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1 EINLEITUNG

1.1 Gliome

Der Begriff ,malignes Gliom" wurde erstmals 1864 von Rudolf Virchow (1821-1902)
von den Melanomen und Sarkomen abgegrenzt. Eine erste systematische
Klassifikation der Gliome erfolgte durch Bailey und Cushing im Jahr 1926, was noch
heute Grundlage fur die derzeit gultige WHO-Klassifikation ist. Dabei sind Gliome
intraaxial gelegene Tumoren, die von den Stitzzellen des Hirnparenchyms ausgehen
und eine astrozytare, oligodendrogliale oder auch ependymale Zelldifferenzierung
aufweisen kdénnen. Nach der WHO-Klassifikation werden die Gliome in vier Grade
eingeteilt. Dabei spielen fur die Einteilung die mikroskopischen Merkmale wie
Zelldichte, Zell- und Kernpolymorphie, mitotische Aktivitat, Differenzierungsgrad,
Endothelproliferate und Tumorgewebsnekrosen eine wichtige Rolle (Kleihues et al.,
2002; Reifenberger et al., 2006; Louis et al., 2007).

1.2 Das Glioblastoma multiforme WHO-Grad IV

Maligne Gliome machen etwa 70% aller Hirntumoren aus und sind mit einer Inzidenz
von 2-3 Neuerkrankungen/Jahr/100.000 Einwohner die haufigsten primaren Tumoren
des ZNS im Erwachsenenalter. Trotz multimodaler Behandlungsstrategie ist die
mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung eines Glioblastoms (GBM) mit 12-15
Monaten sehr ungiinstig (Stupp et al., 2005) und die 5 Jahres-Uberlebenszeit liegt bei
unter 3% der Patienten (Ohgaki & Kleihues, 2005). Als Ursache hierfir werden die
hohe zellulare Proliferationsrate, die friihzeitige diffuse Invasion einzelner Gliomzellen
in das umgebende gesunde Hirngewebe, deren Strahlen- und Chemo-
therapieresistenz und die dadurch bedingte hohe Rezidivrate angesehen (Croteau &
Mikkelsen, 2001).

Das sogenannte primare Glioblastom tritt vor allem im héheren Lebensalter (60.-70.
Lebensjahr) auf und ist gekennzeichnet durch einen haufig therapieresistenten, rapid
progressiven Verlauf. Das sekundare Glioblastom, mit Maximum der Altersverteilung
zwischen dem 40.-60. Lebensjahr, hingegen st Folge einer sekundaren

Malignisierung eines initial niedriggradigen Glioms (WHO-Grad 1l) oder des
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anaplastischen Astrozytoms (WHO-Grad Ill). Die Mehrzahl der Patienten stellt sich
mit unspezifischen Leitsymptomen wie Kopfschmerzen, Wesensveranderungen
sowie einem allgemeinen Leistungsabfall vor. Dartiber hinaus kbnnen in Abhangigkeit
der primaren Lokalisation z. B. spezifische motorische, sensorische oder visuelle
Defizite auftreten. Die symptomatische Epilepsie fihrt haufig zu einer diagnostischen
Abklarung. Diese basiert neben der kernspintomographischen Bildgebung (MRT)
(Abb. 1) und ggf. metabolischen Diagnostik (FET-PET) (Popperl et al., 2006; Popperl
et al., 2007) zwingend auf einer histologischen Gewebsuntersuchung, die tber eine
offene Tumoroperation oder durch eine stereotaktische Gewebsentnahme erfolgen
kann. Die Therapie hat einen rein palliativen Charakter und basiert aktuell auf einer
konkomitanten Radio-Chemotherapie mit dem Alkylanz Temozolomid gefolgt von
einer Temozolomid-Dauertherapie entsprechend dem EORTC-Protokoll (Stupp et al.,
2005). Dabei ist die Prognose der Patienten beziglich des Gesamtiberlebens und
des progressionsfreien Intervalls vom Methylierungsstatus des MGMT Promoters,
dem derzeit wichtigsten molekulargenetischen Marker mit prognostischer Relevanz,
abhangig (Hegqi et al., 2005). Demgegeniber wird der prognostische Stellenwert der
offenen Tumor-resektion in der Literatur kontrovers diskutiert, ist aber nach
allgemeiner Auffassung im Falle eines lokal raumfordernden Effekts empfohlen. In
aktuellen Studien konnte zudem die prognostische Relevanz der 5-Aminolavulinsaure
(5-ALA) Resektion belegt werden (Stummer et al., 2006; Stummer & Kamp, 2009).
GroRRe Erwartungen werden derzeit auf neue, ,target‘-spezifische Therapieansatze

gerichtet.
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vor Operation nach Primértherapie Rezidiv

Abb. 1: T1-gewichtete Kernspintomographie mit links parietalem Glioblastom . a, Glioblastom vor Operation: bestehend
aus einer zentralen hypodensen Zone (= Nekrose), dem solide-proliferierender Tumor, der Kontrastmittel aufnimmt und einem

nicht abgrenzbaren Infiltrationssaum. c, Rezidiv des Glioblastoms nach erfolgter Priméartherapie.

Die primare Entstehung sowie die Ursache der sekundaren Malignisierung von
Gliomen ist Gegenstand intensiver Forschung (Mischel & Cloughesy, 2003). Dabei
zielte der wissenschaftliche Ansatz bisher auf die molekularen und zellularen
Eigenschaften der soliden Tumormasse (Holland, 2001; Pardal et al., 2003; Guha &
Mukherjee, 2004; Humman & Helin, 2005). Histologisch zeichnet sich das
Glioblastom durch eine ausgepragte Kern- und Zellpolymorphie, eine erhoéhte
Mitoserate, diffuse Gefal3proliferate sowie durch Nekrosen aus (Abb. 2), wobei
insbesondere letztere pathognomisch fir die Malignitat des Glioblastoms sind. Als
Hinweis auf einen astrozytaren Ursprung der entdifferenzierten Tumorzellen findet
sich haufig eine positive GFAP-Expression (Pinsker et al., 2004; Schlegel et al., 2004;
Weingart et al., 2006).
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Abb. 2: Glioblastom WHO-Grad IV . HE-Farbung (Ellison et al., 2004).

Bei der malignen Entdifferenzierung der Astrozyten spielen genetische
Veranderungen, z. B. in Form einer Uberregulation von bestimmten Tyrosin Rezeptor
Kaskaden (z. B. PDGFR, EGFR und VEGFR) eine entscheidende Rolle (Weingart et
al., 2006). Beim primaren Glioblastom wird der Verlust der Heterogenitat (LOH) des
gesamten Chromosoms 10, das Sitz verschiedener Tumorsupressorgene ist, sowie
eine EGFR-Amplifikation im Zusammenhang mit der Tumorentstehung diskutiert,
wahrend beim sekundaren Glioblastom insbesondere eine p53-Mutation eine
Ubergeordnete Rolle spielt (Ohgaki, 2005; Ohgaki & Kleihues, 2007). Dabei aktivieren
irreparable Schéaden an der DNA das p53-System, welches als ,Wachter des
Genoms" die Apoptose einleitet.

1.3 Cancer Stem Cells in Gliomen

Wahrend der embryonalen Entwicklung von Saugetieren spielen sogenannte
Stammzellen eine entscheidende Rolle (Reya et al., 2001; Pardal et al., 2003). Sie
zeichnen sich durch die kontrollierte Selbsterneuerung, Proliferation und pluripotenten
Differenzierung in verschiedenen Geweben aus (Reya et al., 2001; Vats et al., 2005).
Zu diesen multipotenten Stammzellen z&hlt man auch die ,neuralen Stammzellen®
(NSC), die die Fahigkeit besitzen, sich in neuronale, astro- und oligodendrogliale
Zellen zu differenzieren (Lee et al., 2005; Marzesco et al., 2005). Im ausgereiften
adulten zentralen Nervensystems sind NSC nur noch vereinzelt u. a. in der

subventrikularen Zone des Grof3hirns und der glomerularen Zone des Kleinhirns
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nachweisbar (Uchida et al., 2000; Schwartz et al., 2003; Lee et al., 2005). Ihre
funktionelle Rolle wird wissenschaftlich kontrovers u. a. im Zusammenhang mit
maoglichen regenerativen Prozessen des ZNS gesehen (Silani & Corbo, 2004; Riaz &
Bradford, 2005). Interessanterweise ist die paraventrikuldre Zone die haufigste
Primérlokalisation von Gliomen im Erwachsenenalter (Sanai et al., 2005) und das
Kleinhirn Sitz des sogenannten Medulloblastoms im Kindesalter.

Aktuelle Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass innerhalb der Tumormasse
von malignen Gliomen eine Subpopulation von Zellen existiert, die aufgrund ihrer
Eigenschaften der unkontrollierten Selbsterneuerung, Proliferation und pluripotenten
Differenzierung analog zu den physiologischen Stammzellen als sogenannte ,Cancer
Stem Cells” (CSC, auch ,Brain Tumor Stem Cells®, BTSC) bezeichnet werden. Ihnen
wird eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des malignen Glioms (WHO-Grad
IV) zuerkannt (Ignatova et al., 2002; Singh et al., 2003; Singh et al., 2004a; Singh et
al.,, 2004b). Dabei konnte gezeigt werden, dass selektiv diese Stammzellen ein
ausgepragtes tumorigenes Potential besitzen und bereits in geringer Anzahl (circa
100 Zellen) in der Lage sind, in-vivo Tumoren zu generieren. Unklar ist, ob diese CSC
aus entarteten ortsstandigen, ggf. eingewanderten physiologischen Stammzellen
(Hudson et al., 2004) oder aus bereits differenzierten Zellen durch wiederholte
kanzerogene Transformation im Sinne einer Entdifferenzierung entstehen (Singh et
al., 2004a). Die Theorie der krebsinduzierenden Stammzelle ist bereits bei
verschiedenen Formen der Leuk&mie (Bonnet & Dick, 1997; Auberger et al., 2005),
des Brustkrebses (Al-Hajj et al., 2003), bei primaren Tumoren der Niere (Florek et al.,
2005), der Prostata (Richardson et al., 2004), beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (Hilbe et al., 2004) sowie beim hepatozellularem (Yin et al., 2007),
kolorektalem (O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007) und ovariellem Karzinom
(Ferrandina et al., 2008), etabliert.

1.4 CD133

CD133 (AC133) ist ein pentahelikales transmembrantses Glykoprotein (Abb. 3), das
homolog zum Maus Prominin-1 ist, und sich an den Membranabschnitten der
peripheren Zellauslaufer lokalisiert (Fargeas et al., 2003). Seine physiologische
Funktion ist unbekannt (Piechaczek, 2001). Das Molekulargewicht von CD133
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betragt ca. 120 kDa (Miraglia et al., 1997) und es ist auf dem Chromosom 4p16.2-
pl2 lokalisiert.

P4

290 a.a.
255 a.a.

P2

AA

ouTt

Cell Membrane

30aa.

Abb. 3: Strukturmodell des CD133 Antigens.  (Miraglia et al., 1997)

CD133 ist ein etablierter Marker fur hamatopoetische (Corbeil et al., 1998; Jaatinen
et al., 2006) und neurale Vorlauferzellen (Kania et al., 2005; Marzesco et al., 2005;
Schwartz et al., 2005; Shmelkov et al., 2005) sowie neuerdings fir krebsinduzierende
Stammzellen in verschiedenen Organsystemen (Horn et al.,, 1999; Al-Hajj et al.,
2003; Hilbe et al., 2004; Richardson et al., 2004; Auberger et al., 2005; Collins et al.,
2005; Florek et al., 2005; Lin et al.,, 2007; O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al.,
2007; Tang et al., 2007; Yin et al., 2007; Zhou et al., 2007; Ferrandina et al., 2008).

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass bis zu 20-30% der Zellen
von humanen Glioblastomen ebenfalls positiv fur CD133/Prominin sind (Singh et al.,
2003). Aus primaren Operationsresektaten mittels magnetischer Zellseparation
isolierte und in Kultur gebrachte CD133/Prominin positive Zellen zeigen in-vitro die
bekannten Stammzelleigenschaften der Selbsterneuerung, Proliferation und
pluripotenten Differenzierung u. a. in neuronale, astrogliale und oligodendrogliale

Zellen (Singh et al., 2003). Singh et al. konnten 2004 erstmals nachweisen, dass
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selektiv die aus humanen Glioblastomen isolierten CD133/Prominin positiven Zellen
entgegen der restlichen Zellmasse in der Lage waren, auch nach serieller
Implantation in immundefiziente Mause Glioblastome (WHO-Grad 1V) zu bilden (Abb.
4). Diese besalRen die gleichen morphologischen Eigenschaften wie der
urspringliche Tumor und bildeten sowohl CD133 positive als auch CD133 negative
Gliomzellen. Die vom gleichen Gliompatienten isolierten CD133 negativen Zellen
bildeten hingegen keine Sphéroide und waren in den NON-SCID Mausen nicht
tumorigen (Singh et al., 2004b). Dies hat zur Theorie der CD133/Prominin positiven
tumorigenen Stammzelle bei malignen Gliomen gefuhrt (Hemmati et al., 2003; Singh
et al., 2003; Galli et al., 2004; Singh et al., 2004a; Singh et al., 2004b). Offen bleibt
zum derzeitigen Stand der Forschung welchen Ursprung die CD133 positiven
Tumorstammzellen haben und welche Bedeutung sie in Bezug auf die
Tumorentstehung, das Wachstumsverhalten, den infiltrativen Charakter sowie fir die

sekundaren Malignisierung von Gliome haben.
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Abb. 4: Tumorigene Cancer Stem Cells.  Erlauterungen siehe Text. (Modifiziert nach
(Singh et al., 2004b).

