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2 Methoden und Materialien
2.1 Zellkultur
2.1.1 Anlage einer primaren Schilddrusenzellkultur

Das bendtigte Schilddriisengewebe wurde uns vorCHeurgischen Klinik des St.
Hedwig Krankenhauses Berlin zur Verfigung gestBlitbei handelte es sich um makroskopisch
nicht malignitatsverdachtige, autonome Schilddrasgemome mit follikularen sowie
parafollikularen Anteilen. Die Patienten hielteohszur elektiven Thyreoidektomie station&r
auf. Sie wurden praoperativ Uber die Studie infenniund gaben ihr Einverstandnis zur
Verwertung des Schilddriisengewebes. Insgesamt wultiéGewebe, davon 22 weiblicher und
19 mannlicher Herkunft untersucht. Die Préparaterdem durch zuféllige Initialien
anonymisiert. Alter und Geschlecht des Patienterdemu dem jeweiligen Préaparat zur spateren
Auswertung zugeordnet.

Die Arbeitsschritte zur Praparation von nodular8childdriisengewebe bis zum
Erhalt einer primaren Schilddrisenzellkultur wurdeon Rapoport 1982 in einem Protokoll
zusammengefaldt (133), und von uns in modifiziarersion angewendet (134).

Nach chirurgischer Gewebepraparation erfolgteAdithewahrung und der Transport
in sterilen, mit 20 ml Transportmedium geflillte®HRchen, auf Eis. Das Transportmedium
bestand aus HBSS, versetzt mit 100 U/ml Penicillivd 100 pg/ml Streptomycin. Die nun
folgende Gewebeaufarbeitung wurde unter steriledirBgingen in einer Zellkulturbank
durchgefuihrt. Um eine mdglichst homogene Zellpojpata zu erreichen, wurde sichtbares
Bindegewebe, GefalRe und Nerven vom Schilddriserigeewst Skalpell und Pinzette getrennt
und der Gewebeverband mittels Skalpell zerklein®ie Reinigung des Gewebes von
Erythrozyten erfolgte durch eine gewissenhafte \Wasizedur mit Transportmedium. Zur
enzymatischen Aufspaltung in Schilddrisenfollikeirde das bearbeitete Gewebe mit 10 mg/ml
Dispase Il und 1,25 mg/ml Collagenase Typ A in 20 Tmansportmedium bei 38°C im
Schuttelinkubator belassen. Nach einstiindiger lakab wurde das Gewebe durch ein steriles
Sieb filtriert. Es folgte die 5 minitige Zentrifation des Filtrates bei 1000 Umdrehungen/ min
(rpm). Dann wurde der Uberstand abpipettiert undeetr zum Gewebe gegeben. Das im
Rohrchen verbliebene Zellsediment wurde in 10 mlltiémedium  gelést und in
Zellkulturschalen gegeben. Das Schilddrisengewebslevanschlielend erneut im Dispase-
Kollagenase Gemisch fur eine Stunde im Schuttebaker plaziert. Die beschriebene Prozedur
wurde bis zur vollstandigen Auflosung des Gewelleaeties mehrfach wiederholt.
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2.1.2 Kultivierung und Passagierung von Schilddisenprimarzellen

Die Priméarzellkulturen wurden in Kulturschalen (Dlomesser: 150 oder 200 mm) in
einem Zellkulturschrank bei 37°C in einer feuch#®&thmosphare, die mit 5% @ versetzt
wurde, aufbewabhrt.

Als Primarzellkulturmedium verwendeten wir Ham's1lF Medium mit L-
Glutamine, dem 10% fetales Kalberserum, 0,5% 5-katisung ( 10 ng/ml Glycil-Histidyl-L-
Acetat, 10 pg/ml Insulin, 5 pg/ml Apo-TransferritQ ng/mlSomatostatin und 3,2 ng/ml
Hydrocortison ), 1% MEM nicht essentielle Aminos&ur 100 U/ml Penicillin,200 pg/ml
Streptomycin, sowie 5 mU/ml TSH steril filtriertinzugefiigt wurden. Auf3erdem wurde
2,5ug/ml Amphotericin unfiltriert in das Futterwsmgedium gegeben.

Mehrere Tage nach Anlage einer Zellkultur warem Erimarzellen am Boden der
Kulturschalen angewachsen. Nach Absaugen des Blégtiums spilte man mit dem ersten
Mediumwechsel  Erythrozyten und abgestorbene Zebdn sodald das Wachstum der
Thyreozyten verbessert wurde. Der Zellmediumwecimsel 0 ml erfolgte alle 3 Tage.

Je nach Konfluenz der Zellen erfolgte die Zellpgssrung alle 7-10 Tage. Aus den
Kulturschalen wurde das alte Medium abgesaugt, &éokie wurden durch einen Spulvorgang
mit 10 ml sterilem HBSS entfernt. Zur Auflésung dailhaftung vom Schalenboden wurden die
Zellen mit 5 ml Trypsin fur 5 min im Zellkulturscéink inkubiert. Nach mikroskopischer
Kontrolle der nun mehrheitlich schwimmenden Zellemyrde 5 ml Kulturmedium zur
Inaktivierung des Trypsins hinzugegeben. Anschhel3erfolgte die mehrfache Auf- und
Abpipettierung, um noch restliche adhérente Zetlehbsen. Das Medium-Trypsin-Zellgemisch
wurde in 50 ml Réhrchen gesammelt. Durch Zentrifisgiabei 1200 rpm fir 5 min setzten sich
die Zellen am Boden des Rohrchens ab. Nach voigéht Abpipettieren des Uberstandes
konnten die sedimentierten Zellen in 200 pul ZAdikrmedium gelést werden und auf eine
geeignete Anzahl an Kulturschalen verteilt werdisde Kulturschale enthielt au3erdem 10ml
erwarmtes Nahrmedium. Nach dieser Prozedur erfotgte abschlielende Beurteilung der
Zellkultur unter dem Lichtmikroskop.

2.1.3 Kultivierung von Kontrollzelllinien

Die Archivierung verschiedener Schilddrisenzelin erfolgte in flissigem
Stickstoff bei einer Temperatur von -196°C. Diespnéchenden Réhrchen wurden entnommen
und in einem 37°C warmen Wasserbad fir 5-8 min etafg. Dann wurden sie mit einem
geeigneten Nahrmedium versetzt und auf Kulturschaéteilt. Im Lichtmikroskop konnte die
Zelldichte Gberprft werden.
FRTLS5 stellt eine Zelllinie differenzierter Thyreden der Ratte dar. Sie gilt als ein akzeptiertes
Modell differenzierter Schilddriisenzellen (135,13Bas verwendete Kulturmedium bestand aus
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Ham's F-12 Medium, versetzt mit 5% Fotalem Kalbense(FKS), 1% MEM nicht essentielle
Aminosauren, 100 U/l Penicillin, 100 pg/ml Streptaim und 2,5 pg/ml Amphotericin.
Zellkultivierung und Passagierung erfolgte nach s@#en Richtlinien wie die primaren
Schilddrisenzellen.

