VALIDIERUNG GEEIGNETER ENTWICKLUNGSABHANGIGER
EXPRESSIONSMARKER FUR EIN STAMMZELLASSOZIIERTES,
SPHAROIDES IN-VITRO-KULTURSYSTEM HOCHGRADIGER
GLIOME

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades

doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultat der

Friedrich-Schiller-Universitat Jena

von Fritz Paul Klippel

geboren am 02. Dezember 1985 in Gorlitz



Gutachter

1. Prof. Dr. med. habil. Christian Ewald, Jena

2. Priv.-Doz. Dr. med. Bernd F.M. Romeike, Jena

3. Prof. Dr. med. habil. Christian Mawrin, Magdeburg

Tag der offentlichen Verteidigung: 07.03.2017



Es ist nicht das Wissen, sondern das Lernen,
nicht das Besitzen, sondern das Erwerben,
nicht das Dasein, sondern das Hinkommen,

was den grofiten Genufl gewihrt.

Carl Friedrich Gaufl
(1777 - 1855)



Inhaltsverzeichnis

[T = LESAVZ=T .= [od 4T o | \'
AbBKUrzungsverzeiChnis ... e Vil
AV 10 0100101 T 1] Vo IX
I =1 1 41 = T o 1
1.1 Das Glioblastoma multiforme.............ooooiiiiiii e 1
1.2 Symptomatik, Diagnose und Therapie.............ceeieeiiiiiiiiiicceee e 3
1.3 StammMzellNYPOthESE ......eieeeee e 5
1.4 Etablierte Entwicklungsmarker ...........cooooiiiiii i 7
1.4.1 Potenzielle Stammzellmarker CD133 und Musashi-1...........ccccccoevinnnne 7
14.2 Pluripotenzfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog..........cccceeveeeviieiiiiiiiiieeeeeeee, 8
14.3 Entwicklungsspezifische Marker ..o 10
1.4.31 Oberflachenrezeptor Notch-1..........coooimiiiiiii e 10
1.4.3.2 Die Intermediarfilamente Nestin, GFAP und Vimentin ............... 10
1.5 Spharenkulturen und deren ASSAYS..........uuuueeeeeiiiiiiiiiiieeiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 11
2 Problemstellung und Ziele der Arbeit ..o, 14
BT T {3 Ve Y [ P 15
3.1 Material Und Gerate..........ooooiiiiiiiii 15
3.2 Methodik der TumorzellKultivierung ..., 22
3.2.1 TUMOIZEITINIEN ... 22
3.2.2 Herstellung adharenter PrimarzellKultur ... 23
3.2.3 Herstellung von Zellkulturen mittels Stammzellisolationsprotokoall ........ 23
3.24 Versuchsaufbau ...........oooiviiiiiiiiiiiiiii 24
3.2.5 Kultivierung und Beurteilung der Zellkulturen.................ooovviiiiiiiieeiennee. 25
3.3 Physiologische und morphologische Charakterisierung von Zell- und

ST 0] 4= 1=T 0] (0 1 (8 =T o USSR 26
3.3.1 ZellviabilitatsS-ASSaY ......coooiiiiiiiei 26




Inhaltsverzeichnis

3.3.2 MigrationSaNalYSE .........uiiiiiiiie e 27
3.3.3 Morphologische Charakterisierung der Zellkulturen per
Immunfluoreszenzfarbung............oooviiiiiiie e 28
3.4 GENEXPreSSIONSANAIYSE .....uuiii i a e e e eanaes 30
3.4.1 RNA-ISOIAHON ... 30
3.4.2 Reverse Transkription ............ooi oo 31
3.4.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR)........cccooeeiiieiiiiiiiieeeenn. 31
3.4.4 F U= o (1 T U 32
3.5 StatistisSChe ANAlYSE ........iee e 33
L S 1 o [=] o 1= - 34
4.1 Betrachtung physiologischer Parameter der Vergleichsgruppen................. 35
4.1.1 SPhArenbIldUNG .....oeeiiiee e 35
4.1.2 MTT-ViabilitatsanalySe........cccoeeiiiiiiieee e 37
4.1.3 MigrationSaNaAlYSE ........uuiiiiiiiie e 38
4.2 Morphologische Charakterisierung beider In-vitro-Systeme ........................ 40
4.2.1 (O] B 1 USSR 41
422 SOXZ .t e e 44
4.2.3 GFAP, Nestin und VIimentin ... 45
424 KIB7 ..ottt e e e e e e et e e e e e e e e e annnes 48
4.3 Ergebnis der GenexpressionsanalySe ... 48
4.3.1 Expressionsquantifizierung der analysierten Marker...................oeueee.e. 48
4.3.2 Expressionsratio gegenuber den isolierten Tumorspharen (Gr.T) ........ 50
4.3.3 Korrelationsbeurteilung ..............oeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
£ T B = QU L= T o 53
5.1 Methodische BeWertung ..o, 53
5.2 KerNauSSAgEN ......cooiiiiiiii e 56
5.2.1 Physiologisch-phanotypische Gegenulberstellung...............oevvviieeinnneeee. 57
5.2.2 Einordnung der Immunfluoreszenz- und Genexpressionsergebnisse... 60




Inhaltsverzeichnis

5.2.3 Einordnung der stammzellisolierten Spharen (Gr.T) bezuglich ihres
Differenzierungsstandes ............oooeviiiiiii i, 62
524 Resultierende ZielmMarker ...............ueveieiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 65
5.3 FANUE] o] o] = RS 68
(ST STod o1 [T T3 0] [ = U Ty ' O 70
N 0] T Y T 71
l. LiteraturverzeiChnis ... 71
Il. AbbildungsverzeiChnis ... 85
1. TabellenVerzeiChNis ... ... 86
V. 2= a1 =T [ | Lo P 87
V. LEbENSIAUS ... 88
VI. Ehrenwortliche ErkIArung .......cooooo oo 89

VI



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

°C

Hg

ul
5-ALA
Abb.
Amax
bFGF
CD
cDNA
Ct

DMEM
DMSO
DNA
DTT
EBSS
EDTA
EGF
Emax
FBS
Gr.

Gy

h
HBSS
HCL
IDH1/2
KDa
LSM
M

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

5-Aminolavulinsaure

Abbildung

Absorptionsmaximum

Basic fibroblast growth factor, Fibroblasten-Wachstumsfaktoren 2
Cluster of differentiation

complementary DNA, komplementare DNA
cycle threshold

Tag

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Dithiothreitol

Earle's Balanced Salt Solution
Ethylendiamintetraessigsaure

Epidermal Growth Factor, epidermaler Wachstumsfaktor
Emissionsmaximum

Fetal bovine serum, fetales Kalberserum
Gruppe

Gray

Stunde

Hank's Balanced Salt Solution

Salzsaure

Isocitrat-Dehydrogenase 1/2

Kilodalton

Laser Scanning Mikroskope

Molar, Stoffmengenkonzentration

VI



Abkurzungsverzeichnis

mg Milligramm

MGMT 0-6-methylguanin-DNA-Methyltransferase

ml Milliliter

mM Stoffmengenkonzentration, entspricht mmol/Liter
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

mMRNA messenger Ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsaure
mTOR mechanistic Target of Rapamycin

n Anzahl

NaCl Natriumchlorid

NCBI National Center for Biotechnology Information

nm Nanometer

OD Optische Dichte

p Signifikanz

PAS Periodic Acid Schiffs

PBS Phosphate buffered Saline

PCR Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
PDL Poly-D-Lysin

PTEN Phosphatase and Tensin homolog

R Ratio

rpm Revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
RT-gPCR quantitative Echtzeit- Polymerasekettenreaktion

S Sekunde

SPSS Statistical Package for the Social Sciences

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

Tab. Tabelle

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

VE Volumeneinheit

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor, Endothelwachstumsfaktor
WHO World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation

englische(r) Bezeichnung oder Eigenname, deutsche Bezeichnung

VI



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Um weiterflUhrende, personalisierte Therapien flr hochgradige Gliome bzw.
Glioblastome zu entwickeln, sind geeignete In-vitro-Modelle unumganglich. Ein
interessantes System stellt die Kultivierung von Zellen in stammzellassoziierten
Spharenformationen mit dem Oberflachenprotein CD133 als Stammzellmarker dar.
Jedoch sind in den letzten Jahren mehrere Studien verdffentlicht worden, in denen
CD133 als potentieller Stammzellmarker in Frage gestellt wird.

Ziel dieser Arbeit ist es, ein stabiles Spharenkultursystem aus humanen hochgradigen
Gliomen zu erzeugen und Unterschiede zu herkdmmlichen Kultivierungsmethoden
unter Berucksichtigung etablierter Entwicklungsmarker zu beurteilen.

Zeigen sich im Hinblick auf Expression und Verteilung von entwicklungsspezifischen
Markern Unterschiede in Abhangigkeit vom Kultursystem? In welchen Kulturen sind

die sogenannten Stammzellmarker verstarkt exprimiert?

Diesbezlglich wurden vier Gruppen miteinander verglichen. Gruppe T
(Tumorsphéren) wurde aus OP-Frischresektaten auf Grundlage eines beschriebenen,
nach Zellgrof3e und -dichte selektierenden Stammzellisolationsprotokolls erzeugt. Als
Vergleichsgruppen dienten vormals differenzierte Gliomkulturen (Sphéreninduzierte,
Gr.Vs, n=6) und kommerzielle Zelllinien (Gr.Vz, n=4). Zellen dieser drei Gruppen
sollten durch ein spezielles serumfreies Sphdrenmedium Spharenformationen
erzeugen. Die vierte Gruppe Vp (Primarkulturen, n=6) stellten die adharenten
Gliomkulturen im serumhaltigen Differenzierungsmedium.

Folgende Marker wurden mittels RT-gPCR untersucht: die beschriebenen
Stammzellmarker CD133 und MUSASHI-1, die Pluripotenzmarker NANOG, SOX2,
OCT4 sowie NESTIN, NOTCH-1 und als entwicklungsspezifischer Marker GFAP.
Zusatzlich wurden der Metabolismus (MTT-Assay) und die Migrationsfahigkeit (24h-
Assay) in den Spharengruppen sowie ausgewahlte phanotypische Marker (CD133,
Sox2, Nestin, GFAP, Vimentin, Ki67) mit Immunfluoreszenzanalyse zur Kontrolle des

Spharen- und Differenzierungsstadiums in allen Gruppen betrachtet.

Eine Spharenformation im serumfreien Spharenmedium gelang in allen Gruppen. Gr.T
unterschied sich auf physiologischer und molekulargenetischer Ebene von den
Vergleichskulturen. Diese bendtigte signifikant langer, um Spharen zu generieren (14

Tage gegenuber ca. 2-3 Tagen), besal} eine um den Faktor 10 geringere metabolische
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Aktivitat und eine verstarkte Tendenz zur Migration gegenuber den Vergleichsgruppen
Gr.Vs und Vz.

In allen Gruppen lielden sich Uber Immunfluoreszenzfarbungen CD133, Sox2 sowie
Nestin, GFAP wund Vimentin in Spharen- und differenzierten Kulturen in
unterschiedlicher Auspragung nachweisen. Dabei nahmen die Expression von CD133
und Sox2 im Zuge der jeweiligen Differenzierung ab und die der Intermediarfilamente
zu. Spharenstadium und Differenzierung konnten hierbei in allen Fallen bestatigt

werden.

Das mRNA-Expressionsmuster der Gr.T (n=5) hob sich durch eine verstarkte,
weitgehend signifikante Expression der Marker MUSASH-1, NESTIN, NOTCH-1 sowie
GFAP von den drei Vergleichsgruppen ab. Eine CD133-Expression liel3 dagegen keine
Unterscheidung der vier Gruppen untereinander zu. SOX2, NANOG und OCT4 waren

nicht reguliert.

Nach diesen Daten ist die Spharenbildung als alleiniges Kriterium flr die In-vitro-
Beurteilung von stammzellahnlichen Tumorzellen nicht ausreichend. Die anhand des
Stammzellisolationsprotokolls  erzeugten  Kulturen  (Gr.T)  zeigten  eher
stammzellassoziierte  physiologische und genetische Merkmale als die
sphareninduzierten Kulturen und sind folglich bei zukunftigen Arbeiten, welche auf
stammzellassoziierten Spharen-Assays abzielen, zu praferieren.

So fand sich auf Seiten dieser Tumorspharen (Gr.T) die starkste Expression des
potentiellen Stammzellmarkers MUSASHI-1 auf mRNA-Ebene, der demnach als
geeigneter Referenzmarker fur weiterfihrende Analysen betrachtet werden kann.
Zusatzlich scheint der verstarkten NESTIN- und NOTCH-1-Expression auf mRNA-
Ebene in stammzellassoziierten Spharenkulturen eine besondere Bedeutung

zuzukommen.




1 Einleitung

Hochgradige Gliome sind Tumore des Zentralnervensystems selbst und grenzen sich
von Meningeomen sowie von Metastasen hirnferner Tumore ab. Die Einteilung
zentraler Neoplasien erfolgt nach den Vorgaben der Weltgesundheitsorganisation.
Diese unterteilt grob in niedriggradige (I-11) und hochgradige (lll-IV) Gliome (Louis et
al. 2007).

Histologische Kriterien flir hochgradige Gliome umfassen eine hohe Mitoseaktivitat mit
ausgepragten Kernatypien und Invasivitat ins umliegende Parenchym. Diese
aggressiven Tumore gehen mit einer schlechten Prognose einher (Rees et al. 1996).
Gliome stellen insgesamt 25% aller Neubildungen im Bereich des
Zentralnervensystems und sind gleichzeitig die haufigsten hirneigenen malignen
Neoplasien. Ihnen gemein ist der Ursprung aus ansassigen Glia(vorlaufer)zellen, aus
welchen sich in der Tumorgenese Astrozytome, Oligodendrogliome oder
Oligoastrozytome entwickeln. Diese sind bezuglich ihrer Behandlung und Prognose
nur bedingt vergleichbar (Masui et al. 2012). Unter den neuroepithelialen Tumoren tritt
das Glioblastoma multiforme (WHO Grad 1V) als klinisch aggressivste Geschwulst in
seiner Haufigkeit sowie seinem klinischen Verlauf hervor und sei im Weiteren

vordergrindig betrachtet.
1.1 Das Glioblastoma multiforme

Der haufigste hirneigene maligne Tumor des Erwachsenenalters (45%) nimmt seinen
Ausgang von ansassigen Astrozyten bzw. deren Vorlaufern und ist klinisch durch einen
raschen Krankheitsverlauf charakterisiert. Das Glioblastoma multiforme tritt bei einer
Gesamtinzidenz von 3 - 4/100.000 Personen vorzugsweise in den Grof3hirn-
hemispharen, dabei prozentual absteigend im Frontal- (26%), Temporal- (20%) und
Parietallappen (12%) auf (Ostrom et al. 2013).

Es ist gekennzeichnet durch sein schnelles, destruktives Wachstum ins umliegende
Parenchym, histologisch charakterisiert durch Pseudopalisadenbildung, diffusen und
vor allem zentralen Nekrosen in Verbund mit intensiver Neovaskularisation und
fortschreitender Infiltration des Parenchyms (Abb. 1), nicht selten Gber den Balken in
die kontralaterale Hemisphare (Louis et al. 2007). Eine genetische Pradisposition liegt

in den wenigsten Fallen vor. Im Rahmen bestimmter familidrer Tumorsyndrome, wie
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Neurofibromatose 1 und 2, Li Fraumeni-, Hippel-Lindau- oder Turcot-Syndrom, wird

ein vermehrtes Auftreten beschrieben (Reuss und von Deimling 2009).

Abb. 1: Hamatoxylin-Eosin-Farbung, Glioblastom
Charakteristisches histologisches Bild mit Pseudopalisaden [>] und Neovaskulisation [- ->].
(Préparat Klinik fiir Neurochirurgie, Universitétsklinikum Jena)

Fir die groRe Mehrzahl der Félle liegt die Atiologie, wie allgemein bei Gliomen, viel
mehr in multifaktoriellen genetischen bzw. epigenetischen Veranderungen (Phillips et
al. 2006, Gaudet et al. 2003). Unerkannte Umwelteinfliisse (Lehrer 2010, Scott und
Jinot 2011), Infektionen mit Viren (Tsutsui 2009, Miller 2009) und individuelle
Pradisposition scheinen ebenso eine Rolle zu spielen.

Als bekannte charakterisierende genetische Mutationsmuster seien EGF-Rezeptor-
und PI3-Kinase-mTor-Signalwegamplifikationen, Tumorsuppressorinaktivierungen,
wie TP53- und PTEN-Mutationen, chromosomale 1p/19g-Deletionen (Masui et al.
2012, Yang et al. 2010), IDH-1/2 (Yan et al. 2009) und die MGMT-Promoter-
Hypermethylierung genannt (Stupp und Weber 2005).

Pathogenetisch unterscheidet man in primare und sekundare Glioblastome. Erstere
entstehen - de novo - ohne nachweisbare vorangegangene Lasion, wohingegen
sekundare Glioblastome aus niedrig malignen Gliomen, wie diffusen Astrozytomen
(WHO Grad Il) unter Zunahme genetischer Aberrationen im Krankheitsverlauf Uber das
anaplastische Astrozytom (WHO Grad Ill) bis hin zum sekundaren Glioblastom (WHO
Grad 1V), hervorgegen. Beide sind histologisch wie klinisch nicht voneinander
separierbar, jedoch von unterschiedlicher genetisch-kausaler Atiologie (Ohgaki und
Kleihues 2013, Scherer 1940).

IDH1- und TP53-Mutationen sind Marker fur sekundare Glioblastome bzw.

anaplastische Astrozytome, die eher von einer Progenitorzelle ihren Ausgang nehmen.

2
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Andererseits gehen EGF-Rezeptor-Uberexpression, PTEN-Mutationen und
spezifische Aberrationen des Chromosom 10 mit dem neunfach haufigerem primaren
Glioblastoma multifome einher (Ohgaki und Kleihues 2013).

Seltenere Untergruppen lassen sich histologisch separieren, so z.B. in das dem
Glioblastom genetisch nahestehende Gliosarkom oder das Riesenzellglioblastom mit
eher anaplastischer Pragung (Louis et al. 2007).

Weiterhin erwahnt seien unter den hochgradigen Gliomen das anaplastische
Oligoastrozytom, das anaplastische Oligodendrogliom wie auch das anaplastische
Ependymom (Masui et al. 2012). In der zukinftigen Uberarbeiteten WHO-Klassifikation
wird der zunehmenden Bedeutung molekularer Marker Rechnung getragen

(Vigneswaran et al. 2015).

1.2 Symptomatik, Diagnose und Therapie

Die Patienten werden typischerweise durch erstmalig aufgetretene fokale oder
generalisierte Krampfanfalle im mittleren Alter, neurokognitive Defizite, neurologische
Herdzeichen oder durch Hirndrucksymptomatik auffallig.

Goldstandard der Diagnostik ist derzeit die Magnetresonanztomographie (MRT) mit
und ohne Kontrastmittel in drei Ebenen (Abb. 2), in der die entsprechenden
raumfordernden Lasionen mit girlandenférmigen Kontrastmittelanreicherungen der
Rander, zentralen Nekrosen und perifokalem Odem dargestellt werden (Macdonald
et al. 1990, Wen et al. 2010, van den Bent et al. 2011).

Abb. 2: Magnetresonanztomographieaufnahme

Glioblastom im rechten Frontallappen einer 62-jahrigen Patientin, [A-C] T1-gewichtete
Transversal-, Sagittal- und Coronalaufnahme. (mit freundlicher Genehmigung des Instituts fiir
diagnostische und interventionelle Radiologie, IDIR, Sektion Neuroradiologie des

Universitéatsklinikums Jena)
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Die magnetresonanztomographisch dargestellten Grenzen spiegeln jedoch nicht die
eigentliche Ausdehnung des Tumors wider. Zur Beantwortung besonderer
Fragestellungen zu  Differenzialdiagnosen oder  Tumorinvasion  kdnnen
nuklearmedizinische Zusatzuntersuchungen, wie Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT) und Positronen-Emissions-Tomographie
(PET), hinzugezogen werden (la Fougere et al. 2011).

Die derzeitige Therapie umfasst die chirurgische (Teil-)Resektion bzw.
Befundsicherung mit anschlieiender Radio-Chemotherapie. Ziel des operativen
Eingriffes ist, nach Moglichkeit und unter Berlcksichtigung eloquenter Hirnareale, die
Entfernung des in der Bildgebung dargestellten Tumors, wobei eine histologisch
komplette Resektion aufgrund des diffusen Charakters der Erkrankung nicht moglich
ist.

