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Einleitung

1. Einleitung

Das Glioblastom (WHO Grad IV) zahlt trotz multimodaler Therapiekonzepte noch immer
zu den todlichsten Krebsformen Erwachsener mit einer medianen Uberlebenszeit von
weniger als 15 Monaten und infauster Prognose (Louis et al., 2007; Louis et al., 2016).
Glioblastome zeichnen sich durch ein diffus infiltratives Wachstum, Resistenz gegen
Strahlen- und Chemotherapie und eine hohe Rezidivneigung aus. Die Entdeckung
tumorinitiierender Krebsstammzellen innerhalb hypoxischer intratumoraler Nischen im
Glioblastom lieferte neue Erklarungsansatze fur die hohe Rezidivrate und
Therapieresistenz. Daneben konnten zahlreiche miRNA’s in malignen Tumoren
nachgewiesen werden, welche einen wichtigen Einfluss auf die Tumorprogression
nehmen und von prognostischer Relevanz sind. Ziel der Arbeit war, unter normoxischen-
(21% Oz) und hypoxischen (1% 0O,) Bedingungen an verschiedenen
Glioblastomzelllinien, in vitro und in vivo den Einfluss von miRNA210 auf den

Stammzellph&notyp und die Tumorprogression im Glioblastom zu untersuchen.
1.1. Gliome: Ubersicht, Klassifikation, Klinik, Diagnostik, Therapie

1.1.1. Ubersicht der Gliome

Als Gliome werden Hirntumore des zentralen Nervensystems bezeichnet, die von
Gliazellen ausgehen. Sie kénnen im Gehirn und Rickenmark auftreten. Der Begriff
Gliom wurde erstmals von Rudolf Virchow (1821-1902) in seinen Vorlesungen ,Die
krankhaften Geschwiilste“ verwendet. Wesentliche Grundlagen zum Verstandnis der
Gliome (Ohgaki & Kleihues, 2009) gehen auf Harvey Cushing und Percival Bailey aus
den 1920er Jahren zuriick. Sie unterteilten die Tumore aufgrund gewisser Ahnlichkeiten
mit Gliazellen und fiihrten den Begriff Glioblastoma multiforme ein. Die erste Operation
eines Patienten mit Glioblastom erfolgte 1904 in Wien. 1949 entwickelte James Watson
Kernohan das Konzept der biologischen Graduierung und unterteilte Gliome in 4 Grade
(Kernohan, Mabon, & et al., 1949). Klaus Joachim Zilch fusionierte wiederum das
Graduierungskonzept von Kernohan mit dem Konzept von Cushing/Bailey (Zulch, 1952)
und schuf die Grundlagen der heutigen WHO Klassifikation (World Health Organisation)
von Tumoren des zentralen Nervensystems (Louis et al., 2016). Die WHO Klassifikation
fur Tumore des zentralen Nervensystems umfasst tber 100 Tumorentitaten und basiert
auf histopathologischen, immunhistochemischen- und molekularpathologischen
Parametern. Grundlage fur die neue aktuelle WHO Klassifikation war ein Treffen im

Jahre 2014 in der niederlandischen Stadt Haarlem. Dort wurde ein Konzept (Haarlem
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Consensus Richtlinien) zur Inklusion histologischer und molekularer Daten zu einer

integrativen Diagnose erarbeitet (Louis et al., 2014).

In Deutschland liegt die Inzidenzrate fur Gliome pro Jahr bei 5.3/100.000 Einwohnern.
Nach den Leukamien stellen die Gliome die zweithdufigste Tumorerkrankung im
Kindesalter dar (Ohgaki & Kleihues, 2005). Unter den priméar hirneigenen Tumoren
stellen die astrozytar differenzierten Gliome mit bis zu 90% die grof3te Gruppe dar
(Dolecek, Propp, Stroup, & Kruchko, 2012; Ostrom et al., 2015)

i Glioblastom ® Anaplastisches Astrozytom & Andere Gliome
u Diffuses Astrozytom @ Ependymom @ Malignes Gliom NOS
H Oligoastrozytom # Oligodendrogliom H Pilozytisches Astrozytom

Abbildung 1.1. Verteilung primérer Hirntumore und Gliome nach histologischen
Subtypen gemalR CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United States)
Statistical Report: Primary Brain and Central Nervous System Tumors Diagnosed
in the United States in 2005 -2009. Modifiziert nach (Dolecek et al., 2012).

1.1.2. Klassifikation

Bei den Gliomen handelt es sich um eine heterogene Gruppe gut- und bdsartiger
Tumore, welche anhand ihrer biologischen Wertigkeit in benigne Gliome (WHO Grad I)
und maligne Gliome (WHO Grad V) eingeteilt werden. Gliome werden zudem danach
unterteilt, welchem glialen Zelltyp sie am meisten &hneln. Entsprechend werden
Astrozytome, Oligodendrogliome und Ependymome unterschieden. Bis heute konnte
nicht eindeutig geklart werden, aus welchen Zellen das Glioblastom hervorgeht. Unter
den astrozytaren Gliomen wird das pilozytische Astrozytom dem WHO Grad |, das
diffuse Astrozytom dem WHO Grad Il, das anaplastische Astrozytom dem WHO Grad I
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und das Glioblastom, welches tiber 50% aller astrozytaren Gliome ausmacht, dem WHO

Grad IV zugeordnet.

Astrozytare und WHO WHO WHO WHO
oligodendrogliale Tumore Grad | Grad I Grad I Grad IV

Subependymales- Riesenzell-
Astrozytom

Pilozytisches
Astrozytom

Pilomyxoides
Astrozytom

Pleomorphes
Xanthoastrozytom

Anaplastisches
pleomorphes Xanthoastrozytom

Diffuses Astrozytom,
IDH-mutiert

Gemistozytisches Astrozytom,
IDH-mutiert

Diffuses Astrozytom,
IDH-Wildtyp

Diffuses Astrozytom,
NOS

Anaplastisches Astrozytom,
IDH-mutiert

Anaplastisches Astrozytom,
IDH-Wildtyp

Anaplastisches Astrozytom,
NOS

Glioblastom,
IDH-Wildtyp

Riesenzell
Glioblastom

Gliosarkom .

Epitheloides
Glioblastom

Glioblastom,
IDH-mutiert

Glioblastom,
NOS

Diffuses Mittellinien Gliom,
H3 K27M-mutiert

Oligodendrogliom IDH-mutiert,
1p19q codeletiert

Oligodendrogliom,
NOS
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Astrozytare und WHO WHO WHO WHO
oligodendrogliale Tumore Grad | Grad I Grad I Grad IV

Anaplastisches Oligodendrogliom
IDH-mutiert, 1p19q codeletiert

Anaplastisches
Oligodendrogliom, .

NOS

Oligoastrozytom,
NOS

Anaplastisches
Oligoastrozytom, .
NOS

Tabelle 1.1. Ausgesuchte diffuse Gliome analog der aktuellen WHO Klassifikation
(Louis et al., 2016).

Aktuell werden astrozytare und oligodendrogliale Gliome WHO Grad II-IV anhand von
Mutationen in den Genen fur Isocitratdehydrogenase 1 (IDH) oder
Isocitratdehydrogenase 2 in IDH mutierte und nicht IDH mutierte (wild-typ) differenziert.
Die IDH mutierten werden wiederum in zwei Gruppen unterteilt. In eine Gruppe werden
Oligodendrogliome (WHO Grad II-11I) mit Codeletion der Chromosomenarme 1p und 19q
sowie Mutationen im Telomerase Reverse Transkriptase (TERT)- Promotor eingeteilt.
Die andere Gruppe entspricht den nicht Codeletierten Astrozytomen (WHO Grad II-1V),
welche eine TP53 (Tumorsuppressorgenprodukt) — und ATRX (Alpha Thalassamie
mental Retardierungs Syndrom x-linked) Mutation aufweisen (Eckel-Passow et al., 2015;
Weller et al., 2015).

Die meisten Glioblastome entstehen de novo, d.h. ohne ein zuvor bekanntes
niedergradiges Gliom und machen den Grof3teil der IDH-Wildtyp Gliome aus. Primare
Glioblastome mit IDH Mutation sind selten (<10%). Molekulargenetisch finden sich
Zugewinne auf Chromosom 7, Verluste auf Chromosom 10, Telomerase Reverse
Transkriptase (TERT)- Mutationen und Amplifikationen verschiedener Onkogene,
insbesondere des Gens flr den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) auf
Chromosom 7. Die Prognose der Gliome korreliert sehr eng mit der genetischen Eint
eilung (Sturm et al., 2012).
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Gliale VorlduferzellenTumorsiammzellen?

" 3

Vorlduferzelle mitIDH 1 oder IDHZ Mutation Vorliuferzelle IDH 1
{=B0%%) und IDH2 Wildtyp
TP53
$ ’ Mutatian 710
o Miedergradiges bl EGFR Amplifikafion 40%
Astrozytom Miustat TERT Promator Mutation
1 1"';'” PTEN Mutation {30%)
1 3 .fmf TP53 Mutatian (28%)
COKN2A! HF1 Aleratian (20%)
Anaplastisches Anaplastisches B MDM2 Amnplifikation [ 15%)
¥ oligedendrogliom Astrozytom : MDA Ampiifikation (7%)
Mutation igodendrogl ;‘:‘;g: IDH Mutation (<4%)
¥ Dedatian
Sekundéres (»60%) Priméres de novo
Glioblastom Glioblastom
e Calth - Ca.00%,
Intermediare
Gute Prognoss Prognose Schlechie Proghose

Abbildung 1.2. Molekularpathologische Veranderungen in astrozytaren und
oligodendroglialen Gliomen. Madifiziert nach (Ohgaki & Kleihues, 2009); Reuss et al.
und Weller et al. 2015

1.1.3. Klinik, Diagnostik und Therapie

Die klinischen Symptome eines intrakraniellen Prozesses kdnnen sich anhand neu
aufgetretener fokaler- oder generalisierter Krampfanfalle, Zeichen erhdohten Hirndrucks
wie  beispielsweise  Ubelkeit und Erbrechen und Bewusstseins- und
Personlichkeitsveranderungen manifestieren. Bei Verdacht auf einen Hirntumor sollten
eine Klinisch- neurologische Untersuchung und eine Magnetresonanztomographie
(MRT) mit und ohne Kontrastmittelgabe durchgefiihrt und bei Verlaufskontrollen die
gleichen Ebenen gewahlt werden (Leitlinien analog der neuroonkologischen
Arbeitsgemeinschaft, NOA). Ein haufiger MRT Befund, insbesondere bei Verdacht auf
ein malignes Gliom, ist eine ringférmige Kontrastmittelanreicherung, welche durch eine
vermehrte Vaskularisation des pathologischen Prozesses mit Affektion der Blut-Hirn-
Schranke entsteht. Der in der Bildgebung nachgewiesene pathologische Prozess sollte,
wenn moglich, durch eine stereotaktische Biopsie oder offene Resektion
neurochirurgisch und histopathologisch abgeklart werden. Die weniger invasive
stereotaktische Biopsie, welche sich zum Beispiel bei Inoperabilitdt oder eingeschrankter
Anasthesiefahigkeit &alterer Patienten anbietet, weist mit Entnahme serieller
Biopsiezylinder <5mm? trotz der geringen ProbengroRRe eine hohe Treffsicherheit und

diagnostische Zuverlassigkeit auf (D. Jain et al., 2006; Tilgner, Herr, Ostertag, & Volk,

5
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2005). Bereits wahrend der navigierten Entnahme von Serienbiopsien kann innerhalb
weniger Minuten durch einen Neuropathologen im Operatiossaal anhand von
Ausstrichpréparaten eine histomorphologische Begutachtung erfolgen. Neben der
histologischen Diagnosesicherung ricken erganzende molekularpathologische
Untersuchungen immer mehr in den Vordergrund. Unterschieden werden diagnostische
Marker zur genaueren Klassifizierung (IDH, 1p19q), prognostische Marker zur
Vorhersage der Prognose (1p19g, MGMT-O®%-methylguanin~DNA methyltransferase)
und pradiktive Marker (1p19g, MGMT) zur Aussage Uber ein Therapieansprechen
(Cairncross et al., 2013; Hegi et al., 2005; van den Bent et al., 2013; Wick, Wiestler, &
Platten, 2015). Anhand von Next Generation Sequenzierungs (NGS)- und
Arrayverfahren konnte eine grof3e Anzahl diagnostischer Gensignaturen (Zacher et al.,
2016) mit Ausblick auf eine zielgerichtete Therapie wie z.B. bei nicht kleinzelligen EGFR
mutierten Bronchialkarzinomen (Kwak et al.,, 2010), BRAF mutierten Melanomen
(Berghoff & Preusser, 2017; Davies et al., 2002), chronischen Leukéamien mit BCR-ABL
Translokation (Druker, 2001) und HER2 amplifizierten Mammakarzinomen (Slamon &
Pegram, 2001) identifiziert werden. Die Therapie der diffusen Gliome besteht generell in
der chirurgischen Resektion, gefolgt von einer Strahlen- und Chemotherapie (s. Kapitel
1.2.3. Therapie und Prognose des Glioblastoms).

1.2. Glioblastom: Epidemiologie, Inzidenz und Risikofaktoren,

Histo- und Molekularpathologie, Therapie und Prognose

Das Glioblastom z&hlt zu den haufigsten primaren malignen astrozytar differenzierten
Hirntumoren des Erwachsenen und entspricht dem WHO Grad IV. Trotz komplexer
multimodaler Therapiekonzepte mit chirurgischer-, Radio- und Chemotherapie ist die
Prognose infaust und die mittlere Uberlebenszeit betragt nur 14,9 Monate (Chinot et al.,
2014; Stupp et al., 2005; Thakkar et al., 2014). Es wird unterschieden zwischen priméaren
und sekundaren Glioblastomen, welche sich Uber unterschiedliche genetische
Veranderungen entwickeln (s. Kapitel 1.1.2. Klassifikation der Gliome, 1.2.2 Histo-und
Molekularpathologie), Patienten unterschiedlicher Altersgruppen betreffen und einen
unterschiedlichen Krankheitsverlauf aufweisen (Reuss, Kratz, et al., 2015; Reuss, Sahm,
et al.,, 2015; Schwartzentruber et al., 2012; Sturm et al.,, 2014). Fast 90% der
Glioblastome entstehen de novo, das heil3t ohne eine bekannte Vorlauferlasion. Die
tibrigen 10% entsprechen sekundaren Glioblastomen, welche sich langsam aus einem
diffusen Astrozytom WHO Grad Il oder anaplastischen Astrozytom WHO Grad il

entwickeln und bei jingeren Patienten auftreten.
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1.2.1. Epidemiologie, Inzidenz und Risikofaktoren

Die Inzidenz in der westlichen Welt liegt bei 2-3 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner und ist damit héher als die der asiatischen und afrikanischen L&nder. Mit
45,2% der malignen primaren Hirntumore, 54% aller Gliome und 16% aller primaren-
und sekundaren Hirntumore macht das Glioblastom einen Grofteil der Gliome aus
(Ostrom et al., 2013; Ostrom et al., 2015). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64
Jahren, wobei Manner haufiger erkranken (6/100.000) als Frauen (4.5/100.000) und
Menschen mit weil3er Hautfarbe doppelt so oft wie die schwarze Bevolkerung (Louis et
al., 2007). Glioblastome wachsen bevorzugt supratentoriell in den Hemispharen (frontal,
parietal, temporal und occipital). Seltener finden sich, bei deutlich jingeren Patienten,
Glioblastome im Kleinhirn, welche histo- und molekularpathologisch von niedergradigen
Gliomen, insbesondere dem pilozytischen Astrozytom (WHO Grad |) abzugrenzen sind.
Bei entsprechender Grolienausdehnung des Tumors resultiert ein erhghter
intrakranieller Druck mit Gefahr der Einklemmung. Eine liquorigene Metastasierung bei
Gliomen ist sehr selten.

Die ursachlichen Mechanismen fir die Entstehung der Glioblastome sind bislang nicht
genau bekannt. Risikofaktoren fur die Entstehung sind eine vorausgegangene
ionisierende Bestrahlung z.B. bei einer Leukdmie im Kindesalter. Umgebungsbedingte
Risikofaktoren konnten bis jetzt nicht eindeutig nachgewiesen werden (Ohgaki, 2005).
Es gibt Hinweise auf eine Assoziation von immunologischen Erkrankungen und dem
Auftreten von Gliomen. Eine geringere Haufigkeit zeigte sich bei Patienten mit Allergien
oder atopischen Erkrankungen wie Asthma oder Ekzemen (Thakkar et al., 2014). Keine
Assoziation zeigte sich hingegen bei Zigaretten- und Alkoholkonsum. Inkonsistente
Ergebnisse zeigten sich bei der Verwendung von Mobiltelefonen (Benson et al., 2013;
Hardell & Carlberg, 2009). Nur eine geringe Anzahl von 5% der Patienten weisen eine
positive Familienanamnese auf, zum Beispiel in Assoziation mit einer genetischen
Erkrankung wie der Neurofibromatose Typ | (Farrell & Plotkin, 2007), Turcot-Syndrom
(Grips et al.,, 2002), multiple endokrine Neoplasie Typ Il A (Sanchez-Ortiga, Boix

Carreno, Moreno-Perez, & Pico Alfonso, 2009).
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1.2.2. Histo- und Molekularpathologie

Histopathologisch weist das Glioblastom Malignitatszeichen wie eine zellulare
Polymorphie, nukledre Atypie, erh6hte Mitoserate, GefalRthrombosen und tumoreigene
Nekrosen mit Pseudopalisading auf. Eine Besonderheit sind intratumorale glomeruloide
Gefal3proliferate, welche von diskontinuierlichen Perizytenanordnungen umgeben
werden, die keinen Kontakt zu astrozytaren EndfiRen aufweisen (Rojiani & Dorovini-Zis,
1996).

Abbildung 1.3. Histopathologische Charakteristika des Glioblastoms: (A)
Polymorpher diffus infiltrierender astrozytar differenzierter Tumor mit glomeruloiden
Gefalproliferaten in der Haimatoxylin-Eosin Farbung. (B) Immunhistochemische VEGFR
Expression innerhalb glomeruloider GefaRproliferate. (C) Immunhistochemische GFAP
Expression astrozytdrer Tumorzellfortsdtze unter Aussparung der GefalRe. (D)
Tumoreigene Nekrosen mit Pseudopalisading in der Hamatoxylin-Eosin Farbung
(Skalierungsbalken = 50um).

Anhand der beschriebenen histologischen Charakteristika alleine kénnen primére und
sekundéare Glioblastome nicht voneinander unterschieden werden. In den letzten Jahren
wurden eine Reihe molekularpathologischer Veradnderungen identifiziert, deren
Haufigkeitsverteilung zwischen priméaren- und sekundéaren Glioblastomen sehr
unterschiedlich ist (Kapitel 1.1.2.). Daneben konnte ein unterschiedliches
Therapieansprechen beobachtet werden, was wiederum vermuten lasst, dass es sich
bei den jeweiligen Tumorentitaiten um unterschiedliche Subtypen handelt und
mutmalflich ein Zusammenhang mit der Entstehung der unterschiedlichen Entitaten
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besteht (Eckel-Passow et al., 2015; Filbin & Suva, 2016; Louis et al., 2007; Louis et al.,
2016; Sturm et al., 2014). Die funktionellen und molekularen Veranderungen betreffen
jedoch die gleichen Signalwege. Es handelt sich dabei insgesamt um Mutationen in
Signalwegen, die in die Regulation von Apoptose, Migration, Proliferation und Zellzyklus
eingreifen.  Insbesondere  involviert sind der EGFR/RAS/NF1/PTEN/PIK3
(Zellproliferation, Blockade von Apoptosen); der P16™K4a/CDK4/RB1 (Zellzyklus,
Proliferation) -und TP53/MDM2/MDM4/P14”RF Signalweg (Ohgaki & Kleihues, 2009). Im
Jahre 2008 wurde im ,The cancer genome atlas® (TCGA) an einer grof3en
Patientenkohorte von 91 Patienten und 601 Genen ein Mutationsspektrum des
Glioblastoms erstellt. Auf dieser Basis teilten Verhaak et al. im Jahre 2010 Glioblastome
in vier Subtypen, den proneuralen-, neuralen-, klassischen- und mesenchymalen
Subtyp, ein. Bei fast allen Subtypen konnten TP53- und RB (Retinoblastom)- Mutationen
und Mutationen im Rezeptortyrosinkinase (RTK)- Sighalweg nachgewiesen werden. Als
besonderes Charakteristikum wurde fir den klassischen Subtyp eine Amplifikation von
Chromosom 7 und EGFR (Epidermal Growth Factor Rezeptor, EGFR entspricht einem
Apoptose reduzierenden und Zellwachstum stimulierenden Rezeptor) und eine Deletion
von Chromosom 10 beschrieben. Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 fanden
sich kaum im klassischen Subtyp. Der mesenchymale Subtyp zeichnete sich durch
Deletionen im Chromosom 17 (hemizygote LOH 17qll1.2) aus, welches das
Neurofibromin 1 Gen enthalt. Zudem fand sich, vermutlich als Folge der intratumoralen
Nekrose und Entziindungsreaktion, innerhalb des mesenchymalen Subtyps eine
vermehrte Expression von Proteinen des NF-kB Signalweges und Tumornekrosefaktor
assoziierter Gene. Im proneuralen Subtyp fanden sich insbesondere PDGFRA
Alterationen und Punktmutationen im IDH1-Gen. Daneben konnten haufig TP53
Mutationen und TP53 LOH (Verlust der Heterozygotie) nachgewiesen werden. Im
neuralen Subtyp konnte eine vermehrte Expression neuronaler Marker wie NEFL
(Neurofilament), GABRA1 (Gamma-aminobutyric-Rezeptor) und SYT1(Synaptotagmin)
nachgewiesen werden (Verhaak et al., 2010). Sturm et al. unterteilten Glioblastome
anhand unterschiedlicher DNA Methylierungsprofile in sechs Subgruppen, welche mit
spezifischen molekularen Alterationen und klinischen Parametern korrelieren. Zwei
Subgruppen, die gehauft bei Kindern und Jugendlichen auftreten, zeichnen sich durch
Mutationen im Gen fir das Histon H3.3 aus. Zum einen K27 mutierte, meistens
padiatrische Glioblastome des proneuralen Subtyps, daneben G34 mutierte
Glioblastome. Als dritte Gruppe fanden sich IDH mutierte Glioblastome, die mit dem
proneuralen Subtyp korrelieren, RTK | Glioblastome, die mit PDGFRA Amplifikation
einhergehen, RTK Il mit klassischem Subtyp des Glioblastoms korrelierend und ein

mesenchymaler Subtyp (Sturm et al., 2012). Priméare Glioblastome zeigen haufig (>45%)
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Mutationen oder Amplifikationen im Chromosom 7, speziell des EGFR Lokus (kodiert
den epidermalen Wachstumsfaktor auf 7pl1-12). Der EGFR Rezeptor ist ein
Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat, dessen Aktivierung tber
Bindung unterschiedlicher Liganden erfolgt. Mutationen im EGFR Gen tragen Uber eine
Aktivierung des nachgeschalteten Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase/AKT-
Signalweges zur erhohten Proliferation, Induktion der Angiogenese, Migration und
Hemmung der Apoptose bei. In vielen Tumoren ist EGFR hochreguliert, was zu
unkontrolliertem Wachstum und verstarkter Metastasenbildung fiihrt, ferner zu einer
geringeren Chemo- und Radiosensitivitat. Es finden sich Mutationen oder
Amplifikationen des CDK6 Lokus (kodiert die Cyclin-abhéngige Kinase 6) auf 7g21.
Haufig finden sich auferdem Verluste bzw. Deletionen der Heterozygotie des
Chromosoms 10 (LOH 10g und 10p), Zugewinne auf dem langen Arm von Chromosom
19, Vermehrungen genetischen Materials auf den Chromosomen 1q, 12q, 20q und 21.
Typische Verluste, neben den bereits erwahnten auf den Chromosomen 10 bzw. 10q
sowie 9p, konnten vor allem auf 1q, 6q, 13q, 14q, 19q und 22q detektiert werden (Eckel-
Passow et al., 2015; Louis et al., 2007; Ohgaki & Kleihues, 2007; Sturm et al., 2014).
Des Weiteren finden sich homozygote Deletionen von CDKN2A/B, P16™K4 und RB1
(Retinoblastom Signalweg), Mutationen von PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog),
TERT Mutationen (Telomerase reverse Transkriptase), weniger haufig eine
Uberexpression der Gene MDM2 und MDM4 (mouse double minute) und selten
Mutationen der Isocitratdehydrogenase (IDH). Sekundére Glioblastome weisen in ca.
65% eine TP53 (Tumorsuppressorgen)- und ATRX (Alpha Thalassdmie/mental
Retardierungs  Syndrom  X-linked)  Mutation sowie eine  Mutation im
Isocitratdehydrogenase 1 Gen auf (ca. 80%). Typische nachzuweisende Aberrationen in
sekundaren Glioblastomen umfassen Zugewinne auf den Chromosomen 8q, 10p, 12p
und 17q, wahrend Verluste laut Literatur haufig auf 3p, 4q, 5q und 11p zu finden sind.
Auch Verluste auf 22q, 18g und 199 konnten in einer héheren Haufigkeit in sekundaren
als in primaren Glioblastomen nachgewiesen werden (Eckel-Passow et al., 2015; Sturm
et al., 2014; Weller et al., 2015).

