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1 Einleitung 

1.1 Astrozytäre Tumoren 

Intrakranielle Tumoren treten primär aus hirneigenem Gewebe oder sekundär als Metastasen 

systemischer Malignome auf, wobei die Inzidenz der Metastasen ungefähr 10 x höher ist als die 

Inzidenz der hirneigenen Tumoren (Masuhr et al., 2013). Unter den hirneigenen Tumoren sind 

die Gliome am häufigsten (Henne-Bruns, 2012). Die Einteilung der Hirntumoren erfolgt über die 

WHO-Klassifikation, welche sich am histologischen Aufbau der Tumoren und deren 

Ursprungsgewebe orientiert. Gliome gehören zu den neuroepithelialen Tumoren des Gehirns 

und zu ihnen zählen die Astrozytome. Astrozytome machen über 30 % aller Gliome der 

zerebralen Hemisphären im Erwachsenenalter (Krams et al., 2013) und ebenfalls mehr als 30 % 

aller zerebellären Gliome im Kindesalter aus (Henne-Bruns, 2012). Die Inzidenz von Gliomen 

beträgt 5-6/100.000 Einwohner pro Jahr (Weller, 2014). Die Dignität der Astrozytome wird nach 

WHO in Grad I, Grad II, Grad III und Grad IV eingeteilt (Louis et al., 2016). Für die 

unterschiedlichen Dignitätsgrade liegen jeweils verschiedene Inzidenzen vor. Das pilozytische 

Astrozytom entspricht dem WHO-Grad I und wird mit einer Inzidenz von 0,33/100.000/Jahr 

angegeben (Weller, 2014). Diese Tumoren sind gut abgrenzbar, langsam wachsend und 

bestehen häufig aus einem soliden und einem zystischen Teil (Hacke, 2016). Etwas höher liegt 

die Inzidenz des diffusen Astrozytoms WHO-Grad II mit 0,58/100.000/Jahr (Weller, 2014). Es 

handelt sich auch hier um einen langsam wachsenden Tumor, der allerdings diffuse 

Infiltrationen zeigt. Meist von den Großhirnhemisphären ausgehend kann das diffuse Astrozytom 

bis in die Stammganglien infiltrieren. Oft ist es zystisch umgebaut. Zu den schnell infiltrierend 

wachsenden Tumoren zählt das anaplastische Astrozytom WHO-Grad III (Masuhr et al., 2013). 

Es ist besonders gefäßreich und neigt dadurch zu Einblutungen. Der Tumor wird von einem 

Begleitödem umgeben (Hacke, 2016). Die Inzidenz des anaplastischen Astrozytoms liegt bei 

0,36/100.000/Jahr. Dem WHO Grad IV entspricht das Glioblastoma multiforme, es ist ein 

hochmaligner astrozytärer Hirntumor. Die malignen Glioblastome sind mit einer Inzidenz von 

3,19/100.000/Jahr und mit einem Anteil von 15,8 % die häufigsten aller hirneigenen Tumoren 

(Weller, 2014). Männer sind bevorzugt betroffen, im Verhältnis zu Frauen wird die Diagnose 

Glioblastom bei den Männern fast doppelt so häufig gestellt (Hacke, 2016). 
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Das Glioblastom ist insbesondere frontotemporal in den Großhirnhemisphären lokalisiert 

(Böcker et al., 2012), kann aber auch in allen Hirnlappen vorkommen sowie sich beidseits über 

den Balken als Schmetterlingsgliom in die frontalen Marklager ausbreiten. Der Tumor verbreitet 

sich infiltrierend, meist subkortikal, aber auch ein Hineinwachsen in die Rinde ist möglich (Hacke, 

2016). Häufig besteht eine Beteiligung des Subarachnoidalraumes mit Metastasierung über den 

Liquor, den sogenannten Abtropfmetastasen. In 10 - 12 % der Fälle finden sich spinale 

Metastasen (Masuhr et al., 2013). 

 
Abb. 1: Glioblastom im Marklager der rechten Großhirnhemisphäre. 
Dargestellt werden zwei humane Großhirnhemisphären mit einem makroskopischen, frontalen Anschnitt 
ventral des Balkens. Im Marklager der linken Hemisphäre zeigt sich eine stark veränderte Raumforderung. 
Die Abbildung wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Mehdorn und Frau Prof. Dr. Held-Feindt von 
der Klinik für Neurochirugie des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel zur Verfügung 
gestellt. 

Das ‚multiforme’ in der Namensgebung des Glioblastoma multiforme ist ein Hinweis auf das 

vielfältige morphologische Erscheinungsbild des Glioblastoms. Im makroskopischen Anschnitt 

des Glioblastoms erscheint das Gewebe ‚bunt’ mit gelblichen Nekrosen und Blutungen im 
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grau-weißen Tumorgewebe. In der Histologie zeigen sich Glioblastome besonders zellreich mit 

einem polymorphen Erscheinungsbild und einem ausgeprägten diffus-infiltrierendem Wachstum 

mit einer erhöhten Mitoserate (Böcker et al., 2012). Typisch sind unüberschaubare 

Gefäßproliferationen mit arteriovenösen Fisteln, Gefäßthrombosen sowie Blutungen und 

zentralen Nekrosen (Masuhr et al., 2013). Ein nekrotischer Zerfall des Tumorgewebes wird auch 

durch das schnelle Wachstum verursacht. Es kommt oft zur Schwellung der gesamten 

Hemisphäre vermittelt durch ein frühzeitiges peritumoröses Ödem (Hacke, 2016). 

Abb. 2: Magnetresonanztomographie (MRT) eines frontalen linksseitigen Glioblastoms. 
Links stellt sich im Frontallappen eine inhomogene Raumforderung hypointens dar. Eine scharfe 
Abgrenzung der Struktur ist nicht eindeutig möglich. Das MRT-Bild wurde freundlicherweise von Herr Prof. 
Dr. Mehdorn und Frau Prof. Dr. Held-Feindt von der Klinik für Neurochirurgie des Universitätsklinikums 
Schleswig-Holstein, Campus Kiel zur Verfügung gestellt. 

Zum Nachweis von Astrozytomen ist die Magnetresonanztomographie mit und ohne 

Kontrastmittel diagnostischer Standard (s. beispielhaft Abb. 2). Weitere wichtige Hinweise über 

die Ausbreitung des Tumors ergeben sich aus der Anamnese und dem neurologischen Status. 

Hirndruckzeichen wie Kopfschmerzen, Übelkeit, Erbrechen und Bewusstseinstrübung können 

Verdachtssymptome für eine intrakranielle Raumforderung sein. Anamnestisch neuaufgetretene 

fokale oder generalisierte epileptische Anfälle oder neurologische Herdsymptome sowie 

Persönlichkeitsänderungen können Zeichen einer Raumforderung sein. Eine Biopsie zur 

histologischen Diagnosesicherung und weiteren Therapieplanung erfolgt im Rahmen eines 

operativen oder stereotaktischen Eingriffs (Weller, 2014). 
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Therapeutisch ist bei allen Astrozytomen grundsätzlich eine operative Tumorresektion indiziert. 

Dies ergibt sich aufgrund der ‚klinischen Malignität’ durch den begrenzten Raum mit 

Einklemmungsgefahr, Störung der Durchblutung und Beeinträchtigung der Liquorzirkulation und 

der damit verbundenen Bedrohung vitaler Zentren (Müller et al., 2016). Eine Strahlentherapie 

wird ab WHO-Stadium II je nach Infiltration hinzugezogen (Weller, 2014). Eine vollständig 

kurative Operation ist bei den malignen Astrozytomen WHO-Grad III/IV in der Regel nicht 

möglich. Eine kombinierte Radiochemotherapie wird in diesem Fall der Operation 

angeschlossen, um eine Verlängerung der Überlebenszeit anzustreben (Masuhr et al., 2013). 

Die Prognose und Überlebensjahre sind abhängig von vielen Faktoren. Eine wesentliche Rolle 

spielen dabei zum einen das Dignitätsstadium des astrozytären Tumors zum anderen der 

Fortschritt der Erkrankung und die durchgeführte Therapie. Allerdings wirken sich auch das Alter, 

der Allgemeinzustand und bereits bestehende klinische Symptome des Patienten sowie 

molekulare Veränderungen des Tumors auf das Überleben und somit auf die Prognose aus 

(Hufschmidt et al., 2017). Das pilozytische Astrozytom WHO-Grad I hat dabei das beste 

Outcome. Bei einer 5-Jahres-Überlebensrate (kurz: 5-JÜR) von 50 – 95 % hat es eine günstige 

bis sehr günstige Prognose (Müller et al., 2016), mit vollständiger Resektion wird sogar ein 

kurativer Ansatz angestrebt. Beim diffusen Astrozytom WHO-Grad II beträgt das mittlere 

Überleben 10 – 15 Jahre und ist somit relativ günstig. Jedoch korreliert das Überleben stark mit 

der Vollständigkeit der chirurgischen Resektion (Siewert und Stein, 2012). Die 5-JÜR ist hier 

schon deutlich ungünstiger mit 30 %. Noch schlechter ist die 5-JÜR allerdings beim 

anaplastischen Astrozytom WHO-Grad III mit nur 10 % (Müller et al., 2016). Das mittlere 

Überleben liegt bei diesem Tumor auch nur noch im Bereich von 24 – 48 Monaten (Siewert und 

Stein, 2012). Eine extrem schlechte Prognose hat das Glioblastom WHO-Grad IV. Die 

Überlebensrate nach Diagnose des Primärtumors beträgt nach 2 Jahren 14 % und nach 

5 Jahren lediglich 5 % (Weller, 2014). Im Mittel liegt die Überlebenszeit für Glioblastompatienten 

zwischen sechs und 20 Monaten. Trotz intensiver Bemühungen eines kurativen 

Therapieansatzes sind Rezidive leider dennoch unvermeidlich (Hacke, 2016).  

Eine Früherkennung für Astrozytome gibt es derzeit noch nicht, da bisher keine einfach zu 

erhebenden Screening-Parameter verfügbar sind. Beim Glioblastom erschwert die zuweilen 

überaus kurze Anamnese von nur einigen Wochen die Festlegung eines zeitlichen Rahmens für 

die präventive Früherkennung (Weller, 2014).  
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Die Entstehungsmechanismen der Glioblastome sind seit vielen Jahren Gegenstand 

medizinischer Forschung. Bei älteren Menschen können Glioblastome primär de novo entstehen. 

Im eher mittleren Lebensalter können sie sich aber auch sekundär aus einem niedriggradigem 

Astrozytom entwickeln (Böcker et al., 2012). Einer Vermutung nach entstehen Astrozytome aus 

neuralen oder glialen Stammzellen (Hacke, 2016).  

1.2 Die Tumorstammzellhypothese 

Die zuvor genannte Vermutung, dass Astrozytome bzw. Tumoren aus Stammzellen entstehen 

können, beruht auf der Theorie, dass Tumorzellen und Stammzellen ähnliche Eigenschaften wie 

Selbsterneuerung, uneingeschränkte Proliferation und Pluripotenz besitzen. Diese Gedanken 

sind nicht neu, bereits die Pathologen Rudolf Virchow (1855) und Julius Cohnheim (1875) haben 

Ähnlichkeiten zwischen Tumor- und Stammzellen gesehen. Später ist daraus die 

Tumorstammzelltheorie erwachsen. Diese Theorie besagt, dass nicht alle Tumorzellen im 

Stande sind die Tumorentstehung und das Tumorwachstum durch Selbsterneuerung, 

Proliferation und weitere Differenzierung zu generieren. Ein kleiner Pool von Tumorstammzellen 

besitzt jedoch eben diese Stammzelleigenschaften und ist somit verantwortlich für die 

Tumorentstehung und die Tumorunterhaltung (Clarke et al., 2006; Reya et al., 2001). Langsam 

teilende Tumorstammzellen bilden als Quelle der Tumorzellen eine Subpopulation von sich 

schneller teilenden Progenitorzellen, die den Tumor wachsen lassen (Galderisi et al., 2006). Die 

differenzierten Tumorzellen sind gemäß dieser Hypothese demnach nicht ausschlaggebend für 

das Fortschreiten einer Tumorerkrankung. Auch bei der Metastasierung einer Tumorerkrankung 

wird davon ausgegangen, dass die Bildung von Tochtergeschwulsten durch versprengte 

Tumorstammzellen hervorgerufen wird (Hermann et al., 2007; Reya et al., 2001). Die genaue 

Entstehung der Tumorstammzellen ist noch unklar. Ein Erklärungsansatz ist, dass die 

Tumorstammzellen aus vorhandenen Stammzellen oder Progenitorzellen im Gewebe durch 

mehrfache Mutationsereignisse hervorgehen könnten. Die Langlebigkeit der Stammzellen im 

Gewebe und bereits präexistente zelluläre Mechanismen begünstigen diese Mutationen (Tan 

et al., 2006), da z. B. eine erhöhte Telomeraseaktivität und anti-apoptotische Gene schon eine 

Selbsterneuerung und Proliferation ermöglichen (Hanahan und Weinberg, 2011). Zelluläre 

Stammzellmechanismen spielen auch bei Resistenzen eine große Rolle und erschweren die 

Therapie und Heilungschancen (Dean et al., 2005; Singh und Settleman, 2010). Durch die 

bisherigen konventionellen Therapien wurden die differenzierten Tumorzellen zerstört, jedoch 

wurden die Tumorstammzellen mit diesen Therapieansätzen nicht erreicht (Wicha et al., 2006; 
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Morrison et al., 2010), so dass es nach einer Latenzzeit zur Rückkehr und zum Fortschreiten der 

Tumorerkrankung kommt (s. Abb. 3). 

Einen direkten Nachweis von Tumorstammzellen hat man erstmalig bei der akuten myeloischen 

Leukämie (AML) belegen können (Lapidot et al., 1994; Bonnet und Dick, 1997). Hierzu wurden 

im Maus-Modell humane Leukämiezellen mit Stammzelleigenschaften in Mäuse implantiert, 

welche eine AML in den Mäusen induzierten. In der nachfolgenden Zeit wurden in soliden 

Krebsentitäten ebenfalls Tumorstammzellen nachgewiesen (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al., 

2007; Li et al., 2007; Collins et al., 2005). Auch für Gehirntumoren konnte gezeigt werden, dass 

Tumorstammzellen vorkommen (Hemmati et al., 2003; Galli et al., 2004.; Singh et al., 2003; 

Ignatova et al., 2002). 

Um Tumorstammzellen im Gewebe identifizieren zu können und die Erkenntnisse der 

Tumorstammzelluntersuchungen diagnostisch und/oder therapeutisch nutzbar zu machen, 

müssen (tumor-)stammzellspezifische Marker definiert und verwendet werden. Beispiele für 

Marker, die als tumorzellspezifisch diskutiert werden, sind CD133+, CXCR4, Sox2 und Oct4. 

Diese Marker kommen bei mehreren Tumorentitäten vor (Bertolini et al., 2009; Herman et al., 

2007; Leis et al., 2012; Suvà et al., 2009), wie auch dem Glioblastom (u. a. Singh et al., 2004). 

Ihre Expression hat eine besondere Bedeutung für die Selbsterneuerung, Proliferation und 

Pluripotenz der Zellen und sie sind somit wichtige Faktoren in der Tumorgenese und 

Tumorwachstumsprozessen.  

