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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinik und Diagnostik des Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist ein hochmaligner glialer Tumor astrozytaren Ursprungs,
welcher zu diffus-infiltrativem Wachstum sowie rascher Ausbreitung entlang kompakter
Myelinbahnen neigt (Aguzzi et al., 2008).

Der Begriff Glioblastoma multiforme wurde bereits 1926 von Percival Bailey und Harvey Cushing
gepragt. MaRgeblich hierflir war zum einen die Hypothese, dass sich die Tumoren aus Glioblasten
entwickeln, zum anderen die Beobachtung, dass das Erscheinungsbild mit Nekrosen, Einblutungen
und Zysten sehr variabel (multiform) sein kann (Bailey und Cushing, 1926). Im weiteren Verlauf
erfolgte die Einteilung der Tumoren des zentralen Nervensystems durch die
Weltgesundheitsorganisation (WHO: , World Health Organisation”) und liegt aktuell in der flinften
Auflage vor (Louis et al., 2016). Seit 2016 werden Gliome neben histopathologischen Kriterien, wie
Mitoseaktivitdt, Nekrosen oder mikrovaskuldrer Proliferation, und der Prognose zusatzlich durch
molekulargenetische und immunhistochemische Eigenschaften in vier Grade unterteilt. Das GBM
als maligner Tumor neuroepithelialer Herkunft mit schlechter Prognose wird dem WHO-Grad IV
zugeordnet. Dabei wird zwischen GBMs mit Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)-Wildtyp und solchen mit
IDH-Mutationen unterschieden. Weiterhin werden Mutationen in Genen, die fir die
Tumorsuppressoren TP53 oder PTEN kodieren sowie die Expression von Faktoren, die mit einer
primitiven neuralen Differenzierung assoziiert sind, in die Klassifikation einbezogen (Louis et al.,
2016).

Die ,,Central Brain Tumor Registry of the United States” (CBTRUS) registrierte zwischen 2004 und
2008 die Anzahl diagnostizierter primarer Gehirn- und ZNS-Tumoren der USA. Mit einer Inzidenz
von 3,2 pro 100.000 Einwohner macht das GBM 16% aller Gehirn- und ZNS-Tumoren aus. Als Tumor,
welcher bevorzugt im héheren Lebensalter auftritt, erreicht das GBM die maximale Inzidenz
zwischen dem 75. und 84. Lebensjahr, wobei Madnner etwa 1,6-mal haufiger betroffen sind als
Frauen (Dolecek et al., 2012).

Etablierte Screeningverfahren, wie die Mammographie oder Koloskopie (Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften, 2012, 2014), finden in der Diagnostik und
somit Friiherkennung von GBMs keine praktikable Anwendung aufgrund der — oft innerhalb von
Wochen — raschen Entstehung (Weller, 2014). Die klinische Symptomatik ist durch oftmals
unspezifische Symptome (z.B. persistierende Kopfschmerzen) nicht wegweisend. Neu aufgetretene
Paresen oder erstmalige fokale/generalisierte Krampfanfille kénnen Hinweise auf das Vorliegen
eines intrakraniellen, malignen Prozesses sein (Miller, 2010).

Zur Diagnosesicherung ist die Schnittbildgebung in Form von vorzugsweise der

Magnetresonanztomographie (MRT) oder auch der Computertomographie (CT) neben der

1



Einleitung

Probengewinnung zur histopathologischen Untersuchung notwendig. In der Schnittbildgebung
stellen sich Glioblastome als inhomogene Strukturen aufgrund von Nekrosen, Einblutungen oder
Odemen mit einer kréftigen, typischerweise girlanden- oder ringférmigen Kontrastmittelaufnahme
dar (Reiser et al., 2006; Weller, 2014).

Typischerweise ist das GBM in den (frontotemporalen) GroRhirnhemispharen lokalisiert und dehnt
sich durch diffus-infiltratives Wachstum entlang von Myelinbahnen haufig Gber den Balken bis in
die kontralaterale Hemisphare, mit dem Bild eines sog. Schmetterlingsglioms, aus. Die Schnittflache
der GBMs bietet ein inhomogenes, ,buntes” Bild, welches von Nekrosen, Einblutungen und grau-
weillem Tumorgewebe gebildet wird. Die Mikroskopie zeigt zellreiche, polymorphe Tumoren mit

sehr hohen Mitoseraten (Aguzzi et al., 2008).

1.2 Genetische Basis des Glioblastoma multiforme

Risikofaktoren zur Entstehung des GBMs sind weitestgehend ungeklart. Wahrend diverse exogene
Faktoren Thema verschiedener Studien waren, konnte lediglich die therapeutische Bestrahlung als
gesicherter Risikofaktor identifiziert werden (Ohgaki und Kleihues, 2005a; Omuro und DeAngelis,
2013). Dariber hinaus konnte bei einigen hereditdren Syndromen, wie dem LiFraumeni-Syndrom
(TP53-Mutation) oder dem Turcot-Syndrom/BTPS Typ | (engl.: brain tumor polyposis syndrome;
Mutationen: MSH2-, MLH1- und PMS2-Gen), ein gehduftes Auftreten von GBMs festgestellt werden
(Louis und Deimling, 1995; Omuro und DeAngelis, 2013; Ostrom et al., 2014; Ozerov et al., 2013).

Die Einteilung des GBMs erfolgt anhand klinischer und molekulargenetischer Kriterien in vier
Subtypen: das klassische, das mesenchymale, das neurale und das proneurale GBM (van Meir et al.,
2010). Zudem wird zwischen primaren und sekunddren GBMs unterschieden (Aguzzi et al., 2008).
Das primare GBM entsteht de novo ohne bekannte Vorlauferldasionen. Das sekunddre GBM
entwickelt sich aus niedergradigen Gliomen. Anzumerken ist hierbei, dass sekundare GBMs
vornehmlich im jlngeren Lebensalter auftreten (Ohgaki und Kleihues, 2005b). Auf
molekulargenetischer Ebene unterscheiden sich die Tumoren durch unterschiedliche Mutationen
(Verhaak et al., 2010). Das sekundare GBM weist dhnliche Mutationen auf wie der Subtyp der

proneuralen primédren GBMs (Abb. 1).
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Putative GBM
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Abb. 1: Genetische Verdnderungen in der Pathogenese unterschiedlicher Subtypen des
Glioblastoma multiforme. Das normale Gehirn setzt sich aus verschiedenen Zelltypen
zusammen: den neuralen Stammzellen (NSC), den neuralen Progenitorzellen (NPC) und
reifen glialen Derivaten (Astrozyten/Oligodendrozyten). Erfahren diese Zellen genetische
Alterationen, entsteht die Population von tumor-initiierenden Zellen (TIC). Nach
Akkumulation genetischer und epigenetischer Veranderungen werden TICs zu Hirn-Tumor-
propagierenden Zellen (BCPC). Transkriptions- und Proteinanalysen fuhrten zur Definition
von vier Subtypen von GBMs. Die Abkilrzungen der Schliisselmutationen werden im
Folgenden erklart: EGFR, epidermal growth factor receptor, TP53, tumor protein 53 PTEN,
phosphatase and tensin homolog, TNF, tumor necrosis factor, PDGFRA, platelet-derived
growth factor receptor-A, IDH, isocitrate dehydrogenase, PI3K, phosphoinositol 3-kinase,
HIF, hypoxia-inducable factor, NF1, Neurofibromatosis type |, SOX2, sex determining region
Y — box 2 (adaptiert aus van Meir et al., 2010).

Durch Genom- und Transkriptomanalysen des TCGA (The Cancer Genome Atlas) -Konsortiums
wurde eine Vielzahl an Mutationen in GBMs nachgewiesen (Abb. 1). Dabei sind typischerweise eine
von zwei Rezeptortyrosinkinasen (EGFR oder PDGFRA) dereguliert sowie ein Tumorsuppressor,
meist TP53 oder PTEN, mutiert. Die verdnderte Genexpression bzw. —suppression spiegelt sich in
unterschiedlichen Charakteristika der Tumoren wider. Fiir die GBM-Subtypen wurden folgende
Charakteristika definiert (Phillips et al., 2006; The Cancer Genome Atlas Research Network, 2008;
Verhaak et al., 2010).
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Der klassische GBM-Subtyp weist Charakteristika hochproliferativer Zellen auf. Es
werden gehauft Veranderungen der Chromosomen 7, 9 und 10 beobachtet, welche
zu einer Amplifikation des egfr-Gens und somit zu einer Uberexpression des
Wachstumsfaktorrezeptors EGFR (engl: epidermal growth factor receptor) sowie zu
einem Verlust des Tumorsuppressors PTEN (engl.: phosphatase and tensin
homolog) und zu Mutationen im CDKN2A-Lokus fiihren. Der CDKN2A-Lokus kodiert
fur die Faktoren p16™* und p14*¥, die in der Regulation des Seneszenz- bzw.
Apoptose-Signalwegs  wichtige  Funktionen haben. Zudem wird eine
Uberexpression von Markern neuraler Stamm- und Vorlduferzellen wie Nestin
sowie in den Notch- und Sonic hedgehog-Signalwegen beobachtet (Quelle et al.,
2015; van Meir et al., 2010).

Der mesenchymale GBM-Subtyp ist gekennzeichnet durch ein Expressionsprofil mit
mesenchymalen und angiogenetischen Eigenschaften. Gehauft sind die
Inaktivierung der Tumorsuppressoren NF1 (engl.: neurofibromin 1), TP53 und PTEN.
Weiterhin finden sich eine Deregulierung des NF-kB-Signalwegs (engl.: nuclear
factor ‘'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) und die erhdhte
Expression des Hyaluronsdurerezeptors CD44 und der Rezeptortyrosinkinase
MERTK (engl.: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase MER) als astrozytare Marker
(van Meir et al., 2010).

Der proneurale GBM-Subtyp dhnelt vom Expressionsprofil dem neuraler Zellen und
Gewebe mit einer hohen Expression oligodendrozytischer und proneuraler
Entwicklungsgene. Dieser vor allem jlingere Patienten betreffende GBM-Subtyp ist
durch die Uberexpression bzw. Mutation des pdgfra-Gens (engl.: platelet-derived
growth factor receptor) gekennzeichnet. Weiterhin sind Mutationen in den
Isocitrat-Dehydrogenasen IDH1 und 2 charakteristisch fir diesen GBM-Subtyp.
Mutationen des IDH1/2-Gens treten ebenfalls in niedriggradigeren Gliomen und
den sekundaren GBMs auf, weshalb das sekunddare GBM dem proneuralen Subtyp
sehr nahe steht (van Meir et al.,, 2010). IDH-Mutationen werden als positiver
prognostischer Marker angesehen (Parsons et al., 2008; Weller et al., 2012).

Der neurale GBM-Subtyp ist weniger gut charakterisiert. Man fasst in dieser Gruppe
genetische Signaturen dhnlich des normalen Hirngewebes zusammen. So wurden
neurale Marker wie NEFL (engl.: neurofilament light polypeptide), GABRA1 (engl.:
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-1), SYT1 (Synaptotagmin-1) und
SLC12AS5 (engl.: Potassium-chloride transporter member 5) als Merkmale eingestuft

(van Meir et al., 2010).
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1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

Bis 2005 bestand die Standardtherapie des GBMs in der Resektion mit anschlieBender Bestrahlung
bei bis dato frustranen Ergebnissen in Therapieversuchen mit Chemotherapeutika (Schneider et al.,
2010).

Die Primartherapie des GBMs besteht — unter Berlicksichtigung der allgemeinen Operabilitat — in
der Resektion (Weller, 2014). Dies konnte in einer randomisierten Studie —mit nur geringer Fallzahl
— anhand des Vergleichs von Resektion gegen alleinige Tumorbiopsie mit anschlieRender
Bestrahlung gezeigt werden (Vuorinen et al., 2003). Des Weiteren erfolgten Untersuchungen zur
Bedeutung der Komplettresektion in Hinblick auf das Gesamtiiberleben. In diesen wurde durch die
Gabe des Prodrugs 5-Aminolavulinsdure (5-ALA), welches sich in Form fluoreszierender Porphyrine
in malignen Gliomen einlagert, im Vergleich zur WeiBlicht-gestiitzten Resektion eine héhere Rate
an Komplettresektionen erzielt, was in einem hoheren progressionsfreien Uberleben und
Gesamtliberleben resultierte (Stummer et al., 2006; 2008). Durch die Resektion werden primar die
Ziele der histologischen Sicherung, Tumormassenreduktion mit Entlastung anliegender
neurologischer Strukturen sowie Zytoreduktion mit besserer Behandlung des Residualtumors
erreicht (Toms et al., 1999). Da sich das GBM jedoch durch ein diffuses, infiltratives Wachstum
auszeichnet, ist eine RO-Resektion (Resektion im Gesunden) nicht moglich (Giese et al., 2003).
Neben der Resektion zahlt die postoperative Bestrahlung des Tumors inklusive 2cm Tumorrand zur
Standardtherapie des GBMs (Laperriere et al., 2002).

Der Einsatz von Chemotherapeutika in der Behandlung des GBMs dnderte sich durch die Ergebnisse
der Studiengruppe um Roger Stupp. Die Arbeitsgruppe verglich die Wirksamkeit einer Therapie mit
dem alkylierenden Agens Temozolomid (TMZ) im Vergleich zur alleinigen postoperativen
Strahlentherapie (Stupp et al., 2005). Hierzu wurden drei Patientenkollektive randomisiert, welche
postoperativ eine Bestrahlung als Monotherapie oder eine simultane oder anschlieBende Therapie
mit TMZ erhielten. TMZ ist ein Prodrug, das oral appliziert wird. Der aktive Metabolit MTIC (engl.:
5-(3-N-methyltriazen-1-yl)-imidazole-4-carboxamide) bewirkt die Methylierung von Basen der DNA.
Die Methylierung der 05-Gruppe der Base Guanin ist zytotoxisch. Sie fiihrt dadurch zu Mismatch-
Reparaturprozessen und nachfolgend zum Zellzyklusarrest. Die unerwiinschten klinischen
Nebenwirkungen von TMZ sind eher gering und umfassen Fatigue, Ubelkeit und Erbrechen sowie
Knochenmarksuppression (Thomas et al., 2013). Es wurde gezeigt, dass das Gesamtiiberleben bei
additiver TMZ-Gabe signifikant ldnger ist als in der Kontrollgruppe. Die mediane Uberlebensrate
betrug 14,6 Monate (Bestrahlung und TMZ) gegeniiber von 12,1 Monaten (Bestrahlung). Auch die
Langzeitergebnisse zeigten einen deutlichen Uberlebensvorteil der Patienten, welche zusatzlich mit
TMZ behandelt wurden. So betrug die 5-Jahresiiberlebensrate 9,8% fir Patienten mit TMZz-
Behandlung gegeniber einer 5-Jahresiiberlebensrate von 1,9% bei Patienten, welche lediglich

bestrahlt wurden. Zusatzliche Subgruppenanalysen zeigten, dass insbesondere Patienten mit einem

5



Einleitung

hypermethylierten Promotor des 085-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT)-Gens, und somit
verminderter MGMT-Expression, von der Therapie mit TMZ profitieren. Bei MGMT handelt es sich
um ein DNA-Reparaturprotein, welches Metyhlgruppen an der O°-Position des Guanins entfernt
und somit die TMZ-induzierten DNA-Schaden behebt und die Apoptose verhindert. Hohe MGMT-
Spiegel in Tumorzellen vermitteln daher einen resistenten Phanotyp, da der alkylierende Effekt von
Therapeutika, wie TMZ, aufgehoben wird und es zu Therapieversagen kommen kann. Insgesamt
zeigten die klinischen Studien, dass TMZ bei geringer Toxizitdt als sinnvolles adjuvantes
Therapeutikum eingesetzt werden kann, was auch Einzug in die aktuellen Leitlinien gefunden hat.
Dies gilt mit der Einschrankung, dass die Wirksamkeit der TMZ-Therapie vom Methylierungsstatus
des MGMT-Promotors und somit der MGMT-Aktivitat abhangig ist; der MGMT-Status ist daher ein
bedeutender pradiktiver Marker (Hegi et al., 2005; Stupp et al., 2005; 2007; 2009). Ergdnzend hierzu
konnte gezeigt werden, dass auch dltere Patienten mit einem methylierten MGMT-Promotor von
der TMZ-Therapie profitieren (Malmstrom et al., 2012; Wick et al., 2012).

Trotz der beschriebenen Optimierung der Therapie mit TMZ ist die Behandlung der Patienten
palliativ und kurative Therapien fehlen komplett. Das Versagen der GBM-Therapie kann auf vier
wesentliche Hauptprobleme zusammengefasst werden (Ohka et al., 2012): (I) Wie oben erlautert,
ist der MGMT-Status von entscheidender Bedeutung fiir das Ansprechen auf die TMZ-Therapie. (l1)
Zusatzlich wird die TMZ-Therapie durch niedrige TMZ-Wirkspiegel im Tumor, aufgrund des
verminderten Transports tGber die Blut-Hirn-Schranke sowie der Expression von Transportproteinen
in den Tumorzellen (Beier et al.,, 2011), eingeschrankt. (lll) Weiterhin liegen komplexe
Verdanderungen in verschiedenen Signalwegen (z.B. VEGF (engl.: vascular endothelial growth factor)
oder EGFR (engl.: epidermal growth factor receptor) vor, sodass Proliferation, Apoptose, Migration
und Angiogenese dereguliert sind. (IV) Nach heutigen Erkenntnissen scheint die Existenz von
Gliomstammzellen, auf die im Folgenden eingegangen wird, eine entscheidende Rolle zu spielen,
da diese Zellen die Standardtherapie lberleben und zur Rezidivbildung beitragen (Huse und

Holland, 2010; Ohka et al., 2012; Schonberg et al., 2014; van Meir et al., 2010).
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1.4 Gliomstammazellen

Die Tumor-initilerenden Mutationen kdnnen sowohl neurale Stammzellen (NSC) und Progenitoren
(NPC) als auch differenzierte gliale Zellen betreffen (Abb. 1) (van Meir et al., 2010). Ausgehend von
einem Klon neoplastisch veranderter Zellen entsteht der Tumor, wobei die Zellen im Verlauf der
Tumorentwicklung weitere Mutationen und epigenetische Veranderungen anreichern (Visvader
und Lindeman, 2012).

Zwei Modelle beschreiben die Prozesse in der Tumorgenese. Das Modell der , klonalen Evolution”
geht davon aus, dass alle Abkdmmlinge der Tumor-induzierenden Zelle Tochterzellen bilden
konnen, die zur Tumorprogression beitragen und lediglich der Selektion des Mikroumfelds
unterliegen (Abb. 2A) (Nowell, 1976). Das Tumorstammzell-Modell geht dagegen von der
Vermutung aus, dass die Zellen im Tumor hierarchisch organisiert sind und nur die Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften Tochterzellen generieren. Weiter differenzierte Tumorzellen waéren

demnach nicht in der Lage neue Tumorzellen zu generieren (Abb. 2B).

A Klonales Evolutionsmodell

Stammzelle O

Progenitorzelle
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B Tumorstammzellmodell
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Abb. 2: Schematische Darstellung des (A) klonalen Evolutionsmodells und des (B)
Tumorstammzellmodells (A) Das Modell der klonalen Evolution ist ein nicht-hierarchisches
Modell, in welchem eine Reihe von Mutationen einen dominanten Tumorklon (rot)
generiert. Von diesem ausgehende Zellen (rot, orange) haben ein dhnliches kanzerogenes
Potential. Zusatzlich entstehen Zellen (grau) mit einem niedrigen kanzerogenen Potential.
(B) Das Tumorstammzellmodell beschreibt hierarchisch organisierte Zellen. Dabei besitzt
nur eine Subpopulation (braun) ein kanzerogenes Potential, da nur diese die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung hat. Durch Differenzierung dieser Subpopulation entstehen alle Zellen im
Tumor sowie eine Zell-Heterogenitat. - (adaptiert aus Visvader und Lindeman, 2012)



Einleitung

Tumorstammzellen wurden erstmals von den Autoren Lapidot et al. (1994) sowie Bonnet und Dick
(1997) bei einer akuten myeloischen Leukdmie im Tiermodell beschrieben. Im weiteren Verlauf
wurde dieses Modell auch fir andere Tumorentitdten bestétigt (Al-Hajj et al., 2003; Collins et al.,
2005; Eramo et al., 2008).

Erstmalig erfolgte die Isolierung von Gliomstammzellen durch Singh und Kollegen (Singh et al.,
2004a; 2004b), die mit Hilfe des Oberflachenmolekiils CD133/Prominin-1 und der Technik des FACS
(engl.: fluorescence-activated cell sorting) Gliomzellen mit Stammzelleigenschaften gewinnen
konnten. Diese Zellen waren charakterisiert durch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Proliferation in vitro. Weiterhin generierten diese Zellen nach Xenotransplantation in das Gehirn
immunsupprimierter Mause orthotope Tumore, die sich nach Xenotransplantation in die
Zellderivate des Ausgangstumors differenzierten (Singh et al., 2003; 2004a; 2004b). Neben dem
Potential zur Selbsterneuerung und Tumorbildung zeichnen sich Gliomstammzellen durch die
Bildung von Spharen aus (Galli et al., 2004; Ignatova et al., 2002; Reya et al., 2001), wobei die
Fahigkeit zur Spharenbildung kein stringentes Kriterium ist (Chen et al., 2010; Choschzick et al.,
2014; Schonberg et al., 2014). Einen universellen Marker fur Gliomstammzellen gibt es bis dato
nicht, obwohl einige Forscher das oben erwdhnte Protein CD133 als solchen einstufen und ihre
Forschung an CD133+ Zellen durchfiihren (Schonberg et al., 2014).

Chen et al. (2010) definierten drei Typen von Gliomstammzellen bzw. Progenitoren, wobei die
eigentliche Stammzelle (Typ-I-Zelle) CD133- ist. Diese Typ-I-Zelle kann sich selbst erneuern oder
CD133+ Typ-lI-Zellen generieren. Die CD133+ Typ-ll-Zelle besitzt ebenfalls die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, kann aber auch CD133- Typ-lll-Zellen generieren, die weiter differenzierte
Tumorzellen bilden. Allen Subpopulationen war gemeinsam, dass sie zur Spharenbildung und
Tumorinduktion nach Xenotransplantation im Mausmodell befdhigt waren. Jedoch unterschieden
sich die Zellen bezlglich Wachstumsverhalten, Differenzierungsgrad und Tumorigenitat deutlich.
Die von Typ-I-Zellen abgeleiteten orthotopen Tumoren wiesen im Vergleich zu den von Typ-II-Zellen
abgeleiteten Tumoren ein schnelleres und invasiveres Wachstum sowie eine schlechtere
Differenzierung auf. Die von Typ-lll-Zellen abgeleiteten orthotopen Tumoren waren die am
weitesten differenzierten mit der geringsten Proliferation und Invasivitdt. Auf der Basis dieser
Daten wurde ein hierarchisches Modell postuliert, in dem die Typ-I-Zelle die Stammzelle ist.

Die in der Literatur hdufig verwendeten Begriffe BTSC (engl.: brain tumor stem cell) und GSC (engl.:
glioma stem cell) vernachlassigen Befunde von Chen und Kollegen, die CD133 als Marker fir
Progenitoren identifizierten, die aus der eigentlichen Gliomstammzelle entstehen und in vivo und
in vitro eine zellulare Hierarchie etablieren (Chen et al., 2010). In dieser Arbeit werden Kulturen mit
Gliomstammzellen daher als SLGC (engl.: stem-like glioma cell)-Kulturen bezeichnet, um der
Tatsache gerecht zu werden, dass in den Kulturen Gliomzellen verschiedener

Differenzierungsstadien existieren und sowohl CD133+ als auch CD133- Zellen die Fahigkeit zur
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Selbsterneuerung und Tumorbildung in Mausmodellen aufweisen (Beier et al., 2007; Chen et al.,
2010).

SLGCs werden in serumfreiem Medium kultiviert, da Serum die Stammzelleigenschaften reduziert
und eine Differenzierung bewirkt (Lee et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass aus primaren GBMs
isolierte Zellen unter serumfreien Konditionen eine groBe Ahnlichkeit zu adulten neuralen
Stammzellen aufwiesen und die Fahigkeiten zur Selbsterneuerung und Differenzierung erhalten
blieben und sich die Genexpression im Verlauf der Kultivierung nicht wesentlich von der des
Ausgangstumors unterschied. Diese Zellen wiesen zudem eine embryonale Signatur auf, d.h. es
werden Proteine exprimiert, die typischerweise in embryonalen Stammzellen nachzuweisen sind
(Ben-Porath et al., 2008).

Intrinsische und extrinsische Faktoren tragen maligeblich zur Balance aus Selbsterneuerung und
Differenzierung bei. In vivo spielen die Stammzellnischen eine zentrale Rolle, da sie durch eine
bestimmte Mikroumgebung die Stammzellhomd&ostase aufrechterhalten (Lathia et al., 2011; Moore
und Lemischka, 2006). Nischen, in denen der Stammzellstatus der SLGCs sowie die Fahigkeit zur
Angiogenese durch die Mikroumgebung erhalten bleiben, werden in perivaskuldre und
perinekrotische Nische unterschieden. In beiden scheint die Hypoxie eine entscheidende Rolle zu
spielen (Schiffer et al., 2014). Die Vermutung, dass sich SLGCs vermehrt in Nischen befinden, wurde
durch den Nachweis von CD133+ Zellen in perivaskulirem Gewebe sowie in
pseudopallisadenartigen Formationen perinekrotisch bei diffusen und anaplastischen
Astrozytomen und Glioblastomen erhartet. In der perivaskuldren Nische werden SLGCs von
Faktoren aus dem Mikroumfeld beeinflusst. Andererseits sezernieren SLGCs Faktoren, die die
Angiogenese und Neovaskularisierung wahrend der Progression des GBMs massiv beeinflussen
(Christensen et al., 2008; He et al., 2012).

Hardee und Zagzag (2012) beschrieben fiinf Mechanismen zur Neovaskularisierung, bei denen
SLGCs verschiedene Aufgaben (ibernehmen: (1) GefaBkooption (Nutzung bestehender GefaRe) (l1)
Angiogenese (GefaRbildung aus bestehenden Gefaen) (lll) Vaskulogenese (GefaRneubildung) (IV)
Vaskuldre Mimikry (Bildung intratumoraler, gefdRahnlicher Kandle) (V) Endothel-
Transdifferenzierung.

Es wurde gezeigt, dass eine strikte Regulierung in der Ausbildung der GefaRversorgung von GBMs
herrscht. Bei Moglichkeit der GefdlRkooption wurde eine vermehrte Expression des
angiogenetischen Antagonisten Angiopoietin-2 nachgewiesen. Im Rahmen von Nekrose und
Hypoxie wurden jedoch eine vermehrte Expression von HIF-1 (engl.: hypoxia-induced factor 1)
sowie VEGF nachgewiesen, welche eine Angiogenese provozieren (Fischer et al., 2005; Holash et
al., 1999). Die Autoren Ricci-Vitiani et al. (2010) zeigten, dass SLGCs die Fahigkeit zur
Transdifferenzierung in CD31-positive Zellen haben. Andererseits wurde beschrieben, dass durch

Endothelzellen die Zahl CD133-positiver Zellen durch eine verbesserte Mikroumgebung erhoht
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wurde (Calabrese et al., 2007). Darliber hinaus wurde in Grad IV Astrozytomen ein vaskulares
Mimikry nachgewiesen (Yue und Chen, 2005).

Die Hypoxie in der Nische scheint flr den Erhalt der SLGCs wichtig. So kann Hypoxie eine vermehrte
Bildung von Sphéaren bewirken und die Expression von Stammzellmarkern wie Sox2, Oct3/4 und
Nanog fordern. Zudem erwies sich der mgmt-Promotor in hypoxischen Arealen als hypomethyliert,
was zu einer vermehrten MGMT-Expression und somit geringeren Wirksamkeit von TMZ fihren
kann (Heddleston et al., 2011; Schonberg et al., 2014). Dies kdnnte eine mogliche Ursache fiir das
Uberleben von SLGCs unter TMZ-Therapie sein.

Das Uberleben von SLGCs unter TMZ-Behandlung wurde 2012 an einem genetisch verdnderten
Mausmodell gezeigt, in dem die GBM-Zellen mit Nestinexpression (ein Marker fur undifferenzierte
neurale Zellen) die Therapie liberlebten und die Rezidivbildung bewirkten (Chen et al., 2012). Die
in vitro Daten sind weniger klar. So zeigten Liu und Kollegen (Liu et al., 2006) eine vermehrte
Resistenz von CD133+ Zellen nach TMZ-Gabe, wihrend Beier und Kollegen (Beier et al., 2008) eine
Verminderung an CD133+ Zellen beobachteten. Dariiber hinaus wurden Evidenzen fiir eine
vermehrte Resistenz gegenliber Chemotherapeutika wie Carboplatin, Paclitaxel und Etoposid
gewonnen (Liu et al., 2006). Zusatzlich scheint eine vermehrte Expression von ABC-Transportern
(engl.: adenosine triphosphate-binding cassette) durch Efflux des Chemotherapeutikums fir die
Chemoresistenz verantwortlich zu sein (Angelastro und Lame, 2010; Martin et al., 2013). Eine
gesteigerte Resistenz von SLGCS gegeniber der Strahlentherapie wurde 2006 in vitro festgestellt,
wobei diese Experimente zwischen CD133+ und CD133- Kulturen unterschieden (Bao et al., 2006).
Im Vergleich zu CD133- wiesen CD133+ Zellen eine gesteigerte Expression von DNA-
Reparaturproteinen auf und aktivierten Reparaturprozesse effizienter und es wurden nach
Bestrahlung hohere Anteile an CD133+ Zellen nachgewiesen (Bao et al., 2006).

In den vergangenen Jahren wurden einige Signalwege, wie beispielsweise der Notch-, PI3K/Akt- und
Hedgehog-Signalweg, identifiziert, die fir den Erhalt der Stammzelleigenschaften von Bedeutung
sind (Schonberg et al., 2014). Weiterhin wurde die Expression der Pluripotenzfaktoren Sox2, Nanog
und Oct3/4 beschrieben. Diese Faktoren sind in embryonalen Stammzellen exprimiert und kénnen
im Zusammenspiel mit c-myc oder KIf4 Pluripotenz in differenzierten Zellen von Mensch und Nager
erzeugen (Nakagawa et al., 2008).

Bei den oben beschriebenen Daten wurde in der Regel das hierarchische Modell von Chen et al.
(2010) auRer Acht gelassen. Haufig wurden CD133+ Zellen fiir die Experimente eingesetzt, die nach
dem Modell von Chen et al. nicht die eigentliche Gliomstammzelle, sondern einen weiter
differenzierten Progenitor reprasentieren. Ungeachtet dessen zeichnen sich die Gliomstammzellen
(Typ-I-Zelle) und die Progenitoren (Typ II- und Typ IlI-Zelle) durch Gemeinsamkeiten aus, darunter

die Expression von Pluripotenzfaktoren (Schonberg et al., 2014).
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Fir den Pluripotenz- und Transkriptionsfaktor Oct3/4 wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass
die Expression nur sehr gering ist, was sich durch die Hypermethylierung des Promotors des oct3/4-
Gens erklaren lasst (Choschzick et al., 2014). Dagegen ergaben unsere Analysen und die anderer
Arbeitsgruppen Hinweise auf eine differentielle Expression von Sox2 in SLGCs (Choschzick et al.,

2014; Takahashi und Yamanaka, 2006).
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1.5 Pluripotenzfaktoren

Der Pluripotenzfaktor Sox2 (engl.: sex-determining region Y (SRY)-related box protein 2) ist ein
Transkriptionsfaktor mit 317 Aminosauren und einem errechneten Molekulargewicht von 34 kDa.
Das humane Sox2-Gen ist auf Chromosom 3 lokalisiert (Annovazzi et al., 2011). Sox2 ist nur einer
von mehreren Pluripotenzfaktoren, der direkt auf transkriptioneller Ebene oder indirekt Gber
positive ,feedback loops”“ mit weiteren Transkriptionsfaktoren (z.B. Oct3/4 und Nanog)
zusammenwirkt, die den Stammzellstatus von Zellen aufrechterhalten (Rizzino, 2009).

