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen

Zahlenwerte sind in Tab. 25 im Anhang aufgefuhrt.

Aus Abb. 25 wird deutlich, dass die optimale Einbaurate fir **I-lodid fiir alle

Agenzien zum Zeitpunkt t = 30h vorliegt.
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h) Ansatz Vla und Vlla, Betrachtung der #I-lodidaufnahme in Thyreozyten,
kultiviert in Vitamin A- haltigem NCTC-Medium, Messungen im Gammacounter
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Abb.26 Lykopin in Vit.A- haltigem Medium, Messung im Gammacounter (Ansatz
VI a)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- haltigem NCTC-135-Medium
(0,6 uM Vit.A). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin oder
Lykopin-Placebo sowie 4 kBq '®I-lodid zu gegeben. Es erfolgte keine
Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h bis
54h Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM des zeitlichen
Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der Aussaat;
n=4 bei den Kontrollen und n=5 bei den tbrigen Ansétzen. Eingesetzte Zellzahl
pro Kulturloch 130 000. Die Messungen erfolgten im Gammacounter. Die mit ¢
gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 26 im Anhang aufgefihrt.



Die maximale lodid- Einbaurate fur die mit Lykopin Placebo stimulierten Zellen
zeigt sich bei t = 16h. Fur die mit Lykopin stimulierten Zellen erfolgt der
maximale lodideinbau nach 30h. Es zeigt sich, dass das Vit.A— haltige Medium
bezogen auf die Leerprobe (Kontrolle), eine deutliche Steigerung der '#I-
lodidaufnahme in die Thyreozyten induziert (siehe Abb. 19 und 20 Vit.A— freies

Medium).
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Abb.27 Lykopin in Vit.A— haltigem Medium, Messung im Gammacounter
(Ansatz VIl a)

Einfluss von Lykopin (13uM eingebaut in Liposomen) auf die **°I-lodidaufnahme
in Schweinethyreozyten, kultiviert in Vitamin A- haltigem NCTC-135-Medium
(0,6 uM Vit.A). Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat Lykopin oder
Lykopin-Placebo sowie 4 kBq '*I-lodid zu gegeben. Es erfolgte keine
Vorinkubation. Die lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h bis
54h Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM des zeitlichen
Verlaufs der Radioiodaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der Aussaat;
n=4 bei den Kontrollen und n=5 bei den tbrigen Ansétzen. Eingesetzte Zellzahl

pro Kulturloch 130 000. Die Messungen erfolgten im Gammacounter. Keine
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signifikanten Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle. Die zugehorigen

Zahlenwerte sind in Tab. 27 im Anhang aufgefuhrt.

Wie in Abb. 27 deutlich erkennbar wird, bewirkt die Verwendung von Vit.A-
haltigem NCTC-Medium, vergleichend zum Vit.A- freiem Medium (Abb. 19; 20),
eine verstarkte '?°l-lodidaufnahme in die Thyreozyten. Nach 16h
Inkubationsdauer kam es zu einer erhohten Aufnahme von lodid in den mit

Lykopin und Lykopin-Placebo stimulierten Kulturen, verglichen mit der Kontrolle.
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Abb.28 Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen Vla und Vlla in Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden
Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
zeitgleichen Zellernten entnommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller Versuchsreinen in der -
lodidaufnahme in Abh&angigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen

Zahlenwerte sind in Tab. 28 im Anhang aufgefuhrt.

In Abb. 28 erreichen Lykopin und das Placebo Lykopin nach 16h und 30h

Inkubation jeweils ein Maximum der *?°|-lodidaufnahme.
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3.3 *H-Thymidin- und  '®I-lodidaufnahme in kultivierte ~Schweine-
thyreozyten in Abhéangigkeit von TSH, dem VitA—- Geh alt des

Kulturmediums und des Ciprobay ®-Zusatzes zum Kulturmedium

In den nachfolgenden Versuchsreihen wurde pro Kulturloch 200 pl Medium
wahlweise mit oder ohne Vit.A— Zusatz verwendet. Die eingesetzte Zellzahl pro
Kulturloch betrug 130 000. Die Stimulation der Kulturen erfolgte mit TSH in
einer Endkonzentration von 0,26 mU. Ein Teil der Thyreozyten wurde mit dem
Antibiotikum Ciprobay® 200 (3%-iger Zusatz zum Kulturmedium) behandelt, um
die Auswirkung auf die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten erfassen zu
konnen. Direkt bei der Aussaat wurden den Kulturen jeweils 12 kBq '*I-lodid
und 4 kBq 3H-Thymidin zugesetzt. Damit konnte die Radio-lodaufnahme als
Parameter fur die Stoffwechselfunktion der Thyreozyten in einem Zeitintervall
von 2h (minimal) und 24h (maximal) verfolgt werden. Die Thymidinaufnahme
diente als Parameter flr die Proliferation. Als signifikant wurden die Ergebnisse
der Versuche bewertet, bei deren statistischer Auswertung p<0,05 war. Um die
Thymidin- und lodidaufnahme in die Thyreozyten ermitteln zu kbnnen, muss der
Zeitpunkt ermittelt werden, in welchem mit sicher messbaren Effekten
gerechnet werden kann.

Der Ansatz VIII stammt aus einem anderen Zellpool als die Ansatze IX und X,
letztere stammen aus demselben Zellpool. Die Versuchsreihe VIII wurde an
einem anderen Tag durchgeftuhrt als die Versuche IX und X. Versuche IX und X
wurden an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse zu prifen.
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a) Ansatz VI, IX und X, Betrachtung der >H-Thymidinaufnahme in
Thyreozyten, kultiviert in wahlweise Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem

Medium, sowie mit und ohne Ciprobay® -Zusatz.

VitaminA-freies Medium
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Abb.29 TSH in Vit.A- freiem Medium mit und ohne Zusatz von Ciprobay®200
(Ansatz VIII)
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Abb 29a (Ansatz VIII)
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Einfluss von Ciprobay®200 auf die >*H-Thymidinaufnahme in Schweine-
thyreozyten, kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-
135-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und
Ciprobay®200 (3% (v/v)) sowie 12 kBq *H-Thymidin zugegeben. Es erfolgte
keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten wurde wéahrend
der 2h bis 24h Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
(n=4) des zeitlichen Verlaufs der Thymidinaufnahme in die Thyreozyten direkt
nach der Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell
angefertigtes Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges
(0,6 uM) NCTC-Medium. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden sich
signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die
zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 29 im Anhang aufgefuhrt.

Bereits nach 2h Inkubation zeigt sich fir die Kulturen, die mit 0,26 mU TSH und
mit Vitamin A stimuliert wurden (Abb. 29a) eine deutlich erhohte
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten bezogen auf die Kontrolle. Die folgenden
Stunden (4h-8h) =zeigen, bezogen auf die Kontrolle, eine rucklaufige
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten. Nach 24h Inkubation ist die °H-
Thymidinaufnahme fir die mit 0,26 mU TSH und mit Vitamin A stimulierten
Thyreozyten hoher im Vergleich zu den nicht mit Vitamin A stimulierten
Kulturen. Die Thyreozyten, die in Vitamin A— freiem Medium inkubiert wurden,
zeigen in jedem Fall eine deutlich geringere Thymidinaufnahme in die
Thyreozyten. Die Anwesenheit von Ciprobay®200 kann die Thymidinaufnahme
in die Thyreozyten zu den Zeitpunkten t = 6h, 8h und 10h wahrscheinlich

vorubergehend fordern.
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Vit.A-freies Medium

ONCTC-Medium -Vit.A OTSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
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Abb.30 TSH in Vit.A- freiem Medium mit und ohne Zusatz von Ciprobay®200
(Ansatz IX)

Vit.A-haltiges Medium
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*H-Thymidinaufnahme in d

Abb.30a (Ansatz 1X)

Einfluss von  Ciprobay®200 auf die  °H-Thymidinaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem
NCTC-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und
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Ciprobay®200 (3% (v/v)) sowie 12 kBq *H-Thymidin zugegeben. Es erfolgte
keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten wurde bis 24h
verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des zeitlichen Verlaufs
der Thymidinaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der Aussaat. Eingesetzte
Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes Vit.A- freies NCTC-
Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 pM) NCTC-Medium. Keine
signifikanten Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle. Die zugehorigen
Zahlenwerte sind in Tab. 30 im Anhang aufgefthrt.

In Abb. 30 zeigt sich, dass sich Ciprobay® auf die Thymidinaufnahme der
Thyreozyten, die in Vitamin A- freiem Medium inkubiert wurden eher férdernd
auswirken kann. Wird Vitamin A- haltiges Medium verwendet Abb. 30a, so fallt
die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten generell hdher aus als bei
Verwendung von Vitamin A- freiem Medium. Die Zugabe von Ciprobay® in das
Vitamin A- haltige Medium hatte zum Zeitpunkt t = 4h und 24h einen fir die

Thymidinaufnahme férdernden Effekt.
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Abb.31 TSH in Vit.A- freiem Medium mit und ohne Zusatz von Ciprobay®200
(Ansatz X)
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Vit.A-haltiges Medium

ONCTC-Medium +Vit.A OTSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro
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Abb.31a (Ansatz X)

Einfluss von  Ciprobay®200 auf die  °H-Thymidinaufnahme in
Schweinethyreozyten, kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem
NCTC-Medium. Den Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und
Ciprobay®200 (3% (v/v)) sowie 12 kBq *H-Thymidin zugegeben. Es erfolgte
keine Vorinkubation. Die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten wurde wéahrend
der 2h- bis 24h Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
(n=4) des zeitlichen Verlaufs der Thymidinaufnahme in die Thyreozyten direkt
nach der Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell
angefertigtes Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges
(0,6 pM) NCTC-Medium. Keine signifikanten Unterschiede zur jeweiligen
Kontrolle. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 31 im Anhang aufgefthrt.

Bei diesem Versuchsansatz zeigt sich, dass die Zugabe von Ciprobay®200 in
Abhangigkeit von der Inkubationsdauer einen férdernden und hemmenden
Effekt auf die Thymidinaufnahmerate in die Thyreozyten hatte, wenn diese in
Vitamin A- freiem Medium (Abb. 31) inkubiert wurden. Im Medium mit Vitamin A

(Abb. 31a) war die Thymidinaufnahme in die Thyreozyten generell hoher. Die
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Zugabe von Ciprobay®200 wirkte sich ebenfalls hemmend (2h, 4h, 12h, 24h)

und fordernd (8h) auf die Thymidinaufnahme aus.

Zusammenfassung Vit.A-freies Medium

—— NCTC-Medium -Vit.A
—— NCTC-Medium -Vit.A

-=-TSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro

——TSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Abb.32 Zusammenfassung des Thymidineinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen VIII, IX und X.

Zusammenfassung Vit.A-haltiges Medium

—— NCTC-Medium +Vit.A
—+— NCTC-Medium +Vit.A

-+ TSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro

——TSH 0,26mU,+Vit.A,-Cipro
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Abb.32a Zusammenfassung des Thymidineinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen VIII, IX und X in Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden
Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
zeitgleichen Zellernten enthommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller Versuchsreihen in der 3H-
Thymidinaufnahme in Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehérigen

Zahlenwerte sind in Tab. 32 und 32a im Anhang aufgefihrt.

Fur alle Versuchsreinen und Kombinationen zeigt sich in Abb. 32 nach 24h
Inkubationsdauer ein Maximum in der Thymidinaufnahme in die Thyreozyten.
Fir TSH 0,26 mU ohne Vit.A/ ohne Ciprobay®200 (Abb. 32) zeigt sich im
Verlauf die geringste Anderung. Méglicherweise hat Ciprobay®200 in der
Gesamtbetrachtung einen  gering  stimulierenden  Effekt auf die
Thymidinaufnahme in Thyreozyten.



c) Ansatz VI, IX und X, Betrachtung der >*H-Thymidinaufnahme in
Thyreozyten, kultiviert in wahlweise Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem

Medium sowie mit und ohne Ciprobay®200 -Zusatz.

Vit.A-freies Medium

ONCTC-Medium -Vit.A OTSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
NCTC-Medium -Vit.A BTSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Abb.33 Einfluss von Ciprobay®200 auf die '*I-lodidaufnahme in

Schweinethyreozyten kultiviert in Vit.A- freiem Medium (Ansatz VIII)

Vit.A-haltiges Medium
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Abb.33a (Ansatz VIII)
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Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten,
kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-Medium. Den
Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und Ciprobay®200 (3%
(v/v)) sowie 4 kBqg '®I-lodid zugegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h- bis 24h stiindigen
Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des
zeitlichen Verlaufs der lodidaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der
Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes
Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 uM)
NCTC-Medium. Die zugehérigen Zahlenwerte sind in Tab. 33 im Anhang
aufgefinhrt.

Aus Abb. 33 geht hervor, dass die lodidaufnahme der Thyreozyten, die in
Vitamin A- freiem Medium inkubiert wurden und keinen Zusatz von Ciprobay®
erhielten, Uber den gesamten Inkubationszeitraum eine hoéhere Aufnahme
hatten als die Kulturen, welche in Vitamin A- haltigem Medium (Abb. 33a)

inkubiert wurden.

Vit.A-freies Medium

ONCTC-Medium -Vit.A OTSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
NCTC-Medium -Vit.A BTSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Abb.34 Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°l-lodidaufnahme in

Schweinethyreozyten kultiviert in Vit.A- freiem Medium (Ansatz 1X)
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Vit.A-haltiges Medium

ONCTC-Medium +Vit.A OTSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro
NCTC-Medium +Vit.A BTSH 0,26mU,+Vit.A,-Cipro
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Abb.34a (Ansatz 1X)

Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten,
kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-Medium. Den
Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und Ciprobay®200 (3%
(v/v)) sowie 4 kBqg '*I-lodid zugegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h- bis 24h-stiindigen
Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des
zeitlichen Verlaufs der lodidaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der
Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes
Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 uM)
NCTC-Medium. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 34 im Anhang
aufgefinhrt.