In dieser Hinsicht sind einige Marker vor oder am Beginn der Zelldifferenzierung angesiedelt 

(embryonale Stammzellmarker), andere zeichnen bereits einen Differenzierungsweg zur 

Progenitorzelle vor (z. B. neurale Stammzellmarker). 
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Abb. 3: Theorie der zielgerichteten Tumorstammzelltherapie 
(Quelle: modifiziert nach Ebben et al., 2010) 

Die Abbildung beschreibt vereinfacht die Theorie der möglichen therapeutischen Relevanz einer 
zielgerichteten Therapie von Tumorstammzellen im Vergleich zum konventionellen Ansatz einer 
Tumortherapie. Nach der Tumorstammzellhypothese bilden Tumorstammzellen den Pool aus dem 
Tumorzellen entstehen. Dadurch entsteht ein gemischtes Zellbild im Tumor mit Tumorstammzellen und 
entdifferenzierten Tumorzellen. Im konventionellen Ansatz einer Tumortherapie werden die Tumorzellen 
abgetötet, jedoch die die Tumorstammzelllen überleben. Durch die Fähigkeit der Selbsterneuerung und 
Proliferation führt dies zum erneutem Auftreten von Tumorzellen und somit zum Rezidiv. Eine gezielte 
Therapie zum Abtöten oder Inhibieren der Krebsstammzellen würde die Entstehung neuer Krebszellen 
verhindern. Ein weiteres Voranschreiten des Tumors ist dann nicht mehr möglich. Durch das Abtöten der 
übrigen Tumorzellen wird der Tumor schließlich vernichtet. 

1.3 Embryonale Stammzellmarker 

Die embryonalen Fähigkeiten zur Selbsterneuerung, Pluripotenz und Proliferation sind 

entscheidende Faktoren für Tumorstammzellen. Die Mechanismen für diese Eigenschaften sind 

jedoch noch nicht vollständig geklärt. Es gibt die Theorien, dass Stammzellen mit diesen 

Eigenschaften zur Krebsstammzelle mutieren oder das Progenitorzellen oder auch somatische 

Zellen diese Eigenschaften wiedererlangen können. Takashi und Yamanaka konnten zeigen, 

dass eine Aktivierung von nur vier Stammzellfaktoren Oct4, Sox2, cMyc und KLF4 die 
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genannten embryonalen Eigenschaften aufrechterhalten und sogar mehr noch, dass diese 

sogar eine Reprogrammierung von differenzierten somatischen Zellen induzieren. Im 

experimentellen Verfahren von Takashi und Yamanaka wurden 24 Faktoren mittels retroviraler 

Transfektion in Mäusefibroblasten eingebracht. Basierend auf diesen 24 Faktoren konnte 

gezeigt werden, dass die Kombination von nur vier Faktoren, Oct4, Sox2, cMyc und KLF4, eine 

Reprogrammierung der somatischen Fibroblasten induzierte und pluripotente iPSCs (induzierte 

pluripotente Stammzellen) erzeugt wurden. Darüber hinaus wurden lebensfähige chimäre 

Mäuse aus induzierten iPSCs unter der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nanog 

hervorgebracht. Allerdings entwickelten diese Mäuse gehäuft Tumoren, wahrscheinlich aufgrund 

der Tatsache, dass cMyc und KLF4 bekannte Protoonkogene darstellen (Takashi et al., 2006). 

Die Schlüsselfaktoren Nanog, Oct4 und Sox2 sind als Transkriptionsfaktoren zuständig für 

Aufrechterhaltung der embryonalen Stammzelle. Ihre gegenseitige Regulation steuert diverse 

Zielgene, die verantwortlich für die Pluripotenz und Selbsterneuerung in embryonalen 

Stammzellen sind (Pan et al., 2007). 

1.4 Embryonale und neurale Stammzellmarker in ZNS-Tumoren 

Zur Detektion von Stammzellen benötigt man spezifische Marker. 1997 wurde das 

Transmembranprotein CD133 erstmals in humanen hämatopoetischen Stammzellen 

beschrieben (Miraglia et al., 1997). In der folgenden Zeit zeigte sich, dass CD133 als Marker zur 

Identifizierung von Tumorstammzellen u. a. bei Hirntumoren geeignet ist (Singh et al., 2004). Die 

Expression in von CD 133 in Gliomen korreliert mit einer schlechten Prognose (Zeppernick et al., 

2008). Mittlerweile sind zahlreiche weitere Tumorstammzellmarker in Astrozytomen beschrieben 

worden. Einige der Tumorstammzellmarker in Astrozytomen werden in der nachfolgenden 

Tabelle 1 genannt. 
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Marker Referenz 
CD133+  Singh et al., 2004; Yuan et al., 2004. 

CD15  Mao et al., 2009. 

cMyc  Wang et al., 2008. 

CXCR4  Ehtesham et al., 2009; Hattermann et al., 2010. 

Oct4  Guo et al., 2011; Du et al., 2009. 

KLF4  Schoenhals et al., 2009; Ma et al., 2014. 

Musashi-1  Ma et al., 2008. 

Nanog  Guo et al., 2011. 

Nestin  Jin et al., 2013; Yuan et al., 2004. 

SALL4  Zhang et al., 2015; He et al., 2013; Mei et al., 2009. 

Sox2 Ma et al., 2008; Guo et al., 2011. 

STAT3 Sherry M.M. et al., 2009; de la Iglesia et al., 2008; Senft et al., 2011. 
  

Tabelle 1: Tumorstammzellmarker in Astrozytomen. 
Übersicht über Tumorstammzellmarker, deren Vorkommen, Regulation und (funktionelle) Rolle in den 
genannten Fachartikeln beschrieben wurden. 

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten oder relevanten embryonalen und 

neuralen Stammzellmarker sowie einige weitere Marker, die zur Beschreibung der 

Tumorumgebung verwendet wurden, vorgestellt: 

Nanog (von Tir nan Og) ist ein Homeobox-Transkriptionsfaktor, der an der Steuerung von 

embryonalen Stammzellen beteiligt ist (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003). Gemeinsam 

mit den Transkriptionsfaktoren Oct4 und Sox2 reguliert Nanog essentielle Funktionen wie 

Selbsterneuerung und Pluripotenz embryonaler Stammzellen (Boyer et al., 2005; Pan und 

Thomson, 2007). In humanen pluripotenten Zellen lässt sich Nanog nachweisen, während er 

jedoch in differenzierten Zellen fehlt (Chambers et al., 2003). In weiteren Studien konnte gezeigt 

werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Nanog-Expression und Tumoren besteht (Jeter 

et al., 2011; Meng et al., 2010; Nagata et al., 2017; Shan et al., 2012). Eine erhöhte Expression 

von Nanog in Gliomen deutet auf eine Korrelation zwischen Tumorzellen mit 

Stammzellcharakter sowie deren Entstehung und dem Verlauf der Tumorerkrankung hin (Guo 

et al., 2011; Niu et al., 2011; Elsir et al., 2014).  
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Sox2 ist einer der bekanntesten Vertreter der Sox-Transkriptionsfaktoren und hat eine 

Schlüsselrolle in der Erhaltung der Pluripotenz in embryonalen Stammzellen (Fong et al., 2008; 

Zhang und Cui, 2014). 1990 kam es zur Entdeckung der Sox-Proteinfamilie mit dem 

SRY (sex determing region Y)-Genabschnitt auf dem Y-Chromosom (Gubbay et al., 1990; 

Sinclair et al., 1990). Sox-Proteine sind Transkriptionfaktoren und zählen zur HMG (High mobility 

group)-Superfamilie, da sie eine charkteristische HMG-Domäne als DNA-Bindedomäne besitzen 

(Laudet et al., 1993). Auf Chromosom 3 kodiert ein intronloses Gen den Transkriptionsfaktor 

Sox2. Das Sox2-Gen besteht aus einem Exon, welches eine 5`untranslatierte Region, die 

Protein-kodierende Region und eine 3`untranslatierte Region enthält. Sox2OT 

(Sox2 overlapping transcript) kodiert für eine nicht-kodierende RNA, enthält mindestens 5 Exons 

und überlappt das Sox2-Gen auf Chromosom 3 teilweise (Amaral et al., 2009; Fantes et al., 

2003). Der Transkriptionsfaktor Sox2 reguliert mit Oct4 eine Reihe von Zielgenen, die für den 

Erhalt des Stammzellcharakters in Stammzellen notwendig sind (Chew et al., 2005; Kuroda 

et al., 2005). Überdies spielt Sox2 eine wichtige Rolle in der Entwicklung von neuralen Stamm- 

und Vorläuferzellen (Zappone et al., 2000; Graham et al., 2003). Der Verlust von Sox2 zeigt bei 

in vitro Untersuchungen eine Verringerung von differenzierten Neuronen (Cavallaro et al., 2008). 

Zudem wurde die Expression von Sox2 in verschiedenen Tumoren nachgewiesen und 

stammzellähnlichen Zellen zugeordnet, beispielsweise in pädiatrischen Hirntumoren (Hemmati 

et al., 2003; Wang et al., 2008). Auch die nichtkodierende RNA Sox2OT ist an neuronalen 

Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen beteiligt. Hierbei wirkt sie beispielsweise bei der 

Differenzierung corticaler Neurone als Repressor von Sox2 (Knauss et al., 2018). Zudem wurde 

eine Deregulation von Sox2OT in verschiedenen Tumorentitäten beschrieben (Askarian-Amiri 

et al., 2014; Hou et al., 2014; Shahryari et al., 2014), die einen regulativen Einfluß auf Sox2 

vermittelt (Askarian-Amiri et al., 2014). 

Der Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktor cMyc gehört zu den Protoonkogenen (Marcu et al., 

1992). Ursprünglich wurde cMyc als virales Onkogen (vMyc = virales Myc) entdeckt (Sheiness 

et al., 1978). Die Abkürzung Myc steht für die Myelocytomatose, die bei Vögeln ausgelöst wird. 

Wenig später entdeckte man das zelluläre Homolog cMyc (cellular Myc) im Huhn (Vennstrom 

et al., 1982) und im Verlauf konnten cMyc-Gene in Ratte, Maus und Mensch detektiert werden 

(Dalla-Favera et al., 1982). Das cMyc-Gen kodiert für einen Helix-Loop-Helix-Transkiptionsfaktor, 

der verschiedene Zellfunktionen wie u. a. Zellzyklus und Zellwachstum beeinflußt (Coller et al., 

2000). Es ist beschrieben worden, dass in embryonalen Stammzellen cMyc erforderlich ist, um 

die Pluripotenz und die Selbsterneuerung der Stammzellen zu erhalten (Varlakhanova et al., 
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2010). Eine fehlerhafte Funktion von cMyc als Protoonkogen kann die Entstehung von Tumoren 

induzieren. Ein Zusammenhang zwischen cMyc und malignen Erkrankungen wurde schon früh 

beim Burkitt-Lymphom festgestellt (Taub et al., 1982). Auch bei weiteren soliden Tumoren (Little 

et al., 1983; Escot et al., 1986; Sikora et al., 1987; Kotake et al., 1990) sowie auch bei 

Hirntumoren (Bigner et al., 1990; Zheng et al., 2008) konnte eine Überexpression bzw. 

Fehlregulation von cMyc beschrieben werden. Überdies wird cMyc eine wichtige Rolle in der 

Regulation von Tumorstammzellen in Gliomen zugeschrieben (Wang et al., 2008). 

Der POU-Transkriptionsfaktor Oct4 (auch Oct3/POUF5 genannt) wird von embryonalen 

Stammzellen exprimiert (Okamoto et al., 1990) und übernimmt eine Schlüsselfunktion in der 

Aufrechterhaltung der Pluripotenz embryonaler Stammzellen (Niwa et al., 2000). Im Mausmodell 

zeigte sich, dass eine geringe Expression von Oct4 eine Umwandlung embryonaler 

Stammzellen in differenzierte trophoblastische Zellen bewirkt (Boiani et al., 2002). Die Relevanz 

von Oct4 in Neoplasien zeigte sich z. B. im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom mit einer 

erhöhten Oct4-Expression in CD 133-positiven Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Oct4–Expression in diesen Tumorzellen entscheidend für die Selbsterneuerung war, aber auch 

für ihre Chemo-Radio-Resistenz (Chen et al., 2008). Auch in Hirntumoren konnte die Expression 

von Oct4 nachgewiesen werden (Du et al., 2009), und eine positive Korrelation zwischen der 

Oct4-Expression und Malignität der Hirntumoren wird angenommen (Guo et al., 2011). 

KLF4 ist ein Zinkfinger-haltiger Transkriptionsfaktor, der zur Familie der Krüppel-like factors 

(kurz: KLF; zu deutsch: Krüppel-ähnlichen Faktoren) zählt. Der KLF-Familie wird eine wichtige 

Bedeutung in der Entwicklung und Regulierung von Leukozyten zugeschrieben (Cao et al., 

2010). KLF4 wurde zuerst als epithelialer Transkriptionsfaktor im Darm, der Haut und im 

Gefäßendothel beschrieben (Shields et al., 1996). In der Differenzierung von Epithelzellen des 

Intestinums (Shields et al., 1996) sowie der Epidermis (Segre et al., 1999) wird KLF4 eine 

entscheidende Funktion zugeschrieben. Die für KLF4 beschriebenen regulativen Funktionen im 

Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung und Embryogenese sind vielfältig, Ghaleb und 

Kollegen beschreiben beispielsweise einen hemmenden Einfluss auf das Zellwachstum (Ghaleb 

et al., 2005). Weiterhin konnte KLF4 in embryonalen Stammzellen nachgewiesen werden (Li 

et al., 2005) sowie die wichtige Funktion dieses Transkriptionsfaktors in der Stammzellregulation 

(Zhang et al., 2010; Zaehres et al., 2007). Darüber hinaus wurde KLF 4 bei verschiedenen 

Tumorentitäten wie dem Kolon-, Lungen- oder Pankreaskarzinom und auch bei Lymphomen 

(Patel et al., 2010; Hu et al., 2009; Zammarchi et al., 2011; Guan et al., 2010) beschrieben. 

Hierbei wurde sowohl eine Rolle als Onkogen (Qi et al., 2018), vor allem aber eine 
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Tumorsuppressor-Funktion, z. B. auch in anaplastischen Meningiomen, beobachtet (Guan et al., 

2010; Tang et al., 2017). 

Musashi-1 ist ein RNA-bindendes Protein und reguliert die Gentranslation. Initial wurde 

Musashi-1 bei Drosophila identifiziert, und dort zeigte es sich bei der Entwicklung von 

Sinnesorganen als erforderlich (Nakamura et al., 1994). Während der embryonalen Entwicklung 

des ZNS ist Musashi-1 ein typischer Marker für neurale Stammzellen (Sakakibara et al., 1996; 

Kanekano et al., 2000). In neuralen Stammzellen wird es stark exprimiert und hat eine wichtige 

Funktion in der Regulation Pluripotenz und Selbsterneuerung (Okano et al., 2005). Eine 

Bedeutung von Musashi-1 konnte in verschiedenen Tumoren (Wang et al., 2010; Gao et al., 

2015; Fox et al., 2016) und auch Hirntumoren (Kanemura et al., 2001; Vo et al., 2012) 

dargestellt werden. Der Einfluss auf das Tumorwachstum u. a. beim Glioblastom konnte gezeigt 

werden (Glazer et al., 2012) und es wurde eine Korrelation zwischen der Musashi-Expression 

und der Malignität und Proliferation von Gliomen beschrieben (Kanemura et al., 2001). 

Alle genannten Transkriptionsfaktoren agieren nicht nur allein, sondern zeigten ein 

gemeinsames kooperatives Kontrollieren der Genexpression in pluripotenten Stammzellen 

(Wang und Cui, 2014). 

