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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Glykoprotein CD133, auch Prominin genannt, wurde erstmals 1997 als Transmembranprotein in
humanen hdmatopoetischen Stammzellen beschrieben (Miraglia, Godfrey et al. 1997). In den
folgenden Jahren konnte gezeigt werden, dass CD133 in verschiedenen Krebsentititen zur
Identifikation Tumor-initilerender Zellen, auch Krebsstammzellen genannt, geeignet ist (Singh, Clarke
et al. 2003; O'Brien, Pollett et al. 2007). Dariber hinaus wiesen mehrere Studien eine Assoziation
zwischen CD133-Expression in Tumoren und einem signifikant verschlechterten Gesamtiiberleben
sowie einer erhdhten Therapieresistenz nach (Bao, Wu et al. 2006; Horst, Kriegl et al. 2008; Canis,
Lechner et al. 2012).

Kirzlich konnte in Kopf-Hals-Tumoren demonstriert werden, dass eine erhohte CD133-Expression zu
epithelial-mesenchymaler Transition fiihrt und hierbei die Src-Kinase beteiligt ist (Chen, Wu et al.
2011), welche ein bekannter Interaktionspartner von CD133 ist (Boivin, Labbe et al. 2009). Dariber
hinaus ist jedoch weitgehend unklar, ob das Protein CD133 in Tumoren nur als Marker fir
Tumorstammzellen fungiert oder ob es zusatzlich eine funktionelle Relevanz besitzt, welche die
klinischen Beobachtungen erklaren kdnnte.

Die vorliegende Arbeit diente in erster Linie dazu, die Auswirkungen einer erhéhten CD133-
Expression auf CD133" Zellen unabhangig von der Rolle als Tumorstammzellmarker zu evaluieren.
Hierzu wurden HEK293-Zellen mit einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert. Dies fiihrte zu einer
starken CD133-Expression in einer kleinen Subpopulation der Zellen, welche durchflusszytometrisch
isoliert wurde (HEK293-CD133"&"). Ebenso wurde die Population mit der geringsten CD133-
Expression isoliert (HEK293—CD133'°W). Im Vergleich zu dieser Population lieB sich in HEK293-
CD133"¢"-Zellen dauerhaft eine hohe CD133-Detektion erzielen. Ektopisch tiberexprimiertes CD133 in
HEK293-Zellen wurde in vergleichbarer Weise wie endogenes CD133 in Caco-2-Zellen
posttranslational in Form einer N-Glykosylierung modifiziert und korrekt in die Zellmembran
integriert.

Die anschlieBende Charakterisierung der generierten Zelllinien ergab, dass ektopische CD133-
Expression in HEK293-Zellen auf zentrale Zelleigenschaften in vitro keinen signifikanten Einfluss hat.
Unter verschiedenen Wachstumsbedingungen konnte kein Effekt erhohter CD133-Expression auf die
Zellproliferation in vitro beobachtet werden. Des Weiteren ergab eine Analyse der
Zellzyklusverteilung keine Unterschiede in der Reaktion auf eine zeitlich begrenzte Reduktion der
Stimulation mit Wachstumsfaktoren. In HEK293-CD133"¢"- und HEK293-CD133"*-Zellen bewirkte
Serumentzug fir 22 Stunden gleichermalRen nur eine geringe Veranderung der Proliferation und
damit keine messbare Reduktion des Anteils mitotisch aktiver Zellen. Ebenso wenig gelang es,
Unterschiede in Migration oder Chemotaxis, die essentielle Eigenschaften bei Krebsprogression und
Metastasierung darstellen (Roussos, Condeelis et al. 2011), zu finden. Hieraus konnten folglich keine
Rickschliisse auf moégliche Funktionen von CD133 bei der Initiierung und dem Wachstum maligner
Tumoren gezogen werden, welche die zuvor erwahnten klinischen Auswirkungen von CD133-
Expression in Tumoren erkldaren kdnnten.

Die folgende Evaluation des Tumorinitiierungs- und Wachstumsverhaltens in vivo erfolgte durch
Xenotransplantation der Zelllinien in NOD/SCID-Ma&use. Dabei konnte ein signifikanter und starker
Unterschied in der Fahigkeit zur Tumorformation beobachtet werden, da HEK293-CD133"e"
bei Injektion verschiedener Zellzahlen zuverldassig Tumoren bildeten. Im Gegensatz dazu zeigten

-Zellen
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HEK293-CD133"*-Zellen ein deutlich geringeres Tumorinitiierungspotential, da nur bei Injektion sehr
hoher Zellzahlen (5-10°) in zwei von zehn Fallen nach 21 Tagen Tumoren explantiert werden konnten,
bei niedrigerer Zellzahl die Tumorbildung jedoch komplett ausblieb. Insgesamt zeigen diese
Beobachtungen, dass die Frequenz Tumor-initiierender Zellen innerhalb der HEK293-CD133"s"
Zellpopulation bei Betrachtung des Tumorinitiierungsverhaltens in NOD/SCID-Mausen um
mindestens das 1000fache erhéht ist im Vergleich zur HEK293-CD133"*-Population. Dies deutet auf
eine funktionelle Relevanz von CD133 im Bezug auf die Fahigkeit von HEK293-Zellen zur
Tumorformation hin, nachdem CD133-Expression den einzigen, von aullen induzierten Unterschied

zwischen HEK293-CD133"¢"- und HEK293-CD133"°"-Zellen darstellte.

Mittels Microarray-Analyse des Transkriptoms der HEK293-CD133"¢"°"_zellen wurde im Anschluss
ein moglicher molekularbiologischer Hintergrund der beobachteten Unterschiede in der
Tumorinitilerung untersucht. Die Prozesse der mRNA-Transkription, deren Regulation sowie
Zellproliferation und Differenzierung wurden als signifikant differentiell regulierte Prozesse

high/low_zalen in

identifiziert, welche das beobachtete Tumorinitiierungsverhalten der HEK293-CD133
vivo erkldaren konnten. Daraufhin wurde die mRNA-Expression einer Auswahl moglicher CD133-
Zielgene Uberprift, die an den genannten Prozessen beteiligt sind und selbst eine signifikante und
starke Regulation zeigten. Hierbei konnten die Ergebnisse der Microarray-Analyse weitgehend
bestatigt werden. Zusatzlich wurden die Expressionsmuster dieser Gene in transient mit CD133
transfizierten Hela-Zellen mittels konventioneller RT-PCR evaluiert. Hierbei konnten jedoch keine

eindeutigen Regulationsunterschiede festgestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass CD133 in primar nicht tumorigenen HEK293-Zellen in
vitro auf zentrale Zelleigenschaften, die in dieser Arbeit untersucht wurden, keinen signifikanten
Einfluss nimmt. Bei der Tumorinitiierung in vivo lieR sich hingegen beobachten, dass HEK293-
CD133"¢"-Zellen in immuninkompetenten Mé&usen signifikant h&ufiger Tumoren bildeten wie
HEK293-CD133"*-Zellen. Die molekularbiologischen Hintergriinde dieser Beobachtung sind jedoch
noch nicht abschliefend geklart.
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2  Einleitung
2.1 Krebs — Definition und epidemiologischer Uberblick

Der Uberbegriff Krebs umfasst eine groRe Anzahl maligner Neoplasien, welche sich als Tumor oder
nicht-solide Zellproliferation manifestieren koénnen. Neben Karzinomen, Leukdmien oder
Lymphomen existieren seltenere Krebsformen, wie etwa Sarkome oder Teratome. All diese Formen
unterscheiden sich in ihrem Ursprungsgewebe, ihrem Potenzial zur Proliferation, Gewebsinvasion
und ihrer Fahigkeit zur Metastasierung.

Mit knapp 470.000 Neuerkrankungen pro Jahr allein in Deutschland zdhlt Krebs zu den haufigsten
schwerwiegenden Erkrankungen. Obwohl seit 1999 zu beobachten ist, dass bei fast gleichbleibender
Erkrankungsrate die altersstandardisierte Sterberate abnimmt, sind dennoch jahrlich 215.000
Todesfalle durch Krebs in Deutschland zu beklagen (Robert-Koch-Institut 2012). Die positive
Entwicklung hinsichtlich der verbesserten Uberlebensraten - relative 5-Jahresiiberlebensraten lagen
in Deutschland fur Manner 2008 bei 59%, flir Frauen bei 64% (Robert-Koch-Institut 2012) - sind
Ergebnis groRer Bemiihungen auf den Gebieten der Pravention, Friiherkennung und Therapie. Um
jedoch ein besseres Verstandnis der Entstehung und des Wachstums von Neoplasien zu erhalten,
bedarf es gerade auf dem Gebiet der Grundlagenforschung noch weiterer Anstrengungen.

2.2  Entstehung und Wachstum maligner Neoplasien

Allgemein gesprochen liegt bei einer malignen oder auch benignen Neoplasie eine Stérung der
Wachstumsregulation vor, welche eine autonome Gewebsneubildung bedingt (Arnold and
Pschyrembel 2013).

Uber die Jahre hat sich in der Krebsforschung das Mehrschrittmodell der Tumorigenese etabliert.
Hierbei geht man davon aus, dass mehrere genetische Veranderungen in aufeinanderfolgenden
Schritten fir die Krebsentstehung notig sind (Foulds 1958). Fir diese Hypothese konnten in den
folgenden Jahrzehnten zunehmend Hinweise erarbeitet werden. Es wurde davon ausgegangen, dass
die Tumorentstehung auf einer klonalen Evolution einer mutierten Zelle basiert, welche durch
mehrere Mutationsschritte entstanden ist und aufgrund ihrer erworbenen Eigenschaften einen
natirlichen Selektionsvorteil gegeniiber nicht-mutierten Zellen besitzt (Cairns 1975; Nowell 1976).
Die Tatsache, dass histopathologisch verschiedene Stadien auf dem Weg zur Krebsentstehung
unterschieden werden koénnen, stiitzt die Theorie der schrittweisen Karzinogenese, ebenso wie die
Beobachtung, dass die Inzidenz von Krebserkrankungen im Alter zunimmt (Hanahan and Weinberg
2000).

Obwohl die Mehrschrittkarzinogenese bei vielen Krebsarten zutrifft, gibt es Ausnahmen. So ist bei
der chronisch myeloischen Leukdamie in den meisten Fallen zunadchst nur eine einzige reziproke
chromosomale Translokation zur Entartung nétig (Knudson 2001). Neben one-hit-Krebsarten gibt es
zudem Tumoren, deren Entstehung durch zwei genetischen Alterationen bedingt ist, wie
beispielsweise das Retinoblastom, bei welchem die Inaktivierung beider Allele des
Tumorsuppressorgens RB1 die Krebsentstehung zur Folge hat (Melamud, Palekar et al. 2006).

Da Mutationen nicht zielgerichtet erfolgen, ergeben sich verschiedene Effekte auf die Zelle. Es kann
sich ein Selektionsvorteil ausbilden (driver lesion), welcher zum Uberleben und zur Proliferation der
Zelle beitrdgt. Daneben gibt es stille Mutationen (passenger lesion), die keinen Einfluss auf die Zelle
haben. Im schlechtesten Fall fir die Zelle entstehen Mutationen, die essentielle zelluldre Funktionen
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so stark beeintrachtigen, dass die Zelle in Apoptose oder Seneszenz libergeht (Greaves and Maley
2012). Bei Krebszellen ldsst sich zudem eine erhdohte Mutationsrate feststellen, was darauf
zurlickzufihren ist, dass die Mechanismen, die bei nicht-entarteten Zellen die genomische Integritat
sichern, ausgehebelt werden (Hanahan and Weinberg 2011) oder durch Verdnderungen (mutator
lesion) die Anfalligkeit gegeniiber Mutationen erhoht wird (Cahill, Kinzler et al. 1999). Neben diesen
direkten Veranderungen des Erbguts spielen epigenetische Mechanismen, wie DNA-Methylierung,
Histonmodifikation oder miRNA-Expression eine wichtige Rolle, durch welche die Expressionsmuster
spezifischer Gene verdandert werden kdnnen (Berdasco and Esteller 2010). Viele dieser Mechanismen
fliihren in der Folge zu einem gain of function bei Proto-Onkogenen oder loss of function bei
Tumorsuppressorgenen, wie TP53, das in etwa 60% aller Krebsfdlle mutiert ist (Machado-Silva,
Perrier et al. 2010).

Damit es normalen Zellen moglich ist, diesen Prozess der Mutation und letztendlich Entartung zum
malignen Wachstum zu durchlaufen, missen nach Hanahan und Weinberg zwei
Grundvoraussetzungen gegeben sein. Erstens spielt die zuvor erwdhnte genomische Instabilitat auf
dem Weg der Mehrschritt-Tumorigenese eine entscheidende Rolle (Merlo, Pepper et al. 2006;
Hanahan and Weinberg 2011). Erreicht wird dies durch eine erhéhte Sensitivitdt gegeniber
Mutagenen oder einem Funktionsausfall der Mechanismen, die dem Erhalt der genomischen
Integritat dienen. Als zweite wichtige Eigenschaft gilt die Fahigkeit, eine die Tumorentstehung und
das Wachstum fordernde Immunreaktion zu erzielen. Immunzellen, insbesondere des angeborenen
Immunsystems kdnnen durch parakrine Interaktion mit den Tumorzellen supportiv in wichtigen
Bereichen der Tumorentstehung mitwirken (Hanahan and Weinberg 2011).

Die dargelegten Grundvoraussetzungen erlauben es Zellen, die essentiellen Eigenschaften zu
erlangen, die Krebszellen nach Hanahan und Weinberg auszeichnen (Hanahan and Weinberg 2000):

e Aufrechthaltung von Wachstumssignalen

e Unempfindlichkeit gegeniber Wachstumssuppressoren
e Umgehung von Apoptose

e Immortalisierung der Krebszelle

e Induktion von Angiogenese

e Invasion und Metastasierung

2.3  Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Ein weiterer Prozess, dem im Rahmen von Krebserkrankungen eine wesentliche Funktion zukommt,
ist die epithelial-mesenchymale Transition (EMT), die zunachst als ein Entwicklungsprozess in der
Embryogenese beschrieben wurde. EMT bezeichnet den einen Arm eines reversiblen Prozesses, bei
dem epitheliale Zellen, die zuvor fest im Zellverband integriert waren, einen mesenchymalen
Phanotyp entwickeln. Dabei werden Zell-Zell-Adhdsionen geldst, das Zytoskelett umorganisiert und
Epithelzellen verlieren ihre Polaritat (Savagner 2010). In der Folge erhéhen sich das Migrations- und
Invasionspotential dieser Zellen sowie die Resistenz gegenlber Apoptose (Berx, Raspe et al. 2007).
Diese Veranderung geht auf Proteinebene mit einer verminderten Expression epithelialer Marker wie
E-cadherin oder Zytokeratinen einher. Stattdessen werden fir mesenchymale Zellen
charakteristische Proteine (N-cadherin, Fibronektin oder Vimentin) verstarkt exprimiert (Tiwari,
Gheldof et al. 2012). EMT-Initiierung basiert auf einer komplexen Interaktion von Karzinomzellen mit
den umliegenden Stromazellen. Neben Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor
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(PDGF) oder dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) kommt insbesondere dem transforming
growth factor B (TGFB) eine wichtige Rolle bei der EMT zu. Uber gednderte Expression der
Transkriptionsfaktoren ZEB, SNAIL, TWIST (EMT master genes) wird das Genexpressionsprofil der
Zelle verandert, die E-cadherin-Expression vermindert und die EMT ermoglicht (Tiwari, Gheldof et al.
2012). Die Umsetzung des EMT-Programms ist jedoch noch von der Aktivitat zusatzlicher
Signalkaskaden abhangig (Kalluri and Weinberg 2009) und wird durch miRNAs, insbesondere der miR-
200-Familie, beeinflusst (Bullock, Sayan et al. 2012).

EMT ermoglicht es Krebszellen, einen invasiven Phanotyp zu erlangen, dem besonders bei der
Disseminierung und Metastasierung eine entscheidende Rolle zukommt. Daher erscheint es
schliissig, dass sich mittels Genexpressionsanalyse in kolorektalen Karzinomen vor allem an der
Invasionsfront ein Genexpressionsprofil finden lasst, welches vereinbar mit EMT ist (Hlubek, Brabletz
et al. 2007). Eine Eigenschaft von besonderer Bedeutung ist die Reversibilitdt der EMT. Nachdem
sekundare Tumorzellabsiedlungen aus Zellen, die mittels EMT aus dem Primartumor migriert waren,
histopathologisch oftmals wieder dem Primartumor ahneln (Kalluri and Weinberg 2009), ist es
plausibel, dass diese Zellen, die eine EMT vollzogen haben und aus dem Primartumor migriert sind,
auch den inversen Prozess der mesenchymal-epithelialen Transition (MET) durchlaufen. Welche
Faktoren hierbei entscheidend sind, ist noch unklar. Es wird vermutet, dass die MET durch eine
veranderte Tumorumgebung, wie zum Beispiel das Fehlen von EMT-Transkriptionsfaktoren, induziert
wird (Scheel and Weinberg 2012). Obwohl das Konzept der EMT in der Krebsentwicklung zunachst
umstritten war (Cardiff 2005), ist es mittlerweile als Erklarungsmodell fir Invasion und
Metastasierung weitgehend akzeptiert.

2.4  Zellen der Tumorumgebung (tumor microenvironment)

Seit man der Ansicht ist, dass die Tumorigenese nicht von den entarteten Krebszellen allein
bewerkstelligt wird, sondern Zellen der unmittelbaren Tumorumgebung einen wichtigen Anteil
beitragen, ist die Erforschung des tumor microenvironment (TME) immer starker in den Fokus
gerickt. Verschiedenste Zellen werden von den eigentlichen Tumorzellen rekrutiert und tragen zur
Tumorentstehung bei. Diese Zellpopulationen lassen sich in angiogenetische vaskulare Zellen (AVC),
infiltrierende Immunzellen (lIC) und Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAF) unterteilen, welche jeweils
wiederum aus unterschiedlichen Zelltypen bestehen (Hanahan and Coussens 2012). Zellen des TME
Ubernehmen wichtige Aufgaben im Bereich der Angiogenese, Proliferationsstimulation, Invasion oder
Metastasierung. Dies kann sowohl direkt, etwa durch die Ausschiittung proteolytischer Enzyme, als
auch indirekt geschehen, indem Stromazellen beispielsweise das geeignete Milieu zur Initiierung der
EMT ausbilden (Pietras and Ostman 2010; Ruffell, DeNardo et al. 2010; Hanahan and Coussens 2012).

2.5 Zufallsprinzip oder Hierarchie: Klonale Evolution und Tumorstammzelltheorie

Das dominierende Modell der Krebsentstehung und des Wachstums von Neoplasien ist das der
klonalen Evolution (Nowell 1976), nach welcher das Wachstum durch eine Reihe somatischer
Mutationen und der klonalen Expansion der jeweils bestangepassten Zellen bedingt ist. Die Basis ist
also eine fortwihrende Anderung der Zelleigenschaften durch zufillige Mutationen des Erbguts,
welche funktionelle und phanotypische Veranderungen zur Folge haben (Stratton 2011). Daneben
konnen epigenetische Einflisse sowie Besonderheiten der lokalen Tumorumgebung die
Eigenschaften beeinflussen (Shackleton, Quintana et al. 2009). Metastasierung ist ebenso als
Ergebnis eines Selektionsprozessen zu sehen, welcher jedoch nicht unbedingt in der Hauptpopulation
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des Primartumors vonstattengehen muss. Vielmehr kann auch eine nicht-dominante Subpopulation
Quelle metastasierender Zellen sein (Stratton 2011).

Abgesehen von Tumorzellen, welche durch Mutationen in ihrer Proliferation gehindert werden und
dadurch in die Seneszenz oder Apoptose libergehen, besitzen alle Zellen eines Tumors nach dieser
Theorie prinzipiell das gleiche tumorigene Potential. Es ist also keine klare Hierarchie im Aufbau des
Tumors vorhanden. Daher ist es fir erfolgreiche Tumortherapien wichtig, alle Zellen gleichermalien
anzugreifen, um das gesamte tumorigene Potential zu eradizieren. Eine mogliche
Resistenzentwicklung unter Therapie lasst sich wiederum damit erklaren, dass hierbei ein
Selektionsdruck auf die Tumorzellen ausgelibt wird, dem resistente Zellen durch geeignete
Mutationen entgehen (Greaves and Maley 2012). Dieses Modell l&dsst sich fiir die Grundlage des
Wachstums der meisten Krebserkrankungen heranziehen.
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Abb. 2-1: Darstellung der hierarchischen Gliederung nach dem Tumorstammzellmodell mit Unterscheidung von CSCs und
Zellen mit vermindertem Selbsterneuerungspotential. Es wird zunehmend davon ausgegangen, dass zwischen den
verschiedenen Zellpopulationen eine verstarkte Plastizitdt mit potentieller Wandelbarkeit von nicht-CSCs in CSCs besteht
(nach Gupta et al. 2009).
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Postmitotische, differenzierte Zellen

In den letzten zwei Dekaden hat sich mit der Tumorstammzelltheorie ein weiteres Konzept zum
zellularen Aufbau von Krebsarten etabliert (Abb. 2-1). Hierbei wird davon ausgegangen, dass
entartete Zellen hierarchisch organisiert sind. Einerseits umfasst der Tumor Krebsstammzellen
(cancer stem cells; CSCs) oder Tumor-initiierende Zellen (tumor initiating cells; TICs), welche eine teils
kleine Subpopulation des Krebses darstellen und sich durch das Potential zur Selbsterneuerung und
zur aberranten Differenzierung auszeichnen. Andererseits beinhalten nach dieser Theorie Tumoren
starker differenzierte Tochterzellen, die aus den Krebsstammzellen hervorgehen. Trotz einiger
Gemeinsamkeiten in  Bezug auf Genexpressionsprofil, epigenetische Regulation oder
Signalwegaktivierung sind CSCs von normalen Stammzellen abzugrenzen und entwickeln sich auch
nicht zwangsldufig aus diesen (Marotta and Polyak 2009). Krebsstammzellpopulationen lassen sich
insbesondere anhand geeigneter Oberflaichenmarker aus der Tumormasse anreichern und besitzen
in Xenotransplantationsmodellen erhéhtes Tumorinduktionspotential. Die so gewonnenen Tumoren
spiegeln die hierarchische Struktur des Primartumors wider (Dalerba, Cho et al. 2007). Differenzierte
Tochterzellen, die einen Grof3teil der Tumormasse ausmachen, besitzen dieses CSC-Potential nicht
oder nur in geringerem Male (Gupta, Chaffer et al. 2009; Shackleton, Quintana et al. 2009). Der
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Differenzierungsprozess geht zwar nicht zwangslaufig mit Veranderungen der Zellmorphologie
einher, fuhrt jedoch zu einem groftenteils irreversiblen Verlust der Tumorigenitdat und zu
funktioneller und phanotypischer Heterogenitat innerhalb des Tumors. Es wird angenommen, dass
dies auf epigenetischen Veranderungen basiert (Magee, Piskounova et al. 2012).

Der Anteil tumorigener Zellen in einzelnen Tumoren ist sehr variabel und liegt in der initialen Studie
zu CSCs in Mammakarzinomen bei 11-35% (Dalerba, Cho et al. 2007). Mégliche Einfllisse hierauf sind
interindividuell unterschiedliche TMEs, das Stadium der malignen Progression oder die
akkumulierten Mutationen (Gupta, Chaffer et al. 2009). Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die
Ursprungszelle des malignen Wachstums einen Einfluss auf die Heterogenitdt von Tumoren und die
Haufigkeit und die Eigenschaften der Krebsstammzellen hat. In experimentell induzierten Krebsarten
konnten Stammzellen mit einem erhéhten Potential zur Selbsterneuerung als Ursprungszellen
ausgemacht werden, in anderen Tumoren waren es Progenitorzellen oder differenzierte Zellen, die
beispielsweise durch Mutationen im Sonic-hedgehog-Signalweg (Yang, Ellis et al. 2008) einen
ektopisch aktivierten Selbsterneuerungsmechanismus zeigten (Magee, Piskounova et al. 2012).

Beispiele von Krebsarten, die dem Tumorstammzellmodell folgen, sind seit langem bekannt. Das
Teratokarzinom, ein Keimzelltumor, bildet von malignen Stammzellen ausgehend, verschiedenste,
differenzierte Gewebe aus. Die Pluripotenz der zugrundeliegenden Krebsstammzellen konnte schon
vor Jahrzehnten gezeigt werden (Kleinsmith and Pierce 1964). Ein Zusammenhang mit anderen
Krebsarten, insbesondere Leukdmien, wurde erst spater entdeckt. Aus Leukdmiezellen von Patienten
mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) gelang es, eine Subpopulation anhand bestimmter
Oberflachenmarker zu identifizieren, welche im Vergleich zu den restlichen Leukdmiezellen in der
Lage war, in NOD/SCID-Mausen eine humane AML hervorzurufen, die eine dhnliche Differenzierung
und hierarchische Struktur wie die urspriingliche Krankheit zeigte (Bonnet and Dick 1997). In den
folgenden Jahren konnten auch in soliden Neoplasien Tumor-initiierende Subpopulationen bestimmt
werden. Hierzu zahlen Mammakarzinome (Al-Hajj, Wicha et al. 2003), Kolonkarzinome (Ricci-Vitiani,
Fabrizi et al. 2009), Glioblastome und Medulloblastome (Singh, Hawkins et al. 2004),
Pankreaskarzinome (Li, Heidt et al. 2007) oder Kopf-/Halstumoren (Krishnamurthy and Nor 2012).

Im Hinblick auf die Auspragung der CSC-Populationen in manchen Krebsarten gibt es groRe
interindividuelle Unterschiede (Magee, Piskounova et al. 2012). Beispielsweise lieRen sich in einer
Studie zwar in 13 von 14 AML-Fallen CSCs isolieren, aber neben der bekannten CD34*/CD38-CSC-
Population konnten CSCs in der Mehrzahl der Fille mindestens in einer der CD34°/CD38'-,
CD347/CD38"-, CD34/CD38-Populationen identifiziert werden (Eppert, Takenaka et al. 2011). Dalerba
et al. schlugen vor, dass fiir die Annahme des Krebsstammzellmodells in den einzelnen
Tumorentitdten bestimmte Kernvoraussetzungen gegeben sein missen. Hierzu gehort in erster Linie,
dass die Isolation mittels definierter Marker und Tumorinduktion im Modell reproduzierbar sind.
Ferner muss der Tumor im Modell das ganze Spektrum der phanotypischen Heterogenitdt des
Primartumors rekapitulieren (Dalerba, Cho et al. 2007). Haufig untersuchte Tumorstammzellmarker
sind beispielsweise CD44, CD133, CD24, CD166, EpCAM und ALDH1 (Gires 2011).

Im Rahmen der Metastasierung scheinen CSCs ebenfalls von Bedeutung zu sein. In Pankreas- oder
Kolonkarzinomen konnte ein erhéhtes Metastasierungspotential der tumorigenen Subpopulation
nachgewiesen werden (Magee, Piskounova et al. 2012). In Mammakarzinomen zeigten durch CSC-
Marker isolierte Zellen eine erhdhte Expression von Proteinen und Transkriptionsfaktoren, welche
charakteristisch flir EMT sind (Mani, Guo et al. 2008) und somit zu einer verstarkten Invasion und
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Metastasierung beitragen konnten. Welcher Zusammenhang genau zwischen CSCs und EMT besteht,
ist bisher noch nicht abschliefend geklart. Man geht aber zunehmend davon aus, dass die
Auspragung von CSCs, dhnlich wie bei der EMT, umgebungsabhangig ist und sogar eine Reversibilitat
der Differenzierung von CSCs besteht, was in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen CSCs und
differenzierten Zellen resultiert (Abb. 2-1) (Gupta, Chaffer et al. 2009). Ein Hinweis auf die
Verknlpfung von CSC-Status und EMT ist beispielsweise, dass EMT-Induktion in immortalisierten
Mammaepithelzellen in Kultur zur Ausbildung eines CD44'/CD24-Phinotyps fiihrt (Chaffer,
Brueckmann et al. 2011), der charakteristisch flir Mamma-CSCs ist (Al-Hajj, Wicha et al. 2003). In
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-/Halsbereichs wurde zudem nachgewiesen, dass zwei
verschiedene CSC-Populationen koexistieren, welche einen Zusammenhang zwischen CSCs, EMT und
Metastasierungspotential verdeutlichen: CSCs mit epithelialen Eigenschaften und hoher
Proliferationsrate (non-EMT-CSCs; CD44™&"/EpCAM™") und EMT-CSCs (CD44"¢"/EpCAM™Y) mit
mesenchymalen Eigenschaften, welche zur Migration befdhigt sind und somit ein erhohtes
Metastasierungspotential besitzen. Beide Populationen zeigten die Fahigkeit, den jeweils anderen
Phanotyp zu erlangen, wobei von den EMT-CSCs nur ALDH1" Zellen zum Ubergang in non-EMT-CSCs
befdhigt waren (Biddle, Liang et al. 2011).

Fir eine erfolgreiche Therapie von Tumoren, die dem Tumorstammzellmodell folgen, missen —
verglichen mit dem Modell der klonalen Evolution — andere Grundsatze gelten. Zwar gehort Resistenz
gegenliber Chemotherapeutika oder Bestrahlung nicht zu den definierenden Eigenschaften von CSCs
(Magee, Piskounova et al. 2012), dennoch zeigen CSCs oftmals eine erhdhte Expression
beispielsweise von Effluxpumpen der ATP-binding cassette transporter-Familie, welche eine
gesteigerte Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika vermitteln kdnnen (Moitra, Lou et al. 2011;
Alison, Lin et al. 2012). Zudem wurde in vielen Studien eine Assoziation von CSC-Markerexpression
mit schlechter Prognose, erhéhter Rezidivrate oder Therapieresistenz beschrieben. Daher muss eine
Therapie darauf abzielen, die fiir die Tumorprogression wichtigen CSCs anzugreifen und weniger die
Tochterzellen, die fiir den Krankheitsprogress eine untergeordnete Rolle spielen.

Insgesamt stellt das Tumorstammzellmodell eine Ergdnzung des Konzepts der klonalen Evolution dar.
Beide Theorien erkldaren die beobachtete Heterogenitit von Tumoren, letztere Theorie vor allem
durch die epigenetischen Veranderungen, die in einer hierarchischen Struktur resultieren. Erstere
Theorie hingegen erklart insbesondere (iber genetische Anderungen die geno- und phanotypische
Heterogenitdt. Im Rahmen des Tumorstammzellmodells beschranken sich diese genetischen
Anderungen auf die CSC-Subpopulation, welche die Mutationen letztlich an die differenzierten
Tochterzellen weitergeben.
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2.6 Der Tumorstammzellmarker CD133

Als einer der am haufigsten verwendeten Marker zur Identifikation von Tumor-initiierenden Zellen ist
das Protein CD133 im letzten Jahrzehnt zunehmend in den Fokus der Forschung geriickt (Mizrak,
Brittan et al. 2008). Dennoch fehlen genaue Erkenntnisse Gber Regulation und Funktion des Molekiils
bisher weitgehend.

