Molekulare und funktionelle Adaptation von
Hirntumorstammzellen aus dem humanen Glioblastom

an Hypoxie und Oxygenierung

Dissertation

zur Erlangung des Grades
Doktor der Naturwissenschaften
im Fachbereich Biologie der Fakultat fir Mathematik, Informatik und
Naturwissenschaften

an der Universitdt Hamburg

vorgelegt von
Annegret Kathagen
aus Rheinberg

Hamburg 2013



Genehmigt vom Fachbereich Biologie
der Fakultat fir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
an der Universitat Hamburg

auf Antrag von Frau Professor Dr. K. LAMSZUS
Weiterer Gutachter der Dissertation:

Professor Dr. U. WIENAND

Tag der Disputation: 26. Juli 2013

Hamburg, den 11. Juli 2013

Y/

Professor Dr. C. Lohr
Vorsitzender des
Fach-Promotionsausschusses Biologie



Fiir meine Eltern



INHALTSVERZEICHNIS

1 ]I PSSR 1
R ] [To o = U EUT T UUPUPPPRRT 1
1.1.1 Das Glioblastom (Glioblastoma MUItifOrme) ..........ccccuviiiiee i 4
1.1.2 Molekularpathologie bei GlIobIaStOMEN ..........coviiiiiiiie e 5
1.1.3 Therapieoptionen bei GlioblastOmMen .............ooii i 7
S = 10 0100 V4=1 1= o L PSP SOPPRTTR 8
1.2.1  AdUIE SEAMMZEIEN ...ttt ettt e e e e e sttt e e e e e e aannbaeeeaaeaean 9
1.2.2  Neurale StamMMZEIIEN ......coooi e e e e e e e e e e e e aneaeeeaaeeean 10
1.2.3  GlioblastomstammZEIEN ..........ocueiiiiiiiee e 11
1.2.3.1  Das Adaptationsmodell in GlioblastomenN..........cccuvvviiiie i 14
1.2.4  Tumorstammzellen UNd HYPOXIE.......ccciiiiiiiiiiiie et e e e e s e e e e e e e nnnaraneaae e 15
1.3 Glucosemetabolismus in TUMOIZEIEN ...t oo 17
1.3.1 Der Einfluss von Hypoxie auf den GlucosemetaboliSmus ...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen, 20
1.4 ZielSetzuNg der ArDEIL .....cooci i e a e e 21
2 MATERIAL UND METHODEN .....cooitiiiiiiiiiiee it sttt ettt st e s st s snnbae e e s nnbee e e e nneeas 22
P T V- 1 (T = 1111 o PSRRI 22
2% I R =¥ 1 1= g T To I o =YW o = o RSSO 22
2.1.2  Medien fUr ZEIKUITUT ........ooiiiiiie ettt e e s e e s e e s nnneeee s 23

P2 O T (= PRSPPI 23

N I = Vo o] o 1= = PP 23
2.1.5  VerbrauChSMAaterial ...........ooooiiiiii et e e e e e eas 24
P =Y 1 o o =T o PSR OTPRR 25
A A - || (0 | U PSPPSR 25
P R 4~ |11 T =] o PSR STPSR 25
2.2.1.2  Kultivierung und Passagieren VON ZeIlEN ..........cccviiiiiiiiiiee e eesieeee e e e e 25
2.2.1.3  Kryokonservierung VON ZEIIEN ............cooiiiuiiiiiiie et eee e s e sseeee e e e e e s s snninee e e s e e e e snnnes 26
2214 AUFLAUEN VON ZEIEN ..ot et e e 26
2.2.1.5  KIONOGENMITAISASSAY ...uvvveeeiiieeiaitiiiiitaaa e e aaitttteeeaa e s e s aabbeeeeaaeesaaaanbeeeeaaeeeaasnbnbbsseeeaaesaannne 27
2.2.1.6  ProliferatiOnNSaSSAY ........cetitaaaiiiiitiiiiaaaaeaiiiitieee e e e e e s st aaeeeaa e e s e aaaabeeeeaaeeeaaababbeeeaaaaeaaanne 27
2.2.1.6.1 EdU ZellproliferatioNSASSAY ........ueeeeieeaiiiiiiiieiiaaae e ittt e e e e e satebee e e e e e s saibereeeeaaaae s 27
2.2.1.6.2 Manuelle ZellzahlbeStiMMUNG .......ccoiiiiiiiiiii e 28
2.2.1.6.3 Zellfarbung mittel KristallVIOIEtt ..........cooiiiiiiiiie e 28

2.2.1.7  Differenzierung von Glioblastomstammzellen............ccccceeeiiiiiceec e 29
2.2.1.8  MiIQraliONSASSAY.......cuvrreerieeeeiiittteeeteeesesisitseeeeraeesssassteeereeeeesaaasreeereeeessansnsrenreeeeesannnes 29

A N I =T (=3 o 1T 0 0= o (=SSOSR 31



INHALTSVERZEICHNIS

2.2.2  MolekularbiologisChe MethOUEN..........cciiiiiiiiiiiii e 32
2.2.2.1  RNA-ISOIAtiON @QUS ZEIIEN ......oiiiiiiiie it 32
2.2.2.2  Konzentrationsbestimmung von NUKIEINSAUreN ...........ccccceevviiiiiiieee e 32
2.2.2.3  ReVverse TranSKIPON .......iioi e e s e e e e e s ar e e e e e s aennes 32
2.2.2.4  Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) ........ccccccoiniiiiiiinenniinnns 33
2.2.2.5  MiIKIOArray-ANAIYSEN. .......ooi it e e e e e ettt e e e e e e s rnn e aeeaaeeaaannes 35

2.2.2.5.1 BioinformatiSChe AUSWEITUNG ......eeiiiiiaiiiiiiieiiee e e et e et e e e e e eeaaeae s 36
2.2.2.51.1  NOIMANSIEIUNG......uteiiiiieeiiiite e e e e e e e et e e e e e e e aanbnbeeeaaaaaeas 36
2.2.2.5.1.2  ClIUSEEI-ANGIYSE ....oviiiiiee ittt e e e e e e s e e e e e s st raaaae e 37
2.2.2.5.1.3 Berechnung differenziell regulierter GEne..........ccccuvveveeeei i 37
2.2.2.5.1.4 Biostatistische Klassifizierung der Mikroarray Daten ...........ccccccevevcvvveenenennn. 38

2.2.2.6  Lentivirale TranSAUKLON ........cociiiiiieiie e 39

2.2.2.6.1 Herstellung von lentiviralen Partikeln ..., 40
2.2.2.6.1.1 Plasmidisolation aus E.coli und Qualitatskontrolle......................................... 40
2.2.2.6.1.2 Kotransfektion von HEK293T-Zellen ..........ccociiiiiiiiiiiiieic e 40
2.2.2.6.1.3 Gewinnung von lentiviralen UDerstanden............cocevveeeveeieeeeeen e e 41

2.2.2.6.2 Bestimmung deS VIFUSHILEIS ........uuiiiiieeiiiiiieiiee ettt e e e s e e e e e e snnrnrn e e e e e e e 41

2.2.2.6.3 Lentivirale Transduktion von G55T2 und GS-Zellen..........ccccocvevvviiiec e, 42

2.2.2.7  Testung lentiviral transduzierter Zellen auf Produktion infektidser Partikel ................ 42

2.2.3 Proteinbiochemische MethOden...........c.oviiiiiiiiii e 43
2.2.3.1  ProteinISOIALION ....cciiiiii ettt 43
2.2.3.2  SDS-Plyacrylamidgel Elektrophorese (PAGE)........cc.uueiiiioiiiiiiiiiee e 43
2.2.33 Immunoblotting (WeStern BlOt) ...........eeiiiiiiiie e 43
2.2.3.4  Entfernung gebundener AntikSrper (StriPPEN) ......cccvvieeieee e s e e e 44

2.2.4  DurchflusszytometriSChe ANAIYSEN ........ccoiiiiiiiiiie e e e e 45
2.2.4.1  Analyse der Expression von Stammzellmarker und weiteren intrazellulare Targets .. 45
2.2.4.2  ANNEXIN V APOPLOSE-ASSAY ......uvuriiiieeeeeiiiitteeetaeessssittarreeeeesassstereeesesssasssnreerraseessannnes 46

2.2.5 HistologiSChe MEtNOUEN .......cocoi i e e e e e eas 47
2.2.5.1  Histologische UNtersSUChUNGEN...........ooiiiiiiiiiiie e a e e e 47
2252 Immunhistologische FArDUNGEN ..........eiiiii e 48
2.2.5.3  TisSUE MICrOArray (TIMA) ..ottt e e e e e e et e e e e e e e e e snnnbeeeeeaaeeaaannes 49

2.2.6  Weitere ONlINE TOOIS.....cioiiiiiiiiireie sttt e et eessne e s nre e e nnnee e 50

2.2.7 Massenspektrometrische FIUX ANAIYSEN ........uvuiiiiiiiiiiiiieee e 50

2.2.8  AUSWETUNG UNA SEAtISTIK......eiieeiiiiiiiiiiee s r e e e e e r e e e e e e snnreeaees 52

3 ERGEBNISSE ... ..o s 53
3.1 Charakterisierung normoxischer und hypoxischer Glio blastomstammzelllinien............... 53

0 I A 1Y o o] 0 To ] (0T 1 =P PP 53

3.1.2  WachStumsVErhalten iN VIVO ........ccooiiieiiiiiieeesiie s 54

3.1.3  Wachstumsverhalten iN VItrO ..........eeeiiiiiiieiiiiee ettt 56

1 0 I A 4 [0 T To 1= ] = PSSO 56



INHALTSVERZEICHNIS

3.1.5 Expression von StammzellmMarkern ...........ccccuiiiiire oo e e 57
3.1.6  DifferenzierDarkeit...........oooviiiiiiii e 59
3.2 GENEXPreSSIONSANAIYSEIN .....uuiiiiiii i iiiiiiits oottt e e e e e ettt e e e e e e e s aab et e e e e e e e e e e nneaaeeeaeeeeaannreneeeas 61
3.2.1 Mikroarray-Analyse und bioinformatische AUSWEIUNG........cccoviiiiiiiiieee e 61
3.2.2 Validierung der Genexpressionsdaten aus den Mikroarray-Analysen...........cccccceeeeviinnnenn. 68

3.3 Untersuchungen des metabolischen Flusses unter norm oxischen und hypoxischen

7= 11T 0T a1 o TSR 73

3.4 Expressionsanalysen in Glioblastomgewebe ........... oo 75
3.4.1  In Silico GeNeXPreSSIONSANAIYSE ... ...uiiiiiaiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e e anneneeeas 75
3.4.2 Expressionsanalyse mittels Gewebe-MiKroarray ...........cccccveeeiiiiiieiiee e 77
3.4.3 Expressionsanalyse in Glioblastomgewebe............cooviiiiiiiie i 78
3.5 Funktionelle Analysen der GS-ZellliNIeNn .......cccc. oeiiii i 80
3.5.1 Untersuchung der Proliferation unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen......... 80
3.5.2 Untersuchung der Migration unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen ............. 82
3.5.3 Untersuchung der Apoptose unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen............. 83
3.6 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP ..... i 84
3.6.1 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP mittels shRNA-vermittelter
Herunterregulation von ALDOC UNA GBPD .........ccuviiiiieee et e ettt e e e e saaeeeaaa e 84

3.6.1.1 Validierung der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD........ 85
3.6.1.2  Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf

i€ ProlIfEration .......ooi ittt e et e e e e et e e e e e an 88

3.6.1.3  Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf

(o TS 1o =1 (o o H PP 89

3.6.1.4  Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf
das Wachstumsverhalten in ViV ... 92

3.6.1.5 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf

(o 1= 1[0 o To =1 1 = | SRR 94

3.6.1.6  Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf

die DIfferenzierDarkeit...........ooi i 95

3.6.2 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP mittels Inhibitoren................c.cccooineen. 96

3.6.2.1  Einfluss der Inhibition der Glykolyse und des PPP auf die Proliferation ..................... 97

3.6.2.2  Einfluss der Inhibition der Glykolyse und des PPP auf die Migration ......................... 98

4 DISKUSSION. ...ttt ettt ettt ettt e bt e et et e s sttt e ebb e e abbe e sabbe e anbeeabeeesbbeesnbeeesabeaa 101
4.1 Charakterisierung normoxischer und hypoxischer Glio blastomstammezelllinien............. 101

I T Y/ o 5 o] o] (oo 1= O SEER 101

4.1.2 Expression von StammzellMarkern ..........oooi it e e e e e e 102



INHALTSVERZEICHNIS

4.1.3  WachsStumSVErhalten iN VIVO ..........oueiiiiiiiiiiiiiiieieieieee et ee e ee e eeee e e e e eeeeeeseeeeeeeseeeseeeeeeeees 102
4.1.4 WachstumsVerhalten iN VItrO ..........ceviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee et ee e e e e e e e e eeeeeeeeeeseeeeeeeees 103
T o] T Yo 1T a1 - | SO PEPRR 103
4.1.6  DifferenzierDarkeit .........c..eeiiiiiiie s 104
4.2 GENEXPreSSIONSANAIYSEN .. ..o iviiiiieeei e i eeeeeisittereerae et s s s e e e eeeesaaarbaarraaeeeeaaanrraaraaaeesaannne 105
4.3 Validierung der Genexpressionsdaten aus den Mikroar — ray-AnalySen...........cccccvveveeeeennns 108
4.4 Untersuchungen des metabolischen Flusses unter norm oxischen und hypoxischen

4.5

4.6

4.7

[ T=T o 11T 0T g 1T o TSR 109
Expressionsanalysen in Glioblastomgewebe ........... oo 110
Funktionelle Analysen der GS-ZellliNIENn ........cc.. oo 112

Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP mitt els shRNA-vermittelter
Herunterregulation von ALDOC UN GBPD ........ccccc. oottt 115

4.7.1 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf die

g C0] 11 (= =11 (0] [T 115

4.7.2 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf die

YT = 1 1o o SRS 116

4.7.3 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf das

TUMOIWACNSIUIM TN VIVO ...ttt ettt e et e e e e e e e e st e e e st e e e e st e e s saaaeeeerasans 119

4.7.4  Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf die

[ ol leTo =T o1 -\ SO RR PP PRRRT 120
4.7.5 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf die
DIfferenZIErDAIKEIL. ... .. e e e e e e e e e e e e e e eee s 121

4.8 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP mitt  els Stoffwechselinhibitoren......... 122
4.8.1 Einfluss der Inhibitoren auf die Proliferation ............ccccocvoieiiiii i, 122
4.8.2 Einfluss der Inhibitoren auf die Migration..............eevveeiiiiiiiiiie e 123
e T A U1 o] [ Tod QPR 125
I A\ N[ 1Y N SRRt 127
S0 A ¥ 7= 10 0 0 =T = TS U ] o S 127
B2 SUMIMIAIY e s 129
5.3 Material und Methoden — ErganZUNGEN -.....ccccccies weveeiiiieiieie e e e e s ssteane e e e e e s s snnreaeeeae e e e s s snnnnnees 131
TR I A O ¢ =1 4 1126 1= o B PP PPPPPR 131
5.4 Ergebnisse der bioinformatischen Mikroarray-Auswert UNQG ceeiieeeeeiiiiie e e e e e e 133



INHALTSVERZEICHNIS

5.5  PUDBIKAtONSVEIZEICHNIS . .coveeie e et e e e et e e e e e e st e e e e aa s e e seaaeeaees 146
5.6 ABKUIZUNGSVEIZEICNNIS .. ..t ies ettt e e et e e e e e e e s e e e e e e e e e e annneeeeeas 147
I A 1 (Y =N U | VL] A=Y (o] 41 TSN 150

DANKSAGUNG ...ttt et ettt e e e e e e e et e e e s e s b e et e e ee e e s s s s r e e e e e e e e sarnreeeraeene s 162



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Gliome

Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) geh6ren mit weltweit ca. 240.000
Neuerkrankungen pro Jahr zu den seltenen onkologischen Erkrankungen®. In Deutschland
liegt die Inzidenzrate fur ZNS-Tumore insgesamt bei 5,3 pro 100.000 Einwohnern, wobei
Méanner mit 6,0 haufiger an Hirntumoren erkranken als Frauen mit 4,5 pro 100.000
Einwohnern'. Etwa die Halfte dieser Neuerkrankungen sind primére Hirntumore. Darunter
versteht man alle gut- und bésartigen Neoplasien, die von Zellen des Gehirns, der Meningen,
oder der Sellaregion ausgehen®. Demgegeniiber stehen sekundére Hirntumore, bei denen
es sich um Metastasen anderer Tumoren (z.B. Mammakarzinom) handelt, die sich im Hirn
manifestieren®.

Zu den primaren Hirntumoren gehdren neben lUberwiegend gutartigen Tumoren wie dem
Meningeom und dem Hypophysenadenom auch maligne Tumore. Gliome sind die haufigsten
malignen Tumore des zentralen Nervensystems bei Erwachsenen und machen rund 33%
aller hirneigenen Neoplasien aus® (Abbildung 1, rétliche Felder). Aufgrund ihrer
morphologischen, histologischen und immunhistologischen Ahnlichkeit zu Gliazellen werden
Gliome entsprechend der Gliazelltypen in die Tumorfamilien der Astrozytome,
Oligodendrogliome und Ependymome eingeteilt’, wobei auch Mischformen wie

Oligoastrozytome und glioneuronale Tumore existieren.

Kraniopharyngeom
MNerenscheiden-

1%
tumore : /_Andoere Gliokblastome
2% 12% 17%

Anaplastische
Lymg;ume Astrozytome

2%

Diffuse
Astrozytome
1%
Filozytische
Astrorytome
2%

Hypophysentumore
12%

Alle anderen
Astrozytome
3%

Weningearn
d3%

Cligodendrogliome

0
Alle anderen Gliome 2

Jo, Ependyrmaome

2%

Abbildung 1: Histologische Verteilung aller primaren Tumoren des ZNS (N=98.990). In rot sind alle
Tumoren dargestellt, die der Tumorentitat der Gliome zugeordnet werden. Die blauen Felder stellen
alle Tumore dar, die nicht zu den Gliomen gezéhlt werden. Abbildung modifiziert nach CBTRUS
Statistical Report 2004-2005°
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Zum Zweck der Klassifizierung der Gliome hat die Weltgesundheitsorganisation (WHO) seit
dem Jahr 1979 histologischen Merkmalen Malignitatsgrade zugeordnet’. Anhand der
Merkmale, wie erhohter Zelldichte, Pleomorphie (z.B. nukleére Atypie), der Ausbildung von
TumorgefalRen (Angiogenese), dem Vorhandensein von Nekrosen und dem Grad der
Differenzierung, d.h. der morphologischen Ahnlichkeit zu den differenzierten, glialen
sursprungszellen®, werden Gliome seither nach der WHO-Klassifizierung den
Malignitatsgraden | bis |V zugeordnet, wobei die Differenzierung zwischen den
unterschiedlichen Graden und Entitten mit der Zeit immer weiter verfeinert wurde’. Maligne
Gliome konnen entweder de novo entstehen, d.h. spontan ohne klinische Vorgeschichte,
oder aus einem vormals niedrig gradigeren Tumor als Rezidiv mit einem hoheren
Malignitatsgrad (WHO-Grad) hervorgehen, was als Progression bezeichnet wird?®.

Eine Ubersicht tiber die WHO-Klassifizierung der Gliome ist in Tabelle 1 zusammengestellt.

_ _ 5-Jahres
Histologische WHO- ) .
Tumortyp - Inzidenz | Uberlebens-
Klassifizierung Grad
rate
Pilozytisches | 94.1%
Astrozytom
Diffuses Astrozytom Il 20-30% 47,1%
Astrozytome -
Anaplastisches " 25 9
Astrozytom =70
Glioblastom v 50% 4,7%
Gliome N O':god:and.roghllom Il oot 79,1%
odendrogliome -
ig gli naplastisches " 0 49,4%

Oligodendrogliom
Oligoastrozytom Il
Oligoastrozytome Anaplastisches 3-4% 58,7%*
Oligoastrozytom
Myxopapillares

*%*
Ependymom ! KA
Subependymom I 73,2%
Ependymome 2-6%
pendy Ependymom Il ° 68,1%
Anaplastisches " 54,3%
Ependymom

Tabelle 1: WHO-Klassifizierung, Inzidenz und 5-Jahres Uberlebensrate bei malignen Hirntumoren. * in
der Literatur sind keine getrennten Angaben fir die beiden WHO Grade verfugbar. ** 5-Jahres
Uberlebensrate liegt nach vollstandiger Resektion bei 100%, wird in der Literatur allerdings nicht
separat aufgefuihrt. Tabelle modifiziert nach Westphal und Hermann (1999), Radner H. et al. (2002),
Surawicz et al. (1998) und Dolecek et al. (2012) ***,

Ependymome sind mit einer Inzidenz von 2-6% eine seltene Form des Glioms. Diese
zumeist im Kindesalter oder bei jungen Erwachsenen auftretenden Tumore sind bei Kindern
hauptséchlich infratentoriell am vierten Ventrikel und supratentoriell, oft in der
periventrikularen weiRen Substanz, lokalisiert, wohingegen sie bei Erwachsenen zu uUber

60% im Rickenmark auftreten'?. Wahrend myxopapillare Ependymome nach vollstandiger
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Resektion als geheilt gelten, variiert die Prognose fur die anderen Ependymomklassen in
Abhangigkeit von der Lokalisation, des Patientenalters und der Vollstindigkeit der
Tumorresektion®?,

Weitere 3-4% der Gliome sind Oligodendrogliome, relativ gut differenzierte aber diffus
infiltrierende Tumore, die hauptsachlich bei Erwachsenen im mittleren Lebensalter (35 bis 50
Jahre) auftreten und zumeist in den zerebralen Hemispharen lokalisiert sind.
Oligodendrogliome konnen als Tumor des WHO-GradeslIl mit einer medianen
Uberlebensrate von ca. 11 Jahren™, oder als anaplastische Oligodendrogliome mit dem
WHO-Grad lll auftreten. Die mediane Uberlebensrate des anaplastischen Oligodendroglioms
liegt bei ca. 5 Jahren.

Einen etwa gleich grof3en Anteil an den Gliomen machen Mischgliome aus, die sowohl
Zellen aufweisen, die Oligodendrogliomen &hneln, als auch Astrozytom-ahnliche Zellen
enthalten™. Diese Mischgliome werden nach der WHO-Klassifizierung in Oligoastrozytome
(WHO-Grad Il) und anaplastische Oligoastrozytome (WHO-Grad Ill) eingeteilt, wobei eine
exakte Klassifizierung aufgrund eines fehlenden eindeutigen Markers schwierig ist.

Den groéRten Teil der Gliome stellt mit ca. 80% die Tumorentitdt der Astrozytome dar
(Abbildung 1, dunkel- bis mittelrote Felder). Zu der Gruppe der Astrozytome gehort neben
Neoplasien der WHO-Grade | bis Ill auch das einzige Gliom, das dem héchsten
Malignitatsgrad WHO IV zugeordnet ist, das Glioblastom.

Astrozytome des WHO-Grades | werden als pilozytische Astrozytome bezeichnet. Diese
langsam und zumeist scharf begrenzt wachsenden Tumore treten vor allem bei Kindern und
Jugendlichen auf und sind zu 85% im Kleinhirn lokalisiert. Aufgrund ihres
Wachstumsverhaltens ist eine vollstdndige chirurgische Entfernung meist mdglich, die
Erkrankung zumeist heilbar und die Prognose mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate
von 94,1% giinstig®.

Astrozytome des WHO-Grads Il werden als diffuse Astrozytome bezeichnet. Hierbei handelt
es sich um gut differenzierte, langsam wachsende Gliome, die allerdings im Gegensatz zum
pilozytischen Astrozytom eine diffuse Infiltration des angrenzenden Gewebes aufweisen.
Diese Neoplasien sind typischerweise in den GroRhirnhemisphéren lokalisiert und treten
hauptséchlich bei jungen Erwachsenen (30 bis 40 Jahre) auf. Aufgrund des invasiven
Wachstums ist eine vollstandige Resektion nicht mdglich, so dass es in der Regel zur
Bildung eines Rezidivs oft mit der Auspragung eines hdheren Malignitatsgrads kommt. Die
Progressionsdauer eines diffusen Astrozytoms zum anaplastischen Astrozytom (WHO-
Grad Ill) bis hin zum Glioblastom (WHO-Grad IV), den beiden sogenannten hochgradigen
Gliomen, liegt im Mittel bei 5 Jahren. Die mittlere 5-Jahres Uberlebensrate betragt 48,8%°.
Astrozytome des WHO-Grades Ill, auch anaplastische Astrozytome genannt, zeichnen sich

ebenfalls durch eine diffuse Infiltration aus, zeigen zudem eine erhohte Zelldichte, eine



Einleitung 4

verstarkte zelluldre und nukledre Atypie sowie eine erhdhte mitotische Aktivitat®.
Astrozytome des WHO-Grades Il treten zumeist im Alter zwischen 35 und 45 Jahren auf und
sind, wie diffuse Astrozytome, in den Grol3hirnhemispharen lokalisiert. Eine vollstédndige
Resektion ist auch in diesem Fall nicht méglich, so dass es zur Rezidivierung kommt, oft in
Form eines Glioblastoms. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei anaplastischen
Astrozytomen bei 31%.

Das Glioblastom (WHO-Grad 1V) ist die aggressivste Form des Glioms®. Die zumeist &lteren
Erkrankten (> 50 Jahre) haben eine mittlere Lebenserwartung von nur etwa 12 Monaten

17,18

nach Diagnosestellung™™. Der nachfolgende Abschnitt soll ndher auf das Glioblastom

eingehen, da dies im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht.

1.1.1 Das Glioblastom (Glioblastoma multiforme)

Das Glioblastom ist die maligneste Neoplasie glialer Morphologie und zugleich eine der
aggressivsten Tumorentitidten Uberhaupt™’. Diese Tumore des WHO-Grades IV machen
etwa 20% aller intrakraniellen Tumore und sogar iiber 50% aller Gliome aus™?. Jahrlich
werden 3 bis 5 Félle pro 100.000 Personen diagnostiziert™®.

Obwohl in den letzten Dekaden grofRe Fortschritte sowohl in der Neurochirurgie als auch in
der klinischen Neuroonkologie gemacht wurden, hat sich die schlechte Prognose von
Glioblastompatienten kaum verbessert. So liegt die durchschnittliche 1-Jahres-
Uberlebensrate bei 17,7%%, wobei die Prognose fiir dltere Patienten schlechter ist als fiir
unter 50-jahrige Erkrankte®”?*. Glioblastome sind histologisch charakterisiert durch eine sehr
hohe Zelldichte, eine hohe mitotische Aktivitat, Pleomorphien, eine diffuse Infiltration des

>26 ynd die Bildung von Nekrosen?’.

Gewebes, das Vorhandensein von Gefal3proliferaten
In Glioblastomen kann zwischen zwei Arten von Nekrosen unterschieden werden. So treten
neben grolRen landkartenartigen Nekrosen, die bis zu 80% der Gesamttumormasse
ausmachen konnen, vor allem kleine, unregelmafig geformte Nekrosen mit der Auspragung
von pseudopalisadenférmigen Randwallen auf?®. Glioblastome sind in den meisten Féllen im
frontotemporalen Bereich des GroR3hirns lokalisiert. Aufgrund ihres diffusen, extrem
schnellen Wachstums und der schnellen Ausbreitung, sogar typischerweise bis in die
kontralateralen Areale des Gehirns, ist eine vollstidndige Resektion nicht méglich.

Die Mehrzahl (> 80%) der Glioblastome entsteht sehr schnell ohne das Auftreten von
klinischen, radiologischen oder morphologischen Anzeichen eines vorangegangenen
niedriggradigeren Glioms>**. Diese de novo entstehenden Tumore, die im Regelfall ab der
5. Lebensdekade und mit einer etwas hoheren Wahrscheinlichkeit bei Mannern auftreten®,
werden als primére Glioblastome bezeichnet®. Als sekundare Glioblastome bezeichnet man
Tumore, die aus der malignen Progression eines diffusen Astrozytoms (WHO-Grad Il) oder

21,33

anaplastischen Astrozytoms (WHO-Grad Ill)  hervorgehen“*°. Sekundare Glioblastome
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treten im Unterschied zu primaren Glioblastomen zumeist bei jingeren Patienten auf (< 45
Jahre)>?*%%  Obwohl es sich bei diesen Glioblastomsubtypen um zwei pathobiologisch
unterschiedliche Entitéaten handelt, die Patienten unterschiedlichen Alters betreffen, sich tber
genetische Mutationen in verschiedenen Signalwegen entwickeln und verschiedene RNA-
und Proteinexpressionsprofile zeigen, sind sie sowohl histomorphologisch als auch
hinsichtlich der Prognose nicht unterscheidbar®**. Allerdings ist eine Differenzierung auf
molekularpathologischer Basis moglich. Diese wird im folgenden Abschnitt beschrieben.

1.1.2 Molekularpathologie bei Glioblastomen

Die ursachlichen Prozesse fir die Entstehung von Glioblastomen sind bislang nicht genau
bekannt. Allerdings konnten eine Reihe von molekularpathologischen Veranderungen
identifiziert werden, deren Haufigkeitsverteilung zwischen primaren und sekundaren
Glioblastomen sehr verschieden ist und die offensichtlich kausal mit der Entstehung dieser

35-37

Tumorentitdten im Zusammenhang stehen (Abbildung 2). Darunter sind vor allem

Mutationen in Signalwegen reprasentiert, die in die Regulation des Zellzyklus und der
Apoptose eingreifen Dazu zadhlen beispielsweise der EGFR/PTEN/PI3K-, der
TP53/MDM2/p14°%- und der P16™***/CDK4/RB1-Signalweg sowie Mutationen des IDH1-

Gens.
EGFR
Amplifikation/Uberexpression (45%) . .
EGFR viil Mutation (26%) Ursprungszelle mit IDH1-Mutation (>80%)
PTEN
Mutation (32%) PDGFR-A

Uberexpression (60%) Loss 1p/19q (>75%) |
LOH 10p und 10q ( 70%)

TP53
p16NKda Mutation (>65%)
Deletion (36%)

Diffuses Astrozytom ; ;

RB1 Oligodendrogliom
Mutation/Hypermethylierung (50%) g g

MDM2

Amplifikation (< 15%) Eﬁ:alion/Hypermelhylierung (40%) r'\?/lﬁtlation/
Ub ion (50% >
erexpression (50%) Hypermethylierung (40%)
P53 LOH 19q (40%)
Mutation (<10%)

Anaplastisches Astrozytom Anaplastisches
WHO-Grad Ill Oligodendrogliom

EGFR Amplifikation (<10%)

20,38,39

LOH 10q (>60%)

PTEN Mutation (4%)

p16'Nk4a Deletion (4%)

Sekundares Glioblastom
WHO-Grad IV

Abbildung 2: Molekularpathologische Veranderungen in astrozytaren und oligodendroglialen Gliomen.
Abbildung modifiziert nach Ohgaki et al. Cancer Science 2009**
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Ausgehend von einer Ursprungszelle fuahrt die Akkumulation von verschiedenen
molekularpathologischen Veréanderungen, wie in Abbildung 2 schematisch dargestellt, zur
Entstehung von primaren Glioblastomen, Astrozytomen, die sich bei Rezidivierung bis hin
zum sekundéren Glioblastom entwickeln kbnnen, oder Oligodendrogliomen.

In primaren Glioblastomen ist eine der haufigsten genetische Veranderung mit ca. 45% die
EGFR-Uberexpression (in sekundaren Glioblastomen nur < 10%), die gewohnlich mit einer
Genamplifikation einhergeht®*>~*?, Die EGFR-Genamplifikation ist in etwa 50% der Félle mit
einer Mutation im Bereich der extrazellularen Doméane assoziiert, von denen die Haufigste
die konstitutiv-aktivierende EGFR-vIII Mutation ist********_ Mutationen im EGFR-Gen tragen
Uber die Aktivierung des nachgeschalteten PI3K/AKT-Signalweg zur Erh6hung der
Proliferation, zur Induktion der Angiogenese und der Migration sowie zur Inhibition der
Apoptose bei®*™!,

In ca. 32% der primaren Glioblastome, aber nur 4% der sekundaren Glioblastome, ist zudem

5254 \welche in einer verstarkten

eine Mutation des Tumorsuppressors PTEN zu finden
Signaltransduktion iber den EFGR/PI3K/AKT-Signalweg resultiert™.

Mit einer Haufigkeit von 70% tritt in primaren Glioblastomen zudem der Verlust von DNA-
Bereichen des Chromosoms 10 (loss of heterozygosity 10, LOH 10) auf. Betroffene Foci sind
vor allem 10p14-15, 10923-24 und 10g25. Es wird vermutet, dass diese Bereiche neben dem
PTEN-Gen weitere bislang unbekannte Tumorsuppressorgenen kodieren, deren Deletion zur
Pathogenese beitragt®™=°°—°,

Veranderungen im Zellzyklus-kontrollierenden P16™**/RB1-Signalweg, die zumeist auf

6INK4a

homozygote Deletion von pl oder den vollstindige Verlust des RB1-Gens

zurickzufuhren sind, kommen sowohl in primaren als auch in sekundaren Glioblastomen vor.

Dabei tritt die homozygote Deletion von p16™

wesentlich h&aufiger in primaren
Glioblastomen auf (36% gegeniiber 4% in sekundaren Glioblastomen)®®®'. Mutationen oder
eine Hypermethylierung des RB1-Gens werden in 50% der primaren, aber auch zu etwa
40% in sekundaren Glioblastomen beobachtet®.

Eine eher seltene molekularpathologische Veradnderung, die vor allem in priméren
Glioblastomen vorkommt, ist die Uberexpression (ca. 50%) und Amplifikation (< 15%) von
MDM2 (Mouse Double Minute 2), einem negativen Regulator von p53°°6%3,

Eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53, welches flr das Zellzykluskontrollprotein

3184 ist aber eine

p53 kodiert, tritt dagegen nur zu <10% in priméaren Glioblastomen au
haufige genetische Veranderung in sekundaren Glioblastomen.

Die haufigste genetische Verdnderung in sekundaren Glioblastomen, aber auch in diffusen
und anaplastischen Astrozytomen sowie Oligodendrogliomen ist mit einer Haufigkeit von
Uber 80% die somatische IDH1 (Isocitratdehydrogenase 1)-Mutation®*®>®. Diese Mutation

kommt hingegen fast nicht in primaren Glioblastomen vor®. Dies deutet darauf hin, dass
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Oligodendrogliome, niedrigradige Astrozytome (WHO-Grad Il und I1ll) und folglich auch
sekundéare Glioblastome vermutlich aus der gleichen IDH1-mutierten Ursprungszelle
hervorgehen®, nachfolgende mutagene Ereignisse allerdings die weitere Richtung der
malignen Transformation bestimmen. So fiihrt eine Mutation des TP53-Gens zur Entstehung
eines diffusen Astrozytoms mit einer moglicher Progression zum sekundaren Glioblastom
(Haufigkeit: 65%)***, wohingegen ein Verlust von DNA-Bereichen des Chromosoms 1 und
19 (LOH 1p/19q) zu Entstehung eines Oligodendroglioms fulhrt (Haufigkeit: Gber 70%)%"~"°.

1.1.3 Therapieoptionen bei Glioblastomen

Obwohl Glioblastome eine eher seltene onkologische Erkrankung darstellen, sind sie
aufgrund ihrer Lokalisation im Gehirn, ihres invasiven Wachstumsverhaltens und ihrer
extrem schlechten Prognose eine der am meisten gefiirchteten Krebsformen®, die bislang
ausschlieBlich palliativ behandelt werden kénnen®. Als Standardtherapie wird seit ca. 10
Jahren zunéachst eine mdglichst vollstandige Tumorresektion durchgefihrt. AnschlieRend
findet eine Kombination aus Strahlen- und adjuvanter Chemotherapie statt.

Zum Einsatz kommen dabei DNA-alkylierende Substanzen wie Temozolomid (TMZ,
Temodal) oder Nitrosoharnstoffderivate wie ACNU (Nimustin), BCNU (Carmustin) oder
CCNU (Lomustin)"*="®. Durch die Ubertragung von Alkylgruppen auf die DNA-Basen wird die
DNA beschadigt und Apoptose in den betroffenen Zellen induziert®.

Der therapeutische Erfolg mit diesen Substanzen ist allerdings gering. Beispielsweise flhrt
die Behandlung mit TMZ lediglich zur einer 2,5-monatigen Verlangerung des Uberlebens
gegeniiber einer ausschlieRlichen Radiotherapie®. Grund fiir den geringen therapeutischen
Erfolg ist haufig das Auftreten von Resistenzen gegeniiber den verabreichten Zytostatika®.
Zudem ist bei der Behandlung mit TMZ mit einem unterschiedlichen Ansprechen der
Patienten zu rechnen. Als ein méglicher Grund ist die unterschiedliche Expression des DNA-
Reparaturproteins O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) zu nennen. MGMT
entfernt TMZ-induzierte Alkylierung an der Position O° des Guanins und neutralisiert dadurch
den cyotoxischen Effekt’*”"’. Die MGMT-Expression wird zum einen durch den Grad der
Methylierung des MGMT-Promoters moduliert. Je hdher der Methylierungsgrad ist, desto
geringer ist die MGMT-Expression. Patienten, die eine Hypermethylierung des MGMT-
Promoters aufweisen, zeigen ein besseres Ansprechen auf die Therapie mit TMZ°. Zum
anderen sprechen auch Patienten mit LOH 10g, dem Chromosombereich, auf dem das
MGMT-Gen lokalisiert ist, mit 19.5 Monaten besser auf die Behandlung mit TMZ an als
Patienten ohne diesen Allelverlust mit 9,3 Monaten’®.

Ein anderes Beispiel fur eine Therapieresistenz ist das geringe Ansprechen von Patienten
auf EGFR—-Inhibitoren (10-20%)*. Grund hierfiir kénnte der Funktionsverlust von PTEN sein,
der zu einer Fehlregulation der PI3K/AKT-Signalkaskade fiihrt.
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Seit ca. 10 Jahren ist bekannt, dass Glioblastome — wie andere Tumorentitdten auch - eine
Subpopulation von sogenannten Tumorstammzellen enthalten’. Hierbei handelt es sich um
Tumorzellen, die Uber Stammzelleigenschaften verfigen und zudem eine hohe Radio- und
Chemoresistenz aufweisen. Aufgrund dessen wird vermutet, dass diese Zellen nach der
Resektion und der Radio- und Chemotherapie die Rezidivbildung induzieren. Eine
Eliminierung dieser Zellen muss folglich ein weiteres Ziel fir eine erfolgreiche Behandlung
sein. Da sich die vorliegende Arbeit mit Tumorstammzellen aus dem Glioblastom befasst,

soll in den nachfolgenden Kapiteln naher auf deren Eigenschaften eingegangen werden.

1.2 Stammzellen

Unter Stammzellen versteht man Zellen, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Differenzierung zu spezialisierten, reiferen Zellen des Organismus besitzen und an der
Spitze der zellularen Hierarchie stehen®*®!. Als Fahigkeit zur Selbsterneuerung wird die
Entstehung identischer Tochterzellen durch symmetrische oder asymmetrische Zellteilung
bezeichnet®>. Im Gegensatz zur symmetrischen Teilung, bei der zwei identische
Tochterzellen gebildet werden, die zur Expansion der Stammzellpopulation fiihren, geht aus
der asymmetrischen Teilung eine identische Tochterzelle und eine differenziertere
Vorlauferzelle mit einer limitierten Differenzierungs- und Proliferationskapazitat hervor®.
Sowohl Zellinteraktionen als auch auto- und parakrine Stimulation durch Wachstumsfaktoren
regulieren das Gleichgewicht zwischen symmetrischer und asymmetrischer Teilung und
damit das Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung®2#+%°,

Anhand ihres Differenzierungspotentials kénnen Stammzellen in totipotente, pluripotente,
multipotente, oligopotente und unipotente Stammzellen klassifiziert werden®® (Abbildung 3).
Die Stammzelle mit dem grof3ten Differenzierungspotential ist die Zygote bzw. die
beginnende segmentierte Zygote, welche als totipotent bezeichnet wird®. Sie ist in der Lage,
alle Zelltypen des Embryos und den Trophoblast zu bilden.