CXCR4 ist ein Chemokinrezeptor und ein HIV-Corezeptor (Wong et al., 2008). 

Chemokinrezeptoren sind 7-Transmembrandomänen-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und 

spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der angeborenen und erworbenen Immunantwort 

(Murphy et al., 2000). CXCR4 besitzt wichtige Funktionen bei verschiedenen physiologischen 

und pathologischen Prozessen, z. B. bei der Hämatopoese, dem Leukozyten-Migration und des 

Tumorwachstums (Wong et al., 2008). Gemeinsam mit seinem Liganden CXCL12 erlangt 

CXCR4 zunehmend Bedeutung in der Progression, Angiogenese und Metastasierung von 

Tumoren (Mentlein et al., 2013; Sun et al., 2010; Teicher und Fricker, 2010). Auch bei der 

Entwicklung des Gehirns spielt CXCR4 eine wichtige Rolle, beispielsweise bei der Wanderung 

neuraler Progenitorzellen (Reiss et al., 2002). Zhang et al. konnten zeigen, dass CXCR4 einen 

entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung von embryonalen Stammzellen zu neuralen 

Stammzellen besitzt und dass in neuralen Stammzellen eine erhöhte CXCR4-Expression 

nachgewiesen werden konnte (Zhang et al., 2016). Weiterhin konnte in Glioblastomen eine 

deutliche Expression von CXCR4 in Tumorstammzellen detektiert werden (Ehtesham et al., 

2009; Hattermann et al., 2010). Somit kann CXCR4 sowohl als wichtiger Marker für neurale 

Stammzellen, als auch als Marker für Tumorstammzellen im Gehirn gelten.  
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GFAP (Glial fibrillary acidic protein; zu deutsch: Saures Gliafaser-Protein) ist ein 

Intermediärfilament in einer Größe von 8-9 nm. Es ist ein zellspezifischer-Marker für reife 

Astrozyten. Seit einigen Jahren schon wird GFAP für die Identifizierung von Nervengewebe und 

als Standard-Marker in der Forschung genutzt. Als Strukturprotein des Zytoskelettes ermöglicht 

GFAP die Stabilität für astrozytäre Prozesse (Eng et al., 2000). Allerdings ist GFAP nicht nur 

strukturgebend, sondern ist auch bei Prozessen der Regeneration des ZNS und der 

synaptischen Plastizität sowie bei der reaktiven Gliose beteiligt (Middeldorp und Hol, 2011).  

Als Proliferationsmarker wurde in der Immunhistochemie das etablierte Verfahren der 

Detektierung von MIB-1/Ki67 genutzt. Das Ki67-Antigen kommt ausschließlich im Nukleus vor 

und präsentiert sich nur während der aktiven Zellzyklusphasen (G1-, S-, G2- und M-Phase). In 

ruhenden Zellen (G0-Phase) fehlt die Expression von Ki67. Eine Beurteilung der Zellteilung 

innerhalb einer Zellpopulation kann also mit Ki67 getroffen werden (Gerdes et al., 1984). Eine 

wichtige Bedeutung hat dies bei Tumoren, da es häufig eine Korrelation zwischen der 

Proliferationsrate und klinischem Verlauf gibt (Scholzen und Gerdes, 2000). Proliferiende Zellen 

lassen sich mit Hilfe des an Ki67 bindenden monoklonalen Antikörpers MIB-1 (Made in Borstel-1) 

markieren und erkenntlich machen (Cattoretti et al., 1992). 
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung  

Wie bereits zuvor genannt, sind heutzutage immer noch viele Aspekte in der Entstehung, 

Progression und Metastasierung von Tumorerkrankungen insbesondere den Astrozytomen 

sowie deren Bildung von Rezidiven unklar. Vor allem die sehr schlechte Prognose der 

Glioblastome lässt viele Fragen offen. Ein Erklärungsansatz ergibt sich aus der 

Tumorstammzellhypothese. Der Nachweis von Tumorstammzellen mittels spezifischer Marker 

könnte somit einen wegweisenden Schritt für diagnostische und therapeutische Strategien 

darstellen. In der Vergangenheit wurden bereits mehrere neurale, in begrenztem Ausmaß auch 

embryonale Stammzellmarker für experimentelle Untersuchungen verwendet, ein einheitlicher 

Marker wurde jedoch bisher nicht etabliert.  

In dieser Arbeit sollten nun ausgewählte embryonale und neurale Stammzellmarker in humanen 

astrozytären Tumoren untersucht und verglichen werden. Hierfür wurde zunächst das 

Vorkommen unterschiedlicher Stammzellmarker in soliden Gewebeproben von astrozytären 

Tumoren unterschiedlicher Dignitätsstufen (sowie als Vergleich nicht-neoplastisches 

Hirngewebe) auf mRNA-Ebene untersucht, um die Expression der Stammzellmarker einzeln und 

im Vergleich zueinander beurteilen zu können und um mögliche Hinweise auf einen besonders 

aussagekräftigen Marker in Astrozytomen/Glioblastomen zu erhalten. Überdies stand im Fokus 

ausgewählte Stammzellmarker hinsichtlich ihrer Ko-Expressionen miteinander zu vergleichen, 

und eventuelle Muster bezüglich der Ko-Lokalisationen in humanen Glioblastomproben zu 

beschreiben. Hierzu folgte die genauere morphologische Untersuchung an humanen 

Glioblastomproben mittels Fluoreszenz-Immunhistochemie. Mit dieser Untersuchung sollte das 

Ausmaß der Expression und der Ko-Expressionen der ausgewählten Stammzellmarker geklärt 

werden. 

Da viele experimentelle Forschungsansätze zu astrozytären Tumoren an Glioblastomzelllinien 

untersucht werden, wurde schließlich für eine Auswahl etablierter Glioblastomzelllinien mittels 

realtime RT-PCR ein Expressionsprofil für die jeweiligen Marker erstellt, um zu prüfen, ob sie in 

Hinblick auf die Stammzellmarkerexpression repräsentative Zellmodelle darstellen. 
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2 Material und Methoden  

2.1 Material 

2.1.1 Gewebematerial 

2.1.1.1 Humane Gewebeproben 

Die in dieser Arbeit verwendeten anonymisierten, humanen Gewebeproben, wurden freundlicher 

Weise von Prof. Dr. H.M. Mehdorn und Prof. Dr. Dr. J. Held-Feindt aus der Klinik für 

Neurochirurgie des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel zur Verfügung 

gestellt. Die Gewebeproben wurden operativ entnommen und es folgte eine unabhängige 

histopathologische Tumorsicherung. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Gewebeprobe in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Das Patientenmaterial wurde 

entsprechend der ethischen Richtlinien der Helsinki-Deklaration von 1975 und mit dem 

Einverständnis der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Christian-Albrechts-

Universität zu Kiel gewonnen (Votum D536/15). Die Einwilligung der Patienten wurde eingeholt. 

2.1.1.2 Humane Glioblastom-Zelllinien 

Die untersuchten Glioblastomzelllinien U343 und U118 wurden vom Deutschen 

Krebsforschungszentrum (Heidelberg), und die Linien A172, U373 (mißidentifiziert als U251) 

und T98G wurden von ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, USA) gekauft. Die 

Linien A767 und A764 wurden durch Dissoziierung von soliden Glioblastomproben in der 

Arbeitsgruppe bereits Jahre zuvor hergestellt und durch wiederholte Passagierung in 

permanente Zelllinien überführt. 
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2.1.2 Biochemikalien 

Biochemikalien Hersteller 
Aceton Roth, Karlsruhe 

BSA (Bovines Serumalbumin) Biomol, USA 

Chloroform Merck, Darmstadt 

DAPI (4`, 6`-Diamidino-2-phenylindoldichloridhydrat) Sigma-Aldrich, Steinheim 

DMEM (Dulbecco`s Modified Eagle Medium) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

dNTP-Mix (Dinukleotidtriphosphat-Mischung) Fermentas, Vilnius, Litauen 

DTT (Dithiotreitol) Biomol, Hamburg 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Fermentas, St. Leon-Rot 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

FKS Gold (Fötales Kälberserum, teilsynthetisch) PAA, Pasching, Österreich 

Glutamin Roth, Karlsruhe 

Glycin Roth, Karlsruhe 

Immunount® Thermo, Pittsburgh, USA 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Penicillin/Streptomycin Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Random Hexamer Primer Amersham Biosciences, UK 

Reaction Buffer Fermentas, Vilnius, Litauen 

Sudanschwarz Roth, Karlsruhe 

TRIS (Trihydroxymethylaminomethan) Sigma-Aldrich, Steinheim 

TRIzol® Invitrogen, Karlsruhe 

2.1.3 Enzyme  

Enzyme Hersteller 
DNase (RNase-frei) Fermentas, St. Leon-Rot 
RNase (DNase-frei) (20 mg/ml) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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2.1.4 Antikörper 

Primärantikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung  Hersteller Bestellnr. 

anti-CXCR4 Ziege 1:100 Abcam, Cambridge, UK ab1671 

anti-CXCR4 Maus 1:100 R&D, Wiesbaden MAB170 

anti-GFAP Maus 1:100 Dako Cytomation, Hamburg M0761 

anti-MIB-1/Ki67 Maus 1:200 Dako Cytomation, Hamburg M7240 

anti-Musashi Maus 1:100 R&D, Wiesbaden MAB2628 

anti-Nanog Kaninchen 1:500 Thermo Scientific, Waltham, 
USA 

PA1-097 

anti-Oct4 Kaninchen 1:150 Cell Signaling, Danvers, USA 2750S 

anti-Sox2 Kaninchen 1:200 Santa Cruz, Dallas, USA SC-20088 
 

Sekundärantikörper und Fab-Fragmente 

Markierung  Spezies Spezifität Verdünnung Hersteller Bestellnr. 

488 Alexa Flour® Esel Maus 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe A21202 

488 Alexa Flour® Esel Kaninchen 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe A21206 

555 Alexa Fluor® Esel Ziege 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe A21432 

555 Alexa Fluor® Esel Maus 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe A31570 

555 Alexa Fluor® Ziege Kaninchen 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe A21428 

IgG-Fab-
Fragmente 

Esel Maus 1:1000 Jackson 
ImmunoResearch, 
Cambridgeshire, UK 

715-007-003 

IgG-Fab-
Fragmente 

Esel Kaninchen 1:1000 Jackson 
ImmunoResearch, 
Cambridgeshire, UK 

711-007-003 
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2.1.5 Primer und Sonden 

Bezeichnung ID-Nummer 
hCXCR4 Hs00607978_s1 

hGAPDH Hs99999905_m1 

hKLF4 Hs00358836_m1 

hMusashi Hs00159291_m1 

hMyc Hs00153408_m1 

hNanog Hs02387400_g1 

hOct4 Hs00999632_g1 

hSox2 Hs00415716_m1 

hSOX2OT Hs00415716_m1 
 

Alle TaqMan®-Primer und Sonden wurden über Applied Biosystem, USA erhalten. 

2.1.6 Gebrauchsfertige Kits 

TaqMan® Universal Master Mix (20x), Applied Biosystems, USA 

2.1.7 Lösungen, Puffer und Medien 

- Kulturmedium für Tumorzelllinien: 

• DMEM 

• + 10 % FKS 

•  3 % L-Glutamin 

• + 1 % Penicillin/Streptomycin 

- 5 x Reaktionspuffer, pH 8: 

• 250 mM Tris-HCl 

• 259 mM KCl 

• 20 mM MgCl2 

• 50 mM DTT 

- DNase-Puffer, pH 8: 

• 400 mM Tris-HCl 

• 100 mM MgSO2 

• 10 mM CaCl2 
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- PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,2-7,3: 

• 136 mM NaCl 

• 2,7 mM KCl 

• 1,8 mM KH2HPO4 

• 8 mM Na2HPO4 · 2 H2O  

• ad 1 L H2O dest. 

- TBST (Tris Buffered Saline + Tween), pH 7,5: 

• 20 mM TRIS 

• 0,14 mM NaCl 

• 1 mM EDTA 

• 0,1 % Tween-20 

2.1.8 Geräte 

Geräte Hersteller 
ABI Prism®-7000 realtime PCR-Gerät Applied Biosystems, USA 

Brutschränke   Heraeus Ag, Göttingen 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 M, Zeiss Jena 

Kühlzentrifuge Eppendorf, Hamburg 

Kryostat (CM1100) Leika, Nussloch 

Vortexgerät Janke und Kunkel, Staufen 

Wasserbad Köttermann, Hänigsen 

Werkbank (Herasafe) Hareus, Hanau 
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2.1.9 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 
Deckgläschen Menzel-Gläser, Braunschweig 

Super Frost Objektträger Roth, Karlsruhe 

Optische Folie Sarstedt, Nürnberg 

Realtime RT-PCR-Platten (96 Löcher) Sarstedt, Nürnberg 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nürnberg 

Reaktionsgefäß Sarstedt, Nürnberg 

Röhrchen Sarstedt, Nürnberg 

Whatman-Filterpapier BioRad, München 

Zellkulturschalen Sarstedt Nürnberg 

Zellschaber Sarstedt, Nürnberg 

2.2 Methoden 

2.2.1 Realtime-RT-PCR  

Um eine Aussage zur mRNA-Expression bestimmter Gene in verschiedenen Tumorzelllinien zu 

treffen, wurde hier die realtime Polymerasekettenreaktion (realtime RT-PCR) verwendet. Hierfür 

wurde die aus Gewebe und Zellen isolierte mRNA zunächst mittels Reverser Transkription in 

sogenannte copyDNA (cDNA) umgeschrieben. Die so erhaltene cDNA wurde im nächsten 

Schritt mithilfe einer Polymerasekettenreaktion vervielfältigt. Hierbei wurden spezifische 

TaqMan-Proben eingesetzt, die einerseits Primer für die jeweils zu untersuchenden Gene 

enthalten (also Nucleotidketten, die am Beginn und Ende der zu vervielfältigen DNA-Sequenz 

liegen), und andererseits ein kurzes, fluoreszenzmarkiertes, aber gequenchtes 

Sequenzfragment aus der Mitte des zu vervielfältigen Bereichs. Durch Zugabe eines 

Mastermixes, der alle weiteren Reaktionskomponenten enthält (DNA-Polymerase, Nucleotide, 

Puffer) und Inkubation des Reaktionsansatzes bei geeigneten Bedingungen in einem speziellen 

Thermocycler wurde die Reaktion gestartet. Das fluoreszenzmarkierte DNA-Fragment wurde 

während der Polymerasekettenreaktion stetig durch die DNase-Aktivität der Polymerase vom 

Templatestrang abgelöst und zerschnitten, sodass der Fluoreszenzfarbstoff entquencht wurde 

und ein Signal abgab. Dieses wurde ab einem gewissen Schwelllenwert detektiert, und die 

zeitliche Auflösung (Zyklus, in dem das Signal den Schwellenwert übersteigt) ermöglicht eine 

Quantifizierung der ursprünglich vorhandenen Templates. 
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2.2.1.1 RNA-Isolierung 

Zunächst musste die zu untersuchende mRNA aus dem Tumormaterial und den Zellen isoliert 

werden, um dann anschließend über eine reverse Transkription in cDNA überführt zu werden. 

Zur RNA-Isolierung wurden die kultivierten Tumorzellen mit PBS-Puffer gewaschen und mit 1 ml 

TRIzol® pro großer Flasche geerntet. Das Gewebe in ein Reaktionsgefäß gegeben und in 1 ml 

TRIzol® zerkleinert, zunächst mechanisch mit einem Stößel, dann durch Ultraschallwellen. 