Der Transkriptionsfaktor Oct3/4 (engl.: octamer-binding protein 3/4; POU5F1) ist ein Protein der
Familie der Octamer-binding Proteine, welche spezifisch an das Octamermotif (ATGCAAAT) binden.
Das humane POUS5SF1-Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert (Zhao, 2013). In embryonalen
Stammzellen (ESC) bindet Sox2 zusammen mit Oct3/4 an das HMG/POU-Motif und wirkt dabei als
transkriptioneller Aktivator von Genen, die z.B. fliir Nanog bzw. fgf4 (engl.: fibroblast growth factor
4) kodieren. Sox2 und Oct3/4 kdénnen sich zudem selbst und gegenseitig stimulieren. Es wurde
gezeigt, dass Sox2 und Oct4 essentiell fur die Selbsterneuerung und Pluripotenz von Stammzellen
sind (Rizzino, 2009). Weiterhin scheint Sox2 in der embryonalen Neuro- und Gliogenese eine Rolle
zu spielen, wobei der Faktor in den neuralen Stammzellen beobachtet wird. Sox2 wird aber auch in
den Neurosphéren adulter neuraler Stammzellen in in-vitro Kulturen exprimiert, weshalb vermutet
wird, dass Sox2 ein Marker fur undifferenzierte und proliferierende neurale Zellen ist (Annovazzi et
al.,, 2011). Es wurde eine positive Korrelation zwischen dem Malignitdtsgrad von Tumoren des
zentralen Nervensystems und der Sox2-Expression nachgewiesen (Annovazzi et al., 2011). Dabei
konnte Sox2 die Expression von Schllsselgenen und Signalwegen regulieren, die fiir die Malignitat
von GBMs bedeutsam sind (Berezovsky et al.,, 2014). Eine erhohte Sox2-Expression wurde in
hyperproliferativen GBM-Arealen sowie den perinekrotischen Palisaden nachgewiesen (Schiffer et
al., 2014; Schneider et al., 2010).

In einem transgenen SCID-(engl.: severe combined immunodeficiency)-Maus-Modell wurde mittels
eines siRNA-knock-down das Sox2-Gen in tumorinitiierenden Zellen herunter reguliert, was zu
einem deutlichen Riickgang der Zellzahl und Tumorigenitat fiihrte (Gangemi et al., 2009). Des
Weiteren filhrte eine Sox2-spezifische T-Zell-vermittelte Immuntherapie zur Lyse von Gliomzellen
(Schmitz et al., 2007). Somit scheint Sox2 essentiell fir die Selbsterneuerung von Gliomstammzellen
und kdnnte moglicherweise ein potentielles Ziel flir Therapien sein.

Uber die Regulation der Sox2-Expression in SLGCs ist wenig bekannt. Auf Grund der Daten von Chen
et al. (2010) kann davon ausgegangen werden, dass Sox2 in Typ I-, lI- und IlI-Zellen exprimiert wird,
allerdings mit vermindertem Level bei steigender Differenzierung. Allerdings wurde nicht
untersucht, inwiefern Sox2- und CD133-Expression miteinander assoziiert sind. Sicher ist hingegen,
dass die Sox2-Expression in differenzierten GBM-Zellen gering ist oder fehlt (Annovazzi et al., 2011;

Fong et al., 2008; Ikushima et al., 2009). Uber die Mechanismen zur Verminderung des Sox2-Levels
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wahrend der Differenzierung von GBM-Zellen war zu Beginn dieser Arbeit wenig bekannt. Die
Regulation konnte neben der Bindung von Aktivatoren und Repressoren im Sox2-Promotor

verschiedenen epigenetischen Prozessen unterliegen.

1.6 Epigenetische Regulation von Genexpression

Der Begriff Epigenetik beschreibt Veranderungen der Genexpression, die unabhdngig von
Veranderungen der primdren DNA-Sequenzen auftreten und an Tochterzellen weitergegeben
werden konnen (Sharma et al., 2010). Hierbei werden vier Hauptgruppen von epigenetischen
Mechanismen unterschieden, die auf verschiedenen Levels die Genexpression regulieren: (I) DNA-
Methylierung (ll) kovalente Histonmodifikation (Ill) nicht-kovalente Mechanismen und (IV) nicht-

kodierende RNAs (Sharma et al., 2010).

Mitotic chromosome

Histone modification
Nucleosome

RS
\
7

Mitqtically AN Q
T tod
Micro-RNA / / / /
NNNN
/‘ / Methylated DNA

Abb. 3: Epigenetische Regulationsmechanismen.

Die Genexpression in Sdugetieren wird von genetischen und epigenetischen Mechanismen
kontrolliert. Die Abbildung illustriert drei Mechanismen. (lI) Histonmodifikation:
Modifikationen fiihren zu strukturellen Verdnderungen der Nukleosomen und somit
Zuganglichkeit oder Rekrutierung von non-Histon Proteinen. (II) DNA-Methylierung: Die
Methylierung der Base Cytosin in den CpG-Inseln von Promotorregionen verandert die
Transkription bestimmter Gene und somit deren Expression. (lIl) miRNA: nicht-kodierende
RNAs beeinflussen durch unterschiedliche Mechanismen die Gentranskription und
Genexpression (adaptiert aus Zaidi et al., 2010).
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Die DNA-Methylierung ist eine der am meisten untersuchten epigenetischen Modifizierungen in
den Zellen von Saugetieren. Dabei handelt es sich typischerweise um eine kovalente Modifizierung
der Base Cytosin in CpG-Dinukleotiden den sog. CpG-Inseln. CpG-Inseln treten haufig in den CpG-
reichen DNA-Abschnitten von Promotoren auf und liegen dort in repetitiver Sequenz vor (Sharma
et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass etwa 70% der CpG-Inseln mit humanen Genen
assoziiert sind und liber die Halfte hiervon in Promotorregionen angereichert sind. 56% der
untersuchten Gene hatten CpG-Inseln (berlappend zur Startstelle der Transkription (Wang und
Leung, 2004). Die kovalente Modifizierung ist die Methylierung in der Position 5 der Base Cytosin
(>™Cytosin) und wird durch DNA-Methyltransferasen katalysiert (Hashimoto et al., 2015). Man
unterschiedet zwischen Erhaltungsmethylierung (Methylierung nach Replikation) und , de-novo“-
Methylierung (Methylierung an neuen Positionen beider DNA-Strdnge) (Passarge, 2008). Am
SMCytosin binden Regulatoren der Transkription, wie z.B. das Protein MeCP2 (engl.: Methyl-CpG-
binding protein 2) oder verwandte Faktoren (Cheng und Qiu, 2014). MeCP2 und die verwandten
Proteine rekrutieren Co-Repressorkomplexe, die u.a. Histondeacetylasen (HDACs) enthalten und
somit ein Gensilencing bewirken (Sharma et al., 2010). Ging man zunachst davon aus, dass DNA-
Methylierung stets zum Gensilencing fiihrt, weisen neuere Untersuchungen darauf hin, dass die
Auswirkungen mit dem Kontext variieren und die Beziehung zwischen Methylierung und
Transkription durchaus nuanciert ist (Jones, 2012).

Die kovalente Modifizierung von Histonen stellt einen weiteren epigenetischen Mechanismus dar.
Betroffen sind die vier Histone des Nukleosoms (auch als Kern-Histone bezeichnet) (Zhang und
Reinberg, 2001). Das Nukleosom ist die fundamentale Einheit des Chromatins, welches aus einem
Oktamer der Kern-Histone H2A und H2B sowie H3 und H4 besteht, wobei von jedem Histon 2
Kopien vorliegen. Um diesen Proteinkomplex ist die doppelstrangige DNA (ca. 1% Windungen
entsprechend 147 Basenpaaren) gewunden (Luger et al., 1997). Neben der globuldren C-terminalen
Domane besitzen die Kern-Histone einen N-terminalen Bereich, der in der englischsprachigen
Literatur als ,histone tail* bezeichnet wird (Morales und Richard-Foy, 2000). Die
posttranslationalen kovalenten Modifizierungen der Kern-Histone, wie Methylierung, Acetylierung,
Ubiquitilierung, Sumoylierung und Phosphorylierung, erfolgen fast ausschlieflich in den ,histone
tails“ (Kouzarides, 2007). Die Benennung der Modifizierungen erfolgt nach folgender Regel: Name
des Kern-Histons, modifizierter Aminosdurerest, dessen Position sowie Art der Modifizierung (z.B.
H3K27me2/3: Di- oder Tri-Methylierung des Histons H3 im Lysylrest 27) (Turner, 2005). Die
Histonmodifizierung H3K27me2/3 ist ein Beispiel fur eine typische ,repressive mark“, d.h.
H3K27me2/3 tritt immer in transkriptionell stillen Chromatinbereichen auf und ist ein Zeichen fir
die dauerhafte Repression von Transkription (Ferrari et al., 2014). Die Gesamtheit der
Modifizierungen in einem Chromatinbereich bezeichnet man als den , Histon-Code” (Jenuwein und

Allis, 2001).
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Durch kovalente Modifizierungen des Chromatins werden Schliisselprozesse, wie Transkription,
Replikation und Reparatur reguliert. Hinsichtlich der Transkription durch die RNA-Polymerase Il
konnen sowohl die Aktivierung als auch die Repression durch den Histon-Code beeinflusst werden
(Kulaeva et al., 2007). Welcher Effekt resultiert, hdngt einerseits von der Art der Modifizierung ab,
andererseits aber auch von den betroffenen Aminosaureresten und der Summe der Veranderungen
(Kouzarides, 2007). Es gibt Histonmodifizierungen die ausschlielRlich als ,active marks“- oder
Jrepressive- marks” wirken, andere zeigen einen ambivalenten Status an (Sharma et al., 2010). Die
Modifizierungen H3K9ac und H3K14ac (ac, Acetylierung) sind typische , active marks“, H3K9me3
und die genannte H3K27me2/3 (me, Methylierung) Modifizierung dagegen typische ,repressive
marks“ (Dong und Weng, 2013). Methylierungen, insbesondere Mono-Methylierungen wie
H3K4me, H3K9me oder H3K79me, konnen aber auch mit transkriptionell aktivem Chromatin
vereinbar sein. Zumindest in einigen Fallen ist die Mono-Methylierung typisch fiir einen
ambivalenten Zustand, d.h. je nach Kontext ist die betreffende Modifizierung mit aktivem oder
stilem Chromatin assoziiert. So wurde gezeigt, dass beispielsweise die Histonmodifizierungen
H3K9ac und H3K4me3 eine Veranderung der Chromatinstruktur bewirken, welche zu einer
Transkriptionsaktivierung fiihren kénnen (Fullgrabe et al., 2011; Liang et al., 2004). Weiterhin ist
zwar die Mono- nicht aber die Trimethylierung des Histons H3 im Lysylrest K27 (H3K27me versus
H3K27me3), mit der Transkription vereinbar; H3K27me2/3 bewirkt somit eine
Transkriptionsrepression (Kouzarides, 2007). Die genannten Methylierungen konnten in
embryonalen Stammzellen (ESC; engl.: embryonic stem cells) als koexistent nachgewiesen werden.
Der Histon-Code ist einerseits ein essentieller Regulator fiir den Erhalt des Stammzellcharakters von
ESCs, aber andererseits auch fiir deren Fahigkeit zur Differenzierung (Azuara et al., 2006; Bernstein
et al., 2006).

Zu den nicht-kodierenden RNAs (ncRNAs, engl.: non-coding RNA) werden miRNAs gezahlt, die
Genexpression durch posttranslationales Gensilencing von Zielgenen verandern (Sharma et al.,
2010). Die ncRNAs silencen Transkriptionsfaktoren, die fir die Aufrechterhaltung des
Stammzellcharakters notwendig sind. So interagieren beispielsweise die IncRNA (engl.: long non-
coding RNA) H19 mit Transkriptionsfaktoren, wie c-Myc, oder die IncRNA MIAT (engl.: myocardial
infarction associated transcript) mit den Transkriptionsfaktoren Nanog, c-Myc oder Oct-4. Dariiber
hinaus sind Interaktionen mit anderen miRNAs beschrieben oder auch eine Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs (engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) (Zhang et al.,

2015).
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1.7 Fragestellung

Aus den oben beschriebenen Daten resultiert ein Widerspruch zur Bedeutung von CD133 als
Marker fir Tumorstammzellen im GBM. Wie beschrieben wurde zunachst angenommen, dass
CD133 ein bona fide Marker fir die Gliomstammezelle ist und dass eine hohe Expression von CD133
mit einem hohen Grad an Stammzelleigenschaften assoziiert ist. Die Daten von Chen et al. (2010)
lassen aber vermuten, dass CD133 nicht der Marker der Gliomstammzelle (Typ-I-Zelle), sondern der
weiter differenzierten Typ-ll-Zelle ist. Die Differenzierung der Typ-ll-Zelle in eine Typ-lll-Zelle ist
wiederum mit einem Abschalten der CD133-Expression assoziiert. Da in in-vitro Kulturen von
Gliomstammzellen stets wechselnde Anteile an Typ |-, ll-und IlI-Zellen vorliegen, verwenden wir in
unserer Arbeitsgruppe den Begriff SLGC, um diesen Sachverhalt zu unterstreichen und darauf
hinzuweisen, dass in vitro-Kulturen von Gliomzellen analog zur in vivo-Situation hierarchisch
organisiert sind. Die in unserer Arbeitsgruppe angelegten SLGC-Kulturen werden durch Medium-
Selektion und nicht durch Sortierung mittels CD133-FACS (engl.: fluorescence activated cell sorting)
gewonnen. In nahezu allen Fallen wird eine von beiden Methoden in der Gliomstammzell-
Forschung eingesetzt (Dirks, 2010). Sollte es in einer GBM-Biopsie eines Patienten mehrere Typen
von genetisch und/oder epigenetisch verschiedenen Gliomstammzellen geben, sollten sich diese in
der urspriinglich gewonnenen SLGC-Mutterkultur befinden. Verschiedene Typen von SLGCs
konnten im Patienten durch klonale Evolution und nachfolgende Selektion entstanden sein
(Greaves und Maley, 2012; Scott und Marusyk, 2017). Um die Hypothese zu priifen, dass genetisch
und/oder epigenetisch verschiedene SLGCs vorkommen, wurden von SLGC-Mutterkulturen mittels
»limited dilution assay” Klone gewonnen. Meine Aufgabe bestand darin, diese Klone mittels MSP
(Methylierungsspezifische PCR) und Durchflusszytometrie zu analysieren und die mogliche
Bedeutung von (i) Sox2 und (ii) CD133 als SLGC-Marker zu bewerten. Weiterhin sollte die
epigenetische Regulation des Sox2-Promotors untersucht werden. Die , limited dilution assays” und

die initiale Expansion der Klone wurden von Kollegen der Arbeitsgruppe durchgefiihrt.

Da insbesondere die Sox2-Expression in den Klonen kritisch flir deren Stammzellcharakter sein
sollte (Kap. 1.5, S.12), wurde die Regulation der Sox2-Proteinexpression untersucht.

Vor allem wurde die Methylierung des Sox2-Promotors in CpG-Inseln mittels
methylierungsspezifischer PCR (MSP) analysiert. Die MSP ist eine anerkannte Methode zum
Nachweis methylierter und unmethylierter DNA-Sequenzen in definierten Promotorregionen, weil
sie Riickschlisse auf den Methylierungsstatus der Promotoren einzelner Gene zuldsst (Herman et
al.,, 1996). Es wurden mehrere verschiedene Primerpaare eingesetzt und ermittelt, ob deren
Methylierung variiert und sich in der Proteinexpression widerspiegelt. Dann wurden mit dem
Primerpaar MSP-Analysen von SLGC-Mutterkulturen und —Klonen durchgefiihrt, der Unterschiede

in der Methylierung erkennen lieR8. Dabei stand die Frage im Vordergrund, ob die Klone SLGCs mit
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verschiedenem Stammzellstatus bzw. auf unterschiedlichen Differenzierungsleveln darstellen.
Weiterhin sollten erste Erkenntnisse dazu gewonnen werden, ob die Regulierung der Sox2-
Expression mit einem ,offenen” oder ,, geschlossenen” Chromatinstatus assoziiert ist. Dazu wurde
die Methode der Chromatinimmunprazipitation (ChlIP) eingesetzt, die die Analyse von DNA-Protein-
Interaktionen ermdglicht (Collas, 2010). Die 1988 erstmals beschriebene Methode (Solomon et al.,
1988) beinhaltet einen in-vivo Cross-link von DNA mit Protein-Komplexen und die anschlielende
Protein-spezifische Immunprazipitation (IP). Die nachfolgende PCR identifiziert die DNA-Bereiche,
in denen der untersuchte Faktor gebunden hat. Hier wurden eine ,repressive mark”, eine ,,active
mark“ sowie eine ,bivalent mark” untersucht. Dazu wurden Immunprazipitationen mit Antikérpern
gegen die modifizierten Histone H3K27me2/3, H3K9ac und H3K4me3 sowie Sox2 und Oct3/4
durchgefiihrt. Nachfolgend wurde die Gber die IP isolierte DNA mittels PCR auf die Anwesenheit
von Sox2-Promotor-Sequenzen analysiert.

Erstaunlicherweise werden die 2010 von Chen und Kollegen publizierten Daten zur hierarchischen
Organisation von Gliomstammzellen (GSCs) von vielen Arbeitsgruppen ignoriert und die
Untersuchungen an Gliomstammzellen nach wie vor mit CD133-sortierten Zellen durchgefihrt.
Dieser Sachverhalt ist sehr kritisch flr die Aussagekraft der Analysen. Zu den Beobachtungen von
Chen et al. (2010) gibt es keine Bestatigung in der Literatur. Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich
somit in unserer Arbeitsgruppe die Frage, wie mit diesem Problem umzugehen sei. Im zweiten Teil
der Arbeit charakterisierte ich daher die Klone verschiedener GSC-Mutterkulturen auf den Gehalt
an CD133+ Zellen. Dabei standen zwei Aspekte im Vordergrund. Erstens sollte der Gehalt von
CD133+ Zellen zwischen Klonkulturen identischer Passagen verglichen werden, um Hinweise darauf
zu erhalten, welche Bedeutung CD133 als Marker in zukiinftigen Analysen haben kann. Zweitens
sollte der CD133-Gehalt von Klonkulturen relativ zur epigenetischen Regulation von Sox2
betrachtet werden, um die Befunde des Chen-Modells einordnen zu kénnen.

Fiir beide Ansatze wurden Klonkulturen geerntet und die Zellen mit einem Antikdrper gegen das
Oberflachenprotein CD133/Prominin-1 inkubiert. Der Anteil CD133+ Zellen in den Suspensionen
wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt und mit den anderen Daten der Klonkulturen

(Passagen, Sox2) verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Im Folgenden werden alle Materialien und Gerate aufgelistet (Tab. 1 — Tab. 10), die fur die

Methoden verwendet wurden. Abkiirzungen sind dem Abkilirzungsverzeichnis zu entnehmen.

Tab. 1: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Deckgldschen (Durchmesser: 1,2cm) Karl Hecht Glaswarenfabrik, Sondheim, D
Einmal-Pipetten: Greiner bio-one, Frickenhausen, D
1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml
Einmal-Pipettenspitzen Greiner bio-one, Frickenhausen, D

Starlab, Ahrensburg, D
Einmal-Plastikrohrchen

15ml, 50ml Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Round bottom 12ml BD Biosciences, Heidelberg, D
Filter, CellTrics 50pum Partec, Gorlitz, D

Filtermembran Hahnemdiihle, Dassel, D
Nitrozellulosemembran (0,45um) BioRad, Miinchen, D
Pasteurpipetten mit / ohne Watte Roth, Karlsruhe, D

Peha-soft M Hartmann, Heidenheim, D
ReaktionsgefaRe:

0,2 ml (fir PCR; Nuklease-frei) Biozym, Oldendorf, D

0,5ml, 1,5ml, 2,0ml Eppendorf, Hamburg, D

Well Platten (6 / 24 / 96) Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Zellkulturflaschen: Greiner bio-one, Frickenhausen, D
25cm? (T25), 75cm? (T75)

Zellkulturschalen (Durchmesser: 10cm) Greiner bio-one, Frickenhausen, D
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Tab. 2: Gerate und Software

Bezeichnung Hersteller
Autoklav: 2540 EL Tuttnauer, Wesel, D
Bildbearbeitung: GIMP 2.8 FSFE, Dusseldorf, D

CorelDraw Essentials 4 Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Block-Thermostat: MBT 250 ETG, llmenau, D
Blotkammer: Transblot SD Bio-Rad, Miinchen, D
Brutschrank: Heraeus HERAcell Thermo Scientific, Schwerte, D
ChemiDoc XRS Bio-Rad, Miinchen, D
Software: QuantityOne Version 4.6.2
Durchflusszytometer: LSR I BD Biosciences, Heidelberg, D
Software: FACS Diva 6.1

Elektrophoresekammer:

Agarosegele:

SDS-PAGE:
Heizblock
Lichtmikroskop:
Magnetriihrer:
Mikrowelle

PCR-Thermocycler:

PCR- Werkbank:
Photometer

Spannungsquellen:

Statistik:
Taumel-Schiittler:
Ultraschallgerat:
Vortexer:

Waagen:

Zellkultur-Werkbank:

Zentrifugen:

Horizon 11.14
MidiLarge
Mini-Protean Il Cell
LS1

Leitz Labovert FS
lkamag Rec-G

PTC-200

T100 Thermal Cycler
UVC/T-AR

Helios Omega UV-Vis

Standard Power Pack P25
Electrophoresis Power -
Supply ps 400

Power Pac 300

SPSS v24

GFL

Sonopuls HD 2070
Genie 2

Art.-Nr. 444-1372

AE 200

PB 602

Nuaire Class Il Type A/B3
Centrifuge 5415C
Centrifuge 5810R
Heraeus Pico 17

Rotina 380 R

Biometra, Gottingen, D

Thermo Scientific, Schwerte, D

Bio-Rad, Miinchen, D
VLM, Leopoldshohe, D
Leitz, Wetzlar, D

Janke & Kunkel, Staufen, D
Bosch, Stuttgart, D

MJ Research, Waltham, MA, USA
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, D

Peqlab, Erlangen, D

Thermo Scientific, Schwerte, D

Biometra, Gottingen, D
Appligene

BioRad Laboratories, Minchen, D
IBM Deutschland GmbH, Ehningen, D

GFL, Burgwedel, D
Bandelin Elektronik, Berlin, D
Bender & Hobein, Zlrich, CH

VWR International, Darmstadt, D

Mettler-Toledo, GielRen, D

Nuaire, Plymouth, MN, USA
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Thermo Scientific, Schwerte, D

Hettich, Tuttlingen, D
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Tab. 3: Pipetten und weiteres Zubehér

Bezeichnung

Hersteller

Cooler: -20°C MiniCooler (0,5-2ml)

Eppendorf PCR Cooler
Nanokiivette
Neubauer-Zahlkammer
Pipetten:

Gilson pipetman P1000, P200, P20

Labmate 100-1000 pl
Starpet 2 pl

Brand, Wertheim, D

Eppendorf, Hamburg, D

Thermo Scientific, Schwerte, D

Karl Hecht Glaswarenfabrik, Sondheim, D

Gilson, Middleton WI, USA
High Tech Lab, Warschau, PL
Starlab, Ahrensburg, D

Tab. 4: Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Inhalt

3 M NaOH
20 mM NaOH / 90 % EtOH

DMEM pH 7,4
FACS-Puffer

Gelelektrophoresepuffer (1x)
JLB-Lysepuffer

Laemmli-Puffer (2x)

PBS (10x)

Sammelgelpuffer

TBE (10x)

TEN (1x)

TE-Puffer
Transferpuffer

Trenngelpuffer
Waschpuffer

1g NaOH in 8,3ml dH,0

900ul EtOH (100%), 93,4ul dH,0, 6,6l 3M
NaOH

133,8g DMEM, 3,7g NaHCOs in 10l dH20

40 ml PBS (1x), 200ul FCS (0,5%), 160ul 0,5M
EDTA (2mM)

25 mM Tris-Base, 0,2 M Glycin, 0,1% SDS

50 mM Tris-HCl (pH 8), 150mM NaCl, 10%
Glycerol, 0,5% Triton-X-100

25 ml Sammelgelpuffer, 40 ml 10% SDS, 20 ml
Glycerol (85%), 10ml B-Mercaptoethanol, 5 ml
2,5% Bromphenolblau-L6sung

80g NaCl, 2g KCl, 9,2g Na,HPO4, 2g KH,PO,
(2g)

mit dH,0 auf 1000ml

1 M Tris-HCI mit 1% SDS, pH 6,8

108g Tris-Base, 55g Borsaure, 9,3g EDTA

mit dH,0 auf 1000ml

2,4g Tris-HCI (pH 7,5), 400ul 0,5M EDTA (pH
8,0), 17,5 NaCl; mit dH,0 auf 1000ml

10mM Tris-HCl (pH 7,5), 1mM EDTA

47,9 mM Tris-Base, 38,6 mM Glycin, 0,037%
SDS, 20% Methanol

1,5 M Tris-HCI mit 1% SDS, pH 8,8

1xPBS, 0,05% Tween 20

dH,0: destilliertes Wasser; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; EDTA:
Ethylendiamintetraacetat; EtOH: Ethanol; FACS: fluorescence activated cell sorting; FCS: fetales
Kalberserum; HCI: Chlorwasserstoff; JLB: Jurkat lysis buffer; KCl: Kaliumchlorid; KH;POa:
Kaliumdihydrogenphosphat; NaCl: Natriumchlorid; NaHCOs: Natriumhydrogencarbonat; Na;HPOa:
Dinatriumhydrogenphosphat; NaOH: Natriumhydroxid; PBS: phosphate buffered saline; pH: pH-
Wert; SDS: Natriumdodecylsulfat; TBE: TRIS-Borat-EDTA; TE: TRIS-EDTA; TEN: TRIS-EDTA-NacCl.
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Tab. 5: Chemikalien und Enzyme

Chemikalien Hersteller
2 — Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim, D
Acridinorange Sigma Aldrich, Steinheim, D
Acrylamid/Bisacrylamid (30/0,8) Bio-Rad, Miinchen, D
Agarose Biozym, Oldendorf, D
APS 10% Sigma Aldrich, Steinheim, D
Borsdure Sigma Aldrich, Steinheim, D
Bradford-Reagenz (5x) Bio-Rad, Miinchen, D
DEPC- behandeltes Wasser; nukleasefrei Ambion, Darmstadt, D
Detektionslosung Western-Blot:
Super Signal® West Dura Extended Duration Thermo Scientific, Schwerte, D
Substrate
DNA-Langenstandard:
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder #SM1333 Thermo Scientific, Schwerte, D
DNA-Ladepuffer:
6 x Orange Loading Dye #R0631 Thermo Scientific, Schwerte, D
6 x Loading Dye #R0611 Thermo Scientific, Schwerte, D
dNTPs (je 10mM ATP, CTP, GTP, TTP) Peglab, Erlangen, D
EDTA Sigma Aldrich, Steinheim, D
Ethanol (100%) J.T. Baker, Griesheim, D
Ethidiumbromid 10 mg/ml Bio-Rad, Miinchen, D
FcR-Blocking Reagent, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Formaldehyd 37% Roth, Karlsruhe, D
KCI Merck, Darmstadt, D
KH,PO, Merck, Darmstadt, D
MgCl; (25mM) Peglab, Erlangen, D
Na;HPO, Merck, Darmstadt, D
NacCl J.T. Baker, Griesheim, D
SDS Ultra Pure Th. Geyer, Berlin, D
NaOH Carl Roth, Karlsruhe, D
PIC Roche, Mannheim, D
PCR-Reaktionspuffer (10 x) Peglab, Erlangen, D
PMSF Merck, Darmstadt, D

Proteinmarker:
Spectra ™ Multicolor Broad Range Protein Ladder  Fermentas, St. Leon-Rot, D

Reaktionspuffer S (10x) Peglab, Erlangen, D

Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) Peglab, Erlangen, D

TEMED Sigma Aldrich, Steinheim, D

Tris-Base Sigma Aldrich, Steinheim, D

Trypanblau Roth, Karlsruhe, D

Trypsin/EDTA 0,05% Gibco, Karlsruhe, D

Trockenmilch-Pulver Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Tween 20 Sigma Aldrich, Steinheim, D

APS:  Ammoniumpersulfat; ATP: Adenosintriphosphat; CTP: Cytidintriphosphat; DEPC:
Diethylpyrocarbonat; DNA: Desoxyribonukleinsaure; dNTP: Desoxynukleotid-5’-Triphosphat; EDTA:
Ethylendiamintetraacetat;  GTP:  Guanosintriphosphat;  KCl:  Kaliumchlorid;  KH,POa:
Kaliumdihydrogenphosphot; MgCl.:  Magnesiumchlorid; NaCl:  Natriumchlorid; NaxHPO,.
Dinatriumhydrogenphosphat; NaOH: Natriumhydroxid; PCR: Polymerasekettenreaktion; PIC:
Protease-Inhibitor-Cocktail; PMSF: Phenylmethylsulfonylfluorid; SDS: Natriumdodecylsulfat;
TEMED: Tetramethylethylendiamin; TTP: Thymidintriphosphat.
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Tab. 6a: Zellkulturmedien

Medium Komponente Konzentration Volumen
Basismedium (500ml) DMEM/Ham’s F12 Medium 480ml
L-Glutamin 200mM 10ml
Streptomycin / Penicillin 1ng/10ul 5mli
Amphotericin 81ng/10ul 5ml
F-Medium (500ml) DMEM/Ham’s F12 Medium 450ml
FCS 50ml
Streptomycin / Penicillin 1ng/10ul 5mi
Amphotericin 81ng/10ul 5mi
N-Medium (200ml) Basismedium 160ml
BIT 40ml
huEGF 20ng/ml 40ul
Hu-bFGF 20ng/ml 40ul
CaCo-Medium (50ml) DMEM/Ham’s F12 Medium 40ml
FCS 10ml
Streptomycin / Penicillin 1ng/10ul 500ul
Stopp-Medium (50ml) Basismedium 45ml
FCS 5ml

BIT: Bovines Albumin/Insulin/Transferrin; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; FCS: fetales
Kalberserum; huEGF: human epidermal growth factor; hu-bFGF: human basic fibroblast growth
factor.

Tab. 6b: Komponenten fiir Zellkulturmedien

Bezeichnung Hersteller

Amphotericin B (81ng/10pl) PromoCell, Heidelberg, D
BasicFGF, human, rekombinant PromoCell, Heidelberg, D
BIT-9500 Provitro, Berlin, D
DMEM/Ham’s F12 Medium Biochrom, Berlin, D

EGF, human, recombinant PromoCell, Heidelberg, D
FCS PromoCell, Heidelberg, D
L-Glutamin (200mM) PromoCell, Heidelberg, D
Streptomycin / Penicillin (1ng/10pl) PromocCell, Heidelberg, D

BIT: bovines Albumin/Insulin/Transferrin; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; EGF:
epidermal growth factor; FCS: fetales Kalberserum; FGF: fibroblast growth factor.

Tab. 7: Kits
Bezeichnung Hersteller
CpGenome DNA Modification Kit $7820 Millipore, Schwalbach, D
DNeasy Blood & Tissue Kit Quiagen, Hilden, D
SimpleChIP Enzymatic Chromatin IP Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA

(Agarose Beads) #9002
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Tab. 8: Antikorper fiir Durchflusszytometrie, Western-Blot und Chromatinimmunprazipitation

Methode Bezeichnung Herkunft Hersteller Verdiinnung
DFz CD 133/2 - PE Maus Miltenyi Biotec, Bergisch 1:11
Gladbach, D
IgG2b - PE Maus Miltenyi Biotec, Bergisch 1:11
Gladbach, D
WB o SOX2 Kaninchen Millipore, Schwalbach, D 1:1000
a pan Aktin Maus Millipore, Schwalbach, D 1:2000
o GARPO Ziege Beckman Coulter, Krefeld, D 1:5000
o GAMPO Ziege Beckman Coulter, Krefeld, D 1:5000
ChIP aH3  (#4620) Kaninchen Cell Signaling, Danvers MA, 1:50
USA
algG  (#2729) Kaninchen Cell Signaling, Danvers MA, 1:100
USA
aSOX2 (#5024) Kaninchen Cell Signaling, Danvers MA, 1:50
USA
aH3K9ac (#9671) Kaninchen Cell Signaling, Danvers MA, 1:50
USA
aH3K9me2/3 Maus Cell Signaling, Danvers MA, 1:100
(#5327) USA
aH3K4me3 (#9751) Kaninchen Cell Signaling, Danvers MA, 1:50
USA

ac: acetyliert; ChIP: Chromatinimmunprazipitation; DFZ: Durchflusszytometrie; GAMPO: goat anti-
mouse 1gG peroxidase; GARPO: goat anti-rabbit IgG peroxidase; H: Histon; 1gG: Immunglobulin G;
K: Lysylrest; me: methyliert; PE: phycoerythrin; SOX2: (sex determining region Y)-box 2; \WB:
Western-Blot; a: Antikorper.

Tab. 9: Oligonukleotide fiir methylierungsspezifische PCR

Primer Syntheserichtung Sequenz (5' nach 3') Fragmentlange
[bp]

U1l Vorwarts GAATTAGTGTATGGATAGTTATGTGTATATGAATG 116
Rickwarts CTACACCATACACATTAAAACCCAAATACTACA

M1 Vorwarts CGTATGGATAGTTACGCGTATATGAAC 102
Rickwarts GTACGCATTAAAACCCGAATACTACG

U2 Vorwarts GTGGGTTGGGTTTGTGTATAGTG 120
Rickwarts CCAACCACCACCACCATAAAATTACCA

M2 Vorwarts GGTCGGGTTCGCGTATAGC 110
Rickwarts CCGCCGCGATAAAATTACCG

u3 Vorwarts TGTTTATTTATTTTTTTTGAAAAGGTG 210
Rickwarts CTCAAACCCAACCTCACTACCAA

M3 Vorwarts TGTTTATTTATTTTTTTCGAAAAGGCG 207
Rickwarts GAACCCAACCTCGCTACCGAA

A: Adenin; bp: Basenpaare; C: Cytosin; G: Guanin; M: Primerpaar methyliert; T: Thymin; U:
Primerpaar unmethyliert.
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Tab. 10: Primer fiir die PCR nach Chromatinimmunprazipitation

Bezeichnung GroBe [bp] Hersteller
RPL 30 Exon 3 (#7014) 171 Cell Signaling, Danvers MA,
USA
Sox2 (#4649) 80 Cell Signaling, Danvers MA,
USA
Oct3/4 (#4641) 99 Cell Signaling, Danvers MA,
USA

Oct 3/4: octamer-binding protein 3/4; RPL 30: Ribosomales Protein 30; Sox2: (sex determining
region Y)-box 2.