1.2.3. Therapie und Prognose

Die Therapie des Glioblastoms (analog der Leitlinie AWMF) umfasst die chirurgische
Versorgung mittels Tumorreduktion und Dekompression und liefert unter Zuhilfenahme
von 5-Aminolavulinsdure bei weitestgehend vollstandiger Resektion Hinweise auf einen
Uberlebensvorteil (Stummer et al., 2006). Anzumerken ist, dass die eigentliche
Tumormasse aufgrund der Biologie und des diffus infiltrativen Tumorwachstums tber

die makroskopisch erkennbare Tumormasse hinausgeht. Zudem hat die Pravention
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postoperativer neurologischer Defizite bei Gliomen, die nicht vollstandig resezierbar sind
(Tumorlokalisation innerhalb eines eloquenten Areals) héhere Prioritat als der Versuch
einer radikalen Operation. Zur Dokumentation des operativen Ergebnisses und zum
Ausschluss einer friihen postoperativen Komplikation (z.B. Blutung) wird innerhalb der
ersten 72 Stunden nach Operation eine Magnetresonanztomographie (MRT) mit und
ohne Kontrastmittel durchgefuihrt. Der Tumorresektion folgt eine Radiotherapie mit einer
Gesamtdosis von 60 Gy und abhangig vom Alter und MGMT Promotor-
Methylierungsstatus eine konkomitante Chemotherapie mit Temozolomid gefolgt von
einer adjuvanten Chemotherapie mit 6 Zyklen Temozolomid (Hegi et al., 2005; Stupp et
al.,, 2005). Temozolomid ist ein alkylierendes, Blut-Hirn-Schranken géngiges
Chemotherapeutikum, welches die DNA Replikation hemmt und oral verabreicht werden
kann. O%-methylguanin—~DNA methyltransferase (MGMT) ist ein DNA Reparaturenzym,
das die durch eine alkylierende Chemotherapie entstandenen DNA Schaden behebt. Die
Methylierung des MGMT-Promotors fihrt zu einer verminderten Transkription des
MGMT-Gens, was eine verminderte DNA Reparatur und erhéhte Empfindlichkeit der
Tumorzellen gegeniiber Temozolomid zur Folge hat (Hegi et al., 2005). In den Arbeiten
von Hegi und Stupp et al. aus dem Jahre 2005 konnte in einer randomisierten
prospektiven 573 Probanden umfassenden Studie gezeigt werden, dass eine
konkomitante Gabe von Temozolomid plus Radiotherapie bzw. eine adjuvante Gabe von
Temozolomid nach Radiotherapie das Uberleben von Patienten mit neu diagnostiziertem
Glioblastom signifikant verbessert. Die Uberlebenszeit stieg von 12,1 Monate bei
Patienten die nur bestrahlt wurden auf 14,6 Monate bei kombinierter Radio- und
Chemotherapie (Stupp et al., 2009). Die zwei Jahres-Uberlebensrate lag bei 26,5% bei
kombinierter Radio-Chemotherapie im Vergleich zu 10,4% bei Behandlung mit
Radiotherapie alleine. Bei alteren Glioblastom Patienten (>60. Lebensjahr) dient der
MGMT-Promotor-Methylierungsstatus nach zwei unabhangigen Phase lll- Studien als
pradiktiver Marker fir den Therapieentscheid, ob eine alleinige Bestrahlung oder
Chemotherapie durchgefiihrt wird (Malmstrom et al., 2012; Wick et al., 2012).

Solide Tumore zeichnen sich durch einen besonderen Gefal3reichtum aus. Man hat
daher in den letzten Jahren neben der zytotoxischen Chemo- und Radiotherapie
versucht, Patienten mit antiangiogenen Therapien zu behandeln. Interessant war, dass
es darunter zu einer ,Normalisierung® der intratumoralen Gefalle mit verbessertem
N&ahrstoff- und Sauerstofftransport und nicht zu einem vermehrten Tumorwachstum kam.
Zusatzlich nahm die Gefal3permeabilitat ab, was mit einem verbesserten Sauerstoff-,
Nahrstoff- und Wirkstofftransport und besserem Therapieansprechen einherging.
Daneben fiihrte die verbesserte Oxygenierung zu einer erhthten Proliferationsrate

perivaskuldr und perinekrotisch lokalisierter Tumorzellen mit verbessertem
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Therapieansprechen, da schnell proliferierende Zellen eine hohere Sensitivitat
gegenuber zytotoxischer Behandlung und Bestrahlung aufweisen (R. K. Jain, 2005).
Unter antiangiogener Therapie kommt es durch die Abnahme der Gefal3permeabilitat zu
einer gesteigerten Therapieeffektivitat, Abnahme des Hirnddems und Reduktion
neurologischer Defizite, so dass letztlich die Steroidsubstitution reduziert werden kann.
Es zeigte sich allerdings, dass sich im Rahmen der Anti-VEGF Therapien relativ schnell
Resistenzen, mit Ausbildung eines schnellen und aggressiven Tumorwachstums,
entwickelten. Bei Patienten mit Rezidivglioblastomen konnte in Phase Il Studien
allenfalls das progressionsfreie, nicht jedoch das Gesamtiberleben verbessert werden
(Friedman et al., 2009).

Die Entdeckung intratumoraler Heterogenitat und haufiger genetischer Alterationen, die
fur die Gliomprogression verantwortlich gemacht werden, lieferte in den letzten Jahren
einen grolRen Beitrag zum Verstandnis der molekularen Signalwege flir die
Gliomentstehung (Eckel-Passow et al., 2015; Sturm et al., 2014; Verhaak et al., 2010).
Nicht zuletzt vor dem Hintergrund der schlechten Prognose und hohen Rezidivrate sind
neue Therapieansatze dringend erforderlich um z.B. gezielt in gestérte Wege der
intrazellularen Signaltransduktion maligner Zellen einzugreifen, beziehungsweise
Rezeptoren spezifisch zu blockieren (Chinot et al., 2016; Sandmann et al., 2015).
Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass nicht die Haupttumormasse das
Tumorwachstum unterhélt, sondern eine Subpopulation von Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften existiert, und dass sich diese tumorinitierenden Zellen

(BTSC’s) bevorzugt in perivaskularen Nischen aufhalten (Charles & Holland, 2010).

1.3. Die Rolle von Stammzellen und Tumorstammzellen bei der

Krebsentstehung

Menschliche Gewebetypen unterliegen einer standigen Zellerneuerung. Um unter
physiologischen Bedingungen die Komplexitat der Gewebearchitektur aufrecht zu
erhalten, bedarf es einer Population undifferenzierter langlebiger Zellen mit
auRergewdhnlichem Wachstumspotential, welche als Stammzellen bezeichnet werden.
Stammzellen zeichnen sich durch drei wesentliche Charakteristika wie
Selbsterneuerung, homoostatische Kontrolle und die Fahigkeit zur Differenzierung aus.
Je nach Art der Stammzelle haben sie das Potential, sich in jegliches Gewebe
(pluripotente Stammzellen) oder in bestimmte Gewebetypen (multipotente Stammzellen)
zu entwickeln. Embryonale Stammzellen entstehen bei der ersten Zellteilung der
befruchteten Eizelle und sind in vivo und in vitro in der Lage, sich in Zellen aller drei
Keimblatter (Ekto,- Meso- und Entoderm) zu entwickeln. Sie werden daher als pluripotent

bezeichnet. Sie wurden erstmals 1981 aus Blastozysten der Maus isoliert (Evans &
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Kaufman, 1981). Wahrend embryonale Stammzellen nur im frihen Embryo vorkommen
sind adulte Stammzellen im Organismus nach der Geburt vorhanden. Aus diesen
kénnen wahrend des gesamten Lebenszyklus des Organismus neue spezialisierte
Zellen gebildet werden. Adulte Stammzellen koénnen unter Erhaltung der
morphologischen und funktionellen Gewebestruktur verletzungsbedingt geschadigtes
Gewebe ersetzen (Forge, Li, Corwin, & Nevill, 1993). Aufgrund eines geringeren
Differenzierungspotentials als embryonale Stammzellen koénnen adulte bzw.
multipotente Stammzellen nur Zellen eines Gewebetyps ausbilden. So kbnnen neurale
Stammzellen neuronale und gliale Zellen im Nervensystem generieren. Reya et al.
hatten vor einigen Jahren beschrieben, dass Hirntumorzellen Eigenschaften neuraler
Stammzellen aufweisen (Reya, Morrison, Clarke, & Weissman, 2001). So ist, um
unkontrolliertes Tumorwachstum zu verhindern, eine strenge Regulation der

Stammzellen hinsichtlich des Proliferationspotentials und der Zellteilung erforderlich.
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Abbildung 1.4. Mégliche Abstammungslinie fir die Ontogenese und Produktion
von Tumorstammzellen (Tumor-initiierende Zellen; TIC's) sowie fur die
Entwicklung eines Glioblastoms. Wahrend der Entwicklung erfahren neurale
Stammzellen verschiedene Amplifikationen, die es ihnen ermdglichen, Transit
amplifizierende Zellen auszubilden, die zu neuronalen/glialen Vorlauferzellen
differenzieren. Diese Vorlauferzellen besitzen die Fahigkeit, entweder neuronale oder
gliale Zellen zu bilden. Mutationen, die zur Ausbildung eines Glioblastoms beitragen,
koénnen in allen Ebenen dieser Abstammungslinie auftreten und Tumorinitierende Zellen
(TIC's) ausbilden. TIC's werden Stammzelleigenschaften wie die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, Proliferation, das Vermdgen, hirntumorpropagierende Zellen
(BCPC’s), differenzierte Tumorzellen (DTC’s) oder Tumorvorlauferzellen zu bilden,
nachgesagt. Modifiziert nach Hadjipanayis et al. J Mol Med 2009.
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Die asymmetrische Zellteilung generiert als Tochterzellen eine Stammzelle und eine sich
rasch teilende Vorlauferzelle, welche weiter ausdifferenziert. Ein asymmetrischer
Zellteilungsmodus garantiert ein Gleichgewicht zwischen Selbsterhaltung und
Differenzierung. Eine verbrauchende symmetrische Zellteilung bringt zwei sich weiter
differenzierende Vorlaufer als Tochterzellen hervor. Dieser Teilungsvorgang wirde
langfristig zur Abnahme der Stammzellpopulation in einem Gewebe fuhren. Die
Stammzellen sind in einer besonderen Umgebung angesiedelt, die als Stammzellnische
bezeichnet wird. Diese Nische stellt eine Region dar, die auf Selbsterneuerung,
Uberleben und Erhalt von Stammzellen spezialisiert ist. Gegenstand aktueller Forschung
ist zu untersuchen, in-wie-weit Umgebungsfaktoren das Verhalten von Stammzellen
beeinflussen (Sneddon & Werb, 2007). Neurale Stammzellnischen im adulten Gehirn
sind in der subventrikularen Zone zwischen dem Seitenventrikel und dem Striatum,
sowie der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus des Hippocampus, identifiziert
worden. Eine Stammzellnische wird von zellularen Bestandteilen, der subventrikularen
Zone zwischen dem Seitenventrikel und Striatum, subgranuléren Zone des Gyrus
dentatus des Hippocampus und metabolischen Faktoren gebildet. In beiden
beschriebenen Regionen wurden Stammzellen identifiziert, die die F&ahigkeit zur
Selbsterneuerung und Differenzierung besitzen und sich in reife Zellen des Gehirns
differenzieren lieBen (Reynolds, Tetzlaff, & Weiss, 1992; Reynolds & Weiss, 1992;
Vescovi, Galli, & Reynolds, 2006). Folglich kdnnte der zellulare Ursprung glialer Tumore
innerhalb Neurogenese aktiver Zonen liegen. Bei der Inokulation von Karzinogenen in
Mausehirne konnte 1969 von Hopewell und Wright ein deutlich verstarktes
Tumorwachstum in der Subventrikularzone beobachtet werden, im Vergleich dazu

deutlich geringer im peripheren Kortex (Hopewell & Wright, 1969).

In der Gliomgenese kommt dem Erhalt von Hirntumorstammzellen (BTSC’s) innerhalb
der perivaskularen Nische eine besondere Bedeutung zu. Die perivaskuldre Nische
besteht aus Gefal3proliferaten mit umgebenden Perizyten, Lymphozyten, Makrophagen,
Mikroglia, Astrozyten, Fibroblasten und Endothelzellen (Charles & Holland, 2010;
Gilbertson & Rich, 2007). Die Zellheterogenitat innerhalb der perivaskuldren Nische
begriindet mdglicherweise auch die zahlreich involvierten Signalwege wie z.B. Sonic
Hedgehog (SHH) und Phosphoinositid-3- Kinasen/Serin-Threonin/Proteinkinase B
(PIBK/AKT). Seidel et al. konnten zeigen, dass CD133 positive Hirntumorstammzellen

vermehrt in hypoxischen perivaskularen Nischen zu finden sind (Seidel et al., 2010).

Perizyten entstehen aus mesenchymalen Stammzellen oder Neuralleistenzellen. Sie
dienen der Stabilisierung neu entwickelter GefaRe. Zudem kommen Perizyten

immunologische Funktionen zu (Bergers & Song, 2005). Perizyten exprimieren
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zahlreiche immunhistochemische Marker wie z.B. a-smooth muscle actin, Desmin und
PDGFR-B (plateled-derived- growth factor receptor). Makrophagen entstehen aus
CD34+ Knochenmarkvorlauferzellen, die im Anschluss zu Monozyten differenzieren.
Neben Makrophagen finden sich Lymphozyten als Zellen des Immunsystems innerhalb
der Tumorumgebung. Endothelzellen stellen die Kernkomponente der Blut-Hirn-
Schranke dar, gehen aus hdmatopoetischen Stammzellen hervor und kénnen mit CD31
und CD34 immunhistochemisch dargestellt werden (Garlanda & Dejana, 1997).
Daneben kommt den Astrozyten eine wesentliche Rolle in der Erhaltung der Blut-Hirn-
Schranke zu (J. H. Kim et al., 2006).

Von Rubinstein et al. wurde postuliert, dass der Ursprung maligner padiatrischer
Hirntumore (Medullo-, Retino- und Neuroblastom) in einer fehlerhaften Differenzierung
ortsstandiger Zellen liegt. Rubinstein favorisierte beim kindlichen Medulloblastom die
Entstehung aus ortsstandigen Kdrnerzellen der auf3eren Hirnrinde (Rubinstein, 1972).
Eine Hypothese war zudem die Entstehung von primaren Gehirntumoren aus
tumorigenen Stammezellen, die im adulten Gehirn verbleiben. 1992 gelang es erstmalig,
neurale Stammzellen aus adulten und embryonalen Mausehirnen zu isolieren und mit
Hilfe von Wachstumsfaktoren zu kultivieren. Es bildeten sich Neurosphéaren aus. Es
konnte auf’erdem gezeigt werden, dass diese Zellen proliferative Eigenschaften
besitzen, zur Selbsterneuerung beféhigt sind und in Neurone, Astrozyten und
Oligodendrozyten differenzieren kdnnen. Nicht eindeutig geklart werden konnte, ob
Stammzellen sich in einem Go Stadium befinden oder langsam ein G: Stadium
durchlaufen (Blau, Brazelton, & Weimann, 2001; Crowe, Parsa, & Sinha, 2004; Morrison,
Shah, & Anderson, 1997; Reynolds et al., 1992; Reynolds & Weiss, 1992; Uchida et al.,
2000). Stammzellen konnen anhand spezifischer Marker voneinander unterschieden
werden. Alpha-Fetoprotein ist beispielsweise ein Marker fiir endodermale Stammzellen,
Nestin fur ektodermale- und Desmin fir mesodermale Stammzellen. Mutationen
innerhalb bestimmter Signalwege, die zur Selbsterneuerung normaler Stammzellen
erforderlich sind, fihrten auch zur Tumorentstehung (Crowe et al., 2004; Ruiz i Altaba,
Sanchez, & Dahmane, 2002).

Die moderne Tumortherapie hat sich in den letzten Jahren weiterentwickelt. Trotzdem
verhalten sich zahlreiche Tumore therapierefraktdr und es kommt nach kurzer
Remission zum Rezidiv. Ein Grund dafir ist, dass die bisher angewandten
konventionellen Tumortherapien tberwiegend gegen die Haupttumormasse und nicht
gegen das eigentliche Ziel, eine Subpopulation von Zellen, welche Stammzell-
eigenschaften besitzt und resistent gegen traditionelle Krebstherapien ist, gerichtet sind.

Diese Zellen weisen bestimmte Charakteristika wie Selbsterneuerungspotential,
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vermehrte Proliferation, Tumorpropagation, Invasion, Gefal3neubildung und eine
Resistenz gegen Radio- und Chemotherapie auf. Erste Hinweise fir einen
Zusammenhang zwischen Stammzellen und Tumorausbildung gab es in den 1960er
Jahren. In akuten myeloischen Leuk&amien war in vitro nur eine kleine Zellpopulation in
der Lage, Uber langere Zeit extensiv zu proliferieren (Bruce & Van Der Gaag, 1963).
Wegweisende Versuche, um zu untersuchen, ob der hierarchische Aufbau der
Hamatopoese auch im Tumor erhalten bleibt, kamen 1997 von einer Forschergruppe
aus Toronto. In einem Tiermodell von John Dick und Dominique Bonnet wurden
Zellpopulationen verschiedener akuter myeloischer Leukdmieformen (AML), welche eine
Expression der Oberflachenmarker CD34* und CD38  aufwiesen, separiert. Obwohl
diese Zellfraktion nur einen geringen Prozentsatz aller Zellen ausmachte (ca. 0,2%),
konnte ausschlief3lich durch diese Zellfraktion Leukdmie in NOD/SCID Mausen (non-
obese diabetic mice with severe combined immunodeficiency) initiiert werden. Die
weiteren Leukamiezellen waren hingegen in tausendfach héherer Konzentration nicht
tumorinitiierend (Bonnet & Dick, 1997). Zudem wurden von Matsui et al. Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften im Multiplen Myelom und von Al- Hajj et al. Tumorstammzellen
in Brustkrebs beschrieben (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003;
Matsui et al., 2004). Ausgehend von diesen Untersuchungen wurde das Konzept der
Tumorstammzelle postuliert. Dieses besagt, dass nur eine kleine Subpopulation von
Tumorzellen in der Lage ist, Tumorwachstum zu initiieren und aufrecht zu erhalten.
Entsprechend dieses Modells geht man von einem Aufbau des Tumors analog zur
Zellhierarchie im gesunden Gewebe aus. Die an der Spitze stehende Tumorstammzelle
produziert sowohl identische Tochterzellen mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung als
auch differenzierte Tochterzellen mit limitiertem Proliferationspotential, die fur den
Hauptteil der differenzierten Tumorzellmasse verantwortlich sind. Ausgehend von
diesem Modell sollte es mdglich sein, zwei Zellfraktionen zu isolieren. Zum einen
tumorinitiierende Zellen, wovon jede einzelne zur Generierung von neoplastischen
Zellen befahigt ist, zum anderen nicht tumorinitierende Zellen. Die tumorinitiierenden
Zellen zeichnen sich analog zur physiologischen Stammzelle durch ihr Potential zur
Selbsterneuerung, Differenzierung und unbegrenzten Proliferation aus (Reya et al.,
2001). Es werden zwei Modelle zum Wachstumsverhalten tumorinitiierender Zellen in
der Tumorausbildung unterschieden. Das stochastische Modell besagt, dass jede Zelle
innerhalb eines Tumors die gleiche Fahigkeit besitzt, das Tumorwachstum
voranzutreiben. Dem steht das hierarchische Modell gegentiber, laut dem nur eine kleine
Subpopulation tumorinitiierender Zellen zur Tumorausbildung fihrt, der Gberwiegende

Zellanteil hingegen nicht.
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Abbildung 1.5. Stochastisches und Hierarchisches Modell. Das stochastische
Modell besagt, dass alle Zellen Ausgangspunkt fur die Tumorbildung sein kdnnen,
wahrend innerhalb des hierarchischen Modells nur eine kleine Anzahl von
Tumorstammzellen (griine Zellen) zur Tumorausbildung fuhrt (modifiziert nach Reya et
al. 2001).

Die in Analogie zur Stammzellnische in spezifischen Mikromilieus lokalisierten
Tumorstammzellen werden Uber molekulare (intrinsische)-, sauerstoffabhangige
(extrinsische) Mechanismen und perivaskulare Umgebungsfaktoren wie Hypoxie
kontrolliert (Seidel et al. 2010). Auch die Tumorheterogenitdt und Progression wird
durch intrinsische (genetische Mutationen) und extrinsische (Umgebungseinfliisse)
Faktoren beeinflusst. Fur Glioblastome charakteristische genetische Veranderungen,
wie Mutationen von p53 und PTEN (Phosphatase and tensin homolog) und
chromosomale Aberrationen finden sich in Stammzellen und Nicht-Stammzellen (Singh,
Clarke, Hide, & Dirks, 2004; Singh et al., 2003). Stammzellen persistieren fir lange Zeit,
teilen sich deutlich langsamer und differenzieren weniger, was Gelegenheit zur

Akkumulation von Mutationen gibt, die letztlich die Krebsentstehung begtinstigen.

Interessanterweise postulierte der deutsche Pathologe Rudolf Virchow bereits vor 150
Jahren, dass Krebs durch die Aktivierung ruhender stammzell&hnlicher Zellen in reifem
Gewebe entsteht. Park et al. hatten 1971 von der Existenz der Krebsstammzellen

berichtet (Park, Bergsagel, & McCulloch, 1971). Auch andere Forschergruppen konnten
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spater eine  Zellpopulation in  malignen  Tumoren  beschreiben, die
Stammzelleigenschaften aufwies und als Krebsstammzellen bezeichnet wurde (Blau et
al., 2001; Bonnet & Dick, 1997; Dalerba, Cho, & Clarke, 2007; Lapidot et al., 1994; Reya
et al., 2001).

Der erste Identifizierung und Charakterisierung von Tumorstammzellen aus humanen
Hirntumoren gelang einer Forschergruppe im Jahre 2003. Tumorstammzellen wurden
anhand spezifischer Oberflachenmarker (CD133) aus Gliomen und Medulloblastomen
selektioniert. Mehrere Grinde sprachen dafir, dass es sich dabei um
Hirntumorstammzellen handelte. Es kam zur Ausbildung klonaler Cluster, die an
Neurospharen erinnerten. Diese Zellen zeigten Selbsterneuerungs- und
Proliferationskapazitat sowie Differenzierungspotential, dem Herkunftstumorgewebe
ahnlich zu sein. Die Injektion von nur 100 CD133 positiven Zellen in NOD/SCID Méause
war ausreichend, um Hirntumore zu entwickeln. Die Transplantation von 10° CD133
negativen Zellen hingegen fihrte zu keiner Tumorentstehung (Singh, Hawkins, et al.,
2004). Forschergruppen berichteten auch von der Entdeckung tumorinitierender
Stammzellen in padiatrischen Hirntumoren (Hemmati et al., 2003). Daneben konnten
mehrere Arbeitsgruppen zeigen, dass maligne Hirntumoren einen hoheren
Stammzellindex (CD133*) aufweisen als niedergradige Hirntumore und histologisch
gleiche Tumore teilweise unterschiedliche Stammzellindizes aufweisen, was
maoglicherweise als pradiktiv fir die Prognose zu werten ist (Galli et al., 2004; Singh,
Clarke, et al., 2004; Singh et al., 2003). An Biopsiegewebe humaner maligner Gliome
konnten mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD133 Glioblastom-initierende Zellen
charakterisiert werden, die in vitro und in vivo durch Selbsterneuerung und Proliferation
das Wachstum des Tumors gewahrleisteten und im Gegensatz zu Nicht-Stammzellen in
geringer Zellzahl (<100) Tumoren in vivo bildeten (Beier et al., 2007). CD133 findet als
Stammzellmarker weit verbreitet Verwendung, wobei nicht jede CD133 positive Zelle
eine Tumorstammzelle darstellt. Einige Arbeitsgruppen berichten, dass auch aus
Glioblastomzelllinien gewonnene CD133 negative Zellen im Tiermodell Tumore initiieren
und aus CD133 negativen CD133 positive Zellen zu gewinnen sind, was den Gebrauch
von CD133 als universalen Tumorstammzellmarker in Frage gestellt hat (Chen et al.,
2010; J. Wang et al., 2008). Uber die Bedeutung des neuralen und embryonalen
Stammzellmarkers SOX2 wurde beschrieben, dass er in padiatrischen Hirntumoren wie
zum Beispiel dem Medulloblastom exprimiert wird (Hemmati et al., 2003; Vescovi et al.,
2006). Fur den neuralen Stammzellmarker Nestin wurde eine Expression in
Tumorstammzellkulturen des Glioblastoms nachgewiesen (Hemmati et al., 2003). Die
Expression des Oberflachenproteins CD34 konnte als Marker fir Tumorstammzellen

unterschiedlicher Tumorentitaten wie z.B. dem Mammakarzinom nachgewiesen werden
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(Al-Hajj et al., 2003). Tumorstammzellen wurden in zahlreichen Tumoren wie z.B. Brust
(Al-Hajj et al., 2003; Geng, Alexandrou, & Li, 2014; Ponti et al., 2005), Gehirn (Singh et
al., 2003; Singh, Hawkins, et al., 2004), Kopf-Hals (Allegra & Trapasso, 2012; Prince et
al., 2007), Leber (Ma et al., 2007), Lunge (Eramo et al., 2008; C. F. Kim et al., 2005),
Haut (Malanchi et al., 2008), Dickdarm (Dalerba, Dylla, et al., 2007; O'Brien, Pollett,
Gallinger, & Dick, 2007), Melanom (Fang et al., 2005), Eierstock (Bapat, Mali, Koppikar,
& Kurrey, 2005), Bauchspeicheldrise- (Hermann et al., 2007; C. Li et al., 2007) und in
der Vorsteherdriise (Collins, Berry, Hyde, Stower, & Maitland, 2005) gefunden und mit
Tumorstammzellmarkern  (CD15, CD34, CD133) dargestellt. Verschiedene
Arbeitsgruppen stellten klinische Charakteristika von Glioblastomen der CD133
Expression gegenuber. Hier zeigte sich anhand von Arrayanalysen zum Beispiel, dass
eine niedrige CD133 Expression mit einer Hochregulation von Genen assoziiert war, die
in Zusammenhang mit einem invasiven Wachstum und dem mesenchymalen oder
proliferativen Glioblastomsubtyp stehen. Eine hohe CD133 Expression hingegen
korrelierte mit einer besseren Abgrenzbarkeit des Tumors und einer Expression von

Genen des proneuralen Phanotyps (Joo et al., 2008).

1.4. Der Einfluss von Hypoxie und Hypoxia inducible-factors (HIF)

auf die Tumorprogression

Sauerstoff ist ein essentieller Regulator des Zellmetabolismus, des Uberlebens und der
Proliferation. Der regulare Sauerstoffpartialdruck ist organspezifisch und liegt im
gesunden menschlichen Gehirn bei 1-5%, in gesundem Gewebe bei circa 7% und kann
sich innerhalb eines nekrotischen Tumors auf unter 1% reduzieren. Jede Zelle besitzt
die Fahigkeit, die Sauerstoffkonzentration zu messen (Semenza & Wang, 1992).
Niedrige Sauerstoffspannungen finden sich bei haufigen ischdmischen Erkrankungen
wie z.B. Herzinfarkten, Schlaganféllen, peripheren arteriellen Verschlusskrankheiten und
chirurgischen Wunden. Zudem entstehen hypoxische Zustdnde physiologisch, zum
Beispiel in groRer Hohe und im Verlauf pathologischer Prozesse wie beispielsweise
wahrend des Tumorwachstums. Das Auftreten hypoxischer Tumorareale resultiert aus
einem Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und Bedarf und ist eine
charakteristische Eigenschaft solider Tumore, die frih wahrend der Tumorentstehung
auftritt und zum einen in der schnellen Proliferation, zum anderen in der Tatsache
begriindet liegt, dass Tumore nur bis zu einer GroRRe von 1-2 mm? durch Diffusion alleine
versorgt werden konnen. Der Tumorprogress hangt somit von einer ausreichenden
GefalRneubildung ab (Carmeliet & Jain, 2000; Hjelmeland, Lathia, Sathornsumetee, &
Rich, 2011; Rojiani & Dorovini-Zis, 1996). Als wichtigster Vermittler bei der Anpassung

an Hypoxie wurde der Hypoxie induzierende Faktor (hypoxia inducible factor-HIF)
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beschrieben (Semenza & Wang, 1992). Ein geringes Absinken des
Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe fuhrt bereits zu einer Akkumulation von HIF-1a und
induziert die Transkription zahlreicher Zielgene (Abb.1.5.), welche entscheidend die
Adaptation an Hypoxie beglnstigen und einen positiven Effekt auf das
Wachstumsverhalten von Tumoren haben (Semenza, 1998; Sullivan & Graham, 2007).