Neuere Untersuchungen an CD133 positiven Zellen haben ergeben, dass diese
Zellen resistent gegentber Chemotherapeutika wie Temozolamid, Carboplatin oder
Paclitaxel, die haufig in der Therapie der malignen Gliome eingesetzt werden, sind
und somit zur Entstehung eines Rezidiv beitragen kdnnen (Liu et al., 2006).
Desweiteren wurde zusatzlich eine Strahlenresistenz bei CD133 positiven
Gliomzellen beobachtet, die den palliativen Einsatz der Strahlentherapie erklaren
kénnte (Bao et al., 2006a).
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden folgende Fragestellungen

untersucht:

1. Lassen sich CD133 positive Zellen in humanem Gliomgewebe nachweisen?

2. Wie ist die Verteilung der CD133 positiven Zellen im Glioblastom im Hinblick
auf den soliden versus den infiltrativen Tumoranteil bzw. der Bezug zum

intratumoralen Gefal3system?

3. Sind CD133 positive neben dem Glioblastom auch im niedriggradigen Gliom
WHO-Grad Il sowie anaplastischen Astrozytom WHO-Grad III in-situ

nachweisbar?

4. Besitzen CD133 positive Zellen aus den WHO-Grad 1l und Il Gliomen

Stammzelleigenschaften in-vitro?

5. Gibt das Expressionsprofil der CD133 positiven Stammzellen Auskunft Uber

die Herkunft dieser Stammzellpopulation in den Gliomen?



MATERIALIEN UND METHODEN

2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Materialien

Die verwendeten Materialien sind in alphabetischer Reihenfolge aufgeflhrt. Bei

Firmensitz in der Bundesrepublik Deutschland ist nur der Ort angegeben.

2.1.1 Chemikalien, Medien und Geréate

Aceton

Agarose

Antibody Diluent with Background
BD Cell Strainer 40 um und 100 pm
BD Falcon™

BD Perfusion 50m|

Boric Acid

CelLytic™ MT Mammalian Tissue Lysis,
Extraction Reagent

Centrifuge 5415R

Chloroform

Chromogen AEC
Citronensaure-Monohydrat

Criterion™ Cell

Criterion™ Precast Gel 4-20% Tris-HCI
Dako Cytomation Fluorescent
Mounting Medium

Dako Cytomation Glycergel

Mounting Medium

Dako Cytomation Pen

DAPI dihydrochloride

Deckglaser 24x50mm

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Fischer GmbH, Saarbriicken

Sigma, Steinheim

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
BD Biosciences, Bedford, USA
Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ, USA

BD Biosciences, Bedford, USA
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Eppendorf, Hamburg

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Sigma, Steinheim
Menzel Glaser, Braunschweig

Sigma, Steinheim
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Dextran from Leuconostoc mesenteroides
Disposable Scalpel

DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium)
DPBS mit Calcium, Magnesium,
Sodium Pyruvat

DPX Mountant for histology

Dynal Rotator

EDTA

Endothelial Cell Basal-Medium

Ethanol absolut mit Petrolether vergallt
Ethanol 96% mit Methylethylketon vergallt
Ethanol 70% mit Methylethylketon vergallt
Ethidiumbromid

Fast Dil™

Fast DIO™

FCS

Filtereinheit 0,2 um
Formaldehydlosung 4%

Gelatine

Glashomogenisator

Glycine

Immun-Blot® PVDF / Filter Paper
Sandwiches

Immun-Blot® PVDF Membrane
Isopropanol (2-Propanol)

Kollagenase / Dispase

Kryostat

Loading Buffer 6x

Laemmli Sample Buffer

MACS® MS Separation Columns
Magnetic Separator VarioMACS®
Mayers Hamalaunlésung

2-Mercaptoethanol

Sigma, Steinheim

pfm Produkte fur die Medizin, KdIn
Cambrex Bio Science, Verviers,
Belgien

Cambrex Bio Science, Verviers,
Belgien

Fluka, Steinheim

Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA, USA
Sigma, Steinheim

Promocell, Heidelberg

Apotheke Grol3hadern, Miinchen
Apotheke Grol3hadern, Miinchen
Apotheke Grol3hadern, Miinchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Biochrom, Berlin

Schleicher & Schuell, Dassel
Fischer GmbH, Saarbriicken
Sigma, Steinheim

Braun Biotech Int., Melsungen

MP Biomedicals, Ohio, USA
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Sigma, Steinheim

Roche Applied Science, Mannheim
Reichert-Jung, Nussloch

Novagen, Darmstadt

Bio-Rad, Minchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim



MATERIALIEN UND METHODEN

Methanol

Mikrofotografie 35mm SLR-Kameras
Mikroskop Axiovert 25

Milchpulver

Minischattler

Natronlauge (NaOH)
Natriumchlorid 0,3M (NaCl)
Neubauer Z&hlkammer

Nunclon™ Surface Zellkulturflasche
Oligonukleotid-Primer

PBS-Puffer, pH 7,4

Penicillin-Streptomycin-Glutamine

Perfect DNA™ 50 bp Ladder
Petrischalen

Pipetten

Pipettenspitzen, Plastik, 10, 100, 1000ul

PowerPAC™ 3000

Precision Plus Kaleidoscope™ Marker
Protein-Block

RoboCycler® Gradient 96
Rotilabo® Mikrohomogenisatoren
Objekttrager Super Frost
Salzsaure (HCI)
Schlittenmikrotom

Serum-free Differentiation Stem
Cell Maintenance Media (dNSM)
Serum-free Neural Stem Cell
Maintenance Media (MNSM)

Shandon Cryomatrix™

Sodium Dodecyl Sulfate Solution, 10%
Thermomixer compact
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

Merck, Darmstadt

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Roth, Karlsruhe

IKA, Staufen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Optik Labor, Friedrichsdorf

Nunc, Roskilde, Ddnemark

mwg Biotech, Ebersberg

Apotheke Grol3hadern, Miinchen
Invitrogen Corporation, Grand Island,
NY, USA

Novagen, Darmstadt

BD Biosciences, Bedford, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Stratagene, La Jolla, CA, USA

Roth, Karlsruhe

Menzel Glaser, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Microm GmbH, Heidelberg

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Thermo Electron Corporation,
Pittsburgh, USA

Sigma, Steinheim

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Minchen
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3-(Triethoxylsilyl)-propylamin
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
10x Tris Buffered Saline

10x Tris / Glycine Buffer
TRIZMA® Base

TRIZMA® hydrochloride
TRIzol® Reagent

Trypan Blue Solution
Trypsin

Tween® 20

Wilovert 30 Standard Mikroskop
Xylol

Zellkultur Testplatte 96F
Zentrifuge Sigma

Zentrifuge Universal 30 R

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Biochrom, Berlin

Sigma, Steinheim

hund, Wetzlar-Neuborn
Merck, Darmstadt

VWR International, Ismaning
Sigma, Osterode am Harz
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Alle aufgefuhrten Chemikalien wurden im hdchstmdglichen Reinheitsgrad von den

Herstellern bezogen.

2.1.2 Antikorper und Normalseren

CD133 antibody (clone 32AT1672)
CD133/1 Cell Isolation Kit (clone AC133)
FITC goat-anti-horseradish Mouse Ig
Monoclonal mouse anti-human CD34
class Il (clone QBENd 10)

Mouse anti-human CD31 MADb

(clone JC70A)

Mouse ant-human CD105 MAb

(clone SM6h)

Mouse anti-human CD133/1-biotin MADb
(clone AC133)

Mouse anti-human CD133/2-biotin MADb

abcam, Cambridge, UK

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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(clone 293C3)

Mouse anti-human CD133/1 MAb

(clone W6B3C1)

Mouse anti-human GFAP MAb

(clone 273807)

Mouse antineuron-specific beta-1ll tubulin
Mab (clone TuJ-1)

Rabbit anti-human Musashi-I PAb

Rabbit anti-human VEGFR-3 Mab
(clone ZMD 251)

Texas Red Anti-Rabbit IgG

Ulex Europaeus | lectin (UEA-1)

2.1.3 Enzyme und Kits

CELlection™ Pan Mouse 1gG Kit

DAKO Cytomation, LSAB®+ System-HRP
Peroxidase Block, Biotinylated Link,
Streptavidin-HRP, DAB+ Substrate
Buffer, DAB+ Chromogen

Goat Anti-Mouse (GAM-)HRP Conjugate
Goat Anti-Rabbit (GAM-)HRP Conjugate
Immun-Star™ AP Substrate Pack
Luminol (enhancer), Peroxid-Puffer
Precision Protein StrepTactin-HRP
Conjugate

1% Strand cDNA Synthesis Kit (AMV)+

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
Chemicon International, Temecula,
CA, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Vector Lab., Burlingame, CA, USA

Invitrogen Corporation, Grand Island,
NY, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
DAKO Diagnotika GmbH, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

Roche Applied Sciences, Mannheim
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2.1.4 Losungen und Puffer

Agarose-Gel 2%

Citratpuffer

Dextran 15%

Gelatinelosung 2%

Inkubationslésung

Isolationsmedium (IM)

MACS®-Puffer
(PBS/ 0,5% FCS/ 2mM EDTA)

Milchpulverldsung 5%
Phosphate buffered Saline (PBS)

SDS (sodium dodecyl sulfate) -
Laufpuffer

TBE-Puffer (5x)

Transferpuffer

4g Agarose + 100ml 1x TBE-Puffer,
dieses durch Erhitzen auflésen, 4pl
Ethidiumbromid
giel3en, polymerisieren lassen
21,019/
Citronensaure-Monohydrat
Stammlésung B: 29,41g/l 0,1M tri-
Natriumcitrat-Dihydrat

Citratpuffer: 9ml Lsg. A + 41ml Lsg. B,
ad 450ml Aqua dest. (pH 6,0)

20ml Isolationsmedium, 3g Dextran,
bei 37C aufgeltst

0,2ml Gelatine, 9,8mI DPBS

dazugeben, Gel

Stammldésung  A: 0,1M

10ml Milchpulverlésung 5%, 190ml
TTBS

470ml DMEM, 25ml FCS, 5ml Pen/
Strep/ Glut

497,5ml PBS + 2,5ml FCS, davon 2ml
PBS/ FCS entnehmen, dann Zugabe
von 2ml steril filtriertem EDTA 0,5M

3g Milchpulver, 60ml TTBS

50ml PBS-Puffer, 450ml Aqua dest.
3,94 g Tris-HCI, 14,49 Glycine, 10ml
einer 10%igen SDS-L6sung, auf 11 mit
H,O aufgefillt und mit NaOH auf pH
8,3 eingestellt

54 ¢ TRIZMA® Base, 27,5 g Boric
Acid, 20 ml 0,5M EDTA, auf 1l mit
Aqua dest. aufgefllt (pH 8,0)

100ml 10x Tris / Glycine Buffer, 700ml
H.O, 200ml Methanol, auf pH 8,3

eingestellt
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Tris-Puffer 6,069 TRIZMA® Base 50mM, 17,53g
NaCl 0,3M, 1ml Tween® 20 0,1%, auf
1l mit H,O aufgefullt und mit HCI pH
7,6 eingestellt

TTBS mit 0,05% Tween® 20 100ml 10x Tris Buffered Saline, 900ml
H,0, 350ul Tween® 20

2.1.5 Humanes Gewebe

Das humane Gewebe zur Herstellung der Primérkulturen wurde im Rahmen des
Gliomverbundes (Ethikantrag: Projektnummer 084-06) fur die in-vitro Untersuchungen
zur Verfugung gestellt. Eingeschlossen wurden ausschliel3lich Patienten mit de novo
Gliomen WHO-Grad Il bis 1V, bei denen bisher keine Radio- und/oder Chemotherapie
durchgefuhrt wurde. Die histopathologische Diagnose erfolgte entsprechend den
WHO Kiriterien (Kleihues et al., 2002; Louis et al., 2007).

2.2 Immunhistochemie

Die  immunhistochemischen  Untersuchungen wurden entsprechend der
Herstellerempfehlungen fir die Anwendung an Paraffin- und Kryostatgewebe
angepasst. Dabei erfolgte die Immunhistochemie auf silanisierten Objekttragern, um

eine bessere Haftung der zu untersuchenden Tumorgewebsschnitte zu erméglichen.

2.2.1 Silanisierung der Objekttrager

Die Objekttrager wurden zunéchst 5 Minuten in Aceton entfettet, gereinigt und bei
60°C getrocknet bevor eine Beschichtung mit 3-(Trie thoxylsilyl)-propylamin als
Haftungsgrundlage durchgefihrt wurde. Daraufhin folgten wiederholte Waschschritte
mit Aceton und Aqua dest., bevor die Objekttrager Uber Nacht bei 60T getrocknet

wurden.
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2.2.2 Immunhistochemie an Kryostatgewebe

Die operativ gewonnenen Gewebeproben wurden nach der Entnahme
kryokonserviert, d.h. sofort (<10 min) in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80TC aufbewahrt, um eine optimale Gewebsqualitat z u erhalten. Mit dem Kryostaten
wurden bei -25T 10 um dicke Gewebsschnitte angefer tigt und anschlieRend in 4%
Paraformaldehyd fixiert. Die Immunhistochemie erfolgte auf Basis der Avidin-Biotin-
Methode (LSAB®+ Kit), bei der ein biotinylierter sekundarer Antikdrper mit
peroxidasekonjugierten Streptavidinmolekilen reagiert (Abb. 5). Das Protokoll fur die
CD133 Immunhistochemie (IHC) wurde erstmals im Rahmen des Forschungs-
vorhabens entwickelt und die IHC fur Musashi-I wurde in Anlehnung an die Literatur
ebenfalls fir humanes Tumorgewebe adaptiert (Hemmati et al., 2003).