SLGC-Linien

Fir die Nutzung von Tumorproben fiir das Anlegen von Zellkulturen und die nachfolgenden
Arbeiten mit diesen liegt ein positives Votum der Ethikkommission der Universitat zu Libeck vor
(Aktenzeichen: 08-070; siehe Anhang). Die Patienten stimmten nach Aufklarung der Teilnahme an
der Studie durch Unterschrift zu.

Die fiir diese Arbeit verwendeten Zellen entstammen humanen, primaren Gehirntumoren, welche
durch Mitarbeiter der Klinik fiir Neurochirurgie des UKSH Campus Liibeck operativ entfernt wurden.
Die histologische Klassifikation erfolgte durch das Institut fiir Pathologie des UKSH Campus Libeck.
WHO-Grad und Tumorentitat der Primartumoren sowie verwendete Nummerierung der Zelllinien

sind Tab. 11 zu entnehmen. Samtliche Zelllinien wurden im Labor (AG Zechel) etabliert.

Tab. 11: Charakteristika der fur SLGC-Mutterkulturen verwendeten Primartumoren

Zelllinie Tumorentitat WHO-Grad Patientencharakteristika
T1338 Glioblastom Y, 57 Jahre mannlich
T1371 Gliosarkom vV 76 Jahre weiblich
T1389 Glioblastom Y, 60 Jahre mannlich
T1440 Glioblastom vV 58 Jahre mannlich
T1442 Glioblastom Y] 66 Jahre mannlich
T1447 Gliosarkom v 68 Jahre weiblich
T1452 Glioblastom Y] 57 Jahre mannlich
T1464 Glioblastom v 66 Jahre weiblich
T1495 Glioblastom Y] 70 Jahre weiblich
T1495 SCID Glioblastom v Orthotoper Tumor einer SCID-Maus
T1522 Glioblastom \Y) 67 Jahre mannlich

SCID: severe combined immunodeficiency.

Aus 10 SLGC-Mutterkulturen (Tab. 11) und daraus abgeleiteten Klonen wurden genomische DNAs
fir die Bisulfitmodifikation gewonnen. Weiterhin wurde aus ausgewahlten Zelllinien und Klonen
(T1371, T1440, T1442, T1495) Chromatin zur Chromatinimmunprazipitation hergestellt. Fiir die
durchflusszytometrische Analyse wurden finf (T1338, T1371, T1447, T1452, T1495) und fiur die
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Western-Blot-Analyse wurden sieben (T1389, T1440, T1442, T1447, T1452, T1495, T1495 SCID,
T1522) ausgewahlte Zelllinien verwendet. Die Klone wurden von den Kollegen im Labor durch

»limited dilution assay” angelegt und sind dem entsprechenden Kapitel zu entnehmen.

Zur Optimierung der MSP-Methode wurden DNA-Proben von SLGC-Linien verwendet, die zuvor im
Labor modifiziert wurden und von denen bekannt war, dass sie mit einem Vergleichsprimer (MGMT
methyliert/unmethyliert; nicht dargestellt) reproduzierbare Ergebnisse ergaben. Diese bisulfit-
modifizierten DNAs wurden mir zur Verfiigung gestellt (Tab. 12). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit

wurden diese Proben mit den Code-Nummern P1 — P8 benannt.

Tab. 12: Modifizierte DNA zur Optimierung der MSP

Zelllinie Tumorentitat Zelllinie

P1 T1338 Glioblastom SLGC-Mutterkultur

P2 T1338 Glioblastom SLGC-Mutterkultur

P3 T1389 Glioblastom SLGC-Mutterkultur

P4 T1389 Glioblastom SLGC-Mutterkultur

P5 T1371 Glioblastom SLGC-Mutterkultur

P6 T1371 Gliosarkom SLGC-Mutterkultur

P7 U87-MG Glioblastom Etablierte GBM-Zelllinie
P8 T1440 Glioblastom SLGC-Mutterkultur

SLGC: stem-like glioma cell; T plus Nummer: SLGC-Kultur; U87-MG: Uppsala 87 Malignant Glioma.

Als Kontrollen fiir die Analysen kamen weiterhin zwei etablierte Zelllinien zum Einsatz. Dabei
handelte es sich einerseits um die Kolonkarzinom-Zelllinie CaCo2 (Fogh et al., 1977) fir die
Durchflusszytometrie, die dem Labor von Herrn Prof. Dr. Dr. Habermann (Chirurgie, UKSH, Campus
Libeck) zur Verfiigung gestellt wurde. Andererseits wurde die etablierte GBM-Zelllinie U87 (Jacobs
et al., 2011) eingesetzt, die dem Labor von der Arbeitsgruppe Westphal (UKE, Hamburg) zur

Verfligung gestellt wurde.
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2.2 Methoden

2.2.1  Zellkultur

SLGC-Mutterkulturen und Klone wurden im Labor von den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe
expandiert.

Fiir die Kultivierung von SLGC-Linien wurde N-Medium und fiir CaCo2 und U87 CaCo-Medium
eingesetzt (Tab. 6a). Die Kulturen wurden im Zellkulturinkubator in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Ab einer Konfluenz von ca. 80% wurden die Zellen passagiert, wobei sich die Verdiinnung (1/2 bis
1/20) der Zellen in der Tochterkultur nach dem Wachstumsverhalten der Zelllinien richtete.

Die Zellen wurden zunachst nach Absaugen des Zellkulturmediums mit Trypsin/EDTA enzymatisch
vom Boden der Zellkulturflasche geldst. Die Proteolyse wurde — bei in serumhaltigem Medium
kultivierten Zelllinien (U87-MG und CaCo2) — durch F-Medium gestoppt. Bei den in serumfreiem
Medium kultivierten SLGC-Zelllinien wurde die Trypsin-Reaktion durch ein spezielles Stopp-
Medium (Tab. 6a) beendet. AnschlieBend wurde die Suspension in ein steriles Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und flir 5min bei 250xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstands wurden die Zellen in 1x PBS (Tab. 4) resuspendiert, fiir 3-5min mechanisch dissoziiert
und die Zellsuspension mit einer dem Proliferationsverhalten angepassten Menge an Medium in
eine neue Zellkulturflasche (T25) Gberfiihrt oder in 10cm Kulturschalen plattiert.

Die Zellernte begann mit dem Absaugen des Kulturmediums und zwei Waschschritten mit 1xPBS.
AnschlieBend wurde den Zellen 1ml 1xTEN (Tab. 4) zugefiihrt. Fiir die 10cm-Schalen wurden die
Zellen mit einem Gummispatel vom Boden mechanisch geldst. Fiur T25-Zellkulturflaschen erfolgte
die Ernte enzymatisch mi Trypsin/EDTA, gefolgt von einem Waschschritt in 1xPBS und Suspendieren
in 1ml 1XTEN. In allen Fallen folgte eine Pelletierung in einem 1,5ml Reaktionsgefal} durch
Zentrifugierung fir 1min bei 4.000rpm und Raumtemperatur in der Tischzentrifuge (Heraeus Pico
17). Der Uberstand wurde méglichst quantitativentnommen und verworfen. Die Pellets wurden bis

zur weiteren Verwendung (Western-Blot-Analyse, MSP) bei -20°C gelagert.
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2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Analyse des Anteils an Zellen einer Kultur, die das Oberflachenmolekiils CD133 exprimierte,
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Es wurden SLGC-Mutterkulturen und davon abgeleitete
Klone aus Glioblastomen und Gliosarkomen untersucht. Die Zellen wurden in T25-Kulturgefafien
kultiviert. Da das CD133/Prominin1-Molekll von Trypsin nicht angegriffen wird, erfolgte die Ernte
von Zellen enzymatisch mit Trypsin/EDTA. Als Positivkontrolle fir CD133+ Kulturen wurden CaCo,-
Zellen mitgefuhrt.

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren zur ,,Quantifizierung von Zellen oder
Partikeln aufgrund ihrer relativen GroRe, relativen Granularitdt/Komplexitdt und relativen
Fluoreszenzintensitat mit Hilfe von Laserstrahlung. Im Durchflusszytometer passieren die zellularen
Bestandteile einer Probe nacheinander einen Laserstrahl. Dabei wird das Laserlicht in Abhangigkeit
von ihrer GroRe (Vorwartsstreuung) und Granularitat (Seitwartsstreuung) in verschiedene
Richtungen gestreut” (Arndt, 2009). Eine Markierung mit Fluorochrom-markierten Antikorpern
erlaubt die Expressionsanalyse zelluldrer Antigene und somit eine Phanotypisierung der zu
untersuchenden Zellpopulation (Arndt, 2009).

Zunachst wurden die Zellen lichtmikroskopisch beziiglich des Wachstumsverhaltens beurteilt und
in adhdrente Zellen, Wachstum als Spharen oder Mischformen unterteilt. Hiernach richtete sich das
Vorgehen bei der Zellernte fiir die Durchflusszytometrie.

Bei adharenten Zellen wurde zunéchst das Medium abgenommen und 1ml Trypsin/EDTA zugefigt.
Die Zellen wurden bis zur Ablésung bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion mit 1ml Stopp-
Medium (Tab. 6a) beendet. AnschlieBend wurden die Zellen fir 4min bei 250xg und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 1ml 1x PBS
resuspendiert und die Proben auf Eis gestellt.

Spharen wurden direkt in ein Zentrifugenréhrchen (berfihrt, 4min bei 250 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden die Zellen in 1ml
Trypsin/EDTA resuspendiert und dabei mechanisch mit einer Pasteurpipette dissoziiert. Sobald eine
homogene Suspension entstanden war, wurde die Reaktion mit 1ml Stopp-Medium beendet, die
Zellen erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgte die Resuspension in 1ml 1x PBS
und eine erneute Zentrifugierung. Die Zellen wurden danach in 1ml 1xPBS gut suspendiert und auf
Eis gelagert.

Bei Zelllinien, die sowohl sphérische als auch adharente Zellen enthielten, wurden die Zellen des
Uberstands in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und analog zum Protokoll fiir Sphiaren behandelt.
Die in der Zellkulturflasche verbliebenen adhirenten Zellen wurden gemaR dem oben
beschriebenen Protokoll fir adhdrente Zellen behandelt. Nach dem Waschen mit 1xPBS wurden

die beiden Suspensionen vereinigt und bis auf Weiteres auf Eis gelagert.
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Die CaCo;-Zellen wurden analog zu den adhdrenten SLGC-Linien geerntet, wobei die Trypsinierung
mit CaCo,-Medium (Tab. 6a) beendet wurde.

Fiir die Durchflusszytometrie wurden die in 1ml 1xPBS suspendierten Zellen zu gleichen Anteilen in
drei 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefdlle Gberfihrt, Imin bei 4.000 rpm und Raumtemperatur in der
Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden in 80 pl FACS-Puffer
(Tab. 4) resuspendiert. Danach wurden 20ul FcR-Blocking-Reagenz dazu pipettiert, um die
unspezifische Bindung der Antikorper zu vermeiden. Es folgte die Zugabe von 10ul PE-gekoppelter
CD133- Antikorper oder 10ul der Isotypkontrolle 1gG2b-PE (Tab. 8) pro ReaktionsgefaR. Das dritte
Zellaliquot blieb ohne Antikérper und diente spater als Autofluoreszenzkontrolle. Die Zellen wurden
15min auf Eis inkubiert und danach 1ml FACS-Puffer (Tab. 4) zugefligt. Zellsuspensionen, die sich
von Spharenkulturen ableiten, wurden anschlieBend einmal Giber eine Filtermembran filtriert, um
Aggregate zu eliminieren, welche das Durchflusszytometer okkludieren kénnten. Es folgte die
Zentrifugierung fiir 10min bei 4.000 rpm und Raumtemperatur (Tischzentrifuge Heraeus Pico 17),
der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellpellets in 500ul FACS-Puffer resuspendiert.

Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte anschlieRend am Durchflusszytometer (LSR 1l) in der
CAnaCore Facility des Universitatsklinikums (Institut fir systemische Entziindungsforschung;
Leitung: Prof. Dr. J. Kohl) unter Verwendung der Software FACS — Diva 6.1. Es wurden je 10.000
Zellen gezahlt und die Ergebnisse als Punktwolkendiagramm dargestellt. Bei der Messung wurden
die Zellen zunachst anhand der GroRe mittels Vorwartsstreulicht (FSC; engl.: forward scatter) sowie
der Granularitat mittels Seitstreulicht (SSC; engl.: side scatter) detektiert. Der Messbereich wurde
angepasst, um Zellfragmente sowie —konglomerate auszuschlieBen und somit nur korrekt
dissoziierte Zellen zu detektieren. Die Detektion von CD133 erfolgte mittels eines PE-gekoppelten
(engl.: phycoerythrin) Antikérpers. Durch rechnerische Normierung gegen die Autofluoreszenz und

die Isotyp-Kontrolle wurde der Anteil CD133+ Zellen ermittelt.
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2.2.3 Bestimmung der Proteinexpression mittels Western-Blot

Die Expression von Sox2 in Glioblastom- und Gliosarkomzelllinien wurde mittels Western-Blot-
Methode analysiert. Hierzu wurden Gesamtzellproteinextrakte aus Zelllinien hergestellt. Die Zellen

wurden wie auf Seite 26 beschrieben geerntet.

Proteinextraktion

Die Proteinextraktion aus den Zellen zur Gewinnung des Gesamtzellproteinextrakts (WCE; engl.:
whole cell extract) erfolgte nach Resuspension der Zellpellets in eiskaltem JLB-Lysepuffer (Tab. 4).
Der Puffer enthielt 2ul PIC (Proteinase Inhibitor Cocktail; Tab. 5) und 0,5ul einer gesattigten,
alkoholischen PMSF- (Phenylmethylsulfonylfluorid) Losung. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. In
Abhangigkeit von der PelletgroRe variierte die eingesetzte Menge an JLB-Puffer zwischen 100-
500ul. Nach 30-minttiger Inkubation der Proben wurde bei 4°C fur 10min bei 20.000xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiaRe tberfiihrt.

AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels ,Bradford-Assay”. Die
Methode beruht darauf, dass es zur Komplexbildung der Proteine mit dem Bradford-Reagenz
kommt und dies mit einer farblichen Verdanderung einhergeht, die photometrisch erfasst wird
(Maniatis et al., 1989). 2ul Proteinextrakt wurden in 800ul 1xPBS pipettiert und mit 200ul 5x
Bradford-Reagenz versetzt, griindlich gemischt und fiir 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
photometrische Messung erfolgte am Omega UV-Vis-Photometer bei einer Wellenlange von
A=595nm. Als Referenz diente eine proteinfreie Probe mit 1xBradford-Reagenz. Mittels einer mit
Serumalbumin erstellten Eichkurve wurde die Proteinkonzentration graphisch ermittelt. Die

Proteinextrakte wurden bei -20°C gelagert.

SDS-PAGE

Zur elektrophoretischen  Auftrennung der Proteine wurde die diskontinuierliche
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate
polyacrylamid gel electrophoresis) nach Laemmli eingesetzt (Laemmli, 1970; Maniatis et al., 1989).
Dieses Verfahren erméglicht durch die im Ladepuffer (2xLaemmli-Puffer) enthaltenen Reagenzien
Natriumdodecylsulfat und R-Mercaptoethanol die Denaturierung der Proteine sowie die
Aufhebung der Proteineigenladung. Durch proportionale Bindung von SDS zur Molekiilmasse
werden die Proteine negativ geladen und die elektrophoretische Trennung erfolgt entsprechend
der Molekiilmasse. Das Gelsystem besteht aus einem Trenn- (10%) und Sammelgel (4%) (Tab. 13).
Fiir analytische Gele wurden zunachst 5ul Proteinextrakt mit 5pul 1xPBS und 10ul 2xLaemmli-Puffer
vermischt und aufgetrennt. Fiir préaparative Gele wurden 15ug Proteinextrakt pro Spur analysiert.
Parallel zu den Proben wurden 5ul Proteinmarker (Tab. 5) aufgetrennt. Die SDS-PAGE erfolgte mit
dem Protean Il SDS-PAGE System bei 200V fiir 45min in 1x Gelelektrophoresepuffer.

29



Material und Methoden

Tab. 13: Komponenten des Trenn- und Sammelgels der SDS-PAGE

Komponente Trenngel (10%) Sammelgel (4%)
Aqua dest. 2,00 ml 1,80 ml
Trenngelpuffer (Tab. 4) 1,25 ml -
Sammelgelpuffer (Tab. 4) - 0,75 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30% / 8%) 1,66 ml 0,40 ml
10% Ammoniumpersulfat (APS) 50 pl 15 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 3ul 4l

Western-Blot

Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgte der Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen
(0,45um) im sog. Semi dry-Verfahren. Hierzu wurden zundchst die SDS-PAGE-Gele 10min in
Transferpuffer (Tab. 4) inkubiert. Wahrenddessen wurden 3 Filterpapiere ebenfalls mit
Transferpuffer benetzt und (bereinandergelegt. Hierauf wurde zunidchst zentral die in
Transferpuffer getrankte Nitrozellulosemembran platziert und dariiber das dquilibrierte Gel gelegt.
AbschlieBend folgten drei weitere benetzte Filterpapiere. Der Transfer wurde bei 12V fir 1h in der
Blotkammer TransBlot SD durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran zum
Absattigen von Bindungsstellen flir 15min unter kontinuierlicher Bewegung in 2% Blockierpuffer
(1xPBS, 2% Trockenmilch) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem fiir Sox2-
spezifischen Antikorper (Tab. 8) in 2% Blockierpuffer (1xPBS, 2% Trockenmilch) Giber Nacht bei 4°C
in Plastikbeuteln. Nach Inkubation wurde der Gberschissige, nicht-gebundene Priméarantikérper in
drei 10-mindtigen Waschschritten mittels Waschpuffer (Tab. 4) entfernt. Danach erfolgte die
einstliindige Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikdrper (GARPO, Tab. 8) bei
Raumtemperatur. Es folgte erneut das Entfernen liberschiissiger Antikdrper in drei Waschschritten
(s.0.).

AbschlieBend wurde die Antikorperbindung mit 750ul Detektionslosung am ChemiDoc XRS
detektiert. Das in der Detektionslosung enthaltene Luminol wird hierbei durch die Peroxidase
umgesetzt, wobei Licht emittiert wird. Nach der Detektion von Sox2 erfolgte die Inkubation der
Nitrozellulosemembran mit Antikdrpern gegen Aktin und/oder GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) (Tab. 8). Diese dienten als Ladekontrollen, da die Proteine Aktin und
GAPDH ubiquitar in Zellen exprimiert werden. Im Falle der Aktin-Kontrolle erfolgte nach der
Inkubation mit dem Primarantikorper die mit dem Sekundarantikérper GAMPO (Tab. 8). Im Falle
von GAPDH war der Antikérper bereits mit der Peroxidase gekoppelt, womit die Inkubation mit
einem Sekundarantikdrper entfiel. Die Sox2-Signale wurden mit Hilfe der Software Quantity One

(Tab. 2) quantifiziert und als relative Expression zu den Aktin- bzw. GAPDH-Signalen ausgedriickt.
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2.2.4  Methylierungsspezifische Polymerasekettenreaktion (MSP)

Bei dieser Methode wird zunachst genomische DNA aus Zellen isoliert und dann mit Hilfe von
Bisulfit modifiziert. Dabei wird die Base Cytosin im alkalischen Milieu zu Uracil desaminiert,
wahrend 5-Methylcytosin unverandert aus der Reaktion hervorgeht. Mithilfe geeigneter Primer
lasst sich das Ergebnis mittels PCR Uberprifen, da nur Cytosin — nicht aber Uracil — mit der Base

Guanin eine Basenpaarung eingeht (Abb. 4).

DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung sowie —Reinigung wurden mittels des ,DNeasy Blood & Tissue Kit“ (Tab. 7) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Zunachst wurden die Zellpellets in 200ul 1xPBS resuspendiert,
20ul Proteinase K zugegeben und fiir 1h bei 56°C inkubiert. In diesem Schritt erfolgt die Freisetzung
der DNA und ein Verdau von Proteinen. AnschlieRend wurden erst 200ul AL-Puffer und dann 200ul
100%-iges Ethanol dazu pipettiert und gemischt. Das Lysat wurde komplett auf die Membran der
DNeasy-Saulen tberfihrt und die DNA unter Zentrifugierung an die Sdule gebunden. Dies wurde
fir Imin bei 8.000xg und Raumtemperatur durchgefiihrt. Es folgten zwei Reinigungsschritte, wobei
je 500ul AW1- bzw. AW2-Puffer auf die Membran gegeben und erneut wie zuvor zentrifugiert
wurde. Zur Trocknung der DNA-Saulen folgte eine dreiminiitige Zentrifugierung bei 15.000xg und
Raumtemperatur. Danach erfolgte die Elution der DNA durch Zugabe von 100ul AE-Puffer. Dabei
wurde zunachst der Puffer fiir 5min bei Raumtemperatur auf der Saule inkubiert und danach fir
2min bei 15.000xg zentrifugiert. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei 4°C.

Ein Aliquot der isolierten DNA wurde auf 0,5%-igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt

und mit Hilfe von Ethidiumbromid (10mg/ml) unter UV-Licht im ChemiDox XRS detektiert.

Agarosegelelektrophorese

Agarosegele fanden in mehrfacher Hinsicht Anwendung.

Einerseits wurde damit die Integritdt und Menge der isolierten genomischen DNA untersucht (0,5%
Gel). Andererseits wurden die Produkte der PCR-Analysen im Rahmen der MSP
(Methylierungsspezifische PCR; 2% Gel) und der ChIP (Chromatinimmunprazipitation; 2% Gel)
analysiert. Weiterhin wurden die Chromatinpraparationen auf einem 1% Gel aufgetrennt. In allen
Fallen wurde die Agarose durch Aufkochen in 100ml 1xTBE (Tab. 4) gel6st, nach Abkihlen auf ca.
45°C mit 2pl Ethidiumbromid-Stammlosung (10mg/ml) versetzt und dann in die Gelkivette
gegossen. Das polymerisierte Gel wurde in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer mit
Laufpuffer (1xTBE-Puffer) Gberschichtet und die DNA aufgetragen. Die verwendeten Ladepuffer
waren ,,6x Loading Dye“ (Tab. 5) fur die genomische DNA sowie ,,6x Orange Loading Dye“ (Tab. 5)
fir die PCR-Fragmente. Die Elektrophorese erfolgte bei 100V.
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Zur Mengenbestimmung der genomischen DNA wurde diese parallel zu 5ul und 10ul eines DNA-
Langenstandards (Tab. 5) mit bekannter Konzentration elektrophoretisch auf 0,5 TBE-Agarosegelen
aufgetrennt. Durch Vergleich der Signalstarke der obersten Markerbande (20kbp) und derjenigen
der genomischen DNA wurde die Konzentration der DNA-Praparate empirisch ermittelt. Zur
Quantifizierung der PCR-Produkte wurden diese analog zur genomischen DNA auf TBE-
Agarosegelen aufgetrennt und die Bandenintensitdt mit der einer bekannten Marker-Bande
dhnlicher Fragmentlange verglichen. Allerdings erfolgte im Fall der MSP primar ein Vergleich der
Produkte der U- (unmethyliert) und M- (methyliert) PCRs derselben DNA untereinander. Im Falle
der ChIP dienten die Input- und Isotyp-Kontrolle als Referenzen (s.u.). Fir die Quantifizierung wurde

stets die Software QuantityOne eingesetzt und die Signalstarke ermittelt.

DNA-Modifikation

Die Modifikation der DNA erfolgte mittels Bisulfitreaktion in alkalischer Losung. Dazu wurde die
DNA mit Natriumbisulfit behandelt, wodurch zundchst am C6 des unmethylierten Cytosins
sulfoniert wurde. In den weiteren Schritten erfolgte die Desaminierung zu Uracyl-Sulfonat und die

Umwandlung in Uracil (Abb. 4, A). Methyliertes Cytosin blieb hierbei unverdndert (Abb. 4, B).

Unmethylierte DNA
999 gcg gac cgc 9

Bisulfitmodifikation L

999 gug gau ugu g9
Nso,
J\ Sulfona(ron Ol\ Hydrolvtlc J\ Si AIkaI| Methylierte DNA
03" geamination s desulfonat:on gc™g  gac cMgcM g

999

Cytoslne Cytosme Uracnl Uracnl 1 :
Bisulfitmodifikation
sulfonate sulfonate

gag gcﬂb gau Cmgcm

«Q

A B

Abb. 4: Schematische Darstellung der Bisulfitreaktion (A) und deren Abhdngigkeit des
Methylierungsstatus (B). (A) 1. Reversible Sulfonierung an C®-Atom des Cytosins 2.
Hydrolytische Desaminierung an C* 3. Alkalische Desulfonierung an C8. (B) Konversion des
unmethylierten Cytosins in Uracil (oben). Keine Konversion von 5-Methylcytosin (unten)
(adaptiert aus (Kristensen und Hansen, 2009) (A) und (CpGenome™-DNA Modification Kit
S7820%)(B)).

Die Bisulfitmodifikation wurde mit dem ,CpGenome DNA Modification Kit* (Tab. 7) nach

Herstellerangaben durchgefiihrt. Folgende Losungen wurden frisch angesetzt: 3M NaOH, 20mM

1 CpGenome™ DNA Modification Kit $7820.
http://search.cosmobio.co.jp/cosmo_search_p/search_gate2/docs/CMN_/S7820.20050610.pdf
Tag des Zugriffs: 14.01.2017.
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NaOH / 90% Ethanol und das im Kit enthaltene Reagenz I. Das bei -20°C gelagerte Reagenz | wurde
zunachst auf Raumtemperatur erwarmt und anschlieend pro DNA-Probe 0,227 g abgewogen und
in je 0,571 ml dH,0 gel6st. Mittels pH-Indikatorpapier wurde in 20 ul Schritten mit 3 M NaOH der
Ziel-pH von 5,0 titriert. 1 ug modifizierte DNA wurde mit dH,0 auf ein Gesamtvolumen von 100yl
verdinnt, anschlieBend 7 ul 3 M NaOH hinzupipettiert und fiir 10 min bei 50°C inkubiert. Nach
Zugabe von 550 pl Reagenz | wurde das Gemisch bei 50°C Gber Nacht inkubiert. Im Weiteren wurde
das Reagenz Il frisch angesetzt. Zunachst wurde 1 ul 2-Mercaptoethanol in 20 ml dH,0 verdiinnt
und Reagenz Il auf Raumtemperatur erwarmt. Pro Probe wurden dann 1,35 g Reagenz Il abgewogen
und in 750 pl 2-Mercaptoethanol-dH,0 griindlich gel6st.

Die in Reagenz Il enthaltene Glasmilch, welche die modifizierte DNA bindet, wurde durch Schiitteln
und Vortexen grindlich resuspendiert und 5ul davon in jede Probe pipettiert. Danach wurden 750ul
Reagenz Il zugefiigt und fir 10min unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wird in
diesem Schritt an die Glasmilch immobilisiert. Nach Zentrifugierung fir 1min bei 10.000xg und
Raumtemperatur wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen. Die Glasmilch wurde nun
mehrmals gewaschen. Im ersten Waschschritt wurde in 1ml 70% EtOH resuspendiert, erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Es
folgte eine Zentrifugierung fiir 3min bei 14.000xg. Nach vollstandiger Abnahme des Uberstandes
wurde die Glasmilch in 50ul 20mM NaOH/90% EtOH resuspendiert und 5min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgten analog drei Waschschritte mit 90% EtOH und eine abschliefende
Zentrifugierung fiir 3min bei 14.000xg und Raumtemperatur durchgefiihrt. Der Uberstand wurde
vollstandig abgenommen und die Proben bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Zur Elution der DNA
von der Glasmilch wurde diese in 30ul DNase/RNase-freiem dH,0 suspendiert und fir 15min bei
50°C inkubiert. Danach wurde die Glasmilch durch Zentrifugierung fiir 3min bei 10.000xg pelletiert,
zweimal je 15ul modifizierte DNA abpipettiert und in ein 0,75ml Reaktionsgefald Uberfiihrt. Die

modifizierten Proben wurden bis zur MSP bei -20°C gelagert.

Primer fiir die MSP-Analyse

Die fur die MSP bendtigten spezifischen Primer entstammen den Publikationen ,Genetic and
Epigenetic Modifications of Sox2 Contribute to the Invasive Phenotype of Malignant Gliomas“
(Primer U1, M1, U2, M2: (Alonso et al., 2011)) sowie , Hypermethylation of SOX2 Promoter in
Endometrial Carcinogenesis” (Primer U3, M3: (Wong et al., 2010)) bzw. ,, Hypermethylation of SOX2
gene in hydatidiform mole and chorioncarcinoma” (Primer U3, M3: (Li et al., 2008)) und sind in Tab.

9 aufgelistet.

Die Ermittlung der Linge der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte durch den Abgleich der

Primersequenzen unter Bericksichtigung der durch Bisulfit verdnderten Basen mit Hilfe der
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Datenbank von HomoloGene? nach dem Genlokus NM_003106 fiir Sox2 (H. sapiens) durchsucht
(Wong et al.,, 2010). Diese Nukleotidsequenz wurde inklusive 1.000bp der 5‘-Region der
Promotorsequenz heruntergeladen. Die theoretisch durch die Bisulfitreaktion veranderten Basen
wurden identifiziert und mit der urspriinglichen Sequenz abgeglichen, wobei flir Vorwarts- und
Rickwarts-Primer unterschiedliche Herangehensweisen notwendig waren, da Uracil in der DNA
durch Thymin zu ersetzen ist und im Komplementérstrang zur modifizierten Base (C=>U) Adenin
steht. In der Ermittlung der Primersequenzen in Bezug auf den Methylierungsstatus wurde nach
CpG-Inseln gesucht, an welchen die DNA vorwiegend methyliert werden sollte und die daher

methyliertes Cytosin, welches durch Bisulfit unverandert bleibt, enthalt.

Optimierung der PCR-Reaktion

Zur Erzielung optimaler Ergebnisse in der MSP wurden neben den Parametern Annealing-
Temperatur und Zyklenzahl auch die Stringenz der PCR verandert. Unter Stringenz versteht man
den Prozentsatz an moglichen homologen Interaktionen von Primer und Zielsequenz, wobei bei
hoher Stringenz nur identische Nukleinsauren paaren (Lang, 2006). Der Parameter wurde durch
Anderung des Mg?*-lonen-Gehalts beeinflusst.

Das fiir die PCR benétigte Mg?* wurde in Form von MgCl, bereitgestellt. Mg?* bewirkt die
Stabilisierung der Primer-Bindung an die DNA sowie die Bindung der Polymerase an die Primer und
dient als Cofaktor fir die Polymerase. Generell wird davon ausgegangen, dass eine zu geringe
MgCl,-Konzentration die Qualitdt der PCR-Produkte verringert, eine zu hohe Konzentration
dagegen die Bildung unspezifischer Produkte fordert (Hartmann, 2007). Die zur Optimierung
getesteten MgCl,-Konzentrationen lagen bei 1,5 mM, 2,0mM und 2,5mM und wurden mit jedem
der in Tab. 9 genannten Primern durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Produkte mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, hinsichtlich spezifischer Banden sowie deren Intensitat

bewertet und somit die optimale MgCl,-Konzentration bestimmt.

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/
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Durchfiihrung der methylierungsspezifischen PCR

Nach Optimierung der Bedingungen erfolgte die methylierungsspezifische PCR (MSP) nach unten
genanntem Protokoll.

Es wurden stets die Primer zur Amplifizierung der methylierten und unmethylierten
Promotorregion in parallelen Reaktionen eingesetzt und die Produkte des M-Ansatz (methylierter

Status) in Relation zum U-Ansatz (unmethylierter Status) quantifiziert.