Hypoxie

=
<
[ 1 Glukose-Transport | l 2 < j l&\
o SPEeES g 2
[ 1 Metastasierung | & O o £ > a8 2
% 36

t Angiogenese

Bessere Adaptation an Hypoxie

Abbildung 1.6. HIF-1a- und miR210 Targetgene und ihre Funktionen in Tumoren.
HIF-1a reguliert zahlreiche Gene, die in metabolische Mechanismen wie z.B. den
Glukosetransport (GLUT1), Glykolyse; Phosphoglyceratkinase (PGK1), pH-Wert;
Carboanhydrase IX, GefaBneubildung; (VEGF), Metastasierung; Lysyloxidase (LOX),
Chemokinrezeptor 4; CXCR4 und Osteopontin (OPN) involviert sind. miR210 gilt als
hypoxieinduziertes HIF-1a Target und hemmt die Expression zahlreicher Gene, die in
eine Vielzahl zellularer Funktionen involviert sind. Die Hochregulation von miR210 unter
Hypoxie fihrt indirekt Gber HIF-1a zur Hemmung der Expression zahlreicher Gene und
zellularen Adaptation an hypoxische Umgebungsbedingungen (madifiziert nach Huang
et al. miR210 micromanager of the hypoxia pathway).

HIF als ein Schlisseltranskriptionsfaktor reguliert unter hypoxischen Bedingungen
Gene, die die Angiogenese, Proliferation, Erythropoese und das Uberleben fordern
(Semenza, 2003). Zudem fordert HIF die Selbsterneuerung und den Stammzellph&notyp
(Abb:3.1 und Abb.3.2). Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist der potenteste
Promotor der Geféa3neubildung und das meist untersuchte HIF-induzierte Zielgen

(Ferrara, Gerber, & LeCouter, 2003; Forsythe et al., 1996). Zur besseren Versorgung mit
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Sauerstoff ist HIF au3erdem in die Regulation der Erythropoese tber Erythropoietin und
in die Regulation des BlutgefafRtonus und Eisenstoffwechsels involviert. Zudem erfolgt
eine Adaptation der Tumorzellen an Hypoxie mit Oz-unabh&angiger Energiegewinnung
(ATP Bildung) durch Umstellung der oxidativen Phosphorylierung zur anaeroben
Glykolyse (Semenza, 2003). Nahezu alle der beteiligten Enzyme der Glykolyse, als auch
die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT2, welche die Aufnahme von Glukose in die
Zelle steuern, werden durch HIF reguliert. Ein weiteres HIF-Zielgen ist die
Carboanhydrase 1X (CAIX), welche die bei der Glykolyse entstehende Azidose, die durch
einen erhohten Laktatanfall entsteht, ausgleicht (Wykoff et al., 2000). HIF-1a induzierte
Zielgene spielen zudem eine entscheidende Rolle bei der Regulation von
Zellproliferation (Wachstumsfaktoren wie IGF-2), Apoptose (z.B. NIX und BNIP3),
Zellmigration und Invasion (z.B. Vimentin, Matrixmetalloproteinase-2 und der
Chemokinrezeptor CXCR4) als auch als Ansatzpunkt fir zielgerichtete Therapien
maligner Tumore (Denko, 2008; Semenza, 2003). Hypoxie erhtht auRerdem die
genetische Instabilitdt in Tumorzellen z.B. durch Hemmung von DNA Reparaturgenen.
So ist die Uberexpression von HIF-1a ein entscheidendes Merkmal verschiedener
Tumorentitaten (Glioblastome, Bronchial-, Mamma- und kolorektale Karzinome) und
nimmt Einfluss auf die Aktivierung von Onkogenen (RAS) oder Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen (PTEN). EGFR Zugewinne und PTEN Verluste, welche bei
primaren Glioblastomen haufig vorkommen, erhéhen HIF1a- Level (Zhong et al., 1999;
Zundel et al., 2000). Dartber hinaus induziert HIF-1a hypoxievermittelt eine Reihe von
MiRNAS, wobei insbesondere eine Assoziation zwischen der Expression von miR210
unter Hypoxie nachgewiesen wurde (Gee, Ivan, Calin, & lvan, 2014). Bei Gliomen,
insbesondere beim Glioblastom konnte eine strenge Korrelation zwischen der HIF-1a
Expression, dem Tumorgrad und der Tumorvaskularisation nachgewiesen werden
(Zagzag et al., 2000).

HIF ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer labilen sauerstoffabhangig
regulierten a-Untereinheit und aus einer konstitutiv exprimierten $-Untereinheit besteht,
wobei 1995 die Klonierung der B-Untereinheit durch Wang und Semenza zeigte, dass
diese bereits bekannt war und als aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)
bezeichnet wurde. Beide Transkriptionsfaktoren besitzen an ihren aminoterminalen
Enden eine bHLH (basic helix-loop-helix) sowie eine PAS-Doméane (PER/ ARNT/ SIM),
bestehend aus den Untereinheiten PAS-A und PAS-B. Die a-Untereinheit ist spezifisch
fur das HIF-1a Heterodimer, wohingegen HIF-18 auch mit weiteren Transkriptions-
faktoren der bHLH-PAS-Familie dimerisieren kann. Die bHLH und PAS-Region sind fir
die Heterodimerisierung zwischen der a- und B-Untereinheit und fir die DNA-Bindung

der Zielgene verantwortlich (Jiang, Rue, Wang, Roe, & Semenza, 1996; Semenza,
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2003). HIF-1a besitzt zusatzlich eine C- und eine N-terminale Transaktivations-Domaine
(TAD-C und TAD-N), die durch eine Inhibitions-Domaine verbunden sind. Die TAD-N ist
Teil der ODD-(oxygen dependent degradation) Domane, wahrend die TAD-C als
Zielregion fir die post-translationale Modifikation der Phosphorylierung oder
Acetylierung dient und zuletzt mit Koaktivatoren wie p300/CBP interagiert, was zur
transkriptionellen Aktivierung von HIF fiihrt (Arany et al., 1996; Lando, Peet, Whelan,
Gorman, & Whitelaw, 2002). HIF-1a und HIF-2a verfiigen trotz struktureller Ahnlichkeiten
Uber unterschiedliche Regulationsmechanismen und Zielgene (Loboda, Jozkowicz, &
Dulak, 2012).

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 hangt von der durch Hypoxie bedingten
Stabilisierung seiner Untereinheit HIF-1a ab. Die B-Untereinheit hingegen wird
unabhangig vom Sauerstoffpartialdruck exprimiert und liegt konstitutiv im Zellkern
exprimiert vor, da sie keine ODD-Domane besitzt. Dies bedeutet, dass das HIF-1a
Protein synthetisiert und unter Normoxie sofort Uber eine Ubiquitin-/Proteasom-
Degradationskaskade, vermittelt durch ein Genprodukt des Tumorsuppressorgens von
Hippel-Lindau (pVHL) mit einer der kiirzesten Halbwertszeiten aller zellularen Proteine
in weniger als 5 Minuten ubiquitiniert und anschlieBend abgebaut wird. Unter
hypoxischen Bedingungen ist HIF-1a stabil (Salceda & Caro, 1997; Semenza, 2008).
Die Bindung zwischen HIF-1la und dem pVHL bedarf der post-translationalen
Hydroxylierung zweier Prolin-Reste (Pro-402 und Pro-564), die sich innerhalb des
Polypeptid-Segmentes bekannt als ODD- (oxygen dependent degradation) Doméane von
HIF-1a befinden. Diese Hydroxylierungsreaktion wird durch das Enzym
Prolylhydroxylase (PHD), auch HIF Prolylhydroxylase (HPH) genannt, unterhalten und
benttigt Sauerstoff, Ascorbat und 2-Oxoglutarat als Substrat. Prolylhydroxylasen
gehdren zur Familie der Dioxygenasen. Es wurden drei homologe HIF-
Prolylhydroxylasen (PHD-1,-2,-3) beschrieben und als Sauerstoffsensoren identifiziert
(lvan et al., 2002). Ascorbinsaure dient durch die antioxidative Wirkung der Reduktion.
Prolylhydroxylasen benétigen Eisen als Kofaktor. PHD-1 befindet sich ausschliefZlich im
Zellkern, PHD-2 Uberwiegend im Zytoplasma und PHD-3 sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma. PHD-2 ist das wichtigste Enzym fiir die Degradierung von HIF-1a unter
normoxischen Bedingungen (Berra et al., 2003). Bei Abnahme des zellularen
Sauerstoffpartialdruckes verringert sich die HIF-1la Hydroxylierung. Das Protein
stabilisiert, transloziert in den Zellkern, dimerisiert mit HIF-18 und der daraus
resultierende HIF-1-Komplex bindet an eine spezifische Basensequenz des HRE
(hypoxia responsive element), welches bei vielen hypoxie-adaptiven Genen in der
Promotorregion vorhanden ist. Dies fihrt zur transkriptionellen Aktivierung zahlreicher

Zielgene. Ein zweiter Weg der Degradation von HIF-1a erfolgt tber die Hydroxylierung
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durch HIF-Asparaginyl-Hydroxylase factor-inhibiting-HIF (FIH). Die Hydroxylierung eines
Asparaginrestes von HIF-1a bewirkt die Blockierung der Interaktion zwischen HIF-1 und
dem Ko-Aktivator CBP/p300 unter normoxischen Bedingungen. Ebenso wie die
Prolylhydroxylasen ist FIH-1 sowohl Eisen- als auch 2-Oxoglutarat-abhangig.
Ascorbinsaure wird auch hier benétigt, um eine spontane Oxidation von Fe2+ zu
verhindern. HIF-1a- und HIF-13 werden ubiquitar im Gewebe vieler Spezies exprimiert.
Uber eine lange Zeitspanne dominierten hypoxieinduzierbare Faktoren (HIF's) in der
Hypoxieforschung. In den letzten Jahren lieferten die Entdeckungen hochregulierter
MiRNA"s in hypoxischen Gewebearealen (solides Tumorgewebe, infarziertes Myokard
chirurgische Wunden) neue Aspekte bezlglich des Zelliberlebens (Y. C. Chan,
Banerjee, Choi, & Sen, 2012; Fasanaro et al., 2008; Huang, Le, & Giaccia, 2010; Zhang
et al., 2009).

1.5. Die Bedeutung von MicroRNA"s im Rahmen von

Tumorerkrankungen

Micro RNA"s sind nicht-Proteinkodierende RNA’s (bestehend aus 17-25 Nukleotiden),
welche die Genexpression posttranskriptional beeinflussen (Filipowicz, Bhattacharyya,
& Sonenberg, 2008). Die erste miRNA, lin-4 wurde 1993 im Fadenwurm C.elegans
entdeckt (R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). Im Jahr 2001 wurde erstmals die
Bezeichnung miRNA verwendet (Ruvkun, 2001). Bis zum Jahre 2012 wurden von
verschiedenen Arbeitsgruppen mehrere Hundert miRNA’s nachgewiesen (Lagos-
Quintana, Rauhut, Lendeckel, & Tuschl, 2001; Lau, Lim, Weinstein, & Bartel, 2001; R.
C. Lee & Ambros, 2001). Das Ziel einer miRNA ist immer eine mRNA. MiRNA"s sind in
ihrer Basensequenz vollstandig oder zu einem Teil komplementar zu einer mRNA und
konnen sich an eine mRNA anlagern. An eine mRNA konnen sich wiederum mehrere
miRNA"s anlagern. Micro-RNAs stellen somit ein wichtiges Bindeglied zwischen DNA,
mRNA und Proteinbiosynthese dar. Von der Transkription der miRNA bis zur
Entstehung der reifen miRNA erfolgen mehrere Zwischenschritte (Biogenese der
miRNA Abb 1.7.).
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Abbildung 1.7 MicroRNA Biogenese. miRNA Gene werden von der RNA-Polymerase
[l zur pri-miRNA transkribiert. Durch die RNase Il Drosha wird die pri-miRNA zur 60-
70bp langen pre-miRNA prozessiert und durch Exportin-5 ins Zytoplasma transportiert.
Durch das RNaselll Enzym Dicer wird die pre-miRNA in eine 18-24bp lange Duplex-
MiRNA geschnitten. Nach Entwindung und Trennung wird die reife, einzelstréngige
MiRNA in den RISC eingebaut und kann an ihre Zieltranskripte binden. Durch den RISC
Komplex kann die Aktivitat der Zielgene uber unterschiedliche Methoden
herunterreguliert werden. Dies ist abhangig vom Grad der Komplementaritat zwischen
der miRNA und der mRNA des Zielgens, sowie von RNA Bindeproteinen der Argonaut-
Familie. Bei teilweiser Ubereinstimmung der Bindesequenz wird die Translation durch
Bindung gehemmt, bei hoher Komplementaritat wird die Ziel mMRNA zerschnitten. Pri-
MiRNA = priméare miRNA, pre-miRNA = Vorlaufer miRNA, RISC = RNA induzierender
Stilllegungskomplex.

MiIiRNA"s sind endogene RNAs, die mittels RNA-Polymerase Il als lange primare miRNA
(pri-MiRNA) Transkripte mit 5"-Cap Struktur und polyA-Schwanzen synthetisiert werden
(Y. Lee et al., 2004). Teilweise liegen miRNA’s in Clustern angeordnet vor und werden
als Polycistron transkribiert (Y. Lee, Jeon, Lee, Kim, & Kim, 2002), wahrend etwa 40%
der miRNA’s in den Introns proteinkodierender Gene lokalisiert sind und nach dem
spleiRen autonom prozessiert werden (Rodriguez, Griffiths-Jones, Ashurst, & Bradley,
2004). Pri-miRNA-Transkripte besitzen einen haarnadelartig gefalteten Abschnitt. Dieser

Abschnitt wird bei der Prozessierung durch den Mikroprozessorkomplex, bestehend aus
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dem RNase Il Enzym Drosha und dem doppelstrdngigen RNA-bindenden Protein Pasha
(DGCRS), in die Vorlaufer-miRNA (pre-MiRNA) umgesetzt (Y. Lee et al., 2003). Die 60-
70nt lange pre-miRNA wird mit Hilfe des Rezeptorproteins RAN-GTP-abhéngigen
Transporters Exportin-5 aus dem Nukleus ins Zytoplasma transportiert (Yi, Qin, Macara,
& Cullen, 2003). Im Zytoplasma wird die pre-miRNA mittels einer weiteren RNAse llI
(Dicer) auf eine 18-24nt lange Duplex dsRNA getrimmt (Grishok et al., 2001; Hutvagner
et al., 2001). Die terminale Haarschleife wird abgetrennt (Knight & Bass, 2001), sodass
ein 20-25bp langer Duplex vorliegt. Die thermodynamische Energie des 5 - Endes der
MiRNA-miRNA* Duplex ist unterschiedlich und der Strang mit der geringeren Stabilitét
des 5 Endes wird in den RNA- induzierten Stilllegungskomplex (RISC) inkorporiert,
wahrend der komplementare miRNA*-Strang schnell degradiert wird. Reife miRNA"s
entfalten ihre Wirkung, indem sie den Abbau ihrer Ziel-mRNA forcieren, oder deren
Translation hemmen. Wenn man davon ausgeht, dass miRNA circa 30-60% der
proteinkodierenden Gene beeinflussen, liegt die Vermutung nahe, dass sich unter
diesen Genen auch solche befinden, die eine Rolle bei der Tumorgenese und in
zahlreichen anderen biologischen Prozessen wie Gewebehomdostase, kardio-
vaskularen-, neurologischen- und metabolischen Erkrankungen spielen. Aktuelle
Studien belegen die kritische Rolle von miRNA’s fir die Regulierung fundamentaler
zellularer Mechanismen wie Entwicklung, Zellwachstum, Proliferation, Zell-

differenzierung, Zelltod und Migration (Gee et al., 2014).

An Tumoren konnte gezeigt werden, dass miRNA sowohl tumorsuppressive als auch
onkogene Eigenschaften besitzen (Dang & Myers, 2015). Tumorsuppressive miRNAs,
welche in Tumoren herunterreguliert sind, kénnen z.B. pro-tumorigen wirkende mRNA
nicht mehr hemmen und die Tumorgenese wird gefordert. Hingegen kdénnen andere
MiRNA’s als Onkogene wirken und sind in Tumoren hochreguliert. miRNA"s, die eine
kausale Rolle entweder als Tumorsuppressor oder als Onkogen in der
Karzinomentstehung spielen, werden als Onkomir’s bezeichnet (Esquela-Kerscher &
Slack, 2006). Die ersten in der Karzinogenese relevanten miRNA’s wurden bei der
chronisch lymphatischen Leukamie entdeckt (Calin et al., 2002). Hier zeigte sich, dass
verglichen mit Normalgewebe oder Lymphozyten, miR15 und miR16 in Blutproben von
Patienten mit chronisch lymphatischer Leukamie in 68% fehlte oder herunterreguliert
war. Die Reduktion von miR15 und miR16 fuhrte zu erhohten BCL2 Leveln und
vermehrter tumorigener Wirkung in CLL. Dementsprechend weisen miR15 und miR16
tumorsuppressive Wirkung auf. 2005 konnten von Lu et al. in 334 Tumoren, Zelllinien
und nicht malignen Zellen 217 miRNA"s analysiert werden, deren Level, verglichen mit
nicht malignen Zellen, in Tumoren deutlich reduziert vorlagen (Lu et al., 2005). Bei

Patienten mit hepatozellularem Karzinom (HCC), welche in der Standarttherapie mit
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Sorafenib behandelt wurden und im Verlauf eine Therapieresistenz entwickelten, konnte
ein Zusammenhang von miR122, IGF-1R, RAS/RAF/ERK hergestellt werden (Xu et al.,
2016). In Microarray Analysen war die leberspezifische miR122 Expression in Sorafenib
resistenten Zellen deutlich reduziert. Die Uberexpression von miR122 hingegen machte
die toleranten Zellen sensitiv fur Sorafenib und flhrte zur Apoptose.

Die ersten miRNA’"s in Hypophysenadenomen und Glioblastomen wurden im Jahre 2005
nachgewiesen. In kultivierten Glioblastomzellen fuhrte der Knockdown von miR21 zu
einer Aktivierung von Caspasen, was die Apoptoseaktivitat steigerte und zum Zelltod
fuhrte. Eine Uberexpression von miR21 hingegen fiihrte zu einem malignen Phanotyp
mit Blockade apoptoserelevanter Gene. Chan et al. konnten deutlich erhéhte miR21
Level in Glioblastomtumorgewebe, Glioblastomzellkulturen und sechs etablierten
Zelllinien (A172, U87, U373, LN229, LN428 und LN308) verglichen mit nicht
neoplastischem fetalen und adulten Hirngewebe nachweisen (J. A. Chan, Krichevsky, &
Kosik, 2005). Mehrere Arbeitsgruppen haben inzwischen unterschiedliche miRNA’s in
Gliomstammzellen nachgewiesen. So konnten Silber et al. eine reduzierte Expression
von miR124 und miR137 in Grad Il und Grad IV Gliomen im Vergleich zu Normalgewebe
nachweisen. AuRerdem induzierte die Transfektion dieser beiden miRNA’s in neuralen
Stammzellen und in Gliomstammzelllinien zellulare Differenzierungsmarker, G1
Zellzyklusarrest und CDK6 Reduktion, was wiederum den tumorsuppressiven Charakter
von miR124 und miR137 in Gliomstammzellen unterstreicht. In Glioblastomen konnte
eine Reduktion der miR451 in CD133" Zellen, eine reduzierte Spharenbildung und
Proliferation in Gliomstammzellen nachgewiesen werden, was die tumorsuppressiven
Eigenschaften von miR451 aufzeigt. Eine interessante Rolle kommt miR34a zu. Die
Transfektion in Gliomstammzellen fihrt zu einer verminderten Expression der
Stammzellmarker CD133 und Nestin und einer vermehrten immunhistochmischen
Anfarbbarkeit astrozytarer und oligodendroglialer Markerproteine. Die am haufigsten
unter hypoxischen Bedingungen exprimierte miRNA ist -miR210- (Y. C. Chan et al.,
2012). Mehrere Arbeitspruppen beschrieben eine HIF-1a abhangige miR210 Regulation
(Huang et al., 2009; Kelly, Souza, Clish, & Puigserver, 2011; Nakada et al., 2011), wobei
die miR210 Expression auch von HIF-2a beeinflusst wird (McCormick et al., 2013; Zhang
et al., 2009). Eine Hochregulation von miR210 konnte in zahlreichen soliden Tumoren
wie z.B. Brustkrebs (Foekens et al., 2008; Volinia et al., 2006), Glioblastomen (Malzkorn
et al., 2010), Lungentumoren (Cho, Chow, & Au, 2009; Miko et al., 2009), Lymphomen
(Lawrie et al., 2008), Melanomen (Satzger et al.,, 2010), Nierenzell- und
Ovarialkarzinomen (Redova et al., 2013; Vaksman et al., 2011), Osteosarkomen (Cai,
Lin, Cai, Tang, & Wang, 2013) und Pankreaskarzinomen (Greither et al., 2010;

Papaconstantinou et al., 2013; J. Wang et al., 2009) nachgewiesen werden. In
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Brustkrebs, Kopf-Hals und kolorektalen Tumoren konnte ein Zusammenhang zwischen
Hypoxie, miR210 Expression und ungunstiger Prognose nachgewiesen werden (Camps
et al., 2008; Gee et al., 2010). So ging eine erhdhte miR210 Expression im Serum von
Patienten mit kolorektalen Tumoren mit einer ungunstigen Prognose einher (Qu et al.,
2014).

Unterschiedliche Arbeitsgruppen kommen letztlich zum dem Schluss, dass eine
veranderte miR210 Expression, abhangig vom zellularen Kontext, die
Apoptoseempfindlichkeit férdert oder hemmt (Fasanaro et al., 2008; Yang et al., 2012).
Im hellzelligen Nierenkarzinom geht eine erhdhte miR210 Expression beispielsweise mit
einem gunstigen Verlauf einher (McCormick et al., 2013). Tagscherer et al. konnte in
Ubereinstimmung zu anderen Arbeitsgruppen auRerdem zeigen, dass die anti-
tumorigene Wirkung von miR210 durch Abnahme der Proliferation und Zunahme von
Zellen in der G2 Phase des Zellzyklus Uberwiegt. Insgesamt geht die erhéhte Expression
von miR210 in den meisten malignen Tumoren aber mit einer schlechten Prognose
einher (Qiu et al.,, 2013). So liegen in der Literatur also gegensitzliche Ergebnisse
daruber vor, ob miRNA210 eher als positiver oder negativer prognostischer Biomarker
fungiert. Die haufigsten Techniken zum Nachweis von miRNA"s sind Mikroarrays und
Echtzeit-(RT)-PCR.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fur die folgenden in vitro und in vivo Experimente
humane priméare Glioblastomzellen aus Tumorgewebe gewonnen (Tierversuchsantrag
Regierungsprasidium Darmstadt v54-19c20/15-F42/1 und V54-19 c¢ 20/15 F 42/13;
»Kontrolle von CSC durch Angiogenese und Hypoxie“) und in Kultur gebracht.
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2. Material-Methoden

2.1. Materialien

Material-Methoden

Im Folgenden sind Geréate sowie Materialien, Chemikalien, Lésungen und Puffer und

Primar- und Sekundarantikorper alphabetisch aufgelistet.

2.1.1. Gerate und Materialien
Gerate und Materialien Bezeichnung Hersteller
Zytozentrifuge Tharmac Spin CS2R Tharmac
DAKO Cytomation Pen #2002 DAKO
Dampfgarer Braun
Einmalhandschuhe Hartmann-
Heidenheim
Einmalpasteurpipetten Ha_lrtmanrj-
Heidenheim
Eppendorf Réhrchen Eppendorf
Greiner Bio-One
Falcon Rohrchen (15ml, 50ml) Cellstar GmbH,
Frickenhausen
Feuchte Kammer
Fluoreszensmikroskop DM 2000 Leica Wetzlar
Glasgerate (Becherglaser,
Kolben, Kivetten, Messzylinder)
Kamera DFC 450 C Leica Wetzlar
Kryoboxen
Kihlschrank 4°/-11° Bosch
Magnetrthrer Yellow line
Mikroskop Eclipse Nikon
Mikrotestplatten Thermo scientific
Mikrotom SM 2010R Leica
Objekttrager Superfrost Thermo
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Gerate und Materialien

Bezeichnung Hersteller

Pinzetten Sarstedt Nirnberg
Pipettenspitzen Eppendorf
Scalpell Braun
Vortex
Warmeschrank Medite
Wippschttler Titramax 101 Heidolf Titramax
Zentrifuge Universal 30 RF Hettich

Tabelle 2.1 Gerate und Arbeitsmaterial

2.1.2. Chemikalien

Losungsmittel sowie Standardchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von
den Firmen Sigma-Aldrich (Mlnchen, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Merck (Darmstadt, Germany) und Applichem (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Chemikalien

Hersteller

4 ,6-Diamidin-2-Phenylindol-
dihydrochlorid (DAPI)

Thermo Fischer Scientific

7-Actinoaminomycin D (7-AAD) #559925
Accutase Sigma #6964
Aqua dest. B. Braun (Melsungen)
BSA

Compensation beads

#552843

Deoxyribonuklease |

#D4527-20KU

Eosin

K. Roth Karlsruhe

Ethanol (70%, 96%, 100%)

Apotheke UKGM

H>0, 30%

B. Braun (Melsungen)

Hamalaun nach Mayer

Apotheke UKGM
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Chemikalien

Hersteller

IgG Normal Maus

Invitrogen #10400C

Ketamin

Kryoprotektionldsung

NazHPO. Braun (Melsungen)
NacCl Braun (Melsungen)
NaH2PO4 Braun (Melsungen)

Normales Ziegenserum

PAA Laboratories GmbH, # B11-035,

OneComp e Beads

eBiosciences, #01-1111-42

Paraformaldehyd (PFA) 4%

Sucrose 3%

Karl Roth (Karlsruhe)

SYTOX in DMSO

Invitrogen, #511348

Firma Sakura, Zoeterwounden,

Tissue-Tek® Niederlande
TO-PRO3 Invitrogen
Triton X-100 Serva
Trockeneis Apotheke
Xylazin
Tabelle 2.2. Chemikalien
2.1.3. Puffer und Losungen
Puffer/Lésung Herstellung pH

Blocking Puffer

PBS/10% NGS+0,1%TX-100

3,89 di-Sodium tetraborat decahydrat

Borat Puffer 0,1M (MW381,4)/200ml Wasser 8.5
. 1,479 tri-sodium citrat (MW294,1) in 500ml
Citrat Puffer 0,01M Wasser/ 1M HCL/DCS 6
EDTA 1,21g Trise-Base (10mM), 0,37g EDTA (1mM), 8

auffullen bis 1000ml mit Aqua dest
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100 in 1x PBS)

Puffer/Losung Herstellung pH
H.0: (30%) PBS
Inkubationspuffer 20% NGS/1xPBS/0,1%TX-100
Kryoprotectionlosung 500ml 0,1M PBZEIC;I”?I,%'S?;?:]I Ethylenglycol,
g wa
Sucrose 30% Sucrose in 0,1M PB
Waschpuffer (1%TritonX- 1gTX-100/100m| PBS 7.4

Tabelle 2.3. Puffer und Lésungen

Ansetzen von Gebrauchslosung (1xPBS) 1000ml|

Aqua dest. + Stammldsung (10x) ->1000ml Gebrauchslésung

900mI+100mI=1000ml. Den pH Wert einstellen auf pH 7,4.

