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1 EINLEITUNG 

1.1 Schilddrüsenkarzinome im Allgemeinen  

1.1.1 Epidemiologie des Schilddrüsenkarzinoms 

 

Das Schilddrüsenkarzinom repräsentiert die häufigste maligne endokrine Neo-

plasie. Im Jahr 2014 erkrankten in Deutschland etwa 4280 Frauen und 1840 

Männer. Die Prognose für das Jahr 2018 ist steigend mit 4500 Neuerkrankun-

gen bei den Frauen und 2200 Neuerkrankungen bei den Männern. Frauen sind 

deutlich häufiger betroffen als Männer in einem Verhältnis von mehr als 2:1. 

Das mittlere Erkrankungsalter im Jahr 2014 betrug bei Frauen 51 Jahre und bei 

Männern 55 Jahre, wobei darauf hinzuweisen ist, dass die Erkrankung gerade 

bei Frauen auch schon in jungem Alter auftreten kann (Robert Koch-Institut, 

2017).  

Der American Thyroid Association (ATA) zufolge zeigt die Inzidenz des diffe-

renzierten Schilddrüsenkarzinoms einen stetigen Anstieg, während die Mortali-

tätsrate auffallend stabil auf einem niedrigen Niveau verbleibt. Derzeit stellt das 

Schilddrüsenkarzinom in den USA die fünfthäufigste Krebsdiagnose bei Frauen 

dar. Bis zum Jahre 2030 wird das differenzierte Schilddrüsenkarzinom laut 

Schätzungen der ATA bei Frauen die zweithäufigste und bei Männern die 

neunthäufigste Krebsdiagnose sein (Haugen, 2017).  

Die statistischen Erhebungen des Zentrums für Krebsregisterdaten des Robert 

Koch-Instituts bestätigen die Aussagen der ATA. In Deutschland haben im Zeit-

raum von 1999 bis 2014 die altersstandardisierten Erkrankungsraten für beide 

Geschlechter erheblich zugenommen (Robert Koch-Institut, 2017). Bei Frauen 

stieg die altersstandardisierte Erkrankungsrate deutlich steiler als bei Männern, 

insbesondere in den Jahren 2004 bis 2009. Von diesem Anstieg waren aus-

schließlich die prognostisch günstigen papillären Karzinome betroffen, die zu 

dem differenzierten Schilddrüsenkarzinom gezählt werden, sowie überwiegend 

junge Erwachsene. In ähnlichem Ausmaß ist dieser Trend auch in anderen 

Ländern zu beobachten. Am ehesten wird dieses Phänomen auf verbesserte 

Untersuchungsmethoden zurückgeführt, insbesondere den Einsatz der Sono-

graphie. Im Rahmen der Abklärung anderer Erkrankungen werden Schilddrü-
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senkarzinome häufig als Zufallsbefund diagnostiziert (Haugen et al., 2016). 

Dennoch kann die erhöhte Rate an Diagnosestellungen die steigende Inzidenz 

nicht vollständig erklären (Pellegriti, Frasca, Regalbuto, Squatrito, & Vigneri, 

2013). Die altersstandardisierten Sterberaten haben in geringem Maße abge-

nommen (Robert Koch-Institut, 2017). 

Insbesondere bei Frauen werden Schilddrüsenkarzinome in der Mehrzahl der 

Fälle (63%) in einem frühen Stadium (T1) entdeckt. Mit relativen 5-Jahres-

Überlebensraten von 94% bei Frauen und 87% bei Männern ist die Prognose 

sehr günstig. Eine Ausnahme bilden die anaplastischen Karzinome mit einer 5-

Jahres-Überlebensrate von nur 10% (Robert Koch-Institut, 2017). 

 

 

1.1.2 Risikofaktoren des Schilddrüsenkarzinoms 

 

Der einzige gesicherte, wenn auch selten auftretende, umweltbezogene Risiko-

faktor für das Auftreten eines Schilddrüsenkarzinoms ist die Exposition der 

Schilddrüse gegenüber ionisierender Strahlung. So ist das Risiko beispielswei-

se erhöht, wenn die Schilddrüse während einer Strahlentherapie im Strahlenfeld 

liegt. Auch die Aufnahme von geringen Aktivitäten 131Iod, wie nach dem Reak-

torunfall in Tschernobyl 1986, erhöht das Risiko an einem Schilddrüsenkarzi-

nom zu erkranken. Besonders bei Kindern ist Vorsicht geboten, da die Schild-

drüse in diesem Alter außerordentlich strahlenempfindlich ist (Robert Koch-

Institut, 2017). 

Weitere ernährungs- oder lebensstilbezogene Risikofaktoren und Umweltrisiken 

sind derzeit nicht sicher belegt. Außerdem ist noch nicht vollständig aufgeklärt 

warum Frauen häufiger betroffen sind als Männer (Robert Koch-Institut, 2017). 

Statisch fällt ein gehäuftes Auftreten von Schilddrüsenkarzinomen als Sekun-

därmalignom nach Mammakarzinomen und umgekehrt auf. Dies legt eine pa-

thogenetische Verbindung nahe. Studien weisen darauf hin, dass Östradiol die 

Tumorgenese und –progression von Schilddrüsenkarzinomen fördert. Außer-

dem scheinen Östrogene die Sekretion von Thyreotropin (TSH = Thyroid Stimu-

lating Hormone) zu fördern, welches bekanntermaßen ein Schilddrüsenwachs-
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tumsfaktor ist. Die Studienlage weist darauf hin, dass nach Mammakarzinomen 

vor allem papilläre Schilddrüsenkarzinome als Sekundärmalignome auftreten, 

wobei der Zeitraum von Menarche bis zur Menopause als besonders gefähr-

dend gilt (Nielsen et al., 2016). Sowohl beim Mamma- als auch beim Schilddrü-

senkarzinom fällt eine Korrelation von Fettleibigkeit mit einem erhöhten Erkran-

kungsrisiko auf (Nielsen et al., 2016). Dieses Phänomen kann ebenfalls über 

eine vermehrte Östrogensekretion erklärt werden, da Adipozyten das Enzym 

Aromatase exprimieren, welches eine Schlüsselrolle in der Östrogensynthese 

aus Androgenen einnimmt (Nelson & Bulun, 2001). 

Das seltene medulläre Schilddrüsenkarzinom tritt mit 85% am häufigsten spo-

radisch auf, ist jedoch in 15% der Fälle mit der autosomal dominant vererbten 

Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 2 (MEN 2) assoziiert (V. Tiedje, 2015). 

Auch beim papillären Schilddrüsenkarzinom wird eine genetische Komponente 

vermutet (Robert Koch-Institut, 2017). 

 

 

1.2 Schilddrüsenkarzinome mit Fokus auf das differenzierte Schilddrü-

senkarzinom 

 

Die bei Weitem häufigste Form des Schilddrüsenkarzinoms ist das differenzier-

te Schilddrüsenkarzinom zu dem das papilläre und das follikuläre Schilddrüsen-

karzinom zählen. Etwa 60-80% aller Schilddrüsenkarzinome entfallen auf das 

papilläre Schilddrüsenkarzinom und 10-15% auf das follikuläre Schilddrüsen-

karzinom. Die restlichen 10-15% teilen sich auf die übrigen histologischen Sub-

typen auf: dem medullären Schilddrüsenkarzinom, dem gering differenziertem 

Schilddrüsenkarzinom und dem undifferenzierten/ anaplastischen Schilddrü-

senkarzinom (Deutsche Gesellschaft für Allgemein- und Viszeralchirurgie, 

2012). 
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1.2.1 Diagnostik des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms 

 

Aufgrund des typischerweise jahrelang indolenten Charakters werden etwa die 

Hälfte der differenzierten Schilddrüsenkarzinome als reine Zufallsbefunde erho-

ben (Paschke et al., 2015). Zur systematischen Schilddrüsenknotendiagnostik 

gehören die klinische Untersuchung, die Sonographie und die Szintigraphie. 

Malignomsuspekte Merkmale eines Schilddrüsenknotens in der Sonographie 

sind unter anderem eine Größe >  4 cm, solide hypoechogene Anteile, unschar-

fe Begrenzungen, Mikrokalzifikationen, randständige Verkalkungen, eine Mor-

phologie, die höher als breit ist, sowie der Nachweis einer extrathyreoidalen 

Ausbreitung (Haugen et al., 2016; Tuttle et al., 2010). In der Schilddrüsen-

Szintigraphie kann ein sogenannter „kalter“ Knoten mit vermindertem oder feh-

lendem Stoffwechsel auf ein malignes Geschehen hinweisen. Allerdings sind 

nur 2% aller detektierten kalten Knoten tatsächlich maligne (Deutsche 

Gesellschaft für Endokrinologie, 2016). Darüber hinaus gehen fokale Aufnah-

men der Schilddrüse im Rahmen von 18F-FDG-PET/CT-Scans mit einem erhöh-

ten Malignitätsrisiko einher und erfordern eine weitere Abklärung (Treglia et al., 

2013). 

Im Falle eines malignitätssuspekten Befundes wird eine Feinnadelbiopsie 

durchgeführt, meist sonographiegesteuert. Sie ist die bedeutsamste Komponen-

te in der Diagnostik eines Schilddrüsenkarzinoms, da mithilfe der Zytopatholo-

gie die verlässlichste Aussage über die Dignität des Knotens getroffen werden 

kann. Sie dient als Grundlage für die Entscheidung über eine Thyreoidektomie. 

Diese wird abhängig vom sonographischen und palpatorischen Befund von  

einer zervikalen zentralen und gegebenenfalls auch lateralen Lymphknotenaus-

räumung begleitet (Rothmund, 2013). 

Nur selten weisen Indikatoren wie eine Tumorinfiltration des N. laryngeus recur-

rens mit persistierender Heiserkeit, Schluckstörungen, ein merkbares Tumor-

wachstum oder symptomatische zervikale Lymphknotenmetastasen auf ein be-

stehendes Schilddrüsenkarzinom hin (Paschke et al., 2015). Lymphknotenme-

tastasen treten vor allem beim papillären Schilddrüsenkarzinom auf, wohinge-
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gen das follikuläre Schilddrüsenkarzinom vorwiegend hämatogen metastasiert 

(Deutsche Gesellschaft für Allgemein- und Viszeralchirurgie, 2012). 

 

 

1.2.2 Prognosefaktoren des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms 

 

Zu den relevantesten Prognosefaktoren des differenzierten Schilddrüsenkarzi-

noms gehören epidemiologische Daten, die Primärtumorgröße, die Tumorhisto-

logie und das Vorliegen von Metastasen. 

Das Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist der wohl wichtigste 

Prognosefaktor bezüglich der Mortalität. Schilddrüsenkarzinome zeigen bei Pa-

tienten > 40 Jahren häufiger einen tödlichen Verlauf als in jüngeren Jahren. Die 

Mortalität steigt mit jeder folgenden Lebensdekade. Nach Vollendung des 60. 

Lebensjahres zeigt die Mortalitätsrate zudem einen dramatischen Sprung 

(Network, 2019). Männer erliegen mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 87% 

im Vergleich zu 94% bei Frauen häufiger dem Schilddrüsenkarzinom (Robert 

Koch-Institut, 2017). Die Rezidivrate ist am höchsten bei Patienten < 20 Jahren 

oder > 60 Jahren (Mazzaferri & Jhiang, 1994). 

Papilläre Mikrokarzinome sind definitionsgemäß kleiner als 1 cm und werden in 

der Regel inzidentell gefunden. Treten sie solitär auf, ist ihre Rezidivrate und 

krankheitsspezifische Mortalität verschwindend gering (Baudin et al., 1998). In 

20% der Fälle jedoch treten papilläre Mikrokarzinome multifokal auf und verur-

sachen in 60% zervikale Lymphknotenmetastasen (Sugino et al., 1998), was 

wiederum in Diskussion steht mit einem erhöhten Auftreten von Fernmetasta-

sen einherzugehen (Baudin et al., 1998). Sowohl papilläre als auch follikuläre 

Schilddrüsenkarzinome, die auf eine Größe von 1,5 cm und auf das Schilddrü-

sengewebe begrenzt sind, verursachen nur extrem selten Fernmetastasen. Im 

Vergleich zu Tumoren > 1,5 cm ist die Rezidivwahrscheinlichkeit bei Tumoren  

≤ 1,5 cm nur ein Drittel so hoch und die krankheitsspezifische Mortalität inner-

halb von 30 Jahren nur 0,4% gegenüber 7% (Mazzaferri & Jhiang, 1994). Die 

Gesamtprognose für papilläre und follikuläre Schilddrüsenkarzinome ist zuneh-

mend schlecht je größer die Primärtumorgröße (Brennan, Bergstralh, van 



Einleitung 
 

6 
 

Heerden, & McConahey, 1991). Es besteht ein annährend lineares Verhältnis 

zwischen der Primärtumorgröße und der Rezidivwahrscheinlichkeit sowie der 

krankheitsspezifischen Mortalität (Mazzaferri & Jhiang, 1994). 

Eine gut definierte Tumorkapsel, wie sie bei etwa 10% der papillären Schilddrü-

senkarzinome zu finden ist, stellt einen sehr günstigen Prognoseindikator dar. 

Eine schlechte Prognose hingegen wird im Falle eines papillären Schilddrüsen-

karzinoms mit einer anaplastischen Tumortransformation oder mit den großzel-

ligen, kolumnären und diffus sklerosierenden Varianten verbunden (Sherman, 

2003). Die follikuläre Variante des papillären Schilddrüsenkarzinoms weist ge-

genüber der konventionellen Variante keine beeinträchtigte Prognose auf 

(Tielens, Sherman, Hruban, & Ladenson, 1994). 

Follikuläre Schilddrüsenkarzinome sind typischerweise solitäre Knoten mit einer 

umgebenden Kapsel. Während eine Kapselinvasion als unbedrohlich angese-

hen wird, steht eine Angioinvasion für eine schlechte Prognose (van Heerden et 

al., 1992). Liegt keine Angioinvasion vor, wird die Wahrscheinlichkeit von Fern-

metastasen deutlich reduziert und damit auch die Mortalität (LiVolsi & Asa, 

1994). Eine Variante stellt der sogenannte Hürthle-Zell-Tumor dar, auch onko-

zytäres Schilddrüsenkarzinom genannt. Hürthle-Zell-Tumoren können aggressi-

ve Verläufe aufweisen, insbesondere bei Vorliegen einer Angioinvasion oder bei 

großen Tumoren und alten Patienten (Lopez-Penabad et al., 2003). Im Ver-

gleich zum papillären und follikulären Schilddrüsenkarzinom ist die Fähigkeit 
131Iod zu speichern in Hürthle-Zell-Tumoren vermindert. Dies gilt auch für pul-

monale Metastasen des Hürthle-Zell-Tumors, die in nur etwa 36% der Fälle 
131Iod speichern im Vergleich zu 64% bei Patienten, die an einem follikulären 

Schilddrüsenkarzinom leiden, und zu 60% bei Patienten, die an einem papillä-

ren Schilddrüsenkarzinom leiden (Samaan, Schultz, Haynie, & Ordonez, 1985). 

Fernmetastasen gelten als Haupttodesursache im Rahmen eines papillären 

oder follikulären Schilddrüsenkarzinoms. Beinahe 10% der vom papillären 

Schilddrüsenkarzinom Betroffenen und etwa 25% der vom follikulären Schild-

drüsenkarzinom Betroffenen entwickeln Fernmetastasen im Verlauf. Ungefähr 

50% dieser Metastasen liegen bereits bei Diagnosestellung vor (Mazzaferri, 

1993). Besonders stark prädispositioniert gegenüber Fernmetastasen sind Pati-
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enten mit einem Hürthle-Zell-Tumor oder solche > 40 Jahre (Ruegemer et al., 

1988; Samaan et al., 1985). Bei etwa 50% der Betroffenen sind die Fernmeta-

stasen auf die Lunge begrenzt und bei etwa 20% sind nur die Knochen betrof-

fen (Kim et al., 2018; Shaha, Shah, & Loree, 1997). Die Hauptprädikatoren für 

den Krankheitsverlauf bei Vorliegen von Fernmetastasen stellen das Patienten-

alter, der Metastasierungsort, die Fähigkeit 131Iod zu speichern und im Falle von 

Lungenmetastasen die Morphologie im Röntgen-Thorax dar (Ruegemer et al., 

1988). Etwa die Hälfte der Patienten mit pulmonalen Metastasen versterben 

innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung unabhängig von der Tu-

morhistologie (Mazzaferri, 1993). 

Die prognostische Bedeutung von regionalen Lymphknotenmetastasen wird 

kontrovers diskutiert. Einige Studien zeigen, dass es keinen Zusammenhang 

zwischen regionalen Lymphknotenmetastasen und der Rezidivrate oder der 

krankheitsspezifischen Mortalität gibt (Hay, Bergstralh, Goellner, Ebersold, & 

Grant, 1993; Shaha, Loree, & Shah, 1995). Andere Studien wiederum postulie-

ren das Gegenteil und zudem, dass Lymphknotenmetastasen mit dem Auftreten 

von Fernmetastasen korrelieren, insbesondere wenn bizervikale oder mediasti-

nale Lymphknotenmetastasen vorliegen oder wenn die Lymphknotenkapsel 

durchbrochen wird (Mazzaferri & Jhiang, 1994; Suh, Pak, Seok, & Kim, 2016). 

 

 

1.2.3 Therapie des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms 

 

Die Therapie des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms baut auf drei Säulen 

auf: der operativen Resektion, der adjuvanten Radioiodtherapie und der dauer-

haften Thyreotropin-Suppression.  