Tab. 14: Komponenten des MSP-Master-Mixes

Komponente Menge [ul]

V) M
Nuklease-freies Wasser 16,5 16,1
dNTP (10mM ATP, CTP, GTP, TTP) 0,5 0,5
Primer Reverse (10pmol/l) 0,4 0,4
Forward (10pmol/I) 0,4 0,4

10 x Reaktionspuffer S 2 2
MgCl, (25mM) - 0,4
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,2 0,2
Master-Mix 20 20

ATP: Adenosintriphosphat; CTP: Cytidintriphosphat; dNTP:

Desoxynukleosidtriphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; M:

methyliert; MgCl,: Magnesiumchlorid; TTP: Thymidintriphosphat;

U: unmethyliert.
Fiir die PCR wurde stets ein Mastermix (Tab. 14) eingesetzt. Dazu wurden die einzelnen
Komponenten aufgetaut, gemischt und auf Eis gelagert. Der Mastermix wurde auf Eis
zusammenpipettiert, wobei die in Tab. 14 genannte Reihenfolge befolgt wurde. Von diesem
Gemisch wurden je 19 ul in ein 0,2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfiihrt und anschlieBend 1 pl
der modifizierten DNA zupipettiert. Die PCR-Reaktionsgefdlle wurden direkt vom PCR-,cooler”
(4°C) in den 94°C heilRen PCR-Block Uberfiihrt und dort 3min inkubiert. Es folgten 45 Zyklen unter
folgenden Bedingungen: Denaturierung (94°C, 45sec), Annealing (68°C, 45sec), Synthese (72°C,
45sec). Abweichend davon wurde die DNA-Amplifizierung mittels Primerpaar 3 unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: Denaturierung (94°C, 45sec), Annealing (55°C, 45sec), Synthese (72°C,
60sec); 45 Zyklen. In allen Fallen erfolgte ein abschlieRender Syntheseschritt fir 10 min bei 72°C
und die Abkiihlung auf 4°C.
Es wurde stets eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die DEPC-behandeltes Wasser anstelle
modifizierter DNA enthielt. Die PCR-Produkte wurden auf 2%-igen Agarosegelen elektrophoretisch

getrennt und im ChemiDoc XRS mit der Software QuantityOne quantifiziert.
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2.2.5 Chromatinimmunprazipitation (ChIP)

Die Chromatinimmunprazipitation ist eine Methode, um die Interaktion zwischen Proteinen und
DNA zu untersuchen (Abb. 5). Hierzu wird ein cross-link des Chromatins mittels Formaldehyd
verursacht und die zu untersuchenden Protein-DNA-Komplexe mittels Immunoprazipitation unter
Einsatz bestimmter Antikorper gereinigt (Orlando und Paro, 1993). Neben der Untersuchung von
Protein-DNA-Interaktionen kann insbesondere die Interaktion von Promotoren diverser Gene mit

Transkriptionsfaktoren und Histonen analysiert werden (Gade und Kalvakolanu, 2012).

cross-link
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interacting proteins
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Ablaufs der ChIP (Chromatinimmunprazipitation). (1)
Cross-link der DNA-Protein-Interaktion mittels Formaldehyd und Fragmentierung der
DNA-Segmente. (2) Immunoprazipitation mit spezifischen Antikbrpern gegen ein
bestimmtes Protein. (3) Isolierung der prazipitierten DNA-Abschnitte. (4) Amplifizierung
der spezifischen DNA-Segmente (adaptiert aus Szalkowski und Schmid, 2011).

Die initialen Arbeiten erfolgten nach Herstellerprotokoll (SimpleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit
(Agarose Beads) #9002, CellSignaling Technology; Tab. 7) und wurden entsprechend den unten

genannten Angaben modifiziert.
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Cross-link und Isolierung des Chromatins

Zur Isolierung des Chromatins wurden die Zelllinien stets ohne Zuhilfenahme von Trypsin geerntet.

Zunachst wurde in den Kulturschalen mittels 135ul Formaldehyd 37% pro 10cm Schale (27l pro ml
Medium; Endkonzentration 1%) die Bildung der DNA-Protein-Komplexe (cross-link) durchgefiihrt.
Nach 10-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde durch Zugabe von 100ul 10xGlycin-
Puffer pro ml Medium die Fixierung gestoppt. Es folgte eine 5-minitige Inkubation bei
Raumtemperatur und das Entfernen der Flissigkeit. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis und
Zentrifugierung bei 4°C. Es wurden zwei Waschschritte mit je 20ml 1xPBS durchgefiihrt. Zelllinien
mit adhdrentem Wachstum wurden direkt in den Zellkulturschalen gewaschen, die spharischen
Kulturen dagegen in sterile Einmalplastik-Réhrchen lberfihrt und wahrend der Waschschritte fir
5min bei 1000 x g pelletiert. Die Uberstiande wurden verworfen. Die Zellen wurden anschlieRend in
1ml PBS-PMSF-Puffer (1xPBS, Phenylmethylsulfonfluorid, Verdiinnung 1:1000) resuspendiert und
5min inkubiert. Bei PMSF handelt es sich um einen Protease-Inhibitor, welcher unerwiinschten
enzymatischen Proteinabbau verhindern kann. Hiernach wurden die Zellen mechanisch mittels
Plastikspatel von den Zellkulturschalen gel6st und in sterile Einmalplastikrohrchen Gberfiihrt. Die
spharischen Kulturen wurden analog in den Plastikréhrchen behandelt. Der weitere Versuchsablauf
war unabhingig vom Wachstumsverhalten identisch und die abgenommenen Uberstande wurden
asserviert und fur spatere Analysen aufbewahrt.

Nach Zentrifugierung fiir 5 min bei 2000 x g wurde zunichst der Uberstand abgenommen (U1) und
die Zellen zur Lyse der Plasmamembran in 10ml Puffer A (5ul 1M DTT, Dithiothreitol; 50ul 200x PIC,
Protease-Inhibitor-Cocktail; 10ul PMSF) resuspendiert. Nach 10-minitiger Inkubation unter
mehrfacher Inversion wurden die Nuklei fir 5 min bei 2000 x g zentrifugiert und erneut der
Uberstand abgenommen (U2). AnschlieBend wurden die Nuklei fiir 10 min unter wiederholter
Inversion mit 10ml Puffer B (0,05% 1M DTT) inkubiert und erneut zentrifugiert (2.000 x g, 5min).
Der Uberstand (U3) wurde asserviert.

Die Pellets wurden anschlieRend in 1ml Puffer B (s.0.) resuspendiert und je 500ul pro ein 1,5ml
Eppendorf-Reaktionsgefald tiberfiihrt. Durch Zugabe von 2,5ul Mikrokokken Nuklease — einer Endo-
Exonuklease — pro 500ul erfolgte eine enzymatische Chromatinfragmentierung bei Inkubation bei
37°C. Die ReaktionsgefdRe wurden dabei mehrfach invertiert. Zur Untersuchung eines optimalen
Nukleaseverdaus wurde die Reaktion sowohl nach 30min als auch nach 40min beendet. Als Stopp-
Medium dienten 50ul 0,5M EDTA pro 500ul Suspension. Nach Zentrifugierung fir 1min bei 10.000
x g wurden erneut die Uberstinde abgenommen (UNE). Nach Resuspendierung in 1ml 1xChlP-
Puffer (5ul 200x PIC; 1ul PMSF) wurden die lysierten Zellen in 15ml Eppendorf-Reaktionsgefilie
Uberfiihrt und eine Chromatinfragmentierung durch Ultraschall durchgefiihrt. Dieser Schritt diente

zudem der Fragmentierung der Nuklei. Nach 2-3 Durchgangen der Sonifizierung (je 3 Zyklen, 7sec,
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Intensitat: 30%) wurde je 1 Tropfen pro Probe lichtmikroskopisch analysiert und mit der Probe vor
der Behandlung verglichen. Dabei wurde Acridinorange eingesetzt, das intakte Zellstrukturen
erkennen lasst, und eine Aussage lber Intaktheit von Kern-Membranen erlaubt. Gegebenenfalls
wurde die Sonifizierung wiederholt. Die Probe wurde hiernach erneut zentrifugiert (10min,
4.000rpm) und der Uberstand in ein neues 1,5m| ReaktionsgefaR (iberfiihrt. Das isolierte Chromatin
befand sich im Uberstand, das Pellet wurde fiir Kontrollzwecke asserviert (UNP). Es folgte die

Chromatinanalyse.

Chromatinanalyse

Zunachst erfolgte die qualitative Analyse des isolierten Chromatins. Hierzu wurden 50ul des
asservierten Chromatins mit 100ul Nuklease-freiem Wasser, 6ul NaCl und 2ul RNase A (10mg/ml)
gemischt, um eventuell vorhandene RNA enzymatisch zu hydrolysieren. Der Vorgang erfolgte im
Warmeblock fir 45min bei 37°C. Anschlielend erfolgte der enzymatische Abbau der Chromatin-
Proteine und somit Freisetzung der DNA. Dazu wurden den Proben 2ul Proteinase K (20mg/ml)
hinzugefiigt und iber Nacht bei 65°C inkubiert.

Nach der Freisetzung der DNA aus den Nukleosomen erfolgte deren Aufreinigung mittels DNA-
Spinsaulen. Hierzu wurden die Proben mit 750ul DNA-Bindepuffer gemischt und auf die Saulen
aufgetragen. Durch Zentrifugierung bei Raumtemperatur fir 30sec bei 15.000 x g wurde die DNA
an die Membran der DNA-S&dulen gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdulen durch
Zugabe von 750ul Waschpuffer gewaschen. Nach Zentrifugierung fiir 30sec bei 15.000 x g und
Raumtemperatur wurde erneut der Durchfluss verworfen. AnschlieBend wurde die Sdule erneut
unter oben genannten Bedingungen fiir 2min trocken zentrifugiert. Es folgte die Elution der DNA
durch Zugabe von 50ul Elutionsreagenz, 5-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und
Zentrifugierung unter oben genannten Bedingungen flir Imin. Der Durchfluss mit der eluierten DNA
wurde fiir weitere Analysen asserviert.

Zunachst erfolgte die Analyse des gereinigten Chromatins auf einem 1%-igen Agarosegel. Durch die
wahrend der Prdparation zugegebene Mikrokokken-Nuklease wurde das Chromatin wahrend der
Manipulation (siehe oben) in nukleosomale Einheiten fragmentiert. Da in jedem Nukleosom ca.
147bp DNA enthalten sind, sollten in den Agarosegelen mehrere Banden zwischen ca. 150 und
750bp detektiert werden. Chromatinpraparationen mit mono- bis penta-nukleosomalen
Fragmenten werden als optimal eingestuft (laborinterne Erfahrungswerte). Fir die Analyse wurden
12ul des eluierten Chromatins mit 2ul Ladepuffer (6x Orange Loading Dye) gemischt und neben
einem DNA-Massenstandard aufgetragen. Das Ergebnis der Elektrophorese wurde anschlieRend
am ChemiDocXRS detektiert. Zur Konzentrationsbestimmung des Chromatins wurden 1,5ul Eluat

auf eine Nano-Kivette lberfiihrt und am Photometer gemessen.

38



Material und Methoden

Chromatin-lmmunprazipitation (ChiP)

In der Chromatinimmunprazipitation werden durch spezifische Antikérper mit der DNA
interagierende Proteine gebunden. Durch Bindung dieser Antigen-Antikdrper-Komplexe an
Agarose-Beads kénnen die gebundenen DNA-Sequenzen isoliert und weiter analysiert werden.

Im Anschluss an die Konzentrationsbestimmung des Chromatins wurde das fiir die ChIP notwendige
Volumen der Chromatinimmunpréparationen rechnerisch ermittelt (10-20ug pro Ansatz). Die
benodtigte Menge wurde mit 1xChlIP-Puffer (0,5% 200x PIC) auf 500ul verdiinnt. Hiervon wurden je
10ul verdiinntes Chromatin als Input-Kontrolle bei -20°C asserviert.

AnschlieBend wurden die Suspensionen mit den unter Tabelle 10 gelisteten Antikérper versetzt. Als
Positivkontrolle wurde der Histon H3 — Antikorper verwendet, welcher das ubiquitdr vorkommende
Histon H3 bindet; als Negativkontrolle wurde ein IgG eingesetzt, der nicht an die Nukleosomen
bindet, aber Auskunft lber die sogenannte ,signal noise ratio” gibt. Als weiterer Schritt zur
Minimierung von ,Hintergrundsignalen wurde das Chromatin unmittelbar vor der
Antikorperzugabe einem sogenannten ,pre-clearing” unterzogen. Dazu wurde die identische
Menge Protein A/Protein G-Agarose-Beads wie fiir die Immunprézipitation (IP, siehe unten) mit
dem Chromatin tGber Nacht bei 4°C auf einem Rotator gemischt. Die Agarosebeads wurden fiir 1min
bei 13.000 rpm und 4°C pelletiert und der Uberstand mit dem Chromatin auf die ReaktionsgefiRe
fir die IP verteilt.

Die zur IP eingesetzten Antikorper richteten sich gegen Sox2, das acetylierte Histon H3K9ac sowie
die methylierten Histone H3K27me2/3 und H3K4me3. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4°C
auf dem Rotator. Nach Abschluss der Inkubation mit den Antikorpern wurden die Proben mit 30ul
in ChIP-Puffer dquilibrierten Protein A/Protein G-Agarose-Beads versetzt und bei 4°C fir 4h unter
Rotation inkubiert. In diesem Schritt binden die Antikorper-Chromatinkomplexe an das
immobilisierte Protein A/Protein G, weshalb in der Fachliteratur von ,,capturing” gesprochen wird.
Um nicht gebundene Chromatin- oder Chromatin-Antikorper-Komplexe von den auf den
Agarosebeads immobilisierten Proben zu trennen, erfolgten mehrere Waschschritte. Hierzu
wurden die Suspensionen in 1,5ml Eppendorf-ReaktionsgefdaRe tberfihrt und anschlieBend fir
1min bei 6.000rpm und Raumtemperatur in der Pico-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und asserviert. Das Pellet mit den Bead-Antigen-Antikdrper-Komplexen
wurde in 1ml low-salt-Waschpuffer (1xChlIP-Puffer) griindlich resuspendiert und fir 5min auf Eis
inkubiert. Die Proben wurden zwischendurch mehrfach invertiert. Es erfolgte die Zentrifugierung
unter o.g. Bedingungen und der Uberstand wurde ebenfalls abgenommen und asserviert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal wiederholt.

AbschlieBend wurde der Waschschritt analog mit 1ml high-salt-Waschpuffer (1ml 1xChlP-Puffer;
70ul 5M NaCl) wiederholt. Daraufhin wurde direkt mit der Elution der DNA aus den

immunprazipitierten Komplexen begonnen.
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Um die DNA aus den Protein-Komplexen zu losen, wurden die Agarosebeads mit dem
immunprazipitierten Material in 150ul 1xElutionspuffer griindlich resuspendiert und bei 65°C fir
30min unter wiederholtem Invertieren inkubiert. Dabei |6sen sich die DNA-Protein-Komplexe von
den Agarosebeads. Nach Zentrifugierung fiir Imin bei 6.000rpm und Raumtemperatur wurde das
im Uberstand enthaltene Chromatin in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die Aufhebung des
Cross-links erfolgte durch enzymatische Behandlung mit einer Protease. Dazu wurde jede Probe mit
6ul 5M NaCl und 2l Proteinase K versetzt und fiir mindestens 4h bei 65°C inkubiert. Die durch den
Verdau freigesetzten immunprazipitierten DNA-Fragmente wurden Uber Spin-Saulen gereinigt.
Dazu wurde oben genanntes Protokoll (siehe Chromatinanalyse) eingesetzt und die DNA mit 50ul
DNA Elutionsreagenz von den Saulen eluiert. Die gereinigte DNA wurde bis zur weiteren Analyse

durch PCR bei -20°C gelagert.

Polymerasekettenreaktion der immunprazipitierten DNA

Die verwendeten Primerpaare (RPL 30 Exon 3, Sox2, Oct4) waren kommerziell erwerblich (Cell
Signaling Technology, Danvers MA, USA) und sind Tab. 10 zu entnehmen. Die Primersequenzen
werden vom Hersteller nicht preisgegeben. Es wurde ein Mastermix mit den Komponenten
nuklease-freies Wasser, Desoxynukleosidtriphosphaten, forward/reverse Primer-Mix, 10x

Polymerasepuffer und Tag-Polymerase wie in Tab. 15 gelistet angesetzt.

Tab. 15: Komponenten des Master-Mixes der ChIP-PCR
Komponente Menge [pl]
Nuklease-freies Wasser 13,5
dNTP (10mM, ATP, CTP,GTP,TTP)) 0,4
Primer-Mix (10pmol/ul, forward/reverse Primer) 2
10 x Polymerasepuffer 2
Taqg-Polymerase (5Units/pl) 0,2
Master-Mix 18,1

ATP: Adenosintriphosphat; CTP: Cytidintriphosphat; dNTP:

Desoxynukleosidtriphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; TTP:

Thymidintriphosphat.
Analog zur methylierungsspezifischen PCR wurde der Mastermix stets frisch angesetzt. Von diesem
Gemisch wurden 18l in ein 0,2ml PCR-Reaktionsgefald Gberfiihrt und 2pl eluierte DNA-Fragmente
zugegeben. Die PCR-ReaktionsgefdlRe wurden direkt vom PCR-,cooler” (4°C) in den 94°C heillen
PCR-Block lberfiihrt und dort 3min inkubiert. Es folgten 32 Zyklen unter folgenden Bedingungen
flir RPL30 Exon 3: Denaturierung (94°C, 30sec), Annealing (60°C, 30sec), Synthese (72°C, 30sec).
Abweichend davon wurde die DNA-Amplifikation mittels Primerpaaren fiir Sox2 und Oct4 unter

nachstehenden Bedingungen fiir 36 Zyklen durchgefiihrt: Denaturierung (94°C, 30sec), Annealing
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(65°C, 30sec), Synthese (72°C, 30sec). In allen Fallen erfolgte ein abschlieBender Syntheseschritt bei

72°C flr 7 min und die Abkihlung auf 4°C.

Die PCR-Produkte wurden auf 2%-igen Agarosegelen elektrophoretisch getrennt und im ChemiDoc

XRS mit der Software QuantityOne quantifiziert

41



Material und Methoden

2.2.6  Statistik

Eine statistische Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse wurde wegen geringer Fallzahlen und
parallel durchgefiihrter Blots nicht durchgefiihrt.

Flir MSP- und ChIP-Analysen wurde der systematische Fehler von 5% angegeben; dieser wurde
zuvor in vergleichenden Experimenten in der Arbeitsgruppe ermittelt und lag bei <5%. Ein
statistischer Vergleich der Proben war nicht moglich, da es bei Durchfiihrung von DNA-Modifikation
(MSP) oder Immunprazipitation (ChIP) stets zu Variationen zwischen unterschiedlichen
experimentellen Serien kommt, die auf die Zellqualitdt und auch die chemischen Modifizierungen
zuriickzufihren sind. Um die Unterschiede zwischen Analysen der Promotormethylierung bzw. der
Chromatinmodifizierungen verschiedener Zelllinien und Klone zu minimieren, wurden daher stets
Serien verschiedener Proben an einem Tag untersucht statt Mehrfachbestimmungen identischer
Proben ein und derselben Zelllinie bzw. Klons durchzufihren.

Analog wurde bei der Durchflusszytometrie der systematische Fehler angegeben. Hierbei ist neben
experimentellen Problemen, wie Dissoziieren, Zellaggregaten und Spharoiden, das
Probenaufkommen ein beschrankender Faktor; so waren pro Zelllinie oder Klon jeweils drei
parallele Anséatze (1) Autofluoreszenz, (Il) Isotypkontrolle und (1) anti-CD133-Antikorper nétig. Die
Qualitat von Zellen an verschiedenen Versuchstagen kann in Abhangigkeit von der Wachstumsform
deutlich schwanken, sodass die Ansatze statistisch nicht vergleichbar sind.

Fiir SLGC-Mutterkulturen und deren Klone, fir die mit verschiedenen Methoden Daten gewonnen
wurden, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Hierzu wurde das Statistik-Programm SPSS
(Version 24) verwendet, um den Korrelationskoeffizienten nach Pearson zu ermitteln. Dieser kann
Werte zwischen -1 (perfekte negative Korrelation) oder 1 (perfekte positive Korrelation) annehmen.
Zum einen wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient fiir die Ergebnisse des Methylierungsstatus
der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 ermittelt, um die Frage zu klaren, ob die Promotorregionen
Sox2 als Einheit regulieren oder nicht. Zum anderen wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient zur
Beurteilung der Korrelation von Sox2-Promotormethylierung und Anteil an CD133+ Zellen ermittelt.
Hierdurch sollte Gberprift werden, ob die beiden stemness-assoziierten Faktoren Sox2 und CD133
hinsichtlich bestimmter Parameter miteinander korrelieren. Sofern die Ergebnisse in Klonen der
selben Passage erhoben wurden, wurden diese korreliert. Bei unterschiedlichen Passagen erfolgten
differenzierte Untersuchungen in friheren und spateren Passagen. Aufgrund der geringen
StichprobengroBe wurde mittels ,bootstrap“-Verfahren die Probenzahl exponenziert (1.000
Stichproben) und das entsprechende Konfidenzintervall des Korrelationskoeffizienten mit einem

Konfidenzintervallniveau von 95% ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Konzept und Vorarbeiten

3.1.1 Sox2-Proteinexpression in Mutterkulturen

Frihere Arbeiten der Arbeitsgruppe belegten, dass SLGC flir <50 Passagen in serumfreien (N-)
Medium stabil kultiviert werden kdnnen, ohne dass es zu einer signifikanten Reduktion von
Stammzell-assoziierten Markern (z.B. Nestin, FABP7, Musashi) kommt (Hirseland, 2017; Zechel,
personliche Mitteilung). Dagegen flihrte die Behandlung mit Serum (2%, 5% und 10% FCS) zu einer
Abnahme der Expression dieser Marker und der Ausbildung komplexer Zellformen (Choschzick,
2015); Zechel, personliche Mitteilung). Um zu prifen, welche der in der Arbeitsgruppe
vorhandenen SLGC-Linien fir die Untersuchung der epigenetischen Regulation von Sox2 in Frage
kommen, wurden Gesamtzellproteinextrakte (WCE) mittels Western Blot analysiert. Abb. 6 zeigt
einen typischen Blot. Die Analyse wurde wiederholt und zusatzlich ein WCE aus T1371-Kulturen

einbezogen (nicht gezeigt).
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Abb. 6: Western-Blot-Analyse zur Proteinexpression des Transkriptionsfaktors Sox2 in
ausgewdhlten SLGC-Mutterkulturen von Glioblastomen und Gliosarkomen.
Chemilumineszenz: Pfeil kennzeichnet die Position der Sox2-spezifischen Bande (~34 kDa)
bzw. die Ladekontrolle Actin (~43kDa). T und Nummer bezeichnet die SLGC-Zelllinie, aus
der die Proteine gewonnen wurden. SCID: ,,severe combined immunodeficiency”.

Der Western-Blot (Abb. 6) zeigt, dass der Sox2-Antikoérper in allen untersuchten Zelllinien, auRer
T1389, T1495 und T1522 eine starke Bande detektierte. Damit bestatigt dieser Western-Blot die
Analysen der Kollegen der Arbeitsgruppe, die eine hohe Sox2-Expression in den SLGC-

Mutterkulturen nachwiesen.
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3.1.2 Vorarbeiten fiir die Methylierungsspezifische PCR (MSP)

Die genomische DNA wurde aus Pellets der Zelllinien isoliert und mittels Gelelektrophorese
Uberprift (2.2.4). Dass es sich um hoch molekulare DNA handelte, die mit RNA kontaminiert war,
wurde an einzelnen Aliquots mittels DNase- bzw. RNase-Behandlung liberpriift (nicht gezeigt).

Die Bisulfitmodifikation erfolgte wie unter 2.2.4 beschrieben.

Fiir die methylierungsspezifische PCR (MSP) standen mehrere Sox2-Primer zur Verfligung, die auf
unterschiedlichen Sox2-Promotorregionen binden. Diese wurden im Folgenden als Primerpaare 1
(U1, M1), 2 (U2, M2) und 3 (U3, M3) definiert. Die Sequenzabfolge der Sox2-Promotoren mit
Angaben zur Hybridisierungsregion sind Tab. 9 zu entnehmen. Erste PCR-Versuche mit den Sox2-
Primern ergaben in einigen Fallen multiple Banden statt eines definierten PCR-Produkts. Um die
Ergebnisse zu optimieren, wurde der Parameter ,MgCl,“ modifiziert. Zusatzlich wurde eine
Optimierung der Annealingtemperatur versucht, die jedoch keine malRgebliche Verbesserung der

Ergebnisse erbrachte und daher nicht dargestellt wird.
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Abb. 7: Gelelektrophoretische Auftrennung der MSP-Produkte, die bei MgCl,-Konzentrationen
von 1,5 bis 2,5 mM amplifiziert wurden. Die Pfeile weisen auf die Position der spezifischen
Produkte hin. Die errechnete Fragmentlange [bp] der Produkte ist in Klammern angegeben.
(A) Primerpaar Sox2 Promotorregion 1 [Ldnge: U=116 bp; M=102bp] (B) Primerpaar Sox2
Promotorregion 2 [Lange: U=120bp; M=110bp] (C) Primerpaar Sox2 Promotorregion 3
[Lénge: U=210bp; M=207bp]. Es wurden die bisulfitbehandelten Kontroll-DNAs [P1-P8, Tab.
12] untersucht. [NK] Negativkontrolle mit DEPC-behandeltem Wasser. [M] Primer fir
methylierte Promotorregion. [U] Primer fiir unmethylierte Promotorregion. Die Zahlen 1,5,
2,0 und 2,5 [Zahl] geben MgCl,-Konzentrationen in mM an. [Stern] Oligonukleotidreste.
Marker: ,,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder”.

Es wurden MgCl,-Konzentrationen von 1,5, 2,0 und 2,5 mM fiir alle drei Sox2-Primerpaare auf den
Kontroll-DNA-Proben P1 — P8 getestet. Es zeigte sich (Abb. 7), dass die MSP mit dem Primerpaar 1
flir den unmethylierten Sox2-Promotor bei allen 3 MgCl,-Konzentrationen mehrere distinkte
Banden ergab (Abb. 7, A). Die erwartete GroRe des Amplifikats betrdgt 116bp. Auf dieser Position
waren in den Agarosegelen flir das Primerpaar U1 keine Banden erkennbar, jedoch zeigten mehrere
unspezifische Banden auf einer Position zwischen 200 und 500bp. Des Weiteren zeigten sich mit
1,5 und 2,0mM Banden in zwei der drei Negativkontrollen mit einer GroRe von >200bp. Diese waren
auch in den Spuren mit DNA-Template (P1-1,5mM, P1-2,5mM, P2-2,5mM, P3-1,5mM, P3-2,0mM,
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P3-2,5mM und P4-2,0mmM MgCl,) erkennbar. Da die Banden bei einigen Template-MgCls-
Kombinationen fehlten, ist eine Kontamination des Mastermixes mit einem Template weitgehend
auszuschlieRfen und es liegt die Vermutung der Produktion eines unspezifischen Amplifikats bei
reduzierter Stringenz nahe. Weitere Vorexperimente ohne MgCl, und mit verschiedenen Templates
ergaben ebenfalls ein heterogenes Bandenmuster mit dem U-Primerpaar, wobei Amplifikate in
weniger als 20% der Analysen auftraten (nicht gezeigt). Das Primerpaar fiir die methylierte Sox2-
Promotorregion 1 erzeugte Produkte, die der erwarteten ProduktgréfRe von 102bp entsprachen,
jedoch nicht in den Ansatzen P4. Am eindeutigsten waren diese Banden bei einer MgCl.-
Konzentration von 2,0mM und 2,5mM bei der Kontroll-DNA P1 und P2 sowie bei 2,5mM bei P3 zu
beobachten (Abb. 7,A).

Die erwartete ProduktgroRe fiir die Primerpaare U2 und M3 entsprachen fir die unmethylierte
Sox2-Promotor-Sequenz 120bp und fir die methylierte 110bp. Fiir das U (unmethylierte)
Primerpaar waren in allen DNA-Proben Produkte der gewlinschten GréRe nachweisbar, wobei die
stiarkste Bande bei einer MgCl,-Konzentration von 1,5mM beobachtet wurde; alle
Negativkontrollen waren frei von amplifizierten Fragmenten (Abb. 7, B). Das Primerpaar M fir die
methylierte Sox2-Promotorregion 2 zeigte in den Proben P5, P6 und P7 amplifizierte DNA-
Fragmente der erwarteten GrofRe von 110bp. In PCRs mit der DNA-Probe P4 wurden keine Produkte
beobachtet. Auch hier waren die Negativkontrollen stets ohne erkennbare DNA-Amplifikation (Abb.
7, B). Anzumerken ist hierbei, dass die Produkte des Primerpaares M Sox2-Promotorregion 2 eine
groRere ProduktgroRe aufwiesen als mit Hilfe der genomischen Sequenz errechnet (beobachtet: ca.
190bp; errechnet: 110bp). Die Ursache hierfiir ist unklar.

Die Analyse der Primerpaare fiir die Sox2-Promotorregion 3 ergaben fir den M-Primer, nicht aber
fiir den U-Primer deutliche bis starke Banden (Abb. 7, C). Bei den PCRs mit dem U Primerpaar waren
lediglich in den Proben P2 und P8 bei einer MgCl,-Konzentration von 1,5mM starke Banden im
Bereich der errechneten Fragmentlange von 210bp zu erkennen, wohingegen bei hoheren MgCl.-
Konzentrationen keine Banden nachweisbar waren. Fiir das M-Primerpaar wurden bei allen MgCls-
Konzentrationen fir die Proben P2, P3, P4 und P8 Banden beobachtet. Die starksten Banden waren
bei einer MgCl,-Konzentration von 2,5mM nachweisbar. Die Negativkontrollen waren fiir beide
Primerpaare M3 und U3 negativ.

Das Fazit der Tests mit den drei Primerpaaren fiir die Sox2-Promotorregionen ist, dass insbesondere
die Promotorregion 2 reproduzierbare Ergebnisse mit den verschiedenen Test-DNAs lieferte. Fur
die Promotorregion 1 wurden mehrere unspezifische PCR-Produkte beobachtet. Fir die
Promotorregion 3 wurden mit dem M-Primerpaar, nicht aber dem U-Primerpaar, starke Banden

erhalten.
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3.1.3 Vorarbeiten zur Chromatinimmunprazipitation

Bei der ChIP entscheiden mehrere Parameter Uber die Qualitdt des Chromatins. Dazu zdhlen
insbesondere die Dauer des Nuklease-S7-Verdaus und die Dauer der Sonifizierung. Hier wurde
insbesondere der Parameter ,Dauer des Nuklease-S7-Verdaus” variiert, wobei die
Inkubationszeiten fir die Mikrokokken-Nuklease zwischen 30 und 40min getestet wurden (Abb. 8).
Nach Proteaseverdau des Chromatins wurden 10 pl und 20 pl Aliquot der freigesetzten DNA (siehe

Kapitel 2.2.5) auf einem TBE-Agarosegel aufgetrennt.
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Abb. 8: Agarosegelelektrophorese des isolierten Chromatins nach Freisetzung und Reinigung der
DNA. Exemplarisch ist die Analyse des Chromatins aus der GBM-Zelllinie T1442 und GSarc-
Zelllinie T1371 gezeigt, wobei die Inkubationszeiten mit der Mikrokokken-Nuklease 30 und
40 (min) betrugen. Als Marker diente ,,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder” (die Anzahl der
Basenpaare ist flr ausgewahlte Banden angegeben). Es wurden 10 und 20 [ul] der
freigesetzten DNA aufgetragen.

Mittels des mitgeflihrten Langenstandards ,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder” wurden die
BandengroRen der aus den Chromatinpraparationen freigesetzten DNAs ermittelt. Sowohl bei der
Behandlung mit Mikrokokken Nuklease fir 30 min und fir 40 min wiesen die
Chromatinprdparationen stets eine mononukleosomale Fraktion (146bp) auf. Die relative
Haufigkeit von mononukleosomaler zu di-, tri- oder héher-nukeosomaler Fraktion variierte, was
insbesondere in den Spuren mit 20ul Probe deutlch wurde. So war nach 30-minditiger Inkubation
bei T1371 der relative Anteil mononukleosomaler Fraktion etwas hoher als nach 40-mintiger
Inkubation. Bei T1442 war der relative Anteil der mononukleosomalen Fraktion nach 40 min héher
als nach 30 min. Entsprechend war der Anteil an di- und trinukleosomaler Fraktion nach 40 min im
Vergleich zur 30-minitigen Behandlung reduziert.

Eine optimale Chromatinpraparation sollte neben einer mononukleosomalen Fraktion auch stets
nachweisbare Anteile an di- und trinukleosomalen Fraktionen erhalten (laborinterne
Erfahrungswerte). Das Fazit der Analyse der Mikrokokken-Nuklease-Verdauung ist somit, dass eine
30-minitige Inkubation mit der Nuklease ausreichend ist und eine 40-minitige Behandlung das

Risiko einer zu starken Verdauung birgt.
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3.2 Analyse des Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen in GBM-
Klonen

Durch die methylierungsspezifische PCR (MSP) sollte ermittelt werden, ob SLGC-Mutterkulturen
(MC) und die davon abgeleiteten Klone (cl) einen hypo- oder hypermethylierten Sox2-Promotor
haben und ob sich Klone und Mutterkultur hinsichtlich des Grads an Methylierung unterscheiden.
Es wurden die T1338 MC und 10 Klone (cl-2, cl-3, cl-4, cl-5, cl-6, cl-7, cl-8, cl-9, cl-10, cl-11), die
T1440 MC plus 4 Klone (cl-4, cl-5, cl-5-1, cl-8), die T1452 MC plus 8 Klone (cl-10, cl-14, cl-15, cl-16,
cl-17, cl-20, cl-21, cl-155), die T1464 MC plus 8 Klone (cl-1, cl-6, cl-8, cl-11, cl-16, cl-18, cl-21, cl-27)
sowie die T1495 MC plus 7 Klone (cl-4, cl-12, cl-13, cl-14, cl-16, cl-26, cl-37) untersucht. Dabei
wurden von den T1452 Klonen cl-10, cl-15, cl-16, cl-20, cl-21 und cl-155 der Mutterkultur mehrere
Passagen verglichen.

