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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Proteoglykan nerve/glial antigen (NG)2 wurde erstmals auf humanen Melanomzellen
beschrieben und ist heutzutage auch bekannt als human chondroitin sulfate proteogylcan 4
(CSPG4). Das 300 kDa grolie Typ-1-Transmembranprotein leistet Uber Interaktionen mit
zahlreichen Proteinen, wie Integrin 1 und Kollagen, einen essenziellen Beitrag zur
transmembranen Signaltransduktion. Die Expression von NG2 ist unter physiologischen
Bedingungen auf bestimmte Zelltypen wie Oligodendrozyten-Progenitorzellen und Perizyten
beschrankt. Hingegen wird das Proteoglykan unter pathologischen Bedingungen, wie zum
Beispiel im benignen juvenilen Angiofibrom (JA) und im malignen Glioblastom (GBM), verstarkt
exprimiert. Dabei fordert NG2 maf3geblich die Tumorprogression und steht entsprechend seit

Jahren im Fokus der Entwicklung neuer Therapieansatze.

Das JA ist ein seltener benigner Nasopharynx-Tumor, dessen Tumorexstirpation durch
intraoperative Komplikationen je nach Stadium erschwert wird. In Vorarbeiten konnte bereits
gezeigt werden, dass die pharmakologische Inhibition der Caseinkinase (CK)2 zu einer
reduzierten NG2-Expression fihrt. Dementsprechend koénnte die Hemmung dieser
Proteinkinase auch im NG2-exprimierenden JA eine neue Therapiestrategie darstellen. Daher
wurde im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit untersucht, ob eine CK2-Inhibition
im JA die NG2-Expression sowie die Zellproliferation und Zellmigration reduziert. Zu Beginn
wurde die NG2- und CK2-Expression in primaren JA-Gewebeproben immunhistochemisch
verifiziert. AnschlieBend wurde in generierten JA-Zellkulturen die Expression von NG2 und
CK2 mittels verschiedener molekularer Analysen nachgewiesen. Die Auswirkungen der CK2-
Inhibition auf die Zellproliferation und Zellmigration wurden anhand eines water-soluble
tetrazolium (WST)-1-, Bromdesoxyuridin (BrdU)- und spheroid sprouting-Assays untersucht.
Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die Inhibition der CK2 das Zellwachstum und die
migratorische Kapazitdt von JA-Zellen vermindert. Daher stellt die pharmakologische
Hemmung der CK2 einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur Behandlung des

benignen JA dar.

Der forderliche Effekt einer erhéhten NG2-Expression auf die GBM-Tumorprogression ist bis
dato gut erforscht. Allerdings sind die zugrundliegenden genregulatorischen Mechanismen
dieser dysregulierten NG2-Expression weitestgehend unbekannt. Bereits in meiner
vorangegangen Masterarbeit konnte auf der Grundlage von in silico Analysen die
tumorsuppressive microRNA (miR)-29b als mdglicher transkriptioneller Regulator der NG2-
Expression identifiziert werden. Daher wurde im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden
Arbeit untersucht, inwiefern miR-29b die NG2-Expression reguliert. In ersten quantitativen

Polymerasen-Kettenreaktionen (gqPCR)-, durchflusszytometrischen und Western Blot-
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Analysen wurde eine miR-29b-abhangige Reduktion der NG2-Expression in GBM-Zellen
detektiert. Hierbei konnte eine direkte Interaktion der miR-29b mit der NG2-untranslated region
(UTR) unter Verwendung von Reportergenanalysen festgestellt werden. Neben der
posttranskriptionellen Regulation von NG2 wurde zusatzlich gezeigt, dass die miR-29b Uber
den Transkriptionsfaktor specificity protein (Sp)1 die NG2-Expression indirekt beeinflusst. Eine
MiRNA reguliert haufig die Expression von Proteinen mit ahnlicher zellularer Funktion. Daher
wurden als nachstes Interaktionspartner von NG2 als putative miR-29b Zielmolekdle
untersucht. Detaillierte molekulare Analysen zeigten, dass die miR-29b auch die Expression
der Transmembranproteine Integrin 31, platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)a und
PDGFR in GBM-Zellen posttranskriptionell reduziert. In weiteren in vitro Untersuchungen
wurde der Einfluss der miR-29b auf proliferative und migratorische Prozesse mittels WST-1,
Transwell-, scratch- und spheroid sprouting-Assays analysiert. Interessanterweise zeigten die
durchgefuhrten funktionellen Analysen, dass die miR-29b-abhangige Regulation des NG2-
Netzwerks die Proliferation und Migration von GBM-Zellen reduziert. Die Untersuchungen
verschiedener Signalwege ergaben, dass diese Effekte auf eine verringerte extracellular-
signal regulated kinase (ERK)1/2-Aktivitat zurlckzuflihren sind. Zusatzlich wurden die
regulatorischen Mechanismen der miR-29b-Expression analysiert. Hierbei zeigte sich, dass
die beiden Onkogene long non-coding (Inc)RNA H19 und c-Myc als negative Regulatoren der
miR-29b im GBM fungieren und somit die NG2-Expression stimulieren. Zusammenfassend
konnte im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit der regulatorische Mechanismus
der NG2-Expression in Abhangigkeit der miR-29b entschliisselt werden. Dementsprechend
kénnten auf Basis der miR-29b neue therapeutische Strategien zur Behandlung des NG2-

positiven GBM entwickelt werden.
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2 Summary

Molecular determinants of nerve/glial antigen (NG)2 expression in juvenile
angiofibroma and glioblastoma

The proteoglycan nerve/glial antigen (NG)2 was first described on human melanoma cells and
is also known as human chondroitin sulfate proteogylcan 4 (CSPG4). The 300 kDa type 1
transmembrane protein contributes significantly to transmembrane signal transduction via
interactions with numerous proteins, such as integrin 1 and collagen. Under physiological
conditions, the expression of NG2 is restricted to certain cell types, such as oligodendrocyte
progenitor cells and pericytes. In contrast, the proteoglycan is strongly expressed under
pathological conditions, such as in benign juvenile angiofibroma (JA) and malignant
glioblastoma (GBM). NG2 significantly promotes tumor progression and has therefore been in

the focus of the development of new therapeutic approaches for years.

JA is a rare benign nasopharyngeal tumor whose tumor extirpation is often associated with
intraoperative complications depending on the stage. Previous work has already shown that
pharmacological inhibition of casein kinase (CK)2 leads to reduced NG2 expression.
Accordingly, inhibition of this protein kinase may represent a new therapeutic strategy in NG2-
expressing JA. Therefore, the first part of the present thesis investigated whether CK2
inhibition in JA reduces NG2 expression as well as cell proliferation and cell migration. Initially,
NG2 and CK2 expression in primary JA tissue samples was verified by immunohistochemistry.
Subsequently, the expression of NG2 and CK2 was detected in generated JA cell cultures
using various molecular analyses. The effects of CK2 inhibition on cell proliferation and cell
migration were investigated using water-soluble tetrazolium (WST)-1, bromodeoxyuridine
(BrdU) and spheroid sprouting assay. It was found that inhibition of CK2 decreases cell growth
and migratory capacity of JA cells. Therefore, pharmacological inhibition of CK2 represents a

promising therapeutic approach for the treatment of benign JA.

The impact of an increased NG2 expression on GBM tumor progression has been well studied
to date. However, the underlying gene regulatory mechanisms of this dysregulated NG2
expression are largely unknown. In my previous master thesis, the tumor suppressive
microRNA (miR)-29b has already been identified as a possible transcriptional regulator of NG2
expression based on in silico analyses. Therefore, the second part of the present thesis
investigated whether miR-29b regulates NG2 expression. Initial quantitative polymerase chain
reactions (qPCR), flow cytometric and Western blot analyses revealed a miR-29b-dependent
reduction of NG2 expression in GBM cells. A direct interaction of miR-29b with the NG2-
untranslated region (UTR) was verified using reporter gene analyses. In addition to the post-

transcriptional regulation of NG2, it was also shown that miR-29b indirectly influences NG2
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expression via the transcription factor specificity protein (Sp)1. A miRNA often regulates the
expression of proteins with similar cellular function. Therefore, interaction partners of NG2
were investigated as potential miR-29b targets. Detailed molecular analyses revealed that
mMiR-29b post-transcriptionally regulates also the expression of the transmembrane proteins
integrin B1, platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)a and PDGFRp in GBM cells. In
additional in vitro studies, the influence of miR-29b on proliferative and migratory processes
was analyzed using WST-1, transwell, scratch and spheroid sprouting assays. Interestingly,
these functional analyses showed that miR-29b-dependent regulation of the NG2 network
reduces the proliferation and migration of GBM cells. Investigations of different signaling
pathways revealed that these effects are due to a reduced extracellular-signal regulated kinase
(ERK)1/2 activity. In addition, the regulatory mechanisms of miR-29b expression were
analyzed. It was found that the two oncogenes long non-coding (Inc)RNA H19 and c-Myc act
as negative regulators of miR-29b in GBM and therefore stimulate NG2 expression. In
summary, the regulatory mechanisms of NG2 expression in dependence of miR-29b could be
determined in the second part of the present thesis. Accordingly, new therapeutic strategies
for the treatment of NG2-positive GBM tumors may be developed on the basis of miR-29b.
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3 Einleitung
3.1 Das Proteoglykan nerve/glial antigen (NG)2

Vor uber 40 Jahren wurde auf humanen Melanomzellen erstmals das high molecular weight-
melanoma-associated antigen (HMW-MAA), heutzutage bekannt als NG2 oder auch als
human chondroitin sulfate proteogylcan (CSPG)4, beschrieben [1]. Im gleichen Jahr wurde
das Ortholog des humanen NG2 auf Gliazellen im Rattengehirn entdeckt [2]. Die NG2-
Gensequenz blieb Uber die phylogenetische Entwicklung konserviert, wodurch die NG2-
Aminosauresequenzen der Maus und Ratte zu 80 % identisch zur humanen
Aminosauresequenz sind [3]. Das auf Chromosom 15q lokalisierte NG2-Gen codiert ohne
bekannte alternative Splei3varianten ein funktionelles Typ-1-Transmembranprotein mit einem
Molekulargewicht von 300 kDa [4, 5]. Dieses Protein besteht aus drei strukturellen Domanen:
Einer 2225 Aminosauren (AS) grof3en extrazellularen Doméne, die 95 % des Proteins
ausmacht, einer Transmembrandoméne aus 25 AS und einer kurzen zytoplasmatischen
Domaéane aus 75 AS (Abbildung 1) [6]. Aufgrund seiner charakteristischen Kernproteinstruktur
mit extrazellularen sulfatierten Glykosaminoglykan (GAG)-Seitenketten gehort NG2 zur
Proteinfamilie der Chondroitinsulfat-Proteoglykane [5]. Besonders die extrazellulare Doméne,
welche in die drei Subdoménen D1, D2 und D3 unterteilt wird, zeichnet sich durch strukturelle
und funktionelle Motive aus [7]. Die posttranslationale Modifikation der Subdoméne D2 mit
GAG-Ketten ermdglicht die Interaktion mit Kollagen Typ V und VI, die Disulfidbriicken der D1-
Subdomaéne stabilisieren die Tertiérstruktur und die D3-Subdoméne interagiert unter anderem
mit Integrin a3B1 und besitzt mehrere proteolytische Schnittstellen [3, 8]. Der zytoplasmatische
Carboxy-Terminus mit einer PDZ-Domane, einer Prolin-reichen Region und mehreren
Threonin  (Thr)-Phosphoakzeptor-Stellen  ermdglicht die Interaktion mit Syntenin,
Proteinkinase (PK)C-a und extracellular-signal regulated kinase (ERK)1/2 [9, 10].

Ahnlich zu anderen transmembranen Proteoglykanen, wie CD44, Syndecane und Integrinen,
besitzt NG2 keine eigene katalytische Aktivitat [11-14]. Der strukturelle Aufbau von NG2 ist
daher essenziell fur dessen funktionelle Wirkung. Zum Beispiel initiiert das NG2-Kernprotein
durch die Bindung des basic fibroblast growth factor (bFGF) oder des platelet-derived growth
factor (PDGF)a die Préasentation dieser Wachstumsfaktoren an die entsprechenden
Rezeptoren [14-16]. Zusatzlich zu Kollagen Typ V und VI interagiert die extrazellulare Domane
von NG2 mit Laminin und Fibronektin und verkntpft damit Komponenten der extrazellularen
Matrix mit dem intrazellularen Signaling [7, 14, 17]. AufRerdem stimulieren die
Phosphorylierungen der intrazellularen Thr-Phosphorakzeptorstellen durch ERK (Thr?2%¢) und
PKC-a (Thr?®'4) und eine anschlieRende Interaktion mit Integrin B1 und dem Aktin-Zytoskelett

die Zellproliferation und Zellmigration [5, 10, 18].
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Abbildung 1: Schematische Struktur des Proteoglykans NG2. Das Transmembranprotein NG2 besteht aus
einer extrazellularen Doméne, einer transmembranen Doméne und einer zytoplasmatischen Doméne. Die
extrazellulare Doméane wird in die Subdoménen D1, D2 und D3 unterteilt. Die D1-Subdoméne besitzt mehrere
Disulfidbricken und Laminin-Domanen (magenta). In der D2-Subdomaéne ist eine Kollagen-Bindedoméne (gelb)
und eine sulfatierte GAG-Seitenkette an Serin-999 (rot) lokalisiert. Die Subdomé&ne D3 besitzt mehrere
proteolytische Schnittstellen (orange Pfeile) und mehrere N-Glykosylierungen (blaue Y). In der intrazellularen
Domane sind zwei Thr-Phosphoakzeptor-Stellen (Thr-2256 und Thr-2314; blaue Kreise), eine Prolin-reiche Region
(hellgraue Striche) und eine C-terminale PDZ-Doméne (gruner Kreis) lokalisiert. Modifiziert nach Stallcup et al. [19].
Die Expression von NG2 wurde zunachst auf Vorlauferzellen neuralen, epidermalen oder
mesenchymalen Ursprungs, wie Oligodendrozyten-Progenitorzellen (OPC), Osteoblasten,
Keratinozyten oder Chondroblasten, gezeigt, allerdings wird das Proteoglykan auch verstarkt
im Pankreas, der Leber, der glatten Muskulatur des Knochenmarks und in Perizyten exprimiert
[5, 20-24]. In den Vorlauferzellen Gbernimmt NG2 eine wichtige Funktion wahrend der
Differenzierung, wobei dessen Expression reprimiert wird, sobald der reife Zellstatus erreicht
ist [4, 25]. Obwohl NG2 auch verstarkt wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert wird,
zeigten NG2-Knockout-Mause keinen letalen Phanotypen, jedoch resultierte der Verlust in
Defiziten der Geweberegeneration sowie in einer Steigerung von degenerativen und
neoplastischen  Pathologien [26]. Zusatzlich wurden  Entwicklungsdefekte des
neurovaskularen Systems auf den Verlust des Proteoglykans in Perizyten zurtickgefuhrt,
wodurch die essenzielle Funktion von NG2 im Blutgefal3system verdeutlicht wird [27, 28]. Eine
verstarkte NG2-Expression wird aufRerdem mit verletzungsbedingten Entzindungen und

neurodegenerativen Erkrankungen, wie Multipler Sklerose und Alzheimer, in Verbindung
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gebracht [20, 29-31]. Zudem fordert NG2 die onkogene Progression sowohl in Tumoren
neuroektodermalen Ursprungs, wie im Glioblastom (GBM) und Oligodendrogliom, als auch im
triple-negativen Mammakarzinom und Plattenepithelkarzinom [14, 32, 33]. Aufgrund seines
spezifischen Expressionsprofils dient NG2 als Marker fur Zellpopulationen mit einem starken

proliferativen und angiogenen Potential [4, 14, 21].

Zytokine

Hypoxischer Stress

miR-128-2

Sp1 Egr1 Pax3 Methylierung l
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| Promotor [ NG2/CSPG4 |
” L’ ATG ¥

Abbildung 2: Regulatorische Faktoren der NG2-Expression. Inflammatorische Zytokine und Hypoxie fordern
die NG2-Expression. Im Gegensatz dazu wird die Transkription durch Methylierungen im NG2-Promotorbereich
epigenetisch inhibiert. Auf transkriptioneller Ebene stimulieren die Transkriptionsfaktoren specificity protein (Sp)1,
early growth response (Egr)l und paired box (Pax)3 die Expression von NG2. Zusatzlich wird die NG2-mRNA
posttranskriptionell durch die miR-129 reguliert. Modifiziert nach Ampofo et al. [21].

Obwohl das Proteoglykan wahrend der Tumorprogression mehrere onkogene Signalwege
aktiviert, wie den Integrin-regulierten FAK-Signalweg und die Rezeptor-Tyrosinkinase
(RTK)/mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Kaskade mit ERK1/2 als downstream
Effektor, wird NG2 allgemein nicht als Onkogen klassifiziert [14]. Jedoch gibt es zahlreiche
Studien, die NG2 als potenzielles Zielmolekil fiir die Therapie von Melanomen,
Weichteilsarkomen, Plattenepithelkarzinomen und Tumoren des zentralen Nervensystems
(ZNS) in Betracht ziehen [14, 22]. Dafir ist es essenzielll, die molekularen
Regulationsmechanismen von NG2 genauer zu betrachten, um mdgliche therapeutische
Ansatzpunkte zu identifizieren. Zum einen fordern inflammatorische Zytokine die
Proteoglykan-Expression auf NG2-positiven Zellen im ZNS, zum anderen verstarkt eine
Hypoxie-induzierte Angiogenese die NG2-Expression auf Perizyten [21, 34, 35]. Bei der
Betrachtung der direkten Genregulation kann die NG2-Expression durch mehrere CpG-Insel-
Hypermethylierungen im Bereich des Promotors epigenetisch stumm geschaltet werden [36].
Studien konnten bereits zeigen, dass die Reduktion dieser Promotormethylierung in Melanom-
Zelllinien, melanozytaren Lasionen und im Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region
(SCCHN) verantwortlich fiur die verstarkte NG2-Expression ist, welche wiederum die

Tumorprogression begunstigt [36, 37]. Auf Transkriptionsebene konnte kirzlich eine 114 bp
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grolRe Promotorregion des humanen NG2-Gens identifiziert werden, welche transkriptionell
vermutlich Uber die Proteinkinase Caseinkinase (CK)2 reguliert wird und somit die NG2-
Expression in Perizyten und im GBM beeinflusst (Abbildung 2) [38, 39]. Zudem kann die NG2-
Expression posttranskriptionell Gber die microRNA (miR)-129 reduziert werden [39, 40].

3.2 Die Proteinkinase CK2

Die Proteinkinase CK2 ist eine der ersten identifizierten Proteinkinasen, die mit tUber 400
Substraten einen maf3geblichen Beitrag zum humanen Phosphoproteom leistet [41, 42]. Sie
ist konstitutiv aktiv, ubiquitar exprimiert und phosphoryliert Substrate mit der
Konsensussequenz S/T-XX-E/D/pS (S: Serin; T: Threonin; X: beliebige Aminoséure; E:
Glutamin; D: Asparaginsaure; p: phosphoryliert) [43, 44].
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Abbildung 3: Strukturelles Bandermodell der Proteinkinase CK2. Das Holoenzym CK2 besteht aus den zwei
katalytischen a-Untereinheiten (gelb und rot) und zwei regulatorischen B-Untereinheiten (blau und griin). Die (3-
Untereinheiten bilden ein Dimer und binden jeweils eine katalytische a-Untereinheit. Das Adenosintriphosphat-
Analogon Adenosion-5'-(B,y-imido)Triphosphat (AMPPNP) bindet in der ATP-Bindungstasche der katalytischen o-
Untereinheit. Modifiziert nach Nienberg [45].

Die CK2 ist ein Heterotetramer bestehend aus den zwei katalytischen Untereinheiten a und o,
codiert durch die Gene CSNK2A1 bzw. CSNK2A2, und zwei regulatorischen 3-Untereinheiten,
codiert durch das Gen CSNK2B (Abbildung 3) [46-48]. Die a- und a‘-Untereinheiten der Kinase
konnen auch als Monomere katalytisch aktiv sein, wohingegen sich die Funktion der
regulatorischen B-Untereinheiten auf die Erhaltung der Enzymstabilitdt und die
Substratselektion beschrankt [49]. Jedoch ist die Aktivitat und Funktionalitat aller CK2-
Untereinheiten besonders bei der Embryogenese von essenzieller Relevanz [50]. Sowohl ein
Knockout der a- als auch der B-Untereinheiten fihrt in Mausen zu embryonaler Letalitat,
wohingegen ein Knockout der CK2a‘ zwar zu lebensfahigen, aber infertilen mannlichen
Mausen fuhrt [51-53].
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Neben der Interaktion mit Rezeptoren und Kanalen beeinflusst die CK2 Uber die Signalwege
nuclear factor (NF)-kB-, phosphatase and tensin homolog (PTEN)/PI3K/AKT- und Wnt/B-
Catenin sowie Uber die Phosphorylierung zahlreicher Transkriptionsfaktoren, wie p53 und
specificity protein (Sp)l, die Expression verschiedener Gene und stimuliert so zellulare
Prozesse der Inflammation, der Angiogenese, des Zelliiberlebens, der Zellproliferation und der
Zellmigration [54-60]. Dementsprechend geht eine dysregulierte CK2-Aktivitat mit
neurodegenerativen und kardiovaskularen Erkrankungen, Infektionen sowie Autoimmun- und
Krebserkrankungen einher [42]. Im Falle von Krebserkrankungen konnte eine pro-onkogene
Funktion der CK2 im GBM, Medulloblastom, Brustkrebs, Plattenepithelkarzinom und in
mehreren Leukamie-Typen nachgewiesen und mit einer zentralen Rolle in der
Tumorentwicklung sowie einer schlechten Prognose in Zusammenhang gebracht werden [42,
61, 62]. Dabei phosphoryliert die CK2 tumorassoziierte Proteine und verstarkt onkogene
Signalkaskaden [42, 63]. So beeinflusst sie beispielsweise Uber Signalwege, wie
PTEN/PISK/AKT und MAPK/ERK, den Prozess der Tumorangiogenese [64-66]. Daher wird
die CK2-Inhibition derzeit als mdglicher Therapieansatz bei der Behandlung verschiedener
Tumore in Betracht gezogen [42, 67, 68].

Uber die letzten 20 Jahre wurden mehrere CK2-Inhibitoren identifiziert, welche die Apoptose
foérdern und der Proliferation, Migration und Angiogenese entgegenwirken [38, 39, 42, 69]. Die
Mehrheit dieser Inhibitoren wirkt kompetitiv und blockiert die Adenosintriphosphat (ATP)- oder
Guanosintriphosphat (GTP)-Bindestelle der katalytischen CK2-Untereinheiten, wie 4,5,6,7-
Tetrabromobenzotriazol (TBB) und CX-4945 [70, 71]. CX-4945 befindet sich bereits als orales
Pharmakon in klinischen Phase 1 und 2 Studien zur Behandlung verschiedener Tumore
(NCT01199718, NCT00891280, NCTO03897036, NCT02128282, NCT03904862,
NCT03571438) [42]. Jedoch weisen die aktuellen klinischen CK2-Inhibitoren unerwiinschte
Off-Target-Effekte auf, sodass weiterhin neue Hemmestoffe synthetisiert und analysiert werden,
wie zum Beispiel der selektivere CK2-Inhibitor SGC-CK2-1 [72].

3.3 Das juvenile Angiofibrom (JA)

Das JA ist ein benigner Nasopharynx-Tumor, der mit einer Haufigkeit von 0,05 % aller Hals-
Nasen-Ohren-Tumoren nahezu ausschlie3lich beim méannlichen Geschlecht zwischen dem
10. und 25. Lebensjahr auftritt [73, 74]. Obwohl das JA histologisch als gutartig klassifiziert
wird, kann das aggressive lokale Wachstum eines JA des Stadiums Il zu einer Erosion der
Schéadelbasis mit intrakranieller Ausdehnung fiihren [73, 75].

