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Einleitung 2

1 Einleitung

1.1 Krebs

Im Jahr 2012 erkrankten laut WHO 12 Millionen Menschen weltweit neu an
Krebs und 8,2 Millionen Menschen starben an dieser Krankheit. Die jahrliche
Inzidenz soll dabei in den nachsten 20 Jahren noch weiter auf geschatzte 22
Millionen steigen (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/). 30%
der Krebstoten konnten durch einen gesunderen Lebensstil, d.h. regelmalige
physische Aktivitaten, gesunde Ernhrung, Vermeidung von Ubergewicht, Alko-
hol- und Nikotinkarenz sowie medizinische Vorsorgeuntersuchungen, vermie-
den werden. Aul3er diesen beeinflussbaren Umweltfaktoren konnten in den letz-
ten Jahren auch Infektionen mit Viren und Bakterien und genetische Dispositio-
nen als Ursache fur die Entstehung von Krebs verantwortlich gemacht werden.
Beispielsweise fuhrt das Gen BRCA aufgrund von Mutationen zu 5% aller
Mamma-Karzinom Erkrankungen bei Frauen (Heisey et al. 1999). Dadurch
kann mittlerweile durch fruhzeitiges Erkennen des Patientenkollektivs, das Mu-
tationstrager ist, eine neue Therapiestrategie effektiv eingeleitet werden. Viele
andere genetische Dispositionen gilt es in der Zukunft noch zu entschlisseln,
um auf den Patienten zugeschnittene Behandlungen zu ermdglichen. Die Infek-
tion mit dem Bakterium H. pylori (Helicobacter pylori) ist u.a. verantwortlich far
die Entstehung des Magen-Karzinoms und des Lymphoms des Gastrointestinal-
trakts (Parsonnet et al. 1994). Auch virale Infektionen, bspw. mit HBV (Hepatitis
B), HCV (Hepatitis C), HIV (humanes Immundefizienz Virus) oder HPV (huma-
nes Papillomavirus) konnen im Menschen karzinogen wirken (Parkin 2011).
HPV (v.a. Typ 16 und 18) kann z.B. ein Zervix-Karzinom induzieren. Mittlerweile
gibt es eine Impfung gegen HPV, wodurch die Inzidenz des Zervix-Karzinoms

beim vakzinierten Patientenkollektiv ricklaufig war (Alemany et al. 2014).

Da Krebs weltweit nach kardiovaskularen und Infektionserkrankungen die dritt-
haufigste Todesursache darstellt, kommt der Forschung zur Entwicklung neuer
Ansatze fur die Krebstherapie und zum besseren Verstandnis der molekularen
Mechanismen der Erkrankung eine immer grof3ere Bedeutung zu. Eines der

wichtigsten Ziele in unserer heutigen Gesellschaft bei noch weiter steigender
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Lebenserwartung stellt dabei die Senkung der Mortalitat durch Entdeckung von
Krebserkrankungen in moglichst fruhem Stadium und Einleitung einer effektiven

Therapie dar.

1.1.1 Karzinogenese

Bis zum Auftreten eines soliden Tumors, der urspringlich aus entarteten Zellen
epithelialen Ursprungs entsteht, bendtigt es auf molekularer Ebene einer Viel-
zahl chromosomaler Abberationen und Mutationen, die sich Uber Jahre bis
Jahrzehnte bilden. Erst die Anhaufung weiterer genetischer Alterationen fuhrt
gemeinsam mit dem Versagen der zellularen Reparaturmechanismen von einer
pramalignen Zelle zur unkontrollierten Proliferation und Invasion in gesundes
umliegendes Gewebe. Kinzler und Vogelstein postulieren, dass bis zur Entste-
hung von Krebs mindestens sieben genetische Ereignisse notwendig sind
(Kinzler and Vogelstein 1996). Auch weitere Autoren charakterisieren diese
Vorgange (Hanahan and Weinberg 2000). Das Wort Karzinogenese bezeichnet
diesen komplexen, mehrstufigen Prozess der Bildung von Tumoren aus
Epithelzellen, der auch bis heute noch nicht vollstandig erforscht und verstan-

den ist.

Sechs essentielle Veranderungen in der Zellphysiologie fuhren zum malignen
Wachstum (Hanahan and Weinberg 2000): Autarkie gegenuber Wachstumssig-
nalen, Sensitivitatsverlust gegenuber wachstumsinhibierenden Signalen, Resis-
tenz gegenuber programmiertem Zelltod, uneingeschranktes replikatives Poten-
tial, kontinuierliche Angiogenese und Gewebeinvasion bzw. Metastasierung an
entferntere Orte. Spater wurden noch zwei weitere wichtige Merkmale hinzuge-
fugt: die Reprogrammierung des Energiestoffwechsels zur besseren Adaption
der Tumorzellen an die Mikroumgebung und das Entkommen dieser genetisch
mutierten Zellen vor der Immunantwort (Hanahan and Weinberg 2011). Diesen
Veranderungen liegen eine genomische Instabilitat und dauerhafte Entzin-

dungsreaktion zu Grunde.

Naher betrachtet kommt der Verlust der Zellreparaturmechanismen durch zwei
verschiedene Wege zu Stande: zum einen durch einen Schaden an Tumor-
Suppressor-Genen, zum anderen durch eine dauerhafte Aktivierung von Proto-

Onkogenen.
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Das Tumor-Suppressor-Gen p53 bspw. spielt eine bedeutende Rolle beim
Schutz vor Krebs, indem es regulare Stoffwechselvorgange der Zelle Uberwacht
und das Schicksal der Zelle determiniert (Vogelstein et al. 2000). P53, auch als
,Wachter des Genoms" bezeichnet (Lane 1992), ist ein Transkriptionsfaktor, der
die Expression verschiedener Gene reguliert (Vousden and Prives 2009). P53
modifiziert eine Vielzahl von Prozessen, verhindert die unkontrollierte Prolifera-
tion von Zellen, steuert die Reparatur von DNA-Schaden, optimiert die Zellphy-
siologie und induziert gegebenenfalls die Apoptose von Zellen bei irreparabler
Schadigung der DNA (Jiang et al. 2013). P53 ist in der Mehrzahl von Tumoren
inaktiviert (Junttila and Evan 2009). Weitere bekannte Tumorsuppressor-Gene
sind das Rb-Protein, BAX sowie p21.

Eine dauerhafte Aktivierung von Proto-Onkogenen durch Mutationen fuhrt zu
einer unkontrollierten Proliferation von Zellen. Beispiele fur Mutationen, die Pro-
to-Onkogene in Onkogene umwandeln, sind Punktmutationen, chromosomale
Abberationen, Insertionen sowie Deletionen. Ein bekanntes Beispiel fur ein sol-
ches Proto-Onkogen ist B-raf, durch dessen Mutation der MAP-Kinase-
Signalweg konstitutiv aktiviert ist. Bei 40% aller Melanome konnte eine aktivie-
rende Mutation des B-raf-Proteins nachgewiesen werden (Davies and Samuels
2010). Weiterhin bekannt ist die Mutation in der katalytischen Untereinheit der
PI13-Kinase (Phosphatidylinositol 3-Kinase), die in verschiedenen Tumorentita-
ten nachgewiesen wurde (Jiang and Liu 2009). Diese Veranderung fuhrt zu ei-
nem der haufigsten dysregulierten zellularen Signalwege bei Krebs (Yuan and
Cantley 2008).

1.1.2 Theorien der Krebsentstehung

Der heutige wissenschaftliche Stand umfasst zwei verschiedenen Theorien wie
es zur Entstehung von Krebs kommt: Die klonale Selektionstheorie und die Tu-
morstammzelltheorie beschreiben zwei potentielle Szenarien zur Krebsentste-
hung. Beide Theorien basieren dabei auf der Annahme einer Anhaufung von

Mutationen wie oben beschrieben.

Die klonale Selektionstheorie wurde bereits 1976 veroffentlicht und beschreibt,
dass Neoplasien von ursprunglich einer einzigen entarteten Zelle ausgehen.

Die Tumorprogression resultiert aus erworbenen genetischen Veranderungen
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dieses einen Klons, wobei aufeinander folgende Mutationen zu noch aggressi-
veren Krebszellen fuhren, die einen weiteren Selektionsvorteil im Mikromilieu

des Tumors und eine erhohte Proliferation aufweisen (Nowell 1976).

Die nach dem heutigen Wissensstand neuere der beiden Theorien, ist die der
Tumorstammzellen. Es wird davon ausgegangen, dass nicht alle Zellen in ei-
nem Tumor dasselbe onkogene Potential aufweisen, sondern dass vielmehr nur
eine kleine Subpopulation von Zellen im Tumor in der Lage ist neue Tumore zu
generieren. Somit ist ein solider Tumor ahnlich gesundem Gewebe hierarchisch
aufgebaut und wird von den Tumorstammzellen unterhalten. Der Beleg fur die-
se Theorie beruht auf Maus-Modellen bei denen humane Tumorzellen immun-
supprimierten Mausen xenotransplantiert werden (Visvader and Lindeman
2008). Tumor-initierende Zellen weisen den Stammzellen ahnliche Eigenschaf-
ten auf und werden auch TICs (tumor initiating cells) genannt. Der Begriff TIC
soll auch im Weiteren verwendet werden. Die Moglichkeit einer erheblichen
Plastizitat von TICs, d.h. die Veranderung von Anatomie und Funktion der Zel-
len, einhergehend mit einer Verwandlung von TICs in differenziertere Zellen
konnte ebenfalls zur Karzinogenese beitragen (Gupta et al. 2009). Denn wah-
rend des Prozesses der Tumorentwicklung werden Zellen mit unterschiedlichen
Eigenschaften bendtigt, die bspw. so weit ausdifferenziert sind, dass sie Angio-
genese induzieren oder Hormone produzieren kénnen. Die Ahnlichkeit von
Stammzellen und TICs liegt in der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Dif-
ferenzierung in alle Zellen des Korpers bzw. Organs (Terskikh et al. 2006, Irollo
and Pirozzi 2013). Auch die Moglichkeit der Dissemination von Zellen an ent-
fernte Orte im Korper ist ein wichtiges Merkmal von TICs (Reya et al. 2001).
Aulerdem wurde festgestellt, dass TICs auf eine Radiatio und herkdmmliche
Chemotherapie schlechter ansprechen, d.h. eine hohere Resistenz aufweisen
(Lu and Shervington 2008, Bourguignon et al. 2014). Somit ist das Ziel zukunf-
tiger Forschungsansatze neue Therapiemodalitdten, die v.a. speziell gegen
TICs gerichtet sind, zu erforschen und somit das Therapieansprechen zu ver-

bessern sowie das Auftreten von Rezidiven zu minimieren.

Bis heute konnte noch nicht abschlieRend geklart werden, welche der beiden
Hypothesen das tatsachliche Geschehen in der Tumorentstehung beschreibt

oder ob beide Theorien in unterschiedlichen Tumorentitaten existieren. Die fol-
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gende Abbildung 1.1 zeigt schematisch die derzeitigen Theorien der Krebsent-
stehung (Laks et al. 2010).

klonale Selektionstheorie Tumorstammzelltheorie
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der derzeitigen Theorien der Krebsentstehung. Links
zu sehen ist die klonale Selektionstheorie ohne hierarchischen Aufbau der Tumorformation. Die
Neoplasie geht von einer einzigen entarteten Zelle aus, die im Laufe der Zeit weitere Mutatio-
nen, durch Blitze dargestellt, erfahrt. Therapeutisches Ziel sind dabei Zellen aller drei gezeigten
Farben. Rechts im Bild die Tumorstammzelltheorie mit TICs (Tumor initiating cells), von denen
die Tumorbildung ausgeht. Ausschlielich die TICs gelten dabei als therapeutisches Angriffsziel
(Laks et al. 2010).

1.1.3 Tumor initiating cells (TICs) und tumorassoziierte
Antigene

In vivo konnte anhand von Mausmodellen gezeigt werden, dass TICs stark kar-
zinogen sind, d.h. bereits wenige Zellen ausreichen, um nach Xenotransplanta-
tion in Mausen Tumore zu bilden (Geissler et al. 2012). Unklar ist, ob diese
TICs aus einer entarteten Stammzelle oder einer differenzierten Zelle durch
karzinogene Mutationen entstehen (siehe Abbildung 1.1). Signalwege wie der
Whnt/B-Catenin oder der Sonic Hedgehoc Signalweg sind in TICs haufig aktiviert
und an Wachstum, Uberleben, Invasion und Medikamentenresistenzen von
TICs beteiligt (Mimeault et al. 2007). AuRerdem haben TICs die Fahigkeit ver-
ankerungsunabhangig zu wachsen. Dies ist experimentell definiert als die Bil-
dung von Spharoiden in vitro (Gibbs et al. 2005). Die Isolation von TICs aus
Tumorgewebe basiert auf der verstarkten Expression von Antigenen auf der
Zelloberflache der TICs. Beispiele fur Zelloberflachenmarker von TICs sind:
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CD133, CD24, CD44, CD166 und EpCAM (epithelial cell adhesion molecule)
(Singh et al. 2004a, Bretz et al. 2012, Meng et al. 2012, Yamashita et al. 2013,
Yan et al. 2013). Diese Oberflachenmolekule, die ebenso auf Krebszellen de-
tektiert werden konnen, sind auch bei verschiedenen Tumorentitaten von gro-
Rer prognostischer Bedeutung: Je starker die Expression bestimmter Zellober-
flachenmarker auf einem Tumor ist, umso schlechter ist die Prognose in Bezug
auf das Uberleben und héher die Rezidivrate sowie die Bildung von Metasta-
sen. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund einer bis zu 90% starken Assoziati-
on von Metastasen mit einer erhohten Mortalitat wichtig. Auch die Tumorforma-
tion in vivo ist bei starker Expression der zuvor genannten, tumorassoziierten
Antigene haufig hoher. Meist wird fur die Isolation von TICs eine Kombination
verschiedener Antigene, abhangig von der Tumorentitat, verwendet. Beim HCC
(hepatozellulares Karzinom) kommt bspw. eine Kombination der Marker
EpCAM und CD90 zum Einsatz (Yamashita et al. 2013). Durch ein verbessertes
Verstandnis der Expression und insbesondere der Funktion von TIC Markern
wird es in Zukunft hoffentlich moglich werden, Tumoren zielgerichtet zu behan-
deln, um die Mortalitat senken zu konnen. Dies ist neben der Erkennung von
Krebs im Frihstadium eines der vielversprechendsten Therapieziele fur die Zu-
kunft. AuBerdem ist eine targeted therapy, d.h. eine auf die Tumorantigene des
individuellen Patienten zugeschnittene Therapie, durch Entwicklung neuer ziel-
gerichteter Medikamente wirkungsvoller im Kampf gegen die Krankheit Krebs
(Mizrak et al. 2008).

1.1.4 Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und
Krebsprogression

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein physiologischer Prozess,
der wahrend der embryonalen Entwicklung ablauft, jedoch auch im Zuge der
Krebszellinvasion und Metastasierung aktiviert wird (Pirozzi et al. 2011). Eine
gesunde Epithelzelle zeigt Polaritat und interagiert Uber ihre Basalflache mit der
Basalmembran. Wahrend der EMT jedoch durchlauft eine Epithelzelle mehrere
biochemische Veranderungen, die dazu fuhren, dass die Zelle einen mesen-
chymalen Phanotyp annimmt, sowie verbessertes Migrationsvermogen, Invasi-
vitat, erhohte Resistenz gegen Apoptose und starkes Disseminationsvermogen

zeigt (Kalluri and Weinberg 2009). Im Verlauf der EMT verlieren Epithelzellen
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epitheliale Marker wie E-Cadherin, Zytokeratin, Laminin-1 und Desmoplakin.
Mesenchymale Marker wie N-Cadherin, Vimentin und Fibronektin steigen an
und die Morphologie sowie die Eigenschaften der Zelle verandern sich zum
mesenchymalen Zelltyp (Thiery et al. 2009). Dies geht mit einem Verlust der
Polaritat der Zelle und Durchbruch der Basalmembran einher. In Abbildung 1.2
ist schematisch die EMT (epithelial-mesenchymale Transition) dargestellit.

Epithelialer Phanotyp Mesenchymaler Phanotyp
® & o ' ~ &>
Invasion

und
Metastasierung

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT). Als
Antwort auf extrazelluldre Signale, verlieren die Zellen epitheliale Marker und nehmen einen
fibroblastenartigen Phanotyp an. Die EMT ist eng assoziiert mit dem Erwerb aggressiver Merk-
male der Krebszellen. Die betroffenen Epithelzellen verlieren ihre Polaritat sowie Zelladhasio-
nen und erwerben dann sowohl migratorische als auch invasive Eigenschaften, d.h. sie diffe-
renzieren zu Zellen mit einem mesenchymalen Phanotyp (Irollo and Pirozzi 2013).

Auch fur die Regeneration von Gewebe, Organfibrosierung, Differenzierung und
Krebsprogression spielt die EMT eine essentielle Rolle (Thiery et al. 2009). Es
wurde herausgefunden, dass bestimmte EMT-Regulatoren wie Snail/Slug, Twist
und Six1 wahrend Migrationsprozessen in der Embryonalentwicklung und in
verschiedenen malignen Tumorentitaten exprimiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass durch eine ektope Uberexpression dieser Transkriptionsfaktoren
die Metastasierung mutierter Zellen hervorgerufen wird und die klinische Prog-
nose dem entsprechend schlecht ist (Micalizzi et al. 2010). Die EMT wurde
1995 erstmals beschrieben (Hay 1995) und anfangs Transformation genannt
bis die Reversibilitat des Prozesses entdeckt wurde und die Bezeichnung in
Transition geandert wurde. Die Plastizitat von Tumorzellen ist so stark ausge-
pragt, dass diese eine mesenchymal-epitheliale Transition (MET) durchlaufen

und somit wieder einen epithelialen Phanotyp annehmen kénnen. EMT und
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MET konnten zukunftig einen therapeutischen Ansatzpunkt im Kampf gegen die
Metastasierung darstellen (Kalluri and Weinberg 2009).

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die EMT eine Schlusselrolle fur
die migrierende, invasive Krebszelle spielt und somit zur Tumorprogression so-
wie Metastasierung beitragt. Dadurch dass die Zellen migratorische Eigenschaf-
ten annehmen, kdnnen sie auch vom Primartumor weit entfernte Gewebe und
Organe im Korper erreichen. Am neuen Ort angekommen, siedeln sie sich dort
an und gehen entweder anfangs in einen Ruhezustand uber, um erst nach Jah-
ren weitere Zellteilungen vorzunehmen oder sie bilden durch eine akzelerierte
Proliferation sofort Metastasen. Wahrend die EMT also an der lokalen Invasion,
Zirkulation und Disseminierung maf3geblich beteiligt ist, spielt die MET wiede-
rum eine essentielle Rolle fur das Auswachsen von Metastasen (Joyce and
Pollard 2009).

1.2 CD133 (Cluster of differentiation 133)

CD133 steht fur Cluster of diffentiation 133. CD133 ist ein pentahelikales,
transmembranes Glykoprotein und wurde 1997 erstmals in Zusammenhang mit
CD34" hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen sowie der ALL (akute
lymphatische Leukamie) und AML (akute myeloische Leukamie) beschrieben
(Miraglia et al. 1997). Etwa zeitgleich wurde CD133 auch im murinen Neuro-
epithel, verschiedenen anderen Epithelien des Mausembryos und in der adulten
Maus in der Niere und im Gehirn entdeckt (Weigmann et al. 1997). Entspre-
chend ist CD133 ein evolutionar hoch konserviertes Protein (Fargeas et al.
2003b). Das AC133 Antigen, die hyperglykosylierte Form von CD133 wird
uberwiegend in Stamm- und Vorlauferzellen exprimiert (Yin et al. 1997, Gires
2011). Somit stellt CD133 einen Marker fur fruhe Vorlauferzellen dar
(Handgretinger et al. 2003).

Aus Operationsresektaten isolierte CD133" Tumorzellen wurden in vitro kulti-
viert und wiesen Stammzelleigenschaften wie Selbsterneuerung, Proliferation
und pluripotente Differenzierung auf (Singh et al. 2003). Es konnte gezeigt wer-
den, dass eine hohe Expression von CD133 in bestimmten Tumoren, wie bspw.

dem humanen Ovarialkarzinom sowie dem Kolonkarzinom, mit einer Subpopu-
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lation von TICs assoziiert ist (Guo et al. 2011, Mak et al. 2012). CD133 wird
auch als tumorassoziiertes Antigen bezeichnet, da es ein Protein ist, welches in
Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Gewebszellen stark Gberexprimiert wird.
Im Gegensatz dazu ist CD133 jedoch kein tumorspezifisches Antigen, da diese
ausschlieRlich von Krebszellen, nicht von intakten Zellen, exprimiert werden.
CD133 kann bspw. auch in gesundem Gewebe wie der menschlichen Retina
nachgewiesen werden. In anderen Gewebeentitaten wie reifen Endothelzellen
oder Monozyten wird CD133 jedoch wiederum Uberhaupt nicht exprimiert
(Handgretinger et al. 2003). AuRerdem fuhrt ein Verlust der CD133 Funktion in
der Netzhaut des Auges durch eine Mutation zur retinalen Degeneration, jedoch

keinen weiteren Pathologien (Fargeas et al. 2003b).

Auch die Uberlebensrate von Patienten ist bei bestimmten Tumorentitaten wie
zum Beispiel beim Kolon-Karzinom (Oliver et al. 2014) und beim NSCLC (nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom) (Wang et al. 2014, Wu et al. 2014b), bei einer
starken CD133-Expression verringert. Auch beim Mamma-Karzinom korrelierte
die Uberexpression von CD133 mit einer schlechteren Prognose, jedoch nicht
als alleiniger Marker, sondern in Verbindung mit N-Cadherin (Bock et al. 2014).
Das gleiche gilt auch fur das Pankreas-Karzinom gemeinsam mit CD44 und TF
(tissue factor) (Chen et al. 2014).

In der verfugbaren Literatur gibt es zwei Synonyme, die fir CD133 gebrauchlich
sind: AC133 fur die hyperglykosylierte Form von CD133 und Prominin-1. Wobei
der Begriff AC133 fruher haufiger gebraucht wurde. Mittlerweile konnten spezi-
fischere Antikorper, die unabhangig vom Glykosylierungszustand des Proteins
binden, entwickelt werden (Florek et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit soll im
Weiteren die Verwendung des Begriffs CD133 fur die glykosylierte Form des
Proteins Ubernommen werden. Im Folgenden werden der aktuelle Wissens-
stand Uber das CD133 Gen, das CD133 Protein, das Expressionsmuster und
die Funktion von CD133 zusammengefasst.

1.2.1 Das CD133 Gen und seine Regulation

Das PROM1 Gen kodiert fir das CD133 Protein (Gen ID: 8842) und befindet
sich auf dem Chromosom 4p15.32. Es ist weiterhin unter den Synonymen
RP41, AC133, MCDR2, STGD4, CORD12, PROML1 und MSTP061 bekannt.
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Das Gen kodiert fur ein glykosyliertes Protein, welches ein Molekulargewicht
von 120 kDa aufweist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8842). Die isolierte
cDNA von CD133 kodiert fur ein Polypeptid, das aus 865 Aminosauren besteht
und in unglykosylierter Form ein Molekulargewicht von 97 kDa hat. CD133 be-
steht aus funf Transmembrandomanen mit einem extrazellularen N-Terminus

und einem zytoplasmatischen C-Terminus (Miraglia et al. 1997, Yin et al. 1997).

Es gibt mindestens funf verschiedene Promotoren, welche die Transkription von
CD133 kontrollieren. Je nach Gewebe sind diese Promotoren unterschiedlich
stark aktiv (Shmelkov et al. 2004). Mehrere Transkriptionsvarianten, die fur ver-
schiedene Isoformen des Proteins kodieren, wurden fur CD133 beschrieben.
Das Gen CD133 hat mindestens 9 charakteristische 5’'UTR-Exons. Diese un-
translatierten Regionen, die den Startpunkt der Transkription markieren, sind
wichtig fur die nachfolgende effiziente sowie kontrollierte Translation. Daraus
resultiert die Bildung von wenigstens 8 verschiedenen Isoformen der CD133
MRNA. In unterschiedlichen Geweben werden diese differenziell exprimiert. So
konnte bei der Maus gezeigt werden, dass im Hoden ausschlieBlich die Spli-
cevarianten (SV) 3 und 7 exprimiert werden, wahrend SV8 nur im Auge detek-
tiert wurde (Kemper et al. 2010b). Die Transkription dieser CD133 Isoformen
wird durch die 5 unterschiedlichen Promotoren P1-P5 kontrolliert. Dabei liegen
die Promotoren P1-P3 in CpG-Inseln (Tabu et al. 2008). Kurzlich wurde noch
ein sechster Promotor P6 in Melanomzellen und Stammzellen entdeckt, der
ebenfalls die Expression von CD133 mRNA reguliert (Sompallae et al. 2013).
Abbildung 1.3 zeigt die genomische Struktur der Promotorregion von humanem

CD133 mit den alternativen Promotoren P1-P5.

!

CpG-Inseln

Abbildung 1.3: Genomische Struktur der Promoterregion von humanem CD133. P1-P5 sind
alternative Promotoren fiir das Gen CD133. Die Exons A-C inklusive ihrer entsprechenden
Promotoren P1-P3 sind in CpG-Inseln lokalisiert. Die Transkription wird dort durch CpG-
Methylierung reguliert. Die Translationsinitiation beginnt bei Exon 2 (Ex2) direkt neben dem
offenen Leserahmen (ORF) (Tabu et al. 2008).
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In vitro konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der Promotoren P1 und P2
durch Methylierung von Lysinresten des Histons H3 komplett supprimiert wurde.
Dies lasst auf eine wichtige Rolle der Methylierung bei der Regulation der
CD133-Transkription schlielen (Shmelkov et al. 2004, Yi et al. 2008). Durch
eine Demethylierung in vitro mittels 5-Azacytidin Behandlung konnte die Ex-
pression von CD133 in Gliomzellen wiederhergestellt werden. Das heil3t die
Hypomethylierung der DNA wurde als wichtige Determinante fur die CD133-
Expression in Tumorzellen gewertet (Tabu et al. 2008). Da jedoch die Promoto-
ren P1-P3 sowohl in gesundem Kolon-Epithel, als auch in differenzierten Kolon-
karzinomzellen und TICs gleichermalien aktiv waren, konnte keine Regulation
auf Transkriptionsebene fur CD133 festgestellt werden. Deshalb wird eine Re-
gulierung auf translationalem bzw. posttranslationalem Level vermutet (Kemper
et al. 2010a).

In mehreren Tumorentitadten konnte eine gegenlaufige Regulation des Methylie-
rungsstatus und der CD133 Promotoraktivitat wie bspw. beim Kolon-Karzinom
(Yi et al. 2008), beim Ovarialkarzinom (Min et al. 2012), beim HCC (Zhang et al.
2011), beim Neuroblastom (Schiapparelli et al. 2010) und beim Glioblastom
(Gopisetty et al. 2013) gezeigt werden. Zusatzlich zeigte die Untersuchung von
Gopisetty et al. eine Regulation der CD133-Expression durch die Transkripti-
onsfaktoren Sp1 und c-Myc. Diese haben die Fahigkeit an den Promotor direkt
zu binden, ihn zu aktivieren und dadurch die CD133-Expression zu erhdhen.
Durch Hemmung der beiden Transkriptionsfaktoren konnte die Transkription
wiederrum inhibiert werden (Gopisetty et al. 2013). Andererseits zeigte die Un-
tersuchung von gesundem Prostatagewebe und Prostata-Karzinomzellen, dass
die Expression von CD133 unabhangig vom Methylierungsstatus der Promoto-
ren war. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass auf’er dem Methylierungsstatus
und dem Einfluss von Transkriptionsfaktoren auch der Kondensationszustand
des Chromatins einen Einfluss auf die CD133 Expression hat. Die Kondensati-
on des Chromatins jedoch wiederum, wird u.a. auch durch Histon-Methylierung
bewirkt. Dabei war kondensiertes Chromatin mit einer Herunterregulation der
Transkription von CD133 assoziiert. Durch Hemmung der Histondeacetylase
konnte dieser Effekt rickgangig gemacht werden (Pellacani et al. 2011). Glei-
che Ergebnisse konnten auller bei Prostatakarzinomzellen auch bei

Glioblastomzellen erzielt werden. Durch die Behandlung der Tumorzellen mit
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dem Histondeacetylase-Inhibitor Valproinsaure erhohte sich die CD133 mRNA-
Expression (Tabu et al. 2008). CD133-negative Ovarialkarzinomzellen, die mit
DNA Methyltransferase und/oder Histondeacetylase-Inhibitoren behandelt wur-
den, zeigten einen Anstieg der CD133-Expression auf Oberflachenproteinebene
(Baba et al. 2009).

1.2.2 Die Struktur des CD133 Proteins

CD133 war das erste identifizierte Mitglied einer neuen Familie von Membran-
proteinen, das im kompletten Tierreich konserviert ist (Corbeil et al. 2001b). Es
besitzt 5 Transmembrandomanen mit einem extrazellularen N-Terminus, der 85
Aminosauren enthalt und einem zytoplasmatischen C-Terminus (Miraglia et al.
1997). Der C-Terminus ist mit 50 Aminosauren relativ kurz und enthalt 5 Tyro-
sinreste, mitunter eine Tyrosin Phosphorylierungsstelle, deren Bedeutung noch
nicht naher erforscht ist. Die Phosphorylierung kdnnte u.a. auch eine Rolle fur
die Regulation der Funktion spielen (Boivin et al. 2009). Die beiden extrazellula-
ren Schleifen sind mit 255 und 290 Aminosauren auf3erordentlich grof3 und ent-
halten 4 mogliche N-verbundene Glykosylierungsstellen. Die zwei kleinen zyto-
plasmatischen Schleifen sind zysteinreich. Das Molekulargewicht des Antigens
betragt 120 kDa (Corbeil et al. 2001a). Die folgende Abbildung 1.4 zeigt sche-
matisch den Aufbau des CD133 Proteins.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des CD133 Proteins. Zu erkennen sind die finf
Transmembrandomanen, die zwei kleinen intrazellularen Schleifen und zwei groRen extrazellu-
laren Schleifen mit jeweils vier potentiellen N-verbundenen Glykosylierungsstellen, die als rote
Gabeln dargestellt sind. Zytoplasmatisch befindet sich die C-terminale Doméane und extrazellu-
lar ist der N-Terminus lokalisiert (Irollo and Pirozzi 2013).
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1997 wurde erstmals ein monoklonaler Antikorper entwickelt, der das AC133
Epitop von CD133 erkannte. Das AC133 Epitop befindet sich in der zweiten
extrazellularen Schleife des Antigens CD133 (Miraglia et al. 1997, Yin et al.
1997). Da dieser Antikorper jedoch nur an das glykosylierte Epitop von CD133
bindet, konnte durch ihn nicht zwangslaufig jegliches CD133 identifiziert wer-
den. Die nach Detektion durch Antikorper isolierte cDNA von CD133 kodiert fur
einen einzelnen offenen Leserahmen bestehend aus 2595 Nukleotiden und
sagt ein 865 Aminosauren grol3es Protein mit einem Molekulargewicht von 97
kDa vorher (Yin et al. 1997). Dies entspricht dem Gewicht nach Abspaltung der
N-terminalen Domane, die die ersten 19 Aminosauren enthalt (Boivin et al.
2009). Jahre spater wurde von Florek et al. ein neuer Antikdrper (ahE2) defi-
niert, der humanes CD133 unabhangig vom Glykosylierungsstatus erkannte.
Dies erlaubte die Detektion von CD133 auf der apikalen Membran des proxima-
len Tubulus der adulten Niere und in der Brustdruse. Es konnte nachgewiesen
werden, dass wahrend der Differenzierung von Kolonkarzinomzellen sich bei
einem Ruckgang von AC133 die Expression von CD133 nicht veranderte, wie
vorher falschlicherweise angenommen worden war. Die Schlussfolgerung aus
dieser Beobachtung war die Annahme, dass nur das AC133 Epitop wahrend
der Differenzierung herunterreguliert wird, die CD133-Expression sich jedoch
nicht verandert. Das heil3t der Glykosylierungsstatus von CD133 und nicht die
Expression wird im Laufe der Differenzierung verandert (Florek et al. 2005,
Kemper et al. 2010a).

Etwa zur gleichen Zeit wurde Prominin-2 entdeckt, das viele Gemeinsamkeiten
mit CD133 wie eine ahnliche Struktur und eine Expression aufweist und dessen
Expression auf Ausstllpungen der Plasmamembran beschrankt ist. Deshalb
kam es auch zur Namensgebung, da Prominin von Lateinisch prominere (dt.:
hervorstehen) abgeleitet wurde (Fargeas et al. 2003a). Auch die Gewebsvertei-
lung der beiden Antigene stimmt weitestgehend Uberein: Prominin-2 konnte in
der adulten Niere, im kompletten Verdauungstrakt und vielen anderen epithelia-

len Geweben detektiert werden (Fargeas et al. 2003b).

