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1 EINLEITUNG

1.1 Tumorstammazellen

Die Transformation von normalen adulten (Stamm-)Zellen fOhrt zur malignen
proliferativen Ver&nderung, letztlich zur Tumorentstehung. Tumore des Gehirns wie das
Medulloblastom sollen Zellen mit Stammzell-Eigenschaften enthalten. Mit der EinfUhrung
der Tumorstammzelltheorie hat man sich ein besseres Verstindnis der Tumorentstehung

und —-heterogenitat erhofft, um gerzielt Therapien zu entwickeln.

Zuerst wurde die h&matopoietische Stammzelle und seine maligne Form, die
leuk&mische Stammzelle (Brenton et al., 2006) identifiziert. Spater wurden dhnliche Zellen
auch in anderen Krebsarten identifiziert. Dies fUhrte zur Entwicklung von zwei Modellen,
dem stochastischen Modell und dem hierarchischen oder Tumorstammzell-Modell
(Cancer Stem Cell (CSC)-Modell). Das stochastische Modell besagt, dass Klone von
nicht-differenzierten Tumorzellen eine Anzahl von Mutationen auf zufdllige Weise
anh&ufen. Dadurch erzeugen die fransformierten Zellen die Tumormasse. Jede
Tumorzelle kann theoretisch einen neuen Tumor generieren (Hadjipanayis et al., 2009).
Das CSC-Modell dagegen schlagt eine Hierarchie vor. Diese geht von einer
selbsterneuerbaren Tumorzelle aus, die auf ihrem Weg zur Ausdifferenzierung Uber das
Stadium der proliferierenden, transienten Zelle geht, den Transit-Amplifying Zellen (Sell,
2010).

In der Arbeit von O’Brien et al. 2010 wird erldutert, dass beide Modelle von sehr wenigen
tumorerzeugenden Zellen innerhalb der Tumormasse ausgehen. Der Unterschied
zwischen den beiden Modellen lage darin, dass die Tumorstammzellen im
Tumorstammzell-Modell mittels spezifischer Zellmarker isoliert werden kd&nnen. Die
Autoren beschreiben, dass beim stochastischen Modell die Zellen, welche fahig zur
Tumorausbildung sind, sich im Zellzyklus befinden oder in diesen eintreten. Es ist ein
stochastisches Ereignis. In diesem Fall kbnnen diese bdsartigen Zellen nicht isoliert oder
identifiziert werden.

FUr die Interpretation und Anwendung des CSC-Konzeptes gibt es unterschiedliche
Arbeitsdefinitionen. Maenhut et al. 2010, kristallisierten drei Eigenschaften heraus.
Danach exprimiert die Populafion der CSC's eine distinkte Pallette von
Oberflachenmarkern, die die Charakterisierung und Isolierung erméglichen. Die zweite
Eigenschaft skizziert die Population mit tumorigener Kapazitdt, aus der zwei
Populationen innerhalb eines Tumors hervorgehen. Es ist eine
Tumorstammezellpopulation, die sich selbst-erneuern kann und immortalisiert ist, und die

andere Population ist eine mit limitiertem Wachstum und daher eher als harmlosere
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Population anzusehen. Die dritte Eigenschaft bezieht sich auf die Bewahrung der
Heterogenitdt im Tumorgewebe. Als Folge hiervon werden im Xenograft-Modell alle
Tumorzelltypen rekapituliert, die bereits im Elterntumor vorhanden waren, hergeleitet aus

der hierarchischen Entwicklung der differenzierten Linien.
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1.2 Cerebellum

1.2.1 Zell-Architektur, anatomische und molekulare Strukturen des

Cerebellums

Das Cerebellum macht ungefdhr 10 % am Volumen des Gesamtgehirnes aus und im
reifen Kleinhirn finden sich hier mehr als die Halfte aller Neurone (Wang & Zoghbi, 2001).
Die Kontrolle der Motorik, der Koordination, der Feinmechanik der Bewegungen und der
Augenmotorik obliegen den Kleinhirn-Funktionen. Gleichgewichts-Kontrolle und
Lernprozesse unterliegen ebenfalls den AkfivitGten des Cerebellums, bei denen
sensorische und motorische Funkfionen beteiligt sind. Des Weiteren gehdren sprachliche
Verarbeitung und rdumliches Gedd&chtnis zu den Kleinhirn-Leistungen (Kheradmand &
Lee, 2011). Bei der embryonalen Entwicklung des Cerebellums fragen zwei proliferative
Kompartimente zur Entstehung bei. Aus der dorsomedial liegenden Ventrikul@ren Zone
(VZ), die entlang der IV. Ventrikel verlduft und Teil der cerebelldren Anlage ist,
entspringen die Purkinje-Zellen und andere Neuronentypen des Cerebellums. Aus der
rhombischen Lippe entstehen die Vorlauferzellen der Kérnerzell-Neurone, die GCP's
(Granule Cell Precursors) (Srivastava & Nalbantoglu, 2010; Hatten & Russel, 2011; Wang
& Zoghbi, 2001).

Wechsler-Reya (2003) fUhrt aus, dass im embryonalen Stadium die GCP’s, die in der
rhombischen Lippe entstehen, die duBere Kérnerzellschicht und damit die Aussenschicht
des Cerebellums bilden, die EGL (External Germinal Layer). Die Spezifikation der
Vorlauferzellen wird durch den Transkriptionsfaktor Atonal 1 vermittelt. Dieser wird in den
Kornerzellprogenitoren der EGL exprimiert. Das Afonal (Drosophila) homologe Gen bei
der Maus ist Mathl. Mathil-Knockout-Mduse sind nicht in der Lage, Kérnerzellen zu
entwickeln und zeigen eine defekte Kleinhirnentwicklung (Ben-Arie et al., 1997). In der
fr0hen postnatalen Phase proliferieren die GCP's und bilden durch klonale Expansion
eine neue Schicht von Kérnerzell-Neuronen, die innere EGL-Schicht. Diese Zellen treten
aus dem Zellzyklus, differenzieren aus und wandern nach innen, wdhrend sie die Mathi-
Expression ausschalten (Ben-Arie et al., 1997). Wahrenddessen proliferieren die duBeren
Kérnervorlduferzellen (GuBere EGL) weiter. Dort verbinden sich die differenzierten
Kérnerzellen durch lange Axone mit den Purkinje-Zellen. Sie wandern weiter durch die
Molekularschicht (ML) und Purkinjezellschicht (PCL). Durch Migration erreichen sie ihren

letzten Standort, die IGL, wo die terminale Differenzierung erfolgt (Wechsler-Reya, 2003).

Im adulten Kleinhirn hat sich die EGL zurOckentwickelt (siehe Abbildung 1). Die
Zeitspanne, in der die GCP-Proliferation, Ausdifferenzierung zu Koérnerzellen und

Migration erfolgt, betragt etwa drei Wochen bei Mdusen und etwa 1 bis 2 Jahre beim
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Menschen. In diesem entwicklungsbiologisch relevanten Prozess ist das Sonic
Hedgehog(Shh)-Signal aktiv, wobei Shh von den Purkinje-Zellen produziert wird, um die
GCP-Proliferation zu stimulieren. Daher wird Shh als Regulator der Kérnerproliferation
angesehen (Wechsler-Reya, 2003; Vaillant & Monard, 2009; Wang & Zoghbi, 2001;
Srivastava & Nalbantoglu, 2010; ten Donkelaar et al. 2003).

I AuRen-EGL R, s

(proliferierende Gcp's)
Innen-EG{. -
(Postmitotische, /
migrationsbeginnende Geprs) |

Abbildung 1: Darstellung des frihen postnatalen (A) und adulten Cerebellums (B). Vertikale Schnittansicht des
cerebelldren Cortex. Bild A: P1 (Postnatal Tag 1) bei der Maus. Bild B: Adultes Cerebellum. Das adulte
Cerebellum besteht aus drei typischen Zellschichten: der Molekularschicht, der Purkinjezellschicht und der
inneren Kornerzellschicht. EGL: External Granulal Layer; Externe Kdérnerzellschicht. PCL: Purkinje Cell Layer;
Purkinjezellschicht. ML: Molecular Layer; Molekulare Zellschicht; IGL: Internal Granule Layer; Innen-
Koérnerzellschicht. WS: Weisse Substanz. Shh: Sonic Hedgehog. (Angelehnt und modifiziert nach Ghez C, Thach
WT, The Cerebellum, URL: .

http://www.weizmann.ac.il/neurobiology/labs/ulanovsky/IntroSystemsNeuroscience/Kandel ch42 Cer

ebellum.pdf .; Wang & Zoghbi, 2001; Di Marcotullio et al., 2006).

Die anatomische Struktur des Cerebellums des adulten Individuums besteht aus dem

cerebelldren Cortex (siehe Abbildung 1B), der in vielen Fissuren und in vielen Lappen
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unterteilt ist, und der weissen Substanz. Der cerebelldre Cortex (Kleinhirnrinde) ist in drei

Schichten unterteilt:

1. Die Molekularschicht (ML, Molecular Layer) mit den Stern- und Korbzell-Neuronen.

2. Die Purkinjezellschicht (PCL, Purkinje Cell Layer) mit den Purkinje Zellen und den
Bergmann-Gliazellen.

3. Die Innen-Kdérnerzellschicht (IGL, Internal Granule Layer) mit den Kérnerzellneuronen,
den Golgi-Zellen und den Astrocyten.

4, SchlieBlich, die weisse Substanz, die Nervenfaserbahnen,  Astrocyten,
Oligodendrocyten und die tief in der weissen Substanz des Cerebellums gelegenen
cerebelldre Nuclei enthalt (Behesti & Marino, 2009;
http://www.weizmann.ac.il/neurobiology/labs/ulanovsky/IntroSystemsNeuroscience
/Kandel ch42 Cerebellum.pdf [04.03.2013]).

Die Regulation der Proliferation und Ausdifferenzierung der Koérnervorl@uferzellen st
entscheidend fur die Kleinhirnentwicklung. Die K&rnervorlduferzellen der frihen
postnatalen duBeren EGL-Schicht exprimieren Gene wie Ccnd2, Pfch, Smo, Gli-1 und
Gli-2, welche in der Zellproliferation beteiligt sind. Die innere EGL-Schicht exprimiert
Gene, die einen Zellzyklus-Austritt und eine frGhe Differenzierung andeuten, wie p27kipl,
Neuro D und das Neuron-specific class il B-Gen (Srivastava & Nalbantoglu, 2010).

In der cerebell@ren Entwicklung unterliegen die Prozesse der Proliferation und der
Ausdifferenzierung einer sfrengen Regulafion von positiv. und negativ wirkenden
Signalwegen und Signal-MolekUlen. Als positive Regulatoren werden die Shh-, Notch-
und Wnt-Signalwege betrachtet. Der BMP-Signalweg gilt als negativer Regulator der
GCP-Proliferation (Hatten & Russel, 2011). Arbeiten Uber den Shh-Signalweg
verdeutlichen seine grundlegende Bedeutung, welcher eine mitogene Wirkung auf die
Kornerzellvorl@uferzell-Proliferation austbt (Hatten & Russel, 2011). Auf diesen Signalweg
wird weiter unten im Detail eingegangen. Weitere Reize zur GCP-Proliferation kommen
aus Faktoren der extrazelluldren Matrix. So ist z.B. die duBere EGL reich an Heparansulfat-
Proteoglykane, die den Shh-mitogenen Einfluss auf die GCP-Proliferafion und -Interaktion
mit der Umgebung begunstigen (Vaillant & Monard, 2009). Wachstumsfaktoren
stimulieren als Mitogene die KornervorlGuferzellen, das Medulloblastom und Stammzell-
dhnliche Charakteristika; dies sind EGF, bFGF (FGF-2), IGF-1, -2 (Wechsler-Reya & Scott,
1999; Patti et al.,, 2000). Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) soll unter den
genannten das wichtigste Mitogen fur die Selbsterneuerungs-Eigenschaften bei der
Sphdarenbildung und der Regulation von Tumorstammzellen sein (Soeda ef al., 2008).
bFGF kann als Mitogen fungieren, jedoch ist seine Wirkung auf die GCP-Proliferation
noch nicht ganz aufgeschlisselt worden. bFGF wird von cerebelldren Astrocyten und
den Purkinje-Zellen sezerniert (Wechlser Reya, 2003). bFGF soll auf eine Shh-abhdngige

Antwort inaktivierend wirken und eine GCP-Ausdifferenzierung mittels Beteiligung des
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MAPK-Signalweges herbeifuhren, wé&hrend eine GCP-Proliferation von bFGF alleine
begunstigt werden kann. Diese Erkenntnisse wurden aus dem Maus-Modell hergeleitet
(Wechsler-Reya RJ & Scott MP, 1999; Vaillant & Monard, 2009). Jedoch wurde eine
bFGF-proliferative Wirkung auf GCP’s, aus Untersuchungen wie sie von Lee und Kollegen
im Jahr 2005 verdffentlicht wurden, widerlegt. Es wird Uber eine fehlende Proliferation
von postnatalen cerebelldren murinen GCP's in Anwesenheit von bFGF berichtet,
wahrend murine Nicht-Kérnerzellvorlduferzellen, eine Subpopulation von Vorl@uferzellen,
unter bFGF-Zugabe proliferieren konnten. Infolgedessen diskriminieren die Autoren dieser
Forschungsarbeit die Existenz unterschiedlicher auf bFGF-reagierenden
Subpopulationen. Bei der gleichen Arbeit wurde festgestellt, dass sich eine Shh-
Behandlung positiv auf das GCP-Wachstum auswirkt (Lee et al., 2005). Weiter soll IGF-2
mit Shh synergistisch Komponenten des Shh-Signalweges verstarken. Dies regt die GCP-
Proliferation an (Vaillant C & Monard D, 2009). Eine weitere Studie zeigte, dass IGF-2
mittels des IGF-1-Rezeptors die Proliferation von murinen Koérnervorldufer- und
Medulloblastomzellen kontrolliert und soll mit Shh synergistisch mitogene Effekte zeigen
(Hartmann et al., 2005). Multipotente cerebelldre Stammzellen konnten sowohl im
embryonalen als auch im postnatalen Stadium nachgewiesen werden. Diese behielten
in vifro regional-spezifische Eigenschaften des Cerebellums aus denen diese
entstammten. Die Ausdifferenzierung von neuralen Stammzellen des adulten
Cerebellums kdnnte womdglich von Faktoren der umliegenden Nische der Stamm- und

Vorlauferzellen geférdert werden (Klein et al., 2005).

1.3 Medulloblastom

1.3.1 Klassifikation und Ursachen

Die Etymologie dieses Wortes geht auf das Wort Medulloblast zurick, welches von Bailey
& Cushing (1920) (zit. nach: Rorke 1994) eingefUhrt wurde. Rorke (1994) illustriert die
geschichtliche Formierung der Nomenklatur und Klassifikation. Sie fUhrt an, dass die
beiden oben genannten Forscher ein hypothetisches Klassifikations-Konzept fur den im
Cerebellum entstehenden Primartumor schufen, aus dem ein neuer Terminus entstand.
Ndamlich, dass der Tumor aus einer ,Ursprungszelle” des Zentralnervensystems
hervorgehe, welcher embryonalem, neuroepithelialem Ursprungs sei als auch

histologisch Differenzierunsgs-Kapazitdt aufwiese. Um die unterschiedlichen Subtypen
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der Gehirnfumore zu unterscheiden, wurde spdter das Medulloblastom zu den PNET's
(primitive neuroektodermale Tumore) gezdahlt. Dieses vereinheitlichende Konzept wurde
aber aufgrund von Unterschieden dieser Tumoren wieder verlassen. Nach der WHO-
Tumorklassifikation hat es den WHO-Grad V. Es frifft Uberwiegend Kleinkinder und
Jugendliche unter 16 Jahren, deshalb zdhlt das Medulloblastom zu den kindlichen
Tumoren. Nach der histopathologischen Beurteilung von Schnittpréparaten werden

unterschiedliche Subkategorien diagnostiziert (Schlegel et al., 2004).

Maintained Hedgehog
signaling

A R A e i

Medulloblastoma !

'y Proliferating
Outer < granule cell
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(external Inner J Post-mitotic
germinal layer) pre-migratory
S
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(internal granule
granular layer) neurons
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Abbildung 2: Modell der Kornerzell-Entwicklung im Maus-Cerebellum. Undifferenzierte Kornerzellen
proliferieren durch den Shh-Reiz, welches von Purkinje-Zellen in der &uBeren EGL sezerniert wird und wandern in
die innere EGL, nachdem die Kdérnerzellen aus dem Zellzyklus austreten. Zum Ausreifen wandern diese weiter in
der IGL fUr die terminale Ausdifferenzierung. Es herrscht ein Shh-Signalgradient mit der hdchsten Aktivitét in der
AuBeren EGL-Schicht und der niedrigsten in der inneren. Kénnen die Kérnerzellen den Zellzyklus nicht verlassen,
verbleiben sie in der AuBen-EGL und proliferieren ungehemmt mit der Folge der Medulloblastom-Bildung. Aus:
Di Marcotullio et al., 2006

Es wird davon ausgegangen, dass Medulloblastome sich durch genetische
Verdnderungen von unreifen neuralen Progenitorzellen des Kleinhirns ableiten, deren
Identité&t umstritten ist. Es gibt Hinweise, dass zumindest ein Teil der Medulloblastome von
spezifischen Vorlduferzellen des Cerebellums, den duBeren Kérnerzellprogenitoren/-
vorlduferzellen ausgehen (BUhren et al., 2000; Kheradmand & Zee, 2011; Srivastava &
Nalbantoglu, 2010; Hatten & Roussel, 2011). Nachdem sich die IGL gebildet hat, fOhrt
wahrscheinlich eine autokrine Shh-Produktion in der EGL zu einer massiven Proliferation
der Kérnerzellen, die nicht fahig sind, in Richtung IGL zu migrieren, und die lefztendlich in
einer Tumorbildung (siehe Abbildung 2) resultiert. Deshalb kommt dem Shh-Signalweg
eine wichtige Rolle als Regulator zu. Ob die AusfUhrung des Programmes zu einer

zellentwicklungs-relevanten und schlieBlich zelltypspezifischen Ausdifferenzierung fUhren
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soll, oder zur Proliferation wahrend des noch unreifen Cerebellums, ist nicht ganz geklért
(Raffel, 2004).

Die meisten Medulloblastomen enfstehen im Dach des vierten Ventrikels, betreffen
daher auch die cerebelldre Vermis, und fillen mit der wachsenden Tumormasse diese
aus. Der Tumor kann nekrotische und verkalkte Fl&dchen aufweisen. Mikroskopisch
besitzen die Zellen wenig Cytoplasma und zeigen neuronale oder gliale Differenzierung.
Inseln besser differenzierter Zellen finden sich in der desmoplastischen Variante. Die
grosszellige Variante zeigt grosse und pleomorphe Zellen. Immunbhistologisch férbt sich
der Tumor oft fUr Synaptophysin an. Dieser Marker weist auf eine neuronale
Differenzierung hin. GFAP als Marker der glialen Differenzierung, wird selten in diesem
Tumor gefunden und deutet einen astrocytdren Phdnotyp bei einem Teil der
Tumorzellen an (Raffel, 2004). Die vielen Varianten spiegeln die morphologische und
cytogenetische Heterogenitét dieses Tumors wieder (Gilbertson & Ellison 2008) und
fOhren zu einer Klassifikation von histopathologischen Subtypen: die klassische,
desmoplastische, noduldre, anaplastische und die groBzellige Medulloblastom-Variante
(Hatten & Russel 2011). Hierbei sollen die klassischen Medulloblastome aus der
Ventrikuldren Zone entfstehen und die desmoplastische Variante aus den
Kornervorlduferzellen in der EGL, und beide werden mit einem mulfipotentem
Stammezell- und Vorlauferzell-Phénotypen assoziiert. Jedoch werden weitere Gewebe-
Regionen, aus denen die Ursprungszellen des Medulloblastoms entspringen kdnnten
diskutiert (Manoranjan et al., 2013).

Aufgrund der unzureichenden Aufkldrung der Medulloblastom-Ursprungszelle und der
Heterogenitat der histologischen Erscheinung wurden weitere molekulare Klassifikations-
Systeme  etabliert.  Dies  sind (1) WNT-Signalwegsaktivierung, (2)  SHH-
Signalwegsaktivierung, (3) MYC-Uberexpression, (4) Nicht-definierte genetische
Anomalien (Genetische Zugewinne oder Verluste), Defekie in der epigenetischen
Regulation, aberrante Tumorsuppressor-Gene (Hatten & Russel 2011). Ein molekulares
Profil zur Subgruppierung wurde kUrzlich von Kool et al. (2012) publiziert, in dem das

Medulloblastom in die WNT-, Shh-, Gruppe 3- und Gruppe 4-Subtypen unterteilt wird.
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1.4 Medulloblastom-relevante Entwicklungskontroll-

signalwege

1.4.1 Die Sonic Hedgehog-Signalwegskaskade

Eine wesentliche Komponente des Hedgehog-Signalweges ist der Patchedl(Ptcl)-
Rezeptor, ein 12-Transmembran-Protein. Das Patched-Transmembranprotein fungiert als
Shh-Rezeptor und als Antagonist des Shh-Signalweges (Wechsler-Reya, 2003). Patched
(PTCH fUr humanes, Pfc fur das Maus-Gen)(Wetmore, 2003)) gilt deshalb auch als
Tumorsuppressor-Gen. Die Signalwegs-Maschinerie  wird als konserviert  zwischen
Drosophila melanogaster (Arthropoda) und den Vertebraten betrachtet (Di Marcotullio
et al., 2006; Scales & de Sauvage et al., 2009).

Obwohl die molekulare Maschinerie des Sonic Hedgehog-Signalweges nicht vollsténdig
verstanden ist, ist das primére Cilium entscheidend fur die Signaltransduktfion. Ptchl
verhindert die Akkumulation von Smo an dieser Organelle und damit inhibiert es, indem
es dort selbst residiert. Nach einer Signalwegs-Aktivierung, wenn Shh an Ptchl
gebunden hat, verlasst Ptch1 das Cilium und Smo kann sich dort ansammeln (Rohatgi et
al., 2007).

Die Hedgehog-Signaliransduktfionskette bei Vertebraten schlieBt im Wesentlichen
folgende Prozesse ein:

Bei fehlender Hh-Stimulierung:

Ein Komplex von SuFu (Suppressor of Fused) mit Gli-1 und den ungekUrzten Proteinen Gili-
2 und -3 formiert sich. SuFu isoliert diese im Cytoplasma und stabilisiert diese zun&chst.
Gleichzeitig wird die nucledre Translokation verhindert. Ein weiterer Komplex ist
nachgeschaltet. Dieser wird aus der Protein Kinase A (PKA), der Glycogen-Synthase-
Kinase 3B (GSK-3B) und Casein-Kinase 1a (CK1a) gebildet. Dieser Komplex zusammen
mit SuFu und Kif7 (Kinesin-4 Familen-Mitglied) phosphoryliert den C-Terminus der nicht-
abgespaltenen Gli-2 und -3-Proteine. Daraus resultieren durch proteasomalen Abbau
am C-Terminus verkirzte Gli-2, -3-Proteine, die als Repressoren fungieren. Diese
inhibieren die Transkription von Zielgenen. Inhibierung des Signalweges kann auf der
Hoéhe des Smo und SuFu (Gli-Antagonist), welches die Gli-Faktoren bindet und den
nukledren Transfer behindert, erfolgen (Hooper & Scoftt, 2005; Di Marcotullio et al., 2006;
Scales & de Sauvage et al., 2009) .

Bei Hh-Stimulierung:

Casein-Kinase 1 (CKla) und die G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinase GRK2
phosphorylieren Smoothened am C-Terminus. Dies fOhrt ZU einer
Konformations&nderung. Diese tragt, abh&ngig von B-Arrestin und der Kinesin-2 Motor

Untereinheit Kif3a, zum Transport und der Rekrutierung von Smoothened an der

9
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Membran des primdren Ciliums. Weiter soll die Konformationsnderung durch die
Aktivierung von heterofrimeren G-Proteinen zur Signaltransduktion beitragen. Jedenfalls
soll Smoothened nach Akfivierung mittels der G-Protein-gekoppelten Rezeptor-Kinasen
hyperphosphoryliert vorliegen. Ein  weiterer Schrift folgt von dem aktivierten
Smoothened, welches zundchst die Disassemblierung der Gli's von SuFu herbeifUhrt. Kif7
kdnnte dabei mitwirken. Diese Dissoziation schitzt vor der Abspaltung der C-Domdéne
und der Bildung der Repressor-Form, sowie der Entstehung zu Gli-Aktivatoren. Die
Aktivatoren Gli-1 und -2, sowie das nicht-verkUrzte Gli-3 Protein, akkumulieren im Cilium,
und translozieren weiter in den Nucleus, wo sie die Transkription von Hedgehog-Zielgene
aktivieren (Ryan & Chiang, 2012; Robbins et al., 2012; Teglund & Toftgdrd, 2010; Meloni
et al., 2006; Di Marcotullio et al.,, 2006). Das Trio der Gli-Proteine transloziert in den
Nucleus und bindet an GLI-Promotoren, um die Signalwegs-spezifische Transkripfion von
Zielgenen zu induzieren. Gli-1 amplifiziert im Nucleus initial das Aktivierungs-Signal und
fOhrt zur Expression von GLI1 selbst und anderer Zielgene. Eine Erhdhung des
Expressionslevels der GLI-1-mRNA gilt als MaB fUr die Shh-Signalwegsakftivitat bzw. als
Leichen einer Signalwegsaktivierung. Gli-1 ist der Hauptaktivator. Die GLI-Gene (Glioma
associated Oncogene) sind Zink-Finger Transkriptionsfaktoren und vermitteln die
Signalwegs-induzierte Transkription von ZielmolekUlen (siehe Abbildung 3). Inhibierung
des Signalweges kann auf der Hohe des Smo und SuFu (Gli-Antagonist), welches die Gli-
Faktoren bindet und den nukledren Transfer behindert, erfolgen (Hooper & Scott, 2005;
Di Marcotullio et al., 2006; Scales & de Sauvage et al., 2009). Negative Regulatoren des
Sonic Hedgehog Signalweges wie PKA kdnnen zu dessen Inhibierung fuhren, mit und
ohne Shh-Stimulation, indem der SuFu-Gli Komplex das primdre Cilium nicht erreichen
kann, wodurch weiter die Dissoziation des Komplexes verhindert wird (Scales & de
Sauvage, 2009; Tukachinsky et al., 2010). Smo ist auf der Plasma-Membran lokalisiert, in
intfrazellul@ren Vesikeln und auf Primdarzilien. Bei der Aktfivierung von Smo findet die
Phosphorylierung durch die G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase 2 (GRK2) statt, wobei
weiterhin  das B-Arrestin-2 als Scaffold-Protein  eingeschaltet wird, um Smo zu
internalisieren. Die Interaktion des Ptc zu Smo ist nicht ganz verstanden, denn Smo kann
von hydrophoben niedrig-molekularen Substanzen (small molecules) moduliert werden.
(Di Marcoftullio et al., 2006; Scales & de Sauvage et al., 2009). Ein Mutations-bedingter
Funktionsverlust von Patched fUhrt zu einer unkontrollierten Akfivierung von Smo und

damit zur Induktion Wachstums-fordernder Gene.
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Abbildung 3: Mechanismus der Ptc-vermittelten Signal-Aktivierung des Shh-Weges. (A) zeigt die wichfigsten
Regulatoren bei Inaktivierung, wie Gli-2 und Gli-3, die als Repressoren fungieren. (B) Die Signalaktivierung fohrt
zur Rekrutierung eines Komplexes, mit der Folge, dass Gli-Proteine in den Nucleus transloziert werden, wo die
Transkription von Zielgenen erfolgt. Dabei wirken die Gli-Proteine als Akfivatoren. Aus: Di Marcotullio ef al.,
2006.

Im Cerebellum sollen ungefédhr 25% der Tumore aus Kérnervorlduferzellen entstehen.
Signalwegsaktivierende Mutationen von Komponenten der Sonic Hedgehog-
Signaltransduktions-Kette fragen zur Tumorentwicklung bei (Gibson et al, 2010).
Bekannte Mutationen betreffen PTC (Punktmutationen), SMO und SuFu (Suppressor of
Fused). Mutation von SuFu resultiert in einem verkUrzten SuFu, das unfahig ist, das GLI-1-
Gen aus dem Nukleus herauszuschleusen und bringt eine permanente Akfivierung mit
sich (Wetmore, 2003). Eine weitere Ursache ist die chromosomale Deletion des 17p-Arms,
die zum Isochromosom 17g fGhrt, und modgliche Tumorsuppressor-Gene verdndert.
Dieses ist bei Uber 50% dieses Tumors zu finden. Deletion des Tumorsuppressor-Gens REN,
welches auf 17p liegt, fUhrt zur unkontrollierten Signalweiterleitung von Hedgehog. Der
REN Loss-of-Function Zustand ist in allen 17p-deletierten Medulloblastomen gefunden
worden. Es wurde diskutiert, ob die fehlende Funkfion von REN den undifferenzierten
Status der sich entwickelnden Kérnerzellen (GCP) aufrecht erhalten kénnte, wodurch
diese einen Stammzell-Charakter annehmen kdnnten. Weiterhin sind unmittelbar
betroffene Gene des Hedgehog-Signalweges beeinflusst, die aufgrund dieser Deletion

zu tumordsen Verdnderungen beitragen (Ellison, 2002; Feretti ef al., 2005).
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1.4.1.1 Das Patched (ptc*/-) Maus-Modell

Im p’rc”’ -Modell wurde ein Allel des Ptcl-Gens durch homologe Rekombination
inaktiviert, indem ein Teil von Exon 1 und das ganze Exon 2 durch das LacZ-Gen und ein
Neomycinresistenz-Gen ausgetauscht wurde (siehe Abbildung 4) (Goodrich ef al.,
1997).
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Abbildung 4: Ptc””" -Knockout-Konstruktion. Der das LacZ- und Neo-Gen, folgend aus dem Maus-Protamine 1
(mP1) Intron und einer Polyadenylierungs-Sequenz enthaltende KOI1-Vektor wurde in 129-abgeleitete RI
embryonale Stammzellen mittels Elektroporation fransfiziert. Daraus entstehende Klone wurden in Blastozysten
von C57Bl/6-Mdusen injiziert. Aus den resultierenden Chimdren wurden Mdnnchen mit Weibchen der B6D2F1-
Mauslinie gepaart, um heterozygote Individuen zu erhalten. Fir homozygote ptc-negative Embryos (bereits in

utero letal), wurden die Hetferozygoten miteinander gepaart. (Aus: Goodrich et al. 1997;

http://jaxmice.jax.org/strain/003081.html [04.03.2013], The Jackson Laboratory, JAX® mice Database).

Ptc”-Mduse sind nicht lebensfahig. Im Embryoalter zwischen E9 und E10.5 sterben diese

Embryos ab. Sie zeigen ein offenes Neuralrohr und Herzschdden. Die Frequenz der Ptc*”
-Mduse, Medulloblastome zu entwickeln, liegt bei 14%. 4% der Tiere entwickeln ein
Rhabdomyosarkom. Erkrankte Mdause fallen durch Bewegungstrigheit, gestorte
Bewegungskoordination und durch eine beulenartig erhobene Schédeldecke auf. In
Geweben, die das Ptc-Gen exprimieren, wird LacZ als Indikatorgen exprimiert. Durch
Farbung kann dadurch die Aktivierung des Hedgehog-Signalweges visudlisiert werden.
Die Aktivierung des LacZ-Gens, das zur B-Galactosidase-Expression fGhrt, kann durch
Blaufarbung des Substrates X-Gal dargestellt werden. Die Tumormasse ist weich bis
gallertartig und infiltriert das Kleinhirn (siehe Abbildung 5). In diesem Mausmodell
kommen auch Rhabdomyosarkome an Muskeln der Extremitdten im abdominalen
Bereich vor (Pietsch et al., 1997; Goodrich et al., 1997; Corcoran & Scoftt, 2001; Raffel,
2004; Wetmore, 2003).

12
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Abbildung 5: Dorsale Ansichten des Kleinhirnes bei Wildtyp- und Ptc””-Mé&usen. Rechts: Vom Medulloblastom

Uberwucherte Strukturen des Cerebellums. Modifiziert nach Goodrich et al. 1997.

1.4.2 Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg spielt eine wichtige Rolle, die Balance zwischen Proliferation und
Apoptose von Zellen wdhrend Entwicklungs-Prozessen zu regulieren. Er kontrolliert die
Selbsterneuerung und die Multipotenz von Stamm- und Tumorstammezellen. In vitro und in
vivo wurde gezeigt, dass dieser Signalweg den Stammzell-Pool durch Liganden-
Aktivierung expandiert (Wang et al., 2009; Gu et al., 2012; Androutsellis-Theotokis et al.,
2006). Neurale Stammzellen exprimieren den Notch-Effektor CBF1 (C-promoter binding
factor 1) starker als intermedidre neuronale Vorlduferzellen. Neurale Stammzellen
differenzieren zu infermedidren neuronalen Vorlduferzellen, wenn CBF1 herunterreguliert
wurde. Dagegen fuhrte eine Aktivierung des CBF1 bei Vorlduferzellen nicht zur
Umwandlung in neurale Stammzellen. Moéglicherweise unterscheidet die CBF1-
Akftivierung zwischen Stamm- und VorlGuferzelltypen (Mizutani et al., 2007).