2.6.1 Struktur und Eigenschaften von CD133

Entdeckt wurde das Glykoprotein CD133 1997 im Rahmen zweier unabhangiger Untersuchungen.
Zum einen wurde es als humanes Transmembranprotein von CD34" himatopoetischen Stammzellen
beschrieben (Miraglia, Godfrey et al. 1997; Yin, Miraglia et al. 1997), zum anderen konnte es im
murinen Neuroepithel nachgewiesen werden (Weigmann, Corbeil et al. 1997).
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Abb. 2-2: Abgebildet ist die Membrantopologie von CD133 nach Abspaltung des Signalpeptids mit finf
Transmembrandomanen und jeweils drei intra- und extrazellularen Domanen. Innerhalb jeder der beiden
Extrazellularschleifen befinden sich vier mogliche Sequenzen fir N-Glykosylierung (nach Kemper et al. 2010 und Jaszai et al.
2007).

CD133 ist der erste Vertreter der Prominin-Proteinfamilie und besitzt finf Transmembrandomaénen,
wodurch zwei grofRe extrazelluldre Schleifen mit einer Lange von jeweils (iber 200 Aminosduren
gebildet werden. Der N-Terminus liegt extrazellular, das C-terminale Ende intrazellular (Miraglia,
Godfrey et al. 1997). Die extrazelluldaren Schleifen bieten jeweils vier potentielle Ansatzpunkte fir N-
glykosidische Bindungen (Abb. 2-2). Im glykosylierten Zustand betrdgt das Molekulargewicht des
humanen CD133 etwa 115-120kD, welches sich nach Behandlung mit PNGase F, einem Enzym,
welches Glykosylreste entfernt, auf 92-95kD reduziert (Kemper, Sprick et al. 2010). Dies entspricht
dem berechneten Molekulargewicht nach Abspaltung des N-terminalen Signalpeptids, das die
Aminosauren 1-19 umfasst (Boivin, Labbe et al. 2009).

Das beim Menschen auf Chromosom 4 liegende Gen PROM1 (Gene ID 8842), welches das Protein
CD133 kodiert, besitzt eine komplexe Struktur mit finf verschiedenen Promotoren in der
5‘-untranslatierten Region (Abb. 2-3) und 28 Exons, von denen sieben fakultativ in mRNA
transkribiert werden (Fargeas, Huttner et al. 2007). Speziesiibergreifend wurden bisher zwolf
verschiedene Isoformen beschrieben und sieben hiervon in humanen Zellen nachgewiesen (Tab. 2-1).
Diese unterscheiden sich insbesondere im N-terminalen Bereich (Exon 3, 5) und im intrazelluldren
C-Terminus (Exon 26a/b, 27, 28) (Kemper, Sprick et al. 2010). Zudem kénnen sich humane
Splicevarianten im Vorhandensein von Exon 25 unterscheiden (Fargeas, Huttner et al. 2007).
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Mittels immunhistochemischer Farbungen des Epitops AC133, welches sich innerhalb der zweiten
extrazellularen Schleife des Proteins CD133 befindet (Miraglia, Godfrey et al. 1997; Yin, Miraglia et al.
1997), lieB sich ein charakteristisches Farbemuster demonstrieren, das sich auf
Membranprotrusionen beschrankt. Daher wird CD133 auch als Prominin-1 bezeichnet (lat.:
prominere = hervorstehen). Ein weiterer Vertreter der Prominin-Familie, Prominin-2, stellt sich durch
ein ahnliches Farbemuster dar, wenn auch weniger polar, da im Vergleich zur apikalen AC133-
Farbung auch ein Nachweis im basolateralen Bereich von Zellen moglich ist (Mizrak, Brittan et al.
2008). Auch in der Exon-Intron-Sequenz sowie der Proteinstruktur sind Ahnlichkeiten zwischen
Prominin-1 und -2 zu erkennen (Fargeas, Florek et al. 2003).

Insgesamt zeigt CD133 eine speziesiubergreifend (Primaten/Maus/Ratte) &hnliche zellulare
Lokalisationen und vergleichbare Exon/Intron-Begrenzungen (Fargeas, Huttner et al. 2007). Obwohl
die Sequenziibereinstimmung zwischen humanem und murinem CD133 nur bei etwa 60% liegt
(Mizrak, Brittan et al. 2008), wurde nach der Erstbeschreibung beider Proteine davon ausgegangen,
dass es sich bei der murinen und humanen Variante um homologe Proteine handelt (Corbeil, Roper
et al. 1998). Dies bestétigte sich durch die Sequenzierung des humanen Genoms, bei der kein
weiteres Gen mit groRerer Ahnlichkeit zum murinen CD133 gefunden wurde (Fargeas, Corbeil et al.
2003).

2.6.2 Transkriptionsregulation des CD133-Gens und Promotoraktivitat

Die Transkription des CD133-Gens im Menschen ist komplex reguliert und bisher nur teilweise
verstanden. Zunachst gibt es flinf verschiedene Promotoren P1-P5, an denen die Transkription
beginnen kann, was jeweils in einem unterschiedlichen Exon 1 resultiert (Abb. 2-3) Die Aktivitat
dieser Promotoren ist gewebsabhangig. So sind in Leber, Niere, Pankreas, Plazenta, Lunge, Milz und
Kolon P1 und P2 aktiv, wohingegen Gehirn, Ovarien, fetale Leber und CD34" hidmatopoetische
Stammzellen nur P1-Aktivitat zeigen. P2-Aktivitdt konnte in Dinndarm und Prostatagewebe
nachgewiesen werden (Shmelkov, Jun et al. 2004) und P4 ist exklusiv in Hodengewebe aktiv, in
welchem zudem P5-Aktivitdt vorhanden ist (Tabu, Sasai et al. 2008). P3 liel8 sich in Kolon (Kemper,
Sprick et al. 2010), Gehirn und Niere nachweisen (Tabu, Sasai et al. 2008).
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Abb. 2-3: Aufbau der 5‘-untranslatierten Region des CD133-Gens mit den alternativen Promotoren P1-P5, welche jeweils

korrespondierende Exons A-E4 besitzen. Bei Promotoraktivitdt von P4 oder P5 wurden verschiedene Exonkombinationen
aus den jeweiligen Exongruppen (E1-E4; D1-D3) nachgewiesen. Die Translationsinitiation beginnt in Exon 2 (Ex2). P1-P3 sind
bei CpG-Inseln lokalisiert und unterliegen Transkriptionsregulation mittels CpG-Methylierung. ORF stellt den offenen
Leserahmen dar (nach Shmelkov et al. 2004).

Es ist bekannt, dass die Promotoren P1-3 (iber Methylierung benachbarter CpG-Inseln beeinflusst
werden (Abb. 2-3) (Shmelkov, Jun et al. 2004). Hypermethylierung von CpG-Inseln kann eine
verminderte, Hypomethylation eine erhohte Transkription bewirken. Folglich fiihrte eine
Hypermethylierung der Promotoren P1 und P2 in vitro zu einer verminderten Promotoraktivitat, wie
Shmelkov et al. berichteten (Shmelkov, Jun et al. 2004). Welchen weiteren Regulationsmechanismen
die Promotoraktivierung des CD133-Gens unterliegt, ist jedoch noch unklar. Die Analyse der
Promotoraktivitdt in Kolongewebe durch Kemper et al. zeigte, dass zumindest in gesundem und
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malignem Kolongewebe sowie in Kolon-CSCs und differenzierten Kolonkarzinomzellen P1-P3
gleichermallen aktiv waren und daher kein Hinweis auf eine differentielle Regulation der
Promotoraktivierung in dieser Untersuchung gefunden werden konnte (Kemper, Sprick et al. 2010).

Erwartungsgemal konnte eine inverse Korrelation zwischen Methylierung und CD133-Expression bei
Ovarialkarzinomen (Baba, Convery et al. 2009), Kolonkarzinomen (Yi, Tsai et al. 2008; Jeon, Kim et al.
2010), Endometriumkarzinomen (Friel, Zhang et al. 2010) und hepatozelluldren Karzinomen
beobachtet werden. In letzterem Beispiel wurde zudem ein wichtiger Einfluss von TGFB1 auf den
Methylierungsstatus des CD133-Gens demonstriert (You, Ding et al. 2010). In Prostatakarzinomen
wurde zwar in Zelllinien eine reduzierte CD133-Expression bei Promotorhypermethylierung gesehen,
jedoch kein unterschiedlicher Methylierungsstatus zwischen Tumor-initiierenden Zellen (CD133") und
differenzierten Zellen (CD133°) aus Primargewebe (Pellacani, Packer et al. 2011).

Bedeutung kénnte der Promotormethylierung von CD133 in der Progression von Krebs zukommen,
nachdem Magenkarzinome im Friithstadium eine vermehrte Demethylierung des CD133-Gens zeigen
(Hibi, Sakata et al. 2010). Bei kolorektalen Karzinomen ist dies im fortgeschrittenen Stadium der Fall.
Hier ist auch ein Trend zu vermehrter Lymphknotenmetastasierung zu sehen, wenn das Gen
demethyliert ist (Hibi, Sakata et al. 2009). Verstarkte Methylierung von Promotoren kann dazu
fliihren, dass Transkriptionsfaktoren nicht mehr binden kénnen und somit die Transkription reduziert
wird. In Glioblastomzellen wurden kiirzlich specificity protein 1 (Spl) und Myc als
Transkriptionsfaktoren identifiziert, die im Bereich des Promotors P1 binden kénnen und aktiv in die
Regulation der CD133-Genexpression involviert sind (Gopisetty, Xu et al. 2012).

Ferner kann neben der DNA-Methylierung die Histonmodifikation zur Transkriptionsregulation des
CD133-Gens beitragen. CD133" Ovarialkarzinomzellen zeigen nach Behandlung mit Histon-
Deacetylase-Inhibitoren eine erhdhte CD133-Proteinexpression auf der Zelloberfliche (Baba,
Convery et al. 2009). Auch in Gliomzelllinien (Tabu, Sasai et al. 2008) oder Prostatakarzinomzellen
(Pellacani, Packer et al. 2011) erhoht sich die CD133-mRNA-Expression nach Inkubation mit Histon-
Deacetylase-Inhibitoren. Nachdem Histonmodifikationen bei der Differenzierung CD133"
hdamatopoetischer Stammzellen eine wichtige Rolle spielen (Cui, Zang et al. 2009), kommt dieser Art
der Transkriptionsregulation in CD133" Krebszellen somit méglicherweise ebenfalls eine Funktion zu.

2.6.3 Splicevarianten und Proteinisoformen von CD133

Durch alternatives Splicen entstehen verschiedene mRNA-Splicevarianten von CD133 (Fargeas,
Huttner et al. 2007), die zur Generierung von sieben verschiedenen humanen Proteinisoformen
fihren (Tab. 2-1). Diese Isoformen zeigen eine Sequenziibereinstimmung von 95%
(http://www.uniprot.org/align/20121001214QKUPKMD) und umfassen zwischen 825 und 865
Aminosauren. Unterschiede in der Aminosaduresequenz finden sich hauptsachlich im intrazelluldren
C-terminalen Abschnitt. Einige Proteinisoformen weisen hier PDZ-Doméanen (Postsynaptic density
protein of Mr 95kDa, Drosophila Discs-Large protein, Zonula occludens protein 1; PDZ) auf (Fargeas,
Huttner et al. 2007), welche an der Bindung von Signalproteinen und Zytoskelettbestandteilen
beteiligt sind (Ranganathan and Ross 1997). Zudem wird ihnen eine Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen
sowie in der Aufrechterhaltung von Zellpolaritdt zugeschrieben (Tonikian, Zhang et al. 2008). Ein
weiterer Unterschied zwischen den Isoformen liegt in der Anzahl der C-terminalen Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen (Boivin, Labbe et al. 2009).
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Tab. 2-1: Aufgelistet sind samtliche bisher nachgewiesene humane Splicevarianten von CD133 und deren
korrespondierende Proteinisoformen (Fargeas et al. 2007; Protein Knowledgebase UniProtKB).

Splicevariante GenBank Vorhandene Isoform Anzahl der Berechnetes
(mRNA) Accession fakultative Exons (Protein) Aminosduren Molekulargewicht
Number

Prominin-1.s1 AF027208 9, 26b, 27,28 2 (AC133-2) 856 96,3 kD
Prominin-1.s2 AF507034 3,9, 26b, 27,28 1 (AC133-1) 865 97,2 kD
Prominin-1.s7 AY449690 9,28 5 825 92,7 kD
Prominin-1.s9 AY449689 9, 25, 26b 3 830 93,3 kD
Prominin-1.s10 AY449691 9, 26b, 28 4 833 93,7 kD
Prominin-1.s11 AY449692 3,9, 28 6 834 93,7 kD
7

Prominin-1.s12  AY449693 3,9, 26b, 28 842 94,6 kD

Die Expression der Splicevarianten ist gewebsspezifisch verschieden und andert sich beispielsweise
im Gehirn von Mausen im Verlauf der Entwicklung (Fargeas, Joester et al. 2004; Corbeil, Joester et al.
2009). Die am weitesten verbreitete Variante in humanem Gewebe ist Prominin-1.s1, welche in
verschiedenen fetalen (Leber, Skelettmuskulatur, Niere, Herz) und adulten (Pankreas, Leber, Niere,
Lunge Plazenta) Geweben, sowie in Krebszellen nachgewiesen wurde (Yu, Flint et al. 2002; Elsaba,
Martinez-Pomares et al. 2010). Prominin-1.s2 ist dagegen in fetalem Gehirn am starksten ausgepragt
und in adulter Skelett- und Herzmuskulatur (Yu, Flint et al. 2002). Auch hamatopoetische
Stammzellen weisen eine sl-Expression auf, ebenso Kolon-CSCs (Kemper, Sprick et al. 2010). In
letzteren konnten neben der dominanten s1-Expression auch alle anderen Splicevarianten detektiert
werden. Interessanterweise war jedoch keine Verdnderung des Expressionsmusters wahrend der
Differenzierung der CSCs zu erkennen, was Hinweise auf die Rolle der verschiedenen Splicevarianten
und Proteinisoformen hatte geben kdénnen.

2.6.4 Subzelluldre Lokalisation und CD133 in Membranpartikeln

CD133 ist in den Membranprotrusionen, in denen es fast ausschlieBlich lokalisiert ist, in
Mikrodomanen (lipid rafts) organisiert. Diese weisen einen erhdhten Anteil an Sterolen und
Sphingolipiden im Vergleich zur umgebenden Plasmamembran auf und es wird ihnen eine Funktion
bei der Signaltransduktion zugeschrieben (Corbeil, Marzesco et al. 2010). In den Mikrodoméanen
bindet CD133 spezifisch an Cholesterol, das eine wichtige Rolle in der subzelluldren Lokalisation von
CD133 spielt, nachdem gezeigt wurde, dass Cholesterolentzug zu reversiblen, weniger polaren
Umverteilungen von CD133 in der Membran fihrt (Roper, Corbeil et al. 2000). Durch Deletion des
intrazelluldaren C-Terminus, der als wahrscheinlichster Bereich fiir Proteinbindungen gilt, kommt es
hingegen nicht zu einer Umverteilung von CD133 in der Membran (Corbeil, Roper et al. 2001).

Insgesamt zeigt CD133 in epithelialen sowie nicht-epithelialen Zellen eine Lokalisation in
Membranprotrusionen, welche in humanen Zellen unabhéngig von der Splicevariante ist (Bauer,
Fonseca et al. 2008). Es wurde jedoch berichtet, dass die Isoformen s4 und s5 in der Maus die
Zelloberflache nicht erreichen, sondern intrazellular verbleiben. Ein schwaches Farbemuster in der
Immunfluoreszenz nach Permeabilisierung der Zellen und eine fehlende proteinbiochemische
Detektion von s4 und s5 wurden von Fargeas et al. als Hinweis fiir den Verbleib und die Degradation
im endoplasmatischen Retikulum gewertet (Fargeas, Joester et al. 2004).

Zusatzlich zur Lokalisation innerhalb der Zelle wurde CD133 auch in Membranpartikeln in
Korperflissigkeiten (Speichel, Seminalflissigkeit, Urin) nachgewiesen (Marzesco, Janich et al. 2005).
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass diese Partikel (Prominosomen), zuséatzlich bei der
Differenzierung von CD133" Caco-2-Zellen (Kolonkarzinomzelllinie) (Marzesco, Janich et al. 2005) und
von murinen neuronalen Progenitorzellen wahrend der Zellteilung freigesetzt werden kdnnen
(Dubreuil, Marzesco et al. 2007), wird spekuliert, ob ihnen im Rahmen der Regulation von
Differenzierung und dem Erhalt von Stammzelleigenschaften eine Rolle zukommt.

2.6.5 Posttranslationale Modifikation von CD133

Eine erste posttranslationale Modifikation erfahrt das CD133-Protein durch die Abspaltung des 19
Aminosdauren langen N-terminalen Signalpeptids. Darliber hinaus ist bekannt, dass CD133 in
glykosylierter Form auftritt. Welche Rolle der Glykosylierung genau zukommt und welchen
Regulationsmechanismen sie unterliegt, ist bisher unklar.

Diese Art der Proteinmodifikation hat erheblichen Anteil an der membranstandigen Lokalisation von
CD133, da eine Mutation aller Glykosylierungsstellen zu einem intrazellularen Verbleib von CD133
flhrt. Bei Deletion jeweils nur einer Glykosylierungsstelle ist dieser Effekt nicht zu beobachten (Mak,
Blakely et al. 2011). Zudem erniedrigt sich nach Deglykosylierung in vitro der CD133-Proteingehalt
von Zellen, was ein Hinweis dafiir ist, dass die Glykosylierung essentiell fiir die Proteinstabilitat ist
(Mak, Blakely et al. 2011). Ferner wurde beispielsweise in Kolonkarzinomen ein verminderter
Glykosylierungsstatus nach Differenzierung von CSCs beobachtet, was in der Anderung der
Tertidrstruktur des Proteins und letztlich der Veranderung des AC133-Epitops resultieren kdnnte,
welches zur Detektion verschiedener Stammzellen herangezogen wird (Kemper, Sprick et al. 2010).
Mit der terminalen a2,3-Sialylierung der CD133-N-Glykane, welche in neuralen Stammzellen und
Gliom-initiierenden Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde ein weiterer
Modifikationsmechanismus des Proteins entdeckt, der funktionelle Relevanz besitzt. Desialylierung
dieser Zellen mittels Neuraminidase resultierte in einer reduzierten Stabilitdt von CD133 und einem
gesteigerten lysosomalen Abbau des Proteins (Zhou, Cui et al. 2010).

Am intrazelluldren C-Terminus befinden sich zudem zwei Phosphorylierungsstellen (Tyrosin-828;
Tyrosin-852). Eine wichtige Rolle bei der Ubertragung der Phosphatgruppen spielen hierbei in
Medulloblastomzelllinien die Src- und Fyn-Tyrosinkinasen, welche in vitro im Gegensatz zu anderen
Kinasen (Erk, MAPK, PI3K) CD133 phosphorylieren (Boivin, Labbe et al. 2009). Insbesondere die
Phosphorylierung von Tyrosin-828 ist bedeutsam, da sich hierdurch eine Bindungsstelle fiir SH2-
Domaénen ergibt und es somit als Ansatzpunkt fiir mogliche intrazelluldre Interaktionspartner dient.
Tyrosin-852, das ebenfalls phosphoryliert wird, obwohl die umliegende Aminosauresequenz kein
bisher bekanntes Erkennungsmotiv fir Tyrosinkinasen bietet, konnte nicht mit bekannten
Sequenzmotiven fiir die Bindung von SH2-Domanen in Verbindung gebracht werden (Boivin, Labbe et
al. 2009). Es ist aber moglicherweise dennoch von Interesse, da es in Splicevarianten mit verkiirztem
C-Terminus nicht vorkommt und somit zur funktionellen Diversitat der Isoformen beitragen kdnnte.

2.6.6 Expression von CD133 in gesundem Gewebe

Nach Entdeckung des Proteins CD133 zeigte sich, dass es nicht exklusiv auf hdamatopoetischen
Stamm- oder Progenitorzellen zu finden ist, sondern starker verbreitet ist. Im Verlauf der humanen
embryonalen Entwicklung kann AC133 in verschiedenen epithelialen Strukturen detektiert werden.
Beispielsweise in Zellen von Neuralrohr, Darm und Niere zeigt sich eine deutliche, apikale AC133-
Expression (Corbeil, Roper et al. 2000).
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Zwar andert sich das Expressionsmuster von CD133 in adultem Gewebe der Maus im Vergleich zu
embryonalem Gewebe, aber dennoch lasst sich CD133 in epithelialen und nicht-epithelialen
Strukturen nachweisen, etwa in der Niere (Weigmann, Corbeil et al. 1997), im maénnlichen
Reproduktionstrakt (Fargeas, Joester et al. 2004) oder in Speichel- und Tranendrisen (Jaszai, Janich
et al. 2007). Ferner exprimieren Photorezeptorzellen (Maw, Corbeil et al. 2000) und Gliazellen
(Corbeil, Joester et al. 2009) CD133 in adulten Mausen.

Tab. 2-2: Es ist eine Zusammenfassung der Untersuchungen zur mRNA-Expression und Detektion des AC133-Epitops in

verschiedenen humanen Geweben dargestellt mit Unterscheidung von erfolgreichem Nachweis (+), keiner Detektion (-) und
nicht erfolgter Untersuchung (n.a.; nicht angegeben) (Corbeil et al. 2001, Florek et al. 2005, Lardon et al. 2008).

Detektion von
Gewebe CD133-mRNA AC133-Epitop
Embryonal
Gehirn n.a.

Kolon n.a.
Niere n.a.
Adult
Dinndarm
Gehirn

Herz

Hoden
Knochenmark
Kolon

Leber

+ + + + + + o+ +
+

Lunge
Milz
Niere

+ '
! >
1Y)

+
!
~
+

Pankreas
Plazenta + -
Skelettmuskulatur (+) -

Die Anderungen der AC133-Epitop-Detektion im humanen adulten Gewebe sind hingegen stirker
ausgepragt. So lasst sich eine AC133-Positivitat nur nachweisen im Knochenmark, woraus sich auch
CD34" HSC isolieren lassen (Yin, Miraglia et al. 1997), oder duktalen Pankreasgewebe (Lardon, Corbeil
et al. 2008), jedoch nicht in anderem epithelialen Gewebe wie Kolon oder Niere (Miraglia, Godfrey et
al. 1997), wie in Tab. 2-2 dargestellt ist.

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zur weit verbreiteten Detektion von CD133-mRNA (Miraglia,
Godfrey et al. 1997; Corbeil, Roper et al. 2001; Florek, Haase et al. 2005) und des murinen CD133-
Homologs. Die Diskrepanz lasst sich zumindest teilweise mit der Verwendung von Antikérpern gegen
glykosylierungsabhangige Epitope, wie etwa AC133, erkldaren. Studien mit Antikoérpern, welche
unabhangig vom Glykosylierungszustand an CD133 binden, konnten Expressionsmuster in adultem
Gewebe zeigen, die der Verbreitung von CD133-mRNA nadher kommen (Florek, Haase et al. 2005;
Karbanova, Missol-Kolka et al. 2008). Es kann also davon ausgegangen werden, dass CD133 auch
beim Menschen in adultem Gewebe eine weitere Verbreitung aufweist, aber AC133 ein auf wenige
Gewebe beschranktes Expressionsmuster zeigt.
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2.6.7 CD133-Epitopdetektion und Evaluation von CD133 als Stammzellmarker

Die zuvor genannten Expressionsmuster stehen im Einklang mit der fiir AC133 propagierten Rolle als
Marker fiir einzelne Stamm- und Progenitorzellen im ansonsten CD133" Gewebe. Es ist bekannt, dass
es im Differenzierungsprozess verschiedener Zellen zu einer Anderung des Glykosylierungsmusters
kommt. Dies konnte beispielsweise bei Plattenepithel (Plzak, Holikova et al. 2002), in verschiedenen
Krebszelllinien (Hass, Kohler et al. 1990; Malagolini, Cavallone et al. 2000) oder humanen
embryonalen Stammzellen (Satomaa, Heiskanen et al. 2009) nachgewiesen werden. Auch bei CD133
kommt es im Rahmen der Differenzierung zu einer gednderten Glykosylierung, wie an
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (Hemmoranta, Satomaa et al. 2007) sowie Kolon-
CSCs gezeigt wurde (Kemper, Sprick et al. 2010). Dies flihrt moglicherweise zu einer verdnderten
Tertidrstruktur und letztlich zu einer reduzierten Detektion des AC133-Epitops (Kemper, Sprick et al.
2010; Mak, Blakely et al. 2011), bei jedoch unveranderter mRNA- und Proteinexpression von CD133
(Florek, Haase et al. 2005). Eine verminderte Detektion lasst sich nicht nur fir AC133 feststellen,
sondern auch fiir Antikérper, die andere Epitope als AC133 auf der der zweiten Extrazellularschleife
binden. Dies ist beispielsweise der Fall fir AC141 oder 293C (Kemper, Sprick et al. 2010). Ferner
berichteten Taieb et al., dass im Rahmen der Differenzierung ebenfalls Epitope maskiert werden, die
N-terminal lokalisiert sind. Hier konnte die Inhibition der Antikérperbindung interessanterweise mit
bestimmten Gangliosiden (GM1, GD3), und nicht, wie in anderen Fallen, mit gednderter
Glykosylierung in Zusammenhang gebracht werden (Taieb, Maresca et al. 2009).

In einer umfassenden Arbeit wurde von Shmelkov et al. demonstriert, dass CD133 im murinen Kolon
eine weite Verbreitung in luminalem Epithel aufweist (Shmelkov, Butler et al. 2008). Hierzu wurde
eine lacZ-reporter-Maus generiert, bei der lacZ durch die Aktivitdit der endogenen CD133-
Promotoren gesteuert wird. Hierbei zeigten sich eine weite Verbreitung der CD133-Expression in
epithelialen Strukturen und keine Beschrdankung auf primitive Zellen, was auch fir murine
Adenokarzinome aus IL107/CD133"% Miusen und humanes Gewebe der Fall war (Shmelkov, Butler
et al. 2008). Dies konnte mit dem Antikérper AC133 in einigen anderen Studien - auch mit
Kolongewebe (O'Brien, Pollett et al. 2007; Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007) - nicht gezeigt werden,
was wiederum durch die glykosylierungsabhangige Epitopmaskierung zu erklaren ist (Kemper, Sprick
et al. 2010).

Trotz der uneinheitlichen Ergebnisse hinsichtlich der Verteilung von CD133 im Gewebe wird
insbesondere AC133 in einer Vielzahl von Studien erfolgreich zur Identifikation primitiver Zellen, die
in verschiedenen Geweben (ZNS, Prostata oder Niere) eine kleine, AC133" Subpopulation umfassen,
verwendet (Uchida, Buck et al. 2000; Richardson, Robson et al. 2004; Sagrinati, Netti et al. 2006). Es
ist jedoch wichtig, die erwdhnten Unterschiede zwischen CD133 und der Detektion des AC133-
Epitops im Hinblick auf die Expression in humanem Gewebe zu bedenken.

2.6.8 CD133' Stammazellen im gesunden Gewebe

In humanen embryonalen Stammzellen konnte CD133, meist in der Form des AC133-Epitops,
nachgewiesen werden (Kaufman, Hanson et al. 2001; Carpenter, Rosler et al. 2003; Hoffman and
Carpenter 2005). Jedoch exprimieren auch embryoid bodies, die im Differenzierungsprozess von
embryonalen Stammzellen in vitro entstehen und daher schon differenzierte Zellen der drei
Keimblatter beinhalten, vermehrt CD133-mRNA (Shamblott, Axelman et al. 2001; Levenberg, Golub
et al. 2002). Die zeitlichen und lokalen Unterschiede der CD133-Expression in der murinen
Embryonalentwicklung sind im Vergleich zur humanen Entwicklung weit besser erforscht. CD133 wird
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hier als Marker fir determinierte und frilhe Progenitorzellen beschrieben, die von embryonalen
Stammzellen abstammen und eine Koexpression mit charakteristischen Markern dieser Zellen, etwa
Nestin oder Zytokeratin 18, zeigen. Im weiteren Verlauf der Differenzierung kommt es anschliefend
zu einer Herabregulation der CD133-Expression. Ebenso zeigen undifferenzierte Zellen der
sogenannten inneren Zellmasse keine CD133-Positivitat (Kania, Corbeil et al. 2005).

Initial wurde CD133 als Marker fiir CD34" hiamatopoetische Stammzellen (HSC) beschrieben (Yin,
Miraglia et al. 1997), die im Xenotransplantationsmodell nach Hochdosis-Bestrahlung erfolgreich das
Knochenmark repopulieren (de Wynter, Buck et al. 1998), was ebenfalls mit CD133*/ALDH"/Lin  HSCs
gelingt (Hess, Wirthlin et al. 2006). Auch klinisch wurde CD133 schon fir die Isolation von
Stammzellen zur allogenen oder autologen Transplantation verwendet (Koehl, Zimmermann et al.
2002; Lang, Bader et al. 2004). Zuséatzlich zu ihrer Funktion in der Himatopoese zeigen CD133" HSC
ein weites Differenzierungspotential und kdnnen in vitro in endotheliale Zellen (Gehling, Ergun et al.
2000) oder neuronale Zellen (Hao, Zhao et al. 2003; Padovan, Jahn et al. 2003; Jang, Park et al. 2004)
differenzieren.

