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1.1 Theoretische Aspekte und praktische Bedeutunged Stammzelle

Voraussetzung fur die Aufrechterhaltung der Artl ien immerwahrenden Neustart
des Lebenszyklus ist die Fusion von Eizelle undri@pen und damit Bildung eines neuen
Keimes. Durch einen rasanten mitotischen Teilurgsg entstehen follikel&hnliche Strukturen
undifferenzierter Zellen (Blastozyst). Die ZellerrdKeimbahn sind noch nicht auf einen
Differenzierungsprozel3 festgelegt und kénnen jehn@osition im Embryo unterschiedliche
Korperzellen oder Keimzellen bilden (1). Diese eh&sdende Eigenschaft der Pluripotenz der
Keimbahnzellen ist in vivo zeitlich bis zur Gasatbn begrenzt (4.-7. Tag nach der
Befruchtung)(2). Die anschlieRende Bildung der #reimblatter (Ekto-, Meso- und Entoderm)
stellt die embryonale Quelle jeder somatischeneZdkr. Ab diesem Punkt durchlaufen die
Zellen einen genetisch determinierten keimblatt$isehen Differenzierungs- und
Proliferationsprozel3, der mit dem Verlust der Bloténz einhergeht. Unipotenz bedeutet in
diesem Sinn die Fahigkeit der Zelle, sich in eiggriblattspezifische, organspezifische Zielzelle

im Rahmen der Embryogenese zu differenzieren (3).
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Abbildung 1.1: Die Keimbahn der Saugetiere (nach Schéler, 2004;-Rlarck-Institut fir molekulare

Biomedizin)



1 Einleitung

Zellen der frihesten embryonalen Entwicklung, wige &ygote und deren
Nachfolger, werden als Stammzellen bezeichnet umdi(geitlich begrenzt bis zur Gastrulation)
durch folgende Eigenschaften charakterisiert: Bd sindifferenzierte Zellen, die einerseits die
Fahigkeit der unbegrenzten Selbstreplikation besitaind andererseits den Impuls zur
Differenzierung der Zellen in ein bestimmtes Zielgbe geben kdnnen.

1998 gelang es erstmalig Thomson et al, mens&hl@mimbryonale Stammzellen
erfolgreich zu kultivieren (4). Es entstanden erobgle Stammzelllinien, die in Kultur zeitlich
unbegrenzt ihre pluripotenten Eigenschaften bednieltEmbryonale Stammzellen stellen
demzufolge eine kulturbedingte Transformation jplaténter Zellen des Embryos dar (5).

Die Entdeckung, dalR auch in differenzierten Gewelnedifferenzierte Zellen mit
allgemeinen Stammzelleigenschaften vorkommen, ergaten groRen Aufschwung der
Stammzellforschung. Nach Definition des Nationaititat of Health handelt es sich bei adulten
Stammzellen um undifferenzierte Zellen in eineffedenziertem Zellverband, die die Fahigkeit
zur unbegrenzten Selbstreplikation haben (6). Z&vewichtige Eigenschaft ist die mdgliche
Teilung in sogenannte Vorlauferzellen. Diese besiteine beschrankte Proliferations- und
Differenzierungskapazitat. Durch Impulse des umgdba Zellmilieus und Zellkontakte, der
Extrazellularmatrix, sowie Wachstums- und Diffenenangsfaktoren entwickeln sich aus den
Vorlauferzellen differenzierte, organspezifischdlele Dieser Prozel3 spielt eine wichtige Rolle
in der Zellhomoostase und Gewebeerneuerung (7).

1

P1 1

P2

2

1
\

2

X ¥

Abbildung 1.2: Modell der Stammzellpropagation und DifferenzierufWyatt et al, 2000)
S: Stammzellen, P: Vorlauferzellen, 1-3 differenzé&sewebezellen

Der Nachweis adulter Stammzellen wurde bisherefiie Reihe von Organen mit
unterschiedlicher Wachstumsrate erbracht, wie Keoofark (8,9,10), Gehirn (11,12,13),
Epidermis (14,15), Leber (16,17,18), Darm (19), Kraas (20) und Skelettmuskulatur (21,22).
Erstmalig konnte von unserer Arbeitsgruppe der Nachweis aduitammzellen in der
Schilddruse erbracht werden (23).
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Kriterien einer Stammzelle
1) undifferenzierter Charakter
2) Fahigkeit zur Selbstreplikation

3) Potenz zur Entwicklung differenzierter Zellen

Tabelle 1.1:Kriterien einer Stammzelle

Unterschiede zwischen embryonaler Stammzelle unitteadStammzelle sind in der folgenden

Tabelle gegentibergestellt.