Die PCR-Produkte wurden auf TBE-Agarosegelen aufgetrennt und am ChemiDoc XRS unter UV-Licht
detektiert. Es wurden jeweils nur die spezifischen Banden quantifiziert und die Signalintensitat des
U- plus des M-PCR-Produkts als 100% berechnet. Die relative Signalintensitat fir das U- und M-
Produkt wurden graphisch dargestellt.

Da mit den Sox2-Primerpaaren U1/M1 in den Vorexperimenten und der Analyse von T1338
Mutterkultur und Klonen insbesondere mit dem unmethylierten Primerpaar variable Muster an
unspezifischen Banden erhalten wurden, erfolgten die Analysen der Mutterkulturen und Klone fir
T1440, T1452, T1464 und T1495 primar mit den Primerpaaren U2/M2 und U3/M3. Lediglich fir

T1338 und T1464 wurde des U1-Primerpaar fir weitere Analysen eingesetzt.
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3.2.1 Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen der SLGC-Linie T1338

Die methylierungsspezifische PCR und somit der Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen
wurden im Fall der SLGC-Linie T1338 und T1338-Klone mit Primern fir alle drei Sox2-
Promotorregionen durchgefiihrt, wobei jeweils die MgCl,-Konzentration eingesetzt wurden, die die

besten Ergebnisse in den Optimierungstests ergaben (Kapitel: 3.1.2).
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Abb. 9: Agarosegelelektrophorese @ der  MSP-Produkte  unterschiedlicher  Sox2-

Promotorregionen von Mutterkultur und Klonen der GBM-Linie T1338. Die Pfeile
weisen auf die Position der spezifischen Produkte hin. Die errechnete Fragmentlange
[bp] der Produkte ist in Klammern angegeben. (Links) Produkte der MSP fiir
unmethylierte Promotorregionen. (Rechts) Produkte der MSP fir methylierte
Promotorregionen. (A) Primer fiir Sox2-Promotorregion 1 (U1: 116bp; M1: 102bp).
(B) Primer fiir Sox2-Promotorregion 2 (U2: 120bp; M2: 110bp). (C) Primer fir Sox2-
Promotorregion 3 (U3: 210bp; M3: 207bp). [bp] Basenpaare. [MC] Mutterkultur. [cl]
Klon. [p] Passage. [PK] Positivkontrolle [NK] Negativkontrolle mit DEPC-behandeltem
Wasser. [Stern] Anlagerung unspezifischer Oligonukleotide. Marker: ,,GeneRuler 1kb
Plus DNA Ladder”.

Mit dem Primerpaar Sox2-U1 wurden verschiedene PCR-Produkte einer GrofRe von 200bp, 300bp

oder im Fall von Klon T1338 cl-8 ca. 550bp erhalten (Abb. 9, A links). Mit dem Primerpaar Sox2-M1

wurden fir alle Templates die erwarteten Produkte von 102bp erhalten (Abb. 9, A rechts). Da das
spezifische PCR-Produkt fiir den U1-Primer bei den Klonen T1338 cl-2, cl-5, cl-6 und cl-8 ganz oder
fast fehlte, wurde das Verhaltnis von U- zu M-Produkt flir diese Analyse nicht berechnet. Fiir die

Primerpaare M2 und U2 der Sox2-Promotorregion 2 wurden fiir die T1338 Mutterkultur und alle

Klone die spezifischen Banden erhalten. Allerdings wies insbesondere der Klon T1338 cl-11 fir U2

und M2 schwache zusatzliche Banden auf. Ein zusatzliches, kiirzeres PCR-Produkt wurde in der

Mehrheit der PCRs mit dem M2-Primer beobachtet. Die PCR fiir den Klon T1338 cl-6 ist nur bedingt
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auswertbar (Schmier unterhalb der spezifischen Bande). Mit dem U2-Primerpaar wurde eine
zusatzliche schwache Bande bei 300bps beobachtet. Hinsichtlich der relativen Intensitat der
spezifischen Produkte von M2 und U2 gab es nur geringe Unterschiede (Abb. 9, B). Fir die
Primerpaare U3 und M3 wurden spezifische Produkte in allen Spuren detektiert (Abb. 9, C). Dabei
waren die Unterschiede in den Bandenintensitaten fiir die Klone T1338 cl-2, cl-7 und cl-8 sowie die
Mutterkultur deutlich und der Anteil des U-Produkts Gberwog. Die T1338 Klone cl-10 und cl-11

wiesen ein Uberwiegen des M-Produkts auf.
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Abb. 10: Relative Methylierung der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 der T1338 Mutterkultur
und abgeleiteter Klone. Die Bandenintensitdten von U- plus M-Produkt wurden als
100% definiert, die relative Haufigkeit der U- bzw. M-Banden ist in Prozent
angegeben. Der systematische Fehler (5%) ist angegeben. (A) Sox2-Promotorregion
2. (B) Sox2-Promotorregion 3. [MC] Mutterkultur. [cl] Klon. [p] Passage.

Die Quantifizierung ergab, dass der relative Methylierungsanteil der T1338 Mutterkultur im Bereich
der Sox2-Promotorregion 2 bei 35-40% lag. In allen Klonen war ein dhlniches Verhaltnis von U- zu
M-Bande zu beobachten (Abb. 10, A). Die relative Methylierung variierte zwischen 30% (cl-10) bis
40% (cl-3). Damit wiesen die Mutterkultur und die Klone einen sehr dhnlichen Grad an Sox2-
Promotor-Methylierung in der von Primerpaar 2 amplifizierten Region auf. Es lag eine
Hypomethylierung dieser Region vor.

Da die Signalstarken der mit den Primerpaaren Sox2-U3 und Sox2-M3 erhaltenen PCR-Produkte
niedrig waren, war die Quantifizierung zum Teil schwierig (Abb. 10, B). Fir die T1338 Mutterkultur
wurde in der Sox2-Promotorregion 3 eine relative Methylierung von 30-35% ermittelt. Eine relative
Methylierung von tiber 50% wurde fur die T1338 Klone cl-10 (61%), cl-11 (64%) und cl-5 (57%)
beobachtet. Eine relative Methylierung von unter 30% wurde fiir Klon cl-8 (27%) festgestellt. Alle
Ubrigen Klone wiesen eine relative Methylierung von 35-45% auf. Bis auf den Klon cl-8 lagen die
Methylierungen in allen Klonen geringfiigig Giber dem der Mutterkultur lagen. Damit weist die MSP

fir die Sox2-Promotorregion 3 auf eine geringe bis mittlere Methylierung des Sox2-Promotors hin.
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3.2.2 Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen der SLGC-Linie T1440

Analog zur SLGC-Linie T1338 erfolgte mit Proben der Mutterkultur und Klonen der Linie T1440 nach
Abschluss der Bisulfitreaktion die methylierungsspezifische PCR mit den Sox2-Primerpaaren 2 und
3.
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Abb. 11: Agarosegelelektrophorese =~ der  MSP-Produkte  unterschiedlicher  Sox2-
Promotorregionen von Mutterkultur und Klonen der GBM-Linie T1440. Die Pfeile
weisen auf die Position der spezifischen Produkte hin. Die errechnete Fragmentlange
[bp] der Produkte ist in Klammern angegeben. (Links) Produkte der MSP fiir
unmethylierte Promotorregionen. (Rechts) Produkte der MSP fir methylierte
Promotorregionen. (A) Primer fiir Sox2-Promotorregion 2 (U2: 120bp; M2: 110bp).
(B) Primer fiir Sox2-Promotorregion 3 (U3: 210bp; M3: 207bp). [bp] Basenpaare.
[MC] Mutterkultur. [cl] Klon. [p] Passage. [PK] Positivkontrolle [NK] Negativkontrolle
mit DEPC-behandeltem Wasser. [Stern] Anlagerung unspezifischer Oligonukleotide.
Marker: ,,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder”.

Fir die SLGC-Mutterkultur T1440 konnten in allen MSP-Proben Produkte mit den Primerpaaren
Sox2-U2 und Sox2-M2 erhalten werden, wobei in einigen Fallen die bereits beschriebenen
schwachen zusatzlichen Banden auftraten (Abb. 11, A). Die spezifischen Banden wurden
quantifiziert (Abb. 12, A). Die relative Methylierung der Sox2-Promotorregion 2 in der T1440-
Mutterkultur lag hier bei 19%. In den Klonen konnte eine &dhnliche oder noch niedrigere
Methylierung nachgewiesen werden. Dabei war die Methylierung fir die Klone T1440 cl-5 (18%)
und cl-5-1 (20%) ahnlich der Mutterkultur. Die ibrigen Klone wiesen mit 12% (Klon T1440 cl-8) und
14% (Klon T1440 cl-4) niedrigere Werte auf. Generell belegt die MSP eine deutliche
Hypomethylierung der Sox2-Promotorregion 2 fiir T1440 Mutterkultur und Klone.

Mit den Primerpaaren Sox2-U3 und Sox2-M3 konnten ebenfalls in allen MSP-Proben Amplifikate
der erwarteten GrofRen erhalten werden, wenngleich die Intensitat niedrig und deutlich geringer
war als in den Proben der amplifizierten Sox2-Promotorregion 2 (Abb. 11, B). Nach Quantifizierung
der spezifischen Banden (Abb. 12, B) wurde fiir die T1440 Mutterkultur ein Methylierungsgrad von

74% ermittelt.
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Die Klone wiesen ein heterogenes Bild des Methylierungsgrads auf, wobei in allen Klonen eine
Hypomethylierung der Sox2-Promotorregion 3 nachzuweisen war. Der Methylierungsgrad lag bei
nahe 0% (Klon T1440 cl-8), 10% (Klon T1440 cl-5), 25% (Klon T1440 cl-4) und 31% (Klon T1440 cl-5-
1). Auffallend ist hierbei, dass die Veranderung des Methylierungsgrad der Klone in keinem
erkennbaren Zusammenhang der Passage stand und sich lediglich die hohe Passagenzahl der
Mutterkultur im Methylierungsgrad der Promotorregion 3 (74%) widerspiegelte. Dagegen wiesen
die Klone in den Passagen p8 (Klon T1440 cl-5 (10%)) bzw. p9 (Klon T1440 cl-4 (25%) und T1440 cl-

5-1 (31%)) eine Hypomethylierung der Sox2-Promotorregion 2 auf.
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Abb. 12: Relative Methylierung der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 der T1440 Mutterkultur
und abgeleiteter Klone. Die Bandenintensitaten von U- plus M-Produkt wurden als
100% definiert, die relative Haufigkeit der U- bzw. M-Banden ist in Prozent
angegeben. Der systematische Fehler (5%) ist angegeben. (A) Sox2-Promotorregion
2. (B) Sox2-Promotorregion 3.

Die MSP-Analyse der SLGC-Linie T1440 ergab in der Summe eine homogene Methylierung der Sox2-
Promotorregion 2 und eine heterogene Situation fir die Sox2-Promotorregion 3 (Abb. 12). Dabei
war die Promotorregion 2 in Mutterkultur und Klonen hypomethyliert, wahrend die Sox2-

Promotorregion 3 in der Mutterkultur hyper- und in den Klonen hypomethyliert war.
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3.2.3 Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen der SLGC-Linie T1452

Fir die SLGC-Linie T1452 erfolgte lediglich die MSP der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 mit

anschlieRender gelelektrophoretischer Auftrennung und Quantifizierung.
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Abb. 13: Agarosegelelektrophorese =~ der  MSP-Produkte  unterschiedlicher  Sox2-

Promotorregionen von Mutterkultur und Klonen der GBM-Linie T1452. Die Pfeile
weisen auf die Position der spezifischen Produkte hin. Die errechnete Fragmentlange
[bp] der Produkte ist in Klammern angegeben. (Links) Produkte der MSP fiir
unmethylierte Promotorregionen. (Rechts) Produkte der MSP fir methylierte
Promotorregionen. (A) Primer fiir Sox2-Promotorregion 1 (U1: 116bp; M1: 102bp).
(B) Primer fur Sox2-Promotorregion 2 (U2: 120bp; M2: 110bp). (C) Primer fiir Sox2-
Promotorregion 3 (U3: 210bp; M3: 207bp). [bp] Basenpaare. [MC] Mutterkultur. [cl]
Klon. [p] Passage. [PK] Positivkontrolle [NK] Negativkontrolle mit DEPC-behandeltem
Wasser. [Stern] Anlagerung unspezifischer Oligonukleotide. Marker: ,,GeneRuler 1kb
Plus DNA Ladder”.

Mit der modifizierten DNA der T1452 Mutterkultur wurden weder fiir die M-Primer (M2 und M3)

noch die U-Primer (U2 und U3) PCR-Produkte erhalten (Abb. 13). In den T1452 Klonen ergaben die

Primerpaare U2 und M2 die zuvor beobachteten zusatzlichen Banden bei ca. 300bps fiir U2 und ca.

80 - 90 bps fiir M2, die fiir die verschiedenen Templates unterschiedlich stark ausfielen und in

einigen Fallen fehlten (Abb. 13 A). Dabei trat die Zusatzbande von 80 - 90 bps im vorliegenden

Ansatz sogar in der Wasserkontrolle auf, was die Vermutung erhartet, dass es sich um ein von den

Primern abgeleitetes Artefakt handelt. Weiterhin sind in der Spur fiir den Klon T1452 cl-15 (p15)

eine Zusatzbande und ein Schmier im Hintergrund festzustellen (Abb. 13, A rechts), womit die

Aussagekraft der betreffenden PCR eingeschrankt ist.
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Abb. 14: Relative Methylierung der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 der von T1452
Mutterkultur abgeleiteter Klone. Die Bandenintensitaten von U- plus M-Produkt
wurden als 100% definiert, die relative Haufigkeit der U- bzw. M-Banden ist in
Prozent angegeben. Der systematische Fehler (5%) ist angegeben. (A) Sox2-
Promotorregion 2. (B) Sox2-Promotorregion 3.

Die Quantifizierung ergab in der Sox2 -Promotorregion 2 (Abb. 14A) fir den Klon T1452 cl-10 23%
Methylierung und somit eine Hypomethylierung. Eine dhnlich geringe Methylierung wurde fiir die
Klone T1452 cl-15 (26%), T1452 cl-16 (25%) und T1452 cl-20 (23%) ermittelt. Ein etwas hoherer
Methylierungsgrad wurde fir die Klone T1452 cl-21 (32%) und T1452 cl-155 (37%) festgestellt. Fur
die Klone T1452 cl-4, T1452 cl-17 und T1452 cl20 wurden mit dem M2-Primerpaar keine Produkte
erhalten. Da die Menge an verfiigbarer DNA in diesen Fallen sehr klein war, konnte das Experiment
nicht wiederholt werden. Somit kann nicht abschliefend geklart werden, ob die Sox2-
Promotorregion 2 in die Klonen unmethyliert ist oder eine geringe Methylierung vorliegt.

Fir die PCR mit den Primerpaaren U3 und M3 wurden bei einigen Proben (z.B. T1452 cl-16 p18)
keine aussagekraftigen Daten erhalten und eine Wiederholung war aufgrund der geringen
Materialmenge nicht moglich. Fir die tGbrigen Proben ergab sich in der Mehrzahl der Klone eine
Hypermethylierung der Sox2-Promotorregion 3 (Abb. 14B). Eine Hypermethylierung wurde
insbesondere flir T1452 cl-10 (74%), T1452 cl-14 (99%), T1452 cl-15 (81%), T1452 cl-16 (70%), T1452
cl-17 (99%) und T1452 cl-155 (73%) ermittelt. Eine etwas geringere Methylierung wurde fiir T1452
cl-20(47% - 64%) und T1452 cl-21 (64%) festgestellt. Die Ergebnisse fur den Klon T1452 cl-20 weisen
zudem auf eine Zunahme der Methylierung liber vier Passagen hin (p16: 47%; p20: 64%). In der
Summe lasst sich fir die T1452 Klone eine klare Hypomethylierung des Sox2-Promotors in der

Region 2 und eine deutliche Hypermethylierung in der Region 3 feststellen.
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3.2.4  Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen der SLGC-Linie T1464

Fir die T1464 Mutterkulturen und die T1464 Klone wurden alle drei Sox2-Promotorregionen

untersucht.
A o o
& &L Qc"% Q‘b\’ @@ EEE e e O 6”,\ Q
Q , . . I\ . . , N
S T e & & RS NN A G
bp! bp =2
500== 500=
200: - . 200== .
75 ‘-75"-6-nmm-m“q_r
Sox2-Promotorregion 1: Primerpaar Ul Sox2-Promotorregion 1: Primerpaar M1
B N \
(o) N
f PP RLERQ N N
SO0 S T e ey et T e Y
P SR M M M U LR
bp = bp =
500= 500=
200w oo 200— - -
TS e e e e e e e ey 75T e e e e *
Sox2-Promotorregion 2: Primerpaar U2 Sox2-Promotorregion 2: Primerpaar M2
C ‘;\y‘ (’;\Y
PSRRI P F P RIPER
R S e SN o gt 0 &
I T ¥ S & PO A AL O
bp =22 bp ==
500= 500 =
L R R —————— < *
Sox2-Promotorregion 3: Primerpaar U3 Sox2-Promotorregion 3: Primerpaar M3

Abb. 15: Agarosegelelektrophorese = der  MSP-Produkte  unterschiedlicher  Sox2-
Promotorregionen von Mutterkultur und Klonen der GBM-Linie T1464. Die Pfeile
weisen auf die Position der spezifischen Produkte hin. Die errechnete Fragmentlange
[bp] der Produkte ist in Klammern angegeben. (Links) Produkte der MSP fiir
unmethylierte Promotorregionen. (Rechts) Produkte der MSP fir methylierte
Promotorregionen. (A) Primer fiir Sox2-Promotorregion 2 (U2: 120bp; M2: 110bp).
(B) Primer fir Sox2-Promotorregion 3 (U3: 210bp; M3: 207bp). [bp] Basenpaare.
[MC] Mutterkultur. [cl] Klon. [p] Passage. [PK] Positivkontrolle [NK] Negativkontrolle
mit DEPC-behandeltem Wasser. [Stern] Anlagerung unspezifischer Oligonukleotide.
Marker: ,,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder”.

Wie schon zuvor beobachtet, waren die Ergebnisse der PCR mit dem Primerpaar Ul nicht
auswertbar, da das spezifische PCR-Produkt nicht entstand. Weiterhin wurden mit den
modifizierten DNAs der T1464 Mutterkultur sowie der Klone T1464 cl-1, cl-6 und cl-8 mit keiner
Primerkombination auswertbare Daten erhalten (Abb. 15). Wegen limitierter Mengen an Proben

war eine Wiederholung dieser Experimente nicht moglich.
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Abb. 16: Relative Methylierung der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 der von T1464
Mutterkultur abgeleiteter Klone. Die Bandenintensitditen von U- plus M-Produkt
wurden als 100% definiert, die relative Haufigkeit der U- bzw. M-Banden ist in
Prozent angegeben. Der systematische Fehler (5%) ist angegeben. (A) Sox2-
Promotorregion 2. (B) Sox2-Promotorregion 3.

Die Quantifizierung der Methylierung in der Sox2-Promotorregion 2 ergab nur in einem von fiinf
Klonen eine relative Methylierung von tiber 30% (T1464 cl-16: 37%). Bei den anderen Proben wurde
eine relative Methylierung von 24% (T1464 cl-21), 27% (T1464 cl-11, T1464 cl-27) und 30% (T1464
cl-18) ermittelt (Abb. 16A). Die genannten T1464 Klone waren somit in der Sox2-Promotorregion 2
hypomethyliert.

Im Gegensatz zu den Produkten der Primerpaare Sox2-U2 und -M2 wurde mit den Primerpaaren
fiir die Promotorregion 3 in allen Proben ein Methylierungsgrad von mindestens 70% nachgewiesen
(Abb. 16B). Wahrend Klon T1464 cl-27 einen Methylierungsgrad von 100% aufwies, variierte der
Methylierungsgrad der restlichen Proben zwischen 70% und 80%. Dabei wurden fir die Klone
T1464 cl-16 und T1464 cl-18 eine relative Methylierung von 70-71% ermittelt. Fir Klon T1464 cl-21
wurden 74% und fir Klon T1464 cl-11 77% relative Methylierung festgestellt. Damit war die Sox2-

Promotorregion 3 im Gegensatz zu Region 2 hypermethyliert.
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3.2.5 Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen der SLGC-Linie T1495

Fir die T1495 Mutterkultur und T1495 Klone wurde der Methylierungsstatus fir die Sox2
Promotorregionen 2 und 3 untersucht.
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Abb. 17: Agarosegelelektrophorese = der  MSP-Produkte  unterschiedlicher  Sox2-
Promotorregionen von Mutterkultur und Klonen der GBM-Linie T1495. Die Pfeile
weisen auf die Position der spezifischen Produkte hin. Die errechnete Fragmentlange
[bp] der Produkte ist in Klammern angegeben. (Links) Produkte der MSP fiir
unmethylierte Promotorregionen. (Rechts) Produkte der MSP fir methylierte
Promotorregionen. (A) Primer fiir Sox2-Promotorregion 2 (U2: 120bp; M2: 110bp).
(B) Primer fiir Sox2-Promotorregion 3 (U3: 210bp; M3: 207bp). [bp] Basenpaare.
[MC] Mutterkultur. [cl] Klon. [p] Passage. [PK] Positivkontrolle [NK] Negativkontrolle
mit DEPC-behandeltem Wasser. [Stern] Anlagerung unspezifischer Oligonukleotide.
Marker: ,,GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder”.

Fur die modifizierten DNA-Proben der T1495 Mutterkultur und Klone wurden, mit Ausnahme von
Klon T1495 cl-26, in allen PCRs spezifische Banden fiir Sox2-Promotorregionen 2 und 3
nachgewiesen (Abb. 17). Dabei wurden mehrfach die im Kapitel (3.1.2) beschriebenen zuséatzlichen

Banden beobachtet.
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Abb. 18: Relative Methylierung der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 der T1495 Mutterkultur
und abgeleiteter Klone. Die Bandenintensitaten von U- plus M-Produkt wurden als
100% definiert, die relative Haufigkeit der U- bzw. M-Banden ist in Prozent
angegeben. Der systematische Fehler (5%) ist angegeben. (A) Sox2-Promotorregion
2. (B) Sox2-Promotorregion 3.

Die Quantifizierung ergab fir die PCRs mit den Primerpaaren Sox2-U2 und -M2 in der T1495
Mutterkultur einen Methylierungsgrad von 26% (Abb. 18A). In den Klonen variierte der
Methylierungsgrad. Die Klone T1495 cl-12 und cl-13 wiesen eine relative Methylierung von 37% (cl-
12) und 33% (cl-13) auf. Eine dhnliche relative Methylierung wie die Mutterkultur zeigten die Klone
T1495 cl-4 (23%), cl-14 (29%) und cl-37 (30%). Einen deutlich geringeren Methylierungsgrad als die
Mutterkultur wiesen die Klone T1495 cl-16 (16%) und cl-26 (0%) auf. In der Summe war die Sox2-
Promotorregion 2 in der T1495 Mutterkultur und allen Klonen deutlich hypomethyliert.

Im Gegensatz dazu wurde fiir die Sox2-Promotorregion 3 eine klare Hypermethylierung beobachtet.
So lag die relative Methylierung der Sox2-Promotorregion 3 der Mutterkultur bei 88% (Abb. 18B).
Fir die Klone T1495 cl-14 (68%) und cl-37 (71%) wurde ein im Vergleich zur Mutterkultur deutlich
geringerer Methylierungsgrad nachgewiesen. Die Klone T1495 cl-4 (88%), cl-12 (83%), cl-13 (84%)
und cl-16 (80%) wiesen einen Methylierungsgrad Giber 80% auf und erreichten somit dhnliche Level
wie die Mutterkultur. Deutlich dartber lag der Wert fiir den Klon T1495 cl-26 (96%), bei dem mit

dem Primerpaar U3 nur eine sehr schwache Bande amplifziert wurde.
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3.2.6  Fazit der MSP-Analyse

Die MSP-Analysen mit den Primerpaaren Sox2-Ul und -M1 waren insbesondere fiir das U-
Primerpaar nicht konklusiv, da zusatzliche PCR-Produkte mit variablen Fragmentlangen beobachtet
wurden. Die Analysen mit den Sox2-Primerpaaren 2 und 3 waren dagegen konklusiv, wobei in
einigen Assays zumeist schwache zusatzliche Banden zu beobachten waren.

Mit den Primerpaaren Sox2-U2/M2 wurde fur alle Klone und Mutterkulturen eine niedrige relative
Methylierung nachgewiesen (Abb. 19). Fir die T1338 Mutterkultur und Klone lag die relative
Methylierung zwischen 30% und 40%, fiir die T1440 Mutterkultur und Klone bei < 20%. Finf der
neun T1452 Klone wiesen ein relative Methylierung von 20% -30% auf, drei Klone lagen deutlich
darunter und nur ein Klon (cl-155) wies eine relative Methylierung von 37% auf. Vier der fiinf T1464
Klone wiesen eine relative Methylierung von 20 -30% auf und nur ein Klon (cl-16) erreichte 37%.
Die T1495 Mutterkultur zeigte eine relative Methylierung von 26%. Fiinf T1495 Klone waren zu 20-
35% methyliert, zwei Klone wiesen Werte unter 20% auf. Somit lag tbereinstimmend fir alle
Mutterkulturen und Klone eine Hypomethylierung in der Sox2 Promotorregion 2 vor.

Mit den Primerpaaren Sox2 U3/M3 wurde dagegen in der Mehrheit der Mutterkulturen und Klone
eine Hypermethylierung festgestellt. Ausnahmen bilden hier T1338 und T1440. So wurde fiir die
T1338 Mutterkultur und Klone eine relative Methylierung zwischen 27% und 64% ermittelt. Diese
lagen damit niedriger als im Durchschnitt der anderen Mutterkultur und Klone. Die Methylierung
der T1440 Mutterkultur betrug 74%, die der Klone variierte dagegen zwischen 1% und 31%. Damit
steht der Hypermethylierung der Sox-Promotorregion 3 in der Mutterkultur eine Hypomethylierung
in den Klonen gegenuber. Fiir die neun T1452 Klone lag die relative Methylierung zwischen 47%
und 99%, wobei nur ein Klon (cl-20 p16) bei 47% lag, drei Klone lagen zwischen 60% und 70% und
funf Klone lagen lber 70%. Fir die T1464 Klone wurde in allen Fallen eine relative Methylierung
Uber 70% ermittelt. Die T1495 Mutterkultur sowie vier der sieben Klone wiesen eine relative

Methylierung von lber 80% auf, die drei anderen Klone wiesen einen Methylierungsgrad von 68%

- 80% auf.
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Abb. 19: Darstellung der relativen Methylierung der Sox2- Promotorregionen 2 (A) und 3 (B).
Gruppiertes Punktdiagramm des Methylierungsgrads der T1338, T1440, T1452, T1464
und T1495 SLGC-Mutterkulturen und abgeleiteten Klone.[Rot] Mutterkultur [Weil3]
Klone.
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3.3 Epigenetische Analysen ausgewdhlter SLGC-Kulturen mittels ChIP

Die SLGC-Linien T1371 (Gliosarkom), T1440 (GBM), T1442 (GBM) und T1495 (GBM) wurden auf
epigenetische Verdanderungen im Histon H3 im Bereich des Sox2-Promotors und Oct3/4-Promotors
untersucht. Nach der Immunprazipitation wurden die Proteine der prazipitierten
Chromatinfragmente proteolytisch entfernt und die DNA-Fragmente mittels PCR analysiert. Als
Kontrolle fir die PCR wurde das RPL30 Exon 3 gewahlt, das in den meisten Zellen ein vorwiegend
offenes Chromatin aufweist (Gross et al., 2014). Fir die Untersuchung der Promotorregionen von
Sox2 und Oct3/4 wurden zwei kommerzielle Primerpaare eingesetzt, die fur die ChIP entwickelt
wurden.

Es sollte auf die Anwesenheit sogenannter ,active marks” und ,repressive marks“ getestet werden.
Dies sind kovalente posttranslationale Veranderungen in den Histonschwénzen (engl.: , histone
tails“), die zu einer Offnung oder Kondensierung des Chromatins fiihren. Es wurden die
Modifikationen H3K9/K14ac (Acetylierung des Lysins 9 des Histons 3; active mark), H3K27me2/3
(Methylierung des Lysins 27 des Histons 3; repressive mark) sowie H3K4me3 (Methylierung des
Lysins 4 des Histons 3; bivalent mark) untersucht. Als Positivkontrolle fur die Immunprazipitation
diente ein Antikorper gegen Histon 3, der unabhéngig von der Modifizierung alle H3-Molekile
erkennt und damit in der nachfolgenden PCR die maximale Menge an Amplifikat ergeben sollte. Als
Negativkontrolle wurde ein IgG-Antikorper eingesetzt, der nicht an Histone oder andere Chromatin-
assoziierte Molekiile bindet und damit in der nachfolgenden PCR die minimale Menge an Amplifikat

ergeben sollte.

CAS &

§&§&°§°’\§’§’\Lv@
— ——
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T1440 .
T1442 T
T1495 .

Abb. 20: Semi-quantitative PCR des RPL 30 Exon 3 nach Chromatinimmunprazipitation. Fir die
SLGC-Linien T1371, T1440, T1442 und T1495 erfolgte die Immunoprazipitation mit den
Antikorper aH3, algG, aSox2, aH3K9ac, aH3K27me2/3 und aH3K4me3. Nach
proteolytischer Verdauung des prazipitierten Chromatins erfolgte die PCR mit dem
Primerpaar, das spezifisch das Exon 3 des RPL30 Gens amplifiziert; die erwartete Grol3e
des PCR-Produkts betrug 171bp. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte auf 2%-
Agarosegelen. Spezifische Banden sind mit einem Pfeil, unspezifische Banden
(Oligonukleotidreste) mit einem Stern markiert.
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Um zu prifen, ob die Chromatinimmunprazipitation (ChIP) mit den gewahlten Antikdrpern
funktioniert, wurde zunachst das RPL30 Exon 3 untersucht (Abb. 20). Bei der Erarbeitung des ChlIP-
Protokolls wurde die Analyse stets durchgefiihrt, bevor die Analyse der Sox2- und Oct3/4-Promotor
erfolgte. Ein Beispiel fir eine solche ChIP-Kontrolle ist in Abb. 20 dargestellt. Es sei angemerkt, dass
die ChIP-Kontrolle zur Uberpriifung des Chromatins und der Arbeitsschritte dient, aber ansonsten
in keinerlei Beziehung zur Sox2- und Oct3/4-ChiP steht. Eine Quantifizierung der Banden der
Kontroll-ChIP wird daher nicht gezeigt.

Fir die Positivkontrolle der Immunprazipitation mit dem Antikérper aH3, der samtliche H3-Histone
nachweist, wurde flir T1495 und T1442 eine starke Bande im Agarosegel beobachtet. Weniger
deutlich war das PCR-Produkt der Positivkontrolle aH3 im Fall von T1371 zu erkennen und fehlte
bei T1440 fast vollkommen. Die Negativkontrolle (algG) ergab in allen Fillen eine deutlich
schwachere Bande als die Positivkontrolle, womit das Signal-Hintergrund-Verhaltnis in allen Fallen
akzeptabel war. Die Immunprazipitation mit dem aH3K9ac (offenes Chromatin) ergab fir die
Zelllinien T1442 und T1495 ein dhnlich starkes Signal wie fiir aH3, was auf ein offenes Chromatin
im RPL30 Exon 3 hinweist. Entsprechend lag bei diesen Zelllinien die Signalstarke fiir die repressive
mark (aH3K27me2/3) nahe dem Signal der Negativkontrolle. Die Immunpréazipitation mit
aH3K4me3, eine Modifizierung, die ebenfalls aktives Chromatin kennzeichnet, ergab ein dhnlich
starkes Signal wie aH3K9ac. Weniger eindeutig waren die Ergebnisse fiir T1371 und T1440. Im Fall
von T1371 waren wiederum die Bandenstarken fir aH3K9ac und aH3K4me3 &hnlich stark und die
Signale fur aH3K27me2/3 &hnlich der IgG-Negativkontrolle. Allerdings waren in beiden Fillen die
Positivkontrollen mit aH3 deutlich schwacher als die Signale der aH3K9ac- und aH3K4me3-Signale.
Die Immunprazipitation mit einem Sox2-Antikdrper ergab im Fall von T1495, nicht aber T1442, eine
deutliche Bande. Weiterhin wurden mit dem Sox2-Antikérper fiir T1371 und T1440 Signale
erhalten, die dhnlich der Negativkontrolle waren. Dies spricht dafiir, dass Sox2 in allen vier SLGC-
Linien nicht an die RPL 30 Exon 3 —Region bindet.