Weiterhin vermittelt der Notch-Signalweg die Signaliransduktion von benachbarten
Zellen und ist in Zellschicksal und Musterbildung wéhrend der embryonalen Entwicklung
involviert. Die Notch-Familie besteht aus Notch-1, -2, -3, und -4. Notch ist ein
Transmembranprotein mit einer extrazelluldren Domdéne, welche Wiederholungen der
EGF-like-Domdane aufweist, sowie eine intrazelluldre Domdne besitzt. Die Notch-
Liganden, die von Donor-Zellen exprimiert werden, sind ebenfalls
Transmembranproteine, die aus drei Proteinen der Delta-Like Familie (DLL-1, -3, - 4) und
zwei Jagged Proteine (JAG-1, und -2) bestehen. Die Signalweiterleitung von zwei
benachbarten Zellen beginnt mit der Bindung eines Liganden an Notch auf der Seite
der rezeptortragenden Zelle. Es kommt zu zwei enzymatischen Abspaltungen, einmal
extrazellulér durch o-Sekretasen, ADAM-10 und ADAM-17 (a disintegrin  and

metalloprotease), und infrazelluldr durch den y-Sekretase/Presenilin-Komplex. Die
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Domdne NICD (Notfch infracellular domain) wird abgespalten, und fransloziert in den
Nukleus, wobei Co-Repressoren aus CSL (CBFI/Suppressor of hairless/LAG-1)
Transkriptionsfaktoren ersetzt werden. Darauffolgend werden Co-Aktivatoren rekrutiert.
Zielgene des Signalweges sind die Transkriptionsfaktoren Hes, c-myc, NF-xB2 und p2].
Notch soll eine Rolle bei der Proliferation und Blockierung der Differenzierung von
Kérnevorlduferrzellen, sowie der Medulloblastom-Entwicklung spielen. Notch-Blockade
fOhrte zu einer verringerten Klonogenizitdt. Damit wurde die Aufrechterhaltung von
Stammezell-Eigenschaften im Medulloblastom durch Notch beschrieben. Eine Blockade
unterdrickt die Expression des Hesl-Proteins. Dies bewirkt Zellzyklus-Austritt, Apoptose
und Ausdifferenzierung in Medulloblastom-Zelllinien. Eine Notch-Blockade reduzierte
ebenfalls die CD133-positive Population, was als Hinweis daflr betrachtet wird, dass die
Stammzellen verringert wurden (Fan et al., 2006 und 2010; Guessous et al., 2008; Solecki
ef al, 2001). Eine wichtige Rolle des Notch-Signalweges betrifft die Regulafion des
Zellzyklus. Des Weiteren kann Hypoxie den JAGI-Liganden caktivieren und die
Selbsterneuerung von Stammezellen und die Tumor-Metastasierung férdern (Ables et al.,
2011; Xing et al., 2011).

1.4.3 WNT-Signalweg

Wnt-MolekUle (Drosophila-Wingless, Proto-Onkogen Int-1 in der Maus) sind extrazellulére
Signalproteine, die den Wnt-Signalweg aktivieren (Pollard & Earnshow, 2007). Beim WNT-
Signalweg existieren der kanonische und nicht-kanonische Signalweg. Der kanonische
Signalweg ist an der Determination des Zellschicksals und der Zellproliferation beteiligt
und spielt eine Rolle wdhrend der embryonalen Entwicklung und der Gewebe-
Homd&ostase. Der nicht-kanonische Signalweg kontrolliert die Zell-Bewegung und die
Gewebe-Polaritat. Welche WNT-Signale transduziert werden, hdngt von der Expression
der signalspezifischen infrazelluldren WNT-Regulatoren und Rezeptoren ab. Findet keine
WNT-Signalaktivierung statt, wird die zentrale Komponente p-Catenin phosphoryliert und
abgebaut, indem es mit APC (Adenomatous polyposis coli) und AXIN einen Komplex
eingeht. Durch GSK-38 und Casein-Kinase (CKla) wird B-Catenin an seiner NH2-
terminalen Degradations-Box phosphoryliert. Die NHz-terminale Degradations-Box wird
wiederum fUr den nachfolgenden Proteasom-vermittelten Abbau durch den BTRCPI1-
oder BTRCP2-Komplex polyubiquitinyliert. Die kanonische B-Catenin/WNT-Signalkaskade
wird durch die Rezeptoren der Frizzled-Familie und dem LRP5/LRPé-Korezeptor
vermittelt. Dabei wird ein FZD-DVL-Komplex mit dem LRP5/6-AXIN-FRAT-Komplex

assembliert, um GSK-3p zu inaktivieren. Wird p-Catenin nicht phosphoryliert, akkumuliert
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und transloziert es in den Nukleus. Nukledres B-Catenin bildet einen Komplex mit
Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie, sowie mit weiteren Proteinen und anderen
Coaktivatoren. Dieser nukledre Komplex aktiviert die Transkription von Zielgenen, unter
anderem DKK1, WISP1, MYC, CCNDI. An dem nicht-kanonischen Signalweg nehmen
Rezeptoren der Frizzled-Familie und die ROR2/RYK Co-Rezeptoren teil. Die Signale

werden weiter durch die Dishevelled- oder C02+—obh<'jngigen Signalkaskade vermittelt.
Zur Krebsentstehung fragen epigenetisches Silencing, oder Loss-of-function-Mutationen
von negativen Regulatoren des kanonischen WNT-Signalweges bei. Hierzu trégt auch
die gestorte Interakfion mit anderen Signalwegen, welche die Gewebe-Homdbostase,
Selbst-Erneverung von normalen Stammzellen, Differenzierung von Vorlduferzellen
(Transit Amplifying Zellen) und Proliferation regulieren bei. Diese Signalwege sind unter
anderem die FGF-, Notch-, Hedgehog- und TGFB- (Transforming growth factor g/bone
morphogenetic Protein) -Signalwege (Katoh & Katoh, 2007).

1.4.4 Pharmakologische Aktivierung oder Blockade der Shh-, WNT-

und Notch-Signalwege

Die molekulare Modulation der Entwicklungskontrollsignalwege durch spezifische
Agenzien blockiert oder aktiviert ihre Funktion. Das Studium der Auswirkung auf das
Potential zur Bildung von Tumorneurosphdren kann Hinweise auf neue verbesserte

Ansdtze geben.

1.4.4.1 Modulation des Shh-Pathway

Die Aktivierung oder Hemmung des Sonic Hedgehog-Signalweges auf dem Level von
Smoothened (Smo) ist nicht vollst&ndig verstanden. Es wird angenommen, dass Ptcl
katalytisch (Taipale et al., 2002) wirkt, ebenso dass endogene niedrig-molekulare
Substanzen teilnehmen. Die Modulation von Smo mittels Agonisten kdnnte zu einem
besseren Verstindnis beitragen. Beobachtungen deuten an, dass Smo unterschiedliche
Protein-Konformationen einnehmen und dadurch variierende Aktivitédt erlangen kann
(Chen et al., 2002).

SAG ist ein synthetisch hergestellfes MolekUl und akfiviert die Signaltransduktion der
Sonic Hedgehog-Signalkette. Es ist ein Chlorobenzothiophen-enthaltendes Molekul,

welches neuronale und gliale Vorlduferzellen zum Proliferieren anregt, ohne sich auf die
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Differenzierung auszuwirken (Bragina et al., 2010). SAG bindet direkt an Smo und
aktiviert den Signalweg (Luciferase-Reporteraktivitdt) in geringen Konzentrationen im
nM-Bereich. In hohen (ungeféhr ab 1 uM) Konzentrationen wirkt es inhibierend. Die
halbmaximale Konzentration zur Aktivierung des Shh-Signalweges liegt bei einem ECso-
Wert von 3 nM. SAG und KAAD (siehe unten) wirken antagonistisch, da beide am
gleichen MolekUl binden. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung des Signalweges durch
SAG nach Transfektion von Ptchl1-Molekilen abnahm. Weiter wurde gefunden, dass
eine hohe Picl-Expression mit der Zunahme von Cyclopamin-Bindung an Smo
zusammenfallt (Chen JK et al., 2002).

SANT-1 ist ein Antagonist und bindet ebenfalls am Smo. SANT-1 hat einen ICs—Wert von
20 nM. SANT-1 konnte die Stimulierung des Signalweges durch die SAG-Aktivitat um das
60-fache abschwdchen im Vergleich zu der 10-fachen Verringerung der anderen
Antagonisten mit dhnlicher chemischen Struktur SANT-2, -3, und SANT-4 (Chen JK et al.,
2002).

Cyclopamin ist ein fteratogenes Alkaloid der Pflanze Veratrum californicum (Kornlilie)
und wirkt antagonistisch am Smoothened-MolekUl der Hedgehog-Signalkette. Es
gehorte zu den ersten sperzifischen Inhibitoren aus der Klasse der small molecules, das
identifiziert wurde.

Zellen wurden mit einem Luciferase-Reporter und mit Smo-cDNA fransfiziert und mit 5
MM Cyclopamin behandelt. Diese zeigten als Folge, eine verringerte Expression des
Luciferase-Reporters im Vergleich zu nicht mit Cyclopamin behandelten Zellen, die Smo
Uberexprimierten. Cyclopamin-Resistenz  wurde in  Smo-Mutanten beobachtet,
dagegen hatte Cyclopamin in Wildtyp-Smo exprimierenden Zellen bei Shh-Aktivierung
inhibierend gewirkt. KAAD-Cyclopamin ist ein chemisch synthetisiertes Derivat des
Cyclopamins und ist 10- bis 20-fach potenter als Cyclopamin. Es wurde entwickelt, um
die toxische Wirkung von Cyclopamin in hohen Konzentrationen ab 10 yM zu umgehen
(Taipale, 2000; Chen et al., 2002; Stecca & Ruiz i Altaba, 2005).

1.4.4.2 Modulation des Notch-Pathways

In Therapieansdtzen zur Krebsbehandlung werden auch y-Sekretase-Blocker eingesetzt.
Die Akfivierung des Signalweges erfolgt nach Ligandenbindung durch proteolytische
Spaltungen des Notch-Transmembran-Rezeptors, an extra- und infrazellulGren Stellen,
der a- und y-Sekretase entsprechend. Intrazelluldr erreicht NICD durch Translokation den
Nukleus, um dort die Transkription von Zielgenen wie Hesl und Heyl zu initiieren, die die
Differenzierung steuern (Nam et al., 2008).

DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) ist ein y-

Sekretase-Inhibitor, welches die Produktion der AB-Peptiden im Gehirn durch Inhibition
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von y-Sekretasen reduziert (Dovey et al., 2001). Im Medulloblastom wurde nach
Behandlung mit DAPT das Wachstum reduziert und fUhrte zum Arrest der GO/G1-Phase
des Zellzyklus (Shih & Wang, 2007).

L-685,458 (5S)-(tert-Butoxycarbonylamino)-6-phenyl-(4R)-hydroxy-(2R)-benzylhexanoyl)-
L-leucy-L-phenylalaninamide und LY-411575 (N2-[(2S)-2-(3,5-difluorophenyl)-2-
hydroxyethanoyl]-N1-[(7S)-5-methyl-6-oxo-6,7-dihydro-5H-dibenzo[b,d]azepin-7-yl]-L-
alaninamide) sind weitere y-Sekretase-Inhibitoren. L-685,458 zeigt Amyloid B-Protein
Precursor (AB-PP) inhibierende Akfivitdt (Shearman et al., 2000). Die effektive Hemmung
von L-685,458 geht auf eine nicht-kompetitive Bindung an der y-Sekretase zurGck (Tian
ef al., 2002). LY-411575 ist ebenfalls ein potenter Inhibitor. Aus zellbasierten Assays ist ein
ICso-Wert von 0,082 nM bekannt (Wong et al., 2004).

1.4.4.3 Modulation des WNT-Pathways

FUr die Differenzierung und Stammzell-Kontrolle von Stammzell-Ghnlichen Zellen stellt der
WNT-Signalweg einen wichtigen Akteur dar. Wnt-MolekUle bilden eine grosse Familie
aus sekretierten, hydrophoben Glykoproteinen, sie sind an unterschiedlichen
Entwicklungs-Prozessen beteiligt. Wnt-Liganden binden an Frizzled-Rezeptoren und
LRP5/6-Korezeptoren an der Zelloberfladche. Dies fUhrt zur Verénderung der g-Catenin-
Konzentration im Cytoplasma und im Nukleus, wo Zielgene des Wnt-Signalweges
frankribiert werden (Mikels & Nusse, 2006). Modulation der WNT-Akfivierung kann
ebenfalls durch die unterschiedliche Dosis an p-Catenin erfolgen, abhdngig vom Verlust
oder Defekt des APC-Gens. Diese wirkt sich auf den Differenzierungs-Grad bzw.
Aufrechterhaltung der Selbsterneurungs-Féhigkeit von embryonalen Stammzellen aus
(Kielman ef al., 2002).

Das Wnt-3A-Protein vermittelt die Aktivierung der kanonischen Wnt-Signaltransduktion
und ist bei neuralen Stammzellen entscheidend fur den Erhalt der Selbsterneuerungs-
F&higkeit (Willert et al., 2003).

Dkk-1 ist ein spezifischer Inhibitor des Wnt-Signalweges. Dkk-1 bindet an der
extrazelluldren Domd&ne des LRP5/6 Ko-Rezeptors. Dieser enthdlt vier EGF-Ghnliche
Domdnen, an die der Antagonist Dkk-1 bindet. Die Bindung des Dkk-1 an den LRP5/6-
Rezeptor verhindert die Bildung des aktiven Wni-Frizzled-LRP5/6 Rezeptor-Komplexes
und blockiert damit den kanonischen Wnt-Signalweg (Zorn, 2001).

GSK-3B ist ein multifunktionales Enzym, welches an vielen Regulationsprozessen beteiligt
ist, wie Metabolismus, Proliferation, Differenzierung, Apopfose und in der
Tumorentwicklung. Eine anti- oder pro-aktive Rolle von GSK-3B im Tumor ist nicht klar.
Eines der gut untersuchten Substrate von GSK-3p ist das B-Catenin des Wnt-Signalweges
(Luo, 2009). Der GSK-3B Inhibitor Xll, TWS119, ist ein zell-permeables Pyrrolopyrimidin.
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Dieser ist ein potenter Inhibitor des Substrates GSK-38, welches die B-Catenin-
Konzentration erhéht. Die genaue Wirkung des GSK-3B Inhibitors ist nicht bekannt; es
gibt Hinweise, dass er die Aufrechterhaltung des neuronalen Progenitorzellpools durch
die Aktivierung des Wnt-Signalweges oder die neuronale Ausdifferenzierung induzieren
kann. In embryonalen Stammzellen konnte gezeigt werden, dass dieser Inhibitor die
neuronale Differenzierung induziert (Ding et al., 2003).

WNT-Ag ist ein zell-permeables Pyrimidin und wirkt als Akfivator des WNT-Signalweges,
ohne die GSK-3B-Aktivitdt zu inhibieren. Er soll die p-Catenin-abhdngige WNT-
Signalwegsaktivitat stimulieren (Liv et al., 2005). In der Literatur gelten der WNT-Ag und
der GSK-3B-Inhibitor als Akfivatoren des Signalweges, indem durch Erhdhung der -

Catenin-Level Zielgene des Signalweges exprimiert werden (Lim et al., 2008).
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1.5 CD133

1.5.1 CD133 als Stammzellmarker

CD133 wird auf Stammzell-Ghnlichen Zellen exprimiert. Erstmals in Blutzellen wurden
doppelt-positive  AC133"/CD34" -Populationen als humane hdmatopoetische
Stammzellen und AC]33’/CD34dim—Popqu’rionen als Progenitorzellen beschrieben (Yin et
al., 1997). Die Fahigkeit zur Tumorinitierung aus einer CD133"-Subpopulation mit
Stammzell-&hnlichen Eigenschaften wurde in der Arbeit von Singh et al. 2004
beschrieben.  Einzelzell-Suspensionen  von  Gehirntumoren  (Glioblastom  und

Medulloblastom) wurden in CD133" - und CD133 -Zellen separiert, die in vivo und in vitro

unfersucht wurden. Nach Xenograft-Transplantation in immundefiziente NOD-SCID
Mdusen konnten nur CD133"-Zellen den urspringlichen Tumor rekapitulieren, jedoch
nicht die CD133-Population. Selbst das Einpflanzen von 50 000 bis 100 000 CD133™-Zellen

initierte keinen Tumor. In vitro wurde die Selbsterneuerungskapazitét der CD133'-
Einzelzellen im Sphdrenbildungs-Assay gezeigt. Nach dieser Arbeit sind CD133-positive
Zellen proliferativ und in vitro selbsterneuernd. Nur positive Zellen kbnnen CD133-positive
und CD133-negative Zellen generieren und in serieller Transplantation Tumoren bilden.
Aus der Erkenntnis, dass aus CD133-positiven Zellen sowohl positive als auch negative

hervorgehen, leiteten die Autoren die Existenz einer Tumorhierarchie ab und schrieben

dem CD133"-Antigen die Eigenschaften zu, eine Tumor-initierende Subpopulation zu

definieren.

1.5.2 Prominin/CD133: Topologie

CD133 ist ein Oberflachenprotein. Sein glykosyliertes Epitop, welches von den
Antikérpern AC133 und AC141 erkannt wird, gilt als Tumorstammezell-Marker. CD133 ist
ein 5-Transmembranprotein mit 2 groBen exira- und 2 kleinen intrazellulGren Schleifen
(siehe Abbildung 6). Das NH2-terminale Ende ragt im extrazelluldren Raum heraus; das

COOH-terminale Ende befindet sich im Cytoplasma (Bidlingmaier et al., 2008).
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Abbildung 6: Topologie von CD133. Das glykosylierte Epitop wird von den monoklonalen Antikdrpern AC133
und AC141 erkannt (Bidlingmaier et al., 2008).

In der Arbeit von Fargeas ef al., 2003 werden die Proteinfamilie des CD133 und seiner
SpleiBvarianten in einer Nomenklatur zusammengefasst. Es handelt sich um die
sogenannte Prominin-Familie (lat. prominere = prominent sein). Das in Maus-
Neuroepithelzellen zuerst entdeckte Protein ist auf Plasmamembran-Ausstilpungen
lokalisiert und wird so seinem Namen gerecht. Zu dem humanen Protein zeigt das
murine Prominin-1 eine 60% Homologie der Aminosduren-Sequenz (Bidlingmaier et al.,
2008). Allgemein wird CD133 auch Prominin-1 genannt, da es sich um eine orthologe
Gruppe handelt. Dabei ist zu beachten, dass das humane CD133-Protein nicht mit dem
AC133-Antigen synonym ist. Das AC133-Antigen bezieht sich auf das glykosylierte Epitop
auf dem CDI133- bzw. Prominin-1- Molekil. AC133 soll auf nicht-differenzierte Zellen
beschrankt sein, wahrend das CD133 / Prominin-Protein breit exprimiert ist. Aus dieser
Erkenntnis heraus wurde CD133/AC133 als Tumorstammzellmarker etabliert.

Das humane PROMI-Gen steht unter der transkriptionellen Konfrolle von funf
alternativen Promotoren. Durch alternatives Splicing resultieren 7 mRNA-Transkripte.
Davon sind die Isoform 1 und 2 glykosyliert, und damit spezifisch fGr Stamm- und
Vorlauferzellen (Shmelkov et al., 2004; Yu et al. 2002; Ferrandina et al., 2009). Weiterhin

sollen CD133"-Zellen eine Rolle bei der Regulation von Signalwegen spielen. Eine
andere biologische Funktion ist die Beteiligung von CDI133 an der Plasmamembran-
Topologie. Allgemein wird es als ein Marker von tumorigenen und klonogenen
Populationen in heterogenen Tumoren befrachtet, jedoch ist die biologische Funkfion

nicht genau verstanden (Mizrak ef al., 2008).
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1.6 Tumorstammzellmarker und Methoden

Die auf das Medulloblastom Ubertragene CSC-Hypothese erdffnet neue
Gedankenwege, die Entstehung dieses Tumors zu verstehen, um auf eine bessere
medizinische Behandlung hin zu arbeiten.

FOr das Studium von Medulloblastomstammzellen wird eine Anreicherung von solchen
Subpopulationen angestrebt. Dies wird mittels bekannter Methoden aus den
Untersuchungen von embryonalen und adulten Stammzellen erreicht. Zu erwdhnen
wdare die Ausnufzung der Selbsterneuerungs-Kapazitadt mittels Neurosphdren-Assays, der
Tumorstammezellmarker CD133, die Schufzmechanismen von Zellen wie die
Aldehydehydrogenase-AkfivitGt und Seiten-Populationen (side population), und die
Quiescence als Eigenschaft von Stammzellen (Srivastava & Nalbantoglu, 2010;
Manoranjan et al., 2012). .

Identifizierte embryonale Stammzellmarker regulieren Pluripotenz und Differenzierung.
Die embryonale Stammzell-Differenzierung wird durch das Netzwerk der
Transkriptionsfaktorproteine Nanog-Sox2-Oct4 reguliert. Bei der malignen Transformation
durch adulte Stammezellen sollen ,Stemmnes“-Gene beteiligt sein. Einige SchlUssel-
Stammzellgene sind NESTIN, SOX2, OCT4, NANOG (Kashyap et al., 2009). Potentielle
Tumorstammzellmarker, die for die Identifikation von solchen Stamm- bzw.
Tumorstammezell-Populationen bei unterschiedlichen TumorentitGten eingesetzt wurden,
sind mannigfaltig und uneinheitlich. Daher werden fir die Aufkldrung einer CSC-
Hierarchie weitere Werkzeuge und Uberlegungen diskutiert (Garvalov & Acker, 2011;
O'Brien ef al., 2010; Subramaniam ef al., 2010).

21



EiINLENTUNG

1.6.1 Aldehyddehydrogenase (ALDH)-Aktivitat als Stammzell-Marker

Als  Marker zur Identifikation und Charakterisierung von Stammzellen und
Tumorstammezellen wird in vielen Geweben und Tumoren die Aldehyddehydrogenase-
Aktivitét (ALDH) betrachtet. Viele Aldehyde besitzen Zytotoxizitdt und sind kanzerogen.
Die Zelle besitzt unterschiedliche Enzymklassen, um diese zu metabolisieren. Aldehyde
sind wegen der elekirophilen Carbonyl-Gruppe hochreaktiv (Lindahl, 1992). Die
NAD(P*)-abh&ngige irreversible Oxidation von exogenen und endogenen Aldehyden
geschieht durch die Enzyme der ALDH-Superfamilie, die aus 19 funktionellen Genen
besteht und evolutiondr konserviert sind (Marchitti, 2008; Marcato et al., 2011). ALDH-
Aktivitdt wandelt in normalen und malignen Stammzellen Retinol zu RetinsGure um,
welches wichtig fur die Differenzierung von Zellen ist. Toxische Produkte werden durch
die ALDH-Akfivitat unschdadlich fur die Zelle gemacht (Ginestier et al., 2007). Einige
Isoenzyme werden starker im Tumorstammzell-Kontext diskutiert. Dies sind vor allem
ALDHTAT und ALDHI1A3. ALDHTA1l wurde im Brustkrebs als Tumorstammzellmarker
identifiziert (Charafe-Jauffret ef al., 2008). ALDH1AT ist ein cytosolisches Isoenzym und
besitzt ein breites Wirkungsspekirum. ALDH1A3 kommt im Cytosol als Homodimer vor
und nimmt eine wichtige Rolle w&hrend der embryonalen Entwicklung ein (Marchitti,
2008; Marcato et al., 2011). Ginestier et al. (2007) wiesen im Brustkrebs ALDEFLUOR-
positive Populationen mit funkfionellen Stammzell-Ghnlichen Charakteristika nach, die
nicht in den ALDH-negatfiven Populationen vorkamen. Durch Immunférbungen
identifizierte ALDH1-Populationen im Brustkrebs dienten als Prediktor fUr schlechtes
klinisches Outcome. Auch Douville ef al., 2009 und Jiang ef al., 2009 schreiben der
ALDHT1-Aktivitédt den Status eines Stamm- bzw. Tumorstammezellmarkers im Krebs zu. Der
ALDEFLUOR-Assay sei laut Herstellerangaben entwickelt worden, um die Akfivitat der
ALDHI1-Familie zu detektieren. Allerdings konnte bewiesen werden, dass ALDHITAT-
Defizienz bei hdmatopoetischen Mauszellen im ALDEFLUOR-Assay sich nicht auf die
ALDEFLUOR-Intensitat auswirkte (Levi et al., 2008). Die vom ALDEFLUOR-Assay detekfierte
ALDH-Akfivitat gilt als solide Methode in der Stammzellforschung. Bei murinen
Gehirnzellen konnten neurale Stammzellen mit Multipotenz und Selbsterneurungs-
Fahigkeit auf diesem Assay basierend identifiziert werden (Storms et al., 1999; Corti et
al., 2006). ALDHTAT- und ALDHITAS3-Expression wurde in einigen Tumoren mit dem
ALDEFLUOR-Assay korreliert. In diesem Assay werden innerhalb einer Stammzell-
Population undifferenzierte Zellen als stéarker ALDH-positiv gefunden als weiter
differenzierte (Moreb 2008; Marcato ef al., 2011).
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1.6.2 Das Konzept der Label Retaining Cells (LRC's)

Tumorstammezellen sollen sich dhnlich wie die normalen bzw. adulten Stammzellen
verhalten. Bei einer Chemotherapie sollen die langsam proliferierenden Stammzellen
Uberleben. Der Zustand wird als Quiescence charakterisiert. Diese Zellen kédnnen den
Tumor re-initiieren, wahrend die Gbrigen Zellen die Therapie nicht Gberleben. Fir die
Tumor-Resistenz gegentber Chemotherapie wird angenommen, dass die Zellzyklus-
Kontrolle, antiapoptotische Proteine, erhdhte Expression von DNA-Reparaturgene, eine
Hochregulation von Zellpumpen zur Ausschleusung von toxischen Substanzen, sowie
eine hohere metabolische Akfivitat der CSC durch ALDH beitragen. Die Quiescence
wird deshalb als ein Mechanismus zum Uberleben von CSC's betrachtet. In
Ovarialtumoren bei der Maus wurde belegt, dass der CSC-Pool sich nach Bestrahlung
durch héhere Klonogenizitdt auszeichnete und zu aggressiven Sekunddér-Tumoren fGhrte
(Moore & Lyle, 2011). Label Retaining Zellen (siehe Abbildung 7) sind Zellen mit einer
Fluoreszenz-markierten DNA, die diese lange behalten, da sie sich nicht bzw. langsam

teilen, also sich im Ruhezustand befinden oder sich asymmetrisch feilen (Rando, 2007).
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Abbildung 7: Das Konzept der LRC's. ,,Markierte" Zellen (i), sind H2B-GFP-markiert und werden mit Doxycyclin
(Dox) gepulst (iv). Schnell-proliferierende Zellen teilen sich und nach einigen Passagen verlieren sie die grine
GFP-Expression, wdhrend einige Ubrig bleiben, die langsam-proliferieren bzw. LRC’s entsprechen. Diese
wenige Zellen (Stammzellen) sollen einer Chemo- oder Bestrahlungstherapie widerstehen (Modifiziert nach:
Moore & Lyle, 2011).

FUr das Studium von ruhenden, nicht-teilungsaktiven Stammezell-&Ghnlichen Populationen

gibt es verschiedene Ansatze. Das Thymidin-Analogon Bromodeoxyuridin wurde bisher
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haufig eingesetzt, welches sich als eine nicht-sensitive  und  nicht  fOr
Stammzelluntersuchungen spezifische Methode herausstellte. Dieses kann nur wahrend
der S-Phase des Zellzyklus, also bei neu-synthetisierter DNA eingebaut werden (Foudi, et
al., 2009; Softocornola & Lo Celso, 2012). Eine andere Heransgehensweise stellt der
Label Retaining Assay dar. Die Arbeitsgruppe von Fuchs erzeugte eine transgene Maus-
Linie mit einem mittels Tet-Off-System kontrollierbaren Histon 2B-GFP-Reportergen. Damit
konnten sie langsam-teilende epitheliale Hautstammezellen untersuchen. Nach Gabe
von Doxycyclin im Trinkwasser der Mduse in einem Zeitraum zwischen 4 Wochen und 4
Monaten, erlosch die grune GFP-Fluoreszenz weitestgehend. Nur im Haarwurzellbereich
wurde eine GFP-Expression nachgewiesen, welche in Label Retaining Zellen lokalisiert
war. Damit konnten sie das Zellschicksal von langsam-teilenden Zellen verfolgen sowie
Stammzell-dhnliche Eigenschaften dieses Zellareals untersuchen (Tumbar et al., 2004).
Eine dhnliche, unter einer Doxycyclin-Induktion entwickelte Tet-Off-Expressions-Kassette
(siehe Abbildung 8) mit dem Histon H2B-GFP-Reportergen wurde von der Arbeitsgruppe
Kirschner etabliert, welches in dieser Arbeit angewendet wurde (Falkowska-Hansen,
2010). Das Transgen verteilt sich wie die DNA. Nach Induktion mit Doxycyclin schwindet
bei jeder Teilung ein Teil an gruner Fluoreszenz durch die Weitergabe und Verteilung an
die Tochterzellen. Eine bewdhrte Methode hierfur stellte das Verwenden von lentiviralen
Vektoren dar. Diese kdnnen proliferative sowie nicht-mitotisch aktive bwz. differenzierte
Zellen infizieren und das transgene Konstrukt stabil in das Genom integrieren (Kafri et al.,
2000). Das ldentifizieren von Label Retaining Zellen wurde bereits bei soliden Tumoren,
wie dem Brustkrebs (Krishnamurthy et al, 2008; Pece et al., 2010), dem Melanom
(Roesch et al., 2010), dem Pankreas-Krebs (Dembinski & Krauss, 2009) und dem

Glioblastom (Deleyrolle et al., 2011) erwdhnt.

controllable
expression

LTR [Rrefs cppTf 1TA2 h2b-gip [weREfLTRSIN]

Abbildung 8: Tet-Off-H2B-GFP lentiviraler Reporter. PEF-1«: Elongationsfaktor 1a-Promoter; 1TA2, Ptight: Tet-
transactivator und Promoter; LTR/SIN: Self inactivating retroviral long terminal repeat Sequenzen; RRE: HIV Rev
Response-Element; cPPT: Central polypurine tract; WPRE: Woodchuck Hepatitis-Virus post-transkriptionales
Regulations-Element. Fir die Herstellung des Plasmid-Vektors wurden pWPXL-Tet-Off-Advanced-TRE-Tight-H2B-
GFP u.a. die Vektoren pTet-Off-Advanced und pTRE-Tight verwendet (Falkowska-Hansen, 2010).
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1.7 Zielsetzung

Das Medulloblastom ist ein wenig differenzierter Tumor des Cerebellums mit Stammzell-
dhnlichen Charakteristika, der aus pathogenetisch unterschiedlichen Subtypen besteht.
Mit Hilfe des Gehirn- und Tumorstammzellmarkers CD133 wurde versucht, Populationen
von Medulloblastomzellen mit deregulierten Signalwegen zu diskriminieren. Ziel dieser
Arbeit  war  zu analysieren, ob  Tumorstammzellen aus  verschiedenen
Medulloblastomsubtypen &hnliche oder differente biologische und genetische
Charakteristika aufweisen. Der Forschungsgegenstand dieser Arbeit sollte folgende
Fragen und Untersuchungen umfassen:
1. Das Verhalten von Stammzell-dhnlichen Medulloblastomzellen basierend auf
dem CD133-Tumorstammzellmarker zu untersuchen.
= Der Stammzellcharokter der Medulloblastom-Zellinien und CD133-
Medulloblastom-Subpopulationen sollte durch Neurosphdren-Assays belegt
werden.

= Die Identifikation von differentiell exprimierten Genen sollte durch die
Fraktionierung von hoch und niedrig CD133-exprimierenden
Subpopulationen erreicht werden.

= Die Verteilung der Zellzyklus-Phasen der CDI133-Subpopulationen sollte
untersucht werden.
2. Wie ist der EinfluB der Entwicklungskontrollsignalwege auf den
Tumorstammezellpool in Medulloblastomen?
= Die Unfersuchung sollfe durch Applikation von spezifischen Agonisten und
Antagonisten hinsichtlich der Klonogenizitadt durchgefUhrt werden.

= Der Hedgehog-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung des
Cerebellums. Hier sollfe schwerpunktmdBig die Auswirkung spezifischer
Hedgehog-Antagonisten auf die Neurosphdrenbildung analysiert werden.

3. Die Differenzierungs-Féhigkeit der Neurosphdren-Zellen sollte durch Initierung
einer Ausdifferenzierung untersucht werden.

4. Kénnen in den Medulloblastom-Zellkulturen Stammzell-&hnliche
Subpopulationen  durch  andere  Ansdtze identifiziert werden, die
Tumorstammezell-Subpopulationen und den CD133-Tumorstammzellpool weiter
eingrenzen kd&nnen? Die Untersuchung sollte durch den Aldefluor- und den
Label-Retaining Assay durchgefihrt werden. Diese Methoden haben sich bei
anderen Enfitaten als bewdhrt herausgestellt.