TRIzol® ist eine Lösung bestehend aus Phenol und Guanidin-Isocyanat, welches eine gute 

RNA-Aufarbeitung ermöglicht. Die geernteten Zellen bzw. das Gewebelysat wurden dann kurz 

abzentrifugiert, um grobe Partikel zu entfernen, dann wurden die Extrakte in ein steriles 

Eppendorf-Reagiergefäß überführt. 200 µl Chloroform wurden dem Ansatz zugegeben, gut 

durchmischt und für 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Phasenseparation wurden 

anschließend eine Zentrifugation bei 12000 xg über 15 Minuten und bei 4 °C durchgeführt. Nach 

Separation in 3 Phasen befand sich die RNA in der obersten klaren Phase. Die mittlere 

weißliche Phase enthielt die DNA und in der unteren rötlichen Phase befanden sich Proteine 

und Zelltrümmer. Die oberste Phase wurde abgenommen und in ein neues Eppendorfer-

Reagiergefäß überführt. Dieser neue Ansatz wurde mit 500 µl Isopropanol versetzt und nach 

gutem Durchmischen für 10 Minuten bei 12000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das nun als weißes 

Pellet am Boden des Reagiergefäßes sichtbare RNA-Präzipitat wurde nach Verwerfen des 

Überstandes, mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und gevortext. Eine weitere Zentrifugation 

für 5 Minuten bei 7600 xg und 4 °C folgte. Im Anschluss wurde der Überstand komplett 

abpipettiert und das RNA-Präzipitat trocknen gelassen. Nach der Trocknung erfolgte die Lösung 

in ca. 50 µl RNase-freiem bidestilliertem Wasser und eine Inkubation bei 58 °C für 10 Minuten. 

Schließlich wurde die Konzentration mit Hilfe des Mikroplattenlesers Epoch (BioTek) bestimmt. 

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei –80 °C aufbewahrt.  

2.2.1.2 Herstellung von cDNA 

Die nun isolierte RNA musste für die Realtime-PCR in cDNA umgeschrieben werden und 

eventuelle Reste genomischer DNA musste entfernt werden. 1 µg RNA der Proben wurden auf 

7 µl mit RNase-freiem Wasser aufgefüllt. 1 µl DNase-Puffer und 1 µl DNase wurden dem Ansatz 

hinzugefügt, gut durchmischt und für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der 

DNase wurde der Ansatz mit 1 µl EDTA-Lösung versetzt, wiederum gut durchgemischt und für 

10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Zur Herstellung der cDNA wurden nun 2 µl Random-Hexamer-

Primer dazu gegeben und gevortext. Zur Primeranlagerung an die RNA wurde der Ansatz für 
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5 Minuten bei 70 °C inkubiert. Dem Ansatz wurden anschließend 4 µl 5 x Reaktionspuffer, 2 µl 

dNTP-Mix und 1 µl Wasser hinzupipettiert und gut gevortext. Bei 25 °C wurde der Ansatz für 

5 Minuten inkubiert und im Anschluss wurden 1 µl Reverse Transkriptase (40 U/µl) zugefügt. Die 

folgende Transkription verlief unter Inkubation für 10 Minuten bei 25 °C und weiteren 60 Minuten 

bei 42 °C. Letztlich wurde die Reaktion durch 10-minütiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt. 

2.2.1.3 Realtime-RT-PCR 

Für die realtime RT-PCR wurde die cDNA 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdünnt. Jeweils 2 µl 

dieser Verdünnung wurden in die Löcher einer 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Zu jedem 

Ansatz auf der Platte wurden 18 µl eines Mastermixes bestehend aus 10 µl 2 x Taqman 

Universal PCR Master Mix, 1 µl Taqman Primer und 7 µl bidestilliertem Wasser hinzugegeben 

und die Platte wurde mit einer optischen Folie verschlossen. Für die folgenden Reaktionsschritte 

der Amplifikation und Detektion wurde die Platte mit den Ansätzen ins ABI Prism®-7000 SDS 

Realtime PCR-Gerät überführt und das entsprechende Programm gestartet, welches folgende 

Schritte beinhaltete: Zunächst zwei Minuten 50 °C zur UNG-Aktivierung gefolgt von 10 Minuten 

95 °C dienlich der Polymerase-Aktivierung und zur Denaturierung, 40 Zyklen 15 Sekunden 

95 °C sowie zum Annealing und zur Elongation 1 Minute 60 °C mit Detektion der 

Fluoreszenzsignale. 

Als interner positiver Standard wurde als Referenzgen die Glycerinaldehyd-3-Dehydrognase 

(GAPDH) gleichzeitig auf der Platte mit getestet, um eine relative Änderung der Genexpression 

innerhalb einer Probe bestimmen zu können. Die GAPDH eignet sich hierfür besonders gut, da 

sie sich durch eine konstante Expression auszeichnet. Die relative Änderung der Expression 

ergibt sich aus folgender Formel: ΔCT = CT (Probe) – CT (GAPDH). CT (Cycle of threshold) 

steht hier für die Anzahl der Zyklen bis zum Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes. Das 

ΔCT (CT = Cycle of threshold) gibt die relative mRNA-Menge an, die sich aus dem CT-Wert der 

Probe in Bezug auf den CT-Wert der GAPDH errechnet. Durch den logarithmischen 

Reaktionsverlauf ergibt eine Änderung des ΔCT-Wertes um 3,33 eine Änderung der 

Transkription um das Zehnfache. 
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2.2.2 Immunhistochemie an Gefrierschnitten 

Eine biochemische Methode zum sichtbar machen von gefragten Zellen oder zellulären 

Strukturen ist die Immunhistochemie. Bei dieser Methode nutzt man markierte Antikörper, 

welche an die gewünschten Ziel-Antigene binden. So kommt es zur optischen Darstellung der 

Zielstrukturen. Die indirekte Immunhistochemie benutzt zwei Antikörper. Der erste Antikörper 

bindet spezifisch an das gewünschte Zielantigen der Zellen. Die eigentliche Darstellung wird 

über einen zweiten Antikörper vermittelt. Der Zweitantikörper bindet nun gezielt an den zuerst 

aufgetragenen Antikörper und bildet so einen Antigen-Antikörper1-Antikörper2-Komplex. Eine 

Fluoreszenzmarkierung am Zweitantikörper sorgt für die Visualisierung des Komplexes (s. 

beispielhaft Abb. 4). Im Weiteren wird zur Verdeutlichung der Zellen eine Kernfärbung 

vorgenommen. Die spezifische Kernfärbung erfolgt mit dem Farbstoff DAPI (4`, 6`-Diamidino-2-

phenylindoldichloridhydrat).  

Abb. 4: Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz 
Quelle: modifiziert nach Renz, 2009 

Der Fab-Teil des Primärantikörpers bindet an das freie oder gebundene Antigen. Der fluoreszierende 
Sekundärantikörper bindet nun mit seinem Fab-Teil an den Fc-Teil des Primärantikörpers. Die 
Fluoreszenzmarkierung des Sekundärantikörpers ermöglicht nun die Detektion des Zielantigens mithilfe 
eines Fluoreszenzmikroskopes. 
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Für die hier angewandte Fluoreszenz-Immunhistochemie mussten im ersten Schritt 

Gefrierschnitte der Glioblastomproben angefertigt werden. Mit einem Kryostat wurden 10 µm 

dicke Schnitte der schockgefrorenen Glioblastomproben anfertigt und auf entsprechende 

Objektträger übertragen. Diese Tumorschnitte wurden zur Fixierung für 10 Minuten in eine 

eiskalte 1:1 Methanol-Aceton-Lösung gebracht. Es folgte ein dreimaliges Waschen für jeweils 

10 Minuten mit TBST. Des Weiteren wurden die Gewebeproben zwei Minuten mit 20%igem und 

zwei Minuten mit 70%igem Ethanol gewaschen. Zum Blockieren der Autofluoreszenz von 

übermäßig lipidhaltigem Gewebe erfolgte die Inkubation der Gefrierschnitte für 10 Minuten mit 

1 % Sudanschwarz in 70%igem Ethanol. Anschließend wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, 

bis sich keine Farbwolken mehr aufzeigten. Danach wurde zwei Minuten mit 20%igem Ethanol 

und dreimal für 10 Minuten mit TBST gewaschen. Mit einer in TBST gelösten 0,5 % BSA / 0,5 % 

Glycin-Lösung wurden die Glioblastomschnitte für 60 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. 

Ohne weiteres Spülen wurden 100 µl des in TBST-verdünnten Primärantikörpers auf die 

Gefrierschnitte aufgetragen. Die Inkubation des Primärantikörpers erfolgte bei 4 °C über Nacht 

in einer feuchten Kammer.  

Am folgenden Tag wurden die Objektträger dreimal für 10 Minuten in TBST gewaschen. Nun 

wurden je 100 µl mit TBST verdünntem Sekundärantiköper auf die Gewebeproben aufgetragen 

und bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Inkubation sowie die darauffolgenden 

Schritte mussten in Dunkelheit durchgeführt werden, da der Sekundärantikörper empfindlich auf 

Licht reagiert. Hinsichtlich dessen, ob der Primärantikörper aus der gleichen oder aus 

unterschiedlichen Spezies stammten, unterschieden sich die weiteren Arbeitsschritte. Wenn der 

primäre Antikörper aus unterschiedlichen Organismen kam, wurden die Glioblastomproben 

einmal mit TBST für zehn Minuten und zweimal für 10 Minuten mit TBS gewaschen. Die 

Kernfärbung erfolgte dann mit einer DAPI-Lösung (1:30000 verdünnt in TBS) mit welcher die 

Glioblastomproben für 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Im Anschluß wurden 

die Proben kurz gewaschen. Dieses geschah dreimal mit TBST, einmal mit TBS und einmal mit 

destilliertem Wasser. Zum Schluss wurden die Gewebeproben auf den Objetktträgern mit 

Immumount® eingeckt und zum Trocknen und zur Lagerung bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. 

Kamen die Primärantikörper jedoch aus der gleichen Spezies, konnte zuerst nur ein 

Primärantikörper aufgetragen werden und mit dem entsprechendem Sekundärantikörper gefärbt 

werden. Die Objektträger wurden in diesem Fall nach dem Auftragen des Sekundärantikörpers 

dreimal für 10 Minuten mit TBST gewaschen. Darauf folgte eine Inkubation der Schnitte mit in 

TBST verdünnten Fab-Fragmenten für 60 Minuten bei 37 °C in einer feuchten Kammer, um die 
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Spezies-spezifschen Fc-Teile der Antikörper zu blockieren und somit die Möglichkeit zu schaffen, 

dass erneut ein Primärantikörper der gleichen Spezies verwendet werden konnte. Nach der 

Inkubation wurde dreimal für 10 Minuten mit TBST gewaschen und 100 µl eines weiteren in 

TBST verdünnten Primärantikörpers wurden auf die Gewebeproben aufgetragen. Die Inkubation 

geschah über Nacht in einer feuchten Kammer. Am nun dritten Tag erfolgte nach dreimaligen 

Waschen für 10 Minuten mit TBST die zweite Inkubation mit dem Sekundärantikörper nach der 

oben genannten Weise. Auch das weitere Waschen, die Kernfärbung, das Eindecken sowie die 

Trocknung und Lagerung der Gewebeproben geschah hier wie bereits vorher beschrieben. Die 

Auswertung der fertigen Glioblastomschnitte erfolgte mit dem Axiovert 200 M Mikroskop. Es 

wurden die Zellen hinsichtlich der Färbung je nach Fragestellung auf einzelne Marker wie auch 

auf zwei Marker in Bezug auf die Anzahl der gefärbten Zellkerne untersucht. 

2.2.3 Zellkultur 

Die Kultivierung der Glioblastomzelllinien A767, U373, A764, U118, A172, U343 und T98G 

erfolgte in Brutschränken bei 37 °C, 5 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit. Zur Versorgung 

der Glioblastomzelllinien wurde ein Kulturmedium für Tumorzelllinien (DMEM mit 10 % FKS, 3 % 

Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin) eingesetzt. Wenn eine ausreichende Zelldichte in den 

Kulturflaschen erreicht wurde, wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gespült. 

Mit einer EDTA-Lösung wurde der Zellrasen bei 37 °C ca. 5 Minuten zur Ablösung inkubiert und 

der abgelöste Zellrasen wurde mit 5 ml Kulturmedium abgespült und in 10 ml-Röhrchen 

überführt. Nach Auszählen wurde eine bestimmte Zellzahl in mit Medium gefüllte Kulturflaschen 

ausgesäht. Sämtliche Arbeiten wurden an einer sterilen Werkbank ausgeführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Transkription von Stammzellmarkern in soliden astrozytären Tumorgeweben und im 
Normalhirn 

Zunächst wurde die Expression von embryonalen und neuralen Stammzellmarkern in humanen 

Gewebeproben von gesundem Normalhirn und von Astrozytomen unterschiedlicher WHO-Grade 

auf Transkriptionsebene untersucht. Hierfür wurde aus humanen kryokonservierten 

Gewebeproben in einem ersten Schritt die RNA isoliert, die mRNA wurde mittels Reverser 

Transkriptase in cDNA umgeschrieben und mittels realtime RT-PCR analysiert wie bereits 

beschrieben. Die quantitative Auswertung der gemessenen ∆CT-Werte erfolgte in Bezug auf 

das mitgemessene Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH). Eine 

hohe mRNA-Expression geht mit einem niedrigen ∆CT-Wert einher, während umgekehrt eine 

niedrige mRNA-Expression einen hohen ∆CT-Wert ergibt. Da bei der PCR eine logarithmische 

Anreicherung der Reaktionsprodukte stattfindet, entspricht ein Unterschied von 3,33 der 

∆CT-Werte einem zehnfachen Expressionsunterschied. 

Die Abb. 5 zeigt die mRNA-Expression der ausgewählten embryonalen Stammzellmarker Nanog, 

Oct4, KLF4 und der neuralen Stammzellmarker cMyc und Sox2 sowie der nicht-kodierenden 

Sequenz Sox2OT in humanen Astrozytomproben unterschiedlicher WHO-Grade (AS I – III sowie 

GBM für Glioblastomproben) im Vergleich zu humanen nicht-neoplastischen Hirngewebeproben 

(Normalhirn, NT). Aus der nachfolgenden Abb. 5 geht hervor, dass alle untersuchten Marker in 

den Gewebeproben des Normalhirns und auch in allen Astrozytomproben unterschiedlicher 

WHO-Grade exprimiert wurden (bis auf vereinzelte Proben). 