Zelltyp Ursprung Isolierung/ Potenz Literatur
Kultivierung
Embryonale Gewinnung aus Standardisierte Pluripotenz 5,6,24
Stammzelle dem Blastozyt  Verfahren
in vitro
embryonale

Stammzelllinie

Adulte Nachweis im Auf molekularer Plastizitat 6, 25, 27, 28
Stammzelle differenziertem und Proteinebene
Zellverband schwierig

nachzuweisen
und zu kultivieren

sehr geringe
Anzahl

Tabelle 1.2:Unterschiede zwischen embryonaler Stammzelle untleadstammzelle

Aufgrund der geringen Anzahl adulter Stammzell@nGewebe ist die erfolgreiche
Isolierung und Kultivierung eine Herausforderuwgn besonderer Bedeutung ist die Plastizitat
adulter  Stammzellen, die unter bestimmten Bedingang einen  gerichteten
Differenzierungsprozel3 in Zielzellen unterschigtatir embryonaler Herkunft erlaubt (28).
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1.2 Spezielle Embryologie und Histologie der Schltiriise

Die Schilddrise als wichtiges endokrines Organ dpzeert einerseits die
Schilddrisenhormone T3 und T4 durch lonisation vigmosin, sowie Calcitonin- einem
wichtigen Regulator des Calcium- und Phosphatsexdfwels (29,30). Beide Hormone werden
von unterschiedlichen Zellen, den Thyreozyten unde@len, produziert und unterliegen
getrennten biochemischen Regelkreisen. Differenngsmarker fur die Thyreozyten sind
Thyreoglobulin, der Natrium Jodid Symporter, Thydperoxidase, sowie der TSH Rezeptor. C-
Zellen werden durch die Calcitoninexpression ckiarésiert (31).

Die groRRte Zellpopulation der Schilddriise stelldie Thyreozyten dar, die im
Gewebe in follikularen Strukturen angeordnet sig. C-Zellen sind im parafollikularen Raum
zu finden. Beide Zelltypen entwickeln sich aus ginanderen embryonalen Keimblatt. Die
embryonale Herkunft der Thyreozyten liegt in dehifldriisenanlage, die eine kleine Gruppe
entodermaler Zellen umfal3t. Lokalisiert wurdenisigler embryonalen hinteren Schlundtasche.
Thyreozyten entstammen somit dem Entoderm. Dageggmickeln sich die C-Zellen aus dem
postbranchialen Korper (ultimobranchial body) it neuroektodermalen Ursprungs (32,33).

Ektoderm Mesoderm Entoderm
C Zellen der Herzmuskel Thyreozyten der Schilddriise
Schilddrise
Gehirn Skelettmuskel Pankreas
Epidermis Tubuluszellen der Niere Alveolarzellen denge
Knochenmarkzellen Urethra, Vagina

Tabelle 1.3:Unterscheidung der embryonalen Herkunft der Ord&na3)

Das fur diese Arbeit verwendete Untersuchungsnatevar benignes, nodulér
verandertes  Schilddrisengewebe - ein Zellgemistds Zellen aller drei embryonalen
Keimblatter enthielt. Follikulares und parafollikmés Gewebe, sowie Anteile von Blutgefalien,
Blut, Bindegewebe und Nervenstrange konnten autgrder embryonalen Herkunft und
Funktion unterschieden werden (6,33,34).
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Zellen im Schilddrisengewebe Keimblatt

GefalRe (Endothelzellen, Mesothelium, Mesoderm
Epithelialzellen)

Nerven (Neuronen) Neuroektoderm
Blut (Erythrozyten, Leukozyten Mesoderm
Thrombozyten)

Bindegewebe (Fibroblasten) Mesoderm
Follikel (Thyreozyten) Entoderm
Parafollikel (C-Zellen) Ektoderm

Tabellel.4:Zellen im Schilddriisengewebe und ihre embryonalerkithft

1.3 Biomarker zur Detektion adulter Stammzellen inSchilddriisengewebe

Es gibt verschiedene Methoden, um adulte Stamerzatl differenziertem Gewebe
zu entdecken. Dabei macht man sich die allgemeiherkmale einer Stammzelle, sowie deren
spezifisches Expressionsverhalten zunutze.

Stammzellmarker kennzeichnen Stammzellen untexdbbiner Herkunft
(embryonal/ adult) und Eigenschaften (6). Sie ssuf der Zellmembran (Oberflachen-
rezeptoren), im Zellzytoplasma oder im Zellkern affskriptionsfaktoren) lokalisiert. Zur
Identifikation von Stammzellen wird meist eine Kamdtion von Markern benutzt (35).

Oct4

Oct4 gehort zur POU- Familie (Pit- Oct- Unc) voraiskriptionsfaktoren (36). Es
wurden bisher 15 POU-Gene im menschlichen Genonchbieben. Durch Interaktion mit
anderen Faktoren (zum Beispiel Octl, Oct6, Sox@eiert sich das Aktivitatsspektrum (37).
Oct4 kommt eine entscheidende Bedeutung wahrend eddsryonalen Entwicklung zu.
AulRerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der Regung von Zellwachstum und
Zelldifferenzierung (38).