Wie Abb. 34 und 34a zeigen, wird die lodidaufnahme der Thyreozyten durch
Zugabe von Ciprobay®200 in Vitamin A- haltiges und Vitamin A- freies Medium
eher gehemmt. Fehlt im Medium der Ciprobay® -Zusatz so kommt es zu einer

hoheren lodidaufnahme in die Thyreozyten.
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Vit.A-freies Medium

ONCTC-Medium -Vit.A
NCTC-Medium -Vit.A

OTSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
B TSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Abb.35 Einfluss von Ciprobay®200 auf die
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125_|odidaufnahme  in

Schweinethyreozyten, kultiviert in Vit.A- freiem Medium (Ansatz X)

Vit.A-haltiges Medium

ONCTC-Medium +Vit.A
NCTC-Medium +Vit.A

OTSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro
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Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten,
kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-Medium. Den
Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und Ciprobay®200 (3%
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(v/v)) sowie 4 kBqg '*I-lodid zugegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wéahrend der 2h- bis 24h Inkubation
verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des zeitlichen Verlaufs
der lodidaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der Aussaat. Eingesetzte
Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes Vit.A- freies NCTC-
Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 uM) NCTC-Medium. Die mit ¢
gekennzeichneten Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die zugehdrigen Zahlenwerte sind in

Tab. 35 im Anhang aufgefihrt.

Abb. 35 zeigt, dass sich Ciprobay®200 zu Beginn der Inkubation (2h) eher
hemmend auf die lodidaufnahme der Thyreozyten auswirkt wenn diese in
Vitamin A- freiem Medium inkubiert wurden. Im Verlauf der Inkubation &ndert
sich dieses Verhalten jedoch. Auch bei Thyreozyten die in Vitamin A- haltigem
Medium (Abb. 35a) inkubiert wurden und Ciprobay®200 erhielten zeigte sich im
Verlauf der Inkubation und wahrscheinlich in Abhangigkeit vom Zellzyklus,

Phasen der Stimulation der lodidaufnahme und solche die eher einer Hemmung

entsprechen.
Zusammenfassung Vit.A-freies Medium
——NCTC-Medium -Vit.A -+ TSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
—— NCTC-Medium -Vit.A ——TSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Abb.36 Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den

Versuchsreihen VIII, IX und X.

Zusammenfassung Vit.A-haltiges Medium

—— NCTC-Medium +Vit.A -=TSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro
—— NCTC-Medium +Vit.A ——TSH 0,26mU,+Vit.A,-Cipro
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Abb. 36a

Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen VIII, IX und X in Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden
Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
zeitgleichen Zellernten entnommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller Versuchsreinen in der '?I-
lodidaufnahme in Abhangigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen

Zahlenwerte sind in Tab. 36 und 36a im Anhang aufgefihrt.

Mit Ausnahme der mit 0,26 mU TSH und Vit.A/ ohne Cipro stimulierter Kulturen
scheint bei 4h Inkubationsdauer der optimale Zeitpunkt fir die *2°I-

lodidaufnahme in die Thyreozyten zu sein.
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d) Ansatz VII, IX und X, Betrachtung der **I-lodidaufnahme in
Thyreozyten, kultiviert in wahlweise Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem

Medium sowie mit und ohne Ciprobay®200- Zusatz.

Vit.A-freies Medium

ONCTC-Medium -Vit.A OTSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
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Abb.37 Ansatz VIII, Messung im Gammacounter

Vit.A-haltiges Medium

ONCTC-Medium +Vit.A OTSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro
NCTC-Medium +Vit.A BTSH 0,26mU,+Vit.A,-Cipro

18000,00

16000,00 |
€ 14000,00 -
£ 12000,00
(O]

C

'_\
o
o
o
o
o
o
I

8000,00

6000,00 - é
4000,00 = T
.
] r"‘l g !_LHE #@
8h 10h 24h

0,00 +—+
2h 4h 6h

125|_|odidaufnahm

Inkubationszeit (h)

Abb. 37a Ansatz VIII, Messung im Gammacounter
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Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten,
kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-Medium. Den
Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und Ciprobay®200 (3%
vIv)) sowie 4 kBq '*I-lodid zugegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h- bis 24h- stiindigen
Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des
zeitlichen Verlaufs der lodidaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der
Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes
Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 uM)
NCTC-Medium. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden sich
signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die
zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 37 im Anhang aufgefuhrt.

Abb. 37 zeigt, dass Ciprobay® in Vitamin A- freiem Medium im Vergleich zu
Vitamin A- haltigem Medium (Abb. 37a) im Verlauf der Inkubation meist einen
hemmenden Einfluss auf die Radioiodidaufnahme in die Thyreozyten ausiiben
kann. Nur nach 8h Inkubation kommt es im Vitamin A- freiem Medium zu einer
offensichtlich voribergehenden vermehrten lodidaufnahme der Thyreozyten.
Thyreozyten die in Vitamin A- haltigem Medium ohne Ciprobay® —Zusatz
kultiviert wurden, haben ihr Maximum in der lodidaufnahme direkt zu Beginn der

Inkubationsdauer (2h).
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Vit.A-freies Medium

ONCTC-Medium -Vit.A OTSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
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Abb.38 Ansatz IX, Messung im Gammacounter
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Abb.38a Ansatz IX, Messung im Gammacounter

Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten,
kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-Medium. Den
Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und Ciprobay®200 (3%
(v/v)) sowie 4 kBq #I-lodid zugegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
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lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h bis 24h-stiindigen

Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des

zeitlichen Verlaufs der lodidaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der
Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes
Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 uM)
NCTC-Medium. Die zugehérigen Zahlenwerte sind in Tab. 38 im Anhang

aufgefinhrt.

Alle Kombinationen zeigen eine stetig steigende '?I-lodidaufnahme in die
Thyreozyten. Fir die mit 0,26 mU TSH und ohne Vit.A/ mit Ciprobay®, mit Vit.A/

mit Ciprobay® und mit Vit.A/ ohne Ciprobay® stimulierten Thyreozyten zeigt sich

das Maximum bei 24h Inkubation.

Vit.A-freies Medium
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Vit.A-haltiges Medium

ONCTC-Medium +Vit.A OTSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro
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Abb. 39a Ansatz X, Messung im Gammacounter

Einfluss von Ciprobay®200 auf die **°I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten,
kultiviert wahlweise in Vit.A- freiem oder Vit.A- haltigem NCTC-Medium. Den
Kulturen wurde direkt bei der Aussaat 0,26 mU TSH und Ciprobay®200 (3%
(v/v)) sowie 4 kBqg '*I-lodid zugegeben. Es erfolgte keine Vorinkubation. Die
lodidaufnahme in die Thyreozyten wurde wahrend der 2h- bis 24h- stiindigen
Inkubation verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM (n=4) des
zeitlichen Verlaufs der lodidaufnahme in die Thyreozyten direkt nach der
Aussaat. Eingesetzte Zellzahl pro Kulturloch 130 000. Speziell angefertigtes
Vit.A- freies NCTC-Medium, sowie kommerzielles Vit.A- haltiges (0,6 uM)
NCTC-Medium. Die mit ¢ gekennzeichneten Werte unterscheiden sich
signifikant von der Kontrolle (Kulturen ohne stimulierende Agenzien). Die

zugehdrigen Zahlenwerte sind in Tab. 39 im Anhang aufgefuhrt.

Die Abb. 39a zeigt, dass die Thyreozyten, die in Vitamin A- haltigem Medium
mit Zusatz von Ciprobay® kultiviert wurden, eine hohere lodidaufnahme
aufweisen, als die in Vitamin A- freiem Medium mit Ciprobay®. So scheint
Vitamin A haltiges Medium fur die lodidaufnahme der Thyreozyten foérderlich zu

sein.
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Zusammenfassung Vit.A-freies Medium

—+— NCTC-Medium -Vit.A ——TSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro
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Abb.40 Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den

Versuchsreihen VIII, IX und X.

Zusammenfassung Vit.A-haltiges Medium
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Abb.40a Zusammenfassung des Radioiodeinbaus in Thyreozyten aus den
Versuchsreihen VIII, IX und X in Abhangigkeit von den Ubereinstimmenden

Inkubationszeiten. Aus jeder Versuchsreihe wurden die Mittelwerte der
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zeitgleichen Zellernten entnommen und daraus wiederum der Mittelwert
berechnet, um eine Ubereinstimmung aller Versuchsreinen in der -
lodidaufnahme in Abh&ngigkeit von der Zeit zu erhalten. Die zugehdrigen

Zahlenwerte sind in Tab. 40 und 41 im Anhang aufgefihrt.
Der optimale Zeitpunkt fur Radioiodaufnahme in die Thyreozyten fir die mit

0,26 mU TSH sowie ohne Vit.A/ mit Cipro, ohne Vit.A/ ohne Cipro oder ohne

Stimulation stimulierten Thyreozyten scheint bei 24h Inkubation zu sein.
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4. Diskussion

4.1 Methoden

Fur unsere Untersuchungen verwendeten wir Primérkulturen vom Schwein. Als
Kulturmedium diente NCTC-135-Medium. Fayet et al. (1982) beschrieben
Anfang der 80er Jahre die Vorteile des NCTC-135-Mediums. In diesem Medium
aggregieren die isolierten Schweineschilddrisenzellen unter TSH zu
dreidimensionalen follikelartigen Strukturen mit richtiger Polaritat (Wahl et al.
1995; Toda et al. 2001). Eine Basalmembran wird jedoch nicht ausgebildet. Ein
Nachteil dieser Primarkulturen ist, dass fur jede neue Untersuchungsreihe eine
neue Zellkultur angelegt werden muss.

Da die isolierten Zellen von verschiedenen Schweinen stammen, sind die
Kulturen nie vdllig identisch. Ausschlaggebend hierfir sind unter anderem
unterschiedliche Aufzuchtsbedingungen sowie die Futtermittelgabe. Durch die
Verwendung unterschiedlicher Futtermittel kann der lodgehalt der
Schweineschilddrisen  erheblich  differieren.  Zuchtschweine  erhalten
beispielsweise oft Raps oder auch Manjok. Beide Substanzen vermindern die
lodidaufnahme in die Schilddrise durch kompetitive Hemmung des NIS und
kénnen so eine Strumaentstehung fordern. Fir Medikamente, welche wéahrend
der Aufzucht verabreicht werden, gilt dies ebenfalls. Da sich die Herkunft der
Schweine und deren Aufzuchtsbedingungen durch uns nicht zurickverfolgen
lassen, konnen wir die oben aufgefiihrten Einflisse auf unsere Untersuchungen
nicht ausschliel3en.

Das fur die Primarkulturen verwendete Schilddrisengewebe wurde direkt aus
dem Schlachthof bezogen. Dabei besteht das Risiko einer Kontamination mit
Mikroorganismen. Durch Verwendung antimykotika- / antibiotikahaltiger
Kulturmedien sowie steriler Arbeitsweise wurde unsererseits vorgebeugt. Die
Problematik der Kontamination durch Mycoplasmen stellt sich vor allem bei der
Messung der Thymidinaufnahmerate in die Thyreozyten. Da Mycoplasmen

fahig sind Thymidin aufzunehmen, kbénnte das Messergebnis der
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Thymidinaufnahme in die Thyreozyten verfalscht werden. Um dies
ausschlie3en zu kdnnen wurde ein Mycoplasmennachweis durchgefihrt. Da die
Mycoplasmen einen Durchmesser von ca. 0,8 pum haben, kann davon
ausgegangen werden, dass sie bei der Zellernte die Poren der Glasfasermatten
(PorengrofRe 1,5 um im Durchmesser) jedoch ungehindert passieren kdnnen
und damit dem Messvorgang entzogen werden. Bei unseren Versuchen wurden
nur Mycoplasmen freie Zellkulturen verwendet.

Fir einen Teil unserer Kulturen verwendeten wir handelstbliches NCTC-135-
Medium, welches 0,6 puM Vitamin A enthalt. Fir den anderen Teil wurde speziell
angefertigtes NCTC-135-Medium ohne Vitamin A verwendet. Dies erméglichte
uns Stoffwechseleffekte in primar Retinoid freien Kulturen zu untersuchen.

Das fir unsere Versuche verwendete Lykopin wurde aufgrund seiner
Wasserunldslichkeit in Liposomen eingebaut. Liposomen bestehen aus einer
geschlossenen, vesikularen  Doppelschichtstruktur. In den  Doppel-
schichtstrukturen grenzen konzentrische Lipiddoppelschichten wassrige
Kompartemente voneinander ab. Aufgrund ihrer Fahigkeit, Substanzen
einzuschliel3en, werden sie als Drug-Carrier verwendet. So wurde das von uns
verwendete Lykopin in unilamellare Liposomen (20-60 nm) eingebaut. Unsere
Liposomenpraparation erfolgte durch die Universitatsapotheke Tubingen (Dr.
Heide). Grundlage war Lipoid S 75 (Soja-Lecithin mit 68% Phosphatidylcholin in
Glycerol, Lipoid GmbH, Ludwigshafen).

4.2  '®|-Radioiodinkorporation in Thyreozyten unter dem Ei  nfluss von

all-trans-Retinsaure, Lykopin und TSH

Retinoide sind naturliche oder synthetisch hergestellte chemische Abkdmmlinge
des Vitamin A. Sie steuern Zellproliferation, Differenzierung sowie
Morphogenese. Sie sind unerlasslich fur die Aufrechterhaltung funktioneller
differenzierter Gewebe (Wolf, G. 1996; Hinds, TS. 1997). Zur Unterstltzung der
postoperativen Radioiodtherapie follikularer Schilddrisenmalignome kann im

Rahmen einer Redifferenzierungstherapie all-trans-Retinsdure eingesetzt
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werden (Schmutzler et al. 2002), da diesen Malignomen die Fahigkeit zur
Radioiodspeicherung fehlt oder diese erheblich vermindert ist. Durch die
Retinoidbehandlung kdénnen die nicht operativ entfernten Gewebereste oder
Metastasen fir die Radioiodaufnahme wieder zugénglich gemacht werden. Die
Ursache fur den Verlust der Radioiodspeicherung ist ein Defekt des
lodidtransports (Gerard, AC. et al. 2003).

Aufgrund der toxischen Nebenwirkungen der Retinsaure in praxi liegt es nahe,
Retinsaure durch das den Retinoiden verwandte und weniger toxische Lykopin,
ein Nicht-Provitamin A- Carotinoid und Antioxidant, zu ersetzen. Verschiedene
Studien zeigten, dass Lykopin das Risiko, an Krebs zu erkranken, deutlich
vermindert. In einer Studie untersuchten Livny et al. (2002; 2003) die KB-1
Zelllinie von Mundhdhlentumoren. Sie inkubierten die Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Lykopin (3 und 7 pumol/l). Dabei stellte
sich heraus, dass Lykopin hemmend auf die KB-1 Zellproliferation humaner
Mundtumoren wirkt. Auf molekularer Ebene zeigt Lykopin in den Zellen der
Mundtumoren eine signifikante Steigerung der Transkription und Expression
von Connexin 43. Lykopin bewirkt damit eine Wiederherstellung der gestorten
Zell-zu-Zell-Kkommunikation. Connexin 43 gehort zu der Familie der gap-
junction-Proteine. Kumar et al. (2007) verabreichten Patienten, die an einer
submukoésen Fibrose erkrankt waren, 16 mg Lykopin Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen. Die zuvor eingeschrankte Mundoffnung konnte durchschnittlich

um 3,4 mm verbessert werden.