Die genomische Struktur von CD133 ist zwischen verschiedenen Spezies ext-
rem ahnlich wie bspw. die Exon/Intron-Grenzen. Dies wurde anhand verschie-

dener Primaten, sowie der Maus und der Ratte untersucht (Corbeil et al. 2001a,
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Fargeas et al. 2007). Die Ubereinstimmung zwischen humanem und murinem
CD133 betragt im Vergleich der Aminosauresequenzen 60% und beide Protei-
ne zeigen die gleiche Membrantopologie (Corbeil et al. 1998). Mittlerweile ist
durch die komplette Sequenzierung des menschlichen Genoms bestatigt, dass
das Gen CD133 das Ortholog zum murinen CD133 darstellt (Fargeas et al.
2003a). Diese groRe Ubereinstimmung war bereits nach der Entdeckung des

humanen und murinen CD133 Proteins vermutet worden (Corbeil et al. 1998).

1.2.3 Lokalisation, Splicevarianten, Proteinisoformen und
posttranslationale Modifikation von CD133

CD133 ist vorzugsweise an der apikalen Zelloberflache in Plasmamembranaus-
stulpungen wie Mikrovilli lokalisiert (Weigmann et al. 1997). Dies sind bspw.
Filopodia, Lamellipodia und Mikrospikes, welche reich an Cholesterol und
Sphingolipiden sind (Roper et al. 2000). In der adulten Niere konnte CD133
bspw. in der Burstensaummembran nachgewiesen werden und in neuroepithe-
lialen Zellen in Mikrovilli-ahnlichen Ausstulpungen (Weigmann et al. 1997).
CD133 interagiert direkt mit in der Plasmamembran enthaltenem Cholesterol
innerhalb einer eigenen Membran Mikrodomane, im Englischen lipid raft (Bauer
et al. 2008). Diese spezifische Konzentrierung in Plasmamembranausstulpun-
gen in der apikalen Membran neuronaler TICs und anderen epithelialen Zellty-
pen konnte nachgewiesen werden (Marzesco 2013). Experimentell konnte in
vitro belegt werden, dass Cholesterolabbau in einem Verlust der Mikrovilli-
spezifischen Lokalisation von CD133 resultiert (Roper et al. 2000). Aufgrund
dieser Ergebnisse postulieren mehrere Autoren, dass CD133 eine Funktion in
der Organisation der Plasmamembrantopologie, der Lipidzusammensetzung
und fur Membraninteraktionen spielt (Corbeil et al. 2001b, Mizrak et al. 2008).
Ein Ausfall dieser CD133 Funktion zeigt sich folgendermalfien: Durch eine Mu-
tation im CD133 Gen, die zu einer Leserasterverschiebung fuhrt, wird die
Translation vorzeitig abgebrochen und dem Protein fehlt dadurch die Halfte der
zweiten extrazellularen Schleife, die funfte Transmembrandomane sowie der
zytoplasmatische C-Terminus. Dieses gekurzte CD133 erreicht dann nicht mehr
die Zelloberflache wie in vitro nach Transfektion des mutierten CD133 Gens in
Fibroblasten gezeigt werden konnte (Corbeil et al. 2001b). In vivo ist diese Mu-

tation mit dem Krankheitsbild der retinalen Degeneration assoziiert.
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CD133 zeigt in epithelialen Zellen und auch in anderen Zelltypen stets eine Ex-
pression in Membranprotusionen, wobei CD133 in Epithelzellen immer in der
apikalen Membran vorhanden ist (Fargeas et al. 2004, Bauer et al. 2008).
Durch den Nachweis verschiedener Splicevarianten von murinem CD133 konn-
te gezeigt werden, dass zwei der sechs untersuchten Splicevarianten die Zell-
oberflache nicht erreichen, sondern im endoplasmatischen Retikulum (ER) ver-
bleiben. Wahrscheinlich ist dann eine Degradation dieser zwei Splicevarianten
im ER. Ob dies auf eine falsche Proteinfaltung durch eine veranderte Amino-
saurezusammensetzung, einen Fehler auf translationaler Ebene oder durch
eine Mutation auf Transkriptionsniveau zurtuckzufihren ist, bleibt unklar
(Fargeas et al. 2004). Auch in humanen Zellen wurden verschiedene Spliceva-
rianten der CD133 mRNA detektiert, die zur Entstehung von sieben unter-
schiedlichen CD133 Proteinen fuhren (Shmelkov et al. 2004, Fargeas et al.
2007). Es wurde postuliert, dass die beiden grolden extrazellularen Schleifen
des humanen CD133 von alternativem Spleil3en betroffen sind, was moglicher-
weise einen Einfluss auf die Anwesenheit unterschiedlicher Epitope und Glyko-

sylierungen hat (Grosse-Gehling et al. 2013).

Auch in verschiedenen humanen Drusenepithelien konnte CD133 in apikalen
bzw. apikolateralen Membranen der polarisierten Zellen nachgewiesen werden.
Dies gelang bspw. bei sekretorischen serésen und muzindsen Zellen, den gro-
Ren Speicheldrisen (Glandulae Submandibularis, Sublingualis, Parotis) und der
Tranendruse (Karbanova et al. 2008). Zusatzlich wurden CD133 enthaltende
Membranpartikel in Korperflissigkeiten von Erwachsenen, wie dem Urin, der
Seminalflussigkeit und dem Speichel, detektiert. In vitro zeigte sich die Freiset-
zung der CD133 enthaltenden Membranpartikel wahrend der Kultivierung der
endogen CD133-positiven Kolon-Karzinomzelllinie CaCo-2. Daraus wurde ge-
schlossen, dass dieser Vorgang moglicherweise wichtig fur die Entwicklung und
den Stoffwechsel der Gewebe ist (Marzesco et al. 2005). Kurze Zeit spater
wurden auch CD133 enthaltende Membranpartikel, die von murinen neuro-
epithelialen Vorlauferzellen freigesetzt werden, entdeckt. Moglicherweise konn-
te dies einen Signalweg darstellen, um die Balance zwischen Differenzierung
und Proliferation zu beeinflussen (Dubreuil et al. 2007). Kurzlich wurde gezeigt,
dass bei Glioblastompatienten die Menge der CD133 enthaltenden Vesikel im

Liquor im Vergleich zu gesunden Probanden anstieg. Es wurde geschlussfol-



Einleitung 17

gert, dass die Vesikel fur die Zell-Zell-Interaktionen eine wichtige Rolle spielen
und zukunftig einen groRen Wert als Biomarker fur die Tumorgenese haben

konnten (Marzesco 2013).

Die Glykosylierung ist einer der wichtigsten Mechanismen der ko- bzw. post-
translationalen Modifikation von CD133. Auch die Sialylierung und andere post-
translationale Modifikationen scheinen signifikant an der Tumorprogression,
speziell an der Invasion und Metastasierung, beteiligt zu sein (Li et al. 2010,
Sgambato et al. 2010). Der Glykosylierungsstatus scheint mit der Differenzie-
rung der Zelle assoziiert zu sein (Zhou et al. 2010). Beispielsweise ist die post-
translationale N-Glykosylierung des CD133 Proteins notwendig, damit das Pro-
tein die Zellmembran erreicht, in sie eingebaut wird und somit detektiert werden
kann. Durch Tunicamycin-Behandlung, die die Biosynthese des N-Glykan-
Vorlaufers inhibiert, wurde in vitro die CD133 Stabilitat und der Transport zur
Zellmembran beeintrachtigt. Das Protein konnte nach Behandlung von Zellen
mit Tunicamycin nicht mehr mittels Antikorper nachgewiesen werden. Wenn
jedoch lediglich eine Glykosylierungsstelle mutiert war, konnte dieser Effekt
nicht beobachtet werden. Bei einem kompletten Verlust der CD133 N-
Glykosylierung durch Mutation aller Konsensussequenzen fur die Glykosylie-
rung konnte kein CD133 an der Zelloberflache detektiert werden. Unglykolysier-
tes CD133 war dann jedoch im ER lokalisiert und wurde dort exprimiert. Somit
scheint die Glykosylierung fur die Stabilitat des CD133 Proteins essentiell zu
sein (Mak et al. 2011). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CD133" Zel-
len im Vergleich zu CD133" Zellen sowohl eine um 10% starkere N-
Glykosylierung, v.a. des Mannose-reichen Typs, als auch terminale a2,3-
Sialylierung hatten (Hemmoranta et al. 2007). Auch die Modifikation durch Sia-
lylierung scheint zur Stabilitdét des CD133 Proteins beizutragen. Die Desialylie-
rung von CD133 durch Neuraminidase in neuronalen Stammzellen und Gliom-
initierenden Zellen, zeigte in vitro eine beschleunigte Degradierung von CD133

in Lysosomen sowie eine reduzierte Stabilitdt von CD133 (Zhou et al. 2010).

AuBer durch Glykosylierung und Sialylierung kann der extrazellulare N-
Terminus des CD133 Proteins auch durch Ganglioside wie GM1 oder GD3 mo-
difiziert werden. Die Ganglioside GM1 und GD3 kommen in der auferen Halfte

von Zellmembranen vor, sind mit CD133 kolokalisiert und spielen eine wichtige
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Rolle im Zellstoffwechsel (Vyas et al. 2001). Eine Interaktion der Ganglioside
mit CD133 fuhrt dazu, dass das Protein nicht mehr von allen gegen CD133 ge-
richteten Antikorpern detektiert wird, da die membrandsen Ganglioside das
AC133 Epitop maskieren konnen (Janich and Corbeil 2007, Taieb et al. 2009).
Weitere Untersuchungen bezuglich des Gangliosids GD3 durch Donovan et.al.
zeigten, dass GD3 sowohl in CD133" als auch in CD133" Zellsubpopulationen
uberexprimiert wird und wahrscheinlich keine funktionelle Rolle im biologischen
Verhalten von CD133 spielt. Die Menge von GD3 in der Zellmembran und eine
Interaktion mit glykosyliertem CD133 am N-Terminus des Proteins konnten je-
doch entscheidend fur Stoffwechselvorgange der Zelle sein und einen invasiven

Phanotyp begunstigen (Donovan et al. 2012).

1.2.4 Die Funktion von CD133

Bis heute konnte die Funktion von CD133 in den verschiedenen Zelltypen noch
nicht abschlielend geklart werden. Trotzdem nimmt die Wichtigkeit von CD133
als Tumorzellmarker stetig zu. Einige Signaltransduktionswege und Zell-Zell-
Interaktionen, an denen CD133 beteiligt ist, konnten mittlerweile naher identifi-

ziert werden.

Anfangs wurde CD133 als Oberflachenantigen beschrieben, das spezifisch auf
humanen hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen exprimiert wird
(Miraglia et al. 1997, Yin et al. 1997) und als Marker, der auf murinen embryo-
nalen Zellen sowie verschiedenen anderen embryonalen Epithelien nachweis-
bar ist (Weigmann et al. 1997). Mittlerweile wird CD133, das zellunabhangig in
Membranprotrusionen und Mikrovilli lokalisiert ist, eine Rolle in der Organisation
der Plasmamembran-Topologie zugeschrieben, da es mit in der Membran ent-
haltenem Cholesterol in einer spezifischen Mikrodomane (lipid raft) interagiert
(Roper et al. 2000). AuRerdem sind bestimmte Ganglioside wie GM1 mit CD133
in Mikrovilli kolokalisiert (Janich and Corbeil 2007). Diese ausgewahlten Gangli-
oside konnten die Erreichbarkeit von CD133 an der N-terminalen Domane flr
Antikérper modulieren und Zell-Zell-Interaktionen regulieren, an denen CD133"
Stammzellen involviert sind (Taieb et al. 2009). Ob CD133 jedoch aktiv an Pro-

zessen in diesen Mikrodomanen, die den Stoffwechsel und die Organisation der
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Zellmembran beeinflussen, beteiligt ist, konnte bislang nicht ausreichend er-

forscht werden.

Zusatzlich gibt es Hinweise, dass CD133 wichtig fur die Differenzierung von
Stammzellen ist, da wahrend der hamatopoetischen Zelldifferenzierung CD133
enthaltende Membranpartikel, auch Exosomen genannt, freigesetzt werden
(Bauer et al. 2011). Exosomen transportieren nicht nur Membrankomponenten,
sondern auch viele andere fur den Zellstoffwechsel wichtige Bausteine zwi-
schen verschiedenen Zellen, was ihre Wichtigkeit in der interzellularen Kommu-
nikation unterstreicht. Sie werden nach der Fusion von multivesikularen Endo-
somen mit der Zellmembran sekretiert (Simons and Raposo 2009). Es wird da-
von ausgegangen, dass lipid rafts, die CD133 enthalten, eine Schlusselrolle in
der Erhaltung von Stammzelleigenschaften spielen und eine quantitative Re-
duktion oder der Verlust von CD133 die Zelldifferenzierung zur Folge haben
(Bauer et al. 2011). CD133 in den Vesikeln interagiert direkt mit dem Membran-
Cholesterol. Experimentell zeigte sich, dass ein verstarkter Abbau von Cho-
lesterol in einem Anstieg der Vesikelfreisetzung und einer deutlichen Verande-
rung der Ultrastruktur der Mikrovilli mindet. Dies ist als Hinweis auf eine Frei-
setzung der Vesikel aus den Mikrovilli durch Cholesterol vermittelt zu werten
(Marzesco et al. 2009). Die im Lumen des Neuralrohrs des murinen Gehirns
befindliche Flussigkeit enthalt ebenfalls extrazellulare CD133" Membranpartikel.
Es wurden wahrend der frtihen Phase der Neurogenese zwei verschiedene
Partikel (P2 und P4) detektiert, wobei P4 eine Grofle von 60-80 nm aufweist
und verschieden zu den Exosomen ist. P2, ein 600 nm grofRes Teilchen, hinge-
gen konnte in verschiedenen humanen Korperflissigkeiten wie Urin, Speichel
und Seminalflussigkeit nachgewiesen werden. Es wird den Membranpartikeln
ebenfalls eine Rolle in der Gewebeentwicklung und -erhaltung zugesprochen
(Marzesco et al. 2005). Im Liquor von Glioblastom-Patienten konnte sogar ein
Anstieg solcher Vesikel, vor allem von den kleineren der beiden Haupttypen von

extrazellularen Membranvesikeln, beobachtet werden (Marzesco 2013).

Beim hepatozellularen Karzinom konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte
Expression von CD133 die Resistenz gegenuber Apoptose bei einer Chemothe-
rapie mit Doxorubicin und Fluorouracil erhoht. Auch eine Behandlung von un-

sortierten HCC Zellen mit diesen beiden Chemotherapeutika fuhrt zu einem An-
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stieg der CD133 Positivitat, da die Zellen eine Resistenz gegenuber der Che-
motherapie erreichen wollen. Dieser Anstieg der CD133-Expression unter The-
rapie mit Doxorubicin und Flourouracil ist zurickzufuhren auf eine erhohte Ex-
pression von Proteinen, wie bspw. des AKT1-Inhibitors, die am PI3K/Akt- und
am Bcl-2-Signalweg beteiligt sind. Andersherum konnte gezeigt werden, dass
sich die CD133-Expression signifikant reduziert, wenn der PI3K/Akt-Signalweg
inhibiert wird. Dies deutet darauf hin, dass CD133" HCC Zellen zur Chemore-
sistenz mittels Aktivierung des PI3K/Akt- und Bcl-2-Signalwegs beitragen (Ma et
al. 2008). Auch unter Hypoxie, einem Umstand, der mitunter zur Progression
verschiedener Tumoren fuhrt, kommt es zu einem Anstieg von CD133 und des
PI3K/Akt- sowie des ERK1/2-Signalwegs. Durch Inhibition der Signalwege
konnte wiederum gezeigt werden, dass die CD133-Expression abnimmt, was
vermuten Iasst, dass diese Signalkaskaden die hypoxische Antwort modulieren.
Die durch Hypoxie hervorgerufene Aktivierung von HIF-1a (hypoxia-inducible
factor-1a), die zur Angiogenese im Tumor fuhrt, verbessert die Selbsterneue-
rungsaktivitat der CD133" Zellen und inhibiert die Differenzierung der TICs. Ei-
ne verminderte Expression von HIF-1a wiederum hebt die durch Hypoxie her-
vorgerufene Vermehrung CD133-positiver TICs auf. Dies lasst darauf schlie-
Ren, dass die Antwort auf Hypoxie von TICs eine Aktivierung von HIF-1a invol-
viert und somit die Differenzierung CD133-positiver TICs inhibiert wird (Soeda
et al. 2009). In kolorektalen Karzinomen konnte eine erhdhte Expression von
CD133 bei einer Mutation von K-Ras und B-Raf, die zu einem hyperaktivierten
Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg fuhrt, nachgewiesen werden. Es wurde festge-
stellt, dass der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg die CD133-Expression reguliert.
Mutationen in einem der beiden Gene gehen dabei mit einer erhohten CD133-
Positivitat und mit einer grofleren Wahrscheinlichkeit fur die Rekurrenz eines
kolorektalen Karzinoms nach Primartherapie, also einer schlechteren Prognose

fur den Patienten, einher (Kemper et al. 2012).

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass CD133 durch Src-Tyrosinkinasen phosphory-
liert wird. Dies wurde in Medulloblastom-Zellen nachgewiesen und lasst vermu-
ten, dass die zytoplasmatische Domane von CD133, die Ziel der Phosphorylie-
rung ist, eine wichtige Rolle in der Regulation der Funktion von CD133 spielt
(Boivin et al. 2009). Zwei Jahre spater konnte anhand von HNO-Tumorzellen

gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von CD133 durch den Src-
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Signalweg zu einer Steigerung der EMT und Expression von Stammzelleigen-
schaften fuhrt und anders herum durch Inhibierung des Src-Signalwegs der
mesenchymale Phanotyp reversibel ist (Chen et al. 2011). Auch beim Pan-
kreas-Karzinom war eine EMT, die zur Invasion und Metastasierung des Tu-
mors fuhrt, auf eine Modulation durch CD133 mittels Expression EMT-
verwandter Gene zuruckzufuhren. Dies geschah im Zusammenspiel mit der
Expressionssteigerung von N-Cadherin. Aullerdem war eine Regulation von
CD133 durch ERK1/2 und wiederum den Src-Signalweg nachweisbar (Ding et
al. 2014). Zusammengefasst kann angenommen werden, dass CD133 bei der
Aktivierung der EMT Uber den Src-Signalweg und ERK1/2 modulierend wirkt.

Interessant ist auch die Betrachtung der Hypoxie-induzierten Signalwege in
verschiedenen Tumorentitaten. Stammzellen in Glioblastomen bspw. sind von
anormalen vaskularen Nischen in ihrer Mikroumgebung abhangig, welche die
normale neurale Stammzellnische vortauschen (Gilbertson and Rich 2007). En-
dothelzellen in der perivaskularen Umgebung des Tumors interagieren eng mit
den selbsterneuernden Gehirntumorzellen und sekretieren Faktoren, die den
Stammzellcharakter der Tumorzellen aufrechterhalten. Daher wird angenom-
men, dass die TICs in dieser vaskularen Nische organisiert werden (Calabrese
et al. 2007). Zur Angiogenese im Tumor kommt es durch hypoxieinduzierte Er-
hoéhung von HIF-1a und HIF-2q, die eine Steigerung der Expression von CD133
mit erhohter Selbsterneuerungskapazitat in TICs, gezeigt anhand von humanen
Gliomzellen, bewirkt. HIF-2a ist dabei meist mit Tumorstammzellmarkern kolo-
kalisiert (Li et al. 2009, Soeda et al. 2009). Eine andere Studie lieferte genau
entgegengesetzte Ergebnisse: durch die Erhdhung von HIF-1a unter Hypoxie
kam es zu einem Abfall der CD133 Expression auf mRNA- und auch auf Pro-
teinebene. Die Inhibition des mTOR-Signalweges, welcher HIF-1a reguliert,
fuhrte zu einem Anstieg der CD133 Expression. Durch das Immunsuppressi-
vum Tacrolimus, ein aus einem Pilz isoliertes Markolid, konnte dieser Effekt
aufgehoben werden (Matsumoto et al. 2009). Bei Pankreas-Karzinomzellen,
Lungenkarzinomzellen und Nierenkarzinomzellen wiederum, konnte eine ge-
steigerte HIF-1a und CD133-Expression unter Hypoxie nachgewiesen werden.
Aufgrund dessen zeigten die Zellen ein verstarkt aggressives Wachstum, Migra-
tion und Invasionsvermogen (Hashimoto et al. 2011, lida et al. 2012, Sun et al.
2012). Der P1 Promotor des CD133 Gens zeigte in Lungenkarzinomzellen die
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groldte durch Hypoxie bedingte Aktivierung, hervorgerufen durch eine direkte
Bindung der Transkriptionsfaktoren SOX-2 und OCT-4 an die Promotorregion.
Es konnte gezeigt werden, dass die verstarkte Expression von SOX-2 und
OCT-4 fur die CD133 Erhdhung notwendig war, da durch Hemmung der beiden
Gene die P1 Aktivitat gehemmt wurde (lida et al. 2012). Morphologisch zeigt mit
TICs angereichertes Tumorgewebe im Vergleich zu Gewebe mit hauptsachlich
normalen Tumorzellen verstarkt Nekrosen und Hamorrhagien. Diese Beobach-
tung resultiert daraus, dass TICs eine gesteigerte Angiogenese induzieren. Da-
fur sekretieren die TICs VEGF (vascular endothelial growth factor), was durch
Hypoxie nochmals verstarkt wird und zu einer erhohten endothelialen Zellmigra-
tion fuhrt. Durch den Einsatz des auch therapeutisch genutzten neutralisieren-
den anti-VEGF Antikorpers Bevacizumab konnten diese proangiogenetischen
Effekte gehemmt werden (Bao et al. 2006). Insgesamt kann gesagt werden,
dass eine aktive Beteiligung von CD133 an Hypoxie-vermittelter Neoangioge-
nese und am Erhalt der Stammzelleigenschaften der Vorlauferzellen moglich

ist.

1.2.5 Pathologien durch den Verlust der CD133 Funktion

Das einzig bedeutende Krankheitsbild durch Ausfall des CD133 Gens konnte
anhand der autosomal-rezessiven, retinalen Degeneration oder Retinitis pig-
mentosa, gezeigt werden. Die Krankheit fuhrt zu einen progressiven zentralen
Visusverlust, da die Funktion von CD133 in den Augenstabchen essentiell zu
sein scheint. Durch eine homozygote Deletion im CD133 Gen kommt es zu ei-
nem verfrihten Abbruch der Translation und das verkurzte CD133 erreicht des-
halb die Zellmembran nicht (Maw et al. 2000, Zhang et al. 2007, Yang et al.
2008). Dadurch kommt es zu einer veranderten Morphologie und progessiven
Degeneration der reifen Photorezeptoren im Auge (Zacchigna et al. 2009) in
denen CD133 normalerweise mit Cadherin und Aktin-Filamenten interagiert
(Yang et al. 2008). Es wird daher angenommen, dass CD133 wichtig fur die
neurale retinale Entwicklung ist (Zacchigna et al. 2009).
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1.2.6 Das Expressionsmuster von CD133 in verschiedenen
Zellentitaten

Bei jeglicher Auswertung von Detektionsergebnissen der CD133-Expression,
sollte beachtet werden, dass manche Antikorper ein vorhandenes CD133-
Protein durch Maskierung mittels Glykosylierung oder Modifikation durch
Ganglioside (siehe auch 1.2.3) nicht erkennen und binden konnen (Taieb et al.
2009, Kemper et al. 2010a).

1.2.6.1 Die CD133-Expression in gesundem Gewebe
Nachdem man anfangs davon ausgegangen war, dass CD133 ausschliellich

von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen exprimiert wird (Miraglia et
al. 1997), konnte im Laufe der Zeit CD133 auch in anderen Geweben detektiert
werden. Dies gelang zuerst am einfachsten mit Hilfe von Untersuchungen an
der adulten Maus. In der folgenden Tabelle 1.1 sind die verschiedenen murinen
Gewebe, in denen CD133 detektiert werden konnte, mit der jeweiligen Referenz
aufgelistet.

Tabelle 1.1: CD133 Identifikation in murinem, adultem, gesundem Gewebe.

murines Gewebe Referenz
Ependym (Weigmann et al. 1997)
Nierentubuli (Weigmann et al. 1997)

mannlicher Reproduktionstrakt | (Fargeas et al. 2004)

Speichel- und Tranendrisen (Jaszai et al. 2007)

Photorezeptoren (Maw et al. 2000)
Glia (Corbeil et al. 2009)

Das Expressionsmuster in humanem adulten Gewebe unterscheidet sich etwas
vom murinen. Das CD133 Oberflachenprotein konnte nur im Knochenmark (Yin
et al. 1997) und in duktalen Pankreaszellen (Lardon et al. 2008) detektiert wer-
den. Im Kolon und der Niere war es hingegen nicht nachweisbar (Miraglia et al.
1997). Unterschieden werden muss deutlich von einem Nachweis der mRNA,
die haufiger detektiert werden kann und einem Nachweis des CD133 Oberfla-

chenproteins, da dies wie oben beschrieben, stark von der Verwendung des
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Antikorpers abhangig ist. Durch die Verwendung neuer Antikorper, welche
CD133 unabhangig vom Glykosylierungsstatus erkennen, konnte das Protein
auf der Membran von glandularen Epithelzellen nachgewiesen werden (Florek
et al. 2005, Karbanova et al. 2008).

Die folgende Tabelle 1.2 zeigt eine Auflistung der adulten humanen Gewebe,
die CD133 mRNA und/oder das CD133 Protein exprimieren.

Tabelle 1.2: Detektion von CD133 mRNA und AC133-Epitop in humanem, adultem, gesunden
Gewebe. Erfolgreicher Nachweis ist durch + gekennzeichnet, kein Nachweis mit - markiert,
nicht erfolgter Nachweis durch n.a. (nicht angegeben) beschrieben (Corbeil et al. 2001b, Lardon

et al. 2008).
Detektion von

Gewebe CD133-mRNA | AC133-Epitop
Knochenmark + +
Gehirn + -
Kolon + -
Herz + -
Niere + -
Leber + -
Lunge + -
Pankreas + -+
Plazenta + -
Skelettmuskulatur | (+) -
Dunndarm + n.a.
Milz - n.a.
Hoden + -

1.2.6.2 Die CD133-Expression in Stammzellen
Humane embryonale, hamatopoetische und neurale Stammzellen exprimieren

ebenfalls CD133, was meist als glykosyliertes AC133-Epitop detektiert werden
kann (Kaufman et al. 2001, Shamblott et al. 2001, Levenberg et al. 2002). Nach
der Differenzierung von Stammzellen ist CD133 herunterreguliert und es konnte
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keine Koexpression mit Markern, die fur neurodermale, mesodermale oder en-

dodermale Zellen charakteristisch sind, gefunden werden (Kania et al. 2005).

Wie schon erwahnt, wurde AC133 anfangs lediglich auf CD34" hamatopoeti-
schen Stamm- und Vorlauferzellen aus adultem Knochenmark detektiert (Yin et
al. 1997). Diese AC133 und CD34 positiven Zellen wurden kurze Zeit spater
auch in der humanen fetalen Leber und im Blut nachgewiesen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass in immundefizienten Mausen nur diese doppelt positiven
Zellen zur Repopulation befahigt waren (de Wynter et al. 1998). Gleiche Ergeb-
nisse wurden im Xenotransplantationsmodell mit der ebenfalls CD34" Zellline
ALDH"CD133*Lin" erzielt (Hess et al. 2006). In einer anderen Untersuchung
wurde herausgefunden, dass humane AC133" Stammzellen sowohl adhérente
als auch nicht-adharente Zellen generieren konnen. Die nicht-adharenten Zellen
konnen im Folgenden entweder zu hamatopoetischen oder zu endothelialen
Zellkolonien differenzieren. Durch Xenotransplantation wurde demonstriert,
dass diese AC133-abgeleiteten Zellen neue Blutgefale in vivo bilden konnten,
d.h. in endotheliale Zellen differenzieren (Gehling et al. 2000). Des Weiteren
kénnen in vitro CD133"/CD34" hamatopoetische Stammzellen zu neuronalen
Zellen, Oligodendrozyten und Astrozyten differenzieren (Uchida et al. 2000,
Hao et al. 2003, Jang et al. 2004). Im Vergleich zu CD133" Zellen zeigen
CD133" Zellen in vitro eine hohere Expression von neuronalen Markern wie
bspw. B3-Tubulin (Padovan et al. 2003). Durch Transplantation von isolierten,
murinen, CD133" neuronalen Stammzellen in murines Gehirn, zeigte sich, dass
die Zellen in vivo ebenfalls eine Tripotenz aufweisen, d.h. zu Astrozyten, Oli-
godendrozyten und Neuronen differenzieren konnen (Lee et al. 2005, Corti et
al. 2007). CD133 ist jedoch nicht auf allen neuronalen Stammzellen nachweis-
bar (Pfenninger et al. 2007, Sun et al. 2009). So exprimieren z.B. neurogene
Astrozyten in der adulten subventrikularen Zone des Gehirns kein CD133 an
der Zelloberflache (Pfenninger et al. 2007). AuRerdem scheint die CD133-
Expression auch von der Zellzyklusphase abhangig zu sein, da es wahrend der
GO0/G1-Phase herunterreguliert ist (Sun et al. 2009).

Neuroepitheliale und hamatopoetische Stamm- bzw. Vorlauferzellen setzen
CD133-positive Membranpartikel in den Extrazellularraum frei, wahrscheinlich

um die Balance zwischen Proliferation und Differenzierung zu halten (Dubreuil
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et al. 2007, Bauer et al. 2011, Ettinger et al. 2011). Durch die erhdhte Freiset-
zung von CD133 zeigen diese Zellen ein erhohtes Ansprechen auf Differenzie-
rungsstimuli (Ettinger et al. 2011). Der einzige Unterschied zwischen hamato-
poetischem und neuronalem System ist, dass diese Freisetzung wahrend der
hamatopoetischen Zelldifferenzierung Exosomen-vermittelt stattfindet, bei neu-
ronalen Progenitorzellen hingegen durch einen Knospungsmechanismus aus

Plasmamembran Protusionen reguliert wird (Bauer et al. 2011).

Anhand von basalen Prostatazellen und Prostatakarzinom-Zellen konnte eine
kleine Subpopulation von CD133" Zellen (1%) isoliert werden, die epitheliale
Stammzelleigenschaften und in vitro ein hohes Potential zur Proliferation auf-
weisen. Diese CD133" Zellen kénnten zuklnftig ein therapeutisches Angriffsziel
darstellen (Richardson et al. 2004, Vander Griend et al. 2008). Eine andere Un-
tersuchung machte jedoch wiederrum deutlich, dass die Expression von CD133
in der Prostata nicht auf basale Stammzellen beschrankt ist, sondern in Tumor-
gewebe sogar herunterreguliert ist, dafur aber in entzindetem Gewebe ver-
starkt ist (Missol-Kolka et al. 2011).

Die Fahigkeit von CD133" Stammzellen zur Neoangiogenese und Vaskularisie-
rung wurde schon mehrfach beschrieben und konnte in Zukunft auch therapeu-
tisch genutzt werden, um die Tumorversorgung sowie das Wachstum zu ver-
hindern (Peichev et al. 2000, Kusumbe et al. 2009).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich CD133 als Stammzellmarker in
verschiedensten Geweben eignet und fur die Erhaltung der Stammzelleigen-
schaften einer Zelle, die Regulation der Zelldifferenzierung und die Neovaskula-
risierung notwendig zu sein scheint. Durch die Detektion von CD133, moglichst
auch in Verbindung mit einem anderen Stammzellmarker, konnen diese Zellen
leichter isoliert werden, um sie naher zu erforschen sowie medizinisch bzw. the-

rapeutisch nutzen zu kdnnen.

1.2.6.3 Die CD133-Expression in TICs
CD133 alleine oder auch in Kombination mit anderen Markern wird heute fur die

Identifikation und Anreicherung einer Population von Tumorstammzellen heran-
gezogen. In der folgenden Tabelle 1.3 sind die verschiedenen malignen, huma-
nen Tumorentitdten mit den jeweiligen Referenzen angegeben, in denen
CD133" TICs identifiziert werden konnten.
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Tabelle 1.3: CD133 Identifikation in humanen soliden Tumoren.