Bereits im nicht-neoplastischen Hirngewebe waren alle Stammzellmarker nachweisbar, jedoch 

waren die Expressionswerte allgemein geringer als in den Tumorproben. Die Mittelwerte der 

∆CT-Werte lagen mit 10,5 (Nanog), 10,1 (Oct4), 9,2 (KLF4) und 9,2 (cMyc) in einem moderaten 

Bereich. Für Sox2 und Sox2OT lagen die Mittelwerte mit 6,9 (Sox2) und 5,2 (Sox2OT) etwas 

höher. Allerdings lassen sich die verschiedenen Werte der Primer nicht absolut miteinander 

vergleichen, da die detektierte Kopienzahl je nach Fragmentgröße etwas abweichen kann und 

eine absolute Normierung auf die Kopienzahl sehr aufwendig wäre. Die jeweiligen Streuungen 

um die Mittelwerte war für jedes Gen und jede Probengruppe unterschiedlich stark.  
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Abb. 5: Transkription von Stammzellmarkern in humanen Astrozytom- und 
Glioblastomgewebeproben. 
In Proben von nicht-neoplastischem Gehirn (Normalhirn, NH), Astrozytomen unterschiedlicher WHO-
Grade (AS I- III) und des Glioblastoms (GBM) wurde die mRNA-Expression der Stammzellmarker Nanog, 
Oct4, KLF4, cMyc Sox2 und der nicht-kodierenden RNA Sox2OT in humanen Astrozytom- und 
Glioblastomgewebeproben mittels realtime RT-PCR untersucht. GAPDH wurde als Referenzgen 
verwendet. Die linke Ordinate bildet die ∆CT-Werte ab, während die rechte Ordinate die relative 
Genexpression in Bezug auf GAPDH (= 1) zeigt. Nicht detektierte Proben wurden bei der Erstellung der 
Mittelwerte vernachlässigt. 

In den Astrozytom Grad I-Proben waren die ∆CT-Mittelwerte etwas höher als bei den nicht-

neoplastischen Hirngewebeproben, auch wenn einzelne Proben vergleichbare oder niedrigere 

Expressionswerte aufwiesen. Die Mittelwerte für die Astrozytom Grad I-Proben lagen weiterhin 

in einem moderaten Bereich mit 8,9 (Nanog), 9,8 (Oct4), 9,0 (KLF4), 6,8 (cMyc), 5,8 (Sox2) und 

3,8 (Sox2OT). 

Die Astrozytom Grad II-Proben wiesen teils ähnliche, teils leicht erhöhte 

Stammzellmarkerexpressionen im Vergleich zu den nicht-neoplastischen Hirngewebe- und 

Astrozytom Grad I-Proben auf. Die Mittelwerte der ∆CT-Werte waren hierbei 8,5 (Nanog), 

7,2 (Oct4), 8,7 (KLF4), 6,2 (cMyc), 4,8 (Sox2), 2,1 (Sox2OT).  
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Die bisherige steigende Tendenz der Expression der Stammzellmarker mit zunehmender 

Malignität ließ sich nun beim Astrozytom Grad III nur teilweise weiterverfolgen. Einen weiteren 

Anstieg der Mittelwerte zu den vorherigen Malignitätsgraden gab es bei Oct4 (6,7), Sox2 (3,9) 

und Sox2OT (1,3). Rückläufige Mittelwerte waren im Vergleich zu den AS I- und II- Proben bei 

Nanog (9,8), KLF4 (9,4) und cMyc (6,9) festzustellen. KLF4 fiel zudem als einziger Marker unter 

den Mittelwert des nicht-neoplastischen Hirngewebes ab.  

Auf höchster Malignitätsstufe, dem Glioblastom (Astrozytom Grad IV), war, ausgenommen von 

KLF4 und Sox2, ein Anstieg in den Mittelwerten erkennbar. Mit 7,9 (Nanog), 5,5 (Oct4), 5,0 

(cMyc) und -0,1 (Sox2OT) wurden die höchsten Mittelwerte für diese Marker erreicht. KLF 4 

bleibt mit seinem Wert von 9,4 auf niedrigem Niveau, in dieser Probenkohorte konnte also kein 

Anstieg von KLF4 nachgewiesen werden. Sox2 war im Mittel (4,3) minimal weniger exprimiert 

als in den Astrozytom Grad III-Proben. 

Zusammenfassend ließ sich insgesamt erkennen, dass mit steigender Malignität eine steigende 

Expression der Stammzellmarker Oct4, Sox2 und Sox2OT gemessen wurde. Im Allgemeinen 

ließ sich dieser Trend auch für Nanog und cMyc beobachten, wobei hier die Astrozytom Grad III-

Proben etwas niedrigere Mittelwerte aufwiesen. Für KLF4 hingegen wurde in dieser 

Probenkohorte keine über die Streuung der individuellen Proben hinausgehende Steigerung der 

Expression beobachtet.  

3.2 Immunhistochemischer Nachweis ausgewählter Marker an humanen 
Glioblastomkryoschnitten 

Nachdem auf Transkriptionsebene in den soliden Tumorproben und im Normalhirn die 

Stammzellmarker Nanog, Oct4, KLF4, cMyc und Sox2 nachgewiesen werden konnten, sollten 

nun ausgewählte Marker auf Proteinebene mittels der Methode der Immunhistochemie 

untersucht werden. Hierfür wurden beispielhaft für embryonale Marker Nanog und Oct4 

ausgewählt und für eher neurale Stammzellmarker Sox2 und Musashi-1. Als zusätzlicher Marker 

für die Glioblastomzellen mit Stammzellcharakter wurde der Chemokinrezeptor CXCR4 

untersucht. Über die mRNA-Expression von CXCR4 in Astrozytomen und Glioblastomen lagen 

schon umfangreiche Daten in der Arbeitsgruppe vor (Hattermann et al., 2010), so dass hier vor 

allem die Proteinexpression und die Ko-Lokalisation mit den weiteren Stammzellmarkern 

interessant war. Des Weiteren wurde der Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 gefärbt. Die 

fluoreszenzgefärbten Schnitte wurden mikroskopiert und fotografiert, Beispiele sind in der Abb. 6 

gezeigt. Positive Zellen wurden anhand von mindestens 5 Aufnahmen (mindestens 250 Zellen) 
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bei 60-facher Vergrößerung ausgezählt und prozentual auf die Gesamtzellzahl (DAPI-gefärbte 

Kerne) bezogen (s. Abb. 7). Einige Marker wurden in der immunhistochemischen Färbung nicht 

berücksichtigt, da bereits zuvor ausreichende Untersuchungen (z. B. cMyc) vorlagen oder zu 

Beginn der Arbeit kein zufriedenstellendes Färbeprotokoll entwickelt werden konnte. 

Abb. 6: Immunhistochemischer Nachweis von embryonalen und neuralen Stammzellmarkern, dem 
Chemokinrezeptor CXCR4 und dem Proliferationsmarker MIB-1/Ki67. 
Mittels immunhistochemischer Färbung die Expression von den Stammzellmarkern Nanog, Oct4, Sox2 
und Musashi-1 sowie dem Chemokinrezeptor CXCR4 und dem Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 in vier 
humanen Glioblastomproben untersucht. Die jeweiligen Marker mit entsprechend markierten 
Sekundärantikörpern rot oder grün gefärbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt. Die 
Maßstabsbalken entsprechen jeweils 10 µm.  
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Zunächst einmal konnten alle untersuchten Marker in allen Tumorproben detektiert werden 

(s. Abb. 6 und Abb. 7). Der prozentuale Anteil der Stammzellmarker-positiven Zellen lag im 

Bereich zwischen 5 % und 17 %. Unter den Stammzellmarkern hatte Sox2 mit einem Mittelwert 

von 13,5 % den höchsten prozentualen Anteil und Musashi-1 zeigte mit einem Mittelwert von 

7,2 % den niedrigsten Anteil an ausgezählten Zellen. Nanog konnte in einem ähnlichen Bereich 

wie Sox2 mit einem Mittelwert 12,7 % detektiert werden. Oct4 wies einen etwas niedrigeren 

prozentualen Anteil mit 10,6 % im Mittelwert auf. Der Mittelwert für den Chemokinrezeptor 

CXCR4 betrug 8,0 % und für den Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 8,7 %. Bei fast allen 

untersuchten Markern lagen die Werte der einzelnen Tumorproben dicht um die Mittelwerte, 

lediglich Sox2 und Musashi-1 zeigten hier eine etwas deutlichere Streuung. 

Abb. 7: Quantitative Auswertung Immunfluoreszenz-gefärbter Zellen in humanen Glioblastom-
Proben. 
Die Stammzellmarker Nanog, Oct4, Sox2, Musashi-1, der Chemokinrezeptor CXCR4 sowie der 
Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 wurden mittels Fluoreszenz-Immunhistochemie markiert und die 
gefärbten Schnitte mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops fotografiert. Die vier unterschiedlich gefärbten 
Vierecke stehen hier für die vier humanen Glioblastomproben GBM a-d. Pro Tumorprobe wurden 
mindestens 5 Aufnahmen (entsprechend mindestens 250 Gesamtzellen) ausgezählt und positiv markierte 
Tumorzellen prozentual auf die negativen Zellen (nur DAPI-Kernfärbung sichtbar) bezogen. Die 
Auswertung zeigte, dass der Anteil der mit Stammzellmarkern gefärbten Zellen in Abhängigkeit vom 
genutzten Marker zwischen ca. 5 % und 17 % lag, die höchsten Werte wurden für Sox2 erhalten, die 
niedrigsten für Musashi-1. 
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3.3 Untersuchung der Ko-Lokalisation von Stammzellmarkern sowie anderen Markern 
mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbungen an humanen 
Glioblastom-Gefrierschnitten 

Nach dem immunhistochemischen Einzel-Nachweis von verschiedenen Stammzellmarkern und 

dem Chemokinrezeptor CXCR4 sowie dem Proliferationsfaktor MIB-1/Ki67 in den vier humanen 

Glioblastom-Proben sollte im Folgendem mehr über die Ko-Expressionen der Stammzellmarker 

Nanog, Oct4 und Sox2 in Kombinationsfärbungen mit anderen Markern festgestellt werden. Als 

astrozytärer Marker diente GFAP in den Doppelfärbungen. 

Es wurden dieselben vier humanen Glioblastompoben (GBM a-d) wie bereits in der 

Einzelfärbung verwendet und ebenfalls das Verfahren der Fluoreszenz-Immunhistochemie 

angewandt. Die Gefrierschnitte wurden je mit einem Primärantikörper gegen Nanog, Oct4 und 

Sox2 inkubiert und je nach Kombinationsfärbung mit einem grünen oder roten 

Sekundärantikörper gefärbt.  

Weitere Primärantikörper gegen CXCR4, Musashi-1, MIB-1/Ki67 und GFAP wurden im nächsten 

Schritt auf die Tumorproben aufgetragen und mit einem Sekundärantikörper in der jeweils 

anderen Farbe (rot oder grün) gefärbt, so dass beide Immunreaktivitäten parallel betrachtet 

werden konnten. Durchgehend wurde DAPI zur blauen Kernfärbung genutzt.  

Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops wurde in 60-facher Vergrößerung die zelluläre 

Lokalisation bestimmt. 

Zur quantitativen Analyse wurden einzeln positive Zellen, die doppelt positiven Zellen sowie die 

Gesamtzellzahl der DAPI-gerfärbten Kerne ausgezählt und der prozentuale Anteil der einzeln 

und doppelt immunreaktiven Zellen auf die Gesamtzellzahl errechnet. Diese prozentualen 

Anteile werden in einem nachfolgenden Abschnitt 3.3.3 beschrieben und graphisch dargestellt 

(s. Abb. 13 und Abb. 14). 
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3.3.1 Immunfluoreszenzdoppelfärbung der Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2 

Zunächst wurden die drei Transkriptionsfaktoren Nanog, Oct4 und Sox2 in folgenden 

Kombinationen gefärbt: Nanog (grün) mit Oct4 (rot), Nanog (grün) mit Sox2 (rot) sowie gegen 

Oct4 (grün) mit Sox2 (rot). Die Abb. 8 zeigt Beispiele dieser Kombinationsfärbungen der 

humanen Glioblastomproben.  

Alle drei Stammzellmarker zeigten ein Vorkommen in Clustern unterschiedlicher Größe. Die 

Verteilung dieser Cluster war eher inhomogen und konnten ubiquitär über die Schnittfläche der 

humanen Glioblastomproben für alle drei Stammzellmarker detektiert werden. Es gab Bereiche 

in denen die Marker weniger auftraten, um dann in anderen Bereichen wieder gehäufter zu 

erscheinen. 

Für Nanog und Oct4 konnte beobachtet werden, dass die Cluster der immunreaktiven Zellen 

meist eine ungefähre Größe von ca. 10-15 Zellen hatten. Gelegentlich fanden sich für beide 

Stammzellmarker einzeln positive Zellen. Ebenso trat Sox2 überwiegend in Clustern mit einer 

Zellzahl von ca. 2-10 Zellen auf, aber auch Zellansammlungen von über 20 Zellen waren zu 

beobachten.  

Ko-Expressionen der drei Stammzellmarker konnten regelmäßig sowohl an Zellen in Cluster-

Formationen wie auch an einzelnen Zellen beobachtet (beispielhaft gezeigt in Abb. 8) werden. 

In den untersuchten Tumorschnittproben zeigte sich, dass die drei Stammzellmarker Nanog, 

Oct4 und Sox2 in unterschiedlichem Maß sowohl nukleär als auch perinukleär lokalisiert waren, 

was auf eine unterschiedliche Aktivierung der Transkiptionfaktoren hindeuten könnte. 
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Abb. 8: Immunfluoreszenzdoppelfärbung der Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2 in humanen 
Glioblastomproben. 
Gezeigt sind hier repräsentative Gesichtsfelder von n = 4 unterschiedlichen Glioblastomproben. Links sind 
alle Farbkanäle kombiniert dargestellt. Mittig und rechts sind jeweils einzeln der rote und der grüne 
Farbkanal mit der DAPI-Kernfärbung (blau) dargestellt. Alle untersuchten Glioblastomproben zeigten für 
alle drei Stammzellmarker Nanog (grün), Oct4 (grün oder rot) und Sox2 (rot) eine Immunreaktivität. 
Hierbei konnte eine Anordnung der stammzellmarkerpositiven Zellen in Clustern sowie teilweise eine Ko-
Färbung der Stammzellmarker beobachtet. Maßstab: Zellkern ca. 10 µm. 
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3.3.2 Immunfluoreszenzdoppelfärbung: Die Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2 in 
Kombination mit weiteren Markern 

In den weiteren Untersuchungen wurden nun die drei Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2 

als Basismarker genommen und jeder dieser Stammzellmarker wurde in Kombination mit den 

Markern CXCR4, Musashi-1, MIB-1/Ki67 und GFAP immunhistochemisch gefärbt, um die 

Lokalisation der Marker im Verhältnis zueinander zu analysieren. Beispiele mit Anordnung der 

Zellen sind in den Abb. 9, 10, 11 und 12 dargestellt. 

Das Bild der CXCR4-markierten Zellen zeigte sich heterogen. Es kamen sowohl einzelne Zellen 

vor, als auch mehrere positive CXCR4-Zellen in Clustern. Teilweise gab es Ko-Färbungen mit 

den drei Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 (s. beispielsweise Abb. 9). 

Musashi-1-positive Zellen traten auf der gesamten Tumorschnittfläche eher als einzelne Zellen 

oder in kleinen Zellgruppen auf. Im Hinblick auf die Ko-Färbung mit den Stammzellmarkern 

Nanog, Oct4 und Sox2 konnten jeweils sowohl einzelne als auch mehrere doppelt-positive 

Zellen beobachtet werden (s. Abb. 10).  

In den Doppelfärbungen der Stammzellmarker mit MIB-1/Ki67 sollten durch diesen Marker 

proliferierende Zellen gekennzeichnet und mit den stammzellartigen Tumorzellen in Bezug 

gesetzt werden. Als streng intranukleär vorkommender Marker wurde MIB-1/Ki67 vor allem in 

einzelnen Zellen beobachtet und wies in den verschiedenen Tumorproben und auch regional 

innerhalb eines Tumors ein ganz unterschiedliches Färbungsmuster auf. Die Färbung 

MIB-1/Ki67 wurde hierbei sowohl einzeln, als auch ko-gefärbt mit den Stammzellmarkern Nanog, 

Oct4 und Sox2 beobachtet, so dass sich diese stammzellartigen Zellen offenbar zumindest 

teilweise in einem Proliferationsstadium befanden (s. beispielsweise Abb. 11).  