Eine weitere, durch CD133 charakterisierte Population stellen neuronale Stammzellen dar. Aus
fetalem Gehirn des Menschen isolierten Uchida et al. mittels CD133 eine Stammzellpopulation, die in
vitro und in vivo Stammzelleigenschaften besitzt (Uchida, Buck et al. 2000). Dies konnte auch an
Gewebe des murinen Zentralnervensystems gezeigt werden (Lee, Kessler et al. 2005; Corti, Nizzardo
et al. 2007). Insbesondere konnte hier die bei neuronalen Stammzellen wichtige Tripotenz
(Differenzierung in Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen) in vivo demonstriert werden (Lee,
Kessler et al. 2005). Ahnlich wie bei HSCs ist die neuronale Stammzellpopulation sehr heterogen und
in mehrere Subpopulationen aufgeteilt, die durch verschiedene Marker charakterisiert werden
kénnen. So weill man, dass im Nervensystem ein Grof3teil der Stammzellen kein CD133 exprimieren
(Pfenninger, Roschupkina et al. 2007; Sun, Kong et al. 2009) und sich die CD133-Expression der Zellen
nicht nur wahrend der Differenzierung andert, sondern ebenso von der Zellzyklusphase abhangt
(Sun, Kong et al. 2009). Im Rahmen der Zellteilung von neuronalen Progenitorzellen konnte ein
interessanter Prozess nachgewiesen werden. Es kommt hierbei zur Freisetzung von CD133"
Membranpartikeln, welche zur Reduktion der CD133-Oberflaichenexpression fiihren kdénnte. Ob
dieser Prozess als ein Ablegen von Stammzellcharakteristika wahrend der Differenzierung angesehen
werden kann oder ob die Membranpartikel beispielsweise der Signaltransduktion dienen, ist noch
nicht abschlieRend geklart (Dubreuil, Marzesco et al. 2007; Ettinger, Wilsch-Brauninger et al. 2011).
Ein dhnlicher Mechanismus wurde auch in HSCs beobachtet, mit dem Unterschied, dass CD133 dabei
in Exosomen abgegeben wird (Bauer, Wilsch-Brauninger et al. 2011).

In einer Reihe anderer Gewebe wurde CD133 ebenfalls fiir die Isolation von Stamm- oder

"e" Stammzellen des Prostataepithels zeigen in vitro ein

Progenitorzellen herangezogen. AC133"/a,,
hohes Proliferationspotential und bilden in vivo im Beisein von Stromazellen Prostata-ahnliche Azini
(Richardson, Robson et al. 2004; Vander Griend, Karthaus et al. 2008). Die Exklusivitat von AC133 fir
Stammzellen in der Prostata wurde jedoch kirzlich in Frage gestellt (Missol-Kolka, Karbanova et al.
2011). Aus Skelettmuskulatur oder peripherem Blut isolierte CD133" Stammzellen kdénnten
therapeutischen Nutzen bei Muskeldystrophie haben, wie in ersten Studien erforscht wurde
(Torrente, Belicchi et al. 2004; Meregalli, Farini et al. 2012). CD133" Stammzellen aus dem
Knochenmark, die nicht an der Himatopoese beteiligt sind, stellen eine weitere Subpopulation dar,
die in den Fokus der Forschung geriickt ist. Diese Zellen wurden beispielsweise erfolgreich zur

Regeneration des hepatischen Gewebes in Patienten eingesetzt (Furst, Schulte am Esch et al. 2007).
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Aus CD133" Zellen des Knochenmarks oder der Nabelschnur kénnen zudem mesenchymartige
Stammzellen generiert werden, die selbst keine CD133-Expression mehr zeigen, aber in
immundefizienten Mausen in verschiedene nicht-hdmatopoetische Gewebe differenzieren (Gregory,
Prockop et al. 2005). Insbesondere bei vaskuldren Erkrankungen wird damit begonnen, das
regenerative Potential CD133" Stammzellen zu nutzen (Stamm, Westphal et al. 2003; Burt, Loh et al.
2008). Eine weitere, mittels AC133 identifizierte Zellpopulation sind endotheliale Progenitorzellen,
die in der postnatalen Vaskulogenese von Bedeutung sind — sowohl in physiologischer (endotheliale
Homoostase) als auch in pathologischer (Tumorvaskularisation, Ischamie) Neovaskularisation
(Asahara and Kawamoto 2004; Kusumbe, Mali et al. 2009). Diese Zellen lassen sich mittels VEGFR-2,
CD34 oder AC133 aus Knochenmark und Blut isolieren (Peichev, Naiyer et al. 2000). Die
Oberflachenmarker zur Isolation der endothelialen Progenitorzellen sind denen der HSCs sehr dhnlich
und es wird auch angenommen, dass beide Populationen von gemeinsamen Vorlauferzellen, den
Hamangioblasten, abstammen (Asahara and Kawamoto 2004). In Nierengewebe konnten CD133"
Zellen gefunden werden, die in vitro typische Stammzelleigenschaften zeigen und in vivo an der
Regeneration nach Nierenschdden beteiligt sind (Bussolati, Bruno et al. 2005; Sagrinati, Netti et al.
2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CD133 bei Verwendung von Antikérpern gegen das
glykosylierungsabhdngige Epitop AC133 als Marker fir Stamm- oder Progenitorzellen in
verschiedensten Geweben eine Rolle spielt und sich mit der Isolation dieser Zellen interessante neue
Ansatze mit potentieller klinischer Relevanz in der regenerativen Medizin ergeben.

2.6.9 CD133 in Krebsstammzellen solider Tumoren

Die Beurteilung, ob isolierte Zellen CSCs sind, erfolgt mittels verschiedener Experimente in vitro
(Proliferation, Selbsterneuerungspotential, Hervorbringen von Tochterzellen mit hdherem
Differenzierungsgrad) und in vivo (Tumorinitiierungspotential, Rekapitulation der phanotypischen
Heterogenitdt des Tumors, aus dem sie stammen). Diese Attribute konnten in einigen malignen
Tumoren den CD133" Subpopulationen zugeordnet werden.

In Medulloblastomen und Glioblastomen verwendeten Singh et al. CD133 erfolgreich fir die Isolation
von Krebsstammzellen. CD133" Zellen aus Glioblastomen oder Medulloblastomen zeichneten sich
durch Stammzelleigenschaften in vitro (Singh, Clarke et al. 2003) und durch eine erhohte
Tumorinitiierung nach orthotoper Transplantation in NOD/SCID-Ma&use aus. Tumoren konnten schon
mit 100 injizierten CD133" Zellen generiert werden und spiegelten das histopathologische Bild des
Primartumors wider. CD133" Zellen zeigten auch bei Injektion von 10° Zellen keine Tumorprogression
trotz Uberleben im Gewebe (Singh, Hawkins et al. 2004). Einige weitere Untersuchungen an
Oligoastrozytomen, Glioblastomen oder Astrozytomen konnten die Funktion von CD133" Zellen als
CSCs in Gehirntumoren bekraftigen (Bao, Wu et al. 2006; Piccirillo, Reynolds et al. 2006; Yi, Zhou et
al. 2007; Lathia, Hitomi et al. 2011), wohingegen auch kontrére Ergebnisse berichtet wurden. Ogden
et al. konnten in einigen untersuchten Hirntumoren keine CD133-Expression detektieren (Ogden,
Waziri et al. 2008) und es konnte beobachtet werden, dass auch CD133" Zellen CSC-Charakter in vitro
und in vivo besitzen (Beier, Hau et al. 2007; Ogden, Waziri et al. 2008; Wang, Sakariassen et al. 2008).
Beispielsweise zeigen CD133" Gliomzellen, die den Marker fir gliale Progenitorzellen A2B5
exprimieren, eine erhohte Tumorinduktionsrate in vivo (Ogden, Waziri et al. 2008). Zudem
unterstlitzt die Beobachtung, dass Temozolomid-Chemotherapie von Glioblastomzellen in vitro
insbesondere das Wachstum von CD133" Zellen inhibiert, nicht die Hypothese, dass CD133 CSCs

17



Einleitung

markiert, welche eine erhdhte Resistenz gegeniiber Chemotherapie zeigen (Beier, Rohrl et al. 2008).
Ferner konnte CD133-Expression bei serieller Xenotransplantation von Glioblastomen zwar nicht mit
erhohter Tumorinduktion in Verbindung gebracht werden, sehr wohl aber mit einem aggressiveren
Phanotyp (Wang, Sakariassen et al. 2008).

Ebenso ist die Expression von CD133 in Kolon- oder kolorektalen Karzinomen hochvariabel (Fang, Kim
et al. 2010). Mehrere Autoren beschrieben, dass CD133-Positivitat dhnlich wie bei Gehirntumoren in
vitro und in vivo mit CSC-Eigenschaften korreliert (O'Brien, Pollett et al. 2007; Ricci-Vitiani, Lombardi
et al. 2007; Todaro, Alea et al. 2007; Haraguchi, Ohkuma et al. 2008; Vermeulen, Todaro et al. 2008;
Cui, Ohuchida et al. 2010; Fang, Kim et al. 2010) und die CSC-Frequenz innerhalb der CD133"
Population teils um mehr als das 200fache im Vergleich zur allgemeinen Tumorzellmasse erhoht ist
(O'Brien, Pollett et al. 2007). Insbesondere in Kombination mit anderen Markern (ALDH1, CD24,
CD44) wurde eine vermehrte Tumorinduktion beobachtet (Haraguchi, Ohkuma et al. 2008;
Vermeulen, Todaro et al. 2008; Huang, Hynes et al. 2009). Die erhéhte Tumorigenitit von CD133"
Kolonkarzinomzellen wurde in Zusammenhang mit Interleukin-4-Produktion und damit verminderter
Apoptoserate gebracht (Todaro, Alea et al. 2007). Zusatzlich kann die Interaktion mit CD10"
Fibroblasten in vivo zu einem verstarkten Wachstum fiihren (Cui, Ohuchida et al. 2010). Knock-down-
Studien mittels RNA-Interferenz konnten hingegen keinen signifikanten Effekt von CD133 auf
Tumorinduktionsverhalten und Proliferation feststellen (Du, Wang et al. 2008; Elsaba, Martinez-
Pomares et al. 2010). Knock-down des postulierten CSC-Markers CD44 resultierte jedoch in einer
Minderung der CSC-Eigenschaften (Du, Wang et al. 2008). Dass CD44 in einigen Kolonkarzinomen
besser zur ldentifikation von CSCs geeignet ist, konnte in mehreren Untersuchungen gezeigt werden
(Dalerba, Dylla et al. 2007; Shmelkov, Butler et al. 2008; Chu, Clanton et al. 2009). Shmelkov et al.
berichteten ferner, dass CD133" Kolonkarzinomzellen im Rahmen von Metastasierung eine besondere
Funktion zukommt, da sie im Vergleich zu CD133" Zellen aggressivere Tumoren bilden und ein
charakteristisches CSC-Markerprofil zeigen konnen (Shmelkov, Butler et al. 2008).

Auch in anderen Tumorentitaten wurde die moégliche Funktion von CD133 als CSC-Marker - mit teils
kontroversen Ergebnissen - untersucht. Hierzu zdhlen Prostatakarzinome (Collins, Berry et al. 2005;
Zhou, Wang et al. 2011), Pankreaskarzinome, Nierentumoren, Mamma- (Croker, Goodale et al.
2009), Ovarial- (Baba, Convery et al. 2009) oder Endometriumkarzinome (Rutella, Bonanno et al.
2009), sowie Lungen- (Jiang, Collins et al. 2009), Leber- (Yin, Li et al. 2007), Magenkarzinome (Rocco,
Liguori et al. 2012), verschiedene Sarkome (Jiang, Gwye et al. 2010; Tirino, Desiderio et al. 2011),
Retinoblastome (Zhong, Li et al. 2007), Melanome (Quintana, Shackleton et al. 2008) oder Kopf-Hals-
Tumoren (Chiou, Yu et al. 2008; Zhang, Shi et al. 2010). In letzteren konnte ein Zusammenhang
zwischen CD133 und Src-Kinasen gezeigt werden, welche eine wichtige Funktion in der epithelial-
mesenchymalen Transition spielen. Zudem korrelierte eine Verminderung der CD133-Expression mit
einer Reduktion von Stammzelleigenschaften in vitro und in vivo (Chen, Wu et al. 2011).

Zwar wurde CD133 in vielen Untersuchungen erfolgreich zur Identifikation von CSCs verwendet, wie
zuvor dargelegt wurde, es bestehen jedoch groRBe Unterschiede zwischen den verschiedenen
Tumorentitaten und insbesondere zwischen einzelnen Patienten. Dieses interindividuell hochvariable
CD133-Expressionsmuster hat zur Folge, dass CD133 nicht in allen Tumoren gleichermaRen zur
Detektion von Subpopulationen mit gesteigerten Stammzelleigenschaften geeignet ist. Wodurch
diese Unterschiede zustande kommen, ist bisher nicht eindeutig geklart. Zunachst spielt die zuvor
erwdhnte glykosylierungsabhidngige CD133-Detektion eine Rolle (Kemper, Sprick et al. 2010).
Darliber hinaus wurden Kreuzreaktionen des Antikorpers AC141 mit Zytokeratin 18 beschrieben
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(Potgens, Schmitz et al. 2002), sowie das Vorhandensein verkirzter CD133-Varianten, die durch den
haufig verwendeten Antikérper AC133 nicht erkannt werden (Osmond, Broadley et al. 2010). Zudem
wird vermutet, dass auch die Ursprungszelle des malignen Wachstums eine Rolle spielt. In
Glioblastom-CSCs wurden beispielsweise Genexpressionsprofile beschrieben, die als Ursprungszelle
fetale oder adulte Stammzellen vermuten lassen und in der Auspragung unterschiedlicher CSC-
Phanotypen und CD133-Expressionsmuster resultieren (Lottaz, Beier et al. 2010). Daher ist es
unwahrscheinlich, dass ein einzelner Oberflachenmarker zur ldentifikation der CSC-Subpopulationen
in verschiedenen Tumoren ausreicht, sondern vielmehr eine Kombination mehrerer Marker zu einer
besseren Anreicherung Tumor-initiierender Zellen fihrt.

2.6.10 Klinische Auswirkungen von CD133-Expression in Tumoren

Wie in einigen klinischen Studien beobachtet wurde, korreliert die Expression von CD133 in
verschiedenen Tumorentitaten mit wichtigen Parametern wie dem Gesamtiiberleben, krankheits-
und progressionsfreiem Uberleben oder auch Therapieresistenz.

Beispielsweise ist eine erhohte CD133-Proteinexpression ein unabhangiger prognostischer Marker
fiir signifikant schlechteres Gesamtiiberleben in kolorektalen Karzinomen (Horst, Kriegl et al. 2008).
Ein schlechteres Gesamtiiberleben konnte auch bei Patienten mit CD133" Tumoren und zusétzlicher
Expression der Marker Oct-4 oder B-catenin beobachtet werden (Horst, Kriegl et al. 2009; Ong, Kim
et al. 2010). In Verbindung mit CD24-Positivitat ergibt sich hingegen eine Korrelation mit Invasivitat
und Differenzierungsgrad (Choi, Lee et al. 2009). Gliome, die vermehrt CD133-Protein exprimieren,
zeigen ebenfalls eine inverse Korrelation zwischen CD133-Expression und progressionsfreiem
Uberleben sowie Gesamtiiberleben (Zeppernick, Ahmadi et al. 2008). In oligodendroglialen Tumoren
ist CD133-Expression ein besserer Indikator fir schlechtes Gesamtiberleben und den klinischen
Verlauf als das histologische Grading (Beier, Wischhusen et al. 2008). Bei Rezidiven von
Glioblastomen wurde ein Anstieg der CD133-Expression um das 4-6fache im Vergleich zu
Primartumoren entdeckt. Verstarkte CD133-Expression ging jedoch interessanterweise mit signifikant
besserem Uberleben nach dem Rezidiv einher (Pallini, Ricci-Vitiani et al. 2011). Auch in anderen
Tumoren dient CD133 als prognostischer Marker, etwa in Mammakarzinomen, in denen CD133 mit
TumorgroRe, Stadium und lymphatischer Metastasierung korreliert und schlechtes Gesamtiiberleben
und krankheitsfreies Uberleben anzeigt (Zhao, Lu et al. 2011). Ahnliche Ergebnisse, insbesondere
hinsichtlich des Einflusses von CD133 auf das Gesamtiberleben, finden sich auch fir
Nierenzellkarzinome (Costa, Rocha et al. 2012), HCC (Song, Li et al. 2008), Pankreas- (Maeda, Shinchi
et al. 2008), Magenkarzinome (Ishigami, Ueno et al. 2010), Neuroblastome (Sartelet, Imbriglio et al.
2012) und Kopf-Hals-Tumoren (Canis, Lechner et al. 2012). Dennoch ist CD133 nicht immer mit
negativen Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf verbunden. Mehrere Studien konnten keinen
Einfluss von CD133 ausmachen, etwa in Melanomen (Piras, Perra et al. 2010) oder als alleiniger
Marker in NSCLC (Salnikov, Gladkich et al. 2010). In Kombination mit ABCG2 hat CD133 jedoch
pradiktiven Wert hinsichtlich Rezidiven in NSCLC in Stadium | (Li, Zeng et al. 2011).

Neben der CD133-Proteinexpression ist mittlerweile auch der Nachweis von mRNA in den Fokus
klinischer Studien geriickt, die zeigen konnten, dass beispielsweise aus Kolonkarzinomen isolierte
mRNA als Marker fiir rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben verwendet werden kann (Artells,
Moreno et al. 2010). In Glioblastomen ergab sich ein Zusammenhang zwischen CD133-mRNA-
Expression und progressionsfreiem Uberleben sowie Gesamtiiberleben (Metellus, Nanni-Metellus et
al. 2011).
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2.6.11 Zusammenhang zwischen CD133-Expression in Tumoren und Therapieresistenz

Eine mogliche Erklarung fir die Assoziation von CD133-Positivitdat mit schlechterer Prognose ist eine
erhéhte Therapieresistenz, die insbesondere CSCs, und damit in einigen Krebsarten CD133" Zellen
zugesprochen wird. Eine erhohte Therapieresistenz einzelner Tumorzellen kann letztlich zu schneller
Tumorprogression oder erhdhter Rezidivrate nach Therapie und in der Folge schlechterem Uberleben
flihren (Dean, Fojo et al. 2005).

Eine erhdhte Resistenz von CD133" Zellen gegeniiber Radio- oder Chemotherapie wurde in mehreren
Tumorarten beobachtet. Hierzu zéhlen beispielsweise Gehirntumoren (Bao, Wu et al. 2006; Liu, Yuan
et al. 2006), Kolonkarzinome (Ong, Kim et al. 2010), nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (Chen, Hsu
et al. 2008; Salnikov, Gladkich et al. 2010), HCC (Ma, Lee et al. 2008), orale Plattenepithelkarzinome
(Zhang, Shi et al. 2010) oder Neuroblastome (Sartelet, Imbriglio et al. 2012).

Prinzipiell kommen fiir eine erhéhte Therapieresistenz verschiedene Mechanismen in Frage, etwa die
Expression bestimmter ATP-binding cassette transporter, erhohte DNA-Reparaturkapazitit oder
verstarkte Resistenz gegeniiber Apoptose (Dean, Fojo et al. 2005). Einige dieser Mechanismen
wurden in CD133" Zellen nachgewiesen. Bao et al. konnten beobachten, dass die CD133"
Subpopulation in Glioblastomen nach Bestrahlung vergrofRert ist und im Xenotransplantationsmodell
eine Anreicherung dieser Zellen um das 3-5fache nach Bestrahlung erfolgt, die nicht durch vermehrte
CD133-Expression, sondern durch erhéhte Resistenz von CD133" Zellen zustande kommt. Grund
hierflir ist eine erh6éhte Aktivitdt von Kontrollpunkt-Proteinen (Chk1/2), die bei DNA-Schadigung
einen Zellzyklusarrest zur Reparatur dieser Schaden einleiten (Bao, Wu et al. 2006). In einer anderen
Studie wurde zudem eine héhere Genexpression des DNA-Reparaturproteins MGMT im Vergleich zu
weniger resistenten CD133" Zellen gefunden (Liu, Yuan et al. 2006). Darliber hinaus war in derselben
CD133" Zellpopulation BCRP1 iiberexprimiert, welches in die Gruppe der ATP-binding cassette
transporter gehort, die eine erhohte Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika vermitteln. Ein
weiterer Vertreter dieser Proteinfamilie, ABCB5, fiihrt in CD133" malignen Melanomzellen zu einer
reversiblen Resistenz gegeniiber Doxorubicin (Frank, Margaryan et al. 2005). Eine Uberexpression
von ABCG2 kennzeichnet hingegen vermehrt Chemotherapie-resistente CD133" NSCLC-Zellen (Chen,
Hsu et al. 2008). Ein weiterer wichtiger Mechanismus, der Zellen einen Uberlebensvorteil bietet,
insbesondere unter Selektionsbedingungen wie Chemo- oder Radiotherapie, ist die erhéhte Resistenz
gegeniber Apoptose. Die Regulation pro- und antiapoptotischer Faktoren spielt hierbei eine wichtige
Rolle. TRAIL kann beispielsweise den extrinsischen Apoptosewegs induzieren, wohingegen FLIP zu
einer Inhibition fiihrt. In manchen CD133" Krebszellen ist FLIP verstérkt exprimiert, was zu erhéhter
Resistenz gegeniliber TRAIlL-induzierter Apoptose fiihrt. Herunterregulation von FLIP hingegen
resultiert in verstarkter Sensitivierung gegeniliber TRAIL (Zobalova, Stantic et al. 2008). In einer
Medulloblastom-CSC-Population mit erhohter CD133-Expression konnte eine erhohte Resistenz
gegeniliber TRAIL sowie ionisierender Strahlung festgestellt werden, was mit einer verstarkten
Expression antiapoptotischer Gene (c-FLIP, Caspase 8, Bcl-2, Bax) einherging (Yu, Chiou et al. 2010).
Auch in CD133" Glioblastomzellen wurde eine erhéhte Genexpression verschiedener Proteine, die an
der Inhibition von Apoptose beteiligt sind, entdeckt (Liu, Yuan et al. 2006). In CSCs aus
Kolonkarzinomen konnte wiederum ein durch Interleukin-4 vermittelter, antiapoptotischer Effekt
beobachtet werden, der im Zusammenhang mit erhdhter Resistenz gegeniiber zytotoxischen
Effekten steht (Todaro, Perez Alea et al. 2008).
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Diese Mechanismen bieten einen plausiblen Erkldrungsansatz fiir die Assoziation von CD133" Zellen
mit schlechterem Uberleben. Die molekularen Zusammenhinge der Therapieresistenz von CD133"
Zellen sind insbesondere in Gehirntumoren gut erforscht, dennoch bleibt die Frage offen, ob CD133
nur als Marker von CSCs und damit fir Zellen mit erhéhter Therapieresistenz fungiert oder selbst
funktionelle Relevanz besitzt. Einen Hinweis auf eine mogliche Funktion von CD133 liefern in diesem
Zusammenhang Angelastro et al., die in Gliomzellen aus Ratten ektopisch CD133 {iberexprimierten
und eine erhohte Resistenz gegen Camptothecin und Doxorubicin beobachteten, welche wiederum
mit gesteigerter Expression des ATP-binding cassette Transporters ABCB1 einherging (Angelastro and

Lame 2010).
2.6.12 Uberblick iiber mégliche Funktionen von CD133 in gesunden und malignen Zellen

Trotz intensiver Forschung konnten bisher noch keine eindeutigen Funktionen des Proteins CD133
oder Signaltransduktionswege gefunden werden, an denen es beteiligt ist. Dennoch gibt es einige
Bereiche auf zellularer Ebene und in der Zell-Zell-Interaktion, in denen CD133 funktionell wichtig zu
sein scheint.

Zunachst ist bekannt, dass CD133 unabhangig vom Zelltyp in Microvilli und Membranprotrusionen
lokalisiert ist (Corbeil, Roper et al. 2000) und dort in lipid rafts spezifisch an Cholesterol bindet
(Roper, Corbeil et al. 2000). Zudem wurden Interaktionen mit GM1-Gangliosiden, die ebenfalls
Bestandteil der Mikrodoméanen und mit CD133 kolokalisiert sind (Janich and Corbeil 2007), im N-
terminalen Bereich von CD133 beschrieben (Taieb, Maresca et al. 2009). Es ist jedoch bisher unklar,
ob CD133 in diesen Domanen aktiv an Prozessen wie Signaltransduktion, Zell-Zell-Interaktionen oder
beispielsweise Organisation der Membranprotrusionen beteiligt ist.

Fiir letzteres spricht die Beobachtung, dass CD133 fiir die Biogenese membrandser Scheiben in
Photorezeptorzellen (Stabchen) des Auges essentiell ist (Jaszai, Fargeas et al. 2007). Eine frameshift-
Mutation im CD133-Gen, die einen verfrihten Translationsabbruch und damit ein verkiirztes CD133-
Protein zur Folge hat, fiihrt zu retinaler Degeneration (Maw, Corbeil et al. 2000). Andere Mutationen
im CD133-Gen haben ebenfalls diesen Effekt (Zhang, Zulfigar et al. 2007; Yang, Chen et al. 2008).
Yang et al. stellten in transgenen Mausmodellen mit humanem mutierten und Wildtyp-CD133 und
Pcdh21/-Mé&usen fest, dass CD133 direkt mit PCDH21 (Photorezeptor-spezifisches Cadherin)
interagiert und dass diese Interaktion fir die korrekte Lokalisation beider Proteine innerhalb der
Photorezeptorzelle und damit fiir die Organisation der Membranprotrusionen essentiell ist. Dartiber
hinaus interagierte CD133 in den Photorezeptoren mit Actin (Yang, Chen et al. 2008). Mittels eines
Prom1’/-Mausmodells wurde gezeigt, dass es in Abwesenheit von CD133 zu einer progredienten
Degeneration von retinalen Stidbchen und Zapfen kommt, jedoch keine anderen Auffalligkeiten
auftraten, die auf eine spezifische Funktion von CD133 hinweisen (Zacchigna, Oh et al. 2009).

Eine potentielle funktionelle Relevanz von CD133 im Rahmen von Signaltransduktion oder Zell-Zell-
Interaktion wird beispielsweise durch die Beobachtung gestiitzt, dass von einigen Zellen
Membranpartikel freigesetzt werden, die vermehrt CD133 beinhalten. Diese Vesikel werden
entweder als Exosome (Bauer, Wilsch-Brauninger et al. 2011) freigesetzt oder als Prominosome, die
eine eigenstandige Art von Partikeln darstellen und sich von Exosomen durch die fehlende CD63-
Immunreaktivitat unterscheiden (Marzesco, Janich et al. 2005). Die von HSCs insbesondere wahrend
der Differenzierung freigesetzten CD133-Exosomen werden anschlieBend von mesenchymalen
Stammzellen aufgenommen (Bauer, Wilsch-Brauninger et al. 2011). Auch bei Caco-2-Zellen wurde
eine vermehrte Freisetzung von Prominosomen wahrend der Differenzierung beobachtet (Marzesco,
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Janich et al. 2005). Ob diese Vesikel, ahnlich wie Exosomen (Simons and Raposo 2009), jedoch
tatsachlich an Zell-Zell-kommunikation beteiligt sind und ob CD133 hierbei eine Rolle spielt, ist bisher
nicht geklart. Bemerkenswert ist, dass Entzug von Cholesterol aus der Plasmamembran zu einer
verstarkten Vesikelfreisetzung fiihrt und deutliche Veranderungen in der Ultrastruktur von Microvilli
hervorruft (Marzesco, Wilsch-Brauninger et al. 2009). Moglicherweise spielt hier also das
Cholesterol-bindende CD133 eine funktionelle Rolle.

Nachdem CD133 zur Anreicherung verschiedener Stammzellpopulationen in normalem oder
malignem Gewebe verwendet wird, liegt es nahe, anzunehmen, dass CD133 hierbei etwa beim Erhalt
von Funktion und Phanotyp einer primitiven Zelle funktionell wichtig ist, zumal die Expression des
AC133-Epitops im Rahmen der Zelldifferenzierung vermindert wird. Ahnlich wie bei Stammzellen in
gesundem Gewebe wird vermutet, dass CSCs bevorzugt in sogenannten Stammzellnischen lokalisiert
sind und dort mit den umgebenden Zellen des TME interagieren (Gilbertson and Rich 2007).
Insbesondere fiir CD133"/nestin” Zellen aus Gehirntumoren konnte gezeigt werden, dass sie in einer
perivaskularen Nische zu finden sind, wo sie spezifisch mit Endothelzellen interagieren. CD133" Zellen
zeigen diese Eigenschaft nicht (Calabrese, Poppleton et al. 2007). Moglicherweise ist also CD133 an
diesen Interaktionen, die bei Koinjektion von CD133" CSCs mit Endothelzellen in vivo zu einer
verstarkten Tumorinitiierung fiihren (Calabrese, Poppleton et al. 2007), beteiligt. Ein weiterer
Hinweis, dass CD133 bei der Interaktion mit Endothelzellen und Neovaskularisation funktionelle
Relevanz besitzen kdnnte, ist die Beobachtung, dass Hypoxie Einfluss auf die Expression von CD133 in
einigen Tumorentitaten besitzt (Soeda, Park et al. 2009; Hashimoto, Shimizu et al. 2011; Sun, Song et
al. 2012). Zunachst ist CD133 insbesondere in hypoxischen Tumorbereichen in Glioblastomen
lokalisiert, wie die Kolokalisation mit HIF2a belegt (Li, Bao et al. 2009). Darliber hinaus wird CD133
unter hypoxischen Bedingungen, durch HIFla-Expression vermittelt, verstarkt exprimiert.
Knockdown von HIFla sowie Inhibition der PI3K/Akt oder ERK1/2 Signalwege resultierten in einer
verminderten Regulation von CD133 durch Hypoxie (Soeda, Park et al. 2009). Nachdem CD133"
Glioblastomzellen zudem fiir Angiogenese wichtiges VEGF vermehrt freisetzen (Bao, Wu et al. 2006),
ist eine aktive Beteiligung von CD133 an der Neovaskularisation von Tumoren durchaus vorstellbar.
Die positive Regulation der CD133-Expression durch Hypoxie und HIFla lasst sich jedoch nicht
verallgemeinern, da etwa in Magen- oder Kolonkarzinomen eine inverse Korrelation zwischen CD133
und HIFla beobachtet wurde (Matsumoto, Arao et al. 2009). In Lungenkarzinomzelllinien konnte
kirzlich zudem nachgewiesen werden, dass OCT-4 und SOX-2 essentiell fir die HIF1la/2a-bedingte
Expressionssteigerung von CD133 sind (lida, Suzuki et al. 2012).