- (Strept)Avidin-Enzym-Konjugat

- Biotinylierter Sekundarantikérper

¥
»
y k\ |
_AL

- Gewebeantigen

Abb. 5: Labeled (Strept)Avidin Biotin Technik (LSAB ). (Strept)Avidin-Biotin-Enzym-

Konjugate binden an biotinylierte Sekundérantikorper.

Um eine unspezifische Farbreaktion zu vermeiden, wurden die Kryoschnitte zunachst
mit 3% Wasserstoffperoxid zur Blockade der endogenen Peroxidase sowie mit dem
Proteinblock vorbehandelt. In einen nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit den
primaren Antikdrpern in einer feuchten Inkubationskammer entweder fir eine Stunde
bei Raumtemperatur oder bei +4C Uber Nacht. Die priméaren Antikérper CD133/1-
Biotin und CD133/2-Biotin wurden im Antibody Diluent im Verhaltnis 1:50 verdunnt.
Den Gewebsschnitten, die mit Musashi-I in einer Verdinnung von 1:100 inkubiert

wurden, musste zusatzlich fir 30 Minuten ein biotinylierter Sekundarantikérper
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(Biotinylated Link) hinzugegeben werden. Darauf folgend konnte die Streptavidin
Peroxidase, die bei Raumtemperatur flr weitere 20 Minuten hinzugeftigt wurde, an
den Dbiotinylierten Sekundarantikérper binden und den Farbumschlag der
Chromogenlésung (3,3-Diaminobenzidin  bzw. Aminoethylcarbazol) nach einer
variable Inkubationszeit (4-8min) induzieren. Nach jeder Inkubation erfolgte der
obligatorische Waschschritt mit Tris-Puffer. Fur die Hamatoxilin—-Gegenfarbung wurde
das in Agua dest. gewaschene Gewebe 15 Sekunden in Mayers Hamalaun-Ldsung
inkubiert und weitere 2 Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Die
Proben wurden mit Dako Cytomation Glycergel Mounting Medium eingedeckt und mit
einem Deckglas versehen. Fir die Negativkontrollen wurde dasselbe Protokoll jedoch
ohne Verwendung des priméaren Antikorpers angewendet. Die semiquantitative
Auswertung sowie Fotodokumentation wurde mit dem Zeiss Mikroskop Axiovert 25
durchgefuhrt. Dafir wurden jeweils funf aufeinander folgende Kryostatgewebe
betrachtet und die fur den primaren Antikorper positiven Zellanhaufungen und

Einzelzellen ausgezahlt.

2.2.3 Immunhistochemie an Paraffingewebe

Das in paraffineingebettete Tumormaterial wurde mit dem Mikrotom in 8um dicke
Gewebsschichten geschnitten, auf silanisierte Objekttrager tbertragen und bei +60C
Uber Nacht getrocknet. Die Entparaffinierung erfolgte mittels Xylol, die Rehydrierung
Uber eine absteigende Alkoholreihe, beginnend bei 100% Ethanol, Gber 96% Ethanol
und 70% Ethanol bis hin zu Aqua dest. Nach wiederholter Spilung in Tris-Puffer
wurden die Gewebeschnitte fir die Epitop-Demaskierung in eine Citratpufferlésung
gegeben und diese, vorzugsweise bei 600 Watt in der Mikrowelle, aufgekocht. Die
Immundetektion erfolgte ebenfalls tiber den Einsatz des LSAB®+ Kits und wurde
unter 2.2.2 bereits ausfiihrlich beschrieben. Im Anschluss an die Farbreaktionen mit
DAB und Hamatoxilin wurden die Schnitte erneut in aufsteigender Ethanolreihe

entwassert, in Xylol entalkoholisiert und anschlieRend in DPX Mountant® eingebettet.
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2.2.4 Immunzytochemie und Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunzytochemie erfolgte an Zellkulturen, die in einer gelatinierten 96-Well
Platte ausplattiert und mit einer Mischung aus 50% Aceton/ 50% Methanol fixiert
wurden. Fur die Farbung wurden anti-mouse (FITC-green) und anti-rabbit (Texas
red) fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikérper benutzt, die in einer Verdinnung von
1:25 verwendet wurden. Die Gegenfarbung wurde mit DAPI (4,6-Diamidin-2-
Phenylinodol) durchgefihrt. Als Eindeckmedium wurde das Dako Cytomation
Fluorescent Mounting Medium gebraucht. Fir die Immundoppelfarbungen wurde das
Standardprotokoll entsprechend abgeandert. Die Auswertung sowie Foto-
dokumentation erfolgte mit dem Zeiss Mikroskop Axiovert 25.

2.3  Western-Blot

Neben der Immunhistochemie wurden die Expressionen von CD133 und Musashi-I
mittels eines eigens entwickelten Western-Blots untersucht. Hierzu wurden
Tumorgewebestiicke mechanisch homogenisiert und mit CelLytic™" lysiert. Der
Proteingehalt der jeweiligen Tumorlysate wurde photometrisch bestimmt. Fur die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden &quivalente Mengen der
Tumorlysate im Laufpuffer, bestehend aus dem Laemmli Sample Buffer und 5% 2-
Mercaptoethanol, das eine vollstdndige Denaturierung der Proteine bewirkt, gelost
und zur Elektrophorese in die Geltaschen aufgetragen. Die Proteine wurden
anschlieBend im 4-20% Tris-HCI Gel bei 220 Volt Uber 45 Minuten entsprechend
ihrer Molekularmasse aufgetrennt. Das Auftragsschemata erfolgte standardisiert, d.h.
neben dem Precision Plus Kaleidoscope™ Marker wurde jeweils eine Probe des
Proteingemisches von WHO-Grad IV, lll, 1l und Normalhirn sowie eine Positiv-
kontrolle aufgetragen. AnschlielRend wurden die Proteine auf eine Methanol benetzte
Polyvinylidenfluorid-(PVDF-)Membran transferiert (Semi-Dry-Blot, 25 Volt, 300 mA, 1
Stunde). Dabei blieb das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Nach
dem Transfer wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran zur Minimierung
unspezifischer Signale blockiert. Dafiir eignete sich eine 5% Milchpulverlésung, die
fur 50 Minuten den Blot Uberschichtete. Es folgten wiederholte 5-minutige

Waschschritte in TTBS. Danach kam fur 1 Stunde bei Raumtemperatur oder Uber
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Nacht bei +4C der 1. Antikbrper mouse anti-human C D133/1 MAb (clone W6B3C1)
bzw. rabbit anti-human Musashi-I PAb jeweils in einer Verdinnung von 1:100 zum
Einsatz. Nach dem Waschen in TTBS zum Entfernen von ungebundenen Antikdrpern
erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren, goat-anti-mouse bzw. goat-anti-rabbit
HRP- (horseradish peroxidase) gekoppelten Antikérper in einer Verdinnung von
1:20000 und der 1:10000 verdunnte StrepTactin-HRP konjugierte Antikdrper. Dieser
Spezies-spezifische sekundére Antikorper diente zum Nachweis der spezifischen
Bindung des primaren Antikérpers an die Epitope des Antigens. Durch den 5-
minitigen Einsatz des Immun-Star™ AP Chemiluminescent Kits, bei dem 1ml
Luminol (enhancer) mit 1ml Peroxid-Puffer gemischt wurden, konnte HRP die
Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form Kkatalysieren, bei der eine
Lumineszenz detektiert werden konnte. Der Nachweis erfolgte durch Radiographie

auf Rontgenfilmen.

2.4  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Neben der Proteinexpression wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit
die Transkription der mRNA von CD133 und Musashi-l im Gliomgewebe untersucht.
Hierzu wurde zunachst die gesamte RNA aus den Gewebeproben isoliert, mittels der
Reverse Transkription—Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) in cDNA umgeschrieben
und anschlielend mittels der Standard PCR entsprechend eines Amplifikations-
protokolls vervielfaltigt.

2.4.1 RNA-Isolation

Fur die Isolation der gesamten RNA aus einem Tumorgewebsstiick wurde folgendes
Protokoll verwendet: Je 100 mg homogenisiertes Gewebe wurde in 1 ml TRizol®
gelést, 5 Minuten im Thermomixer bei 30T inkubiert und anschlieBend mit
Chloroform in der Zentrifuge versetzt (15 Minuten, 4C, 12000 rpm). Die nun
entstandene obere wassrige Phase enthielt die gesamte RNA. Diese wurde
vorsichtig abpipettiert, mit 0,5 ml Isopropanol inkubiert (10 Minuten, 30C) und
anschlieRend ebenfalls zentrifugiert (10 Minuten, 4C, 12000 rpm). Das dabei
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gewonnene Pellet wurde mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen, und nach
neuerlicher Zentrifugation (5 Minuten, 4C, 7500 rp m) in 0,1%DEPC /0,2% SDS in
Agua dest. resuspendiert. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und zum
Ausschluss einer mdoglichen DNA-Kontamination ein 1,0%iges Agarose-Gel

gefahren.

2.4.2 Reverse Transkription—Polymerasekettenreaktio  n (RT-PCR)

Die RT-PCR dient zum Synthetisieren von cDNA aus RNA, um diese anschlie3end
als Template fir eine PCR zu verwenden. Je 1 pg der Gesamt-RNA einer Probe
wurde mit dem 1% Strand cDNA Synthesis Kit (AMV)+ nach Firmenangaben
gemischt. Die Umschreibung in cDNA erfolgte mit Hilfe des RoboCyclers® Gradient
96, der das Programm mit folgenden Zyklen durchlief: 10 Minuten bei 25T, 60
Minuten bei 42C, 5 Minuten bei 99C und 5 Minuten bei 4C. Die synthetisierte
cDNA konnte anschlieRend bei -20T gelagert werden.

2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR, die zur Amplifikation eines spezifischen Bereichs der DNA dient,

bendtigte man speziell mafRgeschneiderte Oligonukleotidprimer (vgl. Tab. 1), die zu
der gewtnschten DNA-Sequenz komplementar waren.

Transkript  Typ Sequenz (5'-3") Annealing Zyklen  Produkt Acc.
Temperatur GrolRe Number
(pb)
CD133 Vorwarts CCTGAAGAGCTTGCACCAAC 59 30 183 MIM604365

Rickwéarts GTGGAAGCTGCCTCAGTTCA

Musashi -l ~ Vorwarts AGCTTCCCTCTCCCTCATTC 59 30 181 NM 002442
Rickwéarts GAGACACCGGAGGATGGTAA

Tab. 1: Oligonukleotidprimer.
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Der Reaktionsansatz mit einem jeweiligen Gesamtvolumen von 20 ul enthielt 10 pl
Hot start Taq, 7ul steriles Wasser, 1ul des Vorwartsprimers, 1ul des
Ruckwartsprimers und 1 pl cDNA. Die PCR-Reaktion erfolgte mit 30 Reaktionszyklen
bestehend aus jeweils einem Denaturierungsschritt (30 Sekunden, 94<C), einem
Hybridisierungsschritt (,annealing”) (30 Sekunden, 59C) und einem Elongations-
schritt (1 Minuten, 72C). Durch die Erhéhung der T emperatur auf 94C wurde
zunachst der DNA-Doppelstrang getrennt, so dass es danach durch die Abkihlung
des Gemisches auf 59C zur Hybridisierung der vorha ndenen Oligonukleotidprimer
an die einzelstrangige Template-DNA kommen konnte. Durch den Zusatz von
Desoxyribonucleotiden und der Tag-Polymerase wurden die beiden Einzelstrange
wieder zu einem Doppelstrang komplementiert.

Um den Erfolg der PCR auswerten zu kénnen, wurden jeweils 9 pl des PCR-
Produkts mit 1 pul Loading Buffer gemischt, sowie zur DNA-Fragment-
groRenbestimmung in eine benachbarte Geltasche 10 ul des DNA Molekular-
gewichtsmarkers Perfect DNA Ladder, auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch getrennt. Dabei wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente
umgekehrt proportional zu ihrer Gro3e im elektrischen Feld. Nach dem Anfarben der
Banden mit Ethidiumbromid wird die Anzahl, Abgrenzbarkeit und Gr63e der Banden
unter einer UV-Lampe beurteilt und dokumentiert.

Das oben beschriebene Protokoll wurde fiir einige Versuche variiert, indem die
Anzahl der Reaktionszyklen veréandert wurde. Die PCR-Reaktion lief somit zusatzlich
zu den 30 mit 19, 21, 23, 25 und 27 Zyklen.