Die anschlieliende kombinierte Radio-Chemotherapie erfolgt nach dem Stupp-
Schema (Stupp et al. 2009) mit dem alkylierenden Zytostatikum Temozolamid in sechs
Zyklen, wahrend beim Rezidiv patientenindividuell reevaluiert werden kann und
Nitroseharnstoffe als Reserve und Bevacizumab als Kombinationspraparat zur
Verflgung stehen (Gilbert et al. 2014). Temozolamid nimmt eine Sonderstellung ein,
da es bei guter Vertraglichkeit einen, in randomisierten Studien belegten, positiven
Effekt auf das Gesamtiberleben hat, insbesondere bei Methylierung der
Promoterregion des DNA-Reperaturenzyms 0-(6)-methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT) auf Chromosom 10p26q (Stupp und Weber 2005, Stupp et
al. 2009). Die Radiatio erfolgt fraktioniert bis zu einer Gesamtdosis von 60Gy (Weller
2015) .

Die Standardtherapie bei anaplastischen Astrozytomen entspricht der des
Glioblastoms. Anaplastische Oligodendrogliome mit der 1p/19g-Kodeletion besitzen
eine etwas gunstigere Prognose und werden kombiniert mit alkylierenden
Chemotherapeutika  (Procarbazin,  Lomustin,  Vincristin) erganzend  zur
Strahlentherapie behandelt (Idbaih et al. 2007).

Nichtsdestoweniger ist das Therapieansprechen, wenn nicht schon primar, spatestens
jedoch beim auftretenden Rezidiv aufgrund einsetzender Resistenz (Croteau und
Mikkelsen 2001) mit einem 5-Jahresuberleben von weniger als 5% insuffizient (Bansal
und Banerjee 2009, Ostrom et al. 2013) und die Prognose fur den Patienten aller Regel

nach schlecht (Buckner et al. 2007). Das mittlere Uberleben beim Glioblastom verharrt
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derzeit trotz jahrelanger intensivster Forschung ernuchternd zwischen 12 bis 14

Monaten, bei den Gliomen Grad Ill wenige Monate mehr (Ostrom et al. 2013).

1.3 Stammzellhypothese

Als ein Grund flr dieses Therapieversagen werden so genannte stammzellahnliche
oder ,potentielle Tumorstammzellen® postuliert, die das maligne Geschehen nicht nur
mafgeblich unterhalten, sondern mit ihrer Chemo- und Strahlenresistenz einen
Escape-Mechanismus flr den Tumorprogress erzeugen sollen (Reya et al. 2001).
Stammzellen per se definieren sich nach gewissen Eigenschaften: Immortalitat,
Selbsterneuerung und der Fahigkeit in das entsprechende Organgewebe kontrolliert
auszudifferenzieren, um dieses kontinuierlich zu erneuern (Dalerba et al. 2007).

Im Hirn werden physiologische Regionen beschrieben, in denen eine erhohte Dichte
an neuronalen Progenitorzellen zu finden ist, wie beispielsweise in der
subventrikularen Zone der Seitenventrikel oder der subgranularen Zone des Gyrus
dentatus. Diese Zellen bilden in vitro kugelformige Gebilde (Spharen), die in
Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone differenzieren kdnnen (Uchida et al. 2000).
Sie migrieren vermutlich anhand chemokiner bzw. zytokiner Signalgebung aus Arealen
wie dem Gyrus dentatus in beschadigte Parenchymareale oder sind in der Lage,
anhand eines festgelegten Migrationsstroms, Zellpopulationen zu ersetzen, wobei
diese Zellen offensichtlich eine erhebliche Rolle beim Erhalt der Lernfahigkeit spielen
(Christie und Turnley 2012, Pastrana et al. 2011). Dabei sehen u.a. Germano et al.
zusammenfassend diese subventrikulare Zone mit ihren physiologischen Stammzellen
auch als Ausgangspunkt der Entwicklung von malignen hirneigenen Tumoren
(Germano et al. 2010), da diese Nischen haufig einen raumlichen Zusammenhang,
insbesondere beim Glioblastom, aufweisen (Uchida et al. 2004, Walker et al. 2011).
Die obigen Eigenschaften uberschneiden sich augenfallig mit den Kennzeichen der
Karzinogenese, wie unbeschrankter Replikation, ausgeschalteter
Apoptosemechanismen und Invasionsfahigkeit (Hanahan und Weinberg 2000).
Bereits 2001 entstand der Gedanke, dass die Entwicklung von Gliomen Ausdruck einer
Stammzelldysregulation sei (Reya et al. 2001). So zeigte sich in vitro bei glialen
Vorlauferzellen eine  erhdhte  Transformationsanfalligkeit, verglichen  mit
ausdiffernzierten Astrozyten (Holland et al. 2000).

In der vergangenen Dekade haben sich die Daten zu dieser Zellsubpopulation erhartet,

sodass diesen stammzellahnlichen Zellen eine herausragende Stellung bezuglich der
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Unterhaltung des Tumorgeschehens zugesprochen werden konnte. Weniger klar ist
hingegen die Herkunft dieser Zellen. Der Ursprung der stammzellahnlichen Tumorzelle
ist Gegenstand kontroverser Debatten (Clarke et al. 2006). Es werden hierbei mehrere
kausale Mdglichkeiten diskutiert: die Genese aus differenzierten Zellpopulationen oder
aus Vorlauferzellen oder aus physiologischen adulten Stammzellen des lokalen
Organs (Germano und Binello 2014, Clarke et al. 2006).

Diese speziellen Zellen sind in der Lage Stammzellfaktoren zu exprimieren, die in
Zusammenhang mit Selbsterneuerung und Immortalitat stehen. Gleichzeitig wird
davon ausgegangen, dass sie im Zuge von asymmetrischen Zellteilungen (Lathia et
al. 2011) Ausgangspunkt flr eine weitaus gréRere, nicht immortale Tumormasse sind
sowie gleichzeitig ihre eigene Population stabil halten und so eine intratumorale,
genetisch abgrenzbare Zellhierarchie erzeugen (Houghton et al. 2007, Lottaz et al.
2010).

heterogener Gesamttumor Rezidiv

F'rogenitor-f
Vorlauferzelle

o O

Tumorzelle mit
Stammzell-
eigenschaften

Abb. 3: Modell zur Tumorunterhaltung

Ausgehend von einer Tumorzelle mit Stammzelleigenschaften wird ein proliferierendes
Geschehen unterhalten, wobei die Gegenwart von Progenitorzellen unklar ist. Therapien oder
strapaziése, intratumorale  Bedingungen flhren zur  Selektion  aggressiverer
Tochterpopulationen bei immortaler Tumorstammzellpopulation (Abbildung angelehnt an
Clarke et al. 2006, Houghton et al. 2007, Lathia et al. 2011, Lottaz et al. 2010).

Die Stammzellhypothese bedeutete einen Paradigmenwechsel in der onkologischen
Therapiestrategie, die von einer homogenen Tumorpopulation ausging. Sie fuhrte zur
Erforschung spezifischer Eigenschaften dieser stammzellahnlichen
Tumorstammzellpopulation fur die kunftige Etablierung stammzellspezifischer
Therapien (Bernstein 2007, Clarke et al. 2006).

Eine allgemein vereinbarte Definition fur stammzellahnliche bzw. Stammzellen in
Tumoren existiert nicht. Als weitgehender Konsens gelten die, wie von Singh et. al.
beschriebenen folgenden spezifische Attribute: Bildung von selbstorganisierten

Tumorsphéren, Selbsterneuerung und Proliferation sowie die phénotypische
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Ausdifferenzierung zuriick zum Ausgangstumor (Singh et al. 2003). Als
Progenitorzellen werden sie jedoch nicht angesehen, da sie aufgrund ihrer
Aberrationen genetisch unterschiedliche Tochterzellen hervorbringen (Stiles und
Rowitch 2008), die phanotypisch und genetisch verschieden sind und erst in der
Gesamtheit ihren Ausgangstumor widerspiegeln (Dalerba et al. 2007).
Progenitorzellen oder Vorlauferzellen sind, anders als Stammzellen, in ihrer
Proliferationsfahigkeit limitiert und in ihrer Entwicklung in Richtung eines speziellen
Zelltyps festgelegt (Unipotenz). Jedoch ist in den letzten Jahren eine zunehmende
synonyme Verwendung der Begriffe Stamm- und Progenitorzelle zu beobachten

(Seaberg und van der Kooy 2003).

1.4 Etablierte Entwicklungsmarker

Eine Vielzahl von Faktoren, die im Zusammenhang mit der Erforschung von
embryonalen und pluripotenten Zellen in diversen Modellen entdeckt wurden, konnten
auch in Zellpopulationen von Tumoren gefunden werden. Physiologisch sind sie in
strikte regulatorische Zellprozesse eingebunden, wobei ihre Dysregulation in Gliomen
ein Malignitatsmerkmal darstellt. Diese sind auf unterschiedlichen regulatorischen
Ebenen angesiedelt und charakterisieren stammzellahnliche Populationen zugleich in
Zellkulturen. Eine Auswahl an etablierten entwicklungscharakterisierenden Faktoren
von Glioblastom- bzw. Gliomzellkulturen (Germano und Binello 2014, Dahlrot et al.
2013a, Calloni et al. 2013) wird im Folgenden betrachtet (Abb. 4).

1.4.1 Potenzielle Stammzellmarker CD133 und Musashi-1

Mit der Entdeckung des Vertreters einer neuen Proteinklasse, dem Prominin-1
(CD133) 1997 von zwei unabhangigen Arbeitsgruppen, rlckte dieser als neuer
Stammzellmarker in den wissenschaftlichen Fokus (Bonnet und Dick 1997).

Weigmann und Miraglai beschrieben ein mit 120kDa glykosyliertes Membranprotein
mit funf Transmembrandomanen, welches an Membranprotusionen verdichtet auftritt
(Weigmann et al. 1997, Miraglia et al. 1997). Dabei scheint es membranorganisierende
Funktionen im Zusammenhang mit vermehrten Cholesterinanreicherungen im Sinne
von sogenannten lipid rafts zu stehen (Giebel et al. 2004). Dieses apikale
Membranprotein erwies sich gleichsam als spezifischer Marker fur physiologische,
aber auch maligne Zellen mit Stammzelleigenschaften. Dabei fiel auf, dass CD133

bisweilen nicht in differenzierten, physiologischen Zellen nachzuweisen war wie
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adulten Astrozyten (Pfenninger et al. 2007). Es tritt vor allem bei physiologischen
Vorlauferzellen, nicht nur im Zentralnervensystem, auf (Neuzil et al. 2007).

Nach der Entdeckung von CD133 als mdglichem Stammzellmarker konnte sukzessiv
in weiteren Tumoren, wie dem Overial-, Colon-, Mamma-, Bronchialkarzinom und
Meningeom (Tang et al. 2012, Chen et al. 2008b, Hueng et al. 2011, Leis et al. 2012,
Ricci-Vitiani et al. 2007, Bapat et al. 2005), wie letztendlich ebenso im Glioblastoma
multiforme (Singh et al. 2003, Galli et al. 2004) eine Tumorzellsubpopulation mit
Expression des Membranmolekiils CD133 nachgewiesen werden.

Dies suggerierte, dass CD133 ein wesentlicher Faktor bei physiologischen Prozessen
und ein stabiler Marker fir diese Nischenpopulation in Gliomen zu sein scheint.
CD133-positive Zellen werden als bedeutender Grund flr das signifikante
Therapieversagen hochgradiger Gliome genannt (Liu et al. 2006), auch aufgrund von
Resistenz gegentber radio- und chemotherapeutischen MalRnahmen (Reya et al.
2001).

Insgesamt ist weiterhin die genaue physiologische Funktion von CD133 unklar, jedoch
unterhalt sein quantitativer Nachweis im Kontext zu Invasivitat (Shibahara et al. 2013)

und Progression (Thon et al. 2010) die wissenschaftliche Diskussion.

Musashi-1 (Musashi RNA-binding protein 1) unterliegt zur Erhaltung und
Dedifferenzierung von neuronalem Gewebe einer strikten Konservierung uber die
taxonomischen Stamme hinweg. RNA-bindende Proteine wie Musashi-1 regulieren auf
epigenetischer Ebene durch ihre Interaktion mit ihrer entsprechenden mRNA die
jeweilige Genexpression, deren Effekt von Verstarkung bis zur volligen Stilllegung
reichen kann (Kaneko et al. 2000).

Musashi-1 ist wahrend der Ausdifferenzierung von physiologischen Neurospharen hin
zu Astrozyten zusammen mit Sox2, Nestin und Oct4 nachzuweisen und verschwindet
bei GFAP-Expression wieder (Wilczynska et al. 2009).

Es scheint also bei der Spharenbildung bzw. ihrer Erhaltung eine Rolle zu spielen
(Hemmati et al. 2003). Es ist als potenter Marker fur physiologische neuronale Stamm-
und Progenitorzellen, aber auch als Malignitatsmerkmal in Gliomen beschrieben
(Kanemura et al. 2001).

1.4.2 Pluripotenzfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog

Bestimmte Pluripotenzfaktoren, die auf Transkriptionsebene aktiv und im Gesunden

gemeinhin wahrend der Embryonalphase nachweisbar sind, werden ebenso mit der
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Selbsterneuerungsfahigkeit von stammzellahnlichen Tumorzellen in Zusammenhang
gebracht. Die ineinandergreifenden Transkriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog
steuern die Aufrechterhaltung der Selbsterneuung und gelten als Schllsselfaktoren
der Pluripotenz (Pan und Thomson 2007).

Mit steigendem WHO-Grad gehen Oct4 und Sox2 mit einer Progression glialer
Tumore, unabhangig vom Outcome, einher. Hingegen wird Nanog als prognostischer
Marker jungst vermutet (Elsir et al. 2014).

Der Transkriptionsfaktor Sox2 (sex determining region Y (SRY)- box 2) spielt eine
entscheidende Rolle fur die Selbsterneuerung und Pluripotenz embryonaler
Stammzellen (Fong et al. 2008). Ebenfalls ist er in Progenitorzellen im zentralen
Nervensystem nachweisbar (Gangemi et al. 2009). Im Gegensatz zu Oct4 kann Sox2
auch noch in adulten neuralen Stammzellen in der subventrikuldaren Zone
nachgewiesen werden (Zappone et al. 2000). Eine Bedeutung fur die
Gliompathogenese wird dadurch unterstrichen, dass ein Ausschalten von Sox2 in vitro
zum Proliferationsstopp von Glioblastomzellen flhrt (Gangemi et al. 2009).

Der Octamer binding transcription factor 4 (Oct4) steuert von physiologischer Seite vor
allem die Embryonalentwicklung und ist im Adulten, soweit bekannt, ausschliellich in
den Keimzellen nachweisbar (Babaie et al. 2007). Dabei wird Oct4 in der primitiven
inneren Zellmasse, bestehend aus embryonalen Stammzellen, von Sox2 als
Transkriptionskomplex kontrolliert (Okumura-Nakanishi et al. 2005). Ebenfalls sollen
sie zusammen ein stammzellahnliches Stadium der Tumorzellen aufrechterhalten
(Ikushima et al. 2011). Nachgewiesen ist, dass Oct4 in die Proliferationsfahigkeit von
Gliomen involviert ist und gleichzeitig die Differenzierung entsprechender Zellen
hemmt (Du et al. 2009).

Ein dritter Transkriptionsfaktor ist Nanog, welcher in direkter Abhangigkeit zum
Sox2/Oct4-Transkriptionskomplex steht (Rodda et al. 2005). Nanog ist ein Homdobox-
Transkriptionsfaktor aus 96 Aminosauren mit drei Domanen, der Uber Artgrenzen
hinweg ebenfalls strikt konserviert scheint (Pan und Thomson 2007). Seine mRNA ist
in allen pluripotenten Zellpopulationen nachweisbar und wahrend der Differenzierung
vermindert exprimiert. Die Stillegung von jeweils einem dieser drei
Transkriptionsfaktoren fuhrt in vitro zum Verlust der embryonalen Selbsterneuerung
und zur Differenzierung von embryonalen Zellkohorten (Fong et al. 2008, Hough et al.
2006, Hyslop et al. 2005).
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1.4.3 Entwicklungsspezifische Marker

Differenzierte  Gliomzellen  unterscheiden sich von  stammzellahnlichen,
clusterbildenden Zellpopulationen in vitro Gber ein flachiges, allseitiges Wachstum mit
der Expression spezifischer Molekule. Im Folgenden seien ausgewahlte etablierte
Marker, die im Rahmen dieser Untersuchung von besonderer Bedeutung sind,

herausgegriffen.

1.4.3.1 Oberflachenrezeptor Notch-1

Notch (engl. Kerbe) wurde bereits 1917 von T. Morgan anhand von
Fligelveranderungen von Drosophila melanogaster in Kreuzungsexperimenten
beschrieben (Morgan 1917). Notch ist ein Transmembranrezeptor zur Zell-Zell-
Kommunikation, bestehend aus je einer unterschiedlichen extra - und intrazellularen
Polypeptidkette. Vier Notch-Rezeptoren (Notch1-4) sind im Saugetier bekannt, wobei
diesen funf korrespondierenden Liganden (Delta-like 1/3/4 und Jagged1/2)
gegenuberstehen. Der Notch-Signalweg steuert Uber komplexe intrazellulare
Signalkaskaden das Zellschicksal, tritt wahrend der Embryonalentwicklung durch
laterale Hemmungen hervor und reguliert im adulten Organismus insbesondere
Proliferation sowie Differenzierung (Teodorczyk und Schmidt 2014).

In Gliomen sind der Notch-Komplex und insbesondere Notch-1 als Onkogen
Uberexprimiert (Teodorczyk und Schmidt 2014). Hierbei bewirkt die
Herunterregulation von Notch-1 Apoptose und Proliferationsstopp in Gliomzellkulturen
(Purow et al. 2005). Notch-1 fordert ebenso Invasion und Migration in kommerziellen

Gliomzelllinien (Zhang et al. 2012).

1.4.3.2 Die Intermediarfilamente Nestin, GFAP und Vimentin

Ein weiterer Vorlaufermarker ist das Typ IV Intermediarfilament Nestin, welches
physiologisch in der 6. bis 40. Schwangerschaftswoche im Zusammenhang mit
neuronalen Migrationsbewegungen steht (Tohyama et al. 1992). Nestin wird im
Adulten von den Zellen in Stammzellnischen, wie der subventrikularen Zone,
exprimiert und ist unter Regenerationsereignissen hochreguliert (Lendahl et al. 1990).
Im gleichen Sinne wurde eine verstarkte Nestin-Expression in Neoplasien, wie dem
malignen Melanom, dem Rhabdomyosarkom, gastrointestinalen Stromatumoren und
schlie3lich auch in Gliomen, lokalisiert (Yang et al. 2008, Dahlstrand et al. 1992).
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Nestin ist ebenfalls ein Marker fir die Invasivitat und Migration (Ishiwata et al. 2011)
und gilt obendrein als prognostischer Faktor in Gliomen (Strojnik et al. 2007).

Das saure Gliafaserprotein (GFAP) ist ein Bestandteil der Intermediarfilamente in
Astrozyten. GFAP gilt als verlasslicher Marker, welcher gliale von epithelialen und
mesenchymalen Neoplasien trennt (McComb und Burger 1985).

Vimentin, ein Intermediarfilament vom Typ lll, ist ein mesenchymaler Zellmarker. Es
findet sich in vielen differenzierten und undifferenzierten humanen Zellen, so

beispielsweise in unreifen Astrozyten und auch ubiquitar in Gliomen (Yang et al. 1994).

Abb. 4: Ausgewahlte Entwicklungsmarker mit deren schematischer Positionierung auf
unterschiedlichen zelluldaren Ebenen

Die Expression von Markern auf Transkriptions-, Translations- und auf Ebene der
Zellmembran unterscheiden [A] undifferenzierte stammzellahnliche Tumorzellen und [B]
differenzierte, adharente Gliomzellen mit flachigem Auswachsen und entsprechender
Expression von Intermediarfilamenten (Abbildung angelehnt an Calloni et al. 2013, Dahlrot et
al. 2013a, Germano und Binello 2014).

1.5 Spharenkulturen und deren Assays

Die Entwicklung weitergehender, personalisierender Therapien erfordert zuverlassige
In-vitro-Modelle als Werkzeug fir Substanztests und Kulturverhalten vor der
Anwendung in Xenograftmodellen. Ein allgemein akzeptiertes System zur Erforschung
von tumorinduzierenden oder -erhaltenden Kulturen, u.a. von Glioblastom- bzw.
hochgradigen Gliomkulturen, ist das Spharenmodell.

Ihm werden stammzellcharakterisierende Eigenschaften zugesprochen (Singh et al.
2003). Demnach besitzen diverse Organsysteme spezifische Zellen zur Regeneration
ihrer Gewebe, ansassig in physiologischen Stammzellnischen, die sich in vitro in
kugelférmigen Zellhaufen, den Spharen, akkumulieren und mit Stammzellfaktoren
assoziiert werden (Pastrana et al. 2011). Spharenkulturen kommen aufgrund ihrer

dreidimensionalen Struktur dem In-vivo-Milieu von physiologischen neuralen
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Vorlaufer- oder Stammzellen naher (Lu et al. 2012) und erflllen genauso in
Tumorzellkulturen komplexe heterogene Funktionen analoger Zellverbande (Dalerba
et al. 2007). Tumorspharen-Assays gelten aulerdem als Methode, neben einer
durchflusszytometrischen Zellseparation, zur Identifikation von stammzellahnlichen
Subpopulationen in Gliomkulturen (Fang et al. 2005, Singh et al. 2003). Ebenso ist
man mit ihrer Unterstlitzung in der Lage, Schlisselmerkmale, wie Langzeittiberleben
und typische Ausdifferenzierung der In-vivo-Tumore, rtckblickend zu reproduzieren
(Dalerba et al. 2007).