1990 wurde Oct4 erstmalig in Mausembryonen erkidén Ektoderm der Gastrula,
in primordialen Keimzellen und in embryonalen Stareften, jedoch nicht in differenzierten
Zellen. Daraus leitete sich die Schluf3folgerungdaiff Oct4 pluripotente Zellen markiert (39).
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Die Keimbahn und Oct4
Die embryonale Entwicklung wird durch verschiedene Regulationsgavie Oct4,

kontrolliert und gesteuert. In einem eng begrenZeirtrahmen bis zur Entwicklung der 3
Keimblatter sind die Embryonalzellen durch ihreriplotenz gekennzeichnet. Zum Erhalt dieser
Eigenschaft ist Oct4 notwendig. Die physiologiséimahme der Oct4 Genaktivitat bedeutet
den Verlust der Pluripotenz und Entwicklung derl&®lRichtung Soma. Nach der Gastrulation
laRt sich Oct4 nur noch in den Keimzellen nachweise

Untersuchungen der Embryonalentwicklung der Maeigten, dal3 eine Mutation,
die mit dem Verlust der Oct4 Funktion einhergingy, ttihen Letalitdt des Embryoblasts fuhrte.
Die Zellen verloren ihre Pluripotenz und entwickeltsich Richtung Trophektoderm (40). In
anderen Experimenten fiihrte eine Uberexpression @ow zur Differenzierung der Zellen
Richtung Mesoderm oder Entoderm. Die Menge der expression ist demnach ein
Hauptregulator der Pluripotenz der Keimbahn (37,41)

Erhalten embryonale Stammzellen in vitro einen fdd&nzierungsstimulus,
beobachtet man im Verlauf veranderte Genaktivitafeavies et al kultivierten embryonale
Stammzellen der Maus, die Oct4 positiv waren, jéddeinen Schilddrisenzellmarker
produzierten. Nach 6 Tagen Fitterung mit einemeéfizierungsmedium war Oct4 nicht mehr
nachweisbar. Differenzierungsmarker der Schilddriage der Natrium Jodid Symporter (NIS),
pax8, Thyreoglobulin (Tg) und Thyreoidperoxidas®(l) waren nach dem 6. Embryonaltag in
vitro nachweisbar (42). Oct4 charakterisiert aldoripotente, embryonale Stammzellen. Im
weiteren embryonalen Differenzierungs- und Entwiokisprozel3 erlischt die Oct4 Aktivitat.

Tumore und Oct4

In einigen Tumorzellen konnte eine Reaktivierummg Oct4 nachgewiesen werden
(43), so in Keimzelltumoren (44,45), im Mammakaarin(46,47), Kolonkarzinom (48), Nieren-
und Lungenkarzinome(49), sowie in Cervixkarzinohezre(50).

Hochedlinger et al untersuchten den Effekt ektoPpet4 Expression auf Zell-
differenzierungsprozesse und Tumorenstehung in §awsbe (differenziertes Intestinum und
embryonales Hautgewebe) (51). Oct4 fuhrte Uber ei@imulation des Wnt/ b-catenin
Signalwegs zu dysplastischem Wachstum epitheli@leden. Durch Unterdriickung des
Differenzierungsprozesses expandierte die Zahl Rtegenitorzellen, die einen mdoglichen
Beginn der Tumorentstehung darstellten.

Adulte, sowie embryonale Stammzellen unterliegem dgeichen WNT/ b-catenin
Signalweg, der wichtig flir die Homdostase der Stamilan ist und bei Dysregulation zur
Tumorentstehung (adulte Stammzellen) oder Diffaernng Richtung Trophektoderm

(embryonale Stammzellen) fihren kann.
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Adulte Stammzellen und Oct4

Tai et al isolierten aus verschiedenen Gewebenus(B Leber, Pankreas, Niere,
Magen) humane adulte Stammzellen und wiesen innilgiee Oct4 Aktivitdt nach. Dies
unterstrich die pluripotenten Eigenschaften ad@tammzellen (50).

Embryonale Stammzellen adulte Sammzeller

%—cater}\ b-caten\

Erhalt der Differenzierung Selbstreplikation Differenzieru
Pluripotenz ~ Richtung undifferenzierter in gewebe-
Trophektoderm Zellen typischdlge
TUMOR

Abbildung 1.2: Vergleich des Oct4 Effektes auf embryonale Stamiezelnd adulte Stammzellen, dabei
wirkt der WNT/ b-catenin Signalweg als Mediator d@&d4 Effektes (51)

Aufgrund der Feststellung, dal? Oct4 in verschiedeifumorzellen, in embryonalen
Stammzellen und adulten Stammzellen, aber nicldiffierenzierten Zellen nachweisbar ist,
liegt die SchluRfolgerung nahe, dall StammzelleisgAngszellen der Tumorentstehung in
differenzierten Geweben sein kdnnen.