Als pluripotente Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die in der Lage sind alle Zelltypen
der drei Keimblatter, Entoderm, Ektoderm, Mesoderm, zu bilden, nicht aber den Trophoblast.
Somit sind sie nicht in der Lage, einen vollstidndigen Organismus zu generieren®’. Dazu
gehdren unter anderem die Zellen aus dem Embryoblast einer Blastozyste, sogenannte
embryonale Stammzellen (ES)®.

Stammzellen, deren Differenzierungskapazitat weiter verringert ist, werden als multipotente
Stammzellen bezeichnet. Diese Zellen sind in ihrem Differenzierungspotential auf Zellen
ihres Keimblatts beschrankt und werden daher als mesodermale, ektodermale oder
endodermale Stammzellen betitelt. Zu diesen als adulte Stammzellen bezeichneten Zellen

gehoren beispielsweise hdmatopoetische oder neurale Stammzellen.
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Stammzellen, die in ihrer Differenzierungskapazitat auf Zellen eines bestimmten Gewebes
beschrénkt sind, werden entsprechend der Anzahl an Zelltypen, die sie bilden kénnen, als
oligopotente, tri-, bi- oder unipotente Stammzellen, sogenannte Vorlauferzellen oder
Progenitorzellen, bezeichnet®™. Diese sehr beschrankt differenzierbaren Zellen mit einem

limitierten Proliferationspotential gehen den endglltig differenzierten, reifen Koérperzellen

Limitiert selbsterneuernd

Tri-, bi-, unipotent

&)
11‘ 2

&
1?7

voraus™.
Potential Zellbezeichnung
Totipotent *
Nicht selbsterneuernd ‘_‘ Zygote, Morula
_ Embryonale Stammzelle
Sellt:i‘::i;?steﬂ nd . ‘:) \7 aus der inneren Zellmasse
der Blastozyste
Pl l’ 2 Y.
A/? N
Multipotent Ektoderm Mesoderm Endoderm
s d Adulte Stammzelle
Selbsterneuern _ 1'9 4 ‘.9 c }5’9
e T - il
11_' 2 ll 2 lf ?
Oligopatent A

Progenitorzelle

Weiter differenzierte
Limitierte Mitoseaktivitat @ & . :
. . ' Progenitorzelle
Nicht funktionell
v A /ﬁ %
f/? ? é ? T 7
Keine Mitoseaktivitat D ® 4
Funktionell hg—-i;‘-r “’a;i’.... Ausdifferenzierte Zelle
| < ;

Abbildung 3: Schematische Darstellung der hierarchischen Klassen der Stammzellen. Die
Eigenschaften (das Potential) der jeweiligen Stammzelle sind links illustriert, beginnend mit der
unreifsten Stammzelle bis zur ausdifferenzierten Korperzelle ganz unten. Die entsprechenden
Zellbezeichnungen sind in der rechten Spalte zu finden. Der kreisférmige Pfeil steht fir die Fahigkeit
der Zelle zur Selbsterneuerung. Die kleinen nach oben gerichteten Pfeile mit den Fragezeichen
deuten die Méglichkeit der Transdifferenzierung und Dedifferenzierung an.

1.2.1 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen sind nahezu in allen Geweben, entweder in einem aktiv proliferierenden
Zustand oder im Ruhezustand zu finden®. lhre Zahl ist allerdings zumeist gering®. Bereits
vor ca. 50 Jahren wurden zum ersten Mal humane adulte Stammzellen isoliert. Hierbei
handelte es sich um hamatopoetische Stammzellen, die von E.D. Thomas isoliert und fur die
Transplantationsmedizin eingesetzt wurden®®. Erst ab dem Jahr 2000 gelang es aus anderen
Geweben, wie dem Zentralennervensystem®, der Skelettmuskulatur®™, dem Pankreas® oder
dem Kolon®” Stammzellen zu isolieren und zu kultivieren.

Adulte Stammzellen bilden die Spitze der Zellhierarchie eines reifen Organismus und kdnnen

aufgrund ihres Differenzierungspotentials spezialisierte Zelltypen eines Gewebes ausbilden,
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um auf diese Weise krankheits- oder verletzungsbedingt beschadigtes Gewebe oder Zellen
eines Organs zu ersetzen® und so das Langzeitiiberleben des Organismus zu sichern®.
Adulte multipotente Stammzellen kénnen anhand ihrer spezifischen Marker voneinander
unterschieden werden. So ist Nestin ein Marker fur ektodermale Stammzellen, Desmin flr
mesodermale Stammzellen und a-Feroprotein fiir endodermale Stammzellen®®. Auch eine
Diskriminierung zwischen oligopotenten Stammzellen eines Gewebes ist anhand von
sogenannten CD-Markern (Cluster of Differentiation) mdglich. Beispielsweise zeigen
hamatopoetische und mesodermale Stammzellen aus dem Knochenmark unterschiedliche
Expressionsmuster fiir CD34, CD43, CD3, CD90 und CD105'%.

Bislang wurde davon ausgegangen, dass es sich bei dem Differenzierungspotential der
Stammzellen um eine ,EinbahnstraRe” handelt, d.h. dass sich Stammzellen und Progenitor-
zellen nur in Richtung einer hoéheren Spezifizierung bzw. verringerten Differenzierungs-
kapazitat entwickeln aber nicht rickwarts einen undifferenzierteren Zustand erreichen
kénnen®. Allerdings zeigten Lagasse et al., dass hamatopoetische Stammzellen nicht-
hamatopoetische Gewebe bilden kénnen'®. Des Weiteren konnten Bjérnson et al. zeigen,
dass injizierte neurale Stammzellen in bestrahlten Mausen zur Bildung von verschiedenen
hamatopoetischen Zellen beitragen'®. Als zugrunde liegender Mechanismus fiir dieses
Phanomen wird die Transdifferenzierung diskutiert, bei der multipotente Stammzellen eines

104105 Aper auch eine

Keimblatts zu Stammzellen eines anderen Keimblatts werden
Dedifferenzierung der Stammzellen ist denkbar. So gelang es Kondo und Raff bereits

vordifferenzierte Oligodendrozyten in neurale und gliale Richtung zu differenzieren'®.

1.2.2 Neurale Stammzellen

Neurale Stammzellen sind sich selbsterneuernde, multipotente Zellen, die kontinuierlich
neuronale und gliale Zellen im Nervensystem generieren kénnen'”’.

Bereits 1983 beschrieben Raff et al. in in vitro Studien am Sehnerv von 7 Tage alten Ratten
die Existenz eines gemeinsamen Progenitors fiir Oligodendrozyten und Astrozyten'®. Im
Jahr 1992 gelang es erstmalig, neurale Stammzellen aus dem basalen Vorderhirn von
adulten Mausen und Mausembryonen zu isolieren und diese in Medium unter Zusatz von
EGF zu kultivieren'®**°. Unter diesen Bedingungen bildeten sich groRe Spharen aus Zellen,
die seither als Neurosphéaren bezeichnet werden. Diese Neurosphéaren zeigten eine hohe
Expression von Nestin, einem Intermediarfilament, dessen Expression zuvor in
Neuroepithelialzellen nachgewiesen wurde. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
diese Zellen proliferative Eigenschaften besitzen, zur Selbsterneuerung beféhigt sind, zu
allen drei Hauptzelltypen des ZNS, den Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten,
differenzieren kdénnen und somit alle Kriterien multipotenter Stammzellen erfillen. In den

nachfolgenden Jahren gelang es, neurale Stammzellen auch aus dem humanen
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Riickenmark zu isolieren'*. Im Jahr 2000 konnten adulte Stammzellen zum ersten Mal direkt
aus frischem humanem Hirngewebe aufgereinigt werden. Hierbei machten sich Uchida et al.
die zelltypspezifisch Expression des Oberflachenantigens CD133, auch Prominin genannt,
auf neuralen Stammzellen zu Nutze, um diese Zellen markervermittelt zu isolieren®*. CD133,
ein 120 kDa Transmembranzelloberflachenprotein, gilt seither als Marker fir humane neurale
Stammzellen®*12113,

All diese Erkenntnisse fuhrten zur Widerlegung der langjdhrigen Annahme, dass im adulten
Gehirn keine Neurogenese stattfindet. Der heutige Stand der Wissenschaft geht von zwei
Neurogenese-aktiven Zonen im adulten Hirn aus, der subventrikularen Zone (SVZ) und der
subgranuldren Zone (SGZ) des lateralen Ventrikels™*°.

Vor einigen Jahren wurde beschrieben, dass Hirntumorzellen diverse Eigenschaften von
neuralen Stammzellen aufweisen®?, weshalb man davon ausgeht, dass das Reservoir an
neuralen Stammzellen in den Neurogenese-aktiven Zonen der zellulare Ursprung von
malignen Gliomen sein kénnte'*’. Dieser Zusammenhang soll im folgenden Kapitel erlautert

werden.

1.2.3 Glioblastomstammzellen

Eine Frage, die intensiv beforscht und diskutiert wird, ist die nach dem zellularen Ursprung
von Gliomen. Vor ca. 10 Jahren wurden Studien vertffentlicht, die postulierten, dass
Hirntumore aus einer Zelle mit Stammzelleigenschaften hervorgehen, die durch ihre
Fahigkeit zur asymmetrischen Teilung eine kleine multipotente Subpopulation von
Tumorzellen hervorbringt, die mafgeblich an dem Erhalt und der Progression des Tumors

beteiligt ist™®*2°

. Im Jahr 2003 gelang es Singh et al. eine Subpopulation von CD133-
positive Zellen aus Medulloblastomen und Glioblastomen zu isolieren und zu zeigen, dass
diese Zellen ein héheres Potential zur Proliferation, Selbsterneuerung und Differenzierung
aufwiesen als CD133-negative Zellen’®. Zudem stellten sie fest, dass die CD133-positive
Subpopulation tumorigen war. So zeigte sich, dass bereits 100 CD133-positive Zellen fir die
Initierung von Tumoren in Hirnen von NOD/SCID Mausen ausreichend waren, wohingegen
die Transplantation von 10° CD133-negative Zellen zu keiner Tumorbildung fiihrte*. Des
Weiteren konnte in den CD133-positive Zellen die Expression des neuralen

Stammzellmarkers Nestin'?

und der embryonalen Stammzellmarker SOX-2 und Olig2
nachgewiesen werden'??. Im Gegensatz zu konventionellen Gliomzellkulturen wuchsen diese
Zellen unter serumfreien Bedingungen in EGF- und FGF2-haltigem Medium als

Neurosphéaren'®:'#,

Nachfolgend gelang es Galli et al. stammzellahnliche Zellen aus
primaren Glioblastomen als stabile Linien zu etablieren, die in vivo infiltrative Tumore
bildeten, ihre Tumorigenitat in einer seriellen Transplantation behielten bzw. steigerten und

sich in neuronale und gliale Richtung differenzieren konnten'?°. Des Weiteren konnten Chen
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et al. zeigen, dass eine kleine quieszente, chemoresistente Subpopulation an Zellen fir die
Rezidivierung eines Glioblastoms nach einer zytotoxischen Behandlung mit TMZ
verantwortlich ist'*,

Auf der Basis dieser Erkenntnisse wurde im Jahre 2004 erstmals, analog zu der
Zellorganisation in adulten Geweben, fir Glioblastome ein hierarchisches Modell der

121

Zellorganisation postuliert™ (Abbildung 4A). Nach diesem Modell gehen Glioblastome aus

einer kleinen Population von radio- und chemoresistenten, multipotenten, CD133-positiven

19,121,124

Zellen hervor Diese Zellen besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und

Tumorinitiierung in vivo™®2+1%

sowie das Potential zur multilinearen Differenzierung zu
heterogenen, nicht-tumorigenen, reiferen Tumorzellen mit einem limitieren Teilungspotential,
die den GroRteil der Tumormasse ausmachen®!18120.121126128 " Khiage Sybpopulation von
Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften wird mafgeblich fir den Erhalt und die

123126129 Dieses hierarchische

Progression des Tumors verantwortlich gemacht
Tumorstammzellmodell steht im Kontrast zu dem adlteren, sogenannten stochastischen
Modell (Abbildung 4B). Nach dem stochastischen Modell existiert im Tumor keine
definierbare Subpopulation mit Stammzellcharakteristika. Vielmehr wird davon ausgegangen,
dass alle Tumorzellen dhnliche Merkmale aufweisen, unbegrenzt proliferieren kénnen und
derselben stochastischen Wahrscheinlichkeit unterliegen, in Abhangigkeit von zufallig

auftretenden weiteren mutagenen Ereignissen neue Tumore zu generieren®

Tumor- Tumor-
A stammzelle |n|t||erung B s

@> g ok
QS @ / . B
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O @ 02 .2 Q2 OD @

Rttt els-

Differenzierte Tumorzelle erneuerung Tumorzelle

Abbildung 4: Modelle der Tumorzellen in soliden Tumoren. A) Hierarchisches Tumormodell:
Tumorzellen sind heterogen und nur eine Subpopulation von sogenannten Tumorstammzellen ist in
der Lage, sich unentwegt selbst zu erneuern und Tumore zu initiieren, wohingegen die restlichen
Zellen ein limitiertes Proliferationspotential und keine Tumorigenitat besitzen. B) Stochastisches
Tumormodell: Tumorzellen sind heterogen, zeigen aber alle ein hohes proliferatives Potential und jede
Zelle kann Tumore initiieren. CSC = Tumorstammzelle. lllustration modifiziert nach Reya et al.’

Das hierarchische Tumorstammzellmodell leitet sich urspringlich von hamatopoetischen
Malignomen ab. Bereits in den 60er Jahren zeigten Bruce et al. und Wodinsky et al., dass
bei akuter myeloische Leukamie (AML) nur eine kleine Subpopulation der Zellen in der Lage

war, lber langere Zeit extensiv in vitro zu proliferieren*****!, Verfestigt wurde die Hypothese
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im Jahre 1997 als Dick et al. zeigten, dass nur eine kleine Subpopulation von CD34-positiven
und CD38-negativen AML-Zellen phanotypische Ahnlichkeiten zu hamatopoetischen

Stammzellen besafl} und nach Transplantation in immundefiziente M&use AML auslésen

Nachfolgend konnten auch in anderen Tumorentititen wie Brustkrebs™*,

136

konnte132,133

135 137

Darmkrebs™>, Lungenkrebs und Prostatakrebs™’, Zellen mit Stammzelleigenschaften
nachgewiesen werden.

Wenngleich fir die Gliomprogression nach dem hierarchischen Modell Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften verantwortlich gemacht werden, ist der zellulare Ursprung dieser
sogenannten Glioblastomstammzellen bislang nicht geklart (Abbildung 5). Die Vielzahl an
Parallelen zwischen Glioblastomstammzellen und neuralen Stammzellen deutet darauf hin,
dass neurale Stammzellen bzw. frilhe Progenitorzellen moglicherweise der zellulare

d®>1%%1° Indiz dafir ist unter anderem, dass

Ursprung von Glioblastomstammzellen sin
Signalwege, die in der Regulation der Selbsterneuerung, der Proliferation und der
Differenzierung von neuralen Stammzellen eine Rolle spielen (z.B. der EGFR/PTEN/PI3K-
Signalweg) in Gliomen typischerweise verandert sind***. Auch die Beobachtung, dass die
somatische Inaktivierung der Tumorsuppressorgene TP53, Nfl oder PTEN in Nestin-
positiven neuralen Stammzellen oder Progenitorzellen in der Neurogenese-aktiven SVZ in
vivo Astrozytomentwicklung induzierte, aber die gleichen Deletionen in nicht-neurogenen
Regionen nicht zur Tumorbildung fiihrten, unterstiitzt die genannte Hypothese*?. Denkbar ist
allerdings auch, dass Hirntumorstammezellen aus differenzierten Zellen, die durch Mutationen
Stammzelleigenschaften wiedererworben haben, hervorgehen kénnen'®. Unterstiitzt wird
Letzteres beispielsweise durch die Studien von Ding et al., die zeigten, dass die Expression
einer onkogenen Form von H-Ras (V**Ha-ras) in GFAP-positive Astrozyten in (iber 95% der

untersuchten Méause zur Astrozytombildung fiihrte*.

Tumor-
Mutationen initiierung

e O = @ @
—a— S,

RN pame
Vorlauferzelle / O O @T@

Selbst-
erneuerung

Abbildung 5: Modell des zellularen Ursprungs von Tumorstammzellen. Die Organentwicklung umfasst
die sequenzielle Differenzierung von Stammzellen tber Progenitorzellen zu vollstandig differenzierten
Zellen (linke Seite). Tumorstammzellen, die an der Spitze der Tumorzellhierarchie stehen, kénnen
sich potentiell entweder von multipotenten Stammzellen oder differenzierteren Pro%enitor— oder
Vorlauferzellen ableiten. CSC = Tumorstammzelle. Abbildung modifiziert nach Reya et al. 2,
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Die Wahrscheinlichkeit der Akkumulation von neoplastischen Mutationen, die letztlich zur
Transformation und somit zur Tumorbildung fuhren, ist bei kurzlebigeren, eingeschréankt
proliferierenden, differenzierten Zellen allerdings geringer als bei neuralen Stammzellen und
Progenitorzellen, die Uiber ein héheres Proliferationspotential verfiigen®. In der Literatur wird
daher vermehrt davon ausgegangen, dass diese unreifen Zellen der zelluldre Ursprung von

Glioblastomstammzellen sing®>132:140.144.145

1.2.3.1 Das Adaptationsmodell in Glioblastomen

Erkenntnisse der vergangenen Jahre haben das klassische, hierarchische Modell der
Glioblastomstammzellen mit den Definitionskriterien der in vivo Tumorigenitat, der
Differenzierbarkeit, der Klonogenitat und der Expression von Stammzellmarkern (CD133 im
Speziellen), zumindest in Teilaspekten, in Frage gestellt.

Bezlglich des Kriteriums der in vivo Tumorigenitdt konnten beispielsweise mehrere Studien
zeigen, dass diese Fahigkeit stark von dem verwendeten Mausmodell abhéngt. In einer
Studien von Quintana et al. fihrte beispielsweise bei der subkutanen Melanomzell-Injektion
im herkémmlichen T- und B-Zell defizienten NOD/SCID Modell lediglich ca. eine von 10°
Zellen zur Tumorinitierung, wohingegen die Frequenz tumorinitierender Zellen in einem
NOD/SCID li2rg-/- Modell, das zudem eine Defizienz fir naturliche Killerzellen aufweist, bei
ca. 25% lag™*®.

Auch bezlglich der Klonogenitat von Tumorzellen konnten in vitro Studien eine
Modulierbarkeit in Abhangigkeit der Permissivitat der gewéahlten Bedingungen nachweisen.
So konnten Zheng et al. zeigen, dass C6 Rattengliomzellen in Anwesenheit von Serum zu
100% klonogen sind, wohingegen diese Fahigkeit in serumfreien Bedingungen um fast 40%
geringer ist*’.

Auch die Eignung von CD133 als Marker fur Glioblastomstammzellen wird kontrovers
diskutiert. So zeigen neuere Studien, dass auch CD133-negative Zellen sich selbst erneuern
und differenzieren kénnen und tumorigen sind, wenngleich in geringerem MaRe*" ™,
Zudem konnte nachgewiesen werden, dass CD133-negative Zellen aus Glioblastomen
durchaus auch CD133-positive Zellen hervorbringen kénnen'®. Mehrere Studien zeigten
daruber hinaus, dass Hypoxie, d.h. ein verringerter Volumenanteil von Sauerstoff an der
Gesamtluft bzw. eine relative Verringerung bezogen auf den physiologischen Zustand
(nachfolgend als Sauerstoffkonzentration [%] bezeichnet), die Expression von CD133

1517134~ Griguer et al. stellten fest, dass Hypoxie sogar in einer konventionellen

induziert
Glioblastomzelllinie (U251) die Expression von CD133 in mehr als 50% der Zellen induzierte,
wohingegen unter Normoxie, d.h. einer Sauerstoffkonzentration von 21%, keine CD133-
Expression zu verzeichnen war™® Dies spricht gegen die Spezifitait dieses

Oberflachenantigens als Glioblastomstammzellmarker. Griguer et al. zu Folge stellt die
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CD133-Expression vielmehr eine Antwort auf Stressfaktoren aus der Umgebung dar, die mit
weiteren phanotypischen Veranderungen, wie der Sphérenbildung, aber auch einer
bioenergetischen Pathway-Verschiebung in Richtung anaerober Glykolyse mit invasivem
Wachstum in vivo sowie Multipotenz assoziiert ist™>.

All  diese Studien sprechen dafiur, dass einige Kriterien des klassischen
Glioblastomstammzellmodells entscheidend durch Faktoren der Mikroumgebung determiniert
werden. Ausgehend von den Ergebnissen, dass Tumorzellen in Abhéngigkeit der
Sauerstoffbedingungen ihre bioenergetischen Stoffwechselwege unterschiedlich ausrichten
kénnen'*®, postulierten Griguer et al. eine Modulation des klassischen hierarchischen
Glioblastomstammzellmodell. In diesem Modell stellen Tumorstammzellen aus dem
Glioblastom vielmehr eine kleine Subpopulation von Zellen dar, die eine hochgradige
metabolische Anpassungsfahigkeit an die Mikroumgebung aufweisen und ihre
Stammzelleigenschaften milieubedingt zu unterschiedlichen Graden auspragen kénnen®®®
(Abbildung 6). Gemall diesem metabolischen Adaptationsmodell ermdglicht die
metabolische Anpassung an sich verandernde Milieubedingungen das Uberleben der Zelle
unter ungiinstigen Wachstumsbedingungen und damit die Tumorprogression'®®. In
Abhangigkeit der Permissivitat der Mikroumgebung kénnen demnach unter unterschiedlichen

Bedingungen unterschiedliche Zellen tumorinitiierend sein.

Tumor- Tumor-
stammzelle initiierung

Plastizitat

/

Differenzierte Tumorzelle

erneuerung

Abbildung 6: Adaptations-/Plastizititsmodell nach Griguer et al. Die Zellen im Glioblastomen sind nach
einem hierarchischen Modell organisiert, wobei der Tumorstammzellphénotyp durch Signale aus dem
Mikromilieu induziert bzw. eingeschrankt werden kann. CSC = Tumorstammzelle. lllustration
modifiziert nach Reya et al.*.

1.2.4 Tumorstammezellen und Hypoxie
Hypoxie ist nicht nur ein Charakteristikum von Glioblastomen, sondern auch ein in der
Literatur vielfach erwahnter Faktor, der den Stammzellphdnotyp moduliert. So ist

beispielsweise fir embryonale Stammzellen bekannt, dass Hypoxie die Pluripotenz
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aufrechterhalt und die Differenzierung inhibiert™". Auch in neuralen Stammzellen ist Hypoxie

durch Aktivierung spezifischer Signalwege und Transkriptionsfaktoren ein Schlisselfaktor fur
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und fiir den Erhalt des undifferenzierten Zustands™’°,
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass Hypoxie auch im Tumor die Selektion fir
tumorinitiierende Zellen unterstiitzt. In der Tat konnten Soeda et al. zeigen, dass Hypoxie die
Kapazitat zur Selbsterneuerung in CD133-positiven Gliomstammzellen im Vergleich zu

Normoxie erhéht und die Differenzierung inhibiert*®

. Weitere Ergebnisse dokumentierten,
dass Hypoxie differenzierten Gliomzellen die Fahigkeit der Selbsterneuerung verleihen kann
und die Auspragung des Stammzellph&notyps fordert, was auf eine Reprogrammierung der
Zellen zu Stammzellen hindeutet'® ', Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Hypoxie
das neuronale und gliale Differenzierungspotential unterstitzt, die Bildung von Neurosphéaren
fordert und die Expression von Stammzellmarkern wie CD133, OCT4, SOX-2 und Nestin
steigert'®**541641%5 - 7,dem konnten Seidel et al. nachweisen, dass CD133-positive Zellen
vermehrt in hypoxischen Arealen in Glioblastomen, in der sogenannten hypoxischen Nische,
lokalisiert sind™®*.

Es ist beschrieben, dass die zellulare Antwort auf Hypoxie maRgeblich Gber zwei Isoformen
der sauerstoffabhéngigen funktionellen Untereinheit des heterodimeren Transkriptionsfaktors
HIF-1, die Isoformen Hypoxia-inducible Faktor 1a (HIF-1a) und Hypoxia-inducible Faktor 2a
(HIF-2a), vermittelt wird****®®. So kommt es unter Hypoxie HIF-1la-vermittelt zur Steigerung

der Expression von Stammzellmarkern®™’%"1%8

. Demnach scheint die Stabilisierung und
Aktivierung von HIF-1a in hypoxischen Tumorbereichen fir die Auspragung von
Stammzelleigenschaften, wie Selbsterneuerung und Multipotenz, durch Stimulation
entscheidender Signalwege mit verantwortlich zu sein'®.

Wenngleich Glioblastome als hypoxische Tumore beschrieben sind, so liegt die
Sauerstoffkonzentration in Glioblastomen nicht tberall im Tumor unter 1%, sondern variiert
regional zwischen Werten von 0,1 bis 10%, wobei eine mittlere Sauerstoffkonzentration von
ca. 7% angenommen wird™*** (Abbildung 7). In Folge der Tumorprogression fluktuiert die
Sauerstoffsattigung fokal teilweise stark in Abhangigkeit der Zelldichte, der Diffusionsgrenze
des Sauerstoffs, des Ausmalles der Neovaskularisierung, des Auftretens von Nekrosen und
weiteren Gewebeumstrukturierungen, die die Perfusion beeinflussen'®'". Diese Fluktuation
induziert metabolischen und hypoxischen Stress, der zu einer Selektion derjenigen Zellen

fuhrt, die sich an diese Bedingungen anpassen kénnen (Abbildung 7).



Einleitung 17

Neovaskularisation

/

Tumor-
zelle

MNahrstoffe,
Sauerstoff

Metabolischer und Angiogenese
hypoxischer Stress

Metabolische Adaptation

Abbildung 7: Entstehung von metabolischem und hypoxischem Stress in der Tumorentwicklung.
Solide Tumore Ubersteigen wahrend ihres Wachstums die Vorsorgung mit Metaboliten und Sauerstoff,
wodurch es zur Entstehung von metabolischem und hypoxischem Stress kommt (betroffene Zellen
sind in grau dargestellt). Als Konsequenz durchlaufen Tumorzellen eine Periode metabolischer
Adaption, um unter diesem Stress zu Uberleben. Zur Adaptation nicht beféhigte Zellen werden
hingegen apoptotisch. Eine Methode der Adaptation ist die Induktion von Angiogenese und
Neovaskularisierung, die zur Wiederherstellung der Zellversorgung fiihrt. Abbildung modifiziert nach
Jones und Thompsonm.

Glioblastomstammzellen sind, wie unter 1.2.3.1 beschrieben, vermutlich hochgradig
adaptionsfahig und verfiigen iber eine auRRerordentlich hohe metabolische Flexibilitat'*®, die
es ihnen beispielsweise ermdglicht, in Abhangigkeit des lokalen Sauerstoffangebots ihre
bioenergetischen Stoffwechselwege flexibel zwischen oxidativer Phosphorylierung und
Glykolyse zu verschieben™. Diese Adaptationsfahigkeit ermoglicht es Glioblastom-
stammzellen das Tumorwachstum auch unter sich verandernden Milieubedingungen
voranzutreiben. Im Nachfolgenden soll ndher auf Verdnderungen im bioenergetischen

Metabolismus in Tumorzellen eingegangen werden.

1.3 Glucosemetabolismus in Tumorzellen

Bereits in den 1920er Jahren dokumentierte Warburg erstmals metabolische Unterschiede
zwischen gesundem Gewebe und Tumorgewebe. Bei der Untersuchung von
Rattensarkomgewebeschnitten sowie humanem Tumor- und Normalgewebe fand Warburg,
dass in Normalgewebe Laktat nur unter Sauerstoffentzug tber die anaerobe Fermentation
von Glucose (ber Pyruvat entsteht, was als Pasteur-Effekt bezeichnet wird'"
(Abbildung 8A). Im Gegensatz dazu konnte in Tumorgewebe Laktat auch in Gegenwart von
ausreichend Sauerstoff nachgewiesen werden, und das in deutlich héheren Mengen als in
Normalgewebe (Abbildung 8B). Daraus resultierte seine Hypothese, dass der Metabolismus

von Tumorzellen durch eine sauerstoffunabhéngige Verschiebung von der Zellatmung zur
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Fermentation charakterisiert ist'”®. Das Phanomen der Verschiebung des Stoffwechsels zur
aeroben Glykolyse in Tumorzellen, aber auch in wachstumsfaktorstimulierten

proliferierenden Zellen, erhielt spater den Namen ,Warburg-Effekt“'".

A B Mutationen

Kein Stimulus Wachstumsfaktoren Mikromilieu

; N 4

Differenzierte Zelle Proliferierende Tumorzelle
+0, / \©: e Y
Glucose Glucose Glucose
~10%
Biomasse
Pyruvat Pyruvat Pyruvat
l 85%
Laktat
Laktat
Oxidative Anaerobe Aerobe Glykolyse
Phosphorylierung Glykolyse (Warburg-Effekt)
~36 mol ATR/mal Glucose 2 mol ATF/mol Glucose ~d mol ATRP/maol Glucose

Abbildung 8: Schematische Darstellung der metabolischen Unterschiede in differenzierten (A),
proliferierenden und Tumorzellen (B). Unter normoxischen Bedingungen wird Glucose in
differenzierten Zellen Uber Pyruvat und den Citratzyklus (TCA) in einer sauerstoffabhéngigen Reaktion
zu CO, umgesetzt und mittels Reduktionsaquivalenten in der oxidativen Phosphorylierung (OxPhos)
ATP produziert. Unter Hypoxie kommt es zur Umleitung des Pyruvats zur Laktatproduktion (anaerobe
Glykolyse, Pasteur Effekt), bei der sauerstoffunabhéangig statt 36 nur 2 mol ATP pro mol Glucose
produziert werden. In proliferierenden Zellen und Tumorzellen wird der Grof3teil der Glucose sowohl
unter hypoxischen als auch unter normoxischen Bedingungen zu Laktat umgesetzt, um
Kohlenstoffatome der Glucose fiir die Makromolekiilsynthese verwenden zu kdnnen. In geringerem
Male tragen auch weiterhin die mitochondrialen Funktionen zur ATP-Produktion bei, aber hier vor
allen zu kataplerotischen Prozessen. In diesen Zellen liegt der Fokus demnach nicht auf der
Maximierung der ATP-Produktion, sondern auf einer schnellen Biomasseproduktion. Abbildung
modifiziert nach Vander Heiden'".

Als Ursache fur diesen Effekt vermutete Warburg 1924 irreversible Schaden der Zellatmung

bzw. der Mitochondrien als Folge von chronischem Sauerstoffmangel im Gewebe und die

72 Aus

daraus resultierende Abhéngigkeit der Tumorzellen vom glykolytischen Metabolismus
damaliger Sicht war diese Umstellung des Metabolismus ein kausaler Vorgang, der zur
Krebsentstehung fihrte. Spatere Untersuchungen an Tumorzellen konnten diese Hypothese
Warburgs allerdings widerlegen. So konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen
funktionsfahige Mitochondrien besitzen'® und der Sauerstoffverbrauch in Tumorzellen nicht

zwangslaufig abnimmt*’’

178

, sondern die oxidative Phosphorylierung stattdessen sogar erhéht

sein kann~"°. Wie Griguer et al. spater postulierten, liegt in Tumoren, hier Gliomen, vielmehr
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eine metabolische Heterogenitat vor. So konnten sie zeigen, dass in Gliomen eine
glykolyseabhéangige Population mit funktioneller oxidativer Phosphorylierung und eine
oxidative phosphorylierungsabhéngige Population koexistieren'”

Die dem Warburg-Effekt tatsachlich zugrunde liegenden biochemischen und molekularen
Mechanismen sind vermutlich mannigfaltig und beinhalten, wie Warburg postulierte, zum Teil
mitochondriale Fehlfunktionen, vor allem aber genetische Veranderungen in Onkogenen und

180-183

Tumorsuppressorgenen (Abbildung 9). Beispielsweise ist in den meisten Genen von

Glykolyse- oder Glykolyse-assoziierten Enzymen eine evolutionar konservierte Myc-
Bindungsstelle zu finden'®. Eine aktivierende Mutation des Myc-Onkogens fiihrt folglich zu
einer Expressionssteigerung von Glykolyseenzymen'®. Auch Mutationen des AKT-
Onkogens vermitteln Gber eine erhdhte Genexpression von Glucosetransportproteinen und

186,187

Glykolyseenzymen einer Steigerung der Glykolyseaktivitat . Zudem ist beschrieben,

dass auch epigenetische Veranderungen, Genamplifikationen und alternative

Splicevarianten ursachlich fiir den Warburg-Effekt sein konnen'#-183188,

SE—— Hypoxie
Glukose /

-~ ROS

Abbildung 9: Schematische Darstellung der urséachlichen molekularen und biochemischen
Mechanismen des Warburg-Effekts. Aktivierungen von Onkogenen, wie AKT, MYC und p53
resultieren in einer Induktion der Expression von Glykolyseenzymen, im der Stimulation der Glucose-
aufnahme durch Steigerung der Glucosetransporter-1 (GLUT1)- Expression und in der Aktivitats-
steigerung der Hexokinase 2 (HK2), was insgesamt eine erhéhte Glykolyseaktivitat zur Folge hat.
Uber das RAS-Onkogen oder iiber Hypoxie kommt es zur Aktivierung von HIF-1. HIF-1 induziert nicht
nur die Expression von Glykolyseenzymen, sondern auch von Laktatdahydrogenase (LDH), was in der
erhoéhten Laktatproduktion resultiert. Mutationen der Tumorsuppressorgene vVHL und PTEN fiihren
ebenfalls zu einer Aktivierung von HIF-1 mit den genannten Folgen. Abbildung modifiziert nach Kim'®.

Unabhangig von den genetischen Veranderungen, die letztlich zur Auspragung des
Warburg-Effekts fuhren, stellen sich die Fragen, weshalb Tumorzellen ihren Metabolismus

zur aeroben Glykolyse verschieben und welchen Vorteil diese Verschiebung mit sich bringt.
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Ein Grund, der in der Literatur intensiv diskutiert wird ist, dass Tumorzellen, anders als
differenzierte Korperzellen, keinem Selektionsdruck fur eine optimierte ATP-Produktion
ausgesetzt sind, sondern vielmehr ein selektiver Druck in Richtung einer maximierten
metabolischen Rate besteht, um den Bedarf an Makromolekilen fur die schnelle Zellteilung
zu decken'”. Die mit dem Warburg-Effekt assoziierte zellautonome Nahrstoffaufnahme
unterstitzt in  Tumorzellen die Umleitung von Glucosemetaboliten in anabole
Stoffwechselwege zugunsten einer schnellen Biomasseproduktion. So kann als Folge der
Umverteilung beispielsweise Glucose-6-Phosphat, das erste Zwischenprodukt der Glykolyse,
vermehrt Uber den Pentosephosphatweg in einer NADP*-abhangigen Reaktion zu dem
Grundbaustein von Nukleinsduren, Ribose-5-Phosphat, umgesetzt werden. Das entstandene
NADPH stellt wiederum ein essentielles Reduktionsaquivalent fur zahlreiche anabole
Prozesse dar, wie die Fettsduresynthese. Weitere Glykolyseintermediate, wie beispielsweise
3-Phosphoglycerat oder Pyruvat, dienen zudem der Synthese nicht-essentieller
Aminosauren, wie Serin oder Alanin'®*!%. Somit tragen Glykolyseintermediate entscheidend
zur Produktion von Makromolekilen bei, die eine Grundvoraussetzung fur die Zellteilung
sind. Durch die Verschiebung des zellularen Stoffwechsels in Richtung eines anabolen, pro-
proliferativen Metabolismus stellt der Warburg-Effekt bzw. die aeroben Glykolyse folglich

einen Selektionsvorteil fiir schnell proliferierende Tumorzellen dar™.

1.3.1 Der Einfluss von Hypoxie auf den Glucosemetab  olismus

Nicht nur genetische Mutationen, sondern auch die in soliden Tumoren beobachtete akute
und chronische Hypoxie tragen Uuber die hypoxievermittelte Stabilisierung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 zur gesteigerten Glykolyse bei'*®®***'%? (Abbildung 9). So sind als
Zielgene fur diesen Transkriptionsfaktor zahlreiche Glykolyseenzyme beschrieben, deren
Expression folglich unter Hypoxie induziert wird'*®, Zudem kommt es unter Hypoxie zur
HIF-1-vermittelten Suppression des sauerstoffabhdngigen, mitochondrialen Pyruvat-
metabolismus, des Citratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung****%, wodurch
wiederum der glykolytische Phénotyp beglnstigt wird. Die Tatsache, dass Tumorzellen
sauerstoffunabhangig einen glykolytischen Metabolismus aufweisen, zeigt, dass periodische
Hypoxie durch den Pasteur-Effekt eher eine unterstiitzende Wirkung auf den Warburg-Effekt
hat und das Uberleben von anpassungsfahigen Zellen mit einer konstitutiv hochregulierten

aeroben Glykolyse begiinstigt®®***

aeroben Glykolyse ist*”.

aber keine kausale Ursache fur die Verschiebung zur

Zusammenfassend ist der Warburg-Effekt entgegen Warburgs Hypothese keine

Grundvoraussetzung fur die Transformation, sondern wird vielmehr als eine Eigenschaft

186

angesehen, die mit der Karzinogenese einhergeht™. Dieser Prozess ermoglicht es der
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Tumorzelle ihren Energiebedarf und ihre Versorgung mit anabole Vorprodukten fir die de

novo Synthese von Nukleotiden, Aminoséauren und Lipiden auszubalancieren'®~*%°

, sich an
veranderte Milieubedingungen anzupassen und ihr Proliferations- und Invasionspotential zu

erhohen®,

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf der Basis des Adaptationsmodells der
Tumorstammzellhypothese zu untersuchen, inwieweit der Tumorstammzellph&notyp
humaner Glioblastomzellen durch Hypoxie modulierbar ist. Insbesondere sollte die These
der hypoxieinduzierten Verstarkung des Stammzellphanotyps in vitro und in vivo Uberprift
werden. Dazu wurden Glioblastomstammzelllinien (GS-Linien) aus frisch resezierten
Glioblastomen parallel unter normoxischen und hypoxischen Kulturbedingungen etabliert,
kultiviert und hinsichtlich der Stammzellkriterien untersucht.

Vor dem Hintergrund, dass wahrend der Tumorprogression die Sauerstoffkonzentration in
Abhangigkeit von Faktoren wie der lokalen Tumorzelldichte, Nekrosen und
Neovaskularisierung stark fluktuiert, war ein weiteres Ziel Adaptationsmechanismen von
Glioblastomstammzellen (GS-Zellen) an chronische und akute Hypoxie sowie Oxygenierung
zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden die chronisch normoxischen und hypoxischen
Linien zur Simulation fluktuierender Sauerstoffkonzentrationen anschlielend akuter Hypoxie
bzw. akuter Normoxie ausgesetzt und eine Analyse der genomweiten
Genexpressionsmuster aller GS-Kulturproben durchgefiihrt. Da aus den bioinformatischen
Analysen Hinweise auf eine reziproke Regulation der Glykolyse und des
Pentosephosphatwegs (PPP) durch akute Veradnderung der Sauerstoffbedingung
hervorgingen, erfolgte nachfolgend eine Fokussierung der Zielsetzung der Arbeit auf die
Validierung und Verifizierung dieses sauerstoffkonzentrationsabhéngigen Regulations-
mechanismus. Ziel war es, das Ergebnis der Mikroarray-Analysen auf mRNA- und
Proteinebene sowohl in vitro als auch in silico, massenspektrometrisch sowie in situ an
Tumorgewebe zu Uberprifen. Darliber hinaus sollte untersucht werden, inwieweit akute und
chronische Hypoxie bzw. Normoxie funktionelle Eigenschaften der GS-Zellen, wie die
Proliferation, die Migration und die Apoptose beeinflussen.

AbschlieRend sollte zudem die Frage untersucht werden, wie sich eine gezielte
Herunterregulation von Schliisselenzymen der Glykolyse und des PPP mittels shRNA bzw.
eine Inhibition der Glykolyse und des PPP auf =zellulare Funktionen und den
Stammzellphénotyp in vitro und in vivo auswirkt. Diese Experimente sollten die potentielle
Nutzbarkeit der Inhibition der beiden Stoffwechselwege als therapeutische Targets

Uberprufen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Im Folgenden sind die Puffer, Lésungen, Zellkulturmedien, Kits, Laborgerate und
Verbrauchsmaterialien tabellarisch ausgelistet. Eine Liste der verwendeten Chemikalien ist

im Anhang in Tabelle Al zu finden.