Ansetzen von Stammlésung (10x PBS; Phosphatpuffer in Kochsalzldsung)

pH 7,4, 1.3 M NaCl, 70mM Na;HPO4, 30 mM NaHPO4 pH mit NaOH einstellen

fur 500 ml 1000 ml

NaH,PO, H,0 2,69 5,29

Na,HPO4 H20 6,229 12,449
NaCL 38,09 769

Tabelle 2.4. Ansetzen von Stammlésung

Ansetzen von Triton X/ 0,01% Waschldsung (2000ml)

Zuerst 0,2g TX-100 + 1800ml Aqua dest.

+ 200ml

Phosphatpuffer in Salzlésung). Den pH Wert einstellen auf pH 7,

Stammlésung (10xPBS;
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2.1.4. Antikorper

2.1.4.1. Primarantikérper (IF)

Monoklonal Maus Anti Endomucin Klon V.7C7, Bioscience

Monoklonal Maus Anti Bromodeoxyuridine Klon Bu20a, DakoZytomation M0744
Polyklonal Kaninchen Anti Carboanhydrase IX Novus Biologicals ,100-4171
Polyklonal Kaninchen Anti HIF1a Cayman Chemical, Nr.10006421
Polyklonal Kaninchen Anti CD133 (Prominin 1) Sigma Aldrich Nr. 9493
Polyklonal Kaninchen Anti Phospho Histon Bethyl Lab #IHC00061
TUNEL ApopTag Detektion Kit Millipore S7165

293C3-APC (CD133/2) Miltenyi #130-090-854

2.1.4.2. Sekundarantikorper

Alexa Fluor 568 Ziege Anti Maus IgG (IF) Invitrogen #11004

Alexa Fluor 568 Ziege Anti Ratte IgG (IF) Invitrogen #11077

Alexa-Fluor 568 Ziege Anti Kaninchen IgG (IF) Invitrogen #11011

Maus IgG2b-APC Miltenyi ,130-092-217

2.2. Methoden

2.2.1. Arbeiten mit DNA, Proteinen und Zellen
2.2.1.1. Herstellung lentiviraler Partikel

Die lentiviralen Partikel zur Generierung der stabilen microRNA210 Knockdown-, bzw.
Uberexpressionszelllinien wurden mit Hilfe der lentiviralen Verpackungsplasmide
pMD2.VSV-G (ENV-Plasmid) und pCM8.91 (core-packaging Plasmid) hergestellt. Die
verwendeten microRNA Plasmide (pmiRZIP000, knockdown Kontrolle; pmiRZIP210,
microRNA210 antisense Sequenz; pCDH-CMV-MCS-EF1copGFP,
Uberexpressionskontrolle; pMIRNA1-210, microRNA210-Precursor exprimierendes

Plasmid) wurden Uber SBI System Biosciences bezogen.
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Fur die Herstellung der Viren wurden 24 Stunden vor der Transfektion 4 x 10® 293T-HEK
Zellen in T-75-Zellkulturflaschen mit DMEM- Vollmedium ausplattiert und tiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medium zwei Stunden vor der geplanten
Transfektion durch 6 ml antibiotika-freies Medium ersetzt. Fir die Transfektion wurden
500 pl OPTI-MEM Medium mit 4,875 pg pCM8.91 und 2,625 pg pMD2.VSV-G, sowie
7,5 ng des jeweiligen microRNA Konstrukts versetzt und mit 45 pl FUGENE HD
Transfektionsreagenz fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend
wurde das Transfektionsgemisch tropfenweise auf die 293T HEK Zellen aufgebracht.
Am folgenden Tag wurden 4 ml DMEM mit 10% FCS zugegeben und die Zellen fir
weitere 24 Stunden inkubiert. 48 Stunden nach der Transfektion wurde der mit Lentiviren
angereicherte Uberstand abgenommen und zum Entfernen etwaiger Zelltrimmer
mithilfe eines 0,45 um Filters filtriert. Zur Aufkonzentration der Viren wurde anschlieBend
fur 2 Stunden eine Ultrazentrifugation bei 4°C und 55000g durchgefiihrt, der Uberstand
verworfen und die Viren in 100 pul DMEM-F12 resuspendiert. Die Viren wurden bis zur
weiteren Verwendung in 10 pl Aliquots bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung des Virus
Titers wurden 24h vor der Infektion 3 x 10* G55TL Zellen pro well in einer 24-well-Platte
ausgesaht und die Titerung unter Zugabe von 8 pg/pl Polybrene geman der Anleitung
des Herstellers (siehe Trans-Lentiviral shRNA Bulk Packaging System, Open
Biosystems) durchgefiihrt. Die transduzierten Zellkolonien wurden mit Hilfe der
Expression von GFP fluoreszenzmikroskopisch gezéhlt und der Virus Titer bestimmit.

2.2.1.2. Generierung stabiler Zelllinien

Fir die Generierung stabiler Zelllinien wurden 24 Stunden vor der Transduktion 5 X 10°
Zellen pro well in 6-well-Platten auf Laminin ausgeséht. Fur die Transduktion wurde das
Zellkulturmedium durch 800 pl DMEM-F12 mit 8 ug/ul Polybrene ersetzt und die
Entsprechende Menge an Virus mit einer Multiplicity of Infection (MOI) von 5 (5
Virenpartikel pro Zelle) zugegeben. Nach acht Stunden wurde das Medium durch 2 ml
Tumorspharenmedium ersetzt und die Zellen fiir weitere 48 Stunden auf Laminin
kultiviert. Hiernach wurden die Zellen fir 15 Minuten bei 37°C mit Accutase inkubiert, um

sie vom Laminin zu l6sen und anschlieBend in eine Spharen-Kultur Gberfihrt.
2.2.1.3. Proteinextraktion und Western Blot Analyse

Die unter Normoxie und/oder Hypoxie kultivierten priméren Glioblastomzelllinien wurden
fur die Proteinextraktion auf Eis in ein 15 ml Reaktionsgefal3 tberfiihrt und bei 4°C fir
eine Minute bei 2500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Spharen
auf Eis mit Laemmli Puffer lysiert. Das Proteinlysat wurde anschlieend fiir 60 Sekunden

mit einem Ultraschall-Homogenisator (Bandelin SonoPlus) homogenisiert und fir 5
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Minuten bei 95°C inkubiert. Die Proteinkonzentration wurde anschlie3end kalorimetrisch
mit Hilfe der Lowry Methode auf einem Mikroplattenleser (Berthold TriStar LB941)
bestimmt und die Proteinextrakte einer Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unterzogen.

Wahrend der SDS-PAGE werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen in einem
Polyacrylamidgel anhand ihrer GroRRe in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Die
negativ geladen Proteine wandern hierbei durch ein graduiertes, 8-12 prozentiges
Polyacrylamidgel zur Anode und verteilen sich groRenabhangig im Gel. Die
polymerisierten Gele werden hierbei in einem Laufpuffer in eine Elektrophoresekammer
eingespannt und 40 pg des Proteinlysats in Probenpuffer auf das Gel aufgetragen.
Zuséatzlich zu den Proteinproben wird zur GrélRenbestimmung ein farbig markierter
GroRenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese wurde fur 90 Minuten bei einer
angelegten Spannung von 100V durchgefiihrt. Die separierten Proteine im Acrylamidgel
wurden anschlieRend durch das Anlegen einer positiven Spannung auf eine PVDF
Membran Ubertragen und unspezifische Bindungsstellen auf der Membran mit einer 5%
Milchpulverlésung blockiert. Der Nachweis der Proteinbanden auf der PVDF Membran
erfolgte Uber Nacht bei 4°C mit spezifischen Antikdrpern gegen die zu detektierenden
Proteine, sowie einem Antikdrper gegen Tubulin, der als Ladekontrolle eingesetzt wurde.
Die spezifischen Antikérper binden hierbei an das zu detektierende Protein, wahrend ein
anschlie3end eingesetzter, mit einer Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase;
HRP) konjugierter Zweitantikorper an die jeweiligen Erstantikdrper bindet und hiernach
mit Hilfe einer durch die Peroxidase vermittelten Chemilumineszenzreaktion auf einem

Rontgenfilm detektiert werden kann.
2.2.1.4. Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR ermoglicht eine exakte Quantifizierung von spezifischen
PCR- Produkten mithilfe der Detektion von Fluoreszenzsignalen, die mit der Bildung
doppelstrangiger PCR Produkte einhergehen. Hierbei wird in der PCR Reaktion ein in
DNA doppelstrangiger interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff (SYBR Green) eingesetzt,
dessen Fluoreszenzsignal analog zur zunehmenden Anzahl der PCR Produkte ansteigt.
Die PCR Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 25 pl mit dem ABsolute
QPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Scientific) in einem StepOnePlus System
(Applied Biosystems) durchgefuhrt, wobei fir die Reaktion 4 pl cDNA (5 ng/ul) und
200nM forward- (fw) und reverse (rev) Primer eingesetzt wurden. Alle Analysen wurden

im Triplett durchgefuhrt.
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Die Reaktionsbedingungen lauteten dabei wie folgt:

Reaktionsablauf °C Zeit Anzahl der Zyklen
Enzym Aktivierun 95°C 15 1
y 9 min
Denaturierung 95°C 30
sec
Annealing 60°C 30 45
sec
Elongation 72°C 30
sec
Denaturierung 95°C 1 min 1
Annealing/Elongation 60°C 1 min 1
o 15 0,5°C schrittweiser
Schmelzkurve 55°C sec Temperaturanstieg auf 95°C
Ende 4°C 0

Tabelle 2.5. qPCR Programm fir die SYBR Green Methode

Die Quantifizierung der PCR Produkte erfolgt hierbei Uber eine softwareunterstitzte
Berechnung des Fluoreszenzsignals, bei der die Signalintensitat den zehnfachen Wert
des Grundsignals tberschreitet, was als Schwellenwertzyklus (Threshold Cycle, Ct) fur
das jeweilige Primer-Paar angegeben wird. Mithilfe des Ct-Wertes des zu
untersuchenden Gens (gene of interest, GOI) und dem Ct-Wert eines, im gleichen
Ansatz amplifizierten, unregulierten Haushaltsgens (housekeeping gene, HKG) kann
nun anhand der AACt Methode (Pfaffl, Nucleic Acids Research 2001) die relative
Expression des zu untersuchenden Zielgens bestimmt werden. Mithilfe der
aufgezeichneten Schmelzkurve der PCR Produkte, in der Primer-Dimere und
unspezifische Reaktionsprodukte dargestellt werden, kann die Qualitdit der PCR

Reaktion kontrolliert werden.
2.2.1.5. Zytospins- Gewebeaufbereitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir die folgenden in vitro und in vivo Experimente
humane priméare Glioblastomzellen aus Tumorgewebe gewonnen (Tierversuchsantrag
Regierungsprasidium Darmstadt v54-19c20/15-F42/1 und V54-19 c¢ 20/15 F 42/13;
,Kontrolle von CSC durch Angiogenese und Hypoxie®“) und in Kultur gebracht (Seidel,
Garvalov, & Acker, 2015). Fiur die im Anschluf3 durchgefuhrten Immunfluoreszenz-
farbungen wurden 300.000 priméare Glioblastomzellen pro well in eine 6 well Platte
ausgesaht und 24 Stunden unter normoxischen Bedingungen in Tumorsphéaren
Kulturmedium (TSM) mit je 20ng/ml EGF und bFGF inkubiert. Fir die hypoxischen
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Bedingungen wurden die entsprechenden Proben anschliessend fir 96 Stunden unter
Hypoxie (1% Sauerstoff) kultiviert, wahrend die Kontrollen weiter unter normoxischen
Bedingungen inkubiert wurden. Anschlielend wurden die Zellen mit Hilfe eines
Enzymgemischs (Accutase) separiert, mit PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von
50.000/mL eingestellt. Die Zellzahl wurde mit dem CASY Zell-Zahlgerat und Analyse
System Model TT ermittelt (Roche Diagnostics GmbH # 05651697001). Uber
elektronische Impulse wurden Grof3e, Verteilung und Zellfunktionsfahigkeit der Probe
analysiert. Vor der Zahlung wurden 100l Zellsuspension in 10 ml CASY Losung (Roche
Diagnostics GmbH # 05651808001) verdiunnt und die Analyse entsprechend der
Herstellerempfehlungen durchgefihrt. Die Zellen wurden 4 bzw. 5 Minuten mit 800 bzw.
900 Runden pro Minute (rpm) zentrifugiert. Pro Objektrager wurden 500ul verwendet.
Nach dem Zentrifugieren wurden die Objekttrager getrocknet und anschlieRend gefarbt

(s. Immunfluoreszenzfarbungen an Zytospins 2.2.3.1-2.2.3.5.)
2.2.2. Grundlagen der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie macht sich die spezifische Bindung von Antikoérpern, die gegen
bestimmte Gewebs- bzw. Zellantigene gerichtet sind, zunutze. Dabei werden meist
mehrere Antikdrper nacheinander verwendet. Der Primarantikorper ist gegen das
darzustellende Antigen (z. B. Phospho-Histon H3) gerichtet. Der Sekund&rantikorper
richtet sich gegen das Fc-Fragment von Immunglobulinen der Tierspezies, in welcher
der Primarantikdrper hergestellt wurde. Zum Ausschluss unspezifischer Farbereaktionen
wurde bei allen Immunfluoreszenzfarbungen eine Negativkontrolle (indem man bei der
Farbung auf den Primarantikérper verzichtete), verwendet. Alle anderen Farbeschritte
liefen dabei in analoger Weise ab. Dabei zeigte sich bei den Negativkontrollen keine
spezifische Farbereaktion. Eine unspezifische Anfarbung durch die librigen Reagenzien

war folglich ausgeschlossen.
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2.2.3. Farbungen an Zytospins

Die folgenden Immunfluoreszenzfarbungen wurden an Zytospins duchgefiuhrt:

Farbung Darstellung Seite
BrdU Proliferation 37
CD133 Tumorstammzellen 38
Phospho-Histon H3 Proliferation 39
TUNEL Apoptotische Zellen 40
DAPI Kernfarbung 40

Tabelle 2.6. Farbungen an Zytospins

Fur die Farbungen an Zytospins wurden Gebrauchs-, Stamm- und Waschlésungen, wie
unter 2.1.3. in Material und Methoden beschrieben, angesetzt. Die statistischen
Auswertungen der an Zytospins durchgefiihrten Immunfluoreszenzfarbungen erfolgten

analog der Beschreibung (Statistische Auswertung 2.2.7.).
2.2.3.1. BrdU Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung proliferierender Zellen wurde eine Farbung gegen BrdU (Monoklonal
Maus Anti Bromodeoxyuridine Klon Bu20a, DakoZytomation MO0744) in einer
Verdinnung von 1:200 durchgefihrt. BrdU ist ein chemisches Analogon des Nukleosids
Thymidin bzw. Desoxyuridin. Es entsteht durch Verbindung von Desoxyribose mit der
Nukleobase 5-Bromuracil. BrdU kann von der Zelle aufgenommen werden und in
phosphorylierter Form anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP)
wahrend der S- Phase des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA als Markierung
eingebaut werden, um die Zellproliferation (anhand einer Immunfluoreszenzfarbung in
Form eines nukleéren Farbesignals) zu messen. Fur die Bindung des Antikorpers ist eine
Denaturierung der DNA im Sinne einer Vorbehandlung mit Sdure und Hitze notwendig.
BrdU kann Mutationen auslosen. Fur die BrdU Farbung wurden 300.000 primére
Glioblastomzellen pro well in eine 6 well Platte ausgeséht und 24 Stunden unter
normoxischen Bedingungen in Tumorsphéaren Kulturmedium (TSM) mit je 20ng/ml EGF
und FGF inkubiert. Fir die hypoxischen Bedingungen wurden die entsprechenden
Proben anschliessend fir 96 Stunden unter Hypoxie (1% Sauerstoff) kultiviert.
Anschlielend wurden die Zellen mit Hilfe eines Enzymgemischs (Accutase) separiert,
mit PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von 50.000/mL eingestellt. Die Zellen wurden
mit BrdU in einer Konzentration von 10uM fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert, mit PBS
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gewaschen und fur 10 Minuten auf Eis mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Nach erneutem
waschen mit PBS wurde die Zellsuspension bis zur weiteren Verwendung bei 4°C in
PBS gelagert. Die 4°C PBS asservierten Zellen wurden 8 Minuten bei 800 Runden pro
Minute zentrifugiert, die Objekttrager bei Raumtemperatur getrocknet und vor dem
Farben fur 30 Minuten mit 4% Paraformaldehyd nachfixiert und anschliessend 5 Minuten
in 1xPBS gewaschen. Zur Antigendemaskierung wurden die Zytospins in 0,01M
Citratpuffer (pH 6.0) 5 Minuten in einem Dampfgarer (Braun) gekocht und danach 15
Minuten bei Raumtemperatur abgekuihlt. Die Objekttrager wurden 3 mal 2 Minuten in
PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation mit 2N Salzsaure um die BrdU
markierte DNA im Zellkern zu denaturieren und fur die Antikbrpermarkierung zuganglich
zu machen. Die Objekttrager wurden zur Neutralisation 2 mal 5 Minuten in 0,1M frisch
angesetzten Boratpuffer (s. 2.1.3 Tabelle Puffer und Ldsungen) gegeben. Danach
wurden die Zytospins 3 mal 2 Minuten in PBS gewaschen und eine Stunde in 20%
normalem Ziegenserum/PBS geblockt. Dann erfolgte die Inkubation mit dem
Primarantikbrper (Monoklonal Maus Anti Bromodeoxyuridine Klon Bu20a,
DakoZytomation MO0744) in einer Verdinnung von 1:200 in 10% normalem
Ziegenserum/PBS lber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die Zytospins 3 mal 5
Minuten in PBS gewaschen und anschlie3end eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
Sekundarantikorper (Alexa Fluor 568 Ziege Anti Maus Invitrogen #11004) in einer
Verdiinnung von 1:500 in 10% normalem Ziegenserum/PBS inkubiert. Der verdiinnte
Antikorper wurde, um Prazipitate zu vermeiden, eine Minute mit 2000 Umdrehungen
zentrifugiert. Danach wurden die Zytospins 3 mal 2 Minuten mit PBS gewaschen, 5
Minuten bei Raumtemperatur mit DAPI (1:5000, Thermo Fischer Scientific) gefarbt, 2
mal 5 Minuten in PBS sowie 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und feucht
mit Fluoreszenzhaftmedium (#S3023; Dako) eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 2000). Jedem Fluoreszenzbild wurde eine
korrespondierende DAPI Aufnahme zugeordnet. Es wurden jeweils 15 Bilder pro

Bedingung aufgenommen und BrdU positive Zellen (%) quantitativ bestimmt.
2.2.3.2. CD133 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung von Tumorstammzellen haben wir an Zytospins eine Farbung mit dem
Tumorstammzellmarker CD133 (Polyklonal Kaninchen Anti CD133 (Prominin 1); Sigma
Aldrich Nr. 9493) durchgefihrt. Die Zytospins wurden in einer Kivette mit PBS rehydriert
und zur Antigendemaskierung 10 Minuten in 0,01M Citrat Puffer (pH 6.0) in einem
Dampfgarer (Braun) gekocht. Danach wurden die Objekttrdger 20 Minuten bei
Raumtemperatur abgekdhlt und in 0,01% Triton X-100/ PBS 3 mal 5 Minuten

gewaschen. Die Zytospins wurden eine Stunde bei Raumtemperatur in 20% normalem
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Ziegenserum/ 0,1% Triton X-100/PBS geblockt und zwei Stunden mit dem
Priméarantikorper (Polyklonal Kaninchen Anti CD133 (Prominin 1) Sigma Aldrich Nr.
9493) in einer Verdunnung von 1:250 (10% normales Ziegenserum/ 0,1% Triton X-100/
PBS) inkubiert. Danach wurden die Zytospins 3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen und
mit dem Sekundéarantikorper (Alexa-Fluor 568 Ziege Anti-Kaninchen; Invitrogen #11011)
in einer Verdiinnung von 1:200 fur eine Stunde bei Raumtemperatur in 10% normalem
Ziegenserum/ 0,01% Triton X-100/ PBS inkubiert. Der verdiinnte Sekundarantikdrper
wurde, um ein ausflocken zu vermeiden, eine Minute mit 2000 Umdrehungen
zentrifugiert. Danach folgte ein weiterer Waschschritt von 3 mal 5 Minuten mit PBS.
AnschlieRend wurden die Zellkerne 5 Minuten bei Raumtemperatur mit DAPI (1:5000,
Thermo Fischer Scientific) gefarbt. Die Zytospins wurden 2 mal 5 Minuten in PBS und 5
Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und feucht mit Fluoreszenzhaftmedium
(#S3023; Dako) eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop
(Leica DM 2000). Jedem Fluoreszenzbild wurde eine korrespondierernde DAPI

Aufnahme zugeordnet. Es wurden jeweils 10 Bilder pro Bedingung aufgenommen.
2.2.3.3. Phospho-Histon H3 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der Proliferationsrate wurde eine Féarbung mit Phospho-Histon-H3
(Polyklonal Kaninchen Anti Phospho Histon; Bethyl Lab #IHCO00061) in einer
Verdinnung von 1:200 durchgefihrt. Die Zellen wurden 1 Minute in PBS rehydriert und
zur Antigendemaskierung 10 Minuten in TE-Puffer (pH 8.0) in einem Dampfgarer (Braun)
gekocht und bei Raumtemperatur 20 Minuten abgekihlt. Danach wurden die Zytospins
in 0,01% Triton X-100/ PBS 3 mal 5 Minuten gewaschen, eine Stunde bei
Raumtemperatur in 20% normalem Ziegenserum/ 0,1% Triton X-100/PBS geblockt und
zwei Stunden mit dem Priméarantikorper (Polyklonal Kaninchen Anti Phospho Histon;
Bethyl Lab #IHC00061) in einer Verdiinnung von 1:200 (10% normales Ziegenserum/
0,1% Triton X-100/ PBS) inkubiert. Anschlielend wurden die Praparate 3 mal 5 Minuten
mit PBS gewaschen und mit dem Sekundarantikérper (Alexa-Fluor 568 Ziege Anti-
Kaninchen; Invitrogen #11011) in einer Verdinnung von 1:200 eine Stunde bei
Raumtemperatur in 10% normalem Ziegenserum/ 0,01% Triton X-100/ PBS inkubiert.
Der verdiinnte Sekundarantikérper wurde, um eventuell vorhandene Prazipitate zu
eliminieren, vor der Verwendung eine Minute bei 2000 Umdrehungen zentrifugiert.
Danach wurden die Objekttrager 3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen, eine Kernfarbung
mit DAPI (1:5000, Thermo Fischer Scientific) bei Raumtemperatur Uber 5 Minuten
durchgefuhrt und die Objekttrager wiederum 2 mal 5 Minuten in PBS und 5 Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen und feucht mit Fluoreszenzhaftmedium (#S3023; Dako)

eingedeckt. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 2000). Jedem
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Fluoreszenzbild wurde eine korrespondierernde DAPI Aufnahme zugeordnet. Es wurden
jeweils 10 Bilder pro Bedingung aufgenommen und die Anzahl pHH3 positiver Zellen (%)
quantitativ analysiert.

2.2.3.4. TUNEL Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung apoptotischer Zellkerne wurde eine TUNEL Farbung (ApopTag® Red
(Fluorescein) in situ — Kit) durchgefihrt. Zu Beginn der Farbeprozedur wurden die auf
die Objekttrager aufgebrachten Zellen mit 4% Paraformaldehyd/PBS fir 10 Minuten
fixiert. Danach wurden mit dem DAKO Cytomation PEN® Begrenzungslinien auf die
Objekttrager aufgebracht, um ein austrocknen der Zellen wahrend der Inkubation zu
vermeiden. AnschlieRend wurden die Zellen 5 Minuten bei -20°C in Ethanol: Essigsaure
(2:1) permeabilisiert, 2 mal 5 Minuten in PBS gewaschen und die Uberstehende
Flussigkeit auf den Objekttrdgern mit einer Pasteurpipette abpipettiert. Die Zytospins
wurden in einer Feuchtkammer mit Equilibrationspuffer (Komponente im ApopTag® Kit)
fir 10 Sekunden (75ul Puffer/ pro Objekttrager) inkubiert und alle Uberschissige
Flussigkeit auf den Objekttragern abpipettiert. Im Anschluss wurden die Zytosins bei 37°
C fur eine Stunde mit TdT Enzym (Komponente im ApopTag® Kit) (33ul Enzym+77ul
Reaktionspuffer/pro Objekttrager) inkubiert und die Reaktion hiernach mit Stop / Wasch
— Puffer (fertige Komponente im ApopTag® Kit) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur auf
einem Orbitalschittler gestoppt. Nach dreimaligem waschen in PBS (je 5 Minuten)
wurden die Zytospins 30 Minuten mit Anti—Digoxigenin—Konjugat (Komponente im
ApopTag® Kit; 62ul Konjugat+68ul Blocking Losung/Objekttrager) unter Lichtprotektion
bei Raumtemperatur inkubiert, 4x in PBS fur je 2 Minuten gewaschen und mit DAPI
(Thermo Fischer Scientific) 10 Minuten in einer Verdinnung von 1:5000 in PBS gefarbt.
Danach wurden die Zytospins 5 Minuten in PBS gewaschen und mit
Fluoreszenzhaftmedium (#S3023, DAKO) eingedeckt. Die Auswertung erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 2000). Jedem Fluoreszenzbild wurde eine
korrespondierende DAPI Aufnahme zugeordnet. Es wurden jeweils 19 Bilder pro

Bedingung aufgenommen und die Anzahl TUNEL positiver Zellen (%) analysiert.