Im Vergleich von Tumorzellen und Stammzellen findgich mehrere wichtige
Gemein-samkeiten: Sie besitzen ein hohes Proliggrspotential und konnen im
undifferenzierten Stadium verbleiben. AuRerdemigeh beide Zellarten Gber keine suffiziente
Interzellkommunikation (52).

p63

p63 stellt ein Tumorsuppressorgen und wichtigemtiéter der p53 Familie dar
(53,54). In den Basalzellen verschiedener epitleglisstrukturen der Epidermis, Zervix,
Urogenitaltrakt, der Brust und der Prostata fansieh hohe Konzentrationen an p63 (55,56).
Experimente mit knock-out Mausen fir das Gen p6tergirichen dessen Bedeutung zum
Erhalt der Basalzellen, die fir die Epithelentstehund Morphogenese des Gewebes wichtig
sind. Die Mause starben perinatal, wobei eine Rihkender epithelialer Strukturen, wie Haut,
Brust, Urogenitaltrakt und Prostata auffiel. Derfék¢ konnte durch die fehlende Wirkung des
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Gens auf das Ektoderm erklart werden (57).

Yang et al gingen von der These aus, dal? durch \detust von p63 das
Proliferationspotential der epithlialen StammzeNenmindert wurde (58).

p63 wird aber nicht ausschliel3lich von Stammzellepithelialer Strukturen
exprimiert, dort weisen sie jedoch die hdchstennzémtrationen auf (59). In terminal
differenzierten Zellen laf3t sich p63 nicht naclseei (56,60).

Reis-Filho et al (2003) vermuteten eine entschwieé Bedeutung der p63
Expression in sogenannten soliden Zellnestern ddnldgiriise, die sie als geweblichen
Ursprung adulter Stammzellen in Schilddrisengewstsehrieben (61). Sie definierten solide
Zellnester als embryonale Uberreste des postbralechKorpers (ultimobranchial body) in der
Schilddruse - und damit entodermalen Ursprungs.

Solide Zellnester der Schilddrise mit 2 verschiedeBelltypen wurden erstmalig
von Getzowa 1907 beschrieben (62). Die Hauptzddesitzen einen zentralen, ovalen Zellkern,
eosinophiles Zytoplasma und weisen keine interlgelm Kanale auf. Dagegen sind die C-
Zellen wesentlich seltener im Gewebeverband zuefindnd haben einen kleinen, kompakten
Zellkern und klares Zytoplasma (63,64).

In immunhistochemischen Untersuchungen von RéimFet al stellten sich p63
positive Hauptzellen in den soliden Zellnestern. dae Thyreozyten und C-Zellen waren p63
negativ ( 61).

Preto et al wiesen , ebenfalls mit immunohistoasehe Untersuchungen, eine
erhohte Telomerase Aktivitdt in p63 positiven Zellenach, was auf ein erhdhtes
Proliferationspotential dieser Zellen schliel3ef lie

Aus diesen Ergebnissen wurde der Stammzellcharaller p63 positiven
Hauptzellen der Schilddruse hergeleitet (65,66).

GATA-4

GATA Proteine gehoéren zur Familie der Zinc FingeotBine. Sie regulieren die
Genexpression, Differenzierungsprozesse und dirdéferation in einer Reihe von Geweben
(67,68). Bei Wirbeltieren wurden bisher 6 GATA Ryiok identifiziert, die DNA Sequenz zur
Bindung an der Zielzelle lautet (A/T)GATA(A/G). 2iBfamilien werden unterschieden: GATA-
1-, -2, -3 werden in hamatopoetischen Zelllinierpremiert und bedingen eine normale
Hamatopoese (69,70). GATA-4, -5, -6 Aktivitat finds#ch in myokardialen und entodermalen
Zellen (71).

GATA-4 spielt eine wichtige Rolle in der frihen embnalen Entwicklung des
visceralen und parietalen Entoderms. Knock-out Madgr GATA-4 starben zwischen
Embryonaltag 8-9 aufgrund morphologischer HerzdefelEmbryonale Stammzellen ohne
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GATA-4 Aktivitat bildeten zwar Kardiomyozyten, jedo fehlte ihnen die Fahigkeit, funktions-
und entwicklungsfahiges viscerales Entoderm zu ebild72,73). Dies unterstreicht die
Bedeutung von GATA-4 wéahrend der Gastrulation uadhation des Entoderms.