2.5 Isolation der Tumorzellen

Far die in vitro Untersuchungen wurden primare humane Tumorresektate verwendet.
Die histopathologische Beurteilung des intraoperativ. entnommenen Gewebes
erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik durch die Kollegen der Neuropathologie
entsprechend der WHO Graduierung (Deimling et al., 2007; Louis et al., 2007). Die
Isolation erfolgte entsprechend dem im Labor etablierten Protokoll zur Gewinnung
von humanen Endothelzellen (Miebach et al., 2006) und wurde fur die Anwendung

fur die Stammzellen adaptiert:
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Das humane Gewebe wurde direkt nach der Entnahme in 4T Kkaltes
Isolationsmedium (IM) gegeben und innerhalb von 10 Minuten aus dem
Operationssaal ins Labor gebracht. Die Isolation und anschlieRende Kultivierung der
Tumorzellen erforderte sterile Bedingungen, um Kontaminationen mit Bakterien,
Hefen oder Pilzen zu vermeiden. Deshalb wurden alle Arbeiten mit den Zellkulturen
an aseptischen Sterilbdnken durchgefuihrt. Das Tumorgewebe wurde in IM
aufgenommen, in eine Petrischale Uberfihrt und sichtbare grol3e Gefal3e sowie
Meningen mit einem Skalpell vorsichtig entfernt. Ein Teil des Gewebes wurde fur die
Immunhistochemie, den Protein- und RNA-Nachweis abgetrennt und separat
asserviert. Das restliche Tumorgewebe wurde mit dem Skalpell zerkleinert und
anschlieBend homogenisiert, bis eine milchige Suspension ohne sichtbare
Gewebereste entstand. Diese Zellsuspension wurde in ein Falcon tbertragen und fur
10 Minuten bei 4T und 2200 U/min zentrifugiert. Di e Myelinseparation erfolgte durch
die Wiederaufnahme des Pellet in 15% Dextran und der anschliel3enden
Zentrifugation (10 Minuten, 4C, 4900 U/min). Die o berste weil3e Schicht, die das
abzentrifugierte Myelin enthielt, wurde abpipettiert, das Zellpellet in IM vom Falcon
gelost, resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 Minuten, 4C, 4900 U/min). Dieser
letzte Schritt wurde nochmals wiederholt, wobei der Uberstand jeweils verworfen
wurde. FiUr den enzymatischen Verdau diente eine steril filtrierte Mischung aus 400
Hg Kollagenase / Dispase auf 40 ml IM. Die darin geltste Zellsuspension wurde in
einer Kulturflasche bei 37T fur 2-3 Stunden mit ca. 150 U/min auf einem
Minischuttler inkubiert. Die Einzelzellsuspension wurde filtriert und fur die
Kollagenaseabtrennung zweimal in IM fir 10 Minuten bei 2200 U/min bei Raum-

temperatur gewaschen.

2.5.1 lIsolation Uiber das MACS ©®-System

Die weitere Isolation der Zielpopulation erfolgte tiber das MACS®-System. Hierzu
wurden auf je 100 pl Zellsuspension 20 pl magnetisch gekoppelte CD133 (AC133)
Antikérper (CD133 MicroBeads®) zugegeben. Nach einer 30-miniitigen Inkubation
wurde die Zellsuspension zum Waschen in MACS®-Puffer aufgenommen und
zentrifugiert (10 Minuten, 20C, 2000 U/min). Der U berstand wurde vollstandig
abpipettiert und das Zellpellet erneut in 500 ul Puffer geldst. Die MACS®-Column
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wurde in das magnetische Feld des VarioMACS® eingesetzt und mit MACS®-Puffer
befeuchtet. Die positive Selektion iiber das MACS-System® wurde folgendermafen
durchgefuhrt:

l
@

b Antibody MiqroBead
&
D133 pogsltive Zelle

L
o @ - T:"a'ni.‘F. i:ﬂl'::lu_l mic
Popitiver Selektion

Abb. 6: Positive Selektion tiber das MACS ~ ®-System. Erlauterungen siehe Text

Die gesuchten CD133 positiven Zellen, die nun mit MACS® MicroBeads verbunden
waren (Abb. 6a), blieben aufgrund der magnetischen Wirkung des VarioMACS®
Systems im MACS®-Column (Abb. 6b) héngen. Nach Spiilung dieser Saule mit
MACS®-Puffer, wurde sie aus dem Magneten entnommen und durch Zugabe des
Puffers wurden die gelabelten Zellen mit dem Stempel aus ihr ausgewaschen (Abb.
6¢). Fur eine hochstmogliche Ausbeute sowie Reinheit der Zielpopulation wurde
dieser Isolationsschritt sowohl mit dem Uberstand (,negative sorting*) als auch mit
der Zielpopulation (,positive sorting“) wiederholt durchgefuhrt. Die nun endgultig
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aufgereinigte Zielpopulation (,positiv sorting“) wurde zentrifugiert (10 Minuten, 2200
U/min), in Medium aufgenommen, ausgezahlt und in mit Gelatine beschichtete

Kulturflaschen Ubertragen.

2.5.2 Isolation tber das Dynal-Bead-System

Die Isolation wurde auch alternierend mit dem CELlection™ Pan Mouse 1gG Kit
durchgefiihrt. Dabei erfolgten die Antikorper-CD133-Kopplung und die Zellseparation
analog zum MACS®-System iiber Beads und deren magnetischen Wirkung.

Fur die Antikorperpréaparation wurden 25ul Bead-Flissigkeit in 0,1% BSA-PBS-Puffer
gewaschen und daraufhin mit 1ul mouse anti-human CD133/1-biotin MAb bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten im Dynal-Rotator gemischt. Zu der anschlieRend im
Magneten mit PBS / 1% BSA gewaschenen Antikdrper-Bead-Flussigkeit wurde die
Pellet-Suspension hinzugegeben und fir 30 Minuten auf einem Rotator bei +4T
inkubiert. Die gesuchten Zellen, die nun mit dem Antikérper und dem daran
hangenden Bead verbunden waren, wurden im Magnetsorter von den negativen,
nicht magnetisch markierten Zellen getrennt. Der Uberstand, der das Neagtiv-Sorting
enthielt, wurde entfernt und das Eppendorf mit der Zielpopulation aus dem Magneten
entnommen. Das Bead-Pellet wurde mit 200ul warmen Endothelzellmedium (ECM)
resuspendiert und fur die Abtrennung der Bead-Antikdrper fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Dynal-Rotator mit 8ul DNAse inkubiert. Es folgten
neuerliche Waschschritte im Endothelzellmedium. Der Uberstand mit der
Zielpopulation wurde abpipettiert, im Medium resuspendiert und in einer mit Gelatine

beschichteten Kulturflasche ausplattiert.

2.6  Zellkultur

Alle in dieser Arbeit verwendeten Tumorzellen wurden in Brutschranken bei 5% CO,
37T und wassergedampfter Atmosphare kultiviert. Fi r die Kultivierung der isolierten
CD133 positiven Zellen standen spezielle, kommerziell erhaltliche Medien, wie das
serum-free neural stem cell maintenance (MNSM) and differentiation media (ANSM)

und das Endothelial Cell Differentiation Media (ECM), zur Verfigung. Die Zellen
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wurden innerhalb der ersten Woche taglich und dann im dreitdgigen Abstand mit
frischem Medium versorgt und regelmallig unter dem Mikroskop hinsichtlich der
Ausdehnung des Zellrasens und einer eventuellen Kontamination begutachtet.

2.7  Spharoidkonfrontation

Die CD133 positiv selektierten Zellen wurden flr 2 Minuten bei 37C aus der
Zellkulturfalsche mit Trypsin abgeldst, dann im Medium abgestoppt, in ein neues
Falcon Rohrchen uberfuhrt und fur 5 Minuten bei 1200 U/min abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1ml Medium aufgenommen, die Zellzahl mit der Neubauer
Zahlkammer bestimmt und danach eine Verdinnung hergestellt, die 3000 Zellen pro
40ul Medium entspricht. Als Medium wurde das Endothelzellmedium verwendet.
Anschlieend wurden 40ul dieser Zellsuspension in den Petrischalen Deckel
aufpipettiert, die untere Petrischale mit Medium beflllt und der Deckel vorsichtig
aufgesetzt. Nach 3 Tagen hatten sich runde Spharoide im hangenden Tropfen
gebildet. Analog wurde dies mit U373-GFP transfizierten Zellen durchgefihrt.

Die CD133 positive Zellen wurden tiber Nacht bei 37°C mit Fast Dil™ Stocksolution
in einer Konzentration von 75 pg/ml rot und die U373-GFP transfizierten Zellen mit
Fast DIO™ griin angefarbt. Um eine Uberfilhrung des Farbstoffs in den
Konzentrationsversuch zu vermeiden, wurden die stark rot gefarbten Sphéaroide in
einen Tropfen mit PBS gegeben und dann auf eine 96-well agarbeschichtete Platte
gesetzt. Die grinen U373-GFP transfizierten Zellen wurden unter einem Mikroskop
zu den CD133 positive Zellen in die Agarplatte gegeben und mittels einer Nadel
wurden diese beiden Spharoide aneinander geschoben. Eine Fotodokumentation

erfolgte sogleich, nach 4, 8, 24 und 48 Stunden.
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3 ERGEBNISSE

3.1  Charakteristika der Patientenpopulation und der Gliome

Fur die vorliegende Arbeit wurden ausschlie3lich Tumore von Patienten mit gutem
Karnofsky Index (KPS>70) ausgewahlt, bei denen ein Gehirntumor neu diagnostiziert
wurde und die weder mit Radio- noch mit Chemotherapie vorbehandelt wurden. Die
Tumorgewebeproben wurden von Patienten, die in der Neurochirurgischen Klinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen operiert worden sind, gewonnen. Darunter
befanden sich histologisch gesicherte Proben von zehn WHO-Grad Il Gliomen (sechs
vom diffusen Astrozytom, zwei vom Oligoastrozytom und jeweils eins vom
gemistozytischen bzw. protoplasmatischen Astrozytom), von insgesamt zwolf WHO-
Grad Ill Gliomen (neun vom anaplastischen Astrozytom und drei vom anaplastischen
Oligoastrozytom) und von 22 Glioblastomen WHO-Grad IV (siehe Tab. 2).
Desweiteren wurden sechs nicht-neoplastische Hirngewebe fir die Kontrollgruppe
verwendet (siehe Tab. 2). Daflr wurde nur Zugangsgewebe von Epilepsiepatienten
eingeschlossen, welches keine morphologische Veranderung, wie z. B. eine
Ammonshornsklerose, aufgewiesen hat.

Das mittlere Alter der Patienten betrug bei Diagnosestellung bei WHO-Grad IV
Gliomen 57,8 Jahre (von 28 bis 87 Jahre), bei WHO-Grad Il Gliomen 45,8 Jahre
(von 25 bis 74 Jahre), bei WHO-Grad Il Gliomen 37,3 Jahre (von 18 bis 64 Jahre)
und in der Kontrollgruppe 38,3 Jahre (von 21 bis 64 Jahre). Dabei war das Verhaltnis
der weiblichen und mannlichen Studienteilnehmer in allen Subpopulationen
ausgeglichen. Beziiglich der Lokalisation der Tumore gab es keine Praferenz (siehe
Tab. 2). Patienten mit einem malignen Hirntumor wurden insbesondere durch
Kopfschmerzen, Wesensveranderungen sowie fokalneurologischen Ausfallen
auffallig, wahrend Patienten mit einem WHO-Grad Il Gliom héaufig epileptische
Anfalle hatten. Es bestanden keine signifikanten Co-Morbiditaten.
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Nicht - WHO-Grad Il WHO-Grad I WHO-Grad IV
neoplastisches Gliome Gliome Gliome
Hirngewebe
Histopathologische 5x Epilepsie 6x diffuses 9x anaplastisches
Diagnose (WHO) 1x Trauma Astrozytom Astrozytom
2x Oligoastrozytom  3x anaplastisches
1x Oligoastrozytom
gemistozytisches
Astrozytom
1x protoplasmat.
Astrozytom
Anzahl = n=10 n=12 n=22
Alter 38+20 37+26 47 + 24 57 +32
(Jahre)
Geschlecht 2/4 5/5 6/6 12/10
(weiblich /
mannlich)
Lokal isation des 2x frontal 8x frontal 9x frontal 11x frontal
Tumors 4x temporal 2x temporal 2x temporal 9x temporal
(links / rechts) (2/13) 6/4) 2x parietal 2x parietal
2x Insula (20/12)
5/7)
Vorbehandlung 4/6 AED keine keine Keine
Langzeitbehandlung
mit Antiepileptika
Symptome 83% Epilepsie 50% Krampfe 64% Krampfe 50% Kopf-
40% psychoorgan. 43% Kopf- schmerzen
Syndrom schmerzen 30% psychoorgan.
20% Nausea 35% psychoorgan. Syndrom
Syndrom 25% Aphasie
28% Aphasie 13% Krampfe
4% (Hemi-) 13% Parese
Parese

Tab. 2: Charakteristika der Patientenpopulation und der Gliome.

3.2 CD133 in niedrig- und hochgradigen Gliomen

Zunachst wurde in einem ersten experimentellen Versuchsaufbau untersucht, ob sich
in humanem Gliomgewebe CD133 positive Zellen nachweisen lassen. Hierzu wurde
die in-situ Expression des Oberflachenproteins CD133 im primaren Tumorgewebe
mittels Immunhistochemie untersucht. Es wurden zwei kommerziell erhéaltliche
Antikorper, die gegen unterschiedliche Epitope von CD133 gerichtet sind (AC133/1
und AC133/2, Miltenyi-Biotech) verwendet, wobei sich eine hdhere Farbeintensitat fur
AC133/1 an den Kryoschnitten zeigte. Entsprechend der Herstellerangaben konnte
keine spezifische reproduzierbare Farbung fur CD133 an Paraffingewebe etabliert

werden. Die Auswertung sowie die Dokumentation der immunhistochemischen Daten
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bezuglich der Anzahl und der Verteilung der CD133 positiven Zellen innerhalb des
Tumorgewebes erfolgte mittels der Durchlichtmikroskopie.