Tumortyp  Referenz

Gehirn (Singh et al. 2003, Singh et al. 2004b)

Melanom | (Monzani et al. 2007, Quintana et al. 2008)

Sarkom (Tirino et al. 2008, Tirino et al. 2011)

Prostata | (Collins et al. 2005, Zhou et al. 2011)

Lunge (Eramo et al. 2008, Tirino et al. 2009)

Kolon (O'Brien et al. 2007, Ricci-Vitiani et al. 2007, Todaro et al. 2007)
Pankreas | (Olempska et al. 2007)

Leber (Suetsugu et al. 2006, Yin et al. 2007)

Ovar (Ferrandina et al. 2008, Baba et al. 2009)

Die CD133" Tumorzellen, die isoliert werden konnten, zeigen meist Eigenschaf-
ten von TICs (Tirino et al. 2008). Beim Kolonkarzinom bspw. waren in einer Un-
tersuchung 2% der Tumorzellen CD133" (Todaro et al. 2007). Da TICs wahr-
scheinlich fur die Tumorinitierung und das Wiederauftreten des Tumors nach
einem anfanglichen Ansprechen auf eine Chemotherapie verantwortlich sind,
sind sie ein vielversprechendes Ziel fur neue Medikamente und zukunftige The-
rapien (Olempska et al. 2007). Wenn diese CD133" Subpopulation aus in vitro
kultivierten Zelllinien in immundefiziente Mause gegeben wurde, konnte sie so-
wohl das Tumorwachstum initiieren als auch aufrechterhalten, Stammzellgene
wie OCT3/4, Nanog, SOX-2 und Nestin exprimieren, sowie in mesenchymale
Zelllinien differenzieren (Tirino et al. 2011). Die Injektion von 10* CD133" Zellen
reichte meist aus, um Tumoren zu generieren (Eramo et al. 2008). Jedoch nur
0,001-2% der kompletten Tumormasse enthalten Zellen mit Eigenschaften, die
im Mausmodell nach Transplantation Tumore induzieren (Collins et al. 2005,
Todaro et al. 2007, Quintana et al. 2008). Modifikationen in Xenotransplantati-
onsmodellen konnten jedoch zeigen, dass wahrscheinlich viel mehr Zellen TIC-
Potential aufweisen (Quintana et al. 2008). Andere Untersuchungen liefern wi-
derspriichliche Ergebnisse: Aus einem Prostata-Karzinom isolierte CD133" und
CD133" Zellen zeigten in vitro und in vivo die gleiche Fahigkeit zur Tumorigeni-
tat (Zhou et al. 2011). Um die Effizienz der Isolierung von TICs zu erhdhen, soll-

te eventuell in Betracht gezogen werden, nicht nur mit einem einzigen Marker
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zu arbeiten, sondern mit einer Kombination aus mindestens zwei bzw. mehre-
ren. Dies wurde z.B. anhand einer Prostatakarzinom-Zelllinie in Verbindung von
CD133 mit CD44 durchgefuhrt (Collins et al. 2005).

1.2.7 Funktionelle Untersuchungen von CD133 in
Xenograft-Modellen

Anhand von Mausmodellen kann das Verhalten verschiedener Zelllinien in vivo
dargestellt werden. Bei einer HCC Zelllinie konnte bspw. eine hdohere Tumori-
genitat und Klonogenitat von CD133" im Vergleich zu CD133" Zellen festgestellt
werden (Yin et al. 2007). Andere Autoren beschreiben bei einer ebenfalls aus
einem HCC isolierten Zelllinie bei CD133 Positivitat eine Tumorbildung nach
subkutaner Injektion in die Maus. Dies war bei CD133" Zellen nicht der Fall oder
es bildeten sich allenfalls kleine Tumore (Suetsugu et al. 2006). Anhand von
stabil mit CD133 transfizierten HEK293 Zellen zeigte sich eine mindestens
1000-fach erhohte Haufigkeit der Tumorbildung als bei nicht CD133 transfizier-
ten HEK293 Zellen. Daraus lasst sich schlie3en, dass CD133 in HEK293 tumor-
initiierende Fahigkeiten in vivo induziert und potentiell in die Regulation der Tu-
morigenitat involviert ist (Canis et al. 2013). Eine andere Untersuchung zeigte
hingegen, dass sowohl CD133" als auch CD133 Zellen Tumoren generieren
und CD133" Zellen sogar aggressivere Tumoren in der Maus bilden (Shmelkov
et al. 2008). Auch Beier et al. postulierte, dass beide Subtypen eine ahnliche
Tumorigenitat in vivo aufweisen, CD133" Zellen jedoch durch einen geringeren
Proliferationsindex auffallen (Beier et al. 2007). Da auch CD133" Glioblastom-
zellen Tumore in vivo im Rattengehirn bildeten, wurde behauptet, dass die
CD133-Expression fur eine Tumorinitiierung nicht notwendig ist, CD133 jedoch
in die Tumorprogession involviert ist (Wang et al. 2008). Nach Transplantation
in immunodefiziente M&ause zeigte sich, dass ausschlieRBlich die CD133"
Stammzelllinie sich im Knochenmark ansiedeln und dieses repopulieren konnte
(de Wynter et al. 1998, Hess et al. 2006). Dies lasst darauf schliefen, dass
CD133 in vivo als alleiniger Marker schwer zu interpretieren ist und das Verhal-
ten der Zellen mitunter von der Zelllinie, vom Individium und auch vom Gewebe-

typ abhangig ist.
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1.2.8 Die Bedeutung von CD133 als prognostischer und
therapeutischer Marker

CD133 Positivitat korrelierte bei kolorektalen Karzinomen mit einem schlechte-
ren Uberleben Uber einen Beobachtungszeitraum von funf Jahren (Horst et al.
2008, 2009a, Ong et al. 2010). Patienten mit einem CD133" kolorektalen Karzi-
nom zeigten zudem auch ein geringeres Ansprechen auf eine 5-Fluorouracil
basierte Chemotherapie als Patienten mit CD133" Tumoren (Ong et al. 2010).
Eine andere Arbeitsgruppe publizierte, dass CD133" Tumoren kein Pradiktor fiir
das Uberleben sind, sondern zu einer veranderten Invasivitat und Differenzie-

rung des kolorektalen Adenokarzinoms fuhren (Choi et al. 2009).

Bei manchen Tumorentitaten, wie bspw. beim Melanom und beim NSCLC,
konnte kein Einfluss von CD133 auf die Prognose des Patienten festgestellt
werden (Piras et al. 2010, Salnikov et al. 2010). Beim NSCLC wurde jedoch
festgestellt, dass CD133 in Verbindung mit einem zweiten Marker namens
ABCG2 (ATP-binding cassette superfamily G member 2) zu einem hoheren Re-
zidivrisiko fuhrte (Li et al. 2011). Bei einem Glioblastom-Rezidiv konnte uner-
warteter Weise sogar gezeigt werden, dass eine hohe CD133-Expression mit
einem langeren Uberleben des Patienten nach Rekurrenz des Tumors einher-
ging (Pallini et al. 2011).

CD133 als Surrogatmarker wurde bei verschiedenen Tumorentitaten nachge-
wiesen. Dabei korrelierte die CD133-Expression mit einer schlechteren Progno-
se fur den Patienten. In der folgenden Tabelle 1.4 sind die unterschiedlichen

Tumoren mit der jeweiligen Referenz angegeben.

Tabelle 1.4: Ubersicht der verschiedenen Tumoren mit einer schlechteren Prognose bei CD133-
Expression mit Angabe der Referenzen.

Tumorentitat Referenz

Gliom (Zeppernick et al. 2008)
HCC (Song et al. 2008)
Kolonkarzinom (Horst et al. 2008)
Kopf-Hals-Tumoren (Canis et al. 2012)
Magen-Karzinom (Ishigami et al. 2010)
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Tumorentitat Referenz
Mamma-Karzinom (Zhao et al. 2011)
Neuroblastom (Sartelet et al. 2012)
Nierenzellkarzinom (Kim et al. 2012)

oligodendroglialer Tumor | (Beier et al. 2008)

Pankreas-Karzinom (Maeda et al. 2008)

CD133 wird mittlerweile auch als Marker in der Krebstherapie eingesetzt. So
konnten einem Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie (ALL) autolog er-
folgreich vorher CD133 selektierte Stammzellen transplantiert werden (Koehl et
al. 2002). Dies konnte an einem groReren Patientenkollektiv durch allogene
Transplantation von CD133" Zellen verschiedener Spender mit Erfolg wieder-
holt werden (Lang et al. 2004). Bei Muskeldystrophien, wie z.B. der Duchenne
Muskeldystrophie konnten anhand eines Xenotransplantationsmodells zuvor
aus Blut oder Skelettmuskulatur isolierte CD133" Stammzellen die Expression
von Dystrophin im Skelettmuskelgewebe wiederherstellen, was einen Kraftan-
stieg des Muskels nach der Behandlung zeigte (Torrente et al. 2004, Meregalli
et al. 2012). Bei Patienten mit malignen Leberlasionen gelang es bereits effektiv
CD133" Stammzellen aus dem Knochenmark zur hepatischen Regeneration
autolog zu transplantieren (Furst et al. 2007). Das gleiche war auch zur Myo-
kardregeneration nach Myokardinfarkt erfolgreich und induzierte Angiogenese
im verletzten Herzmuskelgewebe (Stamm et al. 2003). Auch fur die postnatale
Vaskulogenese sind diese CD133" Stammzellen von Bedeutung (Asahara and
Kawamoto 2004). In der adulten humanen Niere konnten CD133" renale Vor-
lauferzellen beschadigtes Nierengewebe in vitro wiederherstellen (Bussolati et
al. 2005, Sagrinati et al. 2006).

Zusammenfassend kann behauptet werden, dass CD133 einen wichtigen Mar-
ker fur die Uberlebensprognose des Patienten bei einer Krebserkrankung, flr
die Verbesserung von targeted therapies und fur die zukunftige Forschung in

der regenerativen Medizin darstellt.
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1.3 Zielsetzung

Da CD133 in der molekularen Medizin immer weiter an Wichtigkeit gewinnt,
jedoch noch wenig Uber die Signaltransduktionswege sowie Funktionen des
Proteins bekannt ist, ist es fur weitere wissenschaftliche Erkenntnisse in diesem
Bereich wichtig, die mit CD133 verbundenen zellularen Vorgange genauer zu
betrachten. Teils widerspruchliche Forschungsergebnisse in den letzten Jahren
stellen einen Anreiz, das Thema weiter zu untersuchen. Die Auswirkungen der
CD133-Expression auf verschiedene Zelltypen sind noch wenig erforscht, ge-

nauso wie moglicherweise damit verbundene Genregulationen.
Die Ziele der vorliegenden Arbeit lagen in der Klarung folgender Fragen:
- Was ist der Einfluss von CD133 auf die Expression zellularer Gene?

- Wie verandern sich die Proliferation, Morphologie und CD133-
Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene sowie mdg-
licherweise durch CD133 regulierte Gene bei Zellstress wie Hypoxie und
Nahrstoffentzug?

- Wie verandert sich die Expression von CD133 und moglicherweise durch

CD133 regulierter Gene bei der Differenzierung von Tumorzellen?

- Ist das Wachstumsverhalten von CD133" Zellen im Hinblick auf Invasivi-
tat und Verankerungsunabhangigkeit in vitro zu CD133" Zellen verschie-

den?
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2 Material

2.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

2.1.1 Chemikalien und Kits

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien und Kits

Artikel Hersteller
Agar Gibco BRL, Karlsruhe
Agarose Roche, Mannheim

Agarose Gel (4%)

Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

BioRad, Kalifornien (Kemper et al.)

Antikorperverdinnungspuffer

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
GmbH & Co. KG, Hamburg

Aqua dest.

Braun, Melsungen

BenchMark Proteingrof3enstandard

Invitrogen, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Bromphenolblau

Serva GmbH, Heidelberg

Corning® Costar® Stripette

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Biochrom AG, Berlin

ECL Blotting Substrate

Pierce, Bonn

EDTA Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Ethidiumbromid Merck KGaA, Darmstadt

FACSafe Becton Dickinson, Heidelberg
FACSFlow Becton Dickinson, Heidelberg
FACSRIinse Becton Dickinson, Heidelberg

Fotales Kalberserum (FCS)

Biochrom AG, Berlin

Glycerin

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Glycin

Serva GmbH, Heidelberg

Handschuhe Peha-Soft Latex

Hartmann, Heidenheim
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Artikel

Hersteller

Immobilon Western Chemilumine-
scent HRP Substrate

Millipore, Bedford (Kemper et al.)

Jetstar Plasmid Purification Maxi Kit

Genomed, Loéhne

LightCycler 480 SYBR Green | Master

Roche, Mannheim

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Neomycin

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Oligonukleotide

Metabion, International AG, Planegg

Organische Losungsmittel, Alkohole

Merck, KGaA, Darmstadt

PBS Ldsung

Apotheke Klinikum Gro3hadern,
Grolhadern

PBS-Tabletten

Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin-Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Pipetboy® Comfort

Integra Biosciences, Fernwald

Probes Mastermix

Roche, Mannheim

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Protease Inhibitor Cocktail Complete

Roche, Mannheim

Proteingrofienstandard ,Benchmark®

Invitrogen, Karlsruhe

Puromycin Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
QiaShredder Qiagen, Hilden
QuantiTect Reverse Transcription Kit | Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

shRNA Open Biosystems Dharmacon, Colo-
rado (Kemper et al.)
siRNA Thermo Scientific Dharmacon, Colo-

rado (Kemper et al.)

Tag-Polymerase, PCR Reagenzien

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Amersham Biosciences, Freiburg

TGFB-1

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Transfektionsreagenz ,MATRa-A"

IBA, Gottingen

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Merck KGaA, Darmstadt

Triton X-100

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Trypanblau

Biochrom AG, Berlin
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Artikel Hersteller

Trypsin/ EDTA Biochrom AG, Berlin

Tween 20 Serva GmbH, Heidelberg

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialen

Artikel

Hersteller

3 MM Whatman-Papier

Bender & Hobein, Miinchen

96-well Zellkulturplatten flach

Nunc, Wiesbaden

Einmalpipetten

Costar, New York (Kemper et al.)

FACS-Ro6hrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Kanulen BD, Heidelberg
Kryogefalle Becton Dickinson, Heidelberg
Parafilm Nunc, Wiesbaden

Pipettenspitzen

Gilson, Bad Camberg

Pipettenspitzen (gestopft)

Biozym, Wien (Osterreich)

Rohrchen, steril, Zellkultur

Falcon/BD, Le Pont de Claix (Tirino et
al.)

Safe Seal Tips Professional

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Sterilfilter

Millipore, Wiesbaden

Zellkulturflaschen und -schalen

Nunc, Wiesbaden

Zentrifugengefalle 1,5 ml (Nuclease-
frei)

Costar, New York (Kemper et al.)

Zentrifugengefalie 1,5ml/ 2ml

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifugengefal’e 15ml/ 50ml

Becton Dickinson, Heidelberg
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2.1.3 Gerate

Tabelle 2.3: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Agarose-Elektrophorese-
Dokumentation

Cybertech CS1, Berlin

Agarosegel-Elektrophoresekammern

Amersham, Freiburg

Blotting Kammer

Bio-Rad, Richmond (Kemper et al.)

Durchflusszytometer ,FACS-Calibur®

Becton Dickinson, Heidelberg

Einkanalpipette ,Transferpette®

Brand GmbH, Wertheim

Elektrophorese-Netzgerate

Bio-Rad, Richmond (Kemper et al.)

ELISA-Reader EIX800

Bio-Tek Instruments, Winooski
(Kemper et al.)

Filmentwicklungskammer

Amersham, Freiburg

Filmentwicklungsmaschine

Optimax, Laborgerate, Heidelberg

Gefrierschrank (-20°C, -80°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Gel und Western Blot Dokumentation

BioRad, Kalifornien (Kemper et al.)

Glaswaren

Schott AG, Jena

Inkubator fur Zellkultur, CO,-begast

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Kahlschrank (4°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Magnetruhrer mit Heizblock

Janke & Kunkel, Staufen

Mikroliter Pipetten

Gilson Inc., Middleton (Kemper et al.)

Mikrowelle

Sharp Electronics GmbH, Hamburg

Phasenkontrastmikroskop Standard
25

Carl Zeiss AG, Jena

RoboCycler Gradient 96

Stratagene, La Jolla (Kemper et al.)

Schuttelinkubatoren 2Certomat

Braun Biotech, Melsungen

Sicherheitswerkbank Klasse Il

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Spektrophotometer ,, GeneQuantPro*

Pharmacia GmbH, Erlangen

Stickstoff-Kuhllagereinrichtung

Messer Cryotherm, Kirchen/ Sieg

Thermocycler Comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Thermocycler UNO

Biometra, Gottingen

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg
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Gerat Hersteller
Vortex Mixer IKA Works Inc., Wirmington (Kemper

et al.)

Waage CP 4202 S

Sartorius, Gottingen

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Rotanta 46 R

Sorvall, Bad Homberg

2.1.4 Dienstleistungen

Tabelle 2.4: In Anspruch genommene Dienstleistungen

Dienstleistung

Dienstleister

Microarray-Genexpressionsanalyse

IMGM Laboratories GmbH (Martinsried)

Oligonukleotidsynthese

Metabion, Martinsried

shRNA Synthese

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

siRNA Synthese

Eurogentec, Liége (Belgien)

2.2 Puffer und Stammlosungen

Alle bei der vorliegenden Arbeit verwendeten Losungen, Puffer und Nahrme-

dien wurden direkt nach ihrer Herstellung autoklaviert oder sterilfiltriert. Wenn

nicht anders beschrieben, erfolgte die Aufbewahrung dieser bei Raumtempera-

tur (RT).

2.2.1 Zellkultur

Einfriermedium:
HEK293 Medium:

HelLa Medium:

Fibroblasten Medium

MDA-MB468 Medium:

10% v/v DMSO; 40% FKS; 50% DEMEM

DEMEM Medium; 10% FKS; 1% Strepto-
mycin /Penicillin
DEMEM Medium; 10% FKS; 1% Strepto-
mycin /Penicillin
DEMEM Medium; 10% FKS; 1% Strepto-
mycin /Penicillin

DEMEM Medium; 10% FKS; 1% Strepto-
mycin /Penicillin
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CaCo-2 Medium: RPMI Medium, 10% FKS; 1% Streptomycin
/Penicillin
PBS: 8,0g NaCl, 0,2g KClI, 1,15g Na2HPO4, 0,29

KH2PO4in 11 H20

2.2.2 Durchflusszytometrie

FACS-Puffer: PBS mit 3% FCS

Propidiumiodid (Pl)-Farbelosung: PBS mit 3% FCS;1ug/ml Propidiumiodid
(P1)

Antikorperlosung: 1:50 in 50ul FACS-Puffer

2.2.3 Western Blot

Lysispuffer: PBS, 1% Triton X-100; Protease Inhibitor
Cocktail Complete (2 Tabletten / 50 ml)

Sammelgel (4%): 30% Acrylamid; 2 M Tris pH=6,8; 0,5 M
EDTA

Trenngel (15%): 30% Acrylamid; 2 M Tris pH=8,9, 0,5 M
EDTA

Lauf-Puffer: 250 mM Tris, 2 M Glycin, 1% SDS

Lade-Puffer (Laemmli): 140 mM Tris-HCI pH=7,0, 30% Glycerin,

4% SDS, 16% B-Mercaptoethanol, 0,1%
Bromphenolblau

10x Laufpuffer: 250 mM Tris, 1,26 M Glycerin
Wasch-Puffer (PBST): PBS mit 0,2 % Tween

Block-Puffer: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer
Primarantikorper-Puffer: 3% BSA in Waschpuffer

Sekundarantikorper-Puffer: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer
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2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Agarose-Gel: Agarose in 1XTBE

DNA-Laufpuffer (1x TBE): 45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA

6x Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencya-
nol EF, 30% Glycerin

Marker: Gene Ruler 50 bp DNA-Marker (50 bp - 1

kb), Fermentas

2.3 Antikorper

Primarantikorper (Kat.Nr.) Hersteller
a-Aktin (sc-1616), Ziege polyklonal ~ Santa Cruz; Kalifornien (Kemper et al.)

Negativ Kontrolle (X0931); Maus Dako GmbH, Hamburg
monoklonal IgG1

a-EPHA (39005); Kaninchen mono-  Cell Signaling; Boston (Kemper et al.)
klonal IgG

a-MHCI (2307-1); Kaninchen mono- Epitomics; Burlingame (Kemper et al.)
klonal

a-CD133/1 (130090422); Maus Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
lgG1 bach
a-CD133/1 (130092395); Maus Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
IlgG1 monoklonal bach

Isotypkontrolle (M5409); Maus IgG2 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
monoklonal

a-Kanamycin Kinase Typ Il Acris Antibodies GmbH, Herford
(AM19000PU-N); Maus 1gG2 mo-
noklonal

a-CD133 (3663); Kaninchen 1gG Cell Signaling; Boston (Kemper et al.)
monoklonal

Sekundarantikorper (Kat.Nr.) Hersteller

FITC-Kaninchen-a-Ratte (FI-4001)  Vector Laboratories, Burlingame
(Kemper et al.)

FITC-Ziege-a-Maus IgG Jackson ImmunoResearch Laboratories
(115095003) Inc.; West Grove (Kemper et al.)

HRP Ziege-a-Maus IgG 39 (P0447) Dako GmbH, Hamburg
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2.4 Oligonukleotide

241 Primer

Bezeichnung

FW_CD133
BW_CD133
FW_BACE2
BW_BACE2
FW_BAI3
BW_BAI3
FW_CELF2
BW_CELF2
FW_CNN2
BW_CNN2
FW_DECR1
BW_DECR1
FW_DUSP5
BW_DUSP5
FW_FERMT1
BW_FERMT1
FW_GATA2
BW_GATA2
FW_KLF11
BW_KLF11
FW_RBP7
BW_RBP7
FW_RUNX3
BW_RUNX3

FW_SHISHA2
BW_SHISHA2

FW_ZNF91
BW_ZNF91
FW_ZNF420
BW_ZNF420
FW_GAPDH

BW_GAPDH
FW_CD133

BW_CD133
FW_BACE2

Sequenz 5°-3°
GGACCCATTGGCATTCTC
CAGGACACAGCATAGAATAATC
GTGGCAGGAACCCCGCACTC
GGCAAGCCGGCTCCACACAT
GAGGGCTGCCTGACCCAGGA
ATGGGCCGCTGCAGTGTGTC
CGCAGGCCCTGTTCTGCCTC
ATCTCGGGCCAGAGGGGCTG
GGAGGCCGGCTACTGAGGCT
GCAGGGACCCTCGCCCTACA
CTGTGGCCTCGCTCCTCGGA
TCCGGCTGGCTATCACGCAC
AGATCCTGCCCTCCACGCCC
GCAGGATGTGGCCGTTGCCA
TTTGCAGGCGAGTCCGAGGT
CATCGGGCACAACTTCGCAGC
GGGACCCTGTCTGCAACGCC
GTGTCCAGCCAGGGCAGCTG
TTGTTGCCCCTTGCCCCTGC
TCTGCCTGCCAGCCTGGGAT
CCGCCGACCTCAGCGGTACT
TCCAGCCACGAGTCCTCGTCG
GCTGGAGGCGGGGACCCTAA
GGTGGGGTGGGGGACACTT
ACAATGACCGCCAGCAGGGC
GGCGCTGGAGCTGGAACTGG
CTTTTGGCCAGAGCAGAGCATGGAA
AGCAAGGGTTGAAGAACGGCTAAA
GGGCTGGCGAACCCGAAATTGG
TCTGAGCAGAGTCCAGGCATTCC
TGCACCACCAACTGCTTAGC

GGCATGGACTGTGGTCATGAG
TGGATGCAGAACTTGACAACG

ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT
CAGCTGGCGTGCTGGACGAA

Verwendung
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR und
gRT-PCR
RT-PCR und
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
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Bezeichnung
BW_BACEZ2
FW_BAI3
BW_BAI3
FW_CELF2
BW_CELF2
FW_CNN2
BW_CNN2
FW_DUSP5
BW_DUSP5
FW_GATA2
BW_GATAZ2
FW_FERMT1
BW_FERMT1
FW_ZNF91
BW_ZNF91
FW_ZNF420
BW_ZNF420
FW_E-Cadherin
BW_E-Cadherin
FW_N-Cadherin
BW_N-Cadherin
FW_Vimentin
BW_Vimentin

2.4.2 siRNA

Zielgen
Kontroll siRNA
CD133 siRNA

2.4.3 shRNA

Zielgen
CD133 shRNA

Sequenz 5°-3°
GGGCTGAATGTAAAGCTGAGGCAGG
GAATGCCACAGGCACCACTAGCAG
TCCATCACCTGCCAGCATTCAGC
CACGAGTCCCGTGGCTGCTTC
TTCAGAGCCGCCATACCTGAGAGC
TCCGTCCCCAAGATCAACCGCT
CTTAGTCTTGGCCTTCCCCGCCAG
GCCCGCGGGTCTACTTCCTCAA
TTTCAACTGGGCCACCCTGGTCA
GTCACTGACGGAGAGCATGA
GGCACATAGGAGGGGTAGGT
TGATGCAGCCACCGGGATTCCA
CGATGACCACCTGCCGGGTTTC
ACTGCTCTGTGTCCTCTGCTCCAG
CTGGCATCTTAGCTGTGGCTCTCCA
CACCTGCTGGGCTGGCGAAC
TCTGGGCTCTTGACAGAGGTGCAG
TGAGTGTCCCCCGGTATCTTC
CAGTATCAGCCGCTTTCAGATTTT
TGGGAATCCGACGAATGG
TGCAGATCGGACCGGATACT
CCTTGAACGCAAAGTGGAAT
GACATGCTGTTCCTGAATCTGAG

Sequenz

5 UCGUCCGUAUCAUUUCAAU 3
5 UCACAAUCCUGUUAUGACA 3

Sequenz

Verwendung

gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR

pSM2c Vektor V2HS_71820
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2.5 Plasmide

Plasmid

pCR 3.1-Uni CD133

pCR 3.1-Uni

Beschreibung

Expression von CD133, Kanamycin-
/Neomycinresistenz, Ampicillinresis-
tenz

Kanamycin-/Neomycinresistenz, Am-
picillinresistenz

Die verwendeten Plasmide waren in der Arbeitsgruppe bereits vorhanden.

2.6 Zelllinien

Name der Zellli-
nie

HEK293

HEK293 CD133"

angereichert

HEK293 CD133"

angereichert

HEK?293 A trans-
fiziert

HEK293 CD133
transfiziert

HelLa
HelLa A transfiziert

HelLa CD133
transfiziert

CaCo-2

CaCo-2 csiRNA
transfiziert

CaCo-2 siRNA
transfiziert

MDA-MB468

MDA-MB468
csiRNA transfiziert

Herkunft Beschreibung/Referenz

Humane embryonale (Graham et al. 1977)

Niere

Humane embryonale Axel Lechner

Niere

Humane embryonale Axel Lechner

Niere

Humane embryonale Transfektanten von pCR 3.1-Uni

Niere

Humane embryonale Transfektanten von pCR 3.1-Uni

Niere CD133

Zervix-Karzinom ATCC CCL-2

Zervix-Karzinom Transfektanten von pCR 3.1-Uni

Zervix-Karzinom Transfektanten von pCR 3.1-Uni
CD133

Kolorektales Adenokar- ATCC HTB-37

zinom

Kolorektales Adenokar-  Transfektanten von Kontroll

zinom siRNA

Kolorektales Adenokar-  Transfektanten von CD133

zinom siRNA

Mamma- ATCC HTB-132

Adenokarzinom

Mamma- Transfektanten von Kontroll

Adenokarzinom siRNA
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Name der Zellli- Herkunft Beschreibung/Referenz
hie
MDA-MB468 Mamma- Transfektanten von CD133
siRNA transfiziert = Adenokarzinom siRNA
Fibroblasten Primare humane Fib- Andreas Moosmann, Helmholtz
roblasten Zentrum Minchen
A549 Humanes nicht- ATCC CCL-185
kleinzelliges Lungen-
karzinom

ATCC: American Tissue Culture Collection
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zellkulturbedingungen

Zur Kultivierung der verschiedenen Zelllinien wurde Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) bzw. RPMI (nur fur die Zelllinie CaCo-2) als Standardmedium
genutzt. Diesem wurde 10% fotales Kalberserum (FCS) und Antibiotika (1%
Streptomycin/Penicillin) zugesetzt. Zur Selektion und Kultivierung stabiler
Transfektanten wurde dem Medium Neomycin (1pg/ml) hinzugefugt. Zum
Passagieren der Zellen und fur alle weiteren Arbeiten in der Zellkultur wurde
eine Sicherheitswerkbank unter Verwendung von sterilen Losungen, Stripetten
und Pipettenspitzen benutzt. Adharente Zellen wurden bei 37°C und 5% CO,
Partialdruck bei 95% Luftfeuchtigkeit im Inkubator kultiviert. Zum Passagieren
adharenter Zellen wurden diese im Durchschnitt alle zwei bis drei Tage gesplit-
tet. Dafur wurde das Medium entfernt, die Zellen anschlieRend kurz mit PBS
gewaschen und nach Zugabe von Trypsin (0,05% Trypsin und 0,02% EDTA) far
10-15 Minuten bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen nun in Suspension wa-
ren, wurden sie im Verhaltnis 1:4 bis 1:10 gesplittet und in einer neuen Zellkul-
turflasche mit frischem Medium versehen. Falls die Zellen zentrifugiert werden
mussten, bspw. um sie zu waschen, wurde dies fur 5 Minuten bei 280g und

Raumtemperatur durchgefihrt.

3.1.1.1  Zellkultur unter Hypoxie (0,1% O>)
Fur den in 4.3.1 gezeigten Zellstress-Versuch wurden die Zellen nach dem

Splitten (1 x 10* Zellen pro 10cm Schale) fiir einen halben Tag konventionell
inkubiert. Nach Adhasion an den Schalenboden und Zugabe von frischem
Standardmedium wurden die Zellen fur drei, sechs und neun Tage bei 37°C und

95% Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator mit 0,1% Sauerstoffgehalt kultiviert.

3.1.1.2 Zellkultur unter verminderter Nahrstoffzufuhr (1%
FCS)
Auch fur den Zellstress-Versuch unter verminderter Nahrstoffzufuhr (beschrie-

ben in 4.3.2) wurden die Zellen nach der Subkultivierung (2 x 10° Zellen pro 6-
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well) erst vier bis sechs Stunden konventionell inkubiert bis sie am Boden der
Zellkulturplatte adhariert hatten. Anschlieend wurde das Standardmedium
verworfen, die Zellen mit PBS gewaschen und ein anderes Medium verwendet,
welchem nur 1% Fotales Kalberserum (FCS) hinzugefugt worden war. Unter
diesen Bedingungen wurden die Zellen nun drei bzw. funf Tage im Standardin-
kubator kultiviert.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese zuerst wie oben bereits beschrieben
trypsiniert und die in Suspension gebrachten Zellen anschlieRend unter Zugabe
von DMEM in ein Falcon Roéhrchen uberfuhrt. Nach einer funfminutigen Zentri-
fugation bei 280g wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 1ml Ein-
friermedium resuspendiert und in ein Kryogefald duberfuhrt. Bei -80°C wurden die
Zellen in einem verschlieRbaren Styroporbehalter langsam eingefroren und bei
langerer Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff

gelagert.

Zum moglichst schnellen Auftauen der Zellen wurde das Kryogefald kurz bei
37°C gelagert und anschliefend in frischem Medium resuspendiert. Um das
DMSO auszuwaschen wurde nun fur 5§ Minuten bei 280g und Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Sodann wurden die Zellen in ihrem
jeweiligen Standardmedium in die Zellkulturflasche uberfuhrt. Nach Adhasion
an den Flaschenboden wurden die abgestorbenen Zellen am darauf folgenden

Tag durch einen Wechsel des Mediums entfernt.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden unter dem Mikroskop durch die Verwendung einer Mduller-
Rosenthal-Kammer ausgezahlt. Um tote von lebenden Zellen unterscheiden zu
konnen, wurde die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau (0,2%) versetzt. Gezahlt
wurden nur die lebenden Zellen, die den Farbstoff nicht aufnahmen. Die Aus-
wertung der Zahlung erfolgte nach den Angaben des Herstellers der Zahlkam-
mer. Fur jedes Experiment wurde eine dreimalige Zahlung durchgefuhrt und

daraus anschlief3end der Mittelwert gebildet.
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3.1.4 Transfektion und Selektion verschiedener Zelllinien

Sowohl fur die Transfektion von CaCo-2 und MDA-MB468 mit siRNA als auch
fur die Transfektion von HEK293 und HelLa mit einem Expressionsplasmid wur-

de MATra-A Reagenz verwendet.

