3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Detektion der Stammzellmarker Oct4, p63 und ewidermaler

Transkriptionsfaktoren GATA-4 undHNF4a in der Durchflu3zytometrie

Um die Ergebnisse der DurchfluRzytometrie vergleickhu kbnnen, wurden in einer
Experimentreine die Faktoren Patient (Alter, Geschi), Passageanzahl und Zellkultur-
bedingungen nacheinander variiert oder belass&uo konnte die Bedeutung jedes einzelnen
Faktors auf die Quantitat der Stammzellmarkerexgiwasin der Durchflu3zytometrie untersucht

werden.

3.1.1 Prinzip der durchflul3zytometrischen Analyse sn Gewebezellen

Um eine moglichst homogene Zellpopulation zu eédmalwurde im ersten Schritt der
Analyse die Grof3e und Granularitat der Zellen vehgin. Durch das Schleusen (Gaten) wurde
die Zellpopulation, &hnlich in GroRe und Granuédriteingeschlossen. So konnten vereinzelte
gewebsfremde Zellen, Zellfragmente und Verschhmgea von der weiteren Analyse ausge-
schlossen werden. Nur die eingeschlossenen Zelleden weiter analysiert.

Im zweiten Schritt erfolgte die Selektion von Hdapm Jodid (PJ) gefarbter Zell-
DNA, als Hinweis auf Zellfragmente und Zelltod.rAueiteren Analyse wurden wiederum nur
die positiv eingeschlossenen Zellen verwendet.

41



3 Ergebnisse

Differenzierung nach Exklusion von Zell-
Granularitat — GréRRe fragmenten
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Abbildung 3.1: Dot-Plot Grafiken der Durchfluzytometrie von Sddiliisenzellen

A) Im Streulicht-Dot-Plot stellte die vertikale Achdas Seitwartsstreulicht dar, die horizontale Acttsedite
das Vorwartsstreulicht in linearer Funktion dardele Punkt definierte eine in der DurchfluRkammer
gemessene Zelle, P1schliel3t die Zellen ein, dieweiteren Analyse benutzt wurden

B) Propidium Jodid (PJ) hat ein Emissionsmaximum v6 8m, die Darstellung erfolgte in logarithmischer
Funktion, PJ gefarbte Zell-DNA, im Sinne von Zatimenten, wurden ausgeschlossen, P2 enthielitdierv
Zellen, die zur weiteren Analyse benutzt wurden

3.1.2 Entodermale und stammzelltypische &fker in einer Schilddrisenzellkultur

Von der Hauptpopulation der differenzierten, Thyidebglin produzierenden Schild-
drisenzellen liel3 sich eine kleine Subpopulatiogretizen, die fir entodermale und stammzell-
typische Marker positiv war.

Patientengeschlecht, Alter des Patienten, Zelllskabn (noduldr und paranodulér),
sowie Passagehaufigkeit der Schilddrisenprimandélik hatten keinen Einflu@ auf die
Stammzellmarkerexpression. Bis zur 10. Passager étnienarzellkultur lieRen sich Oct4,
GATA-4, HNF4a und p63 in 0,1-1,5 % der Gesamtzellpopulationtdées.
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3 Ergebnisse

Einfachbestimmungen
Oct4

Oct4 (Primarantikdrper) wurde an das Fluorochroto (Sekundarantikérper) gekoppelt. In der
Einfachfarbung konnten 1,2 % Oct4 positive Zellem der Gesamtzellpopulation detektiert

werden.
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Abbildung 3.2: DurchfluRzytometrie von Schilddriisenzellen, Ddhgtgy von Oct4/ Fitc gekoppelten Zellen

auf der horizontalen Achse in logarithmischer Fimkt Detektion von 1,2 % Oct4 positiven Zellen,
Emissionsmaximum des Fluorochroms Fitc: 520 nm

GATA-4

GATA-4 positive Zellen konnten in der PE Farbung It2 % der untersuchten Gesamt-

zellpopulation detektiert werden.