Ob die praferentielle Lokalisation von CD133" Tumorzellen in hypoxischen Nischen mit einer
erhdhten Apoptoseresistenz und damit verbesserten Uberlebenschancen in diesen Tumorbereichen
zusammenhéangt, ist bisher nicht geklart. Es ist jedoch bekannt, dass CD133" Zellen hiufig mit
verminderten Apoptoseraten unter zellularem Stress wie Radio- oder Chemotherapie assoziiert sind
(siehe 2.6.11). An der Vermittlung von erhdhter Therapieresistenz in CD133" Zellen sind verschiedene
Signaltransduktionswege beteiligt. Uber den PI3K/Akt-Signalweg beispielsweise kommt es in CD133"
Zellen aus HCCs oder Glioblastomen zur Aktivierung von Resistenzmechanismen. Hierbei wurde eine
vermehrte Expression von antiapoptotischen Faktoren (Ma, Lee et al. 2008) oder von ATP-binding
cassette Transportern (Bleau, Hambardzumyan et al. 2009) nachgewiesen. Auch CD133 selbst kommt
als Zielgen dieses Signalwegs in Frage, da in Gliomen die Inhibition der PI3K/Akt oder ERK1/2
Signalwege die CD133-Expansion unter Hypoxie einschrankt (Soeda, Park et al. 2009). Ferner wurde
beobachtet, dass in kolorektalen Tumoren mit erhéhter Aktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK-Signalwegs
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ebenso CD133 vermehrt exprimiert wird. Dies ist moglicherweise ein Hinweis dafiir, dass die
Regulation der CD133-Expression diesem Signalweg unterliegt (Kemper, Versloot et al. 2012).

Die einzige, bisher in Versuchen nachgewiesene Interaktion mit anderen Proteinen, die eine klare
funktionelle Relevanz von CD133 demonstriert, konnte erst kiirzlich in Kopf-/Halstumoren gefunden
werden. Chen et al. zeigten, dass CD133 (iber direkte Interaktionen mit Src zu verstarkter epithelial-
mesenchymaler Transition fihren kann. Src, eine non-Rezeptor Tyrosinkinase, wird durch Interaktion
mit Membranrezeptoren aktiviert und leitet Gber Aktivierung von Ras/MAPK-, PI3K/Akt-, und STAT3-
Signalkaskaden letztlich eine verstarkte EMT ein. Interessanterweise wurde Src zuvor als
intrazelluldrer Bindungspartner von CD133 beschrieben, der CD133 zudem phosphorylieren kann
(Boivin, Labbe et al. 2009). Es konnte demonstriert werden, dass Uberexpression von CD133 zu einer
vermehrten Phosphorylierung und damit Aktivierung von Src fiihrt. Die Folge ist eine erhoéhte
Tumorigenitat und Expression von Stammzelleigenschaften (Chen, Wu et al. 2011). Unterstiitzt
werden diese Ergebnisse von der Beobachtung, dass CD133-Expression in Pankreaskarzinomzellen,
die ein hohes Migrations- und Invasionspotential besitzen, reversiblen Einfluss auf die Expression von
EMT-Markern und die Auspragung von EMT-Eigenschaften hat (Ding, Yoshimitsu et al. 2012).

2.7 Zielsetzung

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Auspragung und subzelluldre Lokalisation von CD133
in Tumoren und gesundem Gewebe immer besser charakterisiert wurde, jedoch die tatsachlichen
Funktionen des Proteins CD133 und dessen Expressionsregulation noch weitgehend unklar sind. Dies
liegt zum Teil sicherlich daran, dass die Regulation und Expression von CD133 kein
gewebelibergreifend einheitliches Muster ergeben, sondern sehr gewebsspezifisch und oftmals
interindividuell verschieden sind. Die Charakterisierung von CD133" Zellen erfolgte bisher zudem fast
ausschlieBlich im Zusammenhang mit Krebsstammzellen, obwohl die Ergebnisse zu CD133 als CSC-
Marker teils inkonsistent sind und nicht abschlieRend geklart ist, ob CD133 in diesen Zellen allein als
Markerprotein auftritt oder fiir die Auspragung des CSC-Phanotyps von funktioneller Relevanz ist.
Daher erscheint es sinnvoll, die Auswirkungen einer CD133-Expression unabhdngig von der Rolle als
Stammzellmarker zu beleuchten, zumal sich CSCs von differenzierten Tumorzellen nicht nur in der
Expression von CD133 unterscheiden, sondern beispielsweise auch eine andere epigenetische
Regulation aufweisen. Somit kdnnte die Regulation anderer Gene einen dominanten Effekt Uber
CD133 ausiiben und dadurch die eigentlichen Auswirkungen von CD133 auf die Zelle verdecken.

Die Fragestellungen dieser Arbeit waren folglich:

e Wie ist die endogene CD133-Expression in verschiedenen Karzinomzelllinien sowie in
HEK293-Zellen auf mRNA- und Proteinebene charakterisiert?

e Welche Effekte hat ektopisch exprimiertes CD133 auf primar nicht tumorigene HEK293-
Zellen hinsichtlich Zellmorphologie, Proliferationsverhalten, Migration oder
Zellzyklusverteilung in vitro und welche Unterschiede lassen sich in vivo in Bezug auf
Tumorigenitit in NOD/SCID-M&usen feststellen?

e Welche Auswirkungen hat ektopisch exprimiertes CD133 auf die Genexpression von HEK293-
Zellen? Lassen sich mogliche, hierdurch hervorgerufene Unterschiede im Transkriptom an
transient transfizierten Zellen nachvollziehen und ergeben sich daraus moglicherweise
Hinweise auf eine funktionelle Relevanz von CD133 in diesen Zellen?
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Verwendete Chemikalien

Tab. 3-1: Verwendete Chemikalien

Material und Methoden

Artikel

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure (HEPES)
2-Mercaptoethanol

Acrylamid, Protogel ultra pure

Agarose

Aminoethylcarbazol
Ammoniumperoxodisulfat

Anorganische Sauren, Salze, Basen

Azeton

Bromphenolblau
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)
Dimethylpimelimidat (DMP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
DMEM/Ham’s F-12

Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM),
Modified

ECL Blotting Substrat

Einbettmedium Tissue-Tek® OCT™ Compound

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
FACS Flow

Fetales Kalberserum (FCS)

G418 Sulfat

Glycerol

Glycin

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Schroder Diagnostics, Stuttgart

SERVA GmbH, Heidelberg

Vector Laboratories, Burlingame, CA (USA)
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA (USA)
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

SERVA GmbH, Heidelberg

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

ATCC, Manassas, VA (USA)

PIERCE, Rockford, IL (USA)

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn
(NL)

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt
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Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Substrate

Isopropanol

Kaisers Glyzeringelatine
Losungsmittel, Alkohole

Matrigel ,Basement Membrane Matrix”
Mayer’s Hdmalaun-Losung

Methanol

Milchpulver

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nocodazol

Paraformaldehyd

PBS-Tabletten

PCR-Reagenzien
Penicillin-Streptomycin

Plasmocin

Propidiumiodid (PI)

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Transfektionsreagenz ,,MATra-A”
Triethanolamin (TEA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton-X 100

Trypanblau

Trypsin

Tween

VectaMount™ Mounting Medium
Xylencyanol FF

Xylol

Millipore, Bedford, MA (USA)

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach

Merck KGaA, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Biochrom AG, Berlin

InvivoGen, San Diego, CA (USA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche GmbH, Mannheim

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
IBA GmbH, Gottingen

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

SERVA GmbH, Heidelberg

Vector Laboratories, Burlingame, CA (USA)
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3-2: Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

3 MM Whatman-Papier

Einwegpipetten

Bender & Hobein GmbH, Miinchen

Corning, Inc., Corning, NY (USA)
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FACS-Rohrchen

Hyperfilm ECL

Immobilon-P Membran (0,45um)
Immobilon-PSQ Membran (0,2um)
Kanilen

Kryorohrchen

Objekttrager ,,SuperFrost® Plus“
Parafilm M

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen (gestopft)
Reagenzreservoir

Roéhrchen, steril, Zellkultur 15ml
Roéhrchen, steril, Zellkultur 50ml
Skalpelle

Spritzen2 /5 / 10ml

Sterilfilter

Zellkultureinsatze mit Porenmembran
Zellkulturflaschen und -schalen
Zellkultur-Multiloch-Platten
ZentrifugengefaRe 1,5 / 2ml

Zentrifugengefalle 1,5ml (nucleasefrei)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
GE Healthcare, Buckinghamshire (UK)
Millipore, Bedford, MA (USA)
Millipore, Bedford, MA (USA)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
American National Can, Menasha, WI (USA)
Gilson, Inc., Middleton, WI (USA)
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Corning, Inc., Corning, NY (USA)

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
PFM Medical AG, Kéln

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Millipore, Bedford, MA (USA)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg

Corning, Inc., Corning, NY (USA)

3.1.3 Gerate

Tab. 3-3: Zur Anwendung gekommene Geréate

Artikel

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Dokumentation
Agarosegel-Elektrophoresekammern
Blotting-Kammer

Cryocut Leica CM1900
Durchflusszytometer ,,FACSCalibur”
Elektrophorese-Netzteil ,,PowerPac 200”
ELISA-Reader ,,EIx800“
Filmentwicklungskammer
Filmentwicklungsmaschine ,,Curix 60“

Gefrierschrank (-20°C, -80°C)

Cybertech, Berlin

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA (USA)
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA (USA)
Bio-Tek Instruments, Winooski, VT (USA)
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Agfa Healthcare GmbH, Berlin

Liebherr GmbH, Ochsenhausen
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Glaswaren Schott

Inkubator fir Zellkultur, CO2-begast
Kihlschrank (4°C)

Magnetplatte ,96 Magnet Bar Plate”
Magnetriihrer mit Heizblock ,,IKAMAG REO“
Mikroliter-Pipetten

Mikrowelle

Phasenkontrastmikroskop ,,Standard 25
pH-Meter

Pipettierhilfe ,,Easypet”

Prazisionswaage ,,CP 4202 S“
Rollenmischer RM5

Schittelinkubatoren ,,2Certomat”
Sicherheitswerkbank Klasse I
Spektralphotometer ,,GeneQuant Pro“
Stickstoff-Kihllagereinrichtung
Thermocycler ,RoboCycler Gradient 96
Thermocycler ,,UNO“
Thermomixer ,,Comfort”
Vortex Mixer , Reax1“
Wasserbad ,13a“
Zahlkammer ,,Fuchs-Rosenthal”
Zentrifuge ,,5415 R“
Zentrifuge ,,Rotanta 46 R”

DURAN Glastechnik GmbH & Co. KG, Mainz
Binder GmbH, Tuttlingen

Liebherr GmbH, Ochsenhausen

IBA GmbH, Gottingen

IKA-Works, Inc., Wilmington, NC (USA)
Abimed GmbH, Langenfeld

Electrolux Hausgerate Vertriebs GmbH
Carl Zeiss AG, Jena

WTW, Weilheim

Eppendorf AG, Hamburg

Sartorius AG, Gottingen

CAT, Staufen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Pharmacia GmbH, Erlangen

Messer Cryotherm GmbH, Kirchen/Sieg
Stratagene, La Jolla, CA (USA)
Biometra GmbH, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg

IKA-Works, Inc., Wilmington, NC (USA)
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Sorvall GmbH, Bad Homburg

3.1.4 Kits, Standards und Enzyme

Tab. 3-4: Verwendete Kits

Artikel

Hersteller

Avidin-Biotin-PO Komplex (Vectastain®)
BCA Protein Assay

DNA QlAshredder

Nuclear-ID" Green Cell Cycle Kit for Flow
Cytometry

PNGase F Kit

Reverse Transcription System

Vector Laboratories, Burlingame, CA (USA)
Pierce, Rockford, IL (USA)
Qiagen GmbH, Hilden

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach

New England Biolabs, Ipswich, MA (USA)
Promega, Madison, WI (USA)
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RNase-Free DNase Set
RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden

Tab. 3-5: Standards

Standards

Hersteller

Gene Ruler 1 Kb DNA Ladder
Gene Ruler 50bp DNA Ladder

ProteingréRenstandard ,, Benchmark”

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tab. 3-6: Enzyme

Enzyme

Hersteller

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
PNGase F

Reverse Transkriptase
RNase-Free DNase Set

Tag-Polymerase

Vector Lab Inc., Burlingame, CA (USA)
New England Biolabs, Ipswich, MA (USA)
Promega, Madison, WI (USA)

Qiagen GmbH, Hilden

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

3.1.5 Antikérper

Tab. 3-7: Verwendete Antikorper

Antikorper Hersteller Anwendung

Primarantikorper

Actin Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA (USA) WB

CD133 (C24B9) Cell Signaling, Danvers, MA (USA) WB

CD133/1 (AC133) Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach FACS, WB, ICC,
IHC

CD133/1 (W6B3C1) Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach FACS, WB

CD44s Becton Dickinson GmbH, Heidelberg IHC

CD44v6 Novocastra, Newcastle upon Tyne (GB) IHC

EpCAM (HO.3) Trion Research, Miinchen IHC

IgG1 (Isotypenkontrolle) Dako GmbH, Hamburg ICC, IHC

IgG2a (Isotypenkontrolle) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen FACS

(murines Myelom)

Ki67 Dako GmbH, Hamburg IHC

Sekundarantikorper

IgG/HRP (Kaninchen aZiege) Dako GmbH, Hamburg WB

IgG/HRP (Ziege aMaus) Dako GmbH, Hamburg WB

IgG/HRP (Ziege aKaninchen)  Fisher Scientific GmbH, Schwerte WB
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IgG1-FITC (Ziege aMaus)
IgG/ABC-PO (Pferd aMaus)

Southern Biotech, Birmingham, AL (USA)

Vector Laboratories, Burlingame, CA (USA)

FACS
ICC, IHC

3.1.6 Oligonukleotidprimer

Tab. 3-8: Aufgelistet sind samtliche,

in dieser Arbeit zur Anwendung gekommenen Oligonukleotidprimer. Die

Synthetisierung der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Metabion GmbH, Martinsried.

Gen Produkt- FW Primer (5 — 3Y) BW Primer (5 — 3Y)

lange (bp)
BACE2 362 GTGGCAGGAACCCCGCACTC GGCAAGCCGGCTCCACACAT
BAI3 310 GAGGGCTGCCTGACCCAGGA ATGGGCCGCTGCAGTGTGTC
CARD9 300 GCTGAAGCTCAGGCACGCCA GCCAGGCACTGCAGCTCGAA
CD133 194 TGGGGCTGCTGTTTATTATTCT TGCCACAAAACCATAGAAGATG
CELF2 236 CGCAGGCCCTGTTCTGCCTC ATCTCGGGCCAGAGGGGCTG
CLEC3A 368 GCTCAGCAGGCTTGCCCCAG TGGAGGGCGTTGATTTCGTCGG
CNN2 269 GGAGGCCGGCTACTGAGGCT GCAGGGACCCTCGCCCTACA
DECR1 227 CTGTGGCCTCGCTCCTCGGA TCCGGCTGGCTATCACGCAC
DUSP5 206 AGATCCTGCCCTCCACGCCC GCAGGATGTGGCCGTTGCCA
FERMT1 286 TTTGCAGGCGAGTCCGAGGT CATCGGGCACAACTTCGCAGC
GAPDH 258 TGTCGCTGTTGAAGTCAGAGGAGA AGAACATCATCCCTGCCTCTACTG
GATA2 212 GGGACCCTGTCTGCAACGCC GTGTCCAGCCAGGGCAGCTG
KLF11 368 TTGTTGCCCCTTGCCCCTGC TCTGCCTGCCAGCCTGGGAT
NEOMYCIN-R 405 CAGGGGCGCCCGGTTCTTTT CGCCTTGAGCCTGGCGAACA
NOTCH1 477 TTGGCGTGAGCTCAGCAGCC ACAGAGCGCACACAGACGCC
ovoL2 312 TCGGTCCGCAGCTGGGATGA AACCACCGAGTCGCTGCACG
RBP7 511 CCGCCGACCTCAGCGGTACT TCCAGCCACGAGTCCTCGTCG
RUNX3 502 GCTGGAGGCGGGGACCCTAA GGTGGGGGTGGGGGACACTT
SHISA2 308 ACAATGACCGCCAGCAGGGC GGCGCTGGAGCTGGAACTGG
SOHLH2 300 AGCTCCTCCTGCTGGGAGGC GGCTTCCAGCTCCTCGGCAC
SYK 349 CCACTGTGGCCAGCACGAGG GATGCCACCAGGGCAGCCTG
ZNF420 279 GGGCTGGCGAACCCGAAATTGG TCTGAGCAGAGTCCAGGCATTCC
ZNF91 736 CTTTTGGCCAGAGCAGAGCATGGAA AGCAAGGGTTGAAGAACGGCTAAA

3.1.7 Plasmide

Als Vektor fur Transfektionen kam das Plasmid pCR3.1-Uni zur Anwendung (CMV-Promotor, SV40
Promotor, Kanamycin/Neomycin-Resistenz). Es wurde einerseits ein Leervektor (pCR3.1-Uni-@) und

andererseits ein pCR3.1-Uni-CD133-Vektor verwendet.
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3.1.8 Zelllinien

Tab. 3-9: Verwendete Zelllinien

Material und Methoden

Zelllinien Herkunft Referenz/Beschreibung
Caco-2 Kolon-Karzinom ATCC HTB-37

FaDu Hypopharynx-Karzinom ATCC HTB-43

HCT-8 Kolon-Karzinom ATCC CCL-244

HEK293 Embryonale Nierenzelllinie Graham et al. 1977

HEK293-CD133"en?

HEK293-CD133""2

HEK293-CD133ransfiziert

HEK293-@

Hela
HeLa_CD133transfiziert

Hela-@

0SC-19
PCI-1

Embryonale Nierenzelllinie

Embryonale Nierenzelllinie

Embryonale Nierenzelllinie

Embryonale Nierenzelllinie

Zervix-Karzinom

Zervix-Karzinom

Zervix-Karzinom

Metastasiertes Zungenkarzinom

Larynx-Karzinom

Transfektion mit Vektor
pCR3.1-Uni-CD133
Transfektion mit Vektor
pCR3.1-Uni-CD133
Transfektion mit Vektor
pCR3.1-Uni-CD133
Transfektion mit Vektor
pCR3.1-Uni-@

ATCC CCL-2
Transfektion mit Vektor
pCR3.1-Uni-CD133
Transfektion mit Vektor
pCR3.1-Uni-@

Yokoi et al. 1988

Heo et al. 1989

3.1.9 Dienstleistungen

Tab. 3-10: In Anspruch genommene Dienstleitungen

Dienstleistungen

Anbieter

Microarray-Genexpressionsanalyse

Oligonukleotidsynthese

IMGM Laboratories GmbH, Martinsried

Metabion GmbH, Martinsried

! Durchflusszytometrisch sortiert aus HEK293-CD133
2 Durchflusszytometrisch sortiert aus HEK293-CD133

transfiziert

transfiziert

hinsichtlich hoher CD133-Expression
hinsichtlich niedriger CD133-Expression
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Aligemeine Zellkulturtechniken

Samtliche Zellkulturarbeiten fanden unter einer Sicherheitswerkbank unter Zuhilfenahme steriler
Arbeitsgerate und Losungen statt. Die Kultivierung der adhdrenten Zellen erfolgte in einem Inkubator
mit 5% CO,-Partialdruck bei einer Temperatur von 37°C und einer konstanten Luftfeuchtigkeit von
95%. Hierbei wurden den Anforderungen der Zellen angepasste Kulturmedien verwendet.
Waschschritte erfolgten mit PBS-Losung und Zentrifugationsschritte, wenn nicht anders angegeben,
bei 280g fir 5 Minuten. Alle 2-3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Zellen zunéachst
gewaschen, anschlieRend mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA gel6st und 1:10 mit frischem Medium
resuspendiert wurden.

Das Einfrieren von Zellsuspensionen (10°-10" Zellen pro Kryordéhrchen) erfolgte in speziellem
Einfriermedium. Um ein zu schnelles Einfrieren zu verhindern, wurden die Kryoréhrchen zunachst in
einen Isopropanolbehalter im Gefrierschrank (-80°C) gegeben. Die Lagerung erfolgte anschlieRend im
Gefrierschrank bei -80°C oder in flissigem Stickstoff bei -196°C. Zum Auftauen der Zellen wurde die
Suspension rasch auf 37°C gebracht, zentrifugiert, und in frischem Medium resuspendiert, um den
DMSO-Gehalt zu minimieren. Ein erster Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden.

Zur Generierung von Zelllysaten wurden Zellsuspensionen mit etwa 10’ Zellen gewaschen und
zentrifugiert. Daraufhin wurde das Zellpellet in 30-80ul Lysispuffer resuspendiert und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 16100g fir 10 Minuten.
AnschlieRend konnte die Proteinbestimmung im Uberstand mittels BCA-Test (BCA Protein Assay)
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt und das Lysat weiter prozessiert werden.

Medium fiir HEK293, HCT-8, Hela, FaDu, PCI-1: DMEM, 10% FCS, 1% Penicillin (100U/ml)/Streptomycin
(100pg/ml), Plasmocin (2,5ug/ml)

Medium fiir Caco-2: EMEM, 20% FCS, 1% Penicillin (100U/ml)/Streptomycin
(100pg/ml), Plasmocin (2,5ug/ml)

Medium fiir 0SC-19: DMEM/Ham’s F-12 (1:1), 10% FCS, 1% Penicillin (100U/ml)/
Streptomycin (100ug/ml), Plasmocin (2,5ug/ml)

Einfriermedium: 50% Medium, 40% FCS, 10% DMSO

PBS-Losung: 8,0g NaCl, 0,2g KCl, 1,42g Na,HPO,, 0,24g KH,PO, in 1l H,0;
pH 7,4

Lysispuffer: PBS pH 7,4; 1% Triton-X 100; Protease Inhibitor Cocktail

Complete (2 Tabletten/50ml)

3.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung in Einzelzellsuspensionen wurde mithilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
durchgefiihrt. Dazu wurden 20ul einer 1:1-Mischung von Zellsuspension und 0,1%iger
Trypanblaulésung (in PBS) in die wiederverwendbare Kammer gegeben und danach unter dem
Mikroskop die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt, welche sich von den toten Zellen durch die
fehlende Aufnahme von Trypanblau unterscheiden. Dadurch kommt es zu einer schwach blauen
Farbung der lebenden Zellen und einer charakteristischen, tiefblauen Farbung der toten Zellen.
AbschlieBend wurde die Gesamtzellzahl in der Suspension durch folgende Formel berechnet:
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Flachey, mer = 16mm?
Tiefey, mmer=0,2mm
Verdinnungsfaktor =0,5

Zellzahly, e, - 1000
Flachey,nmer [Mmm?] - Tiefe,, . .. [mm] - Verdiinnungsfaktor

Zellzahlp,gpe [MI] =

Die Proliferationsrate von Zellen wurde lber einen Zeitraum von 4 Tagen bestimmt. Hierzu wurden
jeweils 3-:10° Zellen mit 2ml Medium in 6-Lochplatten ausplattiert und tber den gewiinschten
Zeitraum taglich die Anzahl der Zellen in einem der Ansatze ermittelt.

3.2.1.3 Transfektion von Zellen

Zur Generierung stabil oder transient transfizierter Zellen wurde die Methode der Magnet-
assistierten Transfektion gewahlt. Zunichst wurde eine Zellsuspension mit 3-10° Zellen/2ml Medium
in 6-Lochplatten ausplattiert. Hierflir wurden die Zellen zunachst gewaschen, mittels Trypsin gel6st,
zentrifugiert, in Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Nach einer Inkubationsperiode
von 24 Stunden in einer Multilochplatte wurde das Medium gewechselt und durch 1,5ml Medium
und 0,5ml Transfektionsansatz ersetzt. Der Transfektionsansatz beinhaltete serumfreies Medium, das
entsprechende Transfektionsplasmid und Transfektionsreagenz. Es folgte eine 15-minitige
Inkubationszeit auf einer Magnetplatte, um das Einbringen der an das ferromagnetische Reagenz
gekoppelten Plasmide in die Zellen zu ermdglichen. AnschlieBend wurde der Transfektionsansatz
durch Standardmedium ersetzt. Zum Erhalt stabil transfizierter Zelllinien wurde nach weiteren 24
Stunden Inkubationszeit G418 (Neomycin)-Selektionsmedium (1,25mg/ml) zugegeben.

3.2.1.4 Boyden-Kammer — Migration und Chemotaxis

Um Informationen Uber das Migrationsverhalten und Chemotaxis von Zellen zu erhalten, wurden
Boyden-Kammern (Becton Dickinson GmbH) verwendet. Der Boden dieser Kammern besteht aus
einer fir Zellen permeablen Membran aus Polyethylenterephthalat (PET) mit einer PorengrofRe von
8,0um. Zellen, welche zuvor tGber Nacht in Medium mit Zusatz von 0,1% FCS inkubiert worden waren,
wurden ausgezahlt und 2,5-10° Zellen in 2ml serumfreiem Medium resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde anschlieBend in die Boyden-Kammern gegeben, welche in 6-Lochplatten
platziert waren. In den 6-Lochplatten selbst befanden sich 2,5ml Medium mit 10% FCS. Nach 5
Stunden oder 24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Kammern entfernt, 3-5 Mal
vorsichtig mit PBS gewaschen und anschlieBend 2 Minuten mit Methanol fixiert. Es folgte ein
erneuter Waschschritt mit PBS und letztlich die Farbung mit Trypanblaulésung (1:3-Mischung mit
PBS) fiir 20 Minuten. Uberschiissiges Trypanblau wurde mit destilliertem Wasser abgewaschen und
die Membran von der Kammer gelost. Nach Einbetten mit Kaisers Glyzeringelatine auf einem
Objekttrager wurden die Praparate unter dem Mikroskop analysiert.

3.2.1.5 Scratch assay — Migration

Der scratch assay stellt eine weitere einfache Maoglichkeit dar, Migrationseigenschaften zu
beurteilen, bietet jedoch nicht die Moglichkeit, einen chemischen Gradienten anzulegen. Fiir dieses
Experiment wurden Zellen in Zellkulturschalen bis zur Konfluenz der Zellschicht inkubiert und
anschlieRend mit einer 200ul-Pipettenspitze ein artifizieller Riss durch die Zellschicht erzeugt. Im
Anschluss daran erfolgte die Beobachtung der Zellen iber einen Zeitraum von zwei Tagen hinsichtlich
der Fahigkeit, in die geschaffene Liicke zu migrieren.
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3.2.1.6 Zellzyklusverteilung

Zur Analyse der Zellzyklusverteilung wurde das Nuclear-ID” Green Cell Cycle Kit for Flow Cytometry
(Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach) verwendet. Hierbei wurden jeweils 1-10° Zellen in 10ml Medium
in Zellkulturschalen ausgesat. Nach 2 Tagen Wachstum in der logarithmischen Phase wurde das
Medium mit 10% FCS durch Medium mit 0,1% oder 10% FCS ersetzt. Daran schloss sich eine weitere
Inkubation der Zellen fir 22 Stunden an. Uber den gleichen Zeitraum erfolgte zusatzlich die
Inkubation der Negativkontrolle mit DMSO (1ul/10ml Medium) und der Positivkontrolle mit
Nocodazol (1ul/10ml Medium). Nocodazol fiihrt durch Interaktionen mit Mikrotubuli zu einem
Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase (Jordan, Thrower et al. 1992). Nach erneuter Supplementierung
mit 10% FCS wurden die Zellen nach 30 Minuten respektive 10 Stunden mittels Trypsin aus den
Zellkulturschalen gel6st, in Medium resuspendiert und zentrifugiert. Darauffolgende Waschschritte
und Ethanolfixierung wurden nach Protokoll des Herstellers ausgefihrt.

3.2.2 Durchflusszytometrische Messung

3.2.2.1 Bestimmung der Oberflachenproteinexpression und Zellsortierung

Die membranstandige Expression des Proteins CD133 wurde nach Bindung eines spezifischen
Primarantikorpers mithilfe eines fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpers an einem
FACSCalibur™-Gerat (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) ausgefiihrt.

Als Fluoreszenzfarbstoff kam Fluoreszein Isothiocyanat (FITC) zur Anwendung, welches ein
Absorptions- und Emissionsmaximum bei Wellenlangen von etwa 495nm beziehungsweise 521nm
aufweist.

Flr das Anfarben der Zellen musste eine Einzelzellsuspension hergestellt werden, welche in der Folge
zweimal mit 500ul PBS gewaschen wurde. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem
Primarantikorper und der passenden Isotypenkontrolle (Verdiinnung jeweils 1:50) in 50ul FACS-
Puffer fir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt mit FACS-Puffer
wurden Probe sowie Isotypenkontrolle fir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit dem
entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert. Auf einen erneuten Waschschritt folgte die
Resuspension in 400ul FACS-Puffer und die Zugabe von 2ul Propidiumiodid (PI; 0,5mg/ml PBS), um
bei der durchflusszytometrischen Messung eine Unterscheidung von vitalen und toten Zellen zu
ermoglichen. Sollten die Zellen nach der FACS-Analyse erneut kultiviert werden, wurden samtliche
Arbeitsschritte unter der Sicherheitswerkbank und mit gestopften Pipettenspitzen durchgefiihrt. In
diesem Fall wurde ebenfalls auf die Zugabe von Propidiumiodid verzichtet.

Die Auswertung der Messergebnisse hinsichtlich Granularitat (SSC, side scatter) und ZellgroRe (FSC,
forward scatter) wurde mit der Software Cell Quest™ (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)
vorgenommen. Zusatzlich wurde die mittlere Fluoreszenz der vitalen Zellen berechnet und in
Relation zur Fluoreszenz der Isotypenkontrolle gesetzt.

Beim Sortieren von Zellen, die anschlieRend weiterkultiviert wurden, kam das Gerat FACS Aria™ |
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) zum Einsatz. Die Auswertung der Messergebnisse und die
Auswahl der zu sortierenden Subpopulationen von Zellen wurden mit der Software FACSDiva™
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) ausgefiihrt.

FACS-Puffer: PBS, 3%FCS
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3.2.2.2 Messung der Zellzyklusverteilung

Die durchflusszytometrische Analyse der in Ethanol fixierten Zellen erfolgte mittels des Farbstoffes
NuclearID™ Green (Absorptionsmaximum 488nm, Emissionsmaximum 530nm) (ber den Kanal
FL1/Green. Anhand des Farbemusters konnte der prozentuale Anteil der Zellen bestimmt werden,
welche sich in G;-, S- oder G,/M-Phase des Zellzyklus befinden. Eine genaue Unterscheidung
zwischen Zellen in der G,- oder M-Phase ist mittels konventioneller 1D-Durchflusszytometrie nicht
moglich. Fur die Auswertung wurde die Software Flowlo 7.6.1 (TreeStar, Inc., Ashland, OR (USA))
herangezogen.

3.2.3 Proteinbiochemische Analyseverfahren

3.2.3.1 Quantitative Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration von Zelllysaten wurde das BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Rockford, IL (USA)) nach Angaben des Herstellers verwendet und die Farbreaktion im ELISA-
Reader bei 540nm detektiert. Als Vergleichsstandard diente bovines Serumalbumin (BSA).