Zwolf der 16 Glioblastome (75%) zeigten eine positive Farbung fur das Oberflachen-
molekll CD133. Dabei lokalisierte sich der Uberwiegende Teil der CD133 positiven,
braun gefarbten Zellen in Zellhaufen (sogenannte ,Zellcluster’) im vitalen Tumor-
gewebe, mit einem durchschnittichen Durchmesser von bis zu funf Millimetern.
Diese intensiv gefarbten Anh&aufungen lieRen sich scharf zu dem umliegenden
Tumorgewebe abgrenzen und waren haufig in enger Lagebeziehung zu stark
vaskularisierten Tumorarealen (Abb. 7c). Dartber hinaus waren vereinzelte CD133
positive Zellen diffus im Tumorparenchym verstreut nachweisbar (Abb. 7b). Keine
Expression konnte in nekrotischen Tumorarealen festgestellt werden. Eine semi-
guantitative Auswertung der CD133 Expression erbrachte eine starke intratumorale
Heterogenitdt mit einzelnen, ,Cluster“-artigen Anhaufungen von bis zu 15-20%
CD133 positiver Tumorzellen. Anzumerken ist, dass auch in stereotaktischen
Gewebeproben mit einem Volumen von circa 1mm3 vereinzelt ,Cluster” von CD133
positiven Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 7f). Negativkontrollen
bestétigten jeweils die Spezifitat der Untersuchungsergebnisses (Abb. 7d). Die
immunhistochemischen Daten der DAB-Farbungen wurden mittels der Immun-

fluoreszenz unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie bestétigt.
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Abb. 7: Immunhistochemische Darstellung CD133 posit  iver Zellen in WHO-Grad IV Gliomen. a-b, DAB-Immunférbung von
Kryostatgeweben. Der Oberflachenmarker CD133 markiert Cluster von Zellen, die sich scharf vom umliegenden Tumorgewebe
abgrenzen lassen (a). Darliber hinaus sind vereinzelte CD133 positive Zellen diffus im Tumorparenchym nachweisbar (b). Bei
héherer VergroRerung zeigt sich die oberflachengebundene Lokalisation der braunen DAB-Komplexe auf den individuellen
intratumuralen Zellen (b). ¢, AEC-Immunfarbung von Kryostatgeweben. Die CD133 positiven Zellen befanden sich héaufig in
enger Lagebeziehung zu stark vaskularisierten Tumorarealen. d, Negativkontrolle. e, Inmunfluoreszenz von Kryostatgewebe:
Es bestatigen sich einzelne FITC-green markierte, CD133 positive Zellkonglomerate im Tumorgewebe. f, DAB-Immunféarbung
von stereotaktischen Gewebeproben: Auch in kleinen Tumorvolumina von stereotaktischen Gewebeproben lassen sich

vereinzelt positiv markierte Zellhaufen nachweisen.
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In einem nachsten Ansatz wurde das neu etablierte Protokoll der CD133 Immun-
histochemie auf niedriggradige Gliome WHO*’II sowie anaplastische Gliome WHO1II
Ubertragen. In sieben der zehn WHO1I Gliome (70%) lie3en sich erstmals eine
zellspezifische CD133 Expression sowohl in der DAB- als auch in der Fluoreszenz-
Immunhistochemie nachweisen. Insbesondere alle diffusen Astrozytome WHO-Grad
Il (sechs von sechs Proben; 100%) enthielten CD133 positive Zellen. Dabel
lokalisierte sich das an CD133 gebundene, braune DAB-Signal auf die Oberflache
der Tumorzellen. Diese CD133 positiven Zellen waren Uberwiegend diffus innerhalb
des Tumorgewebes verteilt (Abb. 8 c-d). Dartber hinaus lieRen sich vereinzelt
CD133 positive Zellen in Kontaktzonen zwischen nicht-vaskularisiertem Tumor-
gewebe und physiologischen Gefal3en des Hirnparenchyms nachweisen (Abb. 8 a-
d). Eine semiquantitative Auswertung der CD133 Expression bestatigte wiederum
eine heterogene intratumorale Verteilung mit maximal bis zu 5% CD133 positiver

Tumorzellareale.
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Abb. 8: Immunhistochemische Darstellung CD133 posit iver Zellen in WHO-Grad Il Gliomen. a-d, DAB-Immunféarbung von
Kryostatgeweben mit einem positiven Nachweis von CD133 positiven Zellen in niedermalignen WHO-Grad Il Gliomen. In WHO-
Grad Il Gliomen findet man charakteristischerweise physiologische GefaRe des Hirnparenchyms. In a ist dabei eine deutliche
perivaskulare Anhaufung von CD133 positiver Zellen sichtbar. b stellt einen vergrof3erten Ausschnitt der in a gezeigten
Ergebnisse dar. c-d, CD133 positive Zellen in verschiedenen Tumorgewebsabschnitten. e, In der Kontrolle finden sich keine
CD133 positiven Zellen. f, Nachweis von FITC-green markierten CD133 positiven Zellen auf Fluoresezenzebene.

Auch in den anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad Ill konnten CD133 positive
Zellen gefunden werden: Von den zwdlf untersuchten Geweben hatten neun (75%)
ein positives Ergebnis. Dabei lie3en sich sowohl Zellcluster als auch vereinzelte
CD133 positive Zellen im Tumorgewebe nachweisen. Wiederum konnte vereinzelt
eine enge Lagebeziehung zu intratumoralen Gefal3en nachgewiesen werden (Abb.
9). Die quantitative Auswertung erbrachten ein heterogenes Bild mit eher
niedriggradigen (vergleichbar mit WHO-Grad II Gliomen; n=4) versus héhergradigen
(Glioblastom-artigen; n=5) Verteilungsmustern. Der maximale Anteil von CD133
positiven Zellen in einzelnen Cluster-reichen Arealen in WHO-Grad Il Gliomen lag
bei circa 5-10%.
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Abb. 9: Immunhistochemische Darstellung CD133 posit  iver Zellen in WHO-Grad Il Gliomen. a-c, DAB-Immunférbung von
Kryostatgeweben mit einem positiven Nachweis von CD133 positiven Zellen in héher malignen WHO-Grad Il Gliomen. In a ist
ein den WHO-Grad Il Gliomen entsprechendes Verteilungsmuster sichtbar. b-c, Die Lokalisation der CD133 positive Zellen

entspricht dem der Glioblastome. d, Nachweis von CD133 positiven Zellen auf Fluoresezenzebene.

Die semiquantitative Auswertung der CD133 Expression in WHO-Grade II-IV
Gliomen erbrachte eine positive Korrelation zwischen CD133 und dem WHO-Grad
von Gliomen (siehe Tab. 3). Im nicht-neoplastischem Hirngewebe wurden in keiner
der sechs durchgefuhrten immunhistochemischen Analysen CD133 positive Zellen

gefunden.

100

B % Anteil der
positiven Proben
fur CD133+ Zellen

0% Anteil der
positiven
Tumorzellmasse fir
CD133

WHO°lIl  WHO1Il  WHO1V

Tab. 3: Verteilung des prozentualen Anteil s positiver Proben und der

positiven Tumorzellmasse fir CD133
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Neben der Immunhistochemie wurde ein Western Blot zur Untersuchung der in-situ
CD133 Proteinexpression etabliert. Als Positivkontrolle und zum Qualitatsnachweis
der Proteinaufreinigung wurde zunachst ein Western-Blot fur GFAP (Glial Fibrillary
Acidic Protein), einem spezifischen Marker fur Astrozyten und glialen Tumoren
durchgefiihrt. Das 50 kDa schwere Protein wurde in allen drei Tumorentitaten in
unterschiedlicher Expressionsstarke gefunden. Als zusatzliche Expressionskontrolle
wurde der Western-Blot fur 3-Actin etabliert (Abb. 10). Zum Proteinnachweis von
CD133 wurden zwei verschiedene Antikbérper eingesetzt (siehe Material und
Methoden). Beide Antikorper fiihrten zu den gleichen Resultaten. Insgesamt wurden
22 Tumorgewebsstiicke, jeweils sechs der drei verschiedenen Tumorentitdten und
vier des nicht-neoplastische Hirngewebes, untersucht. Der Western Blot bestatigte
die Expression von CD133 (charakteristische 110kDA-Bande; (Miraglia et al., 1997,
Piechaczek, 2001) in allen untersuchten Tumorproben (Abb. 10). Entsprechend der
immunhistochemischen Analysen bestatigte der semiquantitative Western-Blot
wiederum eine positive Korrelation zwischen der CD133 Proteinexpression und dem
WHO-Grad der Gliome (Abb. 10). Zudem lie3 sich im nicht-neoplastischen Hirn-

gewebe eine geringe Expression von CD133 nachweisen.

cm:ﬂl ."-— _—- 4 # 110KDa

NB NB

B-Actin ] “ 10kDa

Abb. 10: Ergebnis des Western-Blots mit dem Antikor per gegen CD133: Darstellung

der Proteinextraktionen aus den Hirntumoren mit dem Antikdrper gegen CD133 und der

Expressionsreferenz R-Actin.

Neben der Proteinexpression wurde mittels der RT-PCR die Genexpression von
CD133 untersucht. Als Positivkontrolle diente GAPDH. Die positiven 183bp grof3en
CD133 Transkripte lie3en sich in 5/5 WHO-Grad IV Gliomen, in 5/5 WHO-Grad Il
und in 4/5 WHO-Grad Il Gliomen nachweisen (Abb. 11a). In einem niedriggradigem
Gliom WHO-Grad 1l liel3 sich bei positiver GAPDH-Kontrolle kein Signal fur CD133
detektieren (Abb. 11a). Zwei von funf Proben aus nicht-neoplastischem Hirngewebe
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waren ebenfalls positiv fir CD133. Um die relative Genexpression von CD133 in den
unterschiedlichen Tumorgraden zu untersuchen, wurde ein zyklusabhangiges
Amplifikationsprotokoll durchgefihrt. Dabei wurden in Abhé&ngigkeit des relativen
Anteils der CD133 cDNA an der Gesamt-DNA die relative Signalintensitdt nach
unterschiedlicher Zykluszahl verglichen (Abb. 11b). Bei WHO-Grad IV Gliomen
waren ab dem 21. Amplifikationszyklus positive Banden sichtbar. Bei WHO-Grad I
Gliomen wurden erstmals mit dem 23. und bei WHO-Grad Il Gliomen ab dem 25.
Reaktionszyklus Banden nachweisbar. Dies deutet auf eine semiquantitative

Korrelation zwischen dem Tumorgrad und der CD133 Genexpression in Gliomen hin.

a GAPDH - Kontrolle WHO® IV
CD133 - WHO" IV
WHO" il
CD133 - WHO" Il
CD133 -WHO" I WHO" II
19 21 23 25 27 Zyklen

CD133 - NK

Abb. 11: Ergebnisse der PCR fur CD133. a, Positive Banden, die dem CD133 Transkript entsprechen, wurden bei 183bp
detektiert. b, Korrelation zwischen der Menge von mRNA von CD133 in den Tumorentitdten mit einer ansteigenden RT-PCR
Amplifikation (19, 21, 23, 25 und 27 Zyklen).

3.3 Musashi-I in niedrig- und hochgradigen Gliomen

Ein typischer Marker fur neurale Stammzellen wahrend der embryonalen Entwicklung
des ZNS ist Musashi-I (Sakakibara et al., 1996; Sakakibara & Okano, 1997; Kaneko
et al., 2000; Sakakibara et al., 2001). Die Expression sowie die funktionelle
Bedeutung von Musashi-l in Gliomen sind weitestgehend unbekannt. Zun&chst
wurde die Proteinexpression von Musashi-l in Tumorproben aus WHO-Grad II-IV
Gliomen untersucht. Hierfir wurde die Immunhistochemie sowohl fir Paraffin- als
auch Kryostatgewebe etabliert, wobei das Paraffingewebe aufgrund der besser
erhaltenen Ultrastruktur die intratumorale Lokalisation der Musashi-I positiven Zellen
ermoglichte. In allen drei Tumorentitaten (jeweils n=6) konnten erstmals Musashi-I

positive Zellen detektiert werden (Abb. 12). Nicht-neoplastisches Hirngewebe war zu
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jeder Zeit negativ. Das Verteilungsmuster der Musashi-I Expression in WHO-Grad II-
IV Gliomen ahnelte dem Muster der CD133 Expression: Im Glioblastom zeigte sich
eine starke zytoplasmatische Anfarbung Musashi-1 positiver Zellen, die sich haufig in
Zellhaufen sowie vereinzelt im Tumorgewebe verteilt lokalisierten (Abb. 12a-c). Die
Musashi-I-positiven ,Zellcluster® waren haufig in enger Lagebeziehung zu
intratumoralen GefalRen (Abb.12b). Demgegenuber waren intratumorale Nekrose-
zonen frei von Musashi-l positiven Zellen (Abb. 12a-c). In den niedermalignen
Gliomen fanden sich ebenfalls einzelne Musashi-I positive Zellen (Abb. 12g-i), die
wiederum insbesondere perivaskular lokalisiert waren (Abb. 12g). Die semi-
guantitative Auswertung bestétigte eine positive Korrelation zwischen der Musashi-I

Expression und dem Tumorgrad von Gliomen.