GFAP, ein Marker der Stütz- und internen Struktur des astrozytärer Zellen, wurde in vielen der 

gefärbten Tumorproben gefunden, wie beispielhaft in Abb. 12 gezeigt. Die Verteilung des 

Markers war recht homogen, auch wenn die Färbung in einigen Tumorregionen etwas stärker 

und in anderen etwas weniger stark ausgeprägt beobachtet wurden. Durch das intrazelluläre 

Vorkommen von GFAP konnte deutlich das dreidimensionale Netzwerk der verzweigten 

Zellausläufer in den humanen Glioblastom-Proben dargestellt werden. In diesem Netz der 

GFAP-Filamente fanden sich die bekannten Cluster der Stammzellmarker Nanog, Oct4 und 

Sox2 wieder, jedoch war der Anteil an echter Ko-Färbung eher gering. 
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Abb. 9: Immunfluoreszenzdoppelfärbung des Chemokinrezeptors CXCR4 mit den 
Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 in humanen Glioblastomproben. 
Die Bilder jeweils links zeigen CXCR4 (rot) mit jeweils den Stammzellmarkern Nanog (grün), Oct4 (grün) 
und Sox2 (grün). Mittig und rechts sind die jeweiligen Farbkanäle für die Stammzellmarker oder CXCR4 
einzeln dargestellt (zusammen mit den DAPI-gefärbten Kernen). Die CXCR4-positiven Zellen waren in 
Clustern angeordnet oder traten einzeln auf. CXCR4 wurde gemeinsam mit den Stammzellmarkern 
ko-gefärbt gefunden (z. B. hier Nanog), oder auch separat. Der eingezeichnete Maßstabsbalken 
entspricht 10 µm. 
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Abb. 10: Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit dem Stammzellmarker Musashi-1 mit den 
Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 in humanen Glioblastomproben. 
In der linken Bildspalte sind alle Farbkanäle gezeigt, während mittig Musashi-1 (rot) und rechts die 
Farbkanäle für die Marker Nanog (grün), Oct4 (grün) und Sox2 (grün), jeweils in Kombination mit der 
DAPI-Kernfärbung, gezeigt sind. Nanog-, Oct4- und Sox2-positive Zellen zeigten sich hier vor allem in 
Clustern angeordnet, während Musashi-1-positive Zellen unterschiedlich in Clustern oder einzeln 
auftraten. Maßstabsbalken entspricht 10 µm. 
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Abb. 11: Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit dem Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 in 
Kombination mit den Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 in humanen Glioblastomproben. 
Alle Farbkanäle werden links gezeigt. MIB-1/Ki67 (rot) wird mittig und rechts die Farbkanäle für die Marker 
Nanog (grün), Oct4 (grün) und Sox2 (grün) einzeln gezeigt jeweils zusammen mit der DAPI-Kernfärbung. 
Innerhalb der Tumorproben kamen MIB-1/Ki67-positive Zellen in unterschiedlichen Anordnung vor. In den 
Ko-Färbungen mit den Stammzellmarkern zeigten sich eher einzelne Zellen doppelt-positiv (s. linke 
Abbildungen). Maßstabsbalken entspricht 10 µm. 
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Abb. 12: Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit dem astroglialen Marker GFAP in Kombination mit 
den Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 in humanen Glioblastomproben. 
Die linke Bildspalte zeigt alle drei Farbkanäle, während mittig und rechts jeweils nur GFAP (rot) bzw. die 
Stammzellmarker Nanog (grün), Oct4 (grün) und Sox2 (grün) in Kombination mit der DAPI-Kernfärbung 
zu sehen ist. Alle Tumorproben wiesen eine starke Expression von GFAP auf hierbei war die 
Expressionsstärke regional innerhalb der Tumorproben etwas unterschiedlich. Die 
Stammzellmarker-positiven Zellen fanden sich zwar häufig in unmittelbarer Nähe der GFAP-positiven 
Netzwerke, jedoch war die Färbung meist nicht an denselben Zellen zu beobachten. Maßstabsbalken 
entspricht etwa 10 µm. 
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3.3.3 Quantitative Auswertung immunhistochemischer Doppelfärbungen von 
Stammzell- und weiteren Markern 

Nun sollte im Weiteren das prozentuale Vorkommen doppelt-positiver Zellen im Vergleich zu 

den einzel-positiven Zellen in den Tumorproben beurteilt werden. Es wurden hierzu die bereits 

zuvor beschriebenen Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2 in immunhistochemischen 

Kombinationsfärbungen untereinander und mit dem Chemokinrezeptor CXCR4, dem 

Stammzellmarker Musashi-1, dem Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 sowie dem astroglialen 

Marker GFAP ausgezählt. 

Die Auszählung der einfach und doppelt gefärbten Zellen erfolgte unter dem 

Fluoreszenzmikroskop in 60-facher Vergrößerung. Es wurden aus 5-10 Aufnahmen unter dem 

Fluoreszenzmikroskop (ungefähr 250-500 Zellen gemessen an den DAPI-gefärbten Zellkernen) 

die einfach- und doppelt-immunreaktiven Zellen im Verhältnis zu den nicht-immunreaktiven 

Zellen ausgezählt und die prozentualen Anteile der einfach- und doppelt-fluoreszenz-markierten 

Zellen graphisch dargestellt (s. Abb. 13 und 14).  

Wie bereits unter Abschnitt 3.3.1 und Abschnitt 3.3.2 beschrieben, konnten durch die 

ausgewählten immunhistochemischen Kombinationsfärbungen (s. Abb. 8, 9, 10, 11 und 12) in 

allen vier Glioblastomproben doppelt-positive Zellen detektiert werden. Aus der Abb. 13 und 

Abb. 14 geht nun hervor, dass sich das bereits morphologisch heterogene Bild auch in den 

prozentualen Anteilen der Expressionen widerspiegelt. 
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Abb. 13: Quantitative Auswertung der Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen von Nanog in 
Kombination mit weiteren Markern in humanen Glioblastom-Proben. 
Einfach und doppelt gefärbte Zellen aus den immunhistochemischen Färbungen von vier humanen 
Glioblastomproben (a-d) gegen den Stammzellmarker Nanog gefärbt jeweils in Kombination mit den 
Stammzellmarkern Oct4, Sox2, Musashi-1, dem Chemokinrezeptor CXCR4, dem Proliferationsmarker 
MIB-1/Ki67 und dem astroglialen Marker GFAP wurden ausgezählt (5-10 Gesichtsfelder bei 60-facher 
Vergrößerung) und prozentual auf die Gesamtzellzahl (DAPI-gefärbte Kerne) bezogen. Die blaue Fläche 
beschreibt hier jeweils den prozentualen Anteil der einfach Nanog-positiven Zellen. Der mittlere 
grauschraffierte Abschnitt kennzeichnet jeweils den prozentualen Anteil der doppelt positiven Zellen. Die 
weiß-schraffierten Balken stehen für den jeweils anderen Marker, welcher in Kombination mit Nanog 
angefärbt wurden. Am höchsten sind die prozentualen Anteile von doppelt positiven Zellen in den 
Doppelfärbungen Nanog mit Oct4 und Nanog mit Sox2. In den anderen Kombinationsfärbungen ist der 
Anteil an ko-exprimierenden Zellen eher moderat (CXCR4 und Musashi-1) bis gering (MIB-1/Ki67 und 
GFAP).  
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Die größten prozentualen Anteile an doppelt gefärbten Zellen waren in den Doppelfärbungen 

der Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2 zu erkennen. Die prozentualen Anteile der 

ko-exprimierenden Zellen lagen im Mittel bei 7,6 % (Nanog und Oct4), 12,0 % (Nanog und Sox2) 

sowie 9,5 % (Oct4 und Sox2), somit waren die prozentualen Anteile der ko-exprimierenden 

Zellen ähnlich groß wie die Anteile der einfach-positiven Zellen.  

In den Doppelfärbungen mit den Markern CXCR4, Musashi-1, MIB-1/Ki67 und GFAP jeweils in 

Kombination mit Nanog, Oct4 und Sox2 wurden weniger ko-gefärbte Zellen detektiert. 

Der Chemokinrezeptor CXCR4 und der Stammzellmarker Musashi-1 zeigten ähnliche große 

Anteile mit den Mittelwerten von 3,8 % und 4,4 %. In den Kombinationsfärbungen mit 

MIB-1/Ki67 war nur ein geringer Teil der Zellen immunreaktiv für beide gefärbten Marker und 

zeigten eine eher homogene Verteilung mit einem gesamten Mittelwert von 1,4 % der 

ko-gefärbten Zellen. 

In den Doppelfärbungen gegen den astroglialen Marker GFAP war der Großteil der Zellen 

GFAP-positiv markiert, der Mittelwert der vier Glioblastomproben lag bei 78,6 %. Nur wenige 

Zellen wiesen dazu eine Ko-Expression im Vergleich mit Nanog, Oct4 und Sox2 auf. Die 

prozentualen Anteile der doppelt-positiven Zellen waren mit den Werten zwischen 1,3 % bis 

10,4 % unterschiedlich verteilt. 

Insgesamt zeigte sich nun in den Doppelfärbungen keine besonders auffällig hohe 

Ko-Expression in Hinblick auf die untersuchten Marker-Kombinationen. Es konnte jedoch auch 

in allen Kombinationsfärbungen jeweils ein gewisser Anteil an ko-gefärbten Zellen detektiert 

werden, der stark von der jeweils gefärbten Marker-Kombination abhing, aber innerhalb der vier 

untersuchten Tumorproben vergleichsweise konstant war. Die größten prozentualen Anteile 

doppelt-positiver Zellen fanden sich in den Kombinationsfärbungen der drei Stammzellmarker 

Nanog, Oct4 und Sox2, welches auf ihre enge funktionelle Beziehung hindeuten könnte. 

Allerdings kamen auch diese Marker oft genug einzeln exprimiert vor, so dass unter diesen drei 

Stammzellmarkern kein übergeordneter Marker festgestellt werden konnte. Hinsichtlich des 

Proliferationsmarkers MIB-1/Ki67 ergab sich lediglich ein geringer prozentualer Anteil von 

ko-immunreaktiven Zellen in den Doppelfärbungen mit den drei Stammzellmarkern Nanog, Oct4 

und Sox2. Dies könnte ein Hinweis auf die niedrige Proliferation vom stammzellartigen 

Tumorzellen sein. Für GFAP wurden ebenfalls vorwiegend geringe Anteile an Ko-Färbungen mit 

Oct4 und Nanog (etwas größere Anteile für Sox2) festgestellt. Dies ist ebenfalls wenig 

überraschend, da GFAP ein Marker für differenzierte Astrozyten ist. 
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Abb. 14: Quantitative Auswertung der Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen von Oct4 und Sox2 in 
Kombination mit weiteren Markern in humanen Glioblastom-Proben. 
Einfach und doppelt gefärbte Zellen aus den immunhistochemischen Färbungen von vier humanen 
Glioblastomproben (a-d). Im linken Diagramm wurde gegen den Stammzellmarker Oct4 und im rechten 
Diagramm gegen den Stammzellmarker Sox2 gefärbt. Beide Stammzellmarker wurden jeweils in 
Kombination mit dem Stammzellmarker Musashi-1, dem Chemokinrezeptor CXCR4, dem 
Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 und dem astroglialen Marker GFAP sowie Oct4 in Kombination mit Sox2 
gefärbt. Einfach und doppelt gefärbte Zellen wurden ausgezählt (5-10 Gesichtsfelder bei 60-facher 
Vergrößerung) und prozentual auf die Gesamtzellzahl (DAPI-gefärbte Kerne) bezogen. Die grüne Fläche 
beschreibt hier jeweils den prozentualen Anteil der einfach Oct4-positiven Zellen und die violette Fläche 
beschreibt jeweils den prozentualen Anteil der einfach Sox2-positiven Zellen. Der mittlere 
farbig-schraffierte Abschnitt kennzeichnet jeweils in beiden Diagrammen den prozentualen Anteil der 
doppelt positiven Zellen. Die weiß-schraffierten Balken stehen für den jeweils anderen Marker, welcher in 
Kombination mit Oct4 oder Sox2 angefärbt wurden. Die Doppelfärbungen Oct4 mit MIB-1/Ki67 zeigen hier 
deutlich die niedrigsten prozentualen Anteile der doppelt positiven Zellen. Hingegen wies die 
Kombinationsfärbung Oct4 mit Sox2 wiederholt die größten Anteile der doppelt-positiven Zellen. Auch in 
den Doppelfärbungen mit Sox2 bleibt der Trend der ko-gefärbten Zellen ähnlich wie in den Ko-Färbungen 
von Nanog und Oct4. Alle Kombinationsfärbungen mit Sox2 zeigen sich insgesamt mit moderaten 
Anteilen von ko-immunreaktiven Zellen. Bemerkenswert ist, dass es einen größeren Anteil von 
Sox2-GFAP-ko-gefärbten Zellen gab.  
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3.4 Transkription von Stammzellmarkern in Glioblastomzelllinien  

Abschließend wurde die Expression bereits genannter embryonaler und neuronaler 

Stammzellmarker in den Glioblastomzellinien A172, U118, U343, U373, T98G, A764 und A767 

überprüft. Die Linien A172, U118, U343, U373 und T98G sind kommerziell erhältliche Zelllinien, 

die Linien A764 und A767 wurden vor längerer Zeit in der Arbeitsgruppe aus soliden Tumoren 

hergestellt. Als Untersuchungsmethode wurde die realtime RT-PCR angewandt. Dafür wurde 

aus den kultivierten Glioblastomzellinien RNA isoliert, um im nächsten Schritt die benötigte 

cDNA für die RT-PCR herzustellen. Mit Hilfe des ermittelten CT-Wertes in der realtime RT-PCR 

konnte ein ∆CT-Wert gebildet werden, in dem die gemessenen CT-Werte in Relation zur 

mitgemessenen GAPDH gesetzt wurden. Dabei entsprach die Abstufung der ∆CT-Werte in 

3,33-Schritten jeweils einem Expressionsunterschied um das Zehnfache. Ein niedriger 

∆CT-Wert steht für eine hohe Expression, umgekehrt entspricht ein hoher ∆CT-Wert einer 

niedrigen Expression. 

Aus der Abb. 15 geht hervor, dass alle Tumorzelllinien die untersuchten Stammzellmarker 

exprimieren, jedoch unterschiedlich stark. Unter den Markern konnte bei dem embryonalen 

Stammzellmarker Oct4 insgesamt eine moderate und homogene Expression detektiert werden. 

Die übrigen Marker wiesen eher eine heterogene Expression auf. Die Transkription des 

neuralen Stammzellmarkers Sox2 variierte dabei am stärksten. Im Ganzen konnten für Sox2 die 

größten Mengen an mRNA detektiert werden. Die Glioblastomzelllinie U118 mit einem ∆CT-Wert 

von 2,2 hatte insgesamt den höchsten Expressionswert, deutlich niedrigere Sox2-Expressionen 

wiesen die Tumorzelllinien U343 und T98G mit den ∆CT-Werten von 15,5 und 16,0 auf. 

Ebenfalls hohe Werte in der Transkription zeigte der Stammzellmarker cMyc, sie lagen zwischen 

8,6 bei den 764- und 4,3 bei den U343-Zellen. 