3.2.3.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting

Proteinexpressionmuster verschiedener Zellen wurden durch Western Blotting analysiert. Hierzu
wurden 30ug Gesamtprotein zur Auflésung von Sekundar- und Tertidrstruktur mit 5ul Laemmlipuffer
versetzt und fur 3 Minuten auf 95°C erhitzt, um anschlielend auf das Acrylamidgel Ubertragen zu
werden. Es kamen 10-15%ige SDS-Polyacrylamidgele in Laufpuffer zum Einsatz. Die
elektrophoretische  Auftrennung (SDS-PAGE) nach ProteingroRe erfolgte nach einem
Standardprogramm (Fokussierung bei 15mA/180V fir 15 Minuten, Auftrennung bei 30mA/180V),
zusammen mit dem definierten ProteingréBenstandard benchmark (Invitrogen, Karlsruhe). Im
Anschluss daran wurden die Proteine bei 100V und 500mA fiir 45 Minuten auf eine mit Methanol
aktivierte Immobilon-P Membran (PorengrofRe 0,45um) Ubertragen. Um unspezifische freie
Bindungsstellen der Membran zu blockieren, wurde die Membran fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit Milchlésung inkubiert. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte tber
eine Stunde in 1:1000-Verdiinnung mit BSA-Losung. Daran schlossen sich drei 5-min(tige
Waschschritte mit Waschpuffer an, bevor die Membran mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper inkubiert wurde (Verdinnung 1:5000 mit Milchlésung, 1 Stunde
Inkubationsdauer). Nach drei weiteren Waschschritten wurde die Chemilumineszenzreaktion durch
ECL Blotting Substrat (PIERCE, Rockford, IL (USA)) oder Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrat (Millipore, Bedford, MA (USA)) gestartet. Die Detektion erfolgte auf Hyperfilm ECL (GE
Healthcare, Buckinghamshire (UK)) tber einen Zeitraum von 30 Sekunden bis 30 Minuten. Als
Entwicklungsmaschine kam das Gerat Curix 60 (Agfa Healthcare GmbH, Berlin) zum Einsatz.

Um eine erneute Inkubation der Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) mit einem weiteren
spezifischen Antikdrper zu erméglichen wurden die Membranen 25 Minuten mit Stripping-Puffer
gewaschen. Durch das enthaltene SDS und den niedrigen pH wurden die zuvor gebundenen
Antikorper gelost. Nach drei Waschschritten und einer erneuten Inkubation flir 30 Minuten mit
Milchlésung konnte die Inkubation mit einem weiteren Primarantikdrper nach obiger Beschreibung
begonnen werden.

SDS-Polyacrylamidgel: Sammelgel (4%): 30% Acrylamid; 2M Tris pH 6,8; 0,5M EDTA
Trenngel (10-15%): 30% Acrylamid; 2M Tris pH 8,9, 0,5M EDTA
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Laemmlipuffer: 140mM Tris-HCl pH 7,0, 30% Glyzerin, 4% SDS, 16% Mercaptoethanol, 0,1%
Bromphenolblau

Laufpuffer (10x): 250mM Tris, 2M Glycin, 1% SDS

Blottingpuffer (10x): 250mM Tris, 1,26M Glycin

Blockpuffer: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer

Waschpuffer: PBS mit 0,2% Tween

BSA-Losung: 3% BSA in Waschpuffer

Stripping-Puffer: 0,2M Tris, 1% SDS, pH 2,5

3.2.3.3 Enzymatische Deglykosylierung durch PNGase F

Zur Analyse der Proteinglykosylierung wurde Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F; New England
Biolabs, lpswich, MA (USA)) herangezogen. PNGase F weist die Fahigkeit auf, die meisten N-
glykosidisch an Asparaginreste gebundenen Zuckerreste abzuspalten (Abb. 3-1) (Maley, Trimble et al.
1989).

Schnittstelle

PNGase F
X- |
N\
— - —ASh
1 |
X= X
Mannose Ser/Thr
N-Acetylglucosamin |

Abb. 3-1: Darstellung der Schnittstelle des Enzyms PNGase F zwischen Asparagin-Rest (Asn) des Proteins und Kohlenhydrat-
Kette.

Die Deglykosylierung wurde mit 10ug Gesamtprotein aus Zelllysat nach Angaben des Herstellers
ausgefihrt. Nach anschliefender Erhitzung auf 95°C mit 4ul Laemmli-Puffer erfolgten SDS-PAGE und
Western Blotting nach obiger Beschreibung.

3.2.4 Molekularbiologische Analyseverfahren

3.2.4.1 RNA-Extraktion, quantitative RNA-Bestimmung und Generierung von cDNA

Als erster Schritt zum Nachweis bestimmter mRNA-Transkripte wurden Zellen mithilfe des Kits DNA
QlAshredder (Qiagen GmbH, Hilden) lysiert und aus dem Lysat in der Folge die RNA isoliert. Hierbei
kam das RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) zur Anwendung. Zusatzlich zur RNA-Extraktion
erfolgte ein DNA-Verdau mit DNase | (Qiagen GmbH, Hilden). Mittels PCR wurde die RNA-Probe
anschlieRend auf das Vorhandensein genomischer DNA gepriift.

Die RNA-Konzentration wurde mit 98ul 10mM Tris und 2ul Probe in einem Spektralphotometer
bestimmt. Jeweils 1ug RNA wurde mittels des Reverse Transcription Systems (Promega, Madison, WI
(USA)) in komplementare cDNA umgeschrieben. Im letzten Schritt erfolgte die Amplifikation der
gewonnenen cDNA in einer Polymerase-Kettenreaktion mit spezifischen Primerpaaren, um mRNA-
Expressionslevels evaluieren zu kénnen.
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3.2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR dient der Vervielfdltigung spezifischer DNA-Abschnitte, um die Expressionslevels
verschiedener Gene untersuchen zu konnen. Bei jedem Versuchsansatz wurden zusatzlich eine Probe
ohne Zugabe von cDNA (Kontrolle auf DNA-Verunreinigung der Reagenzien), eine Probe der
Ausgangs-RNA (Kontrolle des erfolgreichen DNase-Verdaus) sowie eine cDNA-Probe analysiert.
Hierbei wurden spezifische Primer fir den Nachweis einer GAPDH-cDNA-Sequenz verwendet. Das
Enzym GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) ist ein ubiquitdres Protein mit einem
relativ stabilen Genexpressionslevel, weshalb es hier als Ladekontrolle herangezogen wurde.

Die Analyse erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 20ul mit folgenden Substanzen:

e Taqg-Puffer (10x) mit KCI: 2ul

e dNTPs (2mM): 2ul

e MgCl, (25mM): 2ul

e Primer sense (1-100uM): 1l

e Primer antisense (1-100uM): 1ul

e Tag-Polymerase (1U/ul): 1ul

e cDNA-Probe: 1-5ul

e H,0: entsprechende Differenz zu Reaktionsvolumen von 20ul

Die Amplifikation der DNA gliedert sich in verschiedene Reaktionsschritte. An die initiale
Denaturierungsphase von 10 Minuten schlossen sich 20-35 Zyklen, welche jeweils aus drei Schritten
zu je 30 Sekunden bestanden:

e Denaturierung bei 95°C
e Primerhybridisierung bei 52-62°C (optimale Annealing-Temperatur abhangig von Primer)
e Elongation bei 72°C

AbschlieBend erfolgten eine verlangerte Elongationsphase von 10min und das rasche Abkiihlen der
Proben auf 4°C bis zur weiteren Prozessierung. Die groenabhadngige Auftrennung der amplifizierten
DNA-Strange wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierbei kamen Gele mit 1-3%
Agarose in 1x TBE-Laufpuffer (Tris-Borat-EDTA) zum Einsatz. Die Spannung zwischen den Elektroden
betrug 3-5V/cm. Zur Visualisierung der Nukleinsdurebanden unter UV-Licht wurden die Gele mit
Ethidiumbromid (0,75ug/ml) versetzt.

DNA-Laufpuffer (1x TBE): 45mM Tris-Borat, 1ImM EDTA
Agarose-Gel: Agarose (1-3%) in 1xTBE
Ladepuffer (6x): 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF, 30% Glyzerin in Wasser

3.2.5 Xenotransplantationsmodell

Um das Tumorinduktionsverhalten von HEK293-Transfektanten in vivo zu beurteilen, wurden 6
Wochen alten, ausschlieRlich ménnlichen NOD/SCID-M&usen Zellsuspensionen subkutan injiziert. Die
Haltung der Méause erfolgte in den Tierstéllen des Walter-Brendel-Instituts fur chirurgische Forschung
(Minchen). Zellen wurden zunachst mit Trypsin aus den Zellkulturflaschen geldst, gezahlt und in
definierten Zellzahlen (5-10%, 1-10° und 5-10°) in 100ul DMEM resuspendiert und mit 100ul Matrigel
(basement membrane matrix) (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) vermischt, um eine bessere
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Lokalisation der Zellen im Tier zu erhalten. Die Injektion erfolgte jeweils subkutan in die linke und
rechte Flanke. Nach 21 respektive 36 Tagen wurden die Tiere mittels CO,-Gas get6tet und prapariert.
Die entnommenen Tumoren wurden mit einer Prdzisionswaage gewogen und rasch in
Einbettmedium in fliissigem Stickstoff eingefroren.

3.2.6 Histologische und immunhistochemische Analyseverfahren

3.2.6.1 Vorbereitung und Fixierung der Praparate

Zur weiteren Analyse der entnommenen Tumorpraparate wurden in einem Gefriermikrotom
Gewebsschnitte mit einer Schnittdicke von 4pm auf silanisierten SuperFrost® Plus-Objekttragern
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte) angefertigt.

Die Schnitte wurden nach Lufttrocknung und Azetonfixierung fiir 5 Minuten bei -25°C gelagert. Nach
dem Auftauen erfolgte eine erneute Fixierung mit Azeton und anschlieRend eine Rehydrierung in
PBS-Losung fur 10 Minuten.

Fir immunzytochemische Analysen wurden zunichst 5-10° Zellen in Einzelzellsuspension gebracht.
Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen in 200ul PBS resuspendiert und durch eine
Zytospin-Zentrifuge (800 rpm fir 5 Minuten) auf Objekttrager aufgebracht. Nach Lufttrocknung
erfolgte die Fixierung der Zellen mit Azeton fiir 5 Minuten und die Weiterverarbeitung der Praparate
in Analogie zu den Gewebsschnitten.

3.2.6.2 Immunhistochemische und immunzytochemische Farbung

Zunachst erfolgte eine Inaktivierung der endogenen Peroxidase im Gewebe durch Inkubation mit
einer 0,3%igen Wasserstoffperoxidldsung (in PBS) fir 10 Minuten. Zur Vermeidung unspezifischer
Bindung des Primarantikorpers wurden die Prdparate fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
Normalserum (1:100) inkubiert. Um Hintergrundfarbungen durch endogenes Biotin zu minimieren,
wurde zusatzlich 100pl Avidin-D-Lésung pro 1ml Normalserum verwendet. Es kam jeweils Serum des
Tieres, in dem der Zweitantikorper produziert wurde, zur Anwendung. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit spezifischen Primarantikorpern in Verdinnungen von 1:100-1:4000 bei 4°C ulber
Nacht. Es schlossen sich zwei Waschschritte mit PBS/Triton (Konzentration 0,1%) an sowie die
Inkubation mit entsprechenden biotinylierten Sekundarantikérpern fir eine Stunde bei
Raumtemperatur. In nachsten Schritt folgte nach weiteren zwei Waschschritten mit PBS die Bindung
der Peroxidase mittels der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode. Zur spezifischen Detektion
und Visualisierung der Antigen-Antikorper-Komplexe wurde das Chromogen Aminoethylcarbazol
(AEC) verwendet, welches nach zwei PBS-Waschschritten zugegeben wurde. Durch
Peroxidaseaktivitdit kommt es dabei in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid zu einer Umwandlung
von AEC in ein rotbraunes Prazipitat. Zudem wurden jeweils Negativkontrollen der Praparate mit
entsprechender IgG-Isotypenkontrolle anstelle des Primarantikorpers angefertigt. Abschliefend
wurden die Zellkerne mit Mayer’s Hamatoxylin gegengefarbt, mit Kaisers Glyzeringelatine
eingedeckelt und unter dem Mikroskop analysiert.

3.2.6.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Azeton-fixierte Schnitte wurden fiir 6 Minuten in Hamatoxylin-Losung gefarbt und anschlieend fiir
10 Minuten unter flieRendem Wasser geblaut. Es schloss sich eine Farbung mit Eosin fir etwa 3
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Minuten an und die Entwdasserung in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 100%). Zuletzt
wurden die Schnitte fiir 5 Minuten in Xylol geklart und eingedeckelt.

3.2.7 Microarray-Genexpressionsanalyse

Die Durchfiihrung der Genexpressionsanalyse wurde bei IMGM Laboratories GmbH (Martinsried) in
Auftrag gegeben. Es erfolgte zunadchst eine Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades,
sowie eine Integritatskontrolle. Im Anschluss daran wurde die Microarray-Hybridisierung auf einem
Agilent Sure Print G3 Human Gene Expression Microarray (8x60K Format) der Firma Agilent
Technologies durchgefiihrt. Die statistische Analyse der Rohdaten und die Auswertung hinsichtlich
regulierter Genexpressionsmuster mittels PANTHER-Analyse (http://www.pantherdb.org/) wurde
ebenfalls von IMGM Ubernommen. Zur Auswahl potentieller Zielgene wurde als Schwellenwert eine
minimale Genregulation um das Zweifache in Relation zum Vergleichswert festgelegt (fold
change 22). Hierdurch ergab sich eine Auswahl von 118 signifikant in ihrer Expression verdnderter
Gene, von welchen wiederum eine Auswahl mittels RT-PCR weiter untersucht wurde.
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4 Ergebnisse
4.1 CD133-Expression in verschiedenen Karzinomzelllinien und HEK293-Wildtypellen

In einem ersten Schritt erfolgte die Untersuchung verschiedener etablierter Karzinomzelllinien sowie
von HEK293-Zellen hinsichtlich ihrer CD133-Expression. Es wurden Zelllinien aus Kopf-Hals-Tumoren,
Kolon- und Zervixkarzinomen verwendet. Zunachst wurde die Proteinexpression von CD133 auf der
Zelloberflache mittels  durchflusszytometrischer Messung evaluiert. Hierbei fand der
Primarantikorper AC133 (Miltenyi) Anwendung sowie eine passende murine Isotypenkontrolle
(IgG2a). Die Darstellung der CD133-Antigendetektion in Histogrammen zeigte fir die Zelllinien FaDu,
Hela, OSC-19 und PCI-1 nahezu deckungsgleiche Verteilungen mit den Isotypenkontrollen (Abb. 4-1).
Folglich ergaben sich bei der Berechnung der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) pro Einzelzelle
keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit dem AC133-Primarantikérper behandelten
Proben und den entsprechenden Kontrollen und die MFI lag jeweils nahe am Referenzwert 1 der
Isotypenkontrolle (MFI zwischen 0,96 + 0,05 und 1,02 + 0,03), wie die Tabelle in Abb. 4-1 zeigt.
Caco-2-Zellen, von denen bekannt ist, dass sie CD133 exprimieren (Corbeil, Roper et al. 2001),
demonstrierten hingegen eine starke CD133-Positivitdit, wie im Histogramm deutlich wird.
Dementsprechend war die MFI mit 69,40 + 17,66 erhoht im Vergleich zum Referenzwert 1. HEK293-
Zellen zeigten eine im Vergleich zur Isotypenkontrolle signifikant erhohte Detektion (p<0,05) bei
Verwendung des AC133-Antikorper in der Durchflusszytometrie, welche sich in einer MFI von 3,02 +
0,51 widerspiegelte. Eine proteinbiochemische Detektion von CD133 in SDS-Gelelektrophorese und
Western Blot gelang in HEK293-Zellen mit dem C24B9-Antikorper (Cell Sighaling) jedoch nicht, wie in
Abb. 4-2 (A) dargestellt ist.
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Abb. 4-1: CD133-Proteinexpression in Wildtyp-Karzinomzelllinien und HEK293-Zellen.

Die CD133-Expressionsmuster der verschiedenen Zelllinien wurden durchflusszytometrisch evaluiert. Dargestellt ist fiir jede
Zelllinie jeweils ein reprasentatives Histogramm mit Isotypenkontrolle (rote Kurve) sowie Detektion von CD133-Antigen
(blaue Kurve). Die Detektion erfolgte mittels AC133 (Miltenyi) und IgG2a (Isotypenkontrolle) als Primarantikérper und
entsprechendem FITC-gekoppelten Sekundarantikorper. Zur quantitativen Beurteilung der CD133-Expression wurde in drei
unabhdngigen Versuchsansiatzen die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) berechnet, welche jeweils mit
Standardabweichung (SD) angegeben ist.

Auch in Zelllysaten von PCI-1 und OSC-19 lie sich proteinbiochemisch keine Detektion des AC133-
Epitops feststellen. In Caco-2-Zelllysaten war wiederum, entsprechend den Ergebnissen der
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durchflusszytometrischen  Messungen, eine starke AC133-Detektion zwischen einem
Molekulargewicht von 95kD und 120kD zu verzeichnen, was dem zu erwartenden Bereich zwischen
dem Molekulargewicht des unglykosyliertem und stark glykosyliertem CD133-Protein entspricht.
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Abb. 4-2: Expression von CD133 auf Protein- und mRNA-Ebene in Wildtyp-Karzinomzelllinien und HEK293-Zellen.

(A) Proteinbiochemische Detektion von CD133 in Zelllysaten von Wildtypzellen mittels C24B9-Antikorper (Cell Signaling)
und HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper. Die Visualisierung erfolgte mit ECL und als Ladekontrolle wurde Actin
herangezogen. (B) Aufgetragen ist das Ergebnis einer RT-PCR mit Agarose-Gelelektrophorese zur Beurteilung der mRNA-
Expression von CD133. Ergdnzend ist eine Ladekontrolle mit GAPDH dargestellt.

Zur Beurteilung der Expression von CD133 auf mRNA-Ebene wurde nach Isolierung von mRNA und
Umschreiben in cDNA eine RT-PCR mit Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Abb. 4-2 (B) zeigt
das Ergebnis dieser Untersuchung. In Caco-2-Zellen wurde hierbei CD133-Expression auf mRNA-
Ebene nachgewiesen, wie es zuvor schon in Western Blot und Durchflusszytometrie auf Proteinebene
der Fall war. Fir Hela, FaDu, PCI-1 und OSC-19 konnte keine Expression von CD133-mRNA gezeigt
werden. In HEK293-Zellen, welche durchflusszytometrisch eine erhéhte MFI aufwiesen, konnte kein
Nachweis einer CD133-mRNA-Transkripition erbracht werden, was sich auch bei einer Erhéhung der
Zahl der PCR-Amplifikationszyklen von 27 auf 35 nicht dnderte (Daten nicht gezeigt).

4.2 Magnet-assistierte Transfektion von Karzinomzelllinien

Das nachste Ziel war es, stabile Transfektanten von Karzinomzelllinien mit CD133 zu etablieren.
Hierzu wurden die Vektoren pCR3.1-Uni-@ und pCR3.1-Uni-CD133 in einem Magnet-assistierten
Transfektionssystem verwendet, welches eine hohe Transfektionseffizienz bei geringer Zelltoxizitat
ermoglicht (Plank, Anton et al. 2003). Als Zelllinien dienten FaDu und PCI-1 aus Kopf-Hals-Tumoren,
welche als Wildtypzellen proteinbiochemisch oder durchflusszytometrisch keine detektierbare
Expression des AC133-Epitops zeigten. Ebenfalls konnte in diesen Zellen vor Transfektion keine
CD133-Expression auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden (siehe 4.1). Im Anschluss an die
Transfektion erfolgte eine Selektion der Zellen mittels Neomycin. Sobald die tiberlebenden Zellen die
logarithmische Phase des Zellwachstums erreichten, wurde eine durchflusszytometrische Beurteilung
der Transfektionseffizienz vorgenommen. Hierbei zeigte sich, dass nur ein geringer Anteil der Zellen
CD133 stark exprimierte. Der prozentuale Anteil dieser Zellen lag bei FaDu-Zellen bei maximal 4,3%
und bei PCI-1-Zellen bei maximal 8,1% am zweiten Tag nach Transfektion. Diese initiale CD133-
Positivitdt verringerte sich im weiteren Verlauf (spatestens bis 60 Tage nach Transfektion) auf
Expressionswerte der entsprechenden Wildtypzellen, wie Abb. 4-3 (A) fur PCl-1-Zellen zeigt. Dies
wurde beobachtet, obwohl der eukaryozide Selektionsdruck zur Expression des Neomycin-
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Resistenzgens aufrechterhalten wurde und die Zellen hierunter stabile Proliferationsraten zeigten

und keine morphologischen Veranderungen sichtbar wurden.

Daher wurden die CD133-transfizierten Zellen im Folgenden hinsichtlich der korrekten Expression des
Transfektionsplasmids untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass - auch im Fall von bereits nicht
mehr detektierbarer CD133-Proteinexpression - CD133-mRNA nachzuweisen war, wie in Abb. 4-3 (B)
exemplarisch an transfizierten PCl-1-Zellen dargestellt ist. Es konnte gezeigt werden, dass das im
Vektor enthaltene Neomycin-Resistenzgen ebenfalls weiterhin transkribiert wurde und als mRNA
mittels RT-PCR nachweisbar war (Abb. 4-3; C). Ferner war dies auch der Fall bei samtlichen, mit dem
Leervektor pCR3.1-Uni-@ transfizierten Zellen unter Selektionsbedingungen.
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Abb. 4-3: Abnahme der CD133-Proteinexpression an der Zelloberfliche im Verlauf nach Transfektion und Nachweis der
Plasmidexpression auf mRNA-Ebene.

(A) PCI-1-Zellen wurden mit pCR3.1-Uni-CD133 transfiziert und die CD133-Expression verglichen mit einer Isotypenkontrolle
sowie Wildtypzellen im zeitlichen Verlauf unter Selektionsbedingungen durchflusszytometrisch evaluiert. Der prozentuale
Anteil der Zellen pro Quadrant ist in jedem Diagramm angegeben. Als Primarantikérper kamen AC133 (Miltenyi) und 1gG2a
(Isotypenkontrolle) zur Anwendung. (B) Eine RT-PCR mit Agarose-Gelelektrophorese 60 Tage nach Transfektion mit pCR3.1-
Uni-CD133 zeigt weiterhin Expression von CD133-mRNA in PCl-1-Zellen (unter Selektionsbedingungen) trotz fehlender
Nachweisbarkeit von CD133-Proteinexpression. (C) Nachweis der Expression des Neomycin-Resistenzgens in PCl-1-Zellen

unter Selektionsbedingungen 60 Tage nach Transfektion.
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Eine erhohte, mit einem AC133-Antikorper detektierbare Transfektionseffizienz konnte weder durch
Verinderungen der Transfektionsbedingungen noch durch eine der Anderung der Neomycin-
Konzentration des Selektionsmediums erreicht werden.

4.3 Etablierung stabiler CD133-Expression in HEK293-Zellen

Mittels Magnet-assistierter Transfektion wurde der Vektor pCR3.1-Uni-CD133 ebenso in die humane
embryonale Nierenzelllinie HEK293 eingebracht, in welcher das AC133-Epitop vor Transfektion
proteinbiochemisch und auf mRNA-Ebene nicht zu detektieren war. Durchflusszytometrisch war
jedoch im Vergleich zur Isotypenkontrolle eine leicht erhéhte MFI (3,02 + 0,51 im Vergleich zum
Referenzwert 1) zu beobachten (siehe 4.1). In der logarithmischen Wachstumsphase unter
Selektionsbedingungen zeigten diese Zellen nach Transfektion in der Durchflusszytometrie neben
einer CD133" Hauptpopulation, welche 90,7% + 1,0% der Zellen darstellte, eine weitere
Zellpopulation mit erhohter CD133-Expression (Abb. 4-4). Diese umfasste 9,3% + 1,0% der Zellen und
zeigte im Vergleich zur Hauptpopulation eine um etwa das 15fache erhéhte MFI fiir CD133.

w7 HEK293
30- CDlagtransfiziert
] M
— I
-5:,3 607 | "
= 1 || MFI=4,82 +0,32
SRR
:‘
20 I\
1)\
B R e
w10 102 w10t
CcD133
HEK293 CD133'v HEK293 CD133hish
1.0k
wk-j \ snu-:' ‘
— il = 1] f
- .‘H‘ R o N
N s00 [ N - ‘I ‘
& AIJU': ‘I I‘n rﬁ ] \I l"
] | | ] \
2004 ( I‘. 20077 "‘I |
U':I_’_"“)f.:"'l e e u-}——ﬁﬁz;‘*;:\w“w—'-ﬂw'l——"w
w0 10° w et w0’ 10° w0 et
cD133 cD133
MFlgy,; = 2,57+ 0,87 MFlgy,.; = 28,53 + 8,29
MFlg,; = 1,77 £ 0,18 MFlg,., = 36,20 + 12,27

Abb. 4-4: CD133-Oberflachenexpression in transfizierten HEK293-Zellen vor und nach Zellsortierung.

Dargestellt ist die durchflusszytometrisch gemessene CD133-Expression stabiler Transfektion mit pCR3.1-Uni-CD133 unter
Selektionsbedingungen (HEK293-CD133"™™™Y) Es wurde eine Sortierung dieser Zellen hinsichtlich CD133-Expression in
HEK293-CD133"¢" und HEK293-CD133"" durch zweimalige Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung vorgenommen. Als
Primarantikorper wurde AC133 (Miltenyi) verwendet sowie IgG2a (Isotypenkontrolle). Gezeigt ist das Ergebnis als
Histogramm jeweils nach dem zweiten Sortierungsschritt (Isotypenkontrolle rot; CD133-Detektion blau). Zudem angegeben
ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der Zellpopulationen mit Standardabweichung fur die Ausgangszellpopulation
sowie HEK293-CD133"8" und HEK293-CD133"°Y nach erster und zweiter Zellsortierung (Sort1/2).

Aus diesen CD133-transfizierten Zellen wurden anschlieBend durchflusszytometrisch die
Populationen mit der hochsten respektive niedrigsten Expression von CD133 sortiert, isoliert und
separat weiterkultiviert. Durch eine weitere Zellsortierung dieser zwei Populationen konnte letztlich
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eine MFI von 36,20 * 12,27 in HEK293-CD133"%"-Zellen und von 1,77 * 0,18 in HEK293-CD133""-
Zellen erreicht werden. Nach dem ersten Sortierungsschritt hatte die MFI bei 28,53 + 8,29 und 2,57 +
0,87 gelegen, wie in Abb. 4-4 dargestellt ist. Die mit dem zweiten Sortierungsschritt gewonnenen
Populationen wurden im Anschluss fiir weitere Untersuchungen in vitro und in vivo herangezogen
und zeigten auf mRNA- und Proteinebene ein konstantes Niveau in Bezug auf die Expression von
CD133.

4.4 Charakterisierung der CD133-Expression in HEK293-CD133"¢"'°"_ze|len

Da, wie eingangs ausflhrlich beschrieben und im Fall der ersten Transfektionsexperimente
beobachtet, oftmals eine Diskrepanz zwischen der Detektion von CD133-mRNA und insbesondere
des AC133-Epitops von CD133 besteht, sollte im Weiteren eine genauere Charakterisierung bezliglich
mMRNA- und Proteinexpression in HEK293-CD133"&""°"_z¢|len erfolgen.

Zunichst wurde eine RT-PCR der HEK293-CD133""°".ze|len mit CD133-spezifischen Primern
durchgefiihrt. Die Agarose-Gelelektrophorese liel erkennen, dass die Zellsortierung anhand von
membrangebundener CD133-Proteinexpression auch in unterschiedlichen mRNA-Expressionslevels
von CD133 resultiert. Bei vergleichbar stark ausgepragter Darstellung der GAPDH-Banden als
Ladekontrolle ist die CD133-Bandenintensitit der HEK293-CD133"*-Probe sichtbar vermindert im
Vergleich zur HEK293-CD133"¢"-Probe (Abb. 4-5; A). Eine weitere RT-PCR zum Nachweis der mRNA-
Expression des Neomycin-Resistenzgens zeigte, dass unter Selektionsbedingungen sowohl in HEK293-
CD133"¢"-Zellen als auch in HEK293-CD133""-Zellen das Resistenzgen transkribiert wurde (Abb.
4-5; B).
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Abb. 4-5: mRNA-Expression (CD133, Neomycin-Resistenzgen) in HEK293 CD133 -Zellen.

(A) Dargestellt ist das Ergebnis einer RT-PCR mit Agarose-Gelelektrophorese von HEK293-CD133 -Zellen zum Nachweis
differentieller CD133-mRNA-Expression. Als Ladekontrolle diente GAPDH. (B) Die mRNA-Expression des Neomycin-
Resistenzgens in HEK293-CD133"¢""*"_Zellen wurde hier mittels RT-PCR nachgewiesen. HEK293-Wildtyp-Zellen zeigten
keine Expression des Resistenzgens.

high/low

Um auszuschlieBen, dass Zellen, die keine nachweisbare CD133-Proteinexpression an der
Zelloberflache zeigen, intrazelluldar detektierbares CD133 enthalten, wurden Western Blots von
Zelllysaten der HEK293-CD133"8"°"_zellen angefertigt. Als Negativkontrolle dienten hierbei HEK293-
Wildtyp-Zellen, als Positivkontrolle Caco-2-Zellen, welche eine hohe endogene CD133-Expression
zeigen. Mit zwei unterschiedlichen Antikérpern C24B9 (Cell Signaling; CS) und W6B3C1 (Miltenyi; MY)
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lieBen sich weder in Zelllysaten von HEK293-Wildtyp noch HEK293-CD133"°"-Zellen Banden im
Bereich des CD133-Proteins nachweisen. HEK293-CD133"#" hingegen demonstrierten eine starke
CD133-Expression im zu erwartenden Bereich zwischen 95kD (Molekulargewicht des unmaodifizierten
Proteins) und 115-120kD, was dem Molekulargewicht des glykosylierten Proteins CD133 entspricht.
Eine klar abgegrenzte Bande war hierbei im unteren Abschnitt zu erkennen und eine intensiver
ausgepragte CD133-Proteindetektion fand sich im Bereich oberhalb des Molekulargewichts von
115kD. Ahnliche Resultate lieBen sich fiir endogen exprimiertes CD133 aus Caco-2-Zellen feststellen,
wobei es hier innerhalb der gleichen Grenzen zu einer homogeneren Verteilung der Proteindetektion
kam, ohne dass mehrere einzelne Banden separierbar waren. Beide verwendeten Primarantikorper
C24B9 und W6B3C1 lieferten vergleichbare Resultate (Abb. 4-6; A).
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Abb. 4-6: Proteinbiochemische Detektion von CD133 in HEK293-CD133"&"'"*".zellen.