2.1.1 Puffer und Losungen

TNT 0,15 M NacCl
10 mM Tris-HCL
0,05% Tween 20

Laemmli-Puffer (10x) 0,1 M Tris/HCI ,pH 7,4

50% (v/v) B-Mercaptoethanol
25% (w/v) SDS

0,1% (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer 1,87 M Gylcin
0,25 M Tris-HCI
1 % (w/v) SDS

Transferpuffer 1,92 M Glycin
0,5 M Tris-HCL

Ponceau S-L6sung 0,2 % (w/v) Ponceau
2 % Eisessig
In dest. H,O

Coomassie-Ldsung 0,077 % (w/v) Coomassie
25% Isopropanol

10% Eisessig

In dest. H,O

Tris-Triton-Puffer (TPP) 0,05 M Tris
0,145 M NacCl
0,01% Triton
pH 7,6

Citratpuffer (10 mM, pH 6,0) Stammldsung A:

0,1M Citronenséure-Monohydrat in dest. H,O
Stammliséung B

0,1M Natriumcitrat auf in dest. H,O

Citratpuffer:

27 mL Stammlésung A + 123 ml Stammlésung B
+ 1350 mL dest. H,O

CXCR4-Lysepuffer 10 % (w/v) Glycerol

50 mM Tris, pH 7,4

100 mM NaCl

1 % (w/v) NP-40

2 mM MgCI2

1 Tablette CompleteProtease-Inhibitor auf 50 ml
dest.H,O

MS-Waschpuffer 0,9% (w/v) NaCl
4,5 g/L D-Glucose

MS-Quenchingpuffer 2:1 (v/v) Dichlormethan:Ethanol

Tabelle 2: Puffer und Losungen
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2.1.2 Medien fur Zellkultur

Medium Hersteller

Dulbecco's Modified Ea%e‘s Medium (DMEM) (1x), | Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
high glucose, GlutaMAX™, Pyruvate
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), no | Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Glucose
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), high | Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
glucose, HEPES, no Phenol Red

Neurobasal Medium (1x) Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Neurobasal Medium (1x) (Costum, glucose-free) Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Neurobasal Medium (1x) Minus Phenol Red Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

Tabelle 3: Medien fiir Zellkultur

2.1.3 Kits
Kit Hersteller
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Nucleospin RNA XS Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Nucleospin RNA I Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
NucleoBond Xtra Maxi Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Protein Quantification Assay Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
L-Lactate Assay Kit Eton Bioscience Inc., San Diega, CA, USA
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA
Click-iT® Edu Alexa Fluor EAU® 555 Imaging Kit Invitrogen,  Life  Technologies = GmbH,

Darmstadt

Tabelle 4: Kits

2.1.4 Laborgerate
Name | Hersteller

Zellkultur und andere Anwendungsbereiche
Sicherheitswerkbank HeraSafe Klasse 2 Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund
Zellkulturbrutschrank HeraCell Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund
CO, Inkubator C16 mit O,-Regelung Labotect, Géttingen
CO, Inkubator Serie CB Binder GmbH, Tuttlingen
Mikroskop “DM IL" Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Mikroskop “DM IRB* Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Floureszenzlampe Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Fluoreszenzmikroskop “Axioskop* Carl Zeiss AG, Oberkochen
Fluoreszenzlampe “HBO 50“ Carl Zeiss AG, Oberkochen
Zentrifuge “Megafuge 1.0R" Heraeus GmbH, Bad Grund
Zentrifuge “Centrifuge 5810" Eppendorf AG, Hamburg
Tisch-Zentrifuge “Minispin“ Eppendorf AG, Hamburg
Tisch-Kiihlzentrifuge “Biofuge Fresco” Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund
-80°C Kiihltruhe Kryotec GmbH, Hamburg
Wasserbad Kottermann GmbH, Uetze
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Vortex Heidolph GmbH, Schwabach
Durchflusszytometer PAS Partec GmbH, Munster
BD FACSCanto Il Durchflusszytometer BD Biosciences, San Jose, CA, USA
SpectraFluor Fluorescence, TRF, FI, FRET and Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
Absorbance Microplate Reader
Prézisionswaage “440-33" Kern Sohn GmbH, Balingen
pH Meter “CG820" Schott-Gerate GmbH, Ludwigshafen
Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg
Power Pac 200 BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA
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Shaker Incubator Series 25

New Brunswick Scientific Co.,
Jersey, USA

Inc.,

Schuttler “Polymax”

Heidolph GmbH, Schwabach

Design Reiskocher Pro 42518

Gastroback GmbH, Hollenstedt

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

RNA-Préparation

Elektrophoresekammer ,Mini Gel Migration Trough*

Cosmo Bio Co Ldt, Carlsbad, CA, USA

UV-Tisch

Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell

Kamera

Kodak GmbH, Stuttgart

cDNA-Préparation

FlexCycler Thermal Cycler

| Analytik Jena AG, Jena

Real-Time PCR Analysen

7500 Fast Real-Time PCR System

| Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Tierversuche

Mikrotiterspritze zur Injektion

Hamilton

Mikrotom ,SM 2000R*

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Tabelle 5: Laborgeréte

2.1.5 Verbrauchsmaterial

Name

Hersteller

Combitips advanced (0,1/0,5/1/2,5/5/10 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Combitips Plus (1/5/12,5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Einmalspritzen ,Injekt" (1 /5/10/20 ml)

Braun Melsungen AG, Melsungen

Eppendorf Reagiergefal3e (0,5/1,5/2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Falcon Cellstar-GeféaRRe (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Filtermembranen Polycarbonat

Neuro Probe, Gaithersburg, Maryland, USA

Glasgerate (Becherglaser, Kolben etc.)

Schott-Duran, Mainz

Immobilon-P Transfer Membran (PVDF-Membran),
PorengréRe 0,45 pm

EMD Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA

Kulturplatten 35 x 10 mm ,Falcon*

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Kulturplatten 100 x 20 mm ,Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Kryordéhrchen ,Cryo Pure” (1,6 ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Mini-PROTEAN® TGX'" Gels (4-15%)

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Multiwell “Primaria” Flat Bottom 6-Well “Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Neubauer Zahlkammer

Rudolf Brand GmbH & Co., Wertheim

Objekttrager SuperFrost®

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co.
KG, Braunschweig

Pipettenspitzen (10 / 200 / 1000 pl)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Pipettten Biosphere® Filter Tips (10 /20 /200 /1000 ul)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Serologische Pipetten “Falcon” (2/5/15/ 25 ml)

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Sterile SpitzenvorsatZzfilter

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Stericup & Steritop Vacuum-driven Filtration Systems

EMD Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA

T-25 Zellkulturflaschen “Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

T-25 “Primaria” Tissue Culture Plates “Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

T-75 Zellkulturflaschen “Cellstar”

Greiner Bio One, Frickenhausen

T-75 “Primaria” Tissue Culture Plates “Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

T-175 Zellkulturflaschen “Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Whatman Benchkote and Benchkote Plus Absorbent

Whatman International Ldt, Maidstone, GB

New
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Papers
Zellkulturplaten (96-well, 48-well, 24-well, 6-well) Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
96-well Platte fir gPCR Applied Biosystems, Darmstadt

Tabelle 6: Verbrauchsmaterial

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl humane adhérent wachsende
Glioblastomzelllinien, die in vitro unter serumhaltigen Bedingungen kultiviert werden, als
auch als Neurospharen wachsende Glioblastomstammzelllinien verwendet, die unter
serumfreien Bedingungen kultiviert werden. Letztere stammen aus Vorarbeiten des Labors
fur Hirntumorbiologie der Klinik und Poliklinik fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf. Zum Zweck der Etablierung von Glioblastomstammazelllinien wurden
nach Einwilligung der Patienten aus den frisch resezierten Tumoren Einzelzellsuspensionen
hergestellt und die Zellen in Stammzellmedium (siehe Kapitel 2.2.1.2) parallel unter
normoxischen (21% O, GS"“) und zum Erhalt der Tumorhypoxie unter hypoxischen
Bedingungen (1% O,, GS™) kultiviert.

Zur Herstellung von lentiviralen Partikeln wurden HEK293FT-Zellen von Invitrogen
verwendet. Dabei handelt es sich um eine Modifikation der humanen 293F Zelllinie, die das
SV40 large T Antigen von pDCMVSPORT6Tag.neo stabil und konstitutiv exprimieren.

Folgende Tabelle 7 fasst die verwendeten Zelllinien zusammen.

o ) Histologische
Zelllinie Spezies Quelle
Herkunft

G55T2 Mensch Glioblastom Neurochirurgie, UKE

GS-10" GS-11""

GS-12V" und Gs-13WH | Mensch Glioblastom Neurochirurgie, UKE

Invitrogen, Life Technologies GmbH,

HEK 293FT Mensch Niere Darmstadt

Tabelle 7: verwendete Zelllinien

2.2.1.2 Kultivierung und Passagieren von Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen mit den Dimensionen
T25, T75 oder T175 bei 37°C und 5% CO, in einem Brutschrank kultiviert.
Die Zusammensetzungen der unterschiedlichen Kulturmedien sind im Folgenden

angegeben. Alle Kulturmedien enthielten 100U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin.
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Zusatzlich dazu wurden dem Neurobasalmedium 0,5% Fungizone und rekombinant

hergestellte Wachstumsfaktoren zugesetzt.

Glioblastomzelllinie G55T2 10% FCS
1 mM Natriumpyruvat
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Glioblastomstammzelllinien 2% B-27 Supplement
1% Glutamax
20 ng/ml FGF-2
20 ng/ml EGF
32 IE/ml Heparin
in Neurobasalmedium (NBM)

HEK293FT 10% FCS
1 mM Natriumpyruvat
500 pg/ml Geneticin
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Alle adharent wachsenden Zellen wurden im subkonfluenten Zustand gehalten und im
Verhaltnis 1:10 gesplittet. Dazu wurde das Medium von den Zellen abgesaugt, die Zellen 1x
mit PBS gewaschen und mittels Trypsin vom Gefal3boden abgeldst. Anschlielend wurde das
Trypsin durch Zugabe von serumhaltigem Medium inaktiviert und die Zellen im
entsprechenden Medium in gewilnschter Dichte ausgesat.

Alle  nicht-adharent,  spharisch  wachsende  Kulturen  wurden fir  optimale
Wachstumsbedingungen mindestens einmal pro Woche mit frischem Medium, inklusive
Wachstumsfaktoren und Heparin, versorgt. Bei Erreichen einer SpharengroRe von 200-

500 um wurden die Zellen mechanisch dissoziiert.

2.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden grundsatzlich in der optimalen subkonfluenten Wachstumsphase
eingefroren. Zum Einfrieren von Zellen wurden adharent wachsenden Zellen zunéachst mit
PBS gewaschen und trypsiniert. Etwa 1 x 10° Zellen bzw. spharisch wachsende Zellen
wurden bei 1300 rpm pelletiert, in 1,6 ml Einfriermedium (10% DMSO in FCS) sorgféltig
resuspendiert und in Kryo-Réhrchen langsam bei -80°C eingefroren. Nach 5 Tagen wurden

die Zellen zur dauerhaften Lagerung bei -196°C in Stickstofftanks tberfihrt.

2.2.1.4 Auftauen von Zellen

Das Auftauen der eingelagerten Zellen erfolgt zugig im 37°C warmen Wasserbad.

AnschlieRend wurde der Inhalt des Kryo-Réhrchens in 5 ml vorgewdrmtes Kulturmedium
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gegeben, die Zellsuspension 5 min bei 1300 rpm zentrifugiert und das Zellpellet einmal
sorgfaltig mit PBS gewaschen, um restliches DMSO und FCS zu entfernen. Das Aussaen

der Zellen erfolgte anschlieRend in dem entsprechenden Kulturmedium.

2.2.1.5 Klonogenitatsassay

Klonogenitat ist ein Charakteristikum von Stammzellen und beschreibt die Fahigkeit einer
Einzelzelle sich unabhangig von aufleren Faktoren, wie parakriner Stimulation durch
umgebende Zellen, zu teilen und klonale Zellkulturen zu etablieren. Um die Klonogenitat von
Glioblastomstammzelllinien nachzuweisen, wurden die Neurosphéren mechanisch vereinzelt
und in einer theoretischen Dichte von einer Zelle pro Well in 100 ul NBM in einer 96-Well
Platte ausgesat. Uber einen Zeitraum von 5 Wochen wurden die Zellen unter normoxischen
oder hypoxischen Bedingungen Kkultiviert, einmal wodchentlich mit frischem NBM mit
Wachstumsfaktoren versorgt, am Ende die Anzahl von gebildeten Klonen bestimmt und der
prozentuale Anteil anhand der urspriinglich ausgeséaten Einzelzellen berechnet. Fir jede
Zelllinie und jede Bedingung wurden Triplikate bestimmt und die Klonogenitatsrate als

Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.

2.2.1.6 Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde je nach Zelllinie und Untersuchungsansatz eine

entsprechend geeignete Methode gewahlt.

2.2.1.6.1 EdU Zellproliferationsassay

Um  bereits geringe Unterschiede in der proliferatorischen  Aktivitdt  von
Glioblastomstammzelllinien nach kurzer Zeit (72 h) ermitteln zu kénnen, wurde das Click-iT
EdU Assay Kit verwendet. Bei diesem Assay kann die relative Proliferationsgeschwindigkeit
einer Zelllinie anhand der Anzahl an fluoreszierenden Zellen nach Inkubation mit dem
Thymidinanalogon EdU (5’Ethynyl-2’-deoxyuridine) und anschlieRender chemischer
Kopplungsreaktion mit einem Fluoreszenzfarbstoff bestimmt werden.

EdU (5’Ethynyl-2’-deoxyuridine) ist ein Nukleosidanalogon von Thymidin, das bei Zugabe
zum Medium wahrend der DNA-Synthese in die DNA als Baustein eingebaut wird. Die
Detektion der inkorporierten Nukleoside findet Uber die schnelle Click-Reaktion-vermittelte
Bindung von Alexa Fluor® Dye Fluoreszenzfarbstoffe an EdU statt und ermdglicht eine
Analyse mit einer Vielzahl von Fluoreszenzfarbstoffen ohne vorheriges Denaturieren.

Fir den Assay wurden die Neurosphéren zundchst mechanisch dissoziiert, pro Probe 2 x 10*
Zellen in 6-Well Platten ausgesat, und zur Regeneration tUber Nacht (U/N) entweder unter

normoxischen oder unter hypoxischen Bedingungen inkubiert. Am Folgetag wurde die EdU-
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Lésung (Endkonzentration 1 uM) zugefigt und die Zellen fur weitere 48h unter Normoxie
bzw. Hypoxie inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Cytospins auf Objekttrager
aufgetragen, mit 3,7% Formaldehyd in PBS fir 15 min bei Raumtemperatur (RT) fixiert, mit
3% BSA in PBS zweimal gewaschen und abschlieBend mit 0,5% Triton X-100 in PBS fir
20 min bei RT permeabilisiert. Fur die EdU-Detektion wurden die Zellen zweimal mit 3% BSA
in PBS gewaschen, die Waschlosung entfernt und umgehend mit dem nach Angaben im
Herstellerprotokoll frisch angesetzten Click-iT Reaction Cocktail fir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen erneut einmal gewaschen und fir 10 min
im Dunkeln bei RT mit DAPI (1:10000 in PBS) inkubiert, bevor der Anteil EdU-positiver
Zellen in 5 zufallig gewahlten Feldern pro Probe mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelt

wurde.

2.2.1.6.2 Manuelle Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Proliferation von Glioblastomstammzelllinien Uber eine Inkubationszeit
von bis zu drei Wochen wurde die Zellzahl zu den verschiedenen Zeitpunkten (3 Tage, 5
Tage, 7 Tage, 10 Tage, 12 Tage, 14 Tage, 17 Tage) manuell bestimmt. Dazu wurden die
Neurosphéren zu Beginn einmal mit PBS gewaschen und mit warmer Dissoziationslésung
vorsichtig resuspendiert, 10 min bei RT inkubiert und nach Zugabe von NBM abzentrifugiert,
um die Dissoziationsldsung von den Zellen zu entfernen. Die Zellen wurde anschlielend in
NBM sorgfaltig vereinzelt und mit einer Dichte von 2500 Zellen pro Well in einer 48-Well
Platte ausgesat. Nachfolgend wurden die Zellen entweder unter normoxischen oder
hypoxischen Bedingungen tber einen bestimmten Zeitraum kultiviert. An den 7 aufeinander
folgenden Zeitpunkten wurde das Medium durch Zentrifugation vollstdandig von den Zellen
entfernt, das Zellpellet in 50-200 pl Alfazym resuspendiert und 10 min bei 37°C inkubiert, die
Zellen erneut sehr sorgfaltig resuspendiert und abschlieRend die Zellzahl mittels einer
Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Pro Zeitpunkt und Bedingung wurde die Zellzahl als
Sechsfach-Wert bestimmt, der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet und

daraus eine Proliferationskinetik erstellt.

2.2.1.6.3 Zellfarbung mittel Kristallviolett

Zur Zellzahlbestimmung von Monolayerkulturen wurden die kolorimetrische Methode nach
Gillies et al. angewendet®®. Dabei wurde die Zellmasse, die proportional zur Zellzahl ist, mit
Hilfe von Kristallviolett bestimmt, ein basischer Farbstoff, der vorwiegend DNA-assoziierte
Nucleoproteine anfarbt. Zunéachst wurden 500 Zellen pro Well in einer 96-Well Platte in
100 pl des entsprechenden Mediums ausgesat und Uber einen Zeitraum von maximal
7 Tagen unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen kultiviert. Anschlie3end wurden
die Zellen mit 1% Glutaraldehyd fir 15 min bei RT fixiert und das Glutaraldehyd durch
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dreimaliges Waschen mit PBS von den Zellen entfernt. Die Zellen wurden mit 0,1%
Kristallviolett-Losung (0,1% Kristallviolett, 20% Methanol in dest. H,O) Uberschichtet und fir
1h bei RT leicht schittelnd inkubiert. Nachfolgend wurden die Wells vorsichtig mit
Leitungswasser gespult, um restliches Kristallviolett zu entfernen, die Platte fir mindestens
16 h getrocknet und das gebundene Kristallviolett in 100 pl 10% SDS-L6sung gel6st. Die
Absorption bei 540 nm wurde am ELISA Reader gemessen.

Pro Zeitpunkt und Bedingung wurde die Zellzahl als Quadruplikate bestimmt, der Mittelwert

und die Standardabweichung berechnet und daraus eine Proliferationskinetik erstellt.

2.2.1.7 Differenzierung von Glioblastomstammzellen

Adulte Stammzellen sind multipotente Zellen, die die Fahigkeit besitzen, sich in verschiedene
Zelltypen eines genetisch determinierten Gewebes zu differenzieren. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern sich auch Glioblastomstammzellen in neuronale,
astrozytare oder oligodendrogliale Richtung differenzieren lassen.

Zur Induktion der Differenzierung wurde spezielles Differenzierungsmedium mit Zusatz von
100 U/ml  Penicillin, 100 pg/ml  Streptomycin  und 0,5% Fungizone folgender

Zusammensetzung verwendet:

Differenzierungsmedium 2% B-27 Supplement
1% Glutamax
10% FCS
0,75 mM cAMP
1 puM Retinsaure
in Neurobasalmedium (NBM)

201-203

Hierbei wird Retinsaure sowohl die Fahigkeit zur Induktion der neuronalen als auch zur

Induktion der astrozytaren Differenzierung®®* beigemessen, wohingegen cAMP zur Induktion
der oligodendroglialen Differenzierung beféhigt ist’®.

Zur Untersuchung des Differenzierungspotentials wurden die Zellen an Tag 3 und Tag 10
post-Induktion mechanisch vom Flaschenboden gelost, vereinzelt und
durchflusszytometrisch untersucht (siehe Kapitel 2.2.4.1). Als Kontrolle wurden die Zellen
parallel unter normalen Stammzellbedingungen kultiviert und an den verschiedenen

Zeitpunkten identisch aufgearbeitet und analysiert.

2.2.1.8 Migrationsassay

Die Fahigkeit der Migration unterscheidet sich zwischen Zellen unterschiedlicher Herkunft
und kann durch chemotaktische Faktoren stimuliert werden. Um zum einen die

Migrationsfahigkeit unter verschiedenen Kulturbedingungen (Normoxie und Hypoxie) und
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zum anderen den Effekt von Substanzen auf die Zellmigration zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit modifizierte Boyden Kammer Assays durchgefiihrt. Fir diesen Assay wurde

Boydenmedium der folgenden Zusammensetzung verwendet:

Glioblastomzelllinie G55T2 0,1% BSA
1 mM Natriumpyruvat
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Glioblastomstammzelllinien 0,1% BSA
1% Glutamax
in Neurobasalmedium (NBM)

In beiden Fallen war das Medium mit Pen/Strep versetzt. Um optimale Ergebnisse zu
erzielen, wurden adharent wachsende Zellen einen Tag vor dem Versuch und
Glioblastomstammzelllinien 2 Tage vor dem Versuch subkultiviert.

Am Tag vor dem Versuch wurde ein Filter (Neuroprobe, 8 um Porengré3e) entweder mit
0,875% Vitrogen in 0,1% Essigsaure U/N bei 37°C im Trockenschrank fir G55T2-Zellen oder
mit 5 ug/ml Laminin in PBS mindestens 16 h bei 37°C im CO,-Inkubator fir GS-Linien
beschichtet, anschlie3end mit 100 ml 0,1% BSA in PBS gewaschen und getrocknet.

Am Tag des Versuchs wurden die Testsubstanzen in verschiedenen Verdinnungen in dem
entsprechenden Boydenmedium angesetzt. Nachfolgend wurden die Zellen ggf. trypsiniert
und bei 1300 rpm fir 7 min zentrifugiert. Um restliches Kulturmedium von den Zellen zu
entfernen, wurden die Zellen dreimal mit Boydenmedium gewaschen und anschlieRend mit
Boydenmedium, ggf. versetzt mit den entsprechenden Verdinnungen an Testsubstanzen,
auf eine Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Nach dem Befiillen der unteren Kammer
mit 30 pl der entsprechenden Testsubstanzen, wurde der beschichtete Filter vorsichtig
aufgelegt, die obere Kammer aufgesetzt und die Kammer fest verschraubt. AnschlieRend
wurden pro Testsubstanz und Zelllinie mindestens Quadruplikate von 1,5 x 10* Zellen in
50 pl der entsprechenden gut gemischten Zellldsung pro Well in die oberen Wells eingefllt
und die Zellen je nach Zelllinie fur weitere 6 h (G55T2) bis 24 h (GS-Linien) unter den
gewinschten Kulturbedingungen (Normoxie bzw. Hypoxie) inkubiert.

Fur die Untersuchung des Einflusses von Hypoxie auf die Migration wurde die schnell
migrierende, konventionelle Glioblastomzelllinie G55T2 fir ca. 42 h unter hypoxischen
Bedingungen prainkubiert, bevor die Zellen in die Boydenkammer aufgetragen wurden. Fur
die wesentlich langsamer migrierenden GS-Linien wurde keine Prainkubation durchgefihrt,
die Inkubationszeit der Zellen in der Kammer unter Hypoxie allerdings von 6 h auf 24 h
erhoht.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Kammer auseinandergeschraubt, die Oberseite

des Filters mit Hilfe eines Q-Tips von nicht migrierten Zellen befreit, in den drei DiffQuick-
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Lésungen nach Anleitung jeweils 3 min gefarbt und die Zellen in je 10 Felder pro Well in der
40-fachen VergrolRerung ausgezahlt, der Mittelwert mit Standardabweichung berechnet und

als migrierte Zellen/10 high power fields (hpf) angegeben.

2.2.1.9 Tierexperimente

Alle Tierexperimente wurden durch die Behorde fir Gesundheit und Verbraucherschutz der
Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt und nach den gesetzlichen Vorgaben und
Richtlinien fur Tierhaltung unter der Genehmigungsnummer 98/12 durchgefihrt.

Zur in vivo-Testung der Tumorigenitéat verschiedener Glioblastomzelllinien wurden die im
Labor fir Hirntumorbiologie etablierte Standardmethode verwendet. Dabei wurden,
entsprechend der zu untersuchenden Zelllinie, 4 x 10* Zellen (G55T2) oder 3 x 10° Zellen
(GS-Linien) mechanisch dissoziiert, in entsprechend serumfreien Medium gewaschen und
intrazerebral in 6 bis 8 Wochen alte Nacktméause (Stamm NMRI-FoxN1™) injiziert.

Die Tumorzellinjektion erfolgte unter Vollnarkose durch intraperitoneale Injektion von
Ketamin (120 mg/kg) und Xylazin (16 mg/kg). Die Operation wurde unter Verwendung eines
Stereotaxiegerats durchgefiihrt. Die Kopfhaut wurde desinfiziert und der Kopf in der
Stereotaxievorrichtung fixiert. Nach Erdéffnen der Kopfschwarte durch einen sagittalen
Mittellinienschnitt wurde das Bregma identifiziert. Die Kraniotomie erfolgte durch ein
Bohrloch 2 mm links lateral der Sagittalnaht und 1 mm anterior des Bregmas. Eine Hamilton
Spritze wurde am Arbeitsarm der Stereotaxie-Vorrichtung befestigt und die Nadel wurde
vorsichtig ca. 2,5 mm tief bis in das Caudatum/Putamen vorgeschoben. Die Injektion der
Zellen (in 4 pl PBS) erfolgt langsam Uber 5 min mit Hilfe der "Microinjektion-Unit", um das
Herausquellen der Zellen aus dem Gewebe zu verhindern. Um eine schnelle Heilung zu
gewahrleisten wurde das Bohrloch mit Knochenwachs und die Kopfschwarte mit
Gewebekleber verschlossen. Zur Linderung post-operativer Schmerzen bekamen die Tiere
noch wéahrend der Narkose Carprofen (Rimadyl) 6 mg/kg s.c. sowie post-operativ 25 mg
Novalgin in 20 ml Trinkwasser Uber 3 Tage verabreicht. Um das Auftreten von Belastungen
und Symptomen frihzeitig zu erkennen und somit unnétiges Leiden der Tiere zu verhindern,
wurden die Tiere im Anschluss an die Operation regelmaflig dberwacht und
Gewichtskontrollen durchgefuhrt. Sobald ein Gewichtsverlust von Uber 10% des
Ausgangsgewichts oder andere Symptome auftraten, wurde dieses Tier umgehend mittels
finaler CO,—Narkose getotet. Nach Feststellung des Todes wurde der Schadel eroffnet, das
Hirn entnommen und in 4% Formalin (36-40% Formaldehyd) U/N fixiert. Nach der Fixierung
wurden die Gehirne in Einbetautomaten des Instituts fir Neuropathologie weiter prozessiert
und in Paraffinblécke gegossen. Zur histologischen und immunhistologischen Untersuchung
wurden von den Paraffinblocken, wie unter 2.2.5.1 beschrieben, koronare Stufen-

serienschnitte angefertigt.



Material und Methoden 32

Die GroRRe der jeweiligen Versuchsgruppen im Tierversuch betrug 10 Tiere/Gruppe. Diese
Anzahl ergab sich aus der biometrischen Planung, dass selbst bei einer erfahrungsgeman
moglicherweise hohen Standardabweichung von 35% noch eine erwartete Differenz von
33% statistisch signifikant war (Power= 0.8; a bei einseitiger Fragestellung = 0.05). Als
primarer Endpunkt wurde bei allen Studien das Uberleben gewertet (Analyse nach Kaplan-

Meier), d.h. die Zeit bis zum Auftreten abbruchrelevanter Symptome.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Isolation aus Zellen

Zur Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen wurde je nach Zellzahl das NucleoSpin RNA 11 Kit
(bei 5 x 10° bis 5 x 10° Zellen) oder das NucleoSpin RNA XS Kit (£ 5 x 10° Zellen) von

Macherey-Nagel verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung von DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde eine photometrische Messung
bei 260 nm durchgefiihrt. Zudem wurde die Absorption bei 280 nm und 230 nm gemessen.
Der Quotient aus OD,50/ODyg gilt als Mal3 fiir die Reinheit der Probe. Ein Wert von 1,8 steht
fur reine DNA und ein Wert von 2,0 zeigt reine RNA an.

Der Quotient aus OD4g/OD,3 Wird ebenfalls zur Bestimmung der Reinheit verwendet, wobei
hier ein Wert zwischen 2,0 und 2,2 die Abwesenheit von Kontaminationen, wie Proteinen,

anzeigt.

2.2.2.3 Reverse Transkription

cDNA aus isolierter RNA wurde mittels reverser Transkriptase-Reaktion und des SuperScript
First-Strand® Synthese System fur RT-PCR unter Verwendung von oligo-dT Primern
synthetisiert. Fur einen 100 pl Reaktionsansatz wurde folgende Komponenten auf Eis in ein

0,2 ml Reaktionsgefal3 pipettiert:

Komponente Menge

RNA 15 ug
dNTP-Mix (10 mM each) 50 puM
Oligo-dT Primer 2,5 ug
DNase/RNase-free water ad 60 ul
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Dieser Pramix wurde fur 5 min bei 65°C inkubiert, anschlieBend auf 4°C gekuhlt und parallel

der cDNA-Mix wie folgt angesetzt:

Komponente Menge/Probe
5x Reaktionspuffer 20 ul
DTT (100 mM) 10 pl
RNaseOut (40U/ul) 5ul
SuperScript Il RT (200 U/ul) 5ul

Nach dem Abkiihlen der Probe wurden je 40 ul des cDNA-Mix zugegeben und die Proben fiir
die reverse Transkription fir weitere 52 min bei 42°C inkubiert. Um die Reaktion
abschlieRend zu stoppen wurde eine Hitze-Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei

70°C fur 15 min durchgefihrt. Die cDNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.2.4 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenrea ktion (QPCR)

Bei der quantitativen Real-Time-PCR handelt es sich, wie bei der klassischen PCR, um eine
Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinséduren, bei der allerdings zusatzlich die Quantifizierung
der entstandenen DNA mittels fluoreszenzmarkierter Sonden ermdglicht wird. Wie bei einer
klassischen PCR besteht der Prozess aus mehreren Zyklen der Denaturierung des
doppelstrangigen DNA-Templates in Einzelstrange, der Hybridisierung des Primerpaars mit
der DNA und der Elongation des jeweils komplementdren DNA-Strangs an der freien 3'-OH-
Gruppe am Ende des angelagerten Primers. So werden sowohl der codogene als auch der
nicht-codogene Strang der Matrize de novo synthetisiert. Die Wahl der Primer legt jeweils
den Start- und Endpunkt des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts fest. Dabei wird darauf
geachtet, dass der Primer Exon-Exon-Uberspannend ist, um die Mitamplifikation von
enthaltener genomischer DNA und somit Hintergrundsignale zu verringern. Die in jedem
Zyklus synthetisierten DNA-Strange dienen im Anschluss als Template fir die nachste
Runde der DNA-Amplifikation, so dass es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung des
definierten DNA-Abschnitts kommt.

In dieser Arbeit wurde das Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System mit validierten
FAM-gelabelten TagMan-Sonden der Firma Applied Biosystems (ABI) genutzt. Bei diesen
Sonden wird das Fluoreszenzsignal zunachst durch das Prinzip des Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET) auf einen Quencher unterdrickt. Wahrend des
Elongationsprozesses kommt es zur rAumlichen Trennung des Quenchers vom Fluoreszenz-
farbstoff (Reporter), wodurch eine ansteigende Reporter-Fluoreszenz gemessen und eine
Echtzeitdarstellung der synthetisierten Amplifikate in der Reaktion realisiert werden kann.

Fur die Quantifizierung der PCR-Produkte wurde der Ct-Wert verwendet, ein Schwellwert,

der den Zyklus beschreibt, an dem das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant exponentiell
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Uber das Hintergrund-Fluoreszenzsignal ansteigt. Um die Ct-Werte zweier Proben
miteinander vergleichen und damit Rickschlisse auf die relative Template-DNA-Menge vor
der Amplifikation ziehen zu kénnen, wurden die Ct-Werte der Zielgene mit dem Ct-Wert einer
endogenen Kontrolle (RPL-13A, Haushaltsgen) normalisiert. Der Wert fir die Differenz des
Target Ct-Wertes und des Ct-Wertes der endogenen Kontrolle wird als delta Ct (ACt)
bezeichnet. Um die relative Quantitdit des Ausgangstemplates gegenuber eines
Bezugsprobe (Kalibratorprobe, z.B. unbehandelte Kontrolle) zu analysieren, wurden der ACt-
Wert der Kalibratorprobe von der zu untersuchenden Probe abgezogen, so der AACt-Wert
gebildet und zur Bestimmung der n-fachen Expression eines Transkripts einer Probe

gegeniiber der Kalibratorprobe in die Gleichung x = 2744

eingesetzt.

Alle PCR-Ansatze wurden als Triplikate durchgefuhrt, und der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet.

Fur die gPCR wurden je 20 ul Ansatze pro Well in einer thermostabilen 96-Well Platten

(Applied Biosystems) wie folgt zusammenpipettiert:

Komponente Menge

cDNA-Probe 1ul

Tag-Man Sonde 1pl

RNase freies Wasser 8 ul

2x Real-Time Mastermix TagMan Fast 10 l
Universal PCR Master Mix

Als Reaktionsbedingungen wurden die empfohlenen Standardbedingungen der Firma
Applied Biosystems gewdahlt und 40 Zyklen (Denaturierung und Annealing/Elongation)

durchlaufen:

Phase Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 50 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Annealing und Elongation 60°C 1 min

Nachfolgend sind alle verwendeten Primer-Sonden-Gemische der Firma Applied Biosystems

ausgelistet.
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Gen-Name

ABI-ID

Humanes GLUT1

Hs00892681_ml

Humanes HK2

Hs00606086_m1

Humanes PFKP

Hs00242993_m1l

Humanes ALDOC

H200193059_m1

Humanes PKM2

Hs0076178251_s1

Humanes LDHA

Hs00855332_g1

Humanes G6PD

Hs00166169 ml

Humanes PGD

Hs00427230_m1

Humanes TKT

Hs01115545_m1

Humanes TKTL1

Hs00202061_m1

Humanes PDHA

Hs00264851_ml

Humanes PDHB

Hs00168650_m1

Humanes SOX-2

Hs01053049 sl

Humanes Nestin

Hs04187831 g1

Humanes GFAP Hs00909233 m1l
Humanes MAP2 Hs00258900 m1l
Humanes CD133 (Prom1) Hs01009250 m1l
Humanes RPL-13a Hs01578912 ml

Tabelle 8: Verwendete Primer-Sonden-Gemische

2.2.2.5 Mikroarray-Analysen

Zur Erstellung von Expressionsprofilen wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Genentech
(Genentec Inc., San Francisco, CA, USA) Mikroarray-Analysen durchgefuhrt. Diese Methode
bietet die Mdglichkeit, die Aktivitdt zehntausender Gene einer Probe gleichzeitig zu messen
und dadurch biologische Fragestellungen aus der genomischen Perspektive zu behandeln.
Mikroarray-Analysen beruhen auf dem Prinzip der komplementaren Bindung zwischen
Nukleotiden. In der vorliegenden Arbeit wurden ein Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 Chip
verwendet. Dieser Chip beinhaltet die Daten des Humangenom-Projekts (HG) (Schuler G.D.
1997) aus der UniGene Version 133 von April 2001.

Bei einem solchen Oligonukleotid- oder Probeset-Array sind auf der Quartzoberflache
bekannte Sonden aus 25 Nukleotiden immobilisiert. Dabei sind die Positionen (Spots) der
jeweiligen Sonde auf dem Array klar definiert. Ein Gen wird auf einem Array zumeist durch
mehrere Sonden dargestellt, die zusammen ein Probeset bilden. Die auf dem Chip
gespotteten Sonden decken Uber 48000 Transkripte bzw. etwa 38500 Gene ab, was einer
Abdeckung des gesamten Transkriptoms sowie einem grof3en Anteil von Isoformen einzelner
Transkripte entspricht?®.

Zur Probengewinnung wurde zunéchst aus den Zellen RNA isoliert, diese in cRNA
umgeschrieben und anschlieBend mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Bei der
nachfolgenden Hybridisierung binden die markierten cRNA-Stiicke an die entsprechende

komplementéare Oligonukleotid-Sequenz auf dem Array. Nachdem ungebundene cRNAs von
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dem Array abgewaschen wurden, kdnnen die Fluoreszenzsignale jedes Spots mit Hilfe eines
Lasers ausgelesen und quantifiziert werden. Dabei korreliert die Signalintensitat der
einzelnen Spots mit der Menge der Transkripte in der aufgetragenen Probe. Auf dem Array
ist zusatzlich zu jeder Sonde, der einem realen DNA-Abschnitt entspricht (Perfect Match-
Sonden), die entsprechende Mismatch-Sonde aufgetragen, bei der ein Nukleotid in der Mitte
ausgetauscht ist. Durch diese Paarung von Perfect Match- und Mismatch-Sonden kann die
Spezifitat der cRNA-Bindung an die Sonde und somit die Echtheit eines Signals ermittelt und
das Ausmal an unspezifischen Bindungen quantifiziert werden.

Die Arrayergebnisse sind Ergebnisse einer Zusammenarbeit mit Genentec. Die RNA wurde
im Labor fur Hirntumorbiologie aus den Zellen isoliert, die Durchfiihrung des Arrays wurde
von Genentec bewerkstelligt. Die Auswertung der Rohdaten wurde erneut im Labor fur

Hirntumorbiologie durchgefihrt.

2.2.2.5.1 Bioinformatische Auswertung

Fur die Auswertung der Rohdaten wurden bioinformatische Verfahren angewendet, die in
den folgenden Unterkapiteln erlautert werden. Das Ziel war es, aus den groRRen
Datenmengen Informationen Uber differenziell exprimierte Gene zu extrahieren, d.h.
herauszufinden, welche Gene bzw. funktionelle Gengruppen fir die Unterscheidung
zwischen zwei Proben von Bedeutung sind, in welcher Beziehung die Gene zueinander
stehen, und, ob hinter einem &hnlichen Expressionsprofil eine reale biologische Bedeutung

Steht207,208

2.2.2.5.1.1 Normalisierung

Um Expressionsunterschiede zwischen Genen von nicht biologischer Herkunft, wie
genspezifische Unterschiede in der Hybridisierung, arrayspezifische Effekte und
Hintergrundrauschen, auszuschlieBen und somit den Vergleich von Signalintensitaten
zwischen verschiedenen Sonden und Arrays zu ermdglichen, wurden die Rohdaten in der
Statistiksoftware R mit dem Bearbeitungspaket GCRMA?® normalisiert. Die GCRMA
Normalisierung ist ein Verfahren, bei dem eine Hintergrundkorrektur durchgefihrt wird, die
die Anfélligkeit verschiedenere Sondensequenzen zu unspezifischen Bindungen anhand der
Basensequenz (A, T, G und C) an jeder Position berlcksichtigt. Des Weiteren erfolgt eine
verteilungsbasierte Quantilnormalisierung mit dem Ziel, die Expressionsverteilungen der
Arrays aneinander anzugleichen, und Uber Medianglattung eine Zusammenfassung der
Sonden zu sogenannten Probesets.

Im Anschluss wurde mit dem PANP-Bearbeitungspacket (Presence Absence calls with
Negative Probesets) fir R eine Present-Absent-Normalisierung durchgefiihrt?®®. Dabei

wurden die Transkripte, deren Expressionswerte oberhalb eines definierten Schwellwertes
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lagen, als vorhandene (present-calls), und Transkripte, deren Expressionswerte unterhalb
dieses Wertes lagen, als nicht-vorhandene Transkripte (absent-calls) definiert. Transkripte,
die in allen untersuchten Proben als nicht-vorhanden gewertet wurden, wurden aus dem
Datensatz entfernt. Dadurch werden in den weiteren Analysen signifikantere Ergebnisse

erzielt.

2.2.2.5.1.2 Cluster-Analyse

Mit Hilfe einer Clusteranalyse konnen Ahnlichkeiten und Differenzen zwischen
Expressionsprofilen verschiedener Proben erkannt und dargestellt werden. Dabei werden die
Sonden anhand ihrer Signalintensitat, sprich die Transkripte nach ihrer Expressionsstarke,
sortiert. Das Resultat ist eine ,Heatmap*, bei der die Expressionsstarke mit Farbintensitaten
korreliert ist.