Die Transkription zeigte sich bei Nanog, KLF4 und Musashi-1 eher moderat bis gering. Bei 

Nanog und Musashi-1 konnten relativ große Schwankungen der ∆CT-Werte der jeweiligen 

Tumorzelllinien beobachtet werden. Für Nanog und Musashi-1 lagen die niedrigsten 

Expressionen bei einem ∆CT-Wert von 15,7 (T98G bei Nanog) sowie 14,6 (T98G bei Musashi-1) 

und die höchsten Expressionen bei einem ∆CT-Wert von 8,0 (U343) sowie 6,2 (A767 bei 

Musashi-1). 

Bei KLF4 waren die Unterschiede zwischen der niedrigsten (U343 mit 14,6) und dem höchsten 

(T98G mit 10,7) ∆CT-Wert weniger stark ausgeprägt. 
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Abb. 15: Transkription von embryonalen Stammzellmarkern in humanen Glioblastomzellinien. 
Die mRNA-Expression von Nanog, Klf4, Oct4, Sox2, Musashi-1 und cMyc wurde mittels realtime RT-PCR 
in den jeweils unterschiedlichen Tumorzelllinien untersucht. Die GAPDH wurde als Referenzgen 
verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 unabhängigen Experimenten. 

In der Zusammenschau konnte in keiner der untersuchten Tumorzelllinien eine gleichmäßig 

hohe bzw. niedrige Expression aller Stammzellmarker identifiziert werden, allerdings wurden alle 

Stammzellmarker in allen Tumorzelllinien detektiert. Im Überblick ließ sich erkennen, dass Sox2, 

Nanog und Musashi-1 deutliche Unterschiede in der Expression zwischen den einzelnen 

Tumorzelllinien aufwiesen, wobei Sox2 hier die stärksten Expressionen in einigen 

Tumorzelllinien zeigte. Oct4, KLF4 und cMyc wurde hingegen homogener in allen 

Tumorzelllinien exprimiert. 

Dieses zeigt, dass Gliomazellen in Kultur Marker von Stammzellen exprimieren, allerdings in 

sehr unterschiedlicher Intensität.  
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4 Diskussion 

Wegen einer schlechten bis sehr schlechten Prognose von nur Wochen bis Monaten nach der 

Diagnose Glioblastoma multiforme (GBM) bis zum Tod durch die Erkrankung, ist das 

Glioblastom bis heute Gegenstand der aktiven Forschung mit unterschiedlichen Ansätzen. Zwar 

konnte in der Vergangenheit durch die Optimierung der Operationstechniken, Strahlentherapie 

und die Gabe von Chemotherapeutika die mediane Überlebenszeit und progressionsfreie Zeit 

auf zum Teil etwa 12-15 Monate verlängert werden (Hart et al., 2013; Stummer et al., 2006; 

Stupp et al., 2005), jedoch bleibt eine sehr hohe Rezidivrate des Glioblastoms und ein kurativer 

Therapieansatz fehlt. Dadurch ist es ein Bestreben der derzeitigen Hirntumorforschung, neue 

Erkenntnisse über die Entstehung von Astrozytomen zu erhalten. Aus Erkenntnissen über 

eventuelle neue Zielstrukturen, die für die Steuerung der Entstehung und dem Wachstum von 

Astrozytomen verantwortlich sind, könnten sich mögliche neue therapeutischen Ansätze 

ergeben.  

In den letzten Jahren ist die Tumorstammzellhypothese vermehrt in den Fokus gerückt worden. 

Diese Hypothese beschreibt, dass wenige Zellen einer Krebszellpopulation die Eigenschaften 

von Stammzellen besitzen. Für diese Tumorstammzellen bedeutet es, dass sie die embryonalen 

Fähigkeiten zur Selbsterneuerung, uneingeschränkten Zellproliferation und weiteren 

Differenzierung besitzen. Aus diesem Pool der Tumorstammzellen ist nun einerseits weiteres 

Wachstum des Tumors möglich (Tan et al., 2006), andererseits verbleiben die 

Tumorstammzellen als eine Reserve von wenig proliferierende Zellen, die weniger angreifbar 

durch die konventionellen Therapiestrategien sind und aus welcher sich der Tumor nach der 

Therapie regenerieren kann (Morrison et al., 2011). Die Tumorstammzellhypothese ist somit 

eine Möglichkeit zur Erklärung von Entstehung, Wachstum und Rezidivbildung bei malignen 

Tumoren. In Hirntumoren konnte bereits das Vorkommen von Tumorstammzellen mit 

embryonalen Merkmalen nachgewiesen werden (Singh et al., 2003; Galli et al., 2004; Yuan 

et al., 2004) wie auch bei anderen Tumorentitäten (Li et al., 2007; Eramo et al., 2008.).  

Nun konzentriert sich diese Arbeit darauf, eben diese Zellen mit Stammzellpotential in 

Astrozytomen und insbesondere dem Glioblastom in situ und in vitro genauer zu untersuchen. 

Dabei stand im Fokus, wieweit bestimmte Stammzellmarker allein oder in Kombination mit 

anderen in diesen Tumoren verbreitet sind und ob sich aus diesen Beobachtungen ein 

übergeordneter Tumorstammzelmarker oder eine charakteristische Kombination aus Markern 

identifizieren ließe. 
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Hierzu erfolgten Untersuchungen von ausgewählten Stammzellmarkern auf mRNA-Ebene in 

soliden Tumoren, Normalhirngewebe und in Glioblastomzelllinien sowie deren quantitative und 

phänotypische Beurteilung mittels immunhistochemischer Färbung in humanen 

Glioblastomschnitten. Ob und in wieweit diese Erkenntnisse über das Vorkommen embryonaler 

Zielstrukturen in Tumorzellen eine Relevanz für einen künftigen therapeutischen Ansatzpunkt 

bilden, ist bisher noch unklar und bedarf weiterer intensiver Forschung. 

4.1 mRNA-Expression von Stammzellmarkern in humanen Glioblastomproben und 
Normalhirn 

In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA-Expression der Stammzellmarker Nanog, Oct4, 

KLF4, cMyc, Sox2 und Sox2OT mit Hilfe der realtime RT-PCR in humanen Gewebeproben von 

Normalhirn und in Astrozytomproben der WHO-Grade I - IV untersucht. Die Untersuchungen 

ergaben, dass die gewählten überwiegend embryonalen Stammzellmarker sowohl in den 

Proben des gesunden Normalhirns wie auch in allen Tumorproben der unterschiedlichen 

WHO-Grade nachgewiesen werden konnten. Für die Normalhirnproben ergaben sich für alle 

untersuchten Marker niedrigere durchschnittliche Expressionswerte. Für die Marker Oct4 und 

Sox2OT konnte ein treppenartiger Anstieg in den Mittelwerten der mRNA-Expression mit 

Zunahme der Malignität beobachtet werden. Für die übrigen Marker konnte im Trend ebenfalls 

ein Anstieg der Expression hin zu den höheren Malignitätsstufen beobachtet werden, der jedoch 

auch Ausreißer zeigte. KLF4 zeigte in unserem Probenkollektiv keine erhöhte Expression in den 

untersuchten Astrozytomproben unterschiedlicher WHO-Grade vergleichend zu den 

nicht-neoplastischen Normalhirnproben.  

Bereits zuvor konnte in Studien gezeigt werden, dass Stammzellmarker in Proben von 

Astrozytomen unterschiedlicher Malignitätsgrade, aber auch in Normalhirnproben exprimiert 

werden. In einer Studie von Ma et al. (2008), die in unserer Arbeitsgruppe entstand und auf die 

Untersuchung neuraler Stammzellmarker fokussiert war, wurde die mRNA-Expression von v. a. 

neuralen Stammzell- und weiteren Markern (CD133, Nestin, Sox2, Musashi-1, CXCR4, 

VEGFR-3 und CD105) in Astrozytomproben unterschiedlicher WHO-Grade im Vergleich zu 

gesundem Normalhirngewebe untersucht. Es zeigte sich in der Studie von Ma et al., dass alle 

untersuchten Marker in den Astrozytomproben nachgewiesen werden konnten und die 

Stammzellmarker zeigten zum Teil eine erhöhte Expression mit zunehmender Malignität, jedoch 

mit einer teilweise hohen Variabilität in Hinblick auf die individuellen Tumorproben. Die 

Ergebnisse von Ma et al. (2008) – teilweise mit anderen Markern – sind vergleichbar zu den 
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Ergebnissen aus dieser Arbeit. Auch in dieser Arbeit konnte eine Variabilität in der Expression 

der untersuchten Stammzellmarker und ein Anstieg der Expression in den höheren 

Malignitätsstufen beobachtet werden. Im direkten Vergleich sei hier der Stammzellmarker Sox2 

genannt. Es konnte hier ein Anstieg der Expression mit Zunahme der Malignität für Sox2 und 

noch deutlicher für Sox2OT (einer nicht-kodierenden RNA inder Umgebung des Sox2-Gens) 

dargestellt werden. Für diese Sox2OT-RNA zeigte sich ein starker Anstieg in der Expression mit 

jeder Zunahme des Malignitätsgrades. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen der 

Arbeitsgruppe Su und Kollegen (2017), welche ebenfalls mit Hilfe der realtime RT-PCR die 

Expression von Sox2OT in Normalhirn sowie in Astrozytomen der WHO-Grade I-IV untersucht 

haben. Es zeigte sich in der Arbeit von Su und Kollegen eine signifikante Erhöhung der 

Expression von Sox2OT in deutliche Korrelation mit dem Malignitätsgrad (Su et al., 2017). 

In Hinblick auf die Expression von embryonalen Stammzellmarkern konnten wir mit der 

vorliegenden Arbeit ähnliche Beobachtungen machen wie Guo und Kollegen (2011). Guo et al. 

(2011) beschreibt für Oct4, Sox2 und Nanog einen positiven Zusammenhang zwischen erhöhter 

Expression der Gene und Malignitätsgrade. In unserer Arbeit konnte für Nanog und Oct4 ein 

deutlicher Anstieg der mRNA-Expression in den hochmalignen Glioblsatomproben im Verhältnis 

zum Normalhirn verzeichnet werden, dieses galt ebenfalls für cMyc. Oct4 zeigte sich mit einem 

kontinuierlichen Anstieg der Expression mit zunehmender Malignität. Nanog und cMyc waren in 

der Expression heterogener, beide Stammzellmarker zeigten einen Abfall in der 

durchschnittlichen Expression beim Astrozytom-WHO-Grad-III. Für das Protoonkogen cMyc 

wurde eine erhöhte Expression bei Glioblastomen beschrieben (Wang et al., 2008), für die in der 

vorliegenden Arbeit untersuchten Glioblastomproben konnten diese Ergebnisse nicht bestätigt 

werden. In unserer Arbeit zeigte sich in Glioblastomproben eine moderate Expression und kein 

kontinuierlicher Anstieg der Expression bei zunehmender Malignität. Auch für KLF4 wurde eine 

erhöhte Expression in Glioblastomen beschrieben (Schoenhals et al., 2009), dieses deckt sich 

nicht mit den Befunden unserer Untersuchung. Die Expressionsmittelwerte von KLF4 zeigten 

alle ähnlich niedrige Werte, wobei der Expressionsmittelwert der Glioblastomproben sogar am 

niedrigsten waren. Somit konnte kein Zusammenhang zwischen der Expression von KLF4 zum 

Malignitätsgrad beobachtet werden.  

Eine mögliche Erklärung für die zum Teil abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit von 

den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, könnte an der teilweise geringen Anzahl der 

Gewebeproben in dieser Arbeit und auch der zitierten Arbeiten liegen. Einige Gewebeproben 

zeigten in unserer Arbeit eine größere Streuung der Expressionswerte um die Mittelwerte, so 
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dass nur in begrenztem Ausmaß die Tendenz der Expression ermittelt werden konnte. Eine 

erhöhte Probenanzahl könnte mögliche Ausreißer besser detektieren. Das besondere Merkmal 

unserer Arbeit ist jedoch, dass wir mehrere Stammzellmarker nebeneinander untersucht haben 

und somit einen Überblick verschiedener Stammzellmarker im Vergleich zueinander in 

Astrozytomen/Glioblatomen schaffen konnten. In den hier zitierten Studien (bis auf Ma et al., 

2008) wurden im Gegensatz nur einzelne oder wenige Marker untersucht. 

4.2 Immunhistochemischer Nachweis ausgewählter Marker in Glioblastomkryoschnitten 

Mit dem Verfahren der Fluoreszenz-Immunhistochemie konnten in dieser Arbeit die 

verschiedenen Marker Nanog, Sox2, Oct4, Musashi-1, CXCR4, MIB-1/Ki67 und GFAP 

dargestellt werden. Zur Beurteilung des quantitativen Vorkommens und der Morphologie der 

oben genannten Marker wurden entsprechende Immunfluoreszenzfärbungen der Marker in 

Einzel- und in Kombinationsfärbungen an Gefrierschnitten von humanen Glioblastomproben 

durchgeführt.  

In der Einzelfärbung konnten alle untersuchten Marker in allen Glioblastomproben detektiert 

werden. Die embryonalen Stammzellmarker Nanog und Oct4 zeigten sich in den prozentualen 

Anteilen ähnlich homogen verteilt. Musashi-1 und Sox2 als neurale Stammzellmarker wiesen 

eine etwas heterogene Verteilung der prozentualen Anteile auf. Sox2 wies hier die höchsten 

prozentualen Anteile positiver Zellen auf. Diese Beobachtung zeigte eine teilweise 

Übereinstimmung mit den zuvor untersuchten mRNA-Expressionswerten, welche die höchsten 

Werte in der Expression von Sox2 (und Sox2OT, das als nicht-kodierende RNA jedoch nicht 

mittels Immunhistochemie detektiert werden kann) bei den höher malignen Astrozytomen 

(WHO-Grad III und IV) aufzeigten. 

In den Doppelfärbungen galt es zu untersuchen, wie sich das Auftreten und die Verteilung von 

zwei Markern zu einander in den Glioblastomproben verhielt. Durch die Kombinationsfärbungen 

konnten regelmäßig doppel-gefärbte Zellen für zwei unterschiedliche Marker dargestellt werden. 

Für die Stammzellmarker Oct4, Nanog und Sox2 wurden in den Kombinationsfärbungen größere 

Anteile von ko-exprimierenden Zellen detektiert, welches auf eine gemeinsame Subpopulation 

hindeuten könnte. Ähnliche Beschreibungen gehen aus der bereits erwähnten Studie von Guo 

et al. (2011) hervor. In Studie von Guo et al. wurden die Marker Oct4, Nanog und Sox2 an 

Astrozytomgewebeschnitten WHO-Grad II - IV immunhistochemisch nachgewiesen. Die Studie 

kam zu dem Ergebnis, dass besonders in den WHO-Graden III und IV höhere Anteile der 

Marker verzeichnet werden konnte. Es wurden WHO III-Grad-Tumoren in der 
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Doppel-Immunfluoreszenz untersucht, wobei es sich ergab, dass ein Großteil der Oct4 

exprimierenden Zellen auch Nanog und Sox2 exprimierte. Die Befunde der vorliegenden Arbeit 

sind vergleichbar mit den Beobachtungen von Guo und Kollegen. In den untersuchten 

hochmalignen Glioblastomproben dieser Arbeit konnten ebenfalls große Anteile an 

ko-exprimierenden Zellen in den Doppelfärbungen von Nanog/Oct4, Nanog/Sox2 und Oct4/Sox2 

nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstreichen die enge funktionelle Beziehung der 

Stammzellmarker Nanog, Oct4 und Sox2. 