HTh74 ist die Zelllinie eines humanen anaplabgscSchilddrisenkarzinoms. Das
Ham's F-12 Zellkulturmedium enthielt 10% FKS, 1% ME100 U/ml Penicillin, 100 pg/mi
Streptomycin und 2,5 pg/ml Amphotericin (137).

HTC, die Zelllinie eines humanen follikularen 8dtrisenkarzinoms, wuchs im
gleichen Kulturmedium wie HTh74 (138).

2.1.4 Veranderung der Kulturbedingungen nach deSACK Methode

Angelennt an das Protokoll von Lee et al (108) zteet wir dem
Standardzellkulturmedium eine unterschiedliche Kamtmation von fétalem Kalberserum zu.
AulRerdem wurde 1mM Xanthosin beigefigt oder véteic Die Zellkulturen wurden mit
hoher Zelldichte wdchentlich passagiert und geftittdach 6-8 Wochen Kultivierung erfolgte
die immunzytochemische Anfarbung der PrimarzellachnProtokoll.

Kontrollgruppe  Gruppel Gruppe?2 Gruppe3 Gruppe4

Kein Xanthosin  1mM Xanthosin Kein Xanthosin Kein Xanthosin 1mM Xanthosin

10%FKS 1% FKS 1% FKS 10% FKS 1% FKS

normale Zelldichtehohe Zelldichte hohe Zelldichte hohe Zelldichte hohe Zelldichte

Futterung 2-3 Tagd-utterung Fltterung Fltterung Fltterung 2-3 Tage
wochentlich wochentlich wochentlich

Tabelle 2.1: Stimulationsprotokoll nach Lee et al (108), var@ablaktoren waren Xanthosin, Konzentration
des Fotalen Kélberserums (FKS), Zelldichte undéFiitigsintervall

2.15 Ostrogenstimulation von Schilddriisenpriméarzekulturen

48 Stunden vor der Hinzugabe vonPi®stradiol wurde das Zellkulturmedium
gewechselt. Die Zellkulturen wurden nun mit einehe®ol Red freien Nahrmedium und 0,5%
Fotalem Kalberserum versetzt. Das Medium enthielhd Wachstumsfaktoren und Hormone
(111).

Nach 14 tagiger Inkubationszeit erfolgte die mRNAewsnung, die Reverse
Transkription und Polymerase-Kettenreaktion. AuBerd wurden die Zellen in der
Durchfluf3zytometrie analysiert.
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Konzentration 17B-Ostradiol Inkubationszeit Literatur
Gruppe 1 10 nmol 14 Tage 111
Gruppe 3 10 pmol 14 Tage 115

Tabelle 4: Ostrogen Stimulationsprotokoll primarer Schilddniisulturen (Gruppe 1 und 3),
Gruppe 2 und 4: Kontrollgruppen ohnei@stradiol Hinzugabe

2.1.6 Kultivierung von Zellen auf Objekttragern

Die Zellen wurden auf speziellen Objekttragern Aeflkulturkammern (Lab-teks)
kultiviert. Es erfolgte der regelmallige Wechsek dellspezifischen Kulturmediums (5 ml). Bei
Konfluenz der Zellen wurde das Zellkulturmedium ekmugt, mit HBSS gespult und
anschlieend die Zellkulturkammer vom Objekttragetdst. Zur 5 mindtigen Fixierung der
Zellen diente ein 1:1 -20°C kaltes Ethanol-Methar®emisch. Danach erfolgte die
immunzytochemische Anfarbung nach Protokoll.

2.2 MRNA Isolierungvon Schilddriisenpriméarzellen und FACS Zellen

Fur die mRNA Isolierung von kultivierten Zellen vagr das Protokoll des QIAGEN
RNeasy Mini Kit verwendet. Vorbereitend wurde 1RAT Puffer mit 10 pl B-Mercaptoethanol
gemischt. Das Kulturmedium wurde vorsichtig ohnel@&uakontakt der Pipette aspiriert und nach
Zellwaschung mit HBSS jeweils 350 ml RLT Puffergeali hinzugegeben und in den
Kulturschalen gleichmaRig verteilt. Die so vom Sehboden geldsten Zellen wurden als Lysat
in die vorbereiteten QIA shredder Saulen tUberfiimd durch dreiminltige Zentrifugation bei
maximaler Umdrehungszahl homogenisiert. Die weitefgbeitsschritte umfalRten die durch
Ethanol praktizierte Zellmembranzerstérung, soweesglektive Bindung der nun freigesetzten
intrazellularen RNA an eine Silika-Gel-Membran. teggten 3 Waschprozeduren mit RW1
Puffer und RPE Puffer und jeweils anschlieBemartrifugation. Im letzten Schritt der RNA
Extraktion wurde 30 pl RNAse freies Wasser dirakit die Silika-Gel-Membran pipettiert und
fur eine Minute zentrifugiert. Da mRNA temperatursibel ist, wurden die Proben bis zur
weiteren Verwendung in einem Kuhlschrank bei - 4@t@bewahrt.

Die mRNA Gewinnung von FACS Zellen erfolgte na@mdProtokoll des QIAGEN
RNeasy Micro Kit. Dieses Kit wurde speziell fur kiste Zellmengen entworfen. Die Zellen
wurden wéhrend FACS in einem Falcon Roéhrchen, fefiit PBS L6sung, aufgefangen.
Aufgrund der geringen Zellzahl ergab sich nach #imjation kein sichtbares Zellsediment am
Rohrchenboden. Deshalb war ein sehr vorsichtiggspaittieren der Flissigkeit ohne Beriihrung
des Bodens wichtig. AnschlieBend versetzte manZdieen mit 75 pl RLT Puffergemisch,
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sowie bei geringer Zellzahl (unter 5000 Zellen) @iyl carrier RNA. QIA shredder Séaulen
dienten der Homogenisierung des Zelllysates. Naehtrdugation und Hinzugabe von 70%
Ethanol erfolgte die Zerstérung der Zellwande. \&feitSchritte beinhalteten die Inkubation mit
einem DNAse Mix fur 15 min bei Raumtemperatur, sowiehrere Waschprozeduren mit RPE
und RW1 Puffer. AbschlieRend wurde direkt auf dikc& Gel-Membran 14 pl RNAse freies

Wasser gegeben. Nach Zentrifugation bei maximaredrehungszahl l6ste sich die mRNA im
RNAse freien Wasser. Die Aufbewahrung erfolgteKitihlschrank bei —40°C.