5. Wie wirkt sich die y-Bestrahlung auf die Neurosphdrenbildung der verschiedenen
Medulloblastomzelllinien ause Die mogliche Resistenz der Tumorstammezellen, die

zu Rezidiven fUhren kénnen, sollte hiermit getestet werden.
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Neue Einblicke in die Pathogenese und Zellbiologie des Medulloblastoms sollen durch

diese Arbeit gewonnen werden.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 MATERIALIEN

2.1.1 Chemikalien

Folgende Chemikalien in Pulver- bzw. flUssiger Form wurden von den angegeben Firmen erhalten:

2-Propanol
7-AAD
Aceton

Aqua ad injectabilia

bisBenzimide H 33258 (Hoechst 33258)

Borsdure
Bromphenolblau
BSA

Chloroform
DEPC

DMSO

Doxycycline Hydrochloride
DPBS (1x)

EDTA

Eosin G (gelblich)

Ethanol
Ethidiumbromidldsung
Ficoll Typ 400

Mayers Hdmalaunlésung
Methanol

peqGOLD Universal-Agarose
Propidiumiodid
Ribonuklease A

Tris-Base

Xylencyanol

Merck Chemicals, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Riedel-de Haen AG (Seelze, Deutschland)

Serag-Wiessner KG (Naila, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Merck Chemicals, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
GIBCO®, Life Technologies GmbH (Darmstadt,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Merck Chemicals, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Merck Chemicals, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Merck Chemicals, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

PEQLAB Biotechnologie GMBH (Erlangen, Deutschland)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Merck Chemicals, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
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2.1.2 Reagenzien und Kifs

ALDEFLUOR™ Kit

STEMCELL Technologies SARL (Grenoble, Frankreich)

Amplifikation Kit aus Amplifier A+B Ventana Medical Systems (Roche) (Tucson, Arizona, USA)

CD133 Cell Isolation Kit

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

Cell Conditioning Solution (CCT1) Ventana Medical Systems (Roche) (Tucson, Arizona, USA)

DNA-Marker pUC 19 Msp |

DNase |, RNase-frei

MBBL (Bielefeld, Deutschland)

Ambion (Berlin, Deutschland)

FcR Blocking Reagent, human Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

FcR Blocking Reagent, murin

Fluoromount G

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Dunn Labortechnik GmbH (Asbach, Deutschland)

Indirect CD133 Microbead Kit Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

RNasin® Plus RNase Inhibitor

RNeasy Mini Kit

Target Retrieval Solution,
10x konzentriert

TRIzoI® Reagent

Trypanblau-Losung

Venor® GeM-Mykoplasmen
Detektions Kit

Promega (Mannheim, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)
Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (MUnchen, Deutschland)

Minerva Biolabs GmbH (Berlin-Képenick, Deutschland)

2.1.3 Puffer und Lésungen

6x DNA-Ladepuffer

7-AAD

10x TBE - Puffer
10x DNase I-Puffer (-20 °C)

Ethidiumbromidldsung

MACS-Puffer

PI-Stocklésung

0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol, 15% (w/v)
Ficoll Typ 400; in Millipore-H20. Autoklaviert bei RT lagern.

1 mg/ml Stockldsung:
1 mg 7-AAD in 50 ul Ethanol 16sen und mit 950 ul PBS auf 1000
auffUllen. Im Dunkeln bei 4 °C lagern.

107,6 g Tris-Base, 55 g Borséure, 40 ml EDTA (9,3 g EDTA, 0,5 M, pH 8.0)
—ad 1 Liter mit dH20.

100 mM Tris, pH 7.5, 25 mM MgCl2, 5 mM CaCl.

1% einer wdssrigen 3.8-Diamino-5-ethyl-6-

phenylphenanthridiniumbromid-Lédsung  zu einer 1 mg/ml

Gebrauchsldsung aufbereitet.

0,5% BSA und 2 mM EDTA in PBS. Bei 4 °C kUhl lagern.

1 mg/ml 3.8-Diamino-5-(3-diethylaminopropyl)-6-phenyl-

phenanthridiniumiodid-methiodid in PBS geldst.
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2.1.4 Antikdrper

ALEXA FLUOR 633,

Goat anti-mouse IgG

Anti-Prominin-1-PE, murin
CD133/2 (293C3)-APC, human
CD133/2(293C3)-PE, human

Mouse IgG2b-PE (clone 293C3),

Isotyp-Konftrolle, monoclonal

Invitrogen - Life Technologies Corporation (Karlsruhe,
Deutschland

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
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Reaktivitat
(h=human;
m=murin;
Antikérper r=rabbit; g=goat) ||g-KIasse Herstellerfirma Antigen-Demaskierung mit Hitze (Vorbehandiung) Verdiinnung
Abcam (Cambridge, United 7,5 Min. Hochdruck-Erhitzung (Dampfkochtopf); DAKO Target
ALDHI1A1 r-anti-h monoklonal Kingdom) Retrieval Solution 10x konzentriert, pH 6.0 1:50
Dako Deutschland GmbH 30 Min.; Puffer: Cell Conditioning Solution (CC1), pH-Wert
CDI15 m-anti-h monoklonal (Hamburg, Deutschland) basisch 1:200
Dako Deutschland GmbH
GFAP r-anti-h polyklonal (Hamburg, Deutschland) keine 1:1000
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 60 Min.; Puffer: Cell Conditioning Solution (CC1), pH-Wert
MAP-2C m-anti-h monoklonal (MOnchen, Deutschland), basisch 1:20000
Dako Deutschland GmbH
MIB-1(Ki-67) m-anti-h monoklonal (Hamburg, Deutschland) 60 Min. Hitze und Amplifikation (Kit) 1:150
R&D Systems GmbH (Wiesbaden- Mikrowelle, Puffer: DAKO Target Refrieval Solution 10x
Nanog g-anfi-h polyklonal Nordenstadt, Deutschland) konzentriert, pH 6.0 1:20
Merck Chemicals GmbH (Millipore) | 60 Min. und Amplifikation (Kit); Puffer: Cell Conditioning Solution
NeuN m-anfi-h monoklonal GmbH (Schwalbach, Deutschland (CC1), pH-Wert basisch 1:100
Dako Deutschland GmbH
NFP m-anfi-h monoklonal (Hamburg, Deutschland) Amplifikation (Kit) 1:1000
Dako Deutschland GmbH 30 Min.; Puffer: Cell Conditioning Solution (CC1), pH-Wert
S100-beta r-anti-h polyklonal (Hamburg, Deutschland) basisch 1:2000
Merck Chemicals GmbH (Millipore) 60 Min., Puffer: Cell Conditioning Solution (CC1), pH-Wert
Sox2 r-anti-h polyklonal GmbH (Schwalbach, Deutschland basisch 1:150
Dako Deutschland GmbH 60 Min.; Putter: Cell Condifioning Solution (CCT), pH-Wert
Synaptophysin  |m-anti-h monoklonal (Hamburg, Deutschland) basisch 1:50

Tabelle 1: Antikérper und Bedingungen der immunhistochemischen Farbungen von Paraffin-eingebetteten Zellpellets.

30




MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.5 Materialien fUr die real-time PCR (TagMan)

Folgende Materialien und Reagenzien wurden von Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland bezogen:

High Capacity RNA-to-cDNA Kit

TagMan® Gene Expression Assays Extra Small - 75
TagMan® Fast Advanced Master Mix
MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate
MicroAmp® Optical Adhesive Film

TagMan® Gene Amplikon

Gene Symbol Expression Assays Lange (bp)
AAF4 Hs00232683_m1* 75
ALDHTA3 Hs00167476_m1* 60
BACE2 Hs00273238_m1* 69
CHN2 Hs00206968_m1* 113
GUCATA Hs00181172_m1* 67
IGSF11 Hs00541322_m1* 100
MPPED2 Hs00155582_m1* 71
PDLIM1 Hs00253222_m1* 135
PEXSL Hs00912933_m1* 64
PRKCQ Hs00989970_m1* 60
PROMI Hs01009250_m1* 75
RRAGD Hs00222001_m1* 61
STK178B Hs00177790_m1* 104
TAF8 Hs00373264_m1* 71
TFAP2C Hs00231476_m1* 73
TR Hs00174914_m1* 56
INF224 Hs00273760_m1* 59
INF286A Hs00276637_m1* 84

Tabelle 2: Assays zum Validieren der differentiell exprimierten Gene aus der Microarray-Analyse.
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2.1.6 Zelllinien und Materialien fur Zellkultur und zellbasierte Assays

2.1.6.1 Permanente Zellkultur

Zelllinien - humane

Literatur / Quelle

D283 Med Friedman et al., 1985
D341 Med Friedman et al., 1988
DAQOY Jacobsen et al., 1985
D425 Med He et al., 1991

MHH-MED-1, MHH-MED-3

Pietsch et al., 1994

1580WU, MEB-MED 8A,

MEB-MED-8S Pietsch, unpublizierte Daten
Zellinie aus Medulloblastom-Metastase  (Pleurapunktat)
D3484 eines 2-jahrigen Patienten.

Zelllinien - murine

SIMM4

Li et al., 2003

D2855, D3419, D3578,
D3713, D3799

Zelllinie generiert aus Tumoren im Ptc”” -Mausmodell.
Goodrich et al., 2007

Tabelle 3: Quellenangabe der verwendeten Zelllinien.

2.1.6.2 Zellkultur-Medien

2.1.6.3  Serumhaltige Medien und Medienzusatze

0.05% Trypsin-EDTA (1x), Phenol-Rot
Cell Freezing Medium DMSO 1x

DMEM, High Glucose
FCS

Human-Serum, off the clot, Typ AB

L-Glutamine 200 mM (100x)
Natrium-Pyruvat (100 mM)
RPMI 1640 Medium

Versene-Losung

GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (MUnchen, Deutschland)
GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
GIBCO®), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland)
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2.1.6.4 Stammzellmedien und —zusdtze, rekombinante Faktoren

0.2% Heparin-Losung STEMCELL Technologies SARL (Grenoble, Frankreich)

NeuroCult® NS-A Differentiation Kit (Human) STEMCELL Technologies SARL (Grenoble, Frankreich)

NeuroCult® NS-A Proliferation Kit (Human) STEMCELL Technologies SARL (Grenoble, Frankreich)

NeuroCuli® Proliferation Kit (Mouse) STEMCELL Technologies SARL (Grenoble, Frankreich)

Recombinantes humanes bFGF R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)

Recombinantes humanes EGF R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)

Recombinantes humanes LIF Chemicon Millipore GmbH (Schwalbach/Ts.,

Deutschland)

2.1.6.5 Verwendete Medien fUr die Zellkultur

Medienzusammensetzung Zellinien (humane, murine)
RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin D283 Med, DAOY
DMEM, 10% humanes Serum, 2 mM L-Glutamin,
2 mM Natrium-Pyruvat 1580WU, D341 Med, D425 Med, MEB-Med-8S
DMEM, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 2 mM
Natrium-Pyruvat MEB-Med 8A, SIMM4
RPMI 1640, 15% FCS, 2 mM L-Glutamin D3484

NeuroCult® NS-A Proliferation Kit (Human), 25
ng/ml rhEGF, 20 ng/ml rhFGF D2855, D3419, D3578, D3713, D3799

Tabelle 4: Medienmischungen fir die permanente Zellkultur.

2.1.7 Liganden, Agonisten und Antagonisten

DAPT BIOMOL GmbH, (Hamburg, Deutschland)

Dkk-1, recombinant human R&D Systems (Minneapolis, U.S.A)

GANT-61 TOCRIS Bioscience, (Missouri, U.S.A)

GSK-3B-Inhibitor XII, TWS119 CALBIOCHEM Merck4Biosciences (Darmstadt, Deutschland)

KAAD-Cyclopamine CALBIOCHEM Merck4Biosciences (Darmstadt, Deutschland)

L-685,458 Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (MUnchen, Deutschland)

LY-411575 Boehringer; Patent WO0019210, Patent WO9828268; Czirr et
al., 2007
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SAG CALBIOCHEM Merck4Biosciences (Darmstadt, Deutschland)
SANT-1 CALBIOCHEM Merck4Biosciences (Darmstadt, Deutschland)
Shh, recombinant human R&D Systems (Minneapolis, U.S.A)
Shh, recombinant mouse R&D Systems (Minneapolis, U.S.A)

TRC-Cyclopamine

Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada)

Wnt-3A, recombinant human R&D Systems (Minneapolis, U.S.A)

WNT-Ag
Tomatidine HCI

CALBIOCHEM Merck4Biosciences (Darmstadt, Deutschland)
BIOMOL International, L. P. (Pennsylvania, U.S.A)

Antagonist / Agonist Lésungsmittel
TRC-Cyclopamine, KAAD-Cyclopamine abs. Ethanol
Sonic Hedgehog-
Signalweg SANT-1, SAG DMSO
Notch-Signalweg DAPT, LY-411575, L-684,458 DMSO
GSK-3p-Inhibitor abs. Ethanol
Wnt-Signalweg Wnt-Ag DMSO
rhDkk-1, rhWnt-3A PBS

Tabelle 5: Lésungsmittel der Liganden fir die Neurosphdren-Assays.

2.1.8 Plastikmaterialien

0,22 um Stericup and Steritop

Vacuum Filter Cups Millipore, (Schwalbach/Ts., Deutschland)
15 ml-, 50 ml-Réhrchen Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)
CELLSTAR 24-Zellkulur Loch-Platten Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)
Combitips plus, Pipettenspitzen, steril Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Einmal-Plastikpipetten, steril Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)

Kapseln (Tissue-LocHistoScreen Cassettes) Microm International GmbH (Walldorf, Deutschland)

Kryoréhrchen (Thermoscientific

Nunc Cryotube Vials) Thermo Fisher Scientific Inc. (Roskilde, Dadnemark)

Nalgene Mr. Frosty Cryo 1°C Freezing Container

(Einfrier-Behdlter mit Isopropanol) Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, Deutschland)

Pipetten-Spitzen

Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

Pre-Separations Filter, 30 um Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch-Gladbach,

Deutschland)

Reaktions-GefdBe (0.2 ml; 0,6 ml, farblos)  Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf,

Sterile 24-Loch-Platten

Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)
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Sterile 96-Loch-Platten

Zellkulturflasche, 50 ml, 25 cm?

Zellkulturflasche, 250 ml, 75 cm?

2.1.9 Sonstiges

DAKO Pen

Nunc (Roskilde, D&dnemark)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)

Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)

2.1.10 Gerdte ohne / mit Software und sonstige Software

2.1.10.1 Gerdte ohne / mit Software

7500 Fast Real-Time PCR-System

ACCURI C6 Cytometer

Analyse-, Prazisionswaage

autoMACS™-Separator
Bestrahlungsgerat
Radsource RS 2000
COz-Zellinkubator
COULTER® EPICS® XL™

Durchflusszytometer

Diagnostik-Mikroskop

Digital-Kamera,
Canon PowerShot A620
Eppendorf Zentrifugen

Hamocytometer

Inversionsmikroskop fUr Zellkultur:
Mikroskop ZEISS Axiovert 25

Multipette

Magnet- und HeizrUhrer

NanoDrop-1000 Photometer

Applied Biosystems (Carlsbad, California, U.S.A)
BD Accuri Cytometers (Ann Arbor, Ml U.S.A)

BD AccuriTM Cé Software Version 1.0.264.15
Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

Rad Source Technologies, Inc. (Suwanee, GA U.S.A)

Heraeus Instruments GmbH (Osterode, Deutschland)

Beckman Coulter, Inc. Industrial Estate Mervue, Galway,
Irand
SYSTEM Il Software Version 3.0
OLYMPUS BX51, Olympus opticals co., LTD, Tokyo, Japan
Software Analysis Imaging, cell AB imaging software

olympus

Canon Deutschland GmbH (Krefeld, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Brand GmbH + Co. KG (Wertheim, Deutschland)

Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Wilmington U.S.A)

Software-Version: Nanodrop 3.01.1
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pH-Labormessgerat,

pH 211Microprozessor pH Meter
Pipetten (10 pl, 100 pl, 1000 i)
Pipettierhilfe (Pipetus®)
Stickstofftank, Chronos 350 Biosafe
T3000 Thermocycler

Vortexer
Zellkulturbank HERA Safe KSP

2.1.10.2 Sonstige Software

DataAssist™, Version 2.0

SIGMA STAT-Software

WEASEL-Software

HANNA Instruments Deutschland GmbH (Kehl,
Deutschland)

Gilson International Deutschland (Limburg an der Lahn,
Deutschland)

Hirschmann Laborgerdate (Louisville, Kentucky, U.S.A)
Messer Griesheim (Bad Soden, Deutschland)

Whatman Biometra (Gottingen, Deutschland)

U.S.A Scientific, Inc. (Ocala, Florida, U.S.A)

Thermo Elektron LED GmbH, (Langenselbold,
Deutschland)

Applied Biosystems ((Carlsbad, California, U.S.A)
Systat Software Gmbh (Erkrath, Deutschland)
Software-Version 3.01.0

Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research
(Parkville, Victoria, Australia)

Weasel Vers 2.3
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2.2 METHODEN

2.2.1 Standardkulturbedingungen: humane Zellen

Die Medulloblastom-Zelllinien wurden unter steriien Bedingungen unter einer
Zellkulturbank passagiert. Sie wurden in einem Zellinkubator bei 37 °C und 5 % CO2
gehalten. Die Zellen wurden je nach Konfluenz entweder passagiert, oder das Medium
wurde alle 5 Tage gewechselt. Fur die Passagierung der adhdrenten Zelllinien wurden
entweder Zellen mit einer Pipette vom Boden der Kulturflasche abgekratzt oder mit 2 m
Trypsin-Lé&sung fOr 10 Minuten inkubiert und dann 1 bis 2 Tropfen von der Zellsuspension
in eine neue Flasche mit 5 bis 7 ml frischem Medium UberfGhrt. FUr Experimente wurde
fir das Abldésen der adhdrenten Zellen ausschlieBlich eine gebrauchsfertige EDTA-
Lésung (Versene) verwendet. Nach der visuellen Kontrolle der abldésenden Zellen
wurden diese in ein Réhrchen gesammelt, bei ca. 115 xg bis 180 xg zentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert, das Pellet resuspendiert und mit einem vielfachen Volumen von
PBS gewaschen und zentrifugiert. Ein Mediumwechsel bei Suspensionszellen erfolgte
durch Abnahme des KulturUberstandes und Ersetzen mit frischem Medium nach
Sedimentation der Zellen bzw. Zellcluster. Humanes Serum fUr Medien wurde vor der
Verwendung Hitze-behandelt, um das Komplement-System zu inaktivieren. Das humane
Serum wurde durch einen 0,1 um-Filter steril filtriert und in 50 mI-Réhrchen aliquotiert. Die

Hitzeinaktivierung erfolgte bei 56 °C im Wasserbad fur 30 Minuten.

2.2.2 Gewinnung muriner Primdarkulturen aus dem Patched-Modell

Nach Einschléfern mittels CO2 wurden Tumor-tragende pTc”’ -Md&use durch
Genickbruch getétet. Nach Dekontamination mittels 70% Ethanol wurde die Maus
dekapitiert und der Schddel unter steriien Bedingungen frei préapariert. Nach
PrGparieren des Cerebellums wurde der Tumor enfnommen und in eine mit 5 ml
Neurocult-Medium gefullte sterile Pefrischale gelegt. Mit Pinzette und Skalpell wurde
das Gewebe sorgfdltig zerkleinert. Die Suspension wurde in ein 50 ml-Réhrchen
UberfUhrt, grossere Tumorgewebeschnitte mittels Sedimentation entfernt und der
Uberstand in ein neues Rdhrchen Uberfihrt, um kleinste Zellverbdnde bis Einzellzellen zu
gewinnen. Nach Zugabe von Neurocult-Medium wurde durch Pipettieren eine

Suspension hergestellt. Nach nochmaligem Waschen in Kulturmedium wurden die
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Zellen in 25 cm? Plastik-Kulturflaschen ausgesét. Nach Inkubieren fUr 24 Stunden wurde
lichtmikroskopisch der Zustand und die Konfluenz Uberprift und das Medium
gewechselt. Die Subkultivierung fUhrte zu kontinuierlichen Zellinien. DafUr wurde als
Standardkulturbedingung Neurocult-complete Medium unter Zugabe von 25 ng/ul rh
EGF und 20 ng/ul rh bFGF verwendet.

2.2.3 Zellzahlbestimmung

FOr die Zellzahlbestimmung wurde ein Aliquot der Zellsuspension (50 ul) mit 50 ul
Trypanblau-Losung gemischt und mithilfe des Hadmocytometers die Anzahl der vitalen
und der toten Zellen in den vier rechteckigen Feldern bestimmt. Die lebenden Zellen
blieben ungefdrbt und brachen das Licht, die toten farbten sich wegen der nicht-
intakten Zellmembran blau an. Es wurde der Mittelwert gebildet und mit der Formel ¢ =
n/v die Zellzahl in Zellen/ml berechnet. c ist die Konzentration der Zellen, n ist die Anzahl
der Zellen gebildet aus dem Mittelwert der vier Quadranten und v ist das Volumen der
Z&hl-Kammer. v errechnet sich aus: Fldche x Tiefe = (1 mm x 1 mm) x 0,1 mm = 0,1 mm3
=1 x 104 ml. Zusatzlich wird die Formel mit dem Verdinnungs-Faktor 2 multipliziert: ¢ =
n/v x 2 (Zellen/ml).

2.2.4 Kryokonservierung und Auftauen der Zelllinien

Zur Kryokonservierung wurden Zellen mit Medium gewaschen, pelletiert, dann vorsichtig
mit 1,8 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryordhrchen UberfGhrt. Das DMSO-
enthaltende Einfriermedium wurde vorher bei 4 °C aufgetaut und kihl verwendet. Es
folgte ein schrittweises, schonendes Einfrieren der Zellen. Zuerst wurden die Réhrchen im
Einfrier-Behdlter mit Isoprapanol bei -80 °C aufbewahrt und dann im Stickstoff-Tank
l&ngerfristig gelagert.

Zum Auftauen wurden die Réhrchen bei RT aufgetaut und mit frischem vorerwarmten
Medium vorsichtig resuspendiert. Das DMSO wurde durch dreimaliges Waschen mit

Medium entfernt, und die Zellen schlieBlich in eine Zellkulturflasche UberfOhrt.
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2.2.5 Beschichtung von Zellkultur-Platten

Es wurden 6-Loch-Zellkultur-Platten mit einer in PBS verdinnten Poly-L-Lysin-Lésung und
der Endkonzentration von 20 pg/ml beschichtet. Nach Induktion der Platten bei 37 °C

fUr 30 Minuten wurden sie zweimal mit PBS gewaschen.

2.2.6 Mycoplasmen-Test

Nach dem Auftauen von Zellen wurden diese nach 2-3 Passagen auf eine

Kontamination mit Mycoplasmen Uberpruft.

2.2.6.1 Nachweis mittels Hoechst 33258-Farbung

Zellen wurden auf Pefrischalen angezichtet, danach mit PBS gewaschen und mit
einem 1:3-Gemisch von eiskaltem Aceton:Methanol, 1:2 mit PBS verdinnt, dann mit
dem Aceton Methanol-Gemisch (1:3) fUr 10 Minuten fixiert. Anschliessend wurde 2x mit
dest. Wasser, und mit PBS gewaschen. Mit einem DAKO Pen (FlUssigkeits-abweisend,
reduziert bendtigte Farbeldsung) wurde die Zellprobe umkreist. Danach folgte die
Zellkernfarbung mit einer 50 ug/ml Hoechst 33258-Lésung in PBS. Ungefdhr 2 ml wurden
auf die Petrischale gegeben und fUr 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wurde
die Lésung verworfen und mit dest. Wasser gewaschen. Nach Eindeckeln mittels
Fluoromount G (+4 °C) wurden die Farbungen an einem Fluoreszenz-Mikroskop
betrachtet. Der Nachweis von cytoplasmatischer Mycoplasmen-Nucleinséure erfolgte
anhand punktchen-artiger Strukturen um den Nukleus herum. Die Petrischalen wurden

bei +4 °C dunkel aufbewahrt.
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2.2.6.2 Nachweis mittels qualitativer PCR

Unter Verwendung des Venor® GeM-Mykoplasmen Dektions Kit wurde nach Anleitung
eine PCR des ZellkulturOberstandes durchgefUhrt. Das Produkt wurde auf ein 2%
Agarose-Gel aufgetragen und die GroBe der Banden bestimmt; hierdurch kann eine
Kontamination nachgewiesen bzw. ausgeschlossen werden. Die in dem Kit
enthaltenden Konfrollen umfassten eine positive Kontrolle fUr die Verifikation der

Ergebnisse, und eine interne Amplifikationskontrolle.

2.2.7 Stammzell-Assays

2.2.7.1 Klonogenizitats-Assays (Neurosphdren-Assays)

Zellsupensionen wurden durch Zellsiebe mit 30 um Poren-Durchmesser (Miltenyi Biotec)
gegeben, um groBe Zellkklumpen zu entfernen. Anschliessend wurde kraftig titruiert, um
eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Ein Aliquot wurde jeweils enthommen, um die Zell-
Bestimmung mit Trypanblau mithilfe der Neubauer-Zdhlkammer (H&mocytometer)
vorzunehmen. Das Stammzellmedium bestand aus dem Neurocult-complete Medium,
angereichert mit 25 ng/ul rhEGF, 20 ng/ul rhbFGF, 10 ng/ul rhLIF und 10 ng/ml Heparin.
Das Neurocult-complete Medium setzte sich aus dem Neurocult-Medium und dem
Proliferations-Supplement zusammen, welches erst direkt vor Anwendung zum
Neurocult-Medium gegeben wurde. Die auf eine bestimmte Zelldichte eingestellte
Zellsuspension wurde in den Lochern einer 96-Loch-Platte oder 24-Loch-Platte verteilt.

Jedes Loch der 96-Loch-Platte wurde mit 200 ul Zellsuspension gefUllt. Jede zu testende
Lellprobe (unbehandelt bzw. behandelt) wurden in 20 Léchern inkubiert, wobei die
AuBeren Locher mit  Aqua dest. beflllt wurden, um einem Verdunsten
entgegenzuwirken. An jedem zweiten Tag wurden je 25 ul pro Loch fertig angesetztes
Stammzellmedium zugegeben. Nach 10 bis 12 Tagen wurde der Neurosphdren-Assay
am Invers-Mikroskop ausgewertet. Es wurden die gebildeten Neurosphdren pro Loch

gezahlt.
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2.2.7.2 Replating-Assays

Die Kapazitdt zur Selbsterneuerung kann mit einem wiederholten Ausplattieren von
Zellen der Neurosphdren, den sogenannten Replating-Assays, untersucht werden. Daflr
wurden zundchst Neurosphdren-Assays angesetzt und wie unter 2.2.7.1 beschrieben
verfahren. HierfUr wurden 24-Loch-Platten verwendet. Quadruplikate wurden fUr jede zu
testende Zellprobe angesetzt. Jedes Loch wurde mit 2 ml & 1000 Zellen/ml befUllt.

Nach dem Auszdhlen der Neurosphdren der ersten Generation wurden die Zellen
vereinzelt und nochmalig ausgesat, hdchstens bis zur fUnften Generation. Die
Neurosphdren der ersten Generation wurden in ein Rohrchen gesammelf, mit PBS
gewaschen, ihre Zellen vereinzelt und erneut unter den gleichen Bedingungen

ausgesat.

2.2.8 Label Retaining-Assays

Es wurde ein Tet-Off kontrolliertes H2B-GFP lentivirales Konstrukt verwendet, mit dem die
Zellen fransduziert wurden. Nach Induktion mit 10 ng/ml Doxycyclin wurde die Expression
von H2B-GFP ausgeschaltet. Zellen, die keine DNA replizieren, behalten das grin-
fluoreszierende GFP im Kern. FUr die Expressions-Kassette wurden Tet-Off Regulator-
Elemente und ein mit dem mit GFP fusionierten Histon-Gen konstruiert und in einem
lentiviralen Vektor Ubertragen (siehe Abbildung 8; Falkowska-Hansen, 2010). Damit
wurden die DAOY Medulloblastomzellen transfiziert.

Die DAQOY/H2B-GFP Zellen wurden mit 10 ng/ml Doxycyclin behandelt, um die GFP-
Expression zu unterdricken und so als Kultur in Serum-enthaltendem Medium kultiviert.
FUr die Testreihen wurden zun&chst die mit Doxycyclin behandelten DAOY/H2B-GFP-
Lellen (keine GFP-Expression) in zwei Ansdtzen weiterkultiviert. Die GFP-negativen, denen
bei jedem Passagieren Doxycyclin zugegeben wurde und die GFP-positiven, die nicht
mit Doxycyclin behandelten Konfrollizellen. Die positiven GFP-exprimierenden Zellen
wurden aus den negativen Zellen generiert, denen kein Doxycyclin zugegeben wurde,
bis diese maximale GFP-Expression erreichten. Die Hintergrundaktivitdt wurde mit der
Analyse der GFP-negativen Kontrollzellen Uberprift. Mit den GFP-positiven Kontrollzellen
wurde die maximal induzierte GFP-Expression festgestellt.

Zur Untfersuchung von persistierenden grinen DAQY/H2B-GFP-Zellen dienten als
Ausgangszellen die GFP-positiven Konfrollzellen. Diese Ausgangszellen, die als Label

Retaining Zellproben bezeichnet wurden, wurden anschliessend nachdem sie konfluent
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wurden, passagiert und 10 ng/ml Doxycyclin zugegeben. Die Konftrollzellen, sowohl GFP-
negative als auch GFP-positive, wurden ebenfalls passagiert. Vor dem Passagieren
wurde fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch die GFP-Expression aller
Zellproben Uberpruft. FUr die durchflusszytometrischen Analysen wurden die Testzellen in
Puffer, welches 0,5 % BSA in PBS-gel6st enthielt, resuspendiert und bis zur Messung kuhl

und dunkel auf Eis gehalten.

2.2.9 Bestrahlung von Zellen

Zellen wurden nach dem UberfUhren von der Zellkulturflasche in ein Réhrchen einmal mit
PBS gewaschen, durch ein Zellsieb mit 30 um Poren-Durchmesser zur Zellklumpen-
Entfernung gegeben und mit Trypanblau gefdrbt. Die Zellkonzentration wurde auf 1000
Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde unter steriien Bedingungen in
Stammzellmedium aufgenommen und in zwei T-25cm? -Flaschen mit jeweils 4 ml Medium
UberfUhrt. Diese wurden in das Bestrahlungsgerédt Radsource RS 2000 plaziert. Die
Bestrahlungsrate betrug 37 mGy/sec und die applizierte Gesamt-Bestrahlungs-Dosis
betrug 2 Gy oder 5 Gy. Es wurde eine Spannung von 160 kV und eine Stromstarke von 25
mA am Bestrahlungsgerdt (HET, Haus fUr Experimentelle Therapie, Universitatsklinik Bonn)
angelegt. Bei der Rdntgenstrahlung handelte es sich um eine 160 kV Gammastrahlung.
Der weitere Schritt folgte unter der Zellkulturbank. Die bestrahlte Zellsuspension wurde
auf das entsprechende Volumen mit Stammzellmedium gebracht und in den Lochern
der 24-Loch-Platten mit 2 ml pro Loch ausgesdt. Die anschlieBende Inkubation im

Brutschrank dauverte 12 Tage.
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2.2.10 FACS-basierte Methoden

2.2.10.1 Durchflusszytometrie

Bei FACS-Analysen (Flow Activated Cell Sorting) handelt es sich  um
durchflusszytometrische  Analysen, die an  speziellen  FACS-Gerdten, den
Durchflusszytometern, durchgefGhrt werden. Die Durchflusszytometrie bestimmt die
Lelleigenschaften Lichtstreuung und Fluoreszenz. Detektoren fur den ,,Forward Scatter*
(FSC) und ,Side Scaftter” (SSC) erfassen die Lichtsignale des Vorwdarts-Streulichtes
entlang des anregenden Lasers und das Seiten-Streulicht (im 90°-Winkel zum
anregenden Laserstrahl).

Das Vorwdarts-Streulicht ist proportional zu der GréBe der Zelle. Entscheidend fur die
Kalkulation ist der Brechungs-Index zwischen der Zelle und dem Medium. Dieser ist grof
bei Zellen mit infakter Membran und klein bei toten Zellen. Der Index wird auch von der
Starke der Licht-Absorption der Zelle je nach ihrer Oberfldchenstruktur beeinflusst. Das
Seiten-Streulicht erfasst granulére Strukturen des Cytoplasmas und steht fUr die Detektion
der Granularit@t einer Zelle (Shapiro HM: Practical Flow Cytometry, 2003).

Die mit Anfikérpern gefarbten Zellen werden am Durchflusszytometer von der DuUse
angesaugt und danach durch die ,Durchflusszelle” geleitet, treten dann in den
Durchflusskanal ein  und stabilisieren sich mittig in  einer Linie mittels einer
hydrodynamischen Fokussierung (siehe Abbildung 10). Diese enfsteht aufgrund der
Strdmung der UmhuliflUssigkeit (,,Sheath fluid"), die den inneren ProbenflUssigkeits-Strahl
beschleunigt. Dabei wird die Zellsuspension ,gestreckt” und es werden die Signale der
Streuung und der Fluoreszenz der einzelnen Zellen gemessen, wdhrend sie den

Laserstrahl passieren (Corver & Cornellisse, 2002).
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Abbildung 9: Vereinfachtes Schema der Anordnung des optischen Systemes eines Durchflusszytometers.