PE-A

%

: GATA-4

1 1,2%

2

ﬂ Fr.. k

1i1‘mq‘_T i'i'I1lII]""I"I'iI'IIII]' I iIIiIIII
IISIa 10 10‘l 10

Abbildung 3.3: Darstellung von GATA-4 positiven Zellen nach der rEhfluRzytometrie von
Schilddrisenzellen , GATA-4/PE gekoppelte Zelleigee sich auf der vertikalen Achse in logarithmesch
Funktion, Detektion von 1,2 % GATA-4 positiven il Emissionsmaximum von PE: 580 nm,
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3 Ergebnisse

HNF4a

HNF4a, gekoppelt an das Fluorochrom Fitc, wurde in 0,6 d& Gesamtzellpopulation
detektiert.
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Abbildung 3.4: DurchfluRzytometrie von Schilddriisenzell®% % der Gesamtzellpopulation waren positiv
fur HNF4a, Darstellung vorHNF4a/Fitc gekoppelten Zellen

p63
p63, gekoppelt an das Fluorochrom PE, wurde iR®der Gesamtzellpopulation detektiert.
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Abbildung 3.7: DurchfluBzytometrie von Schilddriisenzellen, 0,7d& Gesamtzellpopulation waren p63
positiv, Darstellung von p63/PE gekoppelte Zellen

Kombinationsbestimmungen

Nach Doppelirbung der Zellen fir mehrere Marker stellten siclder Durchfluf3-
zytometrie Zellen dar, die jeweils einen Stammzatker exprimierten. Aufgrund der
ausgepragten Eigenfluoreszenz der Gewebezellendsamu einer Uberstrahlung der doppelt
positiven Zellen in der Diagrammspitze, die danthbeindeutig zuzuordnen waren.
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Oct4-HNFH Oct4-p63
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Abbildung 3.8: DurchfluRzytometrie einer Doppelfarbung von Schilggnzellen, Verwendung von jeweils

zwei Primarantikérpern (Oct4, HNB4 p63) und zwei Fluorochromen unterschiedlicher $€sipnsmaxima

(PE: 580 nm, Fitc: 520 nm), Detektion von Oct4, HRFund p63 einfach postiven Zellen in einer Konzen-

tration von 0,4-0,9 % der Gesamtzellpopulation

Oct4-GATA-4

< 10ctd:0.3%

GATA-4:0.6% o ' GATA-4

Abbildung 3.9: A: DurchfluBzytometrie einer Doppelfarbung von Schildebnzellen, Oct4/PE positive
Zellen waren in 0,3 %, GATA-4/ Fitc positive Zellararen in 0,6% der Gesamtzellpopulation zu finden

B: im roten Kreis sind Zellen dargestellt, die fUridee Marker (Oct4 und GATA-4) positiv waren, die
Eigenfluoreszenz der Gewebezellen verhinderte dUllmérstrahlung in der Diagrammspitze eine eindeutig
Zuordnung der spezifischen, doppelt positiven Zelle
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3 Ergebnisse

Thyreoglobulin und Stammzellen

Zur Unterscheidung von Thyreozyten, Vorlauferzellemd adulten Stammzellen
einer Schilddrasenprimarzellkultur wurden jeweilgez Marker ausgewahlt, die unterschiedliche
Zelleigenschaften hervorhoben. ThyreoglobulinNésker der differenzierten Thyreozyten war
in den meisten Zellen nachweisbar. Es stellte @dbch eine kleine, Thyreoglobulin negative

Zellpopulation dar, die fir die Stammzellmarker Q¢iNF4r und GATA—-4 positiv war.
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Abbildung 3.10: Grafik nach Doppelfarbung und DurchflulRzytometrienvSchilddrisenzellerA: die
Mehrzahl der Schilddriisenzellen waren Thyreoglaob(ilig) positiv, eine sehr kleine Subpopulation vigr

negativ, aber Oct4 positiB: Tg positive Zellen lieRen sich von Tg negativereradNF4 positiven Zellen

unterscheiden
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3 Ergebnisse

Neben vielen Thyreoglobulin positiven Zellen undenigen GATA-4 positiven
Zellen, wurden in der Durchfluf3zytometrie auch delppositive Zellen detektiert. Diese Zellen
exprimierten den entodermalen, multipotenten MaB&TA-4 und waren andererseits positiv
fur den Differenzierungsmarker Thyreoglobulin.

Tg und GATA-4

Te+GATA-4

¢ | GATA-4

T T 'I'Ii'lll_'T 'TT'I'!HT' T
4

(T

Abbildung 3.11: Doppelfarbung und DurchfluRzytometrie: ThyreogliTg) einfach positive Zellen und
GATA-4 einfach positive Zellen, in der Diagrammaggitstellten sich doppelt positive Zellen fir GATAAd
Tg dar