Insgesamt wurde gezeigt, dass der Chromatinstatus einer offenen Region, wie er fiir das RPL30 Exon
3 Gen bekannt ist, in der ChIP bestatigt wurde. Damit ist davon auszugehen, dass die ChIP
erfolgreich war und alle Reagenzien und Arbeitsschritte optimiert werden konnten.

In Fallen, in denen die PCR mit dem RPL30 Exon 3 — Primerpaar gezeigt hatte, dass die ChIP mit dem
isolierten Chromatin und den eingesetzten Antikdrpern zu den erwarteten Ergebnissen fiihrte,
wurden der Sox2- und der Oct3/4-Promotor untersucht. Dazu wurden die zuvor mit dem RPL30
Exon3-Primer analysierten Proben nun mit den Primerpaaren fiir Sox2 bzw. Oct3/4 analysiert. Es
wurde eine semiquantitative PCR als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Dabei erfolgte der erste
Ansatz mit 32 oder 33 Zyklen. Je nach Ergebnis des ersten PCR-Ansatzes wurde der zweite Ansatz
bei zwei Zyklen mehr oder weniger durchgefiihrt. Wenn es die vorhandene Probenmenge erlaubte,

wurden beide Ansatze wiederholt. Ein typisches Beispiel flr eine Sox2 ChlIP ist in Abb. 21 gezeigt.
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Abb. 21: Chromatinimmunprazipitation (ChIP) des Sox2-Promotors. Die ChIP wurde mit
den Antikérpern gegen Sox2, H3K9/K14ac (active mark), H3K27me2/3 (repressive
mark) und H3K4me3 (bivalent mark) sowie den Kontrollen algG und aH3
durchgefiihrt. Die anschlieBende PCR erfolgte mit dem Primer fiir die Sox2-
Promotorregion. Es wurden SLGC Mutterkulturen (mc) T1371, T1442 und T1495
untersucht. (A) Elektrophoretische Auftrennung der Produkte einer
reprasentativen ChIP  mit Primern des Sox2-Promotors sowie der
korrespondierenden RPL30 Exon 3 Positivkontrolle. (B) Darstellung der relativen
Menge an PCR-Produkten des ChIP-Assays fiir den Sox2-Promotor als
Sadulendiagramm. Die Menge an erhaltenen  PCR-Produkten nach
Immunprazipitation mit algG als 1 definiert und alle anderen Werte relativ zu algG
gesetzt. ac: acetyliert; H3: Histon 3; IgG: Immunglobulin G; Sox2: sex determining

region Y-box 2; rp/30: Ribosomal Protein L30; K4/9/14/27: Lysylrest der Position
4/9/14/27 me2/3: Di- bzw. Trimethylierung; me3: Trimetyhlierung.

Fiir den Sox2-Promotor wurde in allen Zelllinien ein starkes Signal flr die Positivkontrolle aH3
erhalten, welches deutlich stérker als das der Negativkontrolle algG war (Abb. 21, B). Fiir den Sox2-
Antikorper wurden schwache Banden mit einer dhnlichen Signalstarke wie fiir die Negativkontrolle
erhalten (nicht gezeigt).

Die Quantifizierung der Bande fir die SLGC-Linie T1371 (Abb. 21, B) zeigte relativ zur
Negativkontrolle algG fiir die Positivkontrolle aH3 eine 6,4-fach stirkere Bande. Die starksten
Banden wurden fir die bivalent mark aH3K4me3 erhalten (6,6-fach tber algG). Fir die active mark
aH3K9/K14ac lag die Bandenintensitat deutlich niedriger und erreichte nur das 2,7-fache von algG.
Die Bandenintensitdten fir die repressive mark aH3K27me2/3 war im Vergleich zu active mark
aH3K9ac deutlich starker und erreichte das 3,9-fache der algG-Kontrolle. Die ChIP-PCR wurde mit
einer modifizierten Zyklenzahl wiederholt. In der Summe zeigen beide Analysen, dass der Sox2-
Promotor in T1371-Zellen der Passage 63 primar bivalent und repressive marks aufweist.

Die ChIP-PCR fir die SLGC-Mutterkultur T1442 ergab eine nahezu 7-fach héhere Signalstarke fir die
Positiv- (aH3) relativ zur Negativkontrolle (algG). Eine nahezu ebenso hohe Bandenintensitat wurde
fiir die bivalent mark aH3K4me3 nachgewiesen. Die active mark aH3K9ac erreichte das 5,5-fache

des Werts der Negativkontrolle und lag deutlich iber dem Wert fiir die repressive mark
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aH3K27me2/3 (2,05-fach algG). Die Ergebnisse wurden durch die modifizierte Zyklenzahl bestatigt
(nicht gezeigt). In der Summe Uberwiegen in der T1442 Mutterkultur der Passage 77 die active und
bivalent marks.

Die ChIP-PCR der Mutterkultur T1495 ergab fir die Positivkontrolle (aH3) ein 6,4-faches der
Bandenintensitat der Negativkontrolle (algG). Fir die active mark aH3K9K14ac wurde das 6,45-
fache der Negativkontrolle ermittelt, womit die Acetylierung in zwei Lysylresten in allen Histonen
des Sox2-Promotors vorliegen sollte. Fiir die bivalent mark aH3K4me3 und die repressive mark
aH3K27me2/3 wurden nahezu identische Werte ermittelt, die das 4,25- bzw. 4,2-fache der
Negativkontrolle erreichten. Auch die Wiederholung der PCR mit um zwei Zyklen langerer PCR
bestatigte, dass die active mark im Sox2-Promotor der Mutterkultur T1495 Passage 65 dominierte.
Fiir die SLGC-Mutterkultur T1440 wurden analoge Untersuchungen durchgefiihrt. Wie Abb. 20
zeigt, waren fiir diese Zelllinie bereits die Banden der PCR mit dem RPL30 Exon 3-Primer sehr
schwach. Fiir den Sox2-Primer konnten keine aussagekraftigen Ergebnisse gewonnen werden (nicht

gezeigt).
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Analog zum Sox2-Promotor wurde der Promotor des Oct3/4-Gens untersucht. Dazu wurden
dieselben durch Immunprazipitation gewonnenen DNA-Fragmente eingesetzt wie fiir die Analyse

des Sox2-Promotors.
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Abb. 22: Chromatinimmunprazipitation (ChIP) des Oct3/4-Promotors. Die ChIP wurde mit den
Antikérpern gegen H3K9/K14ac (active mark), H3K27me2/3 (repressive mark) und
H3K4me3 (bivalent mark) sowie den Kontrollen algG und aH3 durchgefiihrt. Die
anschlieRende PCR erfolgte mit dem Primer fur die Oct3/4-Promotorregion. Es wurden
SLGC Mutterkulturen (mc) T1371, T1442, T1440 und T1495 untersucht. (A)
Elektrophoretische Auftrennung der Produkte einer reprasentativen ChIP mit Primern
des Oct3/4-Promotors. (B) Darstellung der relativen Menge an PCR-Produkten des ChlP-
Assays flr den Oct3/4-Promotor als Saulendiagramm. Die Menge an erhaltenen PCR-
Produkten nach Immunprazipitation mit algG als 1 definiert und alle anderen Werte
relativ zu algG gesetzt. ac: acetyliert; H3: Histon 3; /gG: Immunglobulin G; Oct3/4:

octamer-binding-protein 3/4; K4/9/14/27: Lysylrest der Position 4/9/14/27 me2/3: Di-
bzw. Trimethylierung; me3: Trimetyhlierung.

Abb. 22 A zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung eines ChIP-PCR-Ergebnisses fiir den Oct3/4-
Promotor. Es ist deutlich zu sehen, dass die Positivkontrolle (aH3) ein deutlich starkeres Signal
ergab als die Negativkontrolle (algG). Die Bandenintensitdten fiir die Antikérper gegen die
modifizierten H3-Histone lagen meist zwischen denen der Negativ- und Positivkontrolle, fir
aH3K9/K14ac aber auch manchmal dartiber. Die Quantifizierung in Graphen in Abb. 22B basiert auf
zwei unterschiedlichen Experimenten, deren Ergebnisse zusammengefasst wurden.

Fiir die SLGC-Mutterkultur T1371 lag die Positivkontrolle (aH3) 4,3-fach lGber der Negativkontrolle
(algG). Fur die active mark aH3K9/K14 wurde das 3,8-fache von algG ermittelt. Allerdings erreicht
auch der Wert fur die repressive mark aH3K27me2/3 das 3,65-fache der Negativkontrolle. Dagegen
lag der Wert fiir die bivalent mark aH3K4me3 bei 2,3-fach. Fiir die T1371 Mutterkultur in Passage
63 kann daher weder eine Dominanz von active oder repressive marks festgestellt werden.

Fir die T1442 SLGC-Mutterkultur erreichten die Bandenstdrken aller drei marks ahnliche Werte:

aH3K9/K14ac die 4,1-fache sowie aH3K4me3 und aH3K27me2/3 die 3,4-fache Bandenintensitat
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der Negativkontrolle. Damit ist flr die T1442 Mutterkultur in Passage 77 keine Dominanz von active
oder repressive marks festzustellen.

Fur die T1440 Mutterkultur konnten in der Oct3/4-Promotor ChIP-PCR auswertbare Ergebnisse
gewonnen werden. Dabei lagen die Signale der Positivkontrolle (aH3) aber nur maximal 1,5-fach
Uber denen der Negativkontrolle (algG). Die Bandenintensitat fiir die active mark (aH3K9/K14ac),
repressive mark (aH3K27me2/3) und bivalent mark (aH3K4me2) erreichten das 1,3 bis 1,4-fache
der Negativkontrolle ohne klare Praferenz fiir eine der drei marks.

Fur die Mutterkultur T1495 wurden fiir die Positivkontrolle das 4,2-fache der Bandenintensitat der
Negativkontrolle ermittelt. Die Bandenintensitat fir die active mark (aH3K9/K14ac) erreichten das
3,2-fache der Negativkontrolle. Geringflgig dariiber lagen die Werte der bivalent mark (aH3K4me3;
3,6-fach) und der repressive mark (aH3K27me2/3; 3,95-fach). Damit ist fuir die T1495 Mutterkultur

in Passage 65 keine Dominanz von active oder repressive marks festzustellen.

Fazit der ChIP

Die ChIP von vier SLGC-Mutterkulturen bestatigte die Anwesenheit von active marks in der
Kontrolle RPL30 Exon 3. Weiterhin wurden deutliche Unterschiede zwischen histone marks des
Sox2-Promotors der Mutterkulturen T1371, T1442 und T1495 festgestellt, obwohl alle in dhnlich
spaten Passagen untersucht wurden. Im Sox2-Promotor von T1442 und T1495 Zellen iberwogen
die active mark (aH3K4/K9ac) und bivalent mark (aH3K4me3), wahrend fir T1371 das Verhiltnis
zu repressive mark (aH3K27me2/3) und bivalent mark (aH3K4me3) verschoben war. Die Analyse
des Oct3/4-Promotors ergab in keinem Fall eine klare Préferenz fiir eine der genannten active oder

repressive marks.
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3.4 Durchflusszytometrische Analyse der CD133-Expression in GBM- und GSarc-
Klonen

Im Folgenden sollte ermittelt werden, welchen Anteil an CD133+ Zellen die Mutterkulturen und die
Klonkulturen enthalten. Dazu wurden die Zellen mit dem Phycoerythrin-gekoppeltem Antikorper
gegen CD133 (Tab. 8) markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als Negativkontrollen
dienten zwei parallel bearbeitete Aliquots der Zellsuspension, die entweder mit einem IgG des
gleichen Isotyps (Isotypkontrolle, Tab. 8) inkubiert wurden oder nur zum Schein behandelt wurde
(Autofluoreszenzkontrolle). Zusatzlich wurde stets als Positivkontrolle die CaCo2-Zelllinie
mitgefiihrt, die 90-95% CD133+ Zellen enthilt.

Es wurden Klone der SLGC-Linien T1338, T1371, T1447, T1452 und T1495 untersucht. Fur die
jeweiligen SLGC-Mutterkulturen liegen in der Arbeitsgruppe sehr detaillierte Analysen zum Anteil
an CD133+ Zellen Gber ansteigende Passagen vor. Diese Daten wurden daher in dieser Arbeit nicht
erneut erhoben. Stattdessen werden die Referenzwerte der Mutterkulturen in den Klonen
vergleichbaren Passagenzahlen angegeben. Fir die untersuchten Klone lagen ebenfalls einige
Daten vor, die in frilhen Passagen gewonnen wurden. Diese Werte sind fir die Entwicklung des
Anteils CD133+ Zellen wahrend fortlaufender Passagierung relevant und wurden daher in die
Ergebnistabellen aufgenommen und als Daten ,anderer” gekennzeichnet. Auf diese Daten wird in

der Diskussion Bezug genommen.
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Abb. 23: Punktwolkendiagramm eines Isotyp-Antikérper (B) und CD133/2-PE (C) markierten
Aliquots der SLGC-Linie T1452 cl-20 p18. (A) Zell-Volumetrie mittels

Vorwartsstreulicht (FSC; engl.: forward scatter) sowie Bestimmung der Zell-
Granularitat mittels Seitstreulicht (SSC; engl.: side scatter). Detektierte Emissionen des
Fluorochroms PE (Phycoerythrin) der IgG2-PE (B: Isotypkontrolle) und CD133/2-PE-
Antikorper- (C) markierten Zellen sowie anschlieRende (D) rechnerische Normierung
der Emissionen zur Ermittlung des Anteils CD133-positiver Zellen (36,2%).
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3.4.1 Anteil an CD133+ Zellen — T1338-Klone

Es wurden 11 T1338-Klone, acht davon in kurz hintereinanderliegenden Passagen,
durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil an CD133+ Zellen in den T1338-Klonkulturen wurde

relativ zu den Kontrollen ermittelt.

Tab. 16: Anteil CD133+ Zellen in der T1338 Mutterkultur und abgeleiteten Klonen

Zelllinie Passage CD133 % CaCo-Kontrolle Referenzwert

T1338 MC <1%

T1338cl-1 pla 0,0 94,9 1,3 (p6)
p18 0,9 95,0

T1338 cl-2 pl5 0,1 94,9 1,2 (p6)
p19 0,0 95,0

T1338 cl-3 pl6 0,1 94,9 2,8 (p6)
p18 0,8 89,8

T1338 cl-4 pla 1,2 94,9 3,4 (p6)
pl6 0,7 89,8

T1338 cl-5 pl5 0,0 94,9 0,7 (pb6)
pl6 0,5 96,4

T1338 cl-6 pl3 1,0 94,9 0,3 (p4)
pld 1,3 96,4

T1338 cl-7 pl3 0,9 93,8 0,4 (p9)

T1338 cl-8 p13 0,1 93,8 0,0 (p10)
pl7 0,0 75,8

T1338 cl-9 p13 0,1 93,8 0,1 (p10)
pl7 0,0 75,8

T1338 cl-10 pl1 0,3 93,8 0,2 (p8)

T1338 cl-11 pll 0,0 93,8 0,0 (p8)

cl, Klon; MC, Mutterkultur; p, Passage. Der Referenzwert bezieht sich auf Werte, die
von anderen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe gewonnen wurden.

Die durchflusszytometrische Analyse der T1338-Klone ergab in allen Fallen nur sehr geringe Anteile
an CD133+ Zellen, was zuvor auch fir die Mutterkultur (<1%) in unserer Arbeitsgruppe festgestellt
wurde. Die hochsten CD133-Anteile wurden mit 1,3% fir Klon T1338 cl-6 und 1,2% in Klon T1338
cl-4 ermittelt. Alle anderen Klone wiesen weniger als 1% CD133+ Zellen auf. Eine Anderung des

Anteils CD133+ Zellen im kurzen Zeitraum von fiinf Passagen war nicht feststellbar.
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3.4.2 Anteil an CD133+ Zellen — T1371-Klone

Es wurden zehn T1371-Klone, einer davon in kurz hintereinanderliegenden Passagen,
durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil an CD133+ Zellen in den T1371-Klonkulturen wurde

relativ zu den Kontrollen ermittelt.

Tab. 17: Anteil CD133+ Zellen in der T1371 Mutterkultur und abgeleiteten Klonen

Zelllinie Passage CD133 % CaCo-Kontrolle Referenzwert
T1371 MC <5
T1371cl-2 p9 0,1 96,4 0,6 (pb6)
p12 0,3 96,9
T1371cl-3 p9 9,4 94,4 4,3 (p5)
T1371 cl-4 p10 0,5 96,9 0,0 (p5)
T1371cl-5 p13 0,2 94,4 0,5 (p4)
T1371 cl-6 p24 5,0 96,9 5,9 (p13)
T1371cl-13 pll 0,3 94,4 0,0 (pb6)
T1371 cl-15 pl1 0,3 96,4 0,0 (p4)
T1371 cl-16 pl4d 0,1 97,2 3,0 (p5)
T1371 cl-18 pl1 0,2 95,9 0,0 (p4)
T1371cl-19 pl1l 0,2 94,4 0,2 (p4)

cl, Klon; MC, Mutterkultur; p, Passage; Der Referenzwert bezieht sich auf Werte, die
von anderen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe gewonnen wurden.

Die Analyse des Anteils an CD133+ Zellen ergab fir die Klone der Gliosarkomzelllinie T1371 nur
geringe Anteile CD133+ Zellen. Diese dnderten sich fur den Klon T1371 cl-2 innerhalb von drei
Passagen nicht. Die hochsten Anteile an CD133+ Zellen wurden fir die Klone T1371 cl-3 (9,4%) und

cl-6 (5,0%) ermittelt. Alle anderen Klone hatten einen CD133-Anteil von weniger als 1%.
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3.4.3 Anteil an CD133+ Zellen — T1447-Klone

Es wurden zehn Klone, vier davon in kurz hintereinanderliegenden Passagen,
durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil an CD133+ Zellen in den T1447-Klonkulturen wurde

relativ zu den Kontrollen ermittelt.

Tab. 18: Anteil CD133+ Zellen in der T1447 Mutterkultur und abgeleiteten Klonen

Zelllinie Passage CD133 % CaCo-Kontrolle Referenzwert

T1447 MC <10

T1447 cl-1 p25 0,1 95,9 0,0 (p18)

T1447 cl-2 pl4d 0,3 96,9 5,0 (p8)

T1447 cl-3 p22 1,0 96,9 3,8 (p17)

T1447 cl-4 pl6 0,3 66,9 8,2 (p10)
p20 0,4 96,3

T1447 cl-5 p24 7,1 66,9 2,8 (p19)
P26 0,4 96,3

T1447 cl-8 pl4d 2,0 96,9 5,1 (p10)

T1447 cl-9 pll 1,0 97,1 6,5 (pb6)
p13 4,2 96,9

T1447 cl-10 p20 0,3 66,9 2,1 (p15)

T1447 cl-11 p15 0,0 95,9 1,4 (p10)

T1447 cl-12 pl6 0,6 66,9 10,2 (p10)
p21 5,8 96,3

cl, Klon; MC, Mutterkultur; p, Passage. Der Referenzwert bezieht sich auf Werte, die
von anderen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe gewonnen wurden.

Der Anteil an CD133+ Zellen lag in sechs von zehn T1447-Klonen unter 1%. Fiir T1447-Klon cl-8
wurde ein Anteil CD133+ Zellen von 2,0% ermittelt. Ein Anteil von 7,1 % CD133+ Zellen wurde fiir
die Kultur T1447 cl-5 in der Passage p24 ermittelt. In Passage p26 war der Anteil von CD133+ -Zellen
auf 0,4% gesunken. Umgekehrt wurde fiir die Klone T1447 cl-9 und cl-12 ein Anstieg des Gehalts an
CD133+ von 1% auf 4,2% (cl-9) bzw. 0,6% auf 5,8 % (cl-12) innerhalb von zwei bzw. fiinf Passagen

beobachtet.
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3.4.4 Anteil an CD133+ Zellen — T1452 Klone

Es wurden neun T1452-Klone, sechs davon in kurz hintereinanderliegenden Passagen,
durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil an CD133+ Zellen in den T1452 Klonkulturen wurde

relativ zu den Kontrollen ermittelt.

Tab. 19: Anteil CD133+ Zellen in der T1452 Mutterkultur und abgeleiteten Klonen

Zelllinie Passage CD133 % CaCo-Kontrolle Referenzwert
T1452 MC <5% 60% (<p20)
T1452 cl-9 pl7 3,3 97,1 2,2 (p11)
p20 1,9 97,2
T1452 cl-10 pla 2,8 95,9 4,4 (p8)
T1452 cl-14 p7 0,1 97,1 6,7 (p4)
P8 0,2 95,9
T1452 cl-15 p12 2,3 17,1 2,3 (p5)
pl6 1,9 97,2
T1452 cl-16 p10 0,3 95,9 2,1 (p5)
T1452 cl-19 pll 9,0 94,4 45,1 (p7)
T1452 cl-20 pl12 11,0 17,1 80,2 (p6)
p16 4,9 97,2
pl8 47,2 96,3
T1452 cl-21 p9 0,5 17,1 3,5 (p9)
pl4d 3,5 96,3
T1452 cl-155 pl0 1,2 17,1 -
p12 49,2 97,2

cl, Klon; MC, Mutterkultur; p, Passage. Der Referenzwert bezieht sich auf Werte, die
von anderen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe gewonnen wurden.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die T1452 Mutterkultur in frilhen (p<20)
Passagen einen hohen Anteil an CD133+ Zellen (bis zu 60%) enthielt. Die T1452 Klone leiten sich
allerdings von einer T1452 Kultur in einer spaten Passage ab, die nur 2% CD133+ Zellen enthielt.
Niedrige CD133-Werte wurden fir die Klone T1452 cl-9 (3,3%), cl-10 (2,8%), cl-15 (2,3%) und cl-155
(1,2%) nachgewiesen. Im Fall der Klone T1452 cl-9 und cl-15 sank der geringe Anteil an CD133+
Zellen innerhalb von drei bzw. vier Passagen (cl-9: p17 3,3%, p20 1,9%; cl-15: p12 2,3%; p16: 1,9%).
Kein eindeutiger Nachweis von CD133+ Zellen war fiir die Klonkulturen T1452 cl-14 (p7: 0,1%; p8:
0,2%) und cl-16 (0,3%) moglich. Hohe Anteile an CD133+ Zellen oder ein deutlicher Anstieg an
CD133+ Zellen liber die Passagen wurden fir die Klone T1452 cl-20 und cl-155 beobachtet. Im Fall
von T1452 cl-20 stieg der Anteil an CD133+ Zellen von Passage p12 zu Passage p18 von 11% auf
47,2%, wobei die Anteile in Passage p16 nur bei 4,9% lagen. Fir den Klon T1452 cl-155 stieg der
Anteil an CD133+ Zellen von 1,2% in Passage p10 auf 49,2% in Passage p12.
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3.4.5 Anteil an CD133+ Zellen — T1495-Klone

Es

wurden

12 T1495-Klone,

zwei

davon

in

kurz

hintereinanderliegenden Passagen,

durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil an CD133+ Zellen in den T1495-Klonkulturen wurde

relativ zu den Kontrollen ermittelt.

Tab. 20: Anteil CD133+ Zellen in der T1495 Mutterkultur und abgeleiteten Klonen
Zelllinie Passage CD133 % CaCo-Kontrolle Referenzwert
T1495 MC 15-20
T1495 cl-4 p8 21,9 96,4 59,9 (p4)

pl10 30,9 95,9
T1495 cl-10 P9 38,9 94,8 36,0 (p3)
T1495 cl-11 p8 19,9 95,9 37,7 (p3)
T1495 cl-13 p7 0,9 96,4 26,1 (p4)
T1495 cl-14 p6 2,2 66,9

P9 26,5 94,8
T1495 cl-16 p9 40,0 94,8 37,3 (p3)
T1495 cl-17 p5 22,9 97,8
T1495 cl-18 p6 48,2 97,8
T1495 cl-19 p6 4,2 96,4
T1495 cl-21 p7 44,6 97,8
T1495 cl-26 p7 26,4 97,8
T1495 cl-37 p6 36,2 95,9

cl, Klon; MC, Mutterkultur; p, Passage. Der Referenzwert bezieht sich auf Werte, die
von anderen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe gewonnen wurden.

Der Anteil an CD133+ Zellen der T1495 Mutterkultur, die fur die Etablierung der Klone eingesetzt

wurde, lag bei 18%. Ahnliche CD133-Anteile zeigten sich in friihen Passagen der Klone T1495 cl-4

(21,9%), cl-11 (19,9%), cl-17 (22,9%) und cl-26 (26,4%). Im Fall des Klons T1495 cl-4 nahm der Anteil

an CD133+ Zellen liber zwei Passagen von 21,9% auf 30,9% zu. Eine Zunahme des Anteils CD133+

Zellen wurde auch fiir den Klon T1495 cl-14 beobachtet, wobei hier der CD133-Wert von 2,2% in

Passage p6 auf 26,5% in Passage p9 stieg. Ein hoher Gehalt an CD133+ Zellen wurde fir die Klone

T1495 cl-10 (p9: 38,9%), cl-16 (p9: 40%), cl-18 (p6: 48,2%), cl-21 (p7: 44,6%) und cl-37 (p6: 36,2%)

ermittelt. Somit waren in allen T1495 Klonkulturen, auRer T1495 cl-13, in den friihen Passagen ein

Viertel bis die Halfte Zellen CD133+.
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3.4.6 Fazit der Durchflusszytometrie

Die CaCo2-Kontrolle belegte in allen durchflusszytometrischen Analysen, dass die Zellsortierung
aussagekraftig ist.

Fiir die T1338, T1371 und T1447 Klone wurden nur geringe bis sehr geringe Anteile an CD133+
Zellen in den Kulturen nachgewiesen. Fir die T1338 Klone lag der maximale Anteil an CD133+ Zellen
bei 1,3% und die 1%-Marke konnte lediglich in zwei Klonen iberschritten werden. Im Fall der T1371
Klone erreichte einer von zehn Klonen anndhernd die 10%-Marke und ein Klon die 5%-Marke,
wohingegen die anderen acht Klonkulturen nahezu keine (<0,5%) CD133+ Zellen aufwiesen. Auch
im Fall von T1447 wurden maximale Anteile von 7,1% CD133+ Zellen ermittelt. Dabei wies nur einer
von zehn Klonen 7,1% CD133+ Zellen auf, ein zweiter erreichte 5,8% und ein dritter 4,2%. Dabei
wurde fiir die zuletzt genannten Klone ein Passageneffekt notiert, d.h. die Anteile an CD133+ Zellen
lagen in den friitheren Passagen unter 2%. Fiir alle ibrigen Klone lag der ermittelte Anteil an CD133+
Zellen stets unter 2%.

Eine deutliche Heterogenitdt und insgesamt ein héherer Anteil an CD133+ Zellen wurde fir die
T1452 und T1495 Klone beobachtet. Im Falle von T1452 erreichten zwei Klone (T1452 cl-20 und cl-
155) einen Anteil von 47% bis 49%. Allerdings wiesen auch sieben von neun Klonen (T1495 cl-9, cl-
10, cl-14, cl-15, cl-16, cl-19 und cl-21) weniger als 10% CD133+ Zellen auf. Im Fall der T1495 Klone
war die Heterogenitit weniger stark ausgepragt, da die Mehrheit der Klone (8 von 12)
CD133-Anteile von 20-40% aufwiesen. Zwei Klone erreichten CD133-Werte von Uber 40% (cl-18:
48% und cl-21: 45%). Nur drei der 12 Klone wiesen weniger als 5% CD133+ Zellen auf, wobei fir cl-
14 ein Passageneffekt beobachtet wurde (p6: 2,2%; p9: 26,5%).
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3.5 Korrelationsanalysen

3.5.1

Korrelation des Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen 2 und 3

Zur Analyse, ob die untersuchten Sox2-Promotorregionen 2 und 3 als Einheit reguliert werden,

wurden die Methylierungsgrade anhand des Pearson-Korrelationskoeffizienten verglichen. Im Falle

einer einheitlichen Methylierung sollten positive Korrelationen (Werte zwischen 0 und 1) erhalten

werden. Aufgrund der geringen StichprobengréRe ist die Aussagekraft der folgenden Berechnungen

gering. Die Konfidenzintervalle (Cl) sind mittels bootstrap-Verfahren ermittelt und fir jede SLGC-

Linie angegeben.
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Korrelation des Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 in SLGC-
Linien. Darstellung des Methylierungsgrads [%] der Sox2-Promotorregionen 2
(Ordinate) und 3 (Abszisse) der SLGC-Linien (A) T1338, (B) T1440, (C) T1452, (D) T1464
und (E) T1495. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) sowie das
Konfidenzintervall (Cl) sind den einzelnen Abbildungen zu entnehmen.
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Fiir die T1338-Mutterkultur und abgeleiteten Klone wurde ein homogener Methylierungsindex der
Sox2-Promotorregion 2 zwischen 31-39% und ein variierender Methylierungsindex der Sox2-
Promotorregion 3 zwischen 27 und 74% ermittelt. Beim Vergleich der Promotorregionen 2 und 3
wurde ein Korrelationskoeffizient von r = -0,494 (Konfidenzintervall Cl: -0,79 ; -0,12) errechnet.
Die Untersuchung der T1440-Mutterkultur und abgeleiteten Klone ergab einen positiven
Korrelationskoeffizienten von r = 0,587 (Cl: -1 ; 1) der untersuchten Sox2-Promotorregionen. Auch
hier waren ein einheitlicher Methylierungsgrad der Sox2-Promotorregion 2 zwischen 12 und 20%,
jedoch unterschiedliche Methylierungsgrade der Sox2-Promotorregion 3 (0 bis 74%) ermittelt
worden.

In der SLGC-Linie T1452 und den abgeleiteten Klonen war der Sox2-Promotor (Region 2)
Ubereinstimmend in einem hypomethylierten Zustand (Methylierung 0-37%), wohingegen die
Werte der Sox2-Promotorregion 3 variierten. Ein Klon wies hierbei einen Methylierungsgrad von
unter 50% auf, wahrend die restlichen Klone mit einem Methylierungsindex von tiber 60% bis 100%
hypermethyliert vorlagen. Hieraus errechnete sich ein Korrelationskoeffizient von r = -0,515
(Cl:-0,95; 0,35).

Die MSP-Analysen der SLGC-Linie T1464 zeigten eine homogene Hypomethylierung der Sox2-
Promotorregion 2 (24-37%) und eine homogene Hypermethylierung der Sox2-Promotorregion 3
(70-100%). Daraus ergab sich ein Korrelationskoeffizient von r = -0,400 (CI: -0,81 ; 0,31).

Fiir T1495 wurden ebenfalls einheitlich hypomethylierte (Region 2) und hypermethylierte Sox2-
Promotorsequenzen (Region 3) nachgewiesen. Der Korrelationskoeffizient betrug r = -0,624
(CI:-0,95 ; 0,22).

Somit wurde fiir eine SLGC-Linie (T1440) eine positive Korrelation des Methylierungsgrads der
untersuchten Sox2-Promotorregionen beobachtet und fiir vier SLGC-Linien (T1338, T1452, T1464
und T1495) negative Korrelationen. Anhand der ermittelten Konfidenzintervalle scheint lediglich
fiir die SLGC-Linie T1338 eine negative Korrelation vorzuliegen, wohingegen fiir alle anderen SLGC-
Linien die Konfidenzintervalle negative und positive Werte abdeckten. Daher sind die Ergebnisse

nicht signifikant.
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3.5.2 Korrelation des Anteils CD133+ Zellen und Sox2-Promotormethylierung

Dariiber hinaus wurde untersucht, ob Anderungen im Methylierungsstatus der Sox2-
Promotorregionen 2 und 3 mit Anderungen im Anteil an CD133+ Zellen korrelieren. Hierzu wurde
ebenfalls der Korrelationskoeffizient nach Pearson ermittelt. Eingeschlossen wurden hierbei nur
Klone, die mit beiden Methoden (Durchflusszytometrie und MSP) untersucht wurden. Als
Signifikanzniveau wurde 5% (p<0,05) gesetzt. Die Teststarke ist aufgrund der geringen

Probenanzahl gering.
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Abb. 25: Korrelation des Methylierungsstatus der Sox2-Promotorregionen 2 (rot) und 3
(blau) gegen den Anteil CD133+ Zellen. Darstellung des Methylierungsgrads [%)] der
Sox2-Promotorregionen 2 (rot) und 3 (blau) der SLGC-Linien (A) T1338, (B) T1452
(frihe Passagen), (C) T1452 (spate Passagen), (D) T1495 (friihe Passagen) und (E)
T1495 (spate Passagen) als Streudiagramm.