Durch diese Sortierung entstehen sogenannte Cluster, d.h. Gruppen von Proben, die
ahnliche Expressionsmuster aufweisen®®,

In der vorliegenden Arbeit wurde der Prozess des Clusterns ohne Verwendung von uf3eren
Informationen durchgefiihrt. In dem Fall wurde eine Anordnung der Daten (Proben) anhand
einer Distanzfunktion erhalten und man spricht von einem unvoreingenommenen Cluster
(,unsupervised clustering").

Zudem wurde in der Cluster Analyse ein hierarchischer Algorithmus angewendet, wodurch
ein Dendrogramm erhalten wurde, d.h. eine Darstellung der Daten in Form eines bindren
Baums, in dem die Proben anhand ihrer Ahnlichkeiten beziiglich des Expressionsmusters in
einer Hierarchie von verschachtelten Untergruppen (,Subsets*) angeordnet sind®**. Proben
mit dem &hnlichsten Expressionsmuster sind dabei in direkter Nachbarschaft angeordnet. Mit
zunehmender Differenz in den Expressionsmustern nimmt auch die Zahl der Verzweigungen
zwischen den Proben hierarchisch zu.

Fir die Berechnung des Clusters in der vorliegenden Arbeit wurde die Software Cluster 3.0
verwendet, alle Probesets eingeschlossen, die mindestens in einer Probe nach der Present-
Absent-Normalisierung als ,present” bezeichnet wurde und ein hierarchischer Algorithmus
(,Correlation centered® und ,Complete Linkage*) gewahlt. Zur Visualisierung der

Clusteranalyse wurde die Software Java TreeView verwendet®*?,

2.2.2.5.1.3 Berechnung differenziell regulierter Ge ne

Um differenziell regulierte Gene genauer zu identifizieren, wurden im Anschluss genweise
Analysen durchgefihrt. Dazu wurde der Quotient des Expressionswerts eines Transkripts
jeder einzelnen Probe mit jeder weiteren Probe berechnet (n-fache Expressionen,

Jfold changes®, FC-Wert). In dieser Arbeit wurde als Definition fir differenzielle
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Genexpression ein FC-Wert von 2 2,5 gewahlt. Um diejenigen Transkripte zu identifizieren,
die zwischen Proben gleichermalRen reguliert sind, wurden Schnittmengendiagramme
angefertigt. Dazu wurde das Online Tool Venny genutzt und anhand der Transkript-IDs der
differenziell regulierten Gene der verschiedenen Proben sogenannte Venn-Diagramme
erstellt?*®. Anhand dieser Mengendiagramme kénnen Schnittmengen zwischen den Proben

erkannt und fir weitere biostatistische Klassifizierungen genutzt werden.

2.2.2.5.1.4 Biostatistische Klassifizierung der Mik  roarray Daten

Um die Zugehorigkeit der differenziell regulierten Gene zu funktionellen Gruppen zu
untersuchen und so den Datensatz hinsichtlich der funktionellen Bedeutung zu vergleichen,
kamen in der vorliegenden Arbeit verschiedene Online-Ressource zum Einsatz. In diesen
Online-Ressource werden sogenannte ,Ontologies” verwendet. Diese bieten eine
strukturierte biologische Beschreibung der untersuchten Gene. Eine der weit verbreitetsten
,ontologies” ist die ,Gene Ontology" (GO), in der Informationen einer Vielzahl von Genen
Uber ihre molekulare Funktionen, ihre Beteiligung an biologische Prozessen und ihr
Vorkommen in zellularen Kompartimenten in verschiedenen Organismen zusammengestellt

d**. Mit Hilfe dieser Datenbank kénnen Gene speziellen GO Terms

und organisiert sin
zugeordnet werden, die ihre Funktion und Lokalisation ndher beschreiben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Gene Ontology-Datenbank genutzt, um die differenziell
regulierten Gene zu den entsprechenden GO Terms der drei verschiedenen Gene Ontology
Kategorien, a) biologische Prozesse, b) molekulare Funktionen, c) zellulare Komponente,
zuzuordnen. Innerhalb dieser drei Gruppen findet nach der Zuordnung der Gene ein Ranking
nach der jeweiligen Prézision, d.h. nach der Signifikanz der beobachteten differenziellen
Regulation statt, mit Level 9 fir die differenziell regulierten Gene mit der héchsten
Signifikanz bis Level 1 fir die Gene mit der geringsten Préazision.

Des Weiteren wurden Uber diese funktionellen Annotationen sogenannte KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) Signalwege identifiziert™*>*'®. Mit Hilfe von KEGG
kénnen Gengruppen des Genoms mit einem Netzwerk von interagierenden Molekilen in der
Zelle verknipft werden, wie beispielsweise Signalwegen oder Molekilkomplexen. Mittels
KEGG konnten somit Signalwege identifizieren werden, die zwischen den untersuchten
Gengruppen differenziell reguliert waren.

Es existieren eine Reihe von Online Tools, die die unterschiedliche funktionelle Annotation
der Gene zu GO Terms und KEGG Signalwege nutzen, um signifikante funktionelle
Anreicherungen (,functional Enrichment®) in den untersuchten Proben zu identifizieren, die
fur die Interpretation von Mikroarray Analysen niitzlich sind?"#*8.

Um Uberreprasentierte GO Terms und KEGG Signalwege einer Probe gegenitber dem

Gesamtgenom zu identifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die Annotation in die GO
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Terms mittels DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,
http://david.abcc.ncifcrf.gov) durchgefiinrt®**%%,

Zum Zweck der Identifikation signifikant Uberreprasentierter GO Terms und KEGG
Signalwege einer Gengruppe gegenuber einer Referenzgruppe wurde in dieser Arbeit die
Babelomics v3.2 Plattform mit dem Webtool FatiGO (Fast Assignment and Transference of
Information using Gene Ontology (GO), http://www.fatigo.org)®*"* verwendet, in dem zur

Signifikanzberechnung den Fisher Exact Test benutzt wurde.

2.2.2.6 Lentivirale Transduktion

Um spezifische Gene stabil runterzuregulieren, wurden in dieser Arbeit ShRNA-Konstrukte
mittels Lentiviren stabil in die Zielzellen (u.a. Priméarzellen) eingebracht.

Zu diesem Zweck wurde das RNAintro GIPZ lentiviral shRNAmir transduction kit
(Katalognummer RHS5086) der Firma Open Biosystems (Lafayette, CO, USA, Thermo
Scientific ABgene) erworben. Das Kit beinhaltet Glycerolstocks verschiedener E.coli Klone,
die pGIPZ lentivirale Vektoren (Abbildung 10) mit unterschiedlichen genspezifischen oder
scambled shRNA-Sequenzen tragen (siehe Tabelle 9) und zur Produktion von Plasmid-DNA
genutzt werden kbénnen.

CMV
EPcPPT JZeo FP;IRES;Puro’y shRNA mir —
, Py
" s E 92 ma @
=
5 pGIPZ 3

Abbildung 10: Vektorkarte des pGIPZ lentiviral shRNAmir Vektors. shRNAmir: shRNA-Sequenz. CMV:
CMV-Promoter. cPPT: Zentraler Polypurine Bereich. WRE: WER-Element. W: Verpackungssignal psi.
tGFP: GFP-Gen. Puro”: Puromycin-Resistenzgen. Amp': Ampicillin-Resistenzgen. 5'LTR: Long
terminal repeat am 5 Ende. pUC ori: Replikationsursprung. SIN-LTR: 3’ selbst-inaktivierender long
terminal repeat. RRE: Rev responsive element. Zeo: Zeozin-Resistenzgen®?,

Der pGIPZ Vektor enthélt neben der spezifisch shRNA, flankiert durch mir-Sequenzen, das
lentivirale  Verpackungssignal y, einen Promotor, einen Replikationsursprung,
Signalsequenzen zur Transkriptionsinitiation und —termination und Stabilisierung,
Translokation und Translation, einen sich selbst-inaktivierenden long terminal repeat (SIN-
LTR) am 3'Ende, 5LTR, ein Rev response element, TurboGFP zur Visualisierung
transduzierter Zellen, und bakterielle (Ampicillin) und eukaryotische Selektionsmarker
(Zeocin und Puromycin).
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Name des Klons Bestellnummer Klon ID
Non-silencing pGIPZ lentiviral shRNAmir negative RHS4346
control vector
GAPDH - pGIPZ lentiviral ShRNAmir positive control RHS4371
vector

Human pGIPZ lentiviral ShRNAmir individual clone RHS4430-
shG6PD 1 98851229 V2LHS_92826

Human pGIPZ lentiviral ShRNAmir individual clone RHS4430-
ShG6PD 2 99200366 | V2LHS 232479

Human pGIPZ lentiviral ShRNAmir individual clone RHS4430-
shG6PD 3 101520605 V3LHS_315154

Human pGIPZ lentiviral ShRNAmir individual clone RHS4430-
ShALDOC 1 101167229 | V3LHS 325165

Human pGIPZ lentiviral ShRNAmir individual clone RHS4430-
shALDOC 2 101165498 V3LHS_325164

Human pGIPZ lentiviral ShRNAmir individual clone RHS4430-
ShALDOC 3 101163275 | V3LHS_ 325168

Tabelle 9: Verwendete E.coli Klone

In dem Kit sind zudem eine Verpackungszelllinie HEK293T, das Transfektionsreagenz
Arrest-In und der Trans-lentiviral GIPZ Packaging Mix aus verschiedenen Verpackungs-

plasmiden enthalten.

2.2.2.6.1 Herstellung von lentiviralen Partikeln

2.2.2.6.1.1 Plasmidisolation aus E.coli und Qualita  tskontrolle

Je nach gewlnschter Plasmid-DNA Menge wurde die Plasmid-DNA in Mini- oder Maxi-
praparationen mittels NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit oder NucleoBond Xtra Maxiprep Kit
isoliert. Dazu wurde eine Ubernachtkultur mit LB broth (low salt) Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin mit dem entsprechenden E.coli Klon aus den Glycerolstocks angeimpft und die
Plasmid-DNA am Folgetag nach Herstellerangaben prapariert. Zur anschlielBenden
Qualitatskontrolle wurde ein Verdau mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Sacll
(Fermentas, #ERO0201) unter den vom Hersteller empfohlenen Temperatur- und
Pufferbedingungen durchgefihrt. Dazu wurde 1 pg Plasmid-DNA mit 10 U Restriktionsenzym
und dem entsprechenden 10x Restriktionspuffer versetzt und 16 h bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz mittels Agarose-Gelelektrophorese (1% (w/V) Agarose in
0,5 x TAE Puffer, 100 V, 30 min) analysiert.

2.2.2.6.1.2 Kotransfektion von HEK293T-Zellen

Zur Herstellung von lentiviralen Partikeln wurde die Verpackungszelllinie HEK293T mit dem
jeweiligen shRNAmir Konstrukt und dem Trans-Lentiviral Packaging Mix bestehend aus 5

Packaging Plasmiden mittels Arrest-In (lipo-polymerische Zusammensetzung) als
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Transfektionsreagenz kotransfiziert. Dazu wurden 24 h vor der Transfektion 5,5 x 10°
HEK293T-Zellen in 10 cm?-Kulturschalen ausgesat. Am Tag der Kotransfektion wurden pro
Ansatz 9 pg Plasmid-DNA aus den entsprechenden Plasmidpraparationen und 28,5 pg
Plasmid-DNA des Lentiviral Packaging Mix in 1 ml serumfreien Medium gemischt. Parallel
dazu wurde das Arrest-In Transfektionsreagenz 1:5 mit serumfreien Medium gemischt und
zur Bildung liposomaler Vesikel 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden beide Ansatze
gemischt und zur Bildung von kationischen Komplexen aus DNA und Lipidpolymeren fir
20 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium auf den HEK293T-Zellen gegen
3 ml serumfreies Medium ausgetauscht, die jeweilige DNA/Polymer-Suspension zu den
Zellen getropft und vorsichtig gemischt. Nach 6-stindiger Inkubation bei 37°C wurde das

Medium auf den Zellen gegen serumhaltiges Kulturmedium ausgetauscht.

2.2.2.6.1.3 Gewinnung von lentiviralen Uberstanden

48h nach der Kotransfektion wurden erstmalig Viren von den Verpackungszellen geerntet.
Dazu wurde das virushaltige Kulturmedium von den Zellen abgenommen, bis zur
Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert und frisches Kulturmedium zugegeben, um eine erneute
Ernte nach weiteren 24 h zu ermdglichen.

Um die Konzentration von viralen Partikeln in den viralen Uberstanden zu erh6hen wurden
die Partikel aus den gewonnen Uberstanden mittels PEG-it™ Precipitation Solution (SBI)
nach Protokoll gefallt, das Viruspellet anschlieRend in 100 ul kaltem PBS resuspendiert und

bei -80°C gelagert.

2.2.2.6.2 Bestimmung des Virustiters

Der Virustiter wurde an der spéateren Zielzelllinie GS-11 ermittelt. Zu diesem Zweck wurden
6 x 10 Zellen pro Well einer 24-Well Platte in 333 pl Medium ausgesét, die jeweiligen viralen
Stocks in einer 5fach-Verdiinnungsreihe zugegeben und nach 48-stiindiger Inkubation der
Prozentsatz an GFP-positiven, d.h. transduzierten Zellen, mittels Durchflusszytometrie im

FITC-Kanal ermittelt. Zur Berechnung des Titers T wurde folgende Formel verwendet:
T= (N*P)/V

mit N der Anzahl der ausgeséaten Zellen, V dem Volumen des zugegebenen viralen
Uberstands und P dem prozentualen Anteil an transduzierten Zellen. Der Titer wurde
angegeben als TU/ml (transducing unit per ml).

Zur Berechnung des nétigen Volumens fir die Tranduktion mit einem MOI (Multiplicity of

Transfection) von 100 wurde folgende Formel verwendet:
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TU/ml = N*MOIQewUnscht

mit N der Anzahl ausgesater Zellen, TU/ml dem Titer der viralen Stocklésung und einem MOI
von 100.

2.2.2.6.3 Lentivirale Transduktion von G55T2 und GS  -Zellen

Zur lentiviralen Transduktion von G55T2- und GS-Zellen wurden am Tag vor der
Transduktion 5 x 10* Zellen pro Well in einer 24-Well Platte in 300 pl des entsprechenden
Mediums ausgesat. Am Tag der Transduktion wurde das Medium im Fall der G55T2 gegen
serumfreies Medium gewechselt und die entsprechenden lentiviralen Partikel (MOI 100) zu
den Zellen geben. Nach 24 h wurde das Virus-haltige Medium entfernt und frisches
Kulturmedium auf die Zellen gegeben. Nach weiteren 24 h wurde 1 pg/ml Puromycin zur
Selektion der transduzierten Zellen verwendet und das Puromycin-haltige Medium alle 3 bis

4 Tage erneuert.

2.2.2.7 Testung lentiviral transduzierter Zellen au f Produktion infektioser
Partikel

Die in dieser Arbeit synthetisierten und verwendeten lentiviralen Partikel sollten durch
verschiedene Voraussetzungen in den Zielzellen replikationsinkompetent sein. Zum einen
wurde das lentivirale DNA-Gerist (Backbone) insofern modifiziert, als dass ausschlieRlich
die essentiellsten genetischen Elemente fir die Integration und die Verpackung (5'LTR, Psi-
Sequenz, Polypurin-Bereich und 3’'LTR) erhalten geblieben sind und zum anderen liegen die
zur Herstellung infektioser Partikel nétigen Sequenzen gag, pol und env auf verschiedenen
Helferplasmiden, die lediglich bei der Kotransfektion der HEK293T Zellen verwendet werden.
Diese Sequenzen sind daher nicht in den Zielzellen enthalten. Um dennoch die Produktion
von infektiosen Partikeln durch lentiviral transduzierte Zellen ausschliefRen zu kénnen, wurde
mit den Medienlberstdnden dieser Zellen ein Helferviren-Assay durchgefuhrt. Fir diesen
Assay wurden 1 x 10° Zellen in 500 pl Medium in einer 12-Well Platte ausgesét und fiir 24 h
mit konditioniertem Medium lentiviral transduzierter Zellen kultiviert. Nach 24 h wurde die
Selektion potentiell transduzierter Zellen mit Puromycin-haltigem Medium gestartet. Das
Medium wurde alle 3 bis 4 Tage erneuert. Nach 14 Tagen wurde das Vorhandensein von
Uberlebenden Zellkolonien ermittelt. Bei vollstandiger puromycininduzierter Zelltétung wurde
davon ausgegangen, dass von den transduzierten Zellen keine replikationskompetenten
Lentiviren gebildet wurden und die Arbeiten unter S1-Bedingungen fortgesetzt werden

konnten.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinisolation

Fur die Isolation von Proteinen aus eukaryotischen Zellen wurde Lysepuffer (CXCR4-
Lysepuffer, Kapitel 2.1.1) mit Orthovanadat verwendet. Zunéchst wurden adhérent
wachsende Zellen nach Abschluss der Inkubation mittels Trypsin vom Flaschenboden geldst
und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Bei spharisch wachsenden Zellen wurde auf die
Trypsinierung verzichtet. Anschlielend wurden das Zellpellet in 200 pl CXCRA4-Lysepuffer
pro 1 x 10° Zellen aufgenommen, 30 min auf Eis schiittelnd inkubiert, 30 min bei 13000 rpm
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand zur Proteinbestimmung und fir Western Blot
Versuche verwendet oder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde der Protein Quantifikation
Assay verwendet. Der Vorteil dieses Assay gegenuber anderen Methoden zur Bestimmung
von Proteinkonzentrationen ist, dass dieser Assay nicht durch reduzierende Agenzien wie
SDS beeinflusst wird. So kénnen mit diesem Assay auch bereits mit Laemmli-Puffer
aufgekochte Lysate analysiert werden. Der Assay wurde nach Herstellerangaben

durchgefihrt.

2.2.3.2 SDS-Plyacrylamidgel Elektrophorese (PAGE)

Zur analytischen Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurden kommerzielle
Gradientengele verwendet. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 10x
Laemmli (Endkonzentration 1x) fir 5 min bei 95°C aufgekocht. Durch das enthaltene [3-
Mercaptoethanol werden Disulfidbricken zerstort und das SDS fuhrt zur Zerstérung der
nichtkovalenten Bindungen zwischen Aminosauren und bringt die Proteine zudem auf eine
einheitliche negative Ladung, so dass die Auftrennung rein nach Proteingré3e erfolgen kann.
Als Molekulargewichtsmarker wurde der BenchMark Pre-Stained Protein Ladder mit einer
Bandenbreite von 10 bis 190 kDa verwendet.

Von den Proteinlysaten wurden jeweils 0,5-20 g Protein pro Geltasche aufgetragen und die
Proteine bei 100 V ca. 1 bis 2 h aufgetrennt bis die blaue Lauffront das Gelende erreicht

hatte. Die Zusammensetzung des verwendeten Laufpuffers ist Tabelle 2 zu entnehmen.

2.2.3.3 Immunoblotting (Western Blot)

Die Polyacrylamid-Gele wurden nach Anweisung des Herstellers aus der Gelkammer gelost
und die Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Dazu wurde das
Gel und die Methanol-aktivierte Membran zwischen zwei Glasfasermatten und je zwei

Transferpuffer getrénkten Filtern (3MM, Whatman) fixiert und in eiskaltem Transferpuffer
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(Tabelle 1) bei 100 V fur 30 min geblottet. Um die Transfereffizienz zu tUberprifen wurde die
Membran kurz mit Ponceau S-Lésung gefarbt und anschlieRend mit H,O wieder entfarbt. Um
unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wurde die Membran im Anschluss fir
mindestens 1 h in 1x Roti-Block inkubiert, bevor die Membran G/N bei 4°C mit dem
Primarantikorper leicht schiittelnd inkubiert wurde. Die Antikdrper wurden dazu in TNT-Puffer
verdinnt (Tabelle 10). Ungebundener Primarantikbrper wurde am Folgetag durch
viermaliges Waschen fiir 10 min mit TNT-Puffer entfernt. Im Anschluss wurde die Membran
mit dem Sekundéarantikdrper in der entsprechenden Verdinnung fur 1 h bei RT inkubiert
(Tabelle 11), ungebundener Antikdrper erneut durch Waschen entfernt, schliel3lich mit dest.
H,O nachgespilt und die Membran fir ca. 5 min mit den Chemi-lumineszenz-Reagenzien
Luminol/Enhancer und stabiler H,O,-L6sung (SuperSignal West Pico oder Femto) inkubiert.
Zur Detektion der Signale wurden Filme in einer Dunkelkammer flr variable
Expositionszeiten aufgelegt und anschlieBend entwickelt. Zur densitometrischen

Quantifizierung wurde die Software ImageJ verwendet.

Antikorper Spezies Poly-/ Konzentration Hersteller Bestellnummer
monoklonal
ALDOC Schaf polyklonal 0,2 pg/ml Santa Cruz sc-12065
G6PD Maus monoklonal 1 pg/mi Lifespan Biosciences LS-B3587
HK2 Maus monoklonal Nllfllhé(;i](;.l 32%'5:?;:’ Novus NBP1-51643
LDHA Kaninchen | polyklonal 0,2ug/ml Santa Cruz Sc-33781
PDHB Maus monoklonal 0,4 pg/ml Abnova H00005162-M03
PFKP Kaninchen | polyklonal 0,25 pg/mi Abnova PAB3996
PGD Maus monoklonal 0,5 uG7ml Abnova H00005226-M01
PKM2 Kaninchen | polyklonal 0,25 pg/mi Abnova PAB2038
TKTL1 Kaninchen | polyklonal 0,79 pug/mi Novus Biologicals NBP1-31674
Tubulin Maus monoklonal 0,1 pg/ml Calbiochem CP06

Tabelle 10: Verwendete primare Antikdrper

Spezifitat Gekoppelte Spezies | Verdinnung Hersteller |Bestellnummer
Substanz
a-Kaninchen-1gG HRP Schaf 1:80000 Sigma A0545
a-Ziege-1gG HRP Kaninchen 1:20000 Sigma A4174
a-Maus-IgG HRP Schaf 1:20000 Sigma A9309

Tabelle 11: Verwendete sekundare Antikorper

2.2.3.4 Entfernung gebundener Antikdrper (Strippen)

Zum Entfernen von gebundenen Sekundar- und Priméarantikbrpern wurden die Membranen
nach dem einmaligen Waschen mit TNT fur 15 min bei RT mit Restore Western Blot
Stripping Buffer inkubiert, anschlieend mit TNT fir 5 min gewaschen und konnten

anschlieRend erneut blockiert und zur Detektion anderer Proteine verwendet werden.
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2.2.4 Durchflusszytometrische Analysen

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren, bei dem Zellpopulation
anhand unterschiedlicher Zellgrole und —morphologie, und unterschiedlichem
Expressionsmuster von spezifischen Antigenen, die mittels Antikdrper markiert werden
kénnen, innerhalb einer Gesamtpopulation identifiziert und quantifiziert werden kénnen. Fir
das Messprinzip kdnnen entweder Antigene mittels fluorochromgekoppelter Antikorper
markiert, fluoreszierende Proteine spezifisch an zellulare Strukturen gebunden oder
Substrate durch eine chemische Reaktion intrazelluldar zu einem fluoreszierenden Molekdl
umgesetzt werden. Die daraus resultierenden fluorezenzmarkierten Zellen flieRen bei der
Messung in hohem Tempo in den Mikrokanal einer Kivette und passieren dabei einen
Laserstrahl einer bestimmten Wellenlange. Das dabei entstehende Streulicht wird im
Vorwartsstreulich-Kanal (forward scatter, FCS) als MaR fur die GroRe der Zelle und im
Seitwartsstreulicht-Kanal (sideward scatter, SSC) als Mal3 fur die Granularitat der Zelle
ermittelt. Parallel zum Streulicht kommt es zur Emission von Fluoreszenzsignalen durch die
laserinduzierte Anregung der fluoreszierenden Molekule, welches von einem Photomultiplier
detektiert wird.

Bei allen durchflusszytometrischen Methoden wurden mindestens Quadruplikate gemessen
und der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Als Kontrolle diente ggf. jeweils
eine unbehandelte Kontrolle, die parallel zur behandelten Probe gleichermalRen

aufgearbeitet wurde.

2.2.4.1 Analyse der Expression von Stammzellmarker und weiteren

intrazellulare Targets

Fiar die Quantifizierung intrazellularer Antigene (Stammzell- und Differenzierungsmarker,
sowie Stoffwechselenzyme) wurden pro Probe 5 x 10°> GS-Zell am Messtag ggf. zunéchst
mechanisch vom Flaschenboden geldst und dissoziiert, fir 20 min in 4% PFA fixiert
(ausgenommen CD133, siehe unten) und mit 0,1% BSA/0,1% Saponin in PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 10 min bei RT mit 3% Triton in PBS permeabilisiert,
gewaschen und anschlieBend unspezifische Bindungsstellen mit 0,5% BSA/0,1% Saponin in
PBS fir 1 h blockiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen mit dem Primarantikorper
fur 2 h inkubiert, durch Waschen mit 0,01% NaNs in PBS, unterschichtet mit 150 pl FCS,
ungebundener Antikdrper entfernt und die Zellen nachfolgend fur 1 h mit Sekundarantikorper
im Dunkeln inkubiert. Fur die abschlieende Farbung des Zellkerns wurden die Zellen nach
dem letzten Waschschritt mit 0,01% NaN; in PBS in DAPI-CyStain in PBS aufgenommen
und die Signale je nach erwarteter Fluoreszenzemission am Partec PAS
Durchflusszytometer oder in der UKE FACS Core Facilty am BD FACS Canto Il
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Durchflusszytometer gemessen. Alle Schritte wurden, falls nicht anders beschrieben, bei 4°C
durchgefunhrt.

Bei dem Stammzellmarker CD133 handelt es sich um ein Oberflachenantigen, weshalb fir
die Detektion die Permeabilisierung der Zellen entfallt. Zudem wurde hier ein
fluoreszenzmarkierter Primarantikdrper verwendet. Fur die Detektion von CD133 wurden pro
Probe 1,5 x 10° Zellen mechanisch dissoziiert und in 150 pl PBS-Azid aufgenommen, 10 i
FcR Blocking Reagenz, jeweils 5 pl anti-CD133/1 PE und 5 pl CD133/2 PE zugegeben und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen 30 min mit 10 pul mouse
IgG1-PE (Miltenyi, #130-092-212) inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen durch Zugabe
von 1 ml 0,01% NaN; in PBS, unterschichtet mit 150 pl FCS, gewaschen, die Zellen
abschlie3end in 100 pl DAPI-Cystain aufgenommen und innerhalb von 30 min analysiert, da
das Signal erfahrungsgemalf nach dieser Zeit abnimmt. Die fur die durchflusszytometrischen

Analysen verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 12 und 13 aufgefuhrt.

Antikérper Spezies Poly-/ monoklonal Konze.r.1trat|on/ Hersteller Bestellnummer
Verdlinnung
ALDOC Schaf polyklonal 4 pug/ml Santa Cruz sc-12065
G6PD Maus monoklonal 1:200 Thermo Scientific MA5-15918
SOX-2 Maus monoklonal 2 pg/ml R&D Systems MAB2018
GalC Maus monoklonal 5 pg/ml Millipore MAB342
GFAP Kaninchen polyklonal 4,8 pg/ml Dako 70334
Nestin Kaninchen polyklonal 1:200 Millipore AB5922
Ne(;:\(/l)rllginﬁnt Maus monoklonal 1:500 Covance SMI-311R
(ACCDlilsgé?/éE human monoklonal 1,5 pg/mi Miltenyi Biotec 130-080-801
(ACCleS/gE human monoklonal 1,5 pg/mi Miltenyi Biotec 130-080-901
Tabelle 12: Verwendete priméare Antikdrper
Spezifitat Gekoppelte Spezies | Verdinnung [Fluoreszenz Hersteller Bestellnu  mmer
Substanz
Anti-Schaf FITC Kaninchen 35 pg/mi Grin Dako F0250
Anti-Kaninchen FITC Schwein 20,25 ug/mi Grin Dako F0205
Anti-Maus FITC Schaf 10 pg/mi Grin Dako F0479
Anti-Schaf TRITC Kaninchen 65 pg/mi Rot Dako R0270
anti-Kaninchen TRITC Schwein 50 pg/mi rot Dako R0156

Tabelle 13: Verwendete sekundare Antikorper

2.2.4.2 Annexin V Apoptose-Assay

Die Detektion und Quantifizierung von Apoptose auf Einzelzellebene wurde unter
Verwendung des Annexin V Apoptosis Detection Kit | durchgefihrt. Die Methode basiert auf
der Annexin V-Markierung von Phosphatidylserinen, die als Folge von apoptoseinduzierter
inneren an die &uRere Zellmembran

Veranderung der Zelloberflache von der

translozieren®*??°, Annexin V ist ein Ca®*-abhangiges Phospholipidbindeprotein mit einer
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hohen Affinitat gegeniiber Phosphatidyserin®®. Um zudem apoptotische Zellen von
nekrotischen Zellen zu unterscheiden, wurde Proidiumiodid (PI) verwendet, ein Farbstoff der
nur in durchlassige nekrotische Zellen eindringen kann und die DNA anfarbt.

Zur Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen innerhalb einer Zellpopulation wurden die
Zellen nach der entsprechenden Behandlung mechanisch zerkleinert, zweimal mit kaltem
PBS gewaschen und die Zellzahl mit 1x Binding Buffer auf 1 x 10° Zellen pro ml eingestellt.
AnschlieRend wurden 100 pl dieser Zellsuspension mit 5 pl Pl und 0,5 pl FITC-Annexin V fir
15min bei RT im Dunkeln inkubiert und abschliefend innerhalb von einer 1h

durchflusszytometrisch am Canto Il analysiert.

2.2.5 Histologische Methoden

2.2.5.1 Histologische Untersuchungen

Zur Feststellung der Tumorlokalisation, -morphologie und des Invasionsverhaltens wurden
Gewebeschnitte mittels Hamatoxylin-Eosin Farbung (H&E-Farbung) gefarbt. Dabei wird
Hamatoxylin durch saure Bestandteile (Uberwiegend Zellkerne) zu dem blauen Farbstoff
Hamatein oxidiert, wohingegen Eosin basische Zellbestandteile, wie das Zytoplasma,

Bindegewebe und Kollagenfasern rot farbt. Folgende Ldsungen wurden zu Beginn

hergestellt:
Eosin-Stammlésung (1%) 1000ml Ethanol (99%) + 10 g EosinG
Ethanol/HCI-Differenzierungslosung 964 ml Ethanol (98%) + 21,6 ml HCI (25%)

Fir die H&E-Farbung wurden von den fixierten Mausehirnen mit einem Mikrotom (Leica)
4 um dicke koronare Stufenserienschnitte angefertigt, auf SuperFrost Objekttrager
aufgebracht und U/N bei 37°C getrocknet. Am Folgetag wurden die Schnitte zunachst
zweimal fur je 10 min in Xylol entparaffiniert und dann in 2 min Intervallen in einer
absteigenden Alkoholreihe (98%, 96%, 90%, 80%, 70%) rehydriert. Nach funfminttigem
Inkubieren in dest. Wasser wurden die Schnitte fir 5 min in Hamatoxylin inkubiert, um die
Kerne zu farben. Nach dem Spulen unter flieRendem Leitungswasser fur 5 min wurden die
Schnitte fur 2 Sekunden in Ethanol/HCI-Lésung differenziert und fir weitere 5 min unter
Leitungswasser gewaschen. Im Anschluss wurden die Schnitte fir 7 min in 1% Eosin (in
96% Ethanol) inkubiert und nachfolgend zum Auswaschen des Eosins und der Dehydrierung
in 60 Sekunden Intervallen durch eine aufsteigende Alkoholreihe (90%, 96% 100%) gefiihrt,
einmal fir je 10 min in Xylol inkubiert und abschlieBend mit Eukitt® Eindeckmedium
Uberschichtet und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die histologische Auswertung fand

mikroskopisch statt.
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2.2.5.2 Immunhistologische Farbungen

Mittels immunhistologischer Farbungen ist es moglich, Expressionsmuster bzw.
Lokalisationen von bestimmten Proteinen in Gewebeschnitten zu analysieren.

Fur diese Methode wurden sowohl aus fixierten und in Paraffin eingebetteten Mausehirnen
als auch aus frisch reseziertem Glioblastomgewebe, wie unter 2.2.5.1 beschrieben,
Stufenserienschnitte angefertigt, getrocknet und am Folgetag zweimal fir 10 min in Xylol
entparaffiniert, fir 2 min in 100% Ethanol von Xylol befreit und die endogene Peroxidase
durch Inkubation in 3% H,O, in 100% Ethanol fur 30 min bei RT inhibiert. AnschlieRend
durchliefen die Schnitte in 2 min Intervallen eine Alkoholreihe (100 % bis 70 %) zur
Rehydrierung des Gewebes. Nach 5 minitigem Waschen der Schnitte in dest. H,O wurde
das Gewebe fir 60 min in kochendem 10 mM Citratpuffer (pH 6.0) demaskiert. Nachfolgend
wurden die Schnitte 5 min in dest. H,O und dann in Trit-Triton-Puffer (TTP) gewaschen und
das Gewebe mit dem entsprechenden Primarantikérper G/N bei RT (HIF-1a) oder 4°C in
einer Feuchtkammer inkubiert. Um unspezifisch gebundenen Antikdrper zu entfernen,
wurden die Schnitte am Folgetag dreimal fir 5 min in TTP gewaschen, nachfolgend mit dem
entsprechenden HRP-konjugierten Sekundarantikorper fir 1 h bei RT in der Feuchtkammer
inkubiert und erneut dreimal gewaschen. Durch Zugabe des Vector NovaRed Substrates fur
Peroxidase kommt es durch die Aktivitat der HRP am Sekundarantikérper zur Umsetzung
des Substrats zu einem braunen unléslichen Farbstoff. Nach der Farbreaktion wurden die
Schnitte far 5 min unter flieRendem Leitungswasser gewaschen, fir 30 Sekunden in
Hamalaun zur Kernfarbung inkubiert, erneut fir 10 min unter flieRendem Leitungswasser
gewaschen und dann mit Glyceringelatine eingedeckelt.

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sind in Tabelle 14 und 15 aufgelistet.

Antikorper Spezies Poly-/ Hersteller Bestellnummer | Konzentrationen
monoklonal
ALDOC Kaninchen | polyklonal _Ln‘eg,pan LS-B3453 5 pg/ml
Biosciences
G6PD Maus monoklonal .Ln‘etc,pan LS-B3587 1 pg/ml
Biosciences
HIF-1a Maus monoklonal Santa-Cruz sc-53546 2 ug/ml
HK2 Maus | monoklonal Novus NBP1-51643 | '\ichtquantifiziert,
1:500 verdinnen
PFKP Kaninchen | polyklonal Abnova PAB3996 8,3 pg/ml
PGD Maus monoklonal Abnova HOO&%51226' 5 pg/ml
MIB1 (Ki-67) Ratte monoklonal Dako M7248 1,6 pg/mi

Tabelle 14: Verwendete primare Antikdrper
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Spezifitat Gekoppelte Spezies | Verdinnung Hersteller Bestellnummer
Substanz
Nichirei
Histofine®™ Simple Biosciences

Stain™ MAX PO (M) HRP Schaf Unverdiinnt Inc.. Tokvo 41413
Histofine a-Maus-IgG Y Yo,

Japan
Histofine® Simple Nichirei
Stain™ MAX PO (R) ; Biosciences
Histofine a- HRP Schaf Unverdinnt Inc.., Tokyo, 41414
Kaninchen-lgG Japan
Histofine® Simple Bi(’)\lslgir::]ecles

Stain™ MAX PO (G) HRP Kaninchen | unverdiinnt 41416

Histofine a -Schaf-IgG Inc., Tokyo,
Japan

Tabelle 15: Verwendete sekundare Antikorper

2.2.5.3 Tissue Microarray (TMA)

Diese Gewebearray-Technik bietet den Vorteil in einem Versuch bis zu 1000 Gewebeproben
beispielsweise von Tumoren materialschonend, kostengiinstig und zeitsparend gleichzeitig
auf einem Objekttrager zu analysieren und somit eine gute Vergleichbarkeit der Proben zu
gewabhrleisten.

Auf den TMA wurden 400 Gliomproben, 25 AVM-Proben (Arteriovenotse
Malformationsproben) und 24 Sektionen aufgetragen. Die 400 Gliomproben stammten von
Patienten, die in der Klinik fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
zwischen 1989 und 2010 behandelt wurden. Alle Gliomproben wurden nach der
Standardbehandung im Institut fir Neuropathologie analysiert und nach den neusten WHO-
Standards klassifiziert’. Zur Herstellung des Gewebearrays wurde der fir den Grad
charakteristische Fokus jeder Probe mikroskopisch auf dem histologischen Schnitt ermittelt
und parallel auf dem originalen (Donor-) Paraffinblock identifiziert und markiert.
AnschlieRend wurden mit Hilfe einer speziellen Stanzmaschine aus dem Empfangerblock
Locher ausgestanzt und aus jedem Donorblock eine genormte zylindrische Biopsie mit
einem Durchmesser von 0,6 mm entnommen und mittels eines Rasters und einer
dunnwandigen Nadel kontrolliert in den Empfangerblock Ubertragen. Die Position jeder
Probe wurde erfasst, um eine spatere Identifikation der Proben auf dem Objekttrager zu
ermdglichen. Nach der Konstruktion des Arrayblocks wurden serielle 5-pum Schnitte mit
einem Mikrotom unter Verwendung eines adhasionsbeschichteten Tape Sectioning Systems
geschnitten. Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Schnitte wurden fiir die histologische Uberpriifung
des Tumorgewebes genutzt. Die immunhistologische Farbung der spezifischen Proteine
erfolgte nach dem Protokoll unter 2.2.5.2. Allerdings wurden die Schnitte zur

Entparaffinierung zweimal je 60 min in Xylol inkubiert.
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2.2.6 Weitere Online Tools

Um die Expression verschiedener Gene in den verschiedenen WHO-Graden von Gliomen
und Normalhirn zu untersuchen, wurde die REMBRANDT (REpository for Molecular BRAIn
Neoplasia DaTa) Datenbank genutzt (http:/caintegrator-info.nci.nih.gov/rembrandt). Hierbei
handelt es sich um die Initiative von NCI und NINDS eine 6ffentlich zugéngliche Datenbank
fur molekulare, genetische und klinische Ergebnisse zu erstellen. In erster Linie ist das Ziel
eine groRe Anzahl von adulten und padiatrischen primaren Hirntumoren mittels Affymetrix
Genexpressions-Arrays molekular zu charakterisieren und diese mit retrospektiven und
prospektiven Daten zu korrelieren. Unter Nutzung dieser Datenbank ist es mdglich,
Genexpression, chromosomale Aberration und klinische Daten gesuchter Gene zwischen

den verschiedenen WHO-Graden und Normalhirn zu vergleichen.

2.2.7 Massenspektrometrische Flux Analysen

Zur Analyse des metabolischen Flux in GS-Zellen wurde [1,2-*3C,]-D-Glucose (99 %ige
Isotopenanreicherung der spezifischen Positionen, Cambridge Isotopes Laboratories,
Woburn, MA) als Einzeltracer verwendet. Dies ermdglicht die Bestimmung der
Isotopologverteilung in extrazellularem Laktat, dem Triosephosphat Produkt des Embden-
Meyerhof Wegs. Die Flux Analyse bzw. die Bestimmung der Herkunft des gebildeten Laktats
beruht darauf, dass sich das Markierungsmuster der Kohlenstoffatome, d.h. die
Isotopologverteilung im Laktat je nachdem, ob es durch Umsetzung der [1,2-*C,]-D-Glucose
Uber die Glykolyse oder den Pentosephosphatweg entstanden ist, unterscheidet
(Abbildung 11). Insgesamt setzt sich das entstandene Laktat am Ende aus 4 Isotopologen
zusammen, die jeweils dieselbe Strukturformel, aber unterschiedliche Molekulargewichte
aufweisen, jenachdem wie viele **C —Atome durch das Isotop *C ersetzt worden sind. So
zeigt Laktat, dass Uber die direkte Glykolyse entstanden ist entweder eine m0 Markierung
(lon LAC89), was gebildetes Laktat aus dem unmarkierten unteren Teil des eingesetzten
[1,2-3C,]-D-Glucosemolekiils repréasentiert, oder eine m2 Markierung (lon LAC91), sofern es
aus dem zweifach-markierten oberen Teil desselben Molekils hervorgegangen ist. Im
Gegensatz dazu fihrt eine Verstoffwechselung Uber den PPP zur Bildung von ml
markiertem Laktat (lon LAC90), da ein *C-Atom bei Umsetzung von 6-Phosphogluconat zu

Ribulose-5-Phosphat als CO, abgespalten wird?’