2.3 Konzentrationsbestimmung von mRNA

Zur Konzentrationsbestimmung der gewonnenen mRNAdeudie Methode der
Spektralphotometrie angewendet. Erster Arbeitsctestand in der Kalibrierung des
Spektralphotometers (Pharmacia, Ultrospec II) a@DO0 bei einer Wellenlange von 260 nm.
Dazu verwendete man eine mit 1000 ul aqua biddétligeQuarzkivettte. 2ul mMRNA wurden
mit 998l aqua bidest gut vermischt. Bei einer \&fkhnge von 260 nm entspricht die optische
Dichte von 1 einer RNA Konzentration von 40 mg/rhB9). Aus der gemessenen optischen
Dichte konnte nun die RNA Konzentration der Prabeig/ml berechnet werden. Jede mRNA
Probe wurde doppelt bestimmt, um ein exaktes Eigetnerhalten und Fehlbestimmungen zu
minimieren.

2.4 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription dient der Synthetisierbngiplementarer DNA Strénge
(cDNA) aus mRNA. Dies ist notwendig, um im nachst&chritt mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), selektive DNA Sequenzen zuigdaltigen und nachzuweisen.

Ein definiertes Volumen der mRNA Lésung, das 1pRNA enthalt, wurde mit 2ul
Oligo-dt (30 pmol) und RNAse freiem Wasser bis znem Gesamtvolumen von 16,75 pl
gemischt. Es erfolgte die 5 minutige Inkubation B€°C auf dem Thermoblock, sowie
anschlieRend die Aufbewahrung auf Eis. Folgendeg&s#&en wurden bis zu einem Volumen
von 25 ul hinzugefigt: 5ul M.MLV 5x RT Puffer, 1,28 10 mmol/l dNTP, 1 pl Ribonuklease
Inhibitor und 1 pl M-MLL-Reverse Transkriptase. lifthermoblock begann die Reverse
Transkription mit einer Inkubationsphase von 70%@ri5 min. Bei 42°C erfolgte dann tber 60
min die cDNA Synthese. Wahrend der anschlieBendeninbitigen Phase wurde die Reverse
Transkriptase bei 95°C denaturiert und dann aufatdgekuhlt (140).
Da cDNA temperaturstabil ist, erfolgte die Aufbewaty der Proben im +4°C Kihlschrank.
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2.5 PolymeraseKettenreaktion

Die Methode zur Vervielfaltigung selektiver DNA Sempzen wurde von Kary
Mullis 1984 entwickelt und 1993 mit dem Nobelpriis Chemie pramiert (141kEs handelt sich
dabei um eine thermozyklische Reaktion, wobeijétklus 3 verschiedene Phasen beinhaltet.
Als erster Schritt erfolgt die Denaturierung deM\g®in Einzelstrang DNA. Es schlief3t sich die
Annealing Phase an, wobei die Anlagerung spehiéis Oligonuleotide (Primer) an komple-
mentare Sequenzabschnitte im 5° Bereich der DNAlgrf Die Annealing Temperatur ist
abhéangig von Sequenz und Lange des Primers. Zuh(S@bigt die Extensionsphase, in der es
mit Hilfe der Polymerase und zugegebenen Nuklentider Erganzung der einzelstrangigen
DNA zur Doppelstrang DNA kommt. In jedem sich widdgdenden Zyklus kommt es so zur
Verdopplung des Reaktionsproduktes und damit exgtegien Anstiegs der DNA Menge (142).

251 Amplifikation von cDNA durch die PolymeraseKettenreaktion

Das verwendete Protokoll zur Durchfiihrung der Pesase-Kettenreaktion (PCR)
entnahmen wir Manole et al (111). Es wurden 4qrlaDNA nach der Reversen Transkription
in ein 50 pl Reaktionsgemisch gegeben, was nebaa balest folgende andere Reagentien
beinhaltete: 5 pl 10x Reaktionspuffer, 50 mmol/ g®2, 1 ul dNTPs, je 50 pmol des
Primerpaares und 2,5 U (0,5 pl) Tag DNA Polymer&sech Zugabe von 3 Tropfen Mineraldl
in jede Probe wurde die waldrige Phase vor Reagemrlust durch Verdampfen geschutzt.
Eine Negativprobe (ohne cDNA) ist wichtig, um dieudtat der PCR zu beurteilen und
eventuelle Verunreinigungen und unspezifische Rea&h zu erkennen. Nach einer
Erwarmungsphase des PCR Ansatzes uber 10 min t@ivddrde 0,5 ul Taqg Polymerase in jede
Probe dazugegeben. Die anschliel3ende DenaturidemgDNA erfolgte tber 10 min bei 94°C.
Im allgemeinen verlief die Annealing Phase UbeZ$klen mit 95°C fir 30 sec, anschlie3end
Primer spezifisch 55- 61°C fur 30 sec und 72°Céflisec. Nach Beendigung der Zyklen schlol3
sich die Extensionsphase bei 72°C fur 10 Minuten Bn letzten Schritt der PCR erfolgte die
Abklihlung der Proben auf 4 °C zur Vermeidung unsiseher Reaktionen von Primern,
Nukleotiden und Polymerasen. Bis zur DurchfuhrumgreAgarosegelelektropherese verblieben
die Proben im +4°C Kihlschrank.

Tabelle 2.2 zeigt eine Ubersicht der verwendetémd?sequenzen, Basenpaare,
spezifische Bedingungen der Annealing Phase ureddtitirquellen.
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Name und Sequenz der Oligonukleotid-Primer

Sense und Antisense

B- actin
5- CCC AGG CAC CAG GGC GTG AT-3°

5-TCA AAC ATG ATC TGG GTC AT-3°

Gata-4
5-CTC CTT CAG GCA GTG AGA GC-3°

5- GAG ATG CAG TGT GCT CGT GC-3°

HNF4a
5°- TCT CAT GTT GAA GCC ACT GC-3'

5-GGTTTG TTT TCT CGG GTT GA-3°

p 63
5- CCT GGA ACG TAT TCC ACT GAA CT-3

5-CGCTTCGTACCATCACCGTTCT-3

Oct4

Basenpaare Bedingungen der Lit.