Abb. 12: Immunhistochemische Darstellung Musashi-I positiver Zellen in WHO-Grad II-IV Gliomen.  a-i, DAB-Immun-
farbung von paraffineingebettetem Gewebe; Musashi-l positive Zellen in, a-c, WHO-Grad IV Gliomen, d-f, WHO-Grad ||
Gliomen und, g-i, WHO-Grad Il Gliomen. c, f, i, In allen drei Tumorarten farbte sich das Zytoplasma der Tumorzellen deutlich an.
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Neben den immunhistochemischen Untersuchungen wurde die Proteinexpression
von Musashi-l mittels Western Blot untersucht. Wiederum bestatigte sich eine
positive Korrelation mit dem Tumorgrad (Abb. 13b). Die Untersuchung der Gen-
expression von Musashi-l wurde mittels der RT-PCR durchgefihrt. Als Positiv-
kontrolle wurde GAPDH verwendet. Die Genexpression von Musashi-l war in allen
Tumorproben nachweisbar und korrelierte in der Intensitat mit dem Tumorgrad (Abb.
13a; Amplifikationsprotokolle nicht abgebildet).

GAPDH — Kontrolle b I o — I
Il Im v IV NK

Musashi— WHO" IV

Musashi— WHQ" llI

Musashi— WHOQO" Il

Abb. 13: Ergebnisse des Western-Blots und der PCR f  Ur Musashi-l. a, Es wurden in WHO-Grad II-IV bei 181 bp positive
Banden, die Musashi-I zugeordnet werden konnen, detektiert. b, Der Western-Blot zeigt in allen drei WHO-Graduierungen, dass
Musashi-I auf Protein-Ebene vorhanden ist.

Aufgrund der ahnlichen intratumoralen Verteilung der beiden Stammzellmarker
CD133 und Musashi-I wurden Co-Expressionsanalysen an Kryoschnitten von WHO-
Grad II-1V Gliomen durchgefuhrt. Die Analyse der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung
zeigte, dass das grin fluoreszierende Signal fur CD133 und die rote Fluoreszenz von

Musashi-1 in Gber 95% der positiven Zellen co-lokalisierten waren (Abb. 14).
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Abb. 14: Fluoreszenz-Doppelfarbung von CD133 und Mu  sashi-I. Die Fluoreszenzfarbung erfolgte fur die CD133 positiven
Zellen mit FITC-green, so dass diese unter dem Fluoreszenzmikroskop grin, die Musashi-l positiven Zellen aufgrund der
Farbung mit Texas-red rot aufleuchteten. a-b, CD133 (a) und Musashi-l (b) positive Zellen in WHO-Grad IV Gliomen. c-d,
CD133 (c) und Musashi-I (d) positive Zellen in WHO-Grad 11l Gliomen. e-f, CD133 (e) und Musashi-I (f) positive Zellen in WHO-

Grad Il Gliomen.

Entgegen dem embryonalen Stammzellmarker Musashi-I zeigten
immunhistochemische Untersuchungen lber die Expression des hamatopoetischen
Stammzellmarkers CD34 (Baum et al., 1992; Udani et al.,, 2005) eine rein
Tumorendothel-assoziierte Farbung ohne zellulare Co-expression mit CD133 oder
Musashi-I in WHO-Grad II-IV Gliomen.

3.4  Charakterisierung von CD133 positiven Stammzell  en in-vitro

Fur die vergleichende Charakterisierung der CD133 positiven Zellen aus WHO-Grad
I1-IV Gliomen wurde erstmals ein modifiziertes Isolationsprotokoll (mittels des MACS®
bzw. Dynal-Bead Systems) etabliert, dass in 6/9 WHO-Grad II, 7/12 WHO-Grad lll
und 12/16 WHO-Grad IV Gliomen fur mehrere Wochen stabile Zellkulturen in-vitro
erzielen liel3. Als Isolationskontrolle wurde standardmaRig eine immunzytochemische
Untersuchung angewendet, die aufzeigte, dass entsprechend der Herstellerangaben
(Miltenyi-Biotech) spezifisch CD133 Zellen separiert und kultiviert wurden (Abb. 15b).

Eine Fluoreszenzdoppelfarbung bestatigte zudem neuerlich die unter dem Punkt 3.3
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analysierte hochgradige Co-Expression von CD133 und Musashi-I. Zudem waren die
Zellen Uberwiegend positiv fir VEGFR-3 (Abb. 16e). Die isolierten CD133 positiven
Zellkulturen zeigten ein heterogenes Wachstumsverhalten (Proliferationsbeginn 1-4
Woche nach Isolation; Abb. 15), welches unter Standardkulturbedingungen (siehe
Material und Methoden, Punkt 2.6) bis zur vierten Passage unverandert blieb. Eine
eindeutige Korrelation zwischen dem Wachstumsverhalten sowie der Morphologie
und dem Tumorgrad lief3 sich nicht nachweisen.

Abb. 15: Kultivierung von CD133 positiven Zellen in-vitro. a, Kultivierung von isolierten CD133 positiven Zellen am Beispiel
eines WHO-Grad |l Astrozytoms. b, Eine Immunhistochemische Untersuchung als Isolationskontrolle bestatigte die spezifische
Separation von CD133 positiven Zellen. In Abh&angigkeit der Zellbedingungen zeigten CD133 positive Zellen unterschiedliche
morphologische Auspragungen: c, eine langliche, wenig verzweigte (MNSM), d, eine polymorphe, z.T. miteinander vernetzte,
Astrozyten-ahnliche (dNSM), e, eine pflastersteinartige, endotheliale (ECM) Morphologie. f, Zudem konnte in ECM eine
spontane Sphéaroidausbildung beobachtet werden, hier am Beispiel eines WHO-Grad Il Astrozytoms dargestellt.
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Die CD133 positiven Zellen wurden in-vitro auf die stammzelldefinierenden
Eigenschaften der Selbsterneuerung (Klonalitat), Proliferation und pluripotenten
Differenzierung untersucht (Reya et al., 2001; Vats et al., 2005). Diese
Untersuchungen erfolgten ausschlief3lich an ,frischen* Zellkulturen (2. Passage). In
Abhangigkeit der Zellkulturbedingungen zeigten die CD133 positiven Zellen eine
langliche, wenig verzweigte (MNSM; Abb. 15c), eine polymorphe, z. T. miteinander
vernetze (Astrozyten-dhnliche) (dNSM; Abb. 15d) bzw. eine pflastersteinartige
(endotheliale) Morphologie (ECM; Abb. 15e). Zudem wurden in ECM spontane
Spharoidausbildungen beobachtet (Abb. 15f).

In Abhé&ngigkeit der Zellkulturbedingungen veranderte sich das Expressionsprofil von
Oberflachenmarkern auf den Stammzellen. Immunzytochemische Analysen (Tab. 4)
ergaben, dass die isolierten Zellen nach etwa zwei Wochen in ECM negativ fur
CD133 (Abb. 16a) und Musashi-l wurden und erstmals die Endothelzellmarker CD34
(Abb. 16b), CD31 (Abb. 16c) und CD105 (Abb. 16d) exprimierten. Zudem wurden die
Zellen positiv fur die Ulex-Farbung (Marker fur Endothelzellen (Hormia et al., 1983);
Abb. 16f). Parallel isolierte Tumorendothelzellen (Miebach et al., 2006) waren zu
keiner Zeit positiv fur CD133 (Daten nicht gezeigt). Unter neuronalen
Differenzierungs-bedingungen entwickelten die Zellen einen neuronalen/glialen
Phanotyp (s.0.), verloren die Stammzellmarker CD133 und Musashi-lI und wurden
positiv fur GFAP (glialer Marker; Abb. 17i) sowie RIlI-Tubulin (neuraler Marker; Abb.
17k).

Tabelle 4 zeigt zusammenfassend eine Gegentberstellung der positiv getesteten
Marker, die bei der Kultivierung der isolierten CD133 positiven Zellen in den

verschiedenen Medien exprimiert wurden.
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Abb. 16: Differenzierung von CD133 positiven Zellen in-vitro. Differenzierung von CD133 positiven Zellen am Beispiel
eines WHO-Grades Il Astrozytoms nach 16 Tagen in enothelialem Differenzierungdmedium (ECM) sowie eines WHO-Grad
Il Glioms in Differenzierungsmedium (mNSM) bzw. neuronalem Stammzellmedium (dNSM). Die Immunfluoreszenzfarbung
wurde mit einer FITC-Farbung (grin) bzw. fir Musashi-l mit Texas-red (rot) und einer DAPI-Kernfarbung (blau)
durchgefuhrt. Die einzelnen Antikérper wurden jeweils mit einer Verdiinnung 1:50 bis 1:100 verwendet. a, CD133 positive
Zellen lassen sich nach 16 Tagen in ECM nicht mehr nachweisen. Folgende Marker wurden positiv exprimiert: unter b,
CD34, c, CD31, d, CD105, e, VEGFR-3 und f, Ulex, unter mNSM g, CD133 und h, Musashi-I, unter dNSM i, GFAP und Kk,
BHI-Tubulin.
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Marker Isolierte WHO-elI WHOelI WHO°IV
Zellen, dO
mNSM  dNSM ECM | mNSM dNSM ECM | mNSM dNSM ECM
CD133 + + - - + - - + - -
Musashi-I + + - - + - - + - -
CD34 - - - + - (+) + - - +
3-Tubulin - - + ) - + ) - + )
GFAP : : e |- o - W
CD31 - - - + - - + - - +
CD105 - - (+) + - n.d. + - n.d. +
VEGFR-3 + (+) + + + n.d. + + n.d. +

Tab. 4: In-vitro Differenzierung von CD133 positiven Zellen unter ve

Die Tabelle

rschiedenen Kultivierungsbedingungen.
zeigt eine Auflistung der Oberflachenmarker, die bei der Kultivierung der isolierten CD133 positiven Zellen sowohl am Tag 0 als
auch nach zwei Wochen in den verschiedenen Medien (MNSM, dNSM und ECM) exprimiert wurden (,+“ = >50% positive
Zellen, ,(+)" = 10<x<49% positive Zellen, ,-“ = <9% positive Zellen).

Die Ausbildung von Spharoiden in-vitro zeigt die stammzelldefinierende Eigenschaft
der Selbsterneuerung (Deleyrolle & Reynolds, 2009). CD133 positive Zellen bildeten
in-vitro spontan Spharoide aus. Diese Sphéaroide wurden fur erste Untersuchungen
Uber den Tumorzelltropismus der CD133 positiven Zellen verwendet. In Konfrontation
mit U373 Sphéroiden (Referenz-Gliomzelllinie, CD133 negativ; Daten nicht gezeigt)
zeigte sich bereits nach wenigen Stunden eine zunehmende Attraktion der Dil-
gefarbten roten CD133 positiven Stammzellen (rot) und der GFP-exprimierenden

U373-Zellen (grun) (Abb. 17).
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Abb. 17: Ergebnisse des Sphéaroid-Konfrontationsassa y. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
leuchteten die mit Fast Dil™ Stocksolution angefarbten CD133 positiven Sphéroiden rot, die mit Fast
DIO™ Stocksolution angefarbten U373-GFP-Spharoide griin auf. Die CD133 positiven Spharoide
stammten aus einem WHO-Grad |l Gliom. Das langsame Ineinander wachsen der beiden Sphéroide
wurde nach a, 8 Stunden, b, 24 Stunden c, 48 Stunden und abschlieRend nach d, 10 Tagen
fotodokumentiert.
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4 DISKUSSION

4.1  Allgemeines

CD133 positive Zellen zeigen Stammzelleigenschaften und stehen im Zusammen-
hang mit der Entstehung von Glioblastomen. Die Hypothese einer stammzell-
vermittelten Tumorinitierung basiert auf den experimentellen Untersuchungen von
Singh et al.,, der es im Mausmodell gelang, aus humanen CD133 positiven
Glioblastomzellen in-vivo neuerlich Glioblastome zu generieren (Singh et al., 2004b).
Die funktionelle Relevanz von Stammzellen fur die Entstehung von bdsartigen
Tumoren konnte zeitgleich in verschiedenen Organsystemen nachgewiesen werden.
In der Neuroonkologie beschrankte sich der Nachweis und die Isolation von CD133
positiven Zellen bisher auf das maligne Gliom (Reya et al., 2001; Hemmati et al.,
2003; Galli et al., 2004; Singh et al., 2004b; Yuan et al., 2004). Offen war bisher, i) ob
der Oberflachenmarker CD133 auch in niedriggradigen Gliomen exprimiert wird, ii)
ob CD133 positive Zellen aus WHO-Grad Il und Il Gliomen in-vitro Stammzell-
eigenschaften zeigen, und iii) ob sich Unterschiede im Vergleich zu den bekannten
Stammzellen aus dem Glioblastom nachweisen lassen. Basierend auf einem
positiven Nachweis von CD133 positiven Stammzellen in WHO-Grad 1l-IV Gliomen
eroffnen sich weiterfihrende Fragestellungen nach einer mdgliche tumorigenen
Relevanz dieser zellularen Subpopulation fur iv) die Entstehung niedergradiger
Gliome und v) deren sekundare Malignisierung hin zum malignen Gliom. In der
vorliegenden Dissertation standen diese Fragestellungen im Mittelpunkt der

Untersuchungen.

4.2  Methodische Uberlegungen

Die experimentellen Untersuchungen erfolgten an humanem Gewebe, welches im
Rahmen von offenen Tumorresektionen in der Neurochirurgischen Klinik gewonnen
wurde. Das Patientenkollektiv entsprach beziglich des Alters, dem klinischen
Allgemeinzustand, der Tumor-assoziierten Beschwerden, der Lokalisation und der
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GroRe der Tumoren, sowie der Komorbiditaten den Literaturangaben (Peraud et al.,
2004; Pinsker et al., 2004; Reifenberger et al., 2006).