GATA-4 Expression ist ab dem 14. Embryonaltag @r dlebennierenrinde nach-
weisbar. Postnatal vermindert sich die GATA-4 Akéiv. Dagegen wird GATA-6 auch postnatal
exprimiert (74). GATA-4 findet man in Granulosall2a der Maus und des Menschen, sowie in
den Thekazellen der Ovarien. Nach der OvulatiorGI&TA-4 im corpus luteum jedoch nicht
mehr nachweisbar (75). AuRerdem wird eine GATA-4iAtat im fetalen Hoden beschrieben.
Es erfolgt eine kontinuierliche Expression in derrt8i- und Leydigzellen bis ins
Erwachsenenalter (76). Desweiteren existieren edene GATA-4 positive Ovarialtumoren
(77) Dottersacktumoren (78), Sertoli und Leyditjmehoren (76).

SchluRfolgernd laRt sich feststellen, daR sichadatin fetalen entodermalen
Geweben, sowie in adulten Gewebezellen mit erhéiRestiferationspotential detektieren lafdt,
jedoch nicht in terminal differenzierten Zellen.

HNF4a

Hepatocyte nuclear factoradphagehort zu einer gemischten Gruppe von Trans-
kriptionsfaktoren ( HNFd, HNF33, y, HNF6). Erstmalig wurde HNF# in den Hepatozyten der
Rattenleber nachgewiesen und danach benannt (79).

HNF4o wurde im primitiven Entoderm nachgewiesen. Experita an Knock-out
Mausembryonen fur HNFdfuhrten wegen defekter Gastrulation zum Zelltod unterstrichen
so die Bedeutung des Gens fur die normale Keindvatticklung (80). Analysen des
Gastrulationsprozesses embryonaler Zellen ergaberHiNF4x Aktivitat im extraembryonalen
visceralen Entoderm, jedoch nicht im embryonalew&e vor dem 9. Embryonaltag (81).
HNF4a spielt demnach erst in spateren Stadien der Gasstru eine wichtige Rolle. Die
friheste Differenzierung des visceralen Entoderird @urch den Transkriptionsfaktor GATA-4
beeinflu3t und Ubt eine regulierende Wirkung alF4a aus (82,83).

HNF4a wurde in Darm und Niere des sich entwickelndenuséanbryonen
nachgewiesen- beides Organe, die sich aus demétniddrmieren (84). Ebenso wurde HNF4

in verschiedenen differenzierten Geweben, wie tebarm, Niere, und Pankreas beschrieben,
die sich aus dem Entoderm entwickeln (85).

Connexin 43

Zellhomoostase und Interzellommunikation stellenwichtige Eigenschaften
differenzierter Gewebe dar. Zellproliferation, [@ifénzierung und Apoptose werden so
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kontrolliert (86). Dabei werden verschiedene Komikationsprozesse unterschieden:

1) die extrazellulare Kommunikation durch Wachstiaktoren, Hormone, Neuro-

transmitter und Zytokine, sie regulieren

2) die intrazellulare Kommunikation, die vaid Wert, c-AMP und Ca ++ abhangig ist, und

3) die interzellulare Kommunikation durch Zell-delhéle, die von Connexinen gebildet

werden.

Connexine bilden eine Familie von Transmemprateinen, die Zell-Zellkanéle
(Gap junctions) bilden. Bisher sind 15 verschied@oanexin Untereinheiten bekannt, die in
verschiedenen Geweben nachgewiesen wurden. DdraAwdines Zell-Zellkanals besteht aus
mehreren Connexin Molekilen. Jeweils 6 Connexinddle bezeichnet man als ein Connexon.
2 Connexone bilden einen Zell-Zellkanal, der anedgagrenzende Zellmembranen durchquert
und Intrazellularraiume miteinander verbindet (8Y.,83ese porenbildenden Proteinkomplexe
ermdglichen einen passiven Transmembrantranspascien benachbarten Zellen. Es kommt
sowohl zum Austausch von lonen, als auch von udgelen Molekllen, wie Wasser, Glukose,
Aminosauren, Nukleotiden, cAMP und ATP. Die dadurdgliche Interzellkommunikation
dient der normalen Entwicklung eines differenzierteZellverbandes, einschlief3lich
Wachstumskontrolle, Differenzierung, Reparaturmadraen, elektrische Kopplung und
Synchronisation metabolischer Prozesse (89).

Connexin 43 wurde in Epithelzellen gefunden, ebemsdindegewebe, Uterus,
Gehirn und Myokard (86). Es wurde in Hepatozyteohggwiesen (90), sowie in H6C7, einer
epithelialen Pankreaszelllinie (89). Connexin 48 &2 wurden in Thyreozyten bestimmt. In
Monolayern kultivierte Thyreozyten exprimierten immConnexin 43, wogegen Connexin 32
nur von Thyreozyten in follikularen Strukturen guziert wurde (91).

Das Fehlen von Connexin und Zell-Zellkanélen esvaeh als gultiger Biomarker
fur eine Reihe von Stammzellen (50,92). So farah dein Connexin in der totipotenten
Stammzelle nach Befruchtung der Eizelle (93), oliegsten humanen adulten Stammzellen aus
Nierenparenchym (94), Brustepithel (95), Kornea),(dervengewebe (97), Pankreas (89) und
Epidermis (98). Notwendige Zellregulation und Wstcimskontrollmechanismen in adulten
Stammzellen wurden durch Vorlauferzellen, die Caamexprimierten, Ubernommen (92).