Desgleichen kénnen Anderungen der Kulturbedingungen, beispielsweise durch die
Verwendung von serumfreiem Kulturmedium mit weiteren Wachstumsfaktoren,
phanotypische Veranderungen der Zellkulturen von einer adharenten,
zweidimensionalen Kultur hin zu einer dreidimensionalen Spharenkultur hervorbringen
(Abb. 5).

serumhaltiges Medium serumfreies Medium

P

Abb. 5: Schema der Sphareninduktion durch Nahrmediumwechsel

Vorwiegend mit kommerziellen Zelllinien ist dies im Rahmen der Erforschung von
stammzellassoziierten Faktoren durchgefuhrt worden. Aufgrund dieser Eigenschaften
gelten sie fur pharmakologische In-vitro-Studien als Basiswerkzeug (Rappa et al.
2008).

Dennoch scheinen primare Glioblastomzellkulturen, erzeugt in spezifischem,
serumfreiem  Nahrmedium, im Genotyp und bezuglich physiologischer
Stammzelleigenschaften gegeniber etablierten kommerziellen  Gliomzelllinien
Uberlegen (Lee et al. 2006). Dabei wird klar, dass das Attribut Sphéarenbildung wohl
allein nicht ausreicht, um stammzellahnliche Populationen zu definieren.

So herrscht Konsens, dass Subpopulationen von Zellen mit Stammzelleigenschaften,
charakterisiert durch Spharenbildung in Kombination mit weiteren Faktoren, wie dem
popularen Oberflachenmarker CD133 als Stammzellmarker, derzeit eine Grundlage

bzw. ein Target fur die Erarbeitung weiterfUhrender personalisierter
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Behandlungskonzepte in der Karzinomtherapie allgemein und insbesondere der
Glioblastomtherapie verkdrpern (Aaberg-Jessen et al. 2013, Pavon et al. 2014,
Germano et al. 2010, Hasselbach et al. 2014). Dessen ungeachtet ist die
Spharogenese im Kontext mit dem CD133-Protein hinsichtlich  der
Neoplasiepathologie weiterhin nur unzureichend geklart (Dalerba et al. 2007).

Gleichwohl ist die Entwicklung des In-vitro-Modells zur Generierung von
stammzellahnlichen Populationen bei weitem noch nicht abgeschlossen, da der
derzeitige Goldstandard fur ,stammzellahnliche Zellen® im zweiten Schritt immer noch

den Nachweis im In-vivo-Modell fordert (Houghton et al. 2007).
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2 Problemstellung und Ziele der Arbeit

In den letzten Jahren wurde CD133 als potentieller Stammzellmarker in
unterschiedlichen Studien in Frage gestellt. So zeigten CD133-negative Zellkulturen
ebenfalls stammzellassoziierte Merkmale in vitro und waren in vivo ebenso tumorigen
(Joo et al. 2008, Ogden et al. 2008, Chen et al. 2010). Weiterfihrende Analysen
verbanden CD133 eher mit der Neoangiogenese des Tumors (Wang et al. 2008a,
Germano und Binello 2014).

Vor diesem Hintergrund soll in dieser Arbeit das stammzellassoziierte Merkmal
Sphérenbildung im In-vitro-Modell in Bezug zu ausgesuchten etablierten
Entwicklungsmarkern sowie weiteren charakteristischen physiologischen und
morphologischen Eigenschaften analysiert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, zum einen ein stabiles Spharenkultursystem in vitro aus
humanen, hochgradigen Gliomen mittels eines beschriebenen Protokolls zu erzeugen
und dessen Stammzellpotential in Vergleich zu herkdmmlichen Kulturen zu beurteilen.
Zum anderen sollen im Anschluss geeignete Marker validiert werden, mit welchen die

Stammzelleigenschaften der Kulturen verdeutlicht werden kénnen.
Folgende Fragestellungen ergeben sich hieraus:

I.  Gibt es phanotypische Unterschiede zwischen isolierten Tumorspharenkulturen

und sphareninduzierten Vergleichskulturen?

II. Sind die ausgewahlten Marker auf mRNA- und Proteinebene in isolierten
Tumorspharen und in den Vergleichsgruppen, den kommerziellen Zelllinien, den
sphareninduzierten  primaren  Gliomkulturen und den differenzierten

Primarkulturen vorhanden und fur die jeweilige Untersuchungsgruppe spezifisch?

lll. Welche Veranderungen dieser ausgewahlten Stammzellmarker stellen sich unter

induzierten phanotypischen Veranderungen anhand der Vergleichsgruppen dar?

IV. Treten die einzelnen genannten Marker oder Expressionsmuster als spezifisches

Merkmal fur stammzellahnliche Tumorspharen hervor?
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3 Methodik

3.1 Material und Geriate

Tab. 1: Chemikalien

Chemikalie

2-Methylbutan

Accutase

BSA Albumin Fraction V

B27 Supplement

Borséure >99 %

Collagenase (Clostridium histolyt.)

Complete Mini Protease Inhibitor

Coomassie Birilliantblau G250

D(+)-Saccharose

DAPI Vectashield Hoechst H33258

D-Glucose

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

Di-Natriumhydrogenphosphat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (1x)+ Glucose + L-Glut-
Pyruvate

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-12

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS)

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Epidermal Growth Factor human (EGF)

Essigséure

Hersteller

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen/ Life Technologies GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Roche, Mannheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GIBCO Invitrogen, Darmstadt

GIBCO Invitrogen, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Ethanol

Fibroblast Growth Factor-Basic human

(bFGF)

Fluoromount ™ Aqueous Mounting

Medium

Fetales Rinderserum (FBS)

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Hepes Solution 1M, 20ml

Hyaluronidase bovine 750-3000

units/mg

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat

MACS NeuroBrew-21 w/o Vitamin A

MOPS (3-(N-Morpholino)-
Propansulfonséure)

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Natronlauge

Paraformaldehyd

Phosphate buffered Saline (PBS) 1x

Penicillin/ Streptomycin

Pronase E

Protease E

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

GIBCO invitrogen, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Gibco Thermofischer, Darmstadt

GIBCO invitrogen, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim
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Salzséure (HCI) 37%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) ~ Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tris- HCI

Triton X-100

Trypanblau Lésung 0,4 %

Trypsin-EDTA

Wasser, nukleasefrei

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories, Colbe Sigma Aldrich GmbH,
Steinheim

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

GIBCO invitrogen, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tab. 2: Hergestellte L6sungen

Hergestellte L6sungen

0,25% PBS-T

4%ige Paraformaldehyd-

Lésung

Agarosegel 1,5% (RNA)

Dissoziationsmedium

DMEM-10% FBS

Enzym-Mix

Hoechst-Lésung

Lésung 1

Lésung 2

Herstellung

250ul Triton® X-100, 99mI PBS

10g Paraformaldehyd, 112,5ml A. dest. (auf 70°C erhitzen), 30ul 10M
Natronlauge, 125ml Natriumphosphatpuffer, pH 7,4

1,59 Agarose, 86ml Aqua bidest, 10ml 10x MOPS, 3ml 3%
Formaldehyd

6,7mg Trypsin, 3,5mg Hyaluronidase, 5ml Lésung 1

450 ml DMEM + 50 ml FBS

250mg Protease E, 200mg Collagenase Typ Iva, 50ml 1xPBS

1mg/ml Hoechst Nr. 33258 in Aqua bidest. Auflésen, filtrieren und

danach mit PBS auf 2ug/ml verdinnen

50mlI 10xHBSS, 9ml 300mg/ml D-Glukose, 7,5ml 1M HEPES,
433,5ml Aqua bidest, 10M NaOH pH bei 7,5 einstellen

25ml 10xHBSS, 154g Saccharose, 4575ml Aqua bidest,10M NaOH
ph bei 7,5 einstellen
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Lésung 3

Natriumphosphatpuffer

Phosphate buffered Saline

(PBS) 10x

Primérantikbrper-Lésung

Sekundérantikbrper-Lésung

Tris-EDTA-Puffer pH 9,0

A-Carrageenan

Tab. 3: Nahrmedien

Hergestellte Nahrmedien

Differenzierungsmedium

Sphérenmedium

Tab. 4: Fertigprodukte

490ml 1xEBSS, 20g BSA, 10ml 1M Hepes, 10M NaOH pH bei 7,5

einstellen

28,49 Di-Natriumhydrogenphosphat, 249 Natrium-
dihydrogenphosphat, bis auf 11 A. bidest pH (7,4)

80g Natriumchlorid, 29 Kaliumchlorid, 14,49
Dinatriumhydrogenphosphat, = 2,4g  Kaliumdihydrogenphosphat,
1900ml Aqua bidest

XMl Antikorper nach Verdiinnung add 500ul Carragena

499yl Carageena, 1yl fluoreszenzmarkierter Antikérper (1:200)

10mM Tris, 1mM EDTA, 0,05%Tween,Aqua bidest 1.000,0m|

2,5g A-Carrageenan, 0,1g Natriumazid, 1x PBS ad 500,0ml

Herstellung

90% DMEM, 10% FBS, 20ug/ml Ciprofloxacin

DMEM F12, 0,8% Hepes Buffer®, 2% B27, 1%
Penicillin/Streptomycin, 20ng/ml bFGF, 20ng/ml EGF

Fertigprodukte Hersteller

DyNAMO Flash SYBRGreen qPCR Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
GoScript™ Reverse Kit Promega, Madison, USA

Quiazol® Lysis Reagent Qiagen, Venlo, Niederlande

Rneasy® Mini Kit Qiagen, Hilden

Roche Cell Proliferation Kit | (MTT) Roche, Mannheim
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RPE-Puffer

RTL-Puffer

RWI-Puffer

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Tab. 5: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerit

48-Well-Mikrotiterplatte

6-Well-Mikrotiterplatte

96-Well-Mikrotiterplatte

Absaugpumpe

Auflicht-/Videomikroskop

Auslaufpipetten 5, 10ml

Durchlichtmikroskop

Einhandzéhler

Einmalspritzen 5, 10ml

Elektrophoresekammer

Falcon-Tubes 15, 50ml

Filterspitzen 10ul, 20ul, 200ul, 1000ul

Fluoreszenzmikroskop

Gasbrenner

Gaskartusche

Geldokumentationsanlage (Syngene G:Box)

Gewebesieb Cell Strainer

Produktbezeichnung / Hersteller

Orange Scientifc n.v./s.a., Braine-I'Alleud, Belgien

Orange Scientifc n.v./s.a., Braine-I'Alleud, Belgien

Orange Scientifc n.v./s.a., Braine-I'Alleud, Belgien

Integra Vacusafe, INTEGRA Biosciences, Fernwald

Leica Mikrosysteme, Wetzlar

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Axiovert 25, Carl ZeissAG, Oberkochen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Braun, Melsungen

BioRad Laboratories, Miinchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Biozym Scientific, Oldendorf

Zeiss AxioVision, Oberkochen

Fireboy Plus, INTEGRA Biosciences, Fernwald

Butan CV360, CarlRoth, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt, BRD

Falcon, Durham, USA
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Homogenisator Kinematica AG, Luzern, CH

Inkubator HERA Cell, Heraeus, Hanau

Kryoréhrchen Nalgene

Laser Scanning Mikroskope (LSM) 510 Meta Carl-Zeiss AG, Jena

Magnetriihrer MR 3001, Heidolph, Schwabach

Neubauer-Zdhlkammer Marienfeld-Superior, Lauda-Kénigshofen

Objekttrédger Super Frost® Plus Menzel-Glaser, Braunschweig

Orbitalschiittler Duomax 1030 Heidelph Instuments GmbH & Co.KG, Schwabach

PCR 0,1ml Tube Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
pH-Meter inoLab pH720 Wissenschaftlich-technische Werkstatten, Weilheim

Pipetten 0,5, 2, 20, 100, 200, 1000ul Eppendorf, VWR International GmbH, Darmstadt

Pipettenspritzen

Poly-D-Lysin coated Glass Cover slips

Prézisionswaage

RotorGene-Q

Skalpell Gr.22

Spektrophotometer NanoDrop1000

Sterilfilter Millex GP 0,22um

Sterilwerkbank HERA Safe

Wasser, nukleasefrei

Zentrifuge (groRR) Biofuge Primo R

Zentrifuge (klein) Biofuge fresco

Hartenstein, Wiirzburg

Sigma Aldrich, Steinheim

CP323S - OCE, Sartorius, Goéttingen

Qiagen N.V., Hilden

Dahlhausen, Halberstadt

Technologies Inc., Wilmington, USA

Merck Millipore, Darmstadt

Heraeus, Hanau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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Tab. 6: Primerliste

Trivialname

2
>
<
o
©

NANOG
SOX2

SOox2
OCT4

OCT4
MUSASHI-1

MUSASHI-1
CD133
CD133
GFAP

GFAP
NESTIN
NESTIN
NOTCH1
NOTCH1
KI67

KI67

Ass. No.

NM

NM

NM

001145852.1

NM

024865.3

003106.3

NM_002701.5

002442.3

002055.4

NM

006617.1

NM

NM_017617.3

002417.4

NM

Bezeichnung

Homo sapiens Nanog homeobox
(NANOG)

Homo sapiens SRY (sex determining
region Y)-box 2 (SOX2), mRNA

Homo sapiens POU class 5
homeobox 1 (POU5F1)

Homo sapiens musashi RNA-binding
protein 1 (MSI1), mMRNA

Homo sapiens prominin 1 (PROM1)

Homo sapiens glial fibrillary acidic
protein (GFAP)

Homo sapiens nestin (NES)

Homo sapiens notch 1 (NOTCH1)

Homo sapiens marker of proliferation
Ki-67 (MKI67)

Orientierung

as

as

as

as

as

as

as

as

as

Sequenz
5'>3'

TGCAGGCAACTCACTTTATCC

GTTTGCCTTTGGGACTGGTG
ACCGGCGGCAACCAGAAGAACAG

GCGCCGCGGCCGGTATTTAT
AGCAGATCAGCCACATCGCC

CAGAACCACACTCGGACCAGTC
GCTCAGCCAAAGGAGGTGAT

GGGCGAGGCCTGTATAACTC
CTGGGGCTGCTGTTTATTATTCTG
ACGCCTTGTCCTTGGTAGTGTTG

ACATCGTGGTGAAGACCGTG

CTATCCTGCTTCTGCTCGGG
GTAGCTCCCAGAGAGGGGAA
CTCTAGAGGGCCAGGGACTT
ACCAATACAACCCTCTGCGG
GGCCCTGGTAGCTCATCATC
GAAGGCTTTCAAGGCTGGTGA

TTTCTCAGGCTTGCTGAGGG

Primerldnge

20
23

20

22
20

20
24

20

20
20
20
20
20
20

Produkt-

lange

375

255

73

160

337

142

206

141

258

Schmelz-
temperatur

in °C

(¢,
J
»
N

60,18
71,23

70,68
63,17

61,64
59,07

58,91
62,48
63,16
58,57

59,96
58,23
57,55
59,83
59,29
60,11

60,31

21




Methodik

Tab. 7: Antikorper der Inmunfluoreszenz

Antikorper Lokalisation Verdiinnung Spezies Hersteller
MyBioScource, San

CD133 membranstandig 1:100 Kaninchen Diego/ CA, USA

GFAP Intermediarfilamente  1:250 Maus Merck Millipore,
Darmstadt

Iba1 zytoplasmastandig 1:1500 Kaninchen = Wako, Richmond, USA

. - ) . Santa Cruz,

Ki67 kernstandig 1:250 Kaninchen Dallas/Texas, USA

Nestin Intermediarfilamente 1:100 Maus Abcam, Cambridge, UK

Sox2 kernstandig 1:50 Maus Cell Signaling, Danvers,
USA

Vimentin Intermediarfilamente 1:100 Maus Dako Cyton}ahon,
Glostrup, Danemark

Goat-anti- Ijri(r::j(r?QResearch

rabbit-lgG- Sekundarantikérper  1:200 / o

Rhod Laboratoris inc., West
Grove,USA

Goat-anti-

mouse-lgG- Sekundarantikérper  1:200 / Sigma, Saint Louis, USA

FITC

3.2 Methodik der Tumorzellkultivierung

Das verwendete Tumormaterial wurde im Rahmen der Operation entnommen. Die
betroffenen Patienten stimmten der Materialentnahme zu, wobei ein entsprechendes
Votum der Ethikkommission des Universitatsklinikums Jena vorlag (AZ/ NR.: 3253-
10/11).

Als Vergleichsmaterial wurden folgende kommerziell erworbene Gliomzelllinien
verwendet: A172 (Bigner et al. 1981), U87 (Beckman et al. 1971), U373 (Ponten und
Macintyre 1968, Ishii et al. 1999) und LN229 (de Tribolet et al. 1979).

3.2.1 Tumorzelllinien

Die verwendeten Tumorzelllinien A172, U87, U373 und LN229 wurden im
Differenzierungsmedium ausgesat und bei 37°Celsius unter 5%iger CO2-Athmosphare
inkubiert. Im zwei- bis dreitagigen Rhythmus fanden Kontrollen unter dem
Auflichtmikroskop mit zugehorigem Nahrmediumwechsel statt. Die Passagierung der
Kulturen erfolgte bei einer Konfluenz der Monolayerkulturen von mehr als 80%. Dabei
wurde das vorhandene Nahrmedium abgesaugt, mit 5ml PBS gespult und die Zellen

unter dreiminutiger Inkubation bei 37°C mit 2ml Trypsin abgeldst. Der Erfolg wurde im
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Hellfeld geprift und anschlieRend die Zellsuspension im gewlinschten Splittverhaltnis

erneut ausgesat.

3.2.2 Herstellung adharenter Primarzellkultur

Die untersuchten Primarkulturen konnten durch folgendes Prozedere, modifiziert nach
Yuan et al. (Yuan et al. 2004), gewonnen werden und lagen kryokonserviert vor:

Die frisch entnommenen Resektate wurden zerkleinert. Anschlief3end erfolgte der
enzymatische Verdau durch 5ml Enzym-Mix (Tab. 2) fir 60 Minuten bei 37°C. Diese
Suspension wurde bei 1500rpm fiir finf Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand
konnte abgenommen und das Pellet im Differenzierungsmedium ausgesat werden. Am
Folgetag wurde das Medium ausgetauscht, um Zell-, Erythrozyten- und
Bindegewebstrimmer abzutrennen. Die Passagierung erfolgte in der Regel nach zwei
bis drei Tagen oder bei einer Konfluenz von mehr als 80%. Bis zur siebten oder achten

Passage konnte eine primare Zellkultur angenommen werden.

3.2.3 Herstellung von Zellkulturen mittels Stammzellisolations-
protokoll

Dieses Isolationsprotokoll zur Gewinnung von Gliomzellkulturen mit erhéhtem
Stammzellpotential ist modifiziert nach Azari et al. und Lee et al. (Lee et al. 2006, Azari
etal. 2011).

Die Aufarbeitung der Probe erfolgte binnen 24 Stunden nach Resektion unter sterilen
Bedingungen. Das Tumorpraparat wurde hierbei makroskopisch von Koageln und
nekrotischem Gewebe mechanisch befreit und zerkleinert. Es folgte die Aufnahme in
ein spezielles Dissoziationsmedium (Tab. 2) zur Inkubation unter 5% CO> bei 37°C im
Warmeschrank fur zweimal 15 Minuten mit zwischenzeitlicher mechanischer
Zerkleinerung des Tumorgewebes. Danach wurde die enzymatische Andauung der
extrazellularen Matrix mit Lésung 3 inaktiviert, wiederholt pipettierend dissoziiert und
die Zellsuspension durch einen 100um-Filter passiv geseiht, um grobere Gewebereste
abzutrennen, und bei 1000rpm fur 5min zentrifugiert. Anschlief3end konnte das Pellet
mit einer Volumeneinheit in Lésung 2 resuspendiert und bei 2.000rpm fur 10 Minuten
zentrifugiert werden. Im folgenden Schritt wurde die Zellvereinzelung des Pellets in
12ml Lésung 3 unter Zuhilfenahme der Zentrifugation mit 1.500rpm fur sieben Minuten
weiter fortgefuhrt. Abschliellend erfolgten die Zellzahlbestimmung in der Neubauer-

Zahlkammer und die Aufnahme der Tumorzellen in das Spharenmedium.
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3.2.4 Versuchsaufbau

Die Grundlage zur Erzeugung von Spharenkulturen stellte der Wechsel der jeweiligen
Zellkulturen in ein serumfreies Nahrmedium dar.
Adharente, sprich ausdifferenzierte Zellkulturen wurden zur Anzucht oder dauerhaft in

DMEM mit 10%igem fetalen bovinen Serum kultiviert (Differenzierungsmedium).