In der Studie wurden ausschliel3lich unvorbehandelte Patienten eingeschlossen, um
den Einfluss einer stattgehabten Strahlen- und/ oder Chemotherapie auf die
Eigenschaften der Tumorzellen auszuschlieRen. Demgegenuber ist eine mogliche
medikamenttse Beeinflussung z. B. durch die Einnahme von Antikonvulsiva sowie
die regelhaft bestehende Corticosteroidbehandlung nicht sicher auszuschlieRen. So
konnte fir die Behandlung mit Dexamethason neben der erwinschten Reduktion des
perifokalen Tumorédems eine SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) vermittelte
Rekrutierung h&matopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark nachgewiesen
werden (Nakamizo et al.,, 2005; Birnbaum et al., 2007). Somit missen Cortico-
steroide als eine madgliche StorgréRe bei Untersuchungen Uber die patho-
physiologische Relevanz von CD133 positiven Zellen beim Gliom bertcksichtigt
werden. Der Einfluss der 5-Aminolavulinsaure (5-ALA), die bei fluoreszenzgestitzten
Resektionen des malignen Gliom oral 3 Stunden vor dem operativen Eingriff
eingenommen wird (Stummer et al., 2006), auf Tumorstammzellen ist unbekannt.

Der Nachweis von CD133 wurde sowohl auf in-situ als auch auf in-vitro Ebene
gefuhrt. Es wurde ausschlie3lich frisch entnommenes humanes Gliomgewebe fir die
experimentellen Untersuchungen verwendet. Die Operationsresektate wurden direkt
nach Entnahme eisgekihlt und anschlieend binnen circa 10 Minuten ins Labor zur
weiterfuhrenden Untersuchung verbracht, u. a. um den Einfluss der Hypoxie und
damit verbundene z. B. apoptotische Prozesse zu minimieren. Das Gliomgewebe
wurde zum einen fur die in-situ Untersuchungen kryokonserviert und zum anderen fir
die Isolation selektiver Gliomzellen verwendet. Fir die Isolation der CD133 positiven
Stammzellen wurde das 2006 von Miebach et al. im Labor etablierte und publizierte
Protokoll zur Isolation von humanen Endothelzellen aus primaren Operations-
resektaten (Miebach et al., 2006) in Anlehnung an die Daten von Singh et al. (Singh
et al., 2003) adaptiert.

Fur eine aussagekraftige methodische Validierung wurden verschiedene Nachweis-
methoden etabliert: Erstmals konnte ein Protokoll fur die Immunhistochemie von
CD133 selektiv an Kryostatgewebe humaner Gliomresektate etabliert werden.
Entgegen der Beschreibung von Singh et al. (Singh et al., 2004b), konnte in
Ubereinstimmung mit den Herstellerangaben keine valide Immunhistochemie fur die
beiden CD133 Antikorper (Mouse anti-human CD133/1-biotin MAb und CD133/2-
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biotin MADb) an Paraffingewebe erzielt werden. Bei der Auswertung der Expressions-
analyse wurde ein besonderes Augenmerk auf die parenchymatodse Verteilung der
CD133 positiven Zellen innerhalb des Gliomgewebes gerichtet. Die CD133
Expression wurde zusatzlich mittels Western-Blot tUberprift. Hierzu wurde ebenfalls
im Rahmen der Dissertation ein entsprechendes Protokoll (adaptiert nach (Krebs et
al., 2006) fur den Antikérper mouse anti-human CD133/1 MAD etabliert. Mittels des
Western-Blots wurde die CD133-Expression auf Proteinebene semiquantitativ
ermittelt. Die Untersuchung der Musashi-I Expression erfolgte sowohl an Kryostat-
als auch Paraffingewebe. Fiur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden
verschiedene Antiseren sowie Normalhirngewebe als Negativkontrolle verwendet.
Um posttranslationale Veranderungen detektieren zu kénnen, wurde zusatzlich der
MRNA-Nachweis mittels semiquantitativer RT-PCR durchgefuhrt (Thon et al.; Schnell
et al., 2008).

Fir die in-vitro Untersuchungen wurden CD133 positive Zellen mittels des MACS®-
Systems sowie in Anlehnung an die Arbeit von Miebach und Kollegen Uber das
Dynal-Bead-System isoliert (Miebach et al., 2006). Beide Verfahren konnten gleich-
wertig eingesetzt werden, da es keine quantitativen Unterschiede beziglich Menge
und Charakterisierung der isolierten Zellen gab. Die Qualitat der Isolation wurde
durch eine immunhistochemische Doppelfarbung mit CD133 und Musashi-I getestet.
Die standardisierte Kultivierung in den speziellen und kommerziell erhdltlichen
Stammzellmedien (dNSM, mNSM, ECM) diente zur Beurteilung der Stammzell-
eigenschaften der isolierten CD133 positiven Zellen und schlie8lich, um eine
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von Singh et al. zu erhalten.

4.3 CD133 positive Zellen im nicht-neoplastischem H  irngewebe

CD133 wurde erstmals im Jahr 2000 als neuronaler Stammzellmarker vorgestellt
(Uchida et al., 2000). Die funktionelle Bedeutung von CD133 ist unbekannt. Im
humanen zentralen Nervensystem lassen sich wahrend der embryonalen
Entwicklung CD133 positive Zellen vereinzelt in der subventrikularen Zone sowie in
der glomerularen Zone des Kleinhirns nachweisen (Hockfield & McKay, 1985; Uchida
et al., 2000; Lie et al., 2005; Aimone et al., 2006). Eine physiologische Expression
von CD133 positive Zellen im adulten Gehirn ist nicht beschrieben (Pfenninger et al.,



-49 - DISKUSSION

2007). Bei krankhaften Prozessen des adulten ZNS konnten erstmals CD133 positive
Zellen beim malignen Gliom nachgewiesen werden. Deren tumorigenen Eigen-
schaften fuhrten in-vivo zur CD133 vermittelten ,Cancer Stem Cell* Theorie tGber die
Entstehung des bosartigen Glioms (Singh et al., 2004a; Singh et al., 2004b). Im
Rahmen der Dissertation wurde die Expression von CD133 Uber den neu etablierten
Proteinnachweis auch im nicht-neoplastischen Hirngewebe untersucht. Das
entsprechende humane Gewebe wurde als Zugangsgewebe im Rahmen von
epilepsiechirurgischen Eingriffen gewonnen. Entsprechend der Literatur lie3 sich
immunhistochemisch keine Expression von CD133 in den Gewebeproben (n = 4)
nachweisen. Auch im Western-Blot war keine signifikante Expression festzustellen.
Dies bestatigt die Annahme, dass im adulten Gehirn keine CD133 positiven Zellen zu
finden sind. Nicht-neoplastisches Gewebe wurde fortan als Negativkontrolle
eingesetzt. Anzumerken ist, dass in der RT-PCR vereinzelt CD133 positive Banden
im nicht-neoplastischem Hirngewebe nachweisbar waren. Offen bleibt, ob es sich
hierbei um eine positive Genexpression mit posttranslationaler Herunterregulation
handelt oder CD133 mRNA aus Blutzellen nachgewiesen wurde. Desweiteren muss
bericksichtigt werden, dass sogenannte Ballonzellen im nicht-neoplastischem
Epilepsiegewebe insbesondere im Rahmen der kortikalen Dysplasie durchaus positiv
fur eine CD133 Expression sein konnen (Ying et al., 2005). Im Rahmen der
Dissertation wurde nur Zugangsgewebe aus epilepsiechirurgischen Resektaten ein-
geschlossen, das keine morphologischen Zeichen einer Ammonshornsklerose oder
fokalen Dysplasie aufwies und in raumlicher Distanz zum epileptogenen Fokus lag.

Letztlich bleibt die Bedeutung der CD133 mRNA Expression in nicht-neoplastischem
Hirngewebe offen, u a. da eine Verfalschung der Ergebnisse durch die krankhafte
Veranderung des Zugangsgewebes bei langjahrigem Anfallsleiden nicht

ausgeschlossen werden kann.

4.4  Nachweis von CD133 positiven Zellen in WHO-Grad 1l bis IV Gliomen

Die Bedeutung von CD133 als Stammzelle in Gliomen beschrankte sich in der
Literatur auf die Untersuchung von Glioblastomgewebe (Singh et al., 2004a; Singh et
al., 2004b). Ein ausfuhrlicher in-situ Nachweis einer Expression von diesen Zellen

sowohl in nieder- als auch in hochmalignen Gliomen wurde bisher noch nicht
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beschrieben. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
molekularbiologische Techniken, wie Immunhistochemie, RT-PCR und Western-Blot,
eingesetzt, um eine moglichst vollstandige Beobachtung auf verschiedenen Ebenen
zu erhalten. Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass CD133 positive Zellen
in-situ sowohl in nieder- als auch in hochmalignen Gliomen zu finden sind. Dadurch
wurden auch die Aussagen von Singh et al. eingehend bestatigt, dass in
Glioblastomen CD133 positive Zellen vorhanden seien (Singh et al., 2003; Singh et
al., 2004a; Singh et al., 2004b). Die Auswertung der immunhistochemischen Daten
ergab, dass bei WHO-Grad Il 70%, bei WHO-Grad 1l und IV Gliomen jeweils 75%
der untersuchten Patientenproben positiv fur CD133 waren. Eine semiquantitative
Auswertung der CD133 Expression zeigte, dass beim WHO Grad Il Gliom circa 1-5%
der Tumorzellmasse positiv fir CD133 war. Beim anaplastischen Gliom exprimierten
circa 15% sowie beim Glioblastoma multiforme circa 20% der Tumorzellen das
Oberflachenprotein CD133. Somit korrelierte der prozentuale Anteil der CD133
positiven Zellen an der Gesamttumorzellmasse mit dem WHO-Grad der Gliome.
Insbesondere der hohe Anteil der CD133 positiven Zellen im diffusen Astrozytom ist
bemerkenswert, da gerade diese WHO-Grad Il Tumoren ein hohes intrinsisches
Potential zu sekundaren Entartung aufweisen (Duffau & Capelle, 2004). Diese
Ergebnisse wurden mittlerweile u. a. von Zeppernick und Kollegen bestatigt, die zum
einen ebenfalls eine Korrelation der CD133 Expression mit dem WHO-Grad zeigen
konnten und dariber hinaus eine statistische Korrelation mit dem Gesamtiuberleben
nachweisen konnten. Die Autoren schlossen, dass der semiquantitative Nachweis
der CD133 Expression als moglicher prognostischer Marker fir das Outcome von
Gliompatienten verwendet werden konnte (Zeppernick et al., 2008). Eigene Daten
zeigen, das eine prognostische Relevanz der CD133 Expression zurtickhaltend zu
bewerten ist, da sich immunhistochemisch eine ausgepragte Heterogenitat der intra-
tumoralen CD133 Expression in den einzelnen Gliomzellen nachweisen lie3. Dartber
hinaus birgt eine semiquantitative Auswertung basierend auf immunhistochemischen
Untersuchungen eine hohe diagnostische Unsicherheit aufgrund ,inter- und
intraobserver Variabilitat. Eine Korrelation der CD133 Expression mittels Western-
Blot Untersuchung wurde von den Autoren nicht durchgefiihrt. Eine wichtige
Bedeutung in der Diagnostik von Gliomen haben auch stereotaktische
Gewebeproben (Mennel, 1999) mit einem Volumen von circa 1mm?®. Wir konnten

erstmals zeigen, dass in diesen vereinzelt ,Cluster® von CD133 positiven Zellen



-51 - DISKUSSION

nachweisbar sind. Jedoch sind diese Proben flr Expressionsanalysen nicht gut
geeignet, da sowohl die clusterartige Verteilung von CD133 positiven Zellen als auch
ein potentieller Einfluss von intratumoralen nekrotischen Arealen eine hohe
Unsicherheit im Nachweis hat. Zusammengefasst konnte die Expression des
Oberflachenmolekils CD133 nicht nur im Glioblastom (Singh et al., 2003; Singh et
al., 2004a; Singh et al., 2004b), sondern erstmals auch im WHO-Grad Il und Il
Gliomen nachgewiesen werden.