Die zellulare Atiologie und Pathogenese des JA ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch
sprechen viele Studien von einer Tumorentwicklung ausgehend von dem Foramen
sphenopalatinum [73, 76]. Dort bildet sich ein Tumor mit einem ausgedehnten

Blutgefal3system aus, welches von einem dichten Netzwerk aus Fibroblasten und Kollagen
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umgeben ist [73, 77, 78]. Besonders bei der primaren Therapiestrategie, der vollstandigen
operativen Tumorexstirpation, erhéht das ausgedehnte vaskulare System das Risiko von
intraoperativen Blutungen [76]. Zwar erméglichen bildgebende Diagnoseverfahren eine sehr
gute Therapie bei frihem Befund, jedoch wird aufgrund der zunachst harmlosen Symptome,
wie nasaler Obstruktion und Epistaxis, das JA meist erst in spateren Stadien diagnostiziert
[79]. So werden bei JA-Tumoren mit intrakranieller Invasion sowie wiederkehrenden Tumoren
oder Residual-Tumoren an chirurgisch unzuganglichen anatomischen Stellen bereits
alternative Therapiestrategien, wie Strahlentherapie, Hormontherapie und Embolisation,
eingesetzt, um das hohe Risiko an Komplikationen wahrend der operativen Tumorexstirpation
zu umgehen [76]. Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die Verwendung von Zytostatika fir

die gezielte Inhibition von proliferativen und angiogenen Zielmolekiilen.

Zwar konnte in diesem Kontext bereits eine verstarkte Expression des zuvor erwdhnten
Proteoglykans NG2 in JA-Gewebe nachgewiesen werden, jedoch wurde dessen Einfluss auf
die Tumorprogression nicht analysiert [78]. Eine direkte pharmakologische Inhibition des
proliferativen und angiogenen Transmembranproteins wird durch das fehlende katalytische
Zentrum erschwert [5, 80]. Eine Alternative ware die indirekte pharmakologische Inhibition von
NG2 uber die Proteinkinase CK2. Studien der letzten Jahre zeigten, dass die CK2 die NG2-
Expression férdert und eine CK2-Inhibition mit einer Reduktion der NG2-Expression, der
Zellproliferation, der Zellmigration sowie der Angiogenese in GBM-Zellen und Perizyten
einhergeht [38, 39]. Aufgrund dieser Studien kénnte das Proteoglykan und die CK2 nicht nur
im malignen GBM, sondern auch im benignen NG2-positiven JA eine entscheidende Rolle bei
der Proliferation und Angiogenese der JA-Progression spielen und die CK2-Inhibition einen

neuen pharmakologischen Therapieansatz bieten.

3.4 Das GBM

Das GBM ist mit einer weltweiten Inzidenz von ~4 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen
pro Jahr der haufigste astrozytdre Tumor des ZNS [81-83]. Bei Erwachsenen tritt das GBM
hauptséachlich in den GrofRhirnhemisphéaren im Durchschnittsalter von 60 Jahren auf [83-85].
Nach der initialen Diagnose betragt trotz multimodaler Therapie mit chirurgischer Resektion,
adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) und Radiotherapie die mittlere
Uberlebenszeit lediglich 15 Monate und die 5-Jahres-Uberlebensrate nur 5,4 % [83, 84, 86].

Nach der Weltgesundheitsorganisation (WHO)-Klassifizierung wird das GBM mit dem Genotyp
Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) Wildtyp als Grad IV Tumor eingeteilt [87]. Ein fortgeschrittenes
Oligodendrogliom oder Astrozytom mit IDH-Mutation wird nach der neuen WHO-Einteilung als
Oligodendrogliom Grad IlI/lll bzw. Astrozytom Grad IV Tumor klassifiziert und nicht mehr als
sekundares Glioblastom (Grad [V) eingestuft [87-89]. Zu den typischen histologischen

Charakteristika des GBM zahlen zellularer Polymorphismus, ein hoher Mitoseindex,
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Kernatypien, strichformige Nekrose sowie vaskuldre Hyperplasie [86, 90]. Dabei férdern
nekrotischen Zellen die Entstehung eines hypoxischen Tumormikromilieus, welches wiederum
durch Sekretion angiogener Faktoren die Neovaskularisierung anregt sowie die diffuse,
invasive Tumorinfiltration in umliegende nahrstoffreiche Areale férdert [86, 91]. Zudem wird die
Hochregulation zahlreicher onkogener Signalwege wie NF-kB, vascular endothelial growth
factor (VEGF), epidermal growth factor receptor (EGFR), transforming growth factor (TGF)-
und PI3K/AKT/mechanistic target of rapamycin (mTOR) mit der GBM-Pathogenese und dem
aggressiven Tumorverhalten in Verbindung gebracht [92-97].

Trotz jahrzehntelanger Forschung verdeutlicht die unumgéngliche Rezidiventwicklung nach
durchschnittlich 7 Monaten den dringenden medizinischen Bedarf der Integration neuer
Therapieansatze, um die zytotoxische Wirkung der aktuellen Standardtherapie zu verstarken
[86, 97]. Jedoch ist die Pathogenese von malignen Gliomen selten ausschlieB3lich von einem
Onkogen oder Tumorsuppressor abhéngig, was wiederum die optimierbare Effizienz von
aktuellen klinischen Studien erklart, welche sich nur auf einen molekularen Faktor fokussieren
[97]. Zudem erschweren Faktoren wie der stammzellahnliche Charakter des GBM, die
zellulare  Heterogenitat, genetische und  epigenetische  Modifikationen  sowie
Resistenzmechanismen gegen Chemotherapeutika, Strahlentherapie und Immuntherapie die
Entwicklung neuer Strategien [97-99]. Daher ist es sowohl von Klinischem als auch
grundlagenwissenschaftlichem Interesse, neue molekulare Netzwerke zu identifizieren, auf
deren Grundlage effektivere oder individualisierte Therapiemethoden entwickelt werden
kénnen [99-101].

Ein Faktor, der auch verstarkt in den Fokus der GBM-Forschung geriickt ist, ist das bereits
genannte Proteoglykan NG2. Eine erhdhte NG2-Expression ist im GBM neben einer erhéhten
Strahlen- und Chemoresistenz mit einer verstarkten invasiven Zellproliferation durch die
Interaktion mit extrazellularen Proteinen, wie Laminin-a2 und Kollagen VI, assoziiert [32, 102-
104]. Interessanterweise zeigten vorlaufige Daten unserer Arbeitsgruppe, dass die miR-29b
posttranskriptionell die NG2-Expression reguliert. Dementsprechend liegt die Vermutung
nahe, dass miR-29 eine wesentliche Rolle bei der NG2-vermittelten Proliferation, Invasion und

Migration von GBM-Zellen spielt.

3.5 MiRNAs

MiRNAs sind 18 bis 24 Nukleotide lange, einzelstrangige, nicht-kodierende RNA-Molekile. Sie
gelten als wirksame Master-Regulatoren, welche posttranskriptionell die eukaryotische
Proteinexpression beeinflussen [105-107]. Die Biogenese der miRNAs beginnt mit der
Transkription der DNA-Sequenzen zur primaren miRNA (pri-miRNAs) [108, 109]. Noch im
Zellkern prozessiert ein Mikroprozessor-Komplex, bestehend aus der RNA-Endonuklease

Drosha und dem dsRNA-Bindeprotein DGCRS8, das Primartranskript in eine precurser miRNA

11



Einleitung

(pre-miRNA) [110, 111]. Nach einem aktiven Transport in das Zytosol wird die pre-miRNA in
einem finalen Schritt durch die RNA-Endonuklease Dicer zur reifen doppelstrangigen miRNA
prozessiert [112, 113]. lhre regulatorische Aktivitat erlangen die miRNAs durch die Bildung
eines RNA-induced silencing complex (RISC) bestehend aus einem 3*- oder 5-miRNA-Strang
und einem Argonautenprotein [105, 107, 114]. In den meisten Fallen bindet dieser miRNA-
RISC-Komplex an komplementéare Bereiche der 3’-untranslated region (UTR) von spezifischen
MRNA-Zielmolekilen und initiiert die Unterdrickung der Translation, die Deadenylierung und
letztlich den vollstandigen Abbau der mRNA [115-117]. Neben der 3’-UTR interagieren
mMiRNAs auch mit der 5-UTR der codierenden Sequenz einer mRNA sowie auf
transkriptioneller Ebene mit Promotoren. Dabei wird das Zielmolekil durch die konservierte, 8
Nukleotide lange Seed-Sequenz der jeweiligen miRNA bestimmt [106, 109, 118-120].

Insgesamt kénnen 60 % der humanen mRNAs spezifisch durch miRNAs beeinflusst werden,
wobei eine einzige miRNA die Expression von Uber tausend Genen posttranskriptionell
reguliert und so zellulare Prozesse der Proliferation sowie Zelldifferenzierung bis hin zur
Apoptose beeinflusst [121-123]. Folglich ist es nicht verwunderlich, dass eine Dysregulation
von miRNAs groRe Auswirkungen auf physiologische Prozesse hat [121, 124, 125]. Eine
Veranderung von miRNA-Expressionsprofilen wird bei pathologischen Prozessen, wie
Diabetes, Parkinson, viralen Infektionen und Tumorwachstum, beobachtet [121, 126-128].
Zudem dienen extrazellulare, zirkulierende miRNAs dem Kommunikationsaustausch zwischen
einzelnen Zelltypen und haben damit ein hohes Potential, als prognostischer und
diagnostischer Biomarker eingesetzt zu werden [121, 128-130]. Mehrere Studien zeigten
bereits, dass verdnderte miRNA-Expressionsprofile wahrend physiologischer und
pathologischer Bedingungen in Blut, Urin, Synovialflissigkeit oder Cerebrospinalfliissigkeit
detektiert werden kénnen [128, 130-132].

Zu den bekannteren miRNAs, deren Dysregulation mit Pathologien wie Osteoarthritis,
Diabetes und Multiple Sklerose assoziiert werden, zahlt die miR-29 Familie, bestehend aus
miR-29a, MiR-29b-1, miR-29b-2 und miR-29¢ [107, 133, 134]. Die Gencluster der miR-29-
Familie sind auf Chromosom 7p32.3 bzw. 1932.2 lokalisiert und werden in die zwei
Primartranskripte pri-miR-29a/b-1 bzw. pri-miR-29b-2/c transkribiert [133, 135]. Obwohl sich
die Sequenzen der pre-miR-29b-1 und -2 unterscheiden, sind nach der finalen Prozessierung
die beiden reifen miRNAs identisch und besitzen die gleiche Seed-Sequenz wie miR-29a und
miR-29c¢ [107, 136]. Die drei Familienmitglieder besitzen zwar eine identische Seed-Sequenz,
jedoch variieren ihre regulatorischen Méglichkeiten durch sequenzspezifische Merkmale. So
ermdglicht das Hexanukleotid-Kernlokalisationssignal der miR-29b die Genregulation direkt im
Nukleus [137, 138]. Zudem besitzen miR-29b und miR-29c eine Tri-Uracil-Sequenz, welche
fur einen rapiden Abbau und Turnover sorgt, wogegen der Cytosin-Rest der miR-29a deren
Struktur stabilisiert [139].

12



Einleitung

Obwohl miRNAs zahlreiche Signalwege regulieren, nehmen miRNA-Familien oft starken
Einfluss auf einen Phanotyp, indem sie simultan eine groRe Anzahl funktionell &hnlicher Gene
regulieren [133, 140]. Der miR-29-Familie wird eine starke anti-fibrotische Aktivitat
zugeschrieben, da sie durch die Regulation von Proteinen der extrazellularen Matrix (EZM),
wie Elastin, Kollagen, Laminin-y1l, Matrix-Metalloproteinase (MMP)3 und Integrin B1, eine
wichtige Rolle in der Formation der EZM sowie der epithelial-mesenchymal transition (EMT)
spielen [133, 141-147]. Die essenzielle Bedeutung der miR-29-Familie zeigten murine in vivo
Studien, bei denen ein vollstindiger Knockout der miR-29-Familie zu massiven
Entwicklungsdefekten fihrte [122, 148-150]. Die Isoformen der miR-29b-Familie tibernehmen
dabei unterschiedliche funktionelle Aufgaben [122, 151-154].

Eine ektopische Expression der miR-29-Familie wurde bereits in mehreren Tumoren detektiert,
wobei sie meistens eine Funktion als Tumorsuppressor ausibt [107, 155]. Besonders die miR-
29b als fundamentaler Regulator der EMT beeinflusst die Tumormetastasierung und
Chemoresistenz unter anderem bei Brustkrebs, Prostatakrebs und SCCHN [155-158]. Auch
im GBM ist die Expression der miR-29b reprimiert und eine Uberexpression resultiert durch
einen miR-29b-vermittelten mMRNA-Abbau verschiedener Zielmolekile in anti-kanzerogene
Effekte [159-162]. Neben den bereits bekannten Zielmolekilen wurde im Rahmen einer
vorangegangen Masterarbeit mittels in silico Analysen eine Bindestelle der miR-29b im 3'-UTR
der mRNA des Proteoglykans NG2 detektiert [163]. Zusatzlich wurde zwar auf mMRNA-Ebene
nach miR-29b-Uberexpression eine Reduktion des NG2-Gehalts in GBM-Zelllinien
nachgewiesen, jedoch wurde die direkte Interaktion der miR-29b mit der NG2-3'UTR nicht
analysiert [163]. Aufgrund dieser Vorergebnisse und der funktionellen Rolle von NG2 und der
miR-29b wahrend der GBM-Tumorprogression konnte die weiterfiihrende Analyse der
Regulation von NG2 durch die miR-29b neue Einblicke in das komplexe Netzwerk des
heterogenen GBM geben.
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4 Ziele der Arbeit

NG2-positive Tumore werden mit einem angiogenen, proliferativen und invasiven Phanotyp
assoziiert. Entsprechend wird aktuell daran gearbeitet, neue Therapiestrategien zu etablieren,
welche die NG2-Expression in Tumoren reduzieren. Die anti-angiogenen und anti-
proliferativen Effekte infolge einer CK2-vermittelten Inhibition der NG2-Expression wurden
bereits in Perizyten und in GBM-Zellen untersucht und bestatigt.

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einfluss der CK2-Inhibition
auf die NG2-Expression, die Proliferation und die Migration von JA-Zellen analysiert werden.
Dabei wurden unter Verwendung der zwei CK2-Inhibitoren CX-4945 und SGC-CK2-1 folgende
Fragestellungen untersucht:

Wird die CK2 und NG2 in primarem JA-Gewebe und JA-Zellen exprimiert?
Beeinflusst die CK2-Aktivitat die NG2-Expression in JA-Zellen?
3. Reduziert eine CK2-Inhibition die Proliferations- und Migrationsfahigkeit von JA-

Zellen?

Im zweiten Studienabschnitt sollte die Funktion der miR-29b in GBM-Zellen untersucht
werden. Ausgehend von Daten einer vorangegangen Masterarbeit lag der Fokus auf einer
miR-29b-vermittelten Regulation der NG2-Expression. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit

folgenden Fragestellungen bearbeitet werden:

Reguliert miR-29b posttranskriptionell die NG2-Expression in GBM-Zellen?
Reguliert miR-29b transkriptionell die NG2-Expression in GBM-Zellen?
Beeinflusst miR-29b die Expression eines regulatorischen NG2-Netzwerkes?

Reduziert miR-29b die Proliferations- und Migrationsféahigkeit von GBM-Zellen?

a k~ w0 nh e

Wie wird die Expression der miR-29b in GBM-Zellen reguliert?
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5 Material und Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden
5.1.1 Zellkultur

Das in dieser Arbeit verwendete Primargewebe (JA1-JA5) und die Priméarzellen (JA1-JA4) aus
humanen JAs wurden freundlicherweise von der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde des
Universitatsklinikums des Saarlandes (Prof. Dr. Bernhard Schick und Dr. Silke Wemmert) zur
Verflugung gestellt. Die Verwendung der humanen Proben wurde von der Ethikkommission der
Universitat des Saarlandes genehmigt (#218/10) und die schriftliche Einwilligungserklarung
von allen Patienten eingeholt. Die Primarzellen JA1-JA4 wurden aus je 1 cm?® entsprechendem
Primargewebe generiert. Daflir wurde das Gewebe direkt nach der Exstirpation mit 1 mg/ml
Protease Typ XIV (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in dulbecco’s modified eagle’s
medium (DMEM; PromoCell, Heidelberg, Deutschland) supplementiert mit 2,5 pg/ml
Ampothericin B (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) tber Nacht bei 4°C
verdaut. Anschlieend wurden die Priméarzellen in DMEM/F-12 Glutamax supplementiert mit
10 % fotalem Kalberserum (FCS; Thermo Fisher Scientific), 1 % Penicillin-Streptomycin
(Pen/Strep; Thermo Fisher Scientific), 1 % Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific), 10 pg/ml
Gentamycin (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) und 2,5 pug/ml Amphotericin B
kultiviert. Die humane embryonale Nieren-Zelllinie HEK293 (American Type Culture Collection
(ATCC), Manasses, USA) sowie die humane GBM-Zelllinie U87MG (U87; ATCC) wurden in
DMEM kultiviert. Die humane GBM-Zelllinie A1207 (Symbiotec GmBH, Saarbriicken,
Deutschland) wurde in Roswell Park Memorial Institute (RPMI; PromoCell) Medium kultiviert
und die GBM-Zelllinie MO59K (ATCC) in DMEM F-12 (PromoCell). Die verwendeten Medien
wurden mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep supplementiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxid und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit (CO2-Inkubator CB56,
Binder, Tuttlingen, Deutschland). Beim Erreichen einer Konfluenz von 70 % wurden die Zellen

im Verhaltnis von 1:3 mit Trypsin (PAN-Biotech GmbH) passagiert.

5.1.2 Immunfluoreszenz und Immunhistochemie
Fur immunhistochemische Farbungen wurden JA-Gewebeproben direkt nach Enthahme in
4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 24 h bei 4 °C fixiert. Nach der Fixierung wurden die Proben in
einer Alkoholreihe entwassert und in Paraffin eingebettet. Von den Gewebeproben wurden 3
pum dinne Schnitte hergestellt und diese fir 1 h bei 97 °C in Citrat-Puffer permeabilisiert.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 3 % Ziegen-Serum fur 30 min bei Raumtemperatur
(RT) blockiert. Anschlie@end wurden die Schnitte Uber Nacht bei 4 °C mit den
Primarantikorpern anti-CD31 (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland), anti-Vimentin

(Agilent Technologies), anti-NG2 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), anti-
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CK2a (Santa Cruz Biotechnology) oder anti-CK2( (Santa Cruz Biotechnology) inkubiert. Das
DAKO Fast Red Kit (K5005; Agilent, Frankfurt, Deutschland) wurde nach Herstellerangaben
verwendet. Zuletzt wurden die Zellkerne mit Mayers Hamatoxylin (Merck, Darmstadt,
Deutschland) gegengefarbt.

Fur Immunfluoreszenz-Farbungen wurden JA-Zellen auf Deckglésern ausgesat und nach 48 h
Kultivierung mit 4 % PFA fir 15 min bei RT fixiert. Nach drei Waschschritten mit 1x phosphat-
buffered saline (PBS) wurden die JA-Zellen mit Permeabilisierungslosung (0,2 % Triton; 2 %
BSA in 1x PBS) inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 % bovine serum albumin (BSA)/1x PBS fur
15 min gewaschen und mit den Priméarantikdrpern anti-NG2 (1:50) und anti-Vimentin (1:50;
Agilent Technologies) fur 1 h inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit 1x PBS fir 10 min.
AnschlieRend wurden die Zellen mit einem entsprechenden Fluoreszenz-konjugierten
Sekundarantikorper (Agilent Technologies) fir 1 h inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit 1x
PBS gewaschen, die Zellkerne mit Hoechst 33342 (2 pg/ml) fir 15 min angefarbt und erneut
gewaschen. Die immunhistochemischen und Immunfluoreszenz-Farbungen wurden mithilfe
eines Fluoreszenzmikroskops in 200x VergrofRerung visualisiert (BX61; Olympus, Hamburg,
Deutschland) und die positiv gefarbten Zellen mittels ImageJ Software (National Institutes of
Health (NIH), Bethesda, MD, USA) quantifiziert.

5.1.3 CK2-Inhibitoren: CX-4945 und SGC-CK2-1
Fur die Untersuchungen der in vitro Effekte der CK2-Inhibitoren CX-4945 (ActivateScientific,
Prien, Deutschland) und SGC-CK2-1 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurden
verschiedene Analysen durchgefiihrt. Die JA1-JA4 Primarzellen wurden je nach Experiment
mit einer definierten Zellzahl ausgesat und am Folgetag fiir 24 h oder 48 h mit Dimethylsulfoxid
(DMSO; Sigma-Aldrich), CX-4945 (10 uM) und SGC-CK2-1 (5 uM) behandelt. Im Anschluss

wurden unterschiedliche Versuche durchgefinhrt.

5.1.4 Transiente Transfektion
Das Einbringen von DNA- und RNA-Molekilen in Zellen erfolgte unter Verwendung von
kationischer lipidbasierten Transfektionsreagenzien. Die transiente Transfektion von miRNAs
wurde mithilfe des HiPerfect Transfektions-Reagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll durchgefihrt. Hierfir wurden 24 h vor Transfektion 2 x 10* A1207-Zellen
bzw. 2,5 x 10* U87-Zellen im 24-Well Format ausgesat. Zur Uberexpression der miR-29b
wurden die Zellen fur 48 h mit 50 nM 5-FAM markierter miR-29b-3p-Mimic (miR-29b-Mimic;
YMO00473486-ADB; Qiagen) transfiziert. Eine Inhibition der endogenen miR-29b erfolgte Uber
die Transfektion der Zellen mit 200 nM miR-29b-3p-Inhibitor (miR-29b-Inh; Y104101843-ADA,;
Qiagen). Als Kontrollen dienten mit Mimic-Negativkontrolle (ctrl; YM00479902-ADB; Qiagen)
oder Inhibitor-Negativkontrolle (ctrl; Y100199006-ADA; Qiagen) transfizierte Zellen. Die
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transiente Transfektion von Expressions- und Reportergenvektoren erfolgte mittels
Lipofectamin 3000 (Thermo Fisher Scientific). Fiir die Uberexpression der long non-coding
(Inc)RNA H19 und c-Myc wurden im 24-Well Format 4 x 10° A1207-Zellen und 4,5 x 10® U87-
Zellen ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen mit 250 ng pcDNA, pcDNA H19 [164] oder
pcDNA_c-Myc [165] (addgene, Watertown, MA, USA) nach Herstellerprotokoll transfiziert. Als
Kontrolle diente der Leervektor pcDNA. Die Reportergenassays mit der 3’-UTR von NG2 und
PDGFRa und der Promotorregion von NG2 erfolgten in HEK293-Zellen. Diese wurden bis zu
einer Konfluenz von 70 % kultiviert (24-Well-Format). Anschliel3end wurden 250 ng pGL4,
pGL4 _NG2-3-UTR-WT, pGL4_NG2-3-UTR-MUT, pGL4_PDGFRA-3-UTR-WT oder
pGL4_PDGFRA-3-UTR-MUT mit 50 nM ctrl oder miR-29b-Mimic cotransfiziert. Fir die NG2-
Promotoranalysen wurden 250 ng pGL4_NG2-Promotor [38] und pEF_Spl [166] mit 50 nM
miR-29b-Mimic oder ctrl mithilfe von Lipofectamin cotransfiziert. Nach 48 h erfolgte in

Abhangigkeit der weiterflihrenden Experimente die Zellernte.

5.1.5 Durchflusszytometrie
Fur die durchflusszytometrischen Analysen von Oberflachenmolekilen wurden Fluorochrom-
konjugierte Antikorper verwendet. Hierfir wurden die Zellen aus ihrem Kulturgefal3 mit
enzymfreien Zelldissoziationspuffer (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Deutschland) gelost,
zentrifugiert (5 min, 600 xg, RT), mit 1x PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Anschlie3end
wurde das Pellet geldst und die Zellen mit Phycoerythrin (PE)-konjugierten Antikérpern (1:20;
Tabelle 1; BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) versetzt und fiir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Der PE-konjugierte anti-Maus 1gG2a, k Antikorper (1:20; BD Biosciences)
diente als Isotypkontrolle. Nach der Inkubation folgte ein Waschschritt mit 1x PBS und eine
Zentrifugation fiir 5 min bei 600 xg und RT. Die Messung der Zellsuspension erfolgte an einem
BD FACSLyric™ Durchflusszytometer (BD Biosciences) und die Auswertung mithilfe der BD

FACSuite™ Software (BD Biosciences).

Tabelle 1: Verwendete Antikorper fur die Durchflusszytometrie.

Antikorper Isotyp Artikelnummer
PE Mouse Anti-Human Chondroitin Sulfate (NG2) PE mlgG2a, kK 562415
PE Mouse Anti-Human CD140a (PDGFRa) PE migG2aq, k 556002
PE Mouse Anti-Human CD140b (PDGFRp) PE migG2aq, kK 558821
PE Mouse Anti-Human CD29 (ITGB1) PE migG2aq, k 556049
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5.1.6 Scratch-Assay

Fur die Analyse der Zellmigration wurden scratch-Assays durchgefuhrt. Daftir wurde mit einer
Pipettenspitze (20-200 pl) ein Spalt durch einen konfluenten Zellrasen (24-Well Platte)
gezogen. Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und anschlieRend wurde das Zuwachsen
der Spaltflache Uber einen Zeitraum von 24 h (0 h, 16 h, 24 h) lichtmikroskopisch (Leica DM
IL Mikroskop mit DFC 450C Kamera; Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) erfasst. Die
Auswertung erfolgte durch die Vermessung der zellfreien Flache zu den einzelnen Zeitpunkten
mithilfe der Leica Application Suite Version 4.8 Software (Leica Microsystems).