Es besteht Einigkeit darin, dass die perkutane Bestrahlung nach operativer The-

rapie im Allgemeinen keinen Stellenwert besitzt. Nur in bestimmten Fällen, wie 

bei lokal fortgeschrittenen Tumoren oder bei Patienten höheren Alters mit extra-

thyreoidaler Ausbreitung, wird der additive Einsatz im Bereich des Nackens, 

des Schilddrüsenbetts und lokoregional diskutiert, jedoch auch das äußerst 

kontrovers (Haugen et al., 2016). 
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Chemotherapeutika zeigen in der Therapie differenzierter Schilddrüsenkarzi-

nome nur geringes Ansprechen bei Überwiegen unerwünschter Nebenwirkun-

gen (Haugen & Sherman, 2013). Allenfalls bei progressiven Verläufen, die re-

fraktär auf die etablierten Standardtherapien reagieren, kann über den Einsatz 

von Doxorubicin nachgedacht werden (Haugen & Sherman, 2013). Jedoch ste-

hen bei vielen Patienten die schweren Nebenwirkungen wie Kardiomyopathie, 

Granulozytopenie mit begleitenden Infektionen, Übelkeit, Erbrechen, Infertilität 

und Alopezie dem Ausbleiben durchgreifender Erfolge gegenüber (Haugen & 

Sherman, 2013). Folglich bleibt eine Therapie mit Doxorubicin auf eine hochse-

lektive Patientengruppe begrenzt. 

 

 

1.2.3.1 Operative Therapie 

 

Die operative Therapie ist die primäre Therapieoption für Patienten mit einem 

differenzierten Schilddrüsenkarzinom. 

Das papilläre Schilddrüsenkarzinom wird mit einer Thyreoidektomie behandelt. 

Hauptargumente für diese Empfehlung sind die Häufigkeit multifokaler Tumor-

herde, das Risiko einer lymphangischen Ausbreitung und die Ermöglichung  

einer postoperativen Radioioddiagnostik und –therapie. Zudem wird in Abhän-

gigkeit von der Expertise des Operateurs eine zentrale Lymphknotenausräu-

mung durchgeführt, welche zu einem akkuraten Staging beiträgt. Bei klinisch 

fehlendem Hinweis auf Lymphknotenmetastasen (cN0) gibt es keine eindeutige 

Empfehlung für oder gegen eine prophylaktische zentrale Lymphknotenaus-

räumung. Vorteile einer zentralen Kompartmentdissektion sind das exakte his-

topathologische Staging, die Beseitigung häufiger Mikrolymphknotenmetasta-

sen und die höhere Wahrscheinlichkeit einer Normalisierung des Tumormarkers 

Thyreoglobulin (Deutsche Gesellschaft für Allgemein- und Viszeralchirurgie, 

2012). Nachteile sind der nicht gesicherte onkologische Vorteil und das höhere 

Komplikationsrisiko, wie zum Beispiel eine postoperative Hypokalzämie 

(Deutsche Gesellschaft für Allgemein- und Viszeralchirurgie, 2012). Eine latera-

le Kompartmentresektion wird nur bei präoperativem Metastasenverdacht oder              
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-nachweis durchgeführt (Deutsche Gesellschaft für Allgemein- und 

Viszeralchirurgie, 2012). 

Kontroverse besteht in der Behandlung des häufigen papillären Mikrokarzi-

noms, das definitionsgemäß eine Größe von 1 cm nicht überschreitet. Die 

Prognose des papillären Mikrokarzinoms der Schilddrüse ist hervorragend. Eine 

Thyreoidektomie bietet keinen Überlebensvorteil gegenüber einer Hemithy-

reoidektomie. Es wird sogar diskutiert, ob eine Beobachtung im Sinne einer  

„Active Surveillance“ ausreiche (Ito & Miyauchi, 2018). Nach einer Thy-

reoidektomie wird die Überwachung und Behandlung eines Rezidivs oder einer 

Metastasierung erleichtert, indem die Bestimmung des Tumormarkers Thyreo-

globulin (Cooper et al., 2009) und gegebenenfalls eine Diagnostik und Therapie 

mittels radioaktivem 131Iod zum Einsatz kommen (Reiners, Hanscheid, Luster, 

Lassmann, & Verburg, 2011). Diese Möglichkeiten sind nach Hemithy-

reoidektomie oder unter alleiniger Beobachtung nur eingeschränkt sinnvoll. 

Das Resektionsausmaß bei minimal-invasiven follikulären Schilddrüsen-

karzinomen, die zwei Drittel der follikulären Karzinome ausmachen, wird an-

hand der vorliegenden Knoten bestimmt. Bei klinisch und zytologisch nicht drin-

gend malignitätsverdächtigen Solitärknoten ist eine Thyreoidektomie nicht er-

forderlich. Intraoperativ wird ein Gefrierschnellschnitt durchgeführt, dessen 

Aussagekraft hinsichtlich der Abgrenzung gegenüber dem breit-invasiven folli-

kulären Schilddrüsenkarzinom, der follikulären Variante des papillären Schild-

drüsenkarzinoms und Adenomen nur begrenzt ist. Daher wird zur weiteren his-

tologischen Aufarbeitung postoperativ zusätzlich ein Paraffinschnitt des Resek-

tionspräparats durchgeführt. Im Falle einer Angioinvasion sollte innerhalb von 

vier Tagen eine Komplettierungsthyreoidektomie erfolgen (Deutsche 

Gesellschaft für Allgemein- und Viszeralchirurgie, 2012). 

Bei Vorliegen eines breit-invasiven follikulären Schilddrüsenkarzinoms wird eine 

Thyreoidektomie durchgeführt. Aufgrund der regelhaft nachgewiesenen Angio-

invasion liegt eine hämatogene Metastasierung nahe. Nicht selten wird die Er-

krankung über den Nachweis von Fernmetastasen diagnostiziert. Die Indikation 

zur Kompartmentresektion ist nur bei prä- oder intraoperativ nachgewiesener 
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Lymphknotenmetastasierung gegeben (Deutsche Gesellschaft für Allgemein- 

und Viszeralchirurgie, 2012). 

 

 

1.2.3.2 Adjuvante Radioiodtherapie 

 

Nach einer primär operativen Therapie kann zur Ablation von postoperativ ver-

bliebenem Schilddrüsengewebe eine adjuvante Radioiodtherapie erforderlich 

sein. Zur Maximierung der Radioiodaufnahme in die Schilddrüsenkarzinom-

zellen erfolgt zuvor eine Thyreotropin-Stimulation, die die Anzahl von Natrium-

Iodid-Symportern steigert. Dies wird entweder durch eine Schilddrüsenhormon-

karenz oder durch rekombinantes humanes Thyreotropin (rhTSH) erzielt. Das 

im Anschluss systemisch applizierte radioaktive 131Iod wird von gesunden und 

maligne transformierten Schilddrüsenzellen aufgenommen und führt durch radi-

oaktive Zerfallsprozesse zur selektiven Bestrahlung mit lokal begrenzter Zytoto-

xizität. Ebenso zählen jodaufnehmende Lokalrezidive, Lymphknoten- und 

Fernmetastasen, sowie inoperable oder nicht vollständig resizierbare Tumoren 

zu den Zielstrukturen. Die adjuvante Radioiodtherapie erfolgt sowohl in kurati-

ver als auch in palliativer Absicht (M. Dietlein, 2015).  

Erst durch die adjuvante Radioiodtherapie werden optimale Voraussetzungen 

für die Nachsorge geschaffen.  In der langfristigen onkologischen Überwachung 

dienen die Bestimmung des Serum-Thyreoglobulins als Tumormarker, die So-

nographie und die 131Iod-Ganzkörperszintigraphie der frühzeitigen Erkennung 

von iodspeichernden Rezidiven und Metastasen und damit der Minimierung der 

Mortalitätsrate (M. Dietlein, 2015). Prädiktive Faktoren für ein gutes Ansprechen 

des Tumors auf die Radioiodtherapie sind eine 131Iod-Aufnahme durch den Tu-

mor, junges Alter, eine gute histologische Differenzierung und eine geringe   

18F-FDG-Aufnahme (Haugen et al., 2016). 

Für die Bestimmung der zu applizierenden Aktivität an 131Iod zur initialen Radio-

iodtherapie wird ein Entscheidungskorridor zwischen 1 und 3,7 GBq empfohlen, 

der an die individuellen Gegebenheiten der Patienten anzupassen ist. Studien 

konnten zeigen, dass es bei initial niedrigen applizierten Aktivitäten gehäuft zur 
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Notwendigkeit einer zweiten Radioiodtherapie kommt (M. Dietlein, 2015; 

Verburg, 2014).  Außerdem profitieren Patienten, die primär mit einer hohen 

applizierten Aktivität behandelt wurden, von einem verbesserten Langzeitüber-

leben (Verburg et al., 2014). Die Radioiodtherapie erfolgt aus Gründen des 

Strahlenschutzes ausschließlich in einem stationären Behandlungskonzept 

(Bundesministerium für Umwelt, 2011). 

 

 

1.2.3.3 Thyreotropin-Suppression 

 

Die Thyreotropin-Suppression (TSH-Suppression) findet Anwendung in der ad-

juvanten Langzeitbehandlung differenzierter Schilddrüsenkarzinome. Es wird 

eine milde, latent hyperthyreote Stoffwechsellage mittels einer hochdosierten 

Schilddrüsenhormonsubstitution induziert, wodurch das Thyreotropin suppri-

miert wird und damit auch sein Potential das Wachstum von Schilddrüsenkarzi-

nomzellen zu fördern. Bei Hochrisikopatienten wird durch eine Thyreotropin-

Suppression eine Reduktion der Mortalität und der Progression von Metastasie-

rungen beobachtet (Diessl et al., 2012). Vergleichbare Vorteile können bei 

Niedrigrisikopatienten nicht beobachtet werden, weswegen hier ein weniger 

aggressives Regime empfohlen wird. Bei der Thyreotropin-Suppression muss 

ein Kompromiss gefunden werden zwischen den Risiken einer Krankheitspro-

gression und den Risiken einer langfristigen milden Hyperthyreose. Die Neben-

wirkungen werden vor allem durch kardiovaskuläre Komplikationen, die Ausbil-

dung einer Osteoporose mit Frakturneigung und ein thrombogenes Profil be-

stimmt. Studien zeigen jedoch, dass die Nebenwirkungen bei sachgerechter    

L-Thyroxin-Dosierung und sorgfältiger Überwachung begrenzt sind. Bei älteren 

Patienten und Patienten mit bekannter kardialer Erkrankung sollte die Thyre-

otropin-Suppression allerdings gänzlich vermieden werden (Pacini et al., 2006). 
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1.2.4 Radioiodrefraktäres differenziertes Schilddrüsenkarzinom 

 

Das differenzierte Schilddrüsenkarzinom weist zwar eine sehr günstige Progno-

se auf, dennoch gibt es Patienten, die refraktär auf die bereits etablierten The-

rapiemöglichkeiten der operativen Resektion, der Radioiodtherapie und der 

Thyreotropin-Suppression reagieren. Die Sterberate in Deutschland je 100.000 

Betroffener beträgt bei Männern 0,8 und bei Frauen 1,2 (Robert Koch-Institut, 

2017). Bei Vorliegen von Fernmetastasen sinkt die sonst hervorragende 10-

Jahres-Überlebensrate signifikant auf weniger als 15%, insbesondere wenn die 

Fernmetastasen keine Radioiodaufnahme zeigen. Nicht-radioiodsensible Fern-

metastasen liegen in etwa zwei Dritteln der Fälle vor. Auf molekularer Ebene 

wird dies durch einen Verlust des Natrium-Iodid-Symporters begründet 

(Spitzberg, 2016). Selbst wenn die Metastasen initial eine 131Iod-Aufnahme 

aufweisen, können nur etwa die Hälfte dieser mit wiederholten Radioiodanwen-

dungen geheilt werden (Haugen et al., 2016). 

Die American Thyroid Association (ATA) will der Entscheidungsfindung über 

den weiteren Therapieplan bei Vorliegen eines nicht-radioiodsensiblen differen-

zierten Schilddrüsenkarzinoms behilflich sein, indem sie die Möglichkeiten auf 

vier grundlegende Entscheidungen begrenzt (Haugen et al., 2016): 

1. Engmaschiges Monitoring alle 3-12 Monate unter Thyreotropin-

Suppression 

2. Lokale Therapie (z.B. Resektion, Bestrahlung, Thermoablation)  

3. Systemische Therapie (z.B. Kinase-Inhibitoren) 

4. Angebot zur Teilnahme an einer klinischen Studie 

Durch das verbesserte Verständnis zentraler Signaltransduktionswege und der 

Identifizierung potentieller Zielmoleküle konnten in den letzten Jahren gezielte 

Therapien entwickelt werden. Die zwei oralen Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafe-

nib und Lenvatinib wurden vor einigen Jahren zur Therapie der radioiodrefraktä-

ren differenzierten Schilddrüsenkarzinome zugelassen. 

Die Zielmoleküle von Sorafenib sind VEGFR-1, -2, -3, PDGFR-β, RAF und 

RET. In der randomisierten, multizentrischen Phase-III-Studie DECISION   
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konnte das progressionsfrei Überleben auf 10,8 Monate im Interventionsarm im 

Vergleich zu 5,8 Monaten im Placeboarm verlängert werden (Brose et al., 

2014). Bei 98,6% der Sorafenib-erhaltenden Studienteilnehmer traten Neben-

wirkungen auf. Zu den häufigsten gehörten das Hand-Fuß-Syndrom (palmar-

plantare Erythrodysästhesie), Diarrhoe, Alopezie, Hautausschlag, Müdigkeit, 

Gewichtsabnahme und Hypertonie. Auch schwerwiegende Nebenwirkungen 

wie Sekundärmalignome in Form von Plattenepithelkarzinomen der Haut     

wurden beobachtet (Brose et al., 2014). Die Ergebnisse der DECISION-Studie 

führten 2014 zur Zulassung in Europa für das progrediente, lokal fortgeschritte-

ne oder metastasierte radioiodrefraktäre differenzierte Schilddrüsenkarzinom 

(Spitzberg, 2016). 

Das Zielmolekülprofil von Lenvatinib weicht etwas von Sorafenib ab und um-

fasst VEGFR-1, -2, -3, PDGFR-α, RET, c-KIT und FGFR-1, -2, -3, -4. In der 

randomisierten, multizentrischen Phase-III-Studie SELECT verlängerte Lenvati-

nib das progressionsfreie Überleben auf bemerkenswerte 18,3 Monate im Inter-

ventionsarm im Vergleich zu 3,6 Monate im Placeboarm (Schlumberger et al., 

2015). Nebenwirkungen traten bei 97,3% der mit Lenvatinib behandelten Stu-

dienteilnehmer auf. Die häufigsten Nebenwirkungen waren Hypertonie, Diar-

rhoe, Müdigkeit, Appetitverlust, Gewichtsabnahme und Übelkeit. Zu den rele-

vantesten, wenn auch selten aufgetretenen Nebenwirkungen gehörten Pro-

teinurie, Nierenversagen, thromboembolische Ereignisse, Leberversagen, gast-

rointestinale Fisteln sowie eine Verlängerung der QT-Zeit (Schlumberger et al., 

2015). Von insgesamt 20 Todesfällen bei 261 Patienten im Interventionsarm 

während des Studienzeitraums von 14 Monaten werden 6 Todesfälle auf die 

Behandlung mit Lenvatinib zurückgeführt (Schlumberger et al., 2015). Eine 

Subanalyse auf Basis der Daten der SELECT-Studie zeigte eine erhöhte An-

sprechrate, eine längere Zeit bis eine Dosisreduktion aufgrund von Nebenwir-

kungen nötig wurde und einen geringeren Anteil an schweren Nebenwirkungen 

bei Patienten in der Altersgruppe ≤ 65 Jahren im Vergleich zu denen in der   

Altersgruppe > 65 Jahre (Brose, Worden, Newbold, Guo, & Hurria, 2017). Die 

Zulassung zur Therapie des fortgeschrittenen radioiodrefraktären differenzierten 

Schilddrüsenkarzinoms in Europa erfolgte im Mai 2015 (Spitzberg, 2016). 
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Ein neuer Ansatz nutzt die Erkenntnis, dass eine Aktivierung des MAPK-

Signaltransduktionsweges eine Schlüsselrolle beim Verlust der Natrium-Iodid-

Symporter-vermittelten Radioiodspeicherung und damit in der Entwicklung  ra-

dioiodrefraktärer Verläufe spielt (Riesco-Eizaguirre et al., 2009). Dies ist die 

Grundlage zur Entwicklung des MEK1/2-Inhibitors Selumetinib, der die MAPK-

Aktivierung hemmt und somit die Natrium-Iodid-Symporter-vermittelte Radio-

iodspeicherung wiederherstellt (Ho et al., 2013). Auf diesem Wege werden ra-

dioiodrefraktäre differenzierte Schilddrüsenkarzinome für eine Radioiodtherapie 

resensibilisiert.  

Bisher ist die Datenlage begrenzt. Erste Studien tendieren jedoch dazu, den 

VEGFR-Kinase-Inhibitoren gegenüber den MEK-Kinase-Inhibitoren den Vorzug 

zu geben (Haugen et al., 2016). 

 

 

1.3 Chimäre Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) 

 

Bereits erfolgreich in anderen Bereichen der Krebstherapie angewandt, kommt 

den chimären Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) eine stetig steigende 

Aufmerksamkeit zu. Es handelt sich hierbei um eine adoptive Immuntherapie. 

Dem Tumorpatienten werden T-Zellen entnommen, die anschließend in vitro 

um einen chimären Antigenrezeptor genetisch modifiziert werden. Dabei     

werden sie im Sinne einer gezielten Therapie mit der Spezifität gegen ein Tu-

morantigen auf der Tumorzelloberfläche ausgestattet. Danach werden die CAR-

modifizierten T-Zellen wieder dem Kreislaufsystem des Patienten zugeführt, wo 

sie eigenständig ihr Zieltumorantigen aufsuchen und vor Ort ihre Zytotoxizität 

entfalten. 