2.2.3.5. DAPI Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der Zellkerne wurde eine Kernfarbung mit DAPI (4',6-Diamidin-2'-
phenylindol-dihydrochlorid) durchgefinhrt. DAPI (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-
dihydrochlorid) bindet an =zelluldare DNA und kann bei einem bestimmten
Absorptionsmaximum mit einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. Je
kondensierter das Kernchromatin ist, desto starker fluoresziert die DNA. Somit treten

Kondensationszustande wie Apoptosen, aber auch Mitosen, deutlich in Erscheinung.
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2.2.4. FACS Durchflusszytometrische Analysen

Die Zellen wurden, damit sie fir die Fluorescence-Activated-Cell-Sorting—Analyse
(FACS) einzeln vorliegen, 15 Minuten bei 37°C mit Accutase behandelt. Nach zwei
Waschschritten mit FACS Farbepuffer (PBS, pH 7.2, 0.5% BSA, 2 mM EDTA) wurden
die Zellen 20 Minuten mit 20 pl normalem Maus IgG (Invitrogen) bei 4°C geblockt und
anschlieend 30 Minuten bei 4°C mit 10 pl CD133/2 (293C3)-APC konjugiertem
Antikdrper (Miltenyi Biotec #130-090-854) inkubiert. Fur entsprechende Isotypkontrollen
wurde Maus IgG2b-APC, Miltenyi #130-092-217 verwendet. FiUnf Minuten vor der
Analyse wurde 1 pl Sytox blau Kernfarbung (Invitrogen) hinzugegeben, um avitale
Zellkerne anzufarben, welche von der Analyse ausgeschlossen wurden. Die Analyse der
Zellen mittels Durchflusszytometrie erfolgte an einem FACS Canto I, BD Biosciences
wahrend die Datenanalyse CD133 positiver vitaler Einzelzellen mithilfe der

spezialisierten Software (FlowJov7/9, Tree Star) vorgenommen wurde.

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren, mit dessen Hilfe
Zellpopulationen anhand unterschiedlicher Zellgrélle und —morphologie sowie
unterschiedlichem Expressionsmuster von spezifischen Antigenen, die mittels
Antikdrper markiert werden, innerhalb einer Gesamtpopulation identifiziert und
quantifiziert werden konnen. Fir das Messprinzip kdnnen entweder Antigene mittels
fluorochromgekoppelter Antikérper markiert, fluoreszierende Proteine spezifisch an
zellulare Strukturen gebunden, oder Substrate durch eine chemische Reaktion
intrazellular zu einem fluoreszierenden Molekil umgesetzt werden. Die daraus
resultierenden fluoreszenzmarkierten Zellen flie3en bei der Messung in hohem Tempo
in den Mikrokanal einer Kiivette und passieren dabei einen Laserstrahl einer bestimmten
Wellenlange. Das dabei entstehende Streulicht wird im Vorwartsstreulicht-Kanal
(forward scatter, FSC) als Mal fiir die Grof3e der Zelle und im Seitwartsstreulicht-Kanal
(sideward scatter, SSC) als MalR fur die Granularitéat der Zelle ermittelt. Parallel zum
Streulicht kommt es durch die laserinduzierte Anregung der fluoreszierenden Molekile
zur Emission von Fluoreszenzsignalen, welche von einem Photomultiplier detektiert
werden. Bei allen durchflusszytometrischen Methoden wurden drei Proben pro
Bedingung gemessen und der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Als
Kontrolle diente jeweils eine Probe, die mit einem Fluoreszenzgekoppelten IgG Molekil

analog zum spezifischen Antikorper aufgearbeitet wurde.
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2.2.5. Praparation und Gewebeaufbereitung; Intrakranielles Tumor-
Xenograft-Modell

Fur die intrakraniellen Xenograft Modelle wurden die primaren Glioblastomzelllinien
GBM 046X und etablierte GBM Zelllinien G55 verwendet (S. Seidel). Um die Gehirne zu
entnehmen, wurden die Mause mit Ketamin anaesthesiert (250 pl/20g Koérpergewicht
Ketamin intraperitoneal; auf 2 ml 10% Ketamin) und mit Xylazin, einem
Beruhigungsmittel (0.5 ml 2% in 9 ml 0.9% Kochsalz), muskelrelaxiert. Fir die
intrakardiale Perfusion tber den linken Ventrikel wurde der Brustkorb ertffnet und eine
3 mindtige kardiale Perfusion mit 0,9% Kochsalzldsung durchgefuhrt. Danach erfolgte
eine Fixierung mit 4% Paraformaldehyd fir 6 Minuten. Anschlieend wurde das Gehirn
freiprapariert und mit 4% Paraformaldehyd bei 4° C Uber Nacht postfixiert und
anschliessend 4 Tage bei 4°C in 30% Sucrose entwassert (S. Seidel). An einem
Schlittenmikrotom (Leica Wetzlar SM2010) wurden Dickschnitte der Gehirne von 20- und
40um angefertigt. Dabei wurde ein spezieller Aufsatz des Mikrotoms mit Trockeneis
heruntergekihlt und mit einer Schicht Tissue-Tek® (Sakura, Zoeterwounden,
Niederlande) versehen um eine feste Verbindung zwischen Platte und Gehirn
herzustellen. Die Gehirne wurden nach absetzen des Kleinhirns mit dem Occipitalpol
aufgefroren. Es wurden nacheinander je 10 Schnitte von 40pum und je 4 Schnitte von
20um Dicke geschnitten und in aufeinanderfolgende 1,5 ml Reaktionsgefal3e gegeben,
welche zur Asservierung der Hirnschnitte 1,25 ml Kryoprotektionldsung enthielten.
Folglich wurden in jedes Rdhrchen zwischen 7 und 10 Schnitte mit 480 um Abstand
zueinander asserviert (jeder 12. Schnitt). Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die

Hirnschnitte bei -20° Grad gelagert.
2.2.6. Farbungen an Gewebeschnitten
2.2.6.1. Hamatoxylin Farbung

Von den kryoasservierten Gewebeschnitten wurde zur Darstellung der Morphologie und
Berechnung des Tumorvolumens eine komplette Schnittfolge von 40um Schnittdicke
Hamatoxylin-Eosin geféarbt. Es handelt sich dabei um eine Routinefarbung, welche der
Darstellung von Zellkernen und Zytoplasma dient. Hamatoxylin ist ein nattrlicher
Farbstoff, der in Form des basischen Hamalaun farbende Eigenschaften entwickelt.
Hamalaun farbt alle Strukturen mit saurem pH-Wert wie z.B. Zellkerne und
Desoxyribonukleinsdure (DNA) blau. Eosin ist ein synthetischer Farbstoff der alle
basischen Strukturen z.B. das Zytoplasma und Mitochondrien rot farbt. Eosin wird
zunachst Uberfarbt und anschlie3end differenziert. Zu Vorbereitung der Farbung wurden

die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und uUber Nacht bei Raumtemperatur
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getrocknet. Vor dem Farben wurden die Gewebeschnitte in einer Glaskiivette 2 Minuten

mit PBS rehydriert und anschlieRend kurz mit destilliertem Wasser abgespilt. Dann

wurden die Objekttrager in eine Glaskiuvette gestellt und 8 — 10 Minuten in Hamalaun

nach Mayer gefarbt. Die Schnitte wurden in destilliertem Wasser gewaschen und 1

Minute bzw. bis zu einem sichtbaren Farbumschlag unter Leitungswasser geblaut.

Danach wurden die Schnitte 4 Minuten in 1%igem Eosin gefarbt (1%iges Eosin in 70%

Ethanol reinst gelost; 1 Tropfen Eisessig pro 100ml Eosin), in einer aufsteigenden

Alkoholreihe dehydriert und schlieBlich mit 2-3 Tropfen Eindeckmedium (Thermo

Scientific/Medite) mit einem Deckglas eingedeckt. Nachdem die Schnitte unter dem

Abzug getrocknet waren erfolgte die Auswertung.

Das Schema der aufsteigenden Alkoholreihe wie folgt:

Reihenfolge Substanz Verweildauer
1 70% Ethanol 30 Sek. bis 1 Min.
2 96% Ethanol 2x 30 Sek. bis 1 Min.
3 100% Ethanol 2x 5 Min.
4 Xylol 2x 5 Min.

Tabelle 2.7. Schema aufsteigende Alkoholreihe

Die folgenden

Immunfluoreszenzfarbungen

wurden

Gewebeschnitten (20pum und 40pm) durchgefihrt:

an  kryoasservierten

Farbung Darstellung Seite
Carboanhydrase 1X Hypoxie 44
CD133 Stammzellmarker 45
Endomucin Gefalle 46
HIF Hypoxie 46
Phospho-Histon H3 Proliferation a7
TUNEL Apoptosen 48
DAPI und TOPRO Kernféarbung 50

Tabelle 2.8. Farbungen an Gewebeschnitten
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Fur die Farbungen an Gewebeschnitten wurden, wie unter 2.1.3. beschrieben,

Gebrauchs-, Stamm- und Waschlésungen angesetzt.
2.2.6.2. Carboanhydrase IX Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung hypoxischer Tumorareale erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung mit
Antikorpern gegen Carboanhydrase IX (Polyklonal Kaninchen Anti Carboanhydrase [X;
Novus Biologicals ,100-417l) in einer Verdiinnung von 1:1000. Zu Beginn wurden die in
Kryoprotektionldsung asservierten 40 um dicken Gewebeschnitte in eine Petrischale mit
PBS gegeben. Es wurden jeweils 2-3 Gewebeschnitte pro Gehirn zur Permeabilisation
bei Raumtemperatur mit 1% TritonX-100/PBS fir eine Stunde in 24-Loch
Mikrotiterplatten gegeben. Fir die Farbungen wurden nur Gewebeschnitte, die mit
bloBem Auge Tumorareale erkennen lieRen, ausgewahlt. Zur Vermeidung
unspezifischer Antikérperbindungen wurden die Schnitte eine Stunde in 0,5% TritonX-
100/PBS/5% normales Ziegenserum bei Raumtemperatur geblockt. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem Primarantikérper (Polyklonal Kaninchen Anti Carboanhydrase IX;
Novus Biologicals,100-4171) in einer Verdinnung 1:1000 mit Blocking Puffer (0,5%
TritonX-100 in PBS/5% normales Ziegenserum) Uber eine Nacht bei Raumtemperatur.
Am nachsten Tag wurden die Schnitte zuerst 3 x 15 Minuten in PBS/0,01% Triton und
anschlief3end 1 x 15 Minuten in PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (Alexa-Fluor 568 Ziege Anti-Kaninchen; Invitrogen #11011) in einer
Verdinnung von 1:1000 in Blocking Puffer tber Nacht bei Raumtemperatur. Vor der
Verwendung wurde der verdinnte Sekundarantikdrper eine Minute bei 2000
Umdrehungen zentrifugiert, um eventuell vorhandene Prazipitate zu eliminieren. Am
nachsten Tag wurden die Schnitte nach drei weiteren Waschschritten von je 15 min in
PBS/0,01% Triton 5 Minuten in PBS mit DAPI (1:5000, Thermo Fischer Scientific) und
TO-PRO3 (1:1000, Invitrogen) gefarbt (10 Minuten), 3 mal 5 Minuten in PBS und 5
Minuten in destilliertem Wasser gewaschen, auf Superfrost Objekttrager aufgezogen
und mit Fluoreszenzhaftmedium (#S3023;Dako) eingedeckt. Zur quantitativen Analyse
(s. statistische Auswertung 2.2.7) hypoxischer Tumorareale wurde jeder DAPI Aufnahme
ein immunfluoreszenzgefarbtes Bild zugeordnet. Pro Tumor wurden 10 Aufhahmen
angefertigt. Alle Bilder enthielten ausschlielich Tumorgewebe. Mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Image J wurden mit Hilfe eines farblichen Schwellenwertes
(Threshold) alle CAIX-positiven Areale dargestellt. Fehlmarkierungen aufgrund von

Artefakten oder farblichen Schwankungen wurden manuell korrigiert.
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2.2.6.3. CD133 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung von Tumorstammzellen wurde eine Immunfluoreszenzfarbung gegen
CD133 (Polyklonal Kaninchen Anti CD133 (Prominin 1); Sigma Aldrich Nr. 9493) in einer
Verdinnung von 1:100 und 1:250 durchgefuhrt. Die Gewebeschnitte wurden auf
Superfrost Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
Am folgenden Tag wurden die Gewebeschnitte mit DAKO Cytomation PEN® eingekreist.
Zur Antigendemaskierung wurden die Gewebeschnitte 5 Minuten in PBS rehydriert, zehn
Minuten in Citratpuffer (0,01M pH6.0; 1.47 g Tri-Natrium Citrat/500ml destilliertes
Wasser) im Dampfgarer (Braun) erhitzt und anschlieBend 20 Minuten bei
Raumtemperatur abgekihlt (Der Puffer wurde jeweils vor der Inkubation 20 min
gekocht). Danach wurden die Gewebeschnitte 15 Minuten in 0,01%Tx-100/PBS
gewaschen, eine Stunde mit 0,1% Tx-100 in PBS und anschliessend zwei Stunden mit
0,1% Tx-100/PBS/20% normalem Ziegenserum geblockt. AnschlieBend wurden die
Schnitte mit zwei verschiedenen Verdinnungen (1:100, 1:250) des Primarantikorpers
(Polyklonal Kaninchen Anti CD133 (Prominin 1); Sigma Aldrich Nr. 9493) in
Blockingpuffer (0,1%Tx-100 in PBS/10% normales Ziegenserum) uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Am nadchsten Tag wurden die Gewebeschnitte 3 mal 15
Minuten in PBS/0,01% Triton gewaschen. Danach erfolgte Giber Nacht die Inkubation mit
dem Sekundarantikdrper (Alexa-Fluor 568 Ziege Anti-Kaninchen; Invitrogen #11011) in
einer Verdinnung von 1:1000 in Blocking Puffer (0,1% TritonX-100 in
PBS/10%normales Ziegenserum) bei Raumtemperatur. Um Prazipitate zu vermeiden,
wurde der verdinnte Sekundarantikorper vor der Inkubation eine Minute bei 2000
Umdrehungen zentrifugiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte 3 x 15 Minuten in
PBS/0,01% Triton und 15 Minuten in PBS gewaschen. Zur Darstellung der Kerne wurden
die Gewebeschnitte mit DAPI (Thermo Fischer Scientific) gefarbt. Die Inkubation erfolgte
10 Minuten in einer Verdiinnung von 1:5000. AnschlieBend wurden die Schnitte 2 mal 5
Minuten mit PBS und 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und feucht mit
Fluoreszenzhaftmedium (#S3023; Dako) eingedeckt. Zur quantitativen Berechnung (s.
statistische Auswertung 2.2.7) CD133 positiver Zellen in vivo wurden 10 Bilder pro
Tumor (Regionen, welche ausschliefZlich Tumor enthielten) mit einer Software (ImageJ)
analysiert. Mit dem Bildbearbeitungsprogramm wurden mit Hilfe eines farblichen
Schwellenwertes (Threshold) alle memranés mit CD133 Antikdrper angefarbten Zellen
dargestellt und quantitativ analysiert. Fehlmarkierungen aufgrund von Artefakten oder

farblicher Schwankungen wurden manuell korrigiert.
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2.2.6.4. Endomucin Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der BlutgefaRe an Gewebeschnitten erfolgte eine Immunfluoreszenz-
farbung mit Endomucin (Monoklonal Anti Maus Endomucin Klon V.7C7, Bioscience) in
einer Verdinnung von 1:500. Am ersten der vier Farbetage wurden die in
Kryoprotektionldsung asservierten 40 ym dicken Schnitte in eine Petrischale und fur die
Permeabilisation (1% TritonX-100/PBS) 2-3 Gewebeschnitte/Loch fir eine Stunde bei
Raumtemperatur in 24-Loch Mikrotiterplatten gegeben. Fir die Farbungen wurden nur
Schnitte, welche makroskopisch sichtbar Tumor enthielten (GFP Markierung),
ausgewahlt. Die Hirnschnitte wurden eine Stunde bei Raumtemperatur in 0,5% TritonX-
100/PBS/5% normales Ziegenserum geblockt. AnschlieBend wurden die Schnitte fur 48
Stunden bei Raumtemperatur mit dem Primarantikérper (Monoklonal Anti Maus
Endomucin Klon V.7C7, Bioscience) in einer Verdiinnung von 1:500 in Blockingpuffer
(0,5% TritonX-100 in PBS/5% normales Ziegenserum) inkubiert. Am dritten Féarbetag
wurden die Hirnschnitte zunachst 3 mal 15 Minuten in PBS/0,01% Triton und
anschliel3end 1 mal 15 Minuten in PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit
dem Sekundarantikdrper (Alexa Fluor 568, Ziege Anti-Ratte; Invitrogen #11077) in einer
Verdinnung von 1:1000 in Blockingpuffer (0,5% TritonX-100 in PBS/5% normales
Ziegenserum) bei Raumtemperatur tber Nacht. Um Prézipitate zu vermeiden, wurde der
verdiinnte Sekundéarantikdrper vor der Inkubation eine Minute bei 2000 Umdrehungen
zentrifugiert. Am vierten Farbetag wurden die Schnitte 3 mal 15 Minuten in PBS/0,01%
Triton und 1 mal 15 Minuten in PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Kernfarbung
mit DAPI (Thermo Fischer Scientific) in einer Verdiinnung von 1:5000 fur 10 Minuten.
Danach wurden die Hirnschnitte 2 mal 5 Minuten in PBS und 5 Minuten in destilliertem
Wasser gewaschen und auf Superfrost Objekttrager aufgezogen und mit
Fluoreszenzhaftmedium (#S3023; Dako) eingedeckt. Pro Tumor wurden 10 Aufnahmen
angefertigt. Alle Bilder enthielten ausschlielich Tumorgewebe. Mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Image J wurde mit Hilfe eines farblichen Schwellenwertes
(Threshold) die Gefalidichte (%) im Tumorrand quantitativ analysiert (s. statistische
Auswertung 2.2.7). Fehlmarkierungen aufgrund von Artefakten oder farblicher

Schwankungen wurden manuell korrigiert.
2.2.6.5. HIF-1la Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung von HIF-1a innerhalb hypoxischer Tumorbereiche wurde eine
Immunfluoreszenz Farbung gegen HIF-1a (Polyklonal Kaninchen Anti HIF1a Cayman
Chemical, Nr.10006421) in einer Verdinnung von 1:250 durchgefuhrt. Zu Beginn
wurden die in Kryoprotektionldsung asservierten Gewebeschnitte von 40 uym Dicke in

eine Petrischale mit PBS gegeben. Zur Permeabilisierung wurden 2-3 Gewebeschnitte /
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Loch in 24-Loch Mikrotiterplatten fur eine Stunde in 1% TritonX-100/PBS inkubiert.
Ausgewahlt wurden nur Gewebeschnitte, welche makroskopisch anhand der GFP
Markierung erkennbar Tumor enthielten. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur fur
eine Stunde in Blockingpuffer inkubiert und anschlie3end bei Raumtemperatur mit dem
Primarantikorper (Polyklonal Kaninchen Anti HIF1a; Cayman Chemical, Nr.10006421)
in einer Verdiinnung von 1:250 in Blockingpuffer (0,5% TritonX-100 in PBS/5% normales
Ziegenserum) Uber Nacht inkubiert. Am néachsten Tag wurden die Schnitte in den
Mikrotiterplatten 3 mal 15 Minuten in PBS/0,01% Triton und 1 mal 15 Minuten in PBS
gewaschen und mit dem Sekundarantikorper (Alexa-Fluor 568 Ziege Anti-Kaninchen
Invitrogen #11011) in einer Verdinnung von 1:1000 in Blocking Puffer (0,5% TritonX-
100 in PBS/5%normales Ziegenserum) bei Raumtemperatur Uber Nacht in
abgedunkelten Mikrotiterplatten inkubiert. Um Prazipitate zu vermeiden, wurde der
verdinnte Sekundarantikérper vor der Inkubation eine Minute bei 2000 Umdrehungen
zentrifugiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte in den Mikrotiterplatten 3 mal 15
Minuten in PBS/0,01% Triton und 15 Minuten in PBS gewaschen. Zur Darstellung der
Kerne wurden die Gewebeschnitte 10 Minuten mit DAPI (Thermo Fischer Scientific) in
einer Verdinnung von 1:5000 gefarbt, danach 3 mal 15 Minuten mit PBS und 5 Minuten
in destilliertem Wasser gewaschen, auf Superfrost Objekttrager aufgezogen und mit
Fluoreszenzhaftmedium (#S3023; Dako) eingedeckt. Pro Tumor wurden 10 Aufnahmen
angefertigt. Alle Bilder enthielten ausschlieBlich Tumorgewebe. Mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Image J wurden mit Hilfe eines farblichen Schwellenwertes
(Threshold) die HIF-1a positiven Areale (%) dargestellt und quantitativ analysiert (s.
statistische Auswertung 2.2.7). Fehlmarkierungen aufgrund von Artefakten oder

farblichen Schwankungen wurden manuell korrigiert.
2.2.6.6. Phospho-Histon H3 Immunfluoreszenzféarbung

Zur Darstellung der proliferierenden Zellen wurde eine Farbung gegen Phospho-Histon
H3 (Polyklonal Kaninchen Anti Phospho Histon; Bethyl Lab #IHC00061) in einer
Verdinnung von 1:200 durchgeftihrt.

Histon H3 ist eines der Haupt-Histonproteine, das mit anderen Histonen die
Hauptproteinbestandteile in eukaryotischen Zellen bildet. Phospho-Histon H3 ist bei
Saugetieren wahrend der Interphase unbedeutend, erreicht jedoch wéahrend der Mitose
eine maximale Chromatinkondensation, welche somit eine Differenzierung zwischen
apoptotischen und mitotischen Zellkernen erlaubt. Der Vorteil der Phospho-Histon H3
Farbung im Vergleich zu Ki67 liegt darin, dass nur Zellen wahrend der Mitose angefarbt
werden, d.h. in der Prophase-, Metaphase-, Anaphase und Telophase, nicht in der

Interphase und somit eine wirkliche Aussage zum Mitoseindex gemacht werden kann.
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Bei der Ki67/Mibl Farbung hingegen werden Zellen in allen Phasen des Zellzyklus

markiert, ausgenommen GO.

Eine Schnittfolge (jeder 12. Schnitt) des Gehirns wurde in PBS gewaschen, auf
Superfrost Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht getrocknet. Die Gewebeschnitte
wurden, um eine vollstandige Benetzung im weiteren Farbeablauf sicher zu stellen, mit
einem DAKO Cytomation PEN® umrandet. Am nachsten Tag wurden die aufgezogenen
Schnitte in PBS rehydriert und zur Antigendemaskierung fur 5 Minuten in TE-Puffer (pH
8.0) in einem Dampfgarer (Braun) gekocht und im Anschluss 20 Minuten bei
Raumtemperatur abgekuhlt. Nach dem Waschen der Schnitte in 0,01% Triton X-100/
PBS 2 mal 5 Minuten und in PBS 1 mal 5 Minuten wurden die Schnitte fir 4 Stunden bei
Raumtemperatur in Blockingpuffer inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte Uber
zwei Nachte in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur mit dem Primarantikorper
(Polyklonal Kaninchen Anti Phospho Histon; Bethyl Lab #IHC00061) in einer
Verdinnung von 1:200 (10% normales Ziegenserum/ 0,5% Triton X-100/ PBS) inkubiert.
Nach einaligem waschen in 0,01% Triton X-100/ PBS und in PBS wurden die Schnitte
mit dem Sekundarantikorper (Alexa-Fluor 568 Ziege Anti-Kaninchen; Invitrogen #11011)
in einer Verdunnung von 1:500 dber Nacht bei Raumtemperatur in 10% normalem
Ziegenserum/ 0,5% Triton X-100/ PBS inkubiert. Um Prazipitate zu vermeiden, wurde
der verdunnte Sekundarantikdrper vor der Inkubation eine Minute bei 2000
Umdrehungen zentrifugiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte 3 mal 15 Minuten in
PBS/0,01% Triton und 1 mal 15 Minuten in PBS gewaschen. Anschlie3end wurde eine
Kernfarbung mit DAPI (1:5000, Thermo Fischer Scientific) durchgefuhrt. Nach der
Kernfarbung wurden die Gewebeschnitte 2 mal 5 Minuten in PBS und 5 Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen und auf Superfrost Objekttrdger aufgezogen,
getrocknet und mit Fluoreszenzhaftmedium (#S3023; Dako) eingedeckt. Pro Tumor
wurden 10 Bilder (Areale, ausschlie3lich aus dem Tumorrand) quantitativ analysiert (s.

statistische Auswertung 2.2.4.).
2.2.6.7. TUNEL Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung apoptotischer Zellkerne wurde eine TUNEL Farbung (ApopTag® Red
(Fluorescein) in situ — Kit) durchgefihrt. Die Gewebeschnitte wurden vor der Farbung
auf Superfrost Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet. Danach erfolgte eine Umrandung der aufgezogenen Schnitte mit dem DAKO
Cytomation PEN®, um eine vollstdndige Benetzung des Gewebes mit Antikdrper und
Inkubationslosung sicherzustellen und das austrocknen der Gewebeschnitte zu
vermeiden. Die Schnitte wurden zu Beginn 5 Minuten in PBS rehydriert, 5 Minuten in
Citratpuffer (0,01M pH6.0; 1.47 g Tri-Natrium Citrat/500ml destilliertes Wasser) in einem
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Dampfgarer (Braun) erhitzt und anschliessend 20 Minuten bei Raumtemperatur
abgekiihlt. Danach wurden die Schnitte fir 10 Sekunden in einer Feuchtkammer mit
Equilibrationspuffer (Komponente im ApopTag® Kit) (75ul Puffer/ pro Objekttrager)
inkubiert. Nach abpipettieren des Equilibrationspuffers von den Schnitten wurde das TdT
Enzym (Komponente im ApopTag® Kit) auf das Gewebe gegeben (33ul Enzym+77ul
Reaktionspuffer/pro Objekttrager) und eine Stunde bei 37° C in einem Brutschrank
inkubiert, anschlielend das TdT Enzym abpipettiert und die Schnitte in einer Kiivette mit
dem Stop / Wasch — Puffer (fertige Komponente im ApopTag® Kit) auf dem Schattler fur
10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurden die Schnitte 3 mal 5
Minuten mit PBS gewaschen und im Anschluss unter Lichtprotektion bei
Raumtemperatur 30 Minuten mit Anti — Digoxigenin — Konjugat (Komponente im
ApopTag® Kit; 62ul Konjugat+68ul Blocking Lésung/Objekttrager) inkubiert. Hiernach
wurden die Schnitte 3 mal 2 Minuten in PBS gewaschen und mit DAPI (Thermo Fischer
Scientific) in einer Verdiinnung von 1:5000 in PBS fiir 10 Minuten gefarbt. Nach einem
erneuten Waschschritt von 5 Minuten in PBS wurden die Schnitte mit
Fluoreszenzhaftmedium (#S3023, DAKO) eingedeckt und (ber Nacht abgedunkelt
getrocknet.