5.1.7 Water-soluble tetrazolium (WST)-1-Assay
Die Zellviabilitat wurde mit einem WST-1-Assay analysiert. Dabei dient die Messung der
metabolischen Verstoffwechselung von Tetrazoliumsalz zu Formazan durch die Succinat-
Tetrazolium-Dehydrogenase als Indikator fur die Zellviabilitat. Fur das Assay wurden pro
Vertiefung einer 96-Well Platte 2000 JA-, 3000 A1207- und 4000 U87-Zellen ausgesat. Nach
den jeweiligen Inkubationszeitpunkten wurde 10 pl WST-1-Reagenz (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland) pro Well zu den Zellen gegeben und fir 30 min bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert. Anschliel3end wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm

im Spark®-Mikroplatten-Reader (Tecan, Crailsheim, Deutschland) detektiert.

5.1.8 Transwell-Assay
Die Zellmigration wurde in Transwell-Assays analysiert. Dafiir wurden 2,5 x 10° Zellen in
entsprechendem Medium (200 pl) mit 0,5 % FCS aufgenommen und in einen Polycarbonat-
Membraneinsatz einer Transwell-Platte (PorengroRBe 8 pm; Corning, Kaiserslautern,
Deutschland) ausgesat. Fir den chemotaktischen Migrationsreiz wurde in das Well 750 pl des
entsprechenden Mediums mit 5 % FCS gegeben. Nach 5 h wurden nicht migrierte Zellen
entfernt und migrierte Zellen in der Polycarbonat-Membran mittels Haemacolor-
Schnellfarbung (MarMed GmbH, Cdélbe, Deutschland) angefarbt. Die Farbungen wurden
lichtmikroskopisch bei einer 20-fachen VergréRerung visualisiert (BZ-8000K Mikroskop;
Keyence, Osaka, Japan) und die Anzahl an migrierten Zellen in 20 Hauptgesichtsfeldern/

Polycarbonat-Membran bestimmit.

5.1.9 Spheroid sprouting-Assay
Fur die Generierung von Sphéroiden wurden in einer mit 1 %iger Agarose beschichten 96-
Well-Platte pro Vertiefung 500 A1207- und JA-Zellen ausgesat. Nach einer Kultivierungsdauer
von 24 h wurden 40 Sphéaroide gesammelt und in einer Kollagen-L6sung aufgenommen [167].
Die Sphéroid-Kollagen-Suspension wurde in eine 24-Well Platte Gberfuhrt und fir 45 min bei

37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Sphéroide mit dem entsprechenden Medium
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Uberschichtet. Nach weiteren 48 h wurde das Aussprossen der Spharoide lichtmikroskopisch
dokumentiert (Leica DM IL Mikroskop mit DFC 450C Kamera; Leica Microsystems) und die

Sprossungsflache mittels ImageJ Software (NIH) vermessen.

5.1.10 Bromdesoxyuridin (BrdU)-Assay

Die Analyse der Zellproliferation erfolgte mittels eines BrdU-Assays. Dabei wird das Thymidin-
Analogon BrdU von proliferierenden Zellen wahrend der Zellteilung in die DNA eingebaut.
Hierftr wurden die JA-Zellen mit 10 uM BrdU (Roche Diagnostics) fur 16 h behandelt. Danach
wurden die Zellen geerntet und mit 70 % Ethanol fir 30 min auf Eis fixiert sowie permeabilisiert.
Die Zellsuspension wurde bei 600 xg fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die
DNA mit 2 M HCI/0,5 % Triton X-100 fir 30 min bei RT denaturiert. Die Neutralisierung der
DNA-Suspension erfolgte mit drei Waschschritten (1x PBS/0,05 % Tween 20). AnschlieBend
wurden die Zellen mit PE-konjugiertem BrdU-Antikérper (1:20; Thermo Fisher Scientific) fur 30
min bei RT im Dunkeln inkubiert. Als Isotypkontrolle diente ein PE-konjugierter anti-Maus
IgG1k Antikorper (1:20; Thermo Fisher Scientific). Nach der Inkubation folgte ein Waschschritt
mit 1x PBS und die durchflusszytometrische Analyse der BrdU-markierten viablen Zellen
(Kapitel 5.1.5).

5.2 Molekularbiologische Methoden
5.2.1 Konstruktion von Reportergenvektoren

Alle Materialien, Gerate und Arbeitsplatze, die fir das Klonieren und Arbeiten mit Bakterien
bendtigt wurden, stellten freundlicherweise Prof. Dr. Go6tz und Prof. Dr. Montenarh
(Medizinische Biochemie und Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes) zur Verfiigung.
In silico Analysen der TargetScan7.3 Datenbank zeigten, dass die humane NG2-3’-UTR sowie
die humane PDGFRA 3’-UTR eine potenzielle Bindestelle der miR-29b besitzen [168]. Fur die
Uberprifung der direkten Interaktion der miR-29b mit den untersuchten 3'-UTRs wurden diese
in den Xbal-linearisierten Luciferasereportervektor pGL4.10[luc2] (pGL4) kloniert (Abbildung
4). Fur die Mutation der miR-29b Bindestelle in der NG2- und PDGFRA-3-UTR wurden Uber
overlap-extension-Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) sechs der sieben Basen der Seed-
Sequenz verandert. Die mutierten NG2- und PDGFRA-3’-UTR wurden ebenfalls in den Xbal-
linearisierten Luciferasereportervektor kloniert. Die Konstruktion der Reportervektoren erfolgte
in Escherichia coli (E. coli) XL1 Blue. Die Selektion positiver Transformanden erfolgte tiber die

Vektor-vermittelte Ampicillin-Resistenz.
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luc2

pGLA.10[luc2] _

000 4242 bps

Abbildung 4: Schematische Vektorkarte von pGL4.10[luc2]. Die multiple cloning site (MCS; schwarz) mit den
Erkennungssequenzen fiir die Xhol und Hindll Restriktionsenzyme ist vor dem Luciferase-Reportergen (luc2; blau)
lokalisiert. Die Xbal Restriktionsschnittstelle wurde fir die Klonierung der 3'-UTR von NG2 und PDGFRA verwendet.
Die eukaryotische Transkription des Plasmids wird durch die SV40 Poly(A)-Region (SV40; schwarz) terminiert. Die
prokaryotische Expression wird durch den Replikationsursprung (Ori) reguliert. Anhand der B-Lactamase (AmMpR;
weil3)-vermittelten Ampicillin-Resistenz wurden transformierte Bakterien selektiert.

5.2.2 PCR
Die PCR wurde fur die Amplifikation der humanen NG2-3’-UTR sowie der humanen PDGFRA-
3’-UTR verwendet. Die Amplifikation der Sequenzen erfolgte tGiber spezifische Primer (Tabelle
2; Thermo Fisher Scientific) unter Verwendung der Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) und humaner A1207 cDNA als Template. Die PCR wurde nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt und die Elongationszeit an die jeweilige Lange (Basenpaar
(bp)) des zu amplifizierenden DNA-Produkts angepasst. Die Annealing-Temperaturen der
Primer (Merck, Darmstadt, Deutschland) sind in Tabelle 2 gelistet. Die verwendeten Primer
wurden mit der Software Clone Manager 9 (Sci Ed Software LLC, Westminster, CO, USA)
generiert. Die PCR-Reaktionen wurden im CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad

Laboratories, Feldkirchen, Deutschland) durchgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete PCR-Primer-Sequenzen mit Amplikatlange und Annealing-Temperatur.

Name Sequenz (5->3¢ Orientierung) Lange Annealing-

Amplikat | Temperatur

(bp) 0
NG2-3-UTR-WT-fw GCGGCAAGATCGCCGTGTAATAATTAG | 471 57
AGCGCCTCCAGTCTAGAAGGCATAAG
NG2-3-UTR-WT-rv CCGCCCCGACTCTAGGACAAGGGCCCA
GTGCATAGTTAAG
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NG2-3-UTR-MUT-fw GGAAGCTATTTAACACATCGAGGAGCTA | 343 55
GCCAGGACTG

NG2-3-UTR-MUT-rv CAGTCCTGGCTAGCTCCTCGATGTGTTA | 166 55
AATAGCTTCC

PDGFRA-3-UTR-WT-fw GGCGGCAAGATCGCCGTGTAATAATTA | 1825 52
AGCTTTGGCGACCCCAATA

PDGFRA-3-UTR-WT-rv CGGCCGCCCCGACTCTAGCATGAACAG
GGGCATTCGTA

PDGFRA-3-UTR-MUT-fw | GTACAGCCTTATTTTGTCAGCTGCTTGC | 685 50
ATTTTGATATTG

PDGFRA-3-UTR-MUT-rv | CAATATCAAAATGCAAGCAGCTGACAAA | 1180 53
ATAAGGCTGTAC

Fur die Substitution der miR-29b Bindestelle in der 3'-UTR der NG2- und PDGFRA-mMRNA
wurden Uberlappende PCR-Primer mit ver&nderter miR-29b Seed-Sequenz generiert (Tabelle
2; rot markiert). Mittels PCR wurden zwei NG2-3'-UTR-MUT bzw. PDGFRA-3’-UTR-MUT
PCR-Fragmente generiert, die anschlieend tUber eine mehrschrittige overlap-extension-PCR
zum Fragment NG2-3’-UTR-MUT bzw. PDGFRA-3'-UTR-MUT amplifiziert wurden. Im ersten
Schritt der Overlap-Extension-PCR annealen die homologen Bereiche der zwei NG2-3'-UTR-
MUT bzw. PDGFRA-3’-UTR-MUT Fragmente zu einem PCR-Produkt (Tabelle 3 und 4).

Tabelle 3: Komponenten der ersten overlap-extension-PCR.

Komponenten Volumen (25 pl)
5x Phusion™ HF Puffer 5x
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs; 100 mM) 200 uM

NG2-3’-UTR-MUT 1

100 ng/1 Kilobasen (kb)

NG2-3-UTR-MUT 2

100 ng/1 kb

Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase

0,02 U/l

Tabelle 4: Zyklerbedingungen der ersten overlap-extension-PCR.

Schritte Temperatur Zeit

1. Initiale Denaturierung 95 °C 30 Sekunden (s)

2. Denaturierung 95 °C 15s

3. Annealing 72 °C (-0,5 °C/Zyklus) 30 s/kb
9x-Wiederholdung der Schritte 2-3

12. Denaturierung 95 °C 15s

13. Annealing 67,5 °C (-0,5 °C/zyklus) 15s

14. Elongation 72 °C 30 s/kb
5x-Wiederholdung der Schritte 2-4

17. Finale Elongation 72 °C 1 Minuten (min)
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Im zweiten Schritt der overlap-extension-PCR wurde das generierte NG2-3'-UTR-MUT- bzw.
PDGFRA-3-UTR-MUT-Fragment durch die Zugabe der flankierenden Primer (NG2-3’-UTR-
WT bzw. PDGFRA-3’-UTR-WT Primer; Tabelle 2) amplifiziert (Tabelle 5 und 6).

Tabelle 5: Komponenten der zweiten overlap-extension-PCR.

Komponenten Volumen (25 pl)
5x Phusion™ HF Puffer 5x

dNTPs (10 mM) 200 puM

Schritt 1 PCR-Reaktion 4 ul
NG2_3UTR_MUT-fw 2 uM

NG2 3UTR_MUT-rv 2 UM

Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase 0,04 u/ul

Tabelle 6: Zyklerbedingungen der zweiten Overlap-Extension-PCR.

Schritte Temperatur Zeit
1. Initiale Denaturierung 95 °C 30s
2. Denaturierung 95 °C 15s
3. Annealing 67 °C (-0,5 °C/Zyklus) 15s
4. Elongation 72 °C 30 s/kb

17x-Wiederholdung der Schritte 2-4

21. Denaturierung 95 °C 15s
22. Annealing 59 °C 15s
23. Elongation 72 °C 30 s/kb

23x-Wiederholdung der Schritte 2-4

46. Finale Elongation 72 °C 2 min

Die erfolgreiche Insertion der DNA-Sequenzen in den Vektor wurde mittels Kolonie-PCR
nachgewiesen. Abweichend zum Herstellerprotokoll der Phusion™ High-Fidelity DNA-
Polymerase wurde das PCR-Reaktionsvolumen auf 10 pl reduziert. Als DNA-Template dienten
einzelne E. coli XL1 Transformanden-Kolonien, welche mit einer Pipettenspitze gepickt, auf
einer LBre, amp—Platte (Tetrazyklin 12,5 pg/ml, Ampicillin 50 pg/ml) ausgestrichen und
anschlie3end in den PCR-Ansatz gemischt wurden. Die initiale Denaturierungsphase wurde
auf 1 min erhdht und die Amplifikation erfolgte unter Verwendung von pGL4-Vektorprimern bei
58 °C (pGLA-fw: 5-CCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAAC-3' und pGL4-rv: 5%
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GAATGGCGCTGGGCCCTTCTTAATG-3Y).  Alle  weiteren  Schritte  erfolgten nach
Herstellerprotokoll.

5.2.3 Agarose-Gelelektrophorese
Fur die Aufreinigung und Uberpriifung von PCR- und Restriktionsprodukten wurden diese mit
6x DNA gel loading dye (Thermo Fisher Scientific) versetzt und uUber ein 1 %iges,
Ethidiumbromid-haltiges (0,5 pg/ml) Agarosegel bei einer angelegten Spannung von 100 Volt
(V) ihrer Grof3e nach elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz diente ein 1 kb DNA-Marker
(Thermo Fisher Scientific). Die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte mittels UV-Licht im
Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miuinchen,
Deutschland) mit der Quantity One® 1D Analysis Software 4.6.5 (Bio-Rad Laboratories GmbH).
Die DNA-Banden wurden manuell unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und
mittels des GeneJet™ Gel Extraktion Kits (Thermo Fisher Scientific) aufgereinigt. Die Elution
der DNA erfolgte mit H,O und die DNA-Konzentration wurde mit dem DeNovix DS-11+
Mikrovolumen-Spektralphotometer (Biozym  Scientific  GmbH, Hessisch Oldendorf,

Deutschland) bestimmt.

5.2.4 Plasmid-Isolierung
Die Isolierung von Plasmiden erfolgte mit dem GeneJet™ Plasmid Miniprep (Thermo Fisher
Scientific) und NucleoBond™ Midi Kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll. Die DNA wurde mit H>O eluiert und die Konzentration wurde mit dem

DeNovix DS-11+ Mikrovolumen-Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH) bestimmt.

5.2.5 Restriktion und Dephosphorylierung von Vektoren
Die Restriktion von pGL4 erfolgte mit dem Restriktionsenzym Xbal (Thermo Fisher Scientific)
nach Herstellerangaben. Um die Wahrscheinlichkeit einer Selbstligation nach der Restriktion
zu minimieren, wurde der verdaute Vektor zusatzlich unter Verwendung der Antarctic
Phosphatase (New England BioLabs GmbH (NEB), Frankfurt am Main, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll dephosphoryliert.

5.2.6 Gibson assembly
Das gibson assembly ist eine Exonuklease-basierende Klonierungsmethode, die zur
Generierung der Reportervektoren verwendet wurde. Unter isothermen Bedingungen
ermoglicht die enzymatische Aktivitat einer Exonuklease, DNA-Polymerase und DNA-Ligase
das nahtlose Zusammenfiigen homologer DNA-Fragmente. Sie wurde genutzt, um die NG2-
und PDGFRA-3’-UTR-Fragmente in den Reportervektor pGL4 zu klonieren. In Tabelle 7 ist die
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Zusammensetzung des isothermen-Reaktionspuffers und des gibson assemblys aufgelistet.
Das gibson assembly wurde fir 60 min bei 50 °C inkubiert und direkt fir die Hitzeschock-

Transformation von E. coli XL1 verwendet oder bei -20 °C gelagert.

Tabelle 7: Zusammensetzung 5x isothermer-Reaktionspuffer und gibson assembly.

5x isothermer-Reaktionspuffer (IRB): Gibson assembly (20 pl):

500 nM Tris-HCI2 M pH 7,5 1x 5x IRB

50 mM MgClz22 M 4 U/ml T5 Exonuklease 10 U/l (NEB)

50 mM DTT1M 4 U/ul Taq DNA Ligase 40 U/ul (NEB)

50 mM NAD* 50 mM (NEB) 25 U/ml Phusion™ High-Fidelity = DNA-
Polymerase 2 U/ul (Thermo Fisher
Scientific)

10 mM dNTPs 10 mM (NEB) 50-150 ng DNA (Vektor-Insert-Verhéltnis: 1:3)

25% PEG-8000

5.2.7 Transformation
Fur das Einbringen der verwendeten Vektoren in kompetente E. coli XL1 Blue Bakterien wurde
die Hitzeschock-Methode gewahlt. Nach DNA-Zugabe wurden die E. coli XL1 Blue Bakterien
30 min auf Eis inkubiert. Es folgte der Hitzeschock fiir 1 min bei 42 °C und eine zweiminutige
Inkubation auf Eis. Nach der Zugabe von 700 pl LB-Medium wurden die Bakterien fiir 1 h bei
37 °C und 600 xg inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl Bakterienkultur auf LBret, amp-
Selektionsplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte

die Detektion von positiven Transformanden mittels Kolonie-PCR (Kapitel 5.2.2).

5.2.8 Nachweis der erfolgreichen Klonierung
Die Integration der Fragmente in den pGL4 Reportervektor wurde zunédchst durch einen
Restriktionsverdau mit nachfolgender gelelektrophoretischer Auftrennung Gberprift und

anschlie3end mittels Sequenzierung verifiziert (Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland).

5.2.9 Ribonukleinséure (RNA)-Extraktion
Fir den Aufschluss der gesamten RNA aus Gewebefragmenten (50 mg) wurde diese zunachst
in 700 pl QIAzol™ Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland) mithilfe eines
Homogenisators (Miccra MiniBatch D-1; MICCRA GmbH, Heitersheim, Deutschland)
aufgeschlossen. Die Isolation der gesamten RNA aus Zellen erfolgte durch die Resuspension
des Zellpellets in 700 pl QIAzol™ Lysis Reagent (Qiagen). Nach einer Zentrifugation fir 10 min

bei 12000 xg und 4 °C wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal? wberfihrt.
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AnschlieRend wurde Chloroform hinzugegeben, invertiert und fir 15 min bei 12000 xg und
4 °C zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal’ Uberfiihrt. Nach der Fallung der RNA und Zugabe von Isopropanol folgte eine
Zentrifugation fir 10 min bei 12000 xg und 4 °C. Das RNA-Pellet wurde mit 75 % Ethanol
gewaschen und fuir 5 min bei 7500 xg und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in RNAse-freiem
H2O resuspendiert. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde anhand des DeNovix DS-
11+ Mikrovolumen-Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH) bestimmt. Die RNA wurde
im Anschluss direkt fur die reverse Transkription weiterverwendet oder bei -80°C gelagert.

5.2.10 Reverse Transkription von Gesamt-RNA und miRNA
Die isolierte RNA wurde flr quantitative Analysen mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Fur die reverse Transkription von 1 ug RNA wurde der HighScriber™ Reverse
Transcriptase Mix (HighQu, Kraichtal, Deutschland) bzw. das miScript I| RT Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben verwendet. Die Konzentration und Reinheit der einzelstrangigen cDNA
wurde anhand des De Novix DS-11+ Mikrovolumen-Spektralphotometers (Biozym Scientific

GmbH) bestimmt. Die cDNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.

5.2.11 Quantitative (q)PCR
Die qPCR ermdglicht durch die Verwendung eines Fluoreszenz-Farbstoffes die Detektion
einer kontinuierlich entstehenden Amplifikatmenge. Die qPCR der gesamten mRNA wurden
mittels des ORA™ SEE gPCR Green ROX L Mix (HighQu, Kraichtal, Deutschland) nach
Herstellerangaben mit je 500 nM Primer (Tabelle 8; hergestellt von Merck) und 100 ng cDNA
durchgefuhrt. Fur die Analyse von miRNA-Expressionen wurde das miScript SYBR Green
PCR Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll verwendet. Die Datenerhebung erfolgte am CFX96
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories) und mit der CFX Manager™
Software (Bio-Rad Laboratories). Die quantitativen Auswertungen von mRNA- bzw. miRNA-
Expressionen erfolgten nach der 222 Methode. Als Referenzgen diente hierbei die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bzw. die small nuclear ribonucleic acid
(snRNA) RNU6B. Das verwendete hsa-miR-29b-3p und RNU6B miScript Primer Assay

wurden von Qiagen bezogen.

Tabelle 8: Verwendete qPCR-Primer-Sequenzen mit Amplifikatlange.

Name Sequenz (5°->3°) Lange Amplikat (bp)
c-Myc-fw CCCACTGCTTACTGGCTTATC 93

c-Myc-rv CAGCGAGCTCTAGCATTTAGG

NG2-fw GCAAGCCGATGTGGATTC 141
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NG2-rv ATGGCGGATGGTAGGATG

GAPDH-fw CCACCCATGGCAAATTCC 141
GAPDH-rv ACTCCACGACGTACTCAG

H19-fw TTCAAAGCCTCCACGACTCT 81
H19-rv CTGAGACTCAAGGCCGTCTC

ITGB1-fw GGATTCTCCAGAAGGTGGTTTCG 143
ITGB1-rv TGCCACCAAGTTTCCCATCTCC

PTEN-fw GTTTACCGGCAGCATCAAATG 194
PTEN-rv CCACTTTAGTGCACAGTTCC

Spl-fw TGGCTGCCGCTCCCAACTTA 229
Spl-rv ATGATGTTGCCTCCACTTCCTCG

5.3 Proteinchemische Methoden
5.3.1 Proteinextraktion

Fur Western Blot-Analysen wurden die Zellen mit enzymfreiem Zelldissoziationspuffer
(Thermo Fisher Scientific) von der Zellkulturschale geldst, zentrifugiert (5 min, 600 xg, RT) und
mit 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen durch die Zugabe von Lysepuffer
(10 mM Tris 1M pH 7,5; 10 mM Natriumchlorid (NaCl 5 M; 0,1 mM Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) 250 mM; 0,5 % Triton-X-100; 0,02 % NaNs; supplementiert mit Protease-Phosphatase-
Inhibitor Cocktail (1:100; Thermo Fisher Scientific) und Phenylmethylsufonylfluorid (PMSF;
1:100; 100 mM) 30 min auf Eis lysiert. Die Zelltrimmer wurden durch eine 30-minltige
Zentrifugation bei 21600 xg und 4 °C pelletiert und der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald uUberfuhrt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der
Bradford Methode mit dem Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories)
im DeNovix DS-11+ Mikrovolumen-Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH) bei einer
Wellenlange von 595 nm. Die Proteinextrakte wurden bis zur semiquantitativen Analyse mittels

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) bei -20 °C gelagert.

5.3.2 SDS-Gelelektrophorese
Die Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichts erfolgte mithilfe der SDS-
PAGE. Die Proteinextrakte wurden mit 2x Laemmli-Puffer (Thermo Fisher Scientific) versetzt,
5 min bei 95 °C aufgekocht und auf eine SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories) aufgetragen. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der denaturierten, negativ geladenen Proteine erfolgte bei
einer Spannung von 100 V unter Verwendung eines 5x Laufpuffers (0,125 M Tris, 0,96 M
Glycin, 0,05 % SDS). Dabei wurden Proteine mit einem Molekulargewicht 40-300 kDa auf

einem 7,5 %igen Polyacrylamidtrenngel, Proteine von 30-180 kDa auf einem 10 %igen
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Polyacrylamidtrenngel und Proteine kleiner als 30 kDa auf einem 12 %igen
Polyacrylamidtrenngel und 5 % Polyacrylamidsammelgel aufgetrennt. Als GroRRenstandard
diente der peqGOLD pre-stained protein marker IV (10-170 kDa; Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Deutschland) bzw. der ProSieve QuadColor Protein Marker (4,6-300 kDa,;

Lonza, Kéln, Deutschland).