250 bp

575 bp

501 bp

550 bp

5°- GAC AAC AAT GAG AAC CTT CAG GAG A-235bp

3
5-CTG GCG CCG GTT ACA GAA CCA-3
Connexin 43, Ratte

5- GCG TGA GGA AAG TAC CAA AC-3

5- GTG AAG CCG CCG CCA AAG TTG-3

Thyreoglobulin
5- AGT CCT AAG TCC CCT GAT GC-3°

5- CAA AGG GAG ACG TCG AGT GT-3°

27

527bp

280 bp

Annealing Phase

25 Zyklen
1 95°C
45"  59°C
1 72°C 111
35 Zyklen
30" 95°C
30" 58°C
60" 72°C 74
30" 95°C
30" 57°C
60" 72°C 143
30" 95°C
30" 55°C
60" 72°C 144
30" 95°C
30" 55°C
60" 72°C
50
30 95°C
3007 58°C
60" 72°C 145
30 95°C
30" 55°C
60" 72°C 134
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Connexin 43, human 506 bp 300" 95°C
5- GCG TGA GGA AAG TAC CAAC-3° 30" 55°C
5- GGG CAACCT TGAGTT CTT CC-3° 60" 72°C 145
ABCG2 25 Zyklen
5- AGT TCC ATG GCA CTG GCC ATA-3 379 bp 307 94°C
5-TCA GGT AGG CAATTG TGA GG-3 307 58°C
60" 72°C 146

Tabelle 2.2: verwendete Primersequenzen mit jeweiliger Anzahl Basenpaare, spezifischer Annealing
Temperatur und Literaturangabe

2.5.2 Kombinierte Reverse Transkription und Polymease-Kettenreaktion der

MRNA von FACS Zellen

Zur Anwendung kam das Protokoll des QIAGEN OnepsRT-PCR Kits. Im
hergestellten Master Mix waren 10ul 5x QIAGEN OmepsRT-PCR Puffer, 2 pl dNTP, 2 pl
QIAGEN One step Enzym Mix, 5-10 Einheiten RNAs@ihitor, sowie das Primerpaar. Das
allgemeine Volumen wurde durch steriles RNAse féMasser bis zu einem Volumen von 50 pl
aufgefullt. Zum Master Mix wurde anschlie3end jedw/@0 pl RNA hinzugegeben. Aufgrund der
geringen Zellzahl nach FACS ist eine spektralphetnische Konzentrationsbestimmung nicht
moglich  und nach diesem Protokoll auch nicht eldoich. Eine Negativprobe, die der
Qualitatskontrolle der Polymerase-Kettenreaktioentk, enthielt keine RNA. AbschlieRend
wurde die walrige Phase durch 50 ul Mineraldl verdvinstung im Thermoblock geschutzt.
Der vorgeschlagene Programmzyklus beinhaltete 8@k minitige Reverse Transkription bei
50°C. Anschliel3end erfolgte die Aktivierung der yPokrase-Kettenreaktion tber 15 min bei
95°C. Die weiteren Shritte umfassten Denaturierdeg DNA, Primer spezifische Annealing
Phase, sowie die Extensionsphase, angelehnt an gas1 beschriebenene Protokoll.

2.6 Agarosegel Elektrophorese

Die Agarosegel Elektrophorese stellt ein Trennveda dar, das die
unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit versigne groRer, geladener Moleklle im
elektrischen Feld ausnutzt. Nukleinsauren wandeufgrand ihrer negativen Ladung im
elektrischen Feld zur Anode. Dieptimale Dichte des Agarosegels richtet sich naeh d
erwarteten DNA Fragmentlange. Bei 1000 Basenpaaiehein 1% iges Agarosegel empfohlen,
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bei 200 Basenpaaren sollte die bevorzugte DichdeGars 2% betragen.

Fir ein 1% iges Agarosegel wurde 1g Agarosepuliegeaogen und mit 100 ml 1x
TBE LOsung gemischt. Nach 3 minitigem Aufkocheden Mikrowelle wurde das Gemisch mit
5 pl Ethidiumbromide, einem Fluoreszenzfarbstoférsetzt und nochmals zum Kochen
gebracht. Die horizontalen Gelkammern wurden sdiigf mit dem Gel aufgeftllt, und ein
Kamm eingefugt. Nach Erkalten des Gels wurde diebenso wie die Seitenwande der Kammer
entfernt und das Gel mitlx TBE als Laufpuffer bddeEs erfolgte nun die Mischung von 5 pl
DNA aus dem PCR Ansatz mit 1 pl Orange G zur BEuhghdes spezifischen Gewichtes. Dann
wurden die Proben in die einzelnen Lochkammerntpgre Nach Anlegen der Spannung von
90 V an die Gelkammern liefen die Proben Richturagolde. Nach etwa 45-60 Minuten wurde
ein spezifisches Bandensignal, abhangig von derergawahl des verwendeten Primers,
sichtbar. Eine Test DNA (Ladder DNA) zeigte Kotitranden bei 800 und 350 Basenpaaren.
Die Dokumentation fand durch Ansicht unter einem WUMhtgerat statt. Fotoaufnahmen
erfolgten mit einem p53 Polaroid Film und Kamena mit einer Sony DSC-W?7 Digitalkamera.

2.7 Extraktion von DNA aus Agarosegel

Unter UV Licht wurde das DNA Fragment einer besti@m Grol3e mit einem
scharfen Skalpell aus dem Agarosegel herausgesamnitDie Extraktion und Reinigung der
DNA erfolgte nach dem Protokoll des QIAquick Geliaction Kits der Firma QIAGEN.

2.8 Restriktion von DNA

16 pl extrahierte und gereinigte DNA wurde mit 2Réstriktionsenzym, sowie 2 pl
Reaktionspuffer versetzt und fir mindestens 2 Stanon Wasserbad bei 37°C inkubiert.
Restriktionsenzyme sind fir den jeweils zu untelnemden Marker ausgesuchte Endonucleasen,
die spezifische Basensequenzen (meist 4-8 Nukkoideiner DNA Doppelhelix erkennen und
an spezifischen Stellen hydrolysieren und damiheaten. Um geeignete Restriktionsenzyme zu
finden, wurde mit dem Programm Biology Workbencl2 $jearbeitet. Die Kontrolle der
Restriktion erfolgte durch Elektrophorese in einkgarosegel (147).