Die Morphologie und das Verteilungsmuster der CD133 positiven Zellen war
unabhéngig vom Tumorgrad. Die CD133 positiven Zellen waren charakteristischer-
weise in Zellhaufen (sogenannte ,Cluster”) sowie teilweise diffus im Tumorgewebe
verteilt. Diese clusterartige Verteilung ahnelt dabei der sogenannten ,niche*, die eine
spezielle Mikroumgebung fur Stammzellen darstellt und Ausgangspunkt fur die
embryonale Entwicklung ganzer Hirnregionen ist (Costa et al., 2007; Ninkovic &
Gotz, 2007). In Ubereinstimmung mit der embryonalen Entwicklung konnten dariiber
hinaus die vereinzelt im Tumorparenchym verteilten CD133 positive Zellen
migratorisch aktive Zellen darstellen. Die CD133 positiven Zellcluster waren
insbesondere in den stark vaskularisierten malignen Gliomen in enger Lage-
beziehung zu intratumoralen Geféal3en aufzufinden. Diese strategisch glnstige Lage
konnte sowohl aufgrund der bevorzugten nutritiven Situation einen selektiven
Uberlebensvorteil besonders im Vergleich zu Tumorzellen in weniger gut
durchbluteten Arealen bedeuten. Co-Expressionsanalysen zeigten, dass CD133
positive Zellen ebenfalls positiv fur das VEGF-Rezeptorsystem (insbesondere
VEGFR3) sind. Somit kdnnte die endothelzellartige Anordnung der CD133 positiven
Zellen von funktioneller Relevanz fir die intratumorale Neoangiogenese
insbesondere auch wahrend der sekundaren Malignisierung sein. Die enge
Lagebeziehung der CD133 positiven Stammzellnester zu den intratumoralen
Gefalien ist strategisch besonders gut fur Invasion und Migration geeignet (Vajkoczy
et al., 1999) und vereinzelt verstreute CD133 positive Zellen kbnnen das Ergebnis
einer Migration entlang dieser intratumoralen ,Wanderwege" sein. Demgegeniber
findet man das Glioblastom haufig in der Nahe der Ventrikelsysteme. Die in der
subventrikularen Zone im adulten Gehirn noch vereinzelt vorkommenden
Stammzellen (Hockfield & McKay, 1985; Uchida et al., 2000; Lie et al., 2005; Aimone
et al., 2006) konnten dafir als Ursache angesehen werden.
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4.5 Stammzelleigenschaften von CD133 positiven Zell en in WHO-Grad Il bis
IV Gliomen

Bisherige in-vitro Untersuchungen an CD133 positiven Zellen im Glioblastom dienten
ausschlief3lich der Isolation, Amplifikation und Reimplantation in ein Maus-Modell, um
eine tumorigene Potenz in-vivo beweisen zu kénnen (Singh et al., 2004b). In der
vorliegenden Arbeit wurde das Augenmerk bei in-vitro Untersuchungen vorrangig auf
eine vergleichende Charakterisierung der isolierten CD133 positiven Zellen aus
WHO-Grad Il bis IV Gliomen gerichtet. Nachdem CD133 positive Zellen in-situ in
allen drei Tumorentitaten nachgewiesen werden konnten, folgte nun fir die in-vitro
Charakterisierung die Etablierung eines Isolationsprotokolls. Durch Einsatz
verschiedener kommerziell erhaltlicher Kulturmedien (MNSM, dNSM und ECM)
wurde untersucht, ob CD133 positive Zellen in-vitro Stammzelleigenschaften, wie
Selbsterneuerung, Proliferation und pluripotente Differenzierung (Reya et al., 2001;
Vats et al., 2005), besitzen. Dabei war auffallig, dass es keine wesentlichen
Unterschiede bezlglich des Wachstumsverhaltens der CD133 positiven Zellen aus
den verschiedenen Tumoren gab. In Abhangigkeit der Zellkulturbedingungen
veranderte sich jedoch sowohl die Morphologie als auch das Expressionsprofil der
Oberflachenmarker auf den CD133 positiven Zellen. Beispielsweise konnte im
Endothelzellmedium eine Neuexpression von Endothelzellmarkern, wie CD34, und
unter neuronalen Differenzierungsbedingungen ein neuronaler / glialer Phanotyp
detektiert werden. Allerdings wurde die Differenzierung der Zellen in diesem Ansatz
nur bis zur vierten Passage beobachtet. Neue Studienergebnisse zeigten, dass
beispielsweise mesenchymale Stammzellen erst ab der vierten bis finften Passage
ihre Morphologie verandern (Rosland et al., 2009). Eine Entartung der isolierten
CD133 positiven Zellen kdénnte somit auch erst zu einer spateren Passage
stattfinden. Jedoch kommt es unter neuronalen Differenzierungsbedingungen bereits
in den ersten Passagen zu einer Entwicklung eines neuronalen / glialen Phanotyps.
Das legt die Hypothese nahe, dass die CD133 positiven Zellen als gliale
Vorlauferzellen fungieren und somit Gliome glialen Ursprungs sein kénnten. Zu
diskutieren ist aber auch, ob mdglicherweise das Tumorendothel als Ursprung fur
CD133 positive Zellen angesehen werden kdnnte. Ein Zusammenhang zwischen
Stammzellen und Neovaskularisation wurde bereits in einigen Tumorarten gezeigt

(Bao et al., 2006b; Li et al., 2006). Interessanterweise waren in den Untersuchungen
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die CD133 positiven Zellen Uberwiegend auch positiv fir VEGFR-3. Der Rezeptor
VEGFR-3 spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Vaskularisation und
Lymphangiogenese und lasst sich im Endothel des adulten Gehirns nicht mehr
nachweisen (Grau et al.,, 2007). Die Koexpression von CD133 und VEGFR-3 im
Differenzierungsprotokoll lasst auf eine mogliche Rolle bei der Lymphangiogenese
schlieBen. Dies ist vor allem interessant, da die Expressionsmenge von VEGFR-3
ebenfalls mit dem Tumorgrad korreliert (Watanabe et al., 1996; Bhowmick et al.,
2004; Traxler et al., 2004; Sun et al., 2006). Auch die Frage nach einer mdglichen
GefalRassoziation hat eine zentrale Bedeutung. Zu diskutieren ist, ob die Gefal3e eine
Leitstruktur fur eine Migration (Goldbrunner et al., 2000), ein Zeichen fir eine ektope
Einwanderung oder einen Tropismus (Aboody et al., 2000) darstellen. Bekannt ist,
dass Stammzellen aus dem Knochenmark eine starke migratorische Aktivitat zu
Gliomen zeigen (Schichor et al., 2006). In einem Konfrontationsversuch von CD133
positiven Zellen und der Gliomzelllinie U373 wurde das Migrationsverhalten dieser
Stammzellen beobachtet. In einem ersten Ansatz konnte eine Attraktion der beiden
Spharoide detektiert werden. Das legt die These nahe, dass CD133 positiven Zellen
migratorisches Verhalten zeigen. Zu diskutieren ist demnach, ob CD133 als eine
Ausgangszelle fir die intratumorale Neoangiogenese angesehen werden kann.
Inwieweit jedoch CD133 letztendlich in Zusammenhang mit Angio- und
Vaskulogenese gesehen werden kann, konnte in diesem Ansatz nicht abschlieRend
ermittelt werden.

Als ein weiteres stammzelldefinierendes Kriterium (Klonalitat) konnte die Ausbildung
von Spharoiden im Endothelzellmedium gesehen werden. Eine Kontrolle auf

Genebene wurde jedoch nicht durchgefuhrt.

4.6  Herkunft von CD133 positiven Zellen in WHO-Grad 1l bis IV Gliomen

Um genauere Erkenntnisse Uber die Stammzelleigenschaften und den Ursprung von
Hirntumoren zu erfahren, wurde zusétzlich das RNA-bindende Protein Musashi-I
untersucht. Musashi-l wird in der Literatur als ein neuronaler Stammzellmarker, der
eine wichtige Rolle in der frihen kortikalen Entwicklung spielt, beschrieben
(Sakakibara et al., 1996; Sakakibara & Okano, 1997; Kaneko et al.,, 2000;
Sakakibara et al., 2001). Bisher veroffentlichte Ergebnisse zeigten, dass es eine
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hohe Expression von Musashi-I in hochgradigen Tumoren, im Gegensatz zu nicht-
neoplastischen Gewebe, gibt und diese mit dem Grad der Malignitat und der
proliferativen Aktivitat korreliert (Toda et al., 2001). Das tumorigene Potential von
Musashi-1 positiven Zellen ist bisher noch unklar.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig eine Expressionsanalyse von Musashi-I
in WHO-Grad Il bis IV Gliomen erhoben werden. Die Verteilung und das
Verteilungsmuster von Musashi-l &hnelten dem von CD133. Die in-situ Auswertung
ergab eine Uber 95%-ige Co-Expression der beiden Stammzellmarker sowohl in
nieder- als auch in hochmalignen Gliomen. Auffallend war auch hier die vor allem
perivaskulare Lokalisation der beiden Marker. Bekannt ist, dass CD133 ein Marker
fur hamatopoetische Stammzellen ist (Corbeil et al., 1998; Jaatinen et al., 2006).
Daher ware die Hypothese nahe liegend, dass die ins perivaskulare GefalRbett
einwandernden CD133 positiven Zellen eine Tumorformation mit sekundarer
Malignisierung induzieren wirden. Jedoch zeigte die Co-Expression von CD133 und
Musashi-l, dass diese Zellen eher einen lokalen, neuronalen Ursprung haben
mussten. Gestutzt wird die These zusatzlich, dass die CD133 / Musashi-1 positiven
Zellen CD34 negativ waren. CD34 ist ein hamatologischer Stamm- und
Endothelzellmarker (Baum et al., 1992; Udani et al.,, 2005). Daraus konnte
geschlossen werden, dass die CD133 positiven Zellen einen ortsgebundenen

Ursprung haben mussten. Was jedoch eine maligne Entartung triggert, ist unbekannt.

4.7  Ausblick

In Zusammenschau der erhobenen Daten ergibt sich eine Korrelation von CD133
positiven Zellen und dem Tumorgrad. Es kann davon ausgegangen werden, dass
CD133 positive Zellen lokalen und glialen Ursprungs sind. Zusatzlich zeigt CD133 im
Differenzierungsprotokoll sowohl in niedrig- als auch in héher- und hochmalignen
Gliomen Stammzelleigenschaften, wie Selbsterneuerung, Proliferation und
pluripotente Differenzierung (Reya et al.,, 2001; Vats et al., 2005). Das
Isolationsprotokoll ermdglicht eine detaillierte Charakterisierung der CD133 positiven
Zellen und bildet auch eine Grundlage fir weitere Folgeprojekte, wie z.B.

Untersuchungen mittels Microarray.
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Interessant ist aul3erdem, dass die CD133 positive Zellen sowohl chemo- (Liu et al.,
2006; Kang & Kang, 2007) als auch strahlenresistent (Bao et al., 2006a) sind.
Ursache koénnte nach Meinung der Autoren ein verbesserter Reparaturmechanismus
sein, der verhindert, dass die CD133 positiven Zellen in die Apoptose gehen. Somit
kébnnten trotz Therapie CD133 positive Zellen Uberleben und eventuell als
stammzellinduzierende Zellen zu einer Progression fuhren. Die Fragestellung, ob die
CD133 positiven Zellen in WHO-Grad Il und 11l Gliomen auch wirklich tumorigen sind,
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet werden. Daflir waren weitere
Untersuchungen, wie ein Tumorigenitats- und ein in-vivo Modell notwendig. Ziel
weiterer Studien sollte auch die Entwicklung von geeigneten Therapien gegen diese
Cancer Stem Cells, wie z.B. spezifische Antikérper basierte Therapieformen, sein.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

CD133 positive Zellen zeigen Stammzelleigenschaften und stehen im
Zusammenhang mit der Entstehung eines Glioblastoms, dem malignesten Phanotyp
der Gliome (WHO-Grad IV). Es wurde gezeigt, dass die selektiv aus humanen
Glioblastomen isolierten CD133 positiven Zellen entgegen der restlichen Zellmasse
in der Lage waren, auch nach serieller Implantation in immundefeziente Mause den
urspranglichen Tumor zu bilden. Bisherige Untersuchungen an CD133 in Gliomen
wurden vorrangig am Glioblastom durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Expression, Verteilung und Charakterisierung
von CD133 positiven Zellen sowohl in niedrig- als auch in héher- und hochmalignen
Gliomen untersucht. Mit Hilfe immunhistochemischer Verfahren und mittels Western-
Blot und PCR Analysen konnte eine klare quantitative Korrelation zwischen der
prozentualen Verteilung der CD133 positiven Zellen und dem Tumorgrad der Gliome
gezeigt werden. So lag der Anteil der positiven Tumorzellmasse fur CD133 bei WHO-
Grad Il bei 1-5%, WHO-Grad Il bei 5-10% und bei WHO-Grad IV Gliomen bei ca.
20%. Die CD133 positiven Zellen zeigten in-situ eine typische endotheliale
Anordnung in ,Zell-Clustern®, die sich haufig in enger Lagebeziehung zu Gefal3en
befanden. Auch in stereotaktischen Gewebeproben mit einem Volumen von circa
1mm? konnten vereinzelt ,Cluster* von CD133 positiven Zellen detektiert werden.
Dartber hinaus wurde eine hohe zellulare Co-Expression von CD133 positiven
Zellen mit dem neuronalen Stammzellmarker Musashi-I ermittelt. Da die CD133 /
Musashi-1 positiven Zellen zu keiner Zeit positiv fir den hadmotologischen Marker
CD34 waren, legt es die These nahe, dass die CD133 positiven Zellen eher einen
lokalen, neuronalen Ursprung haben mussten. Mittels Isolation und anschliel3ender
Kultivierung der CD133 positiven Zellen konnten die in-vitro Stammzelleigenschaften
wie Selbsterneuerung, Proliferation, pluripotente Differenzierung und Klonalitat in den
WHO-Grad Il bis IV Gliomen bestatigt werden. Die Differenzierungseigenschaften in
den Zellkulturen in Richtung endothelialer Zellmorphologie mit positiver Expression
von CD34 deuten zudem erstmalig auf eine funktionelle Relevanz der CD133
positiven Stammzellen bei der Neovaskularisierung von Gliomen hin. Die Analysen
unterstitzen den Zusammenhang zwischen CD133 positiven Stammzellen und der

Gliomgenese.
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In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass es eine quantitative
Korrelation zwischen dem Vorhandensein von CD133 positiven Zellen und dem
WHO-Grad der Gliome gibt. CD133 positive Zellen sind lokalen und neuronalen

Ursprungs und zeigen Stammzelleigenschaften in allen Tumorentitaten.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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Neuronale Stammzellen

Phosphate Buffered Saline
Polymerase-Kettenreaktion
Platelet-derived Growth Factor
Probeentnahme

Polyvinylidendifluorid

Ribonucleic Acid

Rounds per minute

Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
Stromal cell-derived factor 1

Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tabelle

Tris Buffered Saline
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Vascular Endothelial Growth Factor
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