Durch die TUNEL- Analyse kdnnen Strangbriiche in der DNA detektiert werden, wie sie
vor allem in nekrotischen Zellen vorliegen. Wahrend der Apoptose wird der DNA-Strang
des Zellkerns durch die Aktivitdt von Endonukleasen fragmentiert. Die ApopTag® —
Methode basiert auf der Detektion von ein- und doppelstrangigen DNA- Briichen (DNA
3’- OH Endigungen) im Kern der apoptotischen Zelle, noch bevor diese Zelle ein
typisches morphologisches Bild der Apoptose zeigt. Es empfiehlt sich jedoch, die mit
ApopTag® positiv gefarbten Zellkerne auf ihre Morphologie in der DAPI Féarbung zu
untersuchen, insbesondere um nekrotische von apoptotischen Zellen zu unterscheiden.
Die normalen oder proliferativen Zellen haben im Gegensatz zu apoptotischen Zellen
eine nicht signifikante Anzahl an solchen DNA 3"- OH Endigungen. Das Prinzip dieser
Methode besteht in einer Bindung von Nukleotidtriphosphaten (dNTP, im
Reaktionspuffer) mit Hilfe von terminaler Desoxynukleotidyl — Transferase (TdT —
Enzym) an die 3’- OH Endigungen der ein- und doppelstrangigen DNA Fragmente einer
apoptotischen Zelle. Die dNTPs beinhalten das Desoxygenin, an welches der Anti —
Desoxygenin — Antikdrper bindet. Dieser Antikdrper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(Rhodamin oder Fluorescein) konjugiert, was letztendlich die Detektion der
Bindungsstellen mittels eines Fluoreszenzmikroskops ermdglicht. Pro Tumor wurden 10
Bilder (Areale, ausschlief3lich aus dem Tumorrand) quantitativ analysiert (s. statistische

Auswertung 2.2.7).
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2.2.6.8. DAPI und TOPRO Fluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der Zellkerne wurde eine Kernfarbung mit DAPI und TOPRO
durchgefuhrt. DAPI  (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid) und TOPRO
(Absorbtionsmaximum von A=642nm und Emissionsmaximum von A=661nm)
entsprechen Fluoreszenzfarbstoffen, welche an zellulare DNA binden und bei einem
bestimmten Absorptionsmaximum mit einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen
werden konnen. Dabei bilden sich die Zellkerne stark fluoreszierend ab, wéhrend eine
zytoplasmatische Fluoreszenz allenfalls als schwacher unspezifischer Hintergrund in
Erscheinung tritt. Je kondensierter das Kernchromatin ist, desto starker fluoresziert die
DNA. Somit treten Kondensationszustande wie Apoptosen, aber auch Mitosen, deutlich

in Erscheinung.
2.2.7. Statistische Auswertung

Die Analyse der immunfluoreszenz gefarbten Zytospin- und Schnittpraparate erfolgte
guantitativ morphometrisch mit einem entsprechenden Programm (Image J). Image J ist
ein von Wayne Rasband in Java geschriebenes Bildbearbeitungsprogramm, das fir
medizinische und wissenschaftliche Bildanalyse verwendet wird und sehr gut fur das
Vermessen von Strukturen und Mikroskopaufnahmen geeignet ist. Es kann je nach
Bedarf um zahlreiche Makros erweitert werden. Das Programm und der Quellentext sind
frei verwendbar (Open source). Die Darstellung der Daten nach der Auswertung mit der
Image J Software erfolgte mit der GraphPad (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) und Adobe lllustrator Software (Graphik- und Zeichenprogramm).

Zur statistischen Auswertung wurde der Students t-Test fur unverbundene Stichproben
angewandt. Im Fall von Unterscheidungen zwischen >2 Versuchsgruppen wurde eine
Varianzanalyse mittels Anova (analysis of variance) durchgefiihrt. Im Anschluss wurde
zum Vergleich multipler Proben der Bonferroni Test angewandt. Von allen Ergebnissen
sind sowohl der Mittelwert (MW) als auch der Standardfehler (SEM, standard error of the
mean) des Stichprobenmittelwertes angegeben. Ein p- Wert von <0,05 wird als
signifikant (*), ein p-Wert von <0,01 als hoch signifikant (**) und ein p-Wert von <0,001

(***) als hochstsignifikant betrachtet. Ausreil3er wurden mit dem Grubbs Test eliminiert.
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3. Ergebnisse

Ein haufiges Phanomen im Rahmen der Tumorprogression ist die Ausbildung
intratumoraler hypoxischer Umgebungsbedingungen. Dies fuhrt Uber hypoxie-
induzierbare Transkriptionsfaktoren (HIF's) zur Aktivierung von Signalkaskaden, die die
zellulare Adaptation an Hypoxie begunstigen. Uber HIF-1a und HIF-2a werden
verschiedene zellulare Mechanismen reguliert, welche das Tumorwachstum,
metabolische Funktionen (Glykolyse), Invasion, Metastasierung, Differenzierung und
Selbsterneuerung beeinflussen. Eine besondere Bedeutung in der Genregulation unter

hypoxischen Bedingungen kommt der HIF-1a induzierten miR210 Expression zu.

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war, in vitro und in vivo unter normoxischen-
(21% O,) und hypoxischen (1% O;) Bedingungen an verschiedenen Glioblastom-

zelllinien den Einfluss von miR210 auf den Stammzellphdnotyp zu untersuchen.

3.1. miR210 Uberexpression beeinflusst die Expression von HIF

und HIF Zielgenen und induziert den Stammzellph&notyp

Die Expression von HIF in unterschiedlichen Tumoren wurde von mehreren
Arbeitsgruppen untersucht. Dem hypoxieinduzierbaren Transkriptionsfaktor (HIF-1)
kommt als Hauptregulator der Sauerstoff-abhédngigen Genexpression durch Aktivierung
seiner Zielgene wie beispielsweise Carboanhydrase IX und VEGF eine Schlisselrolle in
der Tumorprogression zu. Um den hypoxieinduzierten Einfluss von miR210 auf den
Stammzellphénotyp (CD133) zu untersuchen, haben wir miR210 in Glioblastomzellen
Uberexprimiert (Abb.3.1.). In Immunoblot Analysen (Abb.3.1:A) konnten wir auf
Proteinebene durch Uberexpression von miR210 unter normoxischen (21% O)- und
hypoxischen (1% O, fur 96h) Bedingungen eine vermehrte Expression des
Tumorstammezellmarkers CD133 sowie eine Stabilisierung der hypoxieinduzierten
Transkriptionsfaktoren HIF-1a und HIF-2a nachweisen. Dieser Effekt wurde unter
hypoxischen Bedingungen zusétzlich verstarkt. Da der hypoxieinduzierten Expression
von HIF Zielgenen eine entscheidende Rolle fiir die Tumorprogression zukommt, haben
wir auf RNA Ebene die Carboanhydrase IX- und VEGF Expression untersucht
(Abb.3.1:B, C). Wir konnten unter normoxischen (21% O.) Bedingungen einen Anstieg
der relativen CAIX Expression von 1.00 auf 2.75 und unter hypoxischen (1% O fir 96h)
Bedingungen einen Anstieg von 91.21 auf 268.97 nachweisen. Fir VEGF-A zeigte sich
ein Anstieg der relativen Expression von 1.00 auf 1.97 unter normoxischen (21% O3)-
und von 2.70 auf 3.95 unter hypoxischen (1% O.) Bedingungen. VEGF ist das wichtigste

HIF-1a Zielgen und spielt eine wesentliche Rolle in der Gefalneubildung. Nachdem wir
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auf Proteinebene (Abb.3.1:A) zeigen konnten, dass die Uberexpression von miR210 die
CD133 Expression erhoht, haben wir wiederum miR210 tberexprimiert und Q-RT-PCR-
und FACS-Analysen durchgefihrt, um auf mMRNA- und zellularer Ebene den Einfluss auf

den Stammzellphanotyp zu untersuchen (Abb.3.2: A, B).
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Abbildung 3.1. miR210 Uberexpression induziert die Expression von HIF und HIF
Zielgenen und induziert den Stammzellphdnotyp. (A) Immunoblot Analysen der
primaren humanen Glioblastomzelllinie GBMO046X mit Darstellung mittels Antikdrper
sichtbar gemachter Proteine (CD133, HIF-1a, HIF-2a). Als Ladungskontrolle wurde
Tubulin eingesetzt. Die Uberexpression der hypoxieinduzierten miR210 in der priméaren
Glioblastomzelllinie GBM046X erhdht unter normoxischen (21% O_) Bedingungen die
Expression des Tumorstammzellmarkers CD133 und stabilisiert die hypoxieinduzierten
Transkriptionsfaktoren HIF-1a und HIF-2a. Dieser Effekt wird unter hypoxischen (1% O
fir 96h) Bedingungen zusatzlich verstarkt (S. Seidel). (B, C) Quantitative RT-PCR
(GBMO046X) der CAIX und VEGF-A Expression. miR210 Uberexpression erhoht die
hypoxieinduzierte Expression der HIF-1a Zielgene CAIX und VEGF-A unter
normoxischen (21% Oy)- und hypoxischen (1% O; fur 96h) Bedingungen (n=3) (S.
Seidel).

3.2. miR210 Uberexpression erhoht die Stammzellpolulation in

primaren Glioblastomzelllinien

In der Literatur wurde im Jahre 2009 beschrieben, dass Hypoxie den intratumoralen
Stammzellph&notyp im Glioblastom reguliert (Z. Li et al., 2009). In der quantitativen RT-
PCR (Abb.3.2:A) konnten wir einen Anstieg der relativen CD133 Expression auf RNA
Ebene unter normoxischen (21% O,) Bedingungen von 1.00 auf 1.15 und unter
hypoxischen (1% O, fur 96h) Bedingungen von 3.52 auf 5.06 nachweisen. Um in vitro
die Anzahl CD133 positiver Zellen zu ermitteln, wurden durchflusszytometrische
Analysen (FACS) zur quantitativen Bestimmung der Stammzellpopulation durchgefuhrt
(Abb.3.2:B). Die FACS Analyse ist ein Verfahren mit dessen Hilfe Zellpopulationen
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anhand unterschiedlicher ZellgroBe und Morphologie sowie unterschiedlichem
Expressionsmuster mittels fluoreszenzmarkierter Antikdrper (Antigen-Antikdrper-
Reaktion) dargestellt und innerhalb einer Gesamtpopulation quantifiziert werden kénnen.
Die Analyse dient insbesondere dem Nachweis von Oberflachenmolekilen,
intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNA. Das Glykoprotein CD133, auch Prominin
genannt, wurde erstmals 1997 in humanen hamatopoetischen Stammzellen
beschrieben. Seit den Untersuchungen von Singh et al. und anderen Arbeitsgruppen
wird CD133 als Marker fur Tumorstammzellen insbesondere des Glioblastoms
angesehen (Singh, Clarke, et al., 2004; Singh et al., 2003; Soeda et al., 2009). Wir
konnten unter normoxischen (21% O.) Bedingungen einen hoch signifikanten Anstieg
CD133 positiver Zellen von 23,86% auf 63,30% und unter hypoxischen (1% O,)
Bedingungen einen hoch signifikanten Anstieg von 75,80% auf 91,73% nachweisen.
Auffallend war, dass das etablierte Phdnomen der hypoxieinduzierten Expression des
Stammzellmarkers CD133 durch die Uberexpression von miR210 zuséatzlich gesteigert
werden konnte, was auf einen direkten Einfluss von miR210 auf den Stammzellphanotyp
im Glioblastom schliessen lasst. Exemplarische Dotplot Darstellung (Abb.3.2:C) der
FACS-Analyse mit dem Priméarantikbrper gegen Epitop2 des Tumorstammzellmarkers
CD133. Ein wichtiges in vitro Charakteristikum von Tumorstammzellen unter
serumfreien Bedingungen ist die Selbsterneuerungskapazitat unter der Ausbildung von
Spharen (Singh et al., 2003). Um den Einfluss von miR210 auf das
Selbsterneuerungspotential ndher zu untersuchen, haben wir miR210 Uberexprimiert
und Sphéarenformations Assays durchgefiihrt (Abb.3.2:D), die bei Uberexpression von
miR210 eine signifikante Zunahme der Sphérenbildung von 19.07% auf 34.27% zeigten.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den vorausgegangenen Ergebnissen der Q-
RT-PCR und FACS-Analyse. Die Zunahme der Sphérenbildung stitzt unsere
Hypothese, dass miR210 den Stammzellphanotyp férdert. Nachdem unsere in vitro
Ergebnisse der Q-PCR und FACS Analyse mit der vermehrten CD133 Expression
deutlich auf einen hypoxiegetriggerten stammezellinduzierenden Effekt von miR210
hinwiesen, haben wir in vitro die Proliferations- und Apoptoseaktivitat an humanen

Glioblastomzellen (Zytospins) anhand von Immunfluoreszenzfarbungen untersucht.
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Abbildung 3.2. miR210 Uberexpression erhdht die Stammzellpopulation in
primaren Glioblastomzelllinien. (A) Quantitative RT-PCR (GBMO046X) der CD133
Expression. Die Uberexpression der hypoxieinduzierten miR210 in der primaren
Glioblastomzelllinie GBMO046X fordert die Expression des Tumorstammzellmarkers
CD133 unter normoxischen (21% O-) und hypoxischen (1% O fur 96h) Bedingungen
(n=3) (S.Seidel). (B) In einer fluoreszenzbasierten durchflusszytometrischen Analyse
(FACS) fiihrt die Uberexpression von miR210 zu einem signifikanten Anstieg der CD133
positiven Zellfraktion unter normoxischen (21% O)- und hypoxischen (1% Oy)
Bedingungen. (C) Exemplarische Dotplot Darstellung der FACS-Analyse mit dem
Priméarantikorper gegen Epitop2 des Tumorstammzellmarkers CD133 (n=3). (D) miR210
Uberexpression erhoht die Selbsterneuerungskapazitat (Spharenbildung) in humanen
Glioblastomzelllinien (n=6) (S. Seidel). Ein p- Wert von <0,05 wird als signifikant (*), ein
p-Wert von <0,01 als hoch signifikant (**) und ein p-Wert von <0,001 (***) als
hochstsignifikant betrachtet.
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3.3.  miR210 Uberexpression induziert Proliferation und Apoptose

in humanen Glioblastomzellen

Primare humane GBMO046X Glioblastomzellen wurden in Anwesenheit von 5-Bromo-2-
deoxy-uridin (BrdU) inkubiert. BrdU ist ein chemisches Analogon des Nukleosids
Thymidin, bzw. Desoxyuridin. Es entsteht durch Verbindung von Desoxyribose mit der
Nukleobase 5-Bromuracil. BrdU kann von der Zelle aufgenommen und wahrend der S-
Phase des Zellzyklus in phosphorylierter Form anstelle des Nukleotids
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) als Markierung in die neu synthetisierte DNA
eingebaut werden. Das in die DNA integrierte BrdU kann mit Hilfe spezifischer Antikorper
detektiert und hierdurch die Zellproliferation anhand von Immunfluoreszenzfarbungen
analysiert (Abb.3.3:A) werden. Pro Bedingung wurden 14 Bilder aufgenommen, wobei
jeder BrdU Immunfluoreszenzfarbung bzw. Aufnahme eine korrespondierende DAPI
(Kernfarbung) Aufnahme zugeordnet und eine quantitative Analyse BrdU positiver Zellen
vorgenommen wurde. Verglichen wurde der Einfluss von miR210 Uberexpression unter
normoxischen (21% O-)- und hypoxischen (1% O;) Bedingungen. In der Immunfluores-
zenzfarbung gegen BrdU (5-Bromo-2-deoxy-uridin) zeigte sich interessanterweise, dass
der etablierte Effekt der hypoxieinduzierten Reduktion der Zellproliferation durch die
miR210 Uberexpression abgeschwacht wurde (Abb.3.3:B) und miR210 somit indirekt
Einfluss auf Stammzelleigenschaften hat. Wir konnten unter normoxischen (21% O3)
Bedingungen einen Anstieg von 28,21% auf 31,96% und unter hypoxischen (1% Oy)
Bedingungen einen Anstieg von 10,31% auf 20,47% BrdU positiver Zellen verglichen mit
Kontrollzellen nachweisen. Da bekannt ist, dass miR210 in zahlreiche zellulare Prozesse
involviert ist, welche die Tumorgenese beeinflussen (Huang et al., 2010), haben wir
neben der Proliferation die Apoptoseaktivitat (Abb.3.3:C) unter dem Einfluss der miR210
Uberexpression untersucht. Durch die TUNEL-Analyse kdnnen Strangbriiche in der DNA
detektiert werden, wie sie vor allem in nekrotischen Zellen vorliegen. Das Prinzip dieser
Methode besteht in einer Bindung von Nukleotidtriphosphaten mithilfe terminaler
Desoxynukleotidyl — Transferase an die 3- OH Endigungen der ein- und
doppelstrangigen DNA Fragmente einer apoptotischen Zelle. Die dNTPs beinhalten das
Desoxygenin, an welches der Anti-Desoxygenin-Antikorper bindet. Dieser Antikorper ist
mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert, was letztendlich eine Detektion mittels
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 2000) ermdglicht. Pro Bedingung wurden 19 Bilder
aufgenommen, zu jedem TUNEL Immunfluoreszenz gefarbten eine korrespondierende
DAPI Aufnahme erstellt und eine quantitative Analyse apoptotischer Zellen mit Hilfe des
Bildanalyseprogramms Image J vorgenommen. Als apoptotisch wurden Zellen mit
hochkondensierten, stark fluoreszierenden und mehrfach segmentierten oder

fragmentierten Kernen gewertet. In den vorliegenden Immunfluoreszenzfarbungen

55



Ergebnisse

konnten wir unter normoxischen (21% O;) Bedingungen eine Zunahme von 0,20% auf
0,72% und unter hypoxischen (1% O,) Bedingungen eine Zunahme von 0,49% auf
0,71% (Abb.3.3:D) apoptotischer TUNEL positiver Zellen (*P < 0.05; * P < 0.01)
detektieren. Die  Ergebnisse zeigen, dass akute Verdnderungen der
Sauerstoffkonzentration einen pro-apoptotischen Faktor darstellen. Um zu analysieren,
ob im Rahmen der Tumorgenese die durch miR210 Uberexpression abgeschwachte
hypoxieinduzierte Hemmung der Proliferation die Apoptoserate Uberwiegt, haben wir
Wachstumsanalysen der GBM Zelllinie 046X Uber einen definierten Zeitraum von 7
Tagen durchgefuhrt (Abb.3.3:E). Hier zeigte sich eine Zunahme der relativen Zellzahl,
was unterstreicht, dass der positive Effekt der miR210 Uberexpression auf die

Zellproliferation gréf3er als auf die Apoptoserate ist.
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Abbildung 3.3. In vitro Uberexpression von miR210 induziert Proliferation und
Apoptose in humanen Glioblastomzellen. (A) Uberexpression von miR210 erhoht die
Proliferationsrate humaner Glioblastomzellen in einem BrdU-Inkorporationsassay unter
normoxischen (21% O.)- und hypoxischen (1% O;) Bedingungen. Exemplarische Bilder
(n=14). (B) In einer vergleichenden quantitativen Analyse wurde die Anzahl BrdU
positiver Zellen (%) bestimmt (*P < 0.05,*** P < 0.001). (C) Uberexpression von miR210
unter normoxischen- und hypoxischen Bedingungen induziert Apoptose. TUNEL
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Immunfluoreszenzfarbung. Exemplarische Bilder (n=19). (D) In einer vergleichenden
guantitativen Analyse wurde die Anzahl TUNEL positiver Zellen (%) bestimmt (*P < 0.05,
n.s. nicht signifikant). (E) Wachstumskurve mit Zunahme der relativen Zellzahl der
primaren Glioblastomzelllinie GBMO046X Zelllinie (n=3) (S. Seidel). Alle Werte
entsprechen Mittelwerten und SEM (Skalierungsbalken =50um). Ein p- Wert von <0,05
wird als signifikant (*), ein p-Wert von <0,01 als hoch signifikant (**) und ein p-Wert von
<0,001 (***) als hochstsignifikant betrachtet.

3.4. miR210 Uberexpression erhoht in vivo in 046X Glioblastomen

das Tumorvolumen und die Gefal3dichte

Das Hauptkriterium von Tumorstammzellen ist die Tumorinitierung in vivo (Singh,
Hawkins, et al., 2004). Nachdem wir in vitro an kultivierten Glioblastomzelllinien zeigen
konnten, dass miR210 einen Einfluss auf Stammzelleigenschaften wie Selbst-
erneuerung und Proliferation hat (s. Abb.3.2:D, Abb.3.3:A, Abb.3.3:E), interessierte
uns insbesondere, ob diese Mechanismen auf ein intrakranielles Xenograft-
Transplantationsmodell der Maus Ubertragbar sind. Die in vivo Ergebnisse an GBM046X
Glioblastomen deckten sich mit unseren vorausgegangenen in vitro Resultaten. Wir
konnten in vivo zeigen, dass die Uberexpression von miR210 mit einer deutlichen
Volumenzunahme der Tumore einherging (Abb.3.4:A). Die Tumore wiesen histologisch
ein infiltratives Wachstum mit Ausbreitung Uber den Balken in die kontralaterale
Hemisphare auf. Um das Tumorvolumen zu berechnen, haben wir Hamatoxylin-Eosin
gefarbte Schnittfolgen kryoasservierter Dickschnitte (jeder 12. Schnitt, 480 um)
analysiert. Die Berechnung des Tumorvolumens erfolgte, indem die Tumorflache der
einzelnen Schnitte zu einer Gesamtflache addiert und diese mit der Dicke des Schnittes
(0,04mm) und nochmals mit 12 multipliziert wurden, da nur jeder 12. Schnitt eines
jeweiligen Gehirnes aufgezogen war. Dies ergab entsprechend der Formel (V [mm?] =
Totale Tumorflache [mm?] x 0.04 mm (Schnittdicke 40um) x12 das angenaherte
Tumorvolumen in mm3. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich bei Uberexpression von
miR210 ein hoch signifikanter Anstieg des Tumorvolumens von 18,73mm?* auf
32,18mmé. Kontrollen (n=7) und miR210 Uberexpression (n=8) (Abb.3.4:B). Da bekannt
ist, dass der hypoxieinduzierte Wachstumsfaktor VEGF als wichtigstes HIF Zielgen die
GefalBneubildung fordert, hat uns interessiert, ob die GréRRenzunahme aus einer
Zunahme der Gefalldichte resultiert. Zur Darstellung der intratumoralen GefalRe haben
wir Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Gefalimarker (Endomucin) angefertigt.
(Abb.3.4:C). Es wurden von jedem Tumor 10 mit Endomucin Antikérper gefarbte

Immunfluoreszenz Bilder in zehnfacher VergréRerung (Leica DM 2000, Software 4.71)
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aus dem Tumorgewebe bzw. Tumorrand und jeweils korrespondierende DAPI
(Kernfarbung) Bilder aufgenommen. Danach erfolgte die Auswertung der GefaRdichte
mit einem Bildanalyseprogramm (Image J) mit Hilfe eines farblichen Schwellenwertes
(Threshold). Fehlmarkierungen aufgrund von Artefakten wurden manuell korrigiert. Aus
allen Einzelbildern eines Tumors wurde der Mittelwert und im Anschluss die prozentuale
GefaRdichte berechnet. Es zeigte sich bei Uberexpression von miR210 analog zu einem
signifikanten Anstieg des Tumorvolumens ein signifikanter Anstieg der Gefa3dichte von
4,50% auf 6,52% pro Tumorflache (Abb.3.4:D). Nachdem wir nun in vitro zeigen
konnten, dass miR210 Uberexpression den Effekt der hypoxieinduzierten verminderten
Proliferation schwacht (Abb.3.3:A, B), miR210 Uberexpression in vivo zu einer
Zunahme des Tumorvolumens (Abb.3.4:A, B) und der Gefal3dichte (Abb.3.4:C, D) flhrt,
hat uns insbesondere der Einfluss der miR210 Uberexpression auf die
Proliferationsaktivitdt  interessiert.  Ausgehend davon haben wir in vivo
Immunfluoreszenzfarbungen mit dem etablierten Proliferationsmarker Phospho-Histon
H3 angeschlossen (Abb.3.4:E). Es wurden pro Tumor 10 Phospho-Histon H3- und 10
korrespondierende DAPI- Aufnahmen angefertigt. Phospho-Histon H3 ist ein Haupt-
Histonprotein, das mit anderen Histonen die Hauptproteinbestandteile in eukaryotischen
Zellen bildet. Der Vorteil der Phospho-Histon H3 Farbung im Vergleich zu Ki67 liegt
darin, dass nur Zellen wéhrend der Mitose angefarbt werden, somit eine wirkliche
Aussage zum Mitoseindex gemacht werden kann. Bei Ki67/Mib1 hingegen werden alle
Zellzyklusphasen, ausgenommen GO, markiert. Verglichen mit den Kontrollen (148
proliferierende Zellen /mm?) zeigte sich in der Uberexpression (133 proliferierende Zellen

/mm?) kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 3.4. miR210 Uberexpression erhoht Tumorvolumen und GefaRdichte im
im GBMO046X Xenograft-Tumormodell. (A) miR210 Uberexpression in humanen
Glioblastomzellen erhéht das Tumorvolumen in vivo. Exemplarische Bilder der das
grine Fluoreszenzprotein (GFP) exprimierenden Tumore (Skalierungsbalken =1mm).
(B) Vergleichende quantitative Analyse einer HE gefarbten Schnittfolge (480um) zur
Berechnung des Tumorvolumens. Kontrollen (n=7) und miR210 Uberexpression (n=8).
(** P < 0.001). (C) miR210 Uberexpression erhoht die intratumorale GefaRdichte (%).
Exemplarische Bilder einer Endomucin Immunfluoreszenzfarbung (Skalierungsbalken
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=100um). (D) Vergleichende quantitative Analyse Endomucin gefarbter GBM046X
Xenograft Tumore (*P < 0.05). (E) miR210 Uberexpression hat keinen Einfluss auf
Proliferationsrate. Exemplarische Bilder (Skalierungsbalken =100um). (F) Vergleichende
gquantitative Analyse der Phospho- Histon H3 gefarbten Glioblastome (n.s). Ein p- Wert
von <0,05 wird als signifikant (*), ein p-Wert von <0,01 als hoch signifikant (**) und ein
p-Wert von <0,001 (***) als hdchstsignifikant betrachtet.