Fur unsere Versuche wurden die isolierten Thyreozyten fir 72 h mit 0 uM; 0,49
UM und 0,98 pM all-trans-Retinsédure vorinkubiert. Nach dem Mediumwechsel
wurde allen Kulturen 13 pupM all-trans-Retinsdure zu gefigt und die
Radioiodaufnahme in die Thyreozyten verfolgt. Es zeigten sich keine
einheitlichen Ergebnisse fur die Radioiodaufnahme (Abb. 5, 6 und 7). In Abb. 7
nehmen bis auf eine Ausnahme nur die Zellen — verglichen mit der Retinsédure
freien Kontrollkultur - signifikant mehr Radioiod auf, die nicht mit Retinsdure
vorinkubiert wurden. Dieser signifikante Unterschied zeigt sich nach 24 h auch

in Abb. 6. Uneinheitliche Ergebnisse mit Anstiegen in der Radioiodaufnahme
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Uber oder unter jener der entsprechenden Kontrollen zeigen sich insbesondere
bei den Versuchen bei denen die Thyreozyten in Retinsaure vorinkubiert
wurden. Auch die Maxima der Radioiodaufnahme waren bei den einzelnen
Versuchen zeitlich gegeneinander versetzt. Es gilt festzuhalten, dass sich der
signifikante Anstieg der Radioiodinkorporation meist auf die Thyreozyten
beschrankt, welche ohne Retinsaure vorinkubiert wurden und dann nach dem
Mediumwechsel mit 13 uM Retinsaure stimuliert wurden (Abb. 5, 7). Bei diesen
Zellen ist davon auszugehen, dass der positive Effekt daher kommt, dass der
unphysiologische Retinolmangel ausgeglichen wurde. Dies ist in sofern
interessant, da in der klinischen Anwendung 1uM Retinsédure verabreicht wird.
Die von uns sehr hoch gewahlte Retinsdurekonzentration kénnte ein Hinweis
darauf sein, dass im Rahmen der normalen Schilddrisenfunktion hdhere Dosen
verabreicht werden kdnnten.

Die Ursache fir die uneinheitlichen Versuchsergebnisse ist nicht ganz klar. Es
konnten auch die unterschiedlichen Aufzuchtbedingungen (Futtermittelgabe)
der Schweine mit dazu beitragen, woraus sich Unterschiede im lodidgehalt der
Schilddrtse ergeben kénnen, zumal die lodidaufnahme in die Thyreozyten vom
bereits vorhandenen intrathyreoidalen lodidgehalt abh&ngt (Pfannenstiel, 1991).
Hinzu kommt, dass Retinsaure in Abhéngigkeit von seiner Konzentration im
Medium und der Dauer der Inkubation der Thyreozyten auch eine Apoptose
induzieren kann (Frohlich et al. 2004). Dies kann sich auf die globale

Radioiodanreicherung eines Kulturansatzes auswirken.

Auch fur die Radioiodinkorporation in Thyreozyten, die mit Lykopin bestilickten
Liposomen oder mit dem entsprechenden Placebo-Préparat stimuliert wurden,
zeigen sich die Versuchsablaufe recht unterschiedlich. Eine Gesamtbetrachtung
der Versuche bei denen in Vitamin A- haltigem Medium inkubierte Thyreozyten
verwendet wurden, zeigt zwei Maxima in der Radioiodaufnahme (Abb. 12, 13,
14, 23, 24, 25, 26, 27, 28). Ein Maximum liegt bei t = 16 h, dass andere bei t =
30 h (Abb. 25, 28). Einen signifikanten Anstieg gegenuber der Kontrolle zeigen
in Abb. 26 die mit Lykopin und dem Lykopin-Placebo stimulierten
Thyreozytenkulturen. In Abb. 12 ist fir Thyreozytenkulturen, die mit TSH (0,26
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mU) stimuliert wurden, ein signifikanter Abfall gegeniiber der Kontrolle zu
beobachten.

Die Versuchsreihen, in denen Vitamin A- freies Medium verwendet wurde,
zeigen eine maximale Radioiodaufnahme in die Thyreozyten zum Zeitpunkt t =
24 h (Abb. 18, 21). Ein signifikanter Abfall der Radioiodaufnahme gegenuber
der Kontrolle konnte bei t = 48 h flr das Lykopin-Placebo ermittelt werden (Abb.
17, 20). Obwohl Lykopin der Retinsaure chemisch &hnlich ist, lie3 sich fur
Lykopin gegenuber der Kontrolle kein signifikanter Effekt auf die
Radioiodaufnahme in Thyreozyten nachweisen. Uberraschenderweise zeigten
aber die Tragerliposomen (Placebo) positive Effekte auf die Radioiodaufnahme
die, sobald die Liposomen mit Lykopin beladen wurden, verschwanden. Die
Ursache hierfir ist unklar. Moglicherweise interagiert Lykopin mit dem
Phosphatidylcholin der Liposomen. Die Radioiodaufnahme in die Thyreozyten
war unter Verwendung von Vitamin A- freiem Medium um ca. 57 % héher als in

Vitamin A- haltigem Medium.

Zur Untersuchung des Einflusses von TSH auf Thyreozyten in Abh&ngigkeit
vom Vitamin A- Gehalt des Mediums wurden die Thyreozytenkulturen jeweils
mit 0,26 mU TSH stimuliert und entweder in Vitamin A- freiem NCTC-135-
Medium oder in Vitamin A- haltigem NCTC-135-Medium inkubiert. Die
anschlielend untersuchte Radioiodaufnahme verlauft in Abhéngigkeit von der
Kulturdauer und dem Zellzyklus wellenférmig. Wie die Abbildungen 35 und 39
zeigen, ist fur die Kulturen, welche mit 0,26 mU TSH in Vitamin A- freiem
Medium kultiviert wurden, nach 4h und 8h ein signifikanter Abfall der
Radioiodaufnahme gegentuber der Kontrolle ersichtlich. Ein weiterer
signifikanter Abfall der Radioiodaufnahme (Abb. 37) erfolgt nach 24 Stunden
Inkubation. Die tendenziell spate und geringe *#I-lodidaufnahme (Abb. 37) der
mit 0,26 mU TSH stimulierten Thyreozyten, kultiviert in Medium ohne Vitamin A,
deckt sich mit den Versuchsergebnissen von Meller, D. (2002). Der Autor
stimulierte die Thyreozyten in Vitamin A- freiem Medium mit 1 mU TSH / 750 pl
Medium. Dabei kam es erst nach 40 bzw. 51 Stunden Inkubation zu einem

signifikanten Anstieg der Radioiodinkorporation im Vergleich zur Kontrolle. Dies
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kénnte mit der fir die Isolierung der Thyreozyten aus dem Gewebsverband
verwendeten Dispase zusammenhéngen. Durch die Dispase kommt es zu
Irritationen an der Zellmembran, die den Verlust des extrazellularen TSH-
Rezeptors zur Folge haben kann (Loffler, G.; Petrides, P.E. 1998). Die
Regeneration des TSH-Rezeptors erfolgt ohne Vitamin A offensichtlich
langsamer als mit Vitamin A. Das in den meisten Kulturmedien enthaltene
Vitamin A in niederer Dosierung fungiert als Differenzierungsfaktor des

Zellstoffwechsels.

4.3  *H-Thymidininkorporation in Thyreozyten unter dem Ei nfluss von

all-trans-Retinsaure, Lykopin und TSH

Die Thymidinaufnahme zeigt fur die Versuchsreihe ,ohne Retinsédure
vorinkubiert und nachfolgend mit 13 pM Retinsaure stimuliert* in Abb. 3 bereits
nach 4 h einen gegenuber der Kontrolle signifikant erhéhten Anstieg, der auch
nach t = 24 h noch besteht. Die Gesamtbetrachtung aller Ansatze zum
Thymidineinbau (Abb. 4) zeigt nach t = 24 h dass es unter all-trans-Retinsaure
zu einer erhdhten Thymidinaufnahme kommt. Auch fur die Thyreozyten, welche
mit 0,49 uM oder 0,98 UM Retinsaure vorinkubiert wurden, war nach 24 h
Inkubation (Abb. 2) die Thymidinaufnahme gegenuber der Kontrolle erhdht. Die
erhohte Aufnahme von all-trans-Retinsaure in die Thyreozyten erklart sich
durch die zuvor bestehende Unterversorgung der Zellen durch all-trans-
Retinsaure. Die Thyreozyten gleichen ihren Mangel aus. Vergleicht man dies
mit der Versuchsreihe die nicht mit Retinsaure stimuliert wurde, wird deutlich,

dass die Thyreozyten dann weniger Retinsdure sowie Thymidin einbauen.

In den Versuchsreihen, bei denen Vitamin A- freies Medium verwendet wurde,
konnte eine deutlich geringere Thymidinaufnahme in die Thyreozyten
beobachtet werden (Abb. 15) als unter Verwendung von Vitamin A- haltigem
Medium. Dies deckt sich mit den Versuchsergebnissen von Amann (2002). Er

stimulierte Thyreozyten-Kulturen direkt nach der Aussaat mit 10 uM all-trans-
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Retinsaure. Nach 16 und 27 Stunden Inkubationsdauer konnte im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle eine signifikant verstarkte Aufnahme von *H-Thymidin
in Thyreozyten gemessen werden. Van Herle et al. (1990) untersuchten den
Effekt von 13-cis-Retinsdure an der UCLA RO 82W-1-Zelllinie. Eine Reduktion
der Zellzahl sowie der 3H-Thymidinaufnahme konnte bei
Retinsdurekonzentrationen bis zu 10uM verfolgt werden. Hohere
Konzentrationen der Retinsaure fihrten zum wieder einsetzten der
Zellproliferation.  Folglich hat Vitamin A einen Einfluss auf die
Thymidinaufnahme in Thyreozyten. Wie schon zuvor erwdhnt, vermindert
Vitamin A die Radioiodaufnahme in Thyreozyten, steigert aber andererseits die
Thymidinaufnahme. Es hat also gegensétzliche Einflisse auf die Parameter
Stoffwechsel und Funktion. Fréhlich et al. (2005) weisen darauf hin, dass
Retinol in transformierten Thyreozyten jedoch ein gegensatzliches Verhalten zu
normalen, nicht transformierten Thyreozyten zeigt. In der Zelllinie FTC 238
(follikulares Schilddriisenmalignom) féallt unter Retinol die Thymidinaufnahme im
Vergleich zur Kontrolle ab, wahrend die Radioiodaufnahme im Vergleich zur
Kontrolle ansteigt. Fir eine Redifferenzierungstherapie bei Malignomen ist dies
ein gunstiges Verhalten. Durch ihr andersartiges Verhalten wirden nicht
transformierte Thyreozyten aber vor einer verstarkten Radioiodaufnahme
verschont. FUr eine postoperative Radioiodtherapie bei Schilddriisen-
malignomen waren somit gunstige Voraussetzungen gegeben, weil sich
malignes Gewebe verstarkt bestrahlen lieRe, normales Gewebe dagegen
verschont wird.

Lykopin zeigt bei unseren normalen Thyreozyten allenfalls nur einen geringen
stimulierenden Effekt auf die Thymidininkorporation (Abb. 9, 10, 11, 15, 22). In
Abb. 10 konnte in der Versuchsreihe mit dem Lykopin-Placebo nach 16h
Inkubation dagegen ein signifikanter Anstieg, verglichen mit der Kontrolle,
beobachtet werden. Offensichtlich hat somit das Placebo mit seinen Lipiden
selbst eine Wirkung, wahrend diese durch die Beladung der Liposomen mit
Lykopin reduziert wird. Ein analoger Effekt hat sich auch bei der
Radioiodaufnahme gezeigt.



Ben-Dor et al. (2001) beschreiben einen proliferationshemmenden Effekt des
Lykopins. Sie fanden einen verlangsamt ablaufenden Zellzyklus in humanen
Mammakarzinomzellen (MCF-7). Liu et al. (2006) konnten anhand ihrer Studie
eine erhohte Lykopinaufnahme durch die LNCaP- Prostatakrebszelllinie
nachweisen. Dabei lagerte sich das Lykopin zu 55 % in der Membran des
Zellkerns an. Das Prostata-spezifische Antigen, welches durch die LNCaP-
Zellen ausgeschittet wird, erfahrt durch die Lykopin-Zugabe eine Reduktion um
55%. Lykopin erhoht in Prostatakarzinomzellen die Apoptoserate starker als in
gutartigem Gewebe von Prostatahyperplasien (Kim et al. 2003). Somit hat
Lykopin in erkranktem Gewebe offensichtlich einen anderen Einfluss als in
gesundem Gewebe. Da unsere Versuchergebnisse aus Versuchen an
normalen Thyreozyten resultieren, kénnen diese nicht auf maligne verandertes

Schilddrisengewebe Ubertragen werden.

Die Untersuchung des Effekts von TSH auf die Thymidinaufnahme von
Thyreozyten, wahlweise in Vitamin A- haltigem oder Vitamin A- freiem Medium
kultiviert, zeigt sehr unterschiedliche Ergebnisse. Die Ursache fur das
unterschiedliche Verhalten ist unklar. Ein Aspekt kdnnte die Zelldichte sein.
Dahingehend untersuchten Milazzo et al. (1992) die Wirkung von TSH auf
gesunde humane Schilddrisenzellen. Sie verwendeten Monolayerkulturen mit
hoher und niedriger Zelldichte. Es stellte sich heraus, dass TSH in Abhangigkeit
u. a. von der Zelldichte eine Antimitogene bzw. Mitogene Wirkung auf die
Thyreozyten hat.