Tris-Glycin Polyacrylamidgele:

7.5 % Trenngel: 10 % Trenngel:

4,85 ml H20 4 ml Hzo

2,5 ml 30 %-ige Acrylamid/Bis-Lésung 3,3 ml 30 %ige Acrylamid/Bis-Losung
2,5ml 1M Tris pH 8,8 2,5ml 1M Tris pH 8,8

100 pl 10 % SDS 100 pl 10 % SDS

50 ul 10 % APS 100 pl 10 % APS

15 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED) 15 pl TEMED

12 % Trenngel: 5 % Sammelgel:

3,3 ml H,0 2,7 ml H20

4 ml 30 %-ige Acrylamid/Bis-L6sung 670 pl 30 %-ige Acrylamid/Bis-Losung
2,5ml 1M Tris pH 8,8 500 pl 1 M Tris pH 6,8

100 pl 10 % SDS 40 pl 10 % SDS

100 pl 10 % APS 40 ul 10 % APS

15 pl TEMED 10 pl TEMED

5.3.3 Semi-dry-Blotting
Der Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-Membran (Bio-Rad Laboratories) erfolgte tiber das semi-dry-Blot-Verfahren. Zunachst
wurde die PVDF-Membran fiir 20 s in Methanol aktiviert. Die PVDF-Membran, die Filterpapiere
(Macherey-Nagel) sowie das Polyacrylamidgel wurden in Bjerrum Schéfer-Nilson Puffer
getrankt (96 mM Tris; 12 mM Glycin; 20 % Methanol) und der semi-dry-Blot nach
Herstellerangaben (Bio-Rad Laboratories GmbH) aufgebaut. Im Anschluss des Transfers
wurden unspezifische Antikorperbindungen durch eine einstiindige Inkubation der PDVF-
Membran mit 1x tris-buffered saline (200 mM TRIS; 1,37 M Natriumchlorid; pH 7,5 mit HCI) +
1% Tween20 (TBS-T)/5 % BSA) blockiert. Anschlielend wurde die PDVF-Membran mit
Primarantikérpern (in 1x TBS-T/1 % BSA) inkubiert (Tabelle 9). Nach drei 10-minitigen
Waschschritten mit 1x TBS-T wurde die PDVF-Membran mit dem jeweiligen
Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikorper fir 1 Stunde (h) inkubiert. Es
folgten erneut drei Waschschritte mit 1x TBS-T fur je 10 min. Die Visualisierung der

gebundenen sekundaren Antikorper erfolgte mit dem Clarity Western ECL Blotting Substrate
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(Bio-Rad Laboratories GmbH) und dem Chemocam Imager® (INTAS Science Imaging

Instruments GmbH, Géttingen, Deutschland). Die quantitative Auswertung wurde unter

Verwendung der Lablmage-Software (INTAS Science Imaging Instruments GmbH)
durchgefuhrt.

Tabelle 9: Verwendete Antikdrper fir Western Blot-Analysen.

Antikorper Anwendung Hersteller

anti-pAKT (S129; ab133458)

1:100, 4 °C, tber Nacht

anti-ERK1/2 (ab15799)

1:100, 4 °C, Uber Nacht

anti-pERK1 (pT202/pY204) +
Erk2 (pT185/pY187; ab50011)

1:100, 4 °C, lber Nacht

anti-PTEN (ab31392)

1:100, 4 °C, tuber Nacht

Abcam, Cambridge, GroRbritannien

anti-AKT (4685)

1:100, 4 °C, tber Nacht

anti-c-Myc (5605)

1:100, 4 °C, tber Nacht

anti-FAK (3285)

1:100, 4 °C, tiber Nacht

anti-pAKT (S473; 4060)

1:100, 4 °C, tber Nacht

Anti-PARP (9542)

1:100, 4 °C, tiber Nacht

anti-pFAK (Tyr397; 8556T)

1:100, 4 °C, tiber Nacht

Cell Signaling Technology, Frankfurt,

Deutschland

anti-CK2a 1:1000, RT, 1 h Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie, Homburg,
Deutschland

anti-CK2p (sc-46666) 1:500, RT, 1 h

anti-NG2 (sc166261)

1:100, 4 °C, tber Nacht

Santa Cruz Biotechnology

anti-Tubulin-HRP (66031) 1:1000, RT, 1 h Proteintech, Planegg-Martinsried,
Deutschland

anti-Maus IgG HRP (HAF008) | 1:1000, RT, 1 h Bio-Techne GmbH, Wiesbaden.

anti-Human 1gG HRP 1:1000, RT, 1 h

(HAF007)

5.3.4 CK2-Phosphorylierungs-Assay

Deutschland

Die Messung der enzymatischen Aktivitdt der CK2 in JA-Gewebe erfolgte anhand eines
Phosphorylierungs-Assays. Dabei wird die Inkorporationsrate von radioaktiv markiertem ATP
([**P]yATP; Thermo Fisher Scientific) in CK2-spezifische Substrate mit der Sequenz
RRRDDDSDDD detektiert. Zunachst wurde das Gewebe lysiert und anschlieBend die
Proteinkonzentration bestimmt (Kapitel 5.3.1). In 20 pl Kinasepuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5,
100 mM NaCL, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT) wurden 20 pg Proteinlysat aufgenommen und mit
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30 ul CK2-Mix (25 mM Tris-HCI pH 8,5, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl;, 1 mM DTT, 0,19 mM
Substratpeptiden) und mit 10 puCi/500 pl [*2P]yATP gemischt. Der Mix wurde auf ein P81
Chromatographie-Papier (Sartorius, Gottingen, Deutschland) getropft, welches anschlieRend
dreimal mit 85 mM H3;PO. und einmal mit Ethanol gewaschen wurde. Nach der Trocknung des
Papiers wurde die Tscherenkow-Strahlung in einem Szintillationszahler (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) gemessen.

5.3.5 Luciferase-Reportergenanalyse

Fur die Analyse der transkriptionellen und posttranskriptionellen Aktivitat der regulatorischen
Regionen von NG2 bzw. PDGFRa wurden Luciferase-Reportergenanalysen durchgefihrt.
Hierfir wurden HEK293-Zellen mit Reporterkonstrukten, Expressionsplasmiden und miR-29b
Mimic transfiziert (Kapitel 5.1.4). Nach 48 h wurden die Zellen mit Lysepuffer (25 mM TRIS-
Phosphat-Puffer pH 7,8; 2 mM DTT; 2 mM EDTA; 10 % Glycerin; 1 % Triton X-100) im
ZellkulturgefaR lysiert, fir 5 min bei 21600 xg zentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet.
Die Luciferase-Aktivitat als Relative Lichteinheit (RLU) wurde nach Herstellerangaben mit dem
Luciferase Assay System von Promega (Walldorf, Deutschland) und dem Multimode
Mikroplatten-Reader Infinite® 200 Pro (Tecan) detektiert. Fur die Auswertung wurden die RLU
auf die Proteinkonzentration (Kapitel 5.3.1) normalisiert.

5.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Prism Software (Prism 10 Version 10.1.2;
GraphPad Software, MA, Boston, USA). Zunachst wurden die erhobenen Daten auf
Normalverteilung und gleichmafiige Varianz geprift. Die Signifikanz zwischen zwei Gruppen
(Normalverteilung) wurde mittels eines ungepaarten Student's t-Test geprift. Unterschiede
zwischen mehr als zwei Gruppen wurden durch eine einseitige Varianzanalyse (ANOVA)
geprift, gefolgt von einem Tukey post-hoc Test zur Korrektur des a-Fehlers nach Bonferroni.
Die statistische Uberprifung von Zusammenhangen zwischen zwei nicht-parametrischen
Variablen erfolgte mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman. Die Analyse der
Auswirkungen verschiedener Variablen auf die Uberlebenszeit wurde mit dem Cox-
Proportional-Hazard-Modell berechnet. Alle Werte wurden als Mittelwert (MW) =
Standardabweichung (SD) dargestellt. Ein P-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant

definiert und entsprechend in den Abbildungen gekennzeichnet.
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6 Ergebnisse

6.1 Einfluss der CK2-Inhibition auf die NG2-Expression im JA

Eine verstarkte Expression des Proteoglykans NG2 fordert maRRgeblich die Progression von
Tumoren [14, 20, 22, 169]. Erst kirzlich wurde gezeigt, dass die NG2-vermittelte Angiogenese
und Proliferation durch eine CK2-Inhibition in Perizyten und GBM-Zellen gehemmt wird [38,
39]. Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss der CK2-
Inhibition auf die NG2-Expression, Zellproliferation und Zellmigration im JA analysiert. Hierzu
wurde die Expression von NG2, CK2a und CK2B in primaren JA-Gewebeproben und JA-
Zellkulturen bestimmt. Weiterhin wurde der Einfluss der CK2-Inhibitioren CX-4945 und SGC-
CK2-1 auf die Zellproliferation und Zellmigration mittels WST-1-Assay, BrdU-Assay und
Sphéroid-Assay untersucht.

6.1.1 Expression von NG2, CK2a und CK2pB in primarem JA-Gewebe
Zunachst wurde die Expression von NG2, CK2a und CK2pB in mehreren JA-Gewebeproben
analysiert. Daftr wurden CD31-, Vimentin-, NG2- und CK2-exprimierende Zellen in JA1-
Gewebeschnitten mittels immunhistochemischer Farbungen detektiert und der Anteil an
positiven Zellen quantifiziert (Abbildung 5A und B).
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Abbildung 5: Expression von NG2, CK2a und CK2B in primarem JA-Gewebe. (A) Immunhistochemische
Farbungen der JAl-Gewebeschnitte. CD31, Vimentin, NG2, CK2a und CK2B wurden mit entsprechenden
Antikorpern detektiert (obere Reihe). Maf3stab: 25 um. (B) Quantitative Analyse der CD31-, Vimentin-, NG2-, CK20-
und CK2B-positiven Zellen in JA1 (in % aller Zellen). MW + SD (n = 4). (C) JA-Gewebeproben (JA1-JA5) von funf
verschiedenen Spendern wurden isoliert und Zellextrakt generiert. Anschlieend wurde die CK2-Kinaseaktivitat
(Z&hlimpulse pro Minute (CPM)) anhand eines Phosphorylierungs-Assays bestimmt. MW £ SD (n = 3).
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Die Farbungen bestatigten die charakteristische histopathologische Zusammensetzung des
JAs [77]. Die CD31-positiven Endothelzellen kennzeichneten die zahlreichen Blutgefalie,
welche von einem dichten Vimentin-positiven Stroma umgeben waren (Abbildung 5A). Die
Quantifizierung ergab, dass Uber 50 % der JA1-Gewebezellen Vimentin-, NG2-, CK2a- und
CK2B-positiv waren und weniger als 10 % der Zellen CD31-positiv (Abbildung 5B). Zuséatzlich
wurde die CK2-Aktivitat in JA-Gewebeproben von flunf verschiedenen Spendern (JA1-JA5)
mithilfe eines Phosphorylierungs-Assays untersucht. Hierbei konnte in allen Gewebeproben
eine enzymatische Aktivitat der CK2 nachgewiesen werden, wobei JA1 und JA3 die hdchste
Aktivitat zeigten (Abbildung 5C).

Neben den immunhistochemischen Farbungen wurde zudem die Proteinexpression von NG2,
CK2a und CK2B in funf primaren Gewebeextrakten (JA1-JA5) mittels Western Blot-Analysen
untersucht (Abbildung 6A-C). Die Ergebnisse zeigten, dass in allen Gewebeextrakten zwar
NG2 exprimiert wurde, jedoch die Expressionsstarke variierte. Hierbei wurde der niedrigste
NG2-Proteinlevel in JA2-Gewebe detektiert und die héchste NG2-Proteinexpression in JA5-
Gewebe (Abbildung 6A). Die CK2-Expression konnte in allen Extrakten nachgewiesen werden.
Dabei variierte die Expression der regulatorischen CK2B3-Untereinheit in den Geweben starker
als die der katalytischen CK2a-Untereinheit (Abbildung 6B und C).
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Abbildung 6: Expression von NG2, CK2a und CK2B in primadrem JA-Gewebe. (A-C) Aus funf JA-
Gewebeproben (JA1-JA5) wurden Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von NG2 (A), CK2a (B), CK2B (C)
und a-Tubulin (Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt. Quantitative Analyse der Expression (arbitary units
(AU)) von NG2, CK2a und CK2B normiert auf a-Tubulin (n = 1).

6.1.2 Expression von NG2, CK2a und CK2f in primaren JA-Zellen

Fir die folgenden in vitro Analysen wurden aus vier JA-Gewebeproben (JA1-JA4) Zellkulturen
(JA1-JA4) generiert, um den Einfluss der CK2-Inhibition auf die Zellmigration und die
Zellproliferation zu analysieren. Die JA-Zellen wiesen in lichtmikroskopischen Aufnahmen
einen Fibroblasten-ahnlichen Phanotyp mit einer multipolaren Struktur auf (Abbildung 7).
Zuséatzlich konnten NG2- und Vimentin-positive Signale in allen Zellen mittels

Immunfluoreszenz-Farbungen visualisiert werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Immunfluoreszenz-Farbungen von NG2 und Vimentin in priméren JA-Zellen. Fur die
Immunfluoreszenz-Farbungen wurden die JA1-JA4-Zellen mit 4 % PFA fixiert, mit NG2- (pink) und Vimentin-
Priméarantikérper (grin) und anschlieBend mit Sekundérantikérper inkubiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst
33342 (blau) visualisiert. Reprasentative Hellfeld und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sowie die
Uberlagerung (Merge) der drei Kanale. MaRstab: 50 um.

Weiterhin wurde mittels Western Blot-Analysen die NG2- und CK2-Proteinexpression in JA-
Zellextrakten untersucht. Diese zeigten, dass alle JA-Zellextrakte sowohl NG2 als auch die
beiden CK2-Untereinheiten CK2a und CK2p exprimieren (Abbildung 8A-C).
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Abbildung 8: Expression von NG2, CK2a und CK2B in priméren JA-Zellen. (A-C) Aus JA1-JA4-Zellen wurden
Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von NG2 (A), CK2a (B), CK2B (C) und a-Tubulin (Ladekontrolle) mittels
Western Blot bestimmt. Quantitative Analyse der Expression (arbitary units (AU)) von NG2, CK2a und CK283
normiert auf a-Tubulin (n = 1).

Die NG2-Expression variierte in den JA-Zellen, wobei JA2-Zellen den niedrigsten und JA4-

Zellen den hdchsten NG2-Proteinlevel aufwiesen, sodass ein édhnliches Expressionsmuster zu
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sehen war wie in den entsprechenden JA-Gewebeproben (Abbildung 8A). Die CK2a- und
CK2B-Expression unterschied sich in den JA-Zellen nicht (Abbildung 8B und C).

Zusatzlich wurde der Proteingehalt von NG2 auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch
nachgewiesen. Die JA-Zellen zeigten Unterschiede in der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI) von NG2. Ahnlich wie in den Western Blot-Analysen wiesen JA2-Zellen den niedrigsten
und JA4-Zellen den hdchsten NG2-Proteinlevel auf (Abbildung 9A). Des Weiteren wurde der
NG2 mRNA-Gehalt mittels gPCR-Analysen untersucht. Dort zeigten die JA4-Zellen den
hochsten NG2-mRNA-Gehalt im Vergleich zu den anderen JA-Zellkulturen. Der niedrigste
NG2-mRNA-Gehalt wurde in den JA1-Zellen detektiert, gefolgt von den JA2- und JA3-Zellen
(Abbildung 9B).
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Abbildung 9: Zelloberflachen- und Genexpression von NG2 in priméaren JA-Zellen. (A) JA1-JA4-Zellen
wurden geernet, mit einem PE-konjugierten anti-NG2-Antikorper geféarbt und die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFI) von NG2 auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch detektiert. MW = SD (n = 2). (B) JA1-JA4-Zellen
wurden geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von NG2 und GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR
bestimmt. Quantitative Analyse des mMRNA-Gehalts von NG2 normiert auf GAPDH (in % zu JA1l). MW £ SD (n = 3).

6.1.3 CK2-Inhibition reduziert die Zellproliferation von JA-Zellen
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die untersuchten JA-Zellen die CK2 und das
Proteoglykan NG2 exprimieren, wurde in den folgenden Versuchen analysiert, inwieweit eine
CK2-Inhibition einen Einfluss auf die Zellproliferation und Zellmigration hat. Der Effekt der
CK2-Inhibitoren CX-4945 und SGC-CK2-1 auf die mitochondriale Aktivitat, als Indikator der
Zellviabilitat, wurde in JAl- und JA2-Zellen mittels WST-1-Assays untersucht. Hierzu wurden
die Zellen fur 24 h und 48 h mit verschiedenen CX-4945 und SGC-CK2-1 Konzentrationen (1
UM, 5 pM, 10 uM) behandelt und die mitochondriale Aktivitdt gemessen. Die Ergebnisse
zeigten, dass nach 24 h CX-4945-Konzentrationen von 5 pM und 10 pM die mitochondriale
Aktivitat der JA1-Zellen im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrollen signifikant reduzieren
(Abbildung 10A). Nach 48 h verringerte sowohl CX-4945 als auch SGC-CK2-1 die Formazan-
Reduktion in JA1-Zellen bei allen Konzentrationen signifikant (Abbildung 10B). Im Gegensatz
dazu reduzierten 5 uM und 10 uM CX-4945 und SGC-CK2-1 in JA2-Zellen sowohl nach 24 h
als auch nach 48 h die mitochondriale Aktivitéat (Abbildung 10C und D).
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Abbildung 10: CK2-Inhibition reduziert die Zellviabilitat in primaren JA1- und JA2-Zellen. (A-D) JAl-Zellen
(A und B) und JA2-Zellen (C und D) wurden mit 1 pM, 5 pM und 10 pM DMSO (blau), CX-4945 (griin) oder SGC-
CK2-1 (rot) behandelt. Nach 24 h (A und C) und nach 48 h (B und D) wurde die Formazan-Reduktion mittels WST-
1-Assays bestimmt (in % zu DMSO). Quantitative Analyse der Formazan-Reduktion normiert auf DMSO. MW + SD.
*P < 0,05 vs. DMSO (n = 3).

Insgesamt wurde die niedrigste mitochondriale Aktivitat in den JA1-und JA2-Zellen mit 10 uM
CX-4945 und 5 pM SGC-CK2-1 nach 48 h detektiert (Abbildung 10B und D). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden fir alle folgenden in vitro Analysen die JA-Zellen fur 48 h mit 10 uM CX-

4945 und 5 pM SGC-CK2-1 behandelt.
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Abbildung 11: CK2-Inhibition reduziert die AKTS12°-Phosphorylierung in primaren JA1- und JA2-Zellen. (A
und B) JAl-Zellen (A) und JA2-Zellen (B) wurden fiir 48 h mit DMSO (blau), CX-4945 (10 uM; griin) oder SGC-
CK2-1 (5 uM; rot) behandelt. Danach wurden Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von pAKTS12° und AKT
(Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt. Quantitative Analyse der Expression von pAKTS12? normiert auf AKT
(in % zu DMSQO). MW + SD. *P < 0,05 vs. DMSO (n = 3).
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Nachdem die Konzentrationen der CK2-Inhibitoren festgelegt wurden, wurde im Anschluss die
CK2-Inhibition mittels der CK2-spezifischen Phosphorylierung von AKT an der Aminosaure
Serin 129 (pAKTS12%) mittels Western Blot-Analysen verifiziert [65]. Diese zeigten, dass sowohl
die CX-4945- als auch die SGC-CK2-1-Behandlung zu einer Reduktion der CK2-
Phosphorylierung an AKTS2 in JA1- und JA2-Zellen fihrt (Abbildung 11A und B).
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Abbildung 12: CK2-Inhibition reduziert die Zellproliferation in priméaren JAl- und JA2-Zellen. (A-B) JAl-
Zellen (A) und JA2-Zellen (B) wurden mit DMSO (blau), CX-4945 (10 uM; griin) oder SGC-CK2-1 (5 uM; rot) fur 48
h und zuséatzlich mit BrdU (10 pM) fur 16 h behandelt. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, mit einem FITC-
konjugierten anti-BrdU-Antikdrper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Quantitative Auswertung der
BrdU-positiven JA1- und JA2-Zellen (in % zu DMSO). MW # SD. *P < 0,05 vs. DMSO (n = 3).

Die anti-proliferative Wirkung der CK2-Inhibitoren CX-4945- und SGC-CK2-1 wurde mithilfe
eines BrdU-Assays durchflusszytometrisch untersucht. Daftir wurden JA1- und JA2-Zellen flr
48 h mit CX-4945- und SGC-CK2-1 und zusatzlich fur 16 h mit BrdU behandelt. Hierbei fuhrte
die Behandlung der JA1- und JA2-Zellen mit CX-4945 und SGC-CK2-1 zu einer reduzierten
Proliferation (Abbildung 12A und B). Der Inhibitor SGC-CK2-1 zeigte in beiden

Zellpopulationen einen starkeren anti-proliferativen Effekt als CX-4945.

Eine reduzierte Proliferation kann jedoch auch auf apoptotische Prozesse hinweisen. Daher
wurde zusatzlich die Expression der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) und deren
Spaltprodukt (cPARP-1) als apoptotischer Marker mittels Western Blot-Analyse bestimmt [170,
171]. Die Ergebnisse zeigten, dass die Behandlung der JA1- und JA2-Zellen mit CX-4945 und
SGC-CK2-1 zu einem tendenziellen, aber nicht signifikanten Anstieg von cPARP fihrt
(Abbildung 13A und B).
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Abbildung 13: CK2-Inhibition beeinflusst die PARP-Spaltung in priméaren JA1- und JA2-Zellen. (A und B)
JA1-Zellen (A) und JA2-Zellen (B) wurden flr 48 h mit DMSO (blau), CX-4945 (10 pyM; griin) oder SGC-CK2-1 (5
uM; rot) behandelt. Danach wurden Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von cPARP und PARP
(Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt. Quantitative Analyse der Expression von cPARP normiert auf PARP
(in % zu DMSO). MW + SD (n = 3).

6.1.4 Einfluss der CK2-Inhibition auf die Expression von NG2 und CK2 in JA-Zellen
Der Effekt der CK2-Hemmstoffe CX-4945 und SGC-CK2-1 auf die NG2-Expression wurde
mittels Western Blot- und gPCR-Analysen untersucht. Die Ergebnisse der Western Blot-
Analysen ergaben fur beide CK2-Inhibitoren einen reduzierten NG2-Proteingehalt im Vergleich
zu DMSO-behandelten Zellen (Abbildung 14A und B). Die zuséatzlichen qPCR-
Untersuchungen zeigten, dass auch auf mRNA-Ebene die NG2-Expression reprimiert wird
(Abbildung 14C und D).
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Abbildung 14: CK2-Inhibition reduziert die NG2-Expression in priméaren JA1- und JA2-Zellen. (A und B) JAl-
Zellen (A) und JA2-Zellen (B) wurden fir 48 h mit DMSO (blau), CX-4945 (10 yM; griin) oder SGC-CK2-1 (5 uM;
rot) behandelt. Danach wurden Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von NG2 und a-Tubulin (Ladekontrolle)
mittels Western Blot bestimmt. Quantitative Analyse der Expression von NG2 normiert auf a-Tubulin (in % zu
DMSO). MW # SD. *P < 0,05 vs. DMSO (n = 3). (C und D) JA1-Zellen (C) und JA2-Zellen (D) wurden wie in (A und
B) beschrieben behandelt. Nach 48 h wurde die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von NG2 und GAPDH
(Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts von NG2 normiert auf GAPDH (in
% zu DMSO). MW + SD. *P < 0,05 vs. DMSO (n = 3).
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Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass durch die CK2-Inhibition die NG2-Expression
reduziert wird. Ausgehend davon sollte als nachstes untersucht werden, ob die CK2-
Inhibitoren CX-4945- und SGC-CK2-1 nur die enzymatische Aktivitat der CK2 beeinflussen
oder auch die Expression der CK2-Untereinheiten. Hierfir wurde von CX-4945- und SGC-
CK2-1-behandelten JA1- und JA2-Zellextrakten mittels Western Blot-Analysen der
Proteingehalt der CK2a- und CK2B-Untereinheiten untersucht (Abbildung 15A). Die Analysen
zeigten, dass die CX-4945- und SGC-CK2-1-Behandlung den CK2a- und CK2[3-Proteingehalt
nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 15B-E).