3.2 Polymerase-Kettenreaktion nach FACS zur weiteren Aalyse
des Expressionsprofils adulter Stamm2eh

Nach FACS zur Isolierung von Oct4, GATA-4, HNF4ind Tg positiven Zellen
erfogte die mMRNA Gewinnung, Reverse Transkriptiord UPolymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR). Die mRNA der FACS Zellen, positiv fur GATAwhd HNF4, wurde in der RT-PCR auf
den Primer Oct4 untersucht. Sowohl GATA-4, als atittF4a positive FACS Zellen waren
Oct4 positiv.Dagegen waren Thyreoglobulin positive FACS Zeligig, erwartet, Oct4 negativ.
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3 Ergebnisse

Oct4 GATA-4 HNF4 Tg
) () H  ®

Octd

b-aktin

Abbildung 3.12: Expression von Oct4 mRNA in FACS Zellen; GATA-4duHNF4x positive Zellen zeigten
ein spezifisches Oct4 Signal bei 215 Basenpaam@ {ihyreoglobulin (Tg) postive Zellen wiesen k&iignal
fur Oct4 auf, b-aktin wurde als Kontrollgen verwend

3.3 Expression von Connexin 43 in Schilddriisenzelie
Kontrollzelllinien und adulten Stammzellen

Zum Nachweis einer Connexin 43 Genaktivitait wurdée dPolymerase-
Kettenreaktion genutzt. Dazu wurde mRNA der Prireen gewonnen und nach der Reversen
Transkription die Primer spezifische PCR durchp#gfiAlle Ergebnisse wurden mehrfach mit
den Variablen Patient und Passageanzahl wiederholt.

Als Kontrollgruppen dienten zwei Zelllinien. FRTLgilt als Modell einer
differenzierten Schilddriisenzelle der Ratte. Es jéstoch bekannt, dal} diese Zellen kein
Connexin exprimieren und somit nicht Uber funktite&ell-Zellkanale verfigen (91). HTh74,
die Zelllinie eines humanen anaplastischen Schikkhtkarzinoms gilt als teilweise
kommunikationsdefizient.

Connexin 43 und Schilddriisenzellen

Connexin 43 mMRNA wurde in allen untersuchten prenaSchilddrisenzellkukturen
nachgewiesen. Die Ergebnisse waren reproduzierzheeigten keine Unterschiede hinsichtlich
Patientengeschlecht und Zelllokalisation (parafidwnd nodulér). Ebenso hatte die
Passagehaufigkeit der Zellkultur keinen Einfluf3.
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3 Ergebnisse

Connexin 43

Abbildung 3.13: Connexin 43 mRNA Expression in 4 verschiedenermaén Schilddriisenzellkulturen (1-
4) und Negativkontrolle (5), Primer spezifischegriil bei 506 Basenpaaren (bp) fur Connexin 43

Connexin 43 und die Kontrollzelllinien FRTL5 und HTh74
FRTL5 diente als negative Kontrollgruppe. Da eshskei FRTL5 um eine

Schilddrusenzelllinie der Ratte handelte, wurde eattenspezifischer Primer mit 527
Basenpaaren verwendet. Es stellte sich kein Prémezifisches Signal dar. Die Expression von
Connexin 43 mRNA wurde fir FRTL5 ausgeschlossen.

In der humanen anaplastischen Karzinomzelllinie HTkonnte in der RT-PCR eine
abgeschwachte Genaktivitat von Connexin 43 darlifesterden. HTh74 wies ein im Vergleich
zu priméaren Schilddrisenzellkulturen ein schwacheaber spezifisches Signal bei 506 bp auf.

Connexin 43

506bp

350bp

Abbildung 3.14: Connexin 43 mRNA Expression im Vergleich 1: prim&8ahilddrisenkultur, 2: FRTLS5,
3: HTh74, 4: Negativprobe
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3 Ergebnisse

Connexin 43 und adulte Stammzellen
Nach DurchfluBzytometrie und FACS von Oct4, GATA-INF4a und p63 postiven
Zellen wurde eine Polymerae-Kettenreaktion durchigef In sdmtlichen Proben fand sich keine

Connexin 43 Genaktivitat. B-aktin als Kontrollgeanyeweils positiv.

Connexin 43

506 bp

350 bp

B-actin

280 bp

Abbildung 3.15: fehlende Connexin 43 mRNA Expression in allen FA&8en, b-aktin als Kontrollgen war
in allen Proben positiv (auf3er der Negativkontjolle

1: Negativkontrolle; 2: Oct4 positive Zellen; 3: GA-4 positive Zellen; 4: HNFd positive Zellen; 5: p63

positive Zellen

3.1 Expressionsprofile adulter Stammzeltenach selektiver Veranderung der
Kulturbedingungen

34.1 Der Einflu3 von Xanthosin auf die Stammzellpsliferation

Um die Propagierung adulter Stammzellen in vitremeichen, wurde ein Protokoll
zur Beeinflussung der asymmetrischen Stammzelikirgitworfen (siehe Methoden 2.1.4).