Die Idee zu CAR-T-Zellen entstand in den 1980er Jahren und die ersten CAR-

T-Zellen wurden 1989 hergestellt (Gross, Waks, & Eshhar, 1989). Das erste 

Mal erfolgreich angewendet wurden CAR-T-Zellen im Jahr 2011 gegen das  

Antigen CD19 in einem Patienten mit chronischer lymphatischer Leukämie 

(CLL), bei dem eine komplette Remission erreicht werden konnte (Porter, 

Levine, Kalos, Bagg, & June, 2011). Seitdem wurden weltweit beinahe 200 kli-
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nische Studien begonnen, die CAR-T-Zellen gegen Tumore unterschiedlichster 

Entität einsetzen. Die größten Erfolge erzielten CAR-T-Zellen bisher in hämato-

logischen malignen Erkrankungen, wie in B-Zell-Malignitäten mit anti-CD19 

CAR-T-Zellen oder im Multiplen Myelom mit anti-BCMA CAR-T-Zellen (Perez-

Amill, Marzal, Urbano-Ispizua, Juan, & Martin-Antonio, 2018). Im August 2018 

erfolgte die Kommerzialisierung als pharmakologisches Produkt mit dem Präpa-

rat Kymriah® von Novartis (anit-CD19 CAR-T-Zellen), welches durch die Euro-

päische Kommission zur Behandlung der akuten lymphatischen Leukämie 

(ALL) und des diffusen großzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) zugelassen 

wurde (Jung, 2018). 

Auch solide Tumoren sollen zukünftig Ziel von CAR-T-Zellen sein. Derzeit be-

finden sich zahlreiche klinische Studien in der Durchführung. Erste Ergebnisse 

gibt es bereits bei anti-GD2 CAR-T-Zellen gegen Neuroblastome, anti-HER2 

CAR-T-Zellen gegen Mammakarzinome und Glioblastome sowie anti-IL-13Rα2 

CAR-T-Zellen ebenfalls gegen Glioblastome (Perez-Amill et al., 2018). Jedoch 

sehen wir uns in soliden Tumoren noch vor Herausforderungen wie einer aus-

geprägten Tumorzellheterogenität, schlechtem Ansprechen und einer hohen 

Toxizität gestellt, ehe CAR-T-Zellen Einzug in den klinischen Alltag halten   

können (Perez-Amill et al., 2018). 

 

 

1.3.1 Unterschiede zwischen T-Zellen und CAR-T-Zellen 

 

CAR-T-Zellen verhalten sich in vielerlei Hinsicht abweichend von ihren Vorla-

gen, den unmodifizierten T-Zellen. Die beiden entscheidenden Unterschiede 

zwischen T-Zellen und CAR-T-Zellen sind die Abhängigkeit vom Major Histo-

compatibility Complex I (MHC-I) und die Abhängigkeit von der Stoffklasse des 

Zielantigens. 

T-Zellen sind bei der Erkennung ihrer Zielantigene darauf angewiesen, dass 

diese in Form von Peptiden durch den MHC-I der Zielzelle präsentiert werden 

(T. S. Park, Rosenberg, & Morgan, 2011). Ist dies nicht der Fall, verbleibt die 

Zielzelle unsichtbar für die T-Zellen. Tumorzellen nutzen diese Schwachstelle 
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der MHC-I-Abhängigkeit aus, um von der körpereigenen Immunabwehr uner-

kannt zu bleiben. So können Tumorzellen durch die Herabregulierung oder Mo-

dulation ihrer MHC-I der T-Zell-Toxizität entkommen. Dementgegen sind CAR-

T-Zellen dazu fähig, ihre Zielantigene unmittelbar durch die CAR-Komponente 

zu erkennen. Der Erkennungsmechanismus erfolgt unabhängig von MHC-I und 

sonstigen Mediatoren (Abken, 2015). Folglich greifen CAR-T-Zellen auch sol-

che Zellen an, die aufgrund der MHC-I-Abhängigkeit unmodifizierten körperei-

genen T-Zellen verborgen geblieben wären (Essand & Loskog, 2013; Lipowska-

Bhalla, Gilham, Hawkins, & Rothwell, 2012; T. S. Park et al., 2011). 

Ein weiterer bedeutsamer Unterschied ist, dass der T-Zell-Rezeptor der           

T-Zellen auf die Erkennung von Proteinen beschränkt ist. Alle anderen Stoff-

klassen sind ihm unkenntlich. Dem T-Zell-Rezeptor der T-Zellen entspricht die 

CAR-Komponente der CAR-T-Zellen. Diese ist nicht auf die Stoffklasse der Pro-

teine beschränkt, sondern dazu in der Lage auch Kohlenhydrate und Lipide zu 

erkennen. Die einzige Voraussetzung als Zielstruktur für CAR-T-Zellen dienen 

zu können, ist das Vorkommen der Zielstruktur auf der Oberfläche der Zielzelle 

(Abken, 2015; T. S. Park et al., 2011). Hieraus ergibt sich auf der Kehrseite ein 

Vorteil, den unmodifizierte T-Zellen gegenüber CAR-T-Zellen besitzen: T-Zellen 

vermögen neben auf der Zelloberfläche befindliche auch intrazelluläre Proteine 

zu erkennen, die im Proteasom zu Peptiden gespalten und durch membran-

ständige MHC-I präsentiert werden (T. S. Park et al., 2011). 

 

 

1.3.2 Grundlegende Struktur eines chimären Antigenrezeptors (CAR) 

 

Ein chimärer Antigenrezeptor (CAR) besteht aus drei Komponenten: einer 

Ektodomäne, einer Transmembrandomäne und einer Endodomäne (Abbildung 

1) (Lipowska-Bhalla et al., 2012). 

Die Ektodomäne setzt sich zusammen aus einem antigenbindenden Anteil und 

einem Spacer. Der antigenbindende Anteil wird durch das Single Chain Frag-

ment Variable (scFv) gebildet (Abbildung 1). Dieses besteht aus der variablen 

schweren (VH) und der variablen leichten Kette (VL) eines monoklonalen Anti-
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körpers. Der verwendete Antikörper bestimmt die CAR-T-Zell-Spezifität und ist 

frei wählbar. Zumeist werden humanisierte murine monoklonale Antiköper ver-

wendet. Die Bindung der Zielstruktur erfolgt unmittelbar über die scFv-

Komponente, unabhängig von MHC-I-Molekülen. Die Spezifität und Affinität ist 

vergleichbar mit der des ursprünglichen, gewählten monoklonalen Antikörpers, 

aus dem die scFv isoliert wurde (Lipowska-Bhalla et al., 2012). Durch die Bin-

dung des spezifischen Antigens an das scFv wird das erste Signal der T-Zell-

Aktivierung ausgelöst. Der Spacer dient als Bindeglied zwischen dem antigen-

bindenden Anteil und der Transmembrandomäne. Er wird mit einer hohen 

räumlichen Flexibilität ausgestattet, wodurch die Orientierung des antigenbin-

denden scFv in die verschiedensten Richtungen ermöglicht wird. Das wiederum 

erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass das scFv sein spezifisches Antigen findet 

(Lipowska-Bhalla et al., 2012). Als Spacer bieten sich aufgrund der hohen Fle-

xibilität und Stabilität Mitglieder der Superfamilie der Immunglobuline an. Die 

Hinge-Region von IgG1 ist die einfachste Form eines Spacers und kompatibel 

für die meisten CAR. Alternativ können ebenfalls CD28, die TCR-β-Kette, CD8α 

oder NKG2D herangezogen werden (Lipowska-Bhalla et al., 2012; Zhang, Liu, 

Zhong, & Zhang, 2017). 

Die Transmembrandomäne dient der Stabilität des Rezeptors und der Signal-

transduktion des ersten Signals der CAR-vermittelten T-Zell-Aktivierung. In den 

meisten Fällen wird die CD3ζ-Kette des T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplexes ver-

wendet (Abbildung 1). Weitere Möglichkeiten sind CD28, CD8, CD4 oder 

FcεRIγ (Lipowska-Bhalla et al., 2012; Zhang et al., 2017). 

Die Endodomäne kombiniert die intrazelluläre Signaldomäne der CD3ζ-Kette 

mit weiteren Signaldomänen in Form von kostimulatorischen Molekülen. Mit 

Hilfe der kostimulatorischen Moleküle wird das zweite Signal der T-Zell-

Aktivierung ausgelöst, sodass die CAR-T-Zelle nun ihre vollständige Effektor-

funktion und damit T-Zell-Toxizität entfalten kann. Ohne das zweite Signal ge-

hen die CAR-T-Zellen aufgrund des Mangels an überlebensfördernden extrinsi-

schen Signalen in die Apoptose über (Lipowska-Bhalla et al., 2012; Rathmell, 

Vander Heiden, Harris, Frauwirth, & Thompson, 2000). 
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Abbildung 1  Zusammensetzung eines chimären Antigenrezeptors (CAR) (Lipowska-
Bhalla et al., 2012) 

 

 

1.3.3 Der Thyreotropin-Rezeptor (TSHR) als Zielantigen auf differenzier-

ten Schilddrüsenkarzinomzellen 

 

Der Thyreotropin-Rezeptor (TSHR) ist der größte unter den G-Protein-

gekoppelten Hormonrezeptoren. Der N-Terminus des TSHR ist zur Außenseite 

der Zelle orientiert. Er setzt sich aus zwei Untereinheiten, der A- und der B-

Untereinheit, zusammen, die über ein Bindeglied (Cleaved region) miteinander 

verbunden sind (Abbildung 2). Die A-Untereinheit entspricht der Ektodomäne, 

die allein beinahe die Hälfte der gesamten Masse des Rezeptors umfasst und 

neun leucinreiche Repeats (LRR) enthält. Die LRR dienen der Thyreotropin-

Bindung. Die B-Untereinheit besteht aus sieben Transmembrandomänen (TMD) 

(Davies, Ando, Lin, Tomer, & Latif, 2005). 
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Abbildung 2  Struktur des Thyreotropin-Rezeptors (TSHR) (Davies et al., 2005) 

 

Der TSHR wird sowohl auf benignen als auch auf malignen Thyreozyten expri-

miert und stellt ein geeignetes Antigen dar, um als Zielstruktur für CAR-T-Zellen 

gegen das differenzierte Schilddrüsenkarzinom zu dienen (Rowe et al., 2017).  

Die Wahl des Tumorantigens ist ein äußerst bedeutsamer Faktor für den klini-

schen Erfolg einer CAR-T-Zell-Therapie. CAR-T-Zellen unterscheiden nicht 

zwischen gesunden und Tumorzellen. Alle Zellen, die das CAR-spezifische 

Tumorantigen auf ihrer Oberfläche tragen, werden von den CAR-T-Zellen an-

gegriffen. So kann es zu einer ungewünschten Toxizität gegen gesunde Zellen 

kommen, die das Zielantigen tragen (Hartmann, Schussler-Lenz, Bondanza, & 

Buchholz, 2017). 

Der Thyreotropin-Rezeptor ist nicht spezifisch für die Follikelepithelzellen des 

Schilddrüsengewebes. Zu den extrathyreoidalen Lokalisationen zählen unter 

anderem retroorbital (Bahn et al., 1998) und prätibial (Daumerie, Ludgate, 

Costagliola, & Many, 2002) gelegene Präadipozyten bei Morbus-Basedow-   

Patienten, die maßgeblich am Knochenumbau beteiligten Osteoblasten und 

Osteoklasten (Abe et al., 2003), Erythrozyten (Balzan et al., 2007) und En-

dothelzellen (Donnini, Ambesi-Impiombato, & Curcio, 2003). 
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1.3.4 Aufbau des anti-TSHR CAR 

 

Die Ektodomäne des anti-TSHR CARs besteht aus dem Single Chain Fragment 

Variable (scFv) des monoklonalen, murinen anti-TSHR Antikörpers 3BD10  

(Abbildungen 3 und 4). Dieser bindet an die leucinreichen Repeats (LRR) der A-

Untereinheit des Thyreotropin-Rezeptors (Chen et al., 2015). 

 

 

Abbildung 3  Primäre Aminosäuresequenzen der schweren und leichten Kette des 
murinen anti-TSHR Antikörpers 3BD10 (Chen et al., 2015). 

 

 

 

Abbildung 4  Dreidimensionale Struktur des 3BD10 Fab (Fragment antigen binding). 
Blau: CDR (Complementarity-Determining Region) in der schweren Kette. Rot: CDR in 
der leichten Kette (Chen et al., 2015). 
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Als Transmembrandomäne wurde die CD3ζ-Kette des T-Zell-Rezeptor-CD3-

Komplexes gewählt. Diese kann durch den endogenen nativen T-Zell-Rezeptor 

stimuliert werden und führt dadurch zu einer erhöhten Zytokinproduktion mit 

konsekutiv verbesserter CAR-T-Zell-Aktivierung (Bridgeman et al., 2010). Die 

größte Stabilität zeigt allerdings eine CD28-Transmembrandomäne (Zhang et 

al., 2017). 

Die Endodomäne enthält die kostimulatorischen Moleküle CD28, 4-1BB und 

CD27. CD28 ist der bedeutsamste kostimulatorische Rezeptor auf der Oberflä-

che von T-Zellen. Er dient der Bindung von  CD80 und CD86, wodurch das 

zweite Signal der T-Zell-Aktivierung ausgelöst wird (Boesteanu & Katsikis, 

2009). Dadurch reguliert er maßgeblich die T-Zell-Proliferation, -Persistenz,  

sowie –Effektorfunktion (Gmyrek, Pingel, Choi, & Green, 2017). Außerdem be-

wirkt die durch CD28 ausgelöste Kostimulation die Freisetzung des Interleukins 

IL-2, welches einen starken, fördernden Einfluss auf die T-Zell-Proliferation und 

-Differenzierung zu Effektor- und Memory-T-Zellen nimmt (Bachmann & 

Oxenius, 2007). 4-1BB wird durch die T-Zell-Aktivierung, unter anderem durch 

IL-2, induziert und potenziert die T-Zell-Immunantwort. Es fördert die Aktivie-

rung zytotoxischer T-Zellen und generiert große Mengen des Interferons IFN-ɣ 

(Vinay & Kwon, 2014). IFN-ɣ wiederum fungiert als Regulator von CD8-

positiven zytotoxischen T-Zellen mit Förderung deren Expansion und Differen-

zierung zu Memory-T-Zellen (Tewari, Nakayama, & Suresh, 2007). CD27 unter-

stützt die antigenspezifische Expansion naiver T-Zellen. Es steigert die Genera-

tion und Langzeiterhaltung der T-Zell-Immunität (Hendriks et al., 2000). 

Die Kombination all dieser Komponenten erzielt eine autarke, hohe und prolon-

gierte Zytokinproduktion, die in einer suffizienten CAR-T-Zell-Aktivierung,           

-Proliferation, -Persistenz und -Effektorfunktion resultiert. Darüber hinaus wird 

die Resistenz von CAR-T-Zellen gegenüber dem Abbau durch regulatorische  

T-Zellen gesteigert. Infolge der starken kostimulatorischen Reize bilden sich 

Memory-CAR-T-Zellen. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass CAR-T-Zellen 

im Falle eines Rezidivs reaktiviert werden und erneut ihre zytotoxische Funktion 

ausüben können (Buchholz, Hartmann, Schüßler-Lenz, & Keller-Stanislawski, 

2018; Zhang et al., 2017). 
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Bei all den Hoffnungen bergen CAR-T-Zellen jedoch auch potentiell letale Ge-

fahren. Aus diesem Grunde wurde ein Suizidgen in Form einer induzierbaren 

Caspase 9 als „Sicherheitsschalter“ in die Endodomäne des CARs inkorporiert, 

in der Absicht mehr Kontrolle und Sicherheit in der Anwendung von CAR-T-

Zellen zu erlangen (siehe „Inkorporation eines Caspase-9-Suizidgens“, S. 23) 

(Kershaw, Westwood, & Darcy, 2013). 

 

 

1.3.5 Gefahren durch CAR-T-Zellen in vivo 

 

Wenn auch CAR-T-Zellen große Hoffnungen in der Therapie von Krebserkran-

kungen wecken, darf darüber ihr gefährliches Nebenwirkungsprofil nicht ver-

gessen werden.  

Bei einer Vielzahl der Patienten wurden neurotoxische Komplikationen beob-

achtet. So kam es unter anderem zu Enzephalopathie, Kopfschmerzen, Apha-

sie und Delirium. In einzelnen Fällen wurde von Hirnödemen mit tödlichem 

Ausgang berichtet (Buchholz et al., 2018). 

Eine weitere, potentiell lebensbedrohliche Gefahr ist ein starker Aktivierungsreiz 

auf das menschliche Immunsystem. Dabei kommt es zu einer ungehemmten, 

massiven Freisetzung von Zytokinen – dem sogenannten „Zytokinsturm“ 

(Kershaw et al., 2013). Die Folge ist eine unkontrollierte, systemische Freiset-

zung proinflammatorischer Zytokine, insbesondere des Interleukins IL-6. Die 

Symptome umfassen hohes  Fieber, Fatigue, Übelkeit und einen Schock mit 

Tachykardie und Hypotonie (Hartmann et al., 2017). Zeigt ein scFv eine sehr 

hohe Affinität für ihr spezifisches Antigen, liegt im Vergleich zu niedrigen Affini-

täten ein höheres Risiko für die Auslösung eines Zytokinsturms vor (Lipowska-

Bhalla et al., 2012). Auf der Gegenseite darf die Affinität nicht zu gering gehal-

ten werden, da eine gewisse Schwelle an Affinität die Voraussetzung für die 

CAR-T-Zell-Bindung an das Zielantigen ist (Essand & Loskog, 2013; Kershaw 

et al., 2013). 
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In den meisten Fällen wird der Zytokinsturm durch die Gabe von Tocilizumab, 

einem Antikörper gegen den IL-6-Rezeptor, und/oder Kortikosteroide beherrscht 

(Buchholz et al., 2018, Hartmann, 2017 #90). Als Folge kann eine Leukopenie 

resultieren. Demgegenüber wäre eine selektive Elimination der auslösenden 

CAR-T-Zellen aus dem Körpersystem vorzuziehen. Aus diesem Grunde be-

rücksichtigen die neuesten Entwicklungsstrategien bei der Komposition der 

CAR-Komponente ein inkorporiertes Suizidgen, das durch externe Stimulation 

jederzeit aktiviert werden kann und die applizierten CAR-T-Zellen selektiv in die 

Apoptose führt (siehe „Inkorporation eines Caspase-9-Suizidgens“, S. 23). 