3.5.  miR210 Uberexpression erhoht in vivo in G55 Glioblastomen

das Tumorvolumen

Um zu Uberprifen, ob sich die in vivo Ergebnisse der primaren Glioblastomzelllinie
GBMO046X (s. Ergebnisse 3.4.) auch auf Tumormodelle etablierter Zelllinien tUbertragen
lassen, haben wir an einer weiteren Zelllinie (G55 GBM) in vivo Analysen durchgeftihrt
(Abb.3.5.). Die erwahnte Zelllinie wird in vitro unter Serumzugabe kultiviert und weist
keine nachweisbare Expression des Tumorstammzellmarkers CD133 auf. Um dennoch
Ruckschlisse auf miR210 induzierte Stammzelleigenschaften zu ziehen, haben wir das
Tumorvolumen der etablierten Zelllinie in vivo analysiert. Die Tumorvolumenberechnung
erfolge nach der zuvor beschriebenen Formel (s. 3.4. Ergebnisse) an HE gefarbten
Schnittpraparaten (Abb.3.5:A). Wir konnten zeigen, dass bei Uberexpression von
miR210 auch in dieser Zelllinie (G55 GBM) das Tumorvolumen im Vergleich zu den
Kontrollen von 11,84mm? auf 15,55 mm? signifikant anstieg (Abb.3.5:B). Interessant war
aul3erdem, dass Glioblastome dieser Zelllinie, verglichen mit GBM046X Glioblastomen,
ein deutlich weniger invasives Wachstum aufwiesen. Kontroll- und miR210

Uberexpression (n=8).
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Abbildung 3.5. miR210 Uberexpression erhoht Tumorvolumen im Xenograft-
Tumormodell in etablierten G55 Glioblastomzelllinien. (A) miR210 Uberexpression
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erhoht das Tumorvolumen in vivo. Exemplarische Ubersichtsbilder einer HE-Farbung
(Skalierungsbalken =1mm). (B) Vergleichende quantitative Analyse einer HE gefarbten
Schnittfolge (480um) zur Berechnung des Tumorvolumens. Kontroll- und miR210
Uberexpression (n=8). (*P < 0.05). Ein p- Wert von <0,05 wird als signifikant (*), ein p-
Wert von <0,01 als hoch signifikant (**) und ein p-Wert von <0,001 (***) als
hdchstsignifikant betrachtet.

3.6. miR210 Knockdown beeinflusst die Expression von HIF und

HIF Zielgenen und induziert den Stammzellphanotyp

Um den Einfluss von miR210 Knockdown auf den Stammzellphdnotyp in
Glioblastomzelllinien zu untersuchen, haben wir im Umkehrschluss die Expression der
hypoxieinduzierten miR210 in der humanen Glioblastomzelllinie GBM046X ausgeknockt
(Abb.3.6.-Abb.3.9.). Wir konnten auf Proteinebene (Abb.3.6:A) beobachten, dass der
Knockdown von miR210 in der primaren Glioblastomzelllinie GBM046X sowohl unter
normoxischen (21% O5)- als auch unter hypoxischen (1% O fir 96h) Bedingungen die
Expression des Tumorstammzellmarkers CD133 sowie der hypoxieinduzierbaren
Transkriptionsfaktoren HIF-1a und HIF-2a verringert. Gleichzeitig haben wir auf RNA
Ebene die Expression der HIF-1a Zielgene Carboanhydrase IX- und VEGF untersucht
(Abb.3.6.B, C). Der Knockdown von miR210 flihrte unter normoxischen (21% O,)
Bedingungen zu einer Reduktion der relativen CAIX Expression von 1.00 auf 0.22 und
unter hypoxischen (1% O fur 96h) Bedingungen von 4.36 auf 2.80. Fur VEGF-A zeigte
sich eine Reduktion der relativen Expression von 1.00 auf 0.41 (21% O>) und von 3.41
auf 2.73 (1% Oy).
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Abbildung 3.6. miR210 Knockdown beeinflusst die Expression von HIF und HIF
Zielgenen und induziert den Stammzellphdnotyp. (A) Immunoblot Analysen der
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primaren humanen Glioblastomzelllinie GBM046X mit Darstellung mittels Antikdrper
sichtbar gemachter Proteine (CD133, HIF-1a, HIF-2a). Als Ladungskontrolle wurde
Tubulin eingesetzt. Der Knockdown der hypoxieinduzierten miR210 in der priméren
Glioblastomzelllinie GBMO046X verringert unter normoxischen (21% O2)- und
hypoxischen (1% O- flir 96h) Bedingungen die Expression des Tumorstammzellmarkers
CD133 sowie der Transkriptionsfaktoren HIF-la und HIF-2a (S. Seidel). (B, C)
Quantitative RT-PCR (GBM046X) der CAIX und VEGF-A Expression. Der miR210
Knockdown erniedrigt die hypoxieinduzierte Expression der HIF-1a Zielgene CAIX und
VEGF-A unter normoxischen (21% O2)- und hypoxischen (1% O fur 96h) Bedingungen
(n=3) (S. Seidel).

3.7. miR210 Knockdown beeinflusst die Stammzellpopulation in

priméaren Glioblastomzelllinien

Um auf mRNA- und zellularer Ebene eine Aussage uber den Einfluss von miR210 auf
den Stammzellphanotyp machen zu kénnen haben wir Q-RT-PCR- und FACS- Analysen
mit dem Stammzellmarker CD133 durchgefiihrt. In der quantitativen RT-PCR
(Abb.3.7:A) konnten wir eine Reduktion der relativen CD133 Expression auf RNA Ebene
unter normoxischen (21% O;) Bedingungen von 1.00 auf 0.98 und unter hypoxischen
(1% O, fur 96h) Bedingungen von 6.90 auf 5.05 nachweisen. Um in vitro wiederum die
Anzahl CD133 positiver Zellen zu ermitteln, haben wir durchflusszytometrische Analysen
(FACS) zur quantitativen Bestimmung des Stammzellmarkers CD133 durchgefiihrt
(Abb.3.7:B). Hierbei zeigte sich eine hoch signifikante Abnahme CD133 positiver Zellen
von 33,60% auf 19,56% unter normoxischen (21% O-) Bedingungen und von 71,53%
auf 39,30% unter hypoxischen (1%0,) Bedingungen. Besonders interessant war hier,
dass wir unter hypoxischen (1%0,) Bedingungen einen Antieg CD133 positiver Zellen
sahen, dieser im Knockdown jedoch auf das Niveau der Kontrollzellen unter
normoxischen Bedingungen (21% O,) reduziert werden konnte. Exemplarische Dotplot
Darstellung (Abb.3.7:C) der FACS-Analyse mit dem Priméarantikbrper gegen Epitop2
des Tumorstammzellmarkers CD133 (n=3). Korrelierend zur Reduktion des
Stammzellmarkers CD133 auf Protein- (Abb.3.6:A) und RNA- (Abb.3.7:A) Ebene
konnten wir aullerdem zeigen, dass miR210 Knockdown auch die
Selbsterneuerungskapazitdt in humanen Glioblastomzelllinien (n=6) reduzierte
(Abb.3.7:D).
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Abbildung 3.7. miR210 Knockdown reduziert die Stammzellpopulation in primaren
Glioblastomzelllinien. (A) Quantitative RT-PCR (GBM046X) der CD133 Expression.
Der Knockdown der hypoxieinduzierten miR210 in der priméren Glioblastomzelllinie
GBMO046X reduziert die hypoxieinduzierte Expression des Tumorstammzellmarkers
CD133 unter normoxischen (21% O2) und hypoxischen (1% O fur 96h) Bedingungen
(n=3) (S. Seidel). (B) In einer fluoreszenzbasierten durchflusszytometrischen Analyse
(FACS) fuhrt der Knockdown von miR210 zu einer Reduktion der CD133 positiven
Zellfraktion unter normoxischen (21% O;) und hypoxischen (1% O,) Bedingungen. (C)
Exemplarische Dotplot Darstellung der FACS-Analyse mit dem Primarantikérper gegen
Epitop2 des Tumorstammzellmarkers CD133 (n=3). (D) miR210 Knockdown reduziert
die Selbsterneuerungskapazitat (Spharenbildung) in humanen Glioblastomzelllinien
(n=6) (S. Seidel). Ein p- Wert von <0,05 wird als signifikant (*), ein p-Wert von <0,01 als

hoch signifikant (**) und ein p-Wert von <0,001 (***) als htchstsignifikant betrachtet.

3.8. miR210 Knockdown beeinflusst Proliferation und Apoptose in
humanen Glioblastomzellen

Um die Ergebnisse, die wir in der Uberexpression in vitro (s. Ergebnisse 3.3) gewonnen

haben mit dem Effekt im Knockdown zu vergleichen, haben wir im Umkehrschluss die

hypoxieinduzierte Expression von miR210 in der humanen Glioblastomzelllinie
GBMO046X ausgeknockt (Abb.3.8.).
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Um in vitro den Einfluss auf stammzellassoziierte Eigenschaften wie Selbsterneuerung
und Proliferation zu untersuchen wurden primére Glioblastomzelllinien in Anwesenheit
von BrdU inkubiert (5-Bromo-2-deoxy-uridin) (Abb.3.8:A). Pro Bedingung wurden 15
Bilder aufgenommen und zu jedem BrdU Bild eine korrespondierende DAPI Aufnahme
erstellt. Wir konnten zeigen, dass die Ergebnisse im Knockdown Versuch mit unseren
Ergebnissen der Uberexpressionsexperimente korrelierten. Es zeigte sich in den
guantitativen Analysen (Abb.3.8:B), verglichen mit den Kontrollen, eine hoch
signifikante Abnahme der Proliferationsrate von 38,84% auf 24,30% unter normoxischen
(21% O3) und von 22,57% auf 15,93% unter hypoxischen (1% O2) Bedingungen. Zur
Bestimmung der Apoptoserate haben wir wiederum eine TUNEL Immunfluoreszenz
Féarbung durchgefiihrt (Abb.3.8:C). Pro Bedingung wurden 19 Bilder aufgenommen und
zu jedem TUNEL Bild eine korrespondierende DAPI Aufnahme erstellt. Wir konnten
(Abb.3.8:D) unter normoxischen Bedingungen (21% O,) eine hoch signifikante
Zunahme von 0,69% auf 1,49% und unter hypoxischen Bedingungen (1% O;) eine
Zunahme von 0,68% auf 0,81% im Vergleich zu Kontrollzellen zeigen. Unter
hypoxischen (1% O.) Bedingungen konnten wir, verglichen mit normoxischen (21% O3)
Bedingungen, eine Abnahme apoptotischer Zellen detektieren. Korrelierend zu der
Abnahme BrdU positiver Zellen (Abb.3.8:B) ergaben die Wachstumsanalysen
(Abb.3.8:E) Uber einen definierten Zeitraum von 7 Tagen eine Reduktion der relativen
Zellzahl.
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Abbildung 3.8. In vitro Knockdown von miR210 beeinflusst Proliferation und
Apoptose in humanen Glioblastomzellen. (A) Knockdown von miR210 reduziert die
Proliferationsrate humaner Glioblastomzellen in einem BrdU Inkorporationsassay unter
normoxischen (21% O>) und hypoxischen (1% O») Bedingungen. 5-Bromodeoxyuridin
Immunfluoreszenzfarbung. Exemplarische Bilder (n=15). (B) In einer vergleichenden
quantitativen Analyse wurde die Anzahl BrdU positiver Zellen (%) bestimmt (21% O, und
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1% O,)*** P < 0.001). (C) Knockdown von miR210 unter normoxischen (21% O;) und
hypoxischen (1% 02) Bedingungen induziert Apoptose. TUNEL
Immunfluoreszenzfarbung (n=19). Exemplarische Bilder. (D) In einer vergleichenden
quantitativen Analyse wurde die Anzahl TUNEL positiver Zellen (%) bestimmt. (E)
Wachstumskurve mit Reduktion der relativen Zellzahl/Tag der GBM046X Zelllinie (n=3)
(S. Seidel). Alle Werte entsprechen Mittelwerten und SEM. (** P < 0.001, n.s.),
(Skalierungsbalken =50um). Ein p- Wert von <0,05 wird als signifikant (*), ein p-Wert von
<0,01 als hoch signifikant (**) und ein p-Wert von <0,001 (***) als hochstsignifikant
betrachtet.

3.9. miR210 Knockdown reduziert in vivo in 046X Glioblastomen

das Tumorvolumen und die Gefalldichte

Um die in vitro Effekte des miR210 Knockdown (s. Ergebnisse 3.7 und 3.8.) mit den
Effekten in vivo zu vergleichen, haben wir miR210 Knockdown Zellen mittels eines
intrakraniellen Xenograftmodells in Nacktm&use transplantiert. Unsere in vivo Daten
stiitzen die Ergebnisse in vitro (Abb.3.9.) Durch den Knockdown von miR210 in der
priméren Glioblastomzelllinie GBM046X konnten wir eine signifikante Abnahme des
Tumorvolumens im Xenograftmodell beobachten (Abb.3.9:A). Die Berechnung des
Tumorvolumens  erfolgte analog zu den  Volumenberechnungen  des
Uberexpressionsmodells (3.4.). Verglichen mit den Kontrollen fand sich in der
Knockdown Gruppe eine hoch signifikante Abnahme des Tumorvolumens (Abb.3.9:B)
von 33,83 mm? auf 2,92 mm?® (Kontrollgruppe (n=7) und miR210 Knockdowngruppe
(n=8)). Um in vivo zu untersuchen, welchen Einfluss miR210 Knockdown auf die
Gefalldichte hat, haben wir wiederum Immunfluoreszenzfarbungen mit dem
GefalBmarker Endomucin durchgefuhrt (Abb.3.9:C). Es wurden von jedem Tumor 10
Endomucin und 10 korrespondierende DAPI Aufnahmen in zehnfacher Vergréf3erung
aus dem Tumorrand aufgenommen. Die Auswertung erfolgte analog zum
Uberexpressionsmodell (3.4.) mit dem Bildanalyseprogramm Image J. Verglichen mit
den Kontrollen zeigte sich eine hoch signifikante Abnahme der GeféalRdichte (Abb.3.9:D)
von 3,76% 0,91%. Um die in vitro gewonnenen Daten (s. Ergebnisse 3.8) mit den
Effekten in vivo zu vergleichen, haben wir wiederum die Proliferationsrate (PHH3)
bestimmt (Abb.3.9:E). Pro Tumor wurden 10 Phospho-Histon H3 Aufnahmen quantitativ
analysiert. Die Auswertung zeigte keinen sigifikanten Unterschied zwischen Kontroll- (89
proliferierende Zellen/ mm?) und Knockdown- (92 proliferierende Zellen/mm?) Tumoren
(Abb.3.9:F).
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Abbildung 3.9. miR210 Knockdown reduziert Tumorvolumen und Gefalldichte im
GBMO046X Xenograft-Tumormodell. (A) miR210 Knockdown reduziert das
Tumorvolumen in vivo im Vergleich zum Kontrollgewebe. Exemplarische Bilder der, das
griine Fluoreszenzprotein (GFP) exprimierenden, Tumore (Skalierungsbalken = 1mm).
(B) Vergleichende quantitative Analyse einer HE gefarbten Schnittfolge (480um) zur
Berechnung des Tumorvolumens. Kontrollgruppe (n=7) und miR210 Knockdown (n=8)
(*** P < 0.001). (C) miR210 Knockdown verringert die intratumorale Gefal3dichte (%).
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Exemplarische Bilder der Endomucin Immunfluoreszenzfarbung (Skalierungsbalken
=100pm). (D) Vergleichende quantitative Analyse an einer Endomucin gefarbten
Schnittfolge GBM046X (*** P < 0.001). (E) Knockdown von miR210 hat in vivo keinen
signifikanten Einfluss auf die Proliferation. Exemplarische Bilder (Skalierungsbalken
=100pum). (F) Vergleichende quantitative Analyse der Phospho-Histon H3 gefarbten
Glioblastome. Ein p- Wert von <0,05 wird als signifikant (*), ein p-Wert von <0,01 als
hoch signifikant (**) und ein p-Wert von <0,001 (***) als héchstsignifikant betrachtet.
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4. Diskussion

Das Glioblastom (WHO Grad IV) ist der h&ufigste maligne Hirntumor des Erwachsenen
und geht trotz multimodaler Therapie mit Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie
mit Temozolomid mit einer mittleren Uberlebenszeit von nur 12 bis 15 Monaten und einer
hohen Rezidivrate einher (Stupp et al., 2009; Stupp et al., 2005). Pathognomonisch fir
maligne Hirntumore, insbesondere fiur das Glioblastom, sind Gefal3proliferate und
hyperzellulare Areale mit pseudopalisierenden Nekrosen (Kleihues et al., 2002; Louis et
al., 2007; Louis et al., 2016). Die Gefal3proliferate spielen eine wesentliche Rolle als
Transport- und Leitsystem fir Nahrstoffe, Sauerstoff und im Rahmen der
Tumorzellaussaat. Die hyperzellularen Tumorareale innerhalb pseudopalisierender
Tumornekrosen entstehen durch ein Abwandern der Tumorzellen, weg von nekrotischen
Gewebsarealen, sowie von den okkludierten- und degenerierten Gefal3proliferaten des
Tumorzentrums. Die migrierenden hypoxischen Tumorzellen weisen eine erhdhte
Expression von HIF-1, HIF-2 und VEGF und eine erhdhte Resistenz gegen Strahlen-
und Chemotherapie auf und werden wiederum geschitzt durch GeféalRe, die durch
Hypoxie- mediierte molekulare Prozesse ausgebildet werden (Hambardzumyan &
Bergers, 2015; Vaupel & Harrison, 2004; Vaupel & Mayer, 2007). Die im Rahmen der
intratumoralen Hypoxie Uber VEGF neugebildeten Gefalie weisen Liicken zwischen den
Endothelzellen auf, was zum einen die Ausbildung eines vasogenen Hirnbédems fordert,
zum anderen zur Stase und Hypoxamie fihrt und die Chemoresistenz begunstigt. Unter
den Tumorzellen, die unter den zuvor beschriebenen unginstigen Mikromillieu-
bedingungen mit verminderter N&hrstoff- und Sauerstoffversorgung uberleben kénnen,
finden sich auch Tumorstammzellen (CSCs) (Filatova, Acker, & Garvalov, 2013;
Hambardzumyan & Bergers, 2015). In den letzten Jahren konnten in verschiedenen
soliden Tumoren intratumorale Krebsstammzellpopulationen nachgewiesen werden,
welche von hypoxischen Umgebungsbedingungen profitieren und moglicherweise fur die
hohe Rezidivrate und Therapieresistenz verantwortlich sind (Galli et al.,, 2004;
Heddleston et al., 2011; Heddleston, Li, McLendon, Hjelmeland, & Rich, 2009; Seidel et
al., 2010; Singh, Clarke, et al., 2004; Singh et al., 2003; Singh, Hawkins, et al., 2004).
Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass das hypoxische Tumormikromilieu fir einen
Grol3teil der pathognomischen Charakteristika und die Aggressivitat von Glioblastomen

verantwortlich ist.

Ziel dieser Arbeit war es, weitere Schlisselmechanismen zu identifizieren, Uber die
Hypoxie die Tumormalignitat im Glioblastom férdert. Hierbei konnten wir zeigen, dass
mMiR210 eine wichtige pro-tumorigene Rolle im Glioblastom zukommt und die HIF-1

mediierte miR210 Expression als Teil eines feedforward loops HIF vermittelte
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Funktionen, wie Angiogenese oder den Tumorstammzellph&notyp, welche essentiell fir
das Tumorwachstum sind, vorantreibt. Unsere Befunde legen nahe, dass miR210
aufgrund seiner wichtigen Rolle in Tumoren eine interessante therapeutische Zielstruktur
darstellen konnte.

4.1. Die Bedeutung von miR210 auf die Hypoxieantwort von

Tumorzellen

Hypoxie resultiert aus einer Imbalance zwischen dem intrazellularen Sauerstoffangebot
und dem zellul&ren Verbrauch und ist ein haufiges Phdnomen solider Tumore. Mehrere
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass ein hypoxisches Mikromilieu das Tumorwachstum
in soliden Tumoren begunstigt (Melillo, 2006; Semenza, 2008), einen negativen
prognostischen Faktor z.B. in Hirn-, Kopf-Hals-, Cervix-, Pankreas- und Prostatatumoren
darstellt und mit einer reduzierten Effektivitat in der strahlentherapeutischen Behandlung
einhergeht. Da die Sauerstoffkonzentration im Tumorgewebe in der Regel deutlich
niedriger als im umliegenden gesunden Gewebe ist und hypoxische Umgebungs-
bedingungen das Tumorwachstum begiinstigen, steht Hypoxie seit langem im Fokus der
Tumorforschung. In normalem Hirngewebe liegt der Sauerstoffgehalt, je nach Hirnareal,
zwischen 7,5% und 0,5% (Dings, Jager, Meixensberger, & Roosen, 1998) und kann im
Rahmen der Malignisierung auf unter 1% abfallen (Vaupel & Mayer, 2007). In
Gebahrmutterhals- und Brusttumoren konnte beispielsweise ein deutlich reduzierter
Sauerstoffgehalt im Vergleich zu normalem Gebahrmutterhals- und Brustdrisengewebe
gemessen werden (Vaupel & Harrison, 2004). Aufgrund der verlangerten Diffusions-
strecke wahrend der rapiden Tumorprogression kann der Sauerstoffoedarf durch die
bereits vorhandenen Gefafl3e nicht mehr gedeckt werden und es kommt in soliden
Tumoren zur Ausbildung intratumoraler hypoxischer Areale. Durch die Abnahme des
Sauerstoffpartialdrucks wird der Transkriptionsfaktor HIF-1a stabilisiert. Dieser induziert
die Transkription spezifischer HIF-Zielgene wie VEGF oder miR210. Diese
hochkomplexen adaptiven Mechanismen kontrollieren wiederum die Regulierung von
Zelliberleben, Proliferation, Apoptose, Metastasierung und Gefal3neubildung (Acker &
Plate, 2002; Alaiti et al., 2012; Bao et al., 2006; Fasanaro et al., 2008; Fasanaro et al.,
2009; Henze & Acker, 2010; J. W. Lee, Bae, Jeong, Kim, & Kim, 2004; Pistollato et al.,
2010; Semenza, 1998). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass HIF-1a und
HIF-2a eine Schlisselrolle beziglich der Gefal3neubildung und Stammzellhomdostase
wahrend der Tumorgenese zukommt und eine erhéhte Expression von HIF-1a, HIF-2a
und miR210 mit einer schlechten Prognose korreliert (Filatova et al., 2013; Heddleston
et al., 2011; Heddleston et al., 2010; Z. Li et al., 2009; Seidel et al., 2010). Uber HIF-2a
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werden Gene transkribiert, die den Gliomstammzellph&notyp, die Selbsterneuerungs-

kapazitat und die Tumorinitiierung fordern.

Seit im Jahre 2007 fur einige miRNA’s gezeigt wurde, dass sie vermittelt durch
hypoxieinduzierbare Transkriptionsfaktoren, vermehrt unter hypoxischen Bedingungen
exprimiert werden (HRM-hypoxia-regulated-miRNA’s), z.B. miR23, miR24, miR26,
miR27, miR103, miR107, miR181, miR210, miR213 und miR373 (Huang et al., 2009;
Kulshreshtha et al., 2007) folgten zahlreiche Studien zur Rolle hypoxieinduzierter
MiRNA’s, u.a. auch zur Rolle der Hypoxie-induzierten miR210. miRNA"s sind nicht
kodierende RNA's, die in wichtige biologische- und die Tumorigenese betreffende
Prozesse wie Angiogenese, Metabolismus, Apoptose, Zellzyklusregulation,
Proliferation, Metastasierung und Resistenzentwicklung gegen Krebstherapien involviert
sind. Da miRNA’s die Translation negativ regulieren, vermindern sich die mRNA Level
und daraus resultierend die Proteinexpression ihrer Zielgene mit steigender miRNA
Expression. Im menschlichen Genom existieren lber 1000 miRNA’s, wobei jede miRNA
Uber 100 mRNA’s reguliert. Um noch unbekannte Ziel-mRNA’s zu identifizieren, werden
verschiedene Computerprogramme wie z.B. Pic-Tar verwendet (Krek et al., 2005). Diese
Programme suchen nach Komplementaritat zwischen den miRNA Seed-Sequenzen und
den 3-UTR aller bekannten Gene, wobei das resultierende Set in der Regel hunderte
Gene enthalt (Saito & Saetrom, 2010). Eine Hochregulation pro-onkogener miRNA"s
reduziert die Expression tumorsuppressiver Proteine und eine Reduktion
tumorsuppressiver miRNA’s resultiert in einer erhéhten Expression onkogener Proteine.
Insbesondere an malignen Tumoren konnte gezeigt werden, dass miRNA’s sowohl
tumorsuppressive als auch onkogene Eigenschaften besitzen konnen (Dang & Myers,
2015). Eine erhohte miR210 Expression wurde in verschiedenen hypoxischen Tumoren
nachgewiesen, wo sie die Gefal3neubildung und Tumorprogression forderte (Fasanaro
et al., 2008; Kulshreshtha et al., 2007).