Die Thymidinaufnahme steigt unter TSH nach 24 h an (Abb. 32). Einen
signifikanten Unterschied in der Thymidinaufnahme, verglichen mit der
Kontrolle, bewirkte die Kombination 0,26 mU TSH in Vitamin A- freiem Medium.
Nach t = 6 h konnte ein Anstieg, nach 24 h ein Abfall (Abb. 29) gegenuber der
Kontrolle verzeichnet werden. Ebenfalls signifikant verschieden zur Kontrolle
war die Thymidinaufnahme unter 0,26 mU TSH in Vitamin A- haltigem Medium
bei t = 10 Stunden (Abb. 29a). Hier ist die Thymidinaufnahme im Vergleich zur
Kontrolle stark abfallend. Die héchste Thymidinaufnahme in Thyreozyten, die

sich signifikant von der Kontrolle unterschied, fand sich unter 0,26 mU TSH in
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Vitamin A- haltigem Medium (Abb. 29a). Tendenziell konnte bei den Versuchen,
bei denen Vitamin A im Medium enthalten war, eine insgesamt hdhere
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten erzielt werden.

Interessant ist dieses Ergebnis insofern, weil TSH den *H-Thymidineinbau in die
DNS von Schweinethyreozyten hemmt, wenn sie in konventionellem NCTC-
135-Medium, das 0,6 uM Retinol enthalt, kultiviert werden. Ursache fir den
hemmenden Effekt ist die im Medium vorhandene ,physiologische” Retinol-
Dosis (0,6 uM) (Wahl, R. 1991, Greil et al. 1985, Eggo et al. 1979). So auch in
dem von uns verwendeten NCTC-135-Medium. Uber den hemmenden Effekt
von Retinol bzw. all-trans-Retinsaure auf die *H-Thymidinaufnahme in
Thyreozyten berichten auch del Senno et al. (1993). Sie inkubierten
Thyreozyten fur 48 Stunden mit bis zu 1 uM all-trans-Retinsdure und konnten
dabei eine Zeit- und Dosisabhdngige verminderte °H-Thymidinaufnahme
feststellen.

4.4 Ciprobay ®-Zugabe zum Kulturmedium und seine Auswirkungen auf
die lodid- und Thymidinaufnahme in Thyreozyten

In diesem Versuchsansatz wurde dem Medium ein Ciprobay®200- Zusatz von
3% (v/v) zugefigt, um zu sehen ob dies Auswirkung auf die Radioiod- bzw.
Thymidinaufnahme in die Thyreozyten hat. Ciprobay® ist chemisch
Ciprofloxacin und ein weit verbreitetes Antibiotikum. Einen signifikanten
Unterschied in der Thymidinaufnahme, verglichen mit der Kontrolle, bewirkte
die Kombination 0,26 mU TSH in Vitamin A- freiem Medium mit einem
Ciprobay®200- Zusatz von 3% (v/v). Nach t = 6 h konnte ein Anstieg, nach 24 h
ein Abfall (Abb. 29) gegenuber der Kontrolle verzeichnet werden. Ebenfalls
signifikant verschieden zur Kontrolle war die Thymidinaufnahme unter 0,26 mU
TSH in Vitamin A- (plus Ciprobay®) haltigem Medium bei t = 10 Stunden und 24
h (Abb. 29a). Hier ist die Thymidinaufnahme im Vergleich zur Kontrolle stark
abfallend. Die hochste Thymidinaufnahme in Thyreozyten, die sich signifikant

von der Kontrolle unterschied, fand sich unter 0,26 mU TSH in Vitamin A-
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haltigem Medium wenn Ciprobay® (Abb. 29a) fehlte. Tendenziell konnte bei den
Versuchen, bei denen Vitamin A im Medium enthalten war, eine insgesamt
hohere Thymidinaufnahme in die Thyreozyten erzielt werden.

Eine von der Konzentration abhéngige zytotoxische Wirkung von Ciprobay®
weisen Kamat et al. (2004) an der HTB-9-Zellinie nach. Aranha et al. (2000)
beschreiben einen wachstumshemmenden Effekt von Ciprobay® bei
Harnréhrenkarzinomzellen (HTB-9-Zelllinie) mit zunehmender
Inkubationsdauer. Die Autoren beschreiben als Ursache die Abnahme des
Apoptose verringernden Proteins p21WAFL1. Die Konzentration dieses Proteins
war nach 12 Stunden Inkubation deutlich verringert und nach 24 h auf Null
abgesunken. In einer weiteren Untersuchung beschreibt Aranha (2003) eine
gesteigerte Apoptose und die Hemmung des Zellwachstums um 70 — 100%
durch Ciprobay® bei Prostatakarzinomzellen (PC3). Bei normalen Prostata-
Epithelzellen (MLC8891) zeigte sich Ciprobay® allerdings wirkungslos.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die Wirksamkeit der all-trans-Retinsaure
auf normale Thyreozyten nicht vom Vit. A Spiegel beeinflusst wird.
Vorausgesetzt es besteht kein extremer Vit. A- Mangel. Des Weiteren scheint
Ciprobay® in den von uns verwendeten Konzentrationen fir die Schilddriise

unbedenklich zu sein.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Stoffwechsel und dem
Wachstum von kultivierten Thyreozyten gesunder Schweine unter dem Einfluss
von Retinoiden und Lykopin. Als Parameter fir die Differenzierung wurde die
125|_|odid-Speicherung und als Parameter fiir die Proliferation die *H-Thymidin-
aufnahme in die Thyreozyten eingesetzt.

Fur den ersten Teil der Arbeit wurden die Thyreozyten in speziell hergestelltem
Vitamin-A-freiem NCTC-135-Medium kultiviert und mit unterschiedlichen
Konzentrationen an all-trans-Retinsaure (OuM, 0,49uM oder 0,98uM) stimuliert,
danach zwischen 2h und 65h inkubiert. Nach dem Mediumwechsel, erhielt jede
Zellkultur 13uM all-trans-Retinsaure.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Lykopin-haltigen Liposomen
und von TSH in Abhangigkeit vom Vitamin-A- Gehalt des Mediums untersucht.
Verwendet wurde Vitamin-A-haltiges oder Vitamin-A-freies Medium. Den
Kulturen wurden wahlweise jeweils 1,3mU/ml TSH, 13uM Lykopin in Liposomen
oder Leerliposomen als Kontrolle zugefugt.

Im letzten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob das dem Kulturmedium
zugefiigte Antibiotikum Ciprobay® (Ciprofloxacin) die lodid- und Thymidin-
aufnahme in Thyreozyten nachhaltig beeinflussen kann.

Wurden die Schweinethyreozyten mit pharmakologischen Dosen an Retinsaure
(13uM) stimuliert, so kam es zu signifikanten Anstiegen der lodid- und
Thymidinaufnahme. Dies traf insbesondere dann zu, wenn die Thyreozyten in
speziell hergestelltem Vitamin-A-freiem NCTC-135-Medium vorinkubiert
wurden.

Unter TSH stieg die Radioiodaufnahme in die Thyreozyten erst nach 40 bzw.
51h Inkubation, Ursache fir den verzogerten Anstieg kann die fur die Isolierung
der Thyreozyten verwendete Dispase sein. Dieses Enzym kann zum Verlust
des extrazellularen Anteils des TSH-Rezeptors fihren, der sich nur langsam
regeneriert. Die Stimulation der Thyreozyten mit TSH scheint die
Thymidinaufnahme eher zu hemmen. ErwartungsgemalR zeigten unsere
Thyreozyten in Vitamin-A-freiem Medium und ohne zusatzliche Stimulation nur
eine verringerte lodid- und Thymidinaufnahme. Die ho6heren lodid- und
Thymidinaufnahmeraten in die Thyreozyten, welche mit Retinsaure (0,49uM
0,98uM) vorinkubiert wurden, lassen sich damit erklaren, dass diese
Thyreozyten ihren Mangel an Retinsaure bzw. Vitamin A ausgleichen.
Ciprobay® scheint in den von uns verwendeten Konzentrationen fiir die
Schilddriise unbedenklich zu sein.
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7. Anhang

7.1 Zahlenwerte der Abbildungen im Ergebnis-Teil

Tabellel

3H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulation 3h 6h 17h 24h 30h 41h 48h

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 11795 | 63,66 | 65,83|107,83| 31,75 25,56

frei+2,6mol Retinsaure

Mittelwert 471,77 | 684,43 | 595,72 | 492,63 | 745,22 | 606,42 | 709,17

Stabw 60,58 | 345,21 | 110,53 | 100,12 | 114,96 | 101,17 72,70

SEM 24,73 | 140,93 | 45,12 | 40,88 | 46,93 | 41,30 29,68

¢

0,098+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 493,93 | 735,65 | 678,47 | 721,13 | 856,33 | 921,22 | 998,12

Stabw 80,75 | 147,95 | 118,73 | 125,05 | 181,38 | 137,24 94,05

SEM 32,97 | 60,40 | 48,47 | 51,05| 74,05| 56,03 38,40
.

0,196+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 331,98 | 641,22 | 625,65 | 686,18 | 694,48 | 773,43 | 987,08

Stabw 41,40 | 190,36 | 95,53 | 167,25 | 141,94 | 203,96 | 168,25

SEM 16,90 | 77,72 | 39,00| 68,28 | 57,95| 83,27 68,69

*
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Tabelle 2 *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulation 4h 17h 24h 48h
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
frei+2,6nmol Retinsaure
Mittelwert 391,20 | 789,10 | 1854,72 | 1003,35
Stabw 95,66 | 130,10 | 422,81 | 131,82
SEM 39,06 | 53,11 | 172,61 53,82
¢ ¢
0,098+2,6nmol Retinsre
Mittelwert 360,52 | 792,17 | 1663,10 | 1080,40
Stabw 65,51 | 167,83 | 327,42 120,7
SEM 26,75 | 68,52 | 133,67 49,28
¢ ¢
0,196+2,6nmol Retinsre
Mittelwert 389,48 | 804,56 | 1659,4 984,1
Stabw 109,63 | 128,61 | 327,00 | 156,86
SEM 4476 | 52,51 | 133,50 64,04
¢ ¢
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Tabelle 3 °*H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 6h 17h 24h 30h 41h 48h 54h 65h

ohne Stimulation

Mittelwert 520,67 | 396,22 | 766,62 | 834,28 | 834,28 |1031,83| 895,25 (803,17 | 654,08 | 1194,40

Stabw 130,33 | 69,16 253,0 | 222,79 | 141,06 | 202,33 | 560,32 | 158,27 90,41 | 228,08

SEM 53,21 | 28,24 | 103,29 90,96 57,59 82,60 | 228,75 | 64,61 36,91 93,11

frei+2,6nmol Retinséaure

Mittelwert 728,64 | 929,16 | 1480,06 | 1531,94 | 1206,5| 1372,45 | 1078,52 | 745,58 | 1024,52 | 1012,88

Stabw 72,75 | 386,69 | 321,27 | 392,36 | 252,56 | 314,68 | 234,06 (121,23 | 227,30 | 242,80

SEM 29,70 | 157,87 | 131,16 | 160,18 | 103,11 | 128,47 95,56 | 49,49 92,79 99,12
¢ ¢ ¢ ¢

0,098+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 595,82 | 651,98 | 1055,45 | 1137,23 | 1018,38 | 941,68 | 1054,68 | 651,27 | 1018,47 | 950,78

Stabw 114,80 | 224,20 | 510,45| 162,32 | 185,70 | 183,24 67,76 | 58,61 | 151,62 | 215,18

SEM 46,87 | 91,53 | 208,39 66,27 75,81 74,81 27,66 | 23,93 61,90 87,85
¢

0,196+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 538,1| 4784 617,4 | 1289,43 | 870,44 | 879,08 | 939,78 | 752,57 | 905,97 | 972,08

Stabw 136,76 | 76,05| 153,86 | 203,39 | 19552 | 184,10| 118,08 |119,07| 146,53 | 243,30

SEM 55,83 | 31,05 62,81 83,03 79,82 75,16 48,21 | 48,61 59,82 99,33
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Tabelle 4 *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen |, Il und Ill. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulation 4h 17h 24h 48h
ohne Stimulation

Mittelwert der Versuchsreihe | | 511,32 | 641,90 | 771,20 | 1090,22
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 634,40 | 664,80 | 982,30 | 1962,80
Mittelwert der Versuchsreihe 1ll | 396,22 | 788,88 | 735,12 | 803,17
Mittelwert aus I, [l und IlI 513,98 | 698,53 | 829,54 | 1285,40
frei+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert der Versuchsreihe | | 471,77 | 595,72 | 492,63 | 709,17
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 391,20 | 833,50 | 1854,70 | 1003,40
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 929,16 | 1531,94 | 1206,50 | 745,58
Mittelwert aus I, Il und IlI 597,38 | 987,05|1184,61| 819,38
0,098+2,6nmol Retinsre

Mittelwert der Versuchsreihe | | 493,93 | 678,47 | 721,13 | 998,12
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 360,50 | 792,20 | 1663,10 | 1080,40
Mittelwert der Versuchsreihe 1ll | 651,98 | 1137,23 | 1018,38 | 651,27
Mittelwert aus I, Il und IlI 502,14 | 869,30 | 1134,20| 909,93
0,196+2,6nmol Retinsre
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Mittelwert der Versuchsreihe |
Mittelwert der Versuchsreihe Il
Mittelwert der Versuchsreihe Il

Mittelwert aus I, Il und IlI

331,98
382,00
478,40

397,46

625,65
780,70
1289,43

898,59

686,18
1605,60
870,44

1054,07

987,08
954,00
752,57

897,88
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Tabelle 5

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefuhrt

werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanzen 3h 6h 17h 24h 30h 41h 48h

ohne Stimulation

Mittelwert 174,70 | 2689 | 176,3| 138,3| 203,7| 1470 | 161,6

Stabw 2227 | 73,68| 26,38 5,37 | 145,88 | 51,48 | 17,47

SEM 9,09| 30,08| 10,77 2,19 | 5955| 21,02 7,13

frei+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 155,07 | 247,73 | 167,70 | 145,92 | 302,37 | 159,25 | 154,32

Stabw 9,69 | 115,68 594 | 10,68 101,12 | 19,52 | 13,79

SEM 3,95 | 47,23 2,42 436 | 41,28 7,97 5,63
.