Die isolierten Tumorzellkulturen und Spharenkulturen wurden hingegen im
serumfreien Zellmedium DMEM F12 mit den Wachstumsfaktoren bFGF und EGF (je
20ng/ml) - als Spharenmedium - modifiziert nach Lee - 2006 (Lee et al. 2006) gehalten

und unter Stickstoffbegasung inkubiert.

—

—
Aufarbeitung nach Aufarbeitung komm.
Stammzellisolations- nach Zelllinien
protokoll Primérkulturprotokoll u
Kultivierung im Vorkultivierung im
Differenzierungs- Differenzierungs-
medium medium
als adhédrente Kultur als adhirente Kultur
Kultivierung im Kultivierung im Kultivierung im
Sphédrenmedium Spharenmedium Spharenmedium
Tumorspharen _Spha_ren— Primarkultur Zelllinien
induzierte - -
-GL.T B _crvs y -Gr.Vp -Gr.Vz
g e . h . -
\

OP-Praparate

R

Abb. 6: Versuchsaufbau

Gruppenléi-‘riteilung

Die Einteilung der Versuchsansatze erfolgte in vier Gruppen. Drei Gruppen wurden in

serumfreiem Sph&renmedium inkubiert, um damit eine Spharenbildung zu stimulieren:

1. Nach dem Stammzellisolationsprotokoll erzeugte Zellkulturen aus
intraoperativem Tumorfrischgewebe (Tumorsphéren, Gruppe T ),
2. Spharenkulturen aus adharenten Primarkulturen (Sphéreninduzierte

Kulturen, Gruppe Vs) und
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3. die kommerziellen Zelllinien (Zelllinien, Gruppe Vz).

Die vierte Gruppe entsprach den durchgehend im Differenzierungsmedium kultivierten

adharenten Primé&rkulturen als Gruppe Vp (Abb. 6).

3.2.5 Kultivierung und Beurteilung der Zellkulturen

Generell wurden alle Zellkulturen unter 95% Luftfeuchte, 5% CO- und bei 37°C bei

100.000 Zellen/ml je Nahrmedium im Warmeschrank kultiviert.

Der Kulturiberstand wurde in ein 15ml-Gefal Uberfuhrt und bei 1.000rpm flr fanf
Minuten zentrifugiert, um anschlieRend das Uberstandige Medium als konditioniertes
Medium steril zu filtrieren. Das Pellet konnte hiernach mit frischem Spharenmedium
zuzuglich dem konditionierten Medium im Verhaltnis 1:3 resuspendiert und inkubiert

werden.

Das Passagieren begann analog nach sieben bis neun Tagen bzw. einem Score von
3 (siehe Tab. 8). Nach der Zentrifugation bei 1.000rpm fur finf Minuten erhielt das
entstandene Pellet 0,5VE Accutase und wurde fur drei Minuten inkubiert, um
weitergehend bei adharenten Kulturen im ca. zehnmaligen Wechselfluss in einer 10ml-
Pipette behutsam eine Einzelzellsuspension zu erzeugen. Die anschliellende
zweiminutige Inkubation schloss mit siebenminttiger Zentrifugation bei 1.500rpm ab.
Der Uberstand wurde durch 1ml Spharenmedium ersetzt, in der Neubauer-
Zahlkammer gezahlt und anschlieBend im entsprechenden Verhaltnis mit

Spharenmedium versetzt.

Verfahren zur Objektivierung der Spharogenese sind allgemein beschrieben. Als
handhabbares Hilfsmittel zur Beurteilung der Zellkulturen wurde hier auf folgendes
Bewertungssystem, modifiziert nach Johnson et al. (Johnson et al. 2013), unter
Verwendung des Auflichtmikroskops, zurlckgegriffen (siehe Tab. 8).

Grad 1 beschrieb vitale mehrzellige Zellformationen mit beginnender, sich
abrundender Gesamtstruktur, Grad 2 deutliche, runde Spharen, Grad 3 grol3e bis
makroskopisch sichtbare Spharen (Tab. 8).

Ab einem Grad 2 konnten die Spharenkulturen flir Experimente herangezogen werden.
Stabile Spharenkulturen definierten sich im Vergleich zur Vorkontrolle und in Anzahl

gleichbleibend oder zunehmend.
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Tab. 8: Beurteilungsschema von Spharenkulturen
(modifiziert nach Johnson et al. 2013)

Grad Beschreibung Schema Auflichtmikroskop
25x-VergréRerung

Mehr als 2-3 Spharen pro ein-
gestelltem Sichtfeld erkennbar;
grolRe bis mittelgroBe Spharen,
wirken proliferativ und vital; Anzahl
nicht mehr bestimmbar

Deutliche Spharen im Sichtfeld,
kleine  bis  mittelgrolRe, vital,
proliferativ.  im  Vergleich  zur
Vorkontrolle; noch zahlbar (bis ca.
20)

Deutlich freischwimmende Einzel-
zellen sichtbar oder vereinzelte 2-3 1 @

1 Zellhaufen oder Zellen wirken %o ’-95270&3
deutlich vital oder nur vereinzelt ?&
granulierte Zellen c

0 Zellen wirken granuliert oder wenige Einzelzellen oder bereits viel abgestorbenes Material
in der Kultur vorhanden

[++] Sichtfeldausschnitt

3.3 Physiologische und morphologische Charakterisierung von Zell- und

Spharenkulturen

Zur Beurteilung der metabolischen wund proliferativen Aktivitat sowie der
morphologischen Charakterisierung der jeweiligen Kulturgruppen sind die folgenden

Analysen vorangetrieben worden.

3.3.1 Zellviabilitits-Assay

Die Zellviabilitat wurde mittels einer kalorimetrischen Methode, dem MTT-Assay,
bestimmt.
Bei diesem Test wird einer Zellpopulation gel6stes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zugesetzt, welches Uber mitochondriale
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Dehydrogenasen zu einem nicht wasserloslichen, farbigen Formazan, unter
Abhangigkeit der Koenzyme NADH und NADPH, reduziert wird. Das im Weitergang
geldste Formazan wird photometrisch quantitativ via Absorptionsmessung erfasst
(Optische Dichte) und ermdglicht in diesem Zusammenhang eine quantitative
Bestimmung der Glykolyserate, welche proportional zur vitalen Zellzahl steht.

Die entsprechenden Zellen wurden nach Protokoll passagiert, ein benotigter Anteil auf
eine Konzentration von 100.000 Zellen/ml Spharenmedium eingestellt und
anschlieRend der Versuch It. Herstellerangaben (Roche®) durchgefiihrt. Die Messung
erfolgte am Mikrotiterplattenreader bei einer Wellenlange von 550nm zu den
Zeitpunkten 24, 48, 72 bis 96h nach Aussaat.

In der Auswertung wurden zwei Messergebnisse pro Zeitpunkt gemittelt und von der
zu jedem Messzeitpunkt mitgeflhrten, gemittelten Hintergrundmessung (Blank)
subtrahiert.

3.3.2 Migrationsanalyse

Zur Beurteilung der Invasivitat der einzelnen Kulturen wurden entstandene Sphéaroide
aus dem Spharenmedium auf ein Poly-D-Lysin-beschichtetes Deckglaschen im
Differenzierungsmedium gesetzt, nach 24h fur 20 Minuten mit PFA 4% fixiert und
nachrickend zweimal mit PBS gesplilt.

Die Spharen wurden lichtmikroskopisch aufgesucht, fotografisch digitalisiert und
gleichzeitig skaliert. Weiterfihrende Auswertungen fanden mit dem Programm
ImageJ® statt.

Dabei wurden der gemittelte Durchmesser der Ursprungssphare und die gemittelten
funf weitesten Spharenauslaufer einer Einzelsphare, ausgehend von einem
imaginaren Mittelpunkt, gemessen (Abb. 7 [A]). Daraus wurde der gemittelte
Gesamtradius errechnet und am Ende der mittlere Migrationsradius hiervon subtrahiert
(Abb. 7 [1-3]).

Je Kultur wurden zehn Spharen vermessen und daraus aus den zehn Spharen- und
Migrationsradien ein mittlerer Spharen- bzw. Migrationsradius fur die jeweilige
Spharenkultur gebildet (Abb 7. [5-6]). Ebenso wurde aus den zehn Einzelratio einer
Kultur (Abb 7. [4]) das geometrische Mittel der Migrationsratio gebildet. Daraus
ergaben sich absolute Migrationswerte in Abhangigkeit der entsprechenden
Spharengrofie sowie gleichzeitig eine Ratio zur relativen Migration der begutachteten

Tumorspharenkulturen.
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[Tyitter = (11 + rp+..1) +x

[2] Tsphire [um] = (dy + dp) +2

[3] rMigration[Hm] = Twumittet — Tsphire

. TmittelMigration
4] RathMigration = - N
TmittelSphire

Zusammenfassung einer Kultur:

5] TMmittelMigration =

(rMigrationll + "Migration2 +--’”Migration10)
10

(6] TMittelSpihre =

(rSphérel + T'sphire2 +--TSphére10)
10

Abb. 7: Ermittlung des MigrationsausmaRes
[A] Schema zur Ermittlung der Spharen- und Migrationsradien in [um], [1-6] Abfolge des
Berechnungswegs vom Spharen- und Migrationsradius bis zum Migrationsratio.

Die Mittel der Radien aus Spharen- und Migrationsradius je Vergleichsgruppe wurden

ebenfalls gebildet. Diese Werte konnten anschlieend statistisch ausgewertet werden.

3.3.3 Morphologische Charakterisierung der Zellkulturen per
Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit ausgewahlten Markern (siehe Tab. 7) an
den adharenten Zell- bzw. Spharenkulturen ab Grad 2 durchgefuhrt.

Aus der betreffenden Kulturflasche wurde je 100ul auf ein PDL-beschichtetes
Deckglaschen pipettiert. Nach 24-stundiger Inkubation sowie mikroskopischer
Kontrolle wurden die Zellen mit je 500ul 4%iger Paraformaldehyd-Lésung (PFA) fur 20
Minuten fixiert, folgend zweimal mit PBS gewaschen und bis zur Farbungsprozedur
bei 4°C aufbewahrt.

Nach Entfernen des PBS erfolgte eine dreimalige, je funfminttige Spulung mit 500pl
PBS-T pro Deckglas in je einer Multiwell®-Zellkulturplatte. 10%ige FBS-L6sung
blockierte mit 300yl je Deckglas binnen zehn Minuten unspezifische Bindungen. Die
ausgewahlten Primarantikdrper wurden mit 200ul je Deckglaschen entsprechend ihren
Verdunnungen fur eine Stunde unter Raumtemperatur aufgetragen (siehe Tab. 7).

AnschlieRend konnte wiederholt dreimal fur funf Minuten mit PBS-T gespult und
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nachgehend je 200ul fluoreszenzkonjugierter Sekundarantikorper pro Well verwendet
werden. Die Inkubationszeit war analog zu den Primarantikorpern wahlbar. Nach
dreimaligem funfminatigen Spulen mit PBS erfolgte die Kernfarbung mit 300ul Hoechst
33342 pro Deckplattchen fur finf Minuten. Hiernach wiederholte sich der Spulzyklus
mit PBS und die Deckglaschen konnten nach letztmaliger Aqua-bidest-Spulung mit

Fluoromount™ eingedeckt werden.

Die Lokalisation der Zellverbande gelang mit der an den Nukleinsauren der DNA
bindenden Kernfarbung Hoechst 33342 (bisBenzimid). Diese wird bei 346nm angeregt
und im blauen Spektrum detektiert. Die sekundar-bindenden Antikdrper tragen am
jeweiligen Fc-Teil grin fluoreszierendes Fluoresceinisothiocyanat (FITC, Amax 495nm/
Emax 521nm) und rot fluoreszierendes Rhodamin (Rhod, Amax 570nm/ Emax590nm).
Die so hergestellten Praparate wurden nun bei Raumtemperatur stets abgedunkelt fur
einen Tag getrocknet und anschlieRend bei -20°C gelagert. Zwei Personen werteten
sie unabhangig voneinander mikroskopisch aus.

Zur Bestimmung intra- und interzellularer Lokalisationen bzw. Co-Lokalisationen
konnten ausgewahlte Untersuchungen an einem Laser-Scanning-Mikroskop
(Programm ZEN® 2012) durchgefiihrt werden.

Zur graphischen Uberlagerung von Mehrfachfarbungen wurde das Programm
OriginPro 8G® ausgewahlt.

Tumorsphire

[ |

Differenzierungs-
zone

ausdifferenzierter
Zellrasen

Sphareninneren
' (zentral)
) /
Sphéarenrand
J . (pedal)

Differenzierungsmedium Spharenmedium

Abb. 8: Beurteilungsschema fiir ausdifferenzierende Spharenformationen

Die Beschreibung der Lokalisation positiver Signale im Kultursystem erfolgte anhand

eines Beurteilungsschemas, welches die Bereiche Sphareninneres, -aulleres,
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Differenzierungszone und differenzierte Zelle (Zellenrasen) anhand der

Hellfeldmorphologie bericksichtigte (Abb. 8).

3.4 Genexpressionsanalyse

Die Reverse Transkriptase-quantitative Polymerase-Kettenreaktion (RTqQPCR) ist ein
sensitives Verfahren zum quantitativen Nachweis spezifischer Gentranskripte. Bei
dieser Zweischritt-Technik wird die vorliegende mRNA in komplementare DNA (cDNA)
mittels des Enzyms Reverse Transkriptase umgeschrieben und in einer
anschlielRenden Echtzeit-PCR vervielfaltigt.

Durch den Einbau von SYBR Green in die doppelstrangigen DNA-Fragmente ist es
moglich, die Menge an Nukleinsauren nach jedem Verdoppelungszyklus mittels

Fluoreszenzemissionsmessung zu bestimmen.

3.4.1 RNA-Isolation

Aus den Kulturen wurden 100.000 Zellen gewonnen, zentrifugiert, dazu in 1ml
Quiazol® Lysis Reagent aufgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C
gelagert.

Nach schonendem Auftauen der gefrorenen Proben erfolgte mittels modifiziertem
RNeasy® Mini-Kit It. Herstellerangaben die RNA-Extraktion. Dabei wurden die Proben
mechanisch aufgebrochen, fur funf Minuten inkubiert, mit 200ul Chloroform im
Reaktionsgefall gleichmalRig vermengt und dreiminitig inkubiert. In der
anschlieRenden 15-minltigen Zentrifugation bei 12.000rpm bei 4°C wurde die oberste
Phase in ein weiteres 1,5ml-Reaktionsgefal® mit einer Volumeneinheit (550ul)
70%igem Ethanol vermengt. Das Gemisch teilte sich in der im Kit enthaltenen
Separationssaule in zwei gleiche Portionen auf und konnte unter jeweils 30-seklndiger
Zentrifugation gleichermalien aufgetrennt werden.

Die Aufreinigung wurde mit 700ul RW1, gefolgt von 550ul RPE-Puffer begonnen, um
jeweils im Anschluss bei 30 Sekunden bei 12.000rpm abzuschlieen. Hiernach folgte
ein erneutes Auftragen des RPE-Puffers mit zweiminutiger Zentrifugation (12.000rpm).
Im letzten Schritt wurde die Trocknung mit einem 2ml-Reaktionsgefal® durch
einminutige Zentrifugation unter Maximalgeschwindigkeit durchgeflhrt und mit Zugabe
von 50ul RNase-freiem Wasser auf die Reaktionssaule mit einminatiger Zentrifugation
abgeschlossen. Die gewonnenen Proben wurden bei -70°C gekuhlt zur

Weiterverarbeitung aufbewahrt.
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Die Konzentration und Reinheit der isolieten RNA wurde mittels Spektroskopie
(NanoDrop1000®) gepriift.

Die qualitative Kontrolle der isolierten mRNA erfolgte Uber ein denaturierendes
Agarosegel. Zu diesem Zweck wurde ein 1,5%iges Agarosegel hergestellt, 2ul der
jeweiligen RNA-Probe und 8ul Probepuffer zugesetzt und das Gel bei 1,5V/cm in ein
elektrisches Feld gesetzt.

Die intakten Proben bildeten im ultravioletten Spektrum ein charakteristisches
Bandenmuster der ribosomalen 18S- und 28S- RNA-Untereinheiten, wohingegen
degradierte Proben einen unspezifischen Bandenfilm zeigten. Zur weiteren Analyse

wurden ausschlief3lich Proben mit intakter RNA verwendet.

3.4.2 Reverse Transkription

Die reverse Transkription von mRNA in komplementare DNA (cDNA) geschah in zwei

Schritten mit Verwendung des GoScript™ -Kits der Firma Promega.

Die Prainkubation der zur Aufschmelzung isolierten mRNA erfolgte nach dem Ansatz
It. Tab. 9 [A] fur finf Minuten bei 70°C und klhlte kontrolliert fir zwei Minuten bei 4°C
ab. Im Anschluss wurden die Komponenten der Hauptinkubation (Tab. 9 [B]) mit dem
Prainkubationsmix vermischt und nach folgendem Protokoll inkubiert: finf Minuten bei
25°C, 60 Minuten bei 42°C, 15 Minuten bei 70°C.

Tab. 9: Inkubationskomponenten der reversen Transkription
[A] Prainkubation, [B] Hauptinkubation

A B
Komponente Volumen je Komponente Volumen je
Reaktion [pl] Reaktion [pl]

0,5-1 ug total RNA 9,75 5x Reaction Buffer 4

Olig(dT)15 1 MgCi2 (2,5mM) 2

Random Hexamer 0,25 dNTP(0,5mM) 1
RNAse Inhibitor (40u/ul) 0,5
RNase-freies Wasser 0,5
Reverse Transkriptase 1

3.4.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR)

Zur quantitativen Polymerasekettenreaktion wurden die Proben jeweils auf eine cDNA-
Konzentration von 25ng/ul eingestellt und durchweg auf Eis gekuhlt. Fir einen

Reaktionsansatz wurden folgende Komponenten verwendet: 10ul Master Mix, 2yl
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Primer-Mix (10uM Forward Primer, 10uM Reverse Primer), 6ul RNase-freies Wasser
und 2ul Probe (siehe Tab. 6 Primerliste). Eine Negativkontrolle und ein interner
Standard wurden mitgeflhrt.

Die Detektion erfolgte mittels Rotor-Gene Q ©. Die Initialphase der PCR begann mit
der Aktivierung der Polymerase bei 95°C fur sieben Minuten. Im Anschluss folgten 40
aufeinander ablésende, identische Zyklen: die Auftrennung der DNA-Doppel- in
Einzelstrange (Denaturierung) flir 10 Sekunden bei 95°C, die Anlagerung der Primer
an die freien DNA-Strange (Annealing) in 20 Sekunden bei 55°C und die DNA-
Verlangerung beginnend am 3'Ende (Elongation) der cDNA fir 30 Sekunden bei 72°C.
Dabei wird der fluoreszierende Farbstoff SYBR Green in den Doppelstrang eingebaut

und dessen Lichtemission quantitativ vom Gerat erfasst.

Das Ergebnis ist der Schwellenwert cycle threshold (Ct). Dieser driickt den Beginn des
exponentiellen Wachstums der Replikationskurve aus und lasst somit Rickschllsse
auf die Menge replizierter cDNA und schlussendlich auf die eigentliche vorhandene
bzw. eingesetzte mMRNA-Menge zu. Je niedriger sich der Ct-Wert darstellt, desto eher
beginnt sich das Fluoreszenzsignal vom Hintergrund mit steilerem Kurvenanstieg zu

exponieren und umso reichlicher ist das eingesetzte Material vorhanden.

3.4.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte nach Pfaffl, M. - AACt-Methode und ist eine relative
Quantifizierung des mRNA-Expressionlevels (Pfaffl 2001).

Die Ct-Werte wurden anhand des stabilen, getesteten Referenzgenes (Ribosomales
Protein L 13A) zum delta-Ct-Wert (ACt) angeglichen (Pfaffl et al. 2004) [1]:

[7] ACt = CtZielgen - CtHousekeepergen

Die einzelnen Proben wurden den jeweiligen Vergleichsgruppen zugeordnet. ACt-
Werte einzelner Proben selber Marker wurden in den jeweiligen Gruppen gemittelt
(ACt), im Anschluss der AACt-Wert an Gruppe T (Tumorsphére) ausgerichtet und die
Ratio (R) ermittelt [2-3]:

[2] AA CtGruppe = ACtgen untersuchungsgruppe — ACtGen Tumorsphire

[3] Ratiopace = 2744C6ruppe
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3.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm /IBM Statistics SPSS 22. Eine
statistische Beratung erfolgte durch das Institut fir Medizinische Statistik, Informatik
und Dokumentation des Universitatsklinikums Jena.