(A) Gezeigt wird die CD133-Protein-Detektion mittels Western Blot und SDS-Gelelektrophorese in HEK293-CD133
Zellen sowie HEK293-Wildtyp-Zellen mit den Primarantikdrpern W6B3C1 (Miltenyi) und C24B9 (Cell Signaling). Als
Positivkontrolle dienten Caco-2-Zellen mit endogener CD133-Expression und als Ladekontrolle Actin. Detektion und

high/low_

Visualisierung erfolgten mittels HRP-konjugierter Sekundarantikérper und ECL. (B) Protein im Zelllysat wurde zunachst mit
PNGase F deglykosyliert und anschlieBend in SDS-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert. Hierbei wurde der
Primarantikorper W6B3C1 (Miltenyi) mittels HRP-gekoppeltem Sekundarantikérper gebunden. Die Detektion erfolgte mit
ECL.

Nachdem bekannt ist, dass CD133 extrazelluldr acht potentielle N-Glykosylierungsstellen besitzt und
in CSCs zumeist in stark glykosylierter Form nachgewiesen wird, wurden in einer weiteren
Untersuchung Gesamtzelllysate mit dem Enzym Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F) behandelt,
welches eine Spaltung N-glykosidischer Bindungen bewirkt. Diese Deglykosylierung fiihrte zu einer
Veranderung der Laufeigenschaften des Proteins in der SDS-Gelelektrophorese und hatte zur
Konsequenz, dass sich das apparente Molekulargewicht des Proteins verringerte und somit die
Proteindetektion im Bereich des unglykosylierten CD133 bei etwa 95kD erfolgte. Dieser Effekt konnte
in HEK293-CD133"8" und Caco-2 gezeigt werden. Im Fall von HEK293-CD133"" und HEK293-Wildtyp
war erwartungsgemals weder vor noch nach Behandlung mit PNGase F durch den AC133-Antikérper
(Miltenyi) Protein zu detektieren, wie aus Abb. 4-6 (B) ersichtlich ist.
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Abb. 4-7: Immunzytochemische Firbung von HEK293-CD133"¢""°"_zellen und Caco-2-Zellen.

Hier ist die immunzytochemische Analyse von HEK293-CD133""°"Zellen und Caco-2-Zellen mit dem Primarantikorper
AC133 (Miltenyi) dargestellt. Die Farbung erfolgte mittels biotinyliertem Sekundarantikorper, Avidin-Biotin-Peroxidase und
Aminoethylcarbazol (AEC). Ferner ist die jeweilige Isotypenkontrolle (IgG1) gezeigt.

Im Weiteren wurden immunzytochemische Farbungen angefertigt, bei denen ebenfalls der
Antikorper AC133 verwendet wurde. Die hierbei erzielten Ergebnisse bestatigten die zuvor
beschriebenen Resultate im Hinblick auf die CD133-Oberflachenexpression der untersuchten Zellen.
Wihrend HEK293-CD133""-Zellen ein sehr homogen intensives Farbemuster zeigten, was etwa dem
der Caco-2-Zellen entsprach, konnten bei HEK293-CD133"°"-Zellen nur vereinzelt stark CD133" Zellen
gefunden werden, wahrend die Ubrigen Zellen keine Farbung aufwiesen (Abb. 4-7).

high/low

4.5 Proliferationsverhalten und Zellzyklusverteilung von HEK293-CD133 -Zellen

Im Folgenden wurde untersucht, ob ektopisch exprimiertes CD133 einen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten in vitro hat. Dabei wurde die Zellproliferation (iber eine Zeitspanne von vier
Tagen nach Ausplattieren der Zellen beobachtet und taglich die Zellzahl bestimmt. Unter
Wachstumsbedingungen in DMEM-Medium mit Supplementierung von 10% FCS zeigte die
Zellproliferation von HEK293-CD133"8"-  und HEK293-CD133"“-Zellen keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 4-8; links). Die Reduktion des FCS-Anteils auf 3% und damit eine verminderte
Wachstumsstimulation, verringerte die Proliferationsrate beider Zellpopulationen deutlich im
Vergleich zum Wachstum bei 10% FCS, wie Abb. 4-8 (rechts) zu entnehmen ist. Auch hierbei konnte
kein eindeutiger Proliferationsunterschied zwischen den Vergleichspopulationen festgestellt werden,
es war jedoch der Trend erkennbar, dass HEK293-CD133"%-Zellen sowohl unter 10% als auch 3% FCS
eine leicht erhohte Proliferationsrate zeigten. Eine weitere Reduktion des FCS-Anteils auf 1%
bewirkte in beiden Populationen spatestens am dritten Versuchstag einen ausgepragten Verlust der
Zelladharenz, weshalb eine valide Beurteilung des Wachstumsverhaltens der Zellen unter diesen
Bedingungen Uber vier Tage nicht erfolgen konnte.
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Abb. 4-8: Charakterisierung von HEK293 CD133"€"'°%_zellen hinsichtlich des Wachstumsverhalten.
Vergleichende Darstellung des Wachstumsverhaltens von HEK293-CD133"8"°" Zellen iiber einen Zeitraum von vier Tagen

nach Ausplattieren. Links ist das Sdulendiagramm flr das Wachstum unter Standard-Zellkulturbedingungen (10% FCS) und
rechts unter FCS-Reduktion auf 3%. Zudem ist jeweils die Standardabweichung angegeben.

Die Untersuchung der Zellzyklusverteilung (Abb. 4-9) sollte genaueren Aufschluss dariiber geben, ob
sich die Zellpopulationen in ihrer Reaktion auf Anderungen der Wachstumsbedingungen substantiell
unterscheiden. Hierzu wurden HEK293-CD133"¢"°"_zellen nach dem Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase fiir 22 Stunden in Medium mit 10% oder 0,1% FCS inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Zellen entweder unverziglich mit Ethanol fixiert und weiter analysiert oder vor der
Fixation nochmals mit 10% FCS fur 30 Minuten respektive 10 Stunden inkubiert, um Aufschluss
dariber zu bekommen, ob Zellen nach einer Phase mit verminderter Stimulation durch
Wachstumssignale unterschiedlich auf die Readdition von FCS reagieren. Die durchflusszytometrische
Analyse erfolgte anhand des Fluorochroms Nuclear-ID™ Green (Enzo Life Sciences), welches selektiv
in doppelstrangige DNA interkaliert. Als Positivkontrolle wurden Zellen mit Nocodazol (1ul/10ml
Medium) inkubiert, das einen Arrest in der G,/M-Phase durch Mikrotubuli-Depolymerisation
hervorruft. Ferner beinhaltete die Negativkontrolle DMSO (1ul/10ml Medium), dem fiir Nocodazol
verwendeten Losungsmittel.

Die Auswertung der Messungen ergab, dass Nocodazol in beiden Zellpopulationen vergleichbar stark
zu einem Arrest der Zellen in der G,/M-Phase (83% + 8% in CD133"®" und 89% + 9% in CD133"")
flhrte. Darliber hinaus waren keine Unterschiede in der Zellzyklusverteilung zwischen Kultivierung
unter Standardbedingungen mit 10% FCS und Reduktion des FCS-Anteils auf 0,1% zu erkennen. Es
befanden sich, unabhangig vom Grad der FCS-Supplementierung, jeweils etwa 15% der Zellen in der
S-Phase, 30% in der G,/M-Phase und 55% in der G;/Gg-Phase. Es war somit keine Reduktion des
Anteils von Zellen, die sich in der S-Phase befanden, zu beobachten. HEK293-CD133"&"- und HEK293-
CD133""-Zellen unterschieden sich ebenso wenig in ihrer Reaktion auf FCS-Readdition. In der Analyse
10 Stunden nach Zugabe von 10% FCS liel sich jedoch der Trend erkennen, dass in der HEK293-
CD133"*-Population ein im Vergleich zu den HEK293-CD133"#"-Zellen erhdhter Prozentsatz der
Zellen in der S-Phase war (19,5% + 3,1% versus 12,8% + 1,5%). Dagegen befanden sich weniger
HEK293-CD133"%-Zellen in der G1/Gy-Phase (46,1% + 3,4% versus 53,6% + 2,0%). Der Anteil an Zellen
in der G,/M-Phase war hingegen nahezu identisch (34,4% + 4,3% und 33,6% + 3,1%) (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Analyse der Zellzyklusverteilung von HEK293-CD133""°%_zellen.

Die Zellzyklusverteilung von HEK293-CD133""°"_zellen wurde unter verschiedenen Wachstumsbedingungen (10% FCS;

0,1% FCS fiir 22h; 0,1% FCS fiur 22h und Readdition von 10% FCS fir 0,5h oder 10h) bestimmt. G,/M-Arrest durch Nocodazol
diente als Positivkontrolle, DMSO-Zugabe als Negativkontrolle. Gezeigt ist das Ergebnis der Auswertung von drei
unabhangigen Versuchen.

Weitere Untersuchungen in vitro zielten darauf ab, die Migrationsfahigkeit und Chemotaxis der
HEK293-CD133"¢"*".Zellen zu beurteilen. Es wurden hierfiir Boyden-Kammern mit einer fiir Zellen
permeablen Membran verwendet (PorengrofRe 8,0um). Diese Kammern wurden in 6-Lochplatten
eingesetzt, wobei sich auf der Unterseite der Membran Zellkulturmedium mit 10% FCS-Zusatz
befand, auf der Oberseite Hungermedium (serumfrei). Die einzige Verbindung zwischen beiden
Bereichen bestand (iber die Poren der Membran. Zur Beurteilung der Migrationsfahigkeit und
Chemotaxis der HEK293-CD133"8"°"_zellen entlang eines FCS-Gradienten wurden zum
Hungermedium Zellen gegeben, die zudem lber Nacht in Medium mit reduziertem FCS-Gehalt von
0,1% kultiviert worden waren. Nach 5 oder 24 Stunden Inkubation wurde die Migrationsfahigkeit der
Zellen durch die Membran beurteilt. Hierzu erfolgte eine Fixierung der migrierten Zellen mit
Methanol und eine Farbung mit Trypanblau. Bei der mikroskopischen Auswertung der Membran
konnte jedoch weder bei HEK293-CD133"¢"- noch bei HEK293-CD133"°"-Zellen Migration durch die
Membran festgestellt werden. Eine weitere, einfache Beurteilung der Migrationsfahigkeit aus dem
Zellverband in vitro, der scratch assay, lieferte vergleichbare Ergebnisse. Chemotaxis anhand eines
chemischen Gradienten kann hierdurch jedoch nicht beurteilt werden. Zellen wurden bis zur
Konfluenz inkubiert und anschliefend wurde mit einer Pipettenspitze ein artifizieller Riss durch die
Zellschicht gezogen. AnschlieBend wurde das Potential der Zellen, in diese Liicke zu migrieren,
beurteilt. Keine der beiden untersuchten Populationen zeigte Migrationstendenzen (iber einen
Zeitraum von zwei Tagen.

high/low

4.6 Evaluation des Tumorinitiierungsverhaltens von HEK293-CD133 -Zellen in vivo

CD133" Zellen stellen in vielen Tumorentititen eine der Tumor-initiierenden CSC-Populationen dar,
wie anhand von Xenotransplantationsmodellen demonstriert wurde, bei denen das tumorigene
Potential humaner Krebszellen durch orthotope oder heterotope Injektion in immuninkompetente
Mause beobachtet wurde (siehe 2.6.9).
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Abb. 4-10: Tumorinitiierung in vivo durch HEK293-CD133"¢""*¥_zellen.

(A) Ubersichtstabelle zur Haufigkeit von Tumorinitiierung in Abhangigkeit von der Anzahl injizierter Zellen. Kumulativ
generierten HEK293-CD133"¢"-Zellen 29 Tumoren bei 30 Injektionen, HEK293-CD133""-Zellen hingegen nur 2, welche durch
Injektion der héchsten Zellzahl zustande kamen. (B) Exemplarische Darstellung der Tumorformation in NOD/SCID-M4&usen.
Nach 21 Tagen sind teils deutlich tast- und sichtbare Tumoren (Pfeil) nach subkutaner Injektion von HEK293-CD133"e"ov.
Zellen in verschiedenen Zellzahlen in die rechte und linke Flanke der Tiere zu erkennen (links). In der Mitte findet sich die
Abbildung eines groRen Tumors, hervorgegangen aus 5.10° HEK293-CD133""-Zellen, wohingegen auf der
gegeniiberliegenden Seite keine Tumorinduktion durch die gleiche Anzahl injizierter HEK293-CD133""-Zellen zu erkennen
ist. Rechts vergroRert dargestellt ist ein HEK293-CD133""-Tumor mit deutlich sichtbarer, ausgepragter Gefallversorgung
(Pfeile). (C) Im Diagramm ist das Gewicht der nach 21 Tagen entnommenen Tumoren gezeigt, aufgeschlisselt nach Anzahl
injizierter Zellen und getrennt in HEK293-CD133"e"- (links) sowie HEK293-CD133""-Tumoren (rechts). Zusatzlich ist das
mittlere Gewicht der einzelnen Reihen angegeben, das bei HEK293-CD133"e"
ansteigt.

-Tumoren mit der Anzahl injizierter Zellen

Bis dato sind jedoch keine Daten bekannt, welchen Einfluss das Protein CD133 selbst auf
Tumorinitilerung hat oder wie sich ektopisch exprimiertes CD133 auf das Tumorinduktionsverhalten
primdr nicht-tumorigener Zellen auswirkt. Um dieser Frage nachzugehen, wurden HEK293-
CD133"€"*"_Zellen mit drei verschiedenen Zellzahlen subkutan in die rechte respektive linke Flanke
von immuninkompetente NOD/SCID-M3usen injiziert. Die Beobachtungsdauer betrug hierbei 21 und
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36 Tage. Nach etwa 14 Tagen waren bei der hdchsten Zellzahl (5-10° Zellen) im Bereich der
Injektionsstelle der HEK293-CD133"&"-Zellen Tumoren tastbar. An Tag 21 nach Injektion wurden die
Tiere getotet und die Tumoren entnommen. Insgesamt konnte in 2 unabhangigen Experimenten in
29 von 30 Fillen eine Tumorinduktion durch HEK293-CD133"¢"-Zellen beobachtet werden (97%),
hingegen nur in 2 von 30 Fallen der HEK293-CD133""-Zellen (7%), wobei diese zwei Tumoren nur
durch Injektion der hochsten Zellzahl (5'106 Zellen) zustande kamen. HEK293-CD133"¢"-Zellen
bildeten auch bei Injektion von 1-10° Zellen in 10 von 10 Fallen Tumoren, die gleiche Anzahl injizierter
HEK293-CD133"%-Zellen fiihrte in keinem Fall zu sichtbarer Tumorformation. Ebenso wenig
erzeugten 5-102 Zellen Tumoren. HEK293-CD133""-Zellen konnten auch bei dieser geringen Zellzahl
noch in 9 von 10 Fallen Tumoren induzieren. Diese Ergebnisse finden sich zusammengefasst in Abb.
4-10 (A). Insgesamt entspricht dies einer um mindestens das 1000fache gesteigerten Frequenz
Tumor-induzierender Zellen innerhalb der HEK293—CD133high—PopuIation im Vergleich zu den HEK293-
CD133""-Zellen in NOD/SCID-M3usen.

Makroskopisch lieR sich beobachten, dass insbesondere die entnommenen HEK293-CD133"e"-

Tumoren eine ausgepragte Versorgung mit BlutgefaBen zeigten, wie exemplarisch fir einen HEK293-
CD133""-Tumor der héchsten Zellzahl in Abb. 4-10 (B; rechtes Bild) dargestellt ist.

Um zu Uberpriifen, ob die beobachteten Unterschiede in der Tumorformation darauf beruhen, dass
HEK293-CD133"%-Zellen eine geringere Proliferationsrate in vivo aufweisen oder nach erfolgtem
engraftment erst zu einem spateren Zeitpunkt Tumoren ausbilden, wurde das
Tumorinduktionsverhalten an fiinf M&usen, die mit jeweils 5-103 Zellen injiziert wurden, ber einen
Zeitraum von 36 Tagen beobachtet. Hierbei lieRen sich in allen Fallen HEK293-CD133"&"-Tumoren mit
einem Gewicht zwischen 0,12g und 1,22g entnehmen, in keinem der Félle jedoch bildeten HEK293-
CD133"*-Zellen Tumoren.

Hinsichtlich des Tumorgewichts der nach 21 Tagen entnommenen Tumoren zeigte sich eine grofie
Variabilitit. Das Gewicht der entnommenen HEK293-CD133"¢"-Tumoren bei Injektion von 5-103
Zellen lag zwischen 5mg und 85mg, bei Injektion von 1-10° Zellen zwischen 50mg und 470mg (Abb.
4-10; C). Nach Injektion von 5-10° Zellen erreichten die Tumoren mindestens ein Gewicht von 60mg,
im maximalen Fall betrug das Tumorgewicht mit 1,4g etwa 7% des Korpergewichts der betreffenden
Maus. Das mittlere Tumorgewicht stieg in Abhangigkeit von der Anzahl injizierter Zellen bei HEK293-
CD133"&"-Tumoren an. Das mittlere Gewicht der zwei bei hochster Zellzahl entnommenen HEK293-
CD133"“-Tumoren lag mit 0,07g etwa im Bereich des Gewichts der HEK293-CD133"&"-Tumoren
niedrigster Zellzahl (0,03g) und nur bei 10% des mittleren Gewichts von HEK293-CD133"8"-Tumoren
der hoéchsten Zellzahl. Diese Ergebnisse finden sich grafisch dargestellt in Abb. 4-10 (C).

4.7 Mikroskopische Beurteilung entnommener HEK293-CD133"¢""°"_Tumoren

Eine weitere Analyse der Tumoren erfolgte im Anschluss an die Entnahme mittels verschiedener
histologischer und immunhistochemischer Farbungen. Morphologisch zeigte sich bei HEK293-
CD133"¢"-Tumoren in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung ein homogenes Zellbild mit vereinzelten
GefadlRanschnitten. Wie in Abb. 4-11 (A) dargestellt ist, ergab die immunhistochemische Farbung mit
dem Antikorper AC133 (Miltenyi) ein intensives Farbemuster in allen Tumorbereichen der HEK293-
CD133"8"-Tumoren. Im Gegensatz dazu waren bei den zwei HEK293-CD133""-Tumoren nur vereinzelt
positive Zellen zu erkennen, was der Verteilung der CD133-Expression in den jeweiligen Zellkulturen
entsprach. In beiden Fallen war keinerlei Farbung der Isotypenkontrolle zu erkennen. Die Analyse mit
einem Antikérper gegen das Protein Ki67 zeigte sowohl in HEK293-CD133""- als auch in HEK293-
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CD133"“-Tumoren eine starke nukledre Firbung, was ein Indikator firr proliferative Tatigkeit dieser
Zellen ist (Abb. 4-11; A).
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Abb. 4-11: Immunhistochemische Firbung von HEK293-CD133"#""°“_Tumoren aus NOD/SCID-M3usen.
(A) Darstellung der differentiellen Detektion des AC133-Epitops in Kryoschnitten von HEK293-CD133
Weiteren sind neben einer Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 passende Isotypenkontrollen abgebildet. (B)
Immunhistochemische Farbungen mit verschiedenen CSC-assoziierten Markern, welche in HEK293-CD133"e'ow

high/low

-Tumoren. Im

-Tumoren
jeweils vergleichbare Positivitat fiir CD44s zeigen und keine Farbung fiir CD44v6 und EpCAM. Spezifische Antikdrper gegen
CD133 (AC133), Ki67, CD44s, CD44v6 und EpCAM sowie eine IgG1l-Isotypenkontrolle kamen zur Anwendung mit
biotinylierten Sekundarantikérpern sowie Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex und Aminoethylcarbazol (AEC). Dargestellt sind
die reprasentativen Ergebnisse von Tumoren der héchsten Zellzahl (5-10° injizierte Zellen; explantiert nach 21 Tagen).

Zusatzlich wurden Farbungen mit Antikorpern gegen weitere Transmembranproteine, die mit einer
Steigerung des Tumorinitiierungspotentials in Verbindung gebracht werden, angefertigt. Hierzu
zihlen beispielsweise CD44 oder EpCAM. Tumoren aus HEK293-CD133"¢"°“_zellen zeigten ein
vergleichbar starkes Farbemuster fiir CD44s, die Standard-Splicevariante von CD44. Die Farbung fir
CD44v6, einer haufig Tumor-assoziierten CD44-Splicevariante, sowie fiir EpCAM zeigte in keinem der
Tumoren erkennbare Positivitdt (Abb. 4-11; B).

4.8 Analyse des Transkriptoms von HEK293-CD133"¢""*"_zellen

In Bezug auf Wachstumsverhalten, Zellzyklusverteilung oder etwa Migration in vitro konnte in den
durchgefiihrten Versuchsreihen in HEK293-Zellen zwar kein eindeutiger Einfluss von ektopisch
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exprimiertem CD133 gefunden werden. Dennoch kann es die Tumorinitiierungsrate in vivo in nicht-
tumorigenen Zellen erheblich steigern, was in Ubereinstimmung mit der Beobachtung steht, dass
innerhalb der CD133" Subpopulation bestimmter Tumoren ein erhdhtes tumorigenes Potential
vorliegt. Ein moglicher molekularbiologischer Hintergrund fiir diese Unterschiede in HEK293-
CD133"&"°%_7ellen sollte im Folgenden genauer untersucht werden. Hierzu wurde eine
Genexpressionsanalyse (Agilent Sure Print G3 Human Gene Expression Microarray; Format 8x60K)
von HEK293-CD133"8""".Zellen durchgefiihrt, die bei IMGM Laboratories (Martinsried) in Auftrag
gegeben wurde.

4.8.1 Quantifizierung und Qualitatskontrolle der Ausgangs-RNA

Vor Beginn der Array-Hybridisierung wurde die aus HEK293-CD133"&"'°“.Zellen isolierte RNA
hinsichtlich zentraler Parameter analysiert. Zundchst erfolgten die Bestimmung der RNA-
Konzentration der sechs Ausgansproben sowie deren Reinheit in einem Spektralphotometer. Alle
Proben zeichneten sich hierbei durch zufriedenstellende RNA-Konzentration (zwischen 493ng/ul und
1937ng/ul) und Reinheit aus, wobei als MaR fir die Reinheit das Verhéltnis der Absorption zwischen
260nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsauren) und 280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen)
herangezogen wurde. Bei A260/280-Verhaltnissen von etwa 2,0 kann von hinreichender Reinheit
ausgegangen werden. Samtliche Ergebnisse lagen zwischen Werten von 2,07 und 2,10. Darlber
hinaus wurde die Integritdit der RNA mittels eines 2100 Bioanalyzers (Agilent Technologies)
Uberprift. Hierbei werden RNA-Proben durch Kapillar-Elektrophorese nach FragmentgroRe
aufgetrennt. Das Verhaltnis von 28S-rRNA zu 18S-rRNA, welches ein zentraler Indikator fir RNA-
Integritat ist, wenn es im Bereich von 2 liegt, erreichte in allen Proben Werte zwischen 1,8 und 2,0.
Eine genauere Beurteilung der RNA-Integritat lasst der Algorithmus RIN (RNA integrity number) zu, in
dessen Berechnung neben dem 28S/18S-rRNA-Verhiltnis weitere Parameter des gesamten
elektrophoretischen Profils einflieRen. RIN-Werte liegen zwischen 1 (starke RNA-Degradierung) und
10 (optimale RNA-Qualitat), wobei die Analyse samtlicher verwendeter Proben Werte zwischen 9,7
und 10,0 ergab.

4.8.2 Microarray-Hybridisierung, Datenanalyse und Identifikation differentiell exprimierter Gene

Im folgenden Schritt wurden die RNA-Proben in cDNA transkribiert, welche in Cyanin-3-markierte
cRNA Uberfihrt wurde. Mit der hierdurch gewonnenen cRNA erfolgte nach einer erneuten
elektrophoretischen Kontrolle und Fragmentierung der cRNA-Proben die Hybridisierung auf Whole
Human Genome Oligo Microarrays.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Daten herstellen zu kdnnen, erfolgte eine Quantil-
Normalisierung, welche eine Angleichung der statistischen Eigenschaften verschiedener Datenséatze

ermoglicht. Der Pearson-Korrelationskoeffizient innerhalb der HEK293-CD133"e"

-Proben ergab Werte
zwischen r=0,984 und r=0,994. Hohe Korrelationswerte zeigten auch die Ergebnisse der HEK293-
CD133"“-Proben (r=0,987-0,989) sowie die Korrelationsanalyse der HEK293-CD133"&"- mit der

HEK293-CD13"*-Gruppe (r=0,976-0,990).

Die weitere statistische Analyse zeigte signifikant unterschiedlich regulierte Gene zwischen den
Proben der HEK293-CD133"®"- und HEK293-CD133"“-Zellen auf. Als Mindestwert fir Regulation
wurde ein Veranderung (fold change; FC) = 2,0 mit einem korrigierten p-Wert < 0,05 festgelegt.
Verstirkte Genexpression in der HEK293-CD133"¢"- im Vergleich zur HEK293-CD133""-Population
konnte fiir 57 verschiedene Gene festgestellt werden. Als signifikant herunterreguliert mit FC > 2,0
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(korrigierter p-Wert < 0,05) wurden 61 Gene erkannt. Insbesondere fir CD133 konnte ein
ausgepragter Unterschied zwischen HEK293-CD133"&"'ow
einem FC von 171 bei einem korrigierten p-Wert von 1,6:10° widerspiegelt. Der auf Proteinebene
durchflusszytometrisch bestimmte Unterschied der MFI fir CD133 belief sich in der HEK293-
CD133"&"-population nur auf etwa das 23fache der HEK293-CD133"*-Population.

-Zellen festgestellt werden, der sich in

Eine zusatzliche Analyse hinsichtlich differentiell regulierter Signalwege, biologischer Prozesse und
molekularer Funktionen erfolgte mit der PANTHER-Software. Hierbei flossen die Ergebnisse
regulierter Gene ein, die einen FC > 2,0 bei einem p-Wert < 0,01 aufwiesen. Uber den Vergleich

high

konnten mehrere biologische Prozesse gefunden werden, die in HEK293-CD133™"-Zellen signifikant

Uberreprasentiert waren. Hierunter fielen insbesondere ,Nukleosid-, Nukleotid- und
Nukleinsduremetabolismus” (p-Wert 2,1-10°) mit den Subklassen »MRNA-Transkriptionsregulation”
(p-Wert 2,0-10™%) und »MRNA-Transkription” (p-Wert 9,0-10™). Ebenfalls signifikant erhéht waren

,Zellproliferation und Differenzierung” (p-Wert 2,8-:107).

In der Gruppe der molekularen Funktionen konnten ebenfalls regulierte Bereiche ausgemacht
werden. Hier sind vor allem Transkriptionsfaktoren in HEK293-CD133""-Zellen erhéht (p-Wert
7,0-10'15), welche die Subklassen ,KRAB Box Transkriptionsfaktoren” und ,Zink Finger
Transkriptionsfaktoren”  beinhalten. Es konnten jedoch keine signifikant regulierten
Signaltransduktionswege gefunden werden.

Insbesondere aus den vermehrt regulierten Genen dieser Kategorien wurde im Anschluss eine
Auswahl verschiedener Gene zur genaueren Uberpriifung der Regulation getroffen. Diese Gene
finden sich in Tab. 4-1 aufgelistet.

Tab. 4-1: Auswahl potentieller CD133-Zielgene.

Der Fokus wurde insbesondere auf in HEK293-CD133"™ -Zellen stark regulierte Teilbereiche (Zellproliferation und
Differenzierung, mRNA-Transkription und deren Regulation) gelegt. Zur Auswahl kamen Gene mit einer Regulation von FC

(fold change) = 2,0. Die Gene sind nach Heraufregulation und Herunterregulation (in HEK293-CD133"¢"
zu HEK293-CD133""

high

-Zellen im Vergleich
-Zellen) getrennt aufgelistet.

Korrigierter

Gensymbol Name FC p-Wert GenelD Lokalisation
Heraufregulation
BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2 47,15 0,0339 25825 21g22.3
CELF2 CUGBP, Elav-like family member 2 116,34 0,0499 10659 10p14
CNN2 calponin 2 4,89 0,0419 1265 19p13.3
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 3,26 0,0003 1847 10g25.2
FERMT1 fermitin family homolog 1 (Drosophila) 4,29 0,0473 55612 20p12.3
GATA2 GATA binding protein 2 2,24 0,0817 2624 3qg21.3
RBP7 retinol binding protein 7, cellular 44,15 0,0226 116362 1p36.22
SYK spleen tyrosine kinase 2,71 0,0218 6850 9g22.2
ZNF420 zinc finger protein 420 2,00 0,1869 147923  19q13.12
ZNF91 zinc finger protein 91 2,34 0,0560 7644 19p12
Herunterregulation
BAI3 brain-specific angiogenesis inhibitor 3 2,07 0,0473 577 6913
DECR1 2,4-dienoyl CoA reductase 1, 44,36 0,0021 1666 8g21.3
mitochondrial
KLF11 Kruppel-like factor 11 2,08 0,0486 8462 2p25.1
RUNX3 runt-related transcription factor 3 8,73 0,0285 864 1p36.11
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Dariber hinaus wurden mehrere Signalwege oder einzelne Proteine, die in der Literatur mit CD133
oder CD133" Zellen in Zusammenhang gebracht wurden, analysiert. Hierzu zdhlen beispielsweise Src-
und Fyn-Kinase (Boivin, Labbe et al. 2009; Chen, Wu et al. 2011), die direkt mit CD133 interagieren,
verschiedene Transkriptionsregulatoren, die moéglicherweise in der Transkription von CD133 eine
Rolle spielen (Spl, Myc) (Gopisetty, Xu et al. 2012) oder Proteine, die an der Glykosylierung von
CD133 beteiligt sein konnten (MGAT3, ALG5, ALGS, ALG10) (Mak, Blakely et al. 2011). Die Daten der
durchgefiihrten Genexpressionsanalyse zeigten jedoch fiir keines der genannten Gene eine
signifikant verstirkte Regulation (FC > 2,0; korrigierter p-Wert < 0,05) in HEK293-CD133"€"*".Zellen.

4.8.3 Validierung der Microarray-Ergebnisse ausgewahlter Gene

Die einzelnen, in HEK293-CD133"e"*"_z¢llen differentiell regulierten Gene, welche im Folgenden
mittels RT-PCR nochmals hinsichtlich des Expressionsunterschieds (iberprift werden sollten, wiesen
einen FC zwischen 2,0 und maximal 116,3 auf (vgl. Tab. 4-1) und sind vor allem an Prozessen der
Proliferation, Differenzierung oder mRNA-Transkriptionsregulation beteiligt.