. m3 markiertes Laktat liegt vor, wenn das
metabolisierte [1,2-'*C,]-D-Glucosemolekiil durch die natiirliche **C-Abundanz zusétzlich an
der Position C-3 ein weiteres *C-Atom tragt.

Die Isotopologverteilung kann mittels LC-MS quantifiziert werden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Glucosemetabolismus mit Markierungsmuster der
Kohlenstoffatome in den Intermediaten. Roter Pfeil: Glucosemetabolismus Uber die Glykolyse
(Vorbereitungs- und Ertragsphase). Blauer Pfeil: Glucosemetabolismus tUber den PPP und die
Ertragsphase der Glykolyse. Schwarze Kugel: 2C-Atome. Rote Kugeln: ¥c-Atome

Fir die Bestimmung der extrazelluldren Laktatlevel wurden 1 x 10° Zellen pro Well einer
6-Well Platte in 1 ml glucosefreiem NBM mit 1% Glutamax, 2% Supplement B27, 20 ng/ml
EGF, 20 ng/ml FGF-2, 32IE/ml Heparin und 4,5g/L [1,2-C,]-D-Glucose ausgesit.
AnschlieRend wurden die Zellen parallel fur 8, 12, 16, 24 oder 48 h unter normoxischen bzw.
hypoxischen Bedingungen kultiviert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die Zellen
aus dem Brutschrank direkt auf Eis gestellt, um den Stoffwechsel deutlich zu verlangsamen,
der Zelliberstand durch Zentrifugation von abgelésten Zellen und Zelltrimmern befreit,
durch einen 0,2 um PVDF Filter (Corning Inc., No. 3504, Corning, NY) gereinigt und bei
-80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Von jedem Ansatz wurden jeweils Triplikate
analysiert. Zudem wurde zellfreies Medium mit [1,2-°C,]-D-Glucose analysiert, um den
Einfluss des Mediums auf das analytische Signal zu ermitteln.

Die (-)ESI-UPLC-MS Analyse der Laktat- und Glucoseisotopologe wurde mittels Acquity
(Waters GmbH, Eschborn, Germany) - Q-Trap 3200 system (AB-Sciex, Toronto, CA) durch
Einzelionen Monitoring der lonen 89 (unmarkiertes Laktat), 90 (einfach-markiertes Laktat),
91 (zweifach-markiertes Laktat) und 92 (dreifach-markiertes Laktat) durchgefiihrt. Die MS
600 °C
Stickstoffgegenstrom: 35, gas 1: 60, gas 2: 70 (in arbitrdren Einheiten), CAD gas: medium.

Quellenparameter sind nachfolgend aufgelistet: Quellentemperatur: und

Die MS Parameter wurden wie folgt gewahlt (in V): Entrance Potential: -10, Kollisionsenergie
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-10, Zellaustrittspotential -5, das declustering Potential wurde fur alle Laktatisotopologe auf
-15V gesetzt. Die individuelle Haltezeit wurde auf 50 ms fixiert. Die chromatographische
Auftrennung wurde tber Saulen des Typs Vision HT HL (100 mm*2.1 mm*1.5 um, Alltech
Grom GmbH, Rottenburg-Hailfingen) durch lonenpaarung mit 10 mM Tributylamin in H,O (A)
und Acetonitrilin H,O (B) wie beschrieben durchgefiihrt®?®,

Der Saulenfluss wurde durchweg auf 0,4 ml pro min und die S&ulentemperatur auf 40°C
eingestellt. Die Gradientenbedingungen wurden wie folgt gewahlt: 0-2 min: 2% B, 2-18 min:
Gradient bis 36% B, 18-20 min: Gradient bis 95% B, 20-22 min: 95% B, 22-24 min: 2% B.
Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Die Rohsignale wurden mit Hilfe der Software Analyst
1.5.1 (AB Sciex, Toronto, CA) integriert. AnschlieBend wurden die Level der
Laktatisotopologe um die natirliche **C-Abundanz und die zu 1% falsche
Isotopenanreicherung an den spezifischen Positionen unter der Annahme einer *2C-
Verunreinigung von [1,2-*C,]-D-Glucose ausschlieRlich an der C-2 Position korrigiert.
Anhand dieser korrigierten m1l und m2 Werte konnte die PPP-Aktivitdt relativ zur

Glykolyseaktivitat mit Hilfe der folgenden Formel ermittelt werden®’:

PPP = (m1/m2)/[3+(m1/m2)]

2.2.8 Auswertung und Statistik

Die Datenaufarbeitung, Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe des Programms Excel (Microsoft Corporation) und SigmaPlot (Systat Software). Fur die
Auswertung des Uberlebens in den in vivo-Experimenten wurde die Software MedCal
verwendet und Kaplan-Meier-Uberlebenskurven erstellt. Die Signifikanz wurde (ber den
Logrank-Test berechnet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert mit den zugehdrigen
Standardabweichungen dargestellt. Die vergleichende Statistik wurde mittels SigmaPlot und
SigmasStat durchgefiihrt. Zum Vergleich zweier Gruppen, unabhéngiger oder abhangiger
Stichproben, wurde der t-Test benutzt. In allen Fallen wurde ein Ergebnis mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung normoxischer und hypoxischer Glioblastom-
stammzelllinien

Aus vier frisch resezierten Glioblastomen (T-10, T-11, T-12 und T-13) wurden
Hirntumorstammezelllinien (GS-Linien) unter Verwendung von Neurobasalmedium mit Zusatz
von Wachstumsfaktoren (Kapitel 2.2.1.2) parallel entweder unter normoxischen
(21% O,, GSM) oder unter hypoxischen (1% O,, GS™) Bedingungen etabliert.

Zunéchst wurden die chronisch normoxischen (GS-10" bis GS-13") und die chronisch
hypoxischen Glioblastomstammzelllinien (GS-10" bis GS-13") hinsichtlich der beschriebenen
Stammzelleigenschaften (Kapitel 1.2.3) charakterisiert und die Hypothese des Erhalts
beziehungsweise der Verstarkung des Stammzellphdnotyps unter hypoxischen gegentber
normoxischen Kulturbedingungen Uberprift. Dabei sollte zudem analysiert werden, ob
zwischen den Zelllinien aus den unterschiedlichen Tumoren (GS-10 bis GS-13)
phanotypische Unterschiede bestehen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im

Folgenden dargestellt.

3.1.1 Morphologie

Bezlglich der Zellmorphologie konnten zwischen den parallelen normoxischen und
hypoxischen Zelllinien eines Ursprungstumors (GS" und GS") in vitro keine Unterschiede
festgestellt werden. Die Zelllinien GS-10" und GS-10", GS-12" und GS-12", und GS-13" und
GS-13" wuchsen als Neurospharen (Abbildung 12) und zeigten somit die urspriinglich
beschriebene Morphologie von Hirntumorstammzellkulturen*'®. Demgegeniiber konnte bei
den Zelllinien GS-11" und GS-11", welche aus einem Glioblastomrezidiv etabliert wurden, ein

teiladharentes Wachstum festgestellt werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Phasenkontrastaufnahme der GS-Zelllinien: Die Zelllinienpaare (GS" und GS") der
GS-10, GS-12 und GS-13 zeigten durchweg ein spharisches Wachstum, exemplarisch gezeigt fur die
GS-12" und GS-12". Die GS-11" und GS-11" zeigte hingegen neben dem iiberwiegend spharischen
Wachstumsmuster, dass Zellen des Sphérenrandes lange Fortsdtze zum KulturgefalZboden
aushildeten und ganze Zellverbande adharierten.

Diese Diversitat bezuglich der Morphologie zwischen aus verschiedenen Tumoren
etablierten Zelllinien ist nicht unerwartet, sondern wurde bereits in friheren Arbeiten
beschrieben'®. AnschlieBend wurden die parallelen Linien systematisch vergleichend

hinsichtlich weiterer Tumorstammzellkriterien getestet.

3.1.2 Wachstumsverhalten in vivo
Das Hauptkriterium von Tumorstammzellen ist die Fahigkeit zur Tumorinitiierung in vivo™®.
Um die Tumorigenitat der Zelllinien zu testen, wurde ein orthotopes Xenotransplantations-

22 Dabei wurden 1,5 x 10° Zellen pro Zelllinie in das Striatum

modell verwendet
(Caudatum/Putamen) von Nacktmausen (NMRI-FoxN1™) injiziert und das Uberleben der
Tiere dokumentiert. Als Endpunkt der Studie wurde das Auftreten von Symptomen, wie ein
Gewichtsverlust von = 10% oder neurologische Verhaltensstérungen definiert.

Hinsichtlich der in vivo Tumorigenitat und der Wachstumsgeschwindigkeit konnten zwischen
den normoxischen und hypoxischen Zelllinienpaaren signifikante Unterschiede festgestellt
werden. Generell zeigte sich, dass hypoxische Zelllinien ein schnelleres Tumorwachstum
und eine hdhere in vivo Tumorigenitat aufwiesen als normoxischen GS-Linien (Abbildung 13
und Abbildung 14). So lag das mediane Uberleben der Tiere nach Injektion der GS-11" bei
87 Tagen, wohingegen die Injektion der GS-11" erst nach 270 Tagen zum Auftreten von
abbruchrelevanten Symptomen fiihrte (p < 0,05). Firr die GS-12" lag das mediane Uberleben
der M&use bei 117 Tagen, wohingegen Mause nach der Injektion der GS-12" ein medianes

Uberleben von 135 Tagen zeigten (p < 0,05).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven. Dargestellt ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Versuchstiere nach intrakranieller Injektion der normoxischen bzw. hypoxischen GS-Linien. (Kaplan-
Meier Analyse, log-rank test, N = 5 fiir beide GS-11-Zelllinien, N = 3 fur beide GS-12-Zelllinien).

Im Gegensatz dazu kam es bei den Mausen nach GS-13" bzw. GS-13"-Injektion nicht zum
Auftreten von Symptomen. Im Hinblick auf das vorangeschrittene Alter der Mause wurde der
Versuch nach 374 Tagen beendet, um eine Verfdlschung der Ergebnisse durch
altersbedingtes Versterben der Tiere auszuschlieBen. In histologischen Untersuchungen
konnte festgestellt werden, dass alle Tiere nach Injektion der normoxischen und hypoxischen
GS-11 und GS-12 sowie nach GS-13"-Injektion Tumore aufwiesen, es allerdings zu keiner
Tumorbildung durch die GS-13"—Injektion kam (Abbildung 14).

GS-13" i i
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Abbildung 14: Mikroskopische Darstellung der durch die GS-11", GS-11", GS-12", GS-12" und GS-
13" generierten diffus infiltrierenden Tumore in vivo am jeweiligen Endpunkt des Versuchs. Bei der
GS-13" konnte nach Beendigung des Versuchs kein Tumorwachstum festgestellt werden. Dargestellt
sind HE-Praparate der Coronar-Schnitte reprasentativ von jeweils einem Gehirn einer Nacktmaus pro
Versuchsgruppe. Die Pfeile deuten auf hyperzellulare Bereiche.
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3.1.3 Wachstumsverhalten in vitro

Die Beobachtung, dass hypoxische Linien in vivo ein schnelleres Wachstum aufwiesen,
fuhrte zu der Frage, ob diese Linien auch in vitro eine schnellere Proliferation zeigten. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden parallel mit den chronisch normoxischen und den
chronisch hypoxischen Zelllinien Proliferationsassays durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
entgegen der Beobachtung aus den in vivo Experimenten, hypoxische Linien in vitro eine

signifikant langsamere Proliferation aufwiesen als normoxische Linien (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Proliferation von chronisch normoxischen und hypoxischen GS-Linien wurde mittels
EdU-Proliferationsassay nach 72-stiindiger Inkubation bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte einer
Vierfach-Bestimmung + Standardabweichungen.* Signifikanzniveau p < 0,05.

So lag die Proliferationsrate bei der GS-11N 39,8% und bei der GS-12" 62% (ber der
Proliferationsrate der entsprechenden hypoxischen Linien. Fir die GS-13" konnte sogar eine
um das 2,08-fache hohere Proliferationsrate gegeniber der korrespondierenden

hypoxischen Linie verzeichnet werden.

Die Ergebnisse aus den Abschnitten 3.1.2 und 3.1.3 deuten an, dass sich das
Proliferationsverhalten in vivo und in vitro grundlegend unterscheidet. So zeigten hypoxische
Zelllinien gegeniber den parallelen normoxischen Zelllinien eine geringere Proliferation in

vitro aber ein erhdhtes Tumorwachstum in vivo.

3.1.4 Klonogenitat

Ein weiteres Kriterium von Tumorstammzellen ist die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, d.h.
die Fahigkeit einer Zelle, sich klonal zu vermehren und eine neue Zellkolonie
hervorzubringen™. Die Klonogenitat wird oft als in vitro Korrelat fir die Tumorinitiierungs-
fahigkeit einer Zelle in vivo verwendet. Um das klonogene Potential der verwendeten
Stammzelllinien zu testen, wurden Klonogenitatsassays durchgefuihrt. Hierbei wurde der
Prozentanteil an Zellen bestimmt, der in der Lage war, aus einer einzeln ausgesaten Zelle

durch klonale Vermehrung nach 5 Wochen eine Neurosphare zu bilden.
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Es zeigte sich, dass alle Zelllinien grundséatzlich in der Lage waren, neue Sphéren aus einer
einzelnen Zelle zu bilden (Abbildung 16). Die Frequenz der Neubildung lag dabei zwischen
9,36% (GS-13") und 17,69% (GS-12").
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Abbildung 16: Klonogenitdt der chronisch normoxischen und chronisch hypoxischen GS-Linien.
Dargestellt sind die Mittelwerte einer Dreifach-Bestimmung + Standardabweichungen.

Es konnte allerdings entgegen der Annahme, dass das schnellere Tumorwachstum
hypoxischer Linien in vivo mdglicherweise durch eine erhdhte Selbsterneuerungskapazitat
der Zellen unter Hypoxie zu begriinden ist, kein signifikanter Unterschied in der Klonogenitéat

zwischen normoxischen und hypoxischen Linien in vitro festgestellt werden (Abbildung 16).

3.1.5 Expression von Stammzellmarkern
Die Expression von Stammzellmarkern stellt ein  weiteres Kriterium  von

Hirntumorstammzellen  dar****,

Marker fur neurale Stammzellen sowie Hirntumor-
stammzellen sind SOX-2 und Nestin'®?. SOX-2 ist ein SRY-verwandter HMG-Box
Transkriptionsfaktor, dem regulatorische Funktionen in der Embryogenese nachgewiesen
wurden®®. Bei Nestin handelt es sich um einen neuralen Stamm- und Progenitorzellmarker,
der allerdings eine geringere Spezifitat aufweist.

Die durchflusszytometrischen Analysen der GS-Linien hinsichtlich der genannten Marker
zeigten, dass die SOX-2°- und Nestin*-Subpopulation unter chronisch hypoxischen
Bedingungen signifikant gro3er war als unter Normoxie (Abbildung 17). So war der Anteil an
SOX* Zellen bei der GS-11" um das 4-fache, bei der GS-12" um das 1,4-fache und der GS-
13" um 2,5-fache gegeniiber den entsprechenden GSM-Linien erhéht. Selbiges war fiir
Nestin zu beobachten. Hier lag der prozentuale Anteil an positiven Zellen unter chronischer
Hypoxie bei der GS-11 um das 1,62-fache, bei der GS-12 um das 2,1-fache und bei der
GS-13 um das 47,2-fache hdher als in den korrespondierenden chronisch normoxischen
Linien.
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Abbildung 17: Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression der Stammzellmarker --2 und
Nestin in den GS-Zelllinien. Dargestellt sind die Mittelwerte einer Vierfach-Bestimmung =
Standardabweichungen.* Signifikanzniveau p < 0,05

Wenngleich die Eignung von CD133 als Marker fur Hirntumorstammzellen in der Literatur
kontrovers diskutiert wird, ist CD133 noch immer der am haufigsten verwendete
Glioblastomstammzellmarker. Daher wurde auch die Expression von CD133 unter chronisch
normoxischen und hypoxischen Bedingungen bestimmt. Es zeigte sich, dass unter
chronischer Hypoxie ein hoherer Prozentanteil an CD133"-Zellen in den Kulturen vorlag
(Abbildung 18). So resultierte die Kultivierung unter chronischer Hypoxie in der GS-11 in
einem 1,19-fach, in der GS-12 in einem 2,2-fach und in der GS-13 in einem 2,3-fach héheren
Anteil der CD133"-Subpopulation gegenlber einer Kultivierung unter normoxischen

Bedingungen.
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von CD133 in den GS-Zelllinien.
Dargestellt sind die Mittelwerte einer Dreifach-Bestimmungen + Standardabweichungen.
* Signifikanzniveau p < 0,05

Zusammenfassend konnte wunter Hypoxie ein hoherer Anteil stammzellmarker-
exprimierender Zellen (Sox-2*, Nestin® sowie CD133") in den GS-Kulturen festgestellt
werden als unter Normoxie. Dies deutet darauf hin, dass Hypoxie entweder den Anteil an
stammzellmarkerexprimierender Zellen in der Kultur erhoht oder den Anteil an
stammzellmarkerexprimierenden Zellen aus dem Originaltumor in einem hdheren Mal3e

aufrechterhéalt als Normoxie.
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3.1.6 Differenzierbarkeit

Ein weiteres Kriterium fiir Tumorstammzellen ist die Multipotenz’®. Glioblastomstammzellen
sollten demnach zur Differenzierung in gliale und neuronale Richtung befahigt sein. Um dies
zu Uberprifen, wurden die GS-Zelllinien Uber 3 Tage in Differenzierungsmedium mit all-trans
Retinsaure, cyclischem AMP (cAMP) und FCS kultiviert, und anschlieRend die Expression
von Galactocerebrosidase-C (GalC, Marker fiur oligodendrozytére Differenzierung),
Neurofilament (NF, Marker fir neuronale Differenzierung) und GFAP (saures
Gliafaserprotein, Marker fur astrozytare Differenzierung) quantitativ durchflusszytometrisch
bestimmit.

Alle Zelllinien adhérierten in Differenzierungsmedium bereits nach 24 h und bildeten lange

Fortsatze auf dem Boden der Kulturflaschen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Differenzierbarkeit von chronisch normoxischen bzw. hypoxischen GS-Linien. Die
Zellen wurden Uber 3 Tage in Differenzierungsmedium kultiviert, und morphologische Veréanderungen
mikroskopisch untersucht und festlgehalten. Exemplarisch sind hier die morphologischen
Veranderungen der GS-11" und GS-11" nach der Differenzierungsinduktion dargestellt.

In den nachfolgenden durchflusszytometrischen Analysen konnten signifikante Unterschiede
beziglich des Differenzierungspotentials zwischen normoxischen und hypoxischen Linien
detektiert werden. Chronisch normoxische Linien zeigten im Vergleich zu den chronisch
hypoxischen Linien eine starkere oligodendrogliale und neuronale Differenzierung
(Abbildung 20). Der Anteil von NF* Zellen nach der Differenzierung lag in der GS-11" 87%
und in der GS-12" 32% héoher als in der entsprechenden hypoxischen Linie. Die
normoxischen Linien zeigten nach der Differenzierung zudem eine héhere Immunreaktivitat
gegeniiber GalC als die entsprechenden hypoxischen Linien (GS-11" 1,26-fach héher als
GS-11", GS-12" 3,4-fach hoher als GS-12").
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Abbildung 20: Durchflusszytometrische Analyse der Differenzierungsmarker-Expression in chronisch
normoxischen und hypoxischen GS-Linien. Dargestellt sind die n-fachen Expressionsveranderungen
nach 3-tagiger Differenzierung im Vergleich zu undifferenzierten Kontrollen. Abgebildet sind die
Mittelwerte einer Vierfach-Bestimmungen * Standardabweichungen.* Signifikanzniveau p < 0,05

Fur die Differenzierung in astrozytare Richtung konnte kein konsistenter
Expressionsunterschied zwischen normoxischen und hypoxischen Linien festgestellt werden
(Abbildung 20). So zeigte die GS-12" eine signifikant erhohte Expression von GFAP
gegeniiber der GS-12" (GS-12" 2,4-fach héher als GS-12"), wohingegen sich das GFAP-
Expressionsmuster in der GS-11 exakt entgegengesetzt verhielt (GS-11" 3,1-fach hoher als
GS-11"). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Normoxie die oligodendrogliale und

neuronale Differenzierung begunstigt.

Zusammenfassend zeigen die unter 3.1 beschriebenen Experimente, dass unter Hypoxie der
Anteil stammzellmarkerexprimierender Zellen in der Gesamtpopulation erhéht ist. Dartber
hinaus steigert Hypoxie die Tumorigenitat und Aggressivitat der resultierenden Tumore in
vivo. Im Gegensatz dazu scheint Normoxie die Tendenz zur oligodendroglialen und neuralen
Differenzierung und die Proliferation von GS-Linien zu begunstigen. Es konnte kein Einfluss
von Hypoxie auf die Klonogenitéat nachgewiesen werden.

Diese beobachteten phanotypischen Unterschiede sowie die Unterschiede beziiglich des
Wachstumsverhaltens in vivo zwischen den chronisch normoxischen und chronisch
hypoxischen GS-Linien fuhrten zu der Frage, auf welche Verdnderungen im
Genexpressionsprofil die jeweiligen Unterschiede zuriickzufiihren sein kénnten und welche
zellularen Adaptationsmechanismen durch diese veranderte Genexpression in den chronisch

normoxischen bzw. chronisch hypoxischen GS-Linien aktiviert werden.
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3.2 Genexpressionsanalysen
Die gezeigten Daten deuten darauf hin, dass Hypoxie den Phéanotyp von

Glioblastomstammzellen beeinflusst, was auf eine Modifikation der globalen Genexpression
zurickzufuhren sein konnte.

Da die Sauerstoffkonzentration in Glioblastomen nicht konstant ist, sondern lokal stark
variiert, sollten nicht nur die Auswirkungen einer Kultivierung unter chronisch hypoxischen
Bedingungen, sondern zudem der Einfluss von akuten Veranderungen der
Sauerstoffkonzentration auf die Genexpression in GS-Zellen untersucht werden. Um die
Fluktuation der Sauerstoffkonzentration im Tumor zu simulieren, wurden die chronisch

N—H

normoxischen Linien (GS") akuter Hypoxie (48 h, GS¥") und die chronisch hypoxischen
Linien (GS™) akuter Normoxie (48 h, akute Oxygenierung, GS™ ") ausgesetzt. AnschlieRend
wurden sowohl mit den chronisch normoxischen und hypoxischen, aber auch mit den akut
normoxischen und hypoxischen Linien Genexpressionanalysen mittels Mikroarrays

durchgefuhrt und die Ergebnisse anschliel3end auf RNA- und Protein-Ebene verifiziert.

3.2.1 Mikroarray-Analyse und bioinformatische Auswe rtung

Fir die Analyse der Genexpression aller chronisch normoxischen (GS™) und chronisch
hypoxischen (GS") sowie aller akut hypoxischen (GS™") und akut normoxischen (GS"™")
Zelllinien (N = 16) und der Ursprungstumore (N = 4) wurde der HG-U133 Plus 2.0 Chip der
Firma Affymetrix verwendet (U133) (Kapitel 2.2.2.5).

Nach Normalisierung der Rohdaten, GCRMA-Praprozessierung und Reduktion des
Datensatzes auf vorhandene Transkripte, sogenannte ,Present-calls®, umfasste der
Datensatz 27821 Transkripten, was einer Datenreduzierung um etwa 50% entsprach. Die
Transkripte des reduzierten Datensatzes wurden einem hierarchischen ,unsupervised”
Clustering unterzogen (Kapitel 2.2.2.5.1.2). Das daraus resultierende Dendrogramm zeigte,
dass die Expressionsprofile der akut hypoxischen Linien und der korrespondierenden
chronisch normoxischen GS-Linie (GS">" und GS") bzw. die Expressionsprofile der akut
normoxischen und korrespondierenden chronisch hypoxischen GS-Linie (GS™" und GS")
die groRten Ahnlichkeiten aufwiesen (Abbildung 21). Eine akute Veranderung der
Sauerstoffkonzentration hatte demnach geringere Auswirkungen auf die Genexpression als

chronisch unterschiedliche Sauerstoffbedingungen.
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Abbildung 21: Dendrogramm der Genexpressionsanalyse der Gs", cs", gs"*" Gs"N und der
primaren Tumore ’STL Im hierarchischen “unsupervised” Cluster zeigte sich die groRte Ahnlichkeit
zwischen den GS" - und den entsprechenden GS"-Linien bzw. zwischen den GS™""- und den
entsprechenden GS"-Linien.

Es bildeten sich jedoch keine voneinander getrennten Subcluster aller chronisch
normoxischen und aller chronisch hypoxischen Zelllinien. Auch bildeten sich keine
voneinander getrennten Subcluster aller Linien, die demselben Ursprungstumor
entstammten (mit Ausnahme der GS-11). Allerdings bildeten die Ursprungstumore ein
deutliches Subcluster, das sich von den anderen Proben abgrenzte. Daraus lasst sich
ableiten, dass die GS-Zelllinien nicht das Expressionsmuster der Ursprungstumore
widerspiegeln, sondern es allein durch die Inkulturnahme zu entscheidenden Veranderungen
der Genexpression kommt.

Zur ldentifikation der differenziell regulierten Gene zwischen den chronisch und akut
hypoxischen bzw. normoxischen Zelllinien wurde der n-fache Expressionsunterschied einer
Probe bezogen auf die Vergleichsprobe, d.h. der ,Fold change* (FC) fir alle Transkripte
berechnet. Ein FC-Wert tUber 2,5 wurde als differenziell reguliert gewertet. Daher wurde der
Datensatz auf diejenigen Transkripte reduziert, die einen FC-Wert von mindestens 2,5-fach
aufwiesen. Der FC-Wert konnte dabei sowohl einer Hochregulation als auch einer
Herunterregulation entsprechen. Beispielsweise zeigte der Quotient aus GS">"/GS" von
= 2,5 eine Hochregulation der Expression unter akuter Hypoxie an, wohingegen der Quotient
aus GSY/GS">" von =2,5 eine Herunterregulation der Expression durch akute Hypoxie
widerspiegelte.

Zur Identifikation von Transkripten, die in mindestens 3 von 4 Zelllinien durch die
entsprechende Bedingung gleichermal3en differenziell reguliert waren, wurde ein
guantitatives Teilmengen-Diagramm (4-fach Venn-Diagramm) erstellt. In Abbildung 22 sind

die Venn-Diagramme fir alle Bedingungen dargestellt.
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Akute Hypoxie Chronische Hypoxie Akute Oxygenierung

GS-11 GS-12 GS-11 GS-12 GS-11 Gs-12

GS-11 GS-12 Gs-11 GS-12

Abbildung 22: Teilmengendiagramm mit 4 Mengen (4-faches Venn-Diagramm) fur alle Transkripte, die
mindestens 2,5-fach in den GS-Linien durch akute Hypoxie gegentiber Normoxie hochreguliert (A)
bzw. herunterreguliert (B), durch chronische Hypoxie gegentber Normoxie hochreguliert (C) bzw.
herunterreguliert (D), oder durch akute Oxygenierung gegenuber chronischer Hypoxie hochreguliert
(E) bzw. herunterreguliert (F) waren. 4 steht fiir eine Hochregulation, ¥ steht fiir eine Herunter-
regulation der Genexpression unter der entsprechenden Bedingung.

Aus den Uberschneidungen der Mengenfelder kann die Anzahl der Transkripte abgelesen
werden, die in 2, 3 oder allen 4 Zelllinien gleichermalRen differenziell reguliert waren. So
wurden beispielsweise 202 Transkripte in allen 4 Linien und 715 Transkripte in mindestens 3
Linien durch akute Hypoxie induziert (Abbildung 22).

Um zu Uberprifen, inwieweit sich die differenzielle Genregulation zwischen akuter und
chronischer Hypoxie &hnelte, wurde anschlieBend ein Teilmengendiagramm derjenigen
Transkripte gemacht, die unter akuter und chronischer Hypoxie in mindestens 3 Zelllinien
hochreguliert (Abbildung 23) bzw. herunterreguliert waren (Abbildung 24).

Akute Chronische

Hypoxie Hypoxie
Schnittmengen-ID |Genname Schnittmengen-ID |Genname
202855 _s_at SLCIEAS 202847 5 _at EGLNG
204295 _s_at LO% 210517 _s_at AKAPTZ
T1EHE 5 _at LO% 211719 _x_at FIT
209493 _at PDZD2 227529 5 at ARAP12
214978 _s_at PPF1A4 227530 _at AKAP12
225496 s at SYTL2 228057 _at DOIT4L
709327 5 _at 3067 _s_at AKAPTZ
230746 _s_at LOC100233935

Abbildung 23: 2-faches Venn-Diagramm fir alle Transkripte, die durch akute Hypoxie und chronische
Hypoxie in mindestens 3 GS-Linien 2 2,5-fach hochreguliert waren (4). In der Tabelle sind jeweils die
Transkripte angegeben, die unter akuter und chronischer Hypoxie gleichermal3en reguliert waren.
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Akute Chronische

Hypoxie Hypoxie
Schnittmengen-ID |Genname Schnittmengen-ID |Genname
222750 s _at BAALT 210222 s _at RTHA
226576 _at ARHGARZ2G 210263 _at KCNF1
226847 _at FST 213552 _at GLCE
1554226 a_at Coorh 215608 s_at EAALL
204148 _s_at POMIPS A ZP3| |223843 at SCARAZ
206984 _s_at RIT2 227399 _at WELL3
201578 _at PODRL 241031 _at C2CD4A
203540 _at GFAP 244623 at KCNAS5

Abbildung 24: 2-faches Venn-Diagramm fir alle Transkripte, die durch akute Hypoxie und chronische
Hypoxie in mindestens 3 GS-Linien 2 2,5-fach herunterreguliert waren ( ¥). In der Tabelle sind jeweils
die Transkripte angegeben, die unter akuter und chronischer Hypoxie gleichermaf3en reguliert waren.

Aus Abbildung 23 geht hervor, dass lediglich 15 Transkripte sowohl durch akute als auch
durch chronische Hypoxie hochreguliert wurden. Auch die Anzahl an Transkripten, die
sowohl durch akute als auch durch chronische Hypoxie herunterreguliert wurden, war mit 16
sehr gering (Abbildung 24). Dieses Ergebnis zeigte, dass sich die Adaptionsmechanismen
an akute und chronische Hypoxie erheblich unterscheiden. Unter den sowohl unter akuter als
auch unter chronischer Hypoxie induzierten Genen (Abbildung 23) waren neben dem
Monocarboxylattransporter (SLC16A3, bekannt als MCT4), der den Transport von Laktat und
Pyruvat tUber die Zellmembran erméglicht, vor allem Gene hochreguliert, die die Struktur der
Extrazellularen Matrix (LOX) und die Migration (PPFIA4 und FN1, bekannt als Fibronektin 1)
beeinflussen. Demgegenuber zeigte sich eine konsistente Herunterregulation von Genen
unter akuter und chronischer Hypoxie, die spannungsabhéngige Kaliumkanale kodieren
(KCNF1 und KCNQ5) (Abbildung 24).

Um Informationen Uber die biologische Relevanz der differenziell regulierten Gene zu

erhalten, wurden die Online-Ressource ,Babelomics“?*

zum Vergleich der differenziell
exprimierten Gene gegeniiber einer Referenzgruppe und das Online-Tool ,DAVID***® zum
Vergleich der differenziell exprimierten Gene gegeniber dem humanen Gesamtgenom
verwendet (Kapitel 2.2.2.5.1.4). Mit beiden Tools besteht die Mdbglichkeit, differenziell
regulierte Transkripte bzw. Gene hinsichtlich ihrer Annotation in der ,Gene Ontology"
Datenbank zu untersuchen. Die Gene Ontology Datenbank beinhaltet die Beschreibung
einzelner Gene hinsichtlich ihrer biologischen Funktionen (Gene Ontology Kategorie
.biologische Prozesse), ihrer molekularen Funktionen (Gene Ontology Kategorie
.,molekulare Funktionen“) und ihrer zellularen Lokalisation (Gene Ontology Kategorie

24 Im Fall der vorliegenden Arbeit wurden die differenziell

.Zelluldre Komponente®)
regulierten Gene mit Hilfe dieser Datenbank anhand der biologischen Beschreibung
speziellen Gene Ontology Bedeutungsgruppen (GO Terms) der drei beschriebenen

Kategorien zugeordnet. Die nachfolgende Analyse der Annotation erfolgte ausschlief3lich in
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der Gene Ontology Kategorie ,biologische Prozesse, da diese Kategorie die
aussagekraftigsten Informationen beziglich der biologischen Relevanz einzelner Gene gibt.

Parallel zu der GO Term-Analyse konnten differenziell exprimierte Gene mittels der beiden
Online-Tools zudem unter Verwendung der KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes)-Datenbank Netzwerken von interagierenden Molekilen und Signalwegen

zugeordnet werden (KEGG Terms)*>2%,

Unter Verwendung von KEGG war es somit
maoglich, Signalwege =zu identifizieren, die zwischen den untersuchten Gengruppen
differenziell reguliert waren.

Zunachst konnten unter Verwendung der Online-Ressource ,Babelomics® signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Annotation differenziell regulierter Gene unter akuter und
chronischer Hypoxie ermittelt werden. In Abbildung 25 ist das Ergebnis der bioinformatischen

Analyse mittels ,Babelomics" graphisch dargestellt.
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Abbildung 25: Ergebnisse der Babelomics-Analyse der signifikanten Assoziation von differenziell
regulierten Genen in mindestens drei Zelllinien unter akuter Hypoxie (= 2.5-fach in GsM gegenlber
GSN) gegeniiber chronischer Hypoxie (= 2.5-fach in Gs" gegeniber GSN) in der Gene Ontology
Kategorie "biologische Prozesse" (p-value < 0.05). Die Angabe L3 bis L7 steht fiir die GO Term-
interne Hierarchie, die aufsteigend anhand ihrer detaillierten Beschreibung von wenig prazise aber
umfangreich (Level 1) bis sehr prazise aber wenig umfangreich (Level 9) definiert ist. Gene, die unter
chronischer Hypoxie hochreguliert waren (blaue Balken) zeigten Uberwiegend eine Assoziation zu
Entwicklung/Morphogenese (blauer Text), im Speziellen zu neuraler und neuronaler Entwicklung
sowie zu Gehirnentwicklung (hellblauer Text), zudem zu Adhé&sion, Migration und Zellkommunikation
(griner Text). Transkripte, die unter akuter Hypoxie eine Hochregulation aufwiesen (rote Balken),
waren hingegen Uberwiegend mit metabolischen Prozessen assoziiert (roter Text).

Bei dem Vergleich der signifikant hochregulierten Transkripte unter akuter Hypoxie
gegeniber hochregulierten Transkripten unter chronischer Hypoxie wurde 9 signifikante GO

Terms der Kategorie ,biologische Prozesse” identifiziert (Abbildung 25). Von diesen 9 GO
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Terms waren 6 mit metabolischen Prozessen assoziiert. Auf der anderen Seite konnten 22
GO Terms identifiziert werden, die signifikant mit chronischer Hypoxie gegeniber akuter
Hypoxie assoziiert waren. Davon waren wiederum 11 GO Terms mit Entwicklung, neuraler
Entwicklung und Morphogenese, sowie weitere 5 mit Prozessen der Zelladh&sion, der
Zellkommunikation und der Zellmigration assoziiert.

Demnach induziert akute Hypoxie hauptséchlich die Expression von Genen, die fir eine
metabolische Adaptation in GS-Zellen sorgen, wohingegen es unter chronischer Hypoxie zu
einer Adaptation Uber eine hohe Expression von Genen kommt, die mit neuraler

Entwicklung, Migration und Zelladh&sion assoziiert sind.

Zum Vergleich der differenziell regulierten Gene gegeniber dem humanen Transkriptom
wurde die DAVID Plattform verwendet. Bei dieser Analyse zeigte sich, dass es bei den unter
akuter Hypoxie hochregulierten Genen zu einer signifikanten Uberreprasentation in GO
Terms kam, die mit RNA-Prozessierung/Splicing und Metabolismus assoziiert sind
(Tabelle A2). Letzteres bestéatigt die Beobachtungen der Babelomics-Analyse, die bereits auf
diese Assoziation hindeutete. Zudem konnte die KEGG Pathway-Analyse, die der
Identifikation der Zugehorigkeit der differenziell regulierten Gene zu spezifischen
Signalwegen dient, die GO Term-Analyse bestatigen. So zeigte sich auch hier unter akuter
Hypoxie eine Uberreprasentation von Transkripten in Signalwegen, die mit Splicing assoziiert
sind (Tabelle A8). Demgegenuber konnte mittels der DAVID-Plattform gezeigt werden, dass
akute Hypoxie zu einer Herunterregulation von Genen flihrte, die mit der Regulation des
Zellzyklus und der Zellteilung in Verbindung stehen (Tabelle A3). Die KEGG-Analyse zeigte
ebenfalls eine signifikante Assoziation von unter akuter Hypoxie supprimierten Genen mit
Signalwegen, die mit dem Zellzyklus und der Replikation assoziiert sind (Tabelle A8).

Im Gegensatz dazu fiihrte chronische Hypoxie gemaf der DAVID Analyse zu einer Induktion
von Genen, die unter anderem in den GO Terms fir Morphogenese annotiert sind
(Tabelle A4), sowie zu einer Herunterregulation von Genen, die mit der Induktion von
Apoptose assoziiert sind (Tabelle A5).

Oxygenierung (bzw. akute Normoxie) von chronisch hypoxischen Linien fihrte zu einer
Hochregulation von Transkripten, die in GO Terms mit einer pro-apoptotischen Funktion
annotiert sind (Tabelle A6) sowie zu einer Herunterregulation von Genen, die mit
metabolischen Prozessen assoziiert sind, wie der Glykolyse (Tabelle A7). Letzteres konnte
auch durch die KEGG-Analyse bestatigt werden, die eine signifikante Assoziation der unter
Oxygenierung herunterregulierten Gene mit KEGG-Terms wie ,Fructose and mannose
metabolism", ,Glycolysis/Gluconeogenesis" und ,Pentose phosphate pathway" (PPP) zeigte.
Bei nédherer Betrachtung der Gene, die in dem KEGG Pathway ,PPP“ annotiert waren, stellte

sich allerdings heraus, dass diese Annotation zu Fehlinterpretationen fihren konnte. So
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handelte es sich bei den im KEGG Pathway ,PPP“ annotierten Transkripten ausschlieflich
um Enzyme, die Reaktionen der Glykolyse (Glucose-6-Phosphatisomerase (GPI),
Phosphofructokinase Liver (PFKL), Phosphofructokinase Platelet (PFKP), Aldolase C
(ALDOC), Aldolase A (ALDOA) und Phosphoglucomutase-1 (PGM1)) oder der
Glykogensynthese katalysieren, und die nicht direkt in den PPP involviert sind. Weder Gene
des oxidativen Teil des PPP ((Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (G6PD),
6-Phosphogluconolactonase (PGL), 6-Phosphogluconatdehydrogenase (PGD)) noch Gene
des nicht-oxidativen Teils des PPP (Ribulose-5-Phosphatepimerase (RPE), Ribulose-5-
Phosphatisomerase (RPI), Transketolase (TKT), Transaldolase (TAL)) waren unter den im
KEGG Pathway ,PPP“ annotierten Genen vertreten.

Um das offenbar inkorrekte Ergebnis der KEGG-Analyse bezlglich einer Herunterregulation
des PPP durch Oxygenierung zu uberprifen und zu widerlegen, wurde im Anschluss der
Mittelwert des FC-Werts (GSM>"/GS" bzw. GS">N/GS") aller 4 Zelllinien fiir alle Enzyme der
Glykolyse und des PPP berechnet (Abbildung 26). Bei dieser detaillierten Untersuchung der
Regulation der Expression von Genen der Glykolyse und des PPP lag der Fokus auf
denjenigen Isoformen, die in der Literatur als wichtigste Isoformen im Gehirn und/oder in
Tumoren beschrieben wurden (u. a. HK2, PFKP, ALDOC und PKM2 anstatt HK1, PFKL,
ALDOA und PKM1)%24,
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Abbildung 26: Darstellung des Mittelwerts der n-fachen Regulation + Standardabweichung bzw. von
Enzymen der Glykolyse und des PPP in allen 4 Zelllinien durch akute Hypoxie (GS">"/GS") und akute
Normoxie (GS™N/Gs™).
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Aus dieser Analyse ging hervor, dass entgegen dem Ergebnis der KEGG-Analyse, die eine
Herunterregulation der Expression von PPP-Enzym-kodierenden Genen unter akuter
Normoxie aufzeigte, die Expression von Enzymen des PPP unter akuter Normoxie
stattdessen tatsachlich hochreguliert war, wohingegen es unter akuter Hypoxie zu einer
Herunterregulation der Expression von PPP-Enzym-kodierenden Genen kam (Abbildung 26).
Ein genau entgegengesetztes Expressionsmuster ergab sich fir Gene, die Enzyme der
Glykolyse kodieren (Abbildung 26).