0,098+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 147,57 | 330,65 | 197,88 | 229,60 | 326,48 | 191,35 | 186,73

Stabw 23,19 | 168,86 467 | 233,49 | 60,88| 23,62 | 28,99

SEM 9,47 | 68,94 1,91 | 95,32 | 24,85 964 | 11,84

¢ ¢

0,196+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 206,48 | 258,33 | 187,88 | 197,07 | 336,57 | 343,88 | 200,07

Stabw 52,89 | 47,52 834 | 24,68|123,81| 18,88 | 19,73

SEM 21,59 | 19,40 3,41 | 10,07 | 50,55 7,71 8,05

*
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Tabelle 6

125|_|odidaufnahme in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefuhrt

werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 4h 17h 24h 48h
ohne Stimulation
Mittelwert 147,10 | 167,82 | 198,67 | 274,02
StabW 48,37 | 34,04 | 13,37 | 139,1
SEM 19,75 13,9 546 | 56,79
frei+2,6nmol Retinsaure
Mittelwert 122,42 | 200,87 | 288,03 | 184,08
Stabw 23,35 | 26,57 | 56,96 | 37,71
SEM 9,53| 10,85| 23,25| 15,39
*
0,098+2,6nmol Retinsaure
Mittelwert 104,02 | 205,52 | 269,05 | 150,07
Stabw 15,14 | 66,76 | 47,18 | 21,54
SEM 6,18 | 27,25| 19,26 8,79
¢
0,196+2,6nmol Retinsaure
Mittelwert 92,83 | 156,37 | 218,82 | 216,95
Stabw 15,68 | 27,48 | 28,30 | 70,46
SEM 6,40 | 11,22 | 11,55| 28,76
*
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Tabelle 7 '*I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 6h 17h 24h 30h 41h 48h 54h 65h

ohne Stimulation

Mittelwert 154,07 | 97,68 | 200,78 | 414,95 | 191,27 | 285,60 | 301,23 | 204,05 | 132,57 | 216,83

Stabw 2475 | 24,53 | 98,11 |103,69| 36,33 (104,28 | 69,62 | 29,52 | 26,94 | 33,81

SEM 10,10 | 10,01 | 40,05 42,33| 14,83 | 42,57 | 28,42| 12,05| 11,00| 13,80

frei+2,6nmol Retinséaure

Mittelwert 195,4 | 456,58 | 425,98 | 615,88 | 288,0| 274,4| 272,6 | 2952 | 175,3| 184,8

Stabw 27,67 | 161,65 | 171,58 | 227,35 | 103,34 | 69,94 | 39,47 | 6559 | 28,53 | 44,13

SEM 11,30 | 65,99 | 70,05 92,82 | 42,19| 2855| 16,12| 26,78 | 11,65| 18,01
¢ ¢ ¢

0,098+2,6nmol Retinsaure

Mittelwert 178,73 | 193,88 | 361,55 | 255,7 | 219,57 | 235,97 | 237,42 | 231,3| 169,75 | 152,45

Stabw 50,61 | 74,32 |25854|187,36| 39,56 | 35,27 | 41,42 | 25,73| 28,51 | 61,77

0,196+2,6nmol Retinsaure ¢ *

Mittelwert 134,18 | 153,54 | 171,98 | 255,36 | 186,22 | 200,48 | 221,38 | 194,18 | 140,43 | 189,78

Stabw 50,66 | 49,39 | 84,55 |12525| 30,84 | 74,59 | 28,13 | 17,23 | 14,12 | 55,67

SEM 20,68 | 20,16 | 34,52 | 51,13 | 12,59 | 30,45 | 11,48 7,04 576 | 22,73
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Tabelle 8 ™-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen |, Il und Ill. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulation 4h 17h 24h 48h

ohne Stimulation
Mittelwert der Versuchsreihe | | 174,70 | 176,30 | 138,30 | 161,60
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 147,10 | 167,80 | 198,70 | 274,00
Mittelwert der Versuchsreihe Ill | 97,68 | 414,95 | 191,24 | 204,05

Mittelwert aus I, Il und Il 139,83 | 253,02 | 176,08 | 213,22
frei+2,6nmol Retinsaure
Mittelwert der Versuchsreihe | | 155,07 | 167,70 | 145,92 | 154,32
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 122,40 | 200,90 | 288,00 | 184,10
Mittelwert der Versuchsreihe Ill | 456,58 | 615,88 | 288,00 | 295,20
Mittelwert aus I, [l und IlI 244,68 | 328,16 | 240,64 | 211,21
0,098+2,6nmol Retinsre
Mittelwert der Versuchsreine | | 147,57 | 197,88 | 229,60 | 186,73
Mittelwert der Versuchsreihe Il | 104,00 | 205,50 | 269,10 | 150,10
Mittelwert der Versuchsreihe 1ll | 193,88 | 255,70 | 219,57 | 231,30
Mittelwert aus I, Il und Il 148,48 | 219,69 | 239,42 | 189,38

0,196+2,6nmol Retinsaure
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Mittelwert der Versuchsreihe |
Mittelwert der Versuchsreihe Il
Mittelwert der Versuchsreihe Il

Mittelwert aus I, [l und IlI

206,48
92,80
153,54

150,94

187,88
156,40
255,36

199,88

197,07
218,80
186,22

200,70

200,07
217,00
194,18

203,75
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Tabelle 9 °*H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation

Mittelwert 1472,87 | 1472,87 | 6449,12 | 4792,62 | 3559,25 | 3510,53 | 3198,97 | 2748,45

Stabw 289,57 | 34459 | 788,10| 631,62 | 953,72 |1212,43| 349,56 | 468,86

SEM 118,22 | 140,68 | 321,74| 257,86 | 389,35 | 49497 | 142,71 | 191,41

Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 1637,2 | 2192,0| 5746,9| 60455 | 3569,2| 4165,6 | 3537,5| 26354

Stabw 202,72 | 313,70 |1018,64 | 1629,48 | 829,20 | 1045,18 | 1728,11 | 260,29

Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1470,5| 2270,2 | 6012,18 | 4967,82 | 3045,27 | 3528,33 | 2544,57 | 2349,68

Stabw 257,02 | 364,70 | 1136,39 | 1086,63| 687,88 | 766,02 | 385,53 | 514,78

SEM 104,93 | 148,89 | 463,93 | 443,62 | 280,83 | 312,73 | 157,39 | 210,16

TSH 2,6mU

Mittelwert 1450,45 | 2421,88 | 4812,83 | 5341,7 | 3699,82 | 4317,77 | 3208,33 | 3759,48

Stabw 140,70 | 363,94 | 316,03 | 566,69 | 62950 | 712,05| 526,36 | 1456,66

SEM 57,44 | 148,58 | 129,02 | 231,35| 256,99 | 290,69 | 214,88 | 594,68
¢
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Tabelle 10 °H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation

Mittelwert 1045,28 | 1650,13 | 3099,85 | 2668,78 | 2071,17 | 1418,65 | 2114,73 | 1959,17

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 2,6nmol

Mittelwert 1803,18 | 2004,00 | 3112,87 | 3016,87 | 2015,80 | 1595,03 | 2559,32 | 2267,00

Stabw 996,31 | 475,55 | 155566 | 791,41 | 379,77 | 145,69 | 815,39 | 257,17

SEM 406,74 | 194,14 | 635,10 | 323,09 | 155,04 59,48 | 332,88 | 104,99

Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1513,55 | 1914,63 | 3258,52 | 2984,92 | 2190,03 | 1432,37 | 2130,25 | 1954,53

Stabw 247,24 | 290,71 | 554,53| 778,10 | 169,38 | 280,19 | 290,20 | 380,30

SEM 100,94 | 118,68 | 226,39 | 317,66 69,15 | 114,39 | 118,47 | 155,26
*

TSH 2,6muU

Mittelwert 1392,78 | 2051,77 | 2715,60 | 3302,95 | 2192,12 | 1529,40 | 2232,37 | 2334,50

Stabw 206,20 | 429,40 | 866,25| 836,45 | 577,19 | 22548 | 178,68 | 653,32

SEM 84,18 | 175,30 | 353,64 | 341,48 | 235,64 92,05 72,95 | 266,72
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Tabelle 11 °H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen IV und V. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abhangigkeit von den
Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation
Mittelwert der Versuchsreine IV | 1472,87 | 2182,08 | 6449,12 | 4792,62 | 3559,25 | 3510,53 | 3198,97 | 2748,45
Mittelwert der Versuchsreihe V | 1045,28 | 1650,13 | 3099,85 | 2668,78 | 2071,17 | 1418,65 | 2114,73 | 1959,17

Mittelwert aus IV und V 1259,07 | 1916,11 | 4774,48 | 3730,70 | 2815,21 | 2464,59 | 2656,85 | 2353,81
Lykopin 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe IV | 1637,15 | 2192,00 | 5746,90 | 6045,48 | 3569,20 | 4165,62 | 3537,45 | 2635,42
Mittelwert der Versuchsreihe V | 1803,18 | 2004,00 | 3112,87 | 3016,87 | 2015,80 | 1595,03 | 2559,32 | 2267,00
Mittelwert aus IV und V 1720,17 | 2098,00 | 4429,89 | 4531,18 | 2792,50 | 2880,32 | 3048,39 | 2451,21
Lykopin Placebo 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe IV | 1470,50 | 2270,20 | 6012,18 | 4967,82 | 3045,27 | 3528,33 | 2544,57 | 2349,68
Mittelwert der Versuchsreihe V | 1513,55 | 1914,63 | 3258,52 | 2984,92 | 2190,03 | 1432,37 | 2130,25 | 1954,53
Mittelwert aus IV und V 1492,03 | 2092,42 | 4635,35 | 3976,37 | 2617,65 | 2480,35 | 2337,41 | 2152,11
TSH 2,6mU
Mittelwert der Versuchsreihe IV | 1450,45 | 2421,88 | 4812,83 | 5341,70 | 3699,82 | 4317,77 | 3208,33 | 3759,48
Mittelwert der Versuchsreihe V | 1392,78 | 2051,77 | 2715,60 | 3302,95 | 2192,12 | 1529,40 | 2232,37 | 2334,50

Mittelwert aus IV und V 1421,62 | 2236,83 | 3764,22 | 4322,33 | 2945,97 | 2923,58 | 2720,35 | 3046,99
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Tabelle 12

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h
ohne Stimulation
Mittelwert 494,55 | 744,93 | 1938,13 | 1321,05 | 897,45|1120,87 | 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 2,6nmol
Mittelwert 412,52 | 699,25 | 1703,70 | 1413,98 | 818,37 | 946,60 | 611,85 | 478,23
Stabw 30,15 176,93 | 329,48 | 400,26 | 216,44 | 238,13 |154,49| 63,10
SEM 12,31 | 72,23 | 13451 | 163,41 88,36 97,21 | 63,07 | 25,76
Lykopin Placebo 2,6nmol
Mittelwert 431,1 | 764,02 | 1793,32 | 1182,78 746,6 | 836,75 | 552,53 | 464,23
Stabw 71,48 | 101,20 | 440,40 | 174,51 | 163,83 | 197,01 | 107,96 | 130,20
SEM 29,18 | 41,31 | 179,79 71,24 66,88 80,43 | 44,08 | 53,15
TSH 2,6mU
Mittelwert 554,62 | 877,15 | 1387,47 | 1232,60 | 1032,37 | 1079,72 | 715,80 | 828,72
Stabw 106,41 | 122,81 | 243,07 | 158,17 | 244,26 | 400,31 | 113,10 | 390,32
SEM 43,44 | 50,14 99,23 64,57 99,72 | 163,43 | 46,17 | 159,35
¢
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Tabelle 13 '°-lodidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=6. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 238,42 | 376,20 | 1252,25 | 861,25 | 509,08 | 547,27 | 536,63 | 434,40
Stabw 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 2,6nmol

Mittelwert 321,40 | 398,17 | 1801,97 | 889,07 | 439,88 | 484,25 | 567,22 | 430,20
Stabw 190,90 | 101,87 | 736,65 | 398,09 | 111,47 | 73,89 |11595| 36,38
SEM 77,93 | 41,59 | 300,74|162,52| 4551 | 30,16 | 47,34 | 14,85
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 237,02 | 377,12 | 1195,40 | 659,20 | 521,35 | 461,67 | 464,00 | 439,83
Stabw 78,89 | 98,00 | 542,07 |146,83 | 153,81 | 52,35| 64,06 | 81,01
SEM 32,21 | 40,01 | 221,30 | 59,94 | 62,79 | 21,37 | 26,15| 33,07
TSH 2,6mU

Mittelwert 276,55 | 399,97 | 1171,05 | 794,55 | 527,20 | 429,53 | 522,43 | 396,35
Stabw 89,84 | 145,06 | 371,97 | 232,36 | 53,93 | 38,43 | 46,06 | 53,53
SEM 36,68 | 59,22 | 151,86 | 94,86 | 22,02 | 15,69 | 18,80| 21,85
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Tabelle 14 '*I-lodidaufnhame in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen IV und V. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abhangigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

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

Mittelwert der Versuchsreihe IV | 494,55 | 744,93 | 1938,13 | 1321,05| 897,45 | 1120,87 | 695,97 | 555,43
Mittelwert der Versuchsreihe V | 238,42 | 376,20 | 1252,25 | 861,25 | 509,08 | 547,27 | 536,63 | 434,40
Mittelwert aus IV und V 366,49 | 560,57 | 1595,19 | 1091,15| 703,27 | 834,07 | 616,30 | 494,92
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert der Versuchsreihe IV | 412,52 | 699,25 | 1703,70 | 1413,98 | 818,37 | 946,60 | 611,85 | 478,23
Mittelwert der Versuchsreihe V | 321,40 | 398,17 | 1801,97 | 889,07 | 439,88 | 484,25 567,22 | 430,20
Mittelwert aus IV und V 366,96 | 548,71 | 1752,84 | 1151,53 | 629,13 | 715,43 | 589,54 | 454,22
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert der Versuchsreihe IV | 431,10 | 764,02 | 1793,32 | 1182,78 | 746,60 | 836,75 | 552,53 | 464,23
Mittelwert der Versuchsreihe V | 237,02 | 377,12 | 1195,40 | 659,20 | 521,35| 461,67 | 464,00 | 439,83
Mittelwert aus IV und V 334,06 | 570,57 | 1494,36 | 920,99 | 633,98 | 649,21 | 508,27 | 452,03
TSH 2,6mU

Mittelwert der Versuchsreihe IV | 554,62 | 877,15 | 1387,47 | 1232,60 | 1032,37 | 1079,72 | 715,80 | 828,72
Mittelwert der Versuchsreihe V | 276,55 | 399,97 | 1171,05| 79455 | 527,20 | 429,53 522,43 | 396,35
Mittelwert aus IV und V 415,59 | 638,56 | 1279,26 | 1013,58 | 779,79 | 754,63 |619,12 | 612,54
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Tabelle 15 *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/Stimulanzen 2h 4h 16h | 24h| 30h 40h 48h 54h
ohne Stimulation