3.1.4.1 Transiente Transfektion von Zellen mittels siRNA
Fur die Transfektion der Zellen mit csi- bzw. siRNA wurden diese in einer Ver-

tiefung einer 6-well Platte bis zu einer Dichte von 60-80% kultiviert. Nach Ent-
zug des Mediums wurde folgender Reaktionsansatz auf die Zellen gegeben:
SiRNA bzw. csiRNA, FCS-freies Medium und MATra-A, welcher vorher fur 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert worden war. AnschlieRend wurden die
Zellen auf magnetischen Platten fur 15 Minuten im Inkubator aufbewahrt, um
die Transfektion zu gewahrleisten. Spater wurde nochmals das Medium ge-
wechselt, um den Reaktionsansatz zu entfernen. Eine zweitmalige Transfektion
wie gerade beschrieben, fand 72 Stunden nach der Ersttransfektion statt. Dies
sollte eine vollstandige Transfektion moglichst aller Zellen gewahrleisten. 24
Stunden nach der Zweittransfektion wurden schlieBlich alle Zellen geerntet und
die Transfektionseffizienz mit den nun folgenden Methoden ermittelt: Die Ex-
pression von Oberflachenproteinen wurde in der Durchflusszytometrie (siehe
3.2), die mRNA-Menge in der RT- bzw. gqRT-PCR (3.6.3 und 3.6.4 sowie 3.6.5)

und die Proteinmenge im Western Blot (siehe 3.7) bestimmit.

3.1.4.2 Stabile Transfektion von Expressionsplasmiden in
Zellen
Auch die Transfektion von Zellen mit einem Plasmid wurde wie in 3.1.4.1 be-

schrieben mit MATra-A Reagenz durchgefuhrt. Um stabile Transfektanten zu
generieren wurde dem Medium 24 Stunden nach der Transfektion Neomycin
hinzugefugt. Dadurch konnten diejenigen Zellen stabil selektiert werden, welche
das Plasmid beinhalten und somit die Antibiotikum-Resistenz exprimierten.
Uberprift wurde dies regelmaRig durch Western Blots, Durchflusszytometrie
und RT-PCR mit anschlielender Gelelekrophorese. Durch diese Verfahren
konnte die Expression des transfizierten CD133-Expressionsplasmids in der

Zelllinie nachgewiesen werden.
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3.1.5 Generierung von Zelllysaten

Um Gesamtzelllysate fur Western Blots herzustellen, wurden die Zellen zuerst
mit PBS gewaschen und trypsiniert. Die Suspension wurde anschlieRend fur 5
Minuten bei 280g und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen. Das Zellpellet wurde in Lysispuffer resuspendiert und fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Drehrad inkubiert. Anschlielend wurde erneut bei
13000rpm und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert, um die unlosliche Fraktion zu
entfernen sowie den Proteine-enthaltenden Uberstand in ein neues Gefall zu
uberfuhren. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mittels BCA-Kit (sie-
he 3.7.1). AnschlieRend wurde das Lysat in Laemmli-Puffer resuspendiert und
fur 5 Minuten bei 95°C aufgekocht.

3.2 Analyse der Oberflachenexpression von Proteinen
mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Die Oberflachenexpression von Proteinen wurde mit Hilfe der Durchflusszyto-
metrie (FACS) vermessen. Dafur wurden die Zellen nach dem Waschen mit
PBS, Trypsinieren und Ernten bei 4°C sowie 280g fur 5 Minuten im Falcon
Rohrchen zentrifugiert. Das nun entstandene Zellpellet wurde nochmals mit
PBS gewaschen und anschlielfend in FACS-Puffer resuspendiert. Der einen
Halfte der Zellen wurde nun ein Primarantikorper in einer 1:50 Verdinnung hin-
zugefugt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde erneut fur 3
Minuten bei 4°C sowie 280g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Den in
FACS-Puffer gelosten FITC-gekoppelten Sekundarantikorper (FITC= Flu-
orescein Isothiocyanat) erhielten alle Proben (50ul FACS-Puffer + 1ul Sekun-
darantikorper). Damit sollte als Negativkontrolle eine Bindung des Sekundaran-
tikorpers bei den nur mit einem Antikorper behandelten Zellen ausgeschlossen
werden. Inkubiert wurde dieser zweite Antikorper fur 15 Minuten bei Raumtem-
peratur und anschliel3end fur 3 Minuten bei 4°C sowie 280g zentrifugiert. Nach
dem Waschen mit FACS-Puffer und Zentrifugieren wurde das Zellpellet in
FACS-Puffer und 0,5% Propidiumiodid (PI1) resuspendiert. Durch das Pl wurden
bereits tote Zellen, die den Farbstoff im Gegensatz zu noch lebenden Zellen
aufnehmen, durchflusszytometrisch detektiert und aus der Auswertung ausge-

schlossen. Nun konnte im Durchflusszytometer die Oberflachenexpression der
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Antikorper-markierten Proteine gemessen werden. Dabei ist die Fluoreszenzin-
tensitat direkt proportional zur Expression des untersuchten Oberflachenpro-
teins. Die Messdaten wurden jedes Mal durch Division mit der Negativkontrolle
normalisiert. Bei stabilen Transfektanten wurden Kontroll-Transfektanten, wel-
che nur den Leervektor beinhalten, als weitere Negativkontrolle vermessen. Die
anschlieBende Analyse der vermessenen Daten erfolgte mittels der Software
Cell Quest Pro.

3.3 TGFpB Assay

Fur den TGFB Versuch wurden die Zellen in 6-well Zellkulturplatten ausplattiert
(1 x 10° Zellen pro 6-well fiir das 48 Stunden Experiment und 0,5 x 10° Zellen
pro 6-well fur das 72 Stunden Experiment). 24 Stunden spater wurde das Medi-
um entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben.
Das Medium enthielt ab diesem Zeitpunkt kein FCS, damit ein eventueller Effekt
nicht auf das Fotale Kalberserum zurtckzufuhren war. Nun wurde der Halfte der
Zellen TGFB-1 (10ng/ml) zugegeben und anschliefend fur 48 und 72 Stunden
kultiviert. SchlieRlich wurden unter dem Mikroskop Fotos von den TGF(3 behan-
delten Zellen und der Negativkontrolle gemacht. Die geernteten Zellen wurden
sowohl mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von CD133 untersucht,
als auch mittels Real time quantitativer Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)
die mMRNA-Menge von CD133, E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin bestimmt.

3.4 Colony Formation Assay

Durch einen Colony Formation Assay mit Agarose Gel (4%) kann in vitro das
verankerungsunabhangige Wachstum von verschiedenen Kolonie-bildenden
Zelllinien quantifiziert werden. Zu Beginn wurden 24-well Platten mit zwei unter-
schiedlich dichten Agarschichten hergestellt. Die Agarschicht am Boden wurde
aus einer 1,4% Losung hergestellt. Dafur wurden 14ml 4% Agarose Gel und
26ml Aqua dest. steril aufgekocht und bei 50°C im Wasserbad bereit gestellt.
Diese Losung wurde anschlieend mit auf 37°C vorgewarmten Standardmedi-
um (10% FCS und 1% Streptomycin/Penicillin enthaltend) 1:1 verdunnt und
300ul pro 24-well pipettiert. Wahrend diese untere Agarschicht fest wurde, wur-
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den die trypsinierten Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und gezahlt. Wie in
4.5 beschrieben, wurden je nach Zelllinie 1000, 2000 bzw. 5000 Zellen pro 24-
well verwendet. Die obere Agarschicht bestand aus einer 0,6%igen Losung, die
aus 6ml 4% Agarose Gel und 34ml Aqua dest. durch steriles Aufkochen herge-
stellt und bei 50°C im Wasserbad homogen temperiert wurde. Auch diese Lo6-
sung wurde mit bei 37°C vorgewarmten Medium 1:1 vermischt. Als die Gesamt-
I6sung eine Temperatur von 37°C oder weniger hatte, wurden die ausgezahlten
Zellen hinzugefugt und als zweite Schicht in die 24-wells gegeben (200l pro
well). Nachdem die obere Agarschicht ebenfalls fest geworden war, wurden die
Platten fur insgesamt 10 Tage kultiviert bis die gebildeten Kolonien unter dem
Mikroskop fotografiert und anschliellend am Bildschirm ausgezahlt wurden.
Wahrend der Inkubationszeit wurden die Zellen regelmaRig, d.h. alle 3-4 Tage
mit einer frischen, 1:1 Medium und Agar-Losung enthaltenden Gesamtlosung

versorgt. Dabei wurden 100ul pro 24-well pipettiert.

3.5 Spharoid Modell

3.5.1 Bildung von Spharoiden

FUr die Bildung von Spharoiden wurden zuerst 96-well Platten mit 100l 1%
Agarose in PBS beschichtet. Zum Ausharten der Agarose wurden die 96-well
Platten in Parafilm eingewickelt und fur zwei Stunden bei 4°C gekuhlt. An-
schlielend wurden je 96-well verschiedene Zellzahlen plattiert. Dabei hat sich
eine Zellzahl von 30000 pro Vertiefung fur die Spharoid-Bildung und das weite-
re Vorgehen als geeignet herausgestellt. Fur dieses Experiment wurden die
Zelllinien HEK293 CD133" n9ereichett yng CD133" a"9ere*™ yerwendet. Die Inku-
bation mit Bildung und Wachstum der Spharoide erfolgte unter diesen Bedin-
gungen fur 24 bis 72 Stunden. Anschliel3end wurden die Spharoide unter dem
Mikroskop fotografiert.

3.5.2 Invasion von Fibroblasten-Spharoiden

Fur die Invasion von Fibroblasten-Spharoiden durch ein HEK293-Spharoid wur-
den, nachdem 96-well Platten mit 100ul 1% Agarose in PBS beschichtet wor-
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den waren, 30000 Fibroblasten pro 96-well ausplattiert und flr 24 Stunden in-
kubiert. Nun wurde je ein Fibroblasten-Spharoid und ein HEK293 CD133 bzw. *
angereichert  gnharoid pro 96-well zusammenpipettiert und die Invasion der
HEK293 Zellen in das Fibroblasten-Spharoid fur 48 bis 72 Stunden zugelassen.
Anschliefliend wurden die Spharoide wieder unter dem Mikroskop fotografiert.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 Isolation von RNA und Synthese von cDNA

FUr die Praparation von RNA aus den verschiedenen Zelllinien wurde das
RNeasy Mini Kit (Quiagen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Nachdem
die trypsinierten Zellen geerntet und mit PBS gewaschen worden waren, wurde

die RNA mit Hilfe eines Puffers in einer QiaShredder Saule (Quiagen) isoliert.

Die Umschreibung von RNA zu komplementarer DNA (cDNA) wurde mit dem
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Zuerst wurden
stets mogliche genomische DNA-Reste mittels gDNA Wipeout Buffer verdaut.
Dafur wurde ein Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 14ul beste-
hend aus 2ul des Puffers und 1ug der Template RNA fur 2 Minuten bei 42°C
inkubiert. Die Effizienz dieser Reaktion wurde in der anschlieBenden RT-
PCR/qRT-PCR jedes Mal durch ein Template RNA, das mit gDNA Wipeout Buf-
fer behandelt worden war, gegen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) Uberpruft. Da dieses Template RNA nach Verdauung mogli-
cher genomischer DNA-Reste nicht zu cDNA umgeschrieben worden war, durf-
te bei diesem Kontrollansatz keine Reaktion messbar sein. Im zweiten Schritt
wurde mittels Reverser Transkriptase die einstrangige RNA in cDNA umge-
schrieben. Die durch die Reverse Transkriptase hervorgerufene Reaktion wurde
nach 30 Minuten bei 42°C durch ein Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 95°C
fur 3 Minuten gestoppt. Fur jede Probe wurde stets 1ug Gesamt-RNA einge-
setzt. Jegliche Arbeitsschritte wurden gemal den Angaben des Herstellers auf

Eis vorgenommen.
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3.6.2 Konzentrationsbestimmung von RNA

Das Spektrophotometer GeneQuantPro wurde jedes Mal zuerst mithilfe einer
mit Tris befullten Mehrfachkuvette geeicht. AnschlieBend wurde die RNA-
Konzentration der Probe bestimmt und die bendtigte Menge fur 1ug RNA er-
rechnet.

3.6.3 Standard Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Fir die Amplifikation der cDNA wurde stets das Enzym Tag-Polymerase (Ther-
mus aquaticus) verwendet. Das richtige Temperaturprofil je nach Schmelzkurve
der verschiedenen verwendeten Oligonukleotide und die richtige Anzahl an Zyk-
len wurden in Vorversuchen mittels PCR ausgetestet. Im Folgenden sind der
Reaktionsansatz und das Programm fur die Polymerase Kettenreaktion (PCR)
dargestellt. Das Produkt der Amplifikation wurde anschlie3end jedes Mal mittels
Agarose Gelelektrophorese visualisiert und quantifiziert.

Reaktionsansatz RT-PCR

Reagenz Volumen
10x Taq Puffer mit KCI 2ul

dNTP (25 mM) 2ul

MgClI2 (25 mM) 2ul
Taqg-Polymerase 1ul

Primer forward (10uM) 1ul
Primer backward (10puM) 1ul

cDNA 1-5ul

Mit H2O auf 20 pl Endvolumen aufgefullt
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Programm fiir die RT-PCR

Temperatur | Zeit Zyklen | Reaktion
95°C 10 min | 1 Denaturierung
95°C 30 sec | 1 Denaturierung
57-63°C 30 sec Annealing
72°C 30 sec | 23-39 Elongation
72°C 10 min Elongation
4°C %0 1 Kihlung

3.6.4 Agarose Gelelekrophorese

Die Amplikons der RT-PCR konnten nun mittels Agarose Gelelektrophorese
aufgetrennt werden. Dafur wurden je nach GrofRe der Nukleinsduren Agarose-
gele verschiedener Konzentration (2-3%) gegossen. Als Laufpuffer diente 1x
TBE (TRIS-Borat-EDTA-Puffer). Durch die Zugabe von Ethidiumbromid (0,75
pg/ml) in das Gel, welches in die cDNA interkaliert, konnten in einem zweiten
Schritt unter dem UV-Licht die Nukleinsaurefragmente sichtbar gemacht und mit
Hilfe des Programmes Image Lab Software (Biorad) quantifiziert werden.

3.6.5 Real time quantitative Polymerase Kettenreaktion
(QRT-PCR)

Die Real Time quantitative PCR (qRT-PCR) stellt eine Weiterentwicklung der
Standard PCR (RT-PCR) dar und liefert exaktere Ergebnisse zur Quantifizie-
rung der RNA. Fir diese Methode wurde ebenfalls die in 3.6.1 synthetisierte
cDNA und aul’erdem das QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) verwen-
det. Der Farbstoff SYBR Green | interkaliert wahrend der Reaktion in die cDNA.
Damit kann danach von dem Gerat die Fluoreszenz jeder einzelnen Probe

quantifiziert werden.

Die Messungen wurden mit dem Lightcycler 480 (Roche) durchgefuhrt und an-
schlieBend mit dem Programm LightCycler 480 SW 1.5 (Roche) analysiert.
Durch eine Schmelzkurvenanalyse konnte die Spezifitat der vom Gerat errech-

neten Signale nachgewiesen werden.
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Es wurde jedes Mal ein Reaktionsansatz hergestellt, dessen Menge je nach
Anzahl der Matrizen und Primer differierte. Dabei wurde jede Probe dreifach
gemessen und daraus spater Mittelwerte gebildet.

Die folgende Zusammensetzung des Reaktionsansatzes wurde verwendet:

Reaktionsansatz qRT-PCR

Reagenz Volumen
SYBR Green | Master-Mix | 5pl
Primer forward (10uM) 1l
Primer backward (10uM) | 1pl

cDNA 1l
H20 2ul
> 10pl

Das Programm fur die gqRT-PCR ist im Folgenden zusammengefasst:

Programm fiir die gRT-PCR

Temperatur | Zeit | Zyklen Reaktion

95°C 10 min 1 Denaturierung
95°C 30 sec
72°C 60 sec 45 Amplifikation
95°C 30 sec
4°C o0 1 Kihlung

3.7 Western Blot

Um die Proteinmenge aus Zelllysaten quantifizieren zu konnen, wurde die Me-

thode des Western Blot angewendet.

3.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration einer Probe aus generierten Zelllysaten (siehe 3.1.5)
wurde mit Hilfe des BCA-Kits nach Angaben des Herstellers ermittelt. Dabei
wurde die Proteinprobe 1:100 mit der BCA-L6sung vermischt und anschlielRend
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im Spektrophotometer GeneQuantPro vermessen. Jegliche Messung wurde
doppelt vorgenommen und als Referenz wurde eine Probe, die ausschliellich
Bovines Serum Albumin (BSA) enthielt, vermessen. Um eine Hintergrundmes-
sung, die die Werte verfalschen konnte, auszuschlieffen, wurden aulerdem
auch Proben gemessen, die ausschliel3lich BCA enthielten. Diese Werte wur-

den anschlieBend vom Messwert jeder Probe subtrahiert.

3.7.2 SDS-Polyacrylamidgele

Um die Proteine mittels Western Blot visualisieren und quantifizieren zu kon-
nen, wurde das Zelllysat zuerst mit Hilfe eines SDS-Polyacrylamidgels aufge-
trennt. Durch das Anlegen einer Spannung werden die verschiedenen Proteine
der GroRe nach aufgeteilt, wobei kleinere Proteine die Polyacrylamidmatrix
schneller durchlaufen als groRere. Es wurden zwei verschiedene Gele gegos-
sen: ein Sammelgel (4%) mit neutralem pH-Wert, das die Proteine am Anfang
der Reaktion zwischen den beiden Gelen konzentriert und ein Trenngel (15%),

in welchem die Proteine dann aufgetrennt werden.

Die Zelllysate (Gesamtproteinmenge 25-50 pg) wurden mit Laemmli-Puffer ver-
setzt und fur 5 Minuten bei 95°C aufgekocht (Laemmli 1970). Nun wurden die
Proteine in vorher festgelegten Konzentrationen auf das SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und anschlielend unter definierten Laufbedingungen (Fokussie-
rung: 15 min bei 15mA/Gel, 180V; Auftrennung: 30mA/Gel, 180V) aufgetrennt.
Als Standard wurde bei jedem Gel der ProteingroRenstandard BenchMark (In-
vitrogen) mit aufgetragen. Danach konnte das Gel fur den Western Blot ver-

wendet werden.

3.7.3 Western Blot

Die Proteine wurden vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine durch Methanol akti-
vierte Immobilon-P Transfermembran (Millipore) Ubertragen (100V, max.
500mA, 50 min). Anschlielend wurde die Membran wiederum in Methanol ge-
schwenkt, um die Proteine zu fixieren und den Farbehintergrund zu vermindern.
Nach dem Trocknen wurde fur 30 min bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei

4°C in einem Blockpuffer inkubiert. Damit konnten unspezifische Bindungen des
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Antikorpers an die Membran vermieden werden. Nach dem dreimaligen Wa-
schen mit PBST wurde die Membran mit dem spezifischen Primarantikorper
(1:10000 in Primarantikorper-Puffer) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Wieder wurde drei Mal mit PBST gewaschen und die Membran dann mit
dem entsprechenden Peroxidase-konjugierten Sekundarantikorper (1:5000 in
Block-Puffer) fur 30-90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wie nach der
Primarantikorper-Inkubation wurde die Membran wieder mindestens dreimal mit
dem Wasch-Puffer PBST fur jeweils 5 Minuten gewaschen. Die Proteine wur-
den durch die Peroxidasereaktion in einem ChemiDoc-Gerat mittels CCD-
Kamera detektiert. Dafur wurde entweder das Immobilon Western Chemilumi-
nescent HRP Substrate (Millipore) oder das ECL Blotting Substrate (Pierce)
verwendet. Die semi-quantitative Auswertung der Bandenintensitaten erfolgte
mit der Image Lab Software (Biorad). Dabei wurden die gemessenen Hinter-

grundintensitaten stets vom Ergebnis subtrahiert.



Ergebnisse 55

4 Ergebnisse

4.1 Expression von CD133 auf Proteinebene in
verschiedenen Zelllinien

Die Hohe der Expression des Tumormarkers CD133 kann auf verschiedenen
zellularen Ebenen nachgewiesen werden, so bspw. die Menge des Proteins auf
der Zellmembran oder in der gesamten Zelle, sowie die relative Expression auf
mRNA Niveau. Je nach Zelllinie und Entwicklungszustand einer Zelle, kann sich
viel CD133 an der Zelloberflache befinden, jedoch kaum flir CD133 kodierende
mMRNA innerhalb der Zelle oder auch anders herum. In einem zweiten Schritt
konnen je nach gemessenen Ergebnissen Ruckschlisse auf Stoffwechselpro-
zesse sowie Umwelteinflusse, welche die CD133-Expression beeinflussen, ge-
zogen werden. Um die Effizienz der Doppeltransfektion mit CD133 siRNA und
einer Kontroll-siRNA bei den Zellinien CaCo-2 und MDA-MB468 beziehungs-
weise die Sortierung von HEK293 CD133" angereicherten nq Cp133* angereicherten
Zellen zu Uberprufen, wurden zunachst Western Blots mit kommerziellen Anti-
korpern durchgefuhrt. Dadurch konnte die Expression von CD133 auf Protein-
ebene untersucht werden. Um die aufgetragene Proteinmenge quantifizieren zu

konnen, wurde die Intensitat mit dem Kontroll-Antikorper Aktin verrechnet.

4.1.1 Expression von CD133 auf Proteinebene bei der
Zelllinie CaCo-2 csi/siRNA transifiziert

Die etablierte Zellline CaCo-2 stammt urspringlich aus einem menschlichen
epithelialen Kolon-Adenokarzinom und exprimiert endogenes CD133. Fur die
folgenden Experimente wurden die Zellen zweimalig mit einer CD133 siRNA
transfiziert, um durch RNA-Interferenz die Expression des CD133 Proteins zu
unterdricken. Als Kontrolle diente eine csiRNA, die keine Zielsequenz in den

Zellen hat.

In Abbildung 4.1 ist gut zu erkennen, dass die relative Intensitat fur Aktin sowohl
bei den CD133 siRNA als auch bei den Kontroll-siRNA transfizierten CaCo-2
Zellen identisch ist. Die Menge der CD133 Proteinmenge zeigt bei den CD133
siRNA transfizierten CaCo-2 Zellen jedoch eine erhebliche Reduktion.
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CaCo-2 csi
CaCo-2 si

Aktin
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Abbildung 4.1: Nachweis der Effizienz der CD133-Unterdriickung bei der Zelllinie CaCo-2 im
Western Blot. Als Kontrolle diente das ubiquitdar vorkommende Protein Aktin. Die Intensitats-
messung von CD133 wurde auf die Aktinintensitat normiert. Gezeigt ist ein reprasentatives Er-
gebnis aus drei Experimenten.

Nach Messung der relativen Intensitat der Banden konnte die Quantitat der
CD133-Proteinexpression in einem zweiten Schnitt berechnet werden. Die fol-
gende Abbildung 4.2 zeigt graphisch die relative Intensitat von CD133 bei der

Zelllinie CaCo-2 im Western Blot.
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Abbildung 4.2: Graphische Darstellung der relativen Intensitat von CD133 bei der Zelllinie Ca-
Co-2 im Western Blot. Der prozentuale Anteil wurde durch Normalisierung mit der Kontrolle
(Kontroll-siRNA/Kontroll-Plasmid (A) = 100 %) bestimmt. Gezeigt sind Mittelwert und Stan-
dardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.
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Nach Doppeltransfektion der Zelllinie CaCo-2 mit CD133 siRNA konnte gezeigt
werden, dass CD133 auf Proteinebene auf 9% des Ausgangsniveaus gesenkt
wurde. Da die csiRNA keine Ziel-mRNA in der Zelle besitzt, blieb auch nach
zweimaliger Transfektion die Hohe der CD133-Expression bei dieser Subpopu-
lation identisch und ist in der Abbildung 4.2 mit 1,00 angegeben.

4.1.2 Expression von CD133 auf Proteinebene bei der
Zelllinie MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert

Die seit 1977 fur Forschungszwecke genutzte Mamma-Adenokarzinom Zelllinie
MDA-MB468 wurde mit den gleichen CD133 siRNA und csiRNA, wie sie auch
fur CaCo-2 verwendet wurden, zwei Mal transfiziert und anschlieRend die Men-
ge des CD133 Proteins im Western Blot detektiert. Abbildung 4.3 zeigt zum ei-
nen eine fast identische Aktin Proteinmenge bei beiden Subpopulationen der
MDA-MB468 Zellen. Zum anderen zeigt sich nach der Doppeltransfektion mit
CD133 siRNA eine deutliche Reduktion der Bandenintensitat fur CD133 im
Vergleich zu den csiRNA transfizierten MDA-MB468. Die Differenz der Intensi-
tat fur Aktin wurde fur die Auswertung der CD133 Proteinmenge beider MDA-
MB468 Zellpopulationen verrechnet.

MDA-MB468 csi
MDA-MB468 si

Aktin - e

CD133 . -

Abbildung 4.3: Proteinmenge von CD133 nach zweimaliger Transfektion der Zelllinie MDA-
MB468 mit CD133 siRNA. Als Kontrolle diente das ubiquitar vorkommende Protein Aktin. Dies
ist das reprasentative Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 4.4: Graphische Darstellung der relativen Intensitat von CD133 bei der Zelllinie MDA-
MB468 im Western Blot. Der prozentuale Anteil wurde durch Normalisierung mit der Kontrolle
(Kontroll-siRNA/Kontroll-Plasmid (A) = 100 %) bestimmt. Gezeigt sind Mittelwert und Stan-
dardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.

Erneut wurde, wie Abbildung 4.4 zeigt, durch Messung der relativen Intensitat
der aufgetragenen Proteinmengen die Menge von CD133 auf Proteinebene
quantifiziert. FUr die Kontroll siRNA doppeltransfizierte Subpopulation der Zellli-
nie MDA-MB468 gilt wiederrum, dass die csiRNA keine Zielsequenz in den Zel-
len hat und sich deshalb wegen fehlender Interaktion in der Zelle verglichen mit
untransfizierten Zellen keine Anderungen fir die Expression von CD133 auf
Proteinebene ergeben. Somit wird der Wert der CD133 Proteinmenge in der
Grafik mit dem Wert 1,00 angezeigt. Es konnte gezeigt werden, dass es bei der
mit CD133 siRNA doppeltransfizierten Subpopulation der MDA-MB468 Zelllinie
zu einer Unterdrickung der CD133-Expression von 59% kam.

4.1.3 Expression von CD133 auf Proteinebene bei der
Zelllinie HEK293 CD133* angereichert

Die humane embryonale Nierenzelllinie HEK293 exprimiert kein endogenes
CD133 und wurde zuvor in unserem Labor durch Dr. Axel Lechner stabil mit
einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert. Durchflusszytometrisch konnte
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gezeigt werden, dass die CD133-Expression der HEK293 Transfektanten einen
zweigipfligen Verlauf hatte. Es gab dabei eine Zellpopulation, die CD133 stark
exprimierte und eine andere, die nur schwach positiv fur CD133 war. Deshalb
wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie nach CD133" bzw. * angereichert
und mit Neomycin enthaltendem Selektionsmedium in Kultur gehalten. Mittels
Western Blot konnte nun die CD133-Expression, beziehungsweise das Fehlen
von CD133 bei den HEK293 CD133 @"dereicherten 7a|jen nachgewiesen werden.

Dies wird in der folgenden Abbildung 4.5 veranschaulicht.

HEK293 CD133- angereichert
HEK293 CD133+ angereichert

Aktin ot

CD133 -

-

Abbildung 4.5: CD133-Expression in HEK293 CD133™ 2"eeheren 7aj1an im Western Blot. Zu
sehen ist der Nachweis der CD133-Proteinmenge bei HEK293 CD133" 2" o\ das
Fehlen von CD133 bei HEK293 CD133" 2"9°e 7gllen. Als Kontrolle diente das ubiquitér
vorkommende Protein Aktin.

4.2 Die Auswirkung der CD133-Expression auf die
Genregulation

Mittels eines cDNA-Microarrays waren die Zelllinien HEK293 CD133" und
CD133* angereicherten 7ajlen in unserem Labor auf die Zusammensetzung des
Transkriptoms untersucht worden. Die Genexpressionsanalyse wurde von ei-
nem externen Labor in Martinsried (IMGM Laboratories GmbH) durchgefihrt.

Die Auswertung dieser Genomanalyse zeigte, dass einige potentielle Zielgene
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von CD133 in den CD133" @"¢e™eicher®n 7gllen im Vergleich zu den CD133" 2"9ere"
cherten Zellen herauf- oder herunterreguliert waren. In der folgenden Tabelle 4.1
wird nun eine Auswahl der Ergebnisse gezeigt.

Tabelle 4.1: Potentielle Zielgene von CD133 in HEK293 CD133" 2"9°reeher®n yargys CD 1337 29"

cherten

Zellen unter Angabe der jeweiligen Regulation, der chromosomalen Lokalisation und

Funktion des entsprechenden Gens.

Gen Regulation | Lokalisation | Funktion

Heraufregulation

CELF2 x 116,34 1 | 10p14 Neuroblastom Apoptose-verwandtes
RNA-bindendes Protein

BACE2 | x47,151 21q22.3 Amyloid 3 sekretierendes Protein, Alz-
heimer-assoziiert

RBP7 x 44,151 1p36.22 zellulares Retinol-bindendes Protein

CNN2 x 4,891 19p13.3 Aktin-bindendes Protein in der glatten
Muskulatur

ZNF420 | x 2,00t 19913.12 p53-assoziiertes Zinkfinger-Protein

FERMT1 | x 4,29 1 20p12.3 tragt zur Integrin-Aktivierung bei, an der
Zelladhasion beteiligt

DUSP5 | x3,26 1 10925.2 Phosphatase, inaktiviert Ziel-Kinasen

GATA2 | x2,241 3921.3 endothelialer Transkriptionsfaktor

ZNF91 x2,34 1 19p12 Zinkfinger-Protein der KRAB-Subfamilie

Herunterregulation

DECR1 | x44,36 | 8921.3 mitochondriale Reduktase, Hilfsenzym
der B-Oxidation

RUNX3 | x8,73 | 1p36.11 Transkriptionsfaktor, Tumor-Suppressor

KLF11 x 2,08 | 2p25.1 Transkriptionsfaktor, induziert Apoptose

BAI3 x2,07 | 6913 Gehirn-spezifischer Angiogenese-
Inhibitor

SHISA2 ' x2,40 | 13912.13 Transmembran-Protein, Reifungspro-
zess mesodermaler Zellen wird beein-
flusst

4.2.1 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und potentieller
Zielgene mittels RT-PCR

Als Vorversuche wurden zuerst verschiedene Primer fur die oben genannten
Gene (siehe Tabelle 4.1) auf Funktionalitat getestet und dann mit Gesamt-RNA
verschiedener Zelllinien Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktionen
durchgefuhrt. Die Produkte wurden anschliel3end gelelektrophoretisch quantifi-
ziert. Dies sollte dazu dienen, herauszufinden, wie sich die Genexpression po-

tentieller Zielgene von CD133 in unterschiedlichen Zelltypen abhangig von der
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Hohe der CD133-Expression verhalt. Dabei wurden sowohl stark als auch
schwach CD133-positive Zelllinien, CD133-negative und CD133-positive Zellli-
nien verwendet. Als Kontrolle diente bei allen Versuchen GAPDH (Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), ein ubiquitar vorkommendes Gen, im Eng-
lischen ,housekeeping gene®. Auf dessen relative Expression wurden die Werte

der restlichen Gene in jedem Experiment jeweils unabhangig normiert.

4.2.1.1 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene in den Zelllinien HEK293
CD1337+ angereichert mjttels RT-PCR
Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des Microarrays Uberprifen zu kon-

nen, wurde mit der mRNA der gleichen Zelllinie, zum einen der HEK293 CD133"
angereicherten g hnopulation und zum anderen der HEK293 CD133" angereicherten
Subpopulation, eine RT-PCR und anschlielende Gelelektrophorese fur CD133
und die potentiellen Zielgene durchgefuhrt. Abbildung 4.6 zeigt die Auswertung
des Experiments, wobei die griin unterlegten Zahlen eine Ubereinstimmung der
Herauf- bzw. Herunterregulation der mRNA von CD133 und den Zielgenen in
der HEK293 CD133" angereicherten g, hnopulation mit den Microarray-Daten dar-
stellen. Die mRNA der HEK293 CD133" Subpopulation diente dabei als Refe-
renz fur die Auswertung der Ergebnisse, d.h. die Regulation jedes einzelnen
Zielgens wurde fiir die HEK293 CD133" Subpopulation jeweils auf den Wert der
HEK293 CD133" Subpopulation normiert.