JA1
5 175-
2 150
(]
«Da JA1 JA2 = 1254
£ 100~
52 - Wll ;‘ a-Tubulin -§ 75
45- K 504
b — [Sm—— CK2a T 50
5 254
28- l...l e == cx2x g
D_
O 4 & P o
% - 0 ‘a IN
RS R g R & F O
[¢ O I
¥ F & O g
) ) =)
JA2 JA1 JA2
g—- 1754 o) 175 o) 1754
= 150 2 150 g 150
(] (a] (]
© 1254 ° 125-  125-
£ 100 £ 100 £ 100
2 75- 2 754 2 75
e P e
T 501 & 50- L 50+
& 25- S 254 ﬁ 25
¥ X .4
(&} 0- o 0 ) 0
O ¥ A O @ N O ¥ A
0,39 »© dzﬂr 0,353 2 p,l__'l' @?J }Qb‘ &
¥ o & o F 4 L0
(<) <) (¥) e("
2 % 2

Abbildung 15: CK2-Inhibition hat keinen Einfluss auf die CK2a- und CK2B-Expression in priméren JA1- und
JA2-Zellen. (A) JA1- und JA2-Zellen wurden fur 48 h mit DMSO (blau), CX-4945 (10 puM; griin) oder SGC-CK2-1
(5 uM; rot) behandelt. Danach wurden Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von CK2a, CK2B und a-Tubulin
(Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt. (B-C) Quantitative Analyse der Expression von CK2a in JA1-Zellen
(B) und JA2-Zellen (C) normiert auf a-Tubulin (in % zu DMSO). MW + SD (n = 3). (D-E) Quantitative Analyse des
Proteingehalts von CK2f3 in JA1-Zellen (D) und JA2-Zellen (E) normiert auf a-Tubulin (in % zu DMSO). MW + SD
(n=23).

6.1.5 CK2-Inhibition reduziert die Zellaussprossung von JA-Sphéroiden
Die Interaktion von NG2 mit Proteinen der extrazellularen Matrix aktiviert die Zellmigration

[172-175]. Ein weiteres Ziel war es daher, mittels eines spheroid sprouting-Assays den Effekt

37



Ergebnisse

der CK2-abhangigen Reduktion des NG2-Proteingehaltes auf die Zellmigration zu analysieren.
Das spheroid sprouting-Assay ist eine etablierte in vitro Methode, um die Wirkung von
pharmazeutischen Substanzen auf die Angiogenese und Migration zu analysieren [167, 176].
Hierfir wurden JAl- und JA2-Spharoide in eine Kollagenmatrix eingebettet und deren
Sprossungskapazitat lichtmikroskopisch visualisiert. Nach 48 h wurde bei allen JA-Spharoiden
eine Aussprossung in die Kollagenmatrix detektiert. Hierbei zeigten die JA1-Sphéroide eine
grolRere Sprossungsflache als die JA2-Sphéaroide (Abbildung 16A). Durch die CX-4945- und
SGC-CK2-1-Behandlung konnte die Aussprossung der JA1l- und JA2-Sphéaroide signifikant
reduziert werden (Abbildung 16B und C).
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Abbildung 16: CK2-Inhibition reduziert das Aussprossen von primaren JAl- und JA2-Sphéaroiden. (A) Aus
500 JA1- und JA2-Zellen wurden Sphéroide generiert und anschlieRend fiir 48 h mit DMSO (blau), CX-4945 (10
uM; griin) oder SGC-CK2-1 (5 uM; rot) behandelt. Die Sprossungsflache (rot gestrichelte Linie) der JA1-Sphéroide
(links) und JA2-Sphéaroide (rechts) wurde nach 0 h und 48 h lichtmikroskopisch detektiert (MaRstab: 100 um). (B
und C) Quantitative Analyse der Sprossungsflache der JA1-Sphéroide (B) und der JA2-Sphéroide (C) (in % zu
DMSO). MW % SD. *P < 0,05 vs. DMSO (n = 10).

6.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse
Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer CK2-Inhibition auf

die NG2-Expression, die Proliferation und die Migration von JA-Zellen analysiert. Zun&chst
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konnte die Expression von CK2 und NG2 in primaren JA-Gewebeproben und generierten JA-
Zellkulturen mittels verschiedener molekularer Analysen verifiziert werden. Anschlie3end
wurden in den generierten JA-Zellkulturen die Auswirkungen der CK2-Inhibitoren CX-4945 und
SGC-CK2-1 untersucht. Dabei konnte mittels gPCR- und Western Blot-Analysen eine
reduzierte NG2-Expression in CX-4945- und SGC-CK2-1-behandelten JA-Zellen detektiert
werden. Zuséatzlich zeigten verschiedenen in vitro Untersuchungen, dass die Inhibition der

CK2 das Zellwachstum und die migratorische Kapazitat von JA-Zellen reduziert.
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6.2 MiR-29b als Regulator der NG2-Expression im GBM

Neben der transkriptionellen Ebene, wie im ersten Studienabschnitt gezeigt, finden auch auf
posttranskriptioneller Ebene wichtige Mechanismen der NG2-Genregulation statt. Bereits in
einer vorangegangenen Masterarbeit wurde aufgrund von in silico Analysen die miR-29b als
moglicher posttranskriptioneller Regulator der NG2-Genexpression im GBM beschrieben
[163]. Da NG2 durch sein Interaktionsnetzwerk einen mafgeblichen Beitrag zur GBM-
Tumorprogression leistet, wurde im zweiten Studienabschnitt dieser Arbeit die Genregulation
der NG2-Expression durch die miR-29b, die miR-29b-abhéngige Regulation von NG2-

Interaktionspartnern sowie die Regulation der miR-29b selbst im GBM untersucht.

6.2.1 Expression von NG2 und miR-29b in humanen Gliomen und GBM-Zellen

In adulten Gliomen korreliert die Expression von NG2 positiv mit dem Malignitatsgrad sowie
mit einer schlechten Prognose [32, 177]. Daher wurde zu Beginn dieses Studienabschnitts die
Expression von NG2 in Gliomen mit WHO-Grad Il bis IV untersucht. Hierfir wurde die Online-
Datenbank cBioPortal genutzt, welche die in silico Expressionsanalyse von Tumorgenom-
Datensatzen ermdglicht [178-180]. Es wurden zwei TCGA-Datensatze (Firehose Legacy:
Brain Lower Grade Glioma und Cell 2013: Glioblastoma) genutzt, um die NG2-Genexpression
im Astrozytom (AC; WHO-Grad Il), Oligodendrogliom (ODG; WHO-Grad Il/lll), anaplastischem
Astrozytom (AAC; WHO-Grad Ill) und GBM (WHO-Grad V) zu analysieren (Abbildung 17).
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Abbildung 17: NG2 und miR-29b Expression in humanen Gliomen. (A) Die relative NG2 mRNA-Expression
(TCGA-basierte Datenséatze (Firehose Legacy: Brain Lower Grade Glioma und Cell 2013: Glioblastoma) der
cBioPortal Platform; arbitary units (AU)) wurde in Gewebeproben von humanen Astrozytomen (AC; WHO-Grad 2-
4; n = 67), Oligodendrogliomen (ODG; WHO-Grad 2/3; n = 120), anaplastischen Astrozytomen (AAC; WHO-Grad
3; n = 130) und GBMs (n = 152) verglichen. *P < 0,05 vs. GBM. (B) Spearman-Korrelation zwischen der NG2-
mMRNA-Expression und der miR-29b-Expression (TCGA-basierter Datensatz (Nature 2008: Glioblastoma) der
cBioPortal Platform; arbitary units (AU)). Spearman-Korrelationskoeffizient r = -0,22 (p = 0,002) (n = 198).

Die Analyse ergab eine signifikant erhdhte NG2-mRNA-Expression im GBM im Vergleich zum
AC, ODG und AAC (Abbildung 17A). Zusatzlich konnte mithilfe des Glioblastoma TCGA-
Datensatzes (Nature 2008) eine Spearman-Korrelation zwischen der miR-29b-Expression und

der NG2-Expression erstellt werden [178, 179]. Diese zeigte eine schwache negative
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Korrelation zwischen der NG2-Expression und der miR-29b-Expression im GBM (Abbildung
17B).

6.2.2 MiR-29b reduziert die NG2-Expression in humanen GBM-Zellen
Im Rahmen einer vorangegangenen Masterarbeit wurde bereits in ersten in vitro
Untersuchungen die Expression von NG2 und der miR-29b in den humanen GBM-Zelllinien
A1207 und U87 analysiert und deren Expression mit der NG2-negativen humanen
embryonalen Nieren-Zelllinie HEK293 verglichen [163]. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass beide GBM-Zelllinien die miR-29b und NG2 exprimieren [163].
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Abbildung 18: MiR-29b beeinflusst den NG2-Proteingehalt in humanen GBM-Zellen. (A-D) A1207- und U87-
Zellen wurden mit Ctrl und miR-29b-Mimic (50 nM; griin) oder mit Ctrl und miR-29b-Inh (100 nM; orange) transfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von NG2 und a-Tubulin
(Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt (untere Reihe). Quantitative Analyse der Expression von NG2
normiert auf a-Tubulin (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (E-H) A1207-Zellen und U87-Zellen
wurden wie in (A-D) beschrieben transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, mit einem PE-konjugierten anti-
NG2-Antikdrper geféarbt und der Proteingehalt von NG2 auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch analysiert.
MW £ SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

In den ersten in vitro Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde zun&chst der

regulatorische Einfluss der miR-29b auf die NG2-Expression analysiert. Daftr wurden die
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NG2-positiven A1207- und U87-Zellen mit der miR-29b-Mimic und dem miR-29b-Inh
transfiziert und anschlieRend die NG2-Proteinexpression analysiert. Sowohl die Western Blot-
Analysen als auch die durchflusszytometrischen Analysen ergaben nach Transfektion der
A1207- und U87-Zellen mit miR-29b-Mimic einen reduzierten NG2-Proteingehalt (Abbildung
18A, B, E und F). Dagegen flihrte die Transfektion mit miR-29b-Inh zu einem erhéhten NG2-
Proteingehalt (Abbildung 18C, D, G und H).

Zusétzlich zu den Expressionsanalysen auf Proteinebene wurden miR-29b-Mimic- und miR-
29b-Inh-transfizierte U87- und A1207-Zellen mittels gPCR auf ihren NG2-mRNA-Gehalt
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Uberexpression der miR-29b sowohl in den U87-
Zellen als auch in den A1207-Zellen zu einem reduzierten NG2-mRNA-Gehalt fuhrt (Abbildung
19A und B). Im Gegensatz dazu wurde nach der Inhibition der miR-29b eine Erh6hung des
NG2-mRNA-Gehalts nachgewiesen (Abbildung 19C und D).
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Abbildung 19: MiR-29b beeinflusst den NG2-mRNA-Gehalt in humanen GBM-Zellen. (A-D) A1207- und U87-
Zellen wurden mit Ctrl und miR-29b-Mimic (50 nM; griin) oder mit Ctrl und miR-29b-Inh (100 nM; orange) transfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von NG2 und GAPDH (Ladekontrolle)
mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts von NG2 normiert auf GAPDH (in % zur Ctrl).
MW = SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

6.2.3 MiR-29b reduziert posttranskriptionell die NG2-Expression
Nachdem die ersten in vitro Analysen zeigten, dass die miR-29b die NG2-Expression
reduziert, sollte im nachsten Schritt NG2 als direktes Zielmolekil der miR-29b bestétigt
werden. Mittels in silico Analyse der Datenbank TargetScan wurde eine konservierte
Bindestelle der miR-29b im NG2-3’-UTR identifiziert [163, 168]. Die transkriptionelle Aktivitat
der NG2-3’-UTR und die direkte Interaktion der miR-29b mit der NG2-3’-UTR wurde mittels
Reportgenanalysen untersucht. Dafur wurde die 471 bp grof3e NG2-3'-UTR in den Luciferase-
Reportervektor pGL4 kloniert und dessen Aktivitat in Luciferase-Assays untersucht (Abbildung
20A). Hierbei wurde eine reduzierte Luciferase-Aktivitat des WT-NG2-3'UTR-Reportervektors
detektiert. Dies deutet auf eine posttranskriptionell aktive 3’-UTR hin (Abbildung 20B).

Anschlielende Cotransfektions-Analysen konnten den Einfluss der miR-29b auf die NG2-3'-
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UTR durch eine Reduktion der Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Ctrl bestatigen (Abbildung
20C). FuUr den Nachweis, dass die miR-29b spezifisch an die NG2-3'-UTR bindet und diese
posttranskriptionell reguliert, wurde die miR-29b-Bindestelle in der NG2-3’-UTR mutiert. Dazu
wurde Uber eine overlap-extension-PCR die miR-29b-Seed-Sequenz mutiert und das MUT
NG2 3'UTR-Fragment in den Reportervektor pGL4 kloniert (Abbildung 20A). Die
Cotransfektion der MUT NG2 3’UTR und der miR-29b-Mimic flhrte zu keiner signifikanten
Veranderung der Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Ctrl (Abbildung 20D). Dieses Ergebnis
bestatigt, dass die miR-29b spezifisch mit der NG2-3’-UTR interagiert und posttranskriptionell

die NG2-Expression hemmt.

A
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Abbildung 20: MiR-29b reguliert die NG2-Expression posttranskriptionell durch Bindung an die NG2-3‘-
UTR. (A) Schematische Darstellung des pGL4-NG2-3'-UTR Konstrukts mit dem firefly Luciferase-Gen, der NG2-
3’-UTR, der potenziellen Bindestelle der miR-29b (fett schwarz) innerhalb der humanen NG2-3‘-UTR-Sequenz und
der miR-29b-Sequenz mit der Seed-Sequenz (fett schwarz). Beim MUT-NG2-3’-UTR Konstrukt wurden sechs von
sieben Basen der miR-29b Bindestelle innerhalb der NG2-3'UTR-Sequenz mutiert (rot). (B) HEK293-Zellen wurden
mit pGL4 (250 ng; weilR) und WT-NG2-3'-UTR (250 ng; grau) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet,
lysiert und die relative Lichteinheit (RLU) mittels Luciferase-Assays bestimmt. (C und D) HEK293-Zellen wurden
mit WT-NG2-3'-UTR (250 ng; C) bzw. MUT-NG2-3’-UTR (250 ng; D) und Ctrl (100 nM; weif3) und miR-29b-Mimic
(100 nM; grun) cotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die RLU mittels eines Luciferase-
Assays bestimmt. MW + SD. *P < 0,05 vs. pGL4 bzw. Ctrl (n = 3).

6.2.4 MiR-29b reguliert die NG2-Transkription Gber Sp1l
Neben der Analyse der posttranskriptionellen Regulation von NG2 durch miR-29b wurde auch
deren Einfluss auf die transkriptionelle Regulation von NG2 untersucht. In einer Studie von
Schmitt et al. [38] wurde fur die Analyse der transkriptionellen Regulation der NG2-Expression

der humane NG2-Promotor charakterisiert und dabei unter anderem fir den
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Transkriptionsfaktor Spl eine Bindestelle im Promotor identifiziert. Interessanterweise ist Spl
ein Target der miR-29b [181]. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde ein indirekter Einfluss der
mMiR-29b auf die transkriptionelle Regulation von NG2 Uber Spl postuliert. Hierfir wurde
zunachst mittels gPCR Analysen der Einfluss der miR-29b auf die Spl-Expression in den
GBM-Zellen untersucht. Es zeigte sich, dass die miR-29b-Mimic den mRNA-Gehalt von Spl
in den A1207- und U87-Zellen reduziert (Abbildung 21A und B). Dagegen war in miR-29b-Inh-
transfizierten A1207- und U87-Zellen der Sp1-mRNA-Gehalt erhoht (Abbildung 21C und D).
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Abbildung 21: MiR-29b beeinflusst die Spl-Expression in humanen GBM-Zellen. (A-D) A1207- und U87-
Zellen wurden mit Ctrl (100 nM; weifR) und miR-29b-Mimic (100 nM; grtin) oder mit Ctrl und miR-29b-Inh (100 nM;
orange) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von Sp1 und
GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts von Spl normiert auf
GAPDH (in % zur Ctrl). MW £ SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Mittels Luciferase-Assays wurde der Einfluss der miR-29b auf die transkriptionelle Aktivitat des
NG2-Promotors analysiert. Hierflir wurden der NG2-Promotor und der Transkriptionsfaktor

Spl cotransfiziert und die transkriptionelle Aktivitat analysiert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: MiR-29b reguliert die NG2-Transkription Uber Spl. (A) HEK293-Zellen wurden mit dem NG2
Promotor und Ctrl (250 ng; weil3) oder Spl (250 ng; gelb) cotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet,
lysiert und die relative Lichteinheit (RLU) mittels eines Luciferase-Assays bestimmt. (B) Schematische Darstellung
der transkriptionellen Regulation der NG2-Expression durch Spl und miR-29b. Die miR-29b inhibiert
posttranskriptionell die Sp1-Expression und beeinflusst damit die transkriptionelle Regulation der NG2-Expression
Uber Spl. (C) HEK293-Zellen wurden mit dem NG2 Promotor und Ctrl (250 ng; weif3) oder miR-29b-Mimic (50 nM;
grun) cotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die RLU mittels eines Luciferase-Assays
bestimmt. MW £ SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).
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Die Ergebnisse zeigten, dass Spl die Luciferase-Aktivitdt des NG2 Promotors signifikant
erhoht (Abbildung 22A). Zusatzlich wurde die indirekte transkriptionelle Regulation von NG2
durch die miR-29b Uber Spl analysiert. Dabei wird der Abbau von Spl durch die direkte
Bindung der miR-29b an dessen mRNA initiiert (Abbildung 22B). Fir die Untersuchung der
Auswirkungen der reduzierten Spl-Expression wurden HEK293-Zellen mit dem NG2-
Promotor und miR-29b-Mimic cotransfiziert und anschlie3end im Luciferase-Assay analysiert.
Die Ergebnisse ergaben, dass die miR-29b-Mimic die transkriptionelle Aktivitat des NG2-
Promotors reduziert (Abbildung 22C).

6.2.5 Expression von NG2, miR-29b und PDGFRa in humanen Gliomen
Als scaffold-Protein besitzt NG2 keine eigene Kkatalytische Aktivitat und formt mit
Interaktionspartnern, wie PDGFRa und Integrin 1, Proteinkomplexe, die verschiedene
Signalkaskaden beeinflussen [14]. Interessanterweise konnte mithilfe von in silico Analysen
eine Bindestelle der miR-29b in der 3-UTR von PDGFRA identifiziert werden [168]. In den
folgenden Versuchen wurde eine mdgliche Regulation der PDGFRa-Expression durch die
miR-29b im GBM analysiert.
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Abbildung 23: PDGFRA-, NG2- und miR-29b-Expression im humanen GBM. (A) Spearman-Korrelation der
MRNA-Expression von PDGFRA mit der NG2-Expression (TCGA-basierter Datensatz (Cell 2013: Glioblastoma)
der cBioPortal Platform; arbitary units (AU)). Spearman-Korrelationskoeffizient r = 0,3 (p = 0,0009) (n = 91). (B)
Spearman-Korrelation der mRNA-Expression von miR-29b mit der PDGFRA-Expression (TCGA-basierter
Datensatz (Nature 2008: Glioblastoma) der cBioPortal Platform; arbitary units (AU)). Spearman-
Korrelationskoeffizient r = 0,26 (p = 0,087) (n = 84).

Dafir wurde zunachst die PDGFRA-Expression mittels TCGA-Datenbankanalysen (Firehose
Legacy: Brain Lower Grade Glioma und Cell 2013: Glioblastoma) mit der NG2- und miR-29b-
Expression im GBM verglichen [178-180]. Die Korrelationsanalyse nach Spearman ergab eine
mittlere positive Korrelation zwischen der NG2- und PDGFRA-Expression (r = 0,3; p = 0,0009)
(Abbildung 23A). Zusatzlich zeigte eine Spearman-Analyse zwischen der PDGFRA- und miR-

29b-Expression eine schwache negative Korrelation (r = -0,26; p = 0,087) (Abbildung 23B).
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6.2.6 MiR-29b reduziert die Expression von PDGFRa- und PDGFR in humanen GBM-
Zellen
Neben PDGFRa wurde auch die Interaktion von NG2 mit PDGFR untersucht. Zwar ist bis
heute keine direkte Interaktion zwischen den beiden Proteinen bekannt, jedoch sind sie auf
Perizyten coexprimiert [182, 183]. Zudem ist PDGFRB ebenfalls in der GBM-
Tumorprogression involviert und dessen Expression wird durch die miR-29b negativ reguliert
[184-187].
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Abbildung 24: MiR-29b reduziert die PDGFRa- und PDGFRB-Expression in humanen GBM-Zellen. (A-H)
A1207- und U87-Zellen wurden mit Ctrl und miR-29b-Mimic (50 nM; griin) oder mit Ctrl und miR-29b-Inh (100 nM;
orange) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, mit einem PE-konjugierten anti-PDGFRa-Antikdrper
oder einem PE-konjugierten anti-PDGFRp-Antikorper gefarbt und der Proteingehalt von PDGFRa (A-D) und
PDGFR (E-H) auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch analysiert. MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Unter Verwendung von durchflusszytometrischen Analysen wurde zunachst der Einfluss der
miR-29b auf die PDGFRa- und PDGFRB-Expression in A1207- und U87-Zellen analysiert. Die
miR-29b-Mimic reduzierte sowohl die PDGFRB-Expression als auch die PDGFRa-Expression
in beiden Zelllinien (Abbildung 24A, B, E und F). Wie erwartet wurde ein gegenteiliger Effekt

nach miR-29b-Inhibition detektiert (Abbildung 24C, D, G und H).
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6.2.7 MiR-29b reduziert posttranskriptionell die PDGFRa-Expression
Nachdem auf Proteinebene gezeigt wurde, dass die miR-29b-Mimic die PDGFRa-Expression
reduziert, sollte PDGFRa als direktes Zielmolekiil der miR-29b identifiziert werden. Die direkte
Interaktion der miR-29b mit der 3’-UTR von PDGFRA wurde erneut mittels Reportergenassays
analysiert. Daftir wurde die 1825 bp groe PDGFRA-3-UTR amplifiziert und in den Luciferase-
Reportervektor pGL4 kloniert (Abbildung 25A).
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Abbildung 25: MiR-29b reguliert die PDGFRa-Expression posttranskriptionell durch Bindung an die
PDGFRA-3-UTR. (A) Schematische Darstellung des pGL4-PDGFRA-3'-UTR Konstrukts mit dem firefly Luciferase-
Gen, der PDGFRA-3-UTR, der potenziellen Bindestelle der miR-29b (fett schwarz) innerhalb der humanen
PDGFRA-3‘-UTR-Sequenz und der miR-29b-Sequenz mit Seed-Sequenz (fett schwarz). Beim MUT-PDGFRA-3’-
UTR Konstrukt wurden sechs von sieben Basen der miR-29b Bindestelle innerhalb der PDGFRA-3’-UTR-Sequenz
mutiert (rot). (B) HEK293-Zellen wurden mit pGL4 (250 ng; weifR) und WT-PDGFRA-3-UTR (250 ng; grau)
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die relative Lichteinheit (RLU) mittels eines Luciferase-
Assays bestimmt. (C und D) HEK293-Zellen wurden mit WT-PDGFRA-3’-UTR (250 ng; C) bzw. MUT-PDGFRA-3"-
UTR (250 ng; D) und Ctrl oder miR-29b-Mimic (50 nM; gruin) cotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet,
lysiert und die relative Lichteinheit (RLU) mittels eines Luciferase-Assays bestimmt. MW + SD. *P < 0,05 vs. pGL4
bzw. Ctrl (n = 3).

Die Ergebnisse des Reportergenassays zeigten eine Reduktion der Luciferase-Aktivitat der
WT-PDGFRA-3-UTR im Vergleich zu pGL4 (Abbildung 25B). In anschlielenden
Cotransfektions-Analysen wurde eine reduzierte Luciferase-Aktivitdt in miR-29b-Mimic-
transfizierten HEK293-Zellen detektiert (Abbildung 25C). Um nachzuweisen, dass die miR-29b
direkt an die PDGFRA-3-UTR bindet und posttranskriptionell die PDGFRA-Expression
reguliert, wurde die miR-29b-Bindestelle in der 3’-UTR mittels overlap-extension-PCR mutiert
und anschlieend in den Reportervektor pGL4 kloniert (Abbildung 20A). Die Cotransfektion
der MUT-PDGFRA-3’-UTR mit miR-29b-Mimic fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der
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Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Ctrl und bestétigte damit die direkte Interaktion der miR-
29b mit der PDGFRA-3-UTR (Abbildung 25D).