Zunachst wurden in einem ersten Schritt passende Primerpaare gesucht, welche samtliche
bekannten mRNA-Isoformen der jeweiligen Gene detektieren und anschlieBend erfolgte die
Bestimmung der optimalen Bedingungen fiir die PCR. Aus HEK293-CD133"""°".ze|len wurde RNA
isoliert und in cDNA transkribiert, um mittels RT-PCR die Ergebnisse des Microarrays Uberpriifen zu
kénnen.

Abb. 4-12 zeigt das Ergebnis dieser Uberpriifung. Es wurden drei unabhingige Versuchsansitze mit
Ubereinstimmenden Ergebnissen durchgefiihrt und exemplarisch ist das Ergebnis einer RT-PCR mit
Agarose-Gelelektrophorese dargestellt. Das Microarray-Ergebnis einer Heraufregulation in HEK293-
CD133"&"Zellen konnte fiir folgende Gene bestétigt werden: beta-site APP-cleaving enzyme 2
(BACE2), CUGBP, Elav-like family member 2 (CELF2), calponin 2 (CNN2), dual specificity phosphatase 5
(DUSP5), fermitin family member 1 (FERMT1), GATA binding protein 2 (GATA2), retinol binding
protein 7 (RBP7) und spleen tyrosine kinase (SYK). Die Gelelektrophorese ergab bei zinc finger protein
91 (ZNF91) auch bei optimierter Annealing-Temperatur eine zweite, schwachere Bande unterhalb der
erwarteten Hauptbande mit der Produktlange von 736bp. Da die Familie der Zinkfingerproteine sehr
viele Proteine mit einer hohen Sequenzhomologie umfasst, konnte kein passendes alternatives
Primerpaar, welches spezifisch fir ZNF91 ist, gefunden werden. Mit dem hier verwendeten
Primerpaar konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, ob der im Microarray festgestellte
Regulationsunterschied (FC von 2,34) mittels RT-PCR bestéatigt werden kann. Auch fiir ein weiteres
Zinkfingerprotein, zinc finger protein 420 (ZNF420), welches im Microarray signifikant heraufreguliert
war (FC von 2,00), konnte in der weniger sensitiven RT-PCR kein eindeutiger Regulationsunterschied
gezeigt werden.
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Abb. 4-12: Validierung der Microarray-Ergebnisse einzelner Gene.

RT-PCR-Ergebnisse nach erneuter mRNA-Isolierung aus HEK293-CD133"€"°"_zellen, getrennt nach herunter- und
heraufregulierten Genen. Zudem dargestellt ist das Ergebnis fir die Ladekontrolle GAPDH und fiir CD133. Die Abbildung
zeigt das Ergebnis der RT-PCR und Agarose-Gelelektrophorese eines Experiments. Durchgefiihrt wurden drei unabhangige
Experimente zur Bestatigung der Microarray-Ergebnisse mit Gbereinstimmenden Resultaten.

Die Analyse der herunterregulierten Gene bestatigte das Microarray-Ergebnis flr brain specific
angiogenesis inhibitor 3 (BAI3), 2,4-dienoyl CoA reductase 1 (DECR1) und runt-related transcription
factor 3 (RUNX3). Jedoch konnte in drei Versuchsansatzen keine klare Aussage beziiglich der
Regulation von Kruppel-like factor 11 (KLF11) getroffen werden, welches in HEK293-CD133"¢"-Zellen
eine Herunterregulation (FC von 2,08) zeigte.

4.8.4 Vergleich der Microarray-Ergebnisse von HEK293-CD133"8"'°"_zellen mit CD133-
transfizierten Hela-Zellen

Im nachsten Schritt wurde versucht, die Ergebnisse hinsichtlich differentieller Genexpression in
HEK293—CD133high/'°W—ZeIIen, die mithilfe des Microarrays gewonnen wurden, an Zellen anderen
Ursprungs zu Uberprifen. Hierfir wurden zundchst Hela-Zellen, eine Zervixkarzinomzelllinie,
transient mit den Vektoren pCR3.1-Uni-CD133 und pCR3.1-Uni-@ transfiziert. AnschlieBend erfolgte
eine durchflusszytometrische Beurteilung der Transfektionseffizienz hinsichtlich der Expression des
AC133-Epitops. Aus mehreren Versuchsansitzen wurde der Ansatz mit der hochsten
Transfektionsrate ausgewdahlt. Die Zahl stark AC133" Zellen in der Hela-CD133"*""*™_population
konnte hierbei deutlich im Vergleich zu Hela-@-Zellen gesteigert werden und umfasste bei ersterer
etwa 14% der Zellen (Abb. 4-13; A).
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Abb. 4-13: Uberpriifung der Microarray-Ergebnisse an transient CD133-transfizierten HeLa-Zellen.

(A) Hela-Zellen wurden mit dem Vektor pCR3.1-Uni-CD133 sowie einem Leervektor (pCR3.1-Uni-@) transfiziert. Im
Anschluss erfolgte die Isolation von RNA fiir die weitere Analyse. Die Transfektionseffizienz wurde durchflusszytometrisch
beurteilt. Abgebildet ist das Ergebnis fir Wildtypzellen und fiir Transfektion mit dem Leervektor sowie CD133-Vektor. Das
Diagramm der korrespondierenden Isotypenkontrolle ist jeweils unter dem der Probe mit CD133-Antikérper (AC133,
Miltenyi) abgebildet. (B) RT-PCR-Ergebnisse fiir HeLa-CD133""™*" und HelLa-@ hinsichtlich differentieller Genexpression.
In HEK293-CD133"&"-Zellen waren nach den Ergebnissen des Microarrays BACE2, CELF2, CNN2, DUSP5, FERMT1, GATA2,
RBP7, ZNF91 und ZNF420 heraufreguliert und BAI3, DECR1 und RUNX3 herunterreguliert. Als Ladekontrolle diente GAPDH.
Die Abbildung zeigt das Ergebnis der RT-PCR und Gelelektrophorese eines Experiments. Durchgefiihrt wurden drei
unabhangige Experimente mit gleichen Resultaten.

Aus den zwei Zelllinien wurde im Anschluss RNA extrahiert und die in HEK293-CD133"€"'*"_Zellen
beobachteten Unterschiede in der Expression einzelner Gene auf mRNA-Ebene lberprift. Trotz der
teilweise sehr deutlichen Unterschiede in HEK293-CD133"€"°"_zellen ergab der Vergleich eben
dieser Gene in Hela-CD133"™™™. ynd Hela-@-Zellen in drei unabhingigen Versuchsansitzen
keinen Unterschied fir die meisten untersuchten Gene (Abb. 4-13; B). Dies war der Fall fiir BACE2,
BAI3, CNN2, DUSP5, FERMT1, GATA2, RBP7, ZNF91 und ZNF420. Die Regulation von DECR1 schien
eher entgegengesetzt der Regulation in HEK293-CD133"¢"*"_zellen zu sein, da anstatt einer
Herunterregulation eine etwas stirkere Bande bei HeLa-CD133"*™"*™.7¢|len zu erkennen war. CELF2
konnte in keinem Versuch mit HelLa-CD133"""™*™. ynd Hela-@-Zellen nachgewiesen werden. Bei
RUNX3 lieR sich jeweils ein geringer Unterschied in der Intensitdt der Bande feststellen, der einer
weiteren Validierung mittels sensitiverer Methoden bedarf.
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5 Diskussion

Nachdem das Glykoprotein CD133 1997 in humanen hamatopoetischen Stammzellen beschrieben
wurde (Miraglia, Godfrey et al. 1997), riickte es in den folgenden Jahren zunehmend in den Fokus der
Forschung. CD133 konnte in einer Vielzahl muriner und humaner Gewebe nachgewiesen werden,
wobei das Protein insbesondere in der Embryonal- und Fetalphase zu detektieren war, in adultem
Gewebe gleichen Ursprungs, beispielsweise in Gehirn, Kolon oder Niere, meist jedoch nicht mehr
(Corbeil, Roper et al. 2001). Teilweise lasst sich dies auf ein verandertes Glykosylierungsmuster und
damit eine verminderte Detektion des Epitops AC133 zuriickfiihren (Kemper, Sprick et al. 2010).
Studien mit Antikorpern gegen glykosylierungsunabhangige Epitope konnten eine starkere
Verbreitung der CD133-Expression in adulten Geweben zeigen (Florek, Haase et al. 2005).

Im Weiteren konnte demonstriert werden, dass insbesondere hamatopoetische und neuronale
Stammzellen praferentiell glykosyliertes CD133 exprimieren und daher mithilfe von Antikorpern
gegen das AC133-Epitop in vielen Fallen Stammzellen isolierbar sind (Yin, Miraglia et al. 1997; Uchida,
Buck et al. 2000). Als einer der ersten Marker wurde CD133 ebenfalls herangezogen, um in soliden
Tumoren CSC-Populationen zu identifizieren (Singh, Clarke et al. 2003), in denen die Anzahl Tumor-
initiierender Zellen deutlich gesteigert war (O'Brien, Pollett et al. 2007). Trotz teils widersprichlicher
Studienergebnisse hinsichtlich der Qualitdt von CD133 als Marker fiir Tumorstammzellen (Shmelkov,
Butler et al. 2008), hat sich vor allem die Verwendung des Epitops AC133 zur Identifizierung von CSCs
etabliert.

Obwohl in einigen Tumorentititen eine Assoziation von CD133-Expression mit schlechterem
Gesamtiiberleben (Horst, Kriegl et al. 2008) oder erhdhter Therapieresistenz (Bao, Wu et al. 2006)
nachgewiesen wurde, ist bisher unklar, welche Funktion CD133 hierbei zukommt. Kiirzlich konnten
Interaktionen von CD133 mit der Src-Kinase nachgewiesen werden (Boivin, Labbe et al. 2009).
Dadurch kommt es zu einer verstarkten Induktion von EMT, da die Src-Kinase in aktiver,
phosphorylierter Form, wie sie in CD133-lberexprimierenden Zellen bevorzugt vorkommt (Chen, Wu
et al. 2011), ein potenter EMT-Induktor ist, indem es die E-cadherin-Expression reduziert (Mandal,
Myers et al. 2008). Dies hat Auswirkungen auf Tumorigenitdit und Auspragung von
Stammzelleigenschaften und bietet somit einen Erkldrungsansatz fiir die erwahnten klinischen
Beobachtungen.

Um weitere Einblicke in die Auswirkungen von CD133 auf Zelleigenschaften zu erhalten, wurde daher
in dieser Arbeit versucht, Zellen mit stabiler, ektopischer CD133-Expression zu generieren. Die
Charakterisierung dieser Zellen hinsichtlich verschiedener Eigenschaften in vivo und in vitro sollte
dazu dienen, Eigenschaften, welche in CD133" Zellen beobachtet wurden, an einer Zellpopulation zu
evaluieren, die primar eine geringere Fahigkeit zur Bildung von Tumoren besitzt und nicht der
Subpopulation eines Primdrtumors im Sinne von CSCs entstammt. Dariiber hinaus wurde das Ziel
verfolgt, Erkldrungsansatze fiir die beobachteten Eigenschaften von CD133" Zellen zu finden und
mogliche Zielgene von CD133 zu identifizieren.

5.1 CD133-Expression in Karzinomzelllinien und HEK293-Wildtypzellen

Zunachst erfolgte eine Charakterisierung verschiedener etablierter Zelllinien hinsichtlich ihrer CD133-
Expression. Insbesondere aufgrund der zuvor erwdhnten Differenzen zwischen Detektion auf mRNA-
und Proteinebene wurden sowohl Methoden zur Protein- als auch zur mRNA-Detektion angewendet.
Dabei konnte gesehen werden, dass in der Mehrzahl der untersuchten Karzinomzelllinien (FaDu,
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Hela, OSC-19, PCI-1) keine CD133-Expression auf Proteinebene mit dem AC133-Antikorper (Miltenyi)
oder auf mRNA-Ebene nachweisbar war. Es konnten also keine Unterschiede zwischen mRNA- und
Proteindetektion festgestellt werden. Caco-2-Zellen, von denen bekannt ist, dass sie eine starke
CD133-Expression aufweisen, waren auch in dieser Untersuchung hoch positiv auf CD133-Protein
und mRNA, wobei durchflusszytometrisch kaum Zellen mit niedriger CD133-Expression zu
detektieren waren, sondern eine homogen hohe Fluoreszenz ohne breite Verteilung. HEK293-Zellen
zeigten zwar eine gering erhohte mittlere Fluoreszenzintensitdt in der Durchflusszytometrie, aber
nachdem weder proteinbiochemisch noch mit der sensitiveren RT-PCR CD133 detektierbar war, kann
man davon ausgehen, dass HEK293-Wildtypzellen keine endogene CD133-Expression zeigen und die
erhohte MFl am ehesten auf unspezifische Bindungen zuriickzufiihren ist.

Insgesamt zeigt diese Untersuchung, dass die CD133-Expression zwischen einzelnen Zelllinien stark
variieren kann, aber innerhalb der einzelnen Zelllinien stabil ist, nachdem die mittlere Fluoreszenz
zwischen den einzelnen Versuchen konstant blieb. GroRe interindividuelle Unterschiede des
Expressionsmusters wurden auch bei Untersuchungen von Tumorproben der gleichen Entitat
festgestellt werden, zum Beispiel in Kolonkarzinomen (Choi, Lee et al. 2009), wobei auch hier ein
Grofteil der Proben keinerlei CD133-Expression zeigte.

5.2 Magnet-assistierte Transfektion verschiedener Zelllinien

Da der Effekt von ektopischer CD133-Uberexpression bisher nur wenig verstanden ist, sollten stabile
Transfektanten verschiedener Karzinomzelllinien mit CD133 etabliert werden. Es konnte jedoch
weder in FaDu, PCI-1 noch HCT-8 eine stabile CD133-Expression mittels Magnet-assistierter
Transfektion erreicht werden, die dauerhaft mit einem Antikérper gegen das AC133-Epitop
detektierbar war. Der schon initial sehr geringe Transfektionserfolg ging trotz eukaryoziden
Selektionsdruckes in allen Fallen stetig bis auf das Ausgangsniveau entsprechender Wildtypzellen
zurick. Transfektion dieser Zellen nach gleichem Protokoll mit einem GFP-exprimierenden Vektor
zeigten hingegen eine hohere Transfektionseffizienz. Die Beobachtung, dass mRNA-Transkripte von
CD133 auch dann noch detektierbar waren, wenn durchflusszytometrisch kein CD133-Nachweis
mehr moglich war, zeigt, dass die Transkription der CD133-cDNA vom Expressionsplasmid weiterhin
erfolgte. Diese Diskrepanz zwischen Detektion auf mRNA- und Proteinebene wurde ebenfalls fiir
verschiedene primare Gewebe, beispielsweise Kolon oder Niere, beschrieben. Hierbei war die
CD133-Proteinexpression insbesondere in fetalen Geweben ausgepragt. In den meisten adulten
Geweben hingegen gelang keine Detektion des AC133-Epitops, oftmals war jedoch CD133-
Transkription nachweisbar (Miraglia, Godfrey et al. 1997; Corbeil, Roper et al. 2001; Lardon, Corbeil
et al. 2008). Der vermeintliche Riickgang der CD133-Expression ist zumindest teilweise durch eine
verdanderte Glykosylierung des Proteins wahrend der Entwicklung der verschiedenen Gewebe zu
erklaren. Es wird vermutet, dass dies zu Verdanderungen der Tertidrstruktur von CD133 fiihrt,
wodurch das AC133-Epitop nicht mehr detektiert werden kann (Kemper, Sprick et al. 2010). Mit der
Verwendung von Antikérpern, welche gegen andere Epitope von CD133 gerichtet sind, konnte eine
starkere Verbreitung der CD133-Proteinexpression nachgewiesen werden als mit Antikdrpern gegen
das AC133-Epitop (Florek, Haase et al. 2005; Karbanova, Missol-Kolka et al. 2008). Ob dies jedoch fir
Zellen, die mit einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert wurden, ebenfalls gilt, ist fraglich.
Beispielsweise in HEK293-Zellen, die mit einem CD133-Plasmid transfiziert wurden und
durchflusszytometrisch keine verstarkte CD133-Expression aufwiesen, konnte vor und nach
Deglykosylierung mit PNGase F proteinbiochemisch mit dem AC133-Antikorper (Miltenyi) kein CD133
nachgewiesen werden, obwohl auch hier CD133-mRNA detektierbar war. Andererseits hatte in
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HEK293-Zellen mit messbarer ektopischer CD133-Expression die Abspaltung der N-Glykosylreste
keinen Einfluss auf die AC133-Epitopdetektion, das heildt, es konnte sowohl vor, als auch nach
Deglykosylierung AC133 detektiert werden. Dies spricht dafiir, dass eine Anderung der
Glykosylierung nicht der einzige Faktor ist, der Einfluss auf die AC133-Detektion nimmt.

Verschiedene weitere Mechanismen kommen in Betracht, die eine Reduktion der CD133-Expression
erklaren kénnten. Bei der Insertion des Plasmids in das Genom der Zelle kénnte es zu einer Offnung
und Linearisierung der zirkularen DNA im Bereich der CD133-cDNA kommen, was eine fehlerhafte
Transkription nach sich ziehen wiirde. Da jedoch initial nach Transfektion CD133 korrekt detektiert
wurde und erst im Verlauf zurlickging, ist diese Mdglichkeit ebenfalls unwahrscheinlich. Eine weitere
Moglichkeit, die eine Detektion von mRNA-Transkripten, nicht jedoch von Protein erlauben wiirde,
besteht darin, dass es nach Transkription nicht zur Translation kommt. Dies kann beispielsweise Gber
miRNAs oder siRNAs erzielt werden, die eine Degradation von mRNA durch Endonukleasen einleiten
kénnen, das decapping, und damit letztlich die Degradierung von mRNA beschleunigen oder zu einer
Translationsrepression fiihren kénnen (Valencia-Sanchez, Liu et al. 2006; Hu and Coller 2012). Diese
Mechanismen kénnten zu einer Reduktion der Proteinsynthese und damit zu einer verminderten
AC133-Detektion bei fortwdhrendem CD133-mRNA-Nachweis fiihren, obwohl der Selektionsdruck
auf die Zellen zur korrekten Expression des Neomycin-Resistenzgens weiterhin besteht. Zudem
besteht die Moglichkeit, dass es bei ektopischer Expression zu einer Stérung der subzelluldren
Lokalisation von CD133 kommt und das Protein beispielsweise intrazellular verbleibt, anstatt korrekt
in die Zellmembran integriert zu werden und dadurch einer Detektion in der Durchflusszytometrie
entgeht. Roper et al. zeigten, dass die Lokalisation von CD133 in Mikrodomanen der Zellmembran ein
komplexer Prozess ist, der eine Assoziation mit Cholesterol schon im Bereich des trans-Golgi-
Netzwerks erfordert (Roper, Corbeil et al. 2000). Moglicherweise ist dieser Vorgang also bei
ektopischer Expression gestort. Eine korrekte Lokalisation von ektopisch exprimiertem CD133 in der
Zellmembran ist jedoch zumindest temporar moglich, da eine Detektion des AC133-Epitops in
verschiedenen transfizierten Zelllinien in der Durchflusszytometrie mit nicht-permeabilisierten Zellen
erfolgreich war.

Da, wie zuvor dargelegt, mittels konventioneller Transfektionsmethoden oftmals nur eine geringe
CD133-Transfektionseffizienz zu erzielen ist, wurden kirzlich in Untersuchungen alternative
Moglichkeiten zur Etablierung stabiler ektopischer CD133-Expression verwendet. Hierbei kam die
virale Transduktion als eine weitere Moglichkeit des Gentransfers zur Anwendung, welche zumeist
bei nicht transformierten oder nicht mitotisch aktiven Zellen verwendet wird. Mit dieser Methode
gelang es, stabil hohe ektopische CD133-Expressionsraten zu erzielen (Chen, Wu et al. 2011; Mak,
Blakely et al. 2011).

5.3 Etablierung stabiler CD133-Expression in HEK293-Zellen

Neben verschiedenen Karzinomzelllinien wurde ebenso die seit langem etablierte und effizient
transfizierbare Zelllinie HEK293 verwendet (Graham, Smiley et al. 1977). Im Vergleich zu den zuvor
verwendeten Karzinomzelllinien konnte in einer Subpopulation dieser Zellen eine stabile und starke
CD133-Expression nach Transfektion beobachtet werden. Dass diese Expression endogenen
Ursprungs ist, ist unwahrscheinlich, nachdem in Wildtypzellen zuvor kein eindeutiger Nachweis von
CD133-mRNA oder -Protein moglich war.

Aus diesen transfizierten HEK293-Zellen wurden mittels durchflusszytometrischer Isolierung HEK293-
Zellen mit hoher und nahezu fehlender CD133-Expression gewonnen. AnschlieBend wurde die
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Oberflachenexpression von CD133 im zeitlichen Verlauf evaluiert. Die beobachtete MFI fiir CD133
blieb in beiden Populationen konstant. Da die CD133-Expression dieser Zellen nicht Uber einen
endogenen Promotor ablief, konnten folglich nicht beobachtet werden, dass die Expression mit
zunehmender Konfluenz der Zellen absinkt, wie es flir Caco-2-Zellen beschrieben wurde (Corbeil,
Roper et al. 2001). Ferner war erwartungsgemal keine Ausbildung von CD133" Subpopulationen zu
beobachten, was nach Isolation von CD133" Zellen aus primaren Tumoren der Fall ist (O'Brien, Pollett
et al. 2007; Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007).

5.4 Charakterisierung der CD133-Expression in HEK293-CD133"&"°"_z¢|len

CD133 liegt in der Regel in stark glykosylierter Form vor und ist insbesondere in Protrusionen der
Zellmembran zu finden. In HEK293-CD133"&"-Zellen lieR sich ebenfalls beobachten, dass CD133
zumindest teilweise membranstandig lokalisiert ist, nachdem es durchflusszytometrisch zuverlassig
in nicht-permeabilisierten Zellen detektiert werden konnte.

Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass CD133 in HEK293-CD133"¢"-Zellen 3hnlich wie in Caco-2-
Zellen glykosyliert wird. Erste Hinweise hierauf ergaben sich aus der Beobachtung, dass sich CD133
proteinbiochemisch in HEK293-CD133"&"-Zellen im gleichen Bereich des Molekulargewichts wie in
Caco-2-Zellen detektieren lieR. Hierbei konnte mit zwei verschiedenen Antikérpern (W6B3C1; C24B9)
gegen Epitope der zweiten Extrazelluldrschleife identische Ergebnisse erreicht werden. Es liel8 sich
anschlieRend nachweisen, dass in HEK293-CD133"¢"-Zellen hauptséchlich N-Glykosylierung fir das
erhohte Molekulargewicht des posttranslational modifizierten Proteins verantwortlich ist, da es nach
Inkubation der Zelllysate mit PNGase F zu einer deutlichen Reduktion des Molekulargewichts auf
Werte des unmodifizierten Proteins kam. Diese Ergebnisse wurden sowohl fir HEK293-CD133"&"-
Zellen als auch fir Caco-2-Zellen erzielt und stehen im Einklang mit dem Ergebnis anderer
Untersuchungen, die ebenfalls zeigten, dass eine zentrale posttranslationale Modifikation von CD133
in der N-Glykosylierung besteht (Corbeil, Roper et al. 2000). Eine Maskierung des AC133-Epitops
durch Glykosylreste kénnte zu einer verminderten CD133-Detektion in HEK293-CD133"°*-Zellen
beitragen, die zwar mit einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert wurden, aber kaum CD133-
Protein exprimieren. Nachdem jedoch auch die CD133-mRNA-Expression dieser Zellen deutlich
erniedrigt war und weder mit unterschiedlichen Primarantikérpern (W6B3C1; C24B9) noch nach
Deglykosylierung von HEK293-CD133""-Zelllysaten eine Detektion von CD133 moglich war, erscheint
diese Moglichkeit unwahrscheinlich, ebenso wie eine intrazellulare CD133-Retention. Es ldsst sich
daher zusammenfassen, dass in HEK293-Zellen ektopisch exprimiertes CD133 in essentiellen
Eigenschaften wie der subzellularen Lokalisation und der Glykosylierung mit endogen exprimiertem
CD133 in Caco-2-Zellen iibereinstimmt. Ferner exprimieren in der HEK293-CD133"*-Population
erwartungsgemal nur einzelne Zellen stark CD133.

5.5 Wachstumsverhalten von HEK293-CD133"¢"°"_zellen in vitro

Um festzustellen, ob ektopisch exprimiertes CD133 in HEK293-Zellen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten der Zellen hat, wurde das Wachstum unter verschiedenen Bedingungen
untersucht. Es zeigte sich, dass sich die Proliferationsrate von HEK293-CD133"""°"_7el|len in gleicher
Weise verringert, wenn die Serumsupplementierung von 10% FCS auf 3% reduziert wird. Ebenso liell
sich beobachten, dass kein signifikanter Unterschied zwischen HEK293-CD133"&"- und HEK293-
CD133""-Zellen hinsichtlich der Wachstumsraten bei gleicher FCS-Supplementierung besteht. Hierbei

low

lieR sich allein der Trend einer schwach gesteigerten Proliferation von HEK293-CD133""-Zellen im
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Vergleich zu HEK293-CD133"¢"-Zellen nach drei bis vier Tagen feststellen. In vitro konnte in HEK293-
Zellen folglich kein vorteilhafter Effekt von CD133-Expression auf Proliferation und Unabhangigkeit
von wachstumsstimulierenden Faktoren gefunden werden.

Eine genauere Betrachtung des Proliferationsverhaltens und der Reaktion von HEK293-CD133"e'ow.

Zellen auf eine Anderung der Wachstumsbedingungen erfolgte anhand der Analyse der
Zellzyklusverteilung. Wie nach den zuvor beschriebenen Ergebnissen zu erwarten war, unterschieden
sich die zwei Populationen nicht substantiell in ihrer Zellzyklusverteilung unter 10% FCS. Durch eine
Reduktion des FCS-Gehalts auf 0,1% konnten ebenso wenig Unterschiede im Proliferationsverhalten
beider Zelllinien hervorgerufen werden. Obwohl Serumentzug in Zellen oftmals zu einem reversiblen
Zellzyklusarrest (Synchronisation der Zellen in der G;/Gy-Phase) fiihrt (Davis, Ho et al. 2001), war dies
weder bei HEK293-CD133"8"- noch bei HEK293-CD133""-Zellen zu sehen. Dass dieser Effekt nicht zu
beobachten war, kann moglicherweise auch mit der Dauer des Serumentzugs zusammenhangen, die
in dieser Arbeit bei 22 Stunden lag. Andere Untersuchungen mit HEK293-Zellen konnten jedoch auch
schon nach einer Dauer von 14 Stunden Serumentzug einen Zellzyklusarrest in der G;/Gy-Phase
beobachten (Cude, Wang et al. 2007). Ferner zeigte sich zwischen HEK293-CD133"8"- und HEK293-
CD133""“-Zellen kein klarer Unterschied in der Zellzyklusverteilung nach erneuter Zugabe von 10%
FCS nach Serumentzug. Einzig in der Analyse 10 Stunden nach erneuter Zugabe von 10% FCS konnte
ein schwacher Trend dahingehend gesehen werden, dass der Prozentsatz von Zellen in der S-Phase in
der HEK293—CD133'°W-ZeIIpopulation leicht erhoht war, was die zuvor beobachtete, marginal
gesteigerte Proliferation dieser Zellen erklaren koénnte. Dieser Trend stellt moglicherweise eine
verzogerte Reaktion auf die vorhergehende Manipulation der Wachstumsbedingungen dar. Nachdem
schon Serumreduktion auf 0,1% FCS fiir 22 Stunden keine Unterschiede zu den Ergebnissen bei 10%
FCS hervorgerufen hatte, war jedoch zu erwarten, dass auch die erneute Zugabe von FCS zu keinem
substantiellen Effekt im Hinblick auf die Zellzyklusverteilung fiihren wiirde.

Insgesamt decken sich diese Beobachtungen mit den Ergebnissen anderer Studien, die mit
etablierten Zelllinien erzielt wurden. Hierbei wurden Kolonkarzinom-Zelllinien, die endogen CD133
exprimierten, mit CD133-spezifischer siRNA transfiziert. Zwei unabhangig voneinander durchgefiihrte
Studien zeigten, dass der dadurch herbeigefiihrte knock down von CD133 in den untersuchten
Zelllinien ebenfalls keinen Einfluss auf Zellproliferation bei Supplementierung von 10% respektive
7,5% FCS hat (Horst, Scheel et al. 2009; Elsaba, Martinez-Pomares et al. 2010). Aus diesen
Ergebnissen lassen sich daher keine Riickschliisse auf eine mogliche funktionelle Relevanz von CD133
ziehen, welche Erklarungsansdtze beispielsweise fiir die Assoziation von CD133 in Tumoren mit
schlechtem Gesamtiiberleben bieten kénnten.

Neben einer Steigerung der Proliferation von Zellen kommen einige andere Zelleigenschaften in
Frage, die zu einem erh6hten malignen Potential von Tumoren und beitragen und letztendlich das
klinische Erscheinungsbild der Krebserkrankung pragen kénnen. Hierzu zdhlen zum Beispiel eine
gesteigerte Fahigkeit zur Migration und Invasion, welche in der Folge zu verstarkter Gewebsinvasion
oder Metastasierung flihren kénnen. Diese Eigenschaften, die man auch CSCs zuschreibt (Scheel and
Weinberg 2012), wurden an verschiedenen Karzinomzelllinien mit endogener oder ektopischer
CD133-Expression evaluiert, nicht jedoch an primar nicht-malignen Zellen. Dabei wurden teilweise
mit kontraren Ergebnissen Zelllinien aus Kolonkarzinomen sowie aus Kopf-Hals-Tumoren untersucht,
die keine CD133-exprimierenden Zellen aus Primadrtumoren im Sinne von CSC-Populationen
darstellen. Zwar konnten Chen et al. eine verstarkte Invasivitat von HNSCC-Zellen mit ektopischer
CD133-Uberexpression feststellen (Chen, Wu et al. 2011), eine Untersuchung von

60



Diskussion

Kolonkarzinomzelllinien mit knock down von CD133 fand hingegen keinen Einfluss von CD133 auf
Invasivitit oder Migration (Horst, Scheel et al. 2009). Dass jedoch CD133" Zellen weiterer
Kolonkarzinomzelllinien verstarkt zu Migration fahig sein kdnnen, demonstriert eine weitere Studie
(Elsaba, Martinez-Pomares et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit konnte in Versuchen mit Boyden-
Kammern und mittels scratch assay weder in der HEK293-CD133"&"- noch in der HEK293-CD133"*-
Population Zellmigration nachgewiesen werden. Dies spricht dafiir, dass erhohte CD133-Expression
zumindest in HEK293-Zellen keinen Unterschied in Chemotaxis oder Migrationsverhalten bewirken
kann.