In verschiedenen Tumoren wurde ebenfalls eine tegalierung der Connexinexpression
beschrieben, wie beim hepatozellularen Karzinom9@®0und Tumorzelllinien, wie HelLa, einer
humanen Zervixkarzinomzelllinie (100), und MCF-Mex humanen Mammakarzinomzelllinie
(101). Der Aspekt, dal3 Tumorzellen, ebenso wietadBtammzellen, keine funktionsfahigen
Interzellkanéle besitzen, und somit auch keine matenWachstumskontrolle, Differenzierung
und kontrollierte Apoptose stattfindet, untersteidie Theorie, da3 adulte Stammzellen den
Ausgangspunkt der Tumorentstehung bilden kénnen.

15



1 Einleitung

1.4 Propagierung adulter Stammzellen in einer Priméellkultur

1.4.1 Theorie der Asymmetrischen Stammzellkinetik nd ihre Beeinflussung in vitro

Ein Merkmal der adulten Stammzelle ist ihr seleeNerkommen im differenzierten
Zellverband. Die geringe Anzahl der zu isolierenddalten Stammzellen stellt ein bedeutendes
Hindernis ihrer therapeutischen Nutzung dar.

Adulte Stammzellen unterliegen der asymmetrisc®ammzellkinetik. Sherley at al
sehen in der Beeinflussung der asymmetrischen idetik einen moglichen Weg zur
Stammzellproliferation in einer Zellkultur (102).

In vivo gehen aus einer adulten Stammzelle nacludgizwei unterschiedliche
Zelltypen hervor: eine identische Ersatzstammzekewie eine Transittochterzelle
(Vorlauferzelle), die sich wiederum in reife Gewadlten differenzieren kann. So ermdglicht die
asymmetrische Zellkinetik trotz Zellerneuerung effedlhomdostase im differenzierten Gewebe
(103). In vitro limitiert dieser Prozel3 jedoch eB@mmzellproliferation. Ziel der Arbeitsgruppe
um Sherley bestand in der gerichteten VeranderendZdllkulturbedingungen zugunsten einer
symmetrischen Zellkinetik. Dadurch sollte die Rrgierung der Stammezellen in vitro gelingen.
Diese Methode etablierte sich unter dem Namen SAGSHppression of Asymmetric Cell
Kinetics).

Die asymmetrische Zellkinetik wird in hohem Malnvaler Expression des
Tumorsuppressorgens p53 bestimmt. p53 fihrt Gber dinterregulation von Inosine-5-
monophosphate dehydrogenase (IMPDH) zu einer Rextuéter Guanin Nukleotid Biosynthese.
Xanthosin, ein Purin Nukleotid, verhindert die IMRDUnterregulation. Somit wird unter
XanthosineinfluR die Stammzellproliferation in aen®rozeld der symmetrischen Zellkinetik
umgewandelt (104, 105). Das bedeutet, dal} Stanenzedtatt einer Vorlauferzelle und sich
daraus differenzierender Gewebezellen, mehreret&mthmmzellen propagieren. Somit wéare
theoretisch eine Propagierung adulter Stammzelhtear Xanthosineinflul3 in vitro méglich. Da
es sich um einen reversiblen Prozeld handelt, dt Batzug des Purin Nukleotids eine erneute
Umwandlung in die asymmetrische Zellkinetik m6gl{d@06,107).

Jedoch wird nicht nur ein Einflul der Xanthosinkemtration auf den
Proliferationsprozeld der Stammzellen angenommeelméhr spielen auch andere in vitro
Bedingungen, wie Zelldichte, autokrine FaktorentuS&onzentration des Nahrmediums und
Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle, die deni&rlesdruck auf die Zellkultur verandern.

Lee et al etablierten eine Methode zur klonalepdasion adulter Stammzellen und
moglichen Gewinnung einer reinen Stammzellkulturs arattenleberepithelzellen  durch
Kombination verschiedener Kulturbedingungen (10&8b in vivo, zum Beispiel bei
Zellreparaturprozessen, &ahnliche Mechanismen zer eWferanderung der Zellkinetik und

16



1 Einleitung

kurzfristigen Vermehrung der Stammzellen fuhrenumgeklart.

1.4.2 Beeinflussung der Stammzellproliferation durk Steroide

Steroidhormone regulieren Reproduktions- und Eeifizierungsprozesse, sowie die
Entwicklung und Homdostase verschiedener Geweb8).(1Dstrogen spielt als bedeutendes
Hormon nicht nur eine Rolle bei der sexuellen D#fezierung und Reproduktion, sondern
beeinflul3t auch verschiedene andere Organe, umder@m das Herz und das Gehirn.