Die relative Expression der CD133 mRNA ist bei den * a"gereccherten EKD93 Zel-
len doppelt so hoch wie bei den CD133" 2"9ereicherten |y Gegensatz dazu zeigte
die Auswertung der Proteinexpression mittels Western Blot in Abschnitt 4.1.3
ein komplettes Fehlen von CD133 bei der HEK293 CD133" @"dereicherten g hnopu-
lation (Abbildung 4.5). Die extrem hohe relative Expression von CELF2 mit ei-
nem Wert von 4195520 ist zurlickzufiihren auf eine Uberbelichtung der Bande
aus der Gelelektrophorese unter dem UV-Licht und ist nur eingeschrankt ver-
wertbar. Aus Grunden der Ubersichtlichen Darstellung fur die anderen Zielgene
reicht er Uber die Diagrammdarstellung hinaus. Die mRNA des Gens RUNX3
konnte bei dieser Zelllinie nicht detektiert werden. SHISA2 zeigte eine inverse
Regulation zu den Microarray Ergebnissen. Die restlichen potentiellen Zielgene
zeigen alle eine gleichsinnige Regulation wie in der Auswertung des

Microarrays fur diese Zelllinie.
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Abbildung 4.6: Auswertung von drei unabhangigen RT-PCRs der Zelllinie HEK293 CD133™
angereichert fijr CD133 und potentielle Zielgene. Gezeigt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen
Standardabweichung. Griin unterlegte Zahlen veranschaulichen die Ubereinstimmung der Gen-
regulation mit den Microarray-Daten.

4.2.1.2 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene in den Zelllinien HEK293
A/CD133 mittels RT-PCR
HEK293 Wildtyp Zellen wurden mit einem CD133-Expressionsplasmid und ei-

nem Leerplasmid (A), welches nur eine Neomycin-Resistenz exprimiert, trans-
fiziert und stabil unter einem Neomycin enthaltenden Selektionsmedium in Kul-
tur gehalten. Diese beiden Subpopulationen der endogen CD133-negativen
Zelllinie HEK293 wurden generiert, um im nun folgenden Experiment beurteilen
zu konnen, ob es einen Unterschied in der Genregulation der potentiellen Ziel-
gene von CD133 zwischen HEK293 Zellen gibt, die mit einem Leerplasmid
transfiziert worden waren und HEK293 Zellen, die zwar mit einem CD133-
Expressionsplasmid transfiziert worden waren, jedoch keine oder kaum eine
CD133-Expression aufwiesen (HEK293 CD133" @neereichety - Ayrerdem war die
Frage interessant, ob die HEK293 CD133 transfizierte Subpopulation in der
Regulation der potentiellen Zielgene mit der HEK293 CD133* angereicherten g
population (siehe Abschnitt 4.2.1.1) differiert bzw. Ubereinstimmt. Die Ergebnis-
se konnten zum einen mit den Microarray-Daten von HEK293 CD1337* angereichert
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und zum anderen mit der RT-PCR dieser Zelllinie verglichen werden. Wie in der
folgenden Graphik (Abbildung 4.7) sichtbar, zeigten die HEK293 A transfizierten
Zellen wie erwartet keine CD133-Expression, die HEK293 CD133-
Expressionsplasmid transfizierte Subpopulation eine extrem starke relative Ex-
pression von CD133 mit einem Wert von 5668812. Die gezeigten Werte wurden
mit Hilfe des Programmes Image Lab Software (Biorad) quantifiziert (siehe
3.6.4). Dadurch konnte die erfolgreiche Transfektion der beiden Subpopulatio-
nen mit dem CD133-Expressionsplasmid bzw. Leerplasmid nachgewiesen wer-
den. AulRerdem konnte die effiziente Transfektion der HEK293 Zellen mit dem
jeweiligen Plasmid durch den Nachweis der mRNA fur das Neomycin Resis-
tenz-Gen (neo r), welches sich auf beiden Plasmiden befindet, dargestellt wer-
den. Normiert wurden die Ergebnisse der beiden Subpopulationen fur jedes
unabhangige Experiment auf die GAPDH-Expression, um eine Vergleichbarkeit
der Expressionshohe fur jedes Gen gewahrleisten zu konnen.
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Abbildung 4.7: Auswertung von drei unabhangigen RT-PCRs mit HEK293 A Plasmid und
CD133-Expressionsplasmid transfizierten Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen
Standardabweichung. Mittelwerte der Genregulation, die mit den Microarray-Daten Uberein-
stimmen, sind in griin dargestellt. Rote Mittelwerte zeigen eine inverse Regulation im Vergleich
zu den Microarray-Ergebnissen.

Die Auswertung der mRNA-Regulation der potentiellen Zielgene war teilweise
extrem differierend zu den Microarray-Daten und den RT-PCR-Ergebnissen der
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Zelllinie HEK293 CD133* an9ereichert (Apgchnitt 4.2.1.1). Bei den Genen DECRH,
CELF2, RUNX3 und SHISA2 konnte in der RT-PCR keine mRNA detektiert
werden. Die Richtung der relativen Expression fur BAI3, CNN2, RBP7, ZNF420
und ZNF91 verhielt sich invers zu den Microarray-Ergebnissen der Zelllinie
HEK293 CD133"* angereichent Rashalb sind die Mittelwerte der unabhangigen Ex-
perimente in Abbildung 4.7 in rot dargestellt. Anders verhielt es sich bei der
Genregulation von BACE2, FERMT1, GATA2 und KLF11: Die Richtung der re-
lativen Expression zwischen CD133 Leerplasmid transfizierten HEK293 Zellen
und der HEK293 Subpopulation, die mit einem CD133-Expressionsplasmid
transfiziert worden war, stimmte mit den Ergebnissen der Microarray-Daten
uberein. Die Mittelwerte der relativen Expression dieser Gene sind in Abbildung
4.7 in grun dargestellt.

4.2.1.3 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene in den Zelllinien HelLa
A/CD133 mittels RT-PCR
Die Zelllinie HeLa wurde urspringlich aus humanen epithelialen Zervixkarzi-

nom-Zellen isoliert und stabil kultiviert. Die HeLa Zelllinie wurde wie HEK293
Wildtypzellen (siehe Abschnitt 4.2.1.2) mit dem gleichen CD133 Expressions-
plasmid und dem entsprechenden Leerplasmid als Kontrolle transfiziert und
stabil unter Selektionsmedium mit Neomycin in Kultur gehalten. Interessant fur
dieses Experiment war die Frage, ob sich die Expression von CD133 und po-
tentieller Zielgene bei einer weiteren endogen fur CD133 negativen Zelllinie
gleich verhalt wie bei der Zelllinie HEK293, die mit den gleichen Plasmiden
transfiziert worden war. AuRerdem war es interessant die Ergebnisse der Gen-
regulation mit den Ergebnissen der RT-PCR der Zelllinie HEK293 CD1337* 2"
reichert nd den Daten des Microarrays zu vergleichen. Die erfolgreiche Transfek-
tion mit dem entsprechenden Plasmid konnte jeweils durch den Nachweis der
mRNA fur das Neomycin Resistenz-Gen (neo r), welches sich auf beiden Plas-
miden befindet, bewiesen werden. Normiert wurden die Ergebnisse der beiden
Subpopulationen fur jedes unabhangige Experiment auf die GAPDH-
Expression, um eine Vergleichbarkeit der Expressionshohe fur jedes Gen ge-
wahrleisten zu konnen. Es konnte gezeigt werden, dass die Subpopulation He-
La A transfiziert, keine mRNA fur CD133 exprimiert, die HeLa Zellen, die mit

einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert worden waren, eine starke relati-
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ve Expression von CD133 mit einem Wert von 2159920 aufweisen. Die folgen-
de Abbildung 4.8 zeigt die relative Expression der mRNA von CD133 und po-
tentieller Zielgene in der RT-PCR fur die Zelllinie HeLa A und CD133-
Expressionsplasmid transfiziert.
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Abbildung 4.8: Auswertung von drei unabhangigen RT-PCRs der Zelllinie HeLa CD133 und
Leerplasmid transfiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung.
Griin unterlegte Werte zeigen die Ubereinstimmung mit den Microarray-Daten von HEK293
CD1337" an9ereichemt g rote Zahlen stehen fiir eine inverse Regulation.

Anders als bei den vorhergehenden untersuchten Zelllinien (siehe Abschnitt
4.2.1.2) exprimiert HeLa alle untersuchten Gene auf mMRNA-Ebene. Die Rich-
tung der Regulation stimmt jedoch nur teilweise mit dem DNA-Microarray fur die
Zelllinie HEK293 CD1337* angereichert (jharein: Die relative Expression fiir die Ge-
ne BAI3, DECR1, KLF11, CELF2, RUNX3 und SHISA2 zeigte eine inverse Re-
gulation. Die Mittelwerte fur die unabhangigen Experimente dieser Zelllinie sind
in Abbildung 4.8 deshalb in rot dargestellt. Anders verhielt es sich fur die Rich-
tung der relativen Expression fur die Gene BACE2, CNN2, FERMT1, RBP7,
ZNF420, DUSP5, GATAZ2 und ZNF91: Die Richtung der relativen Expression flr
die potentiellen Zielgene von CD133 stimmte mit den Microarray-Ergebnissen
flir HEK293 CD133™* 2"9ereehe {iherein. Deshalb sind die Mittelwerte fiir die rela-
tive Expression dieser Gene in Abbildung 4.8 in grin dargestellt.
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4.2.1.4 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene in den Zelllinien CaCo-2
csi/siRNA mittels RT-PCR
Im Folgenden wurde die endogen CD133-exprimierende Zelllinie CaCo-2 detail-

lierter untersucht. Die eine Halfte der Zellen wurde mit einer Kontroll-siRNA, die
keine Interaktionen in der Zelle bewirkt, zweifach transfiziert. Die andere Halfte
der Zellen wurde doppelt mit einer siRNA gegen CD133 transfiziert, um die Ex-
pression von CD133 zu supprimieren. Wie bereits auf Proteinebene im Western
Blot gezeigt, war die zweifache Transfektion von CaCo-2 mit CD133 siRNA
bzw. csiRNA effektiv (siehe Abschnitt 4.1.1). Bei diesem Experiment sollte ers-
tens untersucht werden, ob endogen CD133-positive Zellen die potentiellen
Zielgene auf mRNA-Ebene gleichermalien exprimieren wie die Zelllinie HEK293
CD133* angerecchent - 7\veitens war es interessant, ob bei Unterdriickung der
CD133-Expression durch siRNA die potentiellen Zielgene ebenso reguliert sind
wie bei der Subpopulation HEK293 CD133" @"%¢reichent Dyrittens konnten die ge-
wonnenen Ergebnisse dann mit den Microarray-Daten (siehe Tabelle 4.1) ver-
glichen werden. Fur beide Subpopulationen der CaCo-2 Zellen wurden die rela-
tiven Expressionen in jedem unabhangigen Experiment jeweils auf die GAPDH-
Expression normiert. Dies diente dazu eine Vergleichbarkeit des Expressionsle-

vels fur jedes potentielle Zielgen zu ermaoglichen.

Die erfolgreiche Transfektion mittels csi/siRNA gegen CD133 konnte durch Be-
stimmung des CD133-Expressionslevels in beiden Subpopulationen nachge-
wiesen werden. Die relative Expression von CD133 reduzierte sich bei CaCo-2
siRNA transfiziert im Vergleich zu der csiRNA transfizierten CaCo-2 Subpopula-
tion auf 46% (siehe Abbildung 4.9). Dies bedeutet eine durchschnittliche Supp-
ression der CD133 mRNA-Menge um 54%. Aulierdem wurde die Regulation
jedes einzelnen Zielgens auf die relative CD133-Expression von CaCo-2
csiRNA transfiziert normiert. Dies sollte eine Vergleichbarkeit der Regulations-
levels aller untersuchten Zielgene schaffen. Die folgende Abbildung 4.9 zeigt
die relative Expression der mRNA von CD133 und potentieller Zielgene in der
RT-PCR fur die Zelllinie CaCo-2 csi/siRNA transfiziert.
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Abbildung 4.9: Auswertung von drei unabhangigen RT-PCRs mit Gesamt-RNA der Zelllinie
CaCo-2. Die beiden Subpopulationen waren zum einen mit einer siRNA gegen CD133 und zum
anderen mit einer Kontroll-siRNA doppelt transfiziert worden. Gezeigt sind die Mittelwerte mit
der jeweiligen Standardabweichung. Grin dargestellt sind die Werte, welche sich vom Trend
der Genregulation mit dem DNA-Microarray fiir HEK293 CD133™ @9t qacken, rote Zahlen
zeigen eine inverse Regulation.

Die mRNA des Gens BAI3 konnte bei dieser Zelllinie nicht detektiert werden.
Die Ergebnisse fur die Zielgene DECR1 und GATAZ2 waren nicht signifikant,
wenn auch eine Expression der zwei Gene in beiden Subpopulationen von Ca-
Co-2 nachgewiesen werden konnte. Die restliche Genregulation stimmt nur
teilweise mit dem DNA-Microarray uberein. Die Gene BACE2, FERMT1,
ZNF420, DUSPS5, ZNF91 und SHISA2 zeigten im Vergleich zur Zelllinie
HEK293 CD133™* angereichert aine inverse Regulation. Die Mittelwerte der unab-
hangigen Experimente fur die relative Expression dieser Gene sind deshalb in
Abbildung 4.9 in rot gezeigt. Anders verhielt es sich bei der Genregulation von
CNN2, RBP7, KLF11, CELF2 und RUNX3: Die Richtung der relativen Expressi-
on zwischen Kontroll-siRNA transfizierten CaCo-2 Zellen und der CaCo-2 Sub-
population, die mit einer siRNA gegen CD133 doppelt transfiziert worden war,
stimmte mit den Ergebnissen der Microarray-Daten fur die Zelllinie HEK293
CD1337* angereichert (jharein. Die Mittelwerte der relativen Expression dieser Ziel-
gene sind in Abbildung 4.9 in grin dargestellt.
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4.2.1.5 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene mit Gesamt-RNA der Zelllinie
MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert mittels RT-
PCR
Im Folgenden sollten Ergebnisse zur Regulation potentieller Zielgene von

CD133 in einer zweiten endogen CD133-exprimierenden Zelllinie verifiziert
werden. Hierzu wurde die Zelllinie MDA-MB468 detailliert untersucht. Die eine
Halfte der Zellen wurde mit der gleichen Kontroll-siRNA wie fur die Zelllinie Ca-
Co-2 (siehe Abschnitt 4.2.1.4), die keine Interaktionen in der Zelle bewirkt, zwei-
fach transfiziert. Die andere Halfte der MDA-MB468 Zellen wurde doppelt mit
der gleichen siRNA, wie sie fur CaCo-2 benutzt wurde, transfiziert, um die Ex-
pression von CD133 zu supprimieren. Wie bereits auf Proteinebene im Western
Blot gezeigt, war die zweifache Transfektion von MDA-MB468 mit CD133
siRNA und Kontroll siRNA erfolgreich (siehe Abschnitt 4.1.2): Es zeigte sich
eine Unterdruackung der CD133-Expression von 59%. Bei diesen Experimenten
sollte untersucht werden, ob endogen CD133-positive Zellen die potentiellen
Zielgene auf mMRNA-Ebene gleichermalden exprimieren wie die Zelllinie HEK293
CD133* angereichert [as \Weiteren war es interessant, ob bei Unterdriickung der
CD133-Expression durch siRNA die potentiellen Zielgene gleichermal3en regu-
liert sind wie bei der Subpopulation HEK293 CD133" 2"9¢®"*™ Dje gewonnenen
Ergebnisse konnten dann in einem zweiten Schritt mit den Microarray-Daten
(siehe Tabelle 4.1) verglichen werden. Aul3erdem konnte durch einen Vergleich
mit den Ergebnissen der Zelllinie CaCo-2 festgestellt werden, ob es eine Unter-
scheidung in der Regulation potentieller Zielgene von CD133 bei einer zweiten
endogen CD133-exprimierenden Zelllinie gibt. Die erfolgreiche Transfektion der
MDA-MB468 Zellen mittels Kontroll- bzw. siRNA gegen CD133 konnte auch auf
mMRNA-Ebene in der RT-PCR bestatigt werden. Die Suppression der CD133-
Expression bei der Subpopulation MDA-MB468 siRNA transfiziert gelang auf
einen Wert von 33%, was eine durchschnittliche Reduktion der relativen mRNA-
Expression um 67% bedeutet (siehe Abbildung 4.10). AuRerdem wurde die Re-
gulation jedes einzelnen Zielgens auf die relative Expression von CD133 bei
den csiRNA transfizierten MDA-MB468 normiert, um eine Vergleichbarkeit in
der Hohe der Regulation aller untersuchten Zielgene zu gewahrleisten. Die fol-

gende Abbildung 4.10 zeigt die relative Expression der mRNA von CD133 und
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der potentiellen Zielgene in der RT-PCR fur die Zelllinie MDA-MB468 csi/siRNA
transfiziert.

RT-PCR MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert
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Abbildung 4.10: Auswertung von drei unabhangigen RT-PCRs mit Gesamt-RNA der Zelllinie
MDA-MB468. Die beiden Subpopulationen waren zum einen mit einer siRNA gegen CD133 und
zum anderen mit einer Kontroll-siRNA doppelt transfiziert worden. Gezeigt sind die Mittelwerte
mit der jeweiligen Standardabweichung. Griine Zahlen zeigen eine Kongruenz mit dem DNA-
Microarray fiir HEK293 CD1337* 29" 5 Rot markierte Zahlen stellen die Zielgene dar, die
invers reguliert sind.

Die mRNA des Gens BAI3 konnte wie im vorangehenden Versuch bei der Zell-
linie CaCo-2 ebenfalls nicht detektiert werden. Eine inverse Regulation der rela-
tiven Expression potentieller Zielgene von CD133, d.h. entgegengesetzt zu den
Daten der Microarray-Analyse, zeigte sich fur KLF11 und RUNXS3. Die Mittel-
werte der unabhangigen Experimente fur diese Gene sind in Abbildung 4.10
deshalb in rot dargestellt. Anders verhielt es sich bei der Genregulation von
BACE2, CNN2, DECR1, FERMT1, RBP7, ZNF420, DUSP5, GATA2, ZNF91,
CELF2 und SHISAZ2: Die Richtung der relativen Expression zwischen csi/siRNA
transfizierten MDA-MB468 Zellen stimmte mit den Ergebnissen der Microarray-
Daten fiir die Zelllinie HEK293 CD133™ 2"9¢"*"e™ {jherein. Die Mittelwerte der
relativen Expression dieser Zielgene sind in Abbildung 4.10 in grun dargestellt.
Im Vergleich mit den vorangehend drei gezeigten Zelllinien (siehe Abschnitte
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4.2.1.2 bis 4.2.1.4) kann zusammenfassend festgehalten werden, dass sich bei
dieser Zelllinie insgesamt die groRte Ubereinstimmung der untersuchten Gene
mit dem DNA-Microarray und den Werten der RT-PCR fiir HEK293 CD133"*

angereicherte ZeIIen zeigte.

4.2.1.6 Korrelation der Genexpression zwischen den
Zelllinien HEK293 CD1337* @ngereichert ynd MDA-
MB468 csi/siRNA transfiziert
Wie im vorangehenden Abschnitt 4.2.1.5 gezeigt, ist die Korrelation der potenti-

ellen Zielgene fur CD133 bei der Zelllinie MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert mit
den Microarray-Daten fiir HEK293 CD1337* a9ereichert 5my gréRten. Deshalb wur-
den diese beiden Zelllinien noch genauer untersucht. Interessant ist der Ver-
gleich einer potentiellen Genregulation durch CD133 bei diesen beiden Zellli-
nien, da HEK293 im Wildtyp endogen kein CD133 exprimiert, MDA-MB468 je-
doch endogen positiv fir CD133 ist. Jetzt kann einerseits die Auswirkung einer
Transfektion mit CD133 durch ein Plasmid untersucht werden und andererseits
eine Suppression von CD133 durch Transfektion mit einer siRNA gegen
CD133. D.h. sowohl die Folgen des Verlusts der CD133-Aktivitat als auch der
Zugewinn der CD133-Expression kdnnen untersucht werden. Anhand der Aus-
wertung der RT-PCR Ergebnisse, wurden fur die nun folgenden qRT-PCR Ex-
perimente, Gene ausgewahlt, die in beiden Zelllinien gleichermal3en reguliert

waren und auch im Microarray kongruente Werte gezeigt hatten.

Tabelle 4.2: Ausgewdhlte Zielgene von CD133, die bei HEK293 CD1337* @"9ereichert 4 MDA-
MB468 csi/siRNA transfiziert gleichermafen reguliert sind.

Migration: CNN2
FERMT1
Proliferation: BAI3
DUSP5
Metabolismus/zellulare Signalwege: | BACE2
Transkriptionsfaktor: GATA2
ZNF91
ZNF420
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Da die gRT-PCR ein innovativeres Verfahren ist und damit die Ergebnisse so-
wohl exakter als auch valider sind, wurden fur ausgewahlte Zielgene (siehe Ta-
belle 4.2) Primer fur die Realtime RT-PCR angefertigt. Die Gene wurden in Ta-
belle 4.2 bezuglich ihrer zellularen Funktion in vier Hauptgruppen eingeteilt. Die
exakte Funktion jedes einzelnen Gens wurde bereits in Tabelle 4.1 gezeigt und

eingehender beschrieben.

4.2.2 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und potentieller
Zielgene mittels gRT-PCR

Die Echtzeitmessung der mRNA Menge mit Hilfe des interkalierenden Farb-
stoffs SYBR Green | und darauf folgender Schmelzkurvenanalyse ist ein ge-
naueres, moderneres Verfahren als eine konventionelle RT-PCR mit anschlie-
Render Gelelektrophorese. Fur die gqRT-PCR wurden als interne Kontrolle vier

verschiedene Housekeeping Gene benutzt:

- GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
- HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase)
- B-Aktin

- RPL13a (ribosomales Protein L13a)

Als Negativkontrolle wurde Wasser bzw. RNA statt cDNA als Matrize fur die
gRT-PCR zugegeben und ein Fehlen von Fluoreszenzsignalen kontrolliert. Ge-
mittelt wurde in jedem Experiment der Wert von drei Proben fur jedes Gen in
den unterschiedlichen Zelllinien. Zuletzt wurde die Expression jedes einzelnen
Gens immer auf den Mittelwert der Quantifizierung der Housekeeping Gene

normiert.

4.2.2.1 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene mit Gesamt-RNA der Zelllinie
HEK293 CD1337* angereichert mittels qRT-PCR
Um die in Tabelle 4.1 gezeigten Zielgene nochmals eingehender mittels qRT-

PCR zu untersuchen, wurde wie fur die RT-PCR im Vorversuch (siehe 4.2.1.1),
die mRNA der Zelllinie HEK293 CD1337* @ngereichert yarvendet. Die folgende Ab-
bildung 4.1 veranschaulicht die Auswertung von 3 unabhangigen gRT-PCR

Versuchen.
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Abbildung 4.1: Auswertung von drei unabhangigen qRT-PCRs mit Gesamt-RNA der Zelllinie
HEK293 CD133™ a9t Gazeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Griin un-
terlegte Werte zeigen die Ubereinstimmung der Regulation mit den Microarray-Daten fir die
gleiche Zelllinie.

Die mittels qRT-PCR gemessene Induktion oder Repression der selektierten
Gene stimmte mit den Ergebnissen aus RT-PCR und Microarray Messungen
uberein. Dies ist durch grun unterlegte Zahlen in Abbildung 4.11 dargestellt. Die
mRNA der HEK293 CD133* @ngereicherten g hnopulation zeigt fiir CD133 eine 32-
fache Erhdhung der relativen CD133 Expression im Vergleich zu HEK293
CD133" angereicherten 7gllen. In der RT-PCR fiir die mRNA der gleichen Zellen
zeigte sich nur eine 2-fache Erhéhung der relativen Expression fur CD133. An-
ders verhielt es sich bei der Auswertung der Daten fur BACE2: Die Microarray-
Ergebnisse zeigten eine Heraufregulation auf das 47-fache, die RT-PCR noch
auf das 21-fache, hier in der qRT-PCR konnte nur noch eine Erh6hung der Ex-
pression auf das 14-fache festgestellt werden. Ein identisches Ergebnis in der
gRT-PCR und den Microarray-Daten zeigte sich fur das Zielgen BAI3. Es kam
zu einer Reduktion der relativen Expression auf 50% bei der Subpopulation
HEK293 CD133" @"ereichert |n der RT-PCR lag der Wert hingegen bei 70%. Die
Regulation fur das Gen CNN2 zeigte in der gRT-PCR mit einem Wert von 4
gréRere Ahnlichkeit zum Microarray (4,9) als die RT-PCR (3,2). Gleiches gilt fiir
DUSPS5: Im Microarray zeigte sich ein Wert von 3,3, in der qRT-PCR von 2,3, in
der RT-PCR nur eine Heraufregulation auf 1,5. Eine gréRere Ubereinstimmung
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zwischen Microarray-Daten und RT-PCR zeigte die Auswertung fur das Zielgen
FERMT1: Im Microarray zeigte sich mit einer Heraufregulation auf 4,3 ein ahnli-
ches Ergebnis wie in der RT-PCR (5,0), wahrend die qRT-PCR Messung mit
einem Wert von 2 fiir die Subpopulation HEK293 CD133* 2¢¢™eichert ginen deut-
lich geringeren Anstieg aufwies. Bei GATAZ2 zeigte sich wiederum eine grol3ere
Kongruenz der Ergebnisse zwischen Microarray (2,2) und qRT-PCR (3,0) als
zur RT-PCR (3,4). Bei dem Zielgen ZNF91 konnte eine ahnliche Regulation bei
Microarray (2,3) und RT-PCR (4,0) nachgewiesen werden. Eine starkere Regu-
lation von ZNF91 zeigte sich in der qRT-PCR mit einer relativen Expression von
11,3. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Auswertung fiir das Gen ZNF420
gewonnen: Im Microarray (2,0) und der RT-PCR (2,1) war die Regulation anna-
hernd gleich, in der gqRT-PCR mit einem Wert von 5,8 starker ausgepragt. Zu-
sammengefasst kann festgehalten werden, dass zwar die Richtung der Regula-
tion fiir die Zelllinie HEK293 CD1337* a"9eee™t sowohl in der RT-PCR als auch
in der qRT-PCR mit den Microarray-Daten Ubereinstimmt, die Hohe der Regula-
tion jedoch bei beiden Untersuchungsverfahren fur die einzelnen Gene teilweise
differiert.

4.2.2.2 Quantifizierung der mMRNA von CD133 und
potentieller Zielgene mit Gesamt-RNA der Zelllinie
MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert mittels qRT-
PCR
Um die Genregulation potentieller Zielgene von CD133 mit einer endogen

CD133-exprimierenden Zelllinie zu prufen, wurde die gleiche mRNA der doppelt
si- bzw. Kontroll-RNA transfizierten Zelllinie MDA-MB468 wie in 4.2.1.5 fUr ein
weiteres qRT-PCR Experiment verwendet. Die Ergebnisse wurden dann einer-
seits mit den Microarray-Daten fiir die Zelllinie HEK293 CD133* angereichert ng
andererseits mit den RT-PCR Ergebnissen der gleichen Zelllinie (siehe 4.2.1.5)
verglichen. Dies sollte die Frage beantworten, ob eine endogen CD133-positive
Zelllinie eine ahnliche Regulation der untersuchten potentiellen Zielgene auf-
weist wie eine Zelllinie, die mit einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert
worden war. In der folgenden Abbildung 4.12 ist die Auswertung von drei unab-
hangigen qRT-PCRs fur die mRNA von CD133 und den potentiellen Zielgenen
der Zelllinie MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.2: Auswertung von drei unabhangigen qRT-PCRs mit Gesamt-RNA der Zelllinie
MDA-MB468 csi/siRNA transfiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von drei unabhéngigen Versuchen. Die griin markierten Zahlen zeigen die Ubereinstimmung
der Genregulation mit den Microarray-Ergebnissen.

Wie durch grune Zahlen in Abbildung 4.2 gezeigt, stimmt die Richtung der rela-
tiven Expression von CD133 und aller potentiellen Zielgene mit den Microarray-
Ergebnissen fiir die Zelllinie HEK293 CD1337* a"¢e™eichert ynd auch den RT-PCR
Ergebnissen fur die gleiche Zelllinie MDA-MB468 Uberein.

Die folgende Tabelle 4.3 zeigt, um die Ergebnisse besser vergleichen zu kon-
nen, die Regulation der mRNA von CD133 und den potentiellen Zielgenen in
der RT-PCR sowie der qRT-PCR bei MDA-MB468 siRNA transfiziert und im
Microarray von HEK293 CD133 2" Dyje Werte fiir die Microarray-Daten in
der Tabelle berechnen sich beispielhaft folgendermallen: Das potentielle Ziel-
gen bace2 zeigt bei der Zelllinie HEK293 CD133* @"9e"®che" gine Induktion um
das 47-fache im Vergleich zur Zelllinie HEK293 CD133" "9 Djes bedeutet
im Umkehrschluss, dass HEK293 CD133" 2"9°"he" gine Suppression von bace2
auf 2% (1:47x100) im Vergleich zu HEK293 CD133" @"erechemt 5 fweisen. Dar-
gestellt sind in diesem Fall die Regulationen von HEK293 CD133" @ngereichert g
diese Subpopulation die Expressionshohe der Zielgene ohne moglichen Ein-
fluss einer CD133-Expression veranschaulicht und somit vergleichbar ist mit der
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Zelllinie MDA-MB468 siRNA transfiziert, bei der die CD133-Expression suppri-

miert ist.

Tabelle 4.3: Regulation der mRNA von CD133 und den potentiellen Zielgenen in der RT-PCR
sowie der qRT-PCR bei der Zelllinie MDA-MB468 siRNA transfiziert und im Microarray bei der
Zelllinie HEK293 CD133 2"9°"°"*" Dje jeweiligen Regulationen sind bei der Zelllinie MDA-
MB468 siRNA transfiziert sind in % angegeben und beziehen sich dabei auf die Zelllinie MDA-
MB468 csiRNA transfiziert. Bei den Microarray-Ergebnissen ist die Regulation (in %) von
HEK293 CD133 29" hazogen auf die Zelllinie HEK293 CD133" 2"9°™ "™ gy fgelistet, um
eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Somit sind die Genregulationen bei den weniger bzw.
kein CD133-exprimierenden Subpopulationen der Zelllinien gezeigt.

Zielgen qRT-PCR MDA- RT-PCR MDA- Microarray
MB468 siRNA trans- MB468 siRNA trans- | HEK293 CD133"
fiziert fiziert angereichert
CD133 20% 4 30% 4 @
bace2 60% 30% { 2% 4
bai3 270% T % 210% 1
cnn2 60% 50% { 20% 4
dusp5 50% { 70% 4 30% {
fermt1 90% { 70% 4 20% 4
gata2 70% 4 %) 50% ¥
znf91 60% 10% 40% 4
znf420 70% 4 30% 4 50% 4

Die relative Expression von CD133 durch zweifache Transfektion mit einer
siRNA gegen CD133 zeigte in MDA-MB468 Zellen, welche mit CD133-
spezifischer siRNA transfiziert wurden, eine Herunterregulation auf 20% im
Vergleich zu Kontroll-siRNA transfizierten MDA-MB468 Zellen. In der RT-PCR
(siehe 4.2.1.5) betrug dieser Wert 30%. Bei den Zielgenen bai3, dusp5 und ga-
ta2 liegen die Ergebnisse der gRT-PCR sehr eng mit den Regulationen aus den
Microarray-Daten zusammen. Wohingegen die mRNA der Zielgene bace2,
cnn2 und fermt1 in der Auswertung der RT-PCR Daten ahnlicher reguliert ist als
in der gqRT-PCR im Vergleich mit dem Microarray fur die Zelllinie HEK293
CD1337* angereichert B der Regulation der Zielgene znf91 und znf420 liegen die
Werte des Microarray zwischen den Ergebnissen der RT-PCR bzw. der qRT-
PCR.
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Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass der Unterschied der CD133-
Expression zwischen MDA-MB468 csiRNA und siRNA transfiziert auf mRNA
Ebene gut zu erkennen ist. Die Regulation potentieller Zielgene von CD133 war
teils in der Auswertung der RT-PCR Daten und teils in der qRT-PCR ausge-
pragter. Die Richtung der Regulation stimmte fur alle untersuchten Gene mit
den Microarray-Daten fiir die Zelllinie HEK293 CD 133" @ndereichert jharain,

4.3 Auswirkung von Zellstress auf Zelllinien in vitro

Im vorangehenden Kapitel wurde beschrieben, wie die untersuchten Gene in
An- und Abwesenheit von CD133 auf mRNA- und Protein-Ebene exprimiert
werden. Ein weiterer interessanter Punkt ist jedoch auch, was mit CD133 und
folglich auch mit den moglicherweise mitregulierten Genen passiert, wenn die
Zellen gestresst werden. Denn wahrend der Karzinogenese sind Tumorzellen
zum Teil widrigen Bedingungen wie Sauerstoff- oder Nahrstoffmangel ausge-
setzt. Sie schaffen es durch Veranderungen ihres Zellstoffwechsels jedoch
trotzdem sich den neuen Voraussetzungen anzupassen. Die Tumorzellen initiie-
ren Angiogenese im Tumorgewebe und disseminieren an im Korper entfernte
Orte. In vitro konnen diese Bedingungen auf verschiedenen Wegen simuliert
werden: Zum einen durch den Entzug von Sauerstoff, zum anderen auch durch
den Entzug von Nahrstoffen. Die folgenden Experimente wurden durchgefuhrt,
um sich mit der Frage zu beschaftigen, wie sich die Morphologie, die Proliferati-
on, die CD133-Expression und die Genregulation der potentiellen Zielgene un-

ter oben beschriebenem Zellstress verhalten.