Eine Experimentreihe bestand aus Zellkulturen desclgen Patienten und der
gleichen Passageanzahl. Die Zellkulturen wurdeb werschiedene Gruppen eingeteilt, die 8
Wochen unterschiedlichen Kulturbedingungen ausgesearen. In den Gruppen 1 und 4
enthielt das Nahrmedium 1 mM Xanthosine. Weitereridlden waren Zelldichte in den
Kulturschalen, Passagehaufigkeit, Nahrmediumwechsel Serumkonzentration. Zur Sicherung
der Ergebnisse erfolgte die Wiederholung der Brpamntreihe mit Zellkulturen
unterschiedlicher Patienten.

Mit Hilfe immunzytochemischer Anfarbungen wurdee éinzelnen Gruppen auf die
Anzahl der Oct4 und GATA-4 positiven Zellen unteisu In den Gruppen mit hoher
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3 Ergebnisse

Xanthosinkonzentration waren deutlich mehr Oct4ditpes Zellen zu detektieren. Fiur die
anderen Zellkulturbedingungen konnte kein eindeutiginflufd nachgewiesen werden. Die Zahl
der GATA-4 positiven Zellen blieb in allen Gruppemverandert.

A B
Abbildung 3.16: Immunzytochemie primarer Schilddriisenzellen fird0@) und GATA-4 8), in beiden
Abbildungen ist ein spezifisch gefarbter Zellkaumgeben von ungefarbten Zellen, zu sehen

400x Vergrol3erung
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Oct4 9 2 1 11
GATA-4 2 2 1 0

Tabelle 3.1: Quantitative Analyse der Immunzytochemie, durchitiahe Anzahl positiv gefarbter Zellen
(Oct4, GATA-4) pro Objekttrager
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3 Ergebnisse

Oct4 pos. Zellen im SACK Experiment GATA-4 pos. Zellen im SACK Experime
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Tabelle 3.2:grafische Darstellung der Anzahl immunzytochemisackitiver Zellen,
A: Oct4 positive Zellen in Gruppe 1-B; GATA-4 positive Zellen in Gruppe 1-4

3.4.2 Der EinfluB von 1B-Ostradiol auf die Stammzellproliferation

Zellkulturen eines Patienten und gleicher Passagddnwurden in 4 Gruppen
eingeteilt. Zur Sicherung der Ergebnisse wurdeEkperimentreihe mehrfach mit Zellkulturen
anderer Patienten wiederholt.

48 Stunden vor Stimulation der Schilddrisen-zeheih 10 nmol/l (111) oder 10
umol/l (115) 1B-Ostradiol (R) wurde das Nahrmedium in ein Phenol Red freieglivta
gewechselt, versetzt mit 0,5 % fotalem Kalberserahme Wachstumsfaktoren und Hormone.
Gruppe 1 wurde mit 10 nmol/l B7Ostradiol stimuliert, Gruppe 2 bildete die Konteound
enthielt kein Ostrogen. Gruppe 3 wurde mit 10 puhiip-Ostradiol behandelt, Gruppe 4 war
wiederum die dazugehdorige Kontrollgruppe. Nachdgiger Stimulation erfolgte die Auswer-
tung durch die Polymerase-Kettenrektion mit demd@rimer.

Eine hohe 14 tagige Konzentration voristradiol bewirkte in der Polymerase-
Kettenreaktion ein verstarktes Signal fur Octéedbedeutete eine gesteigerte Expression von
Oct4 unter OstrogeneinfluR.
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10uM E2 K 10nME2 K

215 bp - ' Octd

Abbildung 3.17: Oct4 mRNAExpression nach 14 tagiger Stimulation einer Schilsenprimarzellkultur mit
10 uM oder 10 nM 1F-Ostradiol, je hoher die BfOstradiol Konzentration war, desto starker war Oa}
Signal, b-aktin diente als Kontrollgen

K: Kontrollgruppe (Zellkulturmedium ohne Ostrogemabe),

Fur die quantitative Auswertung wurde das Imad@aQyramm benutzt. Es erfolgte
die densitometrische Analyse und Vergleich deradimen Oct4 Signale in der Gelelektropherese
(siehe Anhang).