 

 

1.3.6 Inkorporation eines Caspase-9-Suizidgens 

 

Wegen der potentiell lebensbedrohlichen Gefahren im klinischen Einsatz von 

CAR-T-Zellen wird ein Suizidgen in das anti-TSHR CAR inkorporiert. Dieses 

fungiert als „Sicherheitsschalter“ in Form einer induzierbaren Caspase 9 

(Straathof et al., 2005). Wenn das Patientenwohl durch die applizierten CAR-T-

Zellen gefährdet wird, wird ein Small Molecule Dimerizer wie beispielsweise 

AP1903 oder Analoga verabreicht (Iuliucci et al., 2001), der 99% der CAR-T-

Zellen in die Apoptose führt (Straathof et al., 2005). Schon eine einmalige Dosis 

von 10 nM reicht aus. Die Darreichung des Small Molecule Dimerizers hat ne-

ben der selektiven Elimination der CAR-T-Zellen keinen weiteren Effekt, sodass 

der Patient keinem weiteren Risiko ausgesetzt wird. Das Caspase-9-Suizidgen 

besteht aus menschlichen Genen und weist dadurch ein geringes immunoge-

nes Risiko auf (Straathof et al., 2005). Mithilfe dieser Strategie werden selbst 

die CAR-T-Zellen eliminiert, die im Falle einer malignen Transformation als 

Schutz vor der Apoptose vermehrt antiapoptotische Moleküle exprimieren 

(Straathof et al., 2005). Die hohe Sensitivität der Caspase-9-tragenden CAR-T-

Zellen gegenüber dem Small Molecule Dimerizer ist in vivo und in vitro etwa 

gleich hoch  (Straathof et al., 2005). 
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1.4 Definition der Zielsetzung 

 

Chimäre Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) haben bereits vielverspre-

chende Ergebnisse in der Tumortherapie erzielt. Voraussetzungen für eine   

erfolgreiche Anwendung sind folgende Eigenschaften: 

- CAR-T-Zellen erkennen ihr zugewiesenes tumorspezifisches Antigen. 

- Durch die Bindung der CAR-T-Zellen an das Zielantigen wird das erste 

Signal der T-Zell-Aktivierung ausgelöst. 

- Die kostimulatorischen Moleküle der Endodomäne des CARs lösen das 

zweite Signal der T-Zell-Aktivierung aus. 

- Die CAR-T-Zell-Aktivierung resultiert in einer Zytotoxizität gegen die Tu-

morzellen. 

 

In dieser Arbeit soll geprüft werden, ob CAR-T-Zellen auch Potential in der The-

rapie der differenzierten Schilddrüsenkarzinome bergen. Das zu Grunde liegen-

de tumorspezifische Antigen ist der Thyreotropin-Rezeptor (TSHR). Folgende 

Hypothesen werden geprüft: 

 

- Es gelingt die Entwicklung von CAR-T-Zellen, die den TSHR erkennen 

(anti-TSHR CAR-T-Zellen). 

- Durch die Bindung der anti-TSHR CAR-T-Zellen an den TSHR wird das 

erste Signal der T-Zell-Aktivierung ausgelöst. 

- Die kostimulatorischen Moleküle des anti-TSHR-CARs lösen das zweite 

Signal der T-Zell-Aktivierung aus. 

- Die anti-TSHR CAR-T-Zell-Aktivierung resultiert in der Elimination von 

Schilddrüsenzellen, inklusive differenzierter Schilddrüsenkarzinomzellen. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Vorbereitungen für die Zytotoxizitätsanalysen 

2.1.1 Zellkultur des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms 

 

In dieser Arbeit werden die zwei Zelllinien K-1 und FTC-133 von Health Pro-

tection Agency (HPA) Culture Collection® verwendet, erworben bei Sigma    

Aldrich® (Sigma Aldrich). 

Die Zelllinie K-1 enthält adhärente humane primäre papilläre Schilddrüsenkarzi-

nomzellen. Die Zellkultivierung erfolgt in Zellkulturflaschen der Größe T25. Das 

Nährmedium enthält DMEM : Ham′s F12 : MCDB 105 (2:1:1) + 2 mM Glutamin 

+ 10% Foetal Bovine Serum (FBS). Sobald die Zellkultur zu etwa 80% konfluent 

ist wird sie im Verhältnis 1:3 bis 1:10 subkultiviert (Sigma Aldrich). 

Die Zelllinie FTC-133 besteht aus adhärenten humanen follikulären Schilddrü-

senkarzinomzellen, entnommen aus einer Lymphknotenmetastase. Das Nähr-

medium enthält DMEM : Ham′s F12 (1:1) + 2 mM Glutamin + 10% Foetal      

Bovine Serum (FBS). Das Subkultivierungsverhältnis der zu etwa 80% kon-

fluenten Zellkultur beträgt 1:3 bis 1:10 (Sigma Aldrich). 

Die Subkultivierung beider Zelllinien erfolgt auf dieselbe Weise. Zunächst wird 

das Kulturmedium in den Zellkulturflaschen verworfen. Danach werden die Zel-

len mit 3-5 ml Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen. Die Ablösung der 

Zellen von der adhärenten Oberfläche innerhalb der Zellkulturflasche erfolgt 

durch 3 ml Trypsin und einem Zellschaber. Anschließend werden 3 ml Kultur-

medium hinzugefügt, sodass Trypsin durch die FBS-Komponente inaktiviert 

wird. Der gewünschte Anteil an Zellen kann nun in eine neue T25-

Zellkulturflasche überführt werden. Das angestrebte Subkultivierungsverhältnis 

wird durch eine Verdünnung mit dem jeweiligen Nährmedium erreicht. Die Be-

dingungen des Brutkastens betragen 5% CO2 und 37 °C. 
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2.1.2 Markierung der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen mit 

Green Fluorescent Protein (GFP) 

 

Die differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen der Zelllinien K-1 und FTC-133 

werden mit Green Fluorescent Protein (GFP) markiert, um den Zelluntergang 

optisch leichter quantifizieren zu können. Die Transduktion mit GFP wird unmit-

telbar nach der Subkultivierung der K-1- und FTC-133-Zellen bei einer Kon-

fluenz von etwa 70-90% in je ein Well einer 12-Well-Zellkulturplatte durchge-

führt. Die GFP-Transduktion erfolgt durch das Hinzufügen von GFP-

exprimierenden Lentivirusvektoren in die K-1- beziehungsweise FTC-133-

Zellkulturen. Darauf folgt eine Inkubation von 24 Stunden im Brustkasten bei 

5% CO2 und 37 °C. Am Folgetag wird das virusenthaltende Kulturmedium durch 

frisches ersetzt und die GFP-Expression unter dem Fluoreszenzmikroskop ge-

prüft. 

 

 

2.1.3 Nachweis des Thyreotropin-Rezeptors in den Schilddrüsenkarzi-

nomzelllinien K-1 und FTC-133 

 

Die Anwesenheit des Thyreotropin-Rezeptors (TSHR) auf der Zelloberfläche 

der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen K-1 und FTC-133 ist eine Be-

dingung dafür, dass anti-TSHR CAR-T-Zellen die differenzierten Schilddrüsen-

karzinomzellen erkennen. Zur Detektion des Thyreotropin-Rezeptors in den 

Zelllinien K-1 und FTC-133 werden zwei verschiedene Verfahren eingesetzt: 

1. Immunfluoreszenzfärbung 

2. Western Blot 
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2.1.3.1 Immunfluoreszenzfärbung 

 

Für die Immunfluoreszenzfärbung werden die differenzierten Schilddrüsenkar-

zinomzelllinien K-1 und FTC-133 in 12-Well-Zellkulturplatten auf Deckgläsern 

kultiviert. Von den zwölf Wells werden pro Zelllinie je vier Wells mit K-1- bezie-

hungsweise FTC-133-Zellen versehen. Es wird abgewartet bis die Zellen zu 

etwa 80% konfluent sind. 

Folgende Reagenzien werden vor Beginn der Immunfluoreszenzfärbung vorbe-

reitet: 

- 4% Paraformaldehyd: verdünnt in Phosphate Buffered Saline (PBS) 

- Blockierungspuffer: 1% Bovine Serum Albumine (BSA) + 10% Ziegen-

serum + 0,3 M Glycin in 0,1% PBS 

- Primärer Antikörper: muriner anti-TSHR-Antikörper ab6044 von Abcam® 

verdünnt in Blockierungspuffer zu einer Konzentration von 1 µg/ml 

- Sekundärer Antikörper mit Rhodamin und 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

(DAPI): verdünnt in Blockierungspuffer 

o Alexa Fluor 488 Goat anti-Mouse IgG (H+L) A28175 von     

ThermoFisher Scientific® in einem Verhältnis von 1:1000 

o Rhodamin in einem Verhältnis von 1:50 

o DAPI in einem Verhältnis von 1:1000 

Im ersten Schritt wird das Kulturmedium aus den Wells entfernt und die Zellen 

einmalig mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen. Danach folgt die 

Fixierung der Zellen in 500 µl 4% Paraformaldehyd über eine Inkubationszeit 

von 15 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss werden die fixierten Zellen 

insgesamt dreimal für je 10 Minuten mit 500 µl PBS gewaschen. 

Als nächstes werden die Kulturen mittels 500 µl Blockierungspuffer, dem 0,1% 

Tween hinzugefügt wurde, geblockt und permeabilisiert. Dies geschieht über    

2 Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C. Danach werden die 

fixierten, geblockten und permeabilisierten Zellen einmal mit 500 µl Blockie-

rungspuffer gewaschen. 
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Von den vier Wells mit K-1- beziehungsweise FTC-133-Zellen werden je zwei 

Wells mit dem primären murinen anti-TSHR Antikörper (ab6044 von Abcam®) 

behandelt. Die verbliebenen zwei Wells bleiben als negative Kontrolle frei von 

einem primären Antikörper. Die Inkubationszeit beträgt 2 Stunden bei Raum-

temperatur oder über Nacht bei 4 °C. 

Nachdem der primäre anti-TSHR Antikörper sein Zielantigen binden konnte, 

wird der Überschuss an nicht gebundenem primärem Antikörper in drei Wasch-

gängen mit je 500 µl Blockierungspuffer für je 15 Minuten entfernt. Danach wird 

der sekundäre Antikörper Alexa Fluor 488 Goat anti-Mouse IgG (H+L) A28175 

von ThermoFisher Scientific® mitsamt Rhodamin zur Färbung des Zytoskeletts 

und DAPI zur Färbung der Zellkerne mit den vorbehandelten K-1- beziehungs-

weise FTC-133-Zellen für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Immun-

fluoreszenzfärbung wird abgeschlossen durch einen letzten dreifachen Wasch-

schritt mit je 500 µl PBS für je 15 Minuten. 

Die behandelten Deckgläser in den Wells werden zur Beurteilung unter dem 

Fluoreszenzmikroskop mit der zelltragenden Seite nach unten auf Objektträger 

überführt, die zuvor mit Fluoromount GTM präpariert wurden. Fluoromount GTM 

dient der Versiegelung und damit Konservierung der Immunfluoreszenzfärbung. 

Dieser Versuch wurde in dieser Form insgesamt dreimal wiederholt. 

 

 

2.1.3.2 Western Blot 

 

Western Blotting beschreibt die Übertragung von Proteinen auf eine Trä-

germembran. Der Western Blot mit den differenzierten Schilddrüsenkarzinom-

zelllinien K-1 und FTC-133 wird an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchge-

führt. 
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Folgende Reagenzien werden vor Beginn des Western Blots vorbereitet: 

- Radioimmunoprecipitation Assay Pufferlösung (RIPA Buffer): 50 mM 

TrisHCl pH 7,4 + 150 mM NaCl + 2 mM EDTA + 1% NP-40 + 0,1% SDS, 

aufgefüllt mit destilliertem Wasser auf 1 Liter 

- 10x Running Buffer: 30,3 g Tris Base + 144 g Glycin + 10 g SDS, aufge-

füllt mit destilliertem Wasser auf 1 Liter 

- Transfer Buffer: 6 g Tris Base + 28,8 g Glycin + 400 ml Methanol, aufge-

füllt mit destilliertem Wasser auf 2 Liter 

- Ponceaufärbemittel: 0,033 g Ponceau S + 0,3 ml glaziale Essigsäure, 

aufgefüllt mit destilliertem Wasser auf 30 ml 

- TBST-Puffer: 121,1 g Tris Base + 87,6 g Natriumchlorid + 5 ml Tween20, 

aufgefüllt mit destilliertem Wasser auf 1 Liter 

Am ersten Tag wird das Protein aus den K-1- und FTC-133-Zellen extrahiert. 

Dazu werden Zellpellets der kultivierten K-1- und FTC-133-Zellen angefertigt. 

Nach dem Ablösen der Zellen in den T25-Zellkulturflaschen durch Trypsin und 

Inaktivierung durch das jeweilige Nährmedium werden die Zellen in ein zentrifu-

gengeeignetes Röhrchen überführt und bei 4 °C und 1000 g für 15 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Die erhaltenen Zellpellets aus K-1- 

beziehungsweise FTC-133-Zellen werden mit 100 µl Radioimmunoprecipitation 

Assay Pufferlösung (RIPA Buffer) und 2 µl eines Protease-Inhibitors gemischt. 

Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten auf Eis wird dieses Gemisch bei 4 °C 

und maximaler Geschwindigkeit für 15 Minuten zentrifugiert. Das gewonnene 

extrahierte Protein befindet sich nun in der überstehenden Flüssigkeit und wird 

verwahrt, während der sedimentierte Zelldebris verworfen wird. 

Die Konzentration des gewonnenen extrahierten Proteins aus den K-1- und 

FTC-133-Zellen wird mithilfe einer Albumin-Standard-Kurve abgelesen. Dazu 

wird eine Verdünnungsreihe von Bovine Serum Albumin (BSA) mit RIPA Buffer 

auf ein Volumen von je 30 µl hergestellt: 0 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 

mg/ml, 0,8 mg/ml und 1 mg/ml. Jede Verdünnungsstufe wird in eine 96-Well-

Zellkulturplatte gefüllt und mit 170 µl Bradfort Reagent gemischt. Nachdem       

2 Minuten zur Entwicklung der blauen Farbe vergangen sind, wird jede Verdün-

nungsstufe zu einer Wellenlänge von 595 nm im Luminometer ausgelesen. Es 
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entsteht annäherungsweise ein Graph zur linearen Funktion f(x) = mx + n mit    

x = Konzentration in mg/ml und f(x) = Absorption in nm. Danach wird das extra-

hierte Protein mit destilliertem Wasser verdünnt, um möglichst viel extrahiertes 

Protein zu sparen, und dessen Absorption gemessen. Anhand der gemessenen 

Absorption f(xverdünntes Protein) kann die Funktion nach der Konzentration xverdünntes 

Protein aufgelöst werden. Zuletzt wird die Konzentration xverdünntes Protein mit dem 

Verdünnungsfaktor multipliziert, um die unverdünnte Proteinkonzentration zu 

erhalten. Das Protein der K-1- und FTC-133-Zellen wird bis zum nächsten Tag 

bei -20 °C aufbewahrt. 

Der zweite Tag beginnt mit der Vorbereitung der K-1- und FTC-133-

Proteinproben für die Gelelektrophorese. Dazu werden je 30 µg Protein mit dem 

Farbstoff Bromphenolblau und destilliertem Wasser zu 28 µl vermengt. Die Pro-

ben werden für 3 Minuten in einem 100 °C Wasserbad erwärmt. Danach ruhen 

sie für 10 Sekunden auf Eis, bevor sie in die vorgesehenen Taschen des Elek-

trophoresegels pipettiert werden. Als Elektrophoresegel dient das vorgefertigte 

Mini-PROTEAN® TGXTM Gel von Bio-Rad®. In die erste Tasche wird die DNA-

Leiter Precision PlusTM WesternCTM von Bio-Rad® als Massenstandard pipet-

tiert. 100 ml 10x Running Buffer werden durch Hinzugabe von 900 ml destillier-

tem Wasser auf 1 Liter 1x Running Buffer verdünnt. Die Elektrophorese wird in 

einer mit 1x Running Buffer aufgefüllten Elektrophoresekammer bei 90 V für 

etwa 2 Stunden durchgeführt. 

Nach der Auftrennung des extrahierten Proteins folgt der Transfer auf eine Nit-

rozellulosetransfermembran. Dazu wird die Transfermembran anodenseitig auf 

das Gel gelegt. Das Gel und die Transfermembran werden beide mit von Trans-

fer Buffer benässtem Filterpapier belegt, danach mit von Transfer Buffer be-

nässten Schwämmen. Diese Schichtung wird in einer Western-Blot-Klemme 

zwischen die beiden Elektroden gesetzt und die Kammer mit Transfer Buffer 

aufgefüllt. Der Proteintransfer auf die Membran wird bei 4 °C und 90 V für etwa 

2 Stunden durchgeführt. 

Die transferierten Proteine auf der Nitrozellulosetransfermembran werden mit 

dem vorbereiteten Ponceaufärbemittel bedeckt und durch leichtes Schwenken 

sichtbar gemacht. Das Ponceaufärbemittel kann zwecks Wiederverwertung 
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aufgefangen werden. Der Überschuss an Färbemittel wird mittels destillierten 

Wassers vorsichtig abgespült. 

Nach dem Proteintransfer werden die verbliebenen freien Stellen für Protein-

bindungen mit 25 ml Blockierungslösung, bestehend aus 5 g Milchpulver aufge-

löst in 100 ml TBST-Puffer, blockiert. Dadurch erzeugt die am nächsten Tag 

folgende Antikörperfärbung keine unerwünschte Färbung. Die proteintragende 

Transfermembran wird über Nacht bei 4 °C auf einem Wippschüttler bei 35 

RPM (Rocks Per Minute) inkubiert. Zum Schutz vor Verdunstung wird das Be-

hältnis mit Parafilm® Verschlussfolie versiegelt. 

Am dritten Tag wird die Antikörperfärbung durchgeführt. Als primärer Antikörper 

wird der murine anti-TSHR Antikörper ab6044 von Abcam® zu einem Verhältnis 

von 1:2000 mit 5% Trockenmilch in TBST-Puffer verdünnt. Dazu werden 2,5 µl 

des primären Antikörpers mit 5 ml 5% Trockenmilch in TBST-Puffer vermischt. 