Die Expressionsanalyse zeigte zudem, dass die Expression von Enzymen der
Vorbereitungsphase der Glykolyse (HK2 bis TPI) starker durch Verdnderungen der
Sauerstoffkonzentration reguliert war als die Expression von Enzymen der Ertragsphase
(GAPDH bis PKM2) (Abbildung 26). Als Vorbereitungsphase der Glykolyse wird die erste
Phase der Glykolyse bezeichnet, in der Glucose unter Verbrauch von ATP zu
Glycerinaldehyd-3-Phosphat umgesetzt wird. Daran schlie3t sich die ATP-produzierende

Ertragsphase an, in der die Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu Pyruvat erfolgt.

Aus dieser Auswertung lasst sich ableiten, dass

1. akute Hypoxie zur Inhibition des Zellzyklus und der Zellteilung fuhrt, wohingegen
chronische Hypoxie Prozesse moduliert, die das Zelliiberleben férdern,

2. dass die Adaptation an chronische Hypoxie im hohen Mal3e mit Prozessen assoziiert ist,
die fur die neurale Entwicklung, Migration, Zellkommunikation und -adh&sion relevant
sind, wohingegen die Adaptation an akute Hypoxie vor allem Uber metabolische
Veranderungen verlauft, und vor allem

3. dass zwischen der Expression von Genen der Glykolyse und dem Pentosephosphatweg
eine sauerstoffkonzentrationsabhdngige reziproke Regulation vorliegt, die sich am

starksten bei Enzymen der Vorbereitungsphase der Glykolyse auspragt.

3.2.2 Validierung der Genexpressionsdaten aus den M ikroarray-Analysen

Die Genexpressionsanalyse mittels Mikroarrays zeigte, dass zwischen den beiden parallelen
Stoffwechselwegen, Glykolyse und PPP, eine sauerstoffkonzentrationsabhéngige reziproke
Regulation der Expression vorherrscht (Abbildung 26), die bislang in der Literatur noch nie
beschrieben wurde. Zur Validierung der Mikroarray-Ergebnisse hinsichtlich dieses
hochgradig interessanten, bidirektionalen Switches der Genexpression von Enzymen der
Glykolyse und des PPP wurden zunachst quantitative Real-Time PCR (gPCR) und Western
Blot Analysen durchgefiihrt. Exemplarisch sind in Abbildung 27 und 28 die Ergebnisse der
Validierungsexperimente fir die GS-11" und GS-11" anhand dreier Enzyme der

Vorbereitungsphase der Glykolyse (HK2, PFKP, ALDOC), eines Enzyms der Ertragsphase
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der Glykolyse (PKM2) und jeweils eines Enzyms aus dem oxidativen Teil (G6PD) und dem
nicht-oxidativen Teil des PPP (TKT bzw. Transketolase-like Protein1l, TKTL1)
zusammengestellt. Bei TKTL1 handelt es sich um eine Isoform der Transketolase, die in
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Abbildung 27: Quantifizierung der Genexpressmn von exemplarlschen Genen, die Enzyme der
Glykolyse bzw. des PPP kodieren, in der GS- 11", in der GS-11" unter akuter Hypoxie (GS-11"")
sowie in der GS-11" und in der GS-11" unter akuter Normoxie (GS- 11H9N) mittels gPCR. Zur
Normalisierung der Expressionsdaten wurde RPL-13A als interne Kontrolle mitgefiihrt. Die relativen
Quantitatswerte (n-fache Genexpression) wurden nach der AACT Methode berechnet. Als Kalibrator
fur die AAC-Methode wurde jeweils die GS"-Linie verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichungen von Triplikaten. * Signifikanzniveau p < 0,05

Die Ergebnisse der Mikroarray-Analysen konnten durch gPCR-Analysen bestatigt werden.
Auch in diesen Validierungsexperimenten, in Abbildung 27 exemplarisch fir die GS-11-
Zelllinien dargestellt, konnte gezeigt werden, dass es unter akuter Hypoxie zu einer Induktion
der Expression von Glykolyseenzymen in den GS"-Zellen kam. Beispielsweise fiihrte akute
Hypoxie in der GS-11" zu einer 25,4-fachen Steigerung der Expression von HK2 und einer
2,7-fachen Steigerung von ALDOC, wohingegen es unter akuter Normoxie der chronisch
hypoxischen GS-11" zu einer Herunterregulation der Expression dieser Gene kam (HK2:
6,7-fach, ALDOC: 21,0-fach). Fur die Gene des PPP zeigte sich ein entgegengesetztes
Expressionsmuster mit einer Herunterregulation unter akuter Hypoxie (in der GS-11" z.B.
G6PD: um 15,1%, TKT: um 34,8%) und einer Induktion der Expression unter akuter
Normoxie (in der GS-11" z.B. G6PD: um 69,6%, TKT: 2-fach).

Die reziproke Regulation war zudem auf Proteinebene nachweisbar (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Analyse der Expression von exemplarischen Enzymen der Glykolyse bzw. des PPP.
Exemplarisch dargestellt ist die Untersuchung der Protemmenge der entsprechenden Enzyme in der
ZeIII|n|e GS-11" und in der GS-11" unter akuter Hypoxie (GS-11">") sowie in der GS-11" und in der
GS-11" unter akuter Normoxie (GS-11 H>N ) mittels Western Blot Analysen. Als Ladekontrolle wurde
a-Tubulin verwendet (A). Zur Quantifizierung der Western Blot Banden wurde eine densitometrische
Analyse durchgefuhrt (B). Fir die Normalisierung wurde der Quotient aus den Pixelintensitaten der
Enzyme mit der Pixelintensitaten von Tubulin gebildet. Als Referenzwert diente jeweils der Wert unter
Normoxie (N). Anderungen wurden als relative n-fache Veranderungen ausgedriickt.

Auch hier war deutlich eine Induktion der Expression von Glykolyseenzymen unter akuter
Hypoxie und eine Herunterregulation durch akute Normoxie in der korrespondierenden
chronisch hypoxischen GS-Linie zu verzeichnen, wie exemplarisch fur die GS-11 Zelllinien
gezeigt. Fir Enzyme des PPP ergab sich das entgegengesetzte Expressionsmuster mit
einer Herunterregulation durch akute Hypoxie und eine Induktion der Expression durch
Oxygenierung der chronisch hypoxischen Linien.

Um zu udberprifen, ob die sauerstoffkonzentrationsabhéngige Verschiebung des
Glucosestoffwechsels vom PPP zur Glykolyse unter akuter Hypoxie in GS-Zelllinien auch
Uber 48 h hinaus stabil erhalten bleibt und sich diese Beobachtung auch auf weitere Enzyme
der beiden parallelen Stoffwechselwege ubertragen lasst, wurden zwei GS-Linien, GS-11"

und GS-12", iiber 96 h Hypoxie ausgesetzt, und anschlieRend die Expression der einzelnen
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Gene der Glykolyse und des PPP gegentber der normoxischen Kontrolle an verschiedenen
Zeitpunkten verglichen (Abbildung 29).

/

N/ Pyruvat

S w HK2 S w PFKP S ALDOC S o - PKM2
@ @ " " = LDHA
£ 0 £ [ g o g 0 2"
= = o o W
g 3 i i .
5 5l - B e 5
o T a 'Y o] i o T g
o o i) © o
= = = = G}
S 0 S 0 (=R (=N »
2 [ 4&1 sdn w100 2 [ 4&1 sdn w100 S0 w0 ow owow 0w @ w100 =
o
( unden = unden = Stunden = Stunden EY T m @ w @ mw
N
= Stunden
S, POHA
\ 2
@
i)
PPP 5y
i
c
S G6PD Sw PGD = TKT S, TKTL1 8 ) W
w w W W
@ @ @ & o
= =" 2o [ S
=3 =3 =] = S 0 m a0 e 80 00
o o o }P‘{——*——E“”’ L & Stunden
o1 e T 1 e @ 1 [ PO o S
@ A @ 6] G
© ] I 2
é 04 %JJ S ot Bl
0 W @ 6 80 w0 ] S 0 m 4 8 & w00 B 0 = @ 8 e 0 ——
o Stunden i Stunden & I G
Stunden Stunden / o 512

Abbildung 29: Analyse der Expressionsregulation unter Hypoxie auf RNA-Ebene. Quantifizierung von
Gentranskripten, die Glykolyseenzyme, Enzyme des PPP oder Enzyme des an die Glykolyse
anschlieBenden Pyruvatmetabolismus kodieren in den Zelllinien GS-11" und GS-12" unter akuter
Hypoxie mittels qPCR. Die relativen Quantititswerte (n-fache Genexpression, RQ-Werte) wurden
nach der AACT Methode berechnet. Zur Normalisierung wurde fiir jeden Zeitpunkt der RQ-Wert der
normoxischen Kontrolle subtrahiert. Zum Zweck der Ubersichtlichkeit wurden Signifikanzen nicht
markiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von Triplikaten. Das TKTL1-
Transkript konnte in der Zelllinie GS-12" nicht detektiert werden (Werte fehlen).

Es zeigte sich, dass fur alle Glykolyseenzyme sowie fur die Laktatdehydrogenase (LDHA)
eine erhdhte Expression unter Hypoxie zu verzeichnen war (Abbildung 29). Im Gegensatz
dazu kam es tendenziell zu einer leichten Herunterregulation der Expression von PPP-
Enzymen und der Expression der Pyruvatdehydrogenase (PDHA).

Dieses Ergebnis konnte auch auf Proteinebene mittels Western Blot Analysen bestétigt
werden (Abbildung 30). Auch hier war eine starke hypoxische Induktion der HK2-, PFKP-,
ALDOC- und LDHA-Expression und ein leichter Anstieg der Proteinkonzentration von PKM2
zu verzeichnen. Fur Enzyme des PPP (G6PD, PGD und TKTL1) konnte hingegen eine
Herunterregulation beobachtet werden.
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Abbildung 30: Analyse der Expressionsregulation unter Hypoxie auf Proteinebene. Untersuchung der
relativen Enzymmengen von Glykolyseenzymen und Enzymen des PPP unter Hypoxie (H) und
Normoxie (N) in GS-11" iber 96 h. Zur Quantifizierung der Western Blot Banden wurde eine
densitometrische Analyse durchgefiihrt. Fir die Normalisierung wurde der Quotient aus den
Pixelintensitaten der Enzyme mit der Pixelintensitaten von Tubulin gebildet. Als Referenzwert diente
jeweils der Wert zum Zeitpunkt 0 h und Anderungen wurden als relative n-fache Veranderungen
ausgedruckt. Die Werte unter Normoxie wurden von den Hypoxiewerten subtrahiert, um hypoxie-
induzierte relative Veranderungen der Enzymmengen zu verdeutlichen (rechte Spalte).

Die Ergebnisse dieses Teils der Arbeit zeigten, dass in vitro die Glykolyse und der PPP in
GS-Zellen sauerstoffkonzentrationsabhéangig reziprok reguliert sind. Akute Hypoxie flhrt
demnach zu einer signifikanten Induktion der Expression von Glykolyseenzymen und der

Laktatdehydrogenase. Demgegeniuber bleibt die Expression von PPP-Enzymen und der



Ergebnisse 73

Pyruvatdehydrogenase konstant oder nimmt sogar leicht ab. Das umgekehrte
Expressionsmuster ist durch akute Normoxie bei chronisch hypoxischen Linien festzustellen.
Akute Normoxie fuhrt zu einer Induktion der Expression von PPP-Enzymen, wohingegen die

Expression von Glykolyseenzymen abnimmt.

3.3 Untersuchungen des metabolischen Flusses unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen

Auf der Basis der Expressionsergebnisse liel3 sich postulieren, dass sich die beobachtete
sauerstoffkonzentrationsabhangige reziproke Regulation der Expression von PPP- und
Glykolyseenzymen auch in der Aktivitat der Stoffwechselwege, d.h. in dem metabolischen
Fluss (Flux), widerspiegelt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden Flux-Analysen mit
[1,2-3C,]-D-Glucose-substituiertem Kulturmedium durchgefiihrt (Kapitel 2.2.7.1). Die direkte
zellulare, katabole Verstoffwechselung der markierten [1,2-*C,]-D-Glucose iber die
Glykolyse resultiert dabei in der Synthese von zweifach markiertem Laktat, m2 Laktat
(Abbildung 11). Eine Verstoffwechselung Uber den oxidativen und nicht-oxidativen Teil des
PPP fiihrt hingegen zur Produktion von Laktat mit lediglich einer *C-Substitution,
sogenanntes ml Laktat. Anhand des massenspektrometrisch bestimmten Isotopolog-
verhéltnisses (m1 zu m2) des sekretierten Laktat in den Kulturiiberstanden kann
anschlieRend die relative Aktivitat des PPP der Zellen bezogen auf die Glykolyseaktivitat
bestimmt werden®"2?%*_ Fiir die Flux-Analyse wurden die Zelllinien GS-11" und GS-12" iiber
48 h parallel unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen mit [1,2-**C,]-D-Glucose-
substituiertem Medium kultiviert und jeweils nach 8, 12, 16, 24 und 48 h die relative Laktat-
Isotopologmenge in den zellfreien Uberstanden mittels Flissigchromatographie mit

Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS) bestimmt (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Absolute Laktatkonzentrationen (Summe aus allen Isotopologen mg, m;, m,, mMz)
wurden fiir die Zellinien GS-11" und GS-12" unter normoxischen (GSN) und akut hypoxischen
Bedingungen (GSNQH) unter Verwendung von [1,2-13C2]-D-GIucose-haltigem Medium mittels LC-MS
zu den aufgefuihrten Zeitpunkten quantifiziert. * Signifikanzniveau p < 0,05
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Generell war bei beiden Linien zu allen Zeitpunkten unter Hypoxie eine signifikant héhere
Laktatkonzentration in den Uberstanden zu verzeichnen. Nach 48h war die
Laktatkonzentration in den Uberstanden der unter akuter Hypoxie kultivierten GS-11"-Zellen
(GS-11">") um 72,2% und in der unter akuter Hypoxie kultivierten GS-12" (GS-12">") um
122,9% gegentber den normoxischen Kontrollen erhéht.

Das hier gemessene Laktat spiegelte die Summe aus den Signalen der 4 mdglichen
Isotopologe, mO bis m3 wider (m0: unmarkiertes Laktat, das ausschlieRlich **C-Atome
enthalt, ml: einfach markiertes Laktat aus der Verstoffwechselung tber den PPP, m2:
zweifach markiertes Laktat aus der Verstoffwechselung tber die anaerobe Glykolyse und
m3: Laktat, bei dem es durch das natirliche Isotopenvorkommen zur Markierung des dritten
Kohlenstoffatoms gekommen ist). Bei der Betrachtung der prozentualen Anteile der
einzelnen Laktat-Isotopologe am Gesamtlaktat zeigte sich, dass an nahezu allen Zeitpunkten
der Anteil von ,glykolytischem“ m2 Laktat in beiden Zelllinien unter Hypoxie im Vergleich zu
Normoxie signifikant erhdéht war, wohingegen der Anteil von ,PPP“ m1 Laktat unter Hypoxie

tendenziell geringer war als unter Normoxie (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Darstellung der Laktatisotopologverteilung in den Zelllinien GS-11" und GS-12" nach
Kultivierung unter normoxischen (GS") und akut hypoxischen Bedingungen (GS">") mit [1,2-*C,]-D-
Glucose-haltigem Medium. A) Prozentualer Anteil des Laktatisotopologs m; (glykolytisches Laktat) am
Gesamtlaktat. B) Prozentualer Anteil des Laktatisotopologs m; (PPP-Laktat) am Gesamtlaktat. Alle
Werte sind Dreifach-Bestimmungen + Standardabweichungen.* Signifikanzniveau p < 0,05.

Anhand des Verhéltnisses aus einfach markiertem zu zweifach markierten Laktat (m1/m2)

war es moglich mit Hilfe der Formel

PPP = (m1/m2)/[3+(m1/m2)]
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den relativen metabolischen Flux tiber den PPP gegeniiber der Glykolyse zu berechnen®’.
Durch diese Berechnung konnte eine bis zu 2,06-fach hthere PPP-Aktivitat unter Normoxie
als unter Hypoxie fur die GS-11 (nach 8 h), und eine 2,25-fach hdhere PPP-Aktivitat fur die
GS-12 (nach 24 h) ermittelt werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Darstellung der relativen PPP-Aktivitat in den Zelllinien GS-11" und GS-12" unter
normoxischen (GS") und akut hypoxischen Bedingungen (GS">"). Unter Verwendung der relativen
Isotopologkonzentrationen von ml- und m2-Laktat wurde mit Hilfe der Formel
PPP=(m1/m2)/[3+(m1/m2)] die relative PPP-Aktivitat unter Normoxie und Hypoxie berechnet. Alle
Werte sind Dreifach-Bestimmungen + Standardabweichungen.* Signifikanzniveau p < 0,05.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die erhdhte Expression von Glykolyseenzymen bzw. die
herunterregulierte Expression von PPP-Enzymen unter Hypoxie mit einer Aktivitats-
steigerung der Glykolyse bzw. einer verminderten Aktivitdt des PPP einhergeht und
demnach aktiv mit einer Verschiebung des Glucosemetabolismus zur direkten Glykolyse

assoziiert ist.

3.4 Expressionsanalysen in Glioblastomgewebe

Glioblastome sind hypoxische Tumore (Kapitel 1.2.4), in denen die Glykolyserate gegeniber
Normalgewebe um mehr als das Dreifache gesteigert ist®"?**. Aus dem beobachteten
sauerstoffkonzentrationsabhangigen Switch zwischen PPP und Glykolyse ergab sich die
Frage, ob Glioblastome ebenfalls eine starke Expression von Glykolyseenzymen aufweisen
und wie sich demgegeniber die Expression von PPP-Enzymen verhalt. Daher wurde die
Expression von Glykolyseenzymen sowie die Expression von Enzymen des parallel
verlaufenden PPP sowohl in silico als auch mittels immunhistologischer Untersuchung eines

Gewebearrays und von Glioblastomparaffinschnitten durchgefiihrt.

3.4.1 In silico Genexpressionsanalyse

Zur Analyse der Genexpression wurde zunachst die REMBRANDT (Repository of Molecular
Brain Neoplasia Data) Datenbank verwendet. In dieser 6ffentlichen Datenbank sind
Affymetrix Mikroarray-generierte Genexpressionsdaten von Gliomen aller WHO Grade und

von Normalhirngewebe sowie deren Korrelation mit dem Uberleben von Patienten abrufbar.
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Bei dem Vergleich der Expressionsdaten von Glykolyseenzymen in Glioblastomen und
Normalgewebe zeigte sich unerwarteterweise, dass ausschliel3lich die Expression von HK2
und den Enzymen der Ertragsphase der Glykolyse (GAPDH, PGK1, ENO1 und PKM2) in
Glioblastomen gegeniber Normalhirn erhéht war (Abbildung 34). Interessanterweise war
dagegen die Expression der Enzyme aus der Vorbereitungsphase der Glykolyse (GPI, PFK1
und ALDOC) in Glioblastomen gegeniber Normalhirn herunterreguliert (Abbildung 34A),
obwohl im Rahmen dieser Arbeit fir diese Enzyme in GS-Zellen eine signifikante Induktion

unter Hypoxie nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.2).
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Abbildung 34: Analyse der Expression von Enzymen der Glykolyse (A), des PPP (B) und des
Pyruvatstoffwechsels (C) in Glioblastomen (GBM) gegeniber Normalhirn (NH) anhand der
REMBRANDT Datenbank. Rote Pfeile: Erhthte Genexpression in Glioblastomen gegeniber
Normalhirn. Blaue Pfeile: Verringerte Genexpression in Glioblastomen gegentber Normalhirn.

Daraus resultierte die Frage, ob stattdessen eine erhthte Expression der Enzyme des
parallel verlaufenden PPP in Glioblastomen vorliegt. Weitere REMBRANDT-Analysen
konnten in der Tat zeigen, dass in Glioblastomen eine Hochregulation der Expression von
Genen, die Enzyme des PPP kodieren, vorlag (Abbildung 34B). Sowohl fir Enzyme des
oxidativen Teils (G6PD, PGLS und PGD) als auch fir Enzyme des nicht-oxidativen Teils des
PPP (TKT, TKTL1 und TALDO1) konnte eine Hochregulation der Expression festgestellt
werden, obwohl Hypoxie experimentell zu einer Herunterregulation dieser Gene in GS-Zellen
fuhrte (Kapitel 3.2). Des Weiteren lag eine erhdhte Expression von LDHA und eine reduzierte
Expression der Pyruvatdehydrogenase Al (PDHA1), dem Bindeglied zwischen Glykolyse
und Citratzyklus, in Glioblastomen gegentiber Normalhirn vor (Abbildung 34C).
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Anhand dieser in silico-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Expression der PPP-
Enzym-kodierenden Gene in der Hauptmasse des Tumors hochreguliert ist und die
Genexpression von Enzymen, die die parallelen Schritte der Vorbereitungsphase der

Glykolyse katalysieren, entsprechend herunterreguliert ist.

3.4.2 Expressionsanalyse mittels Gewebe-Mikroarray

Da die REMBRANDT-Datenbank lediglich Aufschluss iber die Expression von Genen auf
MRNA-Ebene gibt, sollte mit Hilfe eines Gewebe-Mikroarrays (Tissue Microarray, TMA) in
situ auf Proteinebene die Expression von Enzymen der Glykolyse und des PPP in
Glioblastomen im Vergleich zu Normalgewebe und niedriggradigen Gliomen untersucht
werden. Dazu wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Neuropathologie ein TMA
konstruiert, auf dem Gewebestanzen von Astrozytomen aller vier WHO-Grade,
Oligodendrogliome und Oligoastrozytome der WHO-Grade Il und |Ill, sowie
Normalhirnkontrollen vorhanden waren. Zur Validierung der REMBRANDT-Ergebnisse
wurde im Anschluss reprasentativ die Proteinexpression von je einem Enzym der Glykolyse
und einem Enzym des PPP immunhistologisch in den unterschiedlichen Gewebeproben auf
dem TMA analysiert. Als Antigene wurden die auf mRNA-Ebene am stérksten regulierten
Enzyme, ALDOC aus der Vorbereitungsphase der Glykolyse bzw. G6PD aus dem PPP,
verwendet (Abbildung 26).

In der semiquantitativen Auswertung der Immunfarbung konnte fir ALDOC eine deutlich
geringere Expression in Glioblastomen im Vergleich zu Normalhirn und niedriger malignen
Gliomen festgestellt werden (Abbildung 35A und B). Bei 52% der Glioblastome, die auf dem
Array vorhanden waren, lag keine ALDOC-Expression vor (Abbildung 35C).



Ergebnisse 78

A

vy
I
—
O
@]
O
®)
(53}
0
O

& 25

]
o

B 20

%5
% 2,0 =
ALDOC G6PD g s T s _
=4 =4
ity ‘@ 1.0 I w10 = H I
& I ]
£ 05 £ 054 ﬂ |_|
NH { = = 00 |_| 1 H
. 5 S D y D D @
: 100 Y il i 100 ik ‘F\\C‘-‘Q’@ o 0‘”\\ SR
i \ & &0 & &0 — ] . |
Al 1 g E ! -
L g il OnOQeH| [ HL
c = — - H
g? 5 40 % 40 A L
o
GBM A = é 20 é 20
i =
-~ - N -~ N = ~ b o~ -~ o N \ N
PSS ISt R R

Abbildung 35: Untersuchung der ALDOC- und G6PD-Proteinexpression in Gliomen mittels TMA. A)
Reprasentative histologische Beispiele der Immunfarbungen fir ALDOC und G6PD in normalem
Gehirngewebe (NH), Astrozytomen des WHO-Grads 1l (All) und Glioblastomen (GBM). B) und C)
Semiquantitative Analysis der TMA-Farbungsintensitaten. Die Farbungen wurden wie folgt in 5 Stufen
bewertet: ungeféarbt (0), schwach (1), moderat (2), stark (3), sehr stark (4). Die Proben beinhalteten
Astrozytome (A) des WHO-Grads | (N = 6), Il (N = 30), Il (N = 48), GBM (N = 113), Oligoastrozytome
WHO-Grad Il (N = 18) und Il (N = 23), Oligodendrogliome WHO-Grad Il (N = 55) und Ill (N = 37) und
NH (N = 19). B) Mittelwerte der Farbungsintensitat auf der 5-stufigen Skala fir ALDOC und G6PD. C)
Verteilung der Farbungsintensitaten innerhalb der 5-stufigen Skala.

Demgegentber zeigte G6PD in Glioblastomen die starkste Immunreaktivitat, dagegen nur
eine schwache Expression in niedriggradigeren Gliomen und in Normalhirn. Dabei fand sich
in 34% aller Glioblastome eine starke bzw. eine sehr starke Expression von GG6PD,
wohingegen in 53% aller Normalhirnproben und in 50% (Al) bis 63% (All) aller
niedriggradigeren Astrozytome keine G6PD-Expression nachgewiesen werden konnte.

Somit bestatigten die in situ Ergebnisse die Erkenntnis der REMBRANDT-Analyse einer
erhohten Expression von Enzymen des PPP aber einer schwécheren Expression von
Enzymen aus der Vorbereitungsphase der Glykolyse in Glioblastomen gegentber

Normalhirn und niedriggradigen Gliomen.

3.4.3 Expressionsanalyse in Glioblastomgewebe

Da sich die Sauerstoffkonzentration in Tumoren regional zwischen gut vaskularisierten und
nicht vaskularisierten hypoxischen Bereichen stark unterscheidet, sollte anschlieRend
anhand von Glioblastomgewebsschnitten die exakte Gewebelokalisation von
Glykolyseenzymen und Enzymen des PPP untersucht werden, um eine mogliche
gewebsstrukturassoziierte Expression zu identifizieren.

Die am starksten hypoxischen Bereiche in Glioblastomen sind die sogenannten
Pseudopalisaden oder pseudopalisadenférmige Randwaélle, hyperzellulare Zonen, die
nekrotische Bereiche umgeben und vermutlich durch Zellen gebildet werden, die aus dem
stark hypoxischen Bereich weg migrieren®®. Diese stark hypoxischen Zonen sind unter
anderem durch die zellulare Expression von HIF-1la charakterisiert?**?*°. Wie in

Abbildung 36A zusammengestellt, konnte in immunhistologischen Untersuchungen zuné&chst
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eine starke HIF-la-Expression in den Pseudopalisaden bestétigt werden. Zudem wiesen
diese hochgradig hypoxischen Zonen eine starke Expression von Enzymen der
Vorbereitungsphase der Glykolyse (HK2, ALDOC, PFKP) auf. In dem umliegenden, besser
oxygenierten Tumorgewebe konnte hingegen nur eine schwache Immunreaktivitat fur diese
Enzyme festgestellt werden (Abbildung 36A). Ein exakt entgegengesetztes Expressions-
muster wurde fur Enzyme des PPP detektiert. Hier zeigte sich eine schwache Expression
von G6PD und PGD in den stark hypoxischen Pseudopalisaden und eine starke

Immunreaktivitat fir diese Enzyme im umliegenden Tumorgewebe.

Abbildung 36: Immunhistologische Untersuchung von GBM-Gewebeschnitten. A) Hypoxische
pseudopalisadenférmige Randwaélle zeigten eine stark erhdhte Expression von HIF-1a, HK2, ALDOC
und PFKP, wohingegen die Expression von G6PD und PGD in diesen Arealen im Vergleich zum
umliegenden Tumorgewebe erniedrigt war. B) Hochproliferative Knoten in GBMs zeigten eine hohe
Expression von Ki-67 und G6PD, aber eine Herunterregulation der ALDOC-Expression im Vergleich
zum umgebenden Tumorgewebe. Die Gro3enbalken entsprechen 200 um.

In manchen Glioblastomen finden sich zudem hochgradig proliferative Knoten, die sich
vermutlich aus Klonen mit zusatzlichen genetischen Veranderungen und/oder Klonen eines
anderen Differenzierungsstatus bilden, die aufgrund eines erworbenen Selektionsvorteils
beziiglich der Zellteilung umliegende Zellen {berwachsen®®. In immunhistologischen
Untersuchungen zeigte sich, dass diese hochproliferativen Knoten, die durch eine starke
Expression von Ki-67" (Antigen in proliferativ aktiven Zellen) gekennzeichnet sind, im
Vergleich zum umliegenden Tumorgewebe eine starke G6PD-Expression aber nur eine sehr

geringe Expression von ALDOC aufwiesen (Abbildung 36B).
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Aus den Expressionsanalysen in Glioblastomgewebe geht hervor, dass ahnlich der
Genexpressionsregulation in  vitro auch innerhalb des Glioblastomgewebes eine
sauerstoffkonzentrationsabhangige Verschiebung des Expressionsmusters zu beobachten
ist, mit einer starken Expression von PPP-Enzymen in dem gré3ten Teil der Tumorzellen, vor
allem in hochproliferativen Arealen, aber einer Herunterregulation in stark hypoxischen

Arealen zugunsten einer Hochregulation der Expression von Glykolyseenzymen.

3.5 Funktionelle Analysen der GS-Zelllinien

Aus der Erkenntnis, dass in GS-Zellen ein sauerstoffkonzentrationsabhéangiger Switch
zwischen Glykolyse und dem PPP vorliegt ergab sich die Frage, inwieweit diese Regulation
des Stoffwechsels Einfluss auf zellulare Prozesse von GS-Zellen hat. Zur Beantwortung
dieser Frage wurde die Auswirkung von akuter Hypoxie in chronisch normoxischen GS-
Linien und von akuter Normoxie in chronisch hypoxischen GS-Linien auf drei wichtige

Prozesse der Tumorgenese untersucht, Proliferation, Migration und Apoptose.

3.5.1 Untersuchung der Proliferation unter normoxis chen und hypoxischen
Bedingungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bereits flr adaptierte, chronisch hypoxische
Linien (GS") gegeniiber chronisch normoxischen Linien (GS") eine signifikant langsamere
Proliferation nachgewiesen werden (Kapitel 3.1.3). Aus den Mikroarray-Analysen ging
auBerdem hervor, dass akute Hypoxie in chronisch normoxischen Zellen zu einer
Herunterregulation von zellzyklus- und zellteilungsassoziierten Signalwegen fihrte
(Kapitel 3.2.1 und Tabelle A8). Zudem zeigte sich, dass akute Hypoxie eine
Herunterregulation der Expression von PPP Enzymen und folglich eine Verschiebung der
Glucoseverstoffwechselung mit einer verringerten Aktivitat des PPP verursacht (Kapitel 3.2.2
und 3.3). Die Funktion des PPP, NADPH als essentielles Reduktionsaquivalent fir anabole
Prozesse und Ribose-5-Phosphat fur die DNA- und RNA-Synthese bereitzustellen, lasst

vermuten, dass der PPP direkt prolifersationsférdernd wirkt!"

. Die Ergebnisse aus den
genannten Experimenten (Kapitel 3.1.3, 3.2.2 und 3.3) deuten darauf hin, dass vor allem
akute Hypoxie zu einer verminderten Proliferation in GS-Zellen fihrten kénnte.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese sollte der Einfluss von akuten Verdnderungen der
Sauerstoffkonzentration auf chronisch adaptierte Zellen untersucht werden. Dazu wurden
chronisch normoxische Zellen (GS") und chronisch hypoxische Zellen (GS") der Zelllinien
GS-11 und der GS-12 fur 17 Tage parallel unter normoxischen und unter hypoxischen
Bedingungen Kkultiviert und die Zellzahl der parallelen Ansétze zu unterschiedlichen

Zeitpunkten bestimmt (Abbildung 37).
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Es zeigte sich, dass in beiden GSM-Linien unter Hypoxie die Proliferation gegeniiber
unveranderten Kulturbedingungen signifikant reduziert war (Abbildung 37, linke Seite). So
lag die Verdopplungszeit unter Hypoxie bei 12,2 Tagen fir die GS-11 und bei 3,3 Tagen fur
die GS-12, unter Normoxie allerdings bei nur 3,5 Tagen fir die GS-11 und 3,1 Tagen fiur die

GS-12.
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Abbildung 37: Effekt von ,akuter* Hypoxie (N-=>Hypoxie) bzw. ,akuter* Normoxie (H->Normoxie) auf
die Proliferation der Zelllinien GS-11 und GS-12. Die Zellzahl wurde an den angegebenen Zeitpunkten
fur die parallelen Ansatze manuell bestimmt. Auf die Verwendung der Standardnomenklatur N->H fir
akute Hypoxie und H>N fur akute Normoxie wurde verzichtet, da hier mit “akut” nicht eine Inkubation
Uber 48 h gemeint ist. Die Zellzahlen sind Mittelwerte + Standardabweichungen von sechsfach
Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Auch im umgekehrten Fall, der Oxygenierung von chronisch hypoxischen Zellen (GS"),
konnte unter Normoxie eine hohere Proliferationsrate nachgewiesen werden als unter der
Weiterkultivierung unter Hypoxie (Abbildung 37, rechte Seite). Hier lag die Verdopplungszeit
fur die GS-11 bei 3,8 Tagen unter Normoxie und 10,7 Tagen unter Hypoxie, und fur die GS-
12 bei 8,9 Tagen unter Normoxie und 11,9 Tagen unter Hypoxie.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Hypoxie unabhéngig von der zellularen Adaptation an
chronische Kulturbedingungen generell zu einer Reduktion der Proliferationsrate flihrt. Das
Ergebnis einer adaptationsunabhangigen verringerten Proliferation unter Hypoxie bestétigt
die

Expressionsanalysen

Ergebnisse der Mikroarray-Analyse, der und der

Validierungsexperimente
in Glioblastomen und setzt alle Ergebnisse in einen kausale

Zusammenhang: Unter akuter Hypoxie kommt es zu einer Herunterregulation der Expression
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von Genen, die mit dem Zellzyklus assoziiert sind (Kapitel 3.2.1) und von Genen, die
Enzyme des pro-proliferativen PPP kodieren (Kapitel 3.2 und 3.4), was in einer reduzierten
PPP-Aktivitat (Kapitel 3.3) und einer signifikanten Reduktion der Proliferationsrate der
GS-Zellen resultiert. Im Gegensatz dazu fuhrt akute Normoxie Uber eine Steigerung der
PPP-Aktivitat zu einer erhohten Proliferation.

3.5.2 Untersuchung der Migration unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen

Aus den Mikroarray-Analysen ging hervor, dass chronische Hypoxie zur Expression von

Genen fuhrt, die mit einer erhdhten Migration assoziiert sind (Kapitel 3.2.1). Um in vitro die

Hypothese einer gesteigerten Migration unter chronischer aber auch akuter Hypoxie zu

untersuchen, wurden modifizierte Boyden Kammer Migrationsassays durchgefiihrt.
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Abbildung 38: Der Effekt von akuter Hypoxie (N->H) auf chronisch normoxische GS-Linien (GS-llN
und GS-12", A) und akuter Normoxie (H->N) auf chronisch hypoxische GS-Linien (GS-llH und
GS-12", B) auf die Zellmigration wurde in modifizierten Boyden Kammer Assays untersucht. Nach
jeweils 24-stiindiger Inkubation unter den angegebenen Bedingungen wurde die Anzahl an migrierten
Zellen in 10 ,high power fields" (hpf) unter Verwendung eines 40x Objektivs bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardabweichungen von sechsfach Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Aus Abbildung 38 geht hervor, dass sowohl akute als auch chronische Hypoxie zu einer
gesteigerten Zellmotilitat fuhrten. In GSM-Linien war unter akuter Hypoxie ein Anstieg der
Migration von 37,3% in der GS-11" und von 111,7% in der GS-12" zu detektieren. Dagegen
resultierte akute Normoxie von GS"-Linien in einer Verringerung der Migration um 49,0% in
der GS-11" und um 54,6% in der GS-12". Hypoxie fiihrt demnach unabhéngig von der

Adaptation an die jeweilige Kulturbedingung generell zu einer Steigerung der Migration.

Aus den Kapiteln 3.5.1 und 3.5.2 kann zusammenfassend geschlussfolgert werden, dass
Hypoxie die Proliferation reduziert aber die Migration erhéht, und dies unabhéngig von einer
Praadaptation an normoxische oder hypoxische Kulturbedingungen. Demnach ist die

gesteigerte Aktivitat des PPP unter Normoxie mit einer erhohten Proliferation assoziiert,
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wohingegen es unter Hypoxie zu einem Switch zur direkten Glykolyse kommt, der mit einem
Anstieg der Migrationsfahigkeit der Zellen assoziiert ist.

3.5.3 Untersuchung der Apoptose unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen

Weitere bioinformatische Analysen der Daten aus dem Mikroarray ergaben, dass akute

Hypoxie in GS"-Zellen aber auch akute Oxygenierung von GS"-Zellen die Expression von

Genen hochregulieren, die mit pro-apoptotischen Signalwegen assoziiert sind (Kapitel 3.2.1

und Tabelle A2 und A6).

Um den Anteil an apoptotischen Zellen innerhalb einer Population unter den verschiedenen

Kulturbedingungen zu bestimmen, wurden durchflusszytometrische Analysen unter
Verwendung von Annexin V durchgefihrt.
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Abbildung 39: Der Effekt von akuter Hypoxie (N->H) und akuter Normoxie (H>N) auf den Anteil an
apoptotischen Zellen in den chronisch normoxischen (N) (A) bzw. chronisch hypoxischen (H) (B) GS-
11 und GS-12 wurde durchflusszytometrisch mittels Annexin-Farbung nach einer 72-stiindigen
Inkubation unter den angegebenen Bedingungen untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichungen von Quintuplikaten. * Signifikanzniveau p < 0,05

Diese Untersuchungen ergaben, dass akute Hypoxie den Anteil von apoptotischen Zellen in
der Gesamtpopulation um das 1,97-fache in der GS-11" und um das 2,56-fache in der
GS-12" erhéhte (Abbildung 39). Unter akuter Normoxie konnte ein Anstieg des prozentualen
Anteils an apoptotischen Zellen in der Gesamtpopulation um das 5-fache in der GS-11" und
um das 1,57-fache in der GS-12" festgestellt werden.

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass akute Veranderungen der Sauerstoffkonzentration
(sowohl eine Erhéhung als auch eine Reduktion) generell ein pro-apoptotischer Stressfaktor
sind. Diese Ergebnisse bestatigen damit die Mikroarray-Analysen.
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3.6 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP

Die bisher dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein Teilaspekt der Adaptation
von GS-Zellen an sich verandernde Sauerstoffkonzentrationen die reziproke Regulation der

Glykolyse und des PPP ist. Aus diesen Erkenntnissen leiten sich folgende Fragen ab:

1. Was sind die phéanotypischen und funktionellen Konsequenzen einer Inhibition bzw.
Herunterregulation der Glykolyse und des PPP in GS-Zellen?
2. Hat eine Inhibition bzw. eine Herunterregulation der Glykolyse aber auch des PPP

Auswirkungen auf den Stammzellphanotyp in GS-Linien?

Um dies zu untersuchen, wurden zwei experimentelle Ansétze gewabhilt:
1. der stabile Knockdown von den zwei am starksten expressionell regulierten Genen
der Glykolyse (ALDOC) und des PPP (G6PD) mittels shRNA
2. die spezifische Inhibition der Stoffwechselwege durch synthetische Inhibitoren
(Ornidazol als Inhibitor fir die Glykolyse und 6-Aminonicotinamid (6-AN) als Inhibitor
fur den PPP).