Die ermittelten Einzelmesswerte aus den verschiedenen Untersuchungen sind
zueinander unverbunden, meist nichtmetrisch, ggf. ohne vorgegebene
Normverteilung, die in Rangen als ordinale Werte eingeordnet werden kénnen. Der
Mann-Whitney-U-Test wertete vergebene Range zweier Vergleichsgruppen aus und
ermittelt somit spezifische Unterschiede von ihrer zentralen Tendenz der jeweiligen
Gruppe bei einem Signifikanzniveau bei p < 0,05 (Weil3 2010).

Zur Erkennung von Korrelationen zwischen den genutzten Faktoren wurde eine
Rangkorrelationskoeffizient-Analyse nach Spearman durchgefihrt, wobei ein
parameterfreies Mal} fur die Signifikanz von p < 0,05 fur die Zusammenhangs-
wahrscheinlichkeit zwischen zwei ausgewahlten Faktoren, oder hier Markern, ermittelt
wurde. Dabei schlielien Korrelationseffizienten > 0,5 eine positive Wechselseitigkeit
nicht aus (Weifl3 2010).
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4 Ergebnisse

Im Zeitraum von 17 Monaten ging die Gesamtanzahl von 51 Proben histologisch
gesicherter, hochgradiger Gliome von 47 Patienten in diese Arbeit ein. Die
Gesamtkohorte bestand aus 27 Mannern und 20 Frauen zwischen 10 bis 91 Jahren,
im mittleren Alter von 65 Jahren (Abb. 9).
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Abb. 9: Uberblick zu Histologie und Patientenalter
[A] Histologie aller eingegangener Proben, [B] Geschlechter und Altersspanne im Boxplot

Die Mehrzahl stellten darunter 45 Frischresektate (Probenkurzel T4 - Tss) von 43
Patienten, welche direkt postoperativ nach obigem Stammzellisolationsprotokoll (siehe
Kapitel 3.2.3.) aufgearbeitet und in Zellkulturen Uberfihrt werden konnten.

Bei 33 Suspensionen gelang eine erfolgreiche Isolation, wobei in 18 Kulturen eine
Spharenbildung im Auflichtmikroskop nachweisbar war und sich acht Spharenkulturen
dauerhaft kultivieren lieRen. Stabile Spharen definierten sich hierzu gegeniber der
Vorkontrolle als vitale und im Ausmafl® konstante oder weiter proliferierende
Spharenkulturen (Abb. 10).

Diese 18 spharengenerierenden Kulturen der Gr.T setzten sich aus histologisch
gesicherten Glioblastomen (n=16), einem anaplastischen Astrozytom und einem

Riesenzellglioblastom zusammen.

Zusatzlich vervollstandigten sechs ausdifferenzierte, adharente Glioblastomkulturen
(Probenkirzel V1 - Ve, davon ein Riesenzellglioblastom) aus der Kryozellkulturbank

des experimentellen Labors der Klinik fur Neurochirurgie des Universitatsklinikums
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Jena die Gesamtprobenanzahl. Deren Bearbeitung erfolgte unter den Bezeichnungen
adharente Primérkulturen (Gr.\Vp) bzw. Sphéreninduzierte Kulturen (Gr.Vs).
Des Weiteren wurden die vier kommerziellen Glioblastomzelllinien (Gr. Vz) A172,
LN229, U87 und U373 einbezogen (siehe Versuchsaufbau, Kapitel 3.2.4.).

zeitweise
Zellkultivierung
33%

keine Vitalitat
27%

Abb. 10: Kulturausbeute auf Grundlage des Stammzellisolationsprotokolls (Gr.T)
Dabei fand bei ca. 40% der Isolationen eine Spharenbildung statt.

4.1 Betrachtung physiologischer Parameter der Vergleichsgruppen

Zu Beginn wurden folgende physiologische Parameter der drei Spharengruppen

betrachtet.

4.1.1 Sphéarenbildung

Nach erfolgreicher Isolation konnte bei 18 Kulturen der Gr.T eine Spharenbildung

innerhalb unterschiedlicher Zeitraume und Grade nachgewiesen werden:

Tab. 10: Spharenbildung Gr.T in [d]

PROBEN-

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 A4 A4 A4 A4 4 -+ =
. (=] - - - - - - N N N N w w w w w w —1
KURZEL o w S [3,] (-] © o - ~ [} o - N w H [} :||
N = m
m

GRAD ‘ 2 2 3 2 3 3 2 3 3 3 3 2 2 2 3 2 3 2
zen{g;\um ‘ 10 7 13 2 2 4 13 14 37 14 30 9 27 7 1 2 19 12 14

['] Riesenzellglioblastom, [?] Astrozytom (Grad IlI)

16 Kulturen waren Glioblastome, dazu kamen je ein Astrozytom (WHO Grad IIl) und
ein Riesenzellglioblastom. Sichtkontrollen fanden bis Tag sieben taglich, dartber

hinaus ein bis zwei tagig statt. Die Spharogenese trat in Gr.T zwischen einem bis 37
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Tagen, im Mittel nach 14 Tagen ein. Dabei erreichte die Halfte der Kulturen Grad 3
(Tab. 10).

Ein sukzessives Wachstum blieb danach aus. Auch war es nicht moglich, generierte

Spharen ab Grad 3 erfolgreich unbeschadet vital zu passagieren.

Tab. 11: Spharenbildung Gr.Vs in [d] Tab. 12: Spharenbildung Gr.Vz in [d]

PROBEN- PROBEN-

) S § 5§ § s =8 ) § X £ § =8

KURZEL - m 3 KIRZEL ~ ¥ N I %3
-m © = m
'._ -

GRAD - 2 3 3 2 3 GRAD | 2 3 2 2

ZEITRAUM ZEITRAUM

1 1 1 7 4 2,8

['] Riesenzellglioblastom

(&)
=
=

2,3

[D] [D]

Die Spharenformation bei beiden vormals adharenten Kulturen Gr.Vs (n=6) und Vz
(n=4) gelang im Spharenmedium innerhalb von sieben Tagen, im Mittel bei 2,6 Tagen.
Bei funf Kulturen in Gr.Vs und allen Zelllinien in Gr.Vz fand eine Spharogenese statt
(Tab. 11, 12).

Die unterschiedliche Dauer zur Spharenbildung von Gr.T gegenlber den
zusammengefassten, sphareninduzierten Vergleichsgruppen Vs und Vz stellte sich als

signifikant (p=0,012) dar (Abb. 11), zwischen Gr.Vs und Vz(2,8 und 2,3 Tagen) war sie
dagegen ohne Unterschied (p= 1,0).

407
1
o]

*

307
207 ‘
T
T

Sphidrogenesedauer in [d]

T —

I T
vz Vs

Gruppen
Abb. 11: Dauer der Spharogenese [d]
Gr.T zeigte im Vergleich eine hohe Spannbreite der Spharenbildungszeit mit einem bis 37
Tagen. Im Mittel bendtigte sie 12 Tage langer, um Spharen nach der Isolation zu generieren,
[*] signifikant.
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4.1.2 MTT-Viabilitatsanalyse

Fur die Darstellung der metabolischen Aktivitat der unterschiedlichen
Ausgangspopulationen wurde zeitnah, in der Regel innerhalb der ersten drei Passagen
aus der Isolation oder Kultivierung vor einer Spharenbildung die Reduktion von 3-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu blauem Formazan photometrisch ermittelt (siehe
Methodik 3.3.1.). Das Ergebnis ermdglichte quantitative RUckschlisse auf den
Zellumsatz und somit auf die metabolische Aktivitat der jeweiligen Zellpopulation zu
vier Messpunkten im 24h-Rhythmus im selben Nahrmedium (Spharenmedium). Dabei
war hier in allen eingegangenen Proben eine Formazangenerierung durch

Violettfarbung des Nahrmediums detektierbar.

Gr.Vz (n=4) und Vs (n=4) zeigten insgesamt hohe Streubreiten der Optischen Dichte
(OD) Uber alle vier Messzeitpunkte von 0,082 bis 0,936 bzw. 0,0865 bis 1,245.
Gruppe Vz erzielte zum ersten Messzeitpunkt (24h) eine mittlere OD von 0,505, nahm
an den folgenden drei Messpunkten um 28% ab und stabilisierte sich zwischen 0,393
und 0,274 (Abb. 12).

In Gr.Vs fiel die OD 24h im Mittel von 0,608 auf 0,427 um 30% und letztendlich nach
96h auf 0,294 um 52% sukzessiv vom ersten Messzeitpunkt ab (Abb. 12).
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Abb. 12: Zellviabilitatsdarstellung im MTT-Assay
Darstellung der Optischen Dichte (OD) der Gruppen Vz Vs und T im Boxplot Uber die vier
Messzeitpunkte von 24 bis 96h, [*] signifikant.
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Die Gr.T (n=8) blieb hingegen mit einer mittleren OD um 0,06 bis 0,05 stabil mit enger
Streubreite von 0,0065 bis 0,138 und zeigte sich insgesamt gegenuber beiden
Vergleichskulturen signifikant um den Faktor 10 konstant reduziert (Abb. 12 und Tab.
13).

In Abb. 12 zeigen sich die Optischen Dichten der Vergleichsgruppen Vz und Vs uUber
alle einzelnen Messpunkte in ihrer metabolischen Aktivitat Uberwiegend vergleichbar

und statistisch gegeneinander nicht signifikant unterscheidbar (Tab. 13).

Tab. 13: p-Werte der Vergleichsgruppen der einzelnen MTT-Messzeitpunkte
auf Grundlage des Mann-Whitney-U-Test, [*] signifikant bei p < 0,05

p-Werte Gruppen 24h 48h 72h 96h
Gr.V; gegen Gr. Vs 0,886 0,686 0,486 0,686
Gr.Vs gegen Gr.T 0,004* 0,004* 0,008* 0,016*
Gr.V; gegen Gr.T 0,016* 0,004* 0,004* 0,016*

4.1.3 Migrationsanalyse

Zur Beurteilung des Migrationsverhaltens von stabilen Spharenformationen wurde die
Migrationsstrecke der jeweiligen Kultur ausgehend vom Sphéarenrand beim Wechsel
in das Differenzierungsmedium nach 24h quantifiziert (siehe Methodik 3.3.2, Abb. 13
[A-C]).

Dabei wurde die Gr.T (n=5) mit Vz (n=4) und Vs (n=3) verglichen (Abb. 13). Beide
Gruppen lieken verstarkte intraindividuelle Varianzen des Spharen- und
Migrationsradius erkennen. Gr.T besal} zwischen 58 bis 135um, im Mittel mit 90um,
tendenziell gréRere Spharenradien gegenuber Gr.Vz mit 51um, bei einer Spannweite
von 40 bis 68um (p=0,063).

In gleicher Richtung verhielten sich die Migrationsradien: Gr.T fuhrte ebenfalls mit 119
bis 251um signifikant gegentber Gr.Vz mit 51 bis 135um (p=0,032), (Abb. 13).

Gr.Vs bildete Spharen mit Grolken von 40 bis 114um (gegen Gr.T p=0,57) und
migrierte 83 bis 132um (gegen Gr.T p=0,051), was einen mittleren Spharen- und
Migrationsradius von 76um bzw. 98um ergab (Abb. 13).
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Abb. 13: Migrationsanalyse

Hellfeldaufnahmen zur Migrationsvermessung von [A] Gr.Vz (U373), [B] Gr.Vs (V4) und [C]
Gr.T (T19). [D] Boxplotdarstellung von Spharen- und Migrationsradien der jeweiligen
Spharengruppen in ym, [*] signifikant.

Um eine von der SpharengroRe unabhangige Relation der Migrationstrecke zu
ermitteln, wurden Migrationsradius und Spharenradius zur Migrationsratio ins
Verhaltnis gesetzt und je Kultur im geometrischen Mittel zusammengefasst (Abb. 14).
Darunter bildeten sich konkordante Varianzen aus: bei Gr.T 1,17 bis 2,72, bei Gr.Vz
zwischen 1,15 bis 2,08 und Gr.Vs 1,13 bis 1,72.

Somit bezeichnete die Migrationsratio von Gr.T mit 2,06 eine erhdhte
Migrationsbereitschaft gegenuber Gr.Vz mit 1,65 (p=0,19) und Gr.Vs mit 1,34 (p=0,71).
FUr die beiden Vergleichsgruppen (Vz, Vs) ergab sich untereinander kein Unterschied
(p=0,4), (Abb. 14). Die Vereinigung der sphareninduzierten Vergleichsgruppen
gegenuber Gr.T belegte einen signifikanten Unterschied der isolierten Tumorspharen

bezuglich des Migrationsradius (p=0,01) und der Migrationsratio (p=0,048).

39



Ergebnisse

@
o
=}

|

ra
L94]
o

|

(x)

2,004

1,507

geometrisches Mittel der
Migrationsratio
Migrationsradius/ Sphirenradius

-

-

o
1

T T T
Vz Vs T

Gruppen
Abb. 14: Migrationsratio
Die Ratio neutralisierte die absoluten Messwerte und setzte den Migrationsradius zum
Spharenradius je Spharoid ins Verhaltnis. Die Einzelratio wurden intern flir jede Kultur in einem
geometrischen Mittel zusammengefasst, wobei Letztere in die zugehorige Vergleichsgruppe
hier als Boxplot integriert wurde. [*] signifikant

4.2 Morphologische Charakterisierung beider In-vitro-Systeme

Zur morphologischen Charakterisierung und Bestatigung des in vitro erzeugten
Entwicklungsstadiums der untersuchten Kultursysteme wurden die zu vergleichenden
Gruppen zum einen im Spharenmedium und zum anderen im Differenzierungsmedium
kultiviert. Spharenkulturen der Gr.T wurden dafur erganzend fur 24h im
Differenzierungsmedium gehalten, wobei es zur erwarteten phanotypischen
Metamorphose in Form einer flachigen Ausdifferenzierung, beginnend an den
Spharenrandern in allen Kulturen, kam.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnten hierzu alle Gruppen auf folgende
Antigene immunzytochemisch untersucht werden: CD133, Sox2, GFAP, Nestin und
Vimentin sowie Ki67. Zusatzlich wurde als Negativkontrolle der Marker flr aktivierte
Mikroglia Iba1 (Ohsawa et al. 2004) mitgefuhrt.

Zur genaueren visuellen Bezeichnung dreidimensionaler Spharenformationen
geschah fur ausgewahlte Proben eine Begutachtung anhand einer
Laserscanningmikroskopie (LSM).

Grundsatzlich konnten in allen Gruppen, Gr.T (n=5), Gr.Vs bzw. Vp (n=3) und Gr.Vz

(n=4), sowie in beiden Nahrmedien die untersuchten Marker nachgewiesen werden.
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421 CD133

Das Oberflachenprotein CD133 wurde in allen Gruppen spezifisch extranuklear
exprimiert (Abb. 15 - 18).

Uberlagerung Uberlagerung

Abb. 15: CD133 und Nestin in Tumorspharen (Gr.T)

Einzelaufnahmen der Mehrfachfarbung mit entsprechender Bilduberlagerung im
Spharenmedium [A-D] T21, [E-H] T19; Nestin (grun) bildete sich vorwiegend spharenperipher
und CD133 (rot) vorwiegend zentral in allen Proben ab (Kerne, blau).

In Gr.T waren alle mit Imnmunfluoreszenz untersuchten Spharenkulturen CD133 positiv

(Abb.15). Innerhalb der Ausdifferenzierungsphase von 24h im
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Differenzierungsmedium von Gr.T verschwand das CD133-Signal bei der Mehrheit der
Kulturen, blieb aber in einer Kultur in einzelnen Zellformationen nachweisbar (Abb. 18).
Bei einer Kultur in Gr.Vp (n=3) war ebenfalls CD133 in einzelnen Zellclustern zu finden.
Im Spharenmedium, als Gr.Vs, bildete sich in allen Kulturen ein identisches CD133-
Signal zu Gr.T (Abb. 16).

400x

Uberlagerung Uberlagerung

Abb. 16: CD133 in den sphareninduzierten Kulturen
[A-C] Gr.Vs (V4), [D-F] Gr.Vz (A172). Ausgewahlte CD133-Signale (rot) wurden mit [2]
gekennzeichnet (Kerne, blau).
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Ebenso wiesen die Zelllinien A172 und U373 (Gr.Vz) im Spharenmedium CD133 auf
(Abb. 16), wobei in diesen beiden Kulturen im Differenzierungsmedium ebenfalls in
einzelnen Zellclustern ein spezifisches Signal zu finden war. LN299 besal nur eine

vereinzelte CD133-Immunfluoreszenz in einzelnen Spharenformationen.

400x

Abb. 17: LSM-Aufnahme durch das Spharenzentrum bei ausgewahlten Kulturen

[A] Gr.Vs mit extranuklearem CD133-Signal (rot,>) und schwachpositivem GFAP-Signal
(griin, - ->; Kerne, blau); [B] Gr.T bildete ein zentrales CD133-Signal (rot,~>) und peripheres
Nestin-Signal (grun, - ->) ab.

Im Bezug zu den Strukturproteinen Nestin und GFAP bildete sich CD133 in der
Mehrfachfarbung in denselben Spharen ab (Abb. 15, 17). In der zusatzlichen LSM-
Analyse waren der CD133- und die Differenzierungs- bzw. Strukturmarker hingegen
raumlich voneinander getrennt, CD133 im Sphareninneren und eher Nahmedium fern,
Nestin und GFAP vorrangig am Spharenrand (Abb. 17).

Abb. 18: Adharente Zellkultur

[A-B] Ein spezifisches extranukleares CD133-Signal (rot,-) war auch in zwei adharenten
Kulturen aus Gr.T und Vr nachweisbar. [B] Dabei belegte das deutliche Nestin-Signal (grun)
ein differenziertes Zellkulturstadium (Kerne, blau).
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4.2.2 Sox2

Sox2 bot ein mehr gestreutes Bild, wobei nur wenige der ausgewerteten Zellkerne ein
positives Signal erkennen lieRen (Abb. 19, 20). In der Differenzierungszone der
Spharen zeigte Sox2 ein verstarktes Immunfluoreszenzsignal (Abb. 19).

Wahrend der Differenzierung der Gr.T im Differenzierungsmedium erlosch das Signal.
In Gr.T hob sich insbesondere randstandig das Signal flr Sox2 in vier Kulturen hervor
(Abb.20).

200x

Uberlagerung

Abb. 19: Sox2-Expression in Gr.T

[A-C, LSM-Aufnahme mit Schnitt durch das Spharenzentrum] Im Spharenmedium war das
Sox2-Signal (grin) randstandig betont. [D-F] Im Differenzierungsmedium waren vereinzelte
nukleare Sox2-Signale (griin) zu sehen. [->] ausgewahlte Signale (Kerne, blau)

Vereinzelt zeigte sich auch hier in zwei Kulturen der Gr.T ein positives Sox2-Signal in
ausdifferenzierten Einzelzellen (Abb.19).

Die Sox2-Signale der Primarkulturen (Vp, Vs) entsprachen denen von Gr.T in Bezug
zum jeweiligen Nahrmedium, wobei in Gr.Vs alle und Gr.Vp zwei Kulturen Sox2-positiv
waren.

In Gr.Vz fand sich in zwei Kulturen (U373, A172) ein Sox2-Signal, wohingegen im

Differenzierungsmedium nur U373 vereinzelt positive Zellen aufwies.
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Abb. 20: Sox2-Expression

[A-C] Beispielhaft hier Gr.T (T21). Im Spharenmedium hob sich Sox2 (griin) nuclear ab, [2]
ausgewahlte Signale. [D-F] Die adharente Kulturen im Differenzierungsmedium (hier Gr.T
nach 24h, entsprechend Gr.Vp) zeigten in der gro3en Mehrheit kein Sox2-Signal (Kerne, blau).

4.2.3 GFAP, Nestin und Vimentin

Die Immunfluoreszenzfarbung dieser differenzierungsspezifischen Intermediar-
filamente trennten jeweils zuverlassig Spharen- und Differenzierungsstadium in den
jeweiligen Nahrmedien ab.

GFAP, Nestin und Vimentin zeigten das erwartete spezifische Immunfluoreszenzbild

der Intermediarfilamente.

Abb. 21: Vimentin

Far Vimentin (grin) fand sich in den [A] Spharen aller Gruppen im Spharenmedium ein
randstandiges Signal, welches [B] im Differenzierungsmedium nach 24h bzw. in Gr.Vp Uber
die gesamten ausdifferenzierten Zellkérper abgebildet wurde (Kerne, blau).
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Diese Strukturfilamente bildeten sich in Gr.T im Rahmen der Ausdifferenzierung mit

deskriptiv kraftigerem Fluoreszenzsignal gegentber den Vergleichsgruppen ab.

200x 400x-
zoom

Abb. 22: GFAP

[A-B, Spharenmedium] Das GFAP-Signal (grin) zeigte in den Tumorspharen [A] eine
periphere Expression. Einer verstarkten GFAP-Expression bildeten sich [B] in Einzelzellen,
entsprechend von Expressionskeimen und [C] im Differenzierungsmedium innerhalb der
Zellformation bereits adharenter und ausdifferenzierender Zellen am Spharenrand ab. [D]
Dargestellte adharente Glioblastomzellen im Bildausschnitt (Kerne, blau).