4.3.1 Auswirkung von Hypoxie (0,1% O2) auf Zelllinien in
vitro

Fur die folgenden Versuche wurden verschiedene Zelllinien nach Adhasion in
vitro unter normalen Nahrstoffbedingungen fur festgesetzte Zeitspannen in ei-
nem Inkubator bei 0,1% Sauerstoffgehalt kultiviert. Interessant fur diese Expe-
rimente sind vor allem die beiden Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468, da sie
endogenes CD133 exprimieren und somit eine Veranderung der CD133-

Expression und der potentiellen Zielgene naher untersucht werden konnen. Es
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sollte bestimmt werden, ob CD133 als Tumormarker unter Zellstress maoglich-
erweise heraufreguliert wird und sich die Zielgene dementsprechend hinsicht-
lich ihrer relativen Expression auf mRNA Ebene wie in den Microarray-Daten
(siehe Tabelle 4.1) verhalten. Zusatzlich wurden aber auch HEK293 Wildtypzel-
len und die Zelllinie HelLa, die endogen kein CD133 exprimieren, in die Versu-
che eingeschlossen und ausgewertet.

4.3.1.1 Proliferation und Zellmorphologie verschiedener
Zelllinien unter Hypoxie
Zunachst wurden die verschiedenen Zelllinien sowohl hinsichtlich Proliferation,

als auch hinsichtlich der Zellmorphologie, d.h. das Aussehen der Zellen unter
dem Mikroskop, genauer untersucht. Nachdem die Zellen fur festgesetzte Zeit-
spannen (3, 6 und 9 Tage) unter Hypoxie (0,1% Sauerstoff) inkubiert wurden,
wurden mogliche Veranderungen mit einer Kontrollgruppe der jeweiligen Zellli-
nie, die fur den gleichen Zeitraum unter Standardbedingungen von 21% Sauer-
stoff kultiviert worden war, verglichen. Untersucht wurden vier verschiedene
Zelllinien: zum einen HEK293 und Hela als CD133-negative Wildtypzelllinien
und zum anderen CaCo-2 und MDA-MB468, die endogenes CD133 exprimie-
ren. Die Abbildungen 4.3 bis 4.6 zeigen die Versuchsgruppe und die Kontroll-
gruppe im jeweils gleichen Malistab nach sechs Tagen unter dem Mikroskop
fotografiert.

Abbildung 4.3: HEK 293 nach 6 Tagen bei 21% O, links und bei 0,1% O, rechts im Bild.
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Abbildung 4.6: MDA-MB468 nach 6 Tagen bei 21% O, links und bei 0,1% O, rechts im Bild.
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Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen.
Bereits unter dem Mikroskop ist die stark unterschiedliche Zellzahl bei veran-
dertem Sauerstoffgehalt im Vergleich zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
bei jeder der vier Zelllinien gut zu erkennen. Einerseits expandieren die Zellen
unter hypoxischen Bedingungen raumlich nicht so stark und andererseits ist
auch die Proliferationsrate der Zelllinien unter verminderten Sauerstoffbedin-
gungen trotz sonst gleicher Nahrstoffoedingungen viel restriktiver. Zudem wei-
sen unter Hypoxie kultivierte Zellen morphologisch eine verminderte, kugelfor-
mige Oberflache auf.

Auf den visuellen Eindruck unter dem Mikroskop folgend wurden die Zellen der
Versuchs- und der Kontrollgruppe nun geerntet und ausgezahlt. Bereits abge-
storbene Zellen wurden fur die nun folgende Zahlung durch Farbung mit
Trypanblau aus der Bestimmung ausgeschlossen. Die Quantifizierung aller vita-
len Zellen an Tag 9 zum Abschluss des Experiments zeigte einen signifikanten
Unterschied in der Proliferation.

Proliferation 21% O, vs. 0,1% O,

m21% Sauerstoff

Gesamtzellzahl

2 0,1% Sauerstoff

HEK293 Hela CaCo-2 MDA-MB468
Zelllinien

Abbildung 4.7: Auswertung der Proliferation von vier verschiedenen Zelllinien bei 21% O, und
0,1% O, nach neun Tagen. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimen-
ten mit Standardabweichungen bei den Zelllinien HEK293, HelLa, CaCo-2 und MDA-MB468.
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Abbildung 4.7 zeigt grafisch jeweils die Zellzahl der unter hypoxischen Bedin-
gungen kultivierten Versuchsgruppe und der unter normalen Sauerstoffbedin-
gungen inkubierten Kontrollgruppe der vier untersuchten Zelllinien. Fur die
Auswertung wurde jeweils die Gesamtzellzahl der geernteten Zellen angege-
ben. Die Zelllinie HEK293 zeigte eine Einschrankung der Proliferation unter Hy-
poxie auf 50% (0,66:1,37) im Vergleich zur Proliferation unter 21% Sauerstoff.
Bei den HelLa Zellen konnte eine Reduktion um 30% berechnet werden. Den
starksten Ruckgang der Proliferation verzeichnete die Zelllinie CaCo-2 mit mit
einer 80%igen Reduktion bei der Versuchsgruppe. Auch MDA-MB468 Zellen
zeigten eine verminderte Proliferation auf einen Wert von 60%. Zusammenge-
fasst kann also festgehalten werden, dass CaCo-2 die grofdte Einschrankung
der Proliferation unter verminderten Sauerstoffbedingungen zeigte und Hela

Zellen den geringsten Ruckgang der Proliferation durch Hypoxie verzeichneten.

4.3.1.2 Durchflusszytometrisch gemessene Expression
von CD133 unter Hypoxie
Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die CD133-Expression an der Zell-

oberflache durch eine verminderte Sauerstoffzufuhr verandert wird. Dafur wur-
den die gleichen Zellen wie fur den oben gezeigten Proliferationsversuch (siehe
4.3.1.1) verwendet und fur die Durchflusszytometrie vorbereitet. Standardisiert
wurden alle durchflusszytometrischen Experimente mit dem ubiquitar, auf allen
kernhaltigen Zellen vorkommenden Oberflachenprotein MHCI (major histocom-
patibility complex I). Auch die MHCI Expression zeigte eine Verminderung
durch Sauerstoffentzug, die fur die CD133-Auswertung jedoch berucksichtigt
wurde. Da die Auswertung aber nur fur endogen CD133-exprimierende Zellen
von Interesse war, wurden ausschlieRlich CaCo-2 und MDA-MB468 ausgewer-
tet. Denn in der Durchflusszytometrie wurde die relative Expression von CD133
gemessen, die bei den HEK293 und HelLa Wildtypzellen sowohl in der Kontroll-
gruppe als auch in der Versuchsgruppe nicht vorhanden ist. Das Experiment
erfolgte ebenfalls wie die Zahlung der Zellzahl nach 9 Tagen unter Hypoxie
(0,1% Sauerstoff) bzw. Standardbedingungen von 21% Sauerstoff in der Kon-
trollgruppe.
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Abbildung 4.8: Durchflusszytometrisch gemessene MHCI Expression der Zelllinien CaCo-2 und
MDA-MB468 bei 21% O, und 0,1% O,. Gezeigt sind die Mittelwerte und jeweilige Standardab-
weichung aus drei unabhangigen Experimenten.

Wie in Abbildung 4.8 gezeigt, wurde MHCI unter Hypoxie bei der Zelllinie MDA-
MB468 viel starker herunterreguliert als bei den CaCo-2 Zellen. Auf diese Ver-
anderung der MHCI Expression wurde die nun folgende Messung der relativen
Intensitat von CD133 flur die jeweilige Zelllinie in jedem unabhangigen Experi-
ment genormt. Die folgende Abbildung 4.9 zeigt grafisch die durchflusszytomet-
risch gemessene mittlere Fluoreszenzintensitat von CD133 bei den untersuch-
ten Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468.

Bei der Zelllinie CaCo-2 zeigt sich im Vergleich zur Zelllinie MDA-MB468 unter
Standardbedingungen eine gemessene mittlere Fluoreszenzintensitat far
CD133, die um den Faktor 3 hoher ist (45,22:15,30). Betrachtet man die CD133
Expression fur die Zelllinie CaCo-2, so zeigt diese bei den unter hypoxischen
Bedingungen kultivierten Zellen eine 60%ige Reduktion (17,29:45,22) im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Nicht ganz so grof3 ist der durch Sauerstoffentzug
hervorgerufene Unterschied der CD133 Expression bei der Zelllinie MDA-
MB468. Hier konnte eine Reduktion der mittleren Fluoreszenzintensitat von
CD133 auf 20% berechnet werden (12,5:15,3).
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Abbildung 4.9: Durchflusszytometrisch gemessene CD133 Expression der Zelllinien CaCo-2
und MDA-MB468 bei 21% O, und 0,1% O,. Gezeigt sind die Mittelwerte mit jeweiliger Stan-
dardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.

4.3.1.3 Veranderungen von CD133 und potentieller
Zielgene unter Hypoxie auf RNA-Ebene
Nachdem die hypoxischen Zellen nach 9 Tagen auf ihre Zellmorphologie, ihre

Proliferation und die Proteinexpression von CD133 untersucht worden waren
(siehe 4.3.1.1 und 4.3.2.2), sollte im Anschluss auch die relative Expression von
CD133 mRNA mittels gRT-PCR gemessen werden. Interessant war im vor al-
lem die Frage, ob auch die mMRNA-Menge fur CD133 in den hypoxischen Zellen,
wie schon fur die Oberflachenproteinmenge im vorherigen Abschnitt dargestellt,
reduziert ist. Hierfur wurde mit der gewonnenen mRNA nach Umschreibung in
cDNA eine Realtime RT-PCR durchgefuhrt. Zusatzlich wurden auch moglicher-
weise durch CD133 regulierte Zielgene mit untersucht. Ausgewahlt wurden fur
dieses Experiment BACE2, BAI3 und GATAZ2. Dadurch konnten sowohl ein
Transkriptionsfaktor und ein Gen fur den Metabolismus der Zelle als auch ein
Gen fur die Proliferation bestimmt werden. Bei dieser Untersuchung zeigte sich,
dass die CD133 RNA-Menge bei 0,1% Sauerstoff in beiden Zelllinien steigt,
signifikant vor allem bei CaCo-2. Dies steht im Gegensatz zu dem durchflusszy-
tometrisch gemessenen Ruckgang von CD133 auf der Zellmembran bei Hypo-
xie wie in 4.3.1.2 mittels Durchflusszytometrie gezeigt.
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4.3.1.3.1 qRT-PCR von CD133 und potentieller Zielgene
unter Hypoxie mit Gesamt-RNA der Zelllinie
CaCo-2
Zuerst wurde die Zelllinie CaCo-2 auf die relative Expression von CD133 sowie

der potentiellen Zielgene BACEZ2, BAI3 und GATAZ2 bei der hypoxischen Sub-
population und der Kontroll-Subpopulation untersucht. Abbildung 4.10 zeigt gra-
fisch die Auswertung von drei unabhangigen gRT-PCRs.

gRT-PCR CaCo-2 21% O, vs. 0,1% O,
5 1 7 0

w
o

m 21% Sauerstoff
1 (0,1% Sauerstoff

relative Expression

p = _N
o o1 =~ 0o NN O W
1 1 1 1 1 1 1

CD133 bace2 bai3 gata2
Primer

Abbildung 4.10: gRT-PCR mit Gesamt-RNA der Zelllinie CaCo-2 flir CD133 und die potentiellen
Zielgene. Untersucht wurden BACE2, BAI3 und GATA2 unter Normoxie (21% O,) und Hypoxie
(0,1% O5). Gezeigt sind die Mittelwerte mit jeweiliger Standardabweichung aus drei unabhangi-
gen Experimenten.

Bei der Zelllinie CaCo-2 steigt wie erwartet die RNA-Menge fur BACE2 und
GATAZ2 bei einer um das 3,8-fach erhohten relativen Expression von CD133
nach 9 Tagen Hypoxie. Bei BAI3 ist sie Uberraschenderweise im Gegensatz zu
den Daten im Microarray und den vorangehenden Versuchen bei Zelllinien mit
starker CD133-Expression heraufreguliert.

4.3.1.3.2 gqRT-PCR von CD133 und potentieller Zielgene
unter Hypoxie mit Gesamt-RNA der Zelllinie
MDA-MB468
Nun wurde bei der Zelllinie MDA-MB468 mittels gRT-PCR die relative mRNA

Expression von CD133 sowie der potentiellen Zielgene BACE2, BAI3 und GA-
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TAZ2 gemessen. Dies erfolgte einerseits bei der Subpopulation, die 9 Tage lang
unter Hypoxie inkubiert worden war und andererseits bei der Kontrollgruppe.
Abbildung 4.11 veranschaulicht die Auswertung von drei unabhangigen qRT-
PCRs.

gRT-PCR MDA-MB468 21% O, vs. 0,1% O,
1,4 -

m21% Sauerstoff
1 0,1% Sauerstoff

relative Expression

CD133 bace2 bai3 gata2
Primer

Abbildung 4.11: gqRT-PCR mit Gesamt-RNA der Zelllinie MDA-MB468 fiir CD133 und die ab-
hangigen Zielgene. Untersucht wurden BACE2, BAI3 und GATA2 unter Normoxie (21% O;) und
Hypoxie (0,1% O). Gezeigt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung aus
drei unabhangigen Experimenten.

Der Effekt einer Veranderung der CD133-Expression ist bei der Zelllinie MDA-
MB468 nur sehr gering ausgepragt. Die hypoxische Subpopulation zeigt eine
statistisch nicht relevante Erhohung der relativen Expression von CD133 auf
114%. Die Expression der mRNA-Menge fur das Gen BAI3 geht unter Hypoxie
stark zuruck und zeigt einen Wert von 40%. In den Microarray-Daten zeigt sich
bei einer Heraufregulation von CD133 eine Suppression von BAI3 auf 50%. Die
stark gesteigerte CD133-Expression fehlt unter Hypoxie im Gegensatz zu den
Microarray-Ergebnissen jedoch. Fur GATAZ2 ist eine leichte, ebenfalls statistisch
nicht relevante Erhohung der mRNA-Expression auf einen Wert von 110%
messbar. Die Microarray-Auswertung zeigt fur GATAZ2 eine gleichsinnige Regu-
lation, jedoch wiederum bei viel starkerer Expressionserhohung von CD133. Die
mRNA von BACE2 unter Hypoxie ist gegenlaufig reguliert, da die relative Ex-
pression bei steigender CD133 mRNA nicht erhoht ist.
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4.3.2 Die Auswirkung von Nahrstoffentzug (1%FCS) auf
verschiedene Zelllinien in vitro

Nachfolgend wurde in einem neuen Experiment ein Teil der Zellen durch Ent-
zug von FCS unter Zellstress gesetzt. Das heildt einer Halfte der Zellen wurde
nach Adhasion an den Flaschenboden das konventionelle Nahrmedium mit
10% FCS entzogen und durch ein Nahrmedium mit 1% FCS ersetzt. Unter die-
sen Bedingungen wurden die Zellen uber mehrere Tage bei Ublichen Sauer-
stoffbedingungen, d.h. bei 21% O, inkubiert. Nach drei und nochmals nach funf
Tagen wurde der Versuch ausgewertet. Die andere Halfte der Zellen hatte wah-
rend dieser Zeit Standard-Nahrstoffbedingungen. Verwendet wurden dieses Mal
ebenfalls wieder nur die endogen CD133-exprimierenden Zelllinien CaCo-2 und
MDA-MB468.

4.3.2.1 Proliferation und Zellmorphologie verschiedener
Zelllinien unter Nahrstoffentzug
Zuerst wurde das Wachstumsverhalten nach drei und nach funf Tagen durch

das Aussehen unter dem Mikroskop bewertet und durch Zahlung der vitalen
Zellen beider Versuchsgruppen verglichen. Die folgenden Abbildungen 4.12
und 4.13 zeigen die Versuchsgruppe und die Kontrollgruppe der beiden Zellli-
nien CaCo-2 bzw. MDA-MB468 im jeweils gleichen Mal3stab nach funf Tagen

unter dem Mikroskop fotografiert.

Abbildung 4.12: CaCo-2 nach 5 Tagen bei 10% FCS links und unter Nahrstoffentzug bei 1%
FCS rechts im Bild.
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Abbildung 4.13: MDA-MB469 nach 5 Tagen bei 10% FCS links und unter Nahrstoffentzug bei
1% FCS rechts im Bild.

Morphologisch verhielten sich die beiden untersuchten Zelllinien unter Zell-
stress durch Nahrstoffentzug ahnlich wie unter hypoxischen Bedingungen: Die
Zelladhasion an die Kulturschale war verringerter bei verkleinerter Zelloberfla-
che und die Zellen erschienen dichter aneinandergedrangt, d.h. expandierten
nicht so stark. Die Proliferation war ebenfalls ahnlich stark eingeschrankt. Far
die Auswertung wurde jeweils die Gesamtzellzahl der geernteten Zellen ange-
geben.

Proliferation 10% FCS vs. 1% FCS Tag 3

®10% FCS
m1% FCS

Gesamtzellzahl
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CaCo-2 MDA-MB468
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Abbildung 4.14: Proliferation von den Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468 nach drei Tagen bei
10% FCS und 1%FCS. Abgebildet sind die Mittelwerte und jeweiligen Standardabweichungen
von drei unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 4.14 zeigt grafisch die Proliferation der Zelllinien CaCo-2 und MDA-
MB468 nachdem die Zellen drei Tage mit 10%igem bzw. 1%igem FCS inkubiert
worden waren. Schon nach drei Tagen ist ein signifikanter Unterschied der Zel-
len im Wachstum auszumachen. Bei CaCo-2 ist die Proliferation auf 45%
(2,26:5), d.h. weniger als die Halfte reduziert. Bei der Zelllinie MDA-MB468 ist
dieser Unterschied mit einer Einschrankung der Proliferation auf 65%
(4,49:6,95) geringer.

Der gleiche Versuch wurde nach funf Tagen Inkubationszeit nochmals wieder-
holt. Abbildung 4.15 zeigt die Auswertung der Proliferation nach funf Tagen bei
Nahrstoffoedingungen von 10% bzw. 1% FCS von drei unabhangigen Experi-
menten.

Proliferation 10% FCS vs. 1% FCS Tag 5
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Abbildung 4.15: Proliferation von den Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468 nach 5 Tagen bei
10% FCS und 1%FCS. Abgebildet sind die Mittelwerte und jeweiligen Standardabweichungen
von drei unabhangigen Versuchen.

Gut zu erkennen ist unter verminderten Nahrstoffoedingungen ein stark verrin-
gertes Wachstum, das nach funf Tagen noch starker ausgepragt ist, als nach
drei, da die Zellen mit 10% FCS zwischen Tag drei und Tag funf noch mehr Zeit
haben, sich mit jeder Teilung zu verdoppeln und bei den nahrstoffentzogenen
Zellen die Reserven fur mogliche Zellteilungen weiter schrumpfen. Bei der Zell-
linie CaCo-2 verringerte sich die Proliferation nach funf Tagen unter 1% FCS
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auf 19% (1,69:8:85). Bei der Zelllinie MDA-MB468 war die Proliferation im Ver-
gleich zur Kontroll-Subpopulation sogar auf nur 6% (0,56:8,7) gesunken.

4.3.2.2 Durchflusszytometrische Expression von CD133
unter Nahrstoffentzug
Nun wurde die Expression von CD133 an der Plasmamembran mittels Durch-

flusszytometrie bei beiden Versuchsgruppen bestimmt. Die Werte wurden dabei
wieder auf die Expression von MHCI normiert, die ebenfalls wie in 4.3.1.2 unter
Hypoxie gezeigt, eine Herunterregulation zeigte. Abbildung 4.16 veranschau-
licht grafisch die Auswertung der Expression von CD133 bei den Zelllinien Ca-
Co-2 und MDA-MB468 mittels Durchflusszytometrie nach drei Tagen bei Nahr-
stoffbedingungen von 10% bzw. 1% FCS.
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Abbildung 4.16: Durchflusszytometrische Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat von
CD133 bei den Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468 bei 10% FCS und 1% FCS nach drei Tagen.
Gezeigt sind die Mittelwerte und jeweilige Standardabweichung von drei unabhangigen Experi-
menten.

Wie schon bei dem Experiment der CD133-Expression unter Hypoxie gezeigt
(siehe 4.3.1.2), ist die mittlere Fluoreszenzintensitat von CD133 bei der Zelllinie
MDA-MB468 bei der Kontroll-Subpopulation (10% FCS) geringer als die Intensi-
tat fur CD133 bei der Zelllinie CaCo-2. Bei dem Hypoxie-Experiment waren es
fur die Zellinie MDA-MB468 34% im Vergleich zur Zelllinie CaCo-2
(15,3:45,22). Bei dem hier gezeigten Versuch unter Nahrstoffentzug sind es
76% (24,9:32,9) fur die CD133-Expression bei den MDA-MB468 Zellen in der
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Kontroll-Subpopulation verglichen mit der Kontrolle der CaCo-2 Zellen. Nach
drei Tagen ist bereits ein Ruckgang der CD133-Expression auf der Membran-
oberflache bei verringerter Nahrstoffzufuhr auszumachen. Bei CaCo-2 ist diese
Herunterregulation von CD133 auf der Membranoberflache auf einen Wert von
60% (19,4:32,9) etwas starker als bei der Zelllinie MDA-MB468 mit einer Re-
duktion auf 70% (17,9:24,9).

Nachfolgend wurde die gleiche durchflusszytometrische Untersuchung nach
funf Tagen Inkubationszeit unter Nahrstoffoedingungen von 10% bzw. 1% FCS
fur die beiden Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468 wiederholt. Abbildung 4.17
zeigt die Auswertung der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD133 von drei

unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 4.17: Durchflusszytometrische Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat von
CD133 bei den Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468 bei 10% FCS und 1% FCS nach funf Tagen.
Gezeigt sind die Mittelwerte und jeweilige Standardabweichung von drei unabhangigen Experi-
menten.

Die Differenz der relativen Expression von CD133 bei beiden Kontroll-
Subpopulationen (10% FCS) zeigte nach funf Tagen einen annahernd identi-
schen Wert wie nach drei Tagen: Die Zelllinie MDA-MB468 zeigte im Vergleich
mit der Zelllinie CaCo-2 eine CD133-Expression von 78% (29,7:37,7). Nach drei
Tagen lag der Wert bei 76%. Der Unterschied der CD133-Expression auf der

Zelloberflache wurde nach funf Tagen Inkubation unter 1% FCS im Vergleich
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zur CD133-Expression bei 10% FCS bei beiden Zelllinien nochmals deutlich
groRer: Die Zellen ohne ausreichende Nahrstoffbedingungen exprimieren um
ein Vielfaches weniger CD133 an der Zelloberflache im Vergleich zu den Zellen,
die unter konventionellen Bedingungen fur funf Tage inkubiert worden waren.
Fur die Zelllinie CaCo-2 zeigte sich eine Herunterregulation der CD133-
Expression nach funf Tagen Nahrstoffentzug auf einen Wert von 20%
(6,7:37,7). Bei der Zelllinie MDA-MB468 war die Herunterregulation von CD133
auf der Zelloberflache bei 1% FCS mit einem Wert von 10% (4,3:29,7) sogar

noch groler.

4.4 Einfluss von TGFf auf die Zelldifferenzierung

Durch die Zugabe von TGFf (transforming growth factor B) in vitro kann eine
EMT (epithelial-mesenchymale Transition) induziert werden. Das heif’t Zellen
verlieren ihre Polaritat und konnen die Fahigkeit zur Migration erlangen. Dies ist
eine Eigenschaft von Zellen, welche die Disseminierung und Metastasierung
von karzinogenen Zellen in vivo begunstigt. Fur folgendes Experiment wurde
ausschlieRlich die Tumorzelllinie CaCo-2 genutzt. Die Auswertung erfolgte 48
und 72 Stunden nach Zugabe von TGF, welchem die Halfte der Zellen ausge-
setzt war. Die andere Halfte diente als Referenz fur normale Proliferation unter
konventionellem Medium. Als Kontrollzelllinie diente A549, eine humane pul-
monale Adenokarzinom Zelllinie, die nach Zugabe von TGFf innerhalb von 72

Stunden in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften Ubergeht.

4.4.1 Proliferation und Zellmorphologie durch Zugabe von
TGFpB

48 Stunden nach Zugabe von TGFf zeigte sich eine um 30% niedrigere Prolife-
ration der CaCo-2 im Vergleich zu kontroll-behandelten Zellen. Nach 72 Stun-
den war dieser Effekt nicht mehr auszumachen: Diejenigen CaCo-2, die TGFf

ausgesetzt waren, proliferierten um 47% mehr.

Zellmorphologisch konnte durch Zugabe von TGF(3 kaum eine mesenchymale
Transition bei CaCo-2 Zellen gezeigt werden. Bei der Kontrollzelllinie A549 war

die EMT bereits nach 48 Stunden anhand eines mesenchymalen Phanotyps gut
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im Mikroskop erkennbar. Vor Einleitung der EMT bei der Kontrollzelllinie A549
zeigten die Zellen ein kugelférmiges Aussehen und waren kaum an der Zellkul-
turschale adharent. Nach der Einflussnahme auf die Zelldifferenzierung durch
Zugabe von TGFp zeigten die A549 Zellen schon nach 48 Stunden eine Veran-
derung der Zellmorphologie: Die Zellen nehmen einerseits eine spindel- bis
sternférmige, langgestreckte Form an und zeigen andererseits eine grolere
Adharenz am Boden der Kulturschale.

Abbildung 4.18: CaCo-2 nach 48 Stunden. Links zu sehen ist die Kontrolle, rechts diejenigen
CaCo-2 nach Zugabe von TGF.

Abbildung 4.19: CaCo-2 nach 72 Stunden. Im linken Bild ist die Kontrolle zu sehen, im rechten
die Zellen nach Zugabe von TGFp.

Wie in Abbildung 4.18 und 4.19 dargestellt, konnte eine morphologische Veran-
derung der Zellen durch Zugabe von TGF( bei der Zelllinie CaCo-2, im Ver-



Ergebnisse 92

gleich zur Kontrollzelllinie A549, nicht eindeutig nachgewiesen werden. Nach 48
sowie nach 72 Stunden zeigten die CaCo-2 Zellen nach Zugabe von TGFf an-
gedeutet eine leicht spindelformigere, langer gestreckte Zellform, zu vereinba-
ren mit mesenchymalen Zelleigenschaften. Ein anderer Unterschied zu der
Kontroll-Subpopulation der CaCo-2 Zellen war eine lockerere Anordnung der
Zellen: Die Kolonien waren nicht mehr so dicht gedrangt organisiert, was auf
eine Auflosung der Zellkontakte hinweisen konnte. Die Befunde waren jedoch
nicht so eindeutig wie fur die Kontrollzelllinie A549, fur die eine EMT beobachtet

wurde.

4.4.2 Durchflusszytometrisch gemessene Expression von
CD133 durch Zugabe von TGFf3

Im FACS konnte 48 Stunden nach Zugabe von TGF[( eine Reduktion des
CD133 Oberflachenproteins um 15% im Vergleich zur Kontrollgruppe gemes-
sen werden. Dies zeigte keinen signifikanten Unterschied an. Fur die Kontroll-

zelllinie A549 konnte CD133 nicht nachgewiesen werden.

4.4.3 Veranderungen von CD133 auf RNA-Ebene durch
Zugabe von TGFf3

Mittels qRT-PCR wurde die potentiell durch TGF hervorgerufene Veranderung
von CD133 auf mRNA-Ebene gemessen. AulRerdem wurde E-Cadherin als
epithelialer sowie N-Cadherin und Vimentin als mesenchymale Marker be-
stimmt. Die Messung erfolgte 48 und 72 Stunden nach Zugabe von TGF(. Ab-
bildung 4.20 veranschaulicht grafisch die Auswertung der Messergebnisse, die
mit Hilfe der gRT-PCR generiert worden waren.

Bereits nach 48 Stunden konnte eine leichte Erhdhung der mesenchymalen
Marker auf RNA-Ebene gemessen werden: N-Cadherin zeigte eine Heraufregu-
lation der mRNA auf 1,47 nach Zugabe von TGF@. Die mRNA von Vimentin
stieg mit einem Wert von 1,34 in der qRT-PCR ebenfalls an. Die relative Ex-
pression von CD133 zeigte sich mit einem Wert von 1,07 nach Zugabe von
TGFB nahezu unverandert, ebenso von E-Cadherin (0,98 als Wert fur die relati-
ve Expression in der Versuchs-Subpopulation).
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gRT-PCR CaCo-2 TGFB nach 48h
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Abbildung 4.20: gRT-PCR der Zelllinie CaCo-2 fiir die relative Expression der mRNA von
CD133, E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin nach 48 Stunden ohne und mit Zugabe von
TGFB.

Die Kontrollzelllinie A549 exprimiert kein CD133 und zeigte nach 48 Stunden
eine viel starkere Regulation E-Cadherin als die Zelllinie CaCo-2 mit einem fast
vollstandigen Ruckgang von sowie einer vielfachen Erhdhung von N-Cadherin
und Vimentin. E-Cadherin als epithelialer Marker verzeichnete dabei eine Her-
unterregulation auf 0,04 im Vergleich zur Kontroll-Subpopulation. Die mesen-
chymalen Marker waren stark heraufreguliert: Die mRNA von N-Cadherin war
mit einem Wert von 7,6 noch starker angestiegen als die von Vimentin (4,4-
fache Erhohung verglichen mit der Kontrollgruppe). Dies zeigte bereits nach
zwei Tagen eine fast abgeschlossene EMT.

Das Experiment wurde 72 Stunden nach TGF[3 Zugabe fur die Zelllinie CaCo-2
mittels qRT-PCR erneut durchgefuhrt und anschlieRend ausgewertet. Abbildung
4.21 veranschaulicht grafisch die Ergebnisse der relativen Expression von
CD133 mRNA, sowie der untersuchten EMT-Marker.

Nachdem CaCo-2 Zellen fur 72 Stunden TGF ausgesetzt waren, konnte eine
Erhohung der mRNA von CD133 um 35% gemessen werden. Der mesen-
chymale Marker N-Cadherin war mit einem Wert von 1,40 nach 72 Stunden fast
identisch heraufreguliert wie bereits nach 48 Stunden (1,47). Vimentin als zwei-
ter mesenchymaler Marker zeigte eine vorangeschrittene EMT durch eine wei-
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tere Erhdhung der relativen Expression auf 1,61. Nach 48 Stunden lag die Re-
gulation noch bei 1,34. E-Cadherin zeigte nicht wie erwartet eine Herunterregu-
lation, sondern im Gegenteil eine Erhhung der mRNA auf einen Wert von 1,39.
Da die Werte nicht um ein Vielfaches verandert waren wie bei der Kontrollzellli-
nie A549 und zum Teil sogar gegensinnig reguliert waren wie fur den epithelia-
len Marker E-Cadherin, konnte eine EMT fur die Zelllinie CaCo-2 nicht nachge-
wiesen werden und weitere Experimente wurden aus diesen Grunden nicht
durchgefuhrt.

gRT-PCR CaCo-2 TGFB nach 72h
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Abbildung 4.21: gRT-PCR der Zelllinie CaCo-2 fiir die relative Expression der mRNA von
CD133, E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin nach 72 Stunden ohne und mit Zugabe von
TGFB.

4.5 In-vitro verankerungsunabhangiges Wachstum mit
Kolonienbildung

Mittels eines Soft Agarose Assays sollte herausgefunden werden inwiefern die
Zellen ohne Verankerung wachsen und Kolonien bilden kénnen. Dies ist ein in
vitro Modell, um die Aggressivitat einzelner Tumorzelllinien naher untersuchen
zu konnen. Interessant ist dieses Experiment vor allem auch, da das in vivo
Wachstum von Tumoren ebenfalls aggressive Zelleigenschaften bendtigt. Fur
diesen Versuch wurde ein halbfestes Medium in zwei Schichten mit unter-
schiedlichem Agargehalt pipettiert. Untersucht wurde zum einen die Zelllinie
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HEK293 CD133™ @nereihe ynd zum anderen die Zelllinie MDA-MB468. Die
Fragestellung des Versuchs war sowohl, ob CD133 einen Einfluss auf eine ver-
starkte Kolonienbildung hat, als auch, ob CD133-exprimierende Zellen ein ver-
starktes Wachstum zeigen. Zum einen konnte im direkten Vergleich zwischen
den beiden Subpopulationen der HEK293 Zellen untersucht werden, ob durch
die Expression von CD133 ein Unterschied in der Bildung der Anzahl von Kolo-
nien besteht, d.h. ob HEK293 CD133" @"9°™*"* mehr Kolonien bildet. Zum an-
deren sollte auch eine endogene CD133-exprimierende Zelllinie (MDA-MB468)
auf ihr verankerungsunabhangiges Wachstum in vitro genauer analysiert wer-

den.