3.6.1 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PP P mittels shRNA-
vermittelter Herunterregulation von ALDOC und G6PD

Um zu untersuchen, welche funktionelle Bedeutung die metabolische Adaptation, d.h. die
sauerstoffkonzentrationsabhangige reziproke Regulation der Glykolyse und des PPP, fir
GS-Zellen hat, wurden in diesem Teil der Arbeit die beiden durch akute Veranderungen der
Sauerstoffkonzentration am starksten regulierten Enzyme der beiden Stoffwechselwege
(ALDOC als Enzym der Glykolyse und G6PD als Schlisselenzym des PPP) in der chronisch
normoxischen Zelllinie GS-11 mittels shRNA stabil herunterreguliert (Kapitel 2.2.2.6).
AnschlieBend sollte der Einfluss der Herunterregulation auf den Stammzellphanotyp sowie
auf die Proliferation und die Migration Uberprift werden. Dazu wurden pro Zielgen drei
spezifische shRNA-Sequenzen (shALDOC 1 bis 3 und shG6PD 1 bis 3) und zur Kontrolle
des knockdownspezifischen Effekts eine Negativkontrolle (non-silencing control) mit einer
unspezifischen shRNA-Sequenz (alle in Form von lentiviralen shRNA Vektoren) verwendet.
Als weitere Kontrolle diente die entsprechende untransduzierte Wildtyp-Linie (wt). Erfolgreich
transduzierte Zellen exprimierten GFP (Abbildung 40A), welches auf dem lentiviralen Vektor
kodiert war, und konnten Uber die lentiviral vermittelte Puromycinresistenz selektiert werden.

Zur Uberpriifung, ob die beobachteten Effekte genereller Natur oder GS-zellspezifisch
waren, wurde das Knockdown-Experiment parallel auch in einer konventionellen,
hochtumorigenen Gliomzelllinie (G55T2, Abbildung 40B) durchgefuhrt, die mit Serum

kultiviert wurde, adharent wuchs und keine Stammzelleigenschaften aufwies.
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Abbildung 40:  Lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der GFP*
transduzierten GS-11 (A) und G55T2 (B) Linien.

3.6.1.1 Validierung der shRNA-vermittelten Herunter regulation von ALDOC
und G6PD

Nach erfolgreicher Transduktion und Selektion der GFP-positiven, transduzierten Zellen
wurde die Effizienz des Knockdowns in den Zelllinien GS-11 und G55T2 sowohl auf RNA-
als auch auf Proteinebene tberpruft.

Fur beide Zelllinien konnte mittels gPCR eine signifikante Herunterregulation der Expression
von ALDOC bzw. G6PD durch die spezifischen shRNAs, aber nicht durch die unspezifische
shRNA (Negativkontrolle) detektiert werden (Abbildung 41). Lediglich in der Zelllinie GS-11
shG6PD 1 konnte keine Herunterregulation der G6PD-Expression gemessen werden (Daten

nicht gezeigt). Diese Linie wurde daher von den weiteren Analysen ausgeschlossen.
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Abbildung 41: Nachweis der Herunterregulation von ALDOC und G6PD in den transduzierten
Zelllinien GS-11 (A) und G55T2 (B) mittels gqPCR. Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardabweichungen der n-fachen Expressionsédnderungen bezogen auf die Negativkontrolle in
Triplikaten. * Signifikanzniveau p < 0,05

Relativ zur Negativkontrolle konnte in der GS-11, transduziert mit den ALDOC-spezifischen
shRNAs, eine signifikante Herunterregulation von 90,2% (shALDOC 1) bis 96,5%
(shALDOC 3) (Abbildung 41A) bzw. in der G55T2 eine signifikante Herunterregulation von
94,4% (shALDOC 1) bis 97,6% (shALDOC 3) (Abbildung 41B) festgestellt werden. Die
lentivirale Transduktion von G6PD-spezifischen shRNAs fiihrte in der GS-11 zu einer
signifikanten Herunterregulation von 73,1% (shG6PD 2) bis 81,85% (shG6PD 3) und in der
G55T2 von 60,8% (shG6PD 2) bis 86,3% (shG6PD 3) gegentber der Negativkontrolle.

Bei der Untersuchung der Proteinmengen in den Zelllysaten der Knockdown-Linien und den
Kontrolllinien (wt und Negativkontrolle) zeigte sich sowohl in den G6PD-Knockdown-Linien
der GS-11 als auch in den G6PD-Knockdown-Linien der G55T2 eine deutlich geringere
G6PD-Proteinmenge bezogen auf die Kontrolllinien und die ALDOC-Knockdown-Linien
(Abbildung 42A, oberer Blot).
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Abbildung 42: Nachweis der Herunterregulation von ALDOC und G6PD in den transduzierten
Zelllinien GS-11 und G55T2. A) Darstellung der Western Blot Analyse. Als Ladekontrolle wurde
a-Tubulin verwendet. Der Pfeil deutet auf die ALDOC-spezifischen Banden. B) Densitometrische
Auswertung der Western Blot Analyse fir ALDOC.

Zudem konnte die erfolgreiche Herunterregulation von ALDOC in der GS-11 fir alle drei
shRNA-Konstrukte (shALDOC) bezogen auf die Negativkontrollen und die G6PD-
Knockdown-Linien nachgewiesen werden, wobei die Transduktion mit shALDOC 3 den
starksten Effekt hatte (Abbildung 42A und B, linke Seite). Auch die Verwendung aller drei
ALDOC-spezifischen shRNAs in der G55T2 flhrte zu einer signifikanten Herunterregulation
von ALDOC gegentiber den Negativkontrollen und den G6PD-Knockdown-Linien, bei denen
wiederum die shALDOC 3 die starkste Herunterregulation aufwies (Abbildung 42A und B,
rechte Seite).

Zusammenfassend konnte fir alle genspezifischen shRNAs eine Herunterregulation der

Genexpression des Zielgens nachgewiesen werden.

Nachfolgend sollte der Effekt der Herunterregulation von G6PD bzw. ALDOC auf zellulare
Prozesse (Proliferation, Migration und in vivo Wachstumsverhalten) untersucht werden.
Zudem sollte Uberpruft werden, welchen Effekt die Herunterregulation der beiden Enzyme
aus der Glykolyse bzw. dem PPP auf Stammzelleigenschaften (Differenzierbarkeit und
Klonogenitat) der GS-11 hat.
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3.6.1.2 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunte  rregulation von ALDOC
und G6PD auf die Proliferation

Es ist bekannt, dass die Aktivitat des anabolen PPP aufgrund der Synthese von NADPH und
Ribose-5-Phosphat fiir die Proliferation von Zellen unerlasslich ist'’>. Auch das Ergebnis,
dass die hohere PPP-Aktivitdt unter Normoxie mit einer erhéhten Proliferation assoziiert ist
(Kapitel 3.3 und 3.5.1) deutet darauf hin, dass die PPP-Aktivitat ein wichtiger Faktor fur die
Proliferation ist.

Um zu Uberprifen, welchen Effekt die Herunterregulation von G6PD, dem Schlisselenzym
des PPP, bzw. von ALDOC, ein Glykolyseenzym, auf die Zellteilung hat, wurden sowohl fir
die GS-11-Knockdown-Linien (Abbildung 43A) als auch fir die G55T2-Knockdown-Linien
(Abbildung 43B) Proliferationsassays unter normoxischen Bedingungen durchgefihrt. Im Fall
der GS-11-Linien wurde die Zellzahl manuell und im Fall der G55T2 indirekt mittels
Kristallviolett bestimmt (Kapitel 2.2.1.6.2 und 2.2.1.6.3).
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Abbildung 43: Effekt der Herunterregulation von ALDOC und G6PD auf die Proliferation der Zelllinien
GS-11 (A) und G55T2 (B). Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen von
sechsfach Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Nach 7 Tagen konnte fur die verschiedenen GS-11-Knockdown-Linien festgestellt werden,
dass eine Herunterregulation von G6PD zu einer signifikant reduzierten Proliferation um
maximal 74,7% (shG6PD 2) bis 56,6% (shG6PD 3) fuhrte, wohingegen die
Herunterregulation von ALDOC in einer signifikant erhohten Proliferation um das 1,3-fache
(shALDOC 2) bis 2,7-fache (shALDOC 1) bezogen auf die Negativkontrolle resultierte
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(Abbildung 43A). Die erhthte Zellzahl der Negativkontrolle gegentber der wt-Linie deutet auf
einen generellen proliferationsaktivierenden Effekt durch die Transduktion in der GS-11 hin.

Die Herunterregulation von G6PD in G55T2 Zellen fihrte ebenfalls zu einer signifikanten
Reduktion der Proliferation zwischen 31,5% (shG6PD 1) und 22,4% (shG6PD 2,
Abbildung 43B). In dieser Zelllinie hatte die Herunterregulation von ALDOC allerdings keine

konsistente Veranderung der Proliferation zur Folge.

Aus diesem Ergebnis geht hervor, dass eine Herunterregulation des Schliisselenzyms des
anabolen PPP die Proliferation von Zellen verlangsamt, wohingegen die Herunterregulation
eines Enzyms der parallel verlaufenden Vorbereitungsphase der Glykolyse in GS-Zellen

einen proliferationssteigernden Effekt hat.

3.6.1.3 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunte  rregulation von ALDOC
und G6PD auf die Migration

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die hypoxieinduzierte
Verschiebung des Stoffwechsels in Richtung direkter Glykolyse mit einer Steigerung der
Migration einhergeht (Kapitel 3.3 und 3.5.2), wohingegen eine normoxieinduzierte
Verschiebung des Glucosestoffwechsels zum PPP in einer verringerten Motilitéat der Zellen
resultierte. Zudem ist bekannt, dass der Prozess der Migration Uber die ATP-abhangige

242 7udem wurde beschrieben, dass ATP

Umstrukturierung des Zytoskeletts verlauft
chemotaktische Funktionen ausiibt’*. Eine gesteigerte ATP-Synthese unter Hypoxie durch
die Induktion der Expression von Glykolyseenzymen konnte daher die Ursache fur die
beschriebene erhdhte Migration von GS-Zellen unter Hypoxie sein.

Zur Uberpriifung des Einflusses der Glykolyse und des PPP auf die migratorischen
Eigenschaften von GS-11 und G55T2-Zellen wurden modifizierte Boyden Kammer Assays
mit den Knockdown-Linien unter normoxischen und akut hypoxischen Bedingungen

durchgefihrt (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Der Effekt der Herunterregulation von ALDOC (A) und G6PD (B) auf die Zellmigration in
der Zelllinie GS-11 unter Normoxie (N) und akuter Hypoxie (N->H) wurde mittels modifizierten Boyden
Kammer Assays untersucht. Nach jeweils 24-stiindiger Inkubation unter den angegebenen
Bedingungen wurde die Zahl migrierter Zellen in 10 ,high power fields* (hpf) unter Verwendung eines
40x Objektivs bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen von sechsfach
Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Es konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulation von ALDOC zu einer signifikanten
Verringerung der Migrationsfahigkeit um 43,33% + 10,91% (shALDOC 1) bis 70,89% =
5,78% (ShALDOC 3) unter normoxischen und 47,75% £ 12,98% (shALDOC 1) bis 72,07% +
12,50% (shALDOC 3) unter akut hypoxischen Bedingungen gegeniiber der Negativkontrolle
fuhrte (Abbildung 44A). Hierbei ist festzustellen, dass die Herunterregulation von ALDOC
unter hypoxischen Bedingungen keinen signifikant starkeren Effekt auf die Migration hat als
unter normoxischen Bedingungen.

Die Herunterregulation von G6PD fihrte hingegen zu einer signifikanten Steigerung der
Migration von GS-11-Zellen unter normoxischen Bedingungen um durchschnittlich 56,48% +*
6,99% gegenlber der Negativkontrolle (Abbildung 44B). Dieser Effekt war unter hypoxischen
Bedingungen mit einer durchschnittlich 2,5-fach hoheren Migration noch deutlicher
ausgepragt als unter Normoxie.

Fur die G55T2 konnte der Effekt einer signifikant verringerten migratorischen Fahigkeit durch
Herunterregulation von ALDOC ebenfalls detektiert werden, wobei hier der Effekt unter

akuter Hypoxie mit einer durchschnittlichen Reduktion um 35,67% + 12,25% geringer war als



Ergebnisse 91

unter Normoxie mit einer Verringerung um durchschnittich 64,03% =+ 15,31%
(Abbildung 45A).
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Abbildung 45: Der Effekt der Herunterregulation von ALDOC (A) und G6PD (B) auf die Zellmigration in
der Zelllinie G55T2 unter Normoxie und akuter Hypoxie wurde mittels modifizierten Boyden Kammer
Assays untersucht. Nach jeweils 42-stlindiger Pradinkubation und 6-stiindiger Inkubation in den
Boyden-Kammern unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen wurde die Anzahl migrierter
Zellen in 10 ,high power fields” (hpf) unter Verwendung eines 40x Objektivs bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardabweichungen von sechsfach Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Im Gegensatz zur GS-11 konnte in der G55T2 allerdings keine Erhéhung der Migration durch
Herunterregulation von G6PD beobachtet werden (Abbildung 45B). Stattdessen lag unter
Normoxie eine signifikante Verringerung der Migration vor, wohingegen kein signifikanter

Effekt auf die Migration unter akuter Hypoxie beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass die Herunterregulation von ALDOC und G6PD in
der GS-11 gegensatzliche Auswirkungen auf die Migration und die Proliferation hatte. Die
Herunterregulation von ALDOC hatte einen Anstieg der Proliferation aber eine Reduktion der
Migration zur Folge, wohingegen die Herunterregulation von G6PD eine Steigerung der
Migration bei Verringerung der Proliferation bewirkte. Diese Effekte konnten teilweise auch in
der G55T2 festgestellt werden. Auch hier zeigte sich, dass eine Herunterregulation von
G6PD zu einer Verringerung der Proliferation fihrte und eine Herunterregulation von ALDOC

die Migration reduzierte.
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Um zu untersuchen, ob der Knockdown von ALDOC bzw. G6PD auch Auswirkungen auf das
Tumorwachstum in vivo und den Stammzellph&notyp hat, wurden die Knockdown-Linien im
Anschluss hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens in vivo sowie hinsichtlich ihrer Kapazitat in
vivo Tumore zu initieren und der Ausprdgung der Tumorstammzelleigenschaften

Klonogenitat und Differenzierbarkeit Gberpruft.

3.6.1.4 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunte  rregulation von ALDOC

und G6PD auf das Wachstumsverhalten in vivo

Aus den bisherigen Ergebnissen der Knockdown-Experimente formulierte sich die
Hypothese, dass der Knockdown von ALDOC bzw. G6PD und somit die Herunterregulation
des jeweiligen Stoffwechselweges signifikanten Einfluss auf die Tumorprogression haben
kénnte. Ziel dieses Abschnitts war es daher, die Bedeutung des hypoxieregulierten
Wechselspiels zwischen Glykolyse und PPP auf die Tumorinitierung und das
Tumorwachstum in vivo durch einen zellularen Knockdown von G6PD bzw. ALDOC mittels in
vivo-Tumorigenitatstestung zu untersuchen.

Glioblastome bestehen zum einen aus einer hochproliferativen soliden Haupttumormasse
und zum anderen aus hochinvasiven Anteilen, die das Hirn diffus infiltrieren. Da es weltweit
kein einziges Xenograft-Glioblastommodell gibt, das diese beiden charakteristischen Anteile
des Glioblastoms gemeinsam reprasentiert, wurde fur den in vivo Versuch sowohl die
G55T2- als auch die GS-11-Zelllinie verwendet. Hierbei diente die G55T2, die in vivo solide,
hochproliferative, scharf begrenzte Knoten bildet und nicht invasiv wachst, als Modell fur die
Haupttumormasse®?**. Die GS-11, die keine soliden, knotenartigen Tumore bildet, sondern
das Gehirn diffus infiltriert, wurde hingegen als Modell fir den hochinvasiven Anteil in
Glioblastomen verwendet'®>2*®,

In diesem Versuch wurde je eine der Knockdown-Linien fir ALDOC (shALDOC 1) bzw.
G6PD (shG6PD 2) sowie die wt-Linie und die unspezifische Negativkontrolle intrakraniell in
das Hirn von Nacktméusen injiziert. Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass

229,244

GbH5T2-tragende Mause nach etwa 20 Tagen symptomatisch werden und

makroskopisch detektierbare Tumore aufweisen. Fir GS-Linien hingegen war bekannt, dass

die Tumore sehr viel langsamer wachsen'*?%*

. Fur die GS-11 im Speziellen zeigte die
Erfahrung, dass die Mause erst nach ca. 8 Monaten (ca. 240 Tage) symptomatisch werden.
Dieser Unterschied bezlglich der Wachstumsgeschwindigkeit der beiden untersuchten
Zelllinien (GS-11 und G55T2) fuhrte dazu, dass bis zur Fertigstellung der vorliegenden Arbeit
noch kein Tier der GS-11-Knockdown-Gruppen symptomatisch war. Daher wird im

Folgenden nur das Ergebnis der G55T2 Xenotransplantation beschrieben.
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Abbildung 46: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven. Dargestellt ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Versuchstiere nach der Injektion der G55T2-Linien shALDOC 1 (A) bzw. shG6PD 2 (B) im Vergleich
zur Negativkontrolle. (Kaplan-Meier Analyse, log-rank test, N =8 fir die G55T2 shALDOC 1 und
Negativkontroll-Zelllinie, N = 9 fur die G55T2 shG6PD und Negativkontroll-Zelllinie).

Wie aus Abbildung 46 hervorgeht, hatte der Knockdown von ALDOC bzw. G6PD einen
signifikanten Einfluss auf das Tumorwachstum und damit auf das Uberleben der Mause. So
fuhrte die Injektion der ALDOC-Knockdown-Linie mit einem durchschnittlichen Uberleben
von 17 Tagen zu einem signifikant schnelleren Tumorwachstum gegenuiber der
Negativkontrolle mit einem durchschnittlichen Uberleben von 19 Tagen. Im Gegensatz dazu
Uberlebten Mause, denen die G6PD-Knockdown-Linie intrakraniell injiziert wurde, mit
durchschnittlich 20,5 Tagen signifikant langer als Mause, die parallel dazu die
Negativkontrolle injiziert bekamen und durchschnittlich 18,5 Tage Uberlebten.

Die histologischen Untersuchungen zeigten keine Unterschiede zwischen den untersuchten
Linien beziglich eines invasiven Wachstumsmusters (Abbildung 47). So wies weder die
Knockdown-Linien fir ALDOC, noch die Knockdown-Linie fir G6PD Zeichen einer

vermehrten Invasion gegentiber den Kontrolllinie auf.
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Abbildung 47: Mikroskopische Darstellung der durch die G55T2 wt-Linie (A), Negativkontroll-Linie (B),
shALDOC1 Knockdown-Linie (C) und shG6PD2 Knockdown-Linie generierten soliden Tumore in vivo.
Dargestellt sind HE-Praparate der Coronar-Schnitte reprasentativ von jeweils einem Gehirn einer
Nacktmaus pro Versuchsgruppe am jeweiligen Endpunkt des Versuchs.

Aus den Ergebnissen dieses Versuchsteils kann abgeleitet werden, dass der in vitro
beobachtete proliferationsreduzierende Effekt der Herunterregulation von G6PD in
G55T2-Zellen in vivo zu einem langsameren Tumorwachstum fuhrt, wohingegen die

Herunterregulation von ALDOC in vivo in einem schnelleren Tumorwachstum resultiert.

3.6.1.5 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunte  rregulation von ALDOC
und G6PD auf die Klonogenitat

Die Fahigkeit, sich selbst zu erneuern, ist ein Kriterium von Tumorstammzellen. In diesem
Abschnitt sollte Uberprift werden, ob sich eine Modulation der Expression der beiden
Glucosestoffwechselenzyme auf die Klonogenitat der Glioblastomstammzelllinie GS-11
auswirkt.

Die Auswertung des Klonogenitatsassays zeigte, dass die Herunterregulation von G6PD
keine Auswirkungen auf die Klonogenitat der GS-11-Zellen hatte (Abbildung 48). Allerdings
konnte in den drei ALDOC-Knockdown-Linien eine signifikant verringerte Klonogenitat
detektiert werden. Diese Linien zeigten eine zu 79% (shALDOC 1), 84% (shALDOC 2) bzw.
94% (shALDOC 3) geringere Spharenbildung pro Platte gegenuber der Negativkontrolle.
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Abbildung 48: Klonogenitat der verschiedenen Knockdown- und Kontroll-Zelllinien. Dargestellt sind die
Mittelwerte einer Dreifach-Bestimmung + Standardabweichungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

3.6.1.6 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunte  rregulation von ALDOC
und G6PD auf die Differenzierbarkeit

Ein weiteres Kriterium von Tumorstammzellen ist die Differenzierbarkeit. Um zu analysieren,
ob eine Herunterregulation von ALDOC bzw. G6PD die Differenzierbarkeit von GS-11-Zellen
beeinflusste, wurden die Zellen tber 3 Tage in Differenzierungsmedium kultiviert und die
Expression von den Differenzierungsmarkern GFAP (astrozytare Differenzierung) und MAP2
(neuronale Differenzierung) sowie die Expression des Glioblastomstammzellmarkers CD133
mittels quantitativer Real-time PCR analysiert.
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Abbildung 49: Untersuchung der Differenzierbarkeit anhand der Expression der Differenzierungs-
marker GFAP und MAP2 und des Stammzellmarkers CD133 in den verschiedenen Knockdown- und

Kontroll-Zelllinien mittel qPCR. Dargestellt sind die Mittelwerte einer Dreifach-Bestimmung +
Standardabweichungen.

Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen genspezifischen Knockdown-Linien
ebenso wie die Kontrollzelllinien generell differenzierbar waren (Abbildung 49). So war nach

3-tagiger Inkubation in Differenzierungsmedium in allen Zelllinien eine signifikant geringere
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Expression des Stammzellmarker CD133 und eine signifikant hthere Expression des
astrozytaren Differenzierungsmarkers GFAP zu verzeichnen. Fur alle shG6PD-Linien konnte
zudem anhand einer signifikant erhéhten Expression von MAP2 die Differenzierung in
neuronale Richtung nachgewiesen werden. In den shALDOC-Linien war hingegen keine
signifikante Expressionssteigerung von MAP2 nach der Differenzierung zu verzeichnen, was
darauf hindeutet, dass eine Herunterregulation von ALDOC eine Differenzierung in
astrozytare Richtung nicht beeinflusst, jedoch das Potential zur neuronalen Differenzierung

beeintrachtigt.

Zusammenfassend konnte in diesem Versuchsteil gezeigt werden, dass eine
Herunterregulation der G6PD, und somit des PPP, keine Auswirkungen auf die beiden
Stammzelleigenschaften Klonogenitat und Differenzierung hatte, allerdings zu einer
Verlangsamung des in vivo Tumorwachstums flhrte. Das steht im Einklang mit der
beobachteten niedrigeren Proliferationsrate von G6PD-Knockdown-Linien aus den in vitro
Versuchen. Eine Herunterregulation von ALDOC flihrte hingegen zu einer geringeren
Klonogenitat, einer verminderten Differenzierbarkeit in neuronale Richtung und zu einem

deutlich schnelleren Tumorwachstum.

3.6.2 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PP P mittels Inhibitoren

Die Ergebnisse der Knockdown-Experimente (Kapitel 3.6.1) deuteten darauf hin, dass eine
Modulation des Glucosestoffwechsels die Proliferation, die Migration und vor allem das in
vivo Tumorwachstum beeinflusst und somit méglicherweise therapeutisches Potenzial hat.
So konnten durch die Verringerung der Proliferation durch Inhibition des PPP und durch die
Reduktion der Zellmigration durch Inhibition der Glykolyse in einer kombinierten Therapie
sowohl die hochgradig proliferative Haupttumormasse als auch die diffus infiltrierenden
Anteile von Glioblastomen potentiell therapeutisch angreifbar werden. Da ein
gentherapeutischer Ansatz in der klinischen Behandlung von Glioblastompatienten keine
kurzfristig zu realisierende Behandlungsstrategie ist, stellte sich die Frage, ob die Inhibition
der Glykolyse bzw. des PPP mittels synthetischer Inhibitoren vergleichbare Resultate
erzielen kann. Aus diesem Grund sollten der Einfluss von den Substanzen
6-Aminonicotinamid (6-AN) und Ornidazol auf die Proliferation und die Migration, d.h.
Zellfunktionen, die fur die Tumorentstehung in vivo und die Progression eine wichtige Rolle
spielen, sowohl in Glioblastomstammzelllinien (GS-11 und GS-12) als auch in der
konventionellen Gliomzelllinie G55T2 untersucht werden. 6-AN ist ein G6PD-spezifischer
Inhibitor®®®. Ornidazol hingegen ist ein spezifischer Inhibitor der Triosephosphatisomerase
(TPI), einem Enzym aus der Vorbereitungsphase der Glykolyse, und der GAPDH, einem

Enzym aus der Ertragsphase der Glykolyse®*’.
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3.6.2.1 Einfluss der Inhibition der Glykolyse und d  es PPP auf die Proliferation

Zur Analyse des Effektes der Inhibitoren auf die Proliferation wurden 2,5 x 10* (GS-11 und
GS-12) bzw. 5 x 10? (G55T2) Zellen in 96-Well-Platten ausgeséat, mit dem entsprechenden
Inhibitor behandelt und die Proliferation durch manuelles Auszahlen nach sieben Tagen
(GS-11 und GS-12) bzw. durch Kristallviolett-Farbung nach vier Tagen (G55T2) bestimmt.

In allen Zelllinien konnte fur die Inhibiton des PPP mittels 6-AN eine
konzentrationsabhdngige Abnahme der proliferativen Aktivitat in den untersuchten Zelllinien
beobachtet werden (Abbildung 50). Dabei zeigte sich, dass fur die GS-11 bereits eine
Konzentration von 5 pM 6-AN ausreichend war, um die Zellzahl nach 7 Tagen signifikant um
45% gegenlber der unbehandelten Kontrolle zu senken (Abbildung 50A).

Fur die G55T2 konnte dagegen erst bei einer Konzentration von 10 pM 6-AN eine
signifikante Reduktion der Proliferation um 22,6% detektiert werden (Abbildung 50B).
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Abbildung 50: Effekt der Inhibition des PPP mittels 6-AN auf die Proliferation der Zelllinien GS-11 (A)
und G55T2 (B). Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen von Sechsfach- Bestimmungen.
* Signifikanzniveau p < 0,05

In einem Parallelversuch mit einer weiteren Glioblastomstammzelllinie (GS-12) konnte das
Ergebnis der GS-11 bestatigt werden (Daten nicht gezeigt), sodass sich generell ableiten
lasst, dass Glioblastomstammzelllinien offensichtlich empfindlicher auf eine Inhibition des
PPP reagieren und bereits bei geringeren Konzentrationen eine deutliche Reduktion der
Proliferation aufweisen als eine konventionelle Gliomzelllinie ohne Stammzelleigenschaften.

Auch unter Einsatz von Ornidazol konnte in den untersuchten Zelllinien eine
konzentrationsabhdngige Abnahme der Proliferation detektiert werden (Abbildung 51). Dabei
zeigte sich, dass fiur die GS-11 bereits eine Konzentration von 5 uM Ornidazol ausreichend

war, um die Zellzahl signifikant um 25% zu senken (Abbildung 51A).
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Abbildung 51: Der Effekt der Inhibition der Glykolyse mittels Ornidazol auf die Proliferation der
Zelllinien GS-11 (A) und G55T2 (B). Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen von
Sechsfach-Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Demgegentber war fur die G55T2 wiederum erst bei einer héheren Ornidazolkonzentration
von 100 uM erstmals die Zellzahl gegentber der unbehandelten Kontrolle signifikant
reduziert (ca. 37%) (Abbildung 51B).

Da sich auch hier fur eine weitere Glioblastomstammzelllinie (GS-12) das Ergebnis der
GS-11 bestdtigen lieR (Daten nicht gezeigt), konnte geschlossen werden, dass
Glioblastomstammzelllinien auch auf eine Inhibition der Glykolyse bereits bei geringeren
Konzentrationen mit einer Reduktion der Proliferation reagieren als konventionelle

Glioblastomzelllinien.

Diese Ergebnisse belegen, dass ebenso wie durch die spezifische shRNA-vermittelte
Herunterregulation von G6PD, auch durch die Inhibition des PPP mittels 6-AN eine
Verringerung der proliferativen Aktivitat erzielt werden kann. Im Gegensatz zur Modulation
der Glykolyse durch ALDOC-spezifische shRNA, die keinen negativen Effekt auf die
Proliferation von GS-11-Zellen hatte, sondern vielmehr proliferationsstimulierend wirkte,
konnte fur die Inhibition der Glykolyse durch Ornidazol eine konzentrationsabhangige

Reduktion der Proliferation detektiert werden.

3.6.2.2 Einfluss der Inhibition der Glykolyse und d  es PPP auf die Migration

Eine Herunterregulation von ALDOC durch spezifische shRNAs resultierte in einer signifikant
geringeren Migration sowohl von GS-11- als auch von G55T2-Zellen (Kapitel 3.6.1.3). Im
Gegensatz dazu fihrte ein G6PD-Knockdown in der GS-11 tendenziell zu einer Erh6hung
der migratorischen Fahigkeit. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sich dieser Effekt
auch durch Inhibition der beiden Stoffwechselwege reproduzieren lasst.

Im Einklang mit der migrationssteigernden Wirkung der Herunterregulation von G6PD zeigte

sich auch bei der Verwendung des PPP-Inhibitors 6-AN in den untersuchten Zelllinien eine
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starke Modulationen der Migration. In den beiden Glioblastomstammzelllinien GS-11 und
GS-12 (Daten nicht gezeigt) kam es in einem 6-AN-Konzentrationsspektrum von 1 uM bis

10 pM zu einer signifikant erhéhten Zahl an migrierten Zellen (Abbildung 52A).
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Abbildung 52: Der Effekt der Inhibition des PPP mittels 6-AN auf die Zellmigration in den Zelllinien
GS-11 (A) und G55T2 (B) wurde mittels modifizierten Boyden Kammer Assays untersucht. Nach
jeweils 24-stindiger (GS-11) bzw. 48-stiindiger (G55T2) Inkubation unter den angegebenen
Bedingungen wurde die Anzahl an migrierten Zellen in 10 hpf unter Verwendung eines 40x Objektivs
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen von Sechsfach-Bestimmungen.
* Signifikanzniveau p < 0,05

In der GS-11 fuhrte die Inkubation mit 2 uM 6-AN beispielsweise zu einer Erhéhung an
migrierten Zellen um 46% gegeniber der unbehandelten Kontrolle. Eine Konzentration von
50 uM bis 100 uM fihrte hingegen zu einer Reduktion der migratorischen Fahigkeit der
Zellen. So lag die Anzahl migrierter Zellen bei einer 6-AN-Konzentration von 50 UM nur noch
bei 50% gegenlber der unbehandelten Kontrolle.

Die konzentrationsabhéngige Induktion der Migration bei geringen Konzentrationen und
Reduktion der Migration bei hohen Konzentrationen konnte auch in der G55T2 Zelllinie
verzeichnet werden, wobei es erst ab einer 6-AN-Konzentration von 5pM zu einer
signifikanten Zunahme an migrierten Zellen um ca. 80% gegeniber der unbehandelten
Kontrolle kam (Abbildung 52B). Allerdings zeigte sich auch hier eine deutliche Reduktion der
Migrationsfahigkeit bei hoheren 6-AN-Konzentrationen (um 43% bei 50 pM 6-AN).

Die Behandlung der Zelllinien mit dem Glykolyseinhibitor Ornidazol zeigte in dem
verwendeten Konzentrationspektrum nur bei sehr hohen Konzentrationen Effekte auf die
Migration. So konnte in der Glioblastomstammzelllinie GS-11 erst bei sehr hohen
Konzentrationen von 5mM bis 10 mM ein signifikanter Effekt auf die Migration
nachgewiesen werden (Abbildung 53A). Hier kam es bei einer Inkubation der Zellen mit
5 mM Ornidazol zu einer Reduktion der Anzahl migrierter Zellen um 22% und bei einer
Konzentration von 10 mM sogar zu einer signifikanten Reduktion um ca. 75% gegeniber der

unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 53: Der Effekt der Inhibition der Glykolyse mittels Ornidazol auf die Zellmigration in den
Zelllinien GS-11 (A) und G55T2 (B) wurde mittels modifizierten Boyden Kammer Assays untersucht.
Nach jeweils 24-stiindiger (GS-11) bzw. 48-stiindiger (G55T2) Inkubation unter den angegebenen
Bedingungen wurde die Anzahl an migrierten Zellen in 10 ,high power fields" (hpf) unter Verwendung
eines 40x Objektivs bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen von Sechsfach-
Bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

In der G55T2-Zelllinie konnte ebenfalls erst ab einer Konzentration von 5mM eine
signifikante Reduktion der Anzahl an migrierten Zellen um 71,7%, und bei 10 mM sogar um
97% detektiert werden (Abbildung 53B). Da dieser starke Effekt in den Zelllinien erst bei sehr
hohen Konzentrationen auftrat, war dieser moglicherweise mit der Zytotoxizitat von Ornidazol
zu erklaren®®, So wurde bereits gezeigt, dass Ornidazol in vitro zytotoxische Eigenschaften
beispielsweise auf humane Lymphozyten hat**.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Inhibition des PPP durch 6-AN, analog zur
Herunterregulation der PPP-Aktivitdt durch die shRNA-vermittelte spezifische
Herunterregulation von G6PD, konzentrationsabhéngig zu einer Steigerung der
Migrationsfahigkeit in den Glioblastomstammzelllinien GS-11 und GS-12 fiihrte. Dieser Effekt
einer konzentrationsabhangigen gesteigerten Migration durch 6-AN konnte auch in der
konventionellen Gliomzelllinie G55T2 gezeigt werden, die nach der Herunterregulation von
G6PD mittels shRNA tendenziell allerdings eher eine leichte Abnahme der Migration aufwies.
Im Gegensatz zu der Herunterregulation der Glykolyse mittels ALDOC-spezifischen shRNA
konnte durch die Verwendung des Glykolyseinhibitors Ornidazol allerdings erst bei sehr
hohen Konzentrationen eine Reduktion der Migrationsfahigkeit der Zelllinien beobachtet

werden.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf der Basis des Adaptationsmodell der
Tumorstammzellhypothese zu untersuchen, inwieweit der Stammzellphdnotyp von
Glioblastomstammzellen durch Variation der Sauerstoffbedingungen modulierbar ist und wie
sich diese Modulation auf die Genexpressionsprofile der GS-Zelllinien auswirkt. Die aus den
bioinformatischen Analysen der Genexpressionsdaten gewonnenen Hinweise auf eine
reziproke Regulation der Glykolyse und des PPP durch akute Veranderungen der
Sauerstoffbedingungen fuhrten zu einer Fokussierung der Zielsetzung der Arbeit auf die
Validierung und Verifizierung dieses sauerstoffkonzentrationsabhangigen metabolischen
Switches.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vor dem Hintergrund des
aktuellen Forschungsstandes auf dem Gebiet der Glioblastomstammzellbiologie und des

Tumorzellmetabolismus diskutiert.

4.1 Charakterisierung normoxischer und hypoxischer Glioblastom-
stammzelllinien

Aus zahlreichen Publikationen unterschiedlicher Arbeitsgruppen haben sich Kriterien
herauskristallisiert, die Glioblastomstammzellen definieren. Dazu gehdren die in vivo
Tumorigenitat, die Fahigkeit zur glialen und neuronalen Differenzierung, das Potential zur
Selbsterneuerung sowie die Expression von Stammzellmarkern'®. Zudem ist das in vitro
Wachstum als Neurosphéare charakteristisch. In der vorliegenden Arbeit wurden die
etablierten normoxischen und hypoxischen Langzeitkulturen (GS™- und GS"-Zelllinien)

bezlglich dieser Kriterien Uberpruft.

4.1.1 Morphologie

Morphologisch zeigten die untersuchten Linien ein heterogenes Bild. Die normoxischen und
hypoxischen Linienpaare GS-10" und GS-10", GS-12" und GS-12", sowie GS-13" und
GS-13" wuchsen als Neurosphéaren, wohingegen die Linien GS-11" und GS-11" ein semi-
adhéarentes Wachstum aufwiesen.

In den ersten Verdffentlichungen zu Glioblastomstammzellen wurde ausschlie3lich von
einem sphdarischen Wachstum berichtet, was dem Wachstumsmuster von neuralen
Stammzellen entsprach®1!8120121.127250.251 " Erot in spateren Arbeiten wurde die Assoziation
der Wachstumsmorphologie mit dem Vorhandensein von CD133-positiven Zellen sowie mit
einer erhohten Tumorigenitdt und einem gesteigerten Potential zur multilinearen

Differenzierbarkeit beschrieben'®>?*?, So zeigten Gunther et al. beispielsweise, dass alle
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spharisch wachsenden Zelllinien eine signifikante CD133-positive Subpopulation enthielten,

12 Da in allen

wohingegen semi-adhdarent wachsenden Linien diese Population fehlte
untersuchten Linien der vorliegenden Arbeit CD133-positive Zellen detektiert werden
konnten, ist das Fehlen einer CD133-positiven Subpopulation als Begrundung fur das semi-
adharente Wachstums der GS-11-Zelllinien auszuschlieRen. Allerdings sind die GS-11-
Zelllinien als einzige aus einem Glioblastomrezidiv, nach zweimaliger Operation und
strahlen- und chemotherapeutischer Behandlung, etabliert worden. Durch Strahlen- und
Chemotherapie erworbene genetische Veranderungen konnten somit das veranderte

Wachstumsverhalten dieser Linie erklaren.

4.1.2 Expression von Stammzellmarkern
Zur Charakterisierung der GS-Zelllinien wurde die Expression des embryonalen
Stammzellmarkers SOX-2?°%?** des Intermediarfilaments und Markers fiir neurale

3425 sowie des Markers fir neurale und Glioblastomstammzellen,

Stammzellen, Nestin
CD133%**, unter normoxischen und unter hypoxischen Bedingungen untersucht. In den
durchflusszytometrischen Analysen konnte fir alle Zelllinien die Expression der drei
beschriebenen Stammzellmarker nachgewiesen werden, wobei die Expression in den
hypoxischen Linien signifikant hoher war als in den normoxischen GS-Linien.

Diese Ergebnisse bestatigen frihere Studien, die zeigten, dass Hypoxie die Expression von

Stammzellmarkern erhoht®?-1%4161

. So konnten McCord et al. in Western Blot Analysen
zeigen, dass Hypoxie die Expression von SOX-2 und Nestin, aber auch von CD133 in
CD133-positiven Tumorstammzellen aus humanen Glioblastomen steigerte'>*. Des Weiteren
stellten Bar et al. fest, dass Hypoxie den Anteil an CD133-exprimierenden Zellen in
etablierten Glioblastomneurosphéarenzelllinien um das 2-fache erhéhte'®.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der in friheren Studien postulierte
hypoxievermittelte Anstieg der Stammzellmarkerexpression in Glioblastomstammzellinien

bestétigt werden konnte.

4.1.3 Wachstumsverhalten in vivo

Die Tumorinitiierungsfahigkeit sowie das Wachstumsverhalten der GS-Zelllinien in vivo
wurde mittels Xenotransplantation in das Hirn von Nacktmausen untersucht. In dieser
systematischen Vergleichsstudie des in vivo Wachstums von chronisch normoxischen
gegenuber chronisch hypoxischen GS-Zelllinien konnte weltweit erstmals gezeigt werden,
dass hypoxische Linien in vivo ein schnelleres Wachstum aufwiesen als die parallelen
normoxischen Linien. In dem Zelllinienpaar der GS-13 konnte sogar ausschlief3lich fir die

hypoxische Linie ein signifikantes Tumorwachstum bis zur Beendigung des Versuchs
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detektiert werden, was auf eine hoéhere Tumorinitiierungsfahigkeit der hypoxischen Linien
hindeutete.