Die Prasenz von Ostrogen Rezeptoren in Schilddgeseebe ist bekannt. Dabei
wurden in einigen Studien deutlich héhere Konzeiaingn in Tumorgeweben als in benignen
Schilddrisengeweben gefunden (110,111).

173-Ostradiol wirkt als direkter Wachstumsfaktor aué dschilddriisenzellen, in
dem es in der frihen G1 Phase des Zellzyklus didif©yp1 Genexpression induziert. Dies
korrelliert mit einer Induktion des Zellwachstumsdumdglichen Tumorentstehung (112). In
Schilddriisenkarzinomzellen lieR sich eine Uberesgiom von Cyclin D1 in einem Drittel der
untersuchten Karzinomgewebe feststellen (113). [p@Bt zu der klinischen Tatsache, daf3
Schilddrisenkarzinome 3mal haufiger bei Frauerneieib.

In embryonalen Stammzellen der Maus wurden veesiglme Steroidhormone, unter
anderem Ostrogen, nachgewiesen (114). Einen nhégliprogressiven Effekt der Steroide auf
den Differenzierungsprozel3 humaner embryonalemi®tzellen in vitro wiesen Seok et al

nach. Via Polymerase-Kettenreaktion konnten OstrogRezeptoren o, ) und andere

Steroidrezeptoren nachgewiesen werden. Nach Iniubdéer Zellen mit 13—-Ostradiol kam es
zur Expression der entodermalen Marker GATA-4 undFPA im Sinne eines
Differenzierungsprozesses (115).

Brannvall et al wiesen die Bedeutung von Ostrogah den Proliferations- und
Differenzierungsprozess neuronaler Stammzellen.nBofbryonale Stammzellen zeigten nach
Behandlung mit 13-Ostradiol in unterschiedlichen Konzentrationen umklibationszeiten eine
erhohte Aktivitat der Bromodeoxyuridine (BrdU). Ridist ein Thymidinanalogon, das
ausschlieBlich wahrend der S-Phase des Zellzykiudie DNA aufgenommen wird und so

proliferierende Zellen kennzeichnet (116).

1.5 Die Side Population und die Bedeutung des AEBZ2 Transportergens

Ein Alternativverfahren zur Isolierung von Stamnhzel ist die Analyse einer
gesonderten Zellpopulation, der Side Populatiore wairde 1996 von Goodell et al vorgestellt
(117). Die Side Population definiert das Verhalwiner geringen Anzahl von Zellen, den
fluoreszenten DNS Bindungsfarbstoff Hoechst 33342xportieren. Die meisten Zellen werden

17



1 Einleitung

durch Hoechst 33342 angefarbt und werden als Nad@ Bopulation bezeichnet.

Goodell et al isolierten eine Side Population agsidnochenmark von M&ausen.
Anschliel3end wurden diese Zellen Mausen mit tbdbiestrahltem Knochenmark injiziert. Die
wenigen Zellen der Side Population waren in derel.agele langlebige Knochenmarkzellen zu
reproduzieren und den Gewebedefekt auszuheilen. nBem besal? die Side Population
gegenuber der Hauptpopulation eine hohe Prolifamnakapazitat und Differenzierungspotential.

Zellen der Side Population haben aul3erdem die nPoten ursprungsfremde
Gewebezellen zu differenzieren. So wiesen Jacksoml @ach, dal aus dem Knochnemark
isolierte Zellen der Side Population, die in verles Herzmuskelgewebe injiziert wurden,
proliferierten und in Kardiomyozyten differenzierkonnten (118).

Goodell et al detektierten die Side Population Kmochenmark einer Reihe von
Spezies, wie Ratte, Kaninchen, Schwein, Affe unchété (119). Die Side Population wurde
bisher in verschiedenen Geweben beschrieben undbtdimmzellcharakter mittels weiterer
spezifischer Marker nachgewiesen, so im Osophat®@), Skelettmuskel (121), Herzmuskel-
gewebe (122), Brustdrisengewebe (123) , Leberge@l&tdg, Lunge (125), Pankreas (126) und
Darm (127).

Das ATP- bindende Membrantransportergen ABCGfirstien Phanotyp der Zellen
der Side Population verantwortlich. Bisher sind a&tw0 verschiedene Gene der ABC
Transporterfamilie identifiziert worden. Eine ABC&Enexpression liel3 sich in verschiedenen
humanen Geweben nachweisen, wie Knochenmark, | bbege, Testis und Magen (128).

Zhou et al (2001) bewiesen, dal3 eine hohere AB®GAzentration mit einer
Vermehrung der Side Population einhergeht. DurehTdansduktion von Knochenmarkzellen
mit einem Vektor fur die Expression des ABCG2 Gensl anschlieRende Passagierung der
Knochenmarkzellkultur kam es nach 12 Tagen zu ettlichen Vermehrung der Side
Population. In der Durchflu3zytometrie wurde einsfi@g von 0,05% auf 62,5% beschrieben.