2.9 Immunzytochemie
Zum immunzytochemischen Nachweis der Transkripfadisren wurden primare
Schilddriusenzellen, sowie Kontrollzelllinien (HeLBRTL5, HTh74, HTC) auf Objekttrager

kultiviert. Die Fixierung erfolgte mit einem 1:1 Mwnol Ethanol Gemisch bei -20°C fir 5-7
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Minuten. AnschlieRend wurden die Praparate mit 1§éb Essigsaure fur 8 Minuten inkubiert,

sowie 30 Minuten mit flieBendem Leitungswasser gkspie anschlieBende 30 minutige

Prozedur mit in TBS 1:10 verdinntem Schweineseruemtel der Reduktion unspezifischer
Hintergrundfarbung durch Anlagerung der Antikdrpan Bindegewebe oder Kollagen (148).
Nach dem sorgfaltigen Abtropfen der Losung vom ®tijgger wurde der Primarantikorper in

adaquater Verdunnung mit TBS und 0,5% igem Rindensalbumin hinzugegeben. Es erfolgte
die Inkubation Uber Nacht in einer feuchten Kamrber Raumtemperatur. Der 2. Tag des
immunzytochemischen Protokolls begann mit einenmmaligen Waschprozedur in TBS. Die

nun folgende 2 stindige Inkubation bei Raumtemperateiner feuchten Kammer erfolgte mit

einem in TBS verdinnten Zweitantikorper (1:5000een biotinkonjugierten Antikdrper gegen

Ratten- oder Mausimmunglobulin. Es folgte eine st@eéNaschprozedur mit TBS, sowie eine
90 mindtige Inkubation der Praparate mit in TBSO0D verdunnter Alkalischer Phosphatase,
einem konjugierten Extravidin- Biotin- Komplex, ufgb% BSA. Nach einem Spilvorgang mit
TBS wurde die 10 mintutige Anfarbung mit Fast Red nach erneutem grundlichen Spilen die
Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun Lossung durchgef8bschlieend wurden die Praparate
mit Kaisers Glycerin Gelatine beschichtet (149).

2.10 DurchfluRzytometrie und Fluoreszenz aktivierteZellsortierung (FACS)

Die DurchfluRzytometrie stellt eine Methode zur Gikderisierung und gleichzeitig
maoglichen Isolierung von Zellpopulationen dar. &iillt den Anspruch einer hohen Sensitivitat
von 0,01-0,05% und Spezifitat, die erforderlichdsium sehr kleine Zellzahlen zu detektieren
(150). Daher eignet sich die Methode zur Untersoghadulter Stammzellen - sehr seltenen
Zellen im differenzierten Zellverband.

In einer Reihe von Publikationen wurde das Vedahder Durchflul3zytometrie und
FACS zur Isolierung adulter Stammzellen beschriefd®ii,152,153). Zellen lassen sich durch
Oberflachenproteine und  Transkriptionsfaktoren rakigrisieren. Prinzip der Durchflul3-
zytometrie ist die spezifische Antigen- Antikorpeidung von Fluorochromen an ausgesuchte
Proteine. Die Emissionseigenschaften der Fluoraubrdienen der Darstellung der Zellen im
Diagramm.

Die in dieser Arbeit verwendeten Marker (Primadainper) und Fluorochrome
(Sekundarantikoérper) wurden Uber Santa Cruz Bisteldyy bezogen. Die Durchfluf3-
zytometrie fand am FACS Calibur DurchfluBzytomet@ecton-Dickinson Biosciences,
Heidelberg, Deutschland) im Deutschen Rheumaforsgszentrum Berlin statt. Die
praparierten Zellen flossen in einer PBS Losunglil@ine dinne MelRkammer (Fluf3zelle) und
wurden dort von einem Laserlicht angestrahlt. dehrphysikalischen Eigenschaften der Zelle
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(GroRRe, Granularitdt) und unterschiedlichen Emissioaxima der Fluorochrome entstand ein
spezifisches Streulicht. Die Analyse der Daterolgté mit Hilfe der Cellguest Software
(Becton-Dickinson Biosciences).

DurchfluBzytometer

Spezifische

AntikGrper, an die

ein Oberflachenprotein

fluoreszierender Elektrisches

Farbstoff Detector Feld/

gebunden ist Elektrischer

K \ Puls zur

% Sortierung

8 %

Abbildung 2.1: Prinzip der DurchflulRzytometrie und FACS (Natiohadtitut of Health, 2001)

2.10.1 Methoden zur Erh6hung der Zellmembranpermeaitititéat

Bei den zu untersuchenden Markern handelte es sighschlie3lich um
Transkriptionsfaktoren, die in der Zelle lokalisiavaren. Um eine spezifische Bindung der
Marker an die Antikérper und Fluorochrome zu etneit, war ein intrazellulares Eindringen der
Antikorper erforderlich. Wir verglichen untersctliehe Methoden zur Erhéhung der Zell-
membranpermeabiltitdt. Ziel war es, hoch speziéisélrgebnisse zu erhalten und dabei die
Zellmorphologie der sortierten Zellen weitestgeheadgchonen.

Als kommerzielle Methode verwendeten wir einen Wbl enthaltenen
Permeabilitatspuffer der Firma Santa Cruz Biotetdmyg der speziell fur die intrazellulare
Proteindetektion entwickelt wurde. Die Aufbewahrudgs Permeabilitatspuffer erfolgte im
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Klhlschrank bei —20°C. In einem ersten Arbeitssthivurden die Zellen durch
Trypsinbehandlung vom Kulturschalenboden geloshtrfagiert und 2 mal in einem 50ml
Rohrchen mit 4°C kaltem PBS gewaschen. AnschlieBendde 1ml eines -20°C kalten
Permeabilitatspuffers in die Zellsuspension mit Erhfener Zelldichte von 1xf0ml gegeben
und dber 15min auf Eis inkubiert. Es erfolgte diehmiache Zentrifugation und Waschprozedur
mit einem speziellen 4°C kalten Waschpuffer. Ansfiénd wurde nach dem Protokoll der
indirekten Immunfluoreszenzmarkierung verfahren.

Beim Mikrowellenerhitzen (Microwave Heating) eté als erster Schritt die Eichung der
Mikrowelle, um die in der Literatur empfohlenen Zaind Temperaturangaben anwenden zu
konnen (155). Die nach Trypsinierung gewonnenesdspiension wurde in einer vorbereiteten
Losung aus Natriumcitratpuffer (pH: 6,0) und Scheserumalbumin resuspendiert.
Anschlie3end wurde die Losung in 10 ml Réhrchen3h60 Sekunden auf 90-100°C erhitzt
und dann fur 10 Minuten auf Eis gelagert. Nach Hfrgation, Abpipettierung des Mediums
und Losung des Zellsedimentes in PBS wurde weitethndem Protokoll der indirekten
Immunfluoreszenzmarkierung verfahren (154, 155)ciN&erwendung eines Permeabilitats-
puffers und der Methode des Mikrowellenerhitzensrdeudie Zellsuspension nicht mit
Propidium Jodid versetzt.