Der primäre Antikörper in Trockenmilch-TBST-Puffer wird auf die geblockte pro-

teintragende Transfermembran gegeben, sodass er diese vollständig bedeckt, 

und bei Raumtemperatur für 1,5 Stunden auf dem Wippschüttler bei 35 RPM 

inkubiert. Anschließend wird die Transfermembran dreimal mit 10 ml TBST für 

je 10 Minuten bei 65 RPM auf dem Wippschüttler gewaschen. Als sekundärer 

Antikörper wird der an Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Antikörper Donkey 

Anti-Mouse IgG H&L (HRP) ab6820 von Abcam® verwendet. Es werden 1 µl 

Precision Protein™ Strep Tactin-HRP Conjugate von Bio-Rad® zu einem Ver-

hältnis von 1:10000 und 2 µl sekundärer Antikörper zu einem Verhältnis von 

1:5000 in 10 ml 5% Trockenmilch-TBST-Puffer verdünnt und auf die Transfer-

membran gegeben, sodass sie dieselbe bedecken. Die Inkubation erfolgt bei 

Raumtemperatur für 1 Stunde bei 35 RPM auf dem Wippschüttler. Die Antikör-

perfärbung wird durch eine letzte dreimalige Waschung der Transfermembran 

in 10 ml TBST-Puffer für je 10 Minuten bei 65 RPM auf dem Wippschüttler ab-

geschlossen. 

Zur Auslösung der Chemilumineszenzemission wird ImmobilonTM Western von 

Millipore® eingesetzt. Die Transfermembran wird für 2 Minuten in eine Lösung 

aus 2 ml ImmobilonTM Western HRP Substrate Peroxide Solution und 2 ml   
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ImmobilonTM Western HRP Substrate Luminol Reagent gelegt. Anschließend 

kann die Chemilumineszenz detektiert werden. 

Dieser Versuch wurde in dieser Form insgesamt zweimal wiederholt. 

 

 

2.1.4 Isolierung von peripheren mononukleären Zellen aus Vollblut-

proben 

 

T-Zellen gehören der Gruppe der Leukozyten an und innerhalb dieser Gruppe 

den peripheren mononukleären Zellen. Neben den Lymphozyten zählen dazu 

die Monozyten. Die mononukleären Zellen können von den restlichen Anteilen 

im Vollblut mittels der isopyknischen Dichtegradientenzentrifugation unter Ver-

wendung von Ficoll separiert werden, basierend auf der unterschiedlichen Dich-

te der Vollblutbestandteile. Ficoll ist ein Saccharosepolymer mit einer bekann-

ten Dichte von 1,077 g/ml. 

Im ersten Schritt erfolgt die Entnahme einer peripheren Vollblutprobe mit einem 

10 ml EDTA-Röhrchen zur Vermeidung der Blutkoagulation. Es folgt eine Ver-

dünnung der Vollblutprobe mit Phosphate Buffered Saline (PBS) in einem Ver-

hältnis von 1:1. Nun wird 2 ml Ficoll in ein zentrifugengeeignetes Röhrchen ge-

geben und mit 4 ml der verdünnten Vollblutprobe überschichtet. Danach wird 

das Röhrchen bei Raumtemperatur für 20 Minuten bei 900 g ohne Bremse zent-

rifugiert. Nach der Zentrifugation sind die Bestandteile der Vollblutprobe in ver-

schiedene Phasen separiert (Abbildung 5). 

 

Abbildung 5  Ficoll-Dichtegradienten-Zellisolation. 
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Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen passieren die Ficollschicht, während 

sich die Phase der peripheren mononukleären Zellen direkt oberhalb der Ficoll-

schicht befindet. Thrombozyten sammeln sich aufgrund ihrer geringen Zelldich-

te im Plasma. Zunächst wird das Plasma samt Thrombozyten mit einer Pipette 

entfernt. Danach wird allein die Schicht der peripheren mononukleären Zellen, 

ohne Bestandteile der anderen Phasen, vorsichtig unter Einsatz einer Pipette 

aufgenommen. Eine Kontamination mit Ficoll ist aufgrund einer zytotoxischen 

Wirkung zu vermeiden. 

 

 

2.1.5 Aktivierung der isolierten T-Zellen 

 

Die frisch separierten peripheren mononukleären Zellen werden in ein Well  

einer 6-Well-Zellkulturplatte gegeben, welches das Kulturmedium TexMACSTM 

von Miltenyi Biotec® enthält. TexMACSTM ist frei von Serum und tierischen 

Komponenten. Es wurde speziell für die Kultivierung von T-Zellen zur Optimie-

rung der Lebensfähigkeit und Stabilität entwickelt (Saito et al., 2014). Die 6-

Well-Zellkulturplatte wird im Brutkasten bei 5% CO2 und 37 °C inkubiert. Die 

Fraktion der Monozyten bindet an die adhärente Oberfläche innerhalb des 

Wells der 6-Well-Zellkulturplatte, während die Fraktion der Lymphozyten in 

Suspension bleibt. 

Ruhende T-Zellen sind auf extrazelluläre Signale durch Zytokine oder Stimulati-

on des T-Zell-Rezeptors (TCR) angewiesen, um einen basalen Metabolismus 

aufrecht erhalten zu können. Unter Abwesenheit dieser extrazellulären Signale 

fällt die Kapazität des Glucoseimports unterhalb einer notwendigen Schwelle 

zur Erhaltung der zellulären Homöostase (Frauwirth & Thompson, 2004). Somit 

gehen ruhende T-Zellen bei mangelnden trophischen Signalen unter. Aus die-

sem Grund wird das Mitogen Phytohämagglutinin (PHA) hinzugefügt, welches 

die isolierten T-Zellen aktiviert. Die dadurch induzierte T-Zell-Proliferation ist 

abhängig von Monozyten (Ceuppens, Baroja, Lorre, Van Damme, & Billiau, 

1988). Nach der T-Zell-Aktivierung werden die Lymphozyten bei 5% CO2 und 

37 °C im Brutkasten inkubiert bis sie zu etwa 80% konfluent sind. 
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2.1.6 Transduktion der isolierten T-Zellen mit dem anti-TSHR CAR 

 

Die isolierten T-Zellen werden analog zur GFP-Transduktion der Zielzellen (sie-

he „Markierung der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen mit Green Flu-

orescent Protein (GFP)“, S. 27) mit dem anti-TSHR CAR mithilfe von lentiviralen 

Vektoren genmodifiziert. Dazu wird die DNA des CARs in einen lentiviralen 

Vektor kloniert. Danach werden die isolierten, aktivierten T-Zellen mit dem 

CAR-tragenden lentiviralen Vektor infiziert. Das Produkt sind anti-TSHR CAR-T-

Zellen. 

Lentiviren wie das Human-Immundeficiency-Virus-1 (HIV-1) sind im Gegensatz 

zu Retroviren auch in der Lage, Gene in das Genom einer nicht-teilungsfähigen 

Zelle zu integrieren. Daher eignen sich lentivirale Vektoren zum Gentransfer in 

die nicht-teilungsfähigen T-Zellen (Ramezani & Hawley, 2002). Eine Vorausset-

zung dazu ist die vorherige Aktivierung der T-Zellen über den T-Zell-Rezeptor 

(TCR) und/oder durch Zytokine (Verhoeyen, Costa, & Cosset, 2009). Der lenti-

virale Gentransfer zeigt eine stabile Langzeitexpression des CARs in den        

T-Zellen und ihren Tochterzellen (Essand & Loskog, 2013). 

Alle Schritte der Herstellung von anti-TSHR CAR-T-Zellen wurden in Kooperati-

on mit Prof. Ph.D. Lung-Ji Chang (Department of Molecular Genetics & Micro-

biology, University of Florida) durchgeführt. 

 

 

2.1.7 Nachweis der Bindung der anti-TSHR CAR-T-Zellen an den         

Thyreotropin-Rezeptor auf K-1- und FTC-133-Zellen 

 

Die Bindung der anti-TSHR CAR-T-Zellen an den Thyreotropin-Rezeptor auf 

den differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen K-1 und FTC-133 wird mittels 

einer Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen. 

Der Ablauf der Immunfluoreszenzfärbung folgt dem der Immunfluoreszenzfär-

bung zum Nachweis des Thyreotropin-Rezeptors auf K-1- und FTC-133-Zellen 

(siehe „Immunfluoreszenzfärbung“, S. 28). Der Unterschied liegt in den verwen-
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deten primären und sekundären Antikörpern. Als primärer Antikörper dienen in 

diesem Versuch die zuvor generierten anti-TSHR CAR-T-Zellen. Diese liegen 

frei suspendiert im Kulturmedium TexMACSTM von Miltenyi Biotec® vor. Die 

anti-TSHR CAR-T-Zellen werden in einem Verhältnis von 1:4 mit dem Blockie-

rungspuffer verdünnt, sodass für jedes Well der 12-Well-Zellkulturplatte 100 µl 

anti-TSHR CAR-T-Zellen mit 400 µl Blockierungspuffer vorbereitet werden. Als 

sekundärer Antikörper, der die gebundenen anti-TSHR CAR-T-Zellen sichtbar 

macht, werden die fluoreszenzmarkierten Goat anti-Human IgG und IgM von 

Molecular Probes® ThermoFisher Scientific® in einem Verhältnis von 1:1000 

verwendet. Die Inkubation mit den differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen 

K-1 und FTC-133 erfolgt bei Raumtemperatur für 2 Stunden. Die negative Kon-

trolle bildet ein Ansatz ohne anti-TSHR CAR-T-Zellen. 

Dieser Versuch wurde in dieser Form insgesamt zweimal wiederholt. 

 

 

2.2 Zytotoxizitätsanalysen 

2.2.1 Ko-Kultivierung von differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen 

und CAR-T-Zellen 

 

Die Versuchsreihen zur Ko-Kultivierung basieren auf zwei Bestandteilen: den 

Ziel- und den Effektorzellen. Die Zielzellen sind die papillären Schilddrüsenkar-

zinomzellen K-1 und die follikulären Schilddrüsenkarzinomzellen FTC-133, die 

Effektorzellen unmodifizierte und CAR-modifizierte T-Zellen. 

Die Zielzellen werden neben einer negativen Kontrolle, die nur aus Zielzellen 

besteht, drei verschiedenen Ansätzen ausgesetzt: 

1. Nur Zielzellen (keine Effektorzellen) 

2. Zielzellen + unmodifizierte T-Zellen 

3. Zielzellen + unspezifische CAR-T-Zellen (anti-CD19) 

4. Zielzellen + spezifische anti-TSHR CAR-T-Zellen 

Das verwendete Nährmedium ist TexMACSTM von Miltenyi Biotec®. 
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Als unmodifizierte T-Zellen werden T-Zellen bezeichnet, die aus dem periphe-

ren Blut isoliert, jedoch keiner genetischen Modifikation unterzogen wurden. Die 

unspezifischen CAR-T-Zellen tragen ein CAR, dessen Zielantigen nicht auf dif-

ferenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen vorkommt. In den folgenden Versu-

chen werden unspezifische anti-CD19 CAR-T-Zellen verwendet. Spezifische 

anti-TSHR CAR-T-Zellen sind gegen den Thyreotropin-Rezeptor auf der Ober-

fläche differenzierter Schilddrüsenkarzinomzellen wie K-1 und FTC-133 gerich-

tet. 

Zunächst werden die Zellen um den Faktor 5 mit Trypanblau verdünnt, indem   

5 µl Zellen mit 20 µl Trypanblau vermischt werden. Trypanblau färbt selektiv nur 

tote Zellen dunkelblau, während vitale Zellen nicht angefärbt werden. Direkt im 

Anschluss werden die vitalen Zellen in der Neubauer-Zählkammer gezählt. Die 

Anzahl vitaler Zellen pro Milliliter ergibt sich aus dem Ergebnis der Zählung mul-

tipliziert mit dem Verdünnungsfaktor 5 und 104. Da Trypanblau zytotoxisch 

wirkt, muss die Zählung unmittelbar nach der Anfärbung erfolgen, um eine 

falsch-hohe Anzahl toter Zellen zu vermeiden.  

Es werden verschiedene Verhältnisse von Effektorzellen:Zielzellen untersucht, 

begonnen mit einem niedrigen Verhältnis. Das Verhältnis wird sukzessive ge-

steigert und die Auswirkungen verglichen. Ziel ist es, das minimale Verhältnis 

an Effektorzellen:Zielzellen zu ermitteln, bei dem ein effektiver Zelltod der 

Schilddrüsenkarzinomzellen möglich ist. So wird der beste Kompromiss aus 

Zytotoxizität und Risikominimierung ermittelt. Jeder Ansatz wird in dreifacher 

Ausfertigung kultiviert. 
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2.2.2 Auswertung des Zelltods von differenzierten Schilddrüsenkarzi-

nomzellen in den Ko-Kulturen 

 

Der Zelltod der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen K-1 und FTC-133 

wird auf drei Arten ausgewertet: 

1. Reduktion der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen unter dem 

Mikroskop 

2. Reduktion der GFP-markierten differenzierten Schilddrüsenkarzinomzel-

len unter dem Fluoreszenzmikroskop 

3. Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse 

 

 

2.2.2.1 Reduktion von differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen unter 

dem Mikroskop 

 

Die Reduktion von differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen unter dem Mikro-

skop wird zwischen folgenden Ansätzen verglichen: 

1. Nur Zielzellen (keine Effektorzellen) 

2. Zielzellen + unmodifizierte T-Zellen 

3. Zielzellen + unspezifische CAR-T-Zellen (anti-CD19) 

4. Zielzellen + spezifische anti-TSHR CAR-T-Zellen 

Der Zelltod von differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen zeigt sich als eine 

Reduktion derselben. Außerdem sind dichte Zellkonglomerate zu beobachten. 

Dieser Versuch wurde in dieser Form insgesamt einmal durchgeführt. 
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2.2.2.2 Reduktion von GFP-markierten differenzierten Schilddrüsenkarzi-

nomzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop 

 

Die Reduktion von GFP-markierten differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen 

unter dem Fluoreszenzmikroskop wird zwischen folgenden Ansätzen vergli-

chen: 

1. Nur Zielzellen (keine Effektorzellen) 

2. Zielzellen + unmodifizierte T-Zellen 

3. Zielzellen + spezifische anti-TSHR CAR-T-Zellen 

Eine Analyse der Zielzellen + unspezifische CAR-T-Zellen (anti-CD19) war auf-

grund technischer Probleme nicht möglich. 

Der Zelltod von GFP-markierten differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen 

zeigt sich als eine Reduktion derselben. Die optische Einschätzung wird durch 

die GFP-Markierung erheblich erleichtert. 

Dieser Versuch wurde in dieser Form insgesamt einmal durchgeführt. 

 

 

2.2.2.3 Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse 

 

Mithilfe einer Lumineszenz-Analyse wird die Aktivität der Caspasen 3 und 7 

gemessen (Caspase-Glo 3/7 Assay von Promega®, REF G8092). Die Caspa-

sen 3 und 7 gehören zu den Cysteinproteasen, die ihr Zielprotein an einer Pep-

tidbindung C-terminal von Aspartat schneiden, woher der Name stammt (Eng-

lisch: cysteinyl-aspartate specific protease). Diese Vertreter der Caspase-

Familie stehen am Ende des Signalweges, der die Apoptose tierischer Zellen 

einleitet. Die emittierte Lumineszenz ist proportional zur anwesenden Caspase-

3/7-Aktivität und dient somit als Maß der stattgefundenen Zellapoptose in den 

Ko-Kulturen (Promega, 2018). 

Sobald die GFP-markierten K-1- und FTC-133-Zellen zu etwa 80% konfluent 

sind, werden sie mit den Effektorzellen in Ko-Kultur gebracht. Als erstes wird 
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das Kulturmedium in den Zellkulturflaschen verworfen. Danach werden die K-1- 

und FTC-133-Zellen zweimal mit je 3 ml 10 mM EDTA gewaschen. Beim zwei-

ten Mal verbleibt das EDTA in den Zellkulturflaschen. Es wird etwa fünf Minuten 

abgewartet, um den Zellen Zeit zu geben sich von der haftenden Oberfläche 

innerhalb der Zellkulturflaschen zu lösen. Zur Ablösung der adhärenten K-1- 

und FTC-133-Zellen in den T25-Zellkulturflaschen wird EDTA anstelle von 

Trypsin verwendet, da EDTA schonender für die K-1- und FTC-133-Zellen ist 

(Iwakuma, Cui, & Chang, 1999). Die Zellen sollen vor der Zytotoxizitätsanalyse 

möglichst unbeschadet bleiben. 

Nach der Ablösung wird je 2 – 5 ml des jeweiligen Kulturmediums zu den K-1- 

und FTC-133-Zellen gegeben. Es ist darauf zu achten, die Zellen nicht zu stark 

zu verdünnen, sodass eine Zelldichte von 4 x 104 pro 100 µl nicht unterschritten 

wird. Nun werden die K-1- und FTC-133-Zellen wie bereits zuvor beschrieben 

mit Trypanblau angefärbt. Die vitalen Zellen werden in der Neubauer-

Zählkammer gezählt, um die Anzahl vitaler Zellen pro Milliliter zu ermitteln (sie-

he „Ko-Kultivierung von differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen und CAR-T-

Zellen“, S. 37). Im weiteren Verlauf werden die Zielzellen allein und in Ko-

Kulturen bestehend aus Zielzellen und drei unterschiedlichen Effektorzellen be-

obachtet. Jeder Ansatz wird in dreifacher Ausfertigung angelegt. Daher werden 

die Zielzellen K-1 und FTC-133 jeweils in vier Zeilen in je drei Wells und je 4 x 

104 vitale Zielzellen pro Well in einer 96-Well-Zellkulturplatte gesät (Abbildung 

6). Unter Hinzugabe des jeweiligen Kulturmediums wird jedes Well auf ein Vo-

lumen von 100 µl gebracht. Die 96-Well-Zellkulturplatte wird für 2 Stunden im 

Brutkasten bei 5% CO2 und 37 °C inkubiert. In dieser Zeit haften die Zielzellen 

dem Boden der Zellkulturplatte an. 