Angelehnt und modifiziert nach: Corver & Cornellisse, 2002; Shapiro HM: Practical Flow Cytometry, 2003.
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Abbildung 10: Hydrodynamische Fokussierung in einer Durchflusszelle. Der Druck der ProbenflUssigkeit ist
gréBer als der der Umhullflissigkeit. Der Druck der ProbenflUssigkeit wird erhdht, und der Probenstrahl wird
breiter. Dabei werden viele Zellen durchgelassen. Bei niedrigem Druck passieren die Zellen den Laserstrahl
einzeln und eine gréBere Aufldsung kann erhalten werden.
(http://www.stemcell.umn.edu/prod/groups/med/@pub/@med/documents/asset/med 8069 1.pdf)
[04.03.2013] .

Zur Anregung der Fluoreszenz verwendet man gewodhnlich einen 20-mW-Argon-Laser
(488 nm). Die Fluoreszenzen FL1 (520 nm, grines Licht), FL2 (580 nm, oranges Licht) und
FL3 (670 nm, rotes Licht) werden im Durchflusszytometer (siehe Abbildung ?) durch Filter
und Spiegel zu den entsprechenden Detektoren geleitet, von einem Photomultiplier
(PMT) wverstarkt und in elektrische Signale umgewandelt. Die Emissionsspektren der
Farbstoffe fihren zu spekirale Uberlappungen (siehe Abbildung 11). Die spekiralen
Uberlappungen der Fluoreszenzen werden soweit mdglich von Bandpassfiltern getrennt
und nachtraglich mittels elektronischer Kompensation korrigiert. Die Bandpassfilter lassen
nur Signale der gewunschten Wellenldnge durch. Daneben regulieren Long-Pass- und
Short-Pass-Filter die kurz- und langwellige Transmission. Long-Pass-Filter lassen nur
langwelliges Emmissions-Licht und Short-Pass-Filter entsprechend kurzwelliges durch. Bei
der Analyse von Zellen tritt auch in unterschiedlichem Ausmass Autofluoreszenz auf.
Diese entsteht, wenn intrazelluldre Flavine oder Aldehyde eine Eigenfluoreszenz
entwickeln oder wenn die Zellsuspension unzureichend gewaschen wurde.
Eigenfluoreszenz ist in der ungefdrbten Probe zu erkennen (Shapiro HM: Practical Flow
Cytometry, 2003).
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Abbildung 11: Spekirale Uberlappung von Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorescence Spectra Viewer).

FITC und Propidium-lodid (Pl) strahlen beide im FL-2 Kanal ein. Pl erscheint zusatzlich im FL-3-Kanal. Zahlen fUr die
Bandpass-Filter wurden von der Auflistung fir das ACCURI-Gerdt Ubernommen. Die spekirale Uberlappung wird
durch die gelbe Umrandung angezeigt. Allophycocyanin (APC) wird von einem roten Laser bei 640 nm angeregt
(Extinktionsspektrum) und bei 675 nm in einem FL-4 Kanal (hier nicht eingezeichnet) beim ACCURI-Ger&t detektiert.

(Fluorescence Spectra Viewer aus: http://probes.invitrogen.com/servlets/spectraviewer)

2.2.10.2 Lichtsignalgeometrie: Histogramm und Dot-Plot

Das Messsignal der einzelnen Zelle besteht aus auf der Abszissenachse aufgetragener
Zeit (t) und der Spannung auf der Ordinatenachse. Die Amplitude des Peaks ist die
Intensitat oder das Maximum des MeBsignals, welche Informationen Uber die Helligkeit
gibt. Die Pulsbreite des Messsignals auf der x-Achse wird von dem Integral der FlGche
unter der Kurve ermittelt.

FUr die Datenanalyse werden die Messungen als Histogramme und Dot-Plots dargestellt.
Nachdem alle Messsignale fUr jede Zelle aufgenommen werden, werden die Daten als
Populationen in Histogramme, als eindimensionale Aufzeichnung eines Kanals, oder als
Dot-Plots, in denen die IntensitGten der Farbsignale als Wolken in zweidimensionaler
Darstellung von zwei Kandlen erscheinen, wiedergegeben.

Drei Parameterdarstellungen eines Kanals kénnen gewdhlt werden: FL(Kanal)-A,
FL(Kanal)-H und FL(Kanal)-W (siehe Abbildung 12). Gewdhnlich wird im FL(Kanal)-A
analysiert, um die volle Information aus den zu messenden fluoreszierenden Partikeln zu
erhalten. Der FL(Kanal)-W gibt Auskunft Gber die Weite der Partikel. Anhand dieses

Kanals k&dnnen Doubletten identifiziert werden. GroBere Zelklumpen muissen vor der
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Messung durch Filtration durch eine engmaschige Gaze mit einer bis zu 20 uM
Porendffnung entfernt werden. Datenrelevante Signale sind solche oberhalb des
gesetzten Schwellenwertes, des Thresholds. Das Festsetzen dieses Wertes eliminiert
Zelltfrommer und das Hintergrundrauschen der Messungen aus der Auswertung. Die
Auswertung wird mit dem Einkreisen von Populationen in Gates vollfGhrt. Diese
Population wird als 100% gesetzt und weiter in einem neuen Analysekasten, einem
Histogramm oder Dot-Plot, analysiert. So entstehen aus der Eltern- weitere

Unterpopulationen F1, F2 etc.

Height4

Pulshdhe

Integral der
Fldche (Area, A)
= Width oder

Pulsbreite

T'ime

Abbildung 12: Lichisignalgeometrie. Setzt sich aus der Pulshdhe (Height) des Peaks und der Pulsbreite des

Fldchenintegrals zusammen.
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2.2.10.3 Messparameter

FUr die durchflusszytfometrische Analysen wurden bei jeder Immunphdnotypisierung
30 000 bis 50 000 Zellen aufgenommen, fUr die Zellzyklus-Analysen jedoch 50 000 Zellen
bis 100 000 Zellen. Im FL2-Kanal wurde das Fluorophor PE, im FL1-Kanal das BODIPY und
im FL3-Kanal 7-AAD detektiert. Die Proben wurden auf eine Konzentration von
hochstens 1 Mio. Zellen/ml eingestellt.

Die Messungen erfolgten zum Teil an einem Coulter Durchflusszytometer-Geré&t und zum
Teil an einem ACCURI-Durchflusszytometer-Gerdat. Die elekirische Spannung am PMT
(PMT-Voltage) wird bei den herkbmmlichen Geréten je nach Probe eingestellt, um die
Messung ganz im Analyse-Fenster zu sehen. Beim ACCURI-Durchflusszytometer
hingegen ist diese festgesetzt. Dies wird durch das 24-Bit Digital Processing erreicht. Aus

einem 24-bit Analog-to-Digital Converter (ADC) werden PMT-Signale konvertiert.

2.2.11 CD133-Markierung: Humane und murine Zelllinien

FUr die direkte CD133-Markierung der humanen Zellen wurde der Antikérper CD133/2
(293C3)-PE der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Dieser Antikdrper wurde auch APC-
markiert eingesetzt. FUr die murinen Zellen wurde der monoklonale Antikdrper Anti-
Prominin-1-PE (Klon MB9-3G8) benutzt.

Suspensionszellen oder mit der EDTA-enthaltenden Versene-Losung abgeldste
adhdrente Zellen wurden in 15ml-Réhrchen UberfGhrt und zum Waschen in MACS-Puffer
aufgenommen und bei 115-180 xg fur 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Der Antikdrper wurde in einer Konzentfration von 3,33 ug/ml
eingesetzt. FUr die durchflusszytometrische Analyse wurden nicht-gefarbte Zellen als
Negativ-Kontrolle benodtigt, sowie die markierte Probe. Die Negativ-Kontrolle diente
dazu, eine mogliche Autofluoreszenz zu detektieren. Die Inkubationsschritte wurden auf
Eis durchgefUhrt. Zu dem Zellpellet der markierten Probe wurden 50 pl FcR-Blocking
Reagent (FcR Blocking Reagent, human oder FcR Blocking Reagent, murin) zugegeben
folgend von 50 pyl MACS-Puffer, und anschliessend der Antikdrper zugesetzt. Das FCR-
Blocking Reagent solite die Fc-Rezeptor-vermittelte Farbung blockieren. Der
Inkubations-Schritt dauerte 10 Minuten. Inkubiert wurde auf Eis und im Dunkeln. Danach
folgte der Wasch-Schritt mit dem Resuspendieren eines vielfachen an Volumen der

Zellsuspension mit MACS-Puffer. Die Zellen wurden weiter fur 5 Minuten bei 4 °C und 115
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xg bis 180 xg zentrifugiert. Anschliessend wurden fUr die durchflusszytometrische Analyse

die Zellen in 500 pl oder 1000 ul MACS-Puffer aufgenommen.

2.2.12 Anreicherung von CD133" und CD133" -Fraktionen bei

humanen Zellen

FOr die magnetische Anreicherung von humanen Zellen mittels CD133-Markierung
wurden die Zelllinien D283 Med, 1580WU und D3484 verwendet. Die magnetische Zell-
Markierung wurde unter sterilen Bedingungen durchgefUhrt. Es wurde mit einem
Isolations-Kit der Firma Miltenyi Biotec gearbeitet. Nach der Kultivierung der Zellen
wurden die adhdrenten Linien mit gekUhlter Versene-Losung abgeldst und gewaschen.
Daraufhin wurden die abgeldsten Zellen bzw. die Suspensionszellen in gekUhltem PBS
aufgenommen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Wiederholt in  PBS

aufgenommen wurde ein  Aliquot zur Zellzahl-Bestimmung entnommen. Die

Ausgangszellzahl zur Markierung betrug 500 000 Zellen bis 2x10” Zellen. Es wurde darauf
geachtet, dass eine Einzellzellsuspension vorlag. Diese wurde mittels Titruration und
anschliessend Gabe durch einen Filter der Maschenweite von 30 uM, um die
Zelklumpen zu entfernen, erreicht.

Die Zellen wurden wie folgt mit dem CD133 Cell Isolation Kit magnetisch markiert: Nach
der Zellzahl-Bestimmung wurde das Zellpellet mit 200 pl FCR Blocking Reagent in 600 pl
steril filtriertemn MACS-Puffer resuspendiert und danach mit 200 yl CD133 MicroBeads
versetzt. Die Zellen wurden gut vermischt und fir 60 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde kurz vor dem Sorfieren mit MACS-Puffer gewaschen und
zentrifugiert.

Bei der Farbung der Zellen mit dem alternativen Kit (Indirect CD133 Microbead Kif)
handelte es sich um eine indirekte magnetische Markierung. Nach der Zellzahl-
Bestimmung wurde das Zellpellet mit 100 ul FCcR Blocking Reagent in 300 ul MACS-Puffer
resuspendiert und anschlieBend mit 100 yl CDI133/1 (AC133)-Biotin versetzt, gut
gemischt und fUr ca. 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden 20 ul Anfikorper
CD133/2 (293C3) zugegeben und fur weitere 10 Minuten im Dunkeln und auf Eis die
Zellen inkubiert, um anschlieBend die Reinheit der AutoMACS-Separation zu bestimmen.
Es folgte ein Waschschritt, und der Uberstand wurde verworfen. Weiter wurde das

Zellpellet in 200 ul Anfi-Biofin MicroBead-Lésung resuspendiert und mit 300 ul steril
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filtriertemn MACS-Puffer die Zellen gut gemischt. Kurz vor dem Separieren folgte ein
Waschschritt und das Aufnehmen des Zellpellets in MACS-Puffer.

Am AutoMACS-Separator (autoMACS™-Separator) wurde mit dem Programm
»posselds" die Separation in positiver und negativer Fraktion gestartet. Nachfolgend
wurden die Fraktionen durchflusszytometrisch auf die CD133-Expression bzw. die

Reinheit der Sortierung gepruft.

2213 ALDEFLUOR Assay

In diesem Assay wird die Aldehyddehydrogenase-Aktivitdt von Zellen gemessen.
Infrazellulére Aldehyde werden von ALDHI1 oxidiert und dadurch unschddlich gemacht
bzw. detoxifiziert. Die Charakterisierung von  Stammzell-Eigenschaften  der
Medulloblatom-Zellen anhand dieser Enzym-Aktivitat erfolgte mit dem ALDEFLUOR
Assay.

Das Fluorophor ist hierbei das BODIPY, welches in der durchflusszyfometrischen Analyse
im FL1-Kanal detektiert wird. Das akfive Substrat ist BAAA-DA (BODIPY-
Aminoacetaldeyde Diethyl Acetal). Dieses wird von der Aldehyddehydrogenase zum
fluoreszierenden BAA (BODIPY-Aminoacetat) umgesetzt. Die Zellen wurden nach
Anleitung des Herstellers behandelt. Der Assay musste vor dem Verwenden akfiviert
werden, indem dem trockenen Pulver-Reagenz 25 ul DMSO zugesetzt und fir 1 Minute
inkubiert wurde, dann 25 ul einer 2N HCI-Losung zugegeben und fur 15 Minuten bei
Raum-Temperatur inkubiert wurde. Mit 360 ul ALDEFLUOR-Puffer wurde ein Endvolumen
von 400 ul erzielt. Das aktivierte Reagenz wurde in 20 ul Aliquots geteilt und bei -20 °C
gelagert.

Der ALDEFLUOR-Puffer enthielt Inhibitoren, um aktiv den Austritt des Aldefluor-Produktes
durch die ABC-Transporter zu verhindern. Die Zellen wurden nach dem Waschen und
der Zellzahl-Bestimmung mit dem Hadmocytometer auf 1 Million Zellen/ml eingestellt. Das
Lellpellet im ,,Test“-Ré&hrchen wurde mit 5 ul aktiviertemm ALDEFLUOR in 1 ml ALDEFLUOR
Puffer resuspendiert. FUr das ,,Konfroll*-R6hrchen wurden 5 ul DEAB vorpipettiert und 500
ul Zellsuspension zugesetzt, welche aus dem ,Test"-Rdhrchen entnommen wurde.
»Konfroll*- und ,,Test*-R6hrchen enthielten zum SchluB das gleiche Volumen von 500 pl.

Es folgte eine Inkubations-Dauer von 40 Minuten bei 37 °C im Wasserbad. Danach
wurde sofort bei 115 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die

Zellen in 500 ul ALDEFLUOR-Puffer aufgenommen. FUr eine Doppelfdroung mit dem
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CD133/2-PE wurde das Zellpellett zusatzlich, wie unter 2.2.11 angefuhrt, gefarbt.
Anschliessend wurde gewaschen und ALDEFLUOR-Puffer zugesetzt. Akfiviertes BAAA
wurde in der Endkonzentration von 1,5 uM eingesetzt. DEAB wurde als Negativ-Konftrolle,

in der Endkonzentratfion von 15 uM verwendet; es blockiert die ALDH-Akfivitat.

2.2.14 Doppelfarbung zur Zellzyklus-Analyse und CD133-Expression

Fur die Doppelmarkierung von CDI133 und des Zellzyklus wurde folgendes Protokoll

angewendet:

1. Zundéchst wurden die Zellen fur CD133 gefdrbt wie unter 2.2.711 beschrieben.

Nach dem Waschen wurde jede Probe auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Es wurde
mikroskopisch kontrolliert, ob die Zellen vereinzelt vorlagen. Anschliessend
wurden die Zellen pelleftiert.

2. Es folgte der Fixierungsschritt, indem dem Zellpellet im 15 ml-Réhrchen 1 ml
eiskaltes 70% Methanol unter stéindigem Vortexen zugetrdufelt wurde, damit die
Zellen nicht aggregierten. Die Zellen inkubierten fur 60 Minuten auf Eis.

3. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und bei 180 bis 259 xg fur 5 Minuten
zentrifugiert.

4. Das Pellet wurde in 425 ul PBS resuspendiert und 100 ug/ml Endkonzentration
RNase A (50 ul Stockldsung) zugegeben. Die RNase A sollte die RNA inaktivieren,
weil sonst das Ergebnis der Zellzyklus-Messung verfdlscht wirde. Die Zellen
inkubierten im Dunkeln fUr 40 Minuten bei RT.

5. FUr die Markierung der Zellzyklus-Phasen wurden 25 ul Pl (1 mg/ml PI-Stockldsung
in PBS geldst) zugegeben, gut gevortextet und direkt gemessen.

6. FUr die Messung am Durchflusszytometer wurden 50 000 bis 100 000 Events
eingestellt und bei der langsamen Durchflussrate die Daten gesammelt.

Zellklumpen wurden nach der Analyse durch Gaten ausgeschlossen.
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2.2.15

2.2.15

FOr die

RNA-Extraktion fUr die Microarray-Hybridisierung

.1 Protokoll zur RNA-Isolierung: TRIZOL

Gewinnung totaler RNA aus den Zellen wurde das Protokoll des TRIZOL-

Reagenzes angewendet:

1.

Das Zellpellet wurde in einem Eppendorf-GefdB UberfGhrt und mit 750 ul (zweite
Runde: 500ul; vgl. Punkt 9) TRIZOL durch pipettieren und vortexen gut
homogenisiert.

Inkubation des Homogenats fUr funf Minuten bei Raumtemperatur.

Zugabe von 300 pl (zweite Runde: 100ul; vgl. Punkt 9) Chloroform. Nach ca. 15-
minUtigem Schitteln wurde fUr 3 Minuten bei RT inkubiert.

Weiter wurden die Proben fUr 15 Minuten bei +4 °C und 12 000 xg zentrifugiert. Es
entstand eine organische schwach-rote Phenol-Chlorophorm-Phase, eine
schmale Interphase und die wdassrige Phase.

Die in der wassrigen Phase befindliche RNA wurde in ein neues Eppendorf-
GefaB UberfUhrt und mit 375 ul (zweite Runde: 250ul; vgl. Punkt 9) Isopropanol
prazipitiert.

Einer Inkubations-Zeit von 10 Minuten bei RT folgte ein Zentrifugations-Schritt fOr
10 Minuten bei +4 °C und 12 000 xg.

Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 750 ul (zweite Runde:
500ul; vgl. Punkt 9) 70% (zweite Runde: 75%; vgl. Punkt 9) Ethanol gewaschen
und gevortextet. Durch Zentrifugieren bei 7500 xg 4 °C fUr 5 Minuten pelletiert
und kurz zum Trocknen stehen gelassen.

AnschlieBend wurde es in 24 ul DEPC-Wasser aufgenommen und mit 3 ul DNase-
Puffer, 2 ul DNase | sowie 1 yl RNasin Plus RNase-Inhibitor ein DNase-Verdau fur 2
Stunden bei 37 °C im Heizblock durchgefuhrt.

Die Proben wurden bei — 80 °C eingefroren oder mit 500 ul TRIZOL eine zweite
Runde der Aufreinigung begonnen, um eine hochreine, von Nucleoproteinen

freie RNA zu erhalten.

. HierfGr wurden 500 pl TRIZOL zugegeben, gevortextet und Schritt 1 bis 7

wiederholt, jedoch mit den in Klammern aufgefUhrten Volumenangaben.

. Die RNA wurde mit 50 yl DEPC-Wasser aufgeldst und bei -80 °C eingefroren.
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2.2.15.2 Aufbereitung von DEPC-Wasser

Die RNA wurde in RNase-freiem DEPC-Wasser aufgeldst. Dazu wurde Milli-Q-Wasser mit
0.1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) in einer Flasche fUr é Stunden oder Gber Nacht
geruhrt. Anschliessend wurde das DEPC-Wasser autoklaviert. Dabei wird DEPC
vollstandig zersetzt. Das DEPC modifiziert die Histidin-Reste der RNasen und inhibiert

deren enzymatische Akfivitat.

2.2.15.3 RNeasy-Nachreinigung

Da fUr die Hybridisierung von cDNA auf einem Microarray-Chip eine hochreine RNA
Voraussetzung war, wurden fUr jede Probe zwei Aufreinigungs-Zyklen vorgenommen. FUr
die Zelllinie D283 Med wurde ausschliesslich das TRIZOL-Protokoll angewandt. FUr die
Zellinie D3484 wurde zuerst mit dem TRIZOL-Protokoll bis zum DNase-Verdau extrahiert
und anschliessend eine RNeasy-Nachreinigung durchgefihrt. FOr die zweite
Aufreinigung wurde das Protokoll fur RNA-Aufreinigung (RNA Cleanup) von Qiagen

verwendet.

2.2.15.4 Bestimmung der RNA-Konzentration

Es wurden 2 ul Aliguots der RNA enthommen und am NanoDrop-1000
Spektrophotometer die Konzentration und Reinheit gemessen. Die Reinheit der RNA
wurde an dem Wert des 260/280-Quotienten abgelesen. FUr eine reine RNA ohne
Kontaminationen, die bei 280 nm absorbiert, liegt dieser Wert zwischen 1,8 und 2,1. Ein
Wert unterhalb 1,8 weist auf mégliche Protein-Kontaminationen hin und bei einem Wert

Uber 2,1 kann von degradierter RNA und von freien Nukleotiden ausgegangen werden.

2.2.15.5 Herstellung und Analyse-Verfahren

Die Hybridisierungen und die inifiale Auswertung der Microarray-Chips wurden von
Herrn PD Dr. Ludger Klein-Hitpass, Institut fUr Zellbiologie, Uniklinikum Essen, durchgefuhrt.
Es wurden je Probe bis zu 200 ng RNA verwendet. Es wurde das GeneChip® 3’ IVT
Express Kit fUr die Amplifikation und die cDNA-Synthese verwendet und der Genom-
Chip ,,Human Genome U133 Plus 2.0 Array" von Affymetrix hybridisiert. Die
Hybridisierung, das Waschen und die Farbung der Arrays wurde nach dem Standard-

Protokoll des Affymetrix GeneChip Protokolls (Version 2) durchgefUhrt und die Chips
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dann an einem GC Scanner 3000 mit G7 Update gemessen. Fur die biostatistische
Auswertung wurde zundchst eine Cluster-Analyse (Unsupervised) durchgefihrt, welche
deskriptiv Gene aufzeigen kann, die als differentiell exprimiert auftreten bzw. sich
dhnlich verhalten.

In der hierarchischen Cluster-Analyse werden diese Gene aus dhnlichen Experimenten
nebeneinander geordnet. In  diesem Dendrogramm  steht rof fUr die
Uberdurchschnittliche Expression und grun fur die unterdurchschnittliche, bezogen auf
die mittlere Intensitat aller Probe Sefs. Eine ,,comparison study" mit dem Affymetrix MASS
Comparison Algorithmus wurde durchgefuhrt. Hierbei wird die zu untersuchende Probe
(CD133-positive Probe) mit einer Referenzprobe als Baseline (CD133-negative Probe)
verglichen.

Zundchst wurde normalisiert und danach die Vergleichs-Analyse durchgefGhrt. Es
wurde fUr jedes Probenpaar die Intensitdt des Expressions-Signals des Experimentes von
der der Baseline abgezogen. AnschlieBend wurden Signifikations-Levels angelegf, um
die Sensitivitdt und die Spezifitadt zu erhdhen. Ein Algorithmus berechnet den Change p-
value aus dem Vergleichen der Signale der beiden verglichenen Proben und zeigt die
Signifikanz des Parameters (Change Call) ,,Zunahme" oder ,Abnahme" des Signals. Die
Berechnung des Change Call fOhrt zu der ,Zunahme” (Increase Call) oder ,Abnahme"”
(Decrease Call). Diese werden durch einen Wilcoxon's Signed Rank Test ermittelt und
ein Wert bei 0.5 festgelegt, wobei keine Ver&nderung des Signals angezeigt wird. Werte
bei 0.0 zeigen die Zunahme des Transkript-Levels an und Werte um die 1.0 die
Abnahme. Ein zweiter Algorithmus berechnet den Signal Log Ratio-Wert, um quantitativ
die Genexpressionsverdnderung von differentiell exprimierten Gene aufzuzeigen. Der
Logarithmus wird angewendet, damit sowohl sehr kleine als auch groBe Werte der
Genexpressionsverdnderung angezeigt werden, gegenUber der linearen Berechnung.

Der Signal Log Ratio ist der Logz-Wert. Der Logz-Wert kann mit der empirischen Formel
g¥onaltegRatie k614 Change) gleichgesetzt werden.
Der Signal Log Ratio-Wert (fUr Werte > 1) von 1 ist gleich wie Fold Change = 2
(2%oneltegRalo = ol = 9 oder Log2 = 1 ist gleich 2' = 2).

FUr negative Werte (< -1) gilt: Fold Change = (-1)*(2 Fne g Rafioly
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2.2.15.6 cDNA-Synthese und Validierung mittels real-time RT-PCR

Die Expression der ausgewdhlten Gene wurde mit der real-Time RT-PCR untersucht.

Erster Schritt: cDNA-Synthese
FUr die cDNA-Einzelstrang-Synthese wurde dem Protokoll des ,,High Capacity RNA-to-
cDNA Kit" von Applied Biosystems gefolgt. Nach folgendem Pipettierschema fir einen

10 yl-Ansatz wurde vorgegangen:

cDNA-Synthese Thermocycler-Programm

2x RT Puffer 10 ul Biometra T300

20x RT Enzym-Mix 1l Schrift 1: 37 °C fur 60 Minuten
2 ug RNA bis 9 ul Schritt 2: 95 °C fUr 5 Minuten
Nuclease-freies Wasser bis 20 ul Schritt 3: 4 °C, Pause
Gesamtvolumen 20 ul Lagerung: bei-20 °C

Danach wurde die erfolgreiche Konvertierung mit einer Konfroll-PCR belegt. Es wurde

das Housekeeping-Gen fActin bestimmt:

Ansatz der PCR fir 3-Actin: Thermocycler-Programm
1OxPCR-Puffer Tl Denaturierung: 94 °C 5 Min.
50 mM MgClz 0,3 ul

10 mM dNTP 0,4 ul 36 Zyklen:

Tag-Polymerase 0,1yl Denaturierung 94 °C 30 Sek.
Aqua Injectabilis 5,2 ul Annealing 56 °C 60 Sek.
10 uM Forward-Primer 1l Extension 72 °C 60 Sek
10 uM Reverse-Primer Tl

CONA-Probe E\x?iig'fﬁ;se”de 72°C 10 Sek.
bzw. Wasser-Kontrolle Tl

Gesamtvolumen: 10 ul Pause 4°C

FOr das 2% Agarose-Gel wurde Agarose eingewogen und in 0,5x TBE-Puffer gekocht.
Das Gel wurde nach Zugabe von Ethidiumbromid-Losung in eine Gelkammer gegossen
und Taschenhalter eingesetzt. Nachdem es erstarrt war, wurden die Proben mit éx-
Ladepuffer versetzt und aufgetragen. Der DNA-Marker pUC 19 Msp | wurde
aufgetragen, um die BandengrdéBe zu bestimmen. Mit der Agarosegel-Elekirophorese
wurden die PCR-Fragmente dargestellt. Bei der Elektrophorese wandert die

Nucleins@iure gemas inrer GréBe. Es wird eine elektrische Spannung angelegt und das
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negativ geladene Phosphat-GerUst des Amplifikates wandert zum positiven Pol hin. Eine

Spannung von 120 V wurden angelegt.

Zweiter Schrit: Reaktionsplatte beladen und Festlegung der Programm-Konditionen der
gRT-PCR

FUr die Validierung wurden die TagMan Gene Expression Assays von Applied Biosystems
erworben. Ausgewdhlt wurden die Inventoried Assays. Diese besaBen ein von der Firma
vorgefertigtes Primer-Design von Vor- und RUckwdrts-Primern, mit einer Intron-
umspannenden Sequenz, damit keine genomische DNA detekfiert wird. Hierfur wurde
nach den Protokoll-Angaben des Herstellers der PCR-Reaktions-Mix hergestellt, welcher
in den Léchern der 96-Loch-Platte verteilt wurde und nachfolgend die entsprechenden
Assays (TagMan® Gene Expression Assays Primer) fUr jedes Zielgen in Triplikaten

pipettiert. Jedes Loch enthielt 10 yl Volumen nach dem folgenden Ansatz:

Reaktionsvolumen (1x Ansatz): 10 pl

20x TagMan GeneExpression Assay 0,5 ul
2x TagMan Gene Expression Master Mix Syl
cDNA (1 bis 100 ng) 2 ul
RNase-freies Wasser 2,5 ul
Gesamtvolumen: 10 ul

Die Quantifizierung der Testprobe/Experiment (CD133-positves cDNA-Material) wurde in
Bezug zu der Referenzprobe/Calibrator (CD133-negatives cDNA-Material) berechnet,
weshalb in jeder Messung Loécher mit dem Calibrator belegt wurden. Die Fast-96-Loch-
Platte wurde zum Schluss mit einer selbstklebenden Folie abgedeckt. Bei jeder
beladenen Reakfionsplatte wurden immer eine Kontrolle mit Wasser (No Template
conftrol) statt der cDNA, sowie die endogene Konfrolle 18s rRNA (TagMan® Endogenous
Control Assays 18s rRNA) mitgefGhrt. Ebenso wurde PROMININ immer als positive
Kontrolle mitbestatigt. Die Platten wurden nachfolgend in das Ger&t des 7500 Fast Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems) eingesetzt, und das folgende Programm wurde

eingestellf:

Programm zur Quantifizierung der PCR-Amplifkate

Temperatur Zeit (Min.)
Schritt 1~ Polymerase-Aktivierung 95 °C 20
50 Zyklen:
Schritt 2 Denaturierung 95°C 3
Anlagerung / Verl&ngerung 60 °C 30
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Wesentliches Merkmal der TagMan-PCR ist eine zwei-Schritt RT-PCR, die zur Einzelstrang-
cDNA Synthese mit den Random Primern des ,High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit" fUhrt. Die nachfolgende real-time PCR, die mit den TagMan® Gene
Expression Assays erfolgte, enthdlt eine Sonde mit einem Minor Grove Binder (MGB),
welche 6-FAM Fluoreszenz-markiert ist. Die Verstdrkung des Fluoreszenz-Signals entsteht
bei jeder Runde der Amplifikation, so dass die Fluoreszenz proportional zur enthaltenden

Transkript-Menge des Zielgens steigt.

Dritter Schrit: Auswertung
Die Vergleichsmethode (Comparative Methode) fUr die relative Quantifizierung wurde
angewendet, um die Expressionshohe der Test- (CDI133-positives angereichertes
Material) relativ zur Referenzprobe/Calibrator (CD133-negatives angereichertes
Material) zu berechnen. An der Amplifikations-Kurve wird der Ci+-Wert (Threshold Cycle)
abgelesen. Dieser ist der Schnittpunkt der Zyklus-Anzahl an der Threshold-Linie.
Mit der Formel 2-%ct wird die Transkriptmenge berechnet. Diese beschreibt die
exponentielle Vervielfachung des Transkripts ausgehend von dessen Verdopplung beim
ersten Zyklus (Fold Change). Mittels der Normalisierung wurden die Mittelwerte der
Proben fur jedes Zielgen gebildet und von den Mittelwerten der endogenen Konfrolle
abgezogen, entsprechend dem ACt-Wert. Der Expressionsuterschied wird mit dem AACt-
Wert beschrieben:

ACttestprobe = Clzieigen — Ctendogene kontrolle ; ACtcaiiorator = Clzielgen — Ctendogene kontrolle

= AACt = ACTTeSTprobe - ACtcadiibrator

Zu der endogenen Kontrolle normalisiert und relativ zum Calibrator ergibt sich die
Fold Change = 2-%ct,

FUr die statistische Signifikanz wurden die Ct-Rohwerte mit der Formel 2-¢t umgewandelt
und mit diesen die stastische Signifikanz berechnet (Livak & Schmittgen, 2001).
Aufgrund der Zielgen-Anzahl wurden mehrere Platten fUr jedes Experiment beladen. Die
Verrechnung der Messungen zu einem Experiment und einem Darstellungs-Diagramm
wurde, unter Zuhilfenahme der Software DataAssist™ zur Basis 2 logarithmiert,

zusammengestellt (Xia et al., 2010).
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2.2.16 Immunhistochemie

2.2.16.1 Zellkultivierung: Stammzell- und Differenzierungs-Medium

Zellen wurden zuerst in Zellkulturflaschen expandiert und anschlieBend nach einem
Mediumwechsel in Neurocult complete-Medium mit den angegebenen Faktoren
umgesetzt. In diesem Medium wurden die Neurosphdren fur 10 bis 12 Tage gezichtet.
Nach diesem Zeitfraum wuchsen die Neurosphdren weiter im Differenzierungsmedium
(Differentiation-Kit) in Abwesenheit der mitogenen Faktoren fUr 9 bis 12 Tage. SchlieBlich
wurden diese zum Einparaffinieren weiterverarbeitet. Diese wurden als ,,Differenzierte
Neurosphdren® bezeichnet. Diese Kultur fur die Herstellung von Paraffinschnitten der

»Neurosphdren" dauerte 16 bis 20 Tage.