Zur LOsung der Zellen von der Kulturschale und Heldung der Zelladharens
wurden die Zellkulturen mit Trypsin behandelt. @BieMethode fand unter der Annahme statt,
dafl} Trypsin sekundar eine Veranderung der Zellmambewirkt. So erfolgte die indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung ohne weitere chemisider physikalische Permeabilisierungs-
prozeduren. AbschlieBend wurde mit Propidium Jo@INA Fragmente und Zellschrott
angefarbt.

In der Analyse der DurchflulRzytometrie boten di¢M8thoden jeweils ein hohes
Mald an Spezifitdt der Antigen-Antikérperbindungerdwiesen vergleichbare Ergebnisse auf.
Somit wurde im Verlauf neben der Trypsinierung defikultur auf zusatzliche Methoden der
Zellmembranpermeabilisierung verzichtet. Die Zeliptwlgie und Integritdat konnte so

groltmoglich geschitzt werden.

2.10.2 Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung

Zugrunde lag das von Santa Cruz BiotechnologyeltestProtokoll zur indirekten
Immunfluoreszenzmarkierung. Erster Schritt bestamd Losen der Zelladhérens in den
Zellkulturschalen mit je 5 ml Trypsin. Die gewoneerZellsuspension wurde durch
Zentrifugation in Flussigkeitsiberstand und Zeliseht getrennt. Es folgte die Losung der
Zellen in 100 pl PBS. Die empfohlene Zellkonzenoratag bei 1x16 m.

Die indirekte Immunfluoreszenzmarkierung bestand zwei nacheinander
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durchzufihrenden spezifischen Antigen-Antikorper aRmnen. Die Antikorper der zu
untersuchenden Transkriptionsfaktoren (Primaranpés), sowie die passenden an Antikorper
gekoppelten Fluorochrome (Sekundarantikbrper) wurdeon der Firma Santa Cruz
Biotechnology bezogen.

Die Inkubation mit 10-30 pl Priméarantikoérper egtd Gber 30 Minuten auf Eis. Es
schlof3 sich ein 2 maliger Waschvorgang mit PBS hdsund jeweiliger Zentifugation und
Abpipettierung des Flussigkeitsiberstandes an.fhligte die 30 mindtige Inkubation mit einem
Fluorochrom gekoppelten Sekundarantikérper, wiedesiuf Eis und in einem dunklen Behalter.
Durch die anschlieRende Waschprozedur wurden dierZzeon Uberschissigen Reagenzien
gereinigt. Die DurchfluBzytometrie und FACS soliteglichst ziigig nach Praparation der
Zellen durchgefuhrt werden. Bis dahin verbliebem fellsuspensionen im dunklen Behélter auf
Eis.

Um eine groBtmdgliche Spezifitit und notwendige ns8&vitat der
Antikdrperbindung zu erreichen, wurden Titrierunggpkolle der Primar- und
Sekundarantikdrper durchgefiihrt und die optimalemzéntrationen bestimmt. Bei zu hoher
Konzentration eines Antikorpers stellte sich eiér Grad an unspezifischen Bindungen dar.
Bei zu niedriger Konzentration war die Anzahl dersitiven Zellen sehr gering und nicht
aussagekraftig.

Volumen (ul)
Primarantikorper Oct4 GATA-4 p63 HNFRA Tg
20 20 10 15 40

Sekundéarantikorper Fitc PE APC

20 20 30

Tabelle 2.3:durch TitrationermitteltesOptimalvolumen der Priméarantikdrper und Flurochrob@ einer

Zellzahlkonzentration voax10Y/ ml.

2.10.3 Praparierung der Zellen vor FACS

Die Vorbereitung der Zellen erfolgte nach dem t&koll der Durchflu3zytometrie.
Zur Vorbereitung der FACS Methode wurden die Pnohbschlie3end in speziellen Filtern
(Pre- Separation Filter, Miltenyi Biotec) mit eineorengréRe von 30 um von grof3en Partikeln
und Unreinheiten gereinigt.
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2.10.4 Methoden zur Qualitatskontrolle der DurchflU3zytometrie und FACS

Zur Detektion von DNA Fragmenten und Zelltrimmemnwden die Proben mit 2 pl
Propidium Jodid (0,1 pg/ml) versetzt. Aul3erdem weusine Nativprobe (ohne Primar- und
Sekundarantikérper) mit 2 pl Pl vorbereitet. Diesmé&glichte im ersten Schritt der
Durchflu3zytometrie avitale Zellfragmente, die @inbohen Grad unspezifischer Bindung
aufweisen, aus der weiteren Analyse auszuschlie®endie Spezifitat des Ergebnisses zu
erhdhen. Bei der Verwendung eines Permeabilitafispguivurde auf den Einsatz von Propidium
Jodid verzichtet.

Zellen besitzen unselektive Oberflachenrezepto(éo Rezeptoren), die die
verwendeten Antikdrper binden kdnnen und damit $fezifitat der Bindung verringern. Zur
Kontrolle wurden die Zellen mit Primarantikbérpgaum Beispiel normal goat IgG) inkubiert.
Im zweiten Schritt folgte die Bindung des Fluoramhs. Am Durchflul3zytometer wurde nun
die Zahl der positiven Zellen detektiert. Viele pios Zellen sprachen flir ein unspezifisches
Bindungsverhalten. Vor der Durchfihrung dieses dkats wurden 2 Gruppen gebildet. Einer
Zellgruppe wurde Beriglobin zur Blockierung unspiszher Rezeptoren zugesetzt. Mit und
ohne Beriglobinzugabe zeigten die primaren Schildenzellen kaum unspezifisches
Bindungsverhalten. In der Grafik stellten sich mamnige positive Zellen dar. Somit konnte auf
die Inkubation der Zellen mit Beriglobin zur Bloekung der Fc Rezeptoren verzichtet werden.

Gewebezellen weisen ein hohen Grad an Autofluereszauf, der durch die
Trypsinierung zuséatzlich verstarkt wird. Zur Redoktder Autofluoreszenz wurden die Zellen
nach Trypsinierung fir 30 min mit fotalem Ka&lbersar inkubiert. Aul3erdem wurde die
Trypsinkonzentration und Inkubationszeit verringern die Zellmembran zu stabilisieren. Ein
anderer Versuch bestand in der Verwendung vonEIDTA (0,2 g/dl) zur Zelllbsung, anstatt
Trypsin.