In der Zwischenzeit werden die vitalen Effektorzellen gezählt. Diese sind unmo-

difizierte T-Zellen, unspezifische CAR-T-Zellen (anti-CD19) und spezifische an-

ti-TSHR CAR-T-Zellen. Dazu wird erneut eine Färbung mit Trypanblau durchge-

führt (siehe „Ko-Kultivierung von differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen 

und CAR-T-Zellen“, S. 37).  

Als nächstes werden die nun adhärenten Zielzellen in der 96-Well-

Zellkulturplatte mit den Effektorzellen in Kontakt gebracht. Dazu wird das Kul-
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turmedium in den Zielzellkulturen verworfen. Das Verhältnis Effektorzel-

len:Zielzellen soll für jede Kombination aus Effektor- und Zielzellen 5:1 betragen 

(siehe „Zelltod von K-1- und FTC-133-Zellen in den Ko-Kulturen“, S. 45). Des-

halb wird jedem Well 5 x 4 x 104 vitale Effektorzellen nach dem Schema in Ab-

bildung 6 hinzugefügt. Eine Ausnahme bilden die Wells, die nur Zielzellen tra-

gen sollen. Sie werden nicht mit Effektorzellen versetzt. Jedes Well wird mit 

TexMACSTM Kulturmedium auf ein Volumen von 250 µl gebracht. 

 K-1 FTC-133 

Nur Zielzellen 

 

Zielzellen + unmodifizierte T-Zellen 

Zielzellen + unspezifische 

CAR-modifizierte T-Zellen 

Zielzellen + spezifische anti-TSHR 

CAR-modifizierte T-Zellen 

 

Abbildung 6  Ko-Kultur der Ziel- und Effektorzellen in einer 96-Well-Zellkulturplatte als 
Vorbereitung für eine Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse. 

 

Die 96-Well-Zellkulturplatte wird zur Inkubation in einem Brutkasten bei 5% CO2 

und 37 °C gelagert. In den nächsten Tagen wird die 96-Well-Zellkulturplatte täg-

lich unter dem Fluoreszenzmikroskop auf Hinweise des Zelltods der Zielzellen 

kontrolliert. Dieser zeigt sich durch eine sichtbare Reduktion der GFP-

markierten K-1- und FTC-133-Zellen in den Ansätzen mit Effektorzellen im Ver-

gleich zu den Ansätzen, die nur Zielzellen enthalten. 

Sobald eine Reduktion an GFP-markierten Zielzellen erkennbar wird, kann mit 

der Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse fortgefahren werden. Diese wird mit 

dem Caspase-Glo 3/7 Assay von Promega® durchgeführt. Zu Beginn wird aus 

jedem Well 175 µl des Überstands verworfen, sodass in jedem Well 75 µl ver-

bleiben. Jedem Well wird 75 µl Caspase Solution hinzugefügt, ohne zu vermi-

schen, um die Zellen nicht zu stören. Danach wird die 96-Well-Zellkulturplatte 

für 20 Minuten in einer möglichst dunklen Umgebung inkubiert. Die Abschir-

mung vor Licht kann beispielsweise durch Umhüllung mit Aluminiumfolie er-
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reicht werden. Anschließend wird der Inhalt jedes Wells sorgfältig durch Auf- 

und Abpipettieren durchmischt, sodass sich jede Zielzelle vom Boden der Zell-

platte löst. Danach wird der Inhalt in ein Eppendorf Tube überführt. Abschlie-

ßend wird die Lumineszenz eines jeden Eppendorf Tubes in einem Luminome-

ter gemessen. Dazu wird die Software GloMax®-20/20 Luminometer von    

Promega® verwendet. 

Dieser Versuch wurde in dieser Form insgesamt einmal durchgeführt. 

 

 

2.2.3 Statistik 

 

Die Ergebnisse der Caspase-3/7-Lumineszenzmessung werden von der Soft-

ware GloMax®-20/20 Luminometer von Promega® als Excel-Tabelle von 

Microsoft® Windows® dargestellt. Zuerst wird die Lumineszenz der Effektor-

zellen ohne Zielzellen gemessen. Aus den Ergebnissen wird für jeden Ansatz 

der Mittelwert gebildet (Tabelle 1). Darauf folgen die Messungen der Ko-

Kulturen aus Effektorzellen und Zielzellen. Von jedem Ergebnis eines Ansatzes 

in Ko-Kultur wird die durchschnittliche Lumineszenz der jeweils verwendeten    

Effektorzellen von der insgesamt gemessenen Lumineszenz abgezogen. Dar-

aus resultiert die Lumineszenz, die allein auf die Apoptose der Schilddrüsen-

karzinomzellen zurückzuführen ist. Von den Subtraktionen wird je Ansatz der 

Mittelwert bestimmt. Darauf wird der Zweistichproben-T-Test für den Vergleich 

von Mittelwerten zweier unabhängiger Stichproben angewendet. Das Signifi-

kanzniveau ist auf α = 0,05 festgelegt (Tabellen 2 und 3). Die Daten werden 

mithilfe des Programmes IBM® SPSS® Statistics 24 graphisch als Boxplots 

veranschaulicht (Abbildungen 12 und 13). 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Nachweis des Thyreotropin-Rezeptors in den Schilddrüsenkarzinom-

zelllinien K-1 und FTC-133 

3.1.1 Immunfluoreszenzfärbung 

 

Mittels der Immunfluoreszenzfärbung wird unter Verwendung des primären  

monoklonalen murinen anti-TSHR Antikörpers der Thyreotropin-Rezeptor auf 

der Oberfläche der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen K-1 und FTC-

133 nachgewiesen. Als negative Kontrolle dient ein Ansatz ohne primären Anti-

körper.  

Im Vergleich zur negativen Kontrolle zeigt der Ansatz mit primärem anti-TSHR 

Antikörper eine deutliche Fluoreszenz (Abbildung 7). Demnach wurde der    

Thyreotropin-Rezeptor auf der Oberfläche der K-1- und FTC-133-Zellen detek-

tiert. 

 Anti-TSHR Antikörper Negative Kontrolle 

K-1 

 

FTC-133 

 

Abbildung 7  Links: Immunfluoreszenzfärbung mit dem monoklonalen murinen anti-
TSHR Antikörper als primären Antikörper. Rechts: Negative Kontrolle ohne primären 
Antikörper. Oben: K-1 papilläre Schilddrüsenkarzinomzellen. Unten: FTC-133 follikulä-
re Schilddrüsenkarzinomzellen. 
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3.1.2 Western Blot 

 

Neben der Immunfluoreszenzfärbung wird die Expression des Thyreotropin-

Rezeptors in den K-1- und FTC-133-Zellen mittels Western Blot belegt. Es  

wurde derselbe monoklonale murine anti-TSHR Antikörper als primärer Antikör-

per eingesetzt wie in der Immunfluoreszenzfärbung. Es zeigen sich Banden der 

zu erwartenden Größe des Thyreotropin-Rezeptors von 92 kDa (Abbildung 8). 

Zudem ist eine Bande zwischen 37 kDa und 50 kDa bei den FTC-133-Zellen 

sichtbar, welche am ehesten einem Polypeptid entspricht, das in den Analysen 

von Nicholsen et. al zu monoklonalen Antikörpern und dem Thyreotropin-

Rezeptor regelhaft nachzuweisen war (Nicholson et al., 1996). 

 

 

Abbildung 8  Western Blot mit dem monoklonalen murinen anti-TSHR Antikörper 
als primären Antikörper. Die roten Kreise markieren die zu erwartende Größe des   
Thyreotropin-Rezeptors von 92 kDa. 
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3.2 Anti-TSHR CAR-T-Zellen erkennen K-1- und FTC-133-Zellen 

 

Eine weitere Immunfluoreszenzfärbung beweist die Bindung der generierten 

anti-TSHR CAR-T-Zellen an den Thyreotropin-Rezeptor der differenzierten 

Schilddrüsenkarzinomzellen K-1 und FTC-133. Im Vergleich zur negativen Kon-

trolle zeigt der Ansatz mit anti-TSHR CAR-T-Zellen eine deutliche Fluoreszenz 

(Abbildung 9).  

  Anti-TSHR CAR-T-Zellen   Negative Kontrolle 

K-1 

 

FTC-133 

 

Abbildung 9  Links: Immunfluoreszenzfärbung mit anti-TSHR CAR-T-Zellen als pri-
mären Antikörper. Rechts: Negative Kontrolle ohne anti-TSHR CAR-T-Zellen. Oben:  
K-1 papilläre Schilddrüsenkarzinomzellen. Unten: FTC-133 follikuläre Schilddrüsen-
karzinomzellen. 

 

 

3.3 Zelltod von K-1- und FTC-133-Zellen in den Ko-Kulturen 

 

Unter fünf unterschiedlichen Versuchen ergab ein Effektorzellen:Zielzellen- 

Verhältnis von 5:1 den besten Kompromiss zwischen signifikanter  Zytotoxizität 

und Risikominimierung. Somit werden je Well 4 x 104 Zielzellen (differenzierte 

Schilddrüsenkarzinomzellen K-1 und FTC-133) mit 5 x 4 x 104 Effektorzellen 

(unmodifizierte T-Zellen und CAR-T-Zellen) ko-kultiviert. 

Der Zelltod der Zielzellen wird auf drei verschiedene Arten nachgewiesen: 
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1. Reduktion der differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen unter dem 

Mikroskop 

2. Reduktion der GFP-markierten differenzierten Schilddrüsenkarzinom-

zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop 

3. Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse 

 

 

3.3.1 Reduktion von K-1- und FTC-133-Zellen unter dem Mikroskop 

 

Ein deutlicher Zelltod der Zielzellen ist in der Ko-Kultur von Zielzellen und spezi-

fischen anti-TSHR CAR-T-Zellen erkennbar. Dieser stellt sich als dichtes, dunk-

les und gut abgrenzbares Konglomerat neben vitalen Schilddrüsenkarzinom-

zellen dar. Die zum Vergleich stehenden Ansätze weisen eine geringe Anzahl 

an untergegangenen Schilddrüsenkarzinomzellen auf (Abbildung 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 10  Zielzelltod nach zwei Tagen in Ko-Kultur unter dem Mikroskop. Nur 
Zielzellen: K-1 papilläre Schilddrüsenkarzinomzellen oder FTC-133 follikuläre Schild-
drüsenkarzinomzellen ohne Effektorzellen. Zielzellen und unmodifizierte T-Zellen: 
Schilddrüsenkarzinomzellen mit T-Zellen ohne CAR. Zielzellen und unspezifische 
CAR-T-Zellen: Schilddrüsenkarzinomzellen mit anti-CD19 CAR-T-Zellen. Zielzellen und 
spezifische anti-TSHR CAR-T-Zellen: Schilddrüsenkarzinomzellen mit anti-TSHR CAR-
T-Zellen. Die roten Umkreisungen markieren Bereiche, in denen Zelltod stattgefunden 
hat. 

 K-1 FTC-133 

Nur Zielzellen 

  

Zielzellen + unmodifizierte 

T-Zellen 

Zielzellen + unspezifische 

CAR-modifizierte T-Zellen 

Zielzellen + spezifische 

anti-TSHR CAR-

modifizierte T-Zellen 



Ergebnisse 
 

46 
 

3.3.2 Reduktion von GFP-markierten K-1- und FTC-133-Zellen unter dem 

Fluoreszenzmikroskop 

 

Ein deutlicher Zelltod der Zielzellen ist in der Ko-Kultur von Zielzellen und spezi-

fischen anti-TSHR CAR-T-Zellen erkennbar. Dieser zeigt sich in einer sichtba-

ren Reduktion der GFP-markierten K-1- und FTC-133-Zellen. Die zum Vergleich 

stehenden Ansätze weisen eine deutlich geringere Anzahl an untergegangenen 

Schilddrüsenkarzinomzellen auf (Abbildung 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 11  Zielzelltod nach drei Tagen in Ko-Kultur unter dem Fluoreszenzmikro-
skop. Nur Zielzellen: K-1- oder FTC-133-Zellen ohne T-Zellen. Zielzellen und unmodifi-
zierte T-Zellen: K-1- und FTC-133-Zellen mit unveränderten T-Zellen ohne CAR. Ziel-
zellen und spezifische anti-TSHR CAR-T-Zellen: K-1- und FTC-133-Zellen mit anti-
TSHR CAR-T-Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 K-1 FTC-133 

Nur Zielzellen 

  

Zielzellen + unmodifizierte 

T-Zellen 

Zielzellen + spezifische 

anti-TSHR CAR-

modifizierte T-Zellen 
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3.3.3 Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse 

 

Im Folgenden wird das Ergebnis der Caspase-3/7-Lumineszenzanalyse darge-

stellt. Die emittierte Lumineszenz wird in Relative Light Units (RLU) angegeben. 

 

Tabelle 1  Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse der Effektorzellen ohne Zielzellen nach 
zwei Tagen in Kultur. M = Mittelwert. 

 

 

Tabelle 2  Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse der K-1-Zellen und Effektorzellen nach 
zwei Tagen in Ko-Kultur. M = Mittelwert. 

 Effektor-Lumineszenz 

[RLU] 

M Effektor-Lumineszenz 

[RLU] 

Unmodifizierte T-Zellen 
6,54 * 106 

7,02 * 106 

7,49 * 106 

Unspezifische CAR-T 
5,27 * 106 

5,56 * 106 

5,83 * 106 

Anti-TSHR CAR-T 
6,43 * 106 

5,94 * 106 

5,45 * 106 

  

K-1-Lumineszenz  

[RLU] 

 

K-1-Lumineszenz 

- 

M Effektor-Lumineszenz 

[RLU] 

Nur K-1-Zellen 

1,64 * 106 1,64 * 106 

1,36 * 106 1,36 * 106 

1,18 * 106 1,18 * 106 

K-1-Zellen +  

unmodifizierte T-Zellen 

8,48 * 106 1,46 * 106 

11,65 * 106 4,63 * 106 

10,61 * 106 3,59 * 106 

K-1-Zellen + 

unspezifische CAR-T 

6,25 * 106 0,69 * 106 

7,61 * 106 2,05 * 106 

7,30 * 106 1,74 * 106 

K-1-Zellen + 

spez. anti-TSHR CAR-T 

14,21 * 106 8,27 * 106 

10,73 * 106 4,79 * 106 

14,04 * 106 8,1 * 106 
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Der Zweistichproben-T-Test ergibt für den Vergleich von K-1-Zellen + spezifi-

sche anti-TSHR CAR-T-Zellen mit K-1-Zellen + unmodifizierte T-Zellen einen T-

Wert von 0,06. Für den Vergleich von K-1-Zellen + spezifische anti-TSHR CAR-

T-Zellen mit K-1-Zellen + unspezifische CAR-T-Zellen errechnet sich ein T-Wert 

von 0,01. Somit wird der Unterschied zwischen spezifischen anti-TSHR CAR-T-

Zellen und unspezifischen CAR-T-Zellen als signifikant zum Signifikanzniveau α 

= 0,05 gewertet, während der Unterschied zwischen spezifischen anti-TSHR 

CAR-T-Zellen und unmodifizierten T-Zellen die Signifikanz knapp verfehlt. 

 

 
 

FTC-133-Lumineszenz 

[RLU] 

FTC-133-Lumineszenz  

  - 

M Effektor-Lumineszenz 

[RLU] 

Nur FTC-133-Zellen 

1,91 * 106 1,91 * 106 

1,81 * 106 1,81 * 106 

1,59 * 106 1,59 * 106 

FTC-133-Zellen + unmodi-

fizierte T-Zellen 

7,52 * 106 0,5 * 106 

9,05 * 106 2,03 * 106 

9,59 * 106 2,57 * 106 

FTC-133-Zellen + 

unspezifische CAR- T 

7,05 * 106 1,49 * 106 

8,87 * 106 3,31 * 106 

9,41 * 106 3,85 * 106 

FTC-133-Zellen + 

spez. anti-TSHR CAR-T 

10,10 * 106 4,16 * 106 

12,57 * 106 6,63 * 106 

12,93 * 106 6,99 * 106 

 

Tabelle 3  Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse der FTC-133-Zellen und Effektorzellen 
nach zwei Tagen in Ko-Kultur. M = Mittelwert. 

 

Der Zweistichproben-T-Test ergibt für den Vergleich von FTC-133-Zellen + spe-

zifische anti-TSHR CAR-T-Zellen mit FTC-133-Zellen + unmodifizierte T-Zellen 

einen T-Wert von 0,02. Für den Vergleich von FTC-133-Zellen + spezifische 

anti-TSHR CAR-T-Zellen mit FTC-133-Zellen + unspezifische CAR-T-Zellen 

errechnet sich ein T-Wert von 0,06. Somit wird der Unterschied zwischen spezi-
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fischen anti-TSHR CAR-T-Zellen und unmodifizierten T-Zellen als signifikant 

zum Signifikanzniveau α = 0,05 gewertet, während der Unterschied zwischen 

spezifischen anti-TSHR CAR-T-Zellen und unspezifischen CAR-T-Zellen die 

Signifikanz knapp verfehlt. 

 

Abbildung 12  Boxplots zur Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse der K-1-Zellen und 
Effektorzellen nach zwei Tagen in Ko-Kultur. 