Mittelwert 1625,2 | 584,0 | 413,9 | 440,8 | 834,8 | 1398,4 | 2099,9 | 2003,2
Stabw 1008,9 | 185,9 | 313,6 | 125,8|237,2 | 227,9| 960,1 | 1234,4
SEM 504,5| 93,0| 156,8| 62,9 |118,6 | 114,0| 480,1| 617,2
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 2104,2 | 557,5|2039,3 | 478,9 | 569,8 | 901,3 | 2114,8 | 1894,6
Stabw 644,41 195,1 | 3325,7| 76,6 | 130,6 | 245,6 | 629,0| 874,2
SEM 288,2| 87,2|1487,3| 34,2| 58,4| 109,8| 281,3| 391,0
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 2629,7 |1 589,8 | 278,6 |698,3 |642,7|1191,6 | 2176,9 | 2935,5
Stabw 492,3 | 217,6 | 159,7 | 278,9|204,2| 290,3| 505,5| 888,9
SEM 220,2 | 97,3 71,4 (124,7| 91,3 | 129,8| 226,1| 397,55
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Tabelle 16 '®l-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 1561,5 | 2095,5 | 1832,5 | 1512,7 | 2362,4 | 1365,2 | 1691,3 | 1281,4
Stabw 509,0 | 153,44 | 328,6 | 231,2| 5445 91,8 | 441,9| 463,1
SEM 2545 76,7 | 164,3| 1156 | 272,3 459 | 221,0| 231,5
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 1680,1 | 2019,8 | 1821,9 | 1818,8 | 2510,9 | 985,3|1279,9 | 900,5
Stabw 335,1| 135,7|1057,5| 306,2| 799,5| 218,6 | 290,0 86,4
SEM 149,9 60,7 | 4729 | 137,0| 357,6 97,8 | 129,7 38,7
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1828,4 | 1968,8 | 2211,8 | 1947,8 | 2406,3 | 1278,3 | 1571,2 | 1084,0
Stabw 190,0 | 301,8| 425,0| 276,4| 426,7| 197,3| 356,3 82,4
SEM 85,0 135,0| 190,1| 123,6| 190,8 88,3 | 159,3 36,8
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Tabelle 17

Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 719,05|1719,48 | 3913,70 | 8785,40 | 2984,18 | 1635,95 | 746,25 | 1685,18
Stabw 246,17 | 212,84 | 568,56 | 1382,59 | 876,43 | 182,37 | 85,49 | 600,08
SEM 123,09 | 106,42 | 284,28 | 691,29 | 438,21 91,18 | 42,75 | 300,04
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 1134,78 | 1521,38 | 3523,58 | 6318,78 | 3888,24 | 1867,66 | 642,16 | 3281,58
Stabw 451,87 | 344,90 | 204,40 | 3805,76 | 789,54 | 429,19 | 105,29 | 1149,11
SEM 202,08 | 154,24 91,41 |1701,99 | 353,09 | 191,94 | 47,09| 513,90
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1022,96 | 1659,98 | 4155,38 | 8344,00 | 3887,88 | 1472,98 | 459,84 | 1924,90
Stabw 162,16 | 196,59 | 742,95 |4432,21|1066,68 | 659,61 | 110,55 | 1157,50
SEM 72,52 87,92 | 332,26 |1982,14| 477,04 | 294,99 | 49,44 | 517,65
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Tabelle 18 '*I-lodidaufnhame in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VI und VII. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abhangigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

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

Mittelwert der Versuchsreihe VI 1561,5| 2095,5| 1832,5| 1512,7| 2362,4| 1365,2| 1691,3| 12814
Mittelwert der Versuchsreihe VII | 719,05 | 1719,48 | 3913,70 | 8785,40 | 2984,18 | 1635,95 | 746,25 | 1685,18
Mittelwert aus VI und VII 1140,28 | 1907,50 | 2873,11 | 5149,03 | 2673,26 | 1500,55 | 1218,75 | 1483,29
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert der Versuchsreihe VI 1680,1 | 2019,8| 1821,9| 1818,8| 2510,9 985,3| 1279,9 900,5
Mittelwert der Versuchsreihe VII | 1134,78 | 1521,38 | 3523,58 | 6318,78 | 3888,24 | 1867,66 | 642,16 | 3281,58
Mittelwert aus VI und VII 1407,44 | 1770,57 | 2672,73 | 4068,79 | 3199,59 | 1426,49 | 961,02 | 2091,02
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert der Versuchsreihe VI 1828,4 | 1968,8| 2211,8| 1947,8| 2406,3| 1278,3| 1571,2| 1084,0
Mittelwert der Versuchsreihe VIl | 1022,96 | 1659,98 | 4155,38 | 8344,00 | 3887,88 | 1472,98 | 459,84 | 1924,90
Mittelwert aus VI und VIl 1425,68 | 1814,40 | 3183,58 | 5145,89 | 3147,11 | 1375,66 | 1015,51 | 1504,46
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Tabelle 19 !'#l-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 1599,98 | 2124,7 | 2293,8 | 1948,1 | 2099,1 | 1602,3 | 1982,4 | 1467,2
Stabw 523,6 85,0 525,3| 143,9| 205,2| 177,0| 264,5| 3828
SEM 261,8 42,5 | 262,6 72,0 102,6 88,5| 132,2| 1914
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 1843,2 | 2127,3 | 2031,9 | 1860,1 | 2647,8 | 1190,2 | 1404,7 | 869,6
Stabw 361,1| 219,12 | 4728 | 337,9| 861,4| 3158 | 348,5| 1782
SEM 161,5 98,0 211,4| 151,1| 385,2| 141,2| 1559 79,7
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1753,9 | 2149,4 | 2222,6 | 2061,5 | 2619,8 | 1504,7 | 1703,1 | 1171,0
Stabw 228,7| 330,2| 284,2| 450,4| 564,9| 333,9| 549,0| 202,1
SEM 102,3 | 147,7| 127,1| 201,4| 252,6 | 149,3| 2455 90,4
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Tabelle 20

Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

1251_1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 686,97 | 1812,8 | 3616,25 | 9209,07 | 3042,15 | 2280,9 | 1846,73 | 2549,95
Stabw 239,62 | 265,49 | 331,15|1093,62| 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 2,6nmol

Mittelwert 1118,4 | 1362,3 | 3689,24 | 6508,74 | 4005,9 | 2420,08 | 1605,98 | 4730,53
Stabw 421,49 | 347,95| 293,95|4140,95| 824,38 | 479,09 | 265,08 | 1515,57
SEM 188,50 | 155,61 | 131,46 |1851,89| 368,67 | 214,26 | 118,55| 677,78
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1049,3 | 1222,46 | 4147,06 | 8931,42 | 4012,54 | 1866,4 | 1299,42 | 3151,5
Stabw 189,22 | 618,25| 629,30 | 4842,43 | 1151,05 | 619,75 | 282,56 | 1819,75
SEM 84,62 | 276,49 | 281,43 |2165,60| 514,77 | 277,16 | 126,37 | 813,82
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Tabelle 21 '#I-lodidaufnhame in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VI und VII. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abhangigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation
Mittelwert der Versuchsreihe VI | 1599,98 | 2124,65 | 2293,83 | 1948,08 | 2099,05 | 1602,30 | 1982,35 | 1467,15
Mittelwert der Versuchsreihe VIl | 686,97 | 1812,80 | 3616,25 | 9209,07 | 3042,15 | 2280,90 | 1846,73 | 2549,95

Mittelwert aus VI und VII 1143,48 | 1968,73 | 2955,04 | 5578,58 | 2570,60 | 1941,60 | 1914,54 | 2008,55
Lykopin 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe VI | 1843,24 | 2127,28 | 2031,86 | 1860,10 | 2647,80 | 1190,18 | 1404,74 | 869,58
Mittelwert der Versuchsreihe VII | 1118,40 | 1362,34 | 3689,24 | 6508,74 | 4005,90 | 2420,08 | 1605,98 | 4730,53
Mittelwert aus VI und VII 1480,82 | 1744,81 | 2860,55 | 4184,42 | 3326,85 | 1805,13 | 1505,36 | 2800,05
Lykopin Placebo 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe VI | 1753,94 | 2149,40 | 2222,62 | 2061,50 | 2619,82 | 1504,66 | 1703,08 | 1171,00
Mittelwert der Versuchsreihe VIl | 1049,30 | 1222,46 | 4147,06 | 8931,42 | 4012,54 | 1866,40 | 1299,42 | 3151,50

Mittelwert aus VI und VII 1401,62 | 1685,93 | 3184,84 | 5496,46 | 3316,18 | 1685,53 | 1501,25 | 2161,25
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Tabelle 22 °H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 3205,03 | 556,65 | 495,23 | 793,38 | 837,28 | 1543,60 | 2213,03 | 1945,68
Stabw 533,8| 196,4 362,0 546,7 135,1 109,6 527,7 700,5
SEM 266,9 98,2 181,0 273,4 67,6 54,8 263,9 350,2
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 4886,08 | 999,84 | 805,18 | 1316,16 | 1309,60 | 1751,18 | 2311,86 | 2519,00
Stabw 2193,7| 3934 787,4 292,4 621,7 614,2 597,5| 1013,0
SEM 981,1| 175,9 352,1 130,7 278,0 2747 267,2 453,0
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 4359,74 | 801,04 | 1633,50 | 1249,02 | 1991,08 | 1219,04 | 1875,28 | 1398,12
Stabw 1617,8 | 457,8 979,3 262,0 | 1093,9 307,7 672,6 874,4
SEM 723,5| 204,7 4379 117,2 489,2 137,6 300,8 391,0
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Tabelle 23

Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

1251_1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 2607,38 | 3047,00 | 6040,93 | 2871,95 | 3949,95 | 2513,45 | 2470,50 | 2263,58
Stabw 468,9 212,4| 1400,9 | 1982,9 1444 322,5| 1365,6 475,9
SEM 234,5 106,2 700,5 991,4 72,2 161,2 682,8 238,0
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 2973,68 | 2870,48 | 5941,60 | 3745,36 | 6654,40 | 2873,96 | 2889,38 | 2067,42
Stabw 825,4 457,8 | 1365,4| 11499 | 1813,6 578,3 582,7 659,2
SEM 369,1 204,7 610,6 514,2 811,1 258,6 260,6 294.8
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 2858,42 | 2888,26 | 6515,74 | 4223,34 | 6032,00 | 2145,78 | 2584,22 | 1528,68
Stabw 485,3 94,3 785,8 | 1383,7 | 1063,1 423,7 734,1 417,0
SEM 217,1 42,2 351,4 618,8 475,5 189,5 328,3 186,5
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Tabelle 24

Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 1319,23 | 2792,78 | 3982,03 | 1503,70 | 6417,83 | 5035,95 | 5131,00 | 1079,03
Stabw 98,62 | 545,59 |1824,93| 138,51 | 614,17 |1294,86| 768,00 | 482,09
SEM 49,31 | 272,80 | 912,47 69,25 | 307,08 | 647,43 | 384,00 | 241,05
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 1423,38 | 2964,98 | 838,62 | 1708,64 | 7063,76 | 5903,12 | 5227,48 | 1112,32
Stabw 953,11 | 480,06 | 126,22 | 566,86 | 1170,23 | 2398,08 | 1669,48 | 509,31
SEM 426,24 | 214,69 56,45| 253,51 | 523,34 |1072,46 | 746,61 | 227,77
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1648,02 | 3290,4| 801,88 | 1532,5|5346,52 | 4581,08 | 4498,78 | 750,56
Stabw 257,38 | 476,51 | 106,55| 216,15 |1093,66 | 1197,02 | 1500,15 | 397,21
SEM 115,10 | 213,10 47,65 96,66 | 489,10 | 535,32 | 670,89 | 177,64
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Tabelle 25 '#I-lodidaufnhame in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VI a und VII a. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abhangigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation
Mittelwert der Versuchsreihe VI a | 2607,38 | 3047,00 | 6040,93 | 2871,95 | 3949,95 | 2513,45 | 2470,50 | 2263,58
Mittelwert der Versuchsreihe VIl a | 1319,23 | 2792,78 | 3982,03 | 1503,70 | 6417,83 | 5035,95 | 5131,00 | 1079,03

Mittelwert aus VI a und VII a 1963,30 | 2919,89 | 5011,48 | 2187,33 | 5183,39 | 3774,70 | 3800,75 | 1671,30
Lykopin 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe VI a | 2973,68 | 2870,48 | 5941,60 | 3745,36 | 6654,40 | 2873,96 | 2889,38 | 2067,42
Mittelwert der Versuchsreihe VIl a | 1423,38 | 2964,98 | 838,62 | 1708,64 | 7063,76 | 5903,12 | 5227,48 | 1112,32
Mittelwert aus VI a und VIl a 2198,53 | 2917,73 | 3390,11 | 2727,00 | 6859,08 | 4388,54 | 4058,43 | 1589,87
Lykopin Placebo 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe VI a | 2858,42 | 2888,26 | 6515,74 | 4223,34 | 6032,00 | 2145,78 | 2584,22 | 1528,68
Mittelwert der Versuchsreihe VIl a | 1648,02 | 3290,4| 801,88 | 1532,5|5346,52 | 4581,08 | 4498,78 | 750,56

Mittelwert aus VI a und VIl a 2253,22 | 3089,33 | 3658,81 | 2877,92 | 5689,26 | 3363,43 | 3541,50 | 1139,62
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Tabelle 26

Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

1251_1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation

Mittelwert 2552,78 | 3298,53 | 6100,00 | 3862,50 | 4157,88 | 2796,08 | 3302,05 | 2323,25

Stabw 326,0 383,9 | 1622,2 838,7 283,3 260,9 657,9 542,8

SEM 163,0 192,0 811,1 4194 141,7 130,5 329,0 2714

Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 2802,54 | 3026,28 | 6198,58 | 4411,78 | 6823,48 | 3197,40 | 3302,62 | 2196,90

Stabw 838,1 490,1 | 1140,0| 1168,6 | 1810,2 614,1 546,9 678,9

SEM 374,8 219,2 509,8 522,6 809,6 274,6 244.6 303,6

.

Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 2555,84 | 3147,46 | 7162,44 | 4771,18 | 6231,46 | 2311,42 | 2973,96 | 1507,10

Stabw 233,1 72,4 619,4| 1133,4| 1187,8 462,9 861,6 360,8

SEM 104,3 32,4 277,0 506,9 531,2 207,0 385,3 161,4
. .
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Tabelle 27 !?l-lodidaufnahme

Standardabweichung und SEM bei n=4 (ohne weitere Stimulation) und n=5 (mit weiterer Stimulation). Die mit ¢

in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

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

Mittelwert 1012,68 | 2781,53 | 5630,08 | 4801,8 | 6686,78 | 1842,83 | 1126,83 | 1522,93
Stabw 70,58 | 752,11 | 1161,89 | 1309,27 | 646,37 | 904,67 | 150,26 | 113,77
SEM 35,29 | 376,06 | 580,95| 654,63 | 323,19 | 452,34 75,13 56,89
Lykopin 2,6nmol

Mittelwert 1767,24 | 2989,28 | 8653,34 | 7269,18 | 7044,66 | 2352,02 | 1163,50 | 1753,14
Stabw 519,18 | 487,05 | 1243,63 | 1873,51 | 1207,88 | 1104,33 | 250,25 | 632,35
SEM 232,18 | 217,81 | 556,17 | 837,86 | 540,18 | 493,87 | 111,91 | 282,80
Lykopin Placebo 2,6nmol

Mittelwert 1646,80 | 3298,62 | 9195,20 | 8933,54 | 8504,68 | 2148,24 | 1062,10 | 1561,30
Stabw 207,21 | 44351 | 875,74 |3726,21 | 2285,27 | 1325,94 | 114,76 | 197,64
SEM 92,67 | 198,35 | 391,64 |1666,41 | 1022,01 | 592,98 51,32 88,39
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Tabelle 28 '®I-lodidaufnhame in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VI a und VII a. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abhangigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 16h 24h 30h 40h 48h 54h

ohne Stimulation
Mittelwert der Versuchsreihe VI a | 2552,78 | 3298,53 | 6100,00 | 3862,50 | 4157,88 | 2796,08 | 3302,05 | 2323,25
Mittelwert der Versuchsreihe VIl a | 1012,68 | 2781,53 | 5630,08 | 4801,8 | 6686,78 | 1842,83 | 1126,83 | 1522,93

Mittelwert aus VI a und VII a 1782,73 | 3040,03 | 5865,04 | 4332,15 | 5422,33 | 2319,45 | 2214,44 | 1923,09
Lykopin 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe VI a | 2802,54 | 3026,28 | 6198,58 | 4411,78 | 6823,48 | 3197,40 | 3302,62 | 2196,90
Mittelwert der Versuchsreihe VIl a | 1767,24 | 2989,28 | 8653,34 | 7269,18 | 7044,66 | 2352,02 | 1163,50 | 1753,14
Mittelwert aus VI a und VIl a 2284,89 | 3007,78 | 7425,96 | 5840,48 | 6934,07 | 2774,71 | 2233,06 | 1975,02
Lykopin Placebo 2,6nmol
Mittelwert der Versuchsreihe VI a | 2555,84 | 3147,46 | 7162,44 | 4771,18 | 6231,46 | 2311,42 | 2973,96 | 1507,10
Mittelwert der Versuchsreihe VIl a | 1646,80 | 3298,62 | 9195,20 | 8933,54 | 8504,68 | 2148,24 | 1062,10 | 1561,30

Mittelwert aus VI a und VIl a 2101,32 | 3223,04 | 8178,82 | 6852,36 | 7368,07 | 2229,83 | 2018,03 | 1534,20
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Tabelle 29 *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 6h 8h 10h 24h

Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 1176,85 | 1608,58 | 2213,33|1941,00 | 8478,75| 24847,73

Stabw 221,28 622,18 47,21 | 844,29 | 2714,19 4499,63

SEM 110,64 311,09 23,60 | 422,14 | 1357,09 2249,82

Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1287,45 | 1998,75| 3594,85|3043,90 | 9177,15 9767,10

Stabw 233,64 320,15 581,56 | 1395,99 | 1958,58 1252,26

SEM 116,82 160,08 290,78 | 697,99 979,29 626,13
¢ ¢

Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 857,28 | 1119,30| 1024,28 | 1484,98 | 4593,20| 11201,98

Stabw 74,02 183,09 301,03 | 337,43 686,38 2643,65

SEM 37,01 91,55 150,51 | 168,72 343,19 1321,83

Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1073,00 898,33 | 1855,13 | 2089,28 | 4793,88 3991,48

Stabw 261,27 129,26 322,70 | 419,81 853,20 1159,40

SEM 130,64 64,63 161,35 | 209,91 426,60 579,70
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Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

4731,50
5835,71
2917,86

999,78
305,82
152,91

4214,68
1151,08
275,43

13164,85
8024,58
4012,29

7664,90
4090,47
2045,24

1104,58
309,42
154,62

8547,50
1171,34
3384,84

12941,38
9731,57
4865,79

6122,25
983,83
491,91

969,15
266,81
133,40

12283,78
1241,74
2900,22

6708,63
1643,73
821,86

4347,63
4208,78
2104,39

1666,23
366,76
183,39

8276,60
2683,51
1602,18

8569,85
2115,55
1057,77

14651,25
2715,82
1357,91

850,85
120,31
60,16

14102,93
172,95
725,68

17204,45
5868,54
2934,27

¢

21940,45
2135,65
1067,83

363,10
80,83
40,41

7775,65
1030,25
2052,13

25106,30
2089,07
1044,53




Tabelle 30 °H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 18h 24h
Vit.A-frei mit Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 173,48 | 830,35 | 442,85 | 872,75
Stabw 145,09 | 401,61 | 298,30 | 433,72
SEM 72,54 | 200,81 | 149,15 | 216,86
Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 479,65 | 1062,65 | 396,48 | 780,98
Stabw 307,33 | 323,09 | 278,32 | 490,51
SEM 153,67 | 161,55 | 139,16 | 245,26
Vit.A-frei ohne Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 499,03 | 1295,20 | 516,03 | 505,35
Stabw 173,43 | 1246,23 | 284,85 | 199,29
SEM 86,72 | 623,12 | 142,43 | 99,65
Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 290,30 | 539,00 | 501,20 | 305,43
Stabw 217,15 | 156,32 | 441,34 | 229,24
SEM 108,58 78,16 | 220,67 | 114,62
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Vit.A-haltig mit Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

712,60
525,51
262,75

937,45
140,20
70,10

1182,88
363,83
181,92

1115,85
538,56
269,28

2787,20
532,41
266,21

1412,80
720,73
360,36

1532,58
338,07
169,03

1150,58
353,54
176,77

353,68
184,78
92,39

435,15
249,14
124,57

802,60
412,35
206,17

874,63
485,88
242,94

790,70
139,59
69,79

836,83
532,41
266,21

715,08
432,98
216,49

474,98
364,06
182,03
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Tabelle 31 °H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte,
Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 8h 12h 24h
Vit.A-frei mit Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 522,40 | 1692,23 | 444,00| 503,38 | 911,93
Stabw 22756 | 444,00| 222,71 | 125,46 | 142,24
SEM 113,78 | 222,00 111,36 62,73 71,12
Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 623,70 | 1738,08 | 327,23 | 577,60 | 1246,93
Stabw 203,65 | 180,37 | 249,52 | 127,13 | 532,61
SEM 101,82 90,19 | 124,76 63,57 | 266,30
Vit.A-frei ohne Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 489,28 | 558,23 | 516,23 | 432,48 | 1037,93
Stabw 340,60 | 227,85| 123,70 | 198,69 | 466,42
SEM 170,30 | 113,93 61,85 99,34 | 233,21
Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 613,43 | 428,43 | 408,08 | 318,73 |1229,28
Stabw 278,91 | 41490| 109,07 | 142,80| 412,32
SEM 139,46 | 207,45 54,54 71,40 | 206,16
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Vit.A-haltig mit Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

1019,80
293,36
146,68

1018,98
257,43
128,71

1390,23
329,36
164,68

1644,68
504,13
252,06

50,88
125,46
62,73

577,60
127,13
63,57

765,10
274,79
137,39

705,43
230,41
115,20

3061,53
618,82
309,41

3246,50
918,57
459,28

636,23
112,47
56,23

662,80
145,97
72,98

911,93
142,24
71,12

1246,93
532,61
266,30

446,35
109,48
54,74

549,88
212,04
106,02

1077,18
166,15
83,05

1327,65
331,68
165,84

1677,30
87,77
43,69

2035,88
420,10
210,05
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Tabelle 32 *H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VIII, IX und X. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 24h
NCTC-Medium —Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 1176,85 1608,58 24847.73
Mittelwert der Versuchsreihe IX 173,48 830,35 872,75
Mittelwert der Versuchsreihe X 522,40 1692,23 911,93
Mittelwert aus VIII, IX und X 624,24 1377,05 8877.,47
TSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 1287,45 1998,75 9767,10
Mittelwert der Versuchsreihe IX 479,65 1062,70 780,98
Mittelwert der Versuchsreihe X 623,70 1738,08 1246,93
Mittelwert aus VIII, IX und X 796,93 1599,84 3931,67
NCTC-Medium -Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 857,28 1119,30 11201,98
Mittelwert der Versuchsreihe IX 499,03 1295,20 505,35
Mittelwert der Versuchsreihe X 489,28 516,23 446,35
Mittelwert aus VIII, IX und X 621,20 976,91 4051,23

TSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Mittelwert der Versuchsreihe VIlII
Mittelwert der Versuchsreihe IX
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X

1073,00
290,30
613,43

658,91

898,33
539,00
408,08

615,14

3991,48
305,43
549,88

1615,60
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Tabelle 32a °*H-Thymidinaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VIII, IX und X. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 24h
NCTC-Medium +Vit. A

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 4731,50 7664,90 21940,45
Mittelwert der Versuchsreihe IX 712,58 2787,20 790,70
Mittelwert der Versuchsreihe X 1019,80 503,38 1077,18
Mittelwert aus VIII, IX und X 2154,63 3651,83 7936,11
TSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 12587,98 7558,23 30765,58
Mittelwert der Versuchsreihe IX 937,45 1412,80 836,83
Mittelwert der Versuchsreihe X 1018,98 577,60 1327,65
Mittelwert aus VIII, IX und X 4848,14 3182,88 10976,69
NCTC-Medium +Vit. A

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 4214,68 8547,50 7775,65
Mittelwert der Versuchsreihe IX 1182,88 1532,58 715,08
Mittelwert der Versuchsreihe X 1581,75 2257.,85 3152,95
Mittelwert aus VIII, IX und X 2326,44 4112.,64 3881,23
TSH 0,26mU,+Vit.A,-Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 13164,85 12941,38 25106,30
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Mittelwert der Versuchsreihe X
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X

1115,85
1670,90

5317,20

1150,58
2550,93

5547,63

474,98
3563,90

9715,06
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Tabelle 33

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 6h 8h 10h 24h
Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 2364,08 | 2642,90 | 4212,78 | 5662,98 | 2988,08 | 703,40
Stabw 368,12 | 339,76 | 1839,15 | 464,33 | 1972,57 | 485,28
SEM 184,06 | 169,88 | 919,57 | 232,16 986,29 | 242,64
Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 2387,08 | 2731,80 | 3459,15 | 6965,68 | 3308,15| 555,20
Stabw 260,37 | 584,23 | 535,76 | 1824,92 | 2309,57 | 557,82
SEM 130,18 | 292,11 | 267,88 | 912,46 | 1154,79| 278,91
Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 3318,75 | 3368,43 | 6331,38 | 6510,50 | 3391,285 | 1601,23
Stabw 1998,14 | 727,54 | 2963,94 | 602,68 | 2193,43| 939,78
SEM 999,07 | 363,77 |1481,97 | 301,34 | 1096,72| 469,89
Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 4899,53 | 4262,58 | 6156,48 | 5690,65 | 3022,03 | 2116,55
Stabw 728,03 | 518,36 | 1125,98 | 786,38 | 1921,68 | 1429,48
SEM 364,02 | 259,18 | 562,99 | 393,19 960,84 | 714,74
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Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

1432,98
1178,09
589,05

999,78
305,82
152,91

4507,78
887,21
443,61

7638,58
7940,89
3970,45

1384,10
616,34
308,17

1104,58
309,24
154,62

3274,08
977,15
488,57

3085,90
460,13
230,07

812,88
58,29
29,15

969,15
266,81
133,40

3766,35
902,31
451,16

3550,78
1475,13
737,56

1046,15
742,73
371,37

1666,23
366,78
183,39

3116,90
1719,96
859,98

2225,00
1164,42
582,21

837,15
64,08
32,04

850,85
120,31
60,16

2582,08
182,31
91,15

2910,08
536,03
268,01

550,15
353,16
176,58

363,10
80,83
40,41

402,63
290,42
145,21

1228,88
613,12
306,56
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Tabelle 34

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 18h 24h
Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 1958,68 | 4297,40 | 2647,93 | 4892,48
Stabw 549,92 | 317,46 | 225,70 | 463,44
SEM 27496 | 158,73 | 112,85| 231,72
Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 2221,53 | 4314,90 | 2397,63 | 4809,93
Stabw 299,86 | 505,64 93,02 | 134,49
SEM 124,77 | 103,00 90,29 83,90
Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 2891,48 | 4035,40 | 3079,68 | 4860,58
Stabw 110,73 | 813,65| 303,03 | 632,72
SEM 55,37 | 406,82 | 151,51 | 316,36
Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 2768,18 | 4417,50 | 3088,55 | 4798,70
Stabw 249,55| 206,00 | 180,58 | 167,81
SEM 124,77 | 103,00 90,29 83,90
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Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

2704,13
801,31
400,65

2504,2
85,21
42,61

3171,93
297,17
148,58

3205,7
148,64
74,32

5188,48
459,48
229,74

4377,4
498,79
249,39

5655,18
895,32
447,66

4960,7
453,05
226,53

2498,35
223,09
111,54

2536,2
178,99
89,49

3259,28
272,55
136,27

3385,5
210,39
105,20

4652,05
385,62
192,81

4671,4
434,64
217,32

4994,78
294,72
147,36

4688,9
553,71
276,85
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Tabelle 35

1251 1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 8h 12h 24h
Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 1410,53 | 2716,58 | 3161,53 | 1782,35 | 2676,45
Stabw 296,21 | 165,41 98,01 | 185,76 | 381,28
SEM 111,96 62,52 37,04 70,21 ( 144,11
Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1480,70 | 2271,85 | 2969,90 | 1800,08 | 2549,25
Stabw 326,21 | 183,83 | 112,51 | 130,80| 481,96
SEM 163,11 91,91 56,26 65,40 | 240,98
Vit.A-frei

ohne Stimulation

Mittelwert 1612,73 | 2747,95 | 1329,10 | 2278,88 | 2495,55
Stabw 1075,43 | 201,47 | 115,36 | 319,48 | 381,37
SEM 537,72 | 100,73 57,68 | 159,74 | 190,68
Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1865,60 | 1801,83 | 1376,08 | 2229,50 | 2611,90
Stabw 151,40 | 1239,62 88,50 | 420,16 | 302,09
SEM 75,70 | 619,81 4425 | 210,08 | 151,05
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Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig

ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

1476,10
185,70
92,85

1553,53
80,01
40,00

2312,98
404,74
202,37

2190,58
271,52
135,76

3415,85
2149,81
1074,90

2410,73
308,70
154,35

2745,80
366,77
183,38

2923,68
364,97
182,48

3447,60
402,00
201,00

3717,95
422,99
211,50

1482,93
165,68
82,84

1512,73
115,96
57,98

2074,45
119,42
59,71

2346,70
515,56
257,78

2479,90
238,14
119,07

2615,93
419,22
209,61

2943,03
563,53
281,77

3450,10
325,15
162,57

2849,75
238,42
119,21

3291,50
520,73
260,36
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Tabelle 36 *?°|-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefihrt werden die Mittelwerte, der
Versuchsreihen VIII, IX und X. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 24h
NCTC-Medium —Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 2364,08 2642.,90 703,40
Mittelwert der Versuchsreihe IX 1958,68 4297.,40 4892.48
Mittelwert der Versuchsreihe X 1410,53 2716,58 2676,45
Mittelwert aus VIII, IX und X 1911,10 3218,96 2757.,44
TSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 2387,08 2731,80 555,20
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2221,53 4314,90 4809,93
Mittelwert der Versuchsreihe X 1480,70 2271,85 2549,25
Mittelwert aus VIII, IX und X 2029,77 3106,18 2638,13
NCTC-Medium -Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 3318,75 3368,43 1601,23
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2891,48 4035,40 4860,58
Mittelwert der Versuchsreihe X 1612,73 2747,95 249555
Mittelwert aus VIII, IX und X 2607,65 3383,93 2985,79

TSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Mittelwert der Versuchsreihe VIlII
Mittelwert der Versuchsreihe IX
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X

4899,53
2768,18
1865,60

3177,77

4262,58
4417,50
1801,83

3493,97

2116,55
4798,70
2611,90

3175,72

Tabelle 36a '*I-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in dpm. Aufgefilhrt werden die Mittelwerte, der

Versuchsreihen VIII, IX und X. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 24h
NCTC-Medium +Vit. A

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 1432,98 1384,10 550,15
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2704,13 5188,48 4652,05
Mittelwert der Versuchsreihe X 1476,10 3415,85 2943,03
Mittelwert aus VIII, IX und X 1871,07 3329,48 2715,08
TSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 999,78 1104,58 363,10
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2504,23 4377,38 4671,38
Mittelwert der Versuchsreihe X 1553,53 2410,73 3450,15
Mittelwert aus VIII, IX und X 1685,85 2630,90 2828,21
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NCTC-Medium +Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII
Mittelwert der Versuchsreihe IX
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X
TSH 0,26mU,-+Vit.A,-Cipro
Mittelwert der Versuchsreihe VIlII
Mittelwert der Versuchsreihe IX
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X

4507,78
3171,93
1581,75

3087,15
7638,58
3205,73
1670,90

4171,74

3274,08
5655,18
2257,85

3729,04
3085,90
4960,73
2550,93

3532,52

402,63
4994,78
3152,95

2850,12
1228,88
4688,90
3563,90

3160,56

147



Tabelle 37

1251_1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 6h 8h 10h 24h

Vit.A-frei mit Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 2273,55 | 2837,95|4752,28 | 7262,20 | 2558,50 | 1247,95

Stabw 360,73 448,33 | 1842,32 | 2004,68 | 792,74 | 822,76

SEM 180,36 224,17 | 921,16 | 1002,34 | 396,37 | 411,38

Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1639,50 | 2935,30 | 3748,88 | 6905,90 | 2036,18 | 1030,45

Stabw 820,60 596,41 | 516,63 |1106,80| 744,80| 665,52

SEM 410,30 298,20 | 258,32 | 553,40 | 372,40| 332,76
¢

Vit.A-frei ohne Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 3616,98 | 4326,28 | 7374,28 | 7509,00 | 3447,58 | 2483,73

Stabw 2181,38 425,08 | 3052,55 | 556,06 | 2280,42 | 1524,50

SEM 1090,69 212,54 | 1526,28 | 278,03 | 1140,21| 762,25

Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 5312,85| 4778,03|7135,98 | 6124,60 | 3809,88 | 2117,13

Stabw 797,89 848,68 | 1390,86 | 719,20 | 2660,49 | 1360,97

SEM 398,95 424,34 | 695,43 | 359,60 |1330,25| 680,48
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Vit.A-haltig mit Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

11494,60
20676,44
10338,22

1437,95
360,24
180,12

5936,85
1151,08
575,54

10593,58
11123,09
5561,54

1904,05
773,22
386,61

1681,85
320,05
160,03

4693,675
1171,34
585,67

4682,98
728,04
364,02

1206,20
83,82
41,91

1411,40
269,86
134,93

5901,85
1241,74
620,87

5052,95
2013,47
1006,74

1641,48
1138,54
569,27

2532,88
759,39
379,70

5402,15
2683,51
1341,75

3245,60
1674,82
837,41

3801,83
2466,46
1233,23

3531,48
2170,10
1085,05

1290,00
172,95
86,47

1218,98
192,71
96,35

872,00
115,66
57,83

850,15
568,46
284,23

2590,85
1030,25
515,13

1811,68
751,68
375,84
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Tabelle 38

1251_1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 18h 24h
Vit.A-frei mit Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 2656,08 | 2987,85 | 4855,48 | 4899,98
Stabw 318,13 | 192,18 | 210,74 | 298,51
SEM 159,06 96,09 | 105,37 | 149,26
Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 2240,48 | 3114,30 | 4659,78 | 4825,50
Stabw 288,27 24,09 | 527,33 | 218,56
SEM 144,14 12,05 | 263,66 | 109,28
Vit.A-frei ohne Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 2220,53 | 3554,88 | 4900,03 | 4941,80
Stabw 146,81 | 122,78 | 242,48 | 604,68
SEM 73,41 61,39 | 121,24 | 302,34
Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 2422,08 | 3444,95 | 5256,53 | 5057,85
Stabw 151,06 | 232,20 | 136,68 | 323,05
SEM 75,53 | 116,10 68,34 | 161,53
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Vit.A-haltig mit Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

2709,28
226,55
113,27

2587,13
85,57
42,79

2694,63
303,73
151,87

2667,55
211,84
105,92

3650,85
533,38
266,69

3379,70
170,16
85,08

3830,95
211,83
105,91

3812,58
114,88
57,44

4917,73
458,06
229,03

4616,88
424,32
212,16

4515,93
35,03
17,52

4792,80
466,97
233,49

5136,60
242,55
121,27

5375,13
448,46
224,23

4774,95
354,01
177,01

5092,90
832,80
416,40
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Tabelle 39

1251_1odidaufnahme

in  Schweinethyreozyten,

gemessen

in cpm. Aufgefuhrt werden die Mittelwerte,

Standardabweichung und SEM bei n=4. Die mit ¢ gekennzeichneten Ergebnisse sind signifikant (p < 0,05) verschieden zur

Kontrolle (Thyreozyten ohne Stimulation).

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 8h 12h 24h

Vit.A-frei mit Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 1579,10 2441,35 | 2637,05 | 2961,98 | 2835,75

Stabw 319,13 78,16 | 337,12 | 337,37 | 436,75

SEM 159,57 39,08 | 168,56 | 168,68 | 218,38

Vit.A-frei mit Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1685,63 2077,25 | 2486,15 | 2848,53 | 2942,93

Stabw 341,63 239,53 | 373,80 | 571,01 | 289,04

SEM 170,81 119,76 | 186,90 | 285,51 | 144,52
¢

Vit.A-frei ohne Ciprobay

ohne Stimulation

Mittelwert 1554,38 2049,28 | 4042,45 | 2997,13 | 3762,55

Stabw 89,77 168,17 | 2916,59 | 313,51 | 506,49

SEM 44,88 84,08 | 1458,30 | 156,75 | 253,25

Vit.A-frei ohne Ciprobay

TSH 0,26mU

Mittelwert 1533,98 2101,30 | 2577,98 | 3198,85 | 4076,35

Stabw 76,43 188,57 | 325,49 | 347,96 | 385,27

SEM 38,22 94,29 | 162,75| 173,98 | 192,63
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Vit.A-haltig mit Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig mit Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
ohne Stimulation
Mittelwert

Stabw

SEM

Vit.A-haltig ohne Ciprobay
TSH 0,26mU

Mittelwert

Stabw

SEM

1705,30
215,39
107,69

1700,08
84,46
42,23

1581,75
139,42
69,71

1670,90
189,15
94,57

2468,43
392,49
196,25

2465,03
247,44
123,72

2257,85
123,83
61,92

2550,93
508,65
254,32

2704,78
230,50
115,25

2814,20
488,52
244,26

2945,90
257,76
128,88

2475,55
544,72
272,36

3357,13
554,18
277,09

3690,60
343,71
171,86

3531,73
108,56
54,28

3351,78
162,44
81,22

3757,03
451,35
225,67

4043,75
358,08
179,04

3152,95
182,66
91,33

3563,90
387,14
193,57
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Tabelle 40 '*°|-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte, der
Versuchsreihen VIII, IX und X. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 24h
NCTC-Medium -Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 2273,55 2837,95 1247,95
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2656,08 2987,85 4899,98
Mittelwert der Versuchsreihe X 1579,10 2441.35 2835,75
Mittelwert aus VIII, IX und X 2169,58 2755,72 2994,56
TSH 0,26mU,-Vit.A,+Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 1639,50 2935,30 1030,45
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2240,48 3114,30 4825,50
Mittelwert der Versuchsreihe X 1685,63 2077,25 2942 925
Mittelwert aus VIII, IX und X 1855,20 2708,95 2932,96
NCTC-Medium -Vit.A

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 3616,98 4326,28 2483,73
Mittelwert der Versuchsreihe IX 499,03 1295,20 505,35
Mittelwert der Versuchsreihe X 1554,38 2049,28 3762,55
Mittelwert aus VIII, IX und X 1890,13 2556,92 2250,54

TSH 0,26mU,-Vit.A,-Cipro
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Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 5312,85 4778,03 2117,13

Mittelwert der Versuchsreihe IX 2422.08 3443,95 5057,85
Mittelwert der Versuchsreihe X 1533,98 2101,30 4076,60
Mittelwert aus VIII, IX und X 3089,63 3441,09 3750,53

Tabelle 40a '*l-lodidaufnahme in Schweinethyreozyten, gemessen in cpm. Aufgefiihrt werden die Mittelwerte der
Versuchsreihen VIII, IX und X. Aus den Mittelwerten errechnet sich wiederum der Mittelwert in Abh&ngigkeit von den

Ubereinstimmenden Inkubationszeiten.

Zeit/ Stimulanzen 2h 4h 24h

NCTC-Medium +Vit. A

Mittelwert der Versuchsreihe VIlII 11494,60 1904,05 872,00
Mittelwert der Versuchsreihe IX 712,58 2787,20 790,70
Mittelwert der Versuchsreihe X 1705,3 2468,42 3757,02
Mittelwert aus VIII, IX und X 4637,49 2386,56 1806,57
TSH 0,26mU,+Vit.A,+Cipro

Mittelwert der Versuchsreihe VIII 1437,95 1681,85 850,15
Mittelwert der Versuchsreihe IX 2587,13 3379,70 5375,12
Mittelwert der Versuchsreihe X 1700,07 2465,02 4043,75
Mittelwert aus VIII, IX und X 1908,38 2508,86 3423,01

NCTC-Medium +Vit. A
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Mittelwert der Versuchsreihe VIlII
Mittelwert der Versuchsreihe IX
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X
TSH 0,26mU,-+Vit.A,-Cipro
Mittelwert der Versuchsreihe VIII
Mittelwert der Versuchsreihe IX
Mittelwert der Versuchsreihe X

Mittelwert aus VIII, IX und X

5936,85
1182,88
1581,75

2900,49
10593,58
2667,55
1670,90

4977,34

4693,68
1532,58
2257,85

2828,03
4682,98
3812,58
2550,93

3682,16

2590,85
715,08
3152,95

2152,96
1811,68
5092,90
3563,90

3489,49
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Lebenslauf

Name:
Geb. am:
Geburtsort:
Ehemann:
Kinder:

Eltern:

Geschwister:

Schulausbildung:

1974 - 1978
1978 — 1979
1979 - 1985
1992 — 1995

Berufsausbildung

1985 - 1986
1987 — 1990
27.06.1990
Berufstatigkeit
1990 - 1991
1991

Ute Sabine Maier, geb. Heringer
14. Februar 1968

Geislingen / Steige

Jorg Maier

Tim Luca Maier

Ingrid Heringer
Willi Heringer

Silke Plaimann, geb. Heringer

Grundschule in Remseck / Neckar
Hauptschule in Remseck / Neckar

Realschule in Remseck / Neckar

Abschluss: Mittlere Reife

Abitur am Kolping Kolleg in Stuttgart,
Abschluss mit der Allgemeinen Hochschulreife

Ausbildung zur Verwaltungsangestellten
Ausbildung zur Zahnarzthelferin bei
Dr. Spangenberg / Kornwestheim

Erhalt des Helferinnenbriefes

Fachangestellte fur arztliche und zahnarztliche
Abrechnung beim Landesamt flir Besoldung
und Versorgung in Stuttgart

Zahnarzthelferin bei ZA Marholt in
Ludwigsburg
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1992

1995 — 1996
2003 — 2004
2004

2004 — 2007
2007
Studium
1996 — 2003
21.03.1997
13.10.1999
24.06.2003
30.06.2003

Krankenhausaufenthalt und Rehabilitation
Zeitarbeit bei Dr. Stern in Ludwigsburg als
Fachangestellte fur zahnarztliche Abrechnung
Dr. Holzapfl, Poing, als Zahnarztin tatig

Dr. Lange, Minchen, als Zahnéarztin tatig,
Elternzeit

Zahnarztpraxis Bach, Baldham, tatig als

Zahnéarztin

Studium der Zahnmedizin an der
Eberhard-Karls-Universitat in Tubingen.
Naturwissenschatftliche Vorprifung
Zahnarztliche Vorpriufung

Zahnarztliche Prifung

Approbation als Zahnéarztin
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