2.10.5 Auswertung und Interpretation der Durchflul3z/tometrie und FACS

Zur Auswertung wurde das Cellquest Programm Becton-Dickinson Biosciences
verwendet. Nachdem fur die jeweiligen Fluorochronate optimalen Einstellungen
(Kompensation, Verstarkung) analysiert wurden, lgtéobei jedem weiteren Experiment die
gleiche Einstellung, um vergleichbare Daten zu leehe

Eine Eigenschaft der Zelle, die in der Durchflu®nyetrie gemessen wurde, ist das
Streulicht, das durch das Auftreffen der Zelle @inken UV Laserstrahl (488 Laser) erzeugt wird.
Das Vorwartsstreulicht hing vor allem von der Gralge Zelle ab, das Seitwartstreulicht ergab
sich durch die Zellgranularitat. Zur Anschaulichilder MelRergebnisse dienten Diagramme (dot
plots). Dabei wurde auf der x- Achse das Vorwamssdicht und auf der y-Achse das
Seitwartstreulicht abgebildet, jeder dargestelliek? im Diagramm entsprach einer gemessenen
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Zelle. Dadurch war eine erste Aussage Uber dieikdljsche Heterogenitat oder Homogenitat
der untersuchten Zellpopulation moglich.

Im zweiten Diagramm wurden die vitalen Zellen vBINA Fragmenten durch
Farbung mit Propidium Jodid grafisch getrennt wwh der weiteren Analyse durch das
sogenannte Gaten ausgeschlossen. Dabei definieme emme bestimmte Gruppe von Zellen
(durch Umkreisen), und nutzte nur diese in einenhstien Diagramm zur weiteren Analyse.

Im dritten Diagramm konnten Zellen aufgrund desitetschiedlichen
Emissionsmaximums und Streuverhaltens der gekapp€&luorochrome unterschieden werden.
Einfach- und Mehrfachfarbungen waren moglich. Dabe&ir wichtig, Fluorochrome mit
moglichst unterschiedlichen Emissionsmaxima zu karaken.

Um die analysierten Zellen zu sortieren und in c&al Rohrchen aufzufangen, wurden
entsprechende Gates gelegt. Jede so definiertpapelation konnte auf diese Weise physisch

getrennt werden.

Fluorochrom Emissionsmaximum

PE 580 nm
Fitc 520 nm
APC 660 nm
Pl 350 nm

Tabelle 2.4 :Fluorochrome und ihre Emissionsmaxima
2.11 Isolation der Side Population

Eine alternative Methode zur Isolation adulter Stam@llen wurde von Goodell et al
1996 publiziert (117). Das Protokoll fur den Vitalbstoff Hoechst 33342 wurde zur Isolierung
hamatopoetischer Stammzellen aus dem KnochenmaiMales entworfen.

Konfluente Priméarzellkulturen wurden mit Trypsin i8uspension genommen,
zentrifugiert (1200 rpm, 5 min) und in 37°C warntdlEM L6sung in einem Falcon Réhrchen
resuspendiert. Die optimale Zelldichte lag bei 10 Hoechst 33342 Farbstoff wurde in einer
Konzentration von 5 pg/ml hinzugegeben und gut deit Zellsuspension vermischt. Hoher
titirierte Konzentrationen des Hoechst Farbstofis/,8 pg/ml) fihrten zu einem Verlust an
lebensfahigen Zellen und Veranderung der Side Rtipual (127). Es folgte anschlieRend die 120
mindtige Inkubation in einem 37°C warmen Wasserli2id Qualitdt des Farbeverhalten der
Zellen hing in hohem Mal3 von einer gleichbleibendemperatur im Wasserbad ab. Wahrend
der Inkubationszeit sollten die Réhrchen haufigar geschittelt werden. Nach 120 min wurde
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die LOsung zentrifugiert (1200 rpm, 5 min) und dellen in 4°C kalter HBSS Lo&sung
resuspendiert. Die dauerhafte Abkihlung der gedarZellen auf 4°C war wichtig, um weitere
Farbeffekte zu verhindern. Zur Spezifizierung deyelaschaften der Side Population konnte eine
Zweitfarbung mit spezifischen Antikdrpern (Oct4, 882) erfolgen. Eine Farbung der Zellen
mit Propidium Jodid (2 pg/ml) war zur Diskriminieny toter Zellfragmente notwendig.

AnschlieBend wurden die gefarbten und ungefarbtZellen in der
DurchfluBzytometrie identifiziert. Die Durchflulmymetrie fand an einem FACS Calibur
DurchfluBzytometer im Deutschen Rheumaforschundszen statt. Mit einen 350 nm
Argonlaser wurden die Zellen durchleuchtet. Esistetten 2 unterschiedliche
Emmissionsmaxima: Hoechst blue bei 450 nm (Standanmd Hoechst red bei 670 nm. Das
Fluoreszenzverhalten wurde mit einem 450/ 20 BRei-(Hoechst Blue) und einem 675 EFLP
optischen Filter (Hoechst Red) gemessen. Ein zweMeonlaser mit 488 nm regte die
Fluorochrom gekoppelten Antikdrper (zum Beispiet4Eitc) an.

Zur Datenanalyse wurde das Cellquest Software Bnogr (Becton-Dickinson)
verwendet. Hoechst Blue wurde auf der vertikalechs®, Hoechst Red wurde auf der
horizontalen Achse dargestellt. Die Mehrzahl ddtetewar fur beide Emissionsmaxima positiv.
Eine kleine Subpopulation, die Side Populationgtzeikein Farbeverhalten. Mittels FACS
konnten diese Zellen isoliert und in sterilen Bal&kohrchen, gefillt mit HBSS und 10% FKS,
aufgefangen werden (129).
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2.12 Materialien
Die Mehrzahl der aufgefihrten Methoden wurden sterilen Materialien und
Losungen durchgefiihrt. Plastikmaterialien (zum pBieis Pipetten) wurden in einem
Autoklaven mit geséttigtem und gespanntem Wassegtiaei einer Temperatur von 121°C
Uber 2 Stunden sterilisiert. Wiederverwendbare Mesarumente, wie Pinzetten und Siebe
wurden bis 200°C in einem speziellen Backofen erhind anschlieend unter sterilen
Bedingungen aufbewahrt.

2121 Allgemeine Losungen

PBS: 120 mM NacCl

2,7 mM Kcl

10 mM MaH2Po4/Na2HPO4
TBE: 10 mM Tris, pH:7,6

150 mM NacCl
TBS: 109 g/l Tris

55,6 g/l Borséaure

9,3 g/l EDTA-Na2.2H20

2.12.2 Zellkulturbedarf

Coon’'s modified Ham F12 Gibco Invitrogen (Karlssubeutschland)
DMEM Gibco Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
RPMI 1640 Medium Gibco Invitrogen (Karlsruhe, Dsahland)
Hank's balanced salt solution (HbSS) Gibco InvierogKarlsruhe, Deutschland)
Fotales Kalberserum (FKS) Gibco Invitrogen (Karte, Deutschland)

Alle Zellkulturmedien wurden unter der Sterilbanlorbereitet. Zur Vermeidung einer
Kontamination mit Mikroorganismen, wurden samtlichésungen durch einen keimdichten
Filter (Porengrésse 0,2 pum) gegossen.