2.2.16.2 Fixierung und Herstellung von Paraffinschnitten: Paraffin-

Einbettung der Zellpellets

Zellpellets wurden in 4% gepuffertem Formalin fixiert. Danach wurde mit PBS gewaschen
und die Pellets auf ein kleines, viereckiges Filterpapier UberfUhrt. Ein paar Tropfen
H&malaun wurden auf das Papier gegeben, dieses nach innen gefaltet und in eine
Kapsel eingeschlossen. Jede Kapsel wurde mit einem Bleistift mit einer intern
vergebenen Identifikations-Nummer  gekennzeichnet. Die  Kapseln  wurden
darauffolgend in einen Einbettautomaten Uber Nacht zum Entwd@ssern mittels einer
alkoholischen Reihe gestellf. Am n&chsten Tag wurden die Zellpellets in den Kapseln in
Paraffinbldcke eingebettet. Danach wurden 3 um dinne Schnitte am Mikrotom
angefertigt und auf Objekitradger aufgezogen. Weiter wurden die Antikérper-Farbungen
nach in der Tabelle 1T angegebenen Parametern durchgefGhrt.

Die H&E-Farbung diente der Untersuchung von Kern und Cytoplasma. H&dmalaun farbt
als positiver geladener Farbstoff den Nukleus an. Eosin farbt als Gegenfdarbung das

Cytoplasma an.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung von humanen Medulloblastomzellen
mit Stammzellcharakter: Untersuchungen zu dem CD133-Antigen

und dem Selbsterneuerungs-Potential

Das Zelloberflachenantigen CD133 wird als Tumorstammzellmarker in Gehirntumoren
angesehen. Die Fraktion CD133-positiver Zellen soll die Stammzell-enthaltende
Population sein, die Tumore ausbilden kann, und die CD133-negative Zellfraktion soll
eher differenziertere Zellen mit limitierter Proliferationsfdhigkeit enthalten (Singh et al.,
2004). Demnach soliten nur CD133-exprimierende Gehirntumorzellen sich selbst
erneuern und zum Tumor expandieren kédnnen, wdhrend CD133-negative Zellen diese
Eigenschaft nicht haben sollten, da sie sich nicht selbst-erneuern kénnen.

In dieser Arbeit soliten CD133- hoch- und niedrigexprimierte Subpopulationen
hinsichtlich des Neurosphdrenpotentials analysiert werden, sowie mit diesen Zellzyklus-
Analysen durchgefUhrt werden. In einem weiteren Teil sollten Expressionsunterschiede
auf  Transkriptionsebene herausgearbeitet werden, um Unterschiede dieser
Populationen darzustellen und maoglicherweise weitere Hirntumor-Stammzellmarker zu
finden. DarUber hinaus sollfen die Medulloblastom-Zelllinien auf ihre Selbsterneuverungs-

Kapazitat untersucht werden.

3.1.1 Klonogenizititéts-Fahigkeit von CD133" und CD133"

Zellfraktionen

Zundchst wurden zehn Medulloblastom-Zelllinien durchflusszytometrisch hinsichtlich ihrer
CD133-Expression analysiert. Es zeigte sich, dass die CD133-Expression innerhallb der
CD133-exprimierenden Zellinien sehr variabel war (siehe Tabelle 6). Fir weitere
Experimente wurden dann die Medulloblastom-Zellinien D283 Med, 1580WU und D3484
verwendet, die eine CD133-Expression in Subpopulationen zeigten. Zunéchst erfolgte
die Anreicherung von CD133(+)- und CD133(-)-Zellfraktionen von D283 Med und 1580WU
mittels der AUtOMACS-Separation.
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CD133-divergierende Expression:

CD133-exprimierende Zellen CD133-niedrig exprimierende Zellen D3484-Zellkultur
D283Med |1580Wi  |D425Med |DAOY  |D341Med ';"hh'Med ?hh'Med &eb'Med geb'Med D3484
96.9% 70.6% | 8.7% (#) | 2.8% (#) 2.3% 0.0% 0.2% 0.2% 07% |a) 40.6% (#)
b) 14.5%
c) 62.8% (Adhdrente Zellen)
32.8 % (Suspensionszellen)

Tabelle é: Reprdasenative Werte der CD133-Expressionen aus den durchflusszytometrischen Messungen der
Medulloblastom-Zelllinien. a), b): Gesammelte Zellsuspensionen aus den adhdrierenden und den
freischwimmenden Subpopulationen b) stellt das biologische Replikat zu einem anderen Zeitpunkt der CD133-
Ermittlung dar. c): Getfrennt analysierte Subpopulationen aus Zellsuspensionen der adhdrent und der in

Suspension wachsenden Zellen. (#): Messung ohne Isotyp-Kontrolle durchgefihrt.

Die Zellen wurden mit dem Antikérper CD133/1 und nachfolgend mit Magnet-Beads
markiert. Gleichzeitig wurden die Zellen gegen das Epitop von CD133/2-PE gefarbt, um
die Effektivtitat der Separation durchflusszytometrisch analysieren zu kdnnen.

Als Erstes wurden die separierten Zellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung
untersucht (Neurosphdren-Assays). Die separierten D283 Med Zellen wurden mittels
durchflusszytometrischen Analysen UberprUft und anschlieBend im Neurosphdren-Assay

ausgesat.

Die CD133-Separation von D283 Med-Zellen (sieche Abbildung 13) ergab 69.5% (A) bzw.
74,5% (B) CD133-positive Zellen in der positiven (angereicherten) Fraktion. Die negativen
Fraktionen enthielten 82,5% bzw. 70,8% CD133-negative Zellen. Eine signifikant hdhere
Neurosphdren-bildende Kapazitét fand sich jeweils bei der positiven (angereicherten)
Fraktion.

Die 1580WU-Zellen zeigten sich in diesem Versuch sehr empfindlich; ein klonogener
Assay aus separierten CD133-positiv und negativ angereicherten Fraktionen konnte
nicht ausgewertet werden.

Iwei Subpopulationen der D3484-Zelllinie wurden auf die Klonogenitit&ts-Fahigkeit hin
untersucht. Hoher CDI133-exprimierende adhdrente Zellen und weniger CDI133-
exprimierende, nicht-adhdrente Zellcluster einer Gesamtkultur wurden geerntet und
Neurosphdren-Assays durchgefuhrt. Beide Subpopulationen bildeten im dhnlichem

MaBe Neurosphdéren aus (siehe Abbildung 15).
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A)

4 -
-
e
CD133-Positive Fraktion pktlon
CD133-Positive Fraktion . CD133-Positive Fraktion
Neurosphéren Assay — Neurosphéren Assay 231

D283Med: 1. Separation
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Abbildung 13: Neurosphdren-Assays und durchflusszytometrische Kontroll-Analysen von CD133-positiven und
CD133-negativen Fraktionen der Zelllinie D283 Med. A) und B) zeigen zwei unabhdngige Experimente.

Neurosphdren-Assays von positiven versus negativen Fraktionen; P < 0,001 (Mann-Whitney Rank Sum Test).

Insgesamt zeigten diese Versuche, dass die Neurosphdren-Bildung nicht zwangsldufig
mit der CD133-Expression assoziiert war, und dass die Hypothese sich nicht fur jede
Zelllinie bestatigen lieB.

3.1.2 Untersuchung der Selbsterneuerungs-Fahigkeit durch

Replating-Assays

Um das Selbsterneuerungspotential ndher zu betrachten, wurden Klonogenizitats-Assays
mit permanenten humanen Medulloblastom-Zellinien durchgefihrt. Die Zellen wurden
in geringer Dichte in definiertem Medium ausgesat. Unter diesen Bedingungen starben

differenzierende Zellen ab, wdhrend

neurale Stammzellen sich teilten und

Neurosphdren ausbildeten. Die Propagation der auf Mitogene ansprechenden
Neurosphdren fUhrte durch Replattierung der vereinzelten Zellen bei jeder Runde oder
Passage zu einer geometrischen Expansion (Vescovi et al., 2006). Vereinzelte Zellen

wurden in definierfem serumfreien Medium ausgesédt und mit den humanen
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rekombinanten Wachstumsfaktoren EGF, bFGF, LIF sowie Heparin versetzt. Heparin
wurde zugesetzt, um die Wirkung von bFGF zu verstarken. Die BindungsaffinitGt von
bFGF wird von Heparin/Heparansulfat moduliert. bFGF férdert das Wachstum von
undifferenzierten Zellen und steigert die Klonogenizitét (Dvorak et al, 2006). EGF als
Mitogen verstarkt ebenso das Wachstum der selbst-erneuernden Kolonien (Soeda ef al.,
2008). Die Assays wurden nach 12 Tagen Inkubationsdauer gestoppt und es wurde die
Anzahl der gebildeten Sphdaren erfasst.

Die Replating-Assays (sieche Abbildung 14 und Abbildung 15) zeigten, dass nicht alle
Zellen zur Neurosphdrenbildung unter serumfreien Kulturbedingungen féhig waren. So
wiesen die Zellinien DAQY, D425 Med und D341 Med das starkste neurosphdrenbilden-
de Potential auf. Die Neurosphdren waren unterschiedlich in Geometrie und GréBe.
D283 Med und 1580WU wiesen eine geringe Kapazitdt zur Neurosphdrenbildung; sie

zeigten die kleinsten Sphéren und konnten sich nur bis zur dritten Generation erneuern.
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Abbildung 14: Replating-Assays von D283 Med, 1580Wi, DAOY, D425 Med, D341 Med, MHH-Med1. Es ist jeweils
der Mittelwert der Anzahl der Neurosphdren von je 4 Léchern dargestellt. Die Zellkonzentration bei der Aussaat
betrug 1000 Zellen/ml je Loch. Bilder: 32x VergréBerung.
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MEB-Med 8S D3484 D3484

FTI>»NZ>

ZMAPITLOQRCMZ

Meb-Med 8S
Sphdren 3. Generation

Abbildung 15: Replating-Assays (vergleiche Abb. 24a) von MEB-Med-8S, D3484 (adhdrente und Suspensions-
Zellen). Meb-Med 8S: Es wurden 1000 Zellen/ml pro Loch ausgesét und 4 Lécher fUr die Mittelwert-Berechnung
ausgezdhlt; D3484: 10 000 Zellen/ml pro Loch und 6 Locher wurden jeweils ausgelesen. Bilder: 32x

Vergrdsserung.

3.1.2.1  Assoziation der CD133-Expression mit dem

Repopulationspotential (Neurosphdrenbildung)

Die Repopulations-Akfivitdt der oben untersuchten Zellinien steht nicht direkt mit der

CD133-Expressionsstérke in Korrelation (siehe Abbildung 16).

_nie dri Repopulations-Potential

CD133-hoch exprimierende cb ]?3. niednig
exprimierende
Zellen: > 3 % Zellen: < 3%

ellen: ° | Hoch bzw. unlimitiert Gering bzw. limitiert

DAQY - D341Med
D283Med - 1580WU - - MHH-Med] - DAQY - D425Med - |D283Med - 1580WU - MEB-Med 8S
D425Med - D3484 MEB-Med 8S D341Med - D3484 MHH-Med]

Abbildung 16: Vergleichende Ubersicht zur CD133-Expressionsstirke der in Serum-haltigem Medium

kultivierten und durchflusszytometrisch analysierten Zelllinien und des Repopulations-Potentials.

64



ErcGEBNISSE

3.1.2.2 Die D3484-Neurosphdren weisen eine variable CD133-

Expression auf

Eine CDI133-abhdngige Neurosphdren-Bildungsféhigkeit der beiden Subtypen der
D3484-7ellinie wurde weiter durch repetitive Neurosphdren-Assays analysiert, um dem
CD133-Expressionsstatus der beiden Subpopulationen nachzugehen.

Dazu wuden die adhdrenten Zellen und Suspensionszellen dieser Zelllinie
durchflusszytometrisch hinsichtlich der CD133-Expression der in Serum-haltigem Medium
kultivierten Ausgangszellen (PO) analysiert (vergleiche Abbildung 17a). AnschlieBend
wurden Neurosphdren generiert (P1) und wiederholt bis zur dritten Generation als
Neurosphdren-Assays ausplattiert (siehe Abbildung 17).

Die Ausgangs-Expressionen der adhdrenten Zellen waren bis zu ca. 95% CD133-positiv
und die Suspensionszellen bis zu 54%. Die CD133-Expression nahm stetig ab, bei jedem
Replaten beider Zellph&notypen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die

CD133-Expression von unterschiedlichen Faktoren abhdngig sein kdnnte.
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Abbildung 17: (A) Reprdsentative Bilder der Morphologie der in Serum-haltigem Medium passagierten D3484

Zellen. (B) Neurosphdrenkapazitdt und CD133-Expression der Generationen aus der Ausgangs-Zellkultur der

adhdrenten (links) und den Suspensionszellen D3484 (rechts) entsprechend, sowie aus den wiederausgesdten

Neurosphdren-Assays. Durchflusszytometrische Analysen der Generationen (P1, P2, P3) aus den Replating

Assays fUr D3484, den adhdrenten (links) und den Suspensionszellen (rechts). Uberlappung aus Isotyp-Kontrolle

(rot) und CD133-markierter Probe (schwarz). Bilder: Darstellung der Neurosphdren, hervorgegangen aus den

adhdrenten (links) und den Suspensionszellen (rechts) einer Gesamtkultur (P0O). 4x-Vergrésserung. Diagramm:

Neurosphdrenpotential. Das Aussden der D3484-Zellen in einem Neurosphdren-Assay erfolgte in 24-Loch-

Platten mit 10 000 Zellen/ml in einem Volumen von 2 ml pro Loch. Die y-Achse zeigt die Mittelwerte aus n=6

ausgezdhlten Léchern.
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3.1.3 MRNA-Genexpressionsunterschiede von CD133-positiv und

CD133-negativ angereicherten Zellfraktionen mittels Microarray-Analyse

3.1.3.1 Gewinnung von CD133 differentiell exprimierenden

Lellpopulationen: Zellkultur, AutoMACS-Separation und RNA-Isolierung

Genexpressionsunterschiede auf mRNA-Ebene zwischen den CD133 positiven und -

negativen Fraktionen sollten mittels Microarray-Hybridisierung untersucht werden.

D283 Med ist eine permanente Medulloblastom-Zellinie mit einer hohen CD133-
Expression. Die erzielte Reinheit bei der Anreicherung mittels der AutoMACS-Separation
divergierte zwischen den Experimenten. Der positive Anteil vor der Separation bei dem
Probenpaar 1 lag bei 67,9 % (nicht gezeigt). Nach der Separafion war die
angereicherte Fraktion (R1913) zu 73 % CD133-positiv und die negativ angereicherte
Fraktion (R1914) zu 58.1 % CD133-negativ (siehe Abbildung 18). Aufgrund der stark
schwankenden Zellausbeute wurde versucht, die negative (abgereicherte) Fraktion aus
einer AUTOMACS-Separation zu kultivieren, um mehr Zellen und somit eine ausreichende
Menge an Material fUr die RNA-Extraktion zu erhalten. Die CDI133-,positive” Probe
(R2056) entsprach einer unseparierten Zellkultur mit ungefahr 5% CD133-Expression. Die
Vergleichs-Probe (CD133-abgereicherte Fraktion (R2057)) wurde von kultivierten,

abgereicherten Zellen erhalten (siehe Tabelle 7).

AUutoMACS-Programm: RNA-Reinheit: RNA-Konzentration

RNA-Proben Zellinie RNA-Nummer |posselds bzw. Zellkultur |FACS-Analyse |260/280-Wert (in 50 pl-Volumen)

R1913 Positive Fraktion CD133high/+ 1.9 540 ng/ml

1 Probenpaar 1 |D283Med R1914 Negative Fraktion CD133low/- 1.9 3050 ng/ml
R2056 Ausgangs-Zellkultur CD133high/+ 1.9 3491 ng/ml

17 Probenpaar2 |D283Med R2057 Negative Fraktion CD133low/- 2 1570 ng/ml
R2063 Adhdrente Zellen CD133high/+ 2,1 1708.6 ng/ml

117 Probenpaar 1 |D3484 R2061 Suspensions-Zellen CD133low/- 2,1 2353.5 ng/ml
R2065 Adhdrente Zellen CD133high/+ 2 467.3 ng/ml

]V Probenpaar2 |D3484 R2066 Suspensions-Zellen CD133low/- 2.1 2916.9 ng/ml

Tabelle 7: CD133hoch ynd CD133niedris —exprimierende Zellen der D283 Med und D3484. RNA-Proben fir die
Microarray-Analyse. Bei R2056 handelte es sich um RNA der Ausgangs-Zellkultur.

Bei der D3484-Zelllinie wurden wiederum ohne Separation die CD133 differentiell
exprimierende adhdrente Subpopulation (70% positiv), mit den Suspensionszellen (30%

positiv) verglichen. Dies sind die Proben lil und IV in der Tabelle 7 zu finden. Einen
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gesamten Uberblick Uber die Proben und deren CD133-Expression fUr die weitere

Microarray-Analyse liefern Tabelle 7 und Abbildung 18 entsprechend.
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Analysen der CD133-Expression. Die beiden K&sten oben zeigen die
CD133-separierten D283 Med-Populationen. Unten sind die beiden Replikate der D3484-Zelllinie, hoch- und
gering-exprimierenden CD133-Populationen (Einzelheiten, siehe Tabelle 7). Adhdrente D3484 (hohe CD133-
Expression) und der in Suspension wachsenden D3484-Zellpopulationen (niedrige CD133-Expression). Die rote
Farbe stellt jeweils die CD133-positivere Fraktion und grin die CD133-niedriger exprimierende Fraktion bzw. die

Referenz-Probe dar.
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3.1.3.2  Microarray-Analyse: Uberexprimierte Gene in den CD133-

angereicherten Populationen

Es wurde ein Vergleich von separierten Zellen mittels magnetischer Markierung sowie
von nicht-separierten Zellkulturen mit unterschiedlicher CD133-Expression durchgefuhrt.
Ziel war es, frofz nicht einheitlicher experimenteller Bedingungen CD133-assoziierte

Genpopulationen zu finden.

100000

B: D283Med —
s 10000 Probenpaar Il

A: D283Med —
nnnnn Probenpaar |

10000
1000

10000 1000

00 100

7 i
i

1
01 1 10 100 1000 10000 100000
000 10000 ‘00000 1000000 Seatter Graph - 1_P10 - Signal

2_P10 - Sigal

Y

1000000 1 1000000
C: D3484 - D: D3484 -
Probenpaar - 10000 " Probenpaar Il

100000 100000

10000 10000 10000 10000

1000 1000 1000 1000

7_P10- Signal

5_P10 - Signal

100 100 100 100

10

1

1 1
01 1 n 100 1000 10000 100000 1000000 01 10 100 1000 10000 100000 1000000
Scatter Graph - £_P10 - Signal Seatter Graph - 8 P10 - Signal

Red = Présent in CD133* und CD133"

Black => Prasent in CD133" aber nicht in CD133*

Green => Abwesend in CD133" aber présent in CD133*
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Abbildung 19: Scatter Plots der differentiellen Analyse der beiden Zelllinien. Auf der x-Achse sind die CD133-

niedrigexprimierten und auf der y-Achse sind die CD133-hochexprimierten Proben aufgetragen.

Einen ersten, einfachen Uberblick geben die Scatter Plots (siehe Abbildung 19) Uber die
Anhdufung und Intensitdt der Uberexprimierten Gene (grine Punkte) der differentiellen
Genexpression. Alle Vergleichspaare zeigten ein dhnliches Muster.

Es folgte die Auswahl der finf am deutlichsten unterschiedlich exprimierten
Kandidatengenen, die in allen CD133-angereicherten Fraktionen Uberexprimiert

vorkamen (siehe Tabelle 8), um validiert zu werden.
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D283Med D3484
1 1l a1 V4
Signal Log|Signal Log|Signal Log|Signal Log
Probeset Ratio Ratio Ratio Ratio Gen-Symbol Gen-Bezeichnung

204304 _s_at 1.45 1.5 29 21 PROM1 prominin 1
205413_at 0.82 3 23 1.3 MPPED2 metallophosphoesterase domain containing 2
208690_s_at 0.49 1.1 0.7 0.5 PDLIM1 PDZ and LIM domain 1
210038_at 0.48 0.5 0.9 1.4 PRKCQ protein kinase C, theta
217867 x_at 045 0.8 1.8 2.1 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2
222446 _s_at 0.36 0.6 1.8 2 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2
226525_at 041 0.6 2.1 2.3 STK17B serine/threonine kinase 17b

Tabelle 8: Uberexprimierte Gene in CD133-angereicherten Proben beider Zelllinien. Signal Log Ratio:
Expressionsverhdltinis von Experiment (CD133-positive Probe) zu Baseline (CD133-negative Referenzprobe) als
Logarithmus zur Basis 2. Die Potenz 2" gibt das Vielfache der Uberexpression an und n stellt den Signal Log
Ratio-Wert dar.

Daruber hinaus wurde noch nach weiteren differentiell exprimierten Genen, besonders
nach Transkriptionsfaktoren und Oberfldchenmarkern, zur Validierung gesucht (siehe
Absatz 11.1,

Tabelle 11 im Anhang).

3.1.3.3

Zur Verifizierung der Uberexprimieren Kandidatengene in den CD133"-Fraktionen,

welche die Microarray-Analyse hervorbrachte, wurde die real-time RT-PCR eingesetzt.

Validierung der Kandidatengene mittels real-time RT-PCR

Im Detail wurden folgende Gene fUr die quantitative RT-PCR ausgewdhli:
PROMI1, MPPED2, PDLIMI, PRKCQ, BACE2, STK17B, AAF4, ALDHIA3, CHN2, GUCAITA,
IGSF11, PEX5L, RRAGD, TAF8, TFAP2C, TIR, ZNF286A, ZNF224.

Wie aus der Abbildung 20 zu entnehmen ist, konnten nur drei Gene, MPPED2, TIR und
PROMININT, in allen CD133-positiven Zellfraktionen als Uberexprimiert bestatigt werden.
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Abbildung 20:
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Validierung der in der Microarray-Analyse erhaltenen hochregulierten Gene in

allen 4

Probenpaaren. PROMININT wurde als Positiv-Kontrolle mituntersucht. Die Signifikanz wurde aus der Probe

(CD133high) vs. Referenz-Konfrolle (CD133ew) mit dem gepaarten t-Test-Verfahren (SigmaStat-Software)

berechnet.
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3.1.4 Zellzyklus-Analysen der CD133-Subpopulationen

Den Stammzell- bzw. Tumorstammezell-dhnlichen Populationen werden ruhende, nicht-
replikative ZustGnde zugeschrieben. Daher war es von Infteresse, mit dem CD133-
Tumorstammezellmarker zu untersuchen, ob die unterschiedlichen CD133-Fraktionen eine
differente Zellzyklusverteilung aufweisen. Hierzu folgte nach der Oberflachenfarobung mit
dem Antikdrper gegen das Anfigen AC133 eine Methanolfixierung. Anschliessend
erfolgte die DNA-Markierung durch eine Propidiumiodid(Pl)-Férbung, um die Zellzyklus-
Phasen der CD133-Frakfionen zu messen. FUr diesen Zweck wurden die Zellinien D283
Med, D425 Med und D3484 herangezogen (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Prozentuale Anteile der Zellzyklus-Phasen von CD133-positiven und CD133-negativen
Subpopulationen.  CD133-Oberfléichenexpression und Pl-Markierung der Zellinien, (FACS-Histogramm, oben;
grdner Kreis: negativer Anteil; roter Kreis: positiver Anteil). Die FACS-Bilder (Mitte) repr&sentieren die Messungen,
aus denen die Diagramme hervorgingen (unten). Die Oberfldchen-Fé&rbungen der Zellen wurden mit: (i) anti-
CD133-PE fur D283Med-Zellen, (ii) anti-CD133-APC fUr die D425Med-Zellen und (iii) anti-CD133-PE fUr D3484

durchgefUhrt. FUr die Zellzyklus-Analysen wurde die DNA nach Methanol-Fixierung mit Pl markiert.

CD133-positive D283 Med-Zellen mit hoher CD133-Expression befanden sich Uber-
wiegend in der G2/M-Phase, wdhrend sich die CD133-negativen Zellen eher in der GO-

Phase befanden. Im Vergleich dazu zeigten die D425 Med Zellen dagegen eine sehr
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geringe CD133-Expression. Die kleine CD133"-Subpopulation befand sich auch vermehrt
in der G2/M-Phase. D3484-Suspensionszellen besaBen eine moderate CD133-Expression,
und die Verteilung der Zellzyklus-Phasen entsprach der D283 Med Zelllinie. So befanden
sich die CD133-positiven Zellen teilungsaktiv in der G2/M-Phase und die negativen
CD133-Zellen Uberwiegend in der GO-Phase. Insgesamt kann gefolgert werden, dass die
CD133-exprimierenden Zellen mit der G2/M-Phase assoziiert vorkommen und sich somit

im Zellzyklus befinden.

73



ErcGEBNISSE

3.2 Untersuchungen zu der Entwicklungskontrollsignalwegs-
abhangigen Neurospharen-Kapazitat von Medulloblastomzellen

mit Stammzellcharakter

3.2.1 Beeinflussung der Neurosphdrenbildung durch

Entwicklungskonftrollsignalwege

Zur Untersuchung der Beteiligung der Signalwege bei der Neurosphdrenbildung wurden
Neurosphdren-Assays durchgefUhrt. Hierzu wurden humane Medulloblastom-Zelllinien

unter Zugabe von Signalwegs-spezifischen Inhibitoren und Liganden kultiviert.

Der Sonic Hedgehog-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese
einer Medulloblastom-Subgruppe. Hinsichtlich der Selbsterneuerungs-Fahigkeit hatte das
rekombinante Protein  Shh einen nur schwachen, variablen EinfluB. Das
Neurosphdrenwachstum wurde bei Zugabe von Shh nur bei der Linie D283 Med
geringfugig stimuliert. Der Agonist SAG indessen scheint einen signifikanten
Neurosphdren-fordernden Einfluss bei einer Zellinie (MEB-Med-8S) zu haben, wahrend
die Hemmung des Sonic Hedgehog-Signalweges mit dem Inhibitor SANT-1 sich nicht
deutlich auf die Sphdrenbildung auswirkte.

Der im Neurosphdren-Assay eingesetzte Smoothened-Antagonist Cyclopamin fUhrte
hinsichtlich der Klonogenizitét sowohl zu aktivierenden als auch hemmenden Antworten
bei den verschiedenen Medulloblastom-Zelllinien. 1580WU war sensitiv fUr Cyclopamin;
es fGhrte zur Reduktion der Neurosphdren, dagegen bei der MEB-Med-8S-Linie
stimulierend (siehe Abbildung 23). Wie der Abbildung 22 zu entnehmen ist, hatte
Cyclopamin auch auf die D3484-Zelllinie dhnliche Effekte.

Neurosphéren-Assay: Adhdrente Zellen der D3484- Neurosphéren-Assay: Suspensions-Zellen der D3484-
Gesamikultur Gesamtkultur
o~ 1 — 200
b o =00 b 180 P <0.001
£ c
< 80 = 160 r
[ ] 140
3 60 3 120
< c 100 - — -—- -———-
:g 40 :g 80
i 2 e
[ 20 g ol o o
g g 20
4 0 ‘ 3 o
= Unbehandelt 1% EIOH 1M TRC- 5 M TRC- z Unbehandelt 1% EOH 1 UM TRC- 5 uM TRC-
Cyclopamine  Cyclopamine Cyclopamine Cyclopamine
5000 Zellen pro 1 ml Zellsuspension je Loch einer 24-Loch-Platte 5000 Zellen pro ml 1 ml Zellsuspension je Loch einer 24-Loch-Platte

Abbildung 22: Stimulierung der Neurosphdrenbildung von Cyclopamin-behandelten D3484-Zellen.
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Eine Dosis-Wirkungs-Kurve bei der Zellinie D425 Med gab Aufschluss Uber die unter-
schiedliche Wirkung verschiedener Konzentrationen der Inhibitoren Cyclopamin und
KAAD-Cyclopamin. Diese wirkten in einem mittleren Konzentrations-Bereich aktivierend
auf die Neurosphdrenbildung der D425 Med Zellen, jedoch nicht bei hoéheren
Konzentrationen (siehe Abbildung 24).

Eine Blockierung des Notch-Signalweges fUhrte bei den untersuchten Zellinien zum Teil
zu einer Blockade des Neurosphdren-Wachstums. Von den untersuchten Zelllinien zeigte
die Blockierung mit den drei Notch-Inhibitoren nur bei den D425 Med- und MEB-Med-8S-
Zellen keine Wirkung. Der Notch-Inhibitor DAPT hatte keinen Effekt.

Der kanonische Wnt-Signalweg nimmt ebenfalls an der Stammzellaufrechterhaltung feil,
und seine Deregulierung férdert die Tumorbildung. Auch die Agonisten und
Antagonisten des Wingless-Signalweges wirkten sich unterschiedlich auf die
Medulloblastom-Neurosphdérenbildung bei den einzelnen Medulloblastom-Zelllinien aus.

Die drei Agonisten der Wnt-Signaltransduktion Wnt-3A, WNT-Ag und GSK-3B-Inhibitor
beeinflussten unterschiedlich die Klonogenizitdt. Der Ligand Wnt-3A kdnnte eine
Neurosphdren-stimulierende Fahigkeit besitzen; diese war allerdings nicht stark
ausgepragt. Keine signifikanten Antworten lieferte die Behandlung der Zelllinien mit
dem Liganden WNT-Ag, jedoch eine Tendenz zur verringerten Neurosphdrenbildung,
wie bei der 1580WU-Zelllinie zu sehen war. In den hier durchgefUhrten Assays wies der
GSK-3p-Inhibitor eine eher férdernde Wirkung bei den MEB-Med-8S- Medulloblastom-
Neurosphdren auf. Bei einer Behandlung mit dem Wnt-Antagonisten Dkk-1 sprachen nur
die DAQY- Zellen auf die Zugabe dieses rekombinanten Proteins mit einer signifikanten
Inhibierung der Neurosphdrenbildung an.

Die gleichzeitige Behandlung mit den rekombinanten Proteinen Wnt-3A mit Dkk-1 fUhrte
bei den Zellinien D425 Med und MEB-Med-8S zu einer signifikant héheren Sphdren-
bildung. Bei der DAOQOY-Zellinie ergab Wnt-3A und Dkk-1 eine verringerte
Neurosphdrenkapazitat, die der signifikanten Dkk-1-Inhibierung dhnlich war. Die Zugabe
von WNT-Ag zusammen mit dem GSK-3B-Inhibitor fUhrte zu keiner signifikanten
Verdnderung auf die Selbsterneuerungs-Fahigkeit. Die Stimulation von WNT-Ag mit Dkk-1

fOhrte dagegen zu einer signifikant héheren Neurosphdrenbildung bei der MEB-Med 8S-
Zelllinie und zu einer Unterdrickung der Klonogenizitét bei den Zellinien DAQY und
1580WU0, die signifikant war. Bei einer weiteren Unfersuchung begUnstigte die
Stimulation mit den Agonisten Wnt-3A und dem GSK-3-Inhibitor signifikant die
Selbsterneuerungs-Fahigkeit bei den D425 Med- und DAQY-Zellen. Die Ko-Stimulierung
von rhShh und rhWnt-3A zeigte eine Tendenz sowohl zu einer Zu- als auch einer
Abnahme der klonogenen Aggregate. Jedoch war bei allen mit Wni-3A behandelten

Zellen eine Neigung zur Aktivierung erkennbar.
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Abbildung 23: Zu- oder Abnahme der Neurosphdrenbildung nach Agonisten- oder Inhibitoren-Applikation fir
die Shh-, Notch- und Wnt-Signalwege.
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3.2.1.1  Sonic Hedgehog-Inhibition mit Cyclopamin hat Konzentrations-
abhdngig einen aktivierenden und inhibierenden Effekt auf die

Klonogenizitat

Es wurden Dosis-Wirkungs-Kurven fUr Cyclopamin und das KAAD-Cyclopamin erstellt.
KAAD-Cyclopamin ist potenter und deshalb in geringeren Konzenfrationen einsetzbar.
Beide Cyclopamin-Derivate zeigten ein Konzenfrations-Fenster, in  dem die

Neurosphdrenbildung erhéht wurde.

A) B)
Cyclopamin (Toronto Research Chemicals) KAAD-Cyclopamin (CALBIOCHEM)
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Abbildung 24: Neurosphdrenbildung bei unterschiedlichen Konzentrationen von Cyclopamin (A) und KAAD-
Cyclopamin (B). Als Konfrollen dienten: (ij unbehandelte, (i) mit Losungsmittel versetzte, in welchem der
Inhibitor geldst war, Zellsuspensionen; (i) Tomatidin-behandelte Zellsuspension. Tomatidin ist ein dem

Cyclopamin struktur-dhnliches Steroid, welches den Hedgehog-Signalweg nicht inhibieren soll (Watkins et al.,
2003).

3.2.1.2  Sonic Hedgehog-Inhibition mit GANT-61

Hingegen hemmte der Hedgehog-Inhibitor GANT-61 die Sphdrenbildung bei der D425
Med Zelllinie; bis 2,5 uM verlduft die Kurve anndhernd linear und ab 2,5 uM findet eine

starkere Inhibition statt, wie die Dosis-Wirkungs-Kurve unten zeigt.