6.2.8 MiR-29b reduziert die Integrin B1-Expression in GBM-Zellen
Neben PDGFRa ist auch Integrin B1 fur die NG2-abhéangige Signaltransduktion Uberaus
wichtig [8, 10, 19, 102]. DarUber hinaus ist Integrin 1 ein weiteres Zielmolekil der miR-29
Familie [146, 184]. Jedoch ist die Regulation der Integrin B1-Expression durch die miR-29b im
GBM noch nicht untersucht. Daher wurde zunéchst deren Einfluss auf die Integrin 1-

Expression in den GBM-Zelllinien mittels gPCR-Analysen analysiert.
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Abbildung 26: MiR-29b reduziert die ITGB1-Expression in humanen A1207- und U87-Zellen. (A-D) A1207-
und U87-Zellen wurden mit Ctrl (100 nM; weil3) und miR-29b-Mimic (100 nM; griin) oder mit Ctrl (100 nM; weil3)
und miR-29b-Inh (100 nM; orange) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und der
MRNA-Gehalt von ITGB1 und GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-
Gehalts von ITGB1 normiert auf GAPDH (in % zur Ctrl). MW = SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (E-H) A1207- und
U87-Zellen wurden wie in (A-D) beschrieben transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, mit einem PE-
konjugierten anti-ITGB1-Antikbrper gefarbt und der Proteingehalt von ITGB1 auf der Zelloberflache
durchflusszytometrisch analysiert. MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Die Transfektion der A1207- und U87-Zellen mit miR-29b-Mimic bzw. miR-29b-Inh fihrte zur
Reduktion bzw. Erhdhung des ITGB1-mRNA-Gehalts (Abbildung 26A-D). Unter Verwendung
der Durchflusszytometrie konnten diese Effekte ebenfalls auf Protein-Ebene verifiziert werden
(Abbildung 26E-H).
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6.2.9 MiR-29b reguliert ein transmembranes Interaktionsnetzwerk
Neben der Expressionsanalyse von NG2 und dessen Interaktionspartnern PDGFRa, PDGFR[
und Integrin 1 wurden deren downstream Signalkaskaden unter Einfluss der miR-29b
analysiert. NG2 aktiviert zusammen mit PDGFRa als Corezeptor die PDGF-vermittelte FAK-
und MAPK-Signalkaskade [16, 40]. Des Weiteren fordert die NG2-abhangige Integrin B1-
Signalkaskade die Zellproliferation und das Zelliiberleben durch die Aktivierung der ERK1/2-,
FAK- und PI3K/AKT-Signalwege [19, 102, 188]. Um den Einfluss der miR-29b auf diese
Signaltransduktionen zu uberprifen, wurden die aktivierenden Phosphorylierungen an AKT
(S473) und FAK (Y397) in miR-29b-Mimic- und miR-29b-Inh-transfizierten A1207- und U87-
Zellextrakten mittels Western Blot bestimmt (Abbildung 27A-H) [102, 188].
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Abbildung 27: MiR-29b erhdht die Phosphorylierung von AKT und FAK in humanen GBM-Zellen. (A-H)
A1207- und U87-Zellen wurden mit Ctrl (50 nM; weil8) und miR-29b-Mimic (50 nM; griin) oder mit Ctrl (100 nM;
weifd) und miR-29b-Inh (100 nM; orange) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, Zellextrakte generiert
und der Proteingehalt von pFAKY37, FAK, pAKTS473 und AKT mittels Western Blot bestimmt. Quantitative Analyse
der Expression von pFAK (A-D) normiert auf FAK und pAKT (E-H) normiert auf AKT (in % zur Ctrl). MW + SD. *P
< 0,05 vs. Ctrl (n = 3).
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Die Transfektion der A1207- und U87-Zellen mit der miR-29b-Mimic erhdhte den prozentualen
Anteil der AKT-Phosphorylierung an S473 und der FAK-Phosphorylierung an Y397 (Abbildung
27A, C, E und G). Dagegen bewirkte die Transfektion mit dem miR-29b-Inh in beiden Zelllinien
eine Reduktion der Phosphorylierungen (Abbildung 27B, D, F und H).
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Abbildung 28: MiR-29b reduziert die PTEN-Expression in humanen A1207- und U87-Zellen. (A-D) A1207- und
U87-Zellen wurden mit Ctrl (100 nM; weif3) und miR-29b-Mimic (100 nM; griin; A und C) oder mit Ctrl und miR-29b-
Inh (100 nM; orange; B und D) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-
Gehalt von PTEN und GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts
von PTEN normiert auf GAPDH (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (E-G) A1207-Zellen wurden
wie in (A-D) beschrieben transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, Zellextrakte generiert und der
Proteingehalt von PTEN und a-Tubulin mittels Western Blot bestimmt (E). Quantitative Analyse der Expression von
PTEN (F und G) normiert auf a-Tubulin (in % zur Ctrl). MW % SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Die Western Blot-Analysen zeigten nach miR-29b-Mimic-Transfektion nicht wie erwartet eine
Reduktion der Phosphorylierung von AKTS*7 und FAKY®®". Ahnliche Effekte wurden in der
Studie von Xia et al. [189] beobachtet. Dort fihrte die miR-29b-Mimic-Transfektion in adipésen
mesenchymalen Stammzellen ebenfalls zu einer Erhohung der AKTS4¥7-Phosphorylierung.
Diese Ergebnisse wurden in der Studie auf eine miR-29b-abhangige Reduktion der PTEN-
Expression zurtickgefuhrt [189]. Die Phosphatase PTEN ist der Antagonist der PI3K,
katalysiert die Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat (PIP3) zu
Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (PIP2) und dephosphoryliert zusatzlich die FAK an

Y397 [190-193]. Mehrere Studien zeigten bereits, dass eine miRNA-abh&ngige Reduktion von
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PTEN die aktivierende Phosphorylierung von FAK sowie AKT erhoht [194-196]. Ob auch in
GBM-Zellen die PTEN-Expression durch die miR-29b beeinflusst wird, wurde mittels qPCR-
und Western Blot-Analysen untersucht. Die Transfektion von A1207- und U87-Zellen mit miR-
29b-Mimic fuhrte zu einem reduzierten PTEN-mRNA-Gehalt (Abbildung 28A und C). Dagegen
zeigten miR-29b-Inh-transfizierte Zellen eine Erhéhung des PTEN-mRNA-Gehalts (Abbildung
28B und D). In A1207-Zellen wurde auf Proteinebene der gleiche Effekt detektiert (Abbildung
28E-G).

Neben den Western Blot-Analysen von AKT und FAK wurde zusatzlich der proliferative
ERK1/2-Signalweg analysiert. Dieser wird durch die Interaktion von NG2 mit Integrin 1 und
PDGFRa aktiviert [10, 188, 197]. Hierflr wurde erneut der Einfluss der miR-29b in A1207- und
U87-Zellen mittels Western Blot-Analysen untersucht. Die quantitativen Auswertungen von mit
mMiR-29b-Mimic und miR-29b-Inh transfizierten A1207- und U87-Zellen zeigte, dass die miR-
29b-Mimic die aktivierende ERK1/2-Phosphorylierung reduziert und miR-29b-Inh die ERK1/2-
Phosphorylierung erhéht (Abbildung 29A-D).
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Abbildung 29: MiR-29b beeinflusst die Phosphorylierung von ERK in humanen A1207- und U87-Zellen. (A)
A1207- und U87-Zellen wurden mit Ctrl (50 nM; weil3) oder miR-29b-Mimic (50 nM; griin) und mit Ctrl (100 nM;
weil3) oder miR-29b-Inh (100 nM; orange) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, Zellextrakte generiert
und der Proteingehalt von pERK1/2 und ERK1/2 (Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt. Quantitative
Analyse der Expression von pERK1/2 normiert auf ERK (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

6.2.10 MiR-29b reduziert die Proliferation und Migration von humanen GBM-Zellen
In den vorherigen Abschnitten wurde gezeigt, dass die miR-29b die Expression von NG2,
PDGFRa, PDGFRp und Integrin f1 in GBM-Zellen reguliert und so Einfluss auf proliferative
Signalkaskaden nimmt. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Effekte in
verschiedenen funktionellen Untersuchungen zu verifizieren. Dazu wurden A1207- und U87-
Zellen fur 48 h mit miR-29b-Mimic bzw. miR-29b-Inh transfiziert und die metabolische Aktivitat,

als Indikator der Zellproliferation, in einem WST-1-Assay untersucht.
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Abbildung 30: MiR-29b reduziert die metabolische Aktivitat von humanen GBM-Zellen. (A-D) A1207- und
U87-Zellen wurden mit Ctrl (50 nM; weil3) oder miR-29b-Mimic (50 nM; griin) und mit Ctrl (100 nM; weil3) oder miR-
29b-Inh (100 nM; orange) transfiziert. Nach 48 h wurde die Formazan-Reduktion mittels WST-1-Assay bestimmt
(in % zu Ctrl). MW = SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Die miR-29b-Mimic verringerte die metabolische Aktivitat in den A1207- und U87-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 30A und B). Der miR-29b-Inh zeigte den gegenteiligen
Effekt und erhdhte die metabolische Aktivitat (Abbildung 30C und D).

Der Einfluss der miR-29b auf die Zellmigration von A1207- und U87-Zellen wurde mithilfe eines

Transwell-Assays untersucht (Abbildung 31).
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Abbildung 31: MiR-29b reduziert die Zellmigration von A1207- und U87-Zellen. (A) A1207- und U87-Zellen
wurden mit Ctrl (50 nM; weil3) oder miR-29b-Mimic (50 nM; gruin) und mit Ctrl (100 nM; weil3) oder miR-29b-Inh
(100 nM; orange) transfiziert. Nach 48 h wurden 2,5 x 10° Zellen auf einem Polycarbonat-Membraneinsatz ausgesat
und in einem Transwell-Assay analysiert. Nach 5 h wurden die Membranen fixiert, gefarbt und die migrierten Zellen
lichtmikroskopisch dokumentiert (MaR3stab: 100 uM). (B-E) Quantitative Analyse der Anzahl an migrierten Zellen
pro Hauptgesichtsfeld (HPF) nach 5 h. MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).
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Fur das Transwell-Assay wurden miR-29b-Mimic- bzw. miR-29b-Inh-transfizierte A1207- und
U87-Zellen auf einem Polycarbonat-Membraneinsatz ausgesét und die Migration durch einen
chemotaktischen Reiz angeregt. Sowohl die Anzahl der migrierten A1207-Zellen als auch der
U87-Zellen wurde durch die miR-29b-Mimic reduziert (Abbildung 31A, B und D). Die
Transfektion mit dem miR-29b-Inh erhdhte dagegen die Anzahl der migrierten Zellen
(Abbildung 31A, C und E).

Zusatzlich wurde der Einfluss der miR-29b auf die Zellmigration von A1207-Zellen mittels eines
scratch-Assays untersucht. Dafir wurden miR-29b-Mimic- bzw. miR-29b-Inh- und Ctrl-
transfizierte A1207-Zellen bis zum Erreichen eines konfluenten Zellrasens kultiviert und
anschlie3end eine Furche durch den Zellrasen gezogen und das VerschlieRBen der Spaltflache
Uber einen Zeitraum von 24 h dokumentiert. Die miR-29b-Mimic-transfizierten Zellen zeigten
nach 16 h eine groRere freie Spaltflache als die Ctrl-transfizierten Zellen (Abbildung 32A und
B). Im Gegensatz dazu beschleunigte der miR-29b-Inh das Verschlielen des Spaltes
innerhalb von 16 h (Abbildung 32A und C). Nach 24 h wurde sowohl fur die miR-29b-Mimic als
auch fur den miR-29b-Inh kein signifikanter Unterschied zur Ctrl detektiert (Abbildung 32B und
C).
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Abbildung 32: MiR-29b reduziert die Zellproliferation von humanen A1207-Zellen. (A) A1207-Zellen wurden
mit Ctrl (50 nM; weiR) und miR-29b-Mimic (50 nM; griin) oder mit Ctrl (100 nM; weil3) und miR-29b-Inh (100 nM;
orange) transfiziert und nach 48 h in einem scratch-Assay analysiert. 0 h, 16 h und 24 h nach Generierung des
zellfreien Spalts wurde die Spaltflache lichtmikroskopisch dokumentiert (MaRRstab: 200 pM). (B und C) Quantitative
Analyse der Spaltflache von A1207-Zellen transfiziert mit Ctrl und miR-29b-Mimic oder Ctrl und miR-29b-Inh nach
0 h, 16 hund 24 h (in % zu 0 h). MW = SD. *P < 0,05 vs. 0 h (n = 4-5).

AulRerdem wurde der Einfluss der miR-29b auf die Aussprossung von A1207-Sphéaroiden
untersucht. Dafur wurden aus miR-29b-Mimic- und miR-29b-Inh-transfizierten A1207-Zellen

Sphéaroide generiert, diese in einer Kollagen-Matrix eingebettet und die Sprossungsflache
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nach 48 h gemessen (Abbildung 33A). Die Auswertung ergab eine reduzierte Aussprossung

der miR-29b-Mimic-Spharoide im Vergleich zu den Ctrl-Spharoiden (Abbildung 33B). Dagegen

zeigten die miR-29b-Inh-Sphéroide eine deutlich grolRere Sprossungsflache (Abbildung 33C).
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Abbildung 33: MiR-29b reduziert das Aussprossen von humanen A1207-Sphé&roiden. (A) Al1207-Zellen
wurden mit Ctrl (100 nM; weil3) und miR-29b-Mimic (100 nM; griin) oder mit Ctrl (100 nM; weif3) und miR-29b-Inh
(100 nM; orange) transfiziert. Nach 48 h wurden aus den transfizierten A1207-Zellen Sphéroide generiert. Nach 24
h wurden die Sphéroide in einer Kollagenmatrix eingebettet und fir 48 h inkubiert. Die Sprossungsflache (rot
gestrichelte Linie) der A1207-Sphéroide wurde lichtmikroskopisch detektiert (MaRstab: 100 pum). (B und C)
Quantitative Analyse der Sprossungsflache der miR-29b-Mimic-transfizierten Sphéroide (B) und der miR-29b-Inh-
transfizierten Sphéaroide (C) (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Allerdings ist zu beachten, dass die miR-29b noch Uber andere Zielmolekile die hier
beobachteten anti-proliferativen und anti-migratorischen Effekte ausldsen kdnnte [107, 155].
Um den wichtigen Einfluss der NG2-Signaltransduktion auf die Zellproliferation und
Zellmigration zu verdeutlichen, wurde zusatzlich der Einfluss der miR-29b in einer GBM-
Zelllinie analysiert, welche NG2 im geringe+rem Mal3 exprimiert. Zunachst wurde dafir mittels
durchflusszytometrischer Analysen die NG2-Expression in den GBM-Zelllinien MO59K, A1207
und U87 und der HEK293-Zelllinie analysiert. Im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle exprimierte die
gesamte A1207- und U87-Zellpopulation das Oberflachenprotein NG2 (Abbildung 34A). Die
HEK293-Zellen zeigten vereinzelt NG2-exprimierende Zellen (Abbildung 34A). Bei der GBM-
Zelllinie M0O59K wurde eine NG2-exprimierende Subpopulation detektiert, jedoch war die
Mehrheit der Zellen NG2-negativ (Abbildung 34A). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die
GBM-Zelllinien A1207 und U87 als NG2-high und die GBM-Zelllinie MO59K sowie die HEK293-
Zellen als NG2-low eingeordnet. Die anti-migratorischen Effekte der miR-29b in den NG2-low
MO59K-Zellen wurde mittels eines Transwell-Assays untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
in den MO59K-Zellen die miR-29b nur einen geringen und nicht signifikant anti-migratorischen

Effekt induziert (Abbildung 34B und C).
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Abbildung 34: Der Einfluss der miR-29b auf die Zellmigration von M059K-Zellen. (A) A1207 (rot)-, U87
(orange)-, MO59K (griin)- und HEK293 (blau)-Zellen wurden geerntet und mit einem PE-konjugierten anti-NG2-
Antikdrper oder einem PE-konjugierten anti-Maus 1gG2a,x Antikdrper (Isotyp-Kontrolle; grau) gefarbt. Der
Proteingehalt von NG2 auf der Zelloberflache wurde durchflusszytometrisch analysiert und in einem Histogramm
dargestellt. (B) MO59K-Zellen wurden mit Ctrl (50 nM; weil3) oder miR-29b-Mimic (50 nM; griin) transfiziert. Nach
48 h wurden 2,5 x 105 Zellen auf einem Polycarbonat-Membraneinsatz ausgesat und in einem Transwell-Assay
analysiert. Nach 5 h wurden die Membranen fixiert, gefarbt und die migrierten Zellen lichtmikroskopisch
dokumentiert (MaR3stab: 100 uM). (C) Quantitative Analyse der Anzahl an migrierten Zellen pro Hauptgesichtsfeld
(HPF) nach 5 h. MW £ SD (n = 3).

6.2.11 Long non-coding (Inc)RNA H19 reduziert die miR-29b-Expression

Neben den regulatorischen Funktionen der miR-29b wurde zusatzlich auch die Regulierung
der miR-29b im GBM analysiert. Auf posttranskriptioneller Ebene wirkt die miR-29b nicht nur
selbst inhibitorisch, sondern ihre Funktion wird ebenfalls durch RNA-Molekiile inhibiert. Tang
et al. [198] zeigten, dass die funktionelle Wirkung der miR-29b posttranskriptionell durch die
direkte Bindung der IncRNA H19 (H19) inhibiert wird. Diese Tatsache ist besonders im Hinblick
auf das GBM interessant, da die H19 im GBM mit einer onkogenen Funktion assoziiert ist [199-
201]. Daher sollte im nachsten Abschnitt dieser Arbeit der Einfluss der H19 auf die miR-29b-
Expression im GBM untersucht werden. Zunachst wurde die Expression von H19 mithilfe von
zwei TCGA-Datensatzen (Firehose Legacy: Brain Lower Grade Glioma und Cell 2013:
Glioblastoma) in Gliomen mit WHO-Grad | bis IV analysiert [178-180]. Diese
Expressionsanalysen ergaben eine signifikant erhdhte Expression der IncRNA H19 im
hochgradigen GBM im Vergleich zu den niedriggradigen Gliomen AC, ODG und AAC
(Abbildung 35A). Zusatzlich ergab sich eine mittlere positive Spearman-Korrelation (r = 0,46)
zwischen der H19- und NG2-Expression im GBM (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: NG2 und miR-29b Expression in humanen Gliomen. (A) Die relative H19 mRNA-Expression
(TCGA-basierte Datensatze (Firehose Legacy: Brain Lower Grade Glioma und Cell 2013: Glioblastoma) der
cBioPortal Plattform; arbitary units (AU)) wurde in Gewebeproben aus humanen Astrozytomen (AC; WHO-Grad II-
IV; n = 67), Oligodendrogliomen (ODG; WHO-Grad II/1ll; n = 120), anaplastischen Astrozytomen (AAC; WHO-Grad
Il n =130) und GBM (WHO-Grad IV; n = 152) analysiert. *P < 0,05 vs. GBM. (B) Spearman-Korrelation zwischen
der H19- und NG2-Expression (TCGA-basierter Datensatz (Cell 2013: Glioblastoma) der cBioPortal Plattform;
arbitary units (AU)). Spearman-Korrelationskoeffizient r = 0,46, p < 0,0001 (n = 136).

Die H19-Expression wurde in HEK293-, U87- und Al1207-Zellen mittels gPCR-Analysen
untersucht. Die U87- und A1207-Zellen zeigten im Vergleich zu HEK293-Zellen eine erhthte
H19-Expression, wobei die U87-Zellen eine hohere H19-Expression aufwiesen als die A1207-
Zellen (Abbildung 36A). Fir die Analyse des Einflusses der H19 auf die miR-29b-Expression
wurde diese in A1207- und U87-Zellen uberexprimiert und der miR-29b-mRNA-Gehalt in
gPCR-Analysen untersucht. In beiden Zelllinien reduzierte die H19-Uberexpression den miR-
29b-mRNA-Gehalt deutlich (Abbildung 36B und C).
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Abbildung 36: LncRNA H19 reduziert die miR-29b-Expression in A1207- und U87-Zellen. (A) HEK293-Zellen
(Negativkontrolle), U87- und A1207-Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von H19 und
GAPDH (Ladekontrolle) mittels gqPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts von H19 normiert auf
GAPDH (in % zu HEK293). MW * SD. *P < 0,05 vs. HEK293 (n = 3). (B und C) A1207- und U87-Zellen wurden mit
Ctrl (250 ng; weil3) und H19 (250 ng; blau) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und
der mRNA-Gehalt von miR-29b und RNU6 (Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des
mMRNA-Gehalts von miR-29b normiert auf RNU6 (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Des Weiteren wurde untersucht, ob die H19-vermittelte Reduktion der miR-29b-Expression die
NG2-Expression beeinflusst. Hierfur wurden A1207- und U87-Zellen mit H19 transfiziert und
der NG2-Proteingehalt auf der Zelloberflache durchflusszytometrisch detektiert. Sowohl in den

A1207-Zellen als auch in den U87-Zellen fiihrte die H19-Uberexpression zu einer Erhéhung
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des NG2-Proteingehalts (Abbildung 37A und B). AuRerdem wurde mittels gPCR-Analysen in
A1207-Zellen nach H19-Uberexpression ein erhohter NG2-mRNA-Gehalt detektiert
(Abbildung 37C).
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Abbildung 37: LncRNA H19 erhéht die NG2-Expression in A1207- und U87-Zellen. (A und B) A1207- (A) und
u87-Zellen (B) wurden mit Ctrl (250 ng; weil3) und H19 (250 ng; blau) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen
geerntet, mit einem PE-konjugierten anti-NG2-Antikérper gefarbt und der Proteingehalt von NG2 auf der
Zelloberflache durchflusszytometrisch analysiert. MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (C) A1207-Zellen wurden mit
Ctrl (250 ng; weil3) und H19 (250 ng; blau) transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und
der mMRNA-Gehalt von NG2 und GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-
Gehalts von NG2 normiert auf GAPDH (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (D) HEK293-Zellen
wurden mit WT-NG2-3’-UTR (250 ng), miR-29b-Mimic (100 nM) und Ctrl (250 ng; weif3) oder H19 (250 ng; blau)
cotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die relative Lichteinheit (RLU) mittels eines
Luciferase-Assays bestimmt. MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Zusatzlich sollte Uber Reportergenanalysen untersucht werden, ob die H19-abh&ngige miR-
29b-Inhibition die NG2-Expression indirekt beeinflusst. Dafir wurden HEK293-Zellen mit dem
Reportergenkonstrukt WT-NG2-3’-UTR, der miR-29b-Mimic und Ctrl oder H19 cotransfiziert
und in einem Luciferase-Assay die Aktivitait der NG2-3-UTR untersucht. Die
Reportergenanalysen ergaben eine erhdhte Luciferase-Aktivitat der NG2-3'-UTR nach einer
miR-29b-Mimic und H19 Cotransfektion (Abbildung 37D). Dies weist auf eine Inhibition der
miR-29b durch die H19 hin, was wiederum Einfluss auf die Regulation der NG2-3’-UTR durch

die miR-29b nimmt.

6.2.12 C-Myc erhoht tber H19 und miR-29b die NG2-Expression

Zusatzlich zu H19 kénnte der Transkriptionsfaktor c-Myc eine Rolle in der miR-29b-Regulation
spielen, denn das Proto-Onkogen c-Myc wirkt als Aktivator der H19-Transkription und dessen
Expression korreliert positiv mit dem Malignitatsgrad von Gliomen [202-205]. Aus diesem
Grund sollte analysiert werden, ob c-Myc als Aktivator der H19-Expression Uber miR-29b die
NG2-Expression beeinflusst. Dafir wurde zunachst die c-Myc-Expression in HEK293-, U87-
und A1207-Zellen mittels Western Blot- und gPCR-Analysen untersucht. Die NG2-positiven
U87- und A1207-Zellen zeigten eine starkere c-Myc-Expression im Vergleich zu den HEK293-
Zellen (Abbildung 38A). Eine hdhere c-Myc-Expression in den GBM-Zellen wurde ebenfalls
auf mMRNA-Ebene mithilfe einer gPCR-Analyse nachgewiesen (Abbildung 38B).
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Abbildung 38: c-Myc-Expression in humanen A1207- und U87-Zellen. (A) HEK293-Zellen, U87-Zellen und
A1207-Zellen wurden geerntet, Zellextrakte generiert und der Proteingehalt von c-Myc und a-Tubulin
(Ladekontrolle) mittels Western Blot bestimmt. (B) HEK293-Zellen (Negativkontrolle), U87-Zellen und A1207-Zellen
wurden geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von c-Myc und GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR
bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts von c-Myc normiert auf GAPDH (in % zu HEK293). MW + SD.
*P < 0,05 vs. HEK293 (n = 3).