Hervorzuheben ist die hochkomplexe Interaktion zwischen HIF-1 und miRNA"s (Henze
& Acker, 2010). Unsere Vorarbeiten zeigen, dass miR210 in Glioblastomen Hypoxie
abhangig Gber HIF1 induziert wird. So fiihrte die Uberexpression von HIF-1a zu einer
verstarkten, der Knock-Down von HIF-1a hingegen zu einer verringerten miR210
Expression. In &hnlicher Weise zeigten Huang et al. unter Hypoxie eine generelle
Induktion von miR210 an Kopf-Hals- und Pankreaskrebszelllinien. Hier war die ektope
miR210 Expression vergleichbar mit der unter hypoxischen Bedingungen. Sie zeigten
aullerdem, dass miR210 als ein in vivo Marker fur Hypoxie fungiert und die unter
Normoxie exprimierten nicht fir die Adaptation an Hypoxie zustandigen Gene

unterdrickt. Unter Normoxie zeigte sich kein Effekt auf das Zellwachstum. Um im Verlauf
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zu untersuchen, ob die Induktion von miR210 unter Hypoxie gewebe- oder
zelllinienspezifisch ist, setzte die Arbeitsgruppe von Huang Kopf-Hals-, Lungen-, Nieren-
und Kolonzelllinien hypoxischen Bedingungen (2% O- /24 Stunden) aus. Es zeigte sich
eine generelle Induktion von miR210 in allen untersuchten Gewebetypen (Huang et al.,
2009) was nahelegt, dass miR210 ein HIF-1a reguliertes Gen ist (Huang et al., 2009).

Im Verlauf der Tumorprogression kommt es tber HIF-1 zu einer zellularen Adaptation
an niedrige Sauerstoffkonzentration, wobei eine Tumorprogression trotz hypoxischer
Mikromilieubedingungen ermdglicht wird (Semenza, 2003, 2010). Auf zellularer Ebene
wird die Umstellung von der oxidativen Phosphorylierung zur anaeroben Glykolyse
forciert (Warburg-Effekt) (Semenza, 2007). Aus den verdnderten metabolischen
Ablaufen resultiert ein vermehrter Laktatanfall, wobei Pouyssegur et al. zeigen konnten,
dass erniedrigte intratumorale pH-Werte ein haufiges Phanomen darstellen und mit
einem vermehrten Tumorwachstum, einer erhdhten Metastasierungsrate und
Aktivierung Matrix-degradierender Enzyme einhergehen (Chiche, Brahimi-Horn, &
Pouyssegur, 2010; Kroemer & Pouyssegur, 2008). Um im Verlauf die intra- und
extrazellulare Homoostase wieder herzustellen wird z.B. vermehrt Carboanhydrase IX
(CAIX) exprimiert. Hypoxie spielt zudem eine Rolle in der Zellzyklusregulation und
Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie TGF und IGF (Semenza, 2003). Dariiber hinaus
werden Uber HIF antiapoptotische Gene (z.b. BNIP3) aktiviert und p53 stabilisiert. Auf
lokaler Ebene werden unter hypoxischen Bedingungen durch HIF-1a Gene wie
beispielsweise VEGF aktiviert (Alaiti et al.,, 2012; Fasanaro et al., 2008), die die
Gefal3neubildung fordern. Die Induktion von HIF ist somit eine Voraussetzung fur die
Adaptation des Tumors an das hypoxische Mikromilieu und die Aktivierung typischer
Tumormerkmale wie Wachstum, Progression, Malignitat und Angiogenese (Semenza,
1998, 2008, 2010, 2012). Interessanterweise sind neben Hypoxie eine ganze Reihe
weiterer Faktoren wie z.B. tumorspezifische genetische Alterationen identifiziert worden,
die HIF in Tumoren weiter induzieren (Semenza, 2003). Diese Befunde lassen den
Schluss zu, dass die Aktiverung und Kontrolle von HIF essentiell fir die

Tumorprogression ist.

Unsere Befunde zeigen, dass miR210 zu einer Induktion von HIF-1a und HIF-2a flhrt
und zudem auch HIF-induzierte Zielgene aktiviert. So fiihrte die Uberexpression von
mMiR210 unter hypoxischen (1%0,) Bedingungen zu einem Anstieg, der Knockdown von
mMiR210 zu einer Reduktion der HIF-Targetgene Carboanhydrase 1X und VEGF-A auf
mRNA Ebene. In Ubereinstimmung filhrte die miR210 Uberexpression in primaren
humanen Glioblastomzelllinien (GBMO046X) unter normoxischen (21% O)- und

hypoxischen (1% O fir 96h) Bedingungen =zu einer Stabilisierung der
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hypoxieinduzierten Transkriptionsfaktoren HIF-1a und HIF-2a. Der Knockdown von
miR210 hingegen fihrte zu einer verminderten Expression von HIF-1a und HIF-2a.
Unsere Befunde bestétigen bisherige Beobachtungen, die zeigen, dass miR210 HIF-1
induziert. So wiesen Kelly et al. nach, dass miR210 zu einer Repression von GPD1L
fuhrt, was mit einer Reduktion der Aktivitat von PHDs einhergeht und HIF-1 aktiviert
(Kelly et al., 2011). Ingesamt lassen diese Befunde den Schluss zu, dass miR210 als
Teil eines feedforward loops agiert, in dem die Hypoxie vermittelte HIF-1 Induktion zur
Hochregulation von miR210 fuhrt, die wiederum die Expression von HIF-1a und HIF-2a

verstarkt.

4.2. Die Rolle von miR210 in der Induktion des Stammzell-

phéanotyps

Im Jahre 2002 konnten aus Hirntumoren erstmalig Zellen isoliert werden, welche sich
durch die Fahigkeit auszeichneten, in vitro Spharen auszubilden (Ignatova et al., 2002;
Stopschinski, Beier, & Beier, 2013). In zahlreichen Arbeiten wurden seitdem die
Charakteristika von Gliomstammzellen beschrieben (Galli et al., 2004; Reya et al., 2001;
Singh et al., 2003; Singh, Hawkins, et al., 2004). Dazu gehdrt in vitro die Spharenbildung
und Expression von Stammzellmarkern (Vescovi et al., 2006), in vivo die Fahigkeit zur
Tumorausbildung, Differenzierung und Selbsterneuerung. Zahlreiche Studien der letzten
Jahre lassen den Schluss zu, dass die Tumorentstehung, hohe Rezidivneigung und
Therapieresistenz Krebsstammzellen bzw. Tumorzellen mit einem Stammzellphanotyp
zuzuschreiben ist (Singh, Clarke, et al., 2004; Singh et al., 2003; Sundar, Hsieh, Manijila,
Lathia, & Sloan, 2014; Vescovi et al., 2006). Intratumorale Krebsstammzellen befinden
sich in einer Art ,Ruhestadium oder Winterschlaf® und weisen eine reduzierte
Zellzykluskinetik auf, was dazu fihrt, dass Krebsstammzellen haufig resistent gegenuber
radio- und chemotherapeutischen Anséatzen sind. Daneben sind Krebsstammzellen
bevorzugt in fur sie spezifischen perivaskularen Nischen (Gilbertson & Rich, 2007) und
am Rand hypoxischer Nekrosen lokalisiert (Calabrese et al., 2007; Keith & Simon, 2007;
Pistollato et al., 2010; Schiffer et al., 2014; Seidel et al., 2010), was die Tumorinitiierung,
Ausbreitung, Metastasierung und Rezidiventstehung begiinstigt und die
Therapieeffektivitat reduziert (Filatova et al., 2013). So konnten CD133* Phanotypen,
abhangig von Ihrer Lokalisation, differenziert werden (Christensen, Schroder, &
Kristensen, 2008, 2011; Hambardzumyan & Bergers, 2015; Ricci-Vitiani et al., 2010).
Wang et al. konnten in Glioblastomen zeigen, dass sich unter CD133* Krebsstammzellen
eine Subpopulation von Endothel-Progenitorzellen mit den gleichen somatischen

Mutationen wie in den Tumorzellen fanden (R. Wang et al., 2010).
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Wir und andere Arbeitsgruppen konnten in vitro zeigen, dass unter hypoxischer
Kultivierung die Bildung von Tumorsphéaren zunahm (Griguer et al., 2008; Heddleston et
al., 2009; Soeda et al., 2009) und Hypoxie den Stammzellph&notyp und die Expression
von Stammzellmarkern wie z.B. Oct4, Sox2 und CD133 uber HIF-1a und HIF-2a (Bar,
Lin, Mahairaki, Matsui, & Eberhart, 2010; Heddleston et al., 2009; Seidel et al., 2010)
induziert. Um eine mdgliche Verbindung der miR210 induzierten HIF-Expression auf
stammzellphanotypische Eigenschaften zu untersuchen, haben wir in primaren
Glioblastomzelllinien, die unter Stammzellbedingungen kultiviert werden, miR210
Uberexprimiert bzw. reduziert und Spharenformationsassays durchgefihrt. Durch die
Uberexpression von miR210 konnten wir eine signifikante Zunahme der Sphéarenbildung
beobachten. Die Zunahme stitzt unsere Hypothese, dass miR210 die
Selbsterneuerungskapazitat bzw. den Stammzellphéanotyp férdert. Umgekehrt flhrte die
Reduktion von miR210, Ubereinstimmend zu den Resultaten von Yang et al., zu einer
Abnahme der Spharenbildung. Die Arbeitsgruppe hatte an humanen hypoxischen
Gliomstammzellen den Einfluss von miR210 Knockdown auf Stammzelleigenschaften
untersucht und neben der reduzierten Spharenbildung eine verminderte Expression des
Stammzellmarkers CD133 nachgewiesen (Yang, Wei, Guo, Shen, & Liu, 2014), was auf
einen antitumorigenen Effekt des miR210 Knockdown riickschlief3en lasst. Korrelierend
mit den Ergebnissen von Li et al., die gezeigt haben, dass hypoxieinduzierbare Faktoren,
- insbesondere HIF-2a und HIF-regulierte Gene - bevorzugt in Krebsstammzellen, -
weniger in differenzierten Tumorzellen und neuralen Progenitorzellen - exprimiert
werden, fuhrt die Reduktion von HIF in vitro in Gliomstammzellen zu einer Reduktion der
Selbsterneuerungskapazitat und in vivo zu einem reduzierten Potential der

Tumorinitiierung von Gliomstammzellen (Z. Li et al., 2009).

Das Glykoprotein CD133, auch Prominin genannt, wurde erstmals 1997 in humanen
hamatopoetischen Stammzellen beschrieben und wird seit den Untersuchungen von
Singh et al. und anderen Arbeitsgruppen als Marker flr Tumorstammzellen,
insbesondere des Glioblastoms, angesehen (Singh, Clarke, et al., 2004; Singh et al.,
2003; Soeda et al., 2009).

In &hnlicher Weise konnten wir zeigen, dass der Knockdown von miR210 die Expression
des Stammzellmarkers CD133 reduziert, die Uberexpression von miR210 hingegen die
CD133 Expression erhoht. Um in vitro die Anzahl CD133 positiver Zellen zu ermitteln,
wurden durchflusszytometrische Analysen (FACS) zur quantitativen Bestimmung der
Stammzellpopulation durchgefihrt. Wir konnten unter normoxischen (21% O2)- und
hypoxischen (1% O») Bedingungen einen hoch signifikanten Anstieg CD133 positiver

Zellen nachweisen. Ein wegweisender Aspekt war hier, dass das etablierte Phdnomen
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der hypoxieinduzierten Expression des Stammzellmarkers CD133 durch die
Uberexpression von miR210 zusétzlich gesteigert werden konnte, was auf einen
direkten Einfluss von miR210 auf den Stammzellphdnotyp im Glioblastom schlieRen
l&sst. Hingegen fuhrte die Reduktion von miR210 mittels Knock-down zu einer Reduktion
des hypoxiebedingten Anstiegs CD133 positiver Zellen auf das Niveau der Kontrollzellen
unter normoxischen Bedingungen. Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse unsere
Hypothese, dass die Hypoxie induzierte miR210 den Stammzellphanotyp vermutlich

Uber die Expressionssteigerung von HIF-1a und HIF-2a férdert.

4.3. Der Einfluss von miRNA"s (miR210) auf die Tumorprogression

Ein Hauptcharakteristikum fir die Definition von Tumorstammzellen ist die Fahigkeit zur
Tumorinitierung in vivo (Singh, Hawkins, et al., 2004). Nachdem wir in vitro an
kultivierten Glioblastomzelllinien zeigen konnten, dass miR210 Stammzelleigenschaften
wie Selbsterneuerungskapazitat und Proliferation fordert, interessierte uns, ob wir diese
Mechanismen auf unsere intrakraniellen Xenograft-Transplantationsmodelle der Maus
Ubertragen kénnen. Wir haben miR210 Uberexprimiert bzw. Uber Knock-down reduziert,
um an primaren Glioblastomzelllinien GBM046X den Einfluss von miR210 auf das
Tumorwachstum zu untersuchen. Die in vivo Ergebnisse deckten sich hierbei mit
unseren vorausgegangenen in vitro Resultaten. Wir konnten in vivo zeigen, dass die
Uberexpression von miR210 mit einer deutlichen Zunahme, der Knockdown mit einer
Reduktion des Tumorvolumens, im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltumoren,
einherging. Um zu zeigen, dass unsere Beobachtungen nicht zelllinienspezifisch sind,
haben wir miR210 zusatzlich in einer etablierten Glioblastomzelllinie (G55) Uber-
exprimiert und konnten auch hier eine Zunahme des Tumorvolumens nachweisen. In
Ubereinstimmung mit unseren in vitro Befunden, die zeigen, dass miR210 HIF und HIF-
Targetgene -wie beispielsweise den proangiogenen Faktor VEGF- induzieren, fiihrte die
miR210 Uberexpression zu einer erhéhten TumorgefaRdichte, was moglicherweise in

kausalem Zusammenhang mit dem signifikant erh6hten Tumorwachstum steht.

Der Einfluss von miR210 auf das Tumorwachstum wurde in verschiedenen soliden
Tumorentitaten untersucht. Die Arbeitsgruppe um Ying et al. hat beispielsweise am
Hepatozellularen Karzinom (HCC) gezeigt, dass die Uberexpression von miR210 die
zellulare Adaptation an Hypoxie, das Tumorwachstum und das Invasions- und
Metastasierungsverhalten beeinflusst, indem durch ein Downstreamtarget (vakuolen-
membran Protein 1; VPM1), das negativ mit der miR210 Expression korreliert und unter
Hypoxie reduziert exprimiert wird, die Hypoxie-induzierte Metastasierung
hepatozellularer Karzinome begunstigt wird (Ying et al.,, 2011). Yang et al. hingegen

untersuchten die Knockdown Effekte von miR210. Die Arbeitsgruppe hatte miR210
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downregulierte humane Hepatomzellen SMMC-7721 subkutan in Nacktmause
implantiert und konnte ein deutlich verzogertes Tumorwachstum nachweisen (Yang,
Wei, Sun, & Liu, 2013). Daneben fihrte die miR210 Downregulation an humanen
Hepatomzellen zu einer Zunahme apoptotischer Zellen und einer Abnahme der
Proliferationsrate (Yang et al., 2012).

Unsere Ergebnisse bestatigen die Daten von Ying et al. und Yang et al. und unterstitzen
eine pro-tumorigene Rolle von miR210, die auch durch verschiendene klinische Studien
gestitzt wird. So haben mehrere Arbeitsgruppen die Expression verschiedener miRNA’s
mit den Gliomsubtypen und dem klinischen Verlauf korreliert. Die Arbeitsgruppe um
Barbano et al. hat miRNA Signaturen mit verschiedenen Gliomphanotypen und
aggressivem Verlauf korreliert. Sie verglichen ihre miRNA Panels mit Glioblastom
Datensets des TCGA und zeigten, dass miR21 und miR210 eine entscheidende Rolle in
der Kanzerogenese zukommt und miRNA’"s mogliche Ansatzpunkte in der Behandlung
von Gliomen darstellen kénnten (Barbano et al., 2014). Lai et al. haben Gliomgewebe
der WHO Grade II-IV mit tumorfreiem Hirngewebe verglichen und konnten zeigen, dass
eine erhohte Expression von miR210 mit Gliomen eines histopathologisch héheren
Tumorgrades und niedrigem Karnofsky-Performance-Status (KPS) korrelierte. Zudem
konnten sie nachweisen, dass die miR210 Expression signifikant mit einem schlechteren
progressionsfreien Uberleben (Progression free survival)- und Gesamtiiberleben
(Overall survival) korrelierte (Lai, Dong, Ding, Miao, & Lin, 2014).
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4.4. Ausblick und Perspektiven - Kénnen miR210 oder andere
MiRNA’"s einen diagnostischen- oder therapeutischen Einfluss

auf die Behandlung maligner Tumore nehmen?

Da miRNA’s in zahlreiche die Tumorentstehung und Metastasierung betreffende
Prozesse involviert sind, liegt nahe, dass wirksame diagnostische und therapeutische
Weiterentwicklungen nur erreicht werden kénnen, wenn die Zusammenhange zwischen
Tumorentstehung, Tumorwachstum, Progression und miRNA aufgedeckt werden. Die
unterschiedlichen miRNA-Expressionsprofile in Tumoren und die ldentifikation von
Zielgenen eroffnen fir maligne Tumoren neue Therapieanséatze. Es ist daher gut
vorstellbar, dass in Glioblastomen, wie auch durch diese Arbeit gestiitzt, die spezifischen
MiRNA Expressionsprofile und Funktionen bei der Suche nach effektiven pradiktiven
Biomarkern, therapeutischen Markern und Targettherapien in Zukunft einbezogen

werden.

In unterschiedlichen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass abhangig vom miRNA-
Expressionsprofil ein Therapieansatz um Krankheiten zu reduzieren, bzw. Tumoren zu
eliminieren, die Wiederherstellung oder Inhibition der Funktionalitat der miRNA"s sein
konnte. Eine Moglichkeit ware, synthetische miRNA’s in erkranktes Gewebe zu geben,
um gestorte Prozesse (Proliferation, Apoptose, Zellzyklus) wieder herzustellen.
Daneben kénnten miRNA’s inhibitorisch beeinflusst werden. In der Literatur wurde von
Garzon et al. Uber anti-miRNA’s wirkende Agenzien berichtet, welche sich gegen
OnkomiR’s richten (Garzon, Calin, & Croce, 2009). AuRerdem kdnnte die Inaktivierung
hypoxieinduzierter miRNA’s eine sinnvolle Strategie darstellen, hypoxische
Tumorareale, welche mit Standardtherapien nicht ausreichend behandelbar sind, zu
erreichen. Mit der Kenntnis, dass miRNA’s in zahlreiche normale und pathologische
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose involviert sind, fuhrt die
Entdeckung und Charakterisierung von miRNA's und RNA basierender
posttranskriptioneller epigenetischer Regulationsmechanismen Zu einem
Paradigmenwechsel in der Behandlung maligner Tumore, die das Uberleben und die

Lebensqualitat an Glioblastomen erkrankter Patienten verbessern kdnnen.

Die Quantifizierung von miR210 konnte beispielsweise in kinftige klinische
Untersuchungen weiter integriert werden, um wertvolle Informationen uber die
Tumorbiologie zu erhalten, welche in relevante Therapieentscheidungen mit einbezogen
werden konnten. Interessanterweise ermdglicht ein spezifischer Nachweis von miRNA"s
nicht nur eine Aussage Uber die Tumorentitdt sondern eine Einteilung von

Patientengruppen unterschiedlicher Prognose und entsprechender Therapie (Lages et
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al., 2011; Lu et al.,, 2005; Scapoli et al., 2010). So konnte, nachdem es in der
Gliombehandlung mit Angiogenesehemmern zu Resistenzentwicklungen gekommen
war, bei an resezierten Glioblastom Gewebeproben eine Patientengruppe anhand von
TCGA miRNA Expressions Daten mit ,prognostisch gunstigem miRNA Profil“ detektiert
werden (Hayes et al.,, 2016; Loges, Schmidt, & Carmeliet, 2010). Daneben kénnen
microRNA’s in der Differenzierung histopathologisch nicht sicher abgrenzbarer
Tumorentitaten hilfreich sein. Riester et al. zeigten beispielsweise, dass die
hypoxieassoziierte miR210 als Marker fiir die Differenzierung zwischen Osteoblastomen
und Osteosarkomen herangezogen werden kann (Riester et al., 2016). In der Literatur
liegen zudem Beobachtungen dartber vor, dass die miR210 Expression mit der
Tumordignitat in hamatologischen und soliden gastrointestinalen Tumoren korreliert. So
wiesen Patienten mit diffus gro3zelligem B-Zell Lymphom erhéhte miR210 Werte im
Serum (Lawrie et al., 2008) und an Pankreastumoren erkrankte Patienten erhdhte
mMiR210 Level im Plasma auf (J. Wang et al., 2009). Neben den Erkenntnissen, dass
hypoxischen Umgebungsbedingungen eine wesentliche Ursache fir das
Therapieversagen im Rahmen der Gliomtherapie zukommt, steht insbesondere die
Induktion von miR210 in Hirntumoren im Fokus neuester Untersuchungen, da sie die
zellulare Adaptation an Hypoxie begunstigt (Kelly et al., 2011; Yang et al., 2014). Wie
unsere Versuche zeigen, konnte miR210 kiinftig ein therapeutisches Target darstellen,
das zu einer gezielten Eliminierung von Gliomstammzellen in hypoxischen Nischen

sowie zur Inaktvierung des pro-tumorigenen HIF-Signalwegs eingesetzt werden kann.
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Abbildung 4.1. Wechselwirkung zwischen HIF-1 und miR210
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. Zusammenfassung

Das Glioblastom (WHO Grad IV) ist der haufigste maligne Hirntumor des Erwachsenen
und geht trotz multimodaler Therapie mit einer mittleren Uberlebenszeit von nur 12-15
Monaten einher. Das Glioblastom zeichnet sich durch eine ausgepragte intratumorale
morphologische, phanotypische und zellulare Heterogenitét u.a. mit Krebsstammzellen
aus, die fur die Tumorentstehung, Rezidivbildung und Therapieresistenz verantwortlich
gemacht werden. Krebsstammzellen befinden sich in spezifischen perivaskularen und
hypoxischen Nischen. Auf der Suche nach neuen Therapieansatzen hat man in letzter
Zeit den Fokus auf microRNA"s gerichtet, die essentielle pro-tumorigene Eigenschaften
wie Angiogenese, Zelldifferenzierung und -migration férdern und die zellulare Adaptation

an Hypoxie begilnstigen.

Ziel dieser Arbeit war es, neue Schlisselmechanismen zu identifizieren, die
hypoxieinduziert die Tumormalignitat im Glioblastom fordern. Hierbei konnten wir eine
wichtige pro-tumorigene Rolle der Hypoxie/HIF-induzierten miR210 im Glioblastom
identifizieren. Methodisch wurde die miR210 Expression Uber lentivirale ,Gain®“- und
Joss-of-function® Experimente in vitro und in vivo in humanen priméaren und etablierten
Glioblastomzellen unter normoxischen (21% O-) und hypoxischen (1% O,) Bedingungen
moduliert. Die Uberexpression von miR210 forderte die Stammzelleigenschaften in
Glioblastomen und erhdhte die Expression des Tumorstammzellmarkers CD133 auf
Protein- bzw. mRNA- Ebene. Gleichzeitig aktivierte miR210 eine erhdhte Expression von
HIF-1a, HIF-2a und HIF Targetgenen (VEGF, Carboanhydrase IX). In Ubereinstimmung
mit einer pro-tumorigenen Rolle fuhrte die Uberexpression von miR210 zur einer
signifikanten Zunahme des Tumorvolumens und der Gefal3dichte in zwei intrakraniellen
Xenograftmodellen der Maus (GMB046X, G55 GBM). Hingegen reduzierte die Inhibition
von miR210 Uber lentivirale Uberexpression von antisense Oligonukleotiden den

Tumorstammzellphanotyp und das Tumorwachstum.

Schlisselerkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass miR210 eine wichtige pro-
tumorigene Rolle im Glioblastom zukommt und dass die HIF-1 vermittelte miR210
Expression als Teil eines feedforward loops HIF abhangige Tumorcharakteristika wie
Angiogenese oder den Tumorstammzellphanotyp, die essentiell fur die
Tumorprogression sind, vorantreibt. Unsere Befunde legen nahe, dass miR210 als
potentieller Therapieansatzpunkt zu einer gezielten Eliminierung von Gliomstammzellen
in hypoxischen Nischen sowie zur Inaktivierung des pro-tumorigenen HIF-Signalwegs

herangezogen werden kann.
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Summary

6. Summary

Glioblastoma (WHO grade 1V) is the most common malignant brain tumor in adults and
is associated with a median survival of only 12-15 months despite a multimodal therapy.
Glioblastoma is characterized by intratumoral morphological, phenotypic and cellular
heterogeneity and among others by the presence of cancer stem cells, which are
responsible for tumor formation, recurrence, and resistance to therapy. Cancer stem
cells reside in specific perivascular and hypoxic niches. In search for new therapeutic
approaches, the focus has recently been shifted to microRNAs, which promote essential
pro-tumorigenic properties such as angiogenesis, differentiation and migration and

support cellular adaptation to hypoxia.

The aim of this work was to identify new key mechanisms that promote tumor malignancy
in glioblastomas through hypoxia. Here, we could identify an important pro-tumorigenic
role of the hypoxia /HIF induced miR210 in glioblastoma. Methodically, miR210
expression was modulated using lentiviral “gain” and “loss-of function” epxeriments in
vitro and in vivo in human primary and established glioblastoma cells under normoxic
(21% O) and hypoxic (1% O) conditions. The over-expression of miR210 promoted
stem cell properties in glioblastomas and increased the expression of the tumor stem
cell marker CD133 at the protein and /or mRNA level. Concomittantly, miR210 activated
the expression of HIF-1a, HIF-2a and specific HIF target genes (VEGF, carbonic
anhydrase 1X). In line with a pro-tumorigenic role of miR210, the over-expression of
miR210 resulted in a significant increase in tumor volume and vascularization in two
intracranial xenograft mouse models (GBM046X, G55 GBM). Conversely, the inhibition
of miR210 via lentiviral over-expression of antisense oligonucleotides decreased the

tumor stem cell phenotype and tumor growth.

The key results of this study are, that miR210 plays an important pro-tumorigenic role in
glioblastoma and furthermore that the HIF-1 mediated miR210 expression - as part of a
feedforward loop- drives HIF dependent tumor characteristics such as angiogenesis or
the tumor stem cell phenotype, which are essential for tumor progression. Our findings
suggest that miR210 could be used as a potential therapeutic approach for targeted
elimination of glioma stem cells in hypoxic niches as well as for the inactivation of the

pro-tumorigenic HIF signaling pathway.
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