Fiir die T1338 Mutterkultur und abgeleiteten Klone wurde fiir den Anteil CD133+ Zellen und die
Sox2-Promotorregion 2 ein Pearson-Korrelationskoeffizient von r = 0,024 (Cl: -0,59; 0,50) ermittelt,
fiir die Sox-Promotorregion 3 von r = -0,043 (Cl: -0,55; 0,48) (Abb. 25 A). Der Anteil CD133+ Zellen
lag in allen untersuchten Klonkulturen unter 2%. Wahrend fir die Sox2-Promotorregion 2 ein
homogener Grad an Methylierung (zwischen 30 und 40%) nachweisbar war, variierte der
Methylierungsgrad der Sox2-Promotorregion 3 zwischen 27 und 64%.

Da die durchflusszytometrischen Analysen fiir T1452 Mutterkultur und deren Klone teilweise

sowohl in friiheren als auch in spateren Passage erfolgte (z.B. T1452 cl-15 p12 und p16 oder T1452
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cl-21 p9 und p14; siehe Kap. 3.4.4 S.70) wurden die Berechnungen sowohl fir friihere (Abb. 25B)
als auch spatere (Abb. 25C) Passagen durchgefiihrt. Durchflusszytometrische Untersuchungen der
T1452 Mutterkultur und abgeleiteter Klone, die in spateren Passagen erfolgten, waren in dhnlichen
Passagen wie die der MSP-Untersuchungen. Der Anteil an CD133+ Zellen lag in frithen Passagen der
SLGC-Linie T1452 mit zwei Ausnahmen (ca. 47%) bei unter 10%. Die Sox2-Promotormethylierung
lag in der Region 2 unter 40% und in der Region 3 lber 60% (mit einer Ausnahme: 47%). Es wurde
ein Korrelationskoeffizient von r = -0,599 (Cl: -0,99 ; 0,56) fir die Sox2-Promotorregion 2 und r = -
0,262 (Cl: -0,89 ; 0,30) fiir die Sox2-Promotorregion 3 im Vergleich zu friiheren Passagen der in der
Durchflusszytometrie untersuchten Zellen ermittelt. Ein hoherer Grad an Promotormethylierung
der Sox2-Promotorregion 2 geht somit mit einem niedrigen Anteil CD133+ Zellen einher. Eine nicht
so ausgepragte negative Korrelation lieB sich ebenfalls fir die Sox2-Promotorregion 3 und dem
Anteil CD133+ Zellen ermitteln. Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung spaterer Passagen
der SLGC-Linie T1452 wurde ein Pearson-Korrelationskoeffizient von r = -0,057 (Cl: -0,98 ; 0,90;
Sox2-Promotorregion 2) und r = -0,18 (Cl: -0,98 ; 0,39; Sox2-Promotorregion 3) berechnet.

Fiir die T1495 Mutterkultur und abgeleiteten Klone wurde die durchflusszytometrische
Untersuchung fiir die Klone T1495 cl-4 (Passagen p8 und p10) und cl-14 (Passagen p6 und p9)
ebenfalls in unterschiedlichen Passagen durchgefiihrt. Die spateren Passagen der
Durchflusszytometrie waren naher an denen der MSP-Analyse. Es wurden analog zu T1452
Korrelationskoeffizienten fiir friihe (Abb. 25 D) und spéate (Abb. 25C) Passagen ermittelt. Der Anteil
an CD133+ Zellen in der SLGC-Linie T1495 betrug zwischen 0,9 und 40%, wobei friihere Passagen
vergleichsweise geringe Anteile CD133+ Zellen aufwiesen. Fiir die Sox2-Promotorregionen wurde
in allen Proben eine Hypermethylierung der Region 3 (liber 70%) und eine Hypomethylierung der
Region 2 (unter 40%) ermittelt. Fir die frilhen Passagen wurde im Vergleich zur Sox2-
Promotorregion 2 ein Korrelationskoeffizient von r = -0,459 (Cl: -0,99 ; 0,22) und zur Sox2-
Promotorregion 3 von r = 0,104 (Cl: -0,78 ; 0,89) im Vergleich zum Anteil an CD133+ Zellen
berechnet. Die Korrelationsanalyse in spaten Passagen ergab fiir beide Sox2-Promotorregionen
einen negativen Korrelationskoeffizienten (Sox2-Promotorregion 2 r=-0,350; Cl: -0,94 ; 0,50 und
Sox2-Promotorregion 3 r =-0,242; Cl: -0,81; 0,40).

Zusammenfassend wurden sowohl negativ, positive als auch neutrale Korrelationskoeffizienten
ermittelt. Da jedoch fiir jede Untersuchung Konfidenzintervalle mit Uberschreitung des Nullpunktes

ermittelt wurden, scheint keine Abhangigkeit der untersuchten Faktoren vorzuliegen.
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4 Diskussion

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist ein primarer Gehirntumor mit einer hohen Morbiditat und
Mortalitat (Alifieris und Trafalis, 2015). Trotz optimierter multimodaler Therapiestrategien hat das
GBM eine schlechte Prognose und die mittlere Uberlebensdauer betrigt weniger als zwei Jahre
(Ohka et al., 2012; Stupp et al., 2005). Hierfiir scheint u.a. die Existenz von Gliomzellen mit
Stammzelleigenschaften von entscheidender Bedeutung zu sein (Schonberg et al., 2014; van Meir
et al., 2010). Diese Zellen werden als BTSCs (engl.: brain tumor stem cell), GSCs (engl.: glioma stem
cells) oder SLGCs (engl.: stem like glioma cells) bezeichnet.

Bis vor einigen Jahren wurde angenommen, dass es sich bei CD133/Prominin-1 um einen bona fide
Marker der Gliomstammzelle handelt und dass Zellen mit einer hohen CD133-Expression in hohem
Mafe Stammzelleigenschaften aufweisen. Die publizierten Daten von Chen und Kollegen (Chen et
al., 2010) zeigen, dass Gliomzellen mit Eigenschaften von Stammzellen hierarchisch organisiert sind,
mit der sich selbst erneuernden CD133-/Sox2+ Gliomstammzelle (Typ-I-Zelle) an der Spitze. Von
dieser leiten sich weiter differenzierte stammzellahnliche Gliomzellen (Typ-II- und Typ-lll-Zellen)
ab, die ebenfalls die Fahigkeit zur Selbsterneuerung haben, aber andere Marker exprimieren. Die
Arbeiten von Chen et al. (2010) legen weiterhin die Vermutung nahe, dass CD133 lediglich von der
weiter differenzierten Typ-II-Zelle exprimiert wird. Dieses Modell wurde bisher nicht bestéatigt und
zahlreiche Arbeitsgruppen nutzen mittels FACS (engl.: fluorescence activated cell sorting) sortierte
CD133+ Gliomzellen als Ausgangspunkt fir die in vitro Analysen stammzelldhnlicher Zellen aus
GBM-Biopsien. Kapitel 4.1 beschreibt die von mir gewonnen Ergebnisse und setzt diese zu weiteren
Daten unserer Arbeitsgruppe und Daten in der Literatur in Bezug.

Das Modell der zelluldren Hierarchie von Chen et al. (2010) postuliert, dass der Pluripotenzfaktor
Sox2 in Typ-I-, Typ-lI- und Typ-lll-Zellen exprimiert wird. Uber die Regulation der Sox2-Expression
ist nur wenig bekannt. In Kapitel 4.2 werden die Daten zur Methylierung des Sox2-Promotors
besprochen und dann in Kapitel 4.3 darauf eingegangen, ob im Bereich des Sox2-Promotors offenes
oder geschlossenes Chromatin vorliegt. Kapitel 4.3 wird zudem auf die Frage eingehen, welche
Bedeutung der Pluripotenzfaktor Oct3/4 fur die Gliomstammzelle haben konnte. In Kapitel 4.4
werden die Daten zur Untersuchung des Sox2-Promotors mit den durchflusszytometrischen
Analysen in Bezug gesetzt. Ein Gesichtspunkt dabei ist, ob das Modell zur zelluldren Hierarchie fur
die stammzelldhnlichen Gliomzellen zutrifft, die aus verschiedenen malignen Gliomen, darunter
GBMs und Gliosarkome, isoliert wurden. Zum Abschluss werden die wichtigsten Korrelationen in
Kapitel 4.5 zusammengefasst und ein kritischer Ausblick auf zukinftige Arbeiten zum Thema

erfasst.
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4.1 Der Anteil CD133+ Zellen variiert zwischen den SLGC-Klonen und
Mutterkulturen

4

In unserer Arbeitsgruppe wurden Klone stammzelldhnlicher Zellen Uber ,limited dilution assay’
gewonnen. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Charakterisierung hinsichtlich des Anteils
CD133+ Zellen und dessen Relation zur Expression weiterer potenzieller SLGC-Marker.

Die Aussagekraft der erhobenen Daten muss kritisch bewertet werden, da in-vitro Zellkulturen
einige Limitierungen mit sich bringen. So kbnnen diese nur eingeschrankt einen Vergleich zur
Tumorheterogenitdt und -komplexitat der in-vivo-Situation des Patienten ermdglichen. Dariiber
hinaus werden zwar durch die im serumfreien Kulturmedium enthaltenen Wachstumsfaktoren EGF
und bFGF die Stammzelleigenschaften erhalten, allerdings werden nicht alle im Tumor enthaltenen
Zellen in der Kultur tGberleben, sodass hier bereits eine erste Selektion der Zellen erfolgt (Lee et al.,
2006). Ein weiterer Nachteil der in-vitro-Kulturen ist die unterschiedliche Mikroumgebung und das
Fehlen der Stammzellnischen. Somit entfallen tumorspezifische, molekulare Reaktionen auf das
Mikromilieu. Weiterhin kénnen durch Hypoxie induzierte Veranderungen nicht erfasst werden. So
zeigen die meisten unserer SLGC-Linien ein semi-adhdrentes Wachstum und bilden Aggregate
und/oder Spharoide, in deren Zentrum der Sauerstoffgehalt und das Nahrstoffangebot reduziert
ist. Die in-vivo-Bedingung einer Stammzellnische lasst sich damit aber nicht abbilden (Lathia et al.,
2011).

Im Gegensatz zu vielen publizierten Arbeiten erfolgte in unserer Arbeitsgruppe keine Sortierung
von Zellen anhand von FACS (engl.: fluorescence activated cell sorting) fir das Anlegen von in-vitro-
Kulturen, sodass die Selektion auf stammzelldhnliche Zellen allein Uber die
Wachstumsanforderungen an das Medium erfolgte. Dieses Prinzip wird neben der Selektion tber
CD133 in der SLGC-Forschung realisiert (Dirks, 2010). Dieser Ansatz ist auch deshalb vorteilhaft, da
die Daten von Chen et al. (2010) postulieren, dass Gliomzellen mit Stammzelleigenschaften
hierarchisch organisiert sind und lediglich die weiter differenzierte Typ-Il-Zelle CD133+ ist. Anhand
der von mir erhobenen Daten sollte nun abgeleitet werden, ob eine erkennbare hierarchische
Organisation der Zellen vorlag und ob der Anteil CD133+ Zellen mit der Expression von
Pluripotenzfaktoren korreliert. Auf den letzten Aspekt wird in Kapitel 4.4 genauer eingegangen. Hier
sollen zunachst die verschiedenen Daten zur Ermittlung der CD133-Expression verglichen werden.
Daten zur Expression des membranstandigen CD133/Prominin-1 wurden mittels Western Blot
Analyse (Hirseland, 2017), immunzytologischen Farbungen (Zechel, personliche Mitteilung) und
durchflusszytometrischen Analysen erhoben. In allen Fillen diente die Kolonkarzinom-Zelllinie
CaCo; als Positivkontrolle. Der Vergleich der Daten legt nahe, dass geringe Level an CD133 stets und
von fast allen Zellen unserer SLGC-Kulturen exprimiert werden. Allerdings lassen sich diese Zellen

erst ab einer gewissen Expressionsstarke in der Durchflusszytometrie als positiv identifizieren. Auch
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im Western Blot sind nur dann Signale detektierbar, wenn eine grolle Anzahl der Zellen einer Kultur
hohe CD133-Level aufweist (Wewer, Teege und Zechel, nicht publiziert).

In der Durchflusszytometrie (Anhang: Abb. 26) sowie in vorangegangenen Western-Blot-Analysen
(Arbeiten der Arbeitsgruppe, Zechel, persdnliche Mitteilung) wurde gezeigt, dass der Anteil an
CD133+ Zellen sowie die CD133-Proteinexpression in den T1338-Klonen mit maximal 1,3% duRerst
gering war. Nur die Mutterkultur wies hohe Anteile an CD133+ Zellen auf (bis 30%) und dies
ausschlieBlich in den Passagen p8 — p10 (Zechel, personliche Mitteilung). Dazu passen auch die
Ergebnisse der Western-Blot-Analysen (Hirseland, 2017). Alle ibrigen vorangegangenen Analysen
der Mutterkultur ergaben ebenfalls weniger als 1% CD133+ Zellen, sodass insgesamt nur kleine
Verdanderungen des Anteils CD133+ Zellen ermittelt wurden. Zudem konnten keine deutlichen
Unterschiede im Anteil CD133+ Zellen in den acht Klonen festgestellt werden, wobei sich diese in
maximal fiinf Passagen unterschieden. Demgegeniiber stehen die geringfligig hoheren Anteile an
CD133+ Zellen, die in friihen Passagen (p6) der T1338-Klone cl-3 und cl-4 ermittelt wurden und
einen CD133+ Anteil von 2,8% (cl-3) und 3,4% (cl-4) aufwiesen. Somit wiesen lediglich zwei der elf
untersuchten Klone einen geringen, aber messbaren Anteil CD133+ Zellen auf. Vorausgesetzt das
Hierarchie-Modell von Chen et al. (2010) trifft zu, so spricht dies fir das Vorliegen einer geringen
Subpopulation an Typ-lI-Zellen in friiheren Passagen von T1338 Mutterkultur und Klonen. Ob es
sich bei den CD133- Zellen um Typ | oder Typ lll Zellen handelt, ist nur anhand weiterer Marker zu
klaren. Durch Nachweis von FABP7 (engl.: fatty acid binding protein 7) in weniger differenzierten
Typ-l und Typ-Il Zellen (Chen et al., 2010) wurde ein weiterer potentieller Marker fiir SLGCs
identifiert. Die Expressionslevel von FABP7 und die immunzytologischen Analysen unterstiitzen die
Hypothese, dass die CD133- Zellen keineswegs differenziert sind (Hirseland, 2017).

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Gliosarkomzelllinie T1371 erhalten, da in acht der zehn
untersuchten Klone der Anteil an CD133+ Zellen bei unter 1% lag und somit im Vergleich zur
Mutterkultur sehr dhnlich war. Innerhalb von drei Passagen des Klons T1371 cl-2 wurden keine
Veranderungen des Anteils an CD133+ Zellen festgestellt. Diese Beobachtungen bestatigen
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, welche in sieben Klonen ebenfalls Anteile an CD133+ Zellen von
unter 1% ermittelten. Eine Ausnahme stellt hierbei Klon T1371 cl-16 dar, fur welchen in friher
Passage (p5) ein Anteil von 3,0% und in spater Passage (p14) von 0,1% CD133+ Zellen ermittelt
wurden. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der Klone T1371 cl-3 und cl-6, fiir welche sowohl
in Vorarbeiten als auch in spateren Analysen héhere Anteile (cl-3: 4,3% (p5) - 9,4% (p9)) von CD133+
Zellen gemessen wurden. Wiederum vorausgesetzt, dass das Modell von Chen et al. (2010) zutrifft,
scheint auch die SLGC-Linie T1371 hierarchisch organisiert zu sein, wobei zwei der untersuchten
Klone hohere Anteile an Typ-lI-Zellen enthalten. Die restlichen Klone sowie Mutterkultur sind

entweder weiter differenzierte Typ-Ill-Zellen oder erhalten lber einen Zeitraum von maximal 14
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Passagen den Anteil an weniger differenzierten Typ-I-Zellen aufrecht. Die Level von FABP7
(Hirseland, 2017) und das hohe Sox2-Level (s. unten) lassen letzteres vermuten.

Im Gegensatz zu den vorab genannten Zelllinien lag der Anteil an CD133+ Zellen in der SLGC-Linie
T1447 zwischen 5-10.%. Dies korrespondiert gut mit den deutlichen, wenn auch schwachen CD133-
Signalen in Western-Blot (Hirseland, 2017) der T1447-Mutterkultur. In sechs der zehn untersuchten
T1447-Klone (cl-1, cl-2, cl-3, cl-4, cl-10 und cl-11) lag der Anteil der CD133+ Zellen in den
untersuchten Passagen bei unter 1%. Im Vergleich zu den Referenzwerten friiherer Passagen wurde
in 0.g. Klonen lediglich in Klon T1447 cl-1 ein konstant niedriger Anteil an CD133+ Zellen von 1%
ermittelt, wohingegen bei allen anderen Klonen eine Abnahme des Anteils an CD133+ Zellen
beobachtet wurde. Fiir die Klone T1447 cl-5, cl-9 und cl-11 wurden in den untersuchten Passagen
dhnliche Werte wie in der Mutterkultur ermittelt. Im Vergleich zu den aktuell untersuchten
Passagen und den Referenzwerten friiherer Passagen kam es mit steigender Passagenzahl in der
Mutterkultur zunachst zu einer Zu- und ab Passage 35 zu einer Abnahme des Anteils an CD133+
Zellen (Anhang: Abb. 26). Somit prasentierte sich die SLGC-Linie 1447 heterogener als T1338 und
T1371 und der Anteil an CD133+ Zellen, sowohl im Vergleich der Klone/Mutterkultur untereinander
als auch in Bezug auf die Passagen variierte deutlich. Es kdnnte geschlussfolgert werden, dass (I)
Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien den Ausgangspunkt fur die Klone gaben und (Il)
die Kultur Giber die Passagen eine messbare Differenzierung durchlief.

Die SLGC-Linie T1452 erfiillte in verschiedener Hinsicht die Kriterien publizierter Gliomstammzellen.
Die Kulturen zeigten ein spharoidales Wachstum und der Anteil an CD133+ Zellen betrug in der
Mutterkultur in Passage 1 bis 25 ca. 60% (Choschzick et al., 2014; Zechel, persénliche Mitteilung).
Die Ergebnisse wurden mittels Durchflusszytometrie, Western-Blot und Immunzytochemie
gewonnen. Ab Passage 30 nahm der Anteil CD133+ Zellen deutlich ab (Anhang: Abb. 26). Die
abgeleiteten Klone entstammen einer spateren Passage mit nur 2% CD133+ Zellen. Ein eindeutiger
Nachweis von CD133+ Zellen konnte in Klon T1452 cl-14 in den hier untersuchten Passagen nicht
erfolgen, wohingegen in frihen Passagen (p4) ein Anteil von 6,7% CD133+ Zellen detektiert wurde.
Frihe Passagen der Klone cl-10 (4,4%) und cl-21 (3,5%) zeigten hohere Ausgangswerte als die
Mutterkultur, die in den hier untersuchten Passagen deutlich unter 1% lagen (MC unter 1%; cl-10
und cl-21 lagen iber 1%). Demgegeniiber stehen die Ergebnisse der Klone cl-19, cl-20 und cl-155.
Die Klone cl-19 und cl-20 wiesen im Vergleich zur Mutterkultur in Voruntersuchungen einen sehr
hohen (cl-20: 80%) bzw. mittelhohen (cl-19: 45%) Anteil an CD133+ Zellen auf. In diesen
Untersuchungen war bei Klon cl-19 von Passage p7 zur Passage pll eine starke Abnahme der
CD133+ Fraktion von 45% auf 9% zu beobachten. Bei Klon cl-20 war zunachst eine starke Abnahme
von 80% (p6) auf 5% (p1l6) und danach ein neuerlicher Anstieg auf 47% (p18) zu beobachten.
Ebenfalls einen deutlichen Anstieg des CD133-Anteils wurde in Klon cl-155 der SLGC-Linie T1452

von Passage pl10 (1,2%) zu Passage p1l2 (49%) beobachtet. Somit wurde auch hier im weiteren

80



Diskussion

Verlauf der Passagierung eine starke Zunahme des Anteils an CD133+ Zellen beobachtet. Die hohen
CD133+ Anteile in Kulturen der Klone cl-20 und cl-155 in spateren Passagen wurden ebenfalls
mittels Western-Blot bestatigt (Hirseland, 2017). Somit wiesen die T1452 Mutterkultur und Klone
eine deutliche Heterogenitat an CD133+ Zellen auf, die mit zunehmender Passagierung zunachst
zu- und dann wieder abnahm. Dabei waren die Anteile an CD133+ Zellen in den Klonen sehr
verschieden. Zusammen unterstiitzen diese Befunde das hierarchische Modell von Chen et al.
(2010) und legen die Vermutung nahe, dass erstens CD133- und CD133+ Zellen Klone bildeten und
sich in Kultur selbst erneuerten. Zweitens zeigten Klone (und Mutterkultur) das Durchlaufen eines
»CD133-Peak”, was als Ausdruck der Differenzierung von CD133- Typ-I-Zellen in CD133- Typ-IlI-
Zellen Uber das Intermediat der CD133+ Typ-ll-Zellen gewertet werden kann. Dazu passen die
Western-Blot-Daten, die eine reduzierte Sox2-Expression in Klonen mit hohem CD133-Level
aufwiesen (Hirseland, 2017; Zechel, persénliche Mitteilung).

Die durchflusszytometrischen Analysen der SLGC-Linie T1495 wiesen einige Parallelen zu denen von
T1452 auf. So variierte auch hier der Anteil an CD133+ Zellen zwischen <1% und fast 50% (Tab. 20).
Die zur Etablierung der Klone eingesetzte Mutterkultur wies einen Anteil an CD133+ Zellen von 18%
auf. Deutlich niedrigere Anteile an CD133+ Zellen wurden fiir die Klone T1495 cl-13 und cl-19
nachgewiesen, wobei in der frilhen Passage des Klons cl-13 (p4) der Anteil noch bei 26,1% lag und
somit bis zur Passage p7 eine starke Abnahme (0,9%) stattgefunden hatte. Demgegeniiber steht
eine Zunahme des CD133+ Anteils bei Klon cl-14 von 2,2% in Passage p6 auf 26,5% zur Passage p9.
In den Kulturen aller anderen untersuchten Klone waren in friihen Passagen ein Viertel bis die Halfte
der Zellen CD133-positiv. Aus der Mutterkultur mit 15-20% CD133+ Zellen leiteten sich somit Klone
mit ebenfalls deutlichem Anteil an CD133+ Zellen ab. Die Veranderungen des Anteils an CD133+
Zellen (iber die Passagen kdnnte als Hinweis auf eine Differenzierung gewertet werden.
Zusammenfassend wurden in allen untersuchten SLGC-Linien CD133+ Zellen nachgewiesen, wobei
der Anteil in einer unter 5% (T1338) lag, in zwei zwischen 0-10% (T1371 und T1447) und bei zwei
weiteren zwischen 1-50% (T1452 und T1495) variierte. Dass sich die verschiedenen Klone in
identischen Passagen im Anteil an CD133+ Zellen unterschieden, kann als Hinweis darauf gewertet
werden, dass die Zellen in den Kulturen hierarchisch organisiert sind. Allen SLGC-Linien war
gemeinsam, dass sowohl Klone mit einem hohen Anteil an CD133+ Zellen als auch solche mit einem
niedrigen Anteil an CD133- Zellen abgeleitet werden konnten. Das ist ein Hinweis darauf, dass in
der Tat CD133- und CD133+ Zellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Proliferation aufwiesen.
Dies spricht fiir das Modell von Chen et al (2010) und gegen das Modell von Singh und Kollegen
(Singh et al., 2004b). Singh et al. (2004b) sahen in CD133 ein Oberflaichenmolekiil, das fir eine
Gliomstammzelle obligatorisch ist. Zusammen mit den Western-Blot-Analysen der Arbeitsgruppe
(Hirseland, 2017) weisen die Durchflusszytometrieanalysen dieser Arbeit auch darauf hin, dass das

Modell der zelluldren Hierarchie von Chen und Kollegen (Chen et al., 2010) nicht immer die
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Situation der Kulturen abbildet. So passen zwar die Daten von T1452 und T1495 Kulturen gut zum
Hierarchie-Modell, die Daten fir T1338, T1371 und T1447 aber weniger. So sind bei T1338 und
T1371 niedrige CD133+ Anteile mit hohen und niedrigen Sox2-Leveln assoziiert. Fiir T1447 wurde

in der Arbeitsgruppe ebenfalls keine eindeutige Korrelation zwischen Sox2 und CD133 festgestellt.

82



Diskussion

4.2 Die Sox2-Promotormethylierung variiert in Abhangigkeit von Region und

SLGC-Linie

Die Bedeutung des Transkriptions- und Pluripotenzfaktors Sox2 fiir SLGCs wurde in der Einleitung
dargelegt. Im vorherigen Abschnitt der Diskussion (siehe Kapitel 4.1) wurde erldutert, dass eine
hohe Sox2-Expression moglicherweise nicht immer in allen SLGC-Kulturen mit einer niedrigen oder
fehlenden CD133-Expression assoziiert ist und CD133+ Zellen in einigen SLGC-Linien ebenfalls hohe
Sox2-Expression aufweisen kénnen. Um zu untersuchen, wie die Sox2-Expression in SLGCs reguliert
wird, wurden in der vorliegenden Arbeit epigenetische Modifikationen der Sox2-Promotorregion
auf DNA-Level untersucht.

Die epigenetischen Analysen mittels methylierungsspezifischer PCR (MSP) verglichen dabei drei
verschiedene Sox2-Promotorregionen. Die Daten ergaben Hinweise darauf, dass unterschiedliche
Methylierungsgrade zwischen den drei Promotorregionen vorliegen und sich die untersuchten
SLGC-Linien hinsichtlich der Methylierung unterscheiden. In einer publizierten Analyse des Sox2-
Promotors in GBMs wurden hypomethylierte Promotorsequenzen nachgewiesen und
argumentiert, dass die Sox2-Expression fir die Erhaltung des Stammzellstatus der SLGCs essentiell
ist (Alonso et al.,, 2011). Eine Hypomethylierung einer Sox2-Promotorregion wurde zudem in
gynakologischen Tumoren beschrieben (Li et al., 2008; Wong et al., 2010). Ob diese Ergebnisse auf
SLGC-Linien aus verschiedenen GBM-Patienten Ubertragbar sind, soll in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden. Dazu wurde eine MSP-Analyse drei verschiedener Sox2-Promotorregionen in
den SLGC-Mutterkulturen T1338, T1440, T1452, T1464 und T1495 und davon abgeleiteten Klonen
durchgefihrt. Dabei sollte zudem Uberprift werden, ob eine einheitliche Methylierung der
verschiedenen Promotorsequenzen vorliegt. Fir die Analyse wurden drei publizierte Sox2-
Promotorsequenzen ausgewahlt, die nachweislich der epigenetischen Regulation unterliegen.
Zunachst wurden die aus den Publikationen entnommenen Primersequenzen: U1/M1 (Alonso et
al., 2011), U2/M2 (Alonso et al., 2011) und U3/M3 (Li et al., 2008; Wong et al., 2010) mit Sequenzen
der Gendatenbank Ensembl® verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass in den Primerpaaren U3 und
M3 eine Base verandert werden muss, da diese nicht mit der Nukleotidabfolge des humanen Sox2-
Promotors komplementar ist. Die Analysen in dieser Arbeit wurden daher mit der verdanderten
Primersequenz durchgefiihrt (U3/M3; Tab. 9). Das Primerpaar U3/M3 liegt 500 Basenpaare
upstream der Initiationsstelle der Transkription. Fir die Primerpaare U1/M1 und U2/M2 wies der
Abgleich mit der Ensembl-Datenbank nach, dass diese Sequenzen innerhalb des Sox2-Gens und
somit nicht upstream der Kernpromotorregion liegt. Obwohl bekannt ist, dass regulatorisch aktive

Elemente, insbesondere methylierte CpG-Inseln, nicht nur in der Promotorregion von Genen,

3 https://ensembl.org
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sondern auch upstream oder downstream davon vorkommen kénnen (Bakshi et al., 2018; Mehra
und Wells, 2015), bleibt die Frage offen, ob mit den Ergebnissen zu diesen Primerpaaren tatsachlich
Riickschliisse auf die epigenetische Regulation der Sox2-Expression getroffen werden kdnnen.
Darliber hinaus ist die Spezifitit des Sox2-Primerpaares M2/U2 nicht geklart, da in der
Gelelektrophorese der PCR-Produkte fiir dieses Primerpaar groRere Produkte entstanden, die nicht
mit den errechneten ProduktgréoBen Ubereinstimmten (unmethyliert: ca. 120bp wie errechnet;
methyliert: ca. 190bp statt 110bp).

Im Weiteren wurde die Funktionalitat der drei Primerpaare im experimentellen Ansatz Gberprift.
Dazu wurden acht Bisulfit-behandelte genomische DNAs eingesetzt und der Parameter ,,Stringenz”
durch den Einsatz verschiedener Salzkonzentrationen (1,5 — 2,5mM MgCl,) variiert. Insgesamt
wurde durch die Variation der MgCl,-Konzentration keine Optimierung der PCR-Ergebnisse erreicht,
d.h. das Auftreten von zusatzlichen PCR-Produkten in einigen Ansdtzen war unabhangig von der
Salzkonzentration. Zudem fehlten in einigen Ansatzen Amplifikate vollstandig. Hierbei kdnnte die
Tatsache eine Rolle spielen, dass nur dann eine Amplifikation der Sequenz maglich ist, wenn diese
komplett der angenommenen Modifizierung entspricht, da sonst keine spezifische Bindung der
Oligonukleotide erfolgt. Eine teilweise Methylierung wiirde somit nicht erfasst (Wojdacz, 2012).
Somit ist bei Genen, die sukzessive durch Methylierung mehrerer CpG-Inseln abgeschaltet werden,
keine suffiziente Analyse durch die MSP-Analyse moglich. Ob eine partielle Methylierung von CpG-
Inseln in einigen der untersuchten SLGC-Linien vorlag, konnte durch eine Kombination von Bisulfit-
Modifizierung und nachfolgender Sequenzierung erfolgen. Ein Aspekt, der in diesem
Zusammenhang erwahnt werden soll, ist die Anfélligkeit der Bisulfit-Modifizierung. Durch
prolongierte Inkubation ist die Reaktion im alkalischen Milieu optimierbar, allerdings auf Kosten
der DNA-Stabilitat. Experimente zur Optimierung der Reaktionszeiten der Bisulfit-Modifizierung
waren zu Beginn dieser Arbeit im Labor durchgefiihrt worden. Diese Bedingungen wurden in dieser
Arbeit Gbernommen. Zudem wurden fiir die Testungen der drei Sox2-Primerpaare acht in der
Arbeitsgruppe vorhandene, modifizierte genomische DNAs eingesetzt. Diese Kontroll-Proben
waren zuvor mit anderen MSP-Primern mit gutem Ergebnis getestet worden. Somit kann vermutet
werden, dass die Heterogenitat der Ergebnisse der Primertests eine partielle Methylierung des
Sox2-Promotors in den eingesetzten Proben anzeigen.

Fir die Interpretation der Daten der MSP-Analyse bestehen weitere, zum Teil experimentelle
Limitierungen. Neben oben genannten Problemen ist unklar, welcher Teil der Sox2-Promotorregion
fiir die Regulation der Expression ausschlaggebend ist. So ware denkbar, dass die Methylierung
einer Region mit CpG-Inseln keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Transkription hat,
wahrend die Methylierung einer anderen Region die Transkription mafgeblich inhibiert. Um

Hinweise auf die Bedeutung der verschiedenen Regionen zu erhalten, wurde einerseits der
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Methylierungsstatus der Regionen verglichen. Andererseits wurde Bezug auf Sox2-mRNA-Level
und/oder Sox2-Proteinexpression genommen, sofern Daten hierzu in der Arbeitsgruppe vorliegen.
Aus den oben erwahnten Griinden (multiple oder fehlende Banden) wurde das Primerpaar U1/M1
nur probeweise fir die Analyse der Linie T1338 und T1464 eingesetzt. Wie bereits in den
Vorexperimenten wurden bei den Analysen der SLGC-Linien keine konklusiven Ergebnisse mit dem
Sox2-Primerpaar U1/M1 gewonnen. Entweder wurden unspezifische Banden detektiert oder es
kam um Ausbleiben einer Amplifikation. Daher wird im Weiteren nicht ndher auf die Daten
eingegangen.