4.5.1 In vitro verankerungsunabhangiges Wachstum der
Zelllinie HEK293 CD133* angereichert

Die Zelllinine HEK293 CD1337" @nerechet \wyrde in unterschiedlicher Zellzahl
(1000 Zellen/24-well und 2000 Zellen/24-well) ausplattiert. Nach 10 Tagen wur-
den die Kolonien morphologisch begutachtet, gezahlt und Mittelwerte gebildet.
Abbildung 4.22 zeigt fotografisch das verankerungsunabhangige Wachstum der
HEK293 CD133 bzw. * @"gereicherten g hnopulation nach einer Ausplattierung von
1000 Zellen nach 10 Tagen. In Abbildung 4.23 sind die gleichen Subpopulatio-
nen nach 10 Tagen bei einer Ausplattierung von 2000 Zellen im selben Mal}-

stab durch das Mikroskop fotografiert.

Abbildung 4.22: Links im Bild HEK293 CD133™ 2"9°™"*" hach 10 Tagen bei 1000 ausplattierten
Zellen, rechts im Bild das Gleiche fiir HEK293 CD133" 2ngereichert
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Abbildung 4.23: Links im Bild HEK293 CD133  2"9°""" hach 10 Tagen bei 2000 ausplattierten
Zellen, rechts im Bild das Gleiche fiir HEK293 CD133" 2ngereichert

Nachdem die Kolonien am Bildschirm mit Hilfe eines Rasters ausgezahlt wor-
den waren, Mittelwerte gebildet wurden und das Experiment drei Mal durchge-
fuhrt worden war, konnte die nun folgende Auswertung (siehe Abbildung 4.24)

erstellt werden.

HEK293 CD1337+ angereichert )00y Formation Assay
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Abbildung 4.24: Auswertung der Zelllinie HEK293 CD1337 29" jmy Colony Formation Assay
nach 10 Tagen. Gezeigt sind die Mittelwerte und jeweilige Standardabweichung von drei unab-
hangigen Versuchen.
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Bei einer Ausplattierung von 1000 Zellen pro 24-well zeigte sich bei der Subpo-
pulation HEK293 CD133" @"9e"he hach 10 Tagen eine leicht gesteigerte Kolo-
nienbildung (19) als bei den HEK293 CD133 @"9¢"¢che™t (16) Noch deutlicher war
der Unterschied der Anzahl an Kolonien bei einer Ausplattierung von 2000 Zel-
len pro 24-well: Die CD133* angereicherten EK293 bildeten im Mittelwert 42 Kolo-
nien, die Subpopulation HEK293 CD133" 2"9°®het ;v 30. Dies bedeutet eine
um 40% gesteigerte Kolonienbildung bei den CD133-exprimierenden HEK293
Zellen (42:30).

4.5.2 In vitro verankerungsunabhangiges Wachstum der
Zelllinie MDA-MB468

Bei der endogen CD133-exprimierenden Zelllinie MDA-MB468 konnte ebenfalls
eine starke Kolonienbildung gezeigt werden. Leider gab es keine Referenz, da
eine stabile Transfektion von MDA-MB468 mit shRNA mehrmals erfolglos blieb
und die zweimalige Transfektion mit siRNA gegen CD133 fur das 10 Tage dau-
ernde Experiment nicht suffizient genug gewesen ware. Fur dieses Experiment
wurden 5000 Zellen/24-well ausplattiert. Abbildung 4.25 zeigt fotografisch die
Bildung von Kolonien im Colony Formation Assay bei der Zelllinie MDA-MB468
nach 10 Tagen unter dem Mikroskop.

Abbildung 4.25: MDA-MB468 im Colony Formation Assay im 24-well nach 10 Tagen bei 5000
ausplattierten Zellen.

Bei der Auszahlung zeigte sich eine durchschnittliche Kolonienbildung von 42
pro 24-well, was in etwa der Zahl der HEK293 CD133" @n9ereichert Kolonien-
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Bildung bei einer Ausplattierung von 2000 Zellen pro 24-well entspricht. Die
gleiche Anzahl an gebildeten Kolonien bei unterschiedlicher Zellzahl fur die
Ausplattierung zu Beginn des Experiments kann auf verschiedene Ursachen
hinweisen: Einerseits hatte sich im Vorversuch gezeigt, dass MDA-MB468 eine
hohere Zellzahl zu Beginn bendtigt, um Uberhaupt Kolonien bilden zu kénnen.
Morphologisch zeigt diese Zelllinie aber auch kleinere kugeligere Zellen mit ei-
nem geringeren Zelldurchmesser, was auf den Unterschied in der Zellzahl im
Vergleich zu HEK293 CD133™* aneereichert 3 Anfang des Experiments hinweisen
konnte. Andererseits konnte es auch sein, dass die Zelllinie MDA-MB468 eine
schlechtere Kapazitat zur Kolonienbildung im Vergleich zu HEK293 aufweist.
Eine bessere Vergleichbarkeit ware fur zukunftige in vitro Experimente durch
eine Subpopulation von MDA-MB468, die kein bzw. kaum CD133 exprimiert,
gegeben.

4.6 In-vitro Gewebeinvasion im Spharoid-Modell

In vivo konnte anhand eines Mausmodells gezeigt werden, dass das Tumor-
wachstum zwischen HEK293 CD 1337 2neereiehe™ gifferiert. In vivo bilden HEK293
CD133* angereichent grgrere Tumoren. Nun stellte sich auch die Frage, ob sich die
Gewebeinvasion der CD133-positiven Tumorzellen aggressiver verhalt. Interes-
sant war nun das Verhalten der zwei verschiedenen Zelllinien in vitro in Bezug
auf die Expression bzw. das Fehlen von CD133. Dies konnte durch ein
Spharoid-Modell untersucht werden. Dabei wurden im ersten Schritt getrennt
Fibroblasten-Spharoide und Spharoide von HEK293 CD133" und * 2ngereichert go.
bildet. Im zweiten Schritt am nachsten Tag wurden die Fibroblasten-Spharoide
mit jeweils einem HEK293 CD133" aeereichert 7\ CD133* an9erechert gpharoid
zusammengebracht, um an den darauffolgenden Tagen die Invasivitat der

HEK?293 Zellen in das Fibroblasten-Spharoid beurteilen zu kdnnen.

4.6.1 Bildung von Kolonien bei HEK293 CD133* angereicherten
Zellen

Sowohl die HEK293 CD133 2"9ereicherte g1 auch die CD133* 2ngereicherte gyhnopu-
lation bildet einen Tag nach dem Ausplattieren auf 1% Agarose stabile Spharoi-
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de. Dabei hat sich eine Zellzahl von 30000 pro 96-well fur das weitere Experi-

ment als geeignet herausgestellt.

4.6.2 Invasion eines Fibroblastenzellverbundes durch
HEK293 CD133* angereieher

Nachdem nun ein stabiles Fibroblasten-Spharoid, ebenfalls aus 30000 Zellen
bestehend, mit jeweils einem HEK293 CD133™ bzw. CD133" Sphéroid zusam-
mengebracht wurde, konnte nach 72 Stunden eine Invasion der HEK293 Zellen
in den Fibroblastenzellverbund beobachtet werden. Abbildung 4.26 zeigt die in
vitro Gewebeinvasion sowohl der CD133 @"dereicherten 515 aych der CD133* 2n9erer

cherten LHEK293 Zellen fotografisch im gleichen MaRstab unter dem Mikroskop.

F

Abbildung 4.26: Invasion eines Fibroblastenzellverbundes nach 72 Stunden durch HEK293
CD133 9" |inks im Bild und durch HEK293 CD133" #"9°"®“"" rechts.

Gut zu erkennen ist der dichte Zellverbund bei HEK293 CD133 @"9erehe™t qer
langsam das Fibroblasten-Spharoid umwachst, dabei aber den engen Zellkon-
takt untereinander nicht aufgibt. Bei HEK293 CD133" a"9erechert gjng dagegen
eine Auflésung der engen Zellkontakte untereinander und eine Invasion in den
Fibroblastenzellverbund zu sehen. Die Zellen verteilen sich auf eine viel grof3e-
re Flache, sind locker angeordnet und erscheinen invasiver. AuRerdem wirkt
das Fibroblasten-Spharoid vor allem am Rand aufgelockerter, als ob die Zell-
Zell-Kontakte verloren gehen wurden.

Da diese Spharoide zu fragil waren, gelang es leider nicht sie histologisch auf-
zuarbeiten. Vor allem die HEK293 CD133* 2"¢eechet gphiroide waren wie in
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Abbildung 4.36 rechts zu erkennen, zu lose und zerfallen, um sie zu ernten und
zu kryokonservieren. Dabei konnte in Zukunft die Invasivitat der Tumorzellen in
den Fibroblastenzellverbund weiter beschrieben werden und die Verteilung der

CD133-Expression in den HEK293 Zellen genauer detektiert werden.
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5 Diskussion

1997 konnte erstmals gezeigt werden, dass hamatopoetische Stamm- und Vor-
lauferzellen das membranassoziierte Protein CD133 exprimieren. Schon da-
mals ging man davon aus, dass CD133 ein wichtiger frGher Marker fur Stamm-
zellen sein konnte (Miraglia et al. 1997). Seitdem ist dieses Oberflachenprotein
immer weiter in den Fokus der Forschung geruckt. Kurze Zeit spater wurde ent-
deckt, dass CD133 auch auf verschiedenen anderen embryonalen sowie adul-
ten Epithelzellen exprimiert wird und vorzugsweise in Mikrovilli und Membran-
protrusionen lokalisiert ist. Dabei interagiert CD133 mit Cholesterol in der
Membran. Daraus wurde geschlussfolgert, dass CD133 fur Zell-Zell-
Interaktionen, die Bildung von Fortsatzen der Plasmamembran und die Zu-
sammensetzung sowie Organisation der Lipidmembran eine Rolle spielt
(Corbeil et al. 2001b). Weitere Funktionen des Proteins sind bis heute auf mo-

lekularbiologischer und biochemischer Ebene noch weithin unbekannt.

Die einzige nachgewiesene essentielle Funktion von CD133 scheint in den re-
tinalen Augenstabchen vorzuliegen, da ein Ausfall von CD133 im Auge durch
eine Mutation im PROM1 Gen mit dem Krankheitsbild der retinalen Degenerati-
on einhergeht. Ursachlich daflr ist eine Rastermutation im humanen PROM1
Gen, die zu einem verkurzten Protein fuhrt, welches nicht mehr an die Zellober-
flache transportiert wird (Corbeil et al. 2001b).

Spater wurde festgestellt, dass CD133 auch auf differenzierten Tumorzellen
exprimiert wird, da nur das AC133-Epitop, nicht jedoch das CD133 Protein wah-
rend der Differenzierung der Tumorzellen herunterreguliert wird. Die CD133
Promotoraktivitat, mMRNA, Splicevarianten, Proteinexpression und sogar die Ex-
pression von CD133 an der Zelloberflache verandern sich im Laufe der Zelldif-
ferenzierung nicht. Weil die Detektion von CD133 von der Verwendung geeig-
neter Antikorper abhangig ist, kann das vorhandene Protein in Abhangigkeit
seines Glykosylierungszustandes nicht in jedem Fall nachgewiesen werden.
AuRerdem verbleibt CD133 durch veranderte Glykosylierung oder Faltung in
der Zelle, wird nicht an die Membran transportiert und kann dadurch von Anti-
korpern nicht detektiert werden (Kemper et al. 2010a). Durch Gebrauch eines

neuen Antikorpers gegen CD133 (aE2) konnte das Protein auf verschiedenen
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humanen, adulten, differenzierten Zellen und auch auf Zellen verschiedener
Tumorentitaten detektiert werden (Florek et al. 2005).

CD133 wird zudem zur Detektion und Isolierung von TICs in verschiedenartigen
Tumoren verwendet. Durch mehrere Untersuchungen wurde gezeigt, dass
CD133" selektierte humane Zellen ein besonderes Potential zur Repopulation
haben (Yin et al. 1997, Kemper et al. 2010a). Aul3erdem sind diese Zellen be-
sonders zur Invasion, Migration, Proliferation und Differenzierung in unter-
schiedliche Zelltypen befahigt (Uchida et al. 2000, Singh et al. 2003). Es wurde
beschreiben, dass ausschlieRlich CD133" TICs zur Tumorinitiierung fahig sind,
CD133" Tumorzellen, welche den Hauptanteil der Tumormasse stellen, alleine
jedoch zu keinem Tumorwachstum fuhren (O'Brien et al. 2007, Horst et al.
2008). Andere Autoren behaupten, dass sowohl CD133 als auch CD133" Zel-
len zum Tumorwachstum in vitro und in vivo befahigt sind. Die CD133" Zellen
bilden dabei sogar noch aggressivere Tumoren (Shmelkov et al. 2008). Aul3er-
dem wird CD133 auf diesen Kolonkarzinom-Zellen zusammen mit EpCAM, ei-
nem weiteren wichtigen Tumorstammzellmarker, exprimiert und sagt als unab-
hangiger Marker ein schlechteres Uberleben fiir den Patienten (Horst et al.
2008, Shmelkov et al. 2008) und eine hohere Therapieresistenz voraus (Bao et
al. 2006). Wiederum andere Arbeitsgruppen behaupten, dass eine erhohte
CD133-Expression nicht mit einer schlechteren Uberlebensprognose, sondern
mit einem grof3eren Invasionsvermogen und einer erhohten Differenzierungsfa-
higkeit der Tumorzellen einhergeht (Choi et al. 2009). Die genaue Funktion und
die etwaige Korrelation zu klinischen Parametern von CD133 sind daher noch

unklar.

CD133 kdonnte moglicherweise auch eine bedeutende Rolle in der Neoangioge-
nese in Tumoren spielen, da Tumoren mit CD133" TICs als Antwort auf hypoxi-
sche Bedingungen mit einer Sekretion von VEGF antworten und dadurch bes-
ser vaskularisiert sind (Bao et al. 2006). AuRerdem scheint CD133 auch einen
Einfluss auf die EMT zu haben, da das Protein durch Src-Tyrosinkinasen zyto-
plasmatisch phosphoryliert wird (Boivin et al. 2009). Kurzlich konnte fur HNO-
Tumorzellen gezeigt werden, dass eine Hochregulation von CD133 und des
Src-Signalwegs mit einer verstarkten EMT (Chen et al. 2011) sowie Reduktion
von E-Cadherin und Expression von Vimentin einhergeht (Mandal et al. 2008).
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In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Regulationsmechanismen von
CD133 und moglicherweise davon abhangiger Zielgene in verschiedenen Zellli-
nien besser zu verstehen. Es wurden einerseits Zelllinien verwendet, die CD133
endogen exprimieren und andererseits Zellen, die mit einem CD133-
Expressionsplasmid transfiziert worden waren. Untersucht und ausgewertet
wurde dafur das Verhalten dieser Zellen unter Zellstress wie Hypoxie oder
Nahrstoffentzug, die Regulation ausgewahlter moglicher Zielgene bei Verande-
rungen der CD133-Expression, das verankerungsunabhangige Wachstumsver-
halten dieser Zellen in vitro und das Potential zur Gewebeinvasion in vitro. Des
Weiteren wurde die Regulation der CD133-Expression bei Einleitung der EMT

in vitro betrachtet.

5.1 CD133-Expression in verschiedenen Zelllinien

Durchflusszytometrische Analysen nicht-permeabilisierter Zellen wiesen eine
membranstandige Lokalisation von CD133 auf. Eine Differenzierung in Subloka-
lisationen innerhalb der Plasmamembran kann durchflusszytometrisch jedoch
nicht erfolgen. Es ist aber bekannt, dass CD133 vor allem im Bereich von
Protrusionen detektiert werden kann. Auch dass das Protein meist in N-
glykosylierter Form nachweisbar ist, konnte unter Verwendung entsprechender
Glykosidasen im Western Blot durch das entsprechende Molekulargewicht an-
hand aller untersuchten Zelllinien Uberpruft werden. Diese posttranslationale
Modifikation konnte bereits mehrmals nachgewiesen werden (Corbeil et al.
2000). Die endogen stark CD133-positiven Tumorzelllinien CaCo-2 (kolorekta-
les Adenokarzinom) und MDA-MB468 (Mamma-Adenokarzinom) zeigten im
FACS, der RT-PCR und im Western Blot stets eine hohe CD133-Expression.
Durch die zweimalige Transfektion dieser Zellen mit einer CD133-siRNA konnte
durch RNA-Interferenz die Expression sowohl auf RNA- als auch auf Protein-
ebene erfolgreich auf ein geringes Niveau unterdrickt werden. Dies war bei
CaCo-2 (Reduktion auf 9% des Ausgangsniveaus) noch effizienter moglich als
bei MDA-MB468 (Reduktion auf 41% des Ausgangsniveaus).

Auf der anderen Seite wurde die etablierte Zelllinie HEK293, humane embryo-
nale Nierenzellen, naher untersucht. Dies ist vor dem Hintergrund interessant,

dass HEK293 kein endogenes CD133 exprimieren. Diese Zellen waren vorher
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in unserem Labor mit einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert und stabil
unter Neomycin enthaltendem Selektionsmedium kultiviert worden. Im FACS
hatte sich eine heterogene CD133-Expression gezeigt und so konnten diese
Zellen in zwei Subpopulationen sortiert werden. Die einen zeigten CD133 Nega-
tivitat (HEK293 CD133" @"9e"he™) " die anderen waren stark positiv fiir CD133
(HEK293 CD133" 2"eereicherty Dieg ist insofern interessant, da beide Subpopulati-
onen das Expressionsplasmid tragen, also die gleichen Auswirkungen zu erwar-
ten sind, aber ein Teil der Zellen trotzdem das Gen nicht transkribiert und auch
das Protein nicht translatiert. Die Differenz in der HOhe der CD133-Expression
fur beide Populationen konnte ebenfalls im FACS, in der RT-PCR und im Wes-

tern Blot erfolgreich nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurden sowohl HEK293 Wildtyp Zellen als auch ebenfalls endo-
gen CD133-negative Hela Zellen (Zervix-Karzinom) mit einem CD133-
Expressionsplasmid und einem Leerplasmid als Negativkontrolle transfiziert.
Dies ist wichtig, um einen Vergleich der mit einem Leervektor transfizierten
HEK293 mit den HEK293 CD133" @9 " ziahen zu kdnnen. Da zweite Sub-
population zwar ebenfalls kein CD133 exprimiert, jedoch mit dem CD133-
Expressionsplasmid transfiziert worden war, hat das Plasmid auf die Zelleigen-
schaften sowie Genregulationen eventuell trotzdem Auswirkungen. AuRerdem
konnte durch Transfektion der HeLa Zellen mit CD133 eine Tumorzelllinie mit
den HEK293 Zellen, die ursprunglich nicht aus einem Tumor stammen, vergli-

chen werden.

Obwohl manche Autoren einen Unterschied der CD133-Positivitat auf mRNA-
und Proteinebene beschreiben, zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung
mit dem verwendeten Antikorper (Miltenyi Biotec GmbH) kein Unterschied in
der CD133-Expression auf mMRNA- und Proteinebene.

Es zeigte sich bei mehrmaliger Wiederholung der Versuche stets das gleiche
Expressionsmuster fur die verschiedenen Zelllinien, d.h. die Positivitat fur bzw.
das Fehlen von CD133 war stets konstant. Dass nicht jede Zelllinie CD133 ex-
primiert oder der Grad der Expression zwischen den Tumorzelllinien verschie-
den ist, konnte anhand verschiedener Tumorentitaten, wie dem Kolonkarzinom,
dem Melanom und dem Pankreas-Karzinom bereits mehrfach gezeigt werden
(Choi et al. 2009, Gonzalez-Herrero et al. 2013, Hou et al. 2014).
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5.2 Regulation ausgewahlter Gene bei veranderter
CD133-Expression

Um eine Aussage uber mogliche Veranderungen der Genregulation bei starker
bzw. schwacher CD133-Expression treffen zu konnen, wurde eine Microarray-
Analyse mit HEK293 CD1337* angereicherten 7q)1an durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass vor allem Gene fur Migration, Proliferation, Metabolismus und zellulare
Signalwege sowie Transkriptionsfaktoren reguliert waren. Diese Ergebnisse
wurden mittels RT-PCR fiir unabhdngige HEK293 CD133"* angereicherte prohan
Uberpruft. Es wurde ein zweifacher Unterschied der CD133-Expression zwi-
schen CD133-positiven und -negativen HEK293 Zellen bestimmt. Bei allen po-
tentiellen Zielgenen mit Ausnahme von RUNX3 konnten die Ergebnisse der
Microarray-Analyse bestatigt werden, wenn auch die Hohe der Expressionsre-
gulation zum Teil verschieden war. Bei den Genen BAI3, CNN2, FERMT1,
ZNF420, GATA2 und ZNF91 konnten in der RT-PCR annahernd identische Re-
gulationen nachgewiesen werden wie in der Microarray-Analyse. Weiterhin
zeigten die Gene BACE2, RBP7 und DUSP5 eine gleichsinnige Regulation, die
jedoch numerisch eine doppelt so hohe relative Expression in der RT-PCR im
Vergleich mit dem Microarray zeigte. Anders verhielt es sich bei den Genen
DECR1, KLF11, CELF2 und SHISA2: Die Regulation der Genexpression war
zwar gleichsinnig, jedoch um ein Vielfaches verschieden bezogen auf die relati-
ve Expression. Dies konnte daran liegen, dass die konventionelle RT-PCR mit
anschliellender Gelelektrophorese im Vergleich zur qRT-PCR eine geringere
Sensitivitat aufweist. Deshalb wurde in einem zweiten Schritt mittels gRT-PCR
die Expression von CD133 und ausgewahlter Gene im Transkriptom von
HEK293 CD1337* aneereichert ntersucht. Hier zeigten alle untersuchten Gene eine
grolRere Kongruenz zu den Microarray-Ergebnissen, vor allem in der Hohe der
Regulation. Die Veranderung in der relativen Expression von CD133 war bei
den HEK293 CD133* @n9ereichert ym das 32-fache gréRer im Vergleich zu den
HEK293 CD133" @"eerechert Fast identische Ergebnisse zwischen qRT-PCR und
Microarray-Analyse konnten bei den Genen BAI3, CNN2 und GATAZ2 erzielt
werden. Einen Unterschied in der HOhe der Regulation um den Faktor 2 zeigten
die Gene BACE2, FERMT1, ZNF420 und DUSP5. Bei dem Gen ZNF91 betrug

dieser Faktor fast 3. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dies auf va-
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lidere Resultate in der gRT-PCR, verglichen mit der konventionellen RT-PCR,
hindeutet.

Die Gene CELF2, GATA2, KLF11, RUNXS, ZNF91 und ZNF420 kodieren flur
Transkriptionsfaktoren, die an der mRNA-Transkription beteiligt sind. BACE2,
ein Gen aus der Gruppe Metabolismus und zellulare Signalwege, kodiert fur
eine B-Sekretase, die das APP (Amyloid B precursor protein) schneidet, zu er-
hohter Abeta Produkton fuhrt und somit zur Entstehung der Alzheimer Erkran-
kung beitragt (Farzan et al. 2000). Des Weiteren ist bekannt, dass das Gen fur
BACE2 auf dem Chromosom 21 lokalisiert ist und mit dem Down-Syndrom in
Verbindung gebracht wird (Mok et al. 2014). Eine Erhohung der B-Sekretase
durch eine vermehrte CD133-Expression konnte folglich Einfluss auf zellulare
Signalwege nehmen, die die Entstehung verschiedener Krankheiten begunsti-
gen. BAI3, ein Mitglied der Familie von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(Bolliger et al. 2011), stellt einen Gehirn-spezifischen Angiogenese Inhibitor dar
(Hamoud et al. 2014). Da durch eine erhdhte Expression von CD133 eine Her-
unterregulation fur das Gen BAI3 nachgewiesen werden konnte, konnte eine
Verstarkung der Angiogenese und somit der Tumorprogression in Verbindung
mit den erzielten Ergebnissen stehen. CNN2, ein Aktin-bindendes Protein, das
in der Organisation des Zytoskeletts eine Rolle spielt, ist wichtig fur die Migrati-
on von Endothelzellen und richtige vaskulare Entwicklung (Tang et al. 2006).
Da eine Heraufregulation von CD133 mit einer verstarkten CNN2-Expression
einhergeht, konnten in Hinblick auf die Karzinogenese Gefalde verstarkt gebildet
werden und den Tumor mit Nahrstoffen versorgen. DECR1, ein Hilfsenzym der
B-Oxidation, ist in einigen Mamma-Karzinomen vermindert nachweisbar (Ursini-
Siegel et al. 2007). Auch bei den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Versu-
chen geht eine verstarkte CD133-Expression mit dem verminderten Nachweis
von DECR1 einher und stutzt somit die These sowohl einer erleichterten Tumo-
rentwicklung als auch -progession. DUSP5, ein Tumorsuppressor, inhibiert den
ERK1/2 MAPK-Signalweg. Beim Magenkarzinom tragt die Hypermethylierung
des DUSPS Promotors, was die Expression stark vermindert, zur Karzinogene-
se bei (Shin et al. 2013). Auch bei den in der vorliegenden Arbeit erzielten Er-
gebnissen, geht eine Erhdhung von CD133 mit einer Heraufregulation von
DUSPS5 einher und tragt somit zur Karzinogenese bei. FERMT1 ist an der In-
tegrin Aktivierung beteiligt (Lai-Cheong et al. 2009) und spielt eine Rolle in der
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Proliferation, Polaritat und Migration von epidermalen Keratinozyten (Herz et al.
2006). Durch eine verstarkte Expression von FERMT1 unter Erhdhung der
CD133-Expression, kénnen CD133" Tumorzellen also schneller proliferieren
und migrieren, d.h. auch zur Metastasierung beitragen. Die Transkription von
RBP7, das fur ein zellulares Retinol-bindendes Protein kodiert, ist in Neu-
roblastom-Zellen erhoéht (Caren et al. 2007). Auch bei CD133-exprimierenden
Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit eine verstarkte Expression des Gens
RBP7 festgestellt werden. RUNX3, ein Tumorsuppressorgen, das in verschie-
denen Tumorentitaten exprimiert wird, nimmt Einfluss auf den Wnt-Signalweg
(Ju et al. 2014). Da bei erhohter CD133-Expression bezogen auf die Ergebnis-
se dieser Arbeit RUNX3 vermindert nachgewiesen werden kann, spricht eine
Unterdrickung des Tumorsuppressors fur eine erleichterte Karzinogenese. Fur
SHISA2 wurde ebenfalls berichtet, dass es den Wnt/B-Catenin Signalweg mo-
duliert und den Reifungsprozess von Zellen beeinflusst (Hedge and Mason
2008). Es kann also davon ausgegangen werden, dass Wachstum, Uberleben
sowie Invasion der CD133" Zellen durch eine verminderte Expression von SHI-

SA2 und folglich einer Verstarkung des Wnt-Signalwegs erleichtert werden.

Da beide Subpopulationen der HEK293 CD1337* angereichert mit dem CD133-
Expressionsplasmid transfiziert worden waren und alle anderen Genverande-
rungen unter Umstanden dadurch beeinflusst werden, sollten weitere Zelllinien
mittels RT-PCR untersucht werden. In der konventionellen RT-PCR zeigte sich
bei den HEK293 mit einem CD133-Expressionsplasmid bzw. einem Leerplas-
mid transfiziert, kaum eine Ubereinstimmung mit den Microarray-Ergebnissen
oder der RT-PCR der HEK293 CD133™ e Gyt zu erkennen sind der
Transfektionserfolg fur CD133 und der fehlende Nachweis fur CD133 bei den
Leerplasmid transfizierten Zellen. Die restlichen Gene zeigten jedoch eine Ver-
anderung der Regulation in die entgegengesetzte Richtung oder aber nur eine
geringe Tendenz einer Ubereinstimmung in der Héhe der Expressionsverande-
rung. Gleiches kann fur HelLa Zellen, die ebenfalls mit einem CD133-
Expressionsplasmid bzw. mit einem Leerplasmid transfiziert wurden, berichtet
werden. Diese Beobachtung konnte dadurch zustande kommen, dass die HOhe
der CD133-Expression zwischen den HEK293 CD1337* aneereichet nq den
HEK293 sowie HelLa-Zellen, die mit dem CD133-Expressionsplasmid bzw. ei-

nem Leerplasmid transfiziert wurden, stark differiert und dadurch folglich auch
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die eventuell davon abhangigen Genregulationen verandert sind. Bei der
HEK293* angereicherten 7q|Inopulation konnte eine relative Expression von CD133
auf das Doppelte im Vergleich zu den HEK293 CD133 2"9¢reicherten 7gllen detek-
tiert werden. Im Gegensatz dazu betrug der Unterschied in der relativen Ex-
pression von CD133 bei den mit einem CD133-Expressionsplasmid transifizier-
ten Zellen ein Tausendfaches verglichen mit der Leerplasmid-transfizierten
Zellpopulation. Zum zweiten konnte die CD133-Funktion in verschiedenen Zell-
linien differieren, d.h. zu anderen Veranderungen im Transkriptom fuhren und
dadurch der Unterschied in der Genregulation zu den HelLa-Zellen erklart wer-
den. Dann bleibt die Differenz der Genexpression in den beiden unterschiedli-
chen HEK293 Populationen jedoch noch immer unklar. Ein weiterer Erkla-
rungsansatz ware die zu wenig sensitive Methodenwahl der konventionellen
RT-PCR mit anschlieRender Gelelektrophorese, da eine qRT-PCR deutlich va-
lidere Ergebnisse liefert.

Interessant ist auch der Vergleich der endogenen CD133-Expression in den
Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468 mit dem experimentell hergestellten Zu-
stand der CD133-Expression in der Zelllinie HEK293. Da CD133 wahrscheinlich
eine naturliche Funktion in endogen CD133-positiven Zellen hat, waren eventu-
elle Gemeinsamkeiten in der Genregulation mit den Microarray-Ergebnissen
und der RT-PCR der HEK293 CD133™* 2"9¢"¢"* yorher unklar. Um eine besse-
re Vergleichbarkeit zu ermoglichen waren die beiden Zelllinien CaCo-2 und
MDA-MB468 zu einer Halfte mit einer CD133 siRNA doppelt transfiziert worden.
Die andere Halfte der Zellen erhielt nur eine Kontroll siRNA ohne Ziel-mRNA in
der transfizierten Zelle und Unterdruckung der CD133-Expression. Bei beiden
Zelllinien zeigte sich deutlich die erfolgreiche Transfektion mit der siRNA gegen
CD133 durch Unterdrickung der Expression um ein Vielfaches. Bei der Zelllinie
CaCo-2 konnte die relative Expression von CD133 auf 46% des Ausgangswer-
tes reduziert werden, bei der Zelllinie MDA-MB468 gelang dies sogar auf 33%
im Vergleich zu den Kontroll siRNA transfizierten Zellen. Die Genregulation war
teilweise gegensatzlich zu den Microarray-Daten bzw. nicht signifikant veran-
dert: Sowohl bei den MDA-MB468 Zellen als auch bei den CaCo-2 Zellen konn-
te keine Ubereinstimmung fir die Regulation Gene BAI3 und SHISA2 im Ver-
gleich mit dem Microarray festgestellt werden. Fur DECR1 und GATAZ2 konnte

bei beiden Zelllinien keine Signifikanz fur eine veranderte Regulation nachge-
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wiesen werden. Aber einige Gene wie CELF2, CNN2, RBP7 und RUNX3 zeig-
ten bei CaCo-2 Expressionsunterschiede, die kongruent zu HEK293 CD133"*
angereichert ym ein Vielfaches verandert waren. Vor allem das Gen RBP7 zeigte
von der Hohe des Regulationsunterschiedes bei beiden Zelllinien identische
Werte. Bei den MDA-MB468 war die Ubereinstimmung noch gréRer: Die Gene
BACE2, CNN2, DUSP5, FERMT1, ZNF91 und ZNF420 waren signifikant
gleichermaRen reguliert wie in HEK293 CD1337* angereichent - nyr die Hohe der
Regulationsveranderung war weniger stark ausgepragt. Die differentiellen Gen-
regulationen zu HEK293 CD1337* angereichent | snnten dabei die gleichen Griinde
haben, wie bereits oben fur HEK293 A/CD133 transfiziert und HeLa A/CD133
transfiziert beschrieben. Einen weiteren Erklarungsversuch liefert die unzu-
reichende Regulation von CD133 durch die verwendete siRNA bei den Zellli-

nien CaCo-2 und MDA-MB468.