Kim et al (2002) isolierten die Side Populationsaem Knochenmark von Mausen.
Via Polymerase-Kettenreaktion konnten sie zeigafi, die Side Population eine héhere ABCG2
Genaktivitat als die Non Side Population hatte §129

Eine erhohte Konzentration von ABCG2 kann somit a@is Stammzellmarker
angesehen werden (130). Jedoch ist die FunktionAB&3G2 Gens in adulten Stammzellen
unklar. Verschiedene ABC Gene dienen dem Transgmntlipophilen zytotoxischen Stoffen.
Mdglicherweise schitzen sie so Stammzellen vootdyien. Nach Bunting et al besteht die
Bedeutung der erhdhten Expression des ABCG2 GerBeilvehalten der Zellhomdéostase der
Stammzellpopulation (131).

In Experimenten mit Knock-out Mausen fur das GeBC&2 wurde nach Farbung
mit dem Hoechst Farbstoff und Durchflul3zytometeek Side Population im Knochenmark der
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Mause nachgewiesen. Ungeachtet dessen fand sielgesunde, normal grof3e Population von
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Dieschd dafir, dall ABCG2 ein
Stammzellmarker ist, jedoch nicht die Funktiogdlder Stammzellen beeinfluf3t (132).

1.6 Ziel der Arbeit

Adulte Stammzellen der Schilddriise wurden durcbetm Arbeitsgruppe erstmalig
charakterisiert (23). Ausgesuchte pluripotente antbdermale, multipotente Stammzellmarker
konnten via Polymerase-Kettenrektion und Immunzytocie adulte Stammzellen und
Vorlauferzellen von differenzierten Gewebezellertewscheiden. So konnte in wenigen Zellen
einer Schilddrisenprimarzellkultur Oct4, GATA-4, B und p63 nachgewiesen werden.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der weiterfildesm Analyse des
Expressionsprofils adulter Stammzellen und Vorléadlben. AuRerdem sollte der Einflul3 einer
gerichteten Veranderung der Kulturbedingungen aef Stammzellpropagierung untersucht
werden.

Untersuchungsmaterial waren nodulare Schilddriseelge von 41 Patienten beiden
Geschlechtes und verschiedenen Alters. Malignité@it gals Ausschlul3kriterium. Als
Kontrollgruppen dienten etablierte Schilddrisenkamnzelllinien (Hth74, HTC) und die
Schilddrisenzelllinie FRTLS5 als ein anerkanntes Bbeiner differenzierten Schilddriisenzelle.

1) Einen wesentlichen Teil dieser Arbeit stellteie dOptimierung der
DurchfluRzytometrie der Schilddrisengewebezellen Barch diese Methode waren Einfach-
und Mehrfachbestimmungen von Stammzellmarkern mbghul3erdem sollten nach Isolierung
der adulten Stammzellen und Vorlauferzellen weiteénde mMRNA-Expressionsanalysen mit
Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion und eine Kagtiung der Zellen moglich sein.

2) Alternativ lieRen sich adulte Stammzellen durch fehlendes Farbeverhalten
gegenuber dem DNS Bindungsfarbstoff Hoechst 33342der Durchflul3zytometrie von
differenzierten Thyreozyten unterscheiden. Ob dilenr der sogenannten Side Population noch
andere Stammezellcharakteristika, wie Oct4 Expressiad erhdhte ABCG2 Konzentration
aufwiesen, sollte durch eine anschlielende Exmessnalyse mittels Polymerase-
Kettenreaktion geklart werden.

3) Die Expression von Connexin 43 wurde in Schildéngeweben, sowie
Tumorzelllinien untersucht. Ob adulte Stammzelisaliert durch FACS, ebenso Connexin 43
exprimieren, sollte geklart werden. Als Technik deir die Polymerase-Kettenreaktion
verwendet.

4) Schilddrisenzellkulturen wurden verandertentlfbledingungen ausgesetzt und

der Selektionsdruck auf die Zellen erhoéht.  So tesoleine mdgliche Dynamik der
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Stammzellkinetik veranschaulicht werden. Angeleantdie SACK Theorie wurden folgende
Faktoren variiert: Xanthosineinflu3, Zelldichte,sBagehaufigkeit, Wechsel des Nahrmediums
und Serumkonzentration im Kulturmedium.

In einem weiteren Experiment wurde der EinfluR vbip-Ostradiol auf adulte
Stammzellen und ihr Expressionsmuster untersuchit Nilfe der Immunzytochemie,
Durchfluf3zytometrie und Polymerase-Kettenreaktion urden die behandelten
Schilddrusenzellen auf die Protein- und mRNA Espien des Stammzellmarkers Oct4 und des
entodermalen Markers GATA-4 untersucht.
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