Humane D425Med-Zellinie
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Abbildung 25: GANT-61 inhibiert die Neurosphdren-Bildung.

77



ErcGEBNISSE

3.2.2 Klonogenizitéit von murinen ptc™-Medulloblastomzellen:

Abhdangigkeit vom Shh-Signalweg

Drei neu etablierte, murine ptc™ -Medulloblastomlinien wurden mit Agonisten und
Anfagonisten des Sonic Hedgehog-Signalweges behandelt und das
Neurosphdrenpotential untersucht.

Die aktivierenden Liganden des Sonic Hedgehog-Signalweges, Shh und SAG, sowie die
Inhibitoren SANT-1 und Cyclopamin neigten dazu, die Klonogenizitdt zu unterdricken.
Die Behandlung der Zellen mit Cyclopamin bei 2,5 uM bzw. 5 uM fGhrte zur statistisch

signifikanten Reduzierung der Neurosphdren (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Neurosphdren-Bildung nach Inkubation mit Agonisten bzw. Antagonisten des Shh-Signalweges.
Reprdsentative Bilder der charakteristischen Spdren-Bildung der murinen Zellen (unbehandelt). 32x
Vergrosserung. Bilder rechts: Morphologie der ptct- Maus-Zelllinien, die bei der Subkultivierung in Serum-freiem

Stammzell-Medium mit den humanen recombinanten Wachstumsfaktoren EGF und FGF propagiert wurden.

78



ErcGEBNISSE

3.2.2.1 Shh-Inhibition durch GANT-61 und Cyclopamin

Weiterhin wurde die Blockierung des Sonic Hedgehog-Signalweges durch den Inhibitor
GANT-61 bei unterschiedlichen Konzentrationen genauer untersucht. GANT-61
unterband die Neurosphdrenbildung bei beiden Zellinien im  dhnlichen
Konzentrationsbereich (siche Abbildung 27).

Vergleichend f&llt hier der inhibitorische Effekt beider Antagonisten, GANT-61 und

Cyclopamin, fUr beide Zelllinien dhnlich aus, wie auf Abbildung 27 zu erkennen ist.

Murine ptc*/: D2855-Zellinie

Murine ptc*’": D3419-Zellinie

/f ! 3\ DD.SS& \P: 0.002 \

P=0.566 P <0001

150

4)

125

8)

P <0.001

100 -

Neurosphéren/Loch (n

Neurosphéren/Loch (n:

N o < @ N S A B A
oo 4 ot o o oS S o
e 2 NG o o® o WO S W
Ny A\ o A ‘?\OC‘4 e A AW 95 W 5V
Q Q ’
N W
AN oW H\W
'L.

Abbildung 27: Inhibiton der Neurosphdrenbildung mit unterschiedlichen Inhibitor-Konzentrationen behandelte
D2855- und D3419-Zellen.

3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Aus den erlduterten Ergebnissen I&sst sich ableiten, dass sich die Neurosphdren-
Bildungskapazitdt in den einzelnen Medulloblastom-Zellinien nach Signalwegs-
Modulation deutlich unterschied. Darin spiegelt sich eine unterschiedliche Sensifivitét
der Neurosphdren-Bildungsantworten in den einzelnen Medulloblastom-Zelllinien und
eine Konzenfrations-Abhdngingkeit der Signalwegs-sperzifischen Substanzen wider. So
IGsst sich eine Resistenz bei den Zelllinien D425 Med und MEB-Med-8S gegenUber der
Sonic Hedgehog- und Notch-Signalwegs-Blockade feststellen. Bei Betrachtung der drei
Signalwege scheint die Notch-Blockade effektiv die selbsterneuernde Kapazitdt zu
blockieren (abgesehen von der Linie D425 Med). Uberraschend waren die Stimulatio-
nen mit Antagonisten des Sonic Hedgehog-Signalweges im humanen Zellsystem,
ebenso die teilweise blockierende Wirkung des Agonisten WNT-Ag. Jedoch lieB sich
eine deutliche Inhibition mit dem Gli-1-Inhibitor GANT-61 im humanen und murinem

Zellmodell nachweisen. Eine Inhibition mit dem Wnt-Antagonisten Dkk-1 konnte
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ebenfalls nachgewiesen werden; allerdings sprachen nur die DAOY-Zellen bei einer

Dkk-1-Behandlung mit einer niedrigen Neurosphdren-Kapazitat an.
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3.3 Immuncytochemische Farbungen zum Nachweis der

Differenzierungsfahigkeit

Das Medulloblastom erscheint mikroskopisch meist undifferenziert bis beginnend
differenziert. Der undifferenzierte Tumor weist runde bis polygonale Zellen auf mit
vergroBerten  Nuclei und wenig Cytoplasma. Die beginnend-differenzierten
Medulloblastom-Zellen weisen eine neuronale und/oder astrogliale Differenzierung auf.

Sie enthalten mehr Cytoplasma mit mehr Organellen (Inoue et al., 1994).
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MIB1 +++ + T I o I T N I W -+ +++ -+ ++ -+
4+
Synaptophysin + + + + ++ + +++ ++ - + (Cyt) ++++
+cn.
NFP + + + - - - Nucl) +/cv) - - - -
Frcn. +++
NeuN Nucl.) + tiom | Facm - - Fuaewy | Faem +++ L R R )
S-100beta ++ + ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ + -
Sox2 - ++ ++ ++ +++ n.d. + + n.d. n.d. n.d. n.d.
NGHOQ + + - - n.d n.d. - - nd n.d n.d. nd
cD15 ++ + +++ | 4+ - + + + nd. . ++ ++
ALDHTAI - - + + nd - - - - - - -
beta-Catenin n.d. n.d. n.d. n.d. ++ + n.d. n.d. n.d. n.d. ++ +

Tabelle 9: Ergebnisse der immunhistochemischen Fdarbungen an Neurosphdren in Stammzellmedium und
Neurosphdren kultiviert in Differenzierungsmedium (, differenzierte Neurosphdren“). Die Wertung bezog sich

auf die Frequenz der positiven Zellen relativ zum gesamten Zellmaterial eines Objekttrégers. Die Definition der

Wertung war wie folgt (in Prozent der positiven Zellen): ,,-"': 0%; ,+": 1-10%; ,++": 10-50%; ,+++": 50-90%;

L+ >90%. Cyt.: cytoplasmatisch; Nucl.: Nucledr. n.d.: nicht durchgefUhrt.

In diesen Experimenten sollte das Potential der Tumorzellen untersucht werden,
auszudifferenzieren. Nach Kultivierung der Zellen in Serum-freiem Stammzellmedium
wurden sie anschliessend in Serum-freiem Differenzierungs-Medium kultiviert wie unter

Materialien und Methoden beschrieben, in dem die Zellen ausdifferenzieren sollten. Es

81



ErcGEBNISSE

sollten zwei Zellproben resultieren: 1.) Neurosphdren, 2.) Differenzierte Neurosphdren.
Die Zellkulturen wurden geerntet und in Paraffinblécke eingeschlossen. Die
Paraffinschnitte wurden immuncytochemisch fUr neuronale und astrogliale Antigene,

sowie fUr Stammzellmarker gefdarbt (siehe Absatz 11.2, Anhang).

Die Kern-Cytoplasma-Relation gibt erste Hinweise auf eine fortgeschrittene
Differenzierung. Erscheint der Kern relativ gro, dann sind die Zellen meist mitotisch aktiv
und relativ unreif bzw. undifferenziert, bei einer geringeren Kern-/Plasma-Relation wird
auf eine Ausreifung geschlossen (Hillemanns ef al., 1968). D283 Med-Neurosphdren
wiesen, im Gegensafz zu den differenzierten Neurosphdren, eine hohe Kern-
Cytoplasma Relation auf. Der Proliferations-Marker MIB1 (Ki-67) nahm bei den im
Differenzierungsmedium kultivierten und differenzierten Neurosphdren ab, welches fir
differenziertere Zellen typisch ist, und die GFAP-Expression nahm zu. CDI15, ein
Vorlauferzell-Marker, wurde bei den differenzierten Neurosphdren der D283 Med-Zellen
weniger exprimiert. Gleichzeitig zeigten differenzierte Neurosphdren der D283 Med
einen Neugewinn an Sox2.

Die H&E-Farbung von DAOQY zeigte bei beiden Zellkulturen keinen Unterschied. Der
MIB1- und Map2C-Marker wurde bei den in Differenzierungs-Medium gewachsenen
Neurosphdren weniger exprimiert als bei den Neurosphdren. Dies kdnnte fUr eine leichte
Verschiebung in Richtung Ausdifferenzierung sprechen.

Bei der H&E-Farbung der D425 Med Linie fand sich in beiden Zellproben eine gleich
hohe Kern zu Cytoplasma-Relation. Der MIB1-Marker wurde ebenfalls gleich stark in
beiden Zellkulturen exprimiert. Eine Verdnderung der Markerexpression vollzog sich bei
den ,differenzierten Neurosphdren” nur in einer Abnahme von Synaptophysin, ST00B
und B-Catenin. Demnach ist bei dieser Zellinie der Wechsel von einem unreiferen Status
zu einem mehr ausdifferenzierteren nicht erkennbar.

Bei 1580WU waren auf der Seite der ,differenzierten Neurosphdren die Marker fUr MIB1
und Synaptophysin weniger exprimiert als bei den Neurosphdren. Allerdings war die
Neurofilament-Expression bei beiden sichtbar.

Die H&E-Farbung fur Meb-Med-8S zeigte bei den Neurosphdren eine hdhere Kern zu
Cytoplasma-Relation als bei den differenzierten Neurosphdren und ging mit der
Abnahme von MIB1 bei den ,differenzierten Neurosphdren" einher. Die zur
Differenzierung angeregten Neurosphdren zeigten bei Meb-Med-8S eine Zunahme der
Map2C-Expression. Die Expression von NeuN, Synaptophysin und die Zunahme von
S100B deutet die neurozytére Richtung der Reifung an.

Die D3484-Zellen zeigte eine Differenzierungs-Verschiebung zu einem reiferen Marker-
Repertoire. Bei den ,differenzierten Neurosphdren® nahm Map2C ab, wdhrend

Synaptophysin und NeuN zunahmen.
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Die Befunde (siehe Tabelle 9) lassen den Schluss zu, dass unter den verwendeten
Kulturbedingungen keine vollkommene Ausdifferenzierung der Tumorzellen erreicht
werden konnte. Bei einigen der behandelten Zelllinien fand sich nur eine Verschiebung
des Differenzierungs-Grades innerhalb der gleichen Differenzierungs-Richtung. Weiterhin
waren die NeuN-Farbungen Uberwiegend cytoplasmatisch anstatt nucledr, sowie das
S100B-Protein,  welches nucledr und  cytoplasmatisch  nachweisbar  war.
Aussergewdhnlich war die bei der Linie D283 Med nachweisbare Expression des Sox2-
Markers nur bei den ,,differenzierten Neurosphdren. Lediglich bei der Zellinie D425 Med
fOhrte die Kultivierung unter differenzierenden Bedingungen nicht zu einer erkennbaren

Verdnderung der Markerexpression.

Aus diesem Anlass wurden an zwei Medulloblastom-Zelllinien (D425 Med und D3484) die
Neurosphdren unter verdnderten Bedingungen kultiviert, um eine Differenzierung
aufgrund von Adhdsion zu erreichen. Auf Poly-L-Lysin beschichtetem Boden wuchsen
Neurosphdren der D425 Med im Stammzell- und Differenzierungsmedium. Wie Tabelle
10a zeigt, ist hierbei ein Unterschied zu erkennen.

Die pB-Catenin Expression zeigt sich verringert. Bei den mit Shh-behandelten
ydifferenzierten Neurosphdren", wurde B-Catenin stark exprimiert, und die S100B-
Expression nahm ebenfalls zu (siehe Tabelle 10q, letzte Spalte) im Vergleich zu den nicht
mit Shh behandelten Neurosphdren und den differenzierten Neurosphdren. Ebenso liegt

eine gleich starke (bei allen 4 Probenbedingungen) Sox2-Expression vor.

Die D3484-Zelllinie wurde gleich wie D425 Med behandelt. Auf unbeschichtetem
Untergrund (sieche Tabelle 10b) scheint D3484 differenzierungsfdhiger zu sein (siehe
Synaptophysin, NeuN, B-Catenin). Dieses Verhalten findet sich dhnlich unter den
Bedingungen mit dem auf dem Poly L-Lysin beschichteten Boden (Synaptophysin- und
NeuN-Zunahme bei den differenzierten Spharen).

Die Behandlung mit dem rekombinanten Protein Sonic Hedgehog erfolgte, um eine
mogliche Regulation des Differenzierungspotentials zu untersuchen (siehe Tabelle 10).
Wenn die Neurosphdren und ,differenzierte Neurosphdren* mit 2 ug/ml rhShh
behandelt wurden, war kein wesentlicher Unterschied zu verzeichnen. Lediglich die
NeuN-Expression nahm bei den differenzierten, mit Shh-behandelten Neurosphdren ab
gegenuUber der starkeren NeuN-Expression bei der differenzierten Probe ohne Shh.
Ebenfalls war der CD15-Marker weniger exprimiert, verglichen zu den Proben ohne
rhShh.
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Tabelle 10: Neurosphdren der a) D425 Med und b) D3484-Linien auf Poly-L-Lysin beschichteten Platten in
Stammzell- und Differenzierungsmedium (differenzierte Neurosphdren) kultiviert, -/+ Shh. Cyt.:

Cytoplasmatisch. Definition der Wertung: siehe Tabelle 9.
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3.4 Identifikation von Zellpopulationen in Medulloblastom-

zellen mit Stammzellcharakter

3.4.1 Humane Zelllinien: Aldehyddehydrogenase-Aktivitat-, CD133-

Expression und Doppelmarkierung

Die Aldehyddehydrogenase-Aktivitdt als etablierter Stammzell-Marker sollte gemessen
werden, um den Tumorstammezell-Pool weiter in vitro zu charakterisieren.

Mittels des Aldefluor-Assays wurde durchflusszytometrisch die ALDH-Aktivitat der
humanen Medulloblastom-Zellinien untersucht. Zusétzlich wurde CDI133 gefdarbt

(Doppelmarkierung).

Prozentsatz ALDH-positiver humaner Medulloblastom-Zellen
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Meb-Med 88 J
1 |

Meb-Med 8A I
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I
I
I
I
I
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0.0 5.0 10.0 15.0
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|

I I I

I I I

I I I
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Abbildung 28: ALDH-Expressionsprofil und Koexpression von CD133. Oben: Das Diagramm zeigt eine Ubersicht
der ALDH-Positivitdt bei Medulloblastomzelllinien. Durchflusszytometrische Analysen der ALDEFLUOR(AF)-
Farbungen; vergleiche Abbildung 33. Unten: Expression von CD133 und Aldefluor-Aktivitat bei der D283 Med-
und 1580WU-Zellinie. n=2 Messungen; von links nach rechts: jeweils DEAB-Sperzifitats-Kontrolle und ALDEFLUOR-
Farbung.

Es ist ersichtlich, dass die untersuchten Zelllinien ALDH-positive Populationen aufwiesen
(siehe Abbildung 28, oben). Aus den durchflusszytometrischen Analysen der Ko-
Expression (sieche Abbildung 28, unten) der beiden Marker in D283 Med- und 1580WU-
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Zellen ist die ALDH™ -Subpopulation Uberwiegend in der CD133-positiven und weniger in

der CD133-negativen Unterpopulation aufzufinden.

Die Medulloblastom-Zellinie D3484 zeigte eine hohe ALDH-positive Fraktion. Die AF'-
Zellen betrugen 50 bis 60%, sowohl der adhdrenten als auch der in Suspension
befindlichen Zellen (siehe Abbildung 29, oben). Die Ergebnisse der Doppel-Markierung
(siehe Abbildung 29, unten) mit dem ALDEFLUOR-Reagenz und dem CD133-Marker sind
in der Verteilung der Subpopulationen unterschiedlich. Bei den Suspensions-Zellen findet

sich die gréBte ALDH-Expression Uberwiegend in der CD133-negativen Subpopulation.
Bei der adhdrenten/CD133-positiven Fraktion, sind die Unterpopulationen ALDH'/CD133"
und ALDH'/CD133 etwa gleich verteilt. Dies fUhrt zu dem Schluss, dass keine direkte

Beziehung der CD133-Population zu der ALDH -Population besteht.

D3484: CD133-Expression (n=2) D3484: ALDEFLUOR Assay (n=2)
| | | |
Suspensions- | | | Suspensions- |
Zellen : | | | Zellen |
] L l l
Adhdrente ‘ ‘ ‘ |_| Adhdrente :
Zellen : : : Zellen :
T 1 1 T T 1 T T T T T T 1
é\o \Q&\o ‘»Qd\o '506\0 @ o °,Qgs\u de\o A 0c{\o é\o \Q&\o 0196\0 @ o @6\0 "Qd\o \,Qd\o A Qd\o

T

‘ ‘ ‘ ‘ |

D3484 / Suspensions- } :
Zellen | | |
| | |

| | |

| | |

|

|

|

|

|

| |
| |
l l
| |
D3484 / Adhdrente Zellen __‘—r_‘ | |
| |
| |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

‘ @ ALDH+/CD133+ O ALDH+/CD133- ‘

Abbildung 29: CD133- und ALDH-Expression bei der D3484-Zelllinie. Oben: Einfach-Markierungen for CD133
und ALDH-Aktivitat bei humanen D3484 Zellen (Suspension vs. adhdrente Zellen). Unten: Doppel-Markierungen
mit dem ALDEFLUOR-Reagenz und dem CDI133/2-PE Antikérper. Verteilung der Subpopulafionen von
ALDH+/CD133+ und ALDH+/CD133-. Durchflusszytometrische Analysen: siehe Abbildung 34.
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3.4.2 Murine Zelllinien: Aldehyddehydrogenase-Aktivitats-, Prominini-

Expression und Doppelmarkierung

Die murinen ptc*/- Medulloblastomzellen besitzen unterschiedliche Expressions-Level fir
Promininl und verschieden groBe ALDH-positive Populafionen unter den sechs
gemessenen Zellinien. Eine hohe ALDH+/Prom1+ Subpopulation zeigten nur die Linien
SIJMM4 und D3578 (siehe Abbildung 30).

Prom1-Expression ALDEFLUOR Expression
SIMM4 SIMM4 }
D3578 D3578 ‘ —
03713 A
D3799 D3799 ‘ F—
D3419 D3419 [ | :
il S I T S 2
G 8 o S S & ¢ & & f
SIMM4
D3578 ’
03713 pmy 1
! |
D3799 ) ;
T |
D3419 ,:'* |
D2855 [ 1
Q6\0 ‘{\o b6‘\0 bo’\o g\o R 06\0 K ‘{\o \g\o R g\o K Qf\"
‘:lALDH+/Prom1+ |:|ALDH+/Prom1-‘

Abbildung 30: ALDH- und Prom1-Subpopulationen bei den Mdusen aus den durchflusszytometrsichen

Analysen (n=2). (Durchflusszytometrische Analysen: siehe Abbildung 35 und Abbildung 36).
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3.5 Die DAOY-Medulloblastom-Zelllinie enthalt keine Label

Retaining-Zellen

Zur Charakterisierung von ruhenden bzw. langsam proliferierenden Zellen wurden
DAQOY-Zellen mit dem lentiviralen H2B-GFP Reporter-Konstrukt stabil tfransduziert (siehe
Abbildung 8). Der Versuchsansatz sah vor, dass als Startzellen fUr die Messreihen die
nicht-induzierten, grinen, GFP-exprimierenden Zellen dienen sollten, die bei jeder
Passage mit Doxycyclin — welches das Tet-off-Konstrukt induziert und die GFP-Expression
unterbindet - behandelt werden sollten. Eine Farb-Retention sollte in  einer
Subpopulation zu erkennen sein, die aus langsam-teilenden Zellen, die die GFP-
Expression beibehalten, besteht, wdhrend schnell-proliferierende Zellen sie verlieren
sollte. Als Positiv-Kontrolle dienten die nicht-induzierten, grinen, GFP-positiven Zellen

und als Negativ-Kontrolle die durch Doxycyclin-induzierten, GFP-negativen Zellen.

DAOY/H2B-GFP: Negadtiv-Kontrollen (unter konfinuierlicher Doxycyclin-
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K 4 80
S 21 ~ 40
+ —
——,
[ 0T 55 d2 d3 0
o Mossr| 910 | @19 Mogsr | 910 | @21 Mossr | 97 | d12
——Negativ-Kontrolle (%) | 0.71 | 1.1 | 0.69 1.98 | 0.11 | 0.25 0.37 | 0.52 | 0.24
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c
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MFI 496.15| 966.1 | 685.85 495.8 | 532.8 | 850.5 495.8 | 399.5 | 399.5
DAOY/H2B-GFP: Label Retaining Zellproben
(Doxycyclin-behandelte positive Zellen)
100 200
3
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a
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Abbildung 31: Untersuchung von Label Retaining-Zellen an der DAOY-Zelinie mittels durchflusszytometrischer
Analyse aus drei unabhdngigen Messreihen. d: Tage nach dem Aussden bzw. Passagieren der Zellen.

Negative bzw. Positive Kontrolle (%): Anteil an GFP+ in %. MFI: Mean Fluorescence Intensity, mittlere

Fluoreszenz-Intensitat. Bilder: Fluoreszenz-Mikroskopie.
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An dieser Untersuchung sollte das Austesten der Klonogenizitatsfahigkeit aus FACS-

sortierten GFP(+) und GFP(-) -Zellen anknUpfen.

Bei den DAOY-Zellen fanden sich ohne Doxycyclin-Behandlung anfangs etwa 80% GFP-

exprimierende Zellen. Die Ergebnisse der Kultivierung von GFP"-Zellen (Test- bzw. Label
Retaining Zell-Probe) mit 10 ng/ml Doxycyclin im Medium werden in der Abbildung 31

veranschaulicht.

Nach 7 und 10 Tagen waren nur noch wenige vereinzelte GFP™ -Zellen in der
durchflusszytometrischen Analyse und nach mikroskopischer Konftrolle nachweisbar.
Somit wurde angenommen, dass Label-Retaining Zellen in dieser Zellinie nicht in
signifikanter Zahl nachgewiesen werden kdénnen, die l&nger als 7 Tage grin blieben und

als langsam-proliferierende Zellen zu bezeichnen waren. Die geplante, weitere Analyse

dieser Zellen, mittels FACS-Sortierung der GFP'-Zellen einen Neurosphdren-Assay
durchzufUhren, scheiterte daran, dass nach der Sorfierung sich eine Wachstums-

Inhibition einstellte.
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3.6

Beeinflussung der Neurospharen-Bildung von

Medulloblastomzellen durch Strahlentherapie

Zellen wurden bis zum Erreichen einer mittleren Zelldichte kultiviert. Jeweils zwei

Kulturflaschen wurden in einem Bestrahlungsger&t mit 2 Gy und 5 Gy bestrahlt. Die

Klonogenizitatsfdhigkeit der bestrahlten Zellen wurde in Stammzellmedium getestet.

Die bestrahlten D425 Med-Zellen zeigten eindeutig eine hdhere Radioresistenz im

Vergleich zu DAQOY-Zellen (siehe Abbildung 32). Auch eine hdhere Resistenz gegentber

der D283 Med (nicht gezeigt) lag vor, die bereits nach 2 Gy Bestrahlungsdosis nicht

mehr fahig waren, Neurosphdren zu bilden. Im Umkehrschluss kdnnte das bedeuten,

dass die D425-Med-Zellen eine

enthalten als die anderen Zelllinien.

resistentere  Tumorstammezell-dhnliche Population

Unbehandelt l 2Gy [ 5Gy ]

400

Klonogenizitéts- Assay: Bestrahlte DAOY-Zellen

250
200

Neurosphdren/Loch (n=3)

P=<0.001

 \
'—

Unbehandelt 2Gy 5Gy

1000 Zellen/ml in 2 ml/Loch einer 24-Loch-Platte

400

Neurosphéren/Loch
(n=3)

Klonogenizitats- Assay: Bestrahlte D425Med-Zellen

350 A
300
250 q
200 -
150
100 4

P =0.001 P =<0.001
A
Unbehandelt 2Gy 5Gy

1000 Zellen/ml in 2 mi/Loch einer 24-Loch-Platte

Abbildung 32: Klonogenizitdt (Neurosphdrenbildung) nach Bestrahlung: DAOY (obere Reihe) und D425 Med
Zellen (untere Reihe). -test.
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4 DISKUSSION

Das Medulloblastom ist ein Tumor des Kleinhirns und fritt Uberwiegend im Kindesalter
auf. Trotz multimodaler Therapie kommt es in ungefédhr der Halfte der Patfienten zu
RUckfallen mit ungUnstigem Verlauf. Histologisch handelt es sich um einen wenig
ausdifferenzierten Tumor. Medulloblastome &hneln cytologisch unreifen neuralen
Progenitorzellen. Das Medulloblastom besteht aus distinkten  Varianten  mit
unterschiedlichen klinisch-pathologischen und genetischen Eigenschaften (Pietsch et
al., 2004).

Eine pathologische Aktivierung von Entwicklungskontrollsignalwegen in Subgruppen des
Medulloblastoms, so des Hedgehog-, des Wnt (wingless)- und Notch-Signalweges
konnte gezeigt werden, die im Zusammenhang mit der Identifizierung von Stammzell-
dhnlichen Medullblastomzellen stehen (Rodini et al., 2010). Teilweise werden diese
Akfivierungen durch somatische Genmutationen beteiligter Komponenten der
Signalwege bewirkt. Keimbahnmutationen im APC-Gen, welches einen negativen
Regulator des Wnt-Signalweges kodiert, oder im PTCHI1-Gen, welches einen Suppressor
im Hedgehog-Signalweg kodiert, fUhren in den betroffenen Patienten zu einer drastisch
erhdhten Inzidenz von Medulloblastomen im Rahmen von
Tumorpradispositionssyndromen (Turcot- bzw. Gorlin-Syndrom); dies stellt einen weiteren
Hinweis fUr die Bedeutung dieser Signalwege fUr die Pathogenese des Medulloblastoms
dar (Gilbertson et al., 2004; Ellison, 2002). Ahnlich wie in h&dmatologischen Neoplasien
sind auch in Medulloblastomen in den letzten Jahren Tumorzellen mit
Stammezellcharakter identifiziert worden, die auf der Zelloberfldche CD133 (human)
bzw. Prominin (murin), ein 5-Transmembranprotein noch unklarer Funkfion, tragen.
Uchida et al. gelang es 2000, aus humanem fotalen Gehirn mittels FACS-Sortierung
CD133-positive Zellen anzureichern, die teilweise in vitro Neurosphdren ausbilden
konnten. Im Jahr 2005 konnten Lee et al. neurale Stammzellen aus dem murinen
Kleinhirn basierend auf dem Prominin-1 Marker isolieren, die Mulfipotenzfé@higkeit
zeigten (Lee et al., 2005). Andere Gruppen konnten ebenfalls mit dhnlicher Methodik
aus Gehirntumoren (Medulloblastomen und hochgradigen Gliomen) CD133-positive, in
vitro Neurosphdren-bildende, und im Xenotransplantat Tumor-initierende Zellen isolieren
(Singh et al., 2003; Hemmati et al., 2003). Hohe PROM1 mRNA Spiegel wurden mit einer
schlechten Prognose in kindlichen Medulloblastomen bzw. einer hdheren
Wahrscheinlichkeit zu metastasieren assoziiert (Raso et al., 2011). Diese Daten deuten
darauf hin, dass eine CD133(+) Tumorstammzellfraktion fUr die Tumorbiologie des
Medulloblastoms von wichtiger Bedeutung sein kénnte.

Der CSC (Cancer Stem Cells)-Hypothese zufolge entsteht ein Tumor hierarchisch und

nur aus einer kleinen Anzahl von fransformierten Zellen mit besonderen Charakteristika,
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so der Expression von Stammzellmarkern wie CD133, und mit Selbsterneuerungs-
Potential assoziiert. Diese werden wie normale neurale Stammzellen durch die Akfivit&t
von Enwicklungskontroll-Signalwegen konftrolliert (Joo et al., 2008; Singh et al., 2004;
Hemmati, 2003).

Charakteristika wie die Quiescence werden den Stammzellen zugeschrieben, bei der
sie in Ruhe verharren und nicht im Zellzyklus sind, um das Stammzell-Kompartiment vor
Schéden zu bewahren. Das Gegenteil der Quiescence ist, wenn ein Teil des Stammzell-
Kompartiments in den Zellzyklus eintritt, um auszudifferenzieren und die Proliferation
angeregt wird, damit die Stammzellen spater ausdifferenzieren bzw. ihre volle Funktion
erlangen kdnnen. Anstatt der Ausreifung kann die Stammzelle auch den Weg der
Aufrechterhaltung des Selbsterneuerungspotentials einschlagen, um als Reservoir von
Stammzellen zu dienen. All dies wird von Regulator-MolekUlen des Zellzyklus strikt
geregelt (Li, 2011). Eine Stérung der Zellzylus-Maschinerie tragt zur Tumorprogression bei
(Pogoriler et al., 2006; Wechsler-Reya & Scott, 2001). Deshalb gibt es unterschiedliche
methodische Heransgehensweisen zur Isolierung und Charakterisierung von
Stammzellen, u.a. die Charakterisierung von nicht- oder langsam-proliferierenden Zellen

und Charakterisierung von Zellen mit Expression des CD133-Tumorstammzellmarkers.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Identifizierung und Anreicherung von CD133" -
Zellen und deren Charakterisierung, um Einblicke in die molekulare Regulation von
Medulloblastomstammzellen zu erhalten. Bei der Regulation von CD133-positiven
Tumorstammezell-Ghnlichen  Populationen  sollen Entwicklungskonftrollsignalwege
involviert sein. Daher war es nach FErarbeitung des CDI133-Profils der
Medulloblastomzellen von Bedeutung, wesentliche Kontrollsignalwege (Hedgehog,
Notch, Wnt), die im Medulloblastom pathogenetisch relevant sind, auf ihrer Auswirkung
zu testen. DarUber hinaus sollten Tumorstammezell-Ghnliche Zellen mit alternativen
Methoden charakterisiert werden. So war es ein Ziel, die Existenz einer ruhenden oder
langsam-proliferierenden Stamm- bzw. Tumorstammezelle in der Medulloblastom-Kultur
zu untersuchen. Neben einem tieferen Verstdndnis der zelluldren Hierarchie dieser
Tumoren ist das Fernziel, neuartige Therapieansdize zu finden, die auch den

Stammzellpool der Medulloblastome treffen.
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4.1 Regulation von Medulloblastomzellen mit Stammzell-

Charakter durch Entwicklungskontrollsignalwege

Die Selbsterneuerungs-Kaparzitét wurde an etablierten Medulloblastom-Zelllinien
untersucht. Diese Eigenschaft wurde im Neurosphdren-Assay unter definierten
Kulturbedingungen in Serum-freier Kultur unter Zusatz von Wachstumsfaktoren gepruoft,
nadmlich ob aus vereinzelten Zellen Neurosphdren heranwachsen (klonale
Analyse)(Chaichana et al., 2006; Ahmed, 2009).

Die Propagierung der Neurosphdren-Assays Uber mehrere Generatfionen (Replating
Assays) zeigt, ob die Fahigkeit, Neurosphdren auszubilden, limitiert ist oder nicht.
Demnach geben diese in vitro Assays Aufschluss Uber das Selbsterneuerungspotential
als ein Tumorstammezell-Charakteristikum.

Die Zellinien unterschieden sich deutlich. D283 Med, 1580WU0, MHH-Med1 und MEB-
Med-8S zeigten ein limitiertes, wé&hrend DAQY, D425 Med, D341 Med und D3484 un-
begrenztes Neurosphdren-Wachstum in Replating Assays aufwiesen. Basierend auf den
Ergebnissen der Repopulations-Assays kann angenommen werden, dass die
untersuchten Zelllinien unter den getesteten Kulturbedingungen VorlGuferzellen mit

geringerem und héherem Stammzell-Potential enthalten.

4.1.1 Pharmakologische Modulation des Selbsterneuerungs-

Potentials

An der Pathogenese des Medulloblastoms sind akfivierte Signalwege beteiligt, die
Mutationen in Signalwegskomponenten enthalten kénnen und zur unkontrollierten
Proliferation fGhren (Hatten & Russel, 2011). Diese molekularen Veranderungen sollen zu
transformierten (Stamm-)Zellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften, den CSC'’s,
fUhren. Dieselben Signalwege regulieren die physiologische, neurale Stammzell-
Proliferation. Die pharmakologische Applikation spezifischer Liganden und Inhibitoren fir
die drei Entwicklungskontrollsignalwege sollte die Signalwegs-Abhdngigkeit der
Neurosphdrenbildung beleuchten, um daraus Ansatzpunkte fur  verbesserte

therapeutische Ansatze zu erkennen (Rodini et al., 2010).