Anhand der Korrelation der Genregulation der Microarray-Ergebnisse bzw. RT-
PCR fiir HEK293 CD1337* anereichent nq den RT-PCR-Ergebnissen fiir MDA-
MB468 csi/siRNA transfiziert, wurden Ubereinstimmende Gene nun folgend in
der qRT-PCR fur beide Zelllinien genauer untersucht. Dies sollte noch validere
Daten der Genexpression liefern. Aul3erdem ist somit die Wirkung von CD133
in Zellen, die im Wildtyp kein CD133 exprimieren (HEK293) und mit einem
CD133-Expressionsplamid transfiziert sind, mit Zellen die im Wildtyp endogen
fur CD133 codieren (MDA-MB468) und mit einer siRNA gegen CD133 trans-
fiziert sind, vergleichend moglich. Alle beleuchteten Gene zeigten bei HEK293
CD1337* angereichert ging Ubereinstimmung in der Richtung der Regulation, wobei
vor allem fur die CD133-Expression ein viel groRerer Unterschied in der Ex-
pression im Vergleich zu den RT-PCR Ergebnissen zu verzeichnen war. Auch
bei MDA-MB468 waren alle betrachteten Gene gleichermalien reguliert, die
Hohe des Expressionsunterschieds jedoch nicht so stark ausgepragt. Dies
konnte auf ahnliche Funktionen von CD133 in zwei stark unterschiedlichen Zell-
linien, einerseits humane Mamma-Karzinom Zellen andererseits humane emb-

ryonale Nierenzellen, hindeuten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei Veranderungen der CD133-
Expression in verschiedenen Zelllinien die Gene nicht immer gleichermalien

reguliert sind, da wahrscheinlich noch einige weitere Einflussfaktoren existieren.
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Zum einen sind die Zelllinien selbst durch verschiedene Eigenschaften charak-
terisiert. Zum anderen hat CD133 moglicherweise unterschiedliche Funktionen
in den Zellen. AulRerdem macht die Wahl der Untersuchungsmethode einen
Unterschied bei der Detektion der Genexpression. Um genauere Aussagen ma-
chen zu konnen, sollte hier in jedem Fall die sensitivere gRT-PCR angewendet
werden. Es kann jedoch festgestellt werden, dass CD133, egal ob endogen von
einer Zelllinie exprimiert oder durch Transfektion mit einem Plasmid exprimiert,
wahrscheinlich Einfluss auf die Regulation einiger Gene wie BACE2, BAI3,
CNN2, DUSP5, FERMT1, GATA2, ZNF91 und ZNF420, nimmt. Diese Gene
sollten im Fokus zukunftiger Untersuchungen stehen und genauer durchleuch-

tet werden.

5.3 Die Auswirkung von Zellstress auf die verschiedenen
Zelllinien

Nachfolgend sollte betrachtet werden, ob CD133 durch Zellstress wie Hypoxie
oder Nahrstoffentzug Auswirkungen erfahrt. Da dies essentielle Ereignisse sind,
denen Tumorzellen im Laufe des Wachstums so gut wie immer ausgesetzt sind,
ist die Betrachtung des Verhaltens von CD133 als Tumorstammzellmarker da-

bei informativ.

5.3.1 Die Auswirkung von Hypoxie auf Proliferation,
Morphologie und CD133-Expression

Des Ofteren konnte bereits gezeigt werden, dass die CD133-Expression in TICs
durch Hypoxie, wie sie meist innerhalb eines wachsenden Tumors auftritt, re-
versibel verstarkt wird (Griguer et al. 2008). Dabei werden die Stammzelleigen-
schaften der Tumorzellen erweitert (Wu et al. 2014a). Die erhohte Expression
von CD133 unter Hypoxie ist Folge einer Heraufregulation von HIF-1a und HIF-
2a (Sun et al. 2012, Ohnishi et al. 2013) und fuhrt zu einer gesteigerten Ag-
gressivitat des Tumors (Hashimoto et al. 2011). Die folgende Abbildung 5.1

zeigt schematisch den Mechanismus des HIF-Signalwegs.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des HIF-Signalwegs. Unter Normoxie wird HIF-1a
durch eine Prolinhydroxylase hydroxyliert. Hydroxyliertes HIF-1a wird erkannt und Uber den
Ubiquitin-Proteasom-Signalweg degradiert. Unter Hypoxie dimerisieren HIF-1a und HIF-1p und
translozieren in den Nukleus, wo sie mit HRE (hypoxia response element) interagieren sowie
den Transkriptions-Koaktivator p300 rekrutieren. Sodann wird die vollstandige Transkription
aller downstream Zielgene von HIF aktiviert, die das Zelluberleben, Motilitiat, Metabolismus und
Angiogenese regulieren (Irollo and Pirozzi 2013).

Aulerdem wird der Glykosylierungsstatus von CD133 durch hypoxische Bedin-
gungen verstarkt. Je nachdem, ob ein geeigneter Antikorper verwendet wird,
bleibt die Detektion von CD133 durch Maskierung des AC133-Epitops unter
Umstanden erfolglos. Moglicherweise ist das glykosylierte CD133 am Zelluber-
leben wahrend der Hypoxie vermittelten Apoptose beteiligt (Lehnus et al. 2013).
Es wurde beschrieben, dass auch die Proliferation und das Wachstum von
CD133" humanen TICs unter Hypoxie gesteigert sind. Die durch Hypoxie ver-
mittelte Erhdhung von CD133 fiihrt dabei zu einem Uberleben der Zelle durch
Anpassung an das neue Mikromilieu (Chettimada et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Zellli-
nien, auch CD133" Zellen wie HEK293 und HelLa, unter Hypoxie morphologisch
in vitro eine gedrangtere Form annehmen und mehr in Kolonien wachsen als
breit am Boden des KulturgefalRes verteilt. Auch die Proliferation unter Hypoxie
in vitro ist im Vergleich zu normoxischen Bedingungen vermindert. Durch-

flusszytometrisch zeigte sich ein Ruckgang der CD133-Expression bei 0,1% O-
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in den Zelllinien CaCo-2 und MDA-MB468. Da jedoch auch MHCI als ubiquitar
vorkommendes Oberflachenprotein durch Hypoxie vermittelt einen Ruckgang
verzeichnete, ist die verminderte Expression von CD133 nicht sicher verwert-
bar. Da eventuell ein zu starker Sauerstoffentzug gewahlt worden war, konnte
es sein, dass die Zellen ihren Stoffwechsel auf ein Minimum zurtckgefahren
haben und deshalb nicht, wie von anderen Autoren beschrieben, die Proliferati-
on durch Hypoxie vermittelten CD133 Anstieg gesteigert war. Zukunftig sollte
dieser Versuch maoglicherweise mit einem Sauerstoffgehalt von 1-3% durchge-
fuhrt werden (Hashimoto et al. 2011, Lehnus et al. 2013).

Interessant war vor allem der Vergleich der CD133-Regulation auf RNA-Ebene
anhand von qRT-PCR Ergebnissen. Bei CaCo-2 zeigte sich ein Anstieg der
CD133-Expression unter Hypoxie auf RNA-Ebene. Bei den ausgewahlten un-
tersuchten Genen, die moglicherweise durch CD133 reguliert sind, zeigte sich
kongruent zu den Microarray-Ergebnissen der HEK293 CD1337* angereicherten 7
len ein Anstieg von BACE2 und GATAZ2. Bei der Zelllinie MDA-MB468 konnte
eine leichte Heraufregulation von CD133 auf mRNA-Niveau festgestellt werden,
die jedoch nicht so signifikant war wie bei CaCo-2. Auch BAI3 und GATAZ2 zeig-
ten eine entsprechende Regulation, die aber ebenfalls nur sehr gering ausge-

pragt war.

Dass CD133 auf Proteinebene herunterreguliert, auf mMRNA-Ebene unter Hypo-
xie jedoch gestiegen war, kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen ist
eine fehlerhafte oder veranderte Translation der CD133 mRNA madglich, die
dazu fuhrt, dass das fertige Protein die Zelloberflache nicht erreicht. Zum ande-
ren kann durchflusszytometrisch die Detektion von CD133 durch Maskierung
des AC133-Epitops durch Glykosylierung unter Hypoxie verringert sein (Lehnus
et al. 2013). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass das synthetisierte Pro-
tein durch unbekannte mittels Hypoxie aktivierte Mechanismen intrazellular ver-
bleibt, nicht in die Zellmembran eingebaut wird und somit der Detektion in der
Durchflusszytometrie an nicht permeabilisierten Zellen entgeht. Auch eine feh-
lende Translation nach erfolgter Transkription bei einer Regulation der Genex-
pression durch miRNAs ist zu bedenken (Singh et al. 2011, Stroynowska-
Czerwinska et al. 2014). Wenn miRNAs jedoch eine Degradation der mRNA
verursachen, ist auch keine mRNA in der qRT-PCR messbar. Bei alleiniger
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Translationshemmung durch miRNAs bleibt die mRNA aber detektierbar. Die
Hemmung der Translation der mRNA wird entweder erreicht durch eine Spal-
tung mittels Endonukleasen, eine Repression der Translation oder durch ein
beschleunigtes decapping der mRNA (Valencia-Sanchez et al. 2006, Chen et
al. 2009, Yu et al. 2015). Dies wurde zu einem geringeren Nachweis des
CD133 Proteins bei weiterhin bestehender Synthese von CD133 mRNA fuhren
und erscheint somit als wahrscheinlichster Losungsansatz fur die vorliegenden

Ergebnisse.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Hypoxie eine wichtige Einfluss-
grolRe in der Mikroumwelt des Tumors darstellt und somit auch das Verhalten
von Zellen in Bezug auf die CD133-Expression und moglicherweise durch
CD133 regulierte Gene genauer erforscht werden sollte. Dies sollte bei zukunf-
tigen Versuchen unter geeigneten Sauerstoffwerten und unter Einbeziehung der
Zelllinie HEK293 CD133™ aneereichert gtattfinden.

5.3.2 Die Auswirkung von Nahrstoffentzug auf Proliferation,
Morphologie und CD133-Expression

Auch durch den Entzug von Nahrstoffen in vitro, d.h. einer Reduktion von nor-
malerweise 10% FCS im Medium auf 1% FCS, konnen die Zellen unter Stress
gesetzt werden und reale Gegebenheiten in der Mikroumgebung eines Tumors

simuliert werden.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die beiden untersuchten Zelllinien CaCo-2
und MDA-MB468 morphologisch ahnliche Eigenschaften wie unter Hypoxie. Die
Zellen nehmen in vitro eine eher gedrangte Form an und wachsen eng anei-
nander gedrangt in kleinen Kolonien. Die Proliferation war bereits nach 3 Tagen
restriktiver als unter normalen Nahrstoffbedingungen. Diese Auffalligkeit nahm
nach 5 Tagen noch weiter deutlich zu. Durchflusszytometrisch konnte ebenfalls
ein Ruckgang der CD133-Expression auf Oberflachenprotein-Ebene gezeigt
werden, der nach 5 Tagen noch starker war als nach 3 Tagen. In Zukunft soll-
ten fir Experimente, bei denen die Auswirkungen nach Nahrstoffentzug genau-
er betrachtet werden, eventuell auch Untersuchungen mit einem geringeren

Nahrstoffentzug, bspw. mit 3-5% FCS, durchgefuhrt werden.
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Insgesamt zeigten sich unter Nahrstoffentzug bezogen auf Morphologie, Prolife-
ration und CD133 Protein-Expression annahernd identische Ergebnisse wie im
vorangegangenen Experiment unter hypoxischen Bedingungen beschrieben.
Die verschiedenen Erklarungsansatze fur die Regulation der CD133-Expression

decken sich somit ebenfalls mit den in 5.3.1 aufgezeigten.

5.4 Veranderung der CD133-Expression durch Einleitung
der EMT

Wie anhand von HNO-Tumorzellen nachgewiesen, wird die EMT uber den Src-
Signalweg, eine Herunterregulation von E-Cadherin sowie Expression von Vi-
mentin eingeleitet und geht mit einer Erhdhung der CD133-Expression einher.
Dies fuhrt sowohl zu einer gesteigerten Invasionsfahigkeit und einem verbes-
serten Migrationsvermogen als auch zu einer erhohten Aggressivitat der Tu-
morzellen (Mandal et al. 2008, Chen et al. 2011, Ding et al. 2014). Mittels Ko-
lonkarzinomzellen konnte jedoch keine funktionelle Relevanz der CD133-
Expression im Hinblick auf die Malignitat und Metastasierungsfahigkeit der Zel-
len gezeigt werden (Horst et al. 2009b). Von Bedeutung konnte in diesem Zu-
sammenhang auch eine Untersuchung von Voon et al. sein: Ein Verlust der
RUNXS Funktion, wie es die Ergebnisse des vorliegenden Microarrays bei er-
hohter CD133-Expression zeigen, resultierte dabei in einer spontanen EMT in
gastralen Epithelzellen (Voon et al. 2012).

In dieser Arbeit wurde die EMT mittels TGF in CaCo-2 Zellen, die eine endo-
gene Expression von CD133 aufweisen, eingeleitet. Die Proliferation zeigte sich
nach 48 Stunden bei den behandelten Zellen vermindert, nach 72 Stunden je-
doch erhoht. Morphologisch konnte keine eindeutige Veranderung festgestellt
werden. Die mesenchymal veranderte Morphologie der Zellen war bei der Kon-
trollzelllinie A549 schon nach 48 Stunden sichtbar. Durchflusszytometrisch wur-
de eine leicht verringerte CD133-Expression detektiert, die jedoch statistisch
nicht signifikant war. Mittels qRT-PCR zeigte sich die Menge der CD133 mRNA
nach 48 Stunden fast unverandert, nach 72 Stunden geringfugig erhoht. Die
untersuchten mesenchymalen Marker stiegen zwar bei CaCo-2 durch die Zu-
gabe von TGFB um 40 bzw. 61%, jedoch nicht um ein Vielfaches, wie anhand
der Kontrollzelllinie A549 gezeigt werden konnte. Bei den A549 Zellen ver-
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zeichneten die mesenchymalen Marker einen Anstieg um das 4- bzw. sogar 8-

fache.

Insgesamt kann gesagt werden, dass die EMT bei der Zelllinie CaCo-2 in vitro
nicht ausreichend induziert werden konnte, was eventuell auch an der Wahl der
Zelllinie liegen konnte (Horst et al. 2009b). Denn nicht mit jeglicher Zellpopulati-
on lasst sich die EMT erfolgreich einleiten. Dies konnte daran liegen, dass ver-
mutlich nicht jede Zelllinie TGFB-Rezeptoren exprimiert. Ein Fehler im Ablauf
des Experiments lasst sich insofern ausschlieen als bei der Kontrollzelllinie
A549 die EMT erfolgreich gezeigt werden konnte und auch das TGF@ somit
funktionsfahig zu sein schien. Da, wie von manchen Autoren gegenteilig be-
schrieben, die CD133-Expression durch versuchte Induktion der EMT im Ver-
gleich zum Ausgangswert nicht erhoht war, kann davon ausgegangen werden,
dass weitere Faktoren sowie unbekannte Umstande fur die Induktion der EMT
einen Einfluss haben. Deshalb wurden auch keine weiteren Versuche hinsicht-
lich einer eventuellen Genregulation durchgefuhrt. Zukunftig sollte dieses Expe-
riment mit einer anderen Zelllinie, bspw. mit der endogen CD133-

exprimierenden Zelllinie MDA-MB468 wiederholt werden.

5.5 Verankerungsunabhangiges Wachstumsverhalten
verschiedener Zelllinien in vitro

Mittels eines Colony Formation Assay kann das verankerungsunabhangige
Wachstum von Zellen in vitro nachgestellt werden. Es wurde beschrieben, dass
CD133" Glioblastom-Zellen zwar Stammzelleigenschaften erflllen, aber nur
CD133" Tumorzellen zu einem verankerungsunabhangigen Wachstum fahig
sind (Beier et al. 2007). Die CD133" Zellen sind dabei nicht nur mit einer erhéh-
ten Bildung von Kolonien in Verbindung gebracht worden, sondern auch mit
verstarkter Motilitat und vermehrten Widerstand gegenuber Apoptose (Elsaba et
al. 2010). Ebenfalls gezeigt wurde eine Expression von GATA2 bei hamatopoe-
tischen Kolonien bildenden Zellen (Kaufman et al. 2001). Bemerkenswert ist
dies aufgrund der Heraufregulation des Transkriptionsfaktors GATA2 bei ver-
starkter CD133-Expression, wie in den Microarray-Ergebnissen von HEK293
CD1337* angereichert ga7eigt werden konnte. Auf der anderen Seite behaupteten
Shmelkov et al. jedoch, dass sowohl CD133 als auch CD133" metastatische
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Kolon-Karzinomzellen in vitro Kolonien bilden kdnnen und in vivo tumorigen
sind (Shmelkov et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit konnten oben beschriebene Ergebnisse bestatigt
werden. Bei der Zelllinie HEK293 CD133" @ndereichert zqigte sich eine signifikant
héhere Bildung von Kolonien als bei HEK293 CD133" @"erechert  Djaser Effekt
war bei der Wahl einer geeigneten Zellzahl zu Beginn des Experiments am ein-
deutigsten erkennbar. Dieses Ergebnis konnte darauf hindeuten, dass die
HEK293 CD133" Zellen ein aggressiveres Wachstum zeigen und damit in vivo
in einem Tumor die Fahigkeit zur Metastasierung besitzen. Anhand der gleichen
Zelllinie konnte bereits in vivo mittels immunodefizienten Mausen nachgewiesen
werden, dass HEK293 CD133* ane¢reichert gine hihere Tumorigenitat und Tumor
initierende Eigenschaften besitzen als HEK293 CD133" 2" (Canjs et al.
2013).

Mit den endogen CD133-positiven Mamma-Karzinomzellen MDA-MB468 wurde
das gleiche Experiment ebenfalls durchgefuhrt und es konnte eine ahnlich hohe
Bildung von Kolonien wie bei HEK293 CD133" angereichert fagtqestellt werden.
Leider gab es fur diese Zellpopulation keine Referenz, da ein mehrmaliger Ver-
such der Transfektion mit einer sShRNA gegen CD133 scheiterte. Dies sollte fur
zukunftige Experimente erneut mit einer weiteren shRNA versucht werden oder
eventuell mittels einer anderen Transfektionsmethode wie der lentiviralen
Transduktion. Des Weiteren ware auch die Methode des CRISPR/Cas9-
Systems fur zukunftige Untersuchungen eine sinnvolle Alternative. Die fur ande-
re Experimente verwendete Subpopulation MDA-MB468, die zweifach mit einer
CD133 siRNA transfiziert worden war, konnte in diesem Fall nicht verwendet
werden. Da fur einen 10 Tage dauernden Versuch die transiente Transfektion
nicht suffizient genug ist, waren eventuelle Unterschiede der Ergebnisse in bei-

den Zellpopulationen nicht sicher verwertbar gewesen.

5.6 Gewebeinvasion durch HEK293 CD133"* Zellen in
vitro

Durch ein Spharoid-Modell kann in vitro die Invasionsfahigkeit von Zellen nach-

gestellt werden. Dieses Modell ahmt die Mikroumgebung humaner Tumoren
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nach, da ein Gradient von Sauerstoff und Nahrstoffen hergestellt wird mit akti-
ven, invasiven Zellen am Rand des Spharoids und schlafenden oder sogar nek-
rotischen Zellen im Inneren des Zellverbunds (Naber et al. 2011). CD133" pri-
mare Gliom-Spharoide zeigen in vitro Invasionsvermogen sowie Stammzellei-
genschaften (Aaberg-Jessen et al. 2013) und aulRerdem eine hohere Kapazitat
fur Chemoresistenz, Migration und Tumorigenitat sowohl in vitro als auch in vivo
(Leng et al. 2013).

Anhand eines Fiboroblasten-Spharoids und eines HEK293 CD133" bzw.
CD133" Spharoids mit der geeigneten Zellzahl wurde in der vorliegenden Arbeit
das Invasionsvermodgen der HEK293 Zellen in den Fibroblastenzellverbund ge-
testet. Dabei wurden ahnliche Ergebnisse erzielt wie oben bereits von anderen
Autoren beschrieben. Es zeigte sich morphologisch ein stark unterschiedliches
Wachstumsverhalten der HEK293 Zellen. Die CD133" Sphéroide wuchsen in
einem lockeren Zellverband, der den Anschein machte, als ware er im Begriff
sich aufzulosen. Auch das entsprechende Fibroblasten-Spharoid zeigte Anzei-
chen einer Auflésung, vor allem an den Randbereichen, und aulRerdem eine
Invasion der HEK293 CD133" Zellen zwischen die einzelnen Fibroblasten mit
einer Auflosung der fibroblastischen Zell-Zell-Kontakte. Anders verhielt es sich
bei einem HEK293 CD133" Spharoid im Zusammenhang mit einem Fibroblas-
ten-Spharoid. Die HEK293 CD133" Zellen waren sehr dicht gedrangt, gaben die
engen Zellkontakte nicht auf und umwuchsen die Fibroblasten langsam, I6sten
die fibroblastischen Zell-Zell-Kontakte jedoch nicht auf und zeigten auch keine
Invasion zwischen die einzelnen Fibroblasten. Eine Kryokonservierung mit an-
schlieBender histologischer Aufarbeitung gelang aufgrund des geringen Zu-
sammenhalts der Spharoide, vor allem der HEK293 CD133" angereicherten 7gjan
leider nicht. Dies sollte Gegenstand zukunftiger Experimente sein, da dann vor
allem die Verteilung der CD133-Expression durch Anfarbung in einem einzel-

nen Spharoid genauer detektiert werden kann.

5.7 Ausblick

CD133, ein haufig untersuchter Tumorstammzellmarker, spielt eine wichtige
Rolle in diversen Tumorentitaten. Obwohl bekannt ist, dass verstarkte CD133-

Expression mit einer schlechteren Uberlebensprognose fiir den Patienten und
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einer erhohten Therapieresistenz einhergehen, ist auf molekularer und bioche-
mischer Ebene immer noch wenig Uber die Funktion und Signalwege von
CD133 bekannt. Durch weitere Arbeiten mit CD133 und ein besseres Verstand-
nis far das Molekul konnten in Zukunft spezifische, gegen CD133 gerichtete
Krebs-Therapien entwickelt werden, die zusatzlich moglichst auch noch indivi-

duell auf den Patienten zugeschnitten sein werden.

Das Verhalten CD133-positiver Zellen in vitro ist seit langerem im Fokus der
Forschung. In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe eines Spharoid-Modells
das Invasionsvermdgen vergleichend zwischen CD133" und CD133* @ngereicherten
HEK293 Zellen dargestellt werden. Fur das Tumorwachstum in vivo ist dies ei-
ne essentielle Eigenschaft der Zellen. Hier zeigte sich, wie schon von Elsaba et
al. beschrieben, eine grolRere Invasionskapazitat der CD133-positiven Zellen
(Elsaba et al. 2010). Sinnvoll fur zukunftige Arbeiten ware dabei auch die Un-
tersuchung endogen CD133-positiver Zellen. Daflur sollten dann auch mit
shRNA gegen CD133 transifizierte Zellen als Vergleichspopulation verwendet
werden. Dies konnte bspw. durch eine lentivirale Transduktion der Zelllinie er-
folgversprechend sein. Des Weiteren ware auch die Methode des
CRISPR/Cas9-Systems fur zukunftige Untersuchungen eine sinnvolle Alternati-
ve. Aullerdem sollte dann zusatzlich eine histologische Aufarbeitung der
Spharoide erfolgen, um die CD133-Expression genauer quantifizieren und loka-

lisieren zu konnen.

Es konnte gezeigt werden, dass auch das verankerungsunabhangige Wachs-
tum in vitro bei CD133-positiven Zellen im Vergleich zu CD133-negativen Zell-
populationen signifikant erhoht ist (Ricci-Vitiani et al. 2007). Dies stellt ebenfalls
eine wichtige Eigenschaft aggressiver Tumorzellen in vivo dar. In dieser Arbeit
konnte diese These mit Hilfe eines Colony Formation Assay erfolgreich Uber-
pruft werden. Reizvoll ware in der Zukunft unter anderem auch die Betrachtung
endogen CD133-positiver Zellen und einer gegen CD133 transfizierten Subpo-
pulation.

In vivo Experimente sind fur die genaue Charakterisierung der Zelleigenschaf-
ten unerlasslich. Anhand der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinie HEK293
CD1337+ angereichert 1 annte ein Unterschied durch die Hohe der CD133-

Expression hinsichtlich Tumorigenitat und Tumor initierendem Potential bereits
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festgestellt werden (Canis et al. 2013). Andere Autoren beschreiben hinsichtlich
der CD133-Expression jedoch keinen Unterschied im Potential der Tumorinitiie-
rung (Chen et al. 2011). Aus diesem Grund sollten fur zukunftige in vivo Arbei-
ten definitiv auch andere Zelllinien mit differierender CD133-Expression auf die

Kapazitat Tumoren zu bilden ausgetestet werden.

Auf molekularer Ebene sind bisher nur wenige Signalwege, in denen CD133
eine Rolle spielt, entdeckt worden. Unter anderem der Src-Signalweg (Chen et
al. 2011) sowie der PI3K/Akt- und Bcl-2-Signalweg (Ma et al. 2008) scheinen
regulativ in Zusammenhang mit CD133 zu stehen. Eine genauere Erforschung
dieser oder weiterer Signalwege sollte in Zukunft in den Fokus der Forschung

rucken.

Auch die EMT leistet einen signifikanten Beitrag an der Metastasierung und
dem Verhalten maligner Tumoren. Dabei zeigt CD133 ebenfalls haufig eine er-
hohte Expression (Ding et al. 2014). In dieser Arbeit konnte zwar kein Zusam-
menhang zwischen der EMT und CD133-Expression gefunden werden. Dieses
oder ein ahnliches Experiment sollte jedoch mit einer weiteren Zelllinie, wie

bspw. den endogen CD133-positiven MDA-MB468 Zellen, wiederholt werden.

Mittels eines Microarrays konnte die Genregulation ausgewahlter Gene bei
HEK293 CD1337* angereichert 5 sgewertet werden. Diese Ergebnisse konnten er-
folgreich in der konventionellen RT-PCR mit anschlieRender Gelelektrophorese
und auch in der qRT-PCR uberpruft werden. Bei anderen Zelllinien wie Hela,
MDA-MB468 und CaCo-2 zeigte sich bei den meisten Genen jedoch keine oder
nur eine geringe Regulation im Vergleich mit der Zelllinie HEK293 CD1337* 2"
reichert Die gréRten Ubereinstimmungen fanden sich dabei noch fiir MDA-MB468
Zellen. Die Wiederholung einer Microarray-Untersuchung mit einer dieser Zellli-
nien wurde zu valideren Ergebnissen und einer noch besseren Vergleichbarkeit
mit den bereits vorliegenden Microarray-Daten fiir HEK293 CD1337* angereichert
fuhren. Dann konnten eventuell in 2 Zelllinien durch verschiedene CD133-

Expression identisch regulierte Gene noch tiefgreifender untersucht werden.

Die Wichtigkeit der Erforschung des Stammzellmarkers CD133 zeigt sich einer-
seits anhand des haufigen Vorkommens dieses Markers in diversen Tumorenti-
taten und andererseits in der geringen physiologischen Funktion des Proteins,

da bei Ausfall des Gens durch Mutation in vivo aul3er einer Degeneration der
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Photorezeptoren im Auge, die zum Krankheitsbild der Retinitis pigmentosa
fuhrt, keine weiteren Pathologien auftreten (Zacchigna et al. 2009). Aus diesen
Grunden scheint CD133 fur eine spezifische anti-tumordse Therapie aullerst

geeignet zu sein.
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6 Zusammenfassung

Das Tumor-assoziierte Antigen CD133 wurde erstmals 1997 im Zusammen-
hang mit CD34" hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen beschrieben
(Miraglia et al. 1997). Spater wurde beschrieben, dass das Glykoprotein CD133
auch an der Oberflache von Zellen diverser Tumorentitaten exprimiert wird.
Dies wurde in letzten Jahren genutzt, um TICs (tumor initiating cells) zu isolie-
ren und anschlieend naher zu charakterisieren (Singh et al. 2003). Ein gerin-
geres Gesamtuberleben fur den Patienten bei starker CD133-Expression sowie
eine hohere Resistenz gegenuber Chemotherapeutika wurden bereits mehrfach
beschrieben (Bourguignon et al. 2014, Oliver et al. 2014, Wang et al. 2014). Da
TICs als ursachlich fur Tumorinitiierung, Metastasierung und Rezidiv betrachtet
werden, sind sie Gegenstand der Krebsforschung und von bedeutendem Inte-
resse in der Medizin. Trotz aller Bemuhungen ist Uber die Funktion und Signal-
wege von CD133 auf molekularer und biochemischer Ebene bis heute wenig
bekannt. Da das ubergeordnete Ziel die Entwicklung spezifischer gegen CD133
gerichteter Therapien ist, werden weiterhin grof3e Anstrengungen in der Erfor-

schung von CD133 unternommen.
Folgende Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit erzielt werden:

Mit der Durchfihrung eines Microarrays wurden potentielle Zielgene von CD133
identifiziert. Dies wurde durch Verwendung von HEK293 Zellen ermittelt, die mit
einem CD133-Expressionsplasmid transfiziert worden waren. In einem zweiten
Schritt waren die Zellen durchflusszytometrisch nach hoher und niedriger
CD133-Expression sortiert worden. In der vorliegenden Arbeit konnte die Erfolg-
reiche Sortierung nach CD133-Expressionslevel mittels gRT-PCR fur diese Zell-
linie bestatigt werden. Bei der Untersuchung weiterer Zelllinien wie HelLa, Ca-
Co-2 oder MDA-MB468 zeigte sich jedoch haufig keine bzw. nur eine geringe
Regulation, die mit den Microarray-Daten Ubereinstimmte. Die grofRte Korrelati-
on der Genregulation mit HEK293 CD133* angereichert zaiate sich fiir die Zelllinie
MDA-MB468.

Ebenfalls konnte in dieser Arbeit das Verhalten der CD133-Expression unter

Zellstress wie Hypoxie oder Nahrstoffentzug in vitro gezeigt werden. Unter die-
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sen Bedingungen sinkt die Expression von CD133 auf der Zelloberflache, steigt
jedoch auf mRNA-Niveau. Aullerdem zeigen die Zellen eine eingeschrankte
Proliferation und leicht veranderte Morphologie im Sinne einer verminderten,
kugelférmigen Oberflache sowie verminderter Adharenz am Boden der Kultur-
schale. In der qRT-PCR mit Gesamt-RNA der Zelllinie CaCo-2 zeigten die Gene
BACE2 und GATAZ2 eine zu CD133 entsprechende Regulation. Ein besonderes
Augenmerk sollte dabei in Zukunft auf GATA2 gelegt werden, da es bei allen
untersuchten Zelllinien unter Hypoxie CD133-abhangig gleichermalien reguliert

war.

Die EMT konnte bei der Zelllinie CaCo-2 nicht erfolgreich eingeleitet werden
und somit auch keine Aussagen uber die CD133-Expression getroffen werden.
Von anderen Autoren wurde jedoch bereits eine Heraufregulation von CD133
wahrend der EMT anhand einer Pankreaskarzinom-Zelllinie beschrieben (Ding
et al. 2014).

Das verankerungsunabhéngige Wachstumsverhalten der HEK293 CD1337* 2"9¢-

reicherten Zellen in vitro zeigte eine signifikant héhere Kolonien-Bildung bei der
CD133-positiven Subpopulation sowie ein ebenfalls hohes Wachstum bei der
endogen CD133-positiven Zelllinie MDA-MB468.

Mittels eines Spharoid-Modells wurde das Invasionsvermdogen von HEK293
CD1337* angereicherten 7qjan betrachtet. Auch hier zeigte sich ein héheres invasi-
ves Potential, also aggressiveres Verhalten, in das Fibroblasten-Spharoid bei

den CD133-positiven Zellen im Vergleich zur CD133-negativen Subpopulation.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der ver-
schiedenen Experimente in Einklang mit einer Heraufregulation von CD133 un-
ter Zellstress, Tumorinitiierung sowie -progression und Metastasierung stehen.
Dies deckt sich mit der von verschiedenen Forschungsgruppen postulierten Re-
levanz der erhohten Expression von CD133 in Bezug auf diverse Tumorentita-
ten. Eine durch CD133 hervorgerufene Genregulation und Veranderung zellula-
rer Signalwege sollte zum besseren Verstandnis der Karzinogenese im Fokus
kunftiger Untersuchungen stehen, um detaillierte Einblicke in die Tumorgenese

in Zusammenhang mit dem Tumormarker CD133 erhalten zu kdnnen.
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