Im Spharenmedium waren GFAP-, Nestin- und Vimentin-positive Zellen hauptsachlich
in der Differenzierungszone am Rand der Spharen in allen Gruppen lokalisiert (Abb.
21 - 23). Einzelzellen und kleine adhédrente Kolonien von Tumorzellen zeigten
ebenfalls ein positives Signal (Abb. 22).

Nach 24h im Differenzierungsmedium spiegelten in Gr.T die drei Marker die
progrediente Ausdifferenzierung mit einem deutlichen Signalgewinn gegenuber der
Kernfarbung mit Imitation der differenzierten Zytostruktur wider.

Die im Hellfeld sichtbare flachige Ausbreitung bestatigte die Differenzierung zusatzlich.
Dabei nahm ebenfalls das Signal im Zentrum der sich differenzierenden, ehemals

dreidimensionalen Spharen deutlich zu (Abb. 21 - 23).
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Die Immunfluoreszenzsignale der drei Marker waren zwischen den differenzierten
Kulturen der Gr.T und Gr.Vp durchweg vergleichbar. Im Spharenmedium zeigten sich
80% der Kulturen der Gr.T GFAP und Vimentin positiv, im Differenzierungsmedium
100%. Nestin war in allen Proben entsprechend des jeweiligen Stadiums nachweisbar
(Abb. 18, 23).

400x

Abb. 23: Nestin

[A-B, Spharenmedium] Das Nestin-Signal (griin) demonstrierte ein peripheres Signal in den
Spharen (Gr.T [A] und Gr.Vs [B]) und [C] nach 24h im Differenzierungsmedium bzw. [D] in
Gr.Vp ein der adharenten Zellarchitektur entsprechendes. (Kerne, blau)

Die vier verwendeten Zelllinien (Gr.Vz) zeigten GFAP, Nestin und Vimentin mit
deskriptiv schwacherer Signalstarke als in den anderen Gruppen. Dabei war GFAP zu
75% in beiden Nahrmedien nachzuweisen. LN229 verlor im Spharenmedium und
entgegengesetzt dazu U373 im Differenzierungsmedium GFAP.

In den sphareninduzierten Vergleichskulturen (Gr.Vs) war Vimentin ebenso in jeder

Probe vorhanden wie schlussendlich in allen ausdifferenzierten Kulturen (Abb. 21).
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4.2.4 Ki67

Der Proliferationsmarker Ki67 trat charakteristisch in allen Gruppen auf. Dabei war sein
Immunfluoreszenzsignal in den Spharen selbst, wie auch in ausdifferenzierten
Zellverbanden, sicher in den Nuclei nachweisbar (Abb. 24) und bestatigte die
Teilungsaktivitat. Der Proliferationsmarker unterschied in keinem Fall Gruppen,

Differenzierungsstadium oder Nahrmedium.

200x

Abb. 24: Ki67

Beispielhaft dargestellt sind [A] Gr.T (T19) im Spharenmedium, [B] nach 24h
Differenzierungsmedium und [C] Gr.Vp im Differenzierungsmedium. Ki67(rot) war ubiquitar in
allen Kulturen und Gruppen gegenwartig, [>] ausgewahlte Signale (Kerne, blau).

4.3 Ergebnis der Genexpressionsanalyse

Die RT-gPCR stellt ein hochsensitives Verfahren zur Erfassung auch geringer mRNA-
Mengen dar (Pfaffl et. Hageleit 2000), die in dieser Arbeit den Kern der Analyse der

eingeteilten Kulturgruppen anhand ausgewahlter Entwicklungsmarker bildete.

4.3.1 Expressionsquantifizierung der analysierten Marker

Die Gruppeneinteilung blieb unverandert und setzte sich aus Gr.T Tumorsphéren (n=>5,
- Glioblastome, darunter ein Riesenzellglioblastom), Gr.Vz Zelllinien (n=4), Gr.Vs
Sphéreninduzierten Kulturen (n=6) und den im Differenzierungsmedium kultivierten
Primé&rkulturen Gr.Vp (n=6) zusammen.

Es wurden die Pluripotenzmarker SOX2, OCT4 und NANOG, die potentiellen
Stammzellmarker CD133 und MUSASHI-1 sowie die weiteren Entwicklungsmarker
GFAP, NESTIN und NOTCH-1 in allen vier Gruppen nachgewiesen. NANOG (Ct-
Werte von 26,1 bis 36,26) war nur in einzelnen Kulturen nachweisbar und bildete sich
- wenn Uberhaupt - an der Nachweisgrenze ab, sodass eine vergleichende Analyse

nicht méglich war und dementsprechend auf selbige verzichtet wurde.
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Abb. 25: Darstellung der delta-CT Werte (ACT)

Die Ct-Werte wurden Uber das gleichzeitig analysierte Housekeeper-Gen RPL 13A fir alle
exprimierten Marker zu den hier dargestellten ACT-Werten intern angeglichen. Bei dieser
Auswertungsmethodik bedeuten kleinere ACT-Werte eine starkere Expression. Die

Standardabweichung der jeweiligen Gruppe ist hier als Fehlerbalken [ T_L ] dargestellt

SOX2 zeigte einen ACt-Mittelwert von 17,25, wobei die Gruppen von 12,66 bis 16,45
verstarkt streuten.

Die OCT4-Expression lag stabil im ACt-Schnitt bei 14,11 und mit geringen
Schwankungen aller Gruppen von 12,66 bis 16,55 ahnlich beieinander.

Das als Stammzellmarker definierte CD133 lag im ACt-Mittel bei 10,73 und war in der
Spannbreite zwischen 7,58 bis 14,7 Uber die Gruppen exprimiert, wobei jeweils nur in
der Halfte der Kulturen jeder Gruppe CD133 in dieser Analyse nachweisbar war.
MUSASHI-1 mit mittlerem ACt-Wert von 9,32 zeigte hingegen eine weite
Expressionsspanne uUber alle Gruppen von 4,54 bis 13,95, insbesondere aufgrund der
hoheren Expression in Gr.T mit 4,54.

Dicht beieinander lag die GFAP-Expression innerhalb der drei Vergleichsgruppen (ACt
bei 8,57). Durch die verstarkte Expression in Gr.T mit -1,00 ergab sich
zusammengenommen ein ACt-Durchschnitt von 6,18.

Ebenfalls hob NESTIN die Gr.T (ACt 3,13) gegenuber den Vergleichsgruppen ab und
lag im ACt-Gesamtmittel bei 7,43. Ahnlich, aber mit geringerer ACt-Streubreite von
5,46 bis 8,85 verhielt sich in dieser Analyse NOTCH-1 mit einem ACt-Mittelwert von
7,67 (Abb. 25).
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4.3.2 Expressionsratio gegentuber den isolierten Tumorspharen (Gr.T)
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Abb. 26: Ratio der Pluripotenzmarker
Die dargestellte Ratio der AACt-Werte richtete die Vergleichsgruppen gegeniber Gr.T aus. [*]
Unterschied ist signifikant gegeniiber Gr.T; [ T L ] Standardabweichung.

Mit Gr.T als Referenz zeigte SOX2 eine 12,85-fache signifikante Verringerung in Gr.Vp
(R=0,078; p=0,036) und eine 2,85-fache Verringerung in Gr.Vs (R=0,351; p= 0,4). Gr.
Vz hingegen wies eine mit 0,87 nicht signifikant erhdhte SOX2-Expression (R=1,147;
p= 0,629) auf.

OCT4 war in Gr.Vz um das 0,68-Fache (R=1,456; p=0,343) erhoht, in Gr.Vp und Gr.
Vs fiel die Expression um 1,2- bzw. 1,1-fach (R=0,837; p=0,61 bzw. R=0,910; p=1,0)
niedriger aus (Abb. 26).
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Abb. 27: Ratio der Stammzellmarker
Die dargestellte Ratio der AACt-Werte richtete die Vergleichsgruppen gegeniber Gr.T aus. [*]
Unterschied ist signifikant gegeniiber Gr.T; [ T L ] Standardabweichung.

50



Ergebnisse

Gr.Vz (R=24,279; p=0,670) und Gr.Vp (R=12,385; p=0,860) lagen mit gering erhohter
CD133-Expression (0,04- bzw. 0,08-fachen) in Bezug zu Gr.T dicht beieinander. In
Gr.Vs (R=0,171; p=1) war die CD133-Expression hingegen um das 5,85-Fache
verglichen mit Gr.T, erniedrigt.

MUSASHI-1 war signifikant in Gr.Vp um den Faktor 34,6 (R=0,029; p=0,038) und in
Gr.Vz um das 681-Fache (R=0,001; p=0,029), in Gr.Vs um das 24-Fache (R=0,042;
p=0,111) gegenuber Gr.T vermindert exprimiert (Abb. 27).
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Abb. 28: Ratio der weiteren Entwicklungsmarker
Die dargestellte Ratio der AACt-Werte richtete die Vergleichsgruppen gegeniber Gr.T aus. [*]
Unterschied ist signifikant gegentiber Gr.T; [ T L ] Standardabweichung.

Die weiteren Entwicklungsmarker wiesen in allen drei Vergleichsgruppen gegenuber
Gr.T eine teils deutlich niedrigere Expression auf.

GFAP war in Gr.Vp 856,26-fach (R=0,001; p=0,004) und in Gr.Vs (R=0,001; p=0,008)
705,2-fach signifikant, in Gr.Vz um den Faktor 728,9 (R=0,001; p=0,143) unspezifisch
vermindert exprimiert.

Die geringste NESTIN-Expression gegenuber Gr.T mit 151,55-facher Reduktion wies
Gr.Vp (R=0,007; p=0,004) auf. Etwas weniger vermindert war die Expression in Gr.Vs
(93,4-fach; R=0,011; p= 0,032) und Gr. Vz mit 10,6-facher Reduktion (R=0,094;
p=0,032).

NOTCH-1 war signifikant um das 10,5-Fache in Gr.Vp (R=0,095; p=0,01), das 7,5-
Fache in Gr. Vs (R=0,134; p=0,032) und das 5,9-Fache in Gr. Vz (R=0,171; p=0,057)
verringert (Abb. 28).
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Der Proliferationsmarker KI67 war in allen Gruppen mafRig gestreut im ACt-Wert mit
7,22 bis 11,25 exprimiert und nicht dargestellt. Gegenlber Gr.T war K/67 in allen
Vergleichsgruppen (R von Gr.Vz/ Vp/ Vs =16,303; 4,362; 3,745) ohne Signifikanz
verstarkt exprimiert (Gr.Vs p=0,686; Vp p=0,352; Vz p=0,057). Zwischen den
Vergleichsgruppen bestand diesbezlglich ebenfalls kein Unterschied (Vz gegen Vs p=
0,486; Vz gegen Vp p=0,171 und Vp gegen Vs p= 0,915).

Zueinander wiesen die drei Vergleichsgruppen Gr.Vz, Ve und Vs keine statistisch
relevanten Unterschiede aller der hier untersuchten Marker auf. Die jeweiligen

zugehdrigen AACt-Werte sind in Tab. 14 niedergelegt.

Tab. 14: Uberblick iiber die AACt-Werte der Vergleichsgruppen gegeniiber Gr.T

AACt SOX2 OCT4 MUSASHI-1 CD133 GFAP NESTIN NOTCH-1 Ki67

Tumorsphéren 0 0 0 0 0 0 0 0
[Gr. T]

Sphéreninduzierte 1,512 0,137 4,584 2,550 9,462 6,545 2,903  -1,905
[Gr. Vs]

Zelllinien -0,198  -0,542 9,412 -4,602 9,510 3,411 2,549  -4,027
[Gr. V7]

Primérkultur 3,684 0,257 5113 -3,631 9,742 7,244 3,389  -2,125
[Gr. VF]

4.3.3 Korrelationsbeurteilung

Die Marker MUSASHI-1, NESTIN und NOTCH-1 stehen im direkten und indirekten
Zusammenhang in der Zellentwicklung. Aus diesem Grund wurde eine
Korrelationsanalyse nach Spearman in allen Kulturen mit den drei Markern
durchgefuhrt.

Hiernach korrelierten jeweils hochsignifikant positiv (p=0,000) MUSASHI-1 mit
NESTIN 0,819 und NOTCH-1 (0,659) sowie NESTIN mit NOTCH-1 (0,777).
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5 Diskussion

Einleitend wurde die Bedeutung von Spharen-Assays im Zusammenhang mit der
Erforschung von tumorunterhaltenden, stammzellahnlichen Zellsubpopulationen und
deren potentieller Bedeutung herausgearbeitet. Stammzellcharakterisierende
Faktoren scheinen, unabhangig der Gliomatiologie, ein bedeutendes Attribut in der
Tumorgenese darzustellen.

Ferner wurde dargelegt, dass Spharenbildung von Zellkulturen in vitro, neben
unbegrenzter Replikation und Ausdifferenzierung in vivo zum Ausgangstumor, ein
stammzellcharakterisierendes Merkmale definiert.

In dieser Arbeit sollte nun die Aussagekraft bestimmte etablierter,
molekularbiologischer  Entwicklungsmarker in der Zusammenschau  mit
physiologischen und morphologischen Faktoren, bezuglich deren Maoglichkeit
stammzellpotente Kulturen in Spharen-Assays zuverlassiger hervorzuheben,
analysiert werden. Dazu wurden Spharen- und adharente Kulturen hochgradiger

Gliome bzw. Glioblastome von unterschiedlicher Genese verglichen.

5.1 Methodische Bewertung

Alle Patientenproben umfassten histologisch gesicherte hochgradige Gliome, wobei
neben einem anaplastischen Astrozytom und 2zwei Riesenzellglioblastomen
ausschlieflich primare Glioblastome in die Analyse eingingen. Das Patientenkollektiv
reiht sich bezuglich der Alters- (Mittel 65, Median 67 Jahre) und Geschlechtsverteilung
in eine Vergleichspopulation ein (Crocetti et al. 2012). Spezifische klinische Marker wie
MGMT-Status und IDH-1/2- Mutation lagen fur die eingesetzten Proben vor und gaben
ein homogenes Bild ab. Dabei war in keinem Fall eine IDH-1 oder -2 Mutation
nachweisbar. Der Methylierungsstatus der Promotorregion des MGMT-Gens war bis
auf eine Probe positiv. Drei der eingesetzten Kulturen aus Gr.T waren positiv fur
1p19g-Deletionen. Dennoch scheint diese molekulare Signatur bei Glioblastomen
keinen positiven Effekt auf das Uberleben der Patienten zu haben (Kaneshiro et al.
2009, Boots-Sprenger et al. 2013). Aus diesem Grund fanden diese Marker in dieser
Analyse keine weitergehende Beachtung.

Ein Einfluss von gangigen Medikamenten, wie Dexamethason und Antikonvulsiva,
konnte nicht ausgeschlossen werden, ist aber nicht zu beurteilen (Besteher 2013).

Insbesondere Dexamethason, indiziert zur Kontrolle eines tumorbedingten perifokalen
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Odems, kann wohl Stammzellen aus dem Knochenmark rekrutieren (Nakamizo et al.
2005).

Ein weiterer Storfaktor ergibt sich bei Proben aus Rezidivoperationen mit vorweg
stattgehabter Radio-Chemotherapie. Nach wissenschaftlichem Stand kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in diesen Tumoren stammzellahnliche Zellen eher
positiv selektiert wurden (Reya et al. 2001, Liu et al. 2006, Bao et al. 2006), wobei hier
nur eine Kultur in Gr.T betroffen war.

Die Passagierung mit der enzymatischen Anwendung von Accutase wie auch die
Zentrifugation sind als Stressoren fUr die jeweiligen Zellkulturen mit Eingriff in die
Zellbiologie anzusehen. Dies ist moglicherweise eine Ursache fur die mangelnde vitale
Passagierbarkeit von Spharenkulturen, insbesondere der nach
Stammzellisolationsprotokoll erzeugten Tumorspharen Grad 2 bis 3. Bei der
prophylaktischen Ciprofloxacin-Behandlung gegen mogliche unerkannte
Mykoplasmeninfektionen der adharenten Kryokulturen waren keine vordergrindigen
Auswirkungen auf die Zellkulturen zu erwarten (Schmitt et al. 1988).
Kryokonservierung bewirkt It. vorangegangenen Studien keine Veranderungen im
Geno- und Phanotyp mdglicher stammzellahnlicher Populationen in Zellkulturen
(Chong et al. 2009).

Die im Spharenmedium eingesetzten Wachstumsfaktoren Epidermal Growth Factor
(EGF) und Basic fibroblast growth factor (bFGF) sind etablierte Standardzusatze in
Stammzellndhrmedien, da sie in Bezug auf die Stabilisation der Zellen im
undifferenzierten Stadium serumhaltigem Medium Uberlegen zu sein scheinen (Lee et
al. 2006, Reynolds et al. 1992). Auch soll der gangige kommerzielle Zusatz von B27®
im Spharenmedium unklare Effekte durch serumhaltige Nahrlésungen ersetzen und

Spharenformationen ausdauernd stabilisieren (Brewer et al. 1993, Chen et al. 2008a).

Die Wahl des MTT-Assays zur Objektivierung der Zellkulturviabilitat basiert auf der
Erkenntnis, dass die NADPH-abhangige Glykolyserate auch in Hirntumoren
grundlegendes Fundament des Zellstoffwechsels ist (Marie und Shinjo 2011).
Methodische Effekte auf den Metabolismus wurden bei Erhebung der Zellviabilitat
weitgehend durch die vorangehende drei- bis funftagige Inkubation von Gr. Vz und Vs
im Spharenmedium ausgeschlossen. Eine vergleichbare Ruhephase erhielten die
Zellkulturen der Gr.T, um eine Verzerrung durch das strapazierende

Isolationsgeschehen weitgehend auszuschliel3en.
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Bei der Migrationsanalyse konnte durch eine hohe Anzahl von umfangreichen
Einzelmessungen (70 je Kultur) der naturliche Fehler klein gehalten und somit eine
statistisch  solide Datenbasis erzielt werden. Herausfordernd war im
Vermessungsverlauf bei einzelnen Kulturen mit kleinen spharoiden Formationen die
Festlegung des Mittelpunktes mit darauf aufbauender Ermittlung des Migrationsradius.
Auch hier wurde der Fehler Uber Mehrfachmessungen somit weitgehend
eingeschrankt.

Im Rahmen der Immunfluoreszenzfarbung war zu beachten, dass grundsatzlich die
Fixierung mittels Paraformaldehydlésung bereits zu Anfang Membranproteine
verandern und das Ergebnis einer anschlieRenden Behandlung verzerren kdnnte.
Ebenso konnte der Effekt der Photobleichung (photochemische Destruktion des
Fluorophors durch Aussetzung gegenuber Anregungslicht) erfolgreich gebundene
Immunfluoreszenzantikdrper kaschieren. Fixations- und Farbungsrickstande kénnten
in geringem Malie auf den Objekttragern eine Antikdrperbindung bzw. auch die
Lichtemission behindern oder ein Hintergrundsignal erzeugen. Uberdies sollte eine
mogliche Abnahme der Eintrittstiefe von Primar- und Sekundarantikérpern in grolde,
dicht gepackte Spharenformationen bedacht werden. Die Beurteilung der Praparate
erfolgte daher unabhangig durch zwei Personen.

Der gliale Marker GFAP sowie der mesenchymale Marker Vimentin dienten als
Positivkontrolle, Iba-1 zum Ausschluss von Migroglia als Negativkontrolle. Das CD133-
Immunfluoreszenzsignal entsprach allgemein bekannten Immunfluoreszenzmustern
(Sherman et al. 2011, Yuan et al. 2004).

Fur die RT-gPCR wurden die in der Literatur etablierten Primer nach Primerblast NCBI
ausgewahlt (siehe Tab. 6) und anhand eines Agarosegels getestet.

Um individuelle Schwankungen wahrend der PCR systematisch auszuschliel3en,
wurde das Procedere durchgehend von einer Person mit identischem Pipettensatz
durchgefiihrt. Eine interne Kontrolle wurde mitgefiihrt. Uber die Ermittlung der AACt-
Ratio ist eine Ausrichtung der Werte an Gr.T erfolgt.

Der regelhaften Gegenwart technisch bedingter systematischer Fehler in der
Versuchsdurchfuhrung konnte Uber die ausnahmslose Verwendung derselben

Apparaturen begegnet werden.
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5.2 Kernaussagen

Nach diesen Ergebnissen hoben sich die nach dem Stammzellisolationsprotokoll
erzeugten Tumorspharen (Gr.T) deutlich von den drei Vergleichskulturen ab.

Gr.T zeigte signifikant einen im Mittel um 12 Tage langer dauernden Zeitraum bis zur
Spharenbildung sowie eine 10-fach niedrigere Zellviabilitat. Des Weiteren wuchsen in
dieser Gruppe groflere Spharenformationen, die mit einer verstarkten Tendenz zur

Migration nach Mediumwechsel gegenuber den Vergleichsgruppen imponierten.