5.6 HEK293-CD133"®"-Zellen zeigen erh6hte Tumorinduktion und Proliferation in vivo

Im Zuge der Erforschung der Tumorstammzelltheorie erlangte die Evaluation der Tumorigenitat von
Zellen zunehmend Bedeutung: Durch Xenotransplantationsmodelle, bei denen Zellen in
immuninkompetente Mause injiziert werden, erfolgt die Identifikation tumorigener Zellen, welche in
einigen Tumorentitdten als CSCs nur einen Teil der Gesamtpopulation darstellen und sich oftmals
durch geeignete Oberflaichenmarker identifizieren lassen. Mit diesem Ansatz ist es jedoch nur schwer
moglich, die Funktion eines einzelnen Markerproteins von CSCs zu beurteilen. Auch wenn sich durch
einen bestimmten Marker CSCs identifizieren lassen, kann man dennoch keine funktionelle Relevanz
dieser Proteine hinsichtlich der CSC-Eigenschaften ableiten. Deshalb wurde der Einfluss von CD133
auf Tumorigenitat in dieser Arbeit nach ektopischer CD133-Uberexpression in HEK293-Zellen
untersucht. HEK293-Wildtypzellen sind primar nicht tumorigen, es konnte jedoch demonstriert
werden, dass sie nach mehr als 65 Passagen in Zellkultur Tumoren mit einem malignen Phanotyp in
immuninkompetenten Mausen ausbilden kénnen, was bei 52 Passagen noch nicht der Fall war (Shen,
Gu et al. 2008). Die Anzahl der Passagen der in dieser Arbeit fir Tumorinduktionsversuche
verwendeten Zellen lag jeweils unter 35.

Bei subkutaner Injektion von HEK293-CD133"8"*"_Zellen in NOD/SCID-Mause wurde ersichtlich, dass
das tumorigene Potential der HEK293-CD133"¢"-population im Vergleich zur HEK293-CD133""-

hieh_zellen

Population deutlich erhoht ist. Die Injektion verschiedener Zellzahlen von HEK293-CD133
hatte zuverlissig eine Tumorformation zur Folge (97% der Fille), wohingegen HEK293-CD133"-
Zellen nur in 7% Tumoren bildeten, und dies nur bei Injektion der hochsten Zellzahl. Zudem stieg das
mittlere Gewicht entnommener HEK293-CD133"¢"-Tumoren mit zunehmender Anzahl injizierter
Zellen an. Da 5-10° HEK293-CD133“-Zellen auch 36 Tage nach Injektion im Gegensatz zu HEK293-
CD133"¢"-Zellen noch keine Tumorformation zeigten, ist es unwahrscheinlich, dass der beobachtete
Unterschied in der Tumorbildung allein durch langsamere Proliferation in vivo zu erkldren ist.
Insgesamt sprechen die erzielten Ergebnisse daher dafiir, dass CD133 in HEK293-Zellen das
engraftment der Zellen im Mausgewebe beeinflusst und somit méglicherweise auch im Menschen
eine Rolle bei der Initiierung von Malignomen spielen kénnte statt ausschlielich eine Funktion als

Marker fiir CSCs zu besitzen.

Nachdem auch bei HEK293-CD133""-Zellen ein geringes Potential zur Tumorformation vorhanden
war, missen in dieser Population ebenfalls einzelne Zellen in der Lage sein, Tumoren zu bilden.
Hierfir konnten Zellen mit starker CD133-Positivitdit verantwortlich sein, die in der
Immunzytochemie und Durchflusszytometrie in dieser Zellpopulation nachweisbar waren. Es ist
jedoch durchaus méglich, dass andere Zellen auRer den CD133" Zellen fiir die Tumorformation
entscheidend sind, nachdem die entnommenen Tumoren ebenfalls nur einzelne CD133" Zellen in der
immunhistochemischen Auswertung aufwiesen, HEK293-CD133"¢"-Tumoren hingegen eine
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homogene, starke Farbung fiir CD133. Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass es im Laufe der
Tumorbildung durch HEK293-CD133"%-Zellen zu einer Herabregulation von CD133 in den einzelnen
CD133" Zellen nach der Tumorbildung kommt, wie es bei Tumorbildung durch CSCs zu beobachten
ist. O’Brien et al. berichteten, dass auch ein Anteil von 5-15% schwacher CD133-exprimierender
Kolonkarzinomzellen zu keiner verstarkten Tumorformation fiihrte (O'Brien, Pollett et al. 2007), was
die These stlitzt, dass das Ausmal} der CD133-Positivitat der einzelnen Zellen wichtig ist und erst ab
einem gewissen Prozentsatz an CD133" Zellen eine zuverlissige Tumorinitiierung méglich ist. Dies
stinde im Einklang mit den Ergebnissen, die bei HEK293-CD133"&""*.Tumoren beobachtet wurden,
da auch hier nur stark CD133-exprimierende Zellpopulationen zuverldssig Tumoren bildeten. Ob
hierfir beispielsweise eine direkte Interaktion von CD133" Zellen untereinander oder mit
umgebenden Zellen essentiell ist, ist bisher unklar. Einen Hinweis hierauf ist die Beobachtung, dass
unseparierte Zellpopulationen aus Kolonkarzinomen mit geringerer Effizienz und zu einem spateren
Zeitpunkt zu Tumorformation in vivo fiihrten als reine CD133" Zellpopulationen dieser Tumoren,
obwohl die absolute Anzahl an CD133" Zellen in der unseparierten Zellpopulation héher war (Ricci-
Vitiani, Lombardi et al. 2007).

Trotz eines unterschiedlichen Potentials zur Tumorformation werden bei erfolgreicher Tumorbildung
in HEK293-CD133"""°"_populationen dhnliche Proliferationsraten erreicht. Zwar liegt das Gewicht
der entnommenen HEK293-CD133"“-Tumoren nur etwa bei dem der HEK293-CD133""-Tumoren mit
niedrigster injizierter Zellzahl, aber dennoch zeigt die immunhistochemische Farbung eine
vergleichbar starke Farbung fiir den Proliferationsmarker Ki67. Eine andere Untersuchung mit CD133-
Uberexprimierenden HNSCC-Zellen kam wiederum zu dem Ergebnis, dass CD133 in diesem Fall zu
einer erhdhten Proliferation in vivo flhrt. Der Einfluss von CD133 auf das Tumorinitiierungsverhalten
konnte hierbei jedoch nicht beurteilt werden, da sowohl CD133-liberexprimierende Zellen als auch
CD133" Zellen aus HNSCC in allen Fallen Tumoren bildeten (Chen, Wu et al. 2011).

Auch wenn sie in ihrer Anwendung weit verbreitet sind, muss bei Xenotransplantationsmodellen
beachtet werden, dass Angaben zur Tumorigenitat jeweils nur fiir das verwendete Modell gelten,
also in diesem Fall NOD/SCID-Ma&use. NOD/SCID-Mause bilden zwar keine B- und T-Zellen aus, jedoch
ein funktionsfahiges angeborenes Immunsystem mit natlrlichen Killerzellen, was zur Folge hat, dass
in der Regel ein bedeutender Anteil injizierter humaner Zellen abget6tet wird (Shackleton, Quintana
et al. 2009). Es lasst sich schwer feststellen, ob ein Unterschied in der Immunogenitdt zwischen
tumorigenen und nicht-tumorigenen Zellen besteht, was die Interpretation der Ergebnisse
erschweren kann. Dass der Grad der Immunsuppression das Tumorinduktionsverhalten maRgeblich
beeinflusst und daher die Haufigkeit tumorigener Zellen unterschatzt werden kann, veranschaulicht
eine Studie, die das Tumorinduktionsverhalten von Melanomzellen untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass bei Verwendung von NOD/SCID IL2Ry”“”-Méusen, welche weder B- und T-Zellen, noch
nattrliche Killerzellen ausbilden, die Haufigkeit tumorinduzierender Zellen aus dem Primartumor 1:4
betrug und nicht, wie zuvor in NOD/SCID-M&usen geschétzt, 1:10°. Zudem bildeten Zellen, die nicht
der zuvor bestimmten CD133" Subpopulation tumorigener Zellen angehérten, ebenfalls Tumoren
(Quintana, Shackleton et al. 2008).

Ein weiteres Problem besteht darin, dass eine passende Interaktion zwischen murinen Liganden und
humanen Rezeptoren, wie etwa bei Wachstumsfaktoren, nicht gewahrleistet ist und die injizierten
Zellen zudem in einem anderen TME als im menschlichen Koérper sind, was das
Tumorinduktionsverhalten ebenso beeinflussen kann (Magee, Piskounova et al. 2012).
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Insgesamt kann man festhalten, dass die Anzahl Tumor-initiierender Zellen in der HEK293-CD133"e"-

Population um mindestens das 1000fache erhéht ist im Vergleich zur HEK293-CD133""-Population,
wenn man die Tumorformation in NOD/SCID-Mausen betrachtet. Dieses Resultat deutet auf eine
funktionelle Relevanz des Proteins CD133 bei der Initilerung von Tumoren hin. Unabhangig von der
Rolle als Tumorstammzellmarker ruft CD133 auch in primar nicht-malignen HEK293-Zellen eine
Tumorbildung in vivo hervor. Dennoch bleibt die Frage zu klaren, welche Veranderungen zu diesem
Phanotyp fithren, obwohl in vitro keine Auswirkungen der CD133-Uberexpression in HEK293-Zellen
auffallig waren. Hierbei kommen verschiedene Mechanismen in Frage, in die CD133 mdglicherweise
involviert ist.

heh Tumoren eine

Es war bei der Entnahme der Tumoren zu beobachten, dass HEK293-CD133
ausgepragte GefaRversorgung zeigten. Die Induktion von Angiogenese ist eine wichtige Eigenschaft
von Krebszellen, in die CD133 moglicherweise eingreift. CD133 ist insbesondere in schlecht
vaskularisierten hypoxischen Bereichen (hypoxische Stammzellnische) von Glioblastomen exprimiert
(Li, Bao et al. 2009) und durch Hypoxie kommt es zur vermehrten Expression von CD133 (Soeda, Park
et al. 2009). Da CD133" Glioblastomzellen zudem vermehrt VEGF freisetzen (Bao, Wu et al. 2006), das
einen wichtigen Stimulus fiir Angiogenese darstellt, ist es folglich denkbar, dass CD133 aktiv an
Regulationsprozessen der Tumorangiogenese beteiligt ist. Dieser komplexe Vorgang erfordert die
Rekrutierung von Zellen des TME, vor allem von Endothelzellen. In perivaskuldren Nischen von
Glioblastomen konnte nachgewiesen werden, dass CD133" Zellen (nestin®) spezifisch mit
Endothelzellen interagieren. In vivo fiihrte die Koinjektion von CD133" CSCs mit Endothelzellen
zudem zu einer verstarkten Tumorinitiierung (Calabrese, Poppleton et al. 2007), sodass eine

funktionell wichtige Rolle von CD133 im Rahmen der Angiogenese denkbar ist.

Ob CD133 in HEK293-Zellen liber EMT-Induktion zu einem maligneren Phanotyp beitragt, ist fraglich,
nachdem EMT insbesondere mit Migration und Invasion und weniger mit Tumorinitiierung in
Verbindung gebracht wird. Chen et al. berichteten zwar, dass es in HNSCC-Zellen mit CD133-
Uberexpression eine EMT induziert wird, wobei die Interaktion der zytoplasmatischen CD133-
Domaéne mit Src, einer Tyrosinkinase, eine entscheidende Rolle spielt (Chen, Wu et al. 2011). Jedoch
wurden diese Effekte in anderen Untersuchungen mit Kolonkarzinomen nicht beschrieben (Horst,
Scheel et al. 2009) und bei HEK293-CD133"#"'°"-Zellen war ebenfalls kein Hinweis auf EMT zu
erkennen, da es beispielsweise keine Verdnderungen der Zellmorphologie gab und EMT-typische
Marker (Vimentin, Fibronektin, N-cadherin) ebenfalls nicht differentiell reguliert waren (Microarray-
Daten; hier nicht gezeigt). Daher ist diese Moglichkeit als Erklarung fiur die erhohte
Tumorinitiierungsrate unwahrscheinlich.

Aufgrund der fast ausschlieflichen Lokalisation in Protrusionen der Zellmembran und des
Nachweises von Membranpartikeln, die vermehrt CD133 enthalten und von umgebenden Zellen
aufgenommen werden, liegt die Vermutung nahe, dass CD133 an der Interaktion zwischen Zellen
beteiligt ist. Welcher Art moégliche Interaktionen sind, ist aber bisher nicht hinreichend geklart. Wie
zuvor schon erwihnt, kénnen CD133" Zellen in verschiedener Weise mit umgebenden Zellen
interagieren und dadurch das Tumorwachstum in vivo beeinflussen. Dies wird auch durch die
Beobachtung unterstrichen, dass CD133" Kolonkarzinomzellen in Anwesenheit CD10" Fibroblasten
(CAFs) verstarkte Invasivitat in vitro und erhdhtes Tumorwachstum in vivo zeigen (Cui, Ohuchida et
al. 2010). Auch wenn die Rolle von CD133 selbst in diesem Zusammenhang noch nicht ausreichend
verstanden ist, ist es wahrscheinlich, dass es eine Funktion bei der Interaktion mit anderen Zellen des
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Tumors und des TME ausiibt. Dies konnte einen plausiblen Erklarungsansatz fiir das beobachtete
Verhalten der HEK293-CD133""-Zellen in vivo bieten.

5.7 Identifikation moglicher Zielgene von CD133 in HEK293-Zellen

Zur ldentifikation moglicher Zielgene von CD133 und regulierter zelluldrer Prozesse in HEK293-
CD133"¢"-zellen, die eine Erklirungsansatz fiir den beobachteten Phinotyp der Zellen bieten
kénnten, wurde eine Microarray-Analyse der HEK293-CD133"&"'ow
zunichst zu erkennen, dass es in HEK293-CD133"€"°"_zellen auf mRNA-Ebene keine signifikanten
Regulationsunterschiede wichtiger Tumorstammzellmarker (CD44, ALDH1, CD24, EpCAM, CD166)

gab, wie schon fur CD44 und EpCAM immunhistochemisch gezeigt wurde. Es konnte also neben der

-Zellen durchgefiihrt. Es war

CD133-Expression kein bekanntes Markerprofil gefunden werden, mittels welchem in anderen
Studien CSCs isoliert wurden. Starke Regulationsunterschiede waren hingegen auffallig in Bereichen
von Genen, die in mRNA-Transkriptionsregulation, mRNA-Transkription, Zellproliferation und
Differenzierung involviert sind. Es erfolgte anschlieBend eine Uberpriifung der Arrayergebnisse
einzelner stark regulierter Gene mittels RT-PCR. Hierbei lieBen sich die Ergebnisse in fast allen Fallen
bestatigen, fur drei Gene (ZNF91, ZNF420, KLF11) mit relativ geringer Regulation (FC knapp uber 2,0)
konnte in der RT-PCR keine eindeutige Aussage getroffen werden. Dies liegt in erster Linie daran,
dass geringe Expressionsunterschiede bei Verwendung der weniger sensitiven RT-PCR und
Gelelektrophorese im Gegensatz zu real time PCR oder Arrayhybridisierung schwer zu detektieren
sind.

Die untersuchten Gene sind an verschiedenen zelluliren Prozessen beteiligt. Als
Transkriptionsfaktoren sind CELF2, GATA2, ZNF91, ZNF420, KLF11 und RUNX3 in der Regulation der
mRNA-Transkription involviert. Die B-Sekretase BACE2 kann das Amyloid Precursor Protein (APP)
spalten und ist in einem Mammakarzinommodell in immuninkompetenten Madusen verstdrkt
exprimiert (Xin, Stephans et al. 2000). CNN2 spielt in Endothelzellen bei der Angiogenese eine Rolle
(Tang, Hu et al. 2006). Fiir DUSP5 konnten spezifische Interaktionen mit ERK1/2 MAP-Kinasen gezeigt
werden (Kucharska, Rushworth et al. 2009), wdhrend FERMT1 an der Integrin-abhdngigen
Signaltransduktion (Harburger, Bouaouina et al. 2009) und in Keratinozyten an der Regulation der
Migration und Zellpolaritat beteiligt ist (Herz, Aumailley et al. 2006). DECR1, ein Hilfsenzym der B-
Oxidation, zeigt eine verminderte Expression in Mammakarzinomen (Ursini-Siegel, Rajput et al.
2007). Im Hinblick auf das beobachtete Tumorinitiierungsverhalten ist insbesondere RUNX3
interessant, das in einigen Tumorentitdten zu den Tumorsuppressorgenen (Bae and Choi 2004; Chen
2012) zihlt. In Runx3’/-M3usen kommt es spontan zur Ausbildung von Mammakarzinomen und
zudem flhrt eine erhohte RUNX3-Expression in MCF-7-Zellen zu einer verminderten Tumorigenitat in
vivo (Huang, Qu et al. 2012). Ein moglicher Verknipfungspunkt mit CD133 besteht zusatzlich in der
Beobachtung, dass unter hypoxischen Bedingungen in Magenkarzinomzellen die Transkription von
RUNX3 vermindert wird (Lee, Kim et al. 2009). CD133 zeigt hierbei eine gegensatzliche Regulation
(Soeda, Park et al. 2009). Darliber hinaus resultiert der Verlust von RUNX3 in Magenepithel spontan
in EMT (Voon, Wang et al. 2012), wohingegen CD133 in HNSCC an der Induktion von EMT beteiligt
sein kann (Chen, Wu et al. 2011). Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit der verminderten
Expression von RUNX3 in HEK293-CD133"&"-Zellen und kénnten einen Erkldrungsansatz fir die
erhohte Tumorinitiierungsrate von HEK293-CD133""-Zellen bieten. Eine genauere Betrachtung des
Zusammenhangs zwischen CD133 und RUNX3 sollte Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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5.8 Vergleich der Microarray-Ergebnisse von HEK293-CD133"%"-Zellen mit transient CD133-
transfizierten Hela-Zellen

Im Weiteren wurden die Regulationsergebnisse der potentiellen CD133-Zielgene in HEK293-
CD133"€"*"Zellen in transient transfizierten Hela-Zellen iiberpriift. Trotz der teilweise sehr
ausgeprigten Regulationsunterschiede in HEK293-CD133"8""°".zellen konnte zwischen Hela-
CD133"™Me. ynd  Hela-@-Zellen fir die meisten untersuchten Gene kein klarer
Regulationsunterschied auf mRNA-Ebene festgestellt werden. Der GroRteil zeigte keine oder kaum
differentielle Regulation, DECR1 zeigte eine Regulation kontrar zu den in HEK293-CD133"&"w
erzielten Ergebnissen und RUNX3 war in HeLa-@-Zellen zwar heraufreguliert wie in HEK293-CD133

-Zellen
low_
Zellen. Der sehr geringe beobachtete Regulationsunterschied fir RUNX3 bedarf jedoch einer
Verifikation anhand sensitiverer Methoden als der RT-PCR. Es kann verschiedene Griinde haben, dass
eine Bestitigung der Ergebnisse aus HEK293-CD133Me"ow
Methodisch ist, wie zuvor erwadhnt, die konventionelle RT-PCR mit Gelelektrophorese einer real time

-Zellen groftenteils nicht erfolgte.

PCR in Bezug auf Detektion gering ausgepragter Unterschiede unterlegen. Es ist auch moglich, dass
durch die im Vergleich zu HEK293-CD133""-Zellen relativ geringe CD133-Expression in der Hela-
CD133"™™ e _ponulation eine weniger deutliche Regulation der betrachteten Gene erfolgt.
Moglicherweise unterscheidet sich jedoch auch die Funktion von CD133 in HEK293- und Hela-Zellen,
also embryonale Nierenzellen und Zervixkarzinomzellen, sodass die Uberexpression von CD133 in
Hela-Zellen zu anderen Verdanderungen im Transkriptom fihrt wie es bei HEK293-Zellen gesehen
wurde.
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6 Resiimee und Ausblick

Das Glykoprotein CD133 gehort mit CD44 (Zoller 2011) und EpCAM (Gires, Klein et al. 2009) zu den
am haufigsten untersuchten Tumorstammzellmarkern in soliden Tumoren. Obwohl es Hinweise gibt,
dass es eine wichtige Rolle in Tumoren spielt und in mehreren Tumorentitdaten mit einer schlechteren
Prognose fiir die betroffenen Patienten assoziiert ist, ist die Funktion des Proteins auf zelluldrer und
molekularer Ebene bisher nur ungeniigend verstanden. Fundierte Kenntnisse der Funktionsweise von
CD133 waren im Hinblick auf zielgerichtete Therapieformen jedoch von essentieller Bedeutung.

Die vorliegende Arbeit diente in erster Linie der genauen Evaluation des Einflusses von CD133 auf die
zelluldren Eigenschaften von primar CD133" Zellen. Die Transfektion von HEK293-Zellen mit CD133
fihrte zu einer starken CD133-Expression in einer kleinen Subpopulation der Zellen, welche
durchflusszytometrisch isoliert wurde (HEK293-CD133"¢"). Im Vergleich zu Zellen mit sehr geringer
CD133-Expression (HEK293-CD133"%) lieR sich in dieser Population dauerhaft eine hohe CD133-
Detektion erzielen. Ektopisch Giberexprimiertes CD133 wurde in vergleichbarer Weise wie endogenes
CD133 in Caco-2-Zellen posttranslational in Form einer N-Glykosylierung modifiziert und korrekt in
die Zellmembran integriert. Die anschlieBende Charakterisierung der Zellen ergab, dass ektopische
CD133-Expression in HEK293-Zellen auf zentrale Zelleigenschaften in vitro keinen Einfluss nimmt.
Dies galt insbesondere fiir Zellproliferation, was in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen in
Kolonkarzinomzelllinien ist (Horst, Scheel et al. 2009; Elsaba, Martinez-Pomares et al. 2010). Des
Weiteren konnten in einer Zellzyklusanalyse keine Unterschiede in der Reaktion auf eine zeitlich
begrenzte Reduktion der Stimulation mit Wachstumsfaktoren festgestellt werden. In HEK293-
CD133"¢"- und HEK293-CD133""-Zellen bewirkte zeitlich begrenzter Serumentzug gleichermaRen nur
eine geringe Veranderung der Proliferation und damit keine messbare Reduktion des Anteils
mitotisch aktiver Zellen. Hieraus konnten folglich keine Riickschliisse auf mogliche Funktionen von
CD133 bei der Initiilerung und dem Wachstum maligner Tumoren gezogen werden. Ebenso wenig
gelang es, Unterschiede in Migration oder Chemotaxis, die essentielle Eigenschaften bei
Krebsprogression und Metastasierung darstellen (Roussos, Condeelis et al. 2011), zu finden.
Auswirkungen auf Migration oder Invasion in CD133-lUberexprimierenden Karzinomzellen wurde
zwar in der Literatur beschrieben (Elsaba, Martinez-Pomares et al. 2010; Chen, Wu et al. 2011),
andere Autoren sahen diesen Effekt jedoch nicht (Horst, Scheel et al. 2009).

Die folgende Evaluation des Tumorinitiierungs- und Wachstumsverhaltens in vivo erfolgte durch
Xenotransplantation der Zellen in NOD/SCID-M&use. Dabei konnte ein signifikanter und starker
Unterschied in der Fahigkeit zur Tumorformation beobachtet werden, da HEK293-CD133"&"
bei Injektion verschiedener Zellzahlen zuverldssig Tumoren bildeten, deren Gewicht mit der Anzahl

-Zellen

low

injizierter Zellen anstieg. Im Gegensatz dazu zeigten HEK293-CD133""-Zellen ein deutlich geringeres
Tumorinitiierungspotential, da nur bei Injektion der hochsten Zellzahl in zwei von zehn Fallen nach 21
Tagen Tumoren explantiert werden konnten, bei niedrigerer Zellzahl die Tumorbildung jedoch
komplett ausblieb. Auch nach verldngerter Inkubationszeit (36 Tage) bei Injektion von 5-10% Zellen
wurden keinen Tumoren generiert. Diese Ergebnisse liefen uns schlussfolgern, dass die Frequenz
Tumor-initiierender Zellen innerhalb der HEK293—CD133high—ZeIIpopulation bei Betrachtung des
Tumorinitiierungsverhaltens in NOD/SCID-M&usen um mindestens das 1000fache erhoht ist im
Vergleich zur HEK293-CD133"“-Population. Dies deutet auf eine potentielle funktionelle Relevanz
von CD133 im Bezug auf die Fahigkeit von HEK293-Zellen zur Tumorformation hin, nachdem CD133-

Expression den einzigen, von auflen induzierten Unterschied zwischen HEK293-CD133"¢"- und
HEK293-CD133""-Zellen darstellte. Auch in Untersuchungen mit primdrem Gewebe, insbesondere

aus Kolon (O'Brien, Pollett et al. 2007) oder Gehirn (Singh, Hawkins et al. 2004), bei denen CD133 zur
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Identifikation von CSCs herangezogen wurde, zeigten diese CD133" Zellen ein gesteigertes Potential
zur Tumorformation. Unabhangig von der Rolle als Tumorstammzellmarker wurde die Frage, ob
CD133 in vivo moglicherweise essentiell an der Tumorinitiierung beteiligt ist, bisher jedoch nicht
hinreichend adressiert. Chen et al. sahen bei Versuchen mit CD133-{iberexprimierenden HNSCC-
Zellen zwar eine verstarkte Proliferation in vivo, jedoch konnte der Einfluss auf Tumorinitiierung nicht
beurteilt werden, da unabhangig von der CD133-Expression in allen Fallen Tumoren entstanden
(Chen, Wu et al. 2011). Nach der derzeitigen Datenlage und den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen gibt es zwar Hinweise auf die Funktion von CD133, die genaue Rolle des Proteins bei der
Tumorinitiierung kann aber noch nicht abschlielend beurteilt werden.

Mittels Microarray-Analyse des Transkriptoms der HEK293-CD133"¢"°"_zellen wurden im Anschluss
regulierte Gene identifiziert. mRNA-Transkription, deren Regulation sowie Zellproliferation und
Differenzierung waren stark differentiell regulierte Prozesse, welche das beobachtete
Tumorinitiierungsverhalten in vivo erklaren konnten. Die mRNA-Expression einer Auswahl moglicher
CD133-Zielgene wurde im folgenden an HEK293-CD133"¢"°“_zellen mit weitgehend identischen
Ergebnissen Gberprift.

Eine zusatzliche Beurteilung der Expressionsmuster dieser Gene in transient mit CD133 transfizierten
Hela-Zellen anhand von konventioneller RT-PCR erbrachte keine eindeutigen Ergebnisse hinsichtlich
differentieller Regulation. Ein geringer Unterschied konnte fiir RUNX3, einem Tumorsuppressorgen,
festgestellt werden.

Um jedoch genaue Aussagen zum Einfluss von CD133 auf mogliche Zielgene in verschiedenen
Zelllinien treffen zu kdnnen, ist es sinnvoll, mittels sensitiver Verfahren wie der quantitativen real
time PCR differentielle Expressionsmuster zu evaluieren. Dies sollte Inhalt zukiinftiger Experimente
sein. Zudem bote es sich an, statt durch Transfektion der Zellen, die — auBer im Fall von HEK293-
Zellen - nur geringe CD133-Transfektionsraten zulieR, lentivirale Transduktion als effektivere
Moglichkeit des Gentransfers zu verwenden. Dies ermdoglicht hohe CD133-Expressionsraten, wie
kiirzlich gezeigt werden konnte. Eine Reversibilitdt des Einflusses von CD133 auf potentielle Zielgene
lieRe sich anhand von CD133-spezifischer RNA-Interferenz priifen.

Eine weitere Fragestellung ergibt sich aus den in vivo beobachteten Resultaten. Zundchst kénnte die
Frage eruiert werden, ob eine direkte Interaktion zwischen CD133" Zellen essentiell fiir eine
Tumorformation ist oder ob hierbei beispielsweise eine Rekrutierung von Zellen des TME zu einer
erhohten Tumorinitiierung flihren kdnnte. Ein erster Versuch, der eine gewisse Unabhangigkeit von
umgebenden TME-Zellen implizieren kénnte und auf eine direkte Interaktion zwischen CD133" Zellen
hindeuten wiirde, ist die Beurteilung der Koloniebildung unter nicht-adhdrenten Bedingungen in
vitro. Gleichfalls ware es moglich, die Tumorformation von Zellpopulationen mit einem definierten
Anteil an CD133" Zellen in vitro und in vivo zu betrachten, was weiteren Aufschluss tber den
Stellenwert der Interaktion zwischen CD133" Zellen fiir die Tumorinitiierung geben kénnte, sowie die
Frage adressieren wiirde, ob Tumorformation erst ab einem bestimmten prozentualen Anteil stark
CD133-exprimierender Zellen an der Gesamtpopulation ermoglicht wird, wie eine Untersuchung mit
Kolonkarzinomzellen impliziert (Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007).

Ein genaueres Verstandnis der Rolle von CD133 auf funktioneller und molekularer Ebene im Rahmen
von malignen Erkrankungen ist von groRer Bedeutung, wenn man Erklarungen dafir finden mdochte,
dass CD133-Expression in Tumoren oftmals mit einem deutlich schlechteren Gesamtiberleben oder
verstarkter Therapieresistenz assoziiert ist. Ein fundiertes Wissen (iber die Funktionen des Proteins
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wadre auch eine essentielle Voraussetzung fiir die Entwicklung CD133-spezifischer antitumoréser
Therapieansatze. Dass CD133 als Tumorstammzellmarker hierflir moglicherweise ein geeigneter
Kandidat ist, zeigt sich daran, dass das Protein erstens eine vergleichsweise weite Verbreitung in
unterschiedlichen Tumorentitaten besitzt und zweitens die physiologische Funktion des Proteins im
menschlichen Organismus moglicherweise relativ begrenzt ist, da im Prom1’/-Mausmodell zwar eine
progrediente retinale Degeneration zu beobachten ist, jedoch interessanterweise keine weiteren
Auffélligkeiten (Zacchigna, Oh et al. 2009). Demzufolge konnte ein genaueres Verstdndnis der
Funktion von CD133 einen wichtigen Baustein zu gezielteren und effektiveren Therapieansatzen bei
einer Vielzahl maligner Erkrankungen bilden.
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