Die Modulation der Signalwege in humanen und murinen in vifro-Systemen erbrachte,
dass die Bedeutung der Akfivitadt der Hedgehog-, Notch-, und Wnt-Signalwege fir die

Selbsterneuerungs-Kapazitét in den Linien variabel war. Dieses Ergebnis kédnnte auf die
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unterschiedlichen Tumor-Subtypen oder eine unterschiedliche Plastizitdt der Stammzell-
dhnlichen Medulloblastomzellen zurick zu fUhren sein. Die Medulloblastom-Zelllinien
besitzen unterschiedliche Entwicklungsurspringe und reprdsentieren unterschiedliche
Signalwegs-abhdngige Subtypen, mit denen die Heterogenitat erkl@rt wird (BGhren et
al., 2000; Gibson et al, 2010). Akfuelle Arbeiten unterstGtzen eine molekulare
Subgruppierung in vier Hauptgruppen des Medulloblastoms (WNT, SHH, Gruppe 3 und
4)(Taylor et al., 2012).

Die Sonic Hedgehog-Signalgebung wurde mit rekombinantem humanem Shh- und
SAG-Protein agonistisch stimuliert. Insgesamt konnte nur eine geringe Modulation der
KlonogenizitGt mittels des rekombinanten Proteins Shh und des SAG-MolekUls als
Agonisten festgestellt werden. Das Sonic Hedgehog-Protein stellt den natUrlichen
Liganden des Patched-Rezeptors dar und fUhrt zur Akfivierung des Signalweges, indem
Smoothened von Patched freigesetzt wird (Meloni et al., 2006). Nur eine Zelllinie (D283
Med) zeigte eine héhere Neurosphdrenbildung gegenUber der Kontrolle. Die Akfivitat
des nachgeschalteten Smoothened-Proteins wurde mit dem kleinen, synthetischen
Molekdl, dem Shh-Agonist SAG, moduliert, die ebenfalls in Abwesenheit von Patched
erfolgen kann (Frank-Kamenetsky et al., 2002). Die Klonogenizitdt war hier nur bei der

Zelllinie MEB-Med-8S hdéher gegenUber den nicht-behandelten Kontroll-Neurosphéren.

Bei den murinen p’rc”’ -Medulloblastomen wirkte SAG sogar inhibierend. Dieser Effekt
kodnnte durch die Shh-Signalmodulation durch FGF-Signaltransduktfion begrindet sein,
die in Kérnerzellen beschrieben wurde (Wechsler-Reya & Scott, 1999). Ein weiterer Grund
kdnnte die Herrunterregulierung der Signaltransduktion des Smoothened-MolekUls bei
kultivierten murinen Medulloblastomzellen (Sasai et al., 2006) sein.

Zur Blockade der Sonic Hedgehog-Signaltransduktion wurden die Inhibitoren
Cyclopamin, KAAD-Cyclopamin, SANT-1 und GANT-61 eingesetzt. Diese Antagonisten

blockierten in den humanen Zellen zum Teil die Neurosphdren-Bildung. Bei den hier

getesteten pTc”’—obgeIei’re‘ren Medulloblastomzellen wirkte sich die Cyclopamin-

Inhibition effektiver auf die Kolonie-Bildung als bei den humanen Medulloblastom-

Neurosphdren. Somit scheinen pTc”’—MeduIIobIosTomIinien Populationen zu enthalten,
die von der Shh-Signalgebung abhdngen kénnten. Bei den humanen Zellen dagegen
konnte das Wachstum in dieser Arbeit im dhnlichen Konzentrationsbereich gehemmt
werden, wie Romer et al. dies 2004 beschrieben. Diese Arbeit (Romer et al., 2004)
suggeriert weiter, dass eine geringere Konzentration fUr die Signalswegsaktivierung,
jedoch eine hohe Cyclopamin-Konzentration fur die Wachstumshemmung nétig sei. An
murinen Koérnerzellen konnten sie mittels eines Gli-Luciferase Reporters zeigen, dass der
Shh-Signalweg bereits bei 0,5 uM Cyclopamin inhibiert wurde, wéhrend das Wachstum
bei 10-30 uM inhibiert wurde. In der gleichen Abeit wird behauptet, dass der Shh-

Signalweg bei kultivierten Medulloblastomzellen zwischen Smo und Gli-1 in der
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Signalwegskette supprimiert vorliegen muss. Deshalb schliessen Romer et al. (2004), dass
eine Smo-Aktivitét fUr die Proliferation von Medulloblastomzellen in Kultur nicht relevant
sei. Eine Smo-Aktivitat kdnnte ebenfalls fur die Neurosphdren-Bildung keine Rolle spielen.
DarUber hinaus aber kdnnten bei der Shh-Signalumgebung, und zwar zwischen Smo
und Gli-1, weitere Faktoren zwischengeschaltet sein, die ein Tumorstammzell-Verhalten
akfivieren kdnnten. Die Vermehrung von Neurosphdéren durch Antagonisierung des Shh-
Signalweges bei der humanen Zellinie D425 Med (siehe Abbildung 24) in einem
bestimmten Konzentrationsbereich war jedoch Uberraschend. Zhang ef al. (2009)
haben ebenfalls einen stimulatorischen Effekt bei der Behandlung von Brustkrebs-Zellen
mit 10 yM Cyclopamin festgestellt, der zur Hochregulation von Zielgenen des Shh-
Signalweges fuhrte. Ebenfalls wird Uber eine Cholesterin-Akkumulation berichtet, die bei
weniger als 10 uM Cyclopamin nachgewiesen wurde. In koloniebildenden Assays
hingegen, fGhren die Autoren weiter auf, reduzierten sich die klonogenen Sphdren erst
ab 20 puM Cyclopamin. Dagegen wirkte die Ko-Inkubation von 10 ng/ml Shh-N
(aminoterminales Shh) und 10 uM Cyclopamin antagonistisch auf das Netzwerk der
Hedgehog-Genexpression (Zhang ef al., 2009). Eine andere Arbeit wiederum berichtef,
dass CD133-niedrig exprimierende Zellinien, wie DAOY, sensitiver gegenuUber einer
Cyclopamin-Behandlung (16 uM) hinsichtlich der Neurosphdrenbildung sind als hoch-
exprimierende Zelllinien wie die D283 Med (Enguita-Germdn et al., 2010). Bislang wird
vermutet, dass Tumore als Folge von onkogenen Mutationen des Signalweges resistent
gegenuUber einer Cyclopamin-Behandlung werden kdénnten (Chen ef al., 2002).
Zusatzlich kbnne Cyclopamin nur bei Shh-assoziierten Tumoren, die durch einen Verlust
der ptc-Funktion bedingt sind, wirken. Die Cyclopamin-Inhibition wirde aufgehoben
werden, wenn Mutationen auf Hohe des Smo-Proteins oder Downstream-Komponenten
stattfinden (Taipale et al., 2000). Weiterhin kédnnte Cyclopamin eine zu niedrige Affinitat
zum Smo-MolekUl aufweisen und daher moglicherweise nicht effektiv sein (Romer et al,,
2004). Im Gegensatz zum Smo-Antagonist Cyclopamin, blockiert GANT-61 downstream
des Smo- und SuFu-Proteins das Gli-MolekUl des Shh-Signalapparates. Gli-1 steuert nach
nucledrer Translokation die transkriptionelle Aktivitat (Lauth et al., 2007). Behandlung der
Zellen mit GANT-61 fUhrte hier bei der D425-Med-Zellinie und bei den murinen
Medulloblastom-Zellen zu einer Inhibition der Neurosphdrenbildung. Dieses Ergebnis
spricht daflr, dass es sich bei GANT-61 um einen effektiven Antagonisten des Shh-
Signalweges handelt.

Die mit y-Sekretase-Inhibitoren vemittelte Blockierung des Notch-Signalweges stellt eine
weitere therapeutische Option bei Gehirntumoren und dem Medulloblastom dar.
Glioblastomzellen zum Beispiel zeigten zum Teil Resistenz bei einer I&dnger anhaltenden
Notch-Blockade als Monotherapie (Schreck et al., 2010), jedoch war diese Blockade
fahig, die Tumorneurosphdaren-Bildung zu vermindern (Schreck et al., 2010; Chen et al.,

2010). Fan et al. 2006 zeigte, dass bei einer Notch-Blockade mittels y-Sekretase-
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Inhibitoren die Medulloblastom-Bildung im Xenotransplantat-Modell inhibiert wurde. Die

Blockierung des Notch-Signalweges fUhrte hier ebenfalls zur verminderten Kapazitat,
Neurosphdren zu bilden. Bei allen hier mit den y-Sekretase Antagonisten behandelten

Zellinien zeigte sich tendenziell eine Reduktion der Neurosphdren-Bildung. Am stérksten
wirkten die Antagonisten LY-411575 und L-684,458.

Der kanonische Wnt-Signalweg hat wesentliche Bedeutung in der Tumorstammezell-
Biologie (Reya & Clevers, 2005; Guessous et al., 2008). Die Stimulierung oder Blockierung
dieses Signalweges und die kostimulatorischen sowie kompetitiven Ansétze fUhrten zum
Teil zu verdndertem Neurosphdrenbildungspotential. Aus den Ko-Stimulierungen folgte
z.B. eine vermehrte Neurosphdrenbildung bei den Zellinien D425 Med und MEB-Med-83
nach einer unterbindenden (Dkk-1-Antagonist), sowie auch nach einer stimulierenden
(GSK-3B-Inhibitor) Applikation, jeweils zusammen mit dem Liganden Wnt-3a, bei den
Zellinien D425 Med und DAQY. Diese Antwort kénnte eine Resistenz bedeuten, bei der
eine WNT-Signalwegs-Aktivierung beteiligt sein k&dnnte. Die D425 Med-Zelllinie zeigte im
Allgemeinen unter allen blockierenden Versuchen die deutlichste Resistenz. Dies konnte
auch im Bestrahlungs-Versuch vergleichend zu den anderen Linien festgestellt werden.
Eine WNT-Signalwegs-Inhibierung durch Dkk-1 fUhrte nur in der DAOY-Zellinie zur
Unterdrickung der klonalen Tumorsphdrenbildung. Im Medulloblastom soll endogenes
Dkk-1 epigenetisch herabreguliert sein; nach Reexpression soll Dkk-1 aber in der Lage
sein, die Neurosphdrenbildung zu reduzieren (Vibhakar ef al., 2007). Der GSK-3p-Inhibitor
zeigte unter allen behandelten Zellinien nur bei der MEB-Med-8S-Zellinie einen
signifikanten EinfluB auf die Neurosphdrenbildung. FUr die GSK-3p-Inhibition werden
unterschiedliche Akfivitdten beschrieben. Patel & Woodgett berichteten im Jahr 2008,
von einer Erhéhung als auch von einer Reduktion des klonogenen Potentials durch GSK-
3B-Inhibierung. Eine reduzierte GSK-3p-Aktivitat bewirkte eine Dosis-abhdngige Erhéhung
der Klonogenizitdt bei embryonalen Stammzellen, aber eine reduzierte Klonogenizitat
bei Glioblastomzellen (Wray et al., 2012; Korur et al, 2009). Uberraschend war die
Stimulierung durch den Wni-Agonisten WNT-Ag, der unerwartet zu einer reduzierten
Klonogenizitat fGhrte, was jedoch nicht in allen Fallen signifikant war.

Die Beteiligung der drei hier untersuchten Entwicklungskontrollsignalwege auf die
Neurosphdrenbildungsféhigkeit lassen eine unterschiedliche Konzentrations-abhangige
Sensitivitdt und eine Zelltyp-spezifische Resistenz nach einer pharmakologischen
Modulation erkennen. Die hier untersuchten Medulloblastom-Zelllinien reprdsentieren
unterschiedliche Subtypen des Medulloblastoms, und weisen offensichtlich eine

erhebliche Variabilitét inrer Regulation auf.
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4.2 Differenzierungsfahigkeit von Medulloblastom-

Neurosphdren

Die Histogenese des Medulloblastoms ist nicht abschliessend geklart. Klar ist, dass es sich
um einen Tumor mit divergierender Differenzierungskapazitdt handelt, welcher
unterschiedliche Urspringe besitzen soll in Hinblick auf die unterschiedlichen
histologischen Varianten (Ellison, 2002). Selbsterneuernde Tumorstammezellen stellen
nicht-terminal  differenzierte  Zellen mit Proliferationsvermégen dar, die das
Tumorwachstum begUnstigen. Deren terminale Differenzierung zu induzieren, kdnnte
einen Therapie-Ansatz darstellen (Sell, 2004). In dieser Arbeit wurde deshalb die
Differenzierungsfahigkeit der Neurosphdren unter Serum-freien, differenzierenden
Kulturbedingungen getestet. Neurosphdren und differenzierte Neurosphdren wurden in
Paraffinblécke eingeschlossen, um Immunfdroungen mit Differenzierungsmarkern

durchzufUhren.

Im Allgemeinen zeigten die Ergebnisse (siehe Tabelle 9) aus der Untersuchung zur
Neurosphdren-Differenzierung eine Verschiebung innerhalb ihres Reifegrades, welche
einen intermedidren Vorlduferzell-Status mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad
anzeigen kdnnte. Weiter suggeriert dieses Ergebnis, dass das Medulloblastom nur ein
niedriges Differenzierungspotential besitzt. So zeigten die ,,D283 Med Neurosphdren®
einen eher unreiferen astrozytGren (S100B) Vorldufer (CD15-Expression)-Zelltyp mit
hoherer Proliferation; im Vergleich dazu die ,,D283 Med Differenzierte Neurosphéren®
mit einem eher astroglialen (GFAP-Expression) Vorldufer-Differenzierungszelltyp und
abnehmender CDI15-Expression, die mit einem erhdhten Differenzierungsgrad
einhergehen kénnte. Die ,DAQOY Neurosphdren" zeigen einen neuro-astrozytdren
(Map2C- und S100B-Expression) Phdnotypen vergleichsweise zu der eher astrozytdren
Vorlauferzelltyp-geprégten Probe der ,,DAQY Differenzierte Neurosphdren®. Map2C ist
ein in Neuronen und Dendriten exprimierter neuronaler Marker. Die MAP2- (Microtubuli-
Assoziiertes Protein 2) Proteine tragen weiter zusammen mit den Mikrotubuli an dem
Initiierungsprozess von Neuriten bei (LeClerc et al., 1993; Dehmelt et al. 2003). S100pR ist
ein Marker fUr astrozytdre Zellen (Raponi et al., 2007). Weiterhin ist fUr diese Zelllinie eine
Expression des Stammzellmarkers ALDH1AT1 bei beiden Proben zu finden. Dies kdnnte
auf eine Differenzierungsresistenz hindeuten. In der Literatur berichten Li und seine
Kollegen im Jahr 2004 bei der D283 Med-Zellinie das Erreichen eines weiter
differenzierten Phanotyps mittels Differenzierungs-induzierenden Agenzien, wahrend bei
der DAQOY-Zelllinie eine Differenzierungsresistenz festgestellt wurde. Die Reakftivitat des
glialen  Markers GFAP und des neuronalen  Synaptophysin-Markers — als

Differenzierungsmarker soll fir die DAQOY-Zellen nach Behandlung marginal gewesen
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sein (Li et al., 2004). Synaptophysin ist in prasynaptischen Vesikeln und Neuronen zu
finden. AuBerdem gilt Synaptophysin als zuverl@ssiger Marker fir neuronale Tumore
sowie dem Medulloblastom (Schwechheimer et al., 1987). Die Untersuchung Uber die
Differenzierungsfdhigkeit bei den ,,D425 Med Neurosphdren* legt eine neuro-astrozytdre
Differenzierung nahe, da mehr Synaptophysin und S-100B als bei der Probe ,,D425 Med
Differenzierte Neurosphdren' exprimiert wurde und letztere einen eher unreiferen
Vorlauferzellstatus  mit  geringerer CD15-Expression zeigte. FUr die ,, 1580WU
Neurosphdren' ist eine neuro-astrozytdre Differenzierungs-Richtung  (Map2C,
Synaptophysin, S100B) erkennbar, die sich moglicherweise in den ,,1580WU
Differenzierten Neurosphdren* durch den leichten RUckgang des Proliferationsmarkers
MIB-1 verstéarkt. Auch hier kdnnte es sich bei den Linien D425 Med und 1580WU um eine
Differenzierungsresistenz handeln. Die Ausgangs-Differenzierung bei den ,, MEB-Med-8S
Neurosphdren” l&sst eine neuronale Ausrichtung erkennen, die eine deutliche
Differenzierungsverschiebung durch die Map2C-, Synaptophysin- und S100B-
Expressionen in einen stdrkeren neuronalen Phdnotypen in den ,,MEB-Med-8S
Differenzierte Neurosphdren® durchmacht. Die Linie D3484 zeigt sich in beiden Proben,
den ,D3484 Neurosphdren' und ,D3484 Differenzierten Neurosphdren®, schwach
neuro-astrozytdr bis neuronal differenziert. Eine Abschwéchung der Map2C-Expression,
die leichte VerstGrkung der Synaptophysin- und die deutliche NeuN-Expression in der
Probe unter differenzierenden Bedingungen spricht fUr einen héheren Differenzierungs-
Grad und zwar zu einem mehr neuronalen Phénotypen. Bei allen hier untersuchten
Zelllinien war der NeuN-Marker Uberwiegend schwach cytoplasmatisch und weniger im
Kern exprimiert — auBer bei der MEB-Med-8S Zelllinie. NeuN ist ein Marker, der die
terminale Differenzierung von Neuronen im Kern anzeigt (Mullen et al, 1992).
Méglicherweise kdnnte eine cytoplasmatische Expression eine unvollstGndige
Ausreifung bzw. einen unreifen Status bedeuten (Sarnat et al. 1998).

Des Weiteren konnte in den Proben unter differenzierenden Bedingungen der
Stammzellmarker Sox2 und der Vorlduferzellmarker CD15 nachgewiesen werden. Der
Artikel von Pevny & Nicolis berichtet Uber Sox2, dass es die Eigenschaften von
Gehirnstammzellen und den unreifen Charakter bei Vorlduferzellen aufrechterhdit.
Seine Funktion soll Dosis- und Kontext-abhdngig sein. Deshalb wdre eine Sox2-Expression
auch bei Differenzierungs-Prozessen von entscheidender Bedeutung. So fUhrte eine
teilweise verminderte Sox2-Expression zu Differenzierungs-Defekten bei normalen
Stammzellen des Telencephalons, die Uberraschenderweise normale
Selbsterneuerungs-Aktivitat behielten. Ebenso kann es durch Herrunterregulieren der
entsprechenden Gene eine Ausdifferenzierung verhindern (Pevny & Nicolis, 2010).
Wahrscheinlich handelt es sich hier ebenfalls um eine Dosis-abh&ngige Sox2-Expression,
die eine Differenzierung vermitteln kénnte, welche durch die Ergebnisse dieser

Untersuchung nicht weiter aufgeschlUsselt werden kann. CD15 (Syn.: SSEA-1) soll mit
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Stammzell-Eigenschaften assoziiert sein, da es auf embryonalen pluripotenten und

adulten neuralen Stammzellen exprimiert wird (Capela & Temple, 2002). CD15" -Zellen
zeigten Selbsterneuerungs-Kapazitdt, Multipotenz-Fahigkeit und waren in der Lage,
einen Tumor zu initieren (Son et al., 2009; Read et al., 2009). CD15 konnte auf den Linien
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Allerdings wurden einzelne CD15-positive
Zellen in der Linie D425 Med erst unter Differenzierungs-Bedingungen nachgewiesen.
Die Bedeutung dieses Befundes bleibt unklar.

Unter adhd&siven Differenzierungs-Bedingungen (siehe Tabelle 10) unterschied sich das
induzierte Differenzierungspotential-Muster unwesentlich im Vergleich zu demjenigen
ohne Beschichtung der Zellkulturflaschen mit Substrat (siehe Tabelle 9). Eine weitere
Beobachtung unter denselben Bedingungen bei Shh-Zugabe fUhrte zu den ,,D425 Med
Differenzierten Neurosphdren+Shh* zu einer verstarkten astrozytdren Mehr-expression (S-
100B) und zu einer Shh-vermittelten B-Catenin-Expression. Demnach scheint eine B-
Catenin-Signalgebung im Zuge eines Differenzierungsprozesses von dem Shh-Signalweg
verstarkt bzw. induziert zu werden. Die Aktivierung des B-Catenin-Signalweges durch
seine nucledre Akkumulation findet sich in Neoplasien wie den Gehirntfumoren wieder.
Unter den vielen Funkfionen von B-Catenin wurde im Zentralnervensystem der Maus
gezeigt, dass es in der UnferdrGckung der Differenzierung und folglich an dem
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Differenzierung beteiligt sein kann (Morin,
1999; Zechner et al., 2003). Dagegen fUhrten diese Bedingungen bei der D3484-Linie zu
einem Shh-vermitteltem RUckgang der Map2C-, NeuN- und S-100B-Expression in dem
Versuchsansatz ,,D3484 Differenzierte Neurosphdren+Shh' im Vergleich zu der Spalte

,D3484 Differenzierte Neurosphdren" (siehe Tabelle 10).

Rekapitulierend I1&sst sich feststellen, dass die Markerexpression in den Medulloblastom-
Zelllinien sehr variabel war. Dies kdnnte auf eine limitierte Differenzierungsfahigkeit
hindeuten. In der Literatur wird ein pluripotentes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren
beschrieben, welches das Gleichgewicht zwischen der Stammezell-Pluripotenz und der
Stammzell-Differenzierung reguliert. Die Uberexpression von Stammzell-spezifischen
Proteinen (Nanog, Oct4, Sox2) in schlecht differenzierten Tumoren werden weiter von c-
myc und von Proteinen der Polycomp-Gruppe wie dem Bmi-1 (B lymphoma Mo-MLV
insertion region 1) reguliert, die bei der Regulafion der Differenzierung mit den
pluripotenten Genen kooperieren (Kashyap ef al., 2009). Die Mechanismen, die zur
Differenzierungsresistenz ~ fUhren, sind  unklar; madglicherweise  besteht  ein
Zusammenhang mit den genetischen Verdnderungen der Zellen. So liegt zum Beispiel c-
MYC im Medulloblastom oft Uberexprimiert vor (von Bueren ef al., 2009). Eine Resistenz
des Ausdifferenzierens bei Gehirnturmorstammezellen wird ebenfalls von Zhang et al.,

2006 erwdhnt. Zu einer weiteren Erkldrung kéonnte die Arbeit von Laywell et al. im Jahr
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2005 beitragen. Primdre murine neurale Neurosphdren konnten in vitro zu ,hybriden
Differenzierungs-Ph&notypen* einer einzelnen Zelle, einem ,Neuronen-Astrozyten”,
differenziert werden. Diesen Mischformen wurde ein infermedidrer Transdifferenzierungs-
bzw. Dedifferenzierungs-Zustand zugeschrieben. Einerseits dUrften die in vitro
Konditionen solche hybriden Phdnotypen hervorrufen, andererseits kdnnten solche
intermedidren Phanotypen in vivo wdhrend der Tumorentstehung existieren, die unter
Bedingungen wie Stress das neurale Zellschicksal beeintrdchtigen kdnnten (Laywell ef
al. 2005).
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4.3 Vergleichende Charakterisierung des Medulloblastom-

Stammzellphanotyps mittels CD133 und anderer Marker

Das glykosylierte Epitop AC133 des CDI133-MolekUls wird als Stammzell- bzw.
Tumorstammezellmarker diskutiert. Die Rolle der Expression und Regulation von diesem
Epitop im Tumor als Stammzellmarker ist nicht vollstdndig bekannt. Die Eignung von
CD133 als Tumorstammezellmarker in Medulloblastom-Zelllinien sollte hier untersucht
werden. Konkret sollte die Fdhigkeit, Neurosphdren zu bilden, in CD133-positiv und
CD133-negativ angereicherten Subpopulationen getestet, sowie die
Aldehyddehydrogenase-Akftivitét (ALDEFLUOR Assay) in den CD133-Subpopulationen
untersucht werden. SchlieBlich sollten differenziell exprimierte Gene in der Microarray-
Analyse identifiziert und mit unabhdngiger Methodik validiert werden.

Die AutoMACS-angereicherte CD133-positive Fraktion der D283 Med-Zellen zeigte ein
hoheres Neurosphdren-Wachstum als die CD133-negativen Zellen. Allerdings erlangte
die CD133-negative Fraktion nach Rekultivierung das Ausgangs-CD133-Expressionsprofil
wieder. Das Ergebnis fir D283 Med wirde mit der Hypothese Ubereinstimmen, dass die
CD133-positiven Zellen héhere Selbsterneuerungs-Fahigkeiten besitzen im Gegensatz zu
den CDI133-negativen. Die D3484-Zellinie zeigte allerdings keinen Unterschied im
Neurosphdren-Potential zwischen CD133-héher und CD133-weniger exprimierenden
Zellen. Die Pofenz, Neurosphdren auszubilden, war zwischen den verschiedenen
Zellinien deutlich variabel, und korrelierte nicht immer mit der CD133-Expression. Dies
fOhrt zu dem Schluss, dass die CDI133-Expression nicht zwangsldufig mit der
Selbsterneuerungs-Fahigkeit im Medulloblastom zusammenhdangt.

Zur weiteren Charakterisierung diente der ALDEFLUOR-Assay. Eine hohe ALDH-Expression
gilt als Marker fur Stammzell-dhnliche Zellpopulationen in humanen und murinen
Geweben und Tumoren, die mittels ALDEFLUOR-Assay identifiziert und isoliert werden
kdnnen (Alison et al., 2010). In dieser Arbeit konnten bei humanen als auch bei den
murinen Medulloblastom-Zelllinien positive Populationen mit dem ALDEFLUOR (AF)-Assay
nachgewiesen werden. Die Expression von CDI133 als Stammzellmarker und die
ALDEFLUOR-Positivitét war unabhdngig; es liessen sich Subpopulationen diskriminieren
mit unterschiedlicher Verteilung und Stdrke der beiden Marker. Ein dhnlicher Befund
zeigte sich bei den Shh-Signalweg-aktivierten murinen ptc-Medulloblastomzellen.
Daraus lasst sich schlieBen, dass weitere, zur Heterogenitdt beitragende biologische

Mechanismen existieren muUssen.

Uber das Stammzell-Potential von ALDH'/CD133" -Subpopulationen findet man in der

Literatur unterschiedliche Einstufungen. Im hepatozelluldrem Karzinom wurde gezeigt,

dass die ALDH'/CD133" -Subfraktion die Tumorstammzell-Population spezifischer

charckterisieren kann (Ma et al, 2008). Andere Arbeiten stUtzen die Hypothese, dass
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alleine die ALDH-Aktivitadt ausreichend fur die Identifiziierung von Zellen mit héherem
tumorigenem Potential sei (Kim et al., 2011). Sullivan et al., 2010 zeigten, dass im Lungen-
Adenokarzinom eine stark ALDH-positive Stammzellpopulation  klonogener und
tumorigener als die ALDH-negative war.

Verschiedene zZur ALDH-Familie gehdrende Genprodukte werden als
Tumorstammezellmarker betrachtet, darunter ALDHIA1 und ALDHITA3. Es ist wenig
bekannt, welche Isoformen an der ALDH-Aktivitadt im ALDEFLUOR-Assay beteiligt sind,
denen eine Rolle als Stammzell-Marker zugewiesen werden konnte. ALDHIAT-Expression
soll mit einer schlechten Prognose bei Patienten korrelieren (Li et al., 2010; Alison et al.,
2010; Marcato et al., 2011). So konnte eine geringe Expression von ALDH1AT1 nur bei
DAQY immunhistologisch, dagegen ALDH1A3 (mit CD133 koexprimiert) bei Zellen der
D283 Med-Linie und der D3484-Linie mittels der quantitativen real-time PCR
nachgewiesen werden. Wie weit diese Expression den Tumorstammzell-Ph&notyp im
Medulloblastom représentiert, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.
Zellzyklus-Analysen stellen eine weitere Moglichkeit dar, aktive, im Zyklus befindliche
Populationen von ruhenden zu beschreiben. FUr Stammzellen gilt es, die Balance
zwischen ruhendem und differenziertem Status zu halten. lhre Aufgabe besteht darin,
einerseits gentgend selbsterneuvernde Stammezellen bereitzustellen und gleichzeitig
nicht auszudifferenzieren (Doe, 2008). Die Signale aus der Umgebung (Stammzell-
Nische) fUr die Konftrolle der Selbsterneuerung, der Ausdifferenzierung und Apoptose
sind nicht ganz klar. Stammzellen verbleiben meist in der GO- oder Gl1-Phase. Sie
mobilisieren sich erst, in die S(Synthese)-Phase Uberzutreten, wenn mitogene Stimuli
dazu anregen oder DNA-Sch&den zu reparieren sind (Cai et al., 2004). Die Hypothese
der langsam-teilenden, aber aufgrund der Anhdufung von Mutationen unendlich
proliferierenden CSC'S wirft die Frage auf, welche Beziehung zwischen Quiescence und
Proliferafion von CD133-Subpopulationen besteht (Yu et al, 2011). Die CDI133-
Subpopulationen - positive und negative - sollten hier auf den Zellzyklus-Status
untersucht werden, um die Assoziation der CD133-Expression zu undifferenziertem bzw.
ruhendem Status zu prifen.

Mittels Darstellung des DNA-Gehaltes und gleichzeitiger CD133-Messung zeigte sich,
dass sich von der CD133-positiven Fraktion mehr Zellen im Zellzyklus befanden als von
der CD133-negativen Fraktion. Jedoch I&sst dieses Ergebnis keine direkten SchilUsse auf
die in der CD133-positiven Fraktion enthaltenen Tumorstammezellen zu, da diese nur eine
kleine  Subpopulation  darstellen.  Dass die  CDI133-Expression bei  den
hochproliferierenden Zellen (G2-Phase) und die wenig CD133-exprimierenden Zellen in
der GO/GI1-Phase anzutreffen sind, wurde auch in der Arbeit von Jaksch et al. (2008)
publiziert, welche Ergebnisse aus verschiedenen Zelltypen resimierten. Ahnlich wie in
dieser Arbeit befanden sich die CD133-positive Zellen im Zellzyklus, waren somit aktiver

als die CD133-negativen Blutzellen, wie Grskovic et al., 2004 beschreibt.
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Eine weitere Methode zum Nachweis von Stammzellen ergibt sich aus der Hypothese,
dass Stammzellen langsam-proliferierend bzw. ruhend sind. Unterschiedliche Techniken
fUr die Isolierung solcher Zellen wurden etabliert. Langsam-teilende Zellen mit den
Eigenschaften der Selbsterneuerung, der Proliferation und der Multipotenz konnten im
Glioblastom identifiziert werden (Deleyrolle et al., 2011). Besonders effektiv ist der
Nachweis sogenannter ,Label Retaining Cells" (LRC) im Gewebe bzw. Zellkultur, fir
solche sich langsam-teilende Zellen. Dabei wird mithilfe eines lentiviralen Vektors eine
Tet-regulierte Histon H2B-GFP-Expressionskassette in Zellen eingebracht und sogenannte
Label Retaining Zellen nachgewiesen (Falkowska-Hansen, 2010). Die ruhende Natur der
Tumorstammezellen soll zur Resistenz gegenUber der Chemotherapie und zur Bildung von

Tumorrezidiven beitragen (Moore & Lyle, 2011). In dieser Arbeit wurden DAQOY-Zellen

stabil mit diesem Konstrukt infizierf. Nach ungefdhr 7-10 Tagen konnten nur noch

einzelne grine GFP'-Zellen mikroskopisch beobachtet werden. Dass nur ganz wenige,
langsam-teilende grine Zellen Ubrig blieben, die bei darauffolgenden Passagen nicht
mehr nachgewiesen werden konnten, kénnte an einer hohen Proliferationsrate dieser
Zelllinie liegen. Dieses Zellmodell war somit nicht geeignet, um ausreichende LRC-Zellen
zu isolieren bzw. zu charakterisieren. Venezia et al. postulierten im Jahr 2004 die Existenz
von proliferativen und quiescenten Zonen im Knochenmark, die Nischen-abhdngig sind.
Bei hdmatopoetischen Stammzellen fanden sie heraus, dass Gene des Zellzyklus und
der Zell-Migration zur frihen und spdten Phase der Proliferation exprimiert werden. Bei
den Phasen der Quiescence wurden anfiproliferative Gene und solche des JAK/STAT-
Signalweges als akfiviert beschrieben. Hinzu wird eine Zunahme der Zell-Zell-Adhdsion
und gleichzeitiger Reduktion der Zell-Migration als eine Eigenschaft der Quiescence
erkl@rt, und auf die Expression von Endoglin als repréasentativen Kandidaten

hingewiesen (Venezia et al., 2004).
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4.4 Identifizierung und Validierung differentiell in CD133-

Populationen exprimierter Gene

Die Microarray-Analyse zeigte einige neue CDI133-koregulierte Kandidaten-Gene auf.
Die Validierung mittels der real-time RT-PCR brachte zwei CD133-assoziierte Gene aus
allen vier Vergleichsansatzen (siehe Tabelle 7; Abbildung 20) hervor, das MPPED2- und
TTR-Gen. Diese kdnnten neue Marker fur Medulloblastomzellen mit Stammezellcharakter
darstellen.

MPPED2 (Metallophosphoesterase domain containing 2) ist eine
Metallophosphoesterase, Uber deren genaue Funktion nur wenig bekannt ist. Bisher
wurde sie im fotalen Gehirn exprimiert vorgefunden (Schwartz et al. 1995). Sie kénnte als
Marker zur weiteren Subfrakfionierung von CD133-Medulloblastomsubpopulationen
eingesetzt werden.