MEM nicht essentielle Aminoséuren (100x) Gibco tragen (Karlsruhe, Deutschland)

Apo- Transferrin Sigma-Aldrich (Steinheim,DeutEnd)
Glycyl-Histidyl-Lysin Sigma-Aldrich (Steinheim, &utschland)
Hydrocortison Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutsciua
Somatostatin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutsctl)an
TSH Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Insulin (Insuman rapid) Averfdearma (Frankfurt, Deutschland)
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Penicillin/ Streptomycin
Amphotericin B
Dispase |l

Kollagenase A

Trypsin

Xanthosine (x-0750)

Roche (Mannheim, Deurscial)
Bristol-Meyers Squibb (Deutschland
Roche (Mannheim, Deutschland)

Roche (Mannheim, Deutschland)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich (Steinheim, Bxihland)

2.12.3 Enzyme und Chemikalien zur mRNA GewinnungReversen Transkription und

Polymerase- Kettenreaktion

Reverse Transkriptase, 10X Reaction Buffer

RNA Guard RNase Inhibitor
Tag-DNA-Polymerase

5X PCR Buffer

MgSO4

Oligo dT Primer

Primer

dNTP Mononukleotide
Restriktionsendonukleasen
50 bp DNA ladder

Tracklt Cyan/ Orange gel loading buffer
Agarosepulver

B Mercaptethanol

Ethidium bromid 10mg/ ml

RNeasy Mini-Kit

RNeasy Micro-Kit

One Step RT PCR-Kit

Qia Shredder

Qiaquick Gel Extraction Kit

2.12.4
Fast Red Naphthol Tabletten
Rinderserumalbumin
Extravidin-Biotin Komplex
Primarantikorper (s. 2.12.5)

Promega(Mannheim,Deutschland)
Amersham Biosciencesléagury, GB)
Invitrogen Inc (Karlsruhe, Bahland)
Invitrogen Inc (Karlsruhe, Deutsandl)
Invitrogen Inc (Karlsruhe, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Invitrogen Inc (Karlsruhe, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)

Roche (Mannheim, Dbilasd)
Invitrogen Inc (Karlsruhe, Dealtland)

Invitroden (Karlsruhe, Deutschland)
Gibco BRL
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deuitand)

Materialien fur die Immunzytochemie

Sigma-Aldrich (Steimh®eutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Bettand)
Sigma Chemicals (St. EUMO)
Santa Cruz Biotecgyol
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Sekundarantikdrper (s.2.12.5)

Donkey anti-mouse DAKO A/S Danemark (E0433)
Donkey anti-rabbit DAKO A/S Danemark (E353)
Fluorochrome Santa Cruz Bibtexgy
Kaisers Gelatine Merck (Darmstadt)

2.12.5 Materialien fur die Durchflul3zytometrie und FACS

Samtliche Primarantikorper und Fluorochrome wurdem Santa Cruz Biotechnology bezogen.

Primarantikdrper:Oct- 4 rabbit polyclonal 1gG (sc-9081); Oct- 4 rseumonoclonal IgG (sc-

5279); HNF- 4 rabbit polyclonal 1gG (sc-8987); HMFgoat polyclonal 1gG (sc-6556); Gata- 4
rabbit polyclonal IgG (sc-9053); p63 rabbit polyedd IgG (sc-8343); Tg goat polyclonal IgG
(sc-7835); ABCG2 IgG (sc-18841); p-erk mouse mdmmal 1gG (sc-7383); normal goat IgG
(sc-3887); normal rabbit IgG (sc-3888)

Sekundarantikérper, Fluorochrom gekoppelankey anti rabbit- FITC (sc-2090); goat anti
mouse IgG- FITC (sc-2010); donkey anti goat IgGFEKsc-2024); donkey anti rabbit IgG- PE
(sc- 3745); donkey anti goat IgG- FITC (sc-2024)

Hoechst 33342 Sigma Chemicals (St. Luis, MO)
Propidium Jodid (0,1 mg/ ml) Santa Cruz Biotedbgyp

FCM Wash buffer Santa Cruz Biotechnology
FCM Permeabilization buffer Santa Cruz Bioteclgyl

2.12.6 Plastikmaterialien

100x20 mm Kulturschalen Sarstedt

150x20 mm Kulturschalen Sarstedt
Zentrifugationsrohrchen (1,5; 15 und 50ml) Saisted

Tips (1; 10; 100ul) Sarstedt

Pipetten (5; 100, 1000ul) Sarstedt

Polysteren Zellkulturkammern Nunc (Wiesbaden, tBehland)
Filtersystem, 500 ml/ 22 um Sigma Aldrich (Stedimh,Dtl)
Filtersystem 30/ 0,8 um Schleicher & Schuell

Falcon Tubes (5ml) Becton Dickinson BioscentEsA
Miltenyi FACS Pre- Seperation Filter Miltenyi Beath
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2.12.7 Gerate
Zellkulturschrank
Sterilbank
Dampfsterilisator Autoclav
Backofen

Wasserbad
Schuttelinkubator
Homogenisator
Zentrifugen

Spectralphotometer
Spannungsgerate

Thermoblock
UV llluminator
UV Kamera

Phasenkontrastmikroskop
Halogen Mikroskop

Halogen Mikroskop Kamera
Digitalkamera

Scanner

FACS Calibur Durchflu3zytometer

2.12.8 Software

Image J

SPSS Vers. 11.5

Adope Photoshop Vers. 6.0
Biology Workbench Vers. 3.2

Cellquest

Heraeus Instruments
Heraeus,LaminairHB2448
H&P varioclav
Memmert
Kotermann Labortechnik
Infors HT
EppendorfThermomixer5436
Hettich Mikro 200R
Hettich Rotina 46 R
BeckmannMicrofugeE
Pharmacia, Ultrospec Il
GibcoBRL,EPS-ST606
Pharmacia,ECPS3000/150
Consort, Microcomputer
electrophoresis power supply
Biometra, Trio-Thermoblock
Bachofer Laboratoriumsgerat
Polaroid MP4 Kamera
Polaroid 545 4x5 Film
Nikon, TMS
Opton Standard 16
OptonMCB6, Karl Zeissdan
Sony DSC-W?7; Cyper Shot
Canon Scan 5000
Becton-Dickinson

Densitometrie
Statistik
Photo-und Grafikbearbgi
Analyse der DNA Saque
Kalkulation der Restriktion

Analyse der Durchflul3zytometrie
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