 

 

Abbildung 13  Boxplots zur Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse der FTC-133-Zellen 
und Effektorzellen nach zwei Tagen in Ko-Kultur. 
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Die Boxplots veranschaulichen die zytotoxische Überlegenheit der spezifischen 

anti-TSHR CAR-T-Zellen sowohl in den K-1- als auch in den FTC-133-Zellen 

gegenüber allen anderen Ansätzen. Unter den Effektorzellen zeigen die unmo-

difizierten T-Zellen die zweithöchste Zytotoxizität gegen K-1-Zellen und die un-

spezifischen CAR-T-Zellen (anti-CD19) gegen FTC-133-Zellen. Jedoch führen 

in beiden Fällen die anti-TSHR CAR-T-Zellen mit deutlichem Abstand. Selbst 

das Minimum der gemessenen Lumineszenz im Ansatz mit spezifischen anti-

TSHR CAR-T-Zellen übertrifft die gemessene Lumineszenz des Maximums der 

jeweils zweitbesten Effektorzellansätze. Insgesamt implizieren diese Ergebnis-

se eine leistungsfähige Zytotoxizität durch spezifische anti-TSHR CAR-T-Zellen 

gegen differenzierte Schilddrüsenkarzinomzellen. 
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4 DISKUSSION 

4.1 Anti-ICAM-1 CAR-T-Zellen gegen das fortgeschrittene Schilddrüsen-

karzinom 

 

In einer Studie von Min et al. wurde als tumorasspezifisches Antigen gegen das 

fortgeschrittene Schilddrüsenkarzinom ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 

1, auch CD54 genannt) gewählt (Min et al., 2017). Viele Tumore, inklusive dem 

papillären und dem anaplastischen Schilddrüsenkarzinom, weisen eine erhöhte 

Expression von ICAM-1 auf. Allogene anti-ICAM-1 CAR-T-Zellen führten zu  

einer starken und selektiven Elimination von papillären und anaplastischen 

Schilddrüsenkarzinomzellen in vitro. Im Mausmodell mit systemischer Ausprä-

gung des anaplastischen Schilddrüsenkarzinoms konnten allogene anti-ICAM-1 

CAR-T-Zellen durch eine einzige Anwendung eine umfassende Abtötung der 

Tumorzellen, eine Langzeitremission und eine signifikant verlängerte Überle-

bensdauer erreichen (Min et al., 2017). Im nächsten Schritt wurde eine weitere 

Annährung unternommen, um möglichst realen Bedingungen zu entsprechen, 

indem einem Patienten anaplastische Schilddrüsenkarzinomzellen entnommen 

und autologe anti-ICAM-1 CAR-T-Zellen hergestellt wurden. Sowohl in vitro als 

auch im Mausmodell bestätigte sich die therapeutische Wirkung der autologen 

anti-ICAM-1 CAR-T-Zellen, wenn auch die Abtötung der Tumorzellen langsa-

mer stattfand als im vorausgegangenen allogenen Modell (Min et al., 2017). 

Min et al. komponierten ein CAR, dessen extrazellulärer Anteil ebenfalls aus 

einem scFv des gewählten tumorspezifischen Antigens bestand. Für die 

Transmembrandomäne und die intrazellulären Anteile wurden eine CD3ζ-Kette 

und die kostimulatorischen Signaldomänen CD28 und 4-1BB verwendet. In un-

serem Aufbau fügten wir außerdem eine dritte kostimulatorische Signaldomäne 

hinzu: CD27. Sie unterstützt die antigenspezifische Expansion naiver T-Zellen 

und steigert die Generation sowie Langzeiterhaltung der T-Zell-Immunität 

(Hendriks et al., 2000). Zudem inkorpierten wir ein Caspase-9-Suizidgen wegen 

der potentiell lebensbedrohlichen Gefahr durch CAR-T-Zellen im klinischen Ein-

satz, welches Min et al. in zukünftigen Studien auch berücksichtigen wollen 

(Min et al., 2017). Die Transduktion der isolierten T-Zellen mit dem CAR erfolgte 
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in Übereinstimmung mit unserem Aufbau durch lentivirale Vektoren. Anschlie-

ßend führten Min et al. eine antikörperbasierte Zellsortierung durch, um erfolg-

reich transduzierte von nicht transduzierten T-Zellen zu trennen. Während    

unsere Versuche allein in vitro an differenzierten Schilddrüsenkarzinomzellen 

durchgeführt wurden, bezogen Min et al. negative Kontrollen ein, verwendeten 

in vivo Mausmodelle und unterschieden zwischen allogenen und autologen Zy-

totoxizitätsanalysen. Unsere anti-TSHR CAR-T-Zellen zeigten bei einem       

Effektorzellen:Zielzellen- Verhältnis von 5:1 die besten Ergebnisse. Im Falle der 

anti-ICAM-1 CAR-T-Zellen reichte ein Effkotorzellen:Zielzellen-Verhältnis von 

2,5:1 aus. 

 

 

4.2 Kritik und Schwachstellen 

4.2.1 Bedeutung des tumorspezifischen Antigens 

 

Die wohl wichtigste Voraussetzung für die erfolgreiche klinische Anwendung 

von CAR-T-Zellen ist die Selektivität des tumorspezifischen Antigens für das 

Zielgewebe. In unseren Versuchen diente der Thyreotropin-Rezeptor als tumor-

spezifisches Antigen. Wie bereits beschrieben, ist der Thyreotropin-Rezeptor 

jedoch bei Weitem nicht spezifisch für das differenzierte Schilddrüsenkarzinom. 

Er findet sich auf allen Follikelepithelzellen des Schilddrüsengewebes sowie in 

geringerer Konzentration auch in zahlreichen weiteren extrathyreoidalen Gewe-

ben (siehe „Der Thyreotropin-Rezeptor (TSHR) als Zielantigen auf differenzier-

ten Schilddrüsenkarzinomzellen“, S. 19). Dadurch ist eine nicht zu vernachläs-

sigende Off-Tumor-Zytotoxizität zu erwarten. Ein Ansatz die Off-Tumor-

Zytotoxizität zu verringern, ist die Reduktion der Affinität des scFv (Caruso et 

al., 2015; Liu et al., 2015). Dadurch reichern sich die CAR-T-Zellen vor allem in 

Geweben mit hoher Dichte des tumorspezifischen Antigens an, während Ge-

webe mit geringer Dichte weitgehend verschont bleiben. Die Überlegenheit von 

niedrigaffinen CAR-T-Zellen zur Vermeidung einer systemischen Toxizität   

wurde bereits von Park et al. mit anti-ICAM-1 CAR-T-Zellen getestet und bestä-

tigt (S. Park et al., 2017). In unserem Fall wird hauptsächlich die Schilddrüse 

von anti-TSHR CAR-T-Zellen betroffen sein. Sie wird voraussichtlich Schaden 
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nehmen, gegebenenfalls mit resultierendem Hypothyreodismus und der Not-

wendigkeit einer lebenslangen Substitution von Schilddrüsenhormonen. Dieser 

Nachteil ist allerdings vernachlässigbar, da dies bereits bewährte Praxis nach 

anderen thyreoablativen Verfahren wie der Thyreoidektomie und Radioiodabla-

tion ist. 

Alternative tumorassoziierte Antigene gegen das differenzierte Schilddrüsen-

karzinom könnten Thyreoperoxidase oder der Human Epidermal Growth Factor 

Receptor 2 (HER2) sein (French & Haugen, 2018). Falls sich kein brauchbares 

tumorspezifisches Oberflächenantigen finden lässt, muss alternativ über den 

Einsatz von T-Cell-Receptor-mimic (TCRm) CARs nachgedacht werden, welche 

auf intrazelluläre Peptide reagieren, die im Proteasom gespalten durch den 

MHC-I-Komplex auf der Zelloberfläche präsentiert werden. Hierdurch wird das 

Ausmaß der potentiell in Frage kommenden tumorspezifischen Antigene ent-

scheidend vergrößert. Voraussetzung für die Wirksamkeit dieses Ansatzes ist, 

dass die Tumorzellen die Expression von MHC-I-Komplexen nicht herabregulie-

ren (Rafiq et al., 2017). Dies ist jedoch häufig der Fall. Der Vorteil der MHC-I-

Unabhängigkeit von CAR-T-Zellen geht bei TCRm-CAR-T-Zellen verloren. 

 

 

4.2.2 Versuchsaufbau 

 

Auch wenn die stabile Langzeitexpression des CARs in T-Zellen und ihren 

Tochterzellen durch den lentiviralen Gentransfer bereits in anderen Studien be-

legt wurde (Essand & Loskog, 2013), gibt es in unseren Versuchen keinen Indi-

kator für die CAR-Expression. Die Transduktionseffizienz des anti-TSHR CARs 

durch den lentiviralen Vektor ist unbekannt. Das zusätzliche Einbringen eines 

Markers bei der lentiviralen Transduktion, wie beispielsweise eines Luciferase-

gens, in dem CAR-Gen nachgeschalteter Position ermöglicht eine Beobachtung 

des CARs auch in vivo. Dadurch wird ein zusätzlicher Kontrollpunkt etabliert, 

der zur Sicherheitssteigerung in der CAR-T-Zell-Anwendung beiträgt. Nach der 

lentiviralen Transduktion kann zusätzlich eine Antikörpermarkierung der erfolg-

reich transduzierten CAR-T-Zellen erfolgen mit anschließender Zellsortierung. 
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Nur erfolgreich transduzierte CAR-T-Zellen gehen in die weiteren Versuchssta-

dien über. 

In unserem Versuchsaufbau wurden die anti-TSHR CAR-T-Zellen lediglich mit 

den differenzierten Schilddrüsenkarzinomzelllinien K-1 und FTC-133 ko-

kultiviert. Zur Abschätzung der Off-Tumor-Zytotoxizität wären weitere Ko-

Kulturen mit negativen Kontrollen wünschenswert. Als solche könnten Karzi-

nomzelllinien anderer Gewebe als des Schilddrüsengewebes, gesunde, nicht 

maligne entartete Zelllinien und Gewebe mit bekannter extrathyreoidaler TSHR-

Lokalisation dienen. Für Letzteres würden sich beispielsweise HMEC-1-Zellen 

(Human Microvascular Endothelial Cells) anbieten (Ades et al., 1992). Außer-

dem gehen unsere Versuchsreihen nicht über in vitro Analysen hinaus. Der 

nächste Schritt wäre ein in vivo Mausmodell. Darüber hinaus sollte eine weitere 

Annäherung an die realistischen Gegebenheiten durch autologe, HLA-

identische CAR-T- und Karzinomzellen in vivo getestet werden. 

Zusätzlich zu der Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse kann die Auswertung der 

Zytotoxizität der CAR-T-Zellen durch eine Annexin-V-Propidiumiodid-Analyse 

ergänzt werden. Während die Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse nur die 

Apoptose auswertet, detektiert die Annexin-V-Propidiumiodid-Analyse zusätz-

lich die Nekrose. Annexin V zeigt durch die Bindung des Lipids Phosphatidylse-

rin das Auftreten von Apoptose und Nekrose. Phosphatidylserin wird im Rah-

men der hoch regulierten Apoptose von der cystoplasmatischen Seite der Zell-

membran auf die äußere Seite transloziert. Bei der Nekrose rupturiert die Zell-

membran, wodurch das cytoplasmatische Phosphatidylserin für Annexin V zu-

gänglich wird. Die Bindung wird durch eine Fluoreszenzmarkierung sichtbar 

(Crowley, Marfell, Scott, & Waterhouse, 2016). Der Farbstoff Propidiumiodid 

dient nach der Annexin-V-Färbung der Differenzierung zwischen Apoptose und 

Nekrose, da er nur nekrotische Zellen färbt. Er durchdringt die perforierte Zell-

membran nekrotischer Zellen und bindet an Nukleinsäuren. Die intakte Zell-

membran apoptotischer Zellen kann er jedoch nicht passieren (Straathof et al., 

2005). Die Auswertung der Annexin-V-PI-Färbung erfolgt über Durchflusszyto-

metrie (Crowley et al., 2016). 
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Im Gegensatz zu klinischen Studien, in denen die autologen Patienten-T-Zellen 

zur Generierung der CAR-T-Zellen verwendet werden, stammen die anti-TSHR 

CAR-T-Zellen nicht mit den HL-Antigenen der Tumorzelllinien K-1 und FTC-133 

überein. Dadurch könnte das in-vitro-Ansprechen der Schilddrüsenkarzinomzel-

len auf die anti-TSHR CAR-T-Zell-Therapie zu einem unbekannten Anteil durch 

eine allogene Reaktion gegen die Schilddrüsenkarzinomzellen verstärkt worden 

sein. Der Zytotoxizitätsanteil, der allein auf die anti-TSHR CAR-T-Zellen entfällt, 

ist nicht ermittelbar. So besteht die Gefahr die anti-TSHR CAR-T-Zell-

Zytotoxizität in vitro zu überschätzen. 

Für die Isolation des scFv verwendeten wir den murinen monoklonalen anti-

TSHR Antikörper 3BD10 (Chen et al., 2015; Hou et al., 2008), während die Zell-

linien K-1 und FTC-133 humane papilläre beziehungsweise follikuläre Schild-

drüsenkarzinomzellen enthalten (Aldrich). Diese artübergreifende Anwendung 

birgt ein immunogenes Potential, welches ebenfalls die Gefahr birgt die anti-

TSHR CAR-T-Zell-Zytotoxizität zu überschätzen. In Zukunft versprechen huma-

nisierte Antikörper als Spender des scFv praxisbezogenere Bedingungen (Chen 

et al., 2015; Hou et al., 2008). Dazu wird das scFv aus der variablen schweren 

(VH) und der variablen leichten Kette (VL) eines monoklonalen Antikörpers ent-

nommen. Jede Kette besteht aus je drei Complementarity-Determining Regio-

nen (CDR) zur Antigenbindung und vier Framework Regionen (FR), die zu Sta-

bilität verhelfen. Die Humanisierung eines murinen Antikörpers erfolgt durch die 

Übertragung der antigenbindenden CDR des murinen Antikörpers (Donor-

Antikörper) in die FR des humanen Antikörpers (Akzeptor-Antikörper) 

(Tsurushita, Hinton, & Kumar, 2005). 

 

 

4.3 Herausforderungen in der klinischen Anwendung 

4.3.1 CAR-T-Zell-Penetration 

 

Die Wirksamkeit von CAR-T-Zellen gegen hämatologische Erkrankungen konn-

te bereits mehrfach in frühen Phasen klinischer Studien bestätigt werden, ins-

besondere gegen CD19-positive hämatologische Erkrankungen (Grupp et al., 
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2013; Kochenderfer et al., 2012; Porter et al., 2011). Gegen solide Tumore wie 

das Nierenzellkarzinom oder Neuroblastome zeigten CAR-T-Zellen jedoch bis-

her in klinischen Studien enttäuschende Ergebnisse (Lamers et al., 2013; J. R. 

Park et al., 2007). Auch wenn die Gründe für diese Diskrepanz noch nicht voll-

ständig verstanden sind, mag es an der erschwerten Penetration solider Tumo-

ren durch CAR-T-Zellen liegen, da sich solide Tumoren mit einem immunsupp-

ressiven Mikromilieu umgeben (Gajewski et al., 2006). T-Zellen gelangen hoch 

reguliert zu ihrem Effektort. Vermittelt durch Selektine rollen sie entlang des 

Endothels der Gefäße, bis sie durch Integrine am Endothel anheften. Integrine 

sind Adhäsionsrezeptoren auf der Oberfläche aller tierischer Zellen mit Aus-

nahme der Erythrozyten. Dem Zellarrest folgt die Extravasation und Migration 

der T-Zelle in das Zielgewebe. Das immunsuppressive Mikromilieu solider Tu-

moren behindert jedoch all diese Schritte, sodass T-Zellen und CAR-T-Zellen 

nur in äußert geringer, immunologisch insuffizienter Anzahl an ihren Wirkungs-

ort gelangen (Kershaw et al., 2013). 

Darüber hinaus wird angenommen, dass maligne hämatologische Erkrankun-

gen Moleküle exprimieren, die eine kostimulatorische Wirkung auf CAR-T-

Zellen ausüben, während es soliden Tumoren an solchen Molekülen mangelt 

(Kershaw et al., 2013). Diese Problematik kann bei der Konstruktion der CAR-

Ektodomäne Beachtung finden. Neben dem scFv zur tumorantigenspezifischen 

Bindung ist es möglich, CAR-T-Zellen mit einem weiteren Rezeptor passend zu 

den Chemokinen im immunsuppressiven Mikromilieu solider Tumoren auszu-

statten. Diese bispezifischen CAR-T-Zellen verbessern die CAR-T-Zell-

Migration in das Tumorgewebe. Eine größere Anzahl an infiltrierenden CAR-T-

Zellen steigert die Chance auf eine suffiziente antitumoröse Zytotoxizität maß-

geblich. Als Ziel kann beispielsweise der Vascular Endothelial Growth Factor 

Rezeptor (VEGFR) dienen, der sich in hoher Dichte in der unmittelbaren Umge-

bung solider Tumoren befindet (Kershaw et al., 2013). 
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4.3.2 CAR-T-Zell-Persistenz 

 

Für eine erfolgreiche klinische Anwendung in vivo ist eine dauerhafte CAR-T-

Zell-Persistenz Voraussetzung. Zur Steigerung der Persistenz zeigen sich we-

nig differenzierte, insbesondere Memory-T-Stammzellen als Substrat für CAR-

T-Zellen als vorteilhaft. Zusätzlich steigert eine effektive Aktivierung der CAR-T-

Zellen über antiapoptotische Signale, ausgelöst durch die kostimulatorischen 

Moleküle der Endodomäne des CARs, die Persistenz maßgeblich. Weitere ge-

netische Modifikationen zur Reduktion der Fas-Rezeptoren auf der CAR-T-Zell-

Oberfläche prolongieren die CAR-T-Zell-Persistenz ebenfalls (Kershaw et al., 

2013). Zudem beeinflussen eine Präkonditionierung vor der CAR-T-Zell-

Applikation und die Dosis verabreichter CAR-T-Zellen die Persistenz. Die 

Präkonditionierung erfolgt mittels lymphodepletierender Chemotherapie mit 

Cyclophosphamid oder Fludarabin und Radiatio. Letztere führt zu einer Organi-

sation chaotisch angeordneter Tumorgefäße. Eine Reduzierung körpereigener 

Immunzellen schafft günstige Bedingungen für die Expansion der infundierten 

CAR-T-Zellen im Patienten-organismus (Buchholz et al., 2018; Kershaw et al., 

2013). Dabei muss eine resultierende Infektanfälligkeit durch die Leukozyten-

depletion in Kauf genommen werden. Das Tumoransprechen wird bedeutend 

durch die simultane Zufuhr des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 bei CAR-T-Zell-

Applikation erhöht (Essand & Loskog, 2013; Kershaw et al., 2013; T. S. Park et 

al., 2011).  