TTR (Transthyretin), welches auch als Préalbumin bekannt ist, zeigte vergleichsweise zu
den anderen Genen die hdchste Uberexpression in den CDI133-angereicherten
Medulloblastom-Fraktionen. Es kodiert fUr ein Transporter-Protein von lipophilen
MolekUlen, u.a. Hormonen und Retinoiden, wie Retinol (Vitamin A). Es wird im Gehirn im
Epithel des Plexus choroideus synthefisiert und in die cerebrospinale FlUssigkeit
abgegeben (Alorecht ef al., 1995). Weitere bekannte Aufgaben von Transthyretin sind,
dass es vornehmlich das SchilddrGsen-Hormon in das zentrale Nervensystem
fransportiert. Ausser den extrazellulGren Aufgaben von Transthyretin wurde es ferner mit
einer infrazelluldren Rolle belegt. Es wurde in den Mitochondrien und im Nucleus des
humanen retinalen Pigment-Epithels detektiert, wo es auf subzelluldrer Ebene als
cytosolisches Transporter-Protein  das Thyroxin-Hormon zur richtigen Bindungsstelle
hinfOhren kénnte (Getz et al., 1999). Ein Fehlen von TIR bedeutet verminderten Transport
des Thyroxin-Hormons, was sich auf die Thyroxin-Hom&ostase auswirkt, und betroffene

Zellpopulationen kénnen ihr Zellprogramm nicht ausfGhren. In VorlGuferzellen der

subventrikuldren Zone fihrte dies bei TIR” -Mdusen zur reduzierten Apoptose
(Richardson et al., 2007). Wahrscheinlich spielt das Expressions-Niveau eine Rolle. Im
Medulloblastom wurde das Vorhandensein einer niedrigen Expression gezeigt (Albrecht
et al., 1995). Ebenfalls signifikant niedriger exprimiert wurde es in Gehirnen von
Patienten mit Morbus Alzheimer im Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden
(Velayudhan et al., 2012).

Eine Doppelmarkierung von CD133"/TTR" -Zellen wirde eine weitere Subfraktionierung,

und die weitere Charakterisierung von TIR im Medulloblastom erlauben. Transthyretin

kdnnte als ein  potentieller Biomarker (CD133"/TIR") zum  Aufspiren von

metastasierenden Stammzell-Ghnlichen Medulloblastom-Zellen in Betracht gezogen
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werden, welche im Liquor oder im Blut vorkommen kdnnten. Bei der Alheimer’'schen
Erkrankung wird es als ein Kandidaten-Marker diskutiert (Velayudhan et al., 2012).

Eine differentielle Genexpressionsanalyse wurde in einer anderen Arbeit bei der DAOY-
Medulloblastom-Zelllinie durchgefUhrt. Dabei konnten hochregulierte Gene im CD133-
positiven angereicherten Zellmaterial entdeckt werden, die fUr die Wnt- und Notch-
Signalwege, sowie fUr die Neoangiogenese typisch sind. Weder MPPED2 noch TIR
wurden in dieser Arbeit gefunden (Gu et al, 2011). Transkripfom-Profile von CD133-
assoziierten Genen des Glioblastoms zeigten, dass die meisten CD133-hochregulierte
Gene in Zellzyklus-Prozessen wie der Mitoseregulation involviert sind, und Ahnlichkeit der
CD133-Signatur mit der von humanen embryonalen und neuralen Stammzellen
aufwiesen (Yan ef al, 2011). Weitere Arbeiten im GClioblastom suggerieren, dass
aufgrund des Transkriptionsprofiles beide (CD133-positive und CD133-negative)
Subpopulationen  Tumorstammezell-Eigenschaften  besédBen, die unterschiedliche
Urspronge hatten und die sich molekular unterscheiden wurden (Lottaz et al., 2010; Beier
et al., 2007; Joo et al., 2008).
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4.5 Schlussfolgerung zur Rolle der CD133-Expression im

Medulloblastom

Verschiedene Arbeiten zur Regulation von CD133 in unterschiedlichen EntitGten und
Uber seine Rolle als Tumorstammzellmarker liegen vor.

Das CDI133-Stammzellantigen wird auf transkriptioneller, post-franslationaler und
epigenetischer Ebene durch DNA-Methylierung reguliert. Seine Regulatfion scheint
komplex zu sein. Pellacani et al. (2011) berichten, dass die DNA-Methylierung des
CD133-Promoters, Zellkultivierungsbedingungen und andere Mechanismen die CD133-
Expression bei etablierten Zellinien des Prostata-Karzinoms regulieren kénnen.

Uber posttranslationale Modifikationen, wie die N-Glykosylierung und Sialylierung wird
berichtet, dass sie die Stabilitdt des AC133-Epitopes auf dem CD133-Glycoprotein
beeintrdchtigen (Zhou et al., 2010; Mak et al., 2011).

Der CD133-Stammzellmarker wird des Weiteren durch Stress-Faktoren moduliert (z. B.
Hypoxie). Die Arbeit von Blazek et al. (2007) belegt, dass Hypoxie in DAQY-Zellen zur
Erweiterung der CD133-positiven Fraktion fGhrt. In Glioblastomzellen (Griguer et al,,
2008) fuhrte die Hypoxie zur Erweiterung des CD133-Sektors, die transient und reversibel
war. Wahrend der Bildung der Tumormasse sind Tumorzellen der Hypoxie ausgesetzt.
Unter Hypoxie werden embryonale Stammzellen undifferenziert aufrecht gehalten
(Zachar et al., 2010). Durch das Hypoxie-abhdngige HIF-Gen konnten in Tumorzellen
Stammzellmarker induziert werden (Mathieu et al., 2011).

Dass die meisten Zelllinien wahrend der in vitro Kultur niedrige CD133-Levels haben, wird
bisher auf die normoxischen Inkubations-Bedingungen zurGckgefihrt (Griguer et al.,
2008). Es ist bekannt, dass Gehirn-Tumorstammzellen von der Mikroumgebung
(vaskulare Nische) abhdngig sind und die Selbst-erneuernde Frakfion dadurch aufrecht
erhalten wird (Calabrese et al., 2007). In dieser Arbeit wurden variierende CD133-
Expressionslevel festgestellt. Ein  Vergleich der CDI133-Expressionsangaben in
Medulloblastomzellen in verschiedenen Publikationen ergibt, dass zum Beispiel DAOY-
Zellen 20,6% CD133 (Blazek, et al. 2006) exprimierten. In der Arbeit von Fan et al., (2006)
werden Werte fUr CD133-positive Zellen von ~10% fur DAOY und ~60% fur D425 Med
angegeben. Andere Werte Uber die Zelllinien Meb-Med 8A von 29,38% und fUr die D283
Med 8,96% (Kim et al., 2009, AACR Abstract) werden erwdhnt, die stark von den in
dieser Arbeit gemessenen positiven Fraktionen divergieren. Diese Unterschiede durften
mit den Zellkulturbedingungen zusammenhdngen und mit zufdalligen
Selektionsprozessen, die wdhrend der Kultur stattfinden. Grskovic ef al., 2004 konnte

ebenfalls belegen, dass unterschiedliche Serum-angereicherte Zellmedien sich auf den

Zellzyklus von CD133" und CD133 -Zellen und auf deren Anreicherung auswirken, die

jedoch prospektiv genutzt werden kdnnten.
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Diese Daten zeigen, dass es sich bei der CD133-positiven Fraktion nicht um eine feste
Subpopulation von Zellen handelt, sondern um eine variable Population in einem
bestimmten Funktionszustand.

Eine weitere Beobachtung an der D3484-Linie ergab, dass die CDI133-Expression
abhdngig von der Adhdasion auf dem Untergrund der Polystyrol-Zellkulturflasche sein
konnte. Zel-Adhdsion kénnte das glykosylierte AC133-Epitop regulieren. Aus den
Genetrail-Ergebnissen der Microarray-Analyse in dieser Arbeit wurden in der CD133-
positiven Fraktion assoziierte Gengruppen Gber Interakfionen der extrazellulGren Matrix
und der fokalen Adhdsion gefunden (siehe Tabelle 12, Anhang). Diese Zellen kdnnten
als Zellmodell fUr weiterfUhrende Untersuchungen zu Selbsterneuerungs- und
Differenzierungs-Eigenschaften dienen. Ahnlich entwickelten Kuci et al. (2003) aus
CD133-positiven peripheren Blutzellen auf Plastik adhdrente Zellen mit Ausldufern, die zu
CD133-negativen Zellen wurden. Darauffolgend bildeten diese Zellen nicht-adhdrente
Klone von CD133-positiven Zellen.

Die Rolle von CD133 als Stammzellmarker wird noch diskutiert. So wird suggeriert, dass
sein Nufzen eher in der Kombination mit anderen Markern oder Anwendungen I&ge,

Stammezell-dhnliche Populationen zu identifizieren (Wu & Wu, 2009).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das maligne Medulloblastom, welches aus unreifen neuralen Zellen des Kleinhirnes
entsteht, zeigt eine zelluldre und molekulare Heterogenitdt. Die CSC-Hypothese soll zu
einem besseren Verstdndnis der Tumorbiologie mithilfe eines hierarchisch aufgebauten
Modells verhelfen. Wesentliche Aspekte dieser Hypothese sind die Selbsterneuerungs-
und Differenzierungs-Fahigkeit von Tumorstammzellen. Dabei stehen die sich
selosterneuernden Tumorstammzellen unter der Kontrolle von Signalwegen, die
dereguliert/aktiviert sein und zur unkontrollierten Proliferation fGhren kénnen. Im
Medulloblastom wurden CD133-positive Zellen mit Stammzelleigenschaften identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Charakterisierung von Tumorstammzellen des
Medulloblastoms und die Analyse ihrer molekularen Regulation zundchst mithilfe des
CD133-Tumorstammzellmarkers analysiert. Hierbei wurde festgestellt, dass CD133-
positive Subpopulationen der D283 Med Linie eine hohere Kapazitdt zur
Neurosphdrenbildung hatte als CD133-negative. Jedoch korrelierte die Potenz,
Neurosphdren auszubilden, nicht in allen Zellmodellen mit der Expression des
Tumorstammezellmarkers CD133. Die verschiedenen untersuchten Medulloblastomzellen
wiesen in vitro ein unterschiedliches ausgepragtes Selbsterneuerungs-Potential auf. Des
Weiteren wurden in CD133-angereicherten Zellpopulationen differentiell exprimierte
Gene mittels Array-Hybridisierung identifiziert und mittels quantitativer PCR (Tagman)
validiert. In der CD133-angereicherten Population konnten wir das im pré&natalen
Gehirn  exprimierte Gen MPPED2, sowie TIR (Transthyrefin) als Uberexprimiert
identifizieren. Zellzyklus-Analysen ergaben, dass sich CD133-positive Populationen eher
im Zellzyklus befinden und CD133-negative in der GO/G1-Phase. Im DAQY-Zellmodell
konnten wir keine langsam proliferierenden Stammzellen mit der Methode des Label
Retaining nachweisen. Die in Stammzellen und Vorld@uferzellen erhdhte

Aldehyddehydrogenase-Akfivitat wurde als weiteres Charakteristikum untersucht.

Hierbei fanden sich Uberlappende CD133™- und ALDH'-Populationen, mit Nachweis
einer doppelt positiven Fraktion. Die Entwickungskontrollsignalwege Sonic Hedgehog,
Notch und Wnt regulieren das Zellschicksal von normalen Stammzellen und von
Tumorstammezellen. Die Untersuchung der Abhdngigkeit der Zellen von diesen drei
Entwicklungskonftrollsignalwegen mittels spezifischer Inhibierung oder Stimulierung fuhrte
zu einer heterogenen Antwort in Hinsicht auf die Bildung von Neurosphdren. Dieses
Ergebnis weist erneut auf die Diversitdt des aus unterschiedlichen Zelltypen
entstehenden Medulloblastoms auf. Die Differenzierungs-Fahigkeit von Neurosphdren
fand sich eingeschrénkt; es konnten auch unter differenzierenden Bedingungen
Stammzell- bzw. VorlGufermarker wie Sox2 nachgewiesen werden; eine terminale

Differenzierung der Medulloblastomzellen blieb aus. Die Charakterisierung von
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Medulloblastom-Stammzellen und ihre Bedeutung fur die Klinik der Patienten bedarf

weiterer Analysen.
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6 AUSBLICK

Aus dieser Arbeit geht hervor, dass beim Medulloblastom die Selbsterneuerungs-
Kapazitdt und Differenzierungsfahigkeit von Zellen mit Stammzell-Eigenschaften sehr
heterogen ist. Inre Neurosphdrenbildungskapazitdt wurde von Signalwegs-spezifischen
pharmakologischen Substanzen unterschiedlich beeinflusst, und deshalb die Bedeutung
solcher Substanzen fUr die Therapie zurzeit unklar bleibt.

Weitere Analysen koénnten die Bedeutung der Entwicklungskontrollsignalwege auf
Medulloblastom-Tumorstammzellen sowie die Funkfion der in dieser Population
hochexprimierten Transkripte aufdecken. Die aus der CDI133-Microarray-Analyse
identifizierte Gene kdnnten als Tumorstammzell-Marker weiter untersucht werden. Mittels
AUtoMACS-Separierung konnten lediglich relativ geringe Effizienzen erreicht werden.
Neue Technologien, wie zum Beispiel der DEPAmrray™ (Silicon Biosystems) kénnten
verwendet werden, um einzeln markierte Zellen mit einer >98%-igen Separations-Effizienz
ZU sortieren. Eine verbesserte Aufreinigung der CD133-positiven
Medulloblastompopulation kdnnte aufschlussgebend zur Regulation der CD133-
Expression beitragen. Alternativ kdnnten Fluoreszenz-markierte von nicht-fluoreszenten
Zellen mittels eines Mikromanipulators isoliert und weiter untersucht werden.
Untersuchungen von mehrfach-positiven Subpopulationen kénnten dazu beitragen, ein
besseres Bild Uber die Hierarchie und das Differenzierungspotential dieser
Zellpopulationen zu erhalten und deren tumorigenes Potential im Mausmodell bzw. ihre

klinische Bedeutung weiter zu erforschen.
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ADAM
ADC
AF
ALDH
APC
Aqua dest.
AXIN
BAA
BAAA-DA
Bmil
BODIPY
BSA
bzw.
ca.
cDNA
CO2
CSC
CSL
(Y
DAPT
DEAB
DEPC
Dkk-1
DLL
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DPBS
ECso

V ERZEICHNISSE

VERZEICHNISSE

Abkurzungsverzeichnis

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikrometer

A disintegrin and metalloprotease
Analog-to-Digital Converter

ALDEFLUOR

Aldehyddehydrogenase

Allophycocyanin

Destiliertes Wasser

Axis inhibition protein

BODIPY-Aminoacetat
BODIPY-Aminoacetaldehyde Diethyl Acetal
B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog
Boron-dipyrromethene

Bovine Serum Albumine

beziehungsweise

circa; ungeféhr

complementary DNA; komplementére DNA
Kohlendioxid

Cancer Stem Cell; Krebsstammzelle
CBFI/Suppressor of hairless/LAG-1
Coefficient of variation; Variationskoeffizient
N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester
Diethylaminobenzaldehyde
Diethylpyrocarbonat

Dickkopf related protein-1

Delta-Like Familie

Dimethylsulfoxid

DesoxyribonukleinsGure
Desoxyribonuclease
deoxy-Nucleofidtriphosphat

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

Mittlere effektive Konzentration
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EDTA Ethylendiamintetraessigséure
EGL External Granule Layer
et al. et alii/alia
FACS Fluorescence activated flow sorting
FCcR Fc Rezeptor
FL Fluoreszenzlicht
FSC Forward scatter; Vorwdartsstreulicht
g Gramm
GANT-61 2,2'-[[Dihydro-2-(4-pyridinyl)-1,3(2H,4H)-

pyrimidinediyl]bis(methylene)]bis[N,N-dimethylbenzenamine]
GC Granule Cell Precursor bzw. Granule Cell Progenitor
GFAP Glial fibrillary acidic protein
GFP Grun fluoreszierendes Protein
Gl GLI-Kruppel family member
GLl gene Glioma associated oncogene
GRK2 G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase 2
GSK-3B Glycogen Synthase Kinase 3 beta
H&E H&matoxylin&Eosin
H2B Histon-2B
HCI Chlorwasserstoffsaure
HET Haus fUr Expereimentelle Therapie
IGL Internal Granule Layer
KAAD 3-Keto-N-{aminoethyl-aminocaproyl-dihydrocinnamoyl)
kV Kilovolt
LacZ-Gen B-Galactosidase
LIF Leukemia Inhibitory Factor
LRC Label Retaining Zelle
LRP Low density lipoprotein receptor-related protein
mA Miliampere
MACS Magnetic Activated Cell Sorting
mg Milligramm
mGY Milli-Gray
Mio. Million
ml Milliliter
ML Molekularschicht
MRNA messenger; Boten-RNA
mWwW Milliwatt
MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
n.d. nicht durchgefUhrt
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NAD(P+) oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
ng Nanogramm
NH2- Amino-
NICD Notch infracellular domain; IntrazellulGre Notch-Doméne
PBS Phosphate buffered saline; Phosphatgepufferte SalzZlésung
PCL Purkinjezellschicht
PCR Polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
PE Phycoerythrin
P Propidiumiodide
PKA Proteinkinase A
PMT Photomultiplier
PNET Primitive neuroektodermale Tumore
PTC Patched
REN Renin
rh rekombinant human
RNA Ribonucleinsdure
RNase A Ribonuclease A
RT Raumtemperatur
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR
SAG Smo Agonist
SANT-1 Shh Signaling Antagonist V
Sec. Sekunde
Shh Sonic Hedgehog
Smo Smoothened
SSC Side scatter; Seitwdrtsstreulicht
SuFu Suppressor of Fused
Syn. Synonym
t Leit
T-25cm? Tissue culture flask; Zellkulturflasche
Taqg Thermus aquaticus
TBE-Puffer TRIS/Borat/EDTA-Puffer
TGFB Transforming growth factor B/bone morphogenetic protein
TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
u.qQ. unter anderem
\ Volt
v/v Volumenanteil
val. vergleiche
Vs. versus
VZ Ventrikul@re Zone
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WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
WNT Wingless-type MMTV integration site family
xg Gravitationskraft
X-Gal

5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopyranoside

z. B. zum Beispiel
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Differentiell Uberexprimierte Gene / Gengruppen aus der Microarray-Analyse

0) D283 b) D283Med, D283Med,
ed, Probenpaar , I Probenpaar  Probenpaar
1,1 2,11
Signal Log Gen- Signal Log | Signal Log Gen-

Probeset Ratio Symbol Gen-Bezeichnung Probeset Ratio Ratio Symbol Gen-Bezeichnung
204304 s at 1.45 PROM1 prominin 1 204304 s _at 1.45 1.5 PROM1 prominin 1
207575_at 5.28 GOLGA6 golgi autoantigen, golgin subfamily a, 6 209660_at 1.66 4.3 TTR transthyretin
205473 _at 5.03 ATP6V1B1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 56/58kDa, V1 subunit B1 205413 _at 0.82 3 MPPED2 metallophosphoesterase domain containing 2
1556176_at 4.8 TAF8 TAF8 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor 206062_at 0.38 1.7 GUCA1A guanylate cyclase activator 1A (retina)
1553261_x_at 4.65 ALS2CR11 amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, candidate 11 221523_s_at 0.38 1.6 RRAGD Ras-related GTP binding D
239898_x_at 4.54 ZNF286A zinc finger protein 286A 1255_g_at 0.54 1.5 GUCA1A guanylate cyclase activator 1A (retina)
1555326_a_at 3.5 ADAM9 ADAM metallopeptidase domain 9 (meltrin gamma) 219642_s_at 1.04 1.5 PEX5L peroxisomal biogenesis factor 5-like
227341_at 3.33 BEND7 BEN domain containing 7 221524_s_at 0.44 1.4 RRAGD Ras-related GTP binding D
229042_s_at 3.25 DYNC1H1 dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1 208690_s_at 0.49 1.1 PDLIM1 PDZ and LIM domain 1
232864_s_at 3.2 AFF4 AF4/FMR2 family, member 4 210163_at 0.72 1.1 CXCL11 chemokine (C-X-C motif) ligand 11
220019_s_at 2.71 ZNF224 zinc finger protein 224 213832_at 0.39 1.1 KCND3 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3
204530_s_at 2.45 TOX thymocyte selection-associated high mobility group box 216512_s_at 0.73 1.1 DCT dopachrome tautomerase
223627_at 2.14 MEX3B mex-3 homolog B (C. elegans) 201924 _at 0.39 0.9 AFF1 AF4/FMR2 family, member 1
225034 _at 212 ST3GAL1 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1 228375_at 1.1 0.9 IGSF11 immunoglobulin superfamily, member 11
209920_at 2.05 BMPR2 bone morphogenetic protein receptor, type Il 204451_at 0.45 0.8 FzD1 frizzled homolog 1 (Drosophila)
227169_at 1.82 DNAJC18 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 18 213385_at 0.89 0.8 CHN2 chimerin (chimaerin) 2
239068_at 1.81 GNL1 guanine nucleotide binding protein-like 1 217867 _x_at 0.45 0.8 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2
209660_at 1.66 TTR transthyretin 218684 _at 0.74 0.8 LRRC8D leucine rich repeat containing 8 family, member D
239282_at 1.56 CCDC41 coiled-coil domain containing 41 242447 _at 0.67 0.8 C3orf70 chromosome 3 open reading frame 70
1555167_s_at 1.41 NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase 1557385 _at 0.38 0.6 FAM161A family with sequence similarity 161, member A
217862_at 1.39 PIAS1 protein inhibitor of activated STAT, 1 209436_at 0.6 0.6 SPON1 spondin 1, extracellular matrix protein
206105_at 1.37 AFF2 AF4/FMR2 family, member 2 222446_s_at 0.36 0.6 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2
229000_at 1.34 ZNF77 zinc finger protein 77 226525_at 0.41 0.6 STK17B serine/threonine kinase 17b
228563_at 1.28 GJC1 gap junction protein, gamma 1, 45kDa 229254 _at 0.61 0.6 MFSD4 major facilitator superfamily domain containing 4
204491_at 1.17 PDE4D phosphodiesterase 4D, cAMP-specific 238778_at 0.49 0.6 MPP7 membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55 subfamily member 7)
205129_at 1.16 NPM3 nucleophosmin/nucleoplasmin, 3 37892_at 0.46 0.6 COL11A1 collagen, type XI, alpha 1
219679_s_at 1.1 WAC WW domain containing adaptor with coiled-coil 200612_s_at 0.81 0.5 AP2B1 adaptor-related protein complex 2, beta 1 subunit
228375_at 1.1 IGSF11 immunoglobulin superfamily, member 11 201554 _x_at 0.45 0.5 GYG1 glycogenin 1
219642_s_at 1.04 PEX5L peroxisomal biogenesis factor 5-like 203740_at 0.69 0.5 MPHOSPH6 M-phase phosphoprotein 6
207642_at 1.01 HCRT hypocretin (orexin) neuropeptide precursor 210039_s_at 0.69 0.5 PRKCQ protein kinase C, theta
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D3484, D3484, D3484, D3484,
c) Probenpaar 1, Probenpaar 2, d) Probenpaar I, Probenpaar 2, (Fortsetzung)
Vi 1w Vi 1w
Signal Log Signal Log Signal Log Signal Log
Probeset Ratio Ratio Gen-Symbol Gen-Bezeichnung Probeset Ratio Ratio Gen-Symbol Gen-Bezeichnung
204304_s_at 29 21 PROM1 prominin 1 209541_at 3.7 2.8 IGF1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
201667_at 71 8.6 GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kDa 38918_at 35 2.6 SOX13 SRY (sex determining region Y)-box 13
211427_s_at 6.9 4.4 KCNJ13 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 13 221958 s_at 3.3 2.7 WLS wntless homolog (Drosophila)
205856_at 6.8 4.6 SLC14A1  solute carrier family 14 (urea transporter), member 1 (Kidd blood group) 202196_s_at 3.1 1.8 DKK3 dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)
217525_at 6.4 7.7 OLFML1 olfactomedin-like 1 216268_s_at 3 3.1 JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome)
229151_at 6.3 6.9 SLC14A1  solute carrier family 14 (urea transporter), member 1 (Kidd blood group) 221245_s_at 3 4.2 FzZD5 frizzled homolog 5 (Drosophila)
210179_at 6.2 5.6 KCNJ13 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 13 209099_x_at 2.8 3.7 JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome)
211959_at 6.1 8.9 IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 219213_at 2.8 2.9 JAM2 junctional adhesion molecule 2
213069_at 5.9 6.5 HEG1 HEG homolog 1 (zebrafish) 228950_s_at 2.8 25 WLS wntless homolog (Drosophila)
1569054 _at 5.6 7.6 SLC1A3 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 3 202718 _at 2.6 3.7 IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa
223316_at 54 5.8 CCDC3 coiled-coil domain containing 3 203394_s_at 24 2.7 HES1 hairy and enhancer of split 1, (Drosophila)
205051_s_at 5.3 6.7 KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 203167_at 2.3 4.6 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2
238943 at 5.3 5 FIBCD1 fibrinogen C domain containing 1 217028_at 23 2 CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4
1555253_at 5.2 6.4 COL25A1  collagen, type XXV, alpha 1 231798_at 2.3 1.9 NOG noggin
205107_s_at 5.2 3.2 EFNA4 ephrin-A4 242455 at 2.2 3.5 POU3F2 POU class 3 homeobox 2
205945_at 5.2 3.3 IL6R interleukin 6 receptor 226913_s_at 1.9 5.7 SOX8 SRY (sex determining region Y)-box 8
204187_at 5.1 34 GMPR guanosine monophosphate reductase 208891_at 1.8 2 DUSP6 dual specificity phosphatase 6
201147_s_at 4.9 5.4 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 222162_s_at 1.6 1.7 ADAMTS1 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1
201655_s_at 4.9 4.4 HSPG2 heparan sulfate proteoglycan 2 202936_s_at 1.4 1.3 SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9
206618_at 4.9 3.7 IL18R1 interleukin 18 receptor 1 205990_s_at 1.4 1.9 WNT5A wingless-type MMTYV integration site family, member 5A
201280_s_at 4.8 5.5 DAB2 disabled homolog 2, mitogen-responsive phosphoprotein (Drosophila) 205201_at 1.2 3.2 GLI3 GLI family zinc finger 3
219255 _x_at 4.8 5.9 IL17RB interleukin 17 receptor B 212385_at 1.2 0.7 TCF4 transcription factor 4
203088 _at 4.7 7.2 FBLN5 fibulin 5 203085_s_at 1.1 23 TGFB1 transforming growth factor, beta 1
209189_at 4.7 4.2 FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 204032_at 21 2.6 BCAR3 breast cancer anti-estrogen resistance 3
212554 _at 4.7 4.5 CAP2 CAP, adenylate cyclase-associated protein, 2 (yeast) 226814 _at 2 2.9 ADAMTS9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9
220087_at 4.7 4.8 BCMO1 beta-carotene 15,15'-monooxygenase 1 226913 s_at 1.9 5.7 SOX8 SRY (sex determining region Y)-box 8
226333_at 4.7 34 IL6R interleukin 6 receptor 238592_at 1.2 26 PDLIM3 PDZ and LIM domain 3
238049_at 4.7 1.6 GRAMD3  GRAM domain containing 3 209501_at 1.2 1.5 CDR2 cerebellar degeneration-related protein 2, 62kDa
201150_s_at 4.6 4.6 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 212385_at 1.2 0.7 TCF4 transcription factor 4
213342_at 4.6 4.1 YAP1 Yes-associated protein 1 201426_s_at 1.1 1.2 VIM vimentin
1553764 _a_at 4.5 4.7 JuB jub, ajuba homolog (Xenopus laevis) 209591_s_at 1.1 1.2 BMP7 bone morphogenetic protein 7
205413_at 23 1.3 MPPED2 metallophosphoesterase domain containing 2 202440_s_at 1.1 1.1 ST5 suppression of tumorigenicity 5
203180_at 21 3.2 ALDH1A3  aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 212761_at 1.1 0.5 TCF7L2 transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box)
217867_x_at 1.8 21 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2 213698 _at 1.1 1.4 ZMYM6 zinc finger, MYM-type 6
205286_at 15 6 TFAP2C transcription factor AP-2 gamma 219051_x_at 14 1.7 METRN meteorin, glial cell differentiation regulator
Tabelle 11: Hochregulierte Gene in der CD133-positiven Subpopulation der D283Med-Zellinie a) und b), sowie der D3484-Replikate, c) und d) entsprechend.
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Category Subcategory expected observed p-value
D283Med/Il KEGG ECM-receptor interaction 8,63527 19 0,0355349
KEGG Focal adhesion 26,4746 43 0,0355349
KEGG Cell cycle 16,3373 32 0,012449%9¢6
D3484 TRANSPATH Aurora-A cell cycle regulation 1,37209 5  0,0375585
TRANSPATH Aurora-B cell cycle regulation 1,71512 6 0,0375585

Tabelle 12: Genetrail-Ergebnisse von hochregulierten Gengruppen bei der D283Med und D3484-Linie der

CD133-positiven Fraktionen (P<0,05). Zwei Gen-Gruppen aus KEGG erschienen fUr das Probenpaar 2 der
CD133-positiven D283Med-Zellen. Es handelt sich um hochregulierte Gen-Gruppen, die an Signalwegen der
exfrazelluldren Matrix und der Adhdsion beteiligt sind. Bei den CD133-hoch- vs. CD133-niedrig
exprimierenden Proben beider Probenpaare der D3484-Linie finden sich Gene des Zellzyklus als hochreguliert.
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) als eine Sammlung von Datenbanken, versucht globale
biologische Informationen durch die Interaktionen von Genen mit unterschiedlichen Parametern innerhalb
einer lebenden Zelle zu geben. Zwei Gengruppen fanden sich in TRANSPATH, der Datenbank aus beteiligten
Signalmolekilen eines Signalweges (gruppierte Signalwegsreaktionen). Die Familie der Aurora-Kinasen
kédnnte bei der Regulation der Zellzyklusphasen beteiligt sein, die als Uberexprimiert in CD133-positive

Medulloblastomzellen vorkommen.
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11.2 Immunhistochemische Farbungen

In  Stammzellmedium generierte Neurosphdren sowie in Differenzierungsmedium
differenzierte  Neurosphdren, von denen  Paraffinschnitte  hergestellt  und
immunhistochemisch fur Differenzierungsmarker und einige Stammzellmarker, wie Sox2,

Nanog und ALDHTAT geférbt wurden, sind unten abgebildet.
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D283Med Differenzierte Neurosphéren
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DAOY Neurosphéiren
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r_ "ian ,“m_.’-_w-_zwm._ 3 AL . : -i.._“..ﬂm L ) i T ¢ 6@“ ‘

‘. 4 ‘
2 ,’

L o, TN ..“.ﬂ. g 13 e " ‘ . ' g%, ISl e : v ‘.
s___: “mn._.._ Logipeigiie. IRy Wl S B e, .s;
AR e e | e At

' 2P oo ., p | 8 R ¥ e £ , ‘2
“_.,_“ _m"v. e :::,,wu__? % it & ™4 ._ “ x.WMv E
r e 0 _ N . ;
PR ERE e B it m M ...“_.n...g

144

ANHANG

D425Med Neurosphéren




ANHANG

1580Wii Differenzierte Neurosphéren
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Meb-Med 8S Meb-Med 8S
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D3484 DifferenzierteNeurosphéren

D3484 Neurosphéren

‘
.

N

-
,.L____

_J_
_.
:

3

p-Catenin (100 pm)

147



ANHANG

Sox 2 - Nanog

Kontrolle

T

- ) ln’e iﬁ

b "
—0 w ' ' ‘ zv. |
‘ L’ » u‘ " Iv’\~ —

.‘_w_ﬂ _.-”“".

' « .‘ 8
" ey L'._..r ."
§ 1‘ ' “vim MW

&v.' ‘v. J

P B
AR T
£

L &
%

l

148



ANHANG

11.3 Doppelfarbung: ALDH-Aktivitat und CD133 / Prominin
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Abbildung 33: FACS-Analysen der humanen Medulloblastomzelllinien. Einfachmarkierungen mit dem
ALDEFLUOR-Reagenz. DEAB und ALDEFLUOR stellte die Negativ-Kontrolle. Zweifach gemessen.
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Abbildung 34: FACS-Analysen der humanen Medulloblastomzellinie D3484; zweifach gemessen. Oben:
adhdrente D3484; unten: D3484 in Suspension. Wiederholungs-Messungen nebeneinander dargestellt.
Einfachmarkierungen mit dem ALDEFLUOR-Reagenz und fUr die CD133-Expression. Doppelmarkierungen mit
ALDEFLUOR (FL1-Kanal) und CD133-PE/2-Antikdrper (FL2-Kanal). DEAB und ALDEFLUCR stellte die Negativ-

Kontrolle.
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Abbildung 35: FACS-Analysen fir Prominin1 und ALDEFLUOR der murinen Zelllinien D2855, D3419, D3799.
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Abbildung 36: FACS-Analysen fir Prominin1 und ALDEFLUOR der murinen Zelllinien D3713, D3578, SIMM4.
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