Fir die SLGC-Linie T1338 ergaben die Western-Blot-Analysen, dass die Mutterkultur eine relativ
starke Sox2-Expression aufweist (Hirseland, 2017), die in den Klonen noch etwas héher war. Auf
dem mRNA-Level variierte die Sox2-Expression deutlich. Die Klone T1338 cl-4, cl-8, cl-10 und cl-11
wiesen eine dhnliche Expression wie die Mutterkultur auf, wohingegen die Klone cl-1, cl-2, cl-3, cl-
5, cl-6, cl-7 und cl-9 deutlich hohere Expressionen aufwiesen. Die Ergebnisse der MSP-Analyse
zeigten eine homogene Methylierung der Sox2-Promotorregion 2 zwischen 30 und 40% in der
T1338 Mutterkultur und davon abgeleiteten Klonen. Somit war die geringe Methylierung der
Promotorregion 2 mit einer hohen Sox2-Expression assoziiert. Dies bestatigt die Ergebnisse von
Alonso et al. (2011), welche einen hypomethylierten Sox2-Promotor mit der aktiven Genexpression
korrelierten. Dagegen wurde eine hohe Varianz der Methylierung der Sox2-Promotorregion 3
(zwischen 20% und 70%) festgestellt, welche nicht mit den Ergebnissen der Expressions-Analysen
kongruent sind. Somit scheinen die epigenetischen Verdnderungen in diesem Bereich keinen oder
nur einen geringen Einfluss auf die Sox2-Expression der SLGC-Linie T1338 zu haben. In der
Korrelationsanalyse der Promotorregionen 2 und 3 zeigte sich ein negativer Korrelationskoeffizient
(r=-0,494; ClI: -0,79; -0,12), was auf eine uneinheitliche und unabhangige Methylierung der beiden
Regionen hinweisen kdnnte. Insgesamt sprechen die Methylierungsdaten fiir ein hohes Mal an
Stammzelleigenschaften der SLGC-Linie T1338 und deren Klone durch Expression von Sox2.

In der SLGC-Linie T1440 ergaben die Untersuchungen des Sox2-Promotors mittels MSP fiir die
Region 2 dhnliche Ergebnisse wie bei T1338. Es wurde ebenfalls eine Hypomethylierung (10-20%)
sowohl in der Mutterkultur als auch in den Klonen nachgewiesen. Auffallend ist hierbei, dass es
scheinbar keinen Unterschied im Methylierungsgrad im Laufe der Passagierung gab, da die Klone
aus friihen Passagen (p5, p8 und p9) und die Mutterkultur in spater Passage (p46) vorlagen. Im
Gegensatz hierzu stehen wiederum die Ergebnisse der Promotorsequenz 3, in welcher das
Methylierungsmuster weniger eindeutig war. Obwohl die Positivkontrolle gut funktionierte,
wurden fiir Mutterkultur und Klone nur wenig Amplifikate erhalten, sodass die Quantifizierung
problematisch war. In der Mutterkultur lag ein hoher Methylierungsgrad (>70%) fiir die Region 3
vor, in den Klonen aber maximal eine 30%-ige Methylierung. Auffallend ist hierbei die Korrelation

zwischen Passage und Methylierungsindex, da in frilhen Passagen (z.B. Klon T1440 cl-8 p5) die
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amplifizierte Sequenz weitgehend unmethyliert vorlag und mit steigender Passage zunehmend
methyliert. Dies konnte fir die sukzessive Methylierung und somit Deaktivierung des Sox2-
Promotors in der Region 3 im Laufe der Passagierung sprechen. Wie bereits angesprochen, waren
im Vergleich zu den amplifizierten Fragmenten der Sox2-Promotorregion 2 die Bandenintensitdten
fiir die Region 3 deutlich geringer bei identischer Menge eingesetzter, bisulfitbehandelter DNA. Eine
mogliche Ursache hierfiir konnte das Vorliegen von sowohl methylierten als auch unmethylierten
CpG-Sequenzen in der Promotorregion 3 sein (partielle Methylierung), in deren Folge keine
spezifische Bindung der Primerpaare moglich ist und nur ein Bruchteil der DNA amplifiziert werden
kann. Dies unterstitzt die Hypothese, dass die Promotormethylierung sukzessive erfolgen kdnnte.
Diese Ergebnisse der MSP mit dem Primerpaar U3/M3 korrelierten nicht mit den
Expressionsanalysen der Kollegen, da hier sowohl in friihen Passagen der Klone als auch in der
spaten Passage der Mutterkultur eine hohe Sox2-Expression nachgewiesen wurde. Dies stiitzt die
Vermutung, dass die Sox2-Promotorregion 2 auch im Fall von T1440 einen héheren Einfluss auf die
Genexpression hat als die Region 3. Aufgrund der geringen Probenzahl kann der errechnete
Korrelationskoeffizient (r = 0,587; Cl: -1; +1) fur die Methylierung der Regionen 2 und 3 keinen
Zusammenhang aufweisen, wobei die geringe Signalstarke der Amplifikate der untersuchten
U3/M3 -Primer problematisch ist.

Die Analyse der SLGC-Linie T1452 ergab nicht in allen Ansatzen Amplifikate mit den Primern der
Sox2-Promotorregionen 2 und 3. Dass Amplifikate in den Ansdtzen mit beiden Primerpaaren
fehlten, kdnnte ein Hinweis auf eine geringe Stabilitdt der DNA nach der Bisulfitmodifizierung sein.
Aufgrund ungeniigender Mengen an isolierter DNA konnten die Modifizierung und PCR nicht erneut
durchgefuhrt werden. Alternativ konnte auch das Vorliegen partiell methylierter Sequenzen oder
Punktmutationen in den untersuchten Bereichen zum Fehlen der Produkte in einigen Ansdtzen
geflihrt haben. Im Gegensatz zu den Zelllinien T1338 und T1440 variierte der Methylierungsgrad
der Sox2-Promotorregion 2 zwischen den T1452-Klonen erheblich. Die relative Methylierung lag
zwischen 0% (z.B. Klon T1452 cl-14) und 35% (Klon T1452 cl-155), insgesamt dominierte aber die
Hypomethylierung. Ein Vergleich mit der Mutterkultur war wegen fehlender Amplifikate nicht
moglich. Die Ergebnisse der MSPs der Sox2-Promotorregion 3 wiesen sehr viel deutlichere
Unterschiede zwischen den Klonen auf als die fiir die Region 2. Der tiberwiegende Anteil der Klone
wies in der Region 3 hauptsachlich einen stark methylierten Zustand auf (T1452-Klone: cl-14 und cl-
17: 99%; cl-10, cl-15 und cl-155 >70%; cl-20 p20 und cl-21: 64%), jedoch wurden auch Klone mit
einer weniger methylierten Promotorregion 3 identifiziert (T1452 cl-20 p16: <50%). In allen
Klonkulturen, mit Ausnahme von Klon T1452 cl-155 (Passage 15), wurde ahnlich der Mutterkultur
eine Sox2-Expression beobachtet. Die MSP-Analysen des Klons T1452 cl-155 erfolgten allerdings
sechs Passagen spater als z.B. die Western-Blot- und mRNA-Analysen (Expressionsdaten der

Arbeitsgruppe; Hirseland, 2017), sodass hier eine Anderung im Laufe der Passagierung nicht
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auszuschlieBen ist. Bei Uberwiegend hypomethylierter Sox2-Promotorregion 2 und
hypermethylierter Sox2-Promotorregion 3 scheint bei den T1452-Klonen eine inverse Regulation
der beiden Regionen vorzuliegen. Diese Vermutung wird durch einen negativen
Korrelationskoeffizienten von r = -0,515 (Cl: -0,95 ; +0,35) unterstiitzt, wenngleich das ermittelte
Konfidenzintervall keine signifikante Korrelation belegt. Da eine Sox2-mRNA und Proteinexpression
in den T1452-Klonen nachweisbar war, kann geschlussfolgert werden, dass die Promotorregion 3
an der Genregulation nicht beteiligt sein sollte.

Ahnlich der SLGC-Linie T1452 waren auch im Fall der T1464-Analysen in einigen Proben keine
Amplifikate detektierbar. Auch hier waren die Mutterkultur sowie die T1464 Klone cl-1, cl-6 und cl-
8 betroffen. Bei diesen DNA-Proben wurden jedoch mit dem Primerpaar M1 Amplifikate erhalten,
was auf das Vorliegen intakter DNA-Matritzen hinweisen konnte. Wie bereits erwahnt, waren die
PCRs mit den M1/U1 Primerpaaren meist nicht konklusiv, hier insbesondere wegen der Ergebnisse
mit U1 (PCR-Produkte zu groR und unterschiedlicher Linge). Dennoch kénnte das Auftreten der
Amplifikate mit dem M1-Primerpaar andeuten, dass das Fehlen der PCR-Produkte fiir die Regionen
2 und 3 eher auf einer partiellen Methylierung und damit einer schrittweisen Geninaktivierung bzw.
-aktivierung beruht, als auf einem experimentellen Problem. Im Fall der T1464-Klone, fiir die PCR-
Produkte erhalten wurden, variierte der Methylierungsgrad zwischen den Klonen verhaltnismaRig
wenig. In der Sox2-Promotorregion 2 lagen die DNA-Sequenzen in allen Proben zwischen 20-30%
methyliert vor, wohingegen die Methylierung in der Sox2-Promotorregion 3 zwischen 70 und 100%
betrug. Dieses Ergebnis wirde, wie im Fall der T1452-Klone, eine inverse Regulation der beiden
Regionen bedeuten, was durch einen negativen Korrelationskoeffizienten r = - 0,40 untermauert
wird. Auch hier wurden Korrelationskoeffizienten mit Uberschreitung des Nullpunktes ermittelt,
womit keine klare Korrelation nachweisbar war. Die Expressionsanalysen der Kollegen im Labor
zeigten deutliche Unterschiede in der Sox2-mRNA und -Proteinexpression. Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Promotormethylierung und der Sox2-Expression ldsst sich daher
nicht erkennen.

Die Ergebnisse der MSP-Analysen der SLGC-Linie T1495 wiesen fiir die Mutterkultur und die
abgeleiteten Klone eine Hypomethylierung in der Sox2-Promotorregion 2 auf. Damit ergab sich eine
ahnliche Situation wie im Fall von T1338, T1440 und T1464. Die Region 3 war dagegen durch eine
klare Hypermethylierung gekennzeichnet (68% - 96% methyliert). Dabei waren im Fall des Klons
T1495 cl-26 eine vollstandig unmethylierte Region 2 und eine komplett methylierte Region 3
feststellbar. Auch bei der Mutterkultur und den Ubrigen Klonen war ein nahezu inverses
Methylierungsmuster erkennbar. Entsprechend betrug der errechnete Korrelationskoeffizient
r=-0,624 (Cl: -0,95 ; 0,25). Uberraschenderweise wurde sowohl auf dem mRNA- als auch auf dem

Proteinlevel nur eine niedrige Sox2-Expression in der Mutterkultur im Vergleich zu den Klonen
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nachgewiesen, womit der Methylierungsgrad der Sox2-Promotorregion 2 nicht eindeutig die
Expressionsdaten widerspiegelt (Expressionsdaten der Arbeitsgruppe).

Zusammenfassend wurde fir die funf untersuchten SLGC-Linien ein heterogenes
Methylierungsmuster der Sox2-Promotorregionen 2 und 3 nachgewiesen. Wihrend die
Promotorregion 2 in fast allen Fallen geringe Methylierung aufwies, war die Promotorregion 3 in
T1338 und T1440 teilweise und in den Ubrigen Linien eher hypermethyliert. Damit scheint die
Methylierung der beiden untersuchten Promotorregionen unabhdngig voneinander zu erfolgen
und die Sox2-Expression eher von der Methylierung der Region 2 abhangig zu sein. Obwohl die
Sox2-mRNA und Proteinexpressionsdaten der Kollegen meist gut zur Hypomethylierung der Sox2-
Promotorregion 2 passen, lassen sich Protein- und mRNA-Level nicht immer eindeutig auf die
Hypomethylierung zurlckfihren. Effekte anderer Art, wie z.B. Chromatinmodifizierung, kénnten

eine zusatzliche Rolle spielen.
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4.3 Offenes und geschlossenes Chromatin im Bereich von Sox2- und Oct3/4-

Promotor

Neben epigenetischen Verdanderungen auf DNA-Ebene konnten auch epigenetische
Modifizierungen auf Chromatinlevel eine Bedeutung fiir die Expression des Transkriptionsfaktors
Sox2 in GBMs haben. Insbesondere sollte in dieser Arbeit die Frage geklart werden, ob der Verlust
an Stammzelleigenschaften in spaten Passagen mit dem Auftreten von geschlossenem Chromatin
in den Promotoren der Pluripotenzgene Sox2 und Oct3/4 erklarbar ist. Der Pluripotenz- und
Transkriptionsfaktor Oct3/4 wurde deshalb in die Analysen einbezogen, da widerspriichliche Daten
hinsichtlich dessen Bedeutung fiir SLGCs vorliegen. So wurde in unserer Arbeitsgruppe eine
Hypermethylierung des Oct3/4-Promotors festgestellt (Choschzick et al., 2014), wihrend andere
Arbeitsgruppen Oct3/4 als einen SLGC-Marker klassifizieren (Uberblick in (Schonberg et al., 2014)).
Die Analyse der Regulation der Sox2- und Oct3/4-Expression auf Chromatinebene wurde mittels
Chromatinimmunprazipitation und nachfolgender PCR (ChIP) durchgefiihrt. Dabei wurden
Antikorper eingesetzt, die spezifisch epigenetische Modifizierungen im N-Terminus des Histons H3
erkennen. Wie jede experimentelle Methode unterliegt auch die ChIP gewissen Limitierungen und
Fallstricken. In dieser mehrtagigen Analyse kénnen z.B. Probleme wahrend des Cross-links in Form
von Uberfixierung oder Proteinschdden auftreten. Dariiber hinaus sind die Ergebnisse in hohem
MaRe von der Qualitdt der verwendeten Antikérper abhangig (Das et al., 2004). Sind zum Beispiel
die Kp-Werte der eingesetzten Antikdrper verschieden, lassen sich keine Riickschliisse auf die
relative Haufigkeit von Methylierung oder Acetylierung der Histonschwaénze ziehen. In dieser Arbeit
wurden Antikdrper gegen das Histon H3 eingesetzt, die speziell fir die ChIP-Analyse entwickelt
wurden. Leider macht der Hersteller (CellSignaling, Danvers MA, USA) keine Angaben zu den Kp-
Werten der Antikorper.

Zur Evaluation der Durchfiihrung der ChIP wurden Primer fiir das RPL30-Exon3-Gen mitgefihrt, bei
dem es sich um ein ubiquitdar vorkommendes Gen mit konstitutiver Expression handelt, das somit
als Positivkontrolle fiir den Nachweis von offenem Chromatin durch ChIP dienen kann. Es ist
bekannt, dass das Chromatin des RPL30-Exon3-Gens in offenem Zustand und somit fur die
Transkription zuganglich vorliegt. In allen Proben aus den SLGC-Linien sollte das RPL30-Exon3-Gen
somit sogenannte ,active marks” im Histon H3 aufweisen. Dies konnte in der Tat fir alle vier
untersuchten SLGC-Linien bestatigt werden. So wurden fir die ,,active mark” H3K9ac (Histon H3 im
Lysylrest 9 acetyliert) stets starke Signale erhalten wurden. Diese lagen zum Teil sogar Uber der
aH3-Kontrolle, was eventuell an einer hdheren Affinitat des Antikorpers aH3K9ac relativ zum aH3
liegen konnte. Fir die IgG-Negativkontrolle wurde ein sehr viel geringeres Signal als fir die Analyse
mit dem aH3-Antikorper erhalten. Dass es hier zu Signalen kommt, kdnnte an einer unspezifischen

Bindung von DNA, z.B. an die Agarose-Beads oder das daran gekoppelte Protein A/Protein G

89



Diskussion

kommen, die fiir Immunprazipitation eingesetzt werden. Um dieses Risiko zu minimieren wurde ein
sog. Preclearing durchgefiihrt, bei dem das isolierte Chromatin Uber Nacht mit Agarose-Beads
inkubiert wird. Das Verhaltnis der Signale fur die active mark aH3K9ac und die repressive mark
aH3K27me2/3 bestétigte den Zustand des offenen Chromatins im Bereich des RPL30-Exon3-Gens.
Es zeigte sich zudem, dass das Signal fir die , bivalent mark” aH3K4me3 nahezu identisch mit dem
fur aH3K9ac war. Diese , bivalent mark" ist durchaus im Bereich offenen Chromatins zu finden
(Bernstein et al., 2006). Mit der ChIP des RPL30-Exon3-Gens wurde somit gezeigt, dass die Methode
gut etabliert worden war und dass die Antikdrper geeignet waren.

AuBer der Analyse der sogenannten ,active, bivalent und repressive marks“ wurde die Bindung von
Sox2 und Oct3/4 an den Sox2-Promotor Uberpruft. Fir die Transkriptionsfaktoren Sox2 und Oct3/4
ist bekannt, dass sie sowohl sich selbst als auch gegenseitig aktiv regulieren und einen positiven
transkriptionellen feedback-loop etablieren (Rizzino, 2009). Dabei kann das Oct3/4-Sox2-
Heterodimer im Oct3/4-Promotor binden (Rizzino, 2009) Durch die ChIP mit dem Sox2- bzw.
Oct3/4-Antikdrper kbnnte getestet werden, ob Sox2 bzw. Oct3/4 in der untersuchten Region des
Sox2-Promotors binden und ein positives transkriptionelles Feedback auch in SLGCs gilt.

Im Gegensatz zu der RPL30-Exon3-ChIP waren in der IgG-Negativkontrolle fur die PCR mit den Sox2-
und Oct3/4-Primern das ,signal noise“-Verhiltnis weniger optimal. Auch war die
Reproduzierbarkeit der Daten weniger gut als bei der Kontrolle. Die Essenz mehrerer Versuche wird
im Folgenden besprochen.

Fiir Sox2 wies die SLGC-Linie T1442 starke Signale fiir die active mark H3K9ac und die bivalent mark
H3K4me3 auf, was auf ein offenes Chromatin hinweist. Die active mark war ebenfalls flir T1495
dominant bei reduzierter (30-40%) Signalstirke von H3K4me3 und H3K27me2/3. Dagegen
dominierte im Fall von T1371 die bivalent mark H3K4me3 und die repressive mark H3K27me2/3
gegeniber H3K9ac. T1440 lieferte hingegen keine konklusiven Ergebnisse. Generell schien das
Chromatin im Bereich des Sox2-Gens in zwei von drei SLGC-Linien in hohen Passagen in offener
Form vorzuliegen. Dies stimmt gut mit den Western-Blot-Analysen des Labors (berein, die
insbesondere flr T1442 und T1495 eine Sox2-Proteinexpression in Mutterkulturen nach der
Passage 60, mit einer hoheren Expression in T1442, nachweisen konnten. Die
immunzytochemischen Analysen der Kollegen belegten zudem, dass in T1442-, nicht aber T1495-
Kulturen alle Zellen Sox2 im Zellkern exprimierten (Hirseland, 2017; Zechel, persénliche Mitteilung).
Flr Oct3/4 waren die Ergebnisse weniger klar als fuir Sox2. Auffallend war die Intensitédt des Signals
der repressive mark H3K27me2/3. Diese lag im Fall von T1495 lber dem der active und bivalent
marks. Fiur die Intensitaten der Signale im Fall von T1371 wurden dhnliche Werte fiir active mark
H3K9ac und repressive mark H3K27me2/3 detektiert, welche beide Gber dem der bivalent mark
H3K4me3 lagen. Die gleichzeitige Anwesenheit dhnlich hoher Level von active und repressive mark

konnte auf eine Heterogenitat der Kultur hinweisen, d.h. neben Zellen mit offenem Chromatin
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kénnten auch solche mit geschlossenerem Chromatin in der Kultur vorkommen. Dies ware mit dem
Hierarchie-Modell von Chen et al. (2010) vereinbar (siehe oben). Fir T1442 wurden die stdrksten
Signale in der active mark H3K9ac detektiert, wohingegen fiir die bivalent und repressive marks
dhnliche, schwéachere Signale beobachtet wurden. Da sich diese Kulturen immunzytochemisch stets
durch eine hohe Homogenitdt auszeichnen (Choschzick, 2015; Hirseland, 2017), liegt die
Vermutung nahe, dass das Chromatin im Oct3/4-Genbereich in T1442 nicht ,geschlossen” ist. In
diesem Kontext ist es bedeutsam, dass in allen untersuchten SLGC-Linien zwar Oct3/4 Transkripte,
aber nicht das Oct3/4-Protein, nachweisbar war und der Promotor zu Uber 90% methyliert ist
(Choschzick et al., 2014).

Die ChIP-Daten wurden stets mit Kulturen, nicht aber mit einzelnen Zellen gewonnen. Abhdngig von
der Homogenitdt dieser Kulturen bzw. der Etablierung einer zelluldren Hierarchie wird die
Zusammensetzung an Typ-l, Il und llI-Zellen variieren und die Ergebnisse der ChIP beeinflussen.
Wahrend T1442-Kulturen stets ein sehr homogenes Erscheinungsbild hatten, war dies fir T1371
und insbesondere T1495 nicht der Fall. So waren in T1442-Kulturen stets alle Zellen dhnlich stark
positiv fiir Sox2. Im Fall von T1371 variierte die Expression von Sox2 zwischen Kulturen und T1495
etablierte stets eine starke Hierarchie mit einzelnen stark Sox2-positiven Zellen und einigen Sox2-
negativen Zellen mit allen moglichen Zwischenstufen (Choschzick, 2015; Hirseland, 2017; Zechel,
personliche Mitteilung). Weiterhin kann vermutet werden, dass sich in den Promotorregionen
mehrere Nukleosomen befinden, sodass unklar ist, ob tatsachlich die regulatorisch entscheidenden
Nukleosomen in der Immunprazipitation von den Antikdrpern gebunden wurden. Unter diesen
Gesichtspunkten ist die Interpretation der ChIP nicht immer eindeutig. Dennoch kann
geschlussfolgert werden, dass die epigenetischen Muster insgesamt ein Silencing des Oct3/4-Gens

und eine transkriptionelle Aktivitat des Sox2-Gens nahelegen.
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4.4 Evaluation des Modells der zellularen Hierarchie anhand von CD133- und

Sox2-Daten

In den Kapiteln 4.1 bis 4.3 wurde bereits mehrfach auf das Modell der zelluldaren Hierarchie
hingewiesen. Dieses postuliert, dass in SLGC-Kulturen nur die Typ-ll-Zelle CD133 exprimiert bei
bereits sinkender Sox2-Expression (Chen et al.,, 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Methylierung des Sox2-Promotors, aber auch die Anwesenheit von CD133+ Zellen in SLGC-
Mutterkulturen und davon abgeleiteten Klonen untersucht. Auf Basis dieser Daten soll
abschlieRend eine Evaluation des Modells der zelluldaren Hierarchie erfolgen.

Wirde das Hierarchie-Modell von Chen und Kollegen stimmen, dann wéare die hochste
transkriptionelle Aktivitdit des Sox2-Promotors mit einem geringen Anteil an CD133+ Zellen
korreliert (Situation der Typ-I-Zelle). Weiterhin wiirden intermedidre Sox2-Expression und hohe
Anteile an CD133+ Zellen korrelieren (Situation der Typ-II-Zelle). Niedrige Sox2-Level und geringe
bis fehlende Anteile an CD133+ Zellen waren fir die Typ-lll-Zelle charakteristisch. Bei den
nachfolgenden Betrachtungen wird primar auf die Sox2-Promotorregion 2 Bezug genommen, da
deren Methylierung, nicht aber die der Region 3, fiir die Regulation der Sox2-Expression relevant
zu sein scheint (siehe oben).

Die Korrelationsanalysen von Sox2-Promotormethylierung und dem Anteil an CD133+ Zellen in
Kulturen der SLGC-Linie T1338 (und deren Klone) ergab fiir die Region 2 einen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,024. Dabei lag die Sox2-Promotorregion 2 in hypomethyliertem
und somit aktivem Zustand vor. Ein Nachweis von CD133+ Zellen war bei Werten unter 2% durch
die Durchflusszytometrie nicht sicher erfolgt. Bei einem Korrelationskoeffizienten nahe dem
Nullwert sowie Konfidenzintervall (Cl: -0,59 ; +0,50), liegt die Vermutung nahe, dass in dieser SLGC-
Linie die Expression von Sox2 und CD133 voneinander unabhangig reguliert sind. Unabhangig von
dieser Berechnung unterstiitzen die Daten das Modell von Chen et al. (2010), in welchem stark
Sox2-positive Typ-I-Zellen CD133-negativ sind.

Die Analyse der Sox2-Promotorregionen der SLGC-Linie T1452 wies eine hypomethylierte Region 2
nach. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen ergaben Anteile an CD133+ Zellen zwischen
wenigen Prozent bis knapp 50%. Die Korrelationsanalysen friiherer Passagen ergaben eine negative
Korrelation zwischen der Sox2-Promotormethylierung und dem Anteil an CD133+ Zellen.
Anzumerken ist jedoch, dass nur einer der acht untersuchten Klone Anteile an CD133+ Zellen von
knapp 50% aufwies und die Korrelation statistisch nicht signifikant war. Dies wird durch die
Untersuchungen spaterer Passagen bestatigt, die einen Korrelationskoeffizienten nahe Null
ergaben. Auch hier wiesen nur zwei Klone knapp 50% CD133+ Zellen auf, wohingegen die anderen

Klonkulturen nur unter 10% CD133+ Zellen enthielten. Bei einer einheitlichen Hypomethylierung
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der untersuchten Sox2-Promotorregion in den betrachteten Klonen liegt die Vermutung nahe, dass
CD133 und Sox2 unabhangige Variablen sind.

Im Fall der SLGC-Linie T1495 wurden ebenfalls die Anteile an CD133+ Zellen sowohl in friihen als
auch in spaten Passagen getrennt beobachtet. Diese lagen zwischen 0% und 40%, wobei spatere
Passagen tendenziell einen héheren Anteil an CD133+ Zellen aufwiesen. Die Region 2 des Sox2-
Promotors lag in hypomethyliertem Zustand vor. Die errechneten Korrelationskoeffizienten waren
negativ. Somit wiirde ein hohes MaR an Promotormethylierung mit einem hoéheren Anteil CD133+
Zellen assoziiert sein. Bei nicht signifikanten Testergebnissen und ermittelten
Korrelationskoeffizienten mit Uberschreitung des Nullpunktes kénnen diese Zusammenhinge
jedoch nur als Tendenz gesehen werden. Allerdings wiirde das Ergebnis fiir T1452 das Modell von
Chen et al. (2010) unterstiitzen.

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass die zunehmende Methylierung des Sox2-Promotors
nur in einem von drei Féllen (T1495) eine Korrelation mit héherem Anteil an CD133+ Zellen
vermuten lasst. In den beiden anderen SLGC-Linien (T1338, T1452) scheinen die beiden Variablen
eher unabhangig. Dazu passen die immunzytochemischen Analysen des Labors, die hohe CD133-
Expression nicht nur in Zellen mit mittlerer, sondern in geringem AusmaR, auch in Zellen mit hoher
oder niedriger bis fehlender Sox2-Expression nachwiesen (Zechel, personliche Mitteilung). Dabei
wurden diese Beobachtungen fiir T1338 und T1452 (und anderen hier nicht untersuchten SLGC-
Linien) gemacht, die sich alle durch hohe Sox2-Level in der Mehrheit der Zellen auszeichnen. Die
Vermutung von Chen et al. (2010), dass CD133 ein stringenter Marker fir die Typ-II-Zelle ist, kann

die vorliegende Arbeit nicht bestatigen.
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4.5 Konklusion und kritischer Ausblick

Die vorliegende Arbeit belegt eine Hypomethylierung des Sox2-Promotors in der als , Region 2“
bezeichneten Sequenz und eine Variabilitat der Methylierung in der als ,Region 3“ bezeichneten
Sequenz. Fraglich ist allerdings, ob die Region 2 die DNA-Sequenz upstream des Transkriptionsstarts
erfasst, wie es von den Autoren (Alonso et al., 2011) beschrieben wird, oder ob es sich um einen
Downstream-Promotor handelt. Weiterhin ist nicht klar, wie die divergenten Ergebnisse der Region
3 zu interpretieren sind, da diese in einigen SLGCs hypermethyliert und in anderen hypomethyliert
war. Insgesamt scheint die Hypomethylierung der Promotorregion 2 gut mit den Daten zur
Proteinexpression in den SLGC-Kulturen zu korrelieren, die sich auf Western-Blot- und
immunzytochemische Analysen stiitzen.

Die Chromatinanalysen der untersuchten Zelllinien T1371, T1452 und T1495 weisen auf ein offenes
bzw. partiell offenes Chromatin im Sox2-Gen in hohen Passagen hin. Dagegen scheint der
Pluripotenzfaktor Oct3/4 von untergeordneter Bedeutung zu sein, da nach der bereits bekannten
Promotorhypermethylierung in dieser Arbeit nun auch ein eher geschlossenes Chromatin
nachgewiesen wurde. Unklar ist jedoch, wieso alle SLGC-Linien eine residuelle, geringe Menge an
Oct3/4-Transkripten aufweisen und wozu diese nétig sein kénnten.

Die Analysen des Oberflichenmolekiils CD133 zeigten deutliche Unterschiede zwischen den
Anteilen CD133+ Zellen in Klonkulturen. Einen Beleg fir CD133 als Marker fir Typ-ll SLGCs wurde
nicht erbracht und verstarkte die Zweifel an der Nitzlichkeit dieses Markers. Allerdings ist unklar,
welche Rolle CD133 in SLGCs zukommen kdnnte, da an der Expression des Proteins in SLGC-Kulturen
kein Zweifel besteht. Da zwischen geringen und hohen Anteilen an CD133+ Zellen alle Optionen in
den diversen SLGC-Kulturen unserer Arbeitsgruppe realisiert sind, erscheint es zumindest sehr
problematisch Analysen an SLGCs auf CD133-sortierte Fraktionen zu beschranken. Mdéglicherweise
koénnte eine Inaktivierung des CD133-kodierenden Gens, z.B. durch die CRISPR-Cas9 Technologie
(engl.: CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats; Cas9: CRISPR-associated

protein 9), Aussage zur Bedeutung dieses Proteins erlauben.

94



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der haufigste maligne hirneigene Tumor. Trotz Einsatz
multimodaler Therapiekonzepte bleibt die Therapie palliativ. Ursadchlich hierfir scheint das
Vorhandensein stammzelldhnlicher Gliomzellen (SLGCs: stem-like glioma cells) zu sein, welche zur
Selbsterneuerung befahigt sind und vermutlich zur Rezidivbildung fihren.

In dieser Arbeit wurde zum einen die epigenetische Regulation des Pluripotenzfaktors Sox2 auf
DNA- und Chromatinlevel untersucht, da dieser fiir die Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters
von SLGCs essentiell scheint. Zum anderen erfolgten Analysen des Oberflichenmolekiils
CD133/Prominin-1, dessen Bedeutung als Marker fir SLGCs kontrovers diskutiert wird. Fir die
Analysen wurden aus humanen GBMs und Gliosarkomen angelegte SLGC-Primartumoren/-
Mutterkulturen (Western-Blot; WB, Durchflusszytometrie; DFZ, methylierungsspezifische PCR;
MSP, Chromatinimmunprazipitation; ChlP) und davon mittels ,/imited dilution assay” abgeleitete
Klone (MSP, DFZ) eingesetzt, die Charakteristika von Stammzellen aufwiesen.

Nach Etablierung der ChIP unter Mitflihren einer Positivkontrolle (RPL30-Exon3) zeigten sich in der
Analyse der Histonmodifizierungen deutliche Unterschiede der SLGC-Linien im Bereich des Sox2-
Promotors. Wahrend in den SLGC-Linien T1442 und T1495 lberwiegend active (H3K9ac) und
bivalent (H3K4me3) marks nachgewiesen wurden, waren die Anteile in T1371 eher zugunsten des
repressive mark (H3K27me2/3) verschoben. Fir T1440 waren die Signale zu schwach, um Aussagen
zu treffen. Somit liegt das Chromatin im Sox2-Promotorbereich sowohl in offenem (T1442>T1495)
als auch eher geschlossenem (T1371) Zustand vor. Ergdnzend zu den Chromatinanalysen erfolgten
epigenetische Untersuchungen zweier Sox2-Promotorregionen (,,2“ und ,3“) mittels MSP. Mit den
Primerpaaren Sox2-U2/M2 wurden fir alle funf SLGC-Mutterkulturen und -Klone eine niedrige
relative Methylierung nachgewiesen, welche zwischen <20% (T1440), 20-30% (T1452, T1464,
T1495) und 30-40% (T1338) variierte. Demgegeniiber standen starke Variationen des
Methylierungsgrads der Region 3, welche eher hypomethyliert vorlag. Im Abgleich mit den WB-
Analysen scheint die Region 2 fir die Regulation der Genexpression verantwortlich. Die
durchflusszytometrischen Analysen des Oberflachenmolekiils CD133 erbrachte in drei von finf
Zelllinien nur sehr geringe bis fehlende Anteile CD133+ Zellen mit Variationen lber die Passagen,
wobei T1452 und T1495 bis zu 50% CD133+ Zellen aufwiesen. Eine evidente Korrelation zwischen
Sox2-Promotormethylierung und CD133+ Zellen war nicht nachweisbar.

Aufgrund deutlicher Variationen des CD133+ Anteils scheint CD133 als Marker fiir SLGCs von
untergeordneter Bedeutung und ein Marker der weiter differenzierten Zelle zu sein. Die
epigenetischen Analysen des Pluripotenzfaktors Sox2 zeigten hingegen eine hypomethylierte Sox2-
Promotorregion 2 sowie eher offenes Chromatin. Somit konnte Sox2 als Marker der

Gliomstammzelle dienen. Dies bedarf weiterer Analysen.
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