Der indirekte Einfluss von c-Myc tdber H19 und miR-29b auf die NG2-Expression wurde
durchflusszytometrisch analysiert. Die c-Myc-transfizierten A1207- und U87-Zellen zeigten
eine verstarkte NG2-Expression auf der Zelloberflache, wobei nur fur die U87-Zellen ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Ctrl detektiert wurde (Abbildung 39A und B). Jedoch

wurde mittels gPCR-Analysen in c-Myc-transfizierten A1207-Zellen eine deutliche Erhéhung
des NG2-mRNA-Gehalts detektiert (Abbildung 39C).
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Abbildung 39: C-Myc erh6ht die NG2-Expression in humanen A1207- und U87-Zellen. (A und B) A1207-Zellen
(A) und U87-Zellen (B) wurden mit Ctrl (250 ng; weil3) und c-Myc (250 ng; rot) transfiziert. Nach 48 h wurden die
Zellen geerntet, mit einem PE-konjugierten anti-NG2-Antikdrper geféarbt und der Proteingehalt von NG2 auf der
Zelloberflache durchflusszytometrisch analysiert. MW £ SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (C) A1207-Zellen wurden wie
in (A und B) beschrieben transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt
von NG2 und GAPDH (Ladekontrolle) mittels gPCR bestimmt. Quantitative Analyse des mRNA-Gehalts von NG2
normiert auf GAPDH (in % zur Ctrl). MW + SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3). (D) HEK293-Zellen wurden mit WT-NG2-
3’-UTR (250 ng), miR-29b-Mimic (50 nM) und Ctrl (250 ng; weil3) oder c-Myc (250 ng; rot) cotransfiziert. Nach 48 h
wurden die Zellen geerntet, lysiert und die relative Lichteinheit (RLU) mittels eines Luciferase-Assays bestimmt.
MW £ SD. *P < 0,05 vs. Ctrl (n = 3).

Auch hier sollte mithilfe einer Reportergenanalyse der indirekte Einfluss von c-Myc auf die
NG2-Genexpression untersucht werden. Dafir wurden HEK293-Zellen mit WT-NG2-3'UTR,
miR-29b-Mimic und Ctrl oder c-Myc transfiziert und in einem Luciferase-Assay analysiert. Die

c-Myc-Uberexpression fiihrte zu einer erhohten Luciferase-Aktivitat der NG2-3'-UTR im
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Vergleich zur Ctrl (Abbildung 39D). Dies deutet daraufhin, dass c-Myc die Expression von H19
verstarkt und diese wiederum die miR-29b inhibiert, wodurch der Abbau der NG2-3’-UTR
durch die miR-29b verhindert wird.

6.2.13 Die Expression von Transmembranproteinen beeinflusst den prognostischen
Index in GBM-Subtypen

Aufgrund des heterogenen Phéanotyps wird das GBM in die Subtypen Klassisch (KL),
Mesenchymal (MES), Proneural (PN) und Neural (NE) unterteilt [206]. Dabei klassifizieren
spezifische Expressionsveranderungen jeweils den CL-, MES- und PN-Subtyp [206]. Die
Expression der in dieser Arbeit untersuchten Transmembranproteine NG2, PDGFRa,
PDGFRp und Integrin B1 foérdern alle die GBM-Tumorprogression. Daher sollte in einer letzten
Analyse die Expression dieser Proteine mit der Uberlebenszeit von GBM-Patienten korreliert
werden. Hierbei ermdglicht die Glioma Bio Discovery Portal (Glioma-BioDP) Software die
ausfihrliche Analyse von Gliom-Datensatzen des TCGAs [207, 208] (https://glioma-
biodp.nci.nih.gov). Mittels des multidimensionalen prognostischen Index wurde der
Zusammenhang der Expression von NG2, PDGFRA, PDGFRB und ITGB1 mit der
Uberlebenszeit in den GBM-Subtypen analysiert. Die berechneten Kaplan-Meier-Kurven
zeigten, dass die Uberlebenszeit des CL-Subtyps nicht durch die zuvor genannten
Transmembranproteine beeinflusst wird (Abbildung 40A). Dagegen ist die Uberlebenszeit der
Patienten mit den MES- und NE-Subtypen signifikant verkirzt (Abbildung 40B und D). Im PN-
Subtyp war lediglich eine Tendenz zur erniedrigten Uberlebenszeit bei einer verstarkten
Expression von NG2, PDGFRA, PDGFRB und ITGB1 zu detektieren (Abbildung 40C).
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Abbildung 40: Einfluss von NG2, PDGFRa, PDGFRB und Integrin B1 auf die Uberlebenszeit von GBM-
Patienten. (A-D) Die relative Expression von NG2, PDGFRA, PDGFRB und ITGB1 (TCGA-basierte Datenséatze
der Glioma-BioDP Software) wurden mittels des multidimensionalen prognostischen Index in den GBM-Subtypen
Klassisch (KL; n = 104), Mesenchymal (MES; n =123), Proneural (PN; n = 112) und Neural (NE; n = 55) analysiert
und die Uberlebenszeit (in Tagen) in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.

6.2.14 Zusammenfassung der Ergebnisse
Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der miR-29b in GBM-
Zellen untersucht. Dabei lag der Fokus auf einer miR-29b-vermittelten Regulation der NG2-

Expression. In ersten molekularbiologischen Analysen wurde eine miR-29b-abhangige
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Reduktion der NG2-Expression in GBM-Zellen detektiert. Hierbei konnte eine direkte
Interaktion der miR-29b mit der NG2-3'-UTR mittels Reportergenanalysen verifiziert werden.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass die miR-29b Uber den Transfaktionsfaktor Spl die NG2-
Expression indirekt reduziert. Neben der Regulation der NG2-Expression zeigten
verschiedene molekulare Analysen, dass miR-29b auch die Expression der NG2-
Interaktionspartner Integrin 1, PDGFRa und PDGFR posttranskriptionell reguliert. Weitere
funktionelle in vitro Untersuchungen ergaben, dass die miR-29b-abhéngige Regulation des
NG2-Netzwerks die Proliferation und Migration von GBM-Zellen reduziert. Diese beobachteten
Effekte wurden auf eine verringerte ERK1/2-Aktivitat zurtickgefuhrt. SchlieBlich wurde die
Regulation der miR-29b-Expression analysiert und die beiden Onkogene IncRNA H19 und c-

Myc als negative Regulatoren der miR-29b-Expression identifiziert.
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7 Diskussion

Das Transmembranprotein NG2 hat ohne Interaktionspartner nur begrenzte Mdglichkeiten,
Signaltransduktionskaskaden zu regulieren [14, 19]. Allerdings leistet das Proteoglykan tber
die Interaktion mit Membranproteinen, wie Integrin B1, der Rezeptorkinase PDGFRa und
extrazellularen Matrixproteinen, wie Kollagen Typ V und VI, einen essenziellen Beitrag zur
transmembranen Signaltransduktion, welche die Proliferation, Migration und Angiogenese
beeinflusst [8, 15, 102, 173, 188, 197].

Die Aktivitat von NG2 ist nicht nur durch Interaktionspartner reguliert, sondern seine
Expression ist auch auf bestimmte Zelltypen limitiert, welche sich unter anderem durch eine
hohe proliferative und angiogene Aktivitat auszeichnen [5, 14, 22]. Aus diesem Grund wird
NG2 auch als Marker fir proliferierende Zellen, wie Perizyten sowie ektodermale und
mesenchymale Vorlaufer- und Progentiorzellen, beschrieben [32, 102]. In Anbetracht dieser
Eigenschaften ist es nicht verwunderlich, dass eine verstarkte NG2-Expression im Melanom,
GBM und Brustkrebs nicht nur die Tumorprogression beginstigt, sondern auch mit dem
Malignitatsgrad positiv korreliert [14, 209-211].

7.1 Einfluss der CK2-Inhibition auf die NG2-Expression im JA

Zusétzlich zum Melanom, GBM und Brustkrebs kdnnte NG2 auch in der JA-Tumorprogression
eine Bedeutung haben. Das benigne aber trotzdem aggressive und invasive JA-
Tumorwachstum stellt ein Herausforderung fir die Therapie dar, wobei die verantwortlichen
molekularen Mechanismen noch nicht gut erforscht sind [76]. Vor ein paar Jahren wurde
bereits eine verstarkte NG2-Expression im JA detektiert, jedoch wurde deren funktionelle Rolle

nicht weiter analysiert [78].

In Anbetracht der zahlreichen Belege, dass NG2 in mehreren Tumoren verstarkt exprimiert
wird, sowie dessen bedeutsame Funktion in der Tumorprogression, steht das Proteoglykan
seit Jahren im Fokus der pharmakologischen Therapieentwicklung [14, 22, 30, 169, 212].
Jedoch erfilllt NG2 als Proteoglykan ohne aktives enzymatisches Zentrum nicht die
Vorrausetzungen fur eine orthosterische pharmakologische Inhibition [213]. Daher fokussieren
sich eine Vielzahl von Studien auf immuntherapeutische Ansatze, wie die Verwendung von
monoklonalen Antikdrpern (mAKs), antiidiotypischen Antikdrpern, bi-specific T-cell enagers
(BITE-Antikbrper) oder der Radioimmuntherapie [33, 214-222]. Der Einsatz von
Immuntherapien hat zwar die Krebsbehandlung in den letzten Jahren revolutioniert, jedoch ist
der Erfolg vom Immunstatus des Tumors abhangig. So ist dieser Therapieansatz in Tumoren
mit lokaler und systemischer Immunsuppression, wie dem GBM, bis heute nur erschwert
moglich [223-226]. Eine weitere Therapiemoglichkeit ist die indirekte Inhibierung der NG2-

Expression uber regulatorische Faktoren mittels pharmakologischer Hemmstoffe. Erst kirzlich
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wurde gezeigt, dass die Proteinkinase CK2 die NG2-Genexpression in Perizyten reguliert [38].
Dabei resultierte die CK2-Inhibition in einer reduzierten Proliferation, Migration sowie
Sprossungskapazitat dieser vaskularen Zellen [38]. Ahnliche Ergebnisse wurden in NG2-
positiven GBM-Zellen beobachtet. Dort resultierte die CK2-Inhibition in einer NG2-abhéngigen
Reduktion der Zellproliferation und Zellmigration [39]. Die beobachteten anti-angiogenen und
anti-proliferativen Effekte einer CK2-Inhibtion in Perizyten und NG2-positiven Tumorzellen
legen nahe, dass ahnliche Resultate auch im vaskularen NG2-positiven JA zu erwarten sind.
Ein zusétzlicher Vorteil der pharmakologischen Hemmung der CK2 ist das breite Spektrum an
Inhibitoren, welche seit Jahrzehnten im Fokus der Arzneimittelforschung fir
Tumorerkrankungen stehen. Entsprechend befinden sich bereits zwei CK2-Inhibitoren, CX-
4945 und CIGB-300, in klinischen Studien [42].

Basierend auf diesen Grundlagen sollte im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob eine CK2-Inhibition in JA-Zellen sowohl die NG2-Expression als auch
funktionelle Prozesse wie Zellproliferation und Zellmigration reduziert. Die Expression der CK2
ist in einer Vielzahl von Pathologien dysreguliert, wobei der onkogene Einfluss der CK2 auf
die hallmarks of cancer in vielen Tumorerkrankungen sehr gut untersucht ist [42]. Jedoch
wurde die Expression der CK2 im JA noch nicht analysiert. Mit molekularbiologischen
Methoden und immunhistochemischen Farbungen wurde in JA-Gewebeproben und in JA-
Zellkulturen sowohl die Expression von NG2, CK2a und CK2B als auch die enzymatische
Aktivitat der CK2 nachgewiesen. Allerdings konnte keine Aussage Uber eine mdgliche
Dysregulation der NG2- und CK2-Expression im JA getroffen werden, da die JA-Atiologie nicht

vollstandig geklart ist und dementsprechend ein Referenzgewebe fehlte [76, 227].

Fur die Inhibierung der CK2 wurden die zwei ATP-kompetitiven Hemmstoffe CX-4945 und
SGC-CK2-1 verwendet. Der Hemmstoff CX-4945 ist der am haufigsten eingesetzte CK2-
Inhibitor, welcher aufgrund seiner anti-proliferativen, anti-angiogenen und apoptotischen
Effekte in verschiedenen Tumorzellen in mehreren klinischen Studien getestet wird [69, 72,
228, 229]. Obwohl CX-4945 eine hohe CK2-Bindungsaffinitdt besitzt, inhibiert dieser
Hemmstoff insgesamt 28 Kinasen, wie cdc2-like kinases (CIlks), dual-specificity tyrosine
phosphorylation-regulated kinases (DYRKS) und glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3p),
mit einer hohen Affinitat [230-232]. Es fehlen trotz jahrelanger Forschung potente selektive
CK2-Inhibitoren [72]. Fur die Reduktion der Off-Target-Effekte wurde bereits die Selektivitat
des etablierten Hemmstoffes CX-4945 durch strukturelle Veranderungen optimiert [230].
Zusatzlich werden weiterhin neue CK2-Inhibitoren synthetisiert und analysiert. Erst kirzlich
wurde der nicht-toxische CK2-Inhibitor SGC-CK2-1 (ICso = 36 nM fur CK2a und ICso = 16 nM
fur CK2a‘) synthetisiert, welcher mit einer hohen Affinitat die CK2 selektiver inhibiert als CX-
4945 (ICsp = 45 nM fiir CK2a') [72]. Die fortlaufenden Entwicklung von selektiveren Inhibitoren
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ist ein wichtiger Schritt zur vollstandigen Aufklarung des komplexen CK2-Netzwerkes,
besonders im Hinblick auf einen moéglichen pharmakologischen Therapieeinsatz [72, 233].
Der Einfluss der beiden Inhibitoren auf CK2-abhé&ngige funktionelle Prozesse im JA wurde in
der vorliegenden Arbeit in mehreren in vitro Untersuchungen in neu generierten JA-
Zellkulturen analysiert. In den ersten Analysen wurde mittels einer Viabilitdtsuntersuchung
eine effektive anti-proliferative Wirkung der Inhibitoren CX-4945 und SGC-CK2-1 in JA-Zellen
bei einer Konzentration von 10 uM bzw. 5 uM nachgewiesen. Diese Effekte konnten durch die
Analyse der CK2-spezifischen Phosphorylierungsstelle an AKTS!2 auf eine erfolgreiche
enzymatische CK2-Inhibition zuriickgefiihrt werden [65].

Die CK2 beeinflusst mit iber 500 Substraten zwar mehrere Faktoren der Proliferation und
Migration, jedoch konnten die anti-migratorischen Effekte nach CK2-Inhibition in NG2-
positiven GBM-Zellen durch ein rescue-Experiment auch auf eine reduzierte NG2-Expression
zurlickgefihrt werden [39, 41]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass die
CK2-Inhibition mit CX-4945 und SGC-CK2-1 zu einer reprimierten NG2-Expression in den
NG2-positiven JA-Zellen flhrt. Zusatzlich konnten Schmitt et al. [38] im Fall von CX-4945 durch
einen siRNA-vermittelten Knockdown der CK2a und CK2a*‘ Untereinheit zeigen, dass die NG2-
Expression in Abhangigkeit der CK2 reduziert wird und es sich nicht um Inhibitor-spezifische
Nebeneffekte handelt. Des Weitern wurde bereits nachgewiesen, dass die CK2 die NG2-
Expression transkriptionell reguliert und damit das Proteoglykan kein direktes Substrat der
CK2 ist [38]. Auf Grundlage dieser Studien und der Ergebnisse dieser Arbeit kann im JA eine
indirekte transkriptionelle Regulation der NG2-Expression durch die CK2 vermutet werden.
Jedoch war die ausfiuihrliche Untersuchung der Regulation der NG2-Genexpression im JA kein
Teil dieser Arbeit. So bleibt diese Vermutung eine Fragestellung fir zukinftige Analysen.
DarlUber hinaus waren die Expressionen der CK2a- und CK2B-Untereinheiten von der CK2-
Inhibition nicht betroffen. Dies lasst eine rein enzymatische CK2-Inhibition ohne negative
Ruckkopplung vermuten. Fir eine Bestatigung dieser Vermutung, kénnten in weiterflihrenden
Untersuchungen zusatzlich CK2-Phosphorylierungs-Assays von CX-4945- und SGC-CK2-1-
behandelten JA-Zellkulturen durchgefiihrt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die funktionellen Auswirkungen des reduzierten NG2-
Proteingehalts in JA-Zellen infolge einer CK2-Inhibition zu untersuchen. Das durchgefiihrte
BrdU-Proliferationsassay detektierte nach CK2-Inhibition sowohl mit CX-4945 als auch SGC-
CK2-1 eine reduzierte Proliferation, wobei SGC-CK2-1 starkere anti-proliferative Effekte
zeigte. Zudem unterdrickten beide Hemmstoffe das Aussprossen von JA-Sphéaroiden im
spheroid sprouting-Assay. Diese Effekte kdnnen in Zusammenhang mit einer reduzierten
NG2-Signaltransduktion nach CK2-Inhibition gebracht werden. Das Proteoglykan NG2
aktiviert durch die Interaktion mit Kollagen Typ VI und der anschlieRenden Aktivierung von

AKT und B-Catenin die Proliferation in malignen duktalen Epithelzellen [234]. AulRerdem

63



Diskussion

fordert die Interaktion mit Kollagen Typ VI das migratorische Potenzial von NG2-postiven
Zellen [104]. Zusatzlich fihrt eine NG2-abhangige Integrin 1-Aktivierung in Perizyten zu einer
verstarkten Proliferation und Motilitat [78, 188, 235]. Dies ist besonders im Hinblick der starken
Vaskularisierung des JA-Tumors interessant, da die NG2-abhangige Integrin-Aktivierung so
nicht nur die Tumorprogression der Tumorzellen beeinflusst, sondern auch die Reifung und
Funktionalitat der fur die Tumornéhrstoffversorgung notwenigen Blutgefalie [19]. Die Relevanz
der Aktivierung des NG2-Integrin-Signalweges fur die Angiogenese wurde durch NG2-
Knockout-Maus-Studien verdeutlicht. Sowohl in einem retinalen Hyperoxie-Modell als auch in
einem Hornhaut-Neovaskularisations-Modell in NG2-Knockout-M&usen wurde eine reduzierte
Proliferation der Perizyten detektiert, was wiederum in Blutgefaf3e mit strukturellen Defiziten
resultierte [236, 237]. Diese Effekte wurden durch siRNA-vermittelte NG2-knockdown Studien
in humanen Perizyten auf eine reduzierte Integrin B1-Aktivierung sowie eine reduzierte
Aktivierung des nachfolgenden Effektors FAK zurlickgefiihrt [188].

Zwar koénnen die beobachteten anti-proliferativen und anti-migratorischen Effekte nach CK2-
Inhibition im JA in den Zusammenhang mit einer reduzierten NG2-Expression gebracht
werden, jedoch beeinflusst die CK2-Inhibition auch andere Signalkaskaden. Zum einem
beeinflusst die CK2 angiogene Prozesse Uber die CK2-abhéngige Aktivierung des Hypoxie-
induzierten Faktors (HIF)-1a [238, 239]. Zum anderem fordert die CK2 Uber die Aktivierung
verschiedener Signalwege wie Wnt, JAK/STAT, NF-kB und p53 wichtige Kaskaden der
Tumorprogression [41, 240]. Welche proliferative und migratorische Regulatoren konkret
neben AKT und NG2 im JA durch die CK2-Inhibition beeinflusst werden, wurde in dieser Arbeit
nicht weiter analysiert und ist somit eine Fragestellung fur zukinftige Untersuchungen. Jedoch
wurde durch Western Blot-Analysen des apoptotischen Markers cPARP ausgeschlossen, dass
die reduzierte Proliferation und Aussprossung von JA-Zellen bzw. JA-Sphéaroiden nach CK2-
Inhibition reine Apoptose-induzierte Effekte sind.

Die im Rahmen des ersten Studienabschnittes durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass
sich das JA aus NG2-exprimierenden Zellen zusammensetzt, wobei deutliche Unterschiede in
der NG2-Expressionsstarke zwischen den JA-Geweben und JA-Zellen erkennbar waren. In
vitro flhrte die enzymatische Inhibition der CK2 mit den Hemmstoffen CX-4945 und SGC-CK2-
1 zu einer reduzierten NG2-Expression in JA-Zellen sowie zu einer reduzierten Proliferation
und Migration dieser Zellen. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmalig, dass eine
CK2-Inhibition die Proliferation und Migration von NG2-exprimierenden JA-Zellen reduziert.
Die erhobenen Daten unterstreichen somit die therapeutische Relevanz von NG2, nicht nur in

malignen Tumoren, sondern auch im benignen JA.
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7.1.1 Schlussfolgerung und Ausblick
Das JA st ein histopathologisch benigner und vaskularer Tumor, von dem hauptséachlich junge
heranwachsende Manner betroffen sind [73, 74]. Je nach Schweregrad und Stadium des JAs
wird die notwendige Tumorexstirpation durch intraoperative Komplikationen erschwert [73, 75].
Daher sollen neue alternative Therapieansatze der angiogenen und proliferativen
Tumorprogression entgegenwirken. In diesem Zusammenhang konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass eine CK2-Inhibition mit den Hemmstoffen CX-4945 und SGC-
CK2-1 die Zellproliferation und Zellmigration von NG2-positiven JAs reduziert. Besonders im
Hinblick auf den selektiven CK2-Inhibitor SGC-CK2-1 sind diese Ergebnisse ein eindeutiger
Hinweis, dass diese Effekte nicht wie oft diskutiert auf off-target Effekten der CK2-Inhibitoren
beruhen. Der CK2-Hemmstoff CX-4945 ist zwar ein etablierter Inhibitor, allerdings besitzt
dieser aufgrund potenzieller mutagener und reproduktionstoxischer Eigenschaften auch
Nachteile, besonders in Bezug auf den mdoglichen Therapieeinsatz bei jungen
heranwachsenden Mannern [72, 241]. Unter der Berucksichtigung der Daten aus der
vorliegenden Arbeit ist daher der nicht-toxische CK2-Inhibitor SGC-CK2-1 ein

vielversprechender Kandidat fur die Behandlung von benignen NG2-positiven JAs.

7.2 miR-29b als Regulator der NG2-Expression im GBM

Die Expression des Proteoglykans NG2 ist durch die direkte und indirekte Aktivierung
zahlreicher Signalwege der Zellproliferation, Zellmigration, Chemoresistenz und Angiogenese
mit der onkogenen Transformation von Melanomen, GBM, triple-negativem Brustkrebs und
SCCHN assoziiert [3, 14, 22]. Die funktionelle Rolle von NG2 wurde in den letzten Jahren vor
allem in malignen Tumoren analysiert. Allerdings deuten die Ergebnisse aus dem ersten
Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass NG2 auch in benigen JA-Tumoren
das angiogene und aggressive Tumorwachstum foérdert. Jedoch ist flr eine therapeutische
Inhibition von NG2 zu beachten, dass dessen Expression auch in Tumoren auf bestimmte
Zellpopulationen beschrankt ist. Sowohl im triple-negativen Brustkrebs als auch im SCCHN
wurde gezeigt, dass lediglich Tumor-Subpopulationen NG2 exprimieren und besonders diese
einen tumorfordernden Charakter besitzen [33, 169]. Auch im heterogenen GBM wird die NG2-
exprimierende Subpopulation (83 %) mit einem aggressiven, proliferativen und invasiven
Potential und einem schlechten Therapie-Outcome assoziiert [177, 242, 243]. In den letzten
Jahren wurde bereits diskutiert, ob NG2 als Markerprotein fur hoch-proliferative GBM-Tumore
sowie als potenzielles Therapiemolekul dienen kénnte [22, 169, 243]. Die durchgefuhrten
TCGA-Analysen bestatigten, dass NG2 deutlich starker im GBM exprimiert wird als in den
niedriggradigeren Gliomen AC, ODG und AAC.

Trotz der zahlreichen Studien Uber die Auswirkungen einer dysregulierten NG2-Expression

sind die genregulatorischen Mechanismen nicht vollstandig aufgeklart [21]. Bis heute werden
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nur wenige genetische Alterationen von NG2 mit Pathologien in Verbindung gebracht [14]. Erst
kirzlich wurde eine Keimbahnmutation in der D3-Subdoméne von NG2 (V2097M) detektiert
[244]. Diese verhindert die Spaltung der NG2-Ektodoméne nach Aktivierung durch RTKs und
fuhrt zu einer anhaltenden Stimulierung des proliferativen RAS/MAPK/ERK-Signhalweges bei
der Neurofibromatose Typ 1 [244]. Auf epigenetischer Ebene resultiert die verstarkte NG2-
Promotormethylierung in humanen Melanom-Zellen in einer erhéhten NG2-Expression [36].
Neben den bereits bekannten epigenetischen, transkriptionellen und physiologischen
Faktoren sind jedoch auch posttranskriptionelle Mechanismen von essenzieller Bedeutung.
Daher wurde im zweiten Studienabschnitt dieser Arbeit zum einem untersucht, wie die NG2-
Expression posttranskriptionell reguliert wird, und zum anderen, wie ein Netzwerk aus

transmembranen Interaktionspartnern im heterogenen GBM regulatorisch zusammenhangt.