—— —— — —
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Immunfluoreszenz: CD133 war in allen Gruppen nachweisbar und ging sicher mit Spharenformationen einher. Insgesamt
nahm CD133 und Sox2 mit der Differenzierung ab, GFAP, Nestin, Vimentin entsprechend zu.
= CD133, NANOG und OCT4 trennen nicht die Gruppen voneinander
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NOTCH-1** 25>
GFAP** >>>
soxz* >Vp [*] signifikant

Abb. 29: Zusammenfassung der Ergebnisse

Auch auf der mMRNA-Expressionsebene setzte sich dieser Unterschied gegenlber den
drei Vergleichsgruppen mit einer z.T. 10- bis 700-fachen, meist signifikant verstarkten
Expression der Marker MUSASHI-1, NESTIN, NOTCH-1 und GFAP in Gr.T fort.

Aus diesen Daten lasst sich vorweg darlegen, dass die Isolation anhand des
Stammezellisolationsprotokolls physiologisch wie ebenso genetisch divergente

Spharenkulturen gegenuber den adharenten Primarkulturen und kommerziellen
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Zelllinien erbracht hat. Dabei zeigten diese Analysen keine greifbaren Unterschiede
innerhalb der Vergleichskulturen in Bezug auf die untersuchten Faktoren (Abb. 29).

Schlussendlich kdnnen die einleitenden Fragestellungen wie folgt beantwortet werden:

5.2.1 Physiologisch-phanotypische Gegeniiberstellung

Grundlegend sind Spharen-Assays als alleinige Methode zur Identifikation
stammzellahnlicher Tumorzellpopulationen nicht unumstritten, so konnen sie nur
retrospektive Bestimmungen leisten, u.a. durch Differenzierung zum Ausgangstumor,
ohne die Beachtung von weiteren Faktoren (Cheng et al. 2009). Dennoch brachten
Laks et al. Tumorspharen-Assays als unabhangigen, prospektiven In-vitro-Marker flr
den Behandlungsausgang ins Spiel, unabhangig vom Proliferationsindex Ki67 (Laks
et al. 2009). Der nukleare Faktor Ki67 in der Interphase des Zellzyklus ist ein bewahrter
Proliferationsmarker in der Routinediagnostik (Cattoretti et al. 1992). Die hier
vorliegenden Ergebnisse, in denen Ki67 auf Protein- und mRNA-Ebene sowohl in
Spharen als auch in den adharent wachsenden Kulturen keine signifikanten
Unterschiede zeigte, reihen sich bei Laks et al. ein. Anderseits gelten
Tumorstammzellen, verglichen mit der Mehrheit der differenzierten Tumorzellen, eher
als ruhende Zellpopulationen (Shay und Wright 2010). Potentiell deutet die Gr.T mit
der niedrigsten KI67-Expression gegenlber den anderen Gruppen, zwar ohne
Signifikanz, dies an.

Spharen-Assays generieren eine hohe Streubreite bezlglich der Spharogenesedauer
in vitro (Germano et al. 2010), wie sie gleichfalls in dieser Arbeit zwischen einem bis
37 Tagen anzutreffen war. Vergleichbare Betrachtungen beschrieben ebenso binnen
sieben bis 14 Tagen eine Spharenausbeute von 41% (Hasselbach et al. 2014). Hier
gelang eine primare Spharenkultivierung im selben Ausmal, wobei sich letztendlich
18% der Spharenkulturen als ausdauernd stabil erwiesen. Die OP-Proben waren in
Grolle und Vitalitdt von unterschiedlicher Qualitdt, da das Resektionsgebiet
naturgemald nekrotische, hamorrhagische und proliferative Areale umfasste, die unter
Operationsbedingungen nicht immer sicher zu differenzieren waren. Bedeutender
konnte diesbezuglich jedoch die reduziertere Ausbeute, neben dem strapazidsen
Isolationsprocedere an sich, im Zusammenhang mit der Vorbehandlung durch der
Radikale erzeugenden 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) stehen, wozu Hasselbach et al.
keine Stellung nehmen. Die praoperativ verabreichte 5-ALA kdnnte unter Beleuchtung,
sei es im OP-Feld oderim Laborumfeld, reaktive Sauerstoffradikale gebildet und somit

zum Zellverlust in der Aufarbeitung gefuhrt haben.
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Die 5-Aminolavulinsaure ist ein Substrat im Porphyrinsynthese-Zyklus und wird mit
aufsteigendem Gliomgrad sukzessiv in den neoplastischen Zellen angereichert, was
zur gesteigerten Synthese des Zwischenproduktes Protoporphyrin IX fuhrt. Als
neurochirurgisches Standardverfahren wird intraoperativ Protoporphyrin X unter
ultraviolettem Licht zur Emission von rot-violettem Licht angeregt, um maligne
Zellnester gegen visuell unberthrtes Parenchym abzugrenzen. So soll eine
zuverlassigere und schonendere Resektion gewahrleistet werden (Zhao et al. 2013).
Die Bewertung von 5-ALA im Hinblick auf die Biologie stammzellahnlicher Tumorzellen
fallt in der Literatur unterschiedlich aus und scheint noch nicht abgeschlossen. CD133
positive Zellpopulationen sollen zum grofiten Teil 5-ALA Uberstehen (Rampazzo et al.
2014). Ferner fanden Piccirillo et al. zwar keinen direkt schadigenden Einfluss von 5-
ALA auf tumorinitiierende Zellpopulationen bezlglich der Spharogenese und u.a. den
Markern Sox2, GFAP, Nestin und Notch-2 (Piccirillo et al. 2012). Jedoch wurde in der
Vergangenheit generell ein toxischer Effekt auf Tumorzellen nachgewiesen
(Coupienne et al. 2011). Dahingehend wird 5-ALA mittlerweile nicht nur als
intraoperatives Diagnostikum, sondern auch als photodynamisches Therapieverfahren
diskutiert (Teng et al. 2011). Dennoch ist die beschriebene Wirkung auf

Gliomspharenkulturen weiterhin widersprichlich (Kamoshima et al. 2011).

Im Gegensatz zur stammzellisolierten Gr.T waren alle im serumfreien Spharenmedium
kultivierten Proben der Gr.Vz und Vs durch eine rasche Spharenbildung binnen
weniger Tage gekennzeichnet. In der Literatur wurden unterschiedliche Genesezeiten
fur kommerzielle Zelllinien (U373, U87), binnen Tagen (lacopino et al. 2014) bis
mehrere Wochen mit langsamem Spharenwachstum, insbesondere von U87,
angegeben (Hong et al. 2012). Hong et al. ermittelte zwar, dass die im serumhaltigen
Medium erzeugten Spharenkulturen der Zelllinien stabiler ausfielen, was hier nicht
zutraf. Jedoch nutzte Hong et al. hier nur ein bedingt vergleichbares Verfahren mit anti-
adhasionsbeschichteten Kulturbodenflaschen sowie ein verandertes serumfreies
Nahrmedium ohne B27®-Zusatz.

FUr neurale Progenitorzellen, gewonnen aus adulten Primarkulturen, liegen in der
Literatur beschriebene Zeiten bis zur Spharenbildung zwischen vier bis sieben Tage
vor (Kabos et al. 2002). Fur Zellen aus Gliomresektaten mit vergleichbaren
Stammezellisolationsprotokollen werden sieben bis zehn Tage genannt (Azari et al.
2011). Aus diesen vorgenommenen Betrachtungen ist die Kulturausbeute der Isolate

mit Spharenbildung in dieser Arbeit insgesamt als realistisch zu werten.
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Die Viabilitatsprufung auf eine vorher festgelegte Zellzahl stellte die metabolische
Aktivitat der Zellen der Gr.T den sphareninduzierten Gr.Vz und Vs gegenuber. Ein
geringerer Umsatz der stammzellisolierten Zellen der Gr.T gilt aufgrund von friiheren
Versuchen mit der Zelllinie U87 (Vlashi et al. 2011) als mdglich. Die simultane
Abnahme der Glykolyserate in beiden Vergleichsgruppen (Gr.Vz, Vs) kdnnte dem
limitierenden Verbrauch an Nahrstoffsubstrat Uber den Zeitraum geschuldet sein.
Dergleichen halten vor allem Gliomzellen mit geringerem Zellumsatz die Fahigkeit zur
Selbsterhaltung und Langlebigkeit inne verglichen mit sich selbsterschopfenden
Populationen mit aktiverem Zellumsatz (Richichi et al. 2013). Wie oben bereits
angerissen wird grundsatzlich angenommen, dass stammzellassoziierte Tumorzellen
eher ruhende Zellpopulationen (Shay und Wright 2010) mit wesentlich geringerer
metabolischer Aktivitat verkorpern (Pattabiraman und Weinberg 2014). Diese
signifikanten Unterschiede wiesen hier in ahnliche Richtung. Durchaus besteht die
Moglichkeit, dass sich der niedrigere Umsatz in der verlangerten Spharenbildung in

Gr.T gegenuber den Vergleichsgruppen widerspiegelt.

Auch die Migrationsbereitschaft und damit die Proliferationstendenz unter
verandertem, serumhaltigem Nahrmedium waren in der Gr.T gegenuber beiden
sphareninduzierten Vergleichsgruppen (Vz und Vs) verstarkt (Kapitel 4.1.3). Dieser
Trend isolierter Spharen der Gr.T gegenuber denen kommerzieller Zelllinien (U87)
bestatigte sich in vergleichbaren Analysen (Hong et al. 2012). Gr.T bildete im Vergleich
zu den verwendeten Zelllinien (Gr.Vz) ca. 78% grofRere Spharenradien und die Zellen
migrierten mit knapp 80% signifikant weiter allseitig im selben Zeitraum aus. In
ahnlicher Weise fand sich eine Tendenz gegenuber Gr. Vs mit noch ca. 15% grolieren
Spharen mit einer ca. 42%igen weiteren Migration. Der durchschnittliche Radius (Gr.T)
von 90um entspricht Daten alterer Studien mit stammzellassoziierten Spharen (Azari
et al. 2011, Johnson et al. 2013). Die stammzellisolierten Tumorspharen behielten
signifikant ihren Migrationsvorsprung gegenuber den zusammengelegten Werten der
sphareninduzierten Vergleichsgruppen (Vz, Vs) wie auch im Spharenausmal}
neutralisierten Migrationsratio. Diese Tendenz konnte mit einer Erhéhung der Anzahl
an Spharenkulturen weiter erhartet werden.

Insgesamt lag eine positive Korrelation zwischen Spharengrofe und dem
Proliferationstrieb vor. Stammzellahnliche Tumorzellen sollen sich generell durch eine
vergleichsweise erhdhte Proliferationsneigung unter entsprechenden Bedingungen

auszeichnen (Nduom et al. 2012).
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Ein Zusammenhang mit der NOTCH-1-Expression kann vorliegen (Mori et al. 2006).
So hatte Zhnag et al. bereits eine verstarkte Migrationsbereitschaft in Zelllinien mit
einer verstarkten Notch-Expression in Zusammenhang gebracht (Zhang et al. 2012).
Simultan prasentierten die ermittelten Daten hier ebenfalls eine sechs- bzw.

siebenfach gesteigerte NOTCH-1-Expression in Gr.T gegentber Gr. Vz und Vs,

5.2.2 Einordnung der Immunfluoreszenz- und Genexpressions-
ergebnisse

Auf mRNA-Ebene waren die ausgewahlten Marker, abgesehen von NANOG, in allen
Gruppen nachweisbar, CD133 in der Halfte in den jeweiligen Spharengruppen.

In der Immunfluoreszenz wurden die eingesetzten Marker CD133, Sox2, Nestin,
GFAP, Vimentin und Ki67 in allen Vergleichsgruppen mit unterschiedlicher Verteilung
nachgewiesen. In allen Gruppen war weithin die Tendenz zum Rickgang von CD133
und Sox2 im Rahmen der Ausdifferenzierung zu beobachten.

Die Organisation von GFAP- und Vimentin-Strukturfilamenten in den Zellkérpern
belegen sicher, zusammen mit flachigem Auswachsen, ein differenziertes bzw.
adharentes Kulturstadium (Reifenberger et al. 1989, Tso et al. 2006). Dies konnte auch
in der Immunfluoreszenzanalyse dokumentiert werden (Kapitel 4.2). In der
Immunfluoreszenzanalyse gelang es weiterhin, ein undifferenziertes (Gr.T, Vs, Vz) von
einem differenzierten Stadium (Gr.Vp, Gr.T nach 24h im Differenzierungsmedium)
durch die GFAP- und Vimentin-Expressionen voneinander zu unterscheiden, wobei

Nestin analog exprimiert wurde (Abb. 4, 21 - 23).

Die Expression von CD133 in Tumorspharen, ausgehend von adharenten
Primarkulturen durch Induktion Uber ein entsprechendes Kulturmedium, ist bekannt
und entsprach in dieser Arbeit Gr.Vs.

Pavon et al. privilegiert sogar sphareninduzierte Kulturen aufgrund des erhdhten
CD133-Anteils auf Proteinebene gegenuber Stammzellisolierten (Pavon et al. 2014).
Auch in dieser Arbeit fand sich CD133 zuverlassig in allen Spharengruppen. So gelang
in dieser Analysen, gegenteilig zu Pavon et al., in allen Einzelkulturen der
stammzellisolierten Gr. T, wie auch vollstandig in Gr.Vs und noch in zwei
Zelllinienkulturen  (Gr.Vz, A172, U373), der Nachweis einer CD133-
Oberflachenexpression. In den ausdifferenzierenden oder adharenten Kulturen war
CD133 auf Proteinebene fast verschwunden. Der CD133-Verlust in differenzierten

Kulturen ist aufgrund von Vorarbeiten erwartet worden (Caldera et al. 2011). Lediglich
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in einzelnen Zellclustern blieb ein CD133-Signal bei je einer ausdifferenzierten Kultur
in Gr.T (T20) und Gr.Vp (V3) erhalten (Abb. 18).

Entgegen den vermehrten stammzellassoziierten physiologischen Eigenschaften und
der verstarkten mRNA-Expression weiterer Entwicklungsmarker wie MUSASHI-1 und
NESTIN in Gr.T erlaubte der Stammzellmarker CD133 auf mRNA-Ebene zwischen
den Gruppen keinerlei Trennung und war unspezifisch verteilt, ohne dass sich eine
Gruppe signifikant absetzte. Widerspruchlich war zudem, dass im selben Nahrmedium
auf Proteinebene alle Kulturen der Gr.T CD133-positiv waren, auf Transkriptionsebene
jedoch nur zwei von funf. Auch liel} sich CD133 nur noch in einem Drittel der
sphareninduzierten Gr.Vs nachweisen. Dabei war die mMRNA-Expression in denselben,
aber adharenten Kulturen (Gr.Vp) sogar gesteigert und in vier der sechs Proben dieser
Vergleichsgruppe vorhanden.

Grundsatzlich bestehen vielfaltige zellulare Rulckkopplungseffekte zwischen
Proteinebene und Transkriptions- wie Translationsebene. Mdglicherweise kdnnte eine
ausreichende Sattigung auf der Zelloberflache der Sphéaren, wie in der
Immunfluoreszenz nachgewiesen, die Menge der Transkripte reduziert haben. Auch
in Tumorstammzellen in Kolonkarzinomkulturen konnten unterschiedliche Effekte auf
Proteinebene bei stabiler mRNA-Expression von CD133 in differenzierten Kulturen
nachvollzogen werden. Dabei wurde auch eine Veranderung der Glykosylierung des
CD133-Epitops in der Differenzierung propagiert (Kemper et al. 2010).

CD133 wird, trotz unklarer Funktion, als Stammzellmarker angesehen (Kapitel 1.4.1).
Nichtsdestoweniger ist seine Bewertung mittlerweile uneinheitlich. Zweifel am
Charakterisierungspotential des Oberflachenmarkers CD133 klangen bereits
einleitend an. So zeigten murine Implantationsexperimente, dass auch CD133-
negative stammzellisolierte Zellpopulationen CD133-positive Tumore hervorbringen
konnten. Zusatzlich war es maoglich, in vivo CD133-unabhangig heterogenetische
Tumore zu erzeugen (Joo et al. 2008, Ogden et al. 2008). Dies fuhrte zur Annahme,
dass CD133 eher im Rahmen des Tumorprogresses mit einhergehender
Neovaskulisation von Bedeutung ist als bei Tumorunterhaltung oder -induktion (Wang
et al. 2008a). Des Weitere haben auch CD133-negative Zellkulturen Tumorspharen
bzw. tumorunterhaltende Zellen gebildet (Chen et al. 2010).

Auch bewerten diverse Autoren das Transmembranprotein als potenten Einzelmarker
zuruckhaltender (Venere et al. 2011). Neuste Publikationen wie von Teodorczyk und

Schmidt nahmen jungst ganzlich Abstand (Teodorczyk und Schmidt 2014) oder geben
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CD133 in erster Linie in Korrelation mit Nestin einen prognostischen Aussagewert in

hochgradigen Gliomen (Dahlrot et al. 2014).

Die Pluripotenzmarker NANOG, SOX2 und OCT4 waren auf mRNA-Ebene nicht
reguliert. lThnen wird derzeit ein stammzellidentifizierender Charakter eingeraumt
(Germano und Binello 2014). Die Pluripotenzfaktoren SOX2 und OCT4 hoben sich in
dieser Analyse nicht gegenuber den Kohorten ab. Sox2 war morphologisch im
Spharenmedium in allen Gruppen mehrheitlich nachweisbar, wobei Gliome allgemein
eine unspezifisch erhdhte Sox2-Expression gegenuber Normalgewebe besitzen
(Schmitz et al. 2007, Du et al. 2009). Eine Sox2-Blockade fuhrte in vorangegangenen
Arbeiten zum Proliferationsstopp in tumorinitierenden Gliomenzellen (Gangemi et al.
2009).

In dieser Arbeit war das Sox2-Signal innerhalb der Spharenformation gering
ausgepragt. Auf Proteinebene erschien es in den ausdifferenzierenden Spharen oder
im Spharenmedium eher spharenpedal, insbesondere bei den Tumorspharen der
Gr.T. Zugleich fand sich eine beginnende Organisation von Intermediarfilamenten, wie
etwa von GFAP, Nestin und Vimentin. Einzig die Gr.T exprimierte auf
Transkriptionsebene gegenuber den adharenten Kulturen (Gr.Vp) signifikant verstarkt
SOX2. Somit weisen diese Daten eventuell darauf hin, dass Sox2 hier vorrangig als
differenzierendes, anstatt pluripotentes Element der Spharenbiologie fungiert und
somit in diesem Zusammenhang eine Rolle wahrend der Ausdifferenzierung spielen

konnte.

5.2.3 Einordnung der stammzellisolierten Spharen (Gr.T) bezuglich
ihres Differenzierungsstandes

Wie soweit ausgefuhrt, erbrachte die Stammzellisolation, modifiziert nach Azari et al.
und Lee et al. (Azari et al. 2011, Lee et al. 2006), Zellkulturen (Gr.T) mit groflitenteils
signifikanten spharenphysiologischen und metabolischen Unterschieden gegenlber
den Referenzgruppen, die als stammzellassoziierte Eigenschaften zu werten sind.
Diese Differenzen setzten sich in der vielfach verstarkten mRNA-Expression des
neurogenen Stammzellmarkers MUSASHI-1, des Vorlaufermarkers NESTIN mit den
Markern NOTCH-1 und GFARP fort.

Dennoch konnte bei dem zuletzt genannten differenzierungsassoziierten Marker
GFAP und dem nur marginalen CD133-Nachweis auf mRNA-Ebene argumentiert

werden, dass die Tumorspharen der Gr.T das Stadium einer stammzellahnlichen
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Zellpopulation bereits zu Gunsten eines differenzierenden Stadiums aufgegeben
haben. Dem entgegensteht, dass die ebenfalls im serumfreien Spharenmedium
gehaltenen Zelllinien (Gr. Vz) und sphareninduzierten Primarkulturen (Gr.Vs) aufgrund
ihres vorangegangenen adharenten Status eine mit Gr.T vergleichbare
Differenzierungsneigung hatten widerspiegeln mussen, auf physiologischer wie auch
auf genetischer Ebene. Warum traf dies nicht zu?

Gr.Vs ging aus unselektierten, ausdifferenzierten Gliomkulturen aus aufgearbeitetem
OP-Material (Gr. Vp) hervor, die im Wechsel der Kulturbedingungen im serumfreiem
Spharenmedium phanotypische Merkmale einer stammzellahnlichen Population durch
das Merkmal Sphérenbildung (Gr.Vs) annahmen. Im Gegensatz zu den isolierten
Kulturen der Gr. T war indes keine erhdhte Stammzelldichte zu erwarten, ebenso
wenig in Gr. Vz, wobei U373 mit beschriebenem erhdhten Stammzellpotential hier
wahrscheinlich eine Sonderstellung einnimmt (Hong et al. 2012). Dies spiegelte sich
in den vorweg diskutierten spharenphysiologischen und metabolischen
Veranderungen wider.