 

 

4.4 Anregungen für die Weiterentwicklung 

 

Die Verwendung eines scFv als antigenbindenden Teil eines CARs ist bisher 

die am häufigsten durchgeführte Variante. Jedoch zeigen die meisten scFv die 

Tendenz zu aggregieren (Gil & Schrum, 2013). Dadurch kommt es unabhängig 

von der Bindung des CARs an sein spezifisches Antigen zu einer konstitutionel-

len CAR-T-Zell-Aktivierung, die wiederum in einem beschleunigten Verbrauch 

der CAR-T-Zellen resultiert (Harris & Kranz, 2016). Duan et. al testeten auf der 

Suche nach einer Alternative zum scFv das Fab (Fragment antigen binding) 
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eines Antikörpers in Kombination mit den intrazellulären Signaldomänen eines 

TCR als antigenbindendes Element eines CARs. Das Fab zeigt im Vergleich 

zum scFv eine höhere Antigenaffinität und Stabilität. Zudem konnte in den Ver-

suchen eine stabile Sekretion der Zytokine IL-2 und IFN-ɣ nachgewiesen    

werden (Duan, Huang, & Jing, 2019). IL-2 hat einen starken, fördernden Ein-

fluss auf die T-Zell-Proliferation und -Differenzierung zu Effektor- und Memory-

T-Zellen (Bachmann & Oxenius, 2007) und IFN-ɣ fördert die Expansion und 

Differenzierung zu Memory-T-Zellen von CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen 

(Tewari et al., 2007). Die intrazellulären Signaldomänen des TCR treten an 

Stelle der zumeist verwendeten Signaldomänen 4-1BB und CD28. Dadurch 

wird der natürliche Prozess der T-Zell-Aktivierung nachgeahmt, welcher nicht so 

stark ist wie der durch 4-1BB und CD28.  Dadurch erhoffen sich Duan et. al  

eine verlängerte Lebensspanne der CAR-T-Zellen. 

Unkontrollierbare Nebenwirkungen wie der Zytokinsturm bleiben potentiell    

lebensbedrohliche Gefahren beim Einsatz von CAR-T-Zellen. Wie zuvor be-

schrieben helfen inkorporierte Suizidgene die Auswirkungen von CAR-T-Zellen 

mit sofortiger Wirkung selektiv zu stoppen. Die induzierbare Caspase 9 funktio-

niert wie ein „Aus-Schalter“ (siehe „Inkorporation eines Caspase-9-Suizidgens“, 

S. 23). Um noch mehr Kontrolle über die CAR-T-Zell-Aktivität zu erhalten, ist 

das zusätzliche Einfügen eines „An-Schalters“ denkbar. Dieses Prinzip basiert 

auf einem induzierbaren MyD88/CD40-Molekül (iMC). Damit wäre die CAR-T-

Zell-Aktivierung nicht mehr alleinig von der Bindung des spezifischen Antigens 

abhängig, sondern zudem von der externen Applikation eines Small Molecules. 

Erste präklinische Studien versprechen zudem eine verstärkte CAR-T-Zell-

Aktivierung und –Proliferation (Foster et al., 2017). 

Die Sorgen um eine ungezielte Insertion von CAR-Genen durch virale Vektoren 

und Transposonsysteme wird von neuen genmodifizierenden Instrumenten wie 

CRISPR/Cas9 adressiert. Sie sind dazu in der Lage, Gene an eine bestimmte 

Stelle im Genom zu inserieren. Durch das gezielte Einsetzen der CAR-Gene in 

den T-Zell-Rezeptor-α-Locus (TRAC) wurde das Tumoransprechen im Maus-

modell mit akuter lymphatischer Leukämie gesteigert (Eyquem et al., 2017). 



Diskussion 
 

59 
 

Ein weiterer interessanter Ansatz beschäftigt sich mit der Kombination von   

einem CAR mit anderen Immunzellen als den T-Zellen, wie beispielsweise den 

natürlichen Killerzellen (NKZ) und Phagozyten wie Makrophagen (Morrissey et 

al., 2018; Oelsner et al., 2019). Regulatorische T-Zellen, die um ein Alloantigen-

spezifisches CAR modifiziert wurden (CAR-Treg), zeigten bereits Vorteile ge-

genüber unmodifizierten regulatorischen T-Zellen in der Bekämpfung der Graft-

versus-Host-Disease (GvHD) im Rahmen von Transplantationen, die durch  

allogene T-Zellen ausgelöst wird (MacDonald et al., 2016). Derzeit werden 

ebenfalls chimäre Autoantigenrezeptor-T-Zellen (CAART) getestet, welche se-

lektiv pathologische Autoimmunzellen eliminieren sollen (Ellebrecht et al., 

2016). Damit wird gezeigt, dass CARs auch großes Potential außerhalb der 

Onkologie bergen. 

Neben den vielfältigen biochemischen Herausforderungen zur Optimierung von 

CAR-T-Zellen werden zukünftig auch wirtschaftliche Aspekte großen Einfluss 

auf den klinischen Einsatz von CAR-T-Zellen haben. Derzeit kostet eine Thera-

pie mit Kymriah® von Novartis 320 000 €, wodurch den Patienten und dem 

Krankenversicherungssystem eine hohe finanzielle Last auferlegt wird 

(Gesundheitswesen, 2018). Dies ist den hohen Kosten für den viralen Gen-

transfer und für die Manufaktur der CAR-T-Zellen geschuldet. Zur Senkung der 

Kosten werden derzeit nicht-virale Gentransfermethoden getestet, beispielswei-

se „Sleeping Beauty Transposons“, die ebenfalls zur stabilen Insertion von 

CAR-Genen fähig sind (Kebriaei et al., 2016). Den hohen Manufakturkosten 

möchte man mit serienmäßig produzierten universellen allogenen CAR-T-Zellen 

entgegenwirken, die mit den T-Zellen eines Spenders hergestellt und kompati-

bel für möglichst alle Empfänger sind. Dies wird durch weitere genetische Modi-

fikationen erreicht, die die T-Zell-Rezeptor-Expression verhindert und somit die 

HLA-vermittelte allogene Immunreaktion verhindert. Erste klinische Erfolge 

wurden bereits mit UCARTCD19® von Cellectis bei einem 11 Monate alten 

Mädchen mit rezidivierender akuter lymphatischer Leukämie (ALL) erzielt 

(Ratner, 2016). 



Fazit 
 

60 
 

5 FAZIT 

 

Die Ergebnisse dieser in vitro Studie legen nahe, dass anti-TSHR CAR-T-Zellen 

Potential in der Behandlung des rekurrenten, radioiodrefraktären und TSHR-

positiven differenzierten Schilddrüsenkarzinoms besitzen. Wir konnten zeigen, 

dass die differenzierten Schilddrüsenkarzinomzelllinien K-1 und FTC-133 den 

Thyreotropin-Rezeptor exprimieren und dieser somit ein geeignetes Ziel für  

unsere CAR-T-Zellen darstellt. Die optisch und lumineszenzbasiert gemessene 

Reduktion von K-1- und FTC-133 in Ko-Kultur mit anti-TSHR CAR-T-Zellen 

zeigte eine signifikant gesteigerte Zytotoxizität durch anti-TSHR CAR-T-Zellen 

gegenüber unspezifischen CAR-T-Zellen bei K-1-Zellen (T-Wert = 0,01) und 

durch anti-TSHR CAR-T-Zellen gegenüber unmodifizierten T-Zellen bei FTC-

133-Zellen (T-Wert = 0,02). Die Signifikanz bei anti-TSHR CAR-T-Zellen ge-

genüber unmodifizierten T-Zellen mit K-1-Zellen (T-Wert = 0,06) und bei anti-

TSHR CAR-T-Zellen gegenüber unspezifischen CAR-T-Zellen mit FTC-133-

Zellen (T-Wert = 0,06) wurde knapp verfehlt (Signifikanzniveau α = 0,05). 

Zukünftige Studien sollten sich einer Erhöhung der in-vitro-Fallzahlen, der Über-

tragung in ein in-vivo-Modell und schließlich der Optimierung des CARs für den 

klinischen Einsatz widmen. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Ziel:  

Die Prognose des differenzierten Schilddrüsenkarzinoms ist unter den etablier-

ten Standardtherapien der operativen Therapie, der Radioiodtherapie und der 

dauerhaften Thyreotropin-Suppression ausgesprochen gut. Jedoch mangelt es 

an Therapiemöglichkeiten gegen das rekurrente, radioiodrefraktäre differenzier-

te Schilddrüsenkarzinom. Langzeitergebnisse zu den erst vor Kurzem zugelas-

senen Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib und Lenvatinib liegen noch nicht vor. 

Diese Arbeit soll das Potential chimärer Antigen-Rezeptor T-Zellen (CAR-T-

Zellen), die insbesondere gegen hämatoonkologische Erkrankungen bereits 

erfolgreich eingesetzt wurden, in der Therapie des rekurrenten, radioiodrefrak-

tären und TSHR-positiven differenzierten Schilddrüsenkarzinoms evaluieren. 

Material und Methoden: 

Als tumorspezifisches Tumorantigen wird der Thyreotropin-Rezeptor (TSHR) 

gewählt. Sein Auftreten in den differenzierten Schilddrüsenkarzinomzelllinien  

K-1 und FTC-133 wird mittels Immunfloureszenzfärbung und Western Blot be-

wiesen. Aus Vollblutproben gewonnene T-Zellen werden mittels lentiviraler Vek-

toren genmodifiziert das anti-TSHR CAR auf ihrer Oberfläche zu exprimieren. 

Die Bindung der anti-TSHR CAR-T-Zellen an K-1- und FTC-133-Zellen wird 

durch eine weitere Immunfloureszenzfärbung nachgewiesen. Folgend werden 

Ko-Kulturen mit Zielzellen (K-1- und FTC-133-Zellen) und Effektorzellen (unmo-

difizierte und CAR-T-Zellen) angelegt. Die Zytotoxizität gegen die Zielzellen 

wird unter dem Mikroskop, dem Fluoreszenzmikroskop (nach GFP-Markierung 

der Zielzellen) und mittels einer Caspase-3/7-Lumineszenz-Analyse bewertet. 

Ergebnisse: 

Die Zelllinien K-1 und FTC-133 exprimieren den Thyreotropin-Rezeptor. Anti-

TSHR CAR-T-Zellen binden diesen und werden darauffolgend aktiviert. 

Das Signifikanzniveau für die Zytotoxizitätsanalyse wurde auf α = 0,05 festge-

legt. Für K-1-Zellen besteht ein signifikanter Unterschied zwischen anti-TSHR 

CAR-T-Zellen und unspezifischen CAR-T-Zellen (T-Wert = 0,01), während anti-

TSHR CAR-T-Zellen im Vergleich mit unmodifizierten T-Zellen die Signifikanz 
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knapp verfehlen (T-Wert = 0,06). Für FTC-133-Zellen besteht ein signifikanter 

Unterschied zwischen anti-TSHR CAR-T-Zellen und unmodifizierten T-Zellen 

(T-Wert = 0,02), während anti-TSHR CAR-T-Zellen im Vergleich zu unspezifi-

schen CAR-T-Zellen die Signifikanz knapp verfehlen (T-Wert = 0,06). 

Fazit:  

Die Ergebnisse dieser in vitro Studie legen nahe, dass anti-TSHR CAR-T-Zellen 

Potential in der Behandlung des rekurrenten, radioiodrefraktären und TSHR-

positiven differenzierten Schilddrüsenkarzinoms besitzen. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

 

18F-FDG-PET 18F-Fluordesoxyglucose Positronen-Emissions-Tomographie 

ALL   akute lymphatische Leukämie  

ATA   American Thyroid Association 

BCMA  B-Cell Maturation Antigen 

BSA   Bovine Serum Albumine 

c-Kit   c-Kit-Kinase 

CAART  chimäre Autoantigenrezeptor-T-Zellen 

CAR   chimärer Antigenrezeptor 

CAR-T  chimäre Antigenrezeptor-T-Zellen 

CD   Cluster of Differentiation 

CDR   Complementarity-Determining Region 

CLL   chronische lymphatische Leukämie 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-Phenylindol 

DLBCL  großzelliges B-Zell-Lymphom 

Fab   Fragment antigen binding 

FBS   Foetal Bovine Serum 

FGFR   Fibroblast Growth Factor Receptor 

FR   Framework Region 

GD2   Disialogangliosid 2 

GFP   Green Fluorescent Protein 

GVHD  Graft-versus-Host-Disease 
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HER2   Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 

HIV   Human Immundeficiency Virus 

HLA   Humanes Leukozytenantigen 

HMEC  Human Microvascular Endothelial Cells 

HPA   Health Protection Agency 

HRP   Horseradish Peroxidase  

ICAM-1  Intercellular Adhesion Molecule 1 

IL   Interleukin 

IL-13Rα2  Interleukin-13-Rezeptor α2 

iMC   induzierbares MyD88/CD40 

INF-ɣ   Interferon ɣ 

LRR   leucinreiche Repeats 

M   Mittelwert 

MAPK  Mitogen-Activated Protein Kinase 

MEK   MAPKK, Kinase der MAPK 

MEN   Multiple Endokrine Neoplasie 

MHC-I  Major Histocompatibility Complex I 

NKG2D  Natural Killer Cell Receptor Group 2 D 

NKZ   Natürliche Killerzellen 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PDGFR  Platelet Derived Growth Factor Receptor 

PET/CT  Positronen-Emissions-Tomographie/Computertomographie 

PHA   Phytohämagglutinin 
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PI   Propidiumiodid 

rhTSH  rekombinantes humanes TSH, Thyreotropin 

RAF   RAF-Kinase 

RET   RET-Kinase 

RIPA   Radioimmunoprecipitation Assay 

RPM   Rocks Per Minute 

scFv   Single Chain Fragment Variable 

TCR   T-Cell Receptor 

TCRm  T-Cell Receptor mimic 

TMD   Transmembrandomäne 

TRAC   T-Zell-Rezeptor-α-Locus  

Treg   regulatorische T-Zellen 

TSH   Thyroid Stimulating Hormone, Thyreotropin 

TSHR Thyroid Stimulating Hormone Receptor, Thyreotropin-

Rezeptor 

VH    variable schwere Kette 

VL    variable leichte Kette 

VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR  Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
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DEUTSCHE ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

Hintergrund: Das differenzierte Schilddrüsenkarzinom weist eine sehr gute 

Prognose auf. Dennoch gibt es Patienten, die refraktär auf die bereits etablier-

ten Therapiemöglichkeiten der operativen Therapie, der Radioiodtherapie und 

der dauerhaften Thyreotropin-Suppression reagieren. Chimäre Antigenrezeptor-

T-Zellen (CAR-T-Zellen) haben bereits vielversprechende Ergebnisse in der 

Therapie hämatoonkologischer Erkrankungen erzielt. 

Ziel: Diese Arbeit evaluiert das Potential von CAR-T-Zellen, die gegen den  

Thyreotropin-Rezeptor gerichtet sind (anti-TSHR CAR-T-Zellen), gegen das 

differenzierte, TSHR-positive Schilddrüsenkarzinom. 

Material und Methoden: Zielzellen sind die papilläre Schilddrüsenkarzinom-

zelllinie K-1 und die follikuläre Schilddrüsenkarzinomzelllinie FTC-133. Zur Be-

urteilung der Abtötung dieser Zellen durch anti-TSHR CAR-T-Zellen wird die 

Minderung der Zielzellen in Ko-Kultur unter dem Mikroskop, dem Fluoreszenz-

mikroskop (nach GFP-Markierung der Zielzellen) und mittels einer Caspase-

3/7-Lumineszenz-Analyse untersucht. 

Ergebnisse: Für K-1-Zellen besteht ein signifikanter Unterschied zwischen anti-

TSHR CAR-T-Zellen und unspezifischen CAR-T-Zellen (T-Wert = 0,01), wäh-

rend anti-TSHR CAR-T-Zellen im Vergleich mit unmodifizierten T-Zellen die 

Signifikanz knapp verfehlen (T-Wert = 0,06). Für FTC-133 Zellen besteht ein 

signifikanter Unterschied zwischen anti-TSHR CAR-T-Zellen und unmodifizier-

ten T-Zellen (T-Wert = 0,02), während anti-TSHR CAR-T-Zellen im Vergleich 

mit unspezifischen CAR-T-Zellen die Signifikanz knapp verfehlen (T-Wert = 

0,06) (Signifikanzniveau α = 0,05). 

Fazit: Anti-TSHR CAR-T-Zellen stellen eine potentielle, neue Therapiemodalität 

zur Ablation gesunder und maligne transformierter Schilddrüsenzellen dar. 
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ENGLISCHE ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

Background: Differenciated thyroid cancer presents with a very favourable 

prognosis. However, there are some cases with differentiated thyroid cancer 

that are refractory to the established treatment consistant of thyroidectomy,  

radioactive 131-Iodide therapy and Thyrotropin-suppression. Chimeric antigen 

receptor T-cells (CART) have already shown impressive results in hematologi-

cal cancers. 

Objective: This study aims to evaluate the potential of CART targeting the  

Thyrotropin-receptor (anti-TSHR CART) against differentiated, TSHR-positive 

thyroid cancer. 

Material and methods: Target cells are the papillary thyroid cancer cell line   

K-1 and the follicular thyroid cancer cell line FTC-133. The killing of target cells 

by anti-TSHR CART is measured as a reduction of target cells in co-culture un-

der the microscope, the fluorescence microscope (after GFP-labelling) and with 

a caspase-3/7-luminescnece analysis. 

Results: With K-1 cells we could detect a significant difference between anti-

TSHR CART and unspecific CART (T-value = 0.01), while anti-TSHR CART in 

comparison to unmodified T cells just missed significance (T-value = 0.06). With 

FTC-133 cells we could detect a significant difference between anti-TSHR 

CART and unmodified T cells (T-value = 0.02), while anti-TSHR CART in com-

parison to unspecific CART just missed significance (T-value = 0.06) (signifi-

cance level α = 0.05). 

Conclusion: Anti-TSHR CART pose a potentially new treatment option to ab-

late healthy and malignant transformed thyroid cells expressing the Thyrotropin-

receptor. 
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