Eine Studie von Chao-Shi Niu et al. (2011) beschreibt die immunhistochemische 

Kombinationsfärbungen von Nanog und GFAP an Gliomschnitten. Die Studie zeigte, einen 

geringen Anteil an Zellen, die eine Ko-Expression für Nanog und GFAP aufwiesen. Jedoch 

waren die Anteile der GFAP-positiven Zellen in der Studie von Chao-Shi Niu und Kollegen in 

Grad IV Astrozytomen geringer im Verhältnis zum Anteil der Nanog-positiven Zellen. In dieser 

Arbeit wurde GFAP (saures Gliafaserprotein) zur Darstellung astrozytärer Zellen genutzt. In den 

Kombinationsfärbungen mit den Stammzellmarkern Oct4, Nanog und Sox2 konnten hier nur 

geringe Anteile ko-exprimierender Zellen detektiert. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es 

hier nicht um astrozytäre oder um evtl. nicht differenzierte Zellen handelt. Insgesamt lag der 

prozentuale Anteil der GFAP-positiven Zellen in dieser Arbeit mit über 70 % sehr hoch, welches 

nicht im Einklang mit den Ergebnissen der Studie von Chao-Shi Niu und Kollegen steht. 

Die Wachstumsfraktion wurde in Doppelfärbungen mit dem Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 in 

Kombination mit den bekannten Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 überprüft. In der 

Literatur wird die Expression Ki67 bei Glioblastomenschnitten sehr variabel von niedrigen bis zu 

hohen Proliferationsraten von 40 % beschrieben (Zuber et al., 1988; Giangaspero et al., 1987). 

In den vier untersuchten Glioblastomproben lagen die prozentualen Gesamtanteile der MIB-

1/Ki67 positiven Zellen im Durchschnitt zwischen 5,6%-9,0%. Interessanterweise waren die 

durchschnittlichen prozentualen Anteile der gemeinsam positiven Zellen der 

Kombinationsfärbungen mit 0,8 % - 1,9 % gering. Diese Befunde deuten somit auf die langsame 

Zellteilung von Zellen mit Stammzellcharakter hin, ähnlich wie es auch von den adulten 

Stammzellen bekannt ist. 
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4.3 Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene in Glioblastom-Zelllinien 

Die im Verlauf dieser Arbeit genannten embryonalen Stammzellmarker Nanog, Oct4, KLF4 und 

cMyc sowie die neuralen Stammzellmarker Sox2 und Musashi-1 wurden hinsichtlich ihrer 

Genexpression in den Tumorzelllinien A172, U118, U343, U373, T98G, A764 und A767 mittels 

realtime RT-PCR auf mRNA-Ebene analysiert.  

Bereits zuvor konnten Stammzellmarker in Tumorzelllinien von Astrozytomen und anderen 

malignen Tumoren nachgewiesen werden. In einer Studie von Annovazzi et al. (2011) wurde in 

den astrozytären Tumorzelllinien 010627 und U87-MG Sox2 nachgewiesen.  

Unter den sechs genannten Markern zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit eine unterschiedliche 

Verteilung. Nanog und KLF4 wiesen eine heterogene mRNA-Expression von einer eher 

niedrigen bis moderaten Expression auf. Oct4 und Musashi-1 zeigten eine insgesamt 

homogenere und moderate Expression. Die Expression von cMyc und Sox2 zeigte sich auch 

variabel, allerdings konnten hier teilweise hohe bis sehr hohe Expressionswerte detektiert 

werden. Sox2 zeigte die höchsten Expressionswerte und in der Zusammenschau mit den 

vorherigen Untersuchungen erscheint Sox2 zum wiederholten Male mit der stärksten Expression 

unter den untersuchten Stammzellmarkern. Bereits in der Genexpressionsanalyse der soliden 

Gewebeproben und in den prozentualen Anteilen der immunhistochemischen Färbungen 

konnten höhere Werte für Sox2 verzeichnet werden. Dies könnte zu einem an der wichtigen 

Bedeutung eines neuralen Stammzellmarkers liegen (Komitova et al., 2004) und zum anderen 

an der Aggressivität des Glioblastoms. Die Expression von Sox2 wird mit einer Korrelation eines 

erhöhten Malignitätsgrad beschrieben (Annovazzi et al., 2011) sowie eine wichtige Rolle in der 

Tumorigenität und der medikamentösen Resistenz (Song et al., 2016) zugeschrieben. Diese 

Merkmale sind typisch für das Glioblastom. 

Schon in den 1980iger Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen Glioblastomen und cMyc 

untersucht (Trent et al., 1986). Die höhere Expression von cMyc in allen Tumorzelllinien in 

dieser Arbeit könnte ein Hinweis auf die hochgradige Malignität der Glioblastome sein. So wurde 

eine erhöhte Expression von cMyc bereits mit der einer vermehrten Aggressivität und einem 

schlechteren klinischen Outcome bei Malignomen beschrieben (Lin et al., 2012).  
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In dieser Untersuchung konnten wir nun eine Übersicht über die Expression verschiedener 

Stammzellmarker in mehreren Glioblastomzelllinien schaffen; dies wurde in bisherigen 

Untersuchungen nicht angestrebt. Diese Arbeiten konzentrierten sich eher auf die Untersuchung 

weniger Marker bzw. einzelner Tumorzellinien. 

Wir fanden in unserer Arbeit heraus, dass die Stammzellmarker von allen Glioblastomzelllinien 

exprimiert wurden, allerdings wies sich keine der Tumorzelllinien als herausstechend mit 

besonders homogener oder starker Expression für alle Marker. Jede Glioblastomzelllinie 

exprimierte sehr individuell die einzelnen Stammzellmarker und somit sind diese Zelllinien nur 

bedingt als Modell für Untersuchungen zum Tumorstammzellverhalten geeignet. Jedoch ist 

beschrieben, dass der Gebrauch von Neural Stem Cell Medium geeignet ist, Tumorstammzellen 

aus Gliomzelllinien zu isolieren und im undifferenzierten Zustand zu halten (Zhou et al., 2009). 

Durch den Einsatz des Neural Stem Cell Mediums besteht eventuell die Möglichkeit die 

Tumorstammzellen in den Glioblastomzelllinien im undifferenzierten Zustand zu stabilisieren und 

somit Glioblastomzelllinien eher als Modell geeignet zu machen.  

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick 

Schlussfolgernd lässt sich nun sagen, dass wir mit unserer Arbeit nachweisen konnten, dass 

Stammzellmarker in Astrozytomen und Glioblastomen in situ und in vitro mit unterschiedlicher 

Intensität exprimiert werden. Die Ergebnisse der mRNA-Expression in soliden Tumorproben 

zeigten, dass sich die untersuchten Stammzellmarker stets finden und mit der Malignität 

teilweise in der Expression ansteigen; die höchsten Expressionswerte konnten für Sox2/Sox2OT 

beobachtet werden. Dies könnte auf eine wichtige funktionelle Rolle dieser 

Transkriptionsfaktoren im Tumorgeschehen hinweisen. 

Hinsichtlich eines ‚Master-Stammzellmarkers’ bzw. einer wiederkehrenden Kombination von 

Stammzellmarkern ergab sich in den immunhistochemischen Färbungen kein typisches Muster, 

anhand dessen sich eine Tumorstammzelle identifizieren ließ. Ko-Expressioenen der 

verschiedenen Stammzellmarker konnten in unterschiedlichem Maße beobachtet werden; oft 

war der Anteil kleiner als der einfach positiven Zellen. Die meisten ko-exprimierenden Zellen 

wurden bei den Stammzellmarkern Nanog, Oct4 und Sox2 beobachtet, was ein Hinweis auf das 

enge Zusammenspiel dieser Transkriptionsfaktoren ist.  
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Die Subpopulation der Glioblastomzellen mit Stammzellcharakter zeigte eine geringe bis sehr 

geringe Ko-Expression des Proliferationsmarkers MIB-1/Ki67, was darauf hindeutet, dass sich 

diese Zellen, ähnlich wie reife Stammzellen, langsam teilen. Auch bei den 

Kombinationsfärbungen mit GFAP und weiteren Stammzellmarkern zeigten sich überwiegend 

geringe Ko-Expressionen. Dies zeigt, dass die Tumorzellen mit Stammzellmarkern einen eher 

geringen Differenzierungsgrad aufweisen. Die letzten beiden Beobachtungen sprechen eher 

dafür, dass Zellen mit Stammzellcharakter aus vorbestehenden, wenig proliferienden Stamm-

oder Vorläuferzellen entstehen könnten. Wiederum deuten die genannten Beobachtungen der 

uneinheitlichen und unterschiedlich starken Ko-Expressionen der verschiedenen 

Stammzellmarker auf eine Aktivierung dieser Faktoren hin, welche durch De-Differenzierung der 

Tumorzellen in unterschiedlich starkem Maß aktiviert wurden und den Tumorzellen nun 

Stammzelleigenschaften – jedoch in unterschiedlich starker Ausprägung – verleihen.  

In unterschiedlicher Intensität wurden Nanog, Oct4, Sox2, KLF4, cMyc und Musashi-1 auf 

mRNA-Ebene in Glioblastomzelllinien exprimiert, so dass die einzelnen Zelllinien 

möglicherweise als Modell für die unterschiedlich stark differenzierten/de-differenzierten Zellen 

im Tumor dienen könnten. 

Zum Stichwort ‚Targeted Therapy’ könnten die untersuchten Stammzellmarker in Zukunft eine 

Rolle als spezifische Zielstrukturen in Diagnose und Therapie bei Glioblastomen darstellen. Die 

vorliegende Arbeit zeigt, dass hierbei eine sorgfältige Auswahl oder eine Kombination von 

Zielstrukturen notwendig ist, um einen möglichst großen Anteil der Tumorstammzellpopulation 

zu treffen. Die Selbsterneuerung und Proliferation von Tumorstammzellen sind essentielle 

Funktionen für die Entstehung von Tumoren, vor allem aber auch für ihre Progression und die 

Rezidivbildung. Eine Kontrolle dieser Eigenschaften könnte sich günstig auf die 

Heilungschancen und somit auf die Prognose des Glioblastoms und anderer 

Tumorerkrankungen auswirken, jedoch fehlen hierzu bis heute entsprechende erfolgreiche 

Forschungsergebnisse, so dass weitere Untersuchungen in der Zukunft erforderlich sind. 
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5 Zusammenfassung 

Die Tumorstammzellhypothese ist ein Erklärungsversuch für die Entstehung, Progression und 

Rezidivbildung von Tumorerkrankungen. Die Hypothese besagt, dass sich aus einer kleinen 

Subpopulation von Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften neue Tochtertumorzellen 

entwickeln und somit der Tumor in seinem Wachstum voranschreitet. Demnach könnten 

Untersuchungen über die Rolle der Tumorstammzellen in Astrozytomen und Glioblastomen 

möglicherweise das Verständnis für die Erkrankungen und für eventuelle Therapieansätze 

verbessern, denn insbesondere Glioblastome weisen bei einem fehlenden kurativen 

Therapieansatz sowie schneller Tumorausbreitung und Rezidivbildung bis heute eine schlechte 

Prognose mit kurzer Überlebenszeit auf.  

Der Schwerpunkt in dieser Arbeit lag darauf, die Expression verschiedener ausgewählter 

embryonaler und neuraler Stammzellmarker in humanen Astrozytomproben und 

Glioblastomzelllinien zu untersuchen und in einen vergleichenden Kontext zu setzen. Die 

Untersuchungen wurden auf mRNA-Ebene mittels realtime RT-PCR und auf Proteinebene 

mittels Fluoreszenz-Immunhistochemie unter Einbezug eines allgemeinen Proliferations- und 

eines astrozytären Markers durchgeführt.  

Die untersuchten embryonalen und neuronalen Stammzellmarker Nanog, Oct4, Sox2, KLF4 und 

cMyc ließen sich auf mRNA-Ebene in unterschiedlicher Expressionsstärke im Normalhirn, in 

Astrozytomen unterschiedlicher WHO-Grade und im Glioblastom nachweisen, wobei die 

Ausprägung der Expression je nach untersuchtem Marker und nach Entität sehr unterschiedlich 

stark ausgeprägt war. Generell war die mRNA- Expression im Normalhirn am niedrigsten und in 

den Tumorproben meist erhöht. Ein treppenartiger Anstieg mit der Malignität ergab sich 

insbesondere für Oct4 und Sox2/Sox2OT, wobei letzterer Marker die höchsten 

Expressionswerte in den Tumorproben aufwies.  

In der immunhistochemischen Beurteilung von vier soliden Glioblastomproben konnten die 

Stammzellmarker Nanog, Oct4, Sox2, Musashi-1 sowie der Chemokinrezeptor CXCR4, der 

Proliferationsmarker MIB-1/Ki67 und der astrozytäre Marker GFAP ebenfalls als heterogen 

ausgeprägt beobachtet werden. Die Kombinationsfärbungen von Nanog, Oct4 und Sox2 zeigten 

die größten Anteile ko-exprimierender Zellen, welches die enge funktionelle Beziehung der drei 

Stammzellmarker unterstreicht. Allerdings ergab sich in unseren Untersuchungen keine typische 

Tumorstammzell-Signatur mit bestimmter wiederkehrenden Kombination von Stammzellmarkern. 

In den Kombinationsfärbungen von MIB-1/Ki67 mit den verschiedenen Stammzellmarkern ließ 
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sich erkennen, dass die Zellen, welche Stammzellmarker tragen, sich erwartungsgemäß 

seltener teilen. Zellen mit Stammzellcharakter stellen somit in den Tumorproben eine 

Subpopulation ‚ruhender’ Zellen dar.  

In allen untersuchten Glioblastomzelllinien konnten die verschiedenen Stammzellmarker mit 

variierender mRNA-Expression detektiert werden. Alle Tumorzelllinien zeigten heterogene 

Expression der unterschiedlichen Stammzellmarker und umgekehrt zeigte kein 

Stammzellmarker eine gleichmäßig starke Expression bei allen Tumorzelllinien. Als Modell 

können die Tumorzelllinien für die unterschiedlich stark differenzierten/de-differenzierten Zellen 

im Tumor dienen, ihre Charakteristika sollten für weiterführende Untersuchungen sorgfältig 

berücksichtigt werden. 

Im Überblick deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Populationen der Tumorzellen mit 

Stammzellcharakter als sehr heterogen betrachtet werden müssen, einen einheitlichen Marker 

oder eine bestimmte Marker-Signatur konnte nicht identifiziert werden. Tumorzellen mit 

Stammzellcharakter könnten sowohl aus Tumorzellen durch De-Differenzierung wie auch aus 

Stammzellen entstanden sein. Die Expression von vielen Stammzellmarkern unterschiedlicher 

Intensität in vitro oder das überwiegende Vorkommen von Zellen mit einzelnen Markern und 

geringer in Kombination mit bestimmten Markern in situ, sprechen möglicherweise eher für die 

Entstehung aus Tumorzellen. Auf die Entstehung aus Stammzellen hingegen könnte die geringe 

Teilungsrate in situ hindeuten. Die Frage der Herkunft der Tumorstammzellen lässt sich jedoch 

in situ und in vitro nicht hinreichend beantworten. Unabhängig hiervon könnte die in unserer 

Studie beobachtete Heterogenität der Stammzellmarker jedoch im Hinblick auf zelluläre 

Zielstrukturen in Astrozytomen/Glioblastomen bezüglich zukünftiger Therapien und 

diagnostischer Methoden von Bedeutung sein. 
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