Mehrere miRNA-Screeninganalysen des GBMs konnten bereits ektopische miRNA-Profile
detektieren. Dabei ist zum Beispiel die Expression der miR-124, miR-128 und miR-29b
reduziert, wahrend die Expression der miR-221 und miR-21 erhdht ist [159, 160, 245, 246].
Die miR-29b stand aufgrund der durchgefiihrten in silico Analysen wéhrend einer
vorangegangenen Masterarbeit als moglicher Regulator der NG2-Expression im Fokus der
vorliegenden Arbeit [163]. Zudem verdeutlichten mehrere Studien die negativen Auswirkungen
einer dysregulierten miR-29b-Expression im GBM [160, 161, 247]. Durch die unterdriickte
miR-29b-Expression fehlt ein Regulator des Glykoproteins Podoplanin (PDPN), ein putativer
Marker flr neurale Stammzellen, welcher die Invasion und Migration im GBM férdert [160].
AulRerdem resultiert die Wiederherstellung der miR-29b-Expression in GBM-Zellen in einer
verstarkten Zellapoptose infolge der miR-29b-abhéngigen Reduktion von EMT-Proteinen, wie
Kollagen-Isoformen, Elastin, Integrin all und MMP24 [161]. Weiterhin fordert die miR-29b-
Uberexpression die TMZ-Sensitivitit von GBM-Zellen [247]. Insgesamt ist die
Wiederherstellung des miR-29b-Expressionsprofils im GBM, im triple-negativen Brustkrebs
und bei der akuten myeloischen Leukamie mit einer anti-kanzerogenen Wirkung und einer

Tumorsuppressor-Funktion assoziiert [122, 153, 155, 248].

In den ersten in vitro Untersuchungen dieses Studienabschnittes sollte die gefundene in silico
Regulation der NG2-3-UTR durch die miR-29b bestéatigt werden. Hierbei konnte
nachgewiesen werden, dass die NG2-Expression sowohl auf mRNA-Ebene als auch
Proteinebene durch eine miR-29b-Uberexpression reduziert wird. Dabei deutet der reduzierte
NG2-mRNA-Gehalt auf einen posttranskriptionell induzierten Abbau durch die miR-29b hin.
Tatséchlich wurde durch Reportergenanalysen die direkte Interaktion der miR-29b mit der 3'-
UTR von NG2 nachgewiesen. Neben der posttranskriptionellen Regulation der NG2-
Expression durch miR-29b wurde zusatzlich deren Einfluss auf die transkriptionelle NG2-
Regulation untersucht. Schmitt et al. [38] spekulierten bereits, dass der CK2-abhangige

Transkriptionsfaktor Spl eine Rolle bei der NG2-Genexpression spielt. Interessanterweise ist
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Sp1l ein Zielmolekil der miR-29b und wird zudem in zahlreichen Tumoren, wie auch dem GBM,
verstarkt exprimiert und mit einem invasiven und metastasierenden Phénotyp assoziiert [181,
249, 250]. In der vorliegenden Arbeit konnte die posttranskriptionelle Regulation von Sp1 durch
die miR-29b in NG2-positiven GBM-Zellen nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde gezeigt,
dass Spl die transkriptionelle Aktivitdit des NG2-Promotors verstarkt und die miR-29b-
Uberexpression dessen Aktivitéat reduziert. Ob die beobachtete, miR-29b-induzierte Reduktion
der transkriptionellen Aktivitat des NG2-Promotors tUber Spl ablauft, wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht und kann nur spekuliert werden. Jedoch wurde durch die
durchgefihrten Analysen eine eindeutige transkriptionelle und posttranskriptionelle Regulation
der NG2-Expression durch die miR-29b nachgewiesen.

Wie bereits erwahnt kann NG2 nur durch die Interaktion mit anderen Proteinen proliferative
und angiogene Signalkaskaden regulieren [5, 14, 32]. In mehreren Studien wurde bereits die
Rolle von NG2 in PDGF-stimulierten FAK- und MAPK-Signalkaskaden analysiert [15, 16, 197].
Diese zeigten, dass sowohl in O2A-Vorlauferzellen der Ratte als auch in glatten Muskelzellen
der Aorta der Maus die NG2-PDGFRa-Interaktion essentiell fir die proliferative PDGF-
Signaltransduktion ist [16, 197]. Zudem ist PDGFRa nicht nur als Interaktionspartner von NG2
von Bedeutung, sondern auch in der Tumorprogression des GBMs [206, 251]. Tatsachlich ist
eine gain-of-function Mutation von PDGFRa nach EGFR die zweithaufigste Veranderung einer
Rezeptor-Tyrosinkinase im GBM und wird mit einer schlechten GBM-Prognose in Verbindung
gebracht [206, 251, 252]. Neben PDGFRa stimuliert NG2 Uber die Interaktion mit Integrin B1
die Aktivierung der ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege, welche das Zelliberleben und die
Zellproliferation fordern [102, 253]. Zusétzlich induzieren Integrin B1l-assozierte Signalwege
den mesenchymalen Stammzellcharakter des GBMs [254]. Weiterhin sind die NG2-
Interaktionspartner PDGFRa und Integrin 1 Zielmolekile der miR-29b [146]. Dass PDGFRa
ein Zielmolekil der miR-29b ist, wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig mittels in silico
Analysen gezeigt. Anschlielend wurde die direkte posttranskriptionelle Regulation von
PDGFRa durch die miR-29b mittels Reportgenanalysen nachgewiesen. Neben PDGFRa und
Integrin-B1 wurde auch der Einfluss der miR-29b auf die PDGFRB-Expression analysiert. Zwar
ist keine PDGFRB-NG2-Interaktion bekannt, jedoch werden beide Oberflachenproteine
coexprimiert [15, 182, 183]. Dariiber hinaus wird PDGFRp durch die miR-29b inhibiert und ist
ebenfalls in der GBM-Tumorprogression involviert [184-187]. Insgesamt wurde in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, dass miR-29b die NG2-, Integrin 1-, PDGFRa- und PDGFR-
Expression in NG2-positiven GBM-Zellen reguliert.

Zur Analyse der Auswirkungen der miR-29b-abhéngigen Reduktion von NG2, Integrin B1,
PDGFRa und PDGFRp auf die downstream-Signalkaskaden wurden zunachst die beiden
Hauptsignalwege AKT und FAK untersucht. Wie bereits erwahnt, fihrt eine NG2-Interaktion
mit Integrin f1 und PDGFRa zur Stimulierung der FAK, ERK1/2 und PI3K/AKT Signalwege,
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wodurch Zellwachstum und Zelluberleben geférdert werden [16, 19, 102, 253]. Die
durchgefuhrten Analysen der NG2-abhéngigen Integrin-B1 und PDGFRa Signalkaskaden von
miR-29b-Mimic-transfizierten GBM-Zellen ergaben nicht wie erwartet eine reduzierte
Aktivierung der downstream-Effektoren AKT und FAK, sondern deren verstarkte
Phosphorylierung an S437 bzw. Y397. Ahnliche Effekte beobachteten auch Xia et al. [189] in
adiposen mesenchymalen Stammzellen. Dort resultierte eine Uberexpression der miR-29b in
einer Aktivierung des AKT/B-catenin Signalweges. Dieser Effekt wurde durch eine direkte
posttranskriptionelle Inhibierung der PTEN-Expression durch die miR-29b erklart [189]. Die
Phosphatase PTEN katalysiert die Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 und ist ein
Antagonist der PI3K/AKT-Signalkaskade [255, 256]. Dementsprechend resultiert die miR-29b-
abhangige Reduktion der PTEN-Expression in einem erhdhten PIP3-Level, wodurch AKT
aktiviert wird und somit Prozesse der Zelldifferenzierung, des Zelliberlebens und der
Zellproliferation gefordert werden [189, 257, 258]. Zusatzlich interagiert PTEN mit FAK und
dephosphoryliert die Kinase an Y397 [190, 191]. Mehrere Studien zeigten, dass eine
Uberexpression von PTEN die Aktivierung von FAK reduziert, wohingegen eine miRNA-
abhangige Reduktion von PTEN die aktivierende Phosphorylierung von FAK sowie AKT erhdht
[194-196]. Tatsachlich wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die miR-29b-Uberexpression bzw.
-Inhibition in GBM-Zellen eine Reduktion bzw. Erhéhung der PTEN-Expression zufolge hat.
Diese Beeinflussung erklart die detektierte Aktivierung der proliferativen Signalwege AKT und
FAK, obwohl die miR-29b-Uberexpression die Expression der Interaktionspartner NG2,
Integrin-B1 und PDGFRa reprimiert. Da bereits andere Studien einen anti-proliferativen
Einfluss der miR-29b in GBM-Zellen nachgewiesen haben, wurde zusatzlich der ERK1/2-
Signalweg analysiert [161, 247, 259]. Hier konnte nach miR-29b-Mimic- bzw. miR-29b-Inh-
Transfektion eine Reduktion bzw. Erhéhung der Phosphorylierung von ERK1/2 nachgewiesen

werden.

In einem nachsten Schritt dieser Arbeit wurde der Einfluss der miR-29b auf die Zellmigration
und Zellproliferation in mehreren in vitro Analysen untersucht. Hierbei konnte mittels WST-1-
und scratch-Assays eine anti-proliferative Wirkung der miR-29b in GBM-Zellen nachgewiesen
werden. Zudem zeigten miR-29b-Mimic-transfizierte Zellen in spheroid sprouting- und
Transwell-Assays eine reduzierte Migration. Die beobachteten Effekte lassen sich auf eine
verminderte Aktivierung der ERK-Signalkaskade durch eine miR-29b-abhangige Reduktion
der stimulierenden Transmembranproteine NG2, Integrin 1, PDGFRa und PDGFRB
zurtckfihren. Einen Einfluss der aktivierten AKT- und FAK-Signalwege nach miR-29b-
Uberexpression auf die Zellmigration und Zellproliferation wurde in den durchgefiihrten in vitro
Analysen nicht detektiert. Der beobachtete starke anti-proliferative Effekt des unterdrtickten
ERK1/2-Signalwegs lasst sich dadurch erklaren, dass die NG2-vermittelte Integrin-Aktivierung

zu einer konstitutiven Aktivierung von ERK1/2 fuhrt [14, 260]. Aufgrund dieser konstitutiven
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Aktivierung kann vermutet werden, dass die miR-29b-vermittelte Reduktion des NG2/Integrin
B1l/ERK1/2-Signalwegs ausreicht, um der proliferativen AKT- und FAK-Aktivierung
entgegenzuwirken. Um dies nachzuweisen, kénnte in weiteren Analysen der anti-proliferative
Einfluss der miR-29b-Uberexpression in Kombination mit einer ERK1/2-Inhibition in GBM-
Zellen analysiert werden.

Allgemein muss jedoch bertcksichtigt werden, dass miR-29b die Expression von weiteren
Zielmolekulen beeinflusst und die hier gezeigten Ergebnisse hodchstwahrscheinlich auf ein
groBes regulatorisches Netzwerk zurtckzufihren sind. Zum Beispiel ist das myeloische
Leukamie-Zelldifferenzierungsprotein (Mcl)-1 ein Zielmolekul der miR-29b [261]. Das anti-
apoptotische wirkende Mcl-1 gehort zu den haufigsten amplifizierten Genen in Tumoren,
einschlielich dem GBM, und fordert das Zelliberleben Uber die Inhibierung der
Permeabilisierung der &uReren Mitochondrienmembran und der Freisetzung von Cytochrom
C [261, 262]. Diesbezlglich detektierten Aldaz et al. [263] eine verstarkte Apoptose infolge
einer miR-29b-abhangigen Mcl-1-Reduktion in GBM-Zellen. Zudem zeigten Shi et al. [264],
dass die miR-29b-abhéngige Inhibierung des cell division control protein (CDC)42 die
Migration und Invasion von GBM-Zellen supprimiert. Weiterhin konnten Shi et al. [265] in einer
kirzlich veroffentlichten Studie zeigen, dass miR-29b die p53-induzierte Apoptose fordert,
indem diese die CDC42/p21l-aktivierte Kinase (PAK)/AKT/mouse double minute 2 homolog
(MDM2)-Signalkaskade unterdrtuckt. Aul3erdem reguliert miR-29b ein grof3es Netzwerk an pro-
metastasierenden Regulatoren, wie VEGFa, MMP-9, Integrin-a6 und Kollagen Isoformen
[156]. Zuséatzlich sollte die in dieser Arbeit beobachtete negative Regulation des
Tumorsuppressors PTEN durch die miR-29b genauer analysiert werden. Im GBM wird durch
die gezielte Unterdriickung der PTEN-Expression die Proliferation und Migration gefordert,
indem Uber die PI3K/AKT-Aktivierung die Mechanismen der EMT und der Glykolyse stimuliert
werden [266-269]. Daher ist es von Relevanz, die Auswirkungen der miR-29b-abhangigen
Reduktion von PTEN in zukinftigen Studien zu untersuchen. Zudem sollte der Einfluss der
miR-29b in weiteren Tumor-Zelllinien analysiert werden, da die beobachtete AKT- und FAK-
Aktivierung infolge der miR-29b-Uberexpression in anderen Studien nicht beobachtet wurde
[270, 271].

Mehrere Studien zeigten bereits, dass die Expression der miR-29b im GBM reprimiert ist,
jedoch wurden die genregulatorischen Ursachen noch nicht analysiert. Im Jahre 2016 zeigten
Tang et al. [198], dass die funktionelle Wirkung der miR-29b posttranskriptionell durch die
direkte Bindung der IncRNA H19 inhibiert wird. Das 2,3 kb grof3e RNA-Molekdl wird durch das
auf Chromosom 11p15.5 lokalisierte maternal gepréagte H19-Gen codiert [272]. Wahrend der
Embryogenese spielt H19 eine wichtige Rolle in der Regulation der Stammzelldifferenzierung
im Nebennieren-, Muskel- und Lebergewebe [273, 274]. Im adulten Gewebe wird die

Expression signifikant herunterreguliert, jedoch besitzt H19 weiterhin eine essenzielle
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Funktion, unter anderem in der Differenzierung und Regeneration der Skelettmuskulatur [275,
276]. Auf regulatorischer Ebene rekrutiert H19 zum einen Histon-Methyltransferasen fir das
epigenetische Silencing von Genen, zum anderen besitzt H19 mehrere miRNA-Bindestellen
und unterdrtickt deren inhibitorische Wirkung [274, 277]. In den letzten Jahren wurde eine
erhdohte H19-Expression mit der Angiogenese, der Fibrose und der Tumorprogression in
Verbindung gebracht [274, 278]. Dabei fordert die ektopische H19-Expression die
Tumorprogression im GBM sowie im Mamma- und Leberzellkarzinom durch eine verstarkte
EMT, Zellviabilitat, Zellmigration und Zellinvasion [274, 278, 279]. Zuséatzlich konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die H19-Expression positiv mit dem Malignitatsgrad
von Gliomen korreliert. Erst kirzlich wurde berichtet, dass die erhohte H19-Expression im
GBM die Autophagie durch die Inhibierung der miR-491 férdert [199]. Weiterhin stimuliert die
H19-Uberexpression die Proliferation, Migration und EMT von Harnblasenkarzinom-Zellen
durch die Inhibierung der miR-29b [280]. Dieser inhibitorische Effekt der H19 wurde auch in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen. So fiihrte die H19-Uberexpression zu einer reduzierten
miR-29b-Expression in GBM-Zellen. Weiterhin wurde eine erhéhte NG2-Expression detektiert,
was wiederrum auf einen posttranskriptionell aktiven NG2-3’-UTR infolge der miR-29b-
Inhibierung zurtickgefuihrt werden konnte.

Interessanterweise wird die H19 durch den Transkriptionsfaktor c-Myc reguliert [204, 205]. Im
GBM wird die ektopische Expression des Proto-Onkogens c-Myc mit der Aufrechterhaltung
des Stammzellcharakters und der Tumorprogression in Verbindung gebracht [202, 281, 282].
Als Transkriptionsfaktor ist c-Myc im GBM verantwortlich fir die Hochregulation von EGFR,
die transkriptionelle Repression mehrerer Chemoresistenz-assoziierten miRNAs und die
transkriptionelle Aktivierung von H19 [283-286]. Die Aktivierung der H19-Expression durch c-
Myc wurde auch in der vorliegenden Arbeit in GBM-Zellen nachgewiesen. Zudem resultierte
die c-Myc-vermittelte H19-Expression in einer verstarkten NG2-Expression infolge der miR-
29b-Inhibition. Die detektierten Effekte konnten jedoch auch auf die direkte Inhibition der miR-
29b Transkription durch c-Myc zurtickgefuhrt werden, denn in mehreren Studien wurde bereits
c-Myc als direkter Repressor der miR-29b-Genexpression beschrieben [135, 287, 288]. Zwar
wurde die transkriptionelle Regulation der miR-29b durch c-Myc in dieser Arbeit nicht
analysiert, jedoch verdeutlicht die Anzahl der inhibitorischen Regulationsmechanismen der
miR-29b-Genexpression durch zwei Onkogene die Relevanz der miR-29b-Unterdriickung
wahrend der GBM-Progression.

Aufgrund des heterogenen Phanotyps wird das GBM auf der Grundlage von spezifischen
Genexpressionen in die Subtypen CL, MES, PN und NE unterteilt [206]. Erst kirzlich wurde
die Unterteilung des GBMs auf drei Subtypen revidiert, da der NE-Subtyp wahrscheinlich eine
Mischpopulation aus Tumorgewebe und gesundem neuronalem Gewebe der Tumorrénder ist

[289]. Obwohl die GBM-Subtypen nur teilweise Aufschluss Uber die Tumorprogression und die
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Prognose geben, sind die molekularen Profile mit Subtyp-spezifischen regulatorischen
Signalwegen von wissenschaftlichem Interesse und sollen die Entwicklung von effizienten
Therapien anhand homogener Gruppen verbessern [290, 291]. In der vorliegenden Arbeit
wurde mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven eine verkiirzte Uberlebenszeit der GBM-Patienten mit
einer verstarkten PDGFRA-, PDGFRB-, ITGB1- und NG2-Expression in den NE- und MES-
Subtypen in Verbindung gebracht. Bei der Betrachtung der molekularen Charakteristika des
MES-Subtyps fallt eine Subtyp-spezifische Myc-Expression auf [291]. Die Uberexpression
kann auf EGFR-vermittelte Signalwege zuriickfiihrt werden, wobei c-Myc durch die Inhibierung
der miR-29b-Expression eine wichtige Funktion in der EMT einnimmt [292]. Dies ist besonders
im Hinblick der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit interessant. c-Myc als spezifischer MES-
Subtyp-Transkriptionsfaktor inhibiert die miR-29b als fundamentaler Regulator der EMT,
wodurch die untersuchten Transmembranproteine PDGFRa, PDGFR(, Integrin f1 und NG2
verstéarkt exprimiert werden. Diese spielen als Verknipfungsstelle zwischen der extrazellularen
und intrazellularen Signaltransduktion eine entscheidende Rolle in der EMT [14, 293, 294].
Allerdings sollte bei den durchgefuhrten Expressionsanalysen beachtet werden, dass NG2 nur
von einer GBM-Subpopulation exprimiert wird und dies die statistische Auswertung
beeintrachtigt [242, 243]. In weiteren Analysen kdnnte die Expression der miR-29b und der
NG2-Interaktionspartner ausschlief3lich in NG2-positiven Subpopulationen analysiert werden.
Zusammenfassend konnte im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit die miR-29b
als wichtiger anti-proliferativer Regulator im GBM identifiziert werden. Die Daten zeigen
erstmalig, dass NG2 und PDGFRa posttranskriptionell durch die miR-29b reguliert werden.
Zudem reduziert die miR-29b posttranskriptionell die Expression eines transmembranen
Proteinnetzwerkes bestehend aus NG2, Integrin 1, PDGFRa und PDGFR[3. Die kumulative
Interaktion dieser Transmembranproteine fihrt zur Aktivierung der proliferativen und
migratorischen FAK-, AKT-, und ERK1/2-Signalwege (Abbildung 41). Zwar fordert die miR-
29b durch die Inhibierung von PTEN die Aktivierung von AKT und FAK, jedoch zeigten die
durchgefuhrten in vitro Analysen eine deutliche Inhibierung der Zellproliferation und
Zellmigration (Abbildung 41). Die detektierten anti-proliferativen und anti-migratorischen
Effekte einer miR-29b-Uberexpression im GBM resultieren aus der reduzierten EKR1/2-
Aktivierung. Insgesamt konnte in Bezug auf das GBM in der vorliegenden Arbeit eine c-Myc-
und H19-vermittelte Inhibition der miR-29b gefunden werden, was wiederum mit der
verstarkten Expression der Interaktionspartner NG2, Integrin-B1, PDGFRa und PDGFRf

einhergeht und mit einer aggressiven Tumorprogression assoziiert ist.
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Abbildung 41: Regulatorischer Einfluss der miR-29b auf transmembrane Signalkaskaden. Die Interaktion
von NG2 mit Integrin 1 (ITGB1), PDGFR und FGFR aktiviert die proliferativen AKT-, FAK- und ERK1/2-
Signalkaskaden. Die miR-29b inhibiert posttranskriptionell die Expression von NG2, Integrin f1 (ITGB1), PDGFR
und FGFR. Zusétzlich aktiviert miR-29b durch die PTEN-Inhibition die AKT- und FAK-Signalwege.

7.2.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Das GBM st trotz jahrzehntelanger Forschung nach wie vor eine letale neurologische
Malignitat. Seit der Einfihrung des Standardtherapieprotokolls mit TMZ im Jahr 2005 konnte
die mediane Uberlebenszeit durch Optimierungen des Standardtherapieprotokolls,
fortgeschrittener bildgebender Diagnostik und Strahlentherapie sowie tumor treating fields nur
von 12 Monaten auf 16 Monate erhéht werden. Dabei erschwert die Heterogenitéat des GBM
mit der hohen Anzahl an dysregulierten Signalwegen in verschiedenen Subpopulationen
innerhalb eines Tumors die Entwicklung von gezielten Therapiemdéglichkeiten [295, 296].

Das in dieser Arbeit im Fokus stehende Proteoglykan NG2 wird zwar nur von einer GBM-
Subpopulation exprimiert, allerdings kann NG2 durch trans-Interaktionen mit benachbarten
Zellen auch in NG2-negativen Zellen die Integrin-Aktivierung und die damit verbundene
Migration und Angiogenese stimulieren [19]. Die Bedeutung von NG2 wéhrend der
Tumorprogression ist seit Jahren bekannt, jedoch gestaltet sich die gezielte NG2-Inhibition als
schwierig [5, 14, 33, 297]. Ein mdglicher NG2-Therapieansatz ware die CK2-Inhibition, welche
auch im ersten Studienabschnitt dieser Arbeit fir das JA thematisiert wurde [39]. Zugleich
fokussieren sich eine Vielzahl von NG2-Studien auf Immuntherapien mit mAKs,
antiidiotypischen Antikorpern, BiTE-Antikorpern oder auf die Radioimmuntherapie [33, 214-

222]. Jedoch stellt neben der starken immunsuppressiven Tumormikroumgebung des GBMs
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auch die intra- und intertumorale Heterogenitat eine grofe Herausforderung fur
immuntherapeutische Ansatze dar [225, 298]. Denn diese Heterogenitat schrankt die gezielte
Aktivierung der T-Zell Immunantwort ein, wodurch Immuntherapien wie CAR-T-Zelltherapien
im GBM keine effektive Wirkung zeigen [299, 300].

Auch der Einsatz von miRNA-basierten Therapien wird durch die Entwicklung geeigneter
delivery Systeme beeintrachtigt, welche die Tumorzellspezifitdt, die Stabilitdit und den
Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke gewéhrleisten missen [301]. Jedoch bilden die im
letzten Jahrzehnt entwickelten Systeme eine wichtige Grundlage im Hinblick auf eine préazise
translationale Tumortherapie [302, 303]. Ein vielversprechender Ansatz konnte die
intravendse Injektion von Gliom-spezifischen kationischen lipid-basierten Nanopartikeln mit
Octaarginin-Peptiden sein [303]. Diese Nanopartikel kénnen sowohl mit hydrophilen miRNA-
Molekilen als auch hydrophoben Zytostatika wie TMZ beladen werden [303]. Die Beladung
von Nanopartikeln mit miR-29b und TMZ kdnnte somit eine vielversprechende Strategie zur

Therapie des NG2-positiven GBM darstellen.
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