Insgesamt zeigten alle drei Vergleichsgruppen Vz, Vs, und Vp zueinander, trotz
verschiedener Herkunft oder Kulturbedingungen, diesbezlglich keine signifikanten
Unterschiede.

Die GFAP-Expression auf Proteinebene der Kulturen im serumhaltigen
Differenzierungsmedium war charakteristisch fir Gr.T und die adharenten isolierten
Kulturen Vp, lield sich aber ebenso in den Zelllinien (Gr.Vz) im selben Nahrmedium in
eingeschranktem Malle nachweisen. Jenes entsprach Ergebnissen vorausgehender
Veroffentlichungen (lacopino et al. 2014, Lee et al. 2006). Bekannt ist, dass GFAP
keineswegs zwischen stammzellassoziierten CD133-positiven und -negativen
Kohorten trennt (Beier et al. 2007). Es zeichnete sich hier vielmehr eine raumliche
Abgrenzung zwischen eher spharenzentralen CD133- und vorwiegend am Rand
liegenden Intermediarfilament-Signalen wie GFAP oder Nestin (Kapitel 4.2).
Insbesondere in Gr.T fanden sich solche Phanomene (Abb. 17). Morphologisch waren
somit am Spharenrand, mit direktem Kontakt zum Nahrmedium, deutliche Signale
einer Ausdifferenzierung der Zellkorper zu erkennen (Abb. 22).

Dessen ungeachtet irritierte die deutlich verstarkte mRNA-Expression dieses
Differenzierungsmarkers (GFAP) in Gr.T zuerst. Jedoch machten Gursel et al. ahnliche
Beobachtungen, wo stammzellisolierte Kulturen eine verstarkte GFAP-Expression

zusammen mit einer gesteigerter NESTIN- wie MUSASHI-1-Expression zeigten
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(Gursel et al. 2011). Die in der Literatur beschriebene parallele Expression von
Vorlaufermarkern wie Nestin und dem Differenzierungsmarker GFAP (Kyurkchiev
2014) bestatigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Es bleibt weiterhin zu beachten,
dass das Isolationsprotokoll markerunabhangig nach ZellgréRe und -dichte selektierte.
Es lag daher sicherlich eine Mischkultur aus stammzellahnlichen, differenzierenden
und ausdifferenzierten Glioblastomzellen vor. Dergleichen existieren Hinweise, dass
sich GFAP-positive Zellen um GFAP-negative Tumorstammzellen gruppieren
(Kanemura et al. 2001). Ob die Zellen der Gr.T potentiell proliferative ,Ableger*
hervorbrachten oder die stammzellahnlichen Zellen in Wechselwirkung standen, ist an
dieser Stelle nicht zu beurteilen.

Andererseits kdonnte vielmehr ein indirekter, methodisch bedingter Effekt in den
Vergleichskulturen vorliegen, da bekanntlich eine verringerte GFAP-Expression
potentiell im Zusammenhang mit ansteigenden Passagierungsraten der verwendeten
kryokonservierten und kommerziellen Vergleichszellkulturen steht (Sergent-Tanguy et
al. 2006, Pekny et al. 1998). Kommerzielle Zelllinien zeichnen sich durch einen
Signalverlust der Intermediarfilamente GFAP und Nestin aus, insbesondere U87
(Restrepo et al. 2011), deren Signal auch in dieser Analyse schwacher gegenuber Gr. T
ausfiel.

Gleichwohl signalisierte dennoch die verstarkte Expression von GFAP sowie
insbesondere von NESTIN und NOTCH-1, die im Zusammenhang mit neuronaler
Migration (Tohyama et al. 1992) und Invasivitat in Gliomen stehen (Ishiwata et al. 2011,
Zhang et al. 2012), in Gr.T bereits auf mMRNA-Ebene, trotz ,ruhender metabolischer
Aktivitat, eine starkere Proliferationsbereitschaft gegenuber den Vergleichsgruppen.
Ein verstarkter Expansionstrieb wird unter optimalen Bedingungen (hier serumhaltiges
Nahrmedium) in der Migrationsanalyse offensichtlich wirksam und bescheinigt diesen
Zellen eine verstarkte Proliferationsneigung. Hierzu wurde eingangs bereits dargelegt
(Kapitel 1.3), dass eine verstarkte Proliferation gegenuber Vergleichspopulationen ein
beschriebenes Schlusselattribut stammzellahnlicher Tumorzellen reprasentiert
(Nduom et al. 2012).

Dies begriindet nach vielen Ubersichtsarbeiten die rasche Tumorprogression samt der
schlechteren Prognose mit expansiven, stammzellassoziierten Zellsubpopulationen im
Glioblastom (Germano und Binello 2014, Seymour et al. 2015, Jackson et al. 2015,
Kong et al. 2008).
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5.2.4 Resultierende Zielmarker

Die 10- bis 150-fache, durchgehend signifikant erhéhte NESTIN-Expression in den
Zellen der Gr.T ist augenfallig. Der neuronale Vorlaufermarker wurde in vergangenen
Arbeiten als Malignitatsfaktor angesehen und mit einer schlechten Prognose bei
aufsteigendem Gliomgrad assoziiert (Strojnik et al. 2007, Wan et al. 2011). Nestin geht
auf MRNA-Ebene mit einer Gliomprogression ins umliegende Gewebe einher (Kong et
al. 2008). Andererseits sprach eine multivariate Studie Nestin diese Korrelation auf
Basis der immunhistochemischen Analysen von Gewebsproben wieder ab (Kim et al.
2011), was deren abschlielende Bedeutung in Hinsicht von selektierten In-vitro-
Isolaten keinesfalls klart. Dennoch trat Nestin in der Kombination mit CD133 als
prognostischer Faktor hervor und gilt weiterhin als vielversprechender Marker (Dahlrot
et al. 2013a, Zhang et al. 2008). Nestin scheint dabei als Marker fur
stammzellassoziierte Spharenkulturen sogar ganzlich unabhangig von CD133 zu sein
(Wang et al. 2008a).

Zwar ist es moglich Gr.T eine grundsatzliche Differenzierungsbereitschaft im
Spharenmedium auf Transkriptionsebene, durch die Kenntnis der Expression der
anderen Marker (GFAP und NOTCH-1), zu unterstellen. Jedoch war dies bei Gr.Vzund
Vs nicht reproduzierbar und kdnnte ein Effekt der vorausbemerkten héheren Dichte
oder Potenz von Tumorstammzellen sein.

Bereits in Studien mit In-vitro-Substanztests (TGF-f3) konnte gezeigt werden, dass eine
MUSASHI-1/NESTIN-Expression mit einem spharenstabilisierenden Effekt einherging
(Penuelas et al. 2009). Kurzlich postulierte Jin et. al Nestin als vielversprechenden
Oberflachenmarker zur Isolation und Charakterisierung von Gliomstammzellen (Jin et
al. 2013).

Musashi-1 scheint auch nach diesen Daten ein sicherer Marker flr
stammzellassoziierte Tumorzellen zu sein. Dies wird durch die starke Expression in
der stammzellisolierten, wie auf physiologischer Ebene stammzellpotenteren, Gr.T
gegenuber den Referenzgruppen gestitzt.

MUSASHI-1 soll auf mRNA-Ebene bereits in der Frihphase eines infiltrierenden
Gliomstadiums verstarkt exprimiert sein, wie auch gesteigert in der Progression (Kong
et al. 2008). Mehrere Arbeiten bescheinigten optimistisch Musashi-1 eine
prognostische Bedeutung, obwohl Metaanalysen dies nicht belegen konnten (Dahlirot
et al. 2013a). Insgesamt ist derzeit die Datenlage diesbezlglich aber noch nicht so

umfangreich wie bei CD133. Unbestritten ist der neurogene Vorlaufermarker Musashi-
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1 ein Kennzeichen fur physiologische Progenitor- wie Tumorstamm- bzw.
Progenitorzellen (Kanemura et al. 2001) und besitzt entscheidenden Einfluss zur
Bildung und Erhaltung von Spharenformationen (Sakakibara et al. 2002). Auch in
stammzellahnlichen Bronchialkarzinomkulturen konnte Uber die Herunterregulation
von Musashi-1 durch virale Transfektion mit shRNA (Small hairpin RNA) eine
spharoidale Entwicklung gebremst werden (Wang et al. 2013). Gleichfalls reguliert
Musashi-1 Uber Notch(-1) und den Wnt-Signalweg die Expansion und Migration von
physiologischen Progenitorzellen (Wang et al. 2008b).

Allerdings war auch in allen kommerziellen Zelllinien (Gr.Vz) eine mRNA-Expression
fur dieses RNA-bindende Protein belegbar, aber nur die Halfte exprimierte CD133,
sodass diese Zellen sich keineswegs von den anderen Gruppen abhoben. Gr.Vz
schien mit einer 680-fach niedrigeren Musashi-1-Expression gegenuber Gr.T das
geringste Stammzellpotential zu besitzen. In der Literatur wird das Stammzellpotential
kommerzieller Zelllinien kontrovers diskutiert, lie3en sich doch in gegensatzlichen
Kulturbedingungen Stammzellfaktoren, auch Musashi-1, nachweisen (Kondo et al.
2004, lacopino et al. 2014, Hong et al. 2012). Die Zelllinie U373 weist jedoch
offensichtlich darunter eine verstarkte Expression stammzellassoziierender Faktoren
auf (Hong et al. 2012), wie sich hier in der vergleichbaren CD133- und MUSASHI-1-
Expression bestatigt.

Daneben gab es nur eine geringe Divergenz zwischen der adharenten Gr.Ve und ihrem
sphareninduzierten Zwilling Gr.Vs, was eher gegen eine alleinige Induktion von
Musashi-1 infolge des Nahrmediumwechsels spricht.

Muto et al. hatte ebenfalls Uber eine Musashi-1-Blockade mit Einbringen von shRNA
in Zelllinien das Uberleben der Spharen signifikant reduziert, die GréRe verringert und
den Notch-Signalweg mit Notch-1 herunterreguliert (Muto et al. 2012). Beide Faktoren
wurden so wiederholt in Abhangigkeit gebracht. Aufgrund der alternierenden
verstarkten Expression beider Faktoren gegenltber den Vergleichsgruppen erscheint

diese Abhangigkeit auch nach dieser Studie denkbar.

Notch-1 wurde eingangs als Differenzierungsfaktor besprochen und unter dieser
Unterstellung mit einbezogen, insbesondere da seine Aktivitat die Differenzierung von
physiologischen Stammzellen anschiebt.

Jedoch bewiesen bereits Shih und Holland, dass eine verstarkte Notch-1-Expression
bei weitem noch keine Zellexpansion verursacht, sondern die Nestin-Expression

stimuliert, sodass sie Notch-1 vielmehr als stammzellcharakterisierenden Faktor
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vermuteten (Shih und Holland 2006). Weitere Daten weisen in die gleiche Richtung,
die zeigen, dass seine Aktivitdt ebenfalls ein undifferenziertes Stadium
stammzellassoziierter Gliomzellen in vitro aufrechterhalt (Fan et al. 2006).

Auch in diesen Untersuchungen ging die vergleichsweise starkste NOTCH-1-
Expression mit den eher im Zellstoffwechsel ruhenden Spharenkulturen der
stammzellisolierten Gr.T einher. Dementsprechend scheint Notch-1 in neuralen
Stammzellen ein undifferenziertes Zellstadium unter Hypoxie, tber Interaktion mit dem
Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierter Faktor-Alpha (HIF1a), aufrecht zu erhalten
(Gustafsson et al. 2005). Ebenfalls wurden in dieser Arbeit alle Spharenkulturen durch
Stickstoffzufuhr unter sauerstoffarmen Bedingungen inkubiert. Daneben existieren
neuerdings Hinweise, dass Notch eine generelle Bedeutung zur Spharenentwicklung
bei stammzellahnlichen Gliomzellen hat (Gunther et al. 2008).

Zwar zeigten auch die im Spharenmedium kultivierten Vergleichsgruppen Vs und Vz
gegenuber der adharenten Gr.Vp eine erhohte NESTIN und NOTCH-1-Expression,
jedoch mit z.T. marginalen Unterschieden und ohne Signifikanz. Dagegen war die
Expression der NESTIN-NOTCH-1-Korrelation von Gr.T (ACt 3,13/5,46)
entgegengesetzt zu Gr.Vp und Vs (ACt 10,37/8,85 bzw. 9,67/8,36), sodass zu erwagen
ist, die NOTCH-1-Expression eher als intrinsische Eigenschaft von Gr.T zu bewerten.
Insgesamt werden den einzelnen Notch-Signalkomplexen derzeit vielschichtige Rollen
in Bezug zu stammzellahnlichen Tumorzellen zugerechnet (Teodorczyk und Schmidt
2014). Die Inhibition von Notch-1 in Zelllinien fuhrt zu vermehrter Apoptose (Purow et
al. 2005), verminderter Expression von GFAP und Vimentin sowie zum
Proliferationsstopp (Kanamori et al. 2007), dagegen fordert es Migration und Invasivitat
in kommerziellen Zelllinien (Zhang et al. 2012).

Zusammengefasst unterstitzen die signifikant positiven Spearman-Korrelationen
zumindest die Abhangigkeit dieser drei Faktoren MUSASHI-1, NESTIN und NOTCH-
1. Unter Kenntnisnahme der Literatur Iasst sich vereinfacht formulieren, dass Musashi-
1 Notch-1 reguliert (Muto et al. 2012) und Notch-1 die Nestin-Expression
gleichgerichtet beeinflusst (Shih und Holland 2006). In dieser Uberlegung wiirde
Musashi-1 etwaig als Ausgangspunkt der erhdhten Expression beider anderen

Faktoren in Gr.T gegenuber den Vergleichsgruppen fungieren.
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5.3 Ausblicke

Grundsatzlich umfasst die Implementierung erweiterter Therapiestrategien gegen
radio- wie chemoresistente, stammzellahnliche Gliomzellen vorangehende Kenntnisse
uber deren Biologie.

Zukunftige Therapieansatze werden unter anderem Uber den indirekten Angriff auf
stammzellférdernde Faktoren, wie beispielsweise die Neoangiogenese (VEGF),
Signalverstarkung (mTOR), Apoptose (p53 und STAT3) und Hypoxie-induzierende
Faktoren (HiF), gesehen. Weitere Madglichkeiten erdffnen sich eventuell bei der
induzierten Ausdifferenzierung dieser Population (Germano und Binello 2014).

Die Tumore scheinen nach tumorbiologischer Auslese zur Erhaltung ihrer Vitalitat auf
individuelle Faktorenkombinationen zuzugreifen, wobei wohl die Charakterisierung
eines Ubergreifenden Musters, anstatt einzelner Marker, von Bedeutung ist (Gunther
et al. 2008, Dahlrot et al. 2013, Venere et al. 2011).

In Bezug zu dieser Arbeit sollte daher die Anzahl der untersuchten Proben erhoht
werden, um die Resultate zu erharten und Tendenzen zu festigen. Dafur ist es
vorteilhaft, in der Betrachtung multiple stammzellcharakterisierende Marker weiterhin
zu korrelieren und gegebenenfalls das Markerspektrum zu erweitern. Es ist
angebracht, die Verifizierung des Faktorenverhaltnisses auf Proteinebene
beispielsweise via Westernblot an- und im Mausmodel abzuschliel3en.

Fur die weiterfihrenden Arbeiten am Spharenmodel hinsichtlich
Tumorstammzellmarker als Therapietarget oder In-vivo-Verhalten im Tiermodel sind
diese Faktoren mit zu berlcksichtigen. Den Vorteil der sphareninduzierten Kulturen
aus adharenten Primarkulturen stellt die zlgigere Generierung der
Spharenformationen mit dem Oberflachenmarker CD133 dar. Jedoch besteht die
Gefahr, dass im Zuge der Generationszeiten die Fahigkeit, Spharen zu bilden, verloren
geht. Im Zusammenhang mit der Anwesenheit von CD133 auf Proteinebene sind sie
kommerziellen Zelllinien, abgesehen von U373, voraus. Gleichwohl reicht das
sphareninduzierte Modell, auch aufgrund der Ergebnisse dieser Studie, nicht an

stammzellisolierte Kulturen heran.

Weitere Moglichkeiten bietet ein neues Verfahren zur Indizierung von
Stammzellenspezifika in somatischen Zellen durch modifizierte mRNA (Mandal und
Rossi 2013, Miller et al. 2013), was schon mit Pluripotenzfaktoren erfolgreich in vitro

durchgefuhrt wurde (Mormone et al. 2014). Transfektionsstudien wirden sich

68



Diskussion

gleichermalen flr Notch, wenn auch indirekt Gber Transkription férdernde Molekile
wie Bcl-w (Lee et al. 2014) fur Musashi-1, anbieten. Somit kdnnten ausdauernde
Kulturen flr weitergehende pharmakologische In-vitro-Analysen, beispielsweise mit
dem erwahnten 5-ALA, bestimmten mTOR-Inhibitoren (Daniele et al. 2015) oder den
neuen Immuntherapiestrategien durch Gebrauch onkozytarer viraler Vektoren
(Calinescu et al. 2015), erzeugt werden.

In Metaanalysen wird Musashi-1 derzeit in anaplastischen Astrozytomen als
prognostisch unglnstiger Marker, paradoxerweise in Glioblastomen eher als gunstiges
Kriterium betrachtet. Unglnstige Prognosen ergaben sich fiur hochgradige Gliome
gleichfalls bezuglich der Nestin-Expression, auch in der Kombination mit CD133
(Dahlrot et al. 2013b).

Ubersichtsarbeiten sehen die Mdglichkeit, die rezidivfreie Zeit tiber einen Eingriff in
den Notch-Signalweg zu verlangern (Kalkan 2015). Einige Autoren sehen den an der
Zelloberflache lokalisierten und mit dem Notch-Rezeptor korrespondierenden
Transmembranliganten Jagged? als zuklnftiges Therapieziel (Dai et al. 2014).
Aussagen zur Bedeutung von Notch als prognostischen Marker oder Therapietarget
sind derzeit sparlich. Eine Arbeit favorisiert Notch-1 als unabhangigen, prognostischen
Faktor, wobei die zunehmende Expressionsstarke mit einem schlechteren Outcome
einherging (Li et al. 2011). Andererseits ist dieser Faktor Gegenstand intensiver

Forschung personalisierter Therapien (Teodorczyk und Schmidt 2014).
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6 Schlussfolgerung

Zusammengefasst ist die Fahigkeit zur Spharenbildung als alleiniges Kriterium zur
Definition stammzelldhnlicher Tumorzellen unzureichend.

Spharogenese gelang in Abhangigkeit der Kulturbedingung unabhangig von der
Ausgangzellkultur in diesem Fall durch ein serumfreies Spharenmedium.

Die nach einem beschriebenen Stammzellisolationsprotokoll generierten
Tumorspharen (Gr.T) unterschieden sich wiederum von den vorweg adharenten,
sphareninduzierten Referenzgruppen (Zelllinien und Primarkulturen) signifikant auf
zellularer Ebene durch stammzellassoziierte Merkmale, wie einer niedrigen
metabolischen  Aktivitat mit langerer Spharogenesedauer und starkerer
Migrationstendenz. Dies setzte sich signifikant bei einer Reihe der analysierten
Entwicklungsmarker auf Ebene der Genexpression in den Stammzellisolierten
gegenuber allen drei Vergleichsgruppen fort, wobei Letztgenannte sich auf allen
untersuchten Ebenen nicht voneinander abgrenzten.

Dieser Sachverhalt ist bei kunftigen Fragestellungen weiter zu beachten. Mit
Blickpunkt auf stammzellassoziierte Zellkulturen praferiert diese Arbeit die Anzucht auf

der Grundlage von Stammzellisolationsprotokollen.

Die Ergebnisse belegen erneut, dass Tumorspharen, unabhangig von ihrer
Ausgangskultur, CD133 auf Proteinebene exprimieren. CD133 war hier, fur sich
genommen oder unter der Beachtung der hier zusatzlich untersuchten
stammzellassoziierten Faktoren, selbst kein Marker stammzellpotente Tumorspharen

herauszustellen.

Die signifikant vermehrte Expression des neurogenen Stammzellmarkers MUSASHI-
1 in den isolierten Tumorspharen (Gr.T) war kennzeichnend fur diese Zellisolation und
Iasst ein hohes Potential stammzellahnlicher Zellen in diesen Spharen vermuten.
Musashi-1 bestatigte sich folglich als vielversprechender Stammzellmarker dieser
Studie.

Die verstarkte Expression der Marker NESTIN und NOTCH-1 trat in diesem

Zusammenhang signifikant hervor und schien mit diesen Kulturen assoziiert zu sein.

Schlussendlich ist es fur die weiterfuhrenden Arbeiten am Spharenmodell angebracht,
Musashi-1 als potentiellen Referenzmarker zu betrachten und weiter hervorgetretene
Marker, wie Nestin und Notch-1, zusatzlich mit einzubeziehen und deren Rolle durch

fortgehende Arbeiten zu klaren.
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