mRNA Oct4 Konzentration nach Ostrogenbehandlung
der Schilddrisenprimarzellkultur

180 172

160

140

120

102 100 100

100

%

80

60
40

20

0

Gruppen

Tabelle 3.3:numerische Darstellung der 4 unterschiedlicheR B@nalintensitaten,
Gruppe 2 und 4 (Kontrollgruppen):100 %, Gruppe@.riM E): 102 %, Gruppe 4 (10 uM): 172 %

Als weitere Methode wurde nach  AbschluR des Sstimnsprotokolls die
DurchfluRzytometrie zur Detektion von Oct4 positiveZellen eingesetzt. Mit steigender
Ostrogenkonzentration im Nahrmedium erhéhte siehAdizahl der Oct4 positiven Zellen.
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Abbildung 3.18: Grafik A-C nach DurchfluBzytometrie, Schilddrisefere werden in Kultur ohneA(), mit
10 nM 1B-Ostradiol B) oder mit 10 uM 1B-Ostradiol C) tiber 14 Tage inkubierf)): Oct4/ Fitc positive
Zellen (0,1 % der GesamtzellzaHB): Oct4/ PE positive Zellen (2,1 %3): Oct4/ PE positive Zellen (5,5 %)

Konzentration Oct4 positiver Zellen in der Durchfluss-
zytometrie nach Ostrogenbehandlung der
Schilddriisenprimarzellkultur
55
5
45 —
4 I
35 —
3
25 —
2
1,5
1
0,5
0

positive Zellen

1 2 3

Gruppen

Tabelle 3.4:numerische Darstellung der DurchfluRzytometridygeer die Konzentration vah/B-Ostradiol

im Nahrmedium war, desto mehr Oct4 positiven ZelieRen sich detektieren
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3.2 Die Isolation der Side Population und didABCG2 Expression

DurchfluRzytometrie und FACS mit dem DNA Farbstoff Hoechst 33342

Die Vorbereitung und Farbung der primaren Schilddnzellen und der
anaplastischen Schilddriisenkarzinomzelllinie HThv#t dem DNA Bindungsfarbstoff Hoechst
33342 erfolgte nach dem Protokoll von Goddell €d4l7).

In beiden Gruppen lie3 sich eine kleine Subpoputatungefarbter Zellen
detektieren, deren Konzentration maximal 0,1 % G@sysamtzellpopulation betrug. Die
Hauptpopulation bestand aus gefarbten Zellen, atgrsannten Non Side Population.

Hoechst Blue
Hoechst Blue

AT

1|||'-'|'T1||if|||

iy
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Hoechst Red Hoechst Red

A B

Abbildung 3.19: Grafik nach Hoechst 33342 Farbung und Durchflu@ngtrie, Detektion der Side
Population (P1) und Non Side Population (P2QAineiner primaren Schilddrisenzellkultur uBfdder HTh74

Zelllinie

Polymerase-Kettenreaktion der Side Population und Nn Side Population
Mit den FACS Zellen der Side Population und NodeSPopulation wurde nach
MRNA Gewinnung eine Polymerase-Kettenreaktion dyeélihrt. Die verwendeten Primer

waren Oct4, als pluripotenter Stammzellmarker, uABCG2, das in Stammzellen mehr

exprimiert wird als in differenzierten Zellen.
Die Side Population wies eine Oct4 Genaktivitatyisoeine verstarkte Expression

von ABCG2 mRNA auf. Dagegen konnte in der Non Sdgulation keine Oct4 Aktivitat und
eine deutlich schwéachere ABCG2 mRNA Expressionclésben werden.
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sp nsp N sp nsp N sp nsp N

397bp

250 bp
215 bp

b-aktin Oct4 ABCG2

Abbildung 3.20: PCR Darstellung nach FACS der Side Population dNwh Side Population einer
Schilddrusenprimérzellkultur, die Side Populatioqprémierte Oct4 mRNA und wies eine starkere ABCG2
MRNA Expression auf, in der Non Side Populationdfaich keine Oct4 mRNA Expression, sowie eine
schwachere ABCG2 mRNA Expression

sp: Side Population, nsp: Non Side Populatiorfi\égativkontrolle

3.6 Morphologie der FACS Zellen

Zur Uberprufung der Zellmorphologie erfolgte die nféugation (Cyto Spin
Zentrifuge) der FACS Zellen auf Objekttrager. Qellen wurden mit 100% Methanol fixiert
und mit HE gefarbt . Die Zellen stellten sich imehMorphologie intakt und homogen dar.

Abbildung 3.21: HE Farbung fixierter FACS Zellen, Darstellung désrphologie der Zellen
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