Schlussfolgernd lasst sich aus diesem Teil der Arbeit ableiten, dass hypoxische GS-Linien,
die Uber eine erhohte Anzahl an CD133-positive Zellen gegeniiber normoxischen Zelllinien
verfugen, ein schnelleres in vivo Wachstum aufweisen. Dieses Erkenntnis geht Uber
Ergebnisse friherer Studien hinaus, die lediglich in in vitro Assays eine erhohte
Proliferations- und Klonogenitatsrate von Glioblastomstammzelllinien unter hypoxischen

Bedingungen nachweisen konnten**1°0-162165,

4.1.4 Wachstumsverhalten in vitro

Zur Ermittlung der Proliferationsrate der chronisch normoxischen und hypoxischen GS-Zellen
wurde der EdU-Zellproliferationsassay verwendet. Es zeigte sich, dass die chronisch
normoxischen Linien schneller proliferierten als die parallelen chronisch hypoxischen
GS-Linien. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu Ergebnissen beispielsweise von McCord et
al. und Grayson et al., die zeigten, dass Hypoxie eine Steigerung der Zellteilung zur Folge
hat'>*'% Allerdings ist ein Vergleich mit den Ergebnissen dieser Studien nur eingeschrankt
moglich, da es sich bei den untersuchten Zellen in den Studien von Grayson et al. um
humane mesenchymale Stammzellen handelte, die akut fir 7 Tage unter 2% O, statt 1% O,
inkubiert wurden und somit nicht dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Glioblastomstammzellmodell unter chronischer Kultivierung bei 1% O, entsprechen'®. Die
Ergebnisse beziglich der Proliferation von McCord et al. beruhen wiederum auf einer
Kultivierung der Zellen bei 7% O, und auf der Verwendung einer gesorteten CD133-positiven
Subpopulation®*, die méglicherweise aufgrund der Herausselektion bzw. Anreicherung von
Glioblastomzellen mit Stammzelleigenschaften, wie einer erhdhten Klonogenitat und einer
erhdhten metabolischen Adaptationsfahigkeit an unglnstige Kulturbedingungen, per se
einen Wachstumsvorteil unter hypoxischen Bedingungen hatte, wohingegen in der
vorliegenden Arbeit GS-Zellkulturen verwendet wurde, die Mischkulturen aus CD133-
positiven und CD133-negativen Zellen darstellten.

Unterstitzt wird die Beobachtung einer verringerten Proliferationsrate chronisch hypoxischer
GS-Zelllinien aus dieser Arbeit durch eine Studie von Eliasson et al., in der gezeigt wurde,
dass die Proliferation hamatopoetischer Stammzellen unter hypoxischen Bedingungen
(1% O,) gegeniuber einer Kultivierung unter normoxischen Bedingungen bereits nach 4

Tagen signifikant verringert war®®.

4.1.5 Klonogenitat
Die Klonogenitat, das heil3t die Fahigkeit einer Stammzelle sich selbst zu erneuern, wird oft

als in vitro Korrelat fir die Tumorinitiierung verwendet. So wird hier das Potenzial einer Zelle
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in vitro eine Neurosphéren zu bilden als Fahigkeit angesehen, dass diese Zelle in der Lage
ist, einen Tumor in vivo zu initiieren. In der vorliegenden Arbeit wurde die Klonogenitét
anhand der Koloniebildungseffizienz in vitro Uberprift. Fir alle untersuchten Zelllinien konnte
eine Klonogenitatsfrequenz zwischen 9,36% und 17,69% ermittelt werden. Dabei zeigte sich

allerdings, im Gegensatz zu friheren Studien®*0°-162

in denen beispielsweise Bar et al. und
Heddleston et al. einen Anstieg der Klonogenitat unter Hypoxie feststellen konnten, kein
konsistenter Unterschied zwischen der klonogenen Kapazitat hypoxischer und normoxischer
GS-Linien. Die in diesen Studien genannte Annahme, dass der hypoxieinduzierte
prozentuale Anstieg der CD133-, SOX-2- und Nestin-positiven Zellen innerhalb der
Gesamtpopulation und das beobachtete erhohte Wachstum hypoxischer GS-Zelllinien in vivo
mit einer erhéhten Klonogenitat der Zellen assoziiert sind*®, konnte somit nicht bestatigt
werden. Allerdings wurde in der Studie von Bar et al. die Klonogenitdt von
Glioblastomneurosphéarenlinien nach einer 24-stiindigen Inkubation unter 1% O, und
anschlieRender Kultivierung unter normoxischen Bedingungen fir 10 Tage durchgefihrt.
Daher wurde nicht der Effekt von chronischer Hypoxie, sondern vielmehr der Effekt von
transienter akuter Hypoxie auf die Klonogenitdt von Glioblastomneurospharen untersucht.
Zudem beruhen die Ergebnis einer erhdhten Klonogenitat unter Hypoxie von Heddleston et
al. auf der Verwendung einer gesorteten CD133-positiven GS-Zellsubpopulation,
wohingegen die verwendeten Linien in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenermafien
Mischkulturen aus CD133-positiven und CD133-negativen GS-Zellen sind. Aufgrund dieser
Tatsachen ist ein Vergleich der ermittelten Klonogenitét der normoxischen und hypoxischen
Linien mit den Ergebnissen der genannten Studien nur eingeschrankt moglich.

Demgegentiber stehen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Einklang mit friiheren
Studien von Giinther et al., in denen keine Korrelation zwischen Klonogenitat in vitro und
Tumorinitiierung in vivo in Glioblastomstammzelllinien nachgewiesen werden konnte'®. Eine
Studie von Barrett et al. zeigte in einem transgenen Mausmodell zudem, dass die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung einer Gliomzelle kein Indiz fiir ein hohes tumorigenes Potenzial ist®’.
Demnach stellen das Fehlen einer erhdhten Klonogenitat von hypoxischen GS-Zellen und
das erhdhte Wachstums in vivo in dieser Arbeit keine sich ausschlieRenden Erkenntnisse

dar.

4.1.6 Differenzierbarkeit

Die Differenzierbarkeit, das heif3t die Fahigkeit einer Stammzelle, differenziertere, reifere
Zellen zu bilden, ist ein weiteres Kriterium von Stammzellen und wurde in der vorliegenden
Arbeit durch Differenzierungsinduktion mittels FCS, cAMP und Retinséure in vitro untersucht.
Fiur alle GS-Zelllinien konnte eine Differenzierbarkeit in neuronale und gliale Richtung

nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich eine konsistent starkere Differenzierbarkeit der
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normoxischen Linien in neuronale und oligodendrogliale Richtung, die durchfluss-
zytometrisch anhand des Anteils an NF-positiven Zellen bzw. des Anteils an GalC-positiven
Zellen ermittelt wurde. Allerdings ergaben sich keine konsistenten Ergebnisse beziiglich
einer verstarkten oder verringerten astrozytaren Differenzierung (GFAP-positive Zellen) unter
Hypoxie innerhalb der untersuchten hypoxischen und normoxischen Zelllinienpaare, was die
Heterogenitat zwischen Glioblastomen widerspiegelt.

Das Ergebnis, dass Normoxie die oligodendrogliale und neuronale Differenzierung
gegeniuber Hypoxie beginstigt und Hypoxie gegeniiber Normoxie somit tendenziell den
undifferenzierten Zustand der GS-Zellen erhélt, steht im Einklang mit einer Studie von Soeda
et al., in der mittels Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt werden konnte, dass nach
Serumstimulation (Differenzierungsinduktion) unter Normoxie ein héherer Anteil an CD133-
positiven Glioblastomstammzellen den neuronalen Differenzierungsmarker Tujl exprimierte,
als unter Hypoxie'®.

Zusammenfassend bestétigten die Ergebnisse der Charakterisierung der normoxischen und
hypoxischen GS-Zelllinien zum einen frihere Studien zu Glioblastomstammzelllinien, zum
anderen gehen sie Uber diese hinaus. So fuhrte Hypoxie nicht nur zu einer Anreicherung
stammzellmarkerexprimierender Zellen sondern auch, wie in dieser Arbeit erstmalig gezeigt,
zu einem erhdhten Tumorwachstum in vivo. Zudem konnte erstmals gezeigt werden, dass
chronische Hypoxie die in vitro Proliferation verringert, wohingegen kein Einfluss auf die
Klonogenitat von GS-Zelllinien festgestellt werden konnte.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass Hypoxie offensichtlich eine Population von langsam
proliferierenden, zur Tumorinitierung befahigten Zellen aufrechterhalt bzw. anreichert
und/oder Hypoxie diese Zellen gegenliber wachstumsstimulierenden, mitogenen Signalen
aus der Mikroumgebung in vivo sensibilisiert, ohne die intrinsischen

Proliferationsmechanismen per se zu aktivieren.

4.2 Genexpressionsanalysen

Um den Einfluss von chronischer und akuter Hypoxie auf die Genexpression in
Glioblastomstammzellen zu analysieren, wurden Genexpressionsanalysen mittels
Mikroarrays durchgefuhrt. Aus den Genexpressionsprofilen und Signalweganalysen ging
hervor, dass sich die zellularen Antworten auf akute und chronische Hypoxie grundlegend
unterscheiden. So zeigte sich, dass lediglich 9 Gene sowohl durch akute als auch durch
chronische Hypoxie um mehr als das 2,5-fache induziert waren.

Gene bzw. Transkripte, die unter chronischer Hypoxie hochreguliert wurden, waren vor allem
in den GO Terms ,Neurale Entwicklung“ und ,Migration” annotiert. Bereits in préklinischen
und Klinischen Studien konnte eine Assoziation zwischen chronischer Hypoxie und

Zellmigration beobachtet werden. Diese Studien zeigten, dass anti-angiogenetische
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Antikdrper gegen VEGF (Bevacizumab) oder den Rezeptor VEGFR-2 (DC101) zwar
einerseits die VEGF-vermittelte Induktion von Tumorangiogenese verhinderten und das
Tumorwachstum inhibierten, es dabei jedoch andererseits infolge der verstarkten
intratumoralen Hypoxie zu einer vermehrten Invasion der Tumorzellen kam®®?°!, Dariiber
hinaus zeigte eine aktuelle Studie, dass Glioblastome nach anti-angiogenetischer
(hypoxieinduzierender) Therapie mit Bevacizumab dazu tendierten, Gene zu
Uberexprimieren, die mit der neuralen Entwicklung assoziiert sind (proneuraler
Expressionsphanotyp)®®?. Dies ist im Einklang mit der Beobachtung der vorliegenden Arbeit,
dass chronische Hypoxie zu einer Uberreprasentation von Genen fiihrte, die im GO Term
.Neurale Einwicklung" annotiert sind.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass chronische Tumorhypoxie, die
durch anti-angiogenetische Therapie verstarkt werden kann, in Glioblastomen pro-neurale
und pro-invasive Genexpressionsprogramme aktiviert.

Akute Hypoxie flhrte im Gegensatz zu chronischer Hypoxie zu einer Induktion von Genen,
die mit der RNA-Prozessierung/Splicing und dem Glucosemetabolismus assoziiert sind.
Interessanterweise besteht in der Tat eine Verbindung zwischen alternativem Splicing und
der metabolischen Regulation. So ist bekannt, dass von dem Glykolyseenzym Pyruvatkinase
zwei alternative Splicevarianten existieren, PKM1 ist Uberwiegend in adulten Zellen
exprimiert, wohingegen PKM2 in embryonalen Zellen und Krebszellenexprimiert ist'®°. Aus
einer Studie von Christofk et al. an verschiedenen humanen Karzinomzelllinien (z.B.
Bronchalkarzinom) geht zudem hervor, dass die Expression der PKM2-Isoform, gegeniiber
der Expression der PKMl-Isoform, mit einer hoheren Laktatproduktion bei gleichzeitig
verringertem Sauerstoffverbrauch, den beiden typischen Merkmalen des Warburg-Effekts®®,
assoziiert ist. Dies deutet darauf hin, dass PKM2 den Warburg-Effekt, d.h. eine
Verstoffwechselung von Glucose zu Laktat unter aeroben Bedingungen untersttitzt und so zu
einer Verschiebung des Glucosestoffwechsels beitragt®®”.

Das bedeutsamste Array-Ergebnis im Hinblick auf die Stoffwechselregulation durch Hypoxie
ist, dass akute Hypoxie zu einer Herunterregulation der Expression von PPP-Enzymen,
besonders von G6PD und PGD, fiihrte, wohingegen es unter akuter Oxygenierung zu einer
Induktion der Expression dieser Enzyme kam. Enzyme der Glykolyse, die zum groé3ten Teil
ein Hypoxie-responsives Element in ihren Promotoren besitzen und somit direkte
HIF-1-Zielgene sind, sowie die Laktatdehydrogenase zeigten dagegen das exakt umgekehrte
Induktions- und Suppressionsverhalten. Dabei wiesen die Enzyme der Vorbereitungsphase
der Glykolyse (HK2, GPI, PFKP und ALDOC) die starkste Regulation auf. Dies deutet darauf
hin, dass der PPP, welcher alternativ zu der Vorbereitungsphase der Glykolyse von der
Glucose durchlaufen werden kann und so eine Art Umgehungsreaktion der enzymatischen

Schritte der Vorbereitungsphase darstellt, offensichtlich unter normoxischen Bedingungen
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eine relative Dominanz Uber die parallelen Schritte der Glykolyse hat, aber unter akuter
Hypoxie zugunsten der direkten Glucoseverstoffwechselung Uber die Glykolyse
herunterreguliert wird (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Schematische Darstellung der sauerstoffabhdngigen Regulation der Glykolyse und des
PPP in GS-Zellen. Schwarze Pfeile reprasentieren Reaktionen der Glykolyse. Graue Pfeile
reprasentieren pyruvatkonsumierende Reaktionen. Griine Pfeile reprasentieren Reaktionen des
oxidativen Teils des PPP, gestrichelte grine Pfeile reprasentieren Reaktionen des nicht-oxidativen
Teils des PPP. Enzyme, die irreversible Reaktionen katalysieren sind in fetter Schrift gedruckt.
Abkilrzungen: HK, Hexokinase; GPI, Glucosephosphatisomerase; PFK, Phosphofruktokinase; ALDO,
Aldolase; TPI, Triosephosphatisomerase; GAPDH, Glycerinaldehyde-3-phosphatdehydrogenase;
PGK, Phosphoglyceratkinase; PGM, Phosphoglyceratmutase; PK, Pyruvatkinase; LDH, Lactat-
dehydrogenase; PDH, Pyruvatdehydrogenase; G6PD, Glucose-6-phosphatdehydrogenase; PGL,
Phosphogluconolaktonase; PGD1, Phosphogluconatdehydrogenase 1; RPE, Ribulose-5-phosphat-
epimerase; RPI, Ribulose-5-phosphat-isomerase; TKT, Transketolase; TAL, Transaldolase; NADPH,
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat.

In anderen Studien, die Genexpressionsprofile unter akuter Hypoxie untersuchten, konnte
sowohl fiir humane Adipozyten®®® als auch fiir humane Brustkrebszelllinien®®® und murine
cerebrale corticale Neurone?®®’ ebenfalls eine Anreicherung von Genen verzeichnet werden,
die in dem GO Terms “Glykolyse* annotiert sind. Diese Resultate stehen im Einklang mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Allerdings konnte bislang in keiner Studie gezeigt
werden, dass akute Hypoxie zu einer Herunterregulation und akute Oxygenierung zu einer

Induktion der Expression von PPP-Enzym-kodierenden Genen flhrte, der somit reziprok
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gegenlber der Glykolyse durch die Sauerstoffkonzentration reguliert wird (Abbildung 54).
Moglicherweise ist dies darauf zurickzufihren, dass die KEGG-Analyse bei nur
oberflachlicher Betrachtung ein inkorrektes Ergebnis bezlglich einer Herunterregulation des
PPP durch Oxygenierung liefert (Kapitel 3.2). Somit stellten diese Ergebnisse neue

Erkenntnisse dar, die in der Literatur noch nicht beschrieben wurden.

4.3 Validierung der Genexpressionsdaten aus den Mikroar  ray-
Analysen

Zur Validierung der auf Basis der Mikroarray-Daten beobachteten reziproken Regulation des
PPP und der Glykolyse wurden qPCR und Western Blot Analysen durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass die sauerstoffkonzentrationsabhéngige Verschiebung des Glucosestoffwechsels in
Richtung Glykolyse und Laktatproduktion unter akuter Hypoxie bzw. in Richtung PPP durch
akute Oxygenierung sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene bestétigt werden konnte.

Wie bereits erwahnt, wurde die sauerstoffkonzentrationsabhangige Regulation des PPP in
Tumorzellen bislang in keiner anderen Studie untersucht. Zudem liegen auch nur sehr
wenige Studien zur Regulation des PPP unter Hypoxie in anderen Zelltypen vor®®. Aus
dieser Uberschaubaren Sammlung von Studien ergibt sich ein kontroverses Bild beziglich
der Regulation des PPP unter Hypoxie. So wird auf der einen Seite postuliert, dass die PPP-
Aktivitat durch Hypoxie aktiviert wird®®®?"°. Begriindet wird diese Hypothese mit der
Tatsache, dass der PPP unter anderem NADPH fir die Glutathion-Regeneration

2"t und dadurch Zellen vor oxidativem Stress in Form von reaktiven

produziert
Sauerstoffradikalen (,reactive oxygen species®, ROS) schitzt, die in Folge von
Entziindungsreaktionen, Ischamie aber auch Hypoxie gebildet werden?’%?"®, Beispielsweise
zeigten Amaral et al., dass der Glucosefluss Uber den PPP in Astrozyten nach kombiniertem
Sauerstoff- und Glucosemangel (als Modell fiir zerebrale Ischamie) erhéht war®®®. Bei dieser
Studie ist allerdings zu berlcksichtigen, dass die Messungen des Glucoseflusses in den
Astrozyten nicht in der akuten hypoxischen Phase durchgefiihrt wurden, sondern vielmehr in
der frihen Phase der Wiederherstellung der normoxischen Bedingungen nach der akuten
Hypoxie, wohingegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf einer direkten Messung
wahrend akuter Hypoxie beruhen. Auf der anderen Seite gibt es Studien, die gegen diese
Hypothese eines erhéhten Glucoseflusses tiber den PPP zur Bereitstellung von NADPH fir
die Glutathionsynthese unter Hypoxie sprechen. So konnten beispielsweise Kim et al.
zeigen, dass die hypoxieinduzierte Expression von Pyruvatdehydrogenasekinase 1 (PDK1)
eine vermehrte Bildung von ROS unter Hypoxie verhindert. In ihrer Studie fuhrte die
Uberexpression der PDK1 in HIF-la-Knockout Mausembryofibroblasten zu einer

Herunterregulation des Citratzyklus und der oxidative Phosphorylierung. Infolge dieser
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Herunterregulation des mitochondrialen Stoffwechsels konnte in diesen Zellen eine
signifikant reduzierte Bildung von mitochondrialem ROS unter Hypoxie nachgewiesen
werden'®’. Demnach wére ein erhéhter Glucoseflusses iiber den NADPH-produzierenden
PPP zur Glutathion-Regeneration, welche der Detoxifizierung von ROS dient, unter Hypoxie
nicht erforderlich und wirde keinen Vorteil fur die Zelle bieten.

Aber auch in vivo Studien bezuglich des Glucoseflusses unter Hypoxie lieferten kontroverse
Ergebnisse. Wahrend in einer Studie von Hakin et al. eine erhdhte
Glucoseverstoffwechselung dber den PPP in den Hirnen hypoxischer Ratten festgestellt

wurde?™

, zeigten Domanska-Janik et al. eine verringerte PPP-Aktivitdt unter Hypoxie in
Rattenhirnen®”. Aus dieser Beobachtung leiteten Domanska-Janik et al. ab, dass der
Glucosemetabolismus unter Hypoxie auf Kosten des PPP in Richtung energieproduzierender
Stoffwechselwege (Glykolyse) neu ausgerichtet wird, wobei diese Neuausrichtung nicht
direkt durch eine ATP-Defizienz ausgel®st wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten ebenfalls darauf hin, dass akute Hypoxie in
GS-Zelllinien zu einer Herunterregulation der Expression von PPP-Enzymen und parallel zu
einer HIF-1-vermittelten Induktion der Expression von Glykolyseenzymen fihrt, wohingegen
akute Oxygenierung in dem genau umgekehrten Expressionsmuster resultiert

(Abbildung 54).

4.4 Untersuchungen des metabolischen Flusses unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen

Zur Uberprifung der Frage, ob die sauerstoffkonzentrationsabhéngige, reziproke Regulation
der Expression von Glykolyse- und PPP-Enzymen mit Aktivitdtsveranderungen der beiden
Stoffwechselwege assoziiert war, wurde der metabolische Fluss von Glucose in GS-Zellen
mittels [1,2-*C]-D-Glucose als einziger Glucosequelle unter Normoxie und akuter Hypoxie
analysiert. Diese Untersuchung ergab, dass zu allen untersuchten Zeitpunkten (8 bis 48 h)
die Konzentration von Gesamtlaktat unter Hypoxie gegeniiber Normoxie signifikant erhdht
war. Dieses Ergebnis steht beispielsweise im Einklang mit einer Studie von Serganova et al.,
die zeigen konnten, dass bei dem Vergleich zweier muriner Brustkrebszelllinien (67NR und
4T1) im in vivo Xenograft-Modell die detektierte erh6hte Tumorhypoxie der einen Zelllinie
(4T1) gegeniiber der anderen Zelllinie mit einer erhéhten Laktatproduktion sowohl in vivo, als
auch der isogenen Zelllinie in vitro assoziiert war?’®. Auch fiir Gliome konnte nachgewiesen
werden, dass die hypoxievermittelte Stabilisierung von HIF-1 die metabolische Verschiebung
von der oxidativen Phosphorylierung zur Glykolyse verstarkt, was in erhghter
Laktatproduktion resultiert?’” (Abbildung 54).
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Zudem zeigte die Analyse der Laktatisotopologverteilung, dass unter Hypoxie die relative
PPP-Aktivitat gegenuiber der Glykolyseaktivitat in den GS-Zellen um tber 50% abnimmt. Das
deutet darauf hin, dass die metabolische Verschiebung, die bereits auf RNA- und
Proteinebene identifiziert werden konnte, mit einer analogen Verschiebung der
Metabolitenkonzentrationen bzw. der Stoffwechselaktivitdt einhergeht. Der berechnete
Gesamtfluss tUber den PPP in GS-Zellen lag bei 1,3 bis 2,0% des gesamten Glucoseflusses.
Diese Werte liegen im Bereich friherer veroffentlichter Werte des Glucoseflusses im
normalen Gehirn unter der Verwendung anderer Methoden (0.5% bis 5%)?’®. In C6 und 9L
Gliomzellen aus Ratten wurde allerdings ein relativer Glucosefluss tber den PPP von 5,1 bis
7,5% beschrieben?®2"°, Diese erhohten Werte kénnten darauf zuriickzufiihren sein, dass die
verwendeten Rattenzellen adharent wuchsen und aufgrund von Serumstimulation schnell
proliferierten, wohingegen die GS-Zellen in serumfreiem Medium wuchsen, folglich nur
einem gering proliferationsstimulierenden Milieu ausgesetzt waren und daher eine geringere
proliferative Aktivitat aufwiesen. Angesichts dessen, dass der PPP wichtige Funktionen fir
den zellularen Anabolismus hat und Metabolite fir die Biomasseproduktion bereitstellt, kann
man vermuten, dass der relativ niedrige Glucosefluss tber den PPP in den GS-Zellen mit
ihrer geringen Zellteilungsrate und somit ihnrem geringeren Bedarf an Makromolekdlen fur die

Biomasseproduktion zu begriinden ist.

4.5 Expressionsanalysen in Glioblastomgewebe

Aus den bisherigen Erkenntnissen der in vitro Experimente liel3 sich ableiten, dass in
GS-Zellen der PPP und die Glykolyse sauerstoffkonzentrationsabhéngig reziprok reguliert
sind. Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Glioblastomen um hypoxische Tumore
handelt, stellte sich daher die Frage, ob Glioblastome ebenfalls eine starke Expression von
Glykolyseenzymen aufweisen und wie sich demgegeniber die Expression von PPP-
Enzymen verhélt. Zusatzlich ist zu bertcksichtigen, dass die Sauerstoffkonzentration
innerhalb der komplexen Glioblastomgewebsstruktur nicht einheitlich ist. So ist beschrieben,
dass die Sauerstoffkonzentration von 0,1% in stark hypoxischen bis zu 10% in gut
durchbluteten Bereichen schwanken kann, und im Median etwa 7% betragt™>*'®°. Insofern
sollte untersucht werden, wie die Expressionen von Glykolyse- und PPP-Enzymen innerhalb
des Glioblastomgewebes verteilt ist.

Die in silico Analyse der Expression von Glykolyse und PPP-Enzymen in Glioblastomen
gegenuber Normalhirnproben mittels der REMBRANDT Datenbank zeigte, dass die
Expression von HK2 und den meisten Genen, die Enzyme der Ertragsphase der Glykolyse
kodieren, ebenso wie von LDHA in Glioblastomen gegenlber Normalhirn hochreguliert war.

Demgegentber war die Expression von PDHAL herunterreguliert. Diese Ergebnisse waren
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erwartet, da die Expression von Glykolyseenzymen hypoxieinduziert ist und durch den
Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert wird. Zudem wurde bereits in friheren Studien in
hypoxischen Tumoren eine Verschiebung der Pyruvatverstoffwechselung in Richtung
Laktatproduktion beobachtet®’’. Somit bestatigten diese Ergebnisse Warburgs Beobachtung
einer erhohten Laktatsynthese in Tumoren (Kapitel 1.3). Uberraschend war jedoch, dass die
Expression von drei Enzymen der Vorbereitungsphase der Glykolyse, GPI, PFKP und
ALDOC, in Glioblastomen gegeniber Normalhirn, trotz ihrer HIF-1-vermittelten
Induzierbarkeit unter Hypoxie, herunterreguliert und stattdessen die Expression von
Enzymen des parallel verlaufenden PPP hochreguliert war. Die Validierung dieser
Beobachtung mittels eines Gliom TMAs zeigte, dass G6PD als (gemald der Mikroarray-
Analysen am starksten regulierter) Reprasentant des PPP tatsachlich in Glioblastomen im
Vergleich zu Normalhirn und niedriggradigen Astrozytomen die starkste Expression aufwies,
wohingegen ALDOC als (gemaf3 der Mikroarray-Analysen am starksten hypoxieregulierter)
Reprasentant der Glykolyse in Glioblastomen eine deutlich schwéachere Expression
gegeniuber Normalhirn und niedriggradigen Astrozytomen zeigte. Dieses Ergebnis bestéatigte
die inverse Regulation von G6PD und ALDOC auf Proteinebene und flhrte zu der
Hypothese, dass in der Hauptmasse von Glioblastomen, d.h. in relativ schnell
proliferierenden Zellen, der PPP Uber die parallele Vorbereitungsphase der Glykolyse
dominiert (Abbildung 55).

Zur Beantwortung der Frage nach der Sublokalisation der Enzymexpression innerhalb von
Glioblastomgewebe wurden in der vorliegenden Arbeit immunhistologische Analysen an
Glioblastomparaffinschnitten durchgefihrt. In diesen Analysen zeigte sich eine starke
Expression von Glykolyseenzymen aus der Vorbereitungsphase (ALDOC, HK2 und PFKP) in
den hypoxischen, HIF-la-positiven Pseudopalisaden, aber nur eine sehr schwache
Expression in dem umliegenden Tumorgewebe. Im Gegensatz dazu fand sich eine starke
Expression von PPP-Enzymen (G6PD und PGD) in dem umliegenden Tumorgewebe, aber
nur eine schwache Immunreaktivitat in den hypoxischen Pseudopalisaden.

In der Literatur ist beschrieben, dass in Glioblastomen gelegentlich extrem stark
proliferierende Areale (Knoten) vorkommen, die wahrscheinlich einen Uberwuchs eines hoch
malignen Subklones darstellen®”’. In der vorliegenden Arbeit konnte in solchen Arealen eine
starke Uberexpression von G6PD aber eine Herunterregulation von ALDOC gegeniiber dem
umliegenden Tumorgewebe detektiert werden.

Zusammenfassend bestatigten diese in situ Ergebnisse die Hypothese einer inversen
Regulation der Glykolyse und des PPP durch Hypoxie und das Konzept, dass in den meisten
Tumorzellen der Glucosemetabolismus zugunsten einer optimierten Biomasseproduktion fir
die schnelle Zellteilung Uber den anabolen PPP verlauft, es unter starkem hypoxischen

Stress allerdings zu einer tendenziellen Verschiebung der Stoffwechselwege zur direkten
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Glykolyse kommt. In anderen Worten scheint die anabole PPP-Aktivitat in wenig proliferativ
aktiven, stark hypoxischen Bereichen zugunsten der anaeroben Glykolyse herunterreguliert,
aber in Bereichen einer hohen proliferativen Aktivitdt und physiologischen

Sauerstoffkonzentration hochreguliert zu sein (Abbildung 55).

4.6 Funktionelle Analysen der GS-Zelllinien

Um den funktionellen Einfluss des beobachteten sauerstoffkonzentrationsabhangigen
Switches zwischen Glykolyse und PPP auf GS-Zellen zu untersuchen, wurden Migrations-
und Proliferationsassays durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass sowohl chronische als auch
akute Hypoxie in GS-Zellen die Migration erhéhte, wohingegen chronische Normoxie und
akute Oxygenierung zu einer gesteigerten Proliferation flhrten.

Mikroarray-Analysen anderer Gruppen deuten bereits darauf hin, dass akute Hypoxie in

265

humanen Adipozyten die Expression migrationsassoziierter Gene induzierte Des

Weiteren deutete sich in friheren Studien an, dass akute Hypoxie die Zellmotilitat von

Glioblastomzellen erhoht?328,

Allerdings wurden dabei stets Zellen verwendet, die
dauerhaft bei 21% O, kultiviert und anschlieend akuter Hypoxie ausgesetzt wurden. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gehen insofern hieriber hinaus, als dass hier erstmals
gezeigt werden konnte, dass Hypoxie, unabhéngig von der vorherigen Adaptation der Zellen
an chronisch normoxische oder hypoxische Bedingungen generell zu einem Anstieg der
Migration fuhrt. Die erhéhte Migration unter hypoxischen Bedingungen unterstiitzt zudem die
Hypothese, dass Pseudopalisaden eine ,Welle* migrierender Zellen darstellen, die von
einem zentralen hypoxischen (nekrotischen) Fokus fortwandern®!. Die erhéhte Motilitat unter
akuter und chronischer Hypoxie stellt vermutlich einen protektiven Prozess dar, der Zellen
eine rdumliche Entfernung von dem hypoxischen Areal ermdglicht und sie somit vor
hypoxieinduzierten Zellschadigungen schitzt.

Bezlglich der Proliferation zeigte sich das umgekehrte Bild mit einer reduzierten Proliferation
sowohl unter akuter als auch unter chronischer Hypoxie und einer erhéhten Zellteilung unter
normoxischen Bedingungen. Die chronische Praadaption an Hypoxie oder Normoxie
verandert demnach nicht die Sensibilitdt von GS-Zellen fir mitogene und motogene
Stimulation.

Eine Gegensitzlichkeit zwischen Gliomzell-Proliferation und -Migration deutete sich bereits
in frlheren Studien an. So wurden in einer Studie von Giese et al. humane Astrozyten auf
Kulturschalen ausgesat, die entweder mit Merosin (migrationsfoérdernde Beschichtung) oder
mit Vitronectin (proliferationsférdernde Beschichtung) beschichtet waren®®?3, Dabei zeigte
sich, dass Zellen, die auf Merosin-beschichteten Schalen wuchsen eine hdhere Migration

und eine geringere Proliferation auswiesen, wohingegen Zellen, die auf Vitronectin wuchsen,
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schlechter migrierten und schneller proliferierten. Daraus schlossen Giese et al, dass
migrationsstimulierende, motogene Substanzen einen anti-proliferativen Effekt aufweisen
und Substanzen, die die Migration reduzieren zu einer Steigerung der Proliferation
fihren?®2%3,

Die vorliegenden Arbeit erweitert dieses Konzept der Gegensétzlichkeit dahingehend, dass
offenbar die hypoxieinduzierte Migration von GS-Zellen mit einem metabolischen
Umschalten auf die direkte Glykolyse assoziiert ist, wohingegen eine normoxieinduzierte
erhohte Proliferation mit einer relativen Dominanz des PPP Uber die Glykolyse einhergeht
(Abbildung 55).

Eine Verbindung zwischen einer erhéhten PPP-Aktivitdt und einer gesteigerten Proliferation
lasst sich damit begriinden, dass der PPP wichtige Metabolite (Ribose-5-Phosphat) fur die
Synthese von DNA und RNA und zudem NADPH als Reduktionsaquivalent fir anabole
Prozesse wie die Fettsaure- und Nukleotidsynthese liefert®®*. Der PPP stellt folglich
Substrate fiir die Biomassesynthese bereit und erméglicht somit die Zellteilung®®*.

Auch zwischen der Glykolyse und der Migration besteht ein direkter Zusammenhang. So ist
zum einen bekannt, dass glykolytisches ATP die Hauptenergiequelle fir die Remodellierung

des Zytoskeletts ist*®

und somit eine entscheidende Rolle fir die Zellmigration spielt. Zum
anderen ist beschrieben, dass freigesetztes, extrazellulares ATP chemotaktische Wirkungen
hat®*®. AuRerdem ist das hypoxieinduzierte Glykolyseenzym GPI (auch bekannt als
autokriner Motilitatsfaktor, AMF) mit einer erhdhten Tumorzellmigration, -invasion und

Metastasierung assoziiert?*®%’.

Dariber hinaus bewirkt Laktat eine Azidifizierung der
Zellumgebung®®®, wodurch es infolge der pH-abhangige Aktivierung von Cathepsin und
Metalloproteinasen zur Matrixdegradation kommt®*’, die die Invasion und Metastasierung von
Tumorzellen in vivo begiinstigt?®*2%. Die Glykolyse begiinstigt demnach nicht nur durch die
Bereitstellung von ATP fir die Remodellierung des Zytoskeletts, sondern auch durch die
Azidifizierung der Mikroumgebung und durch die chemotaktische Wirkung an der Glykolyse

beteiligter Enzyme die Zellmigration.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der Regulation der Glykolyse und des PPP in Glioblastomen
sowie der Assoziation der Stoffwechselwege mit zellularen Funktionen. In der Haupttumormasse fuhrt
die erhdhte PPP-Aktivitat zu einer erhdhten Biomasseproduktion und Proliferation. Unter schwerer
Hypoxie kommt es hingegen zur Aktivitatssteigerung der Glykolyse, einer erhéhten ATP-Produktion
und Migration. Die Enzym- und Intermediatbeschriftungen, sowie die Reaktionspfeile sind blass
dargestellt, da es sich lediglich um eine Erweiterung der Abbildung 54 handelt und nicht im Fokus
dieser Abbildung steht.

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen der Expressionsanalysen und der
funktionellen Analysen abgeleitet werden, dass in den meisten, schnell proliferierenden
Tumorzellen die Glucoseverstoffwechselung Uber den PPP gegenlber den parallelen
Schritten der Vorbereitungsphase der Glykolyse bevorzugt wird, um den zellularen Bedarf an
Makromolektlen fir die Biomasseproduktion zu decken (Abbildung 55). Unter Bedingungen
akuter Hypoxie, wie in den stark hypoxischen Pseudopalisaden, wird der PPP hingegen
supprimiert, die Proliferation stark reduziert und die Glucoseverstoffwechselung tber die
Vorbereitungsphase der Glykolyse hochreguliert, um die ATP-Versorgung zu sichern und
eine protektive Zellantwort (beispielsweise durch eine erh6hte Migration) auf den
hypoxischen Stress zu ermdglichen (Abbildung 55). Unter Hypoxie findet demnach in den
Zellen eine Verlagerung von einer maximalen Biomasseproduktion hin zu einer maximalen

Energieproduktion und Zellprotektion statt.
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4.7 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP mittels
shRNA-vermittelter Herunterregulation von ALDOC und G6PD

Um zu untersuchen, welche funktionelle Bedeutung die Glykolyse und der PPP fir die
GS-Zellen hinsichtlich der metabolischen Adaptation an veranderte Sauerstoffbedingungen
(Normoxie gegenlber Hypoxie) und den Stammzellphanotyp haben, wurden die durch akute
Veranderungen der Sauerstoffkonzentration am starksten regulierten Enzyme dieser beiden
Stoffwechselwege (ALDOC der Glykolyse und G6PD des PPP) mittels spezifischer shRNAs
in der chronisch normoxischen Zelllinie GS-11 sowie in der konventionellen Gliomzelllinie
G55T2 stabil herunterreguliert. AnschlieRend wurden die Auswirkungen des Knockdowns auf
die Proliferation, die Migration, das Tumorwachstum in vivo und in der GS-11 auch auf die

Stammezellkriterien, Klonogenitat und Differenzierbarkeit, untersucht.

4.7.1 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterr  egulation von ALDOC
und G6PD auf die Proliferation

Bezlglich der Auswirkungen des Knockdowns auf die Proliferation zeigte sich, dass eine
Herunterregulation von ALDOC zu einer 1,3- bis 2,7-fachen Steigerung der Proliferation in
der GS-11 fuhrte, wohingegen es durch die Herunterregulation von G6PD zu einer signifikant
verringerten Proliferationsrate (56-75%ige Reduktion) gegenuber den Kontrolllinien kam.
Bereits in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass eine siRNA- bzw. shRNA-vermittelte
Herunterregulation von G6PD eine verringerte Proliferation von humanen p-Zellen aus dem
Pankreas (MIN6) sowie von einer humanen Melanomzelllinie (A375) zur Folge hatte®**%%,
Des Weiteren konnte in G6PD-mutierten embryonalen Stammzellen®*® und G6PD-defizienten

Vorhaut-Fibroblasten von Neugeborenen®*

eine verringerte Proliferationsrate beobachtet
werden. Sowohl diese Studien als auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf
eine kausale Rolle von G6PD bzw. des PPP fir die Zellproliferation hin.

Der Einfluss einer ALDOC-Herunterregulation auf die Proliferation wurde bislang in keiner
Studie untersucht. Ritterson Lew und Tolan beschrieben lediglich, dass ein Knockdown von
Aldolase A, der embryonalen und Muskel-spezifischen Aldolase-Isoform, in Rattenzelllinien
die Proliferation durch eine nicht-glykolytische Funktion in der Zytokinese inhibierte’**. Das
Ergebnis der vorliegenden Studie deutet im Gegensatz dazu darauf hin, dass eine
Herunterregulation von ALDOC einen pro-proliferativen Effekt in den sich generell langsam
teilenden GS-Zellen hat. Dieser proliferationssteigernde Effekt kénnte mdglicherweise darauf
zurlckzufuhren sein, dass es aufgrund der Herunterregulation von ALDOC zur Akkumulation
von frihen Glykolyseintermediaten wie Glucose-6-Phosphat kommt, welches dann vermehrt
Uber den anabolen PPP verstoffwechselt werden kann und potentiell die

Biomasseproduktion férdert.
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Teilweise konnten diese Ergebnisse auch in der konventionellen Gliomzelllinie G55T2
bestétigt werden, bei der es durch die Herunterregulation von G6PD ebenfalls zu einer
verminderten Proliferation kam. Allerdings konnte hier kein pro-proliferativer Effekt durch
eine Herunterregulation von ALDOC erzielt werden. Dies kénnte mit der generell hohen
proliferativen Aktivitdt der G55T2 zu begrinden sein, in der madglicherweise ein
Substratzutrag in den PPP durch Abschaltung der Glykolyse zu keiner weiteren Steigerung
der Zellteilungsaktivitat fuhrt. Denkbar wére, dass hier durch Serumstimulation und andere
Signaltransduktionswege bereits die maximale Umsatzgeschwindigkeit (V) des PPP

erreicht, und eine weitere Steigerung der PPP-Aktivitat nicht moglich ist.

4.7.2 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterr  egulation von ALDOC
und G6PD auf die Migration

Die Untersuchung der Auswirkungen des Knockdowns auf die Migration zeigte, dass eine
Herunterregulation von ALDOC sauerstoffkonzentrationsunabhangig zu einer verringerten
Migrationsfahigkeit der GS-Zellen um 43-71% fihrte. In der Literatur wird ALDOC eine duale
Funktion zugesprochen, in der dieses Enzym neben der Funktion in der Glykolyse auch als
F-Aktin-Bindeprotein fungiert und eine entscheidende Rolle bei der ATP-abhangigen
Remodellierung des Zytoskeletts wéhrend der Zellmigration spielt®*>2%272% - Aufgrund der
Aktin-Bindungsaktivitat von ALDOC kommt es in vivo zur Lokalisation von ALDOC entlang
von hochpolymerisierten Aktin-Strukturen (,stress fibers®) in quieszenten Zellen und hinter
aktiven ,Ruffles” im Leitsaum von migrierenden Zellen®®. Diese spezifische Assoziation mit
dem Zytoskelett ermdglicht die raumliche Kopplung von ATP-generierenden (Glykolyse) und
ATP-verbrauchenden (Remodellierung des Zytoskeletts) Prozessen, was die Effizienz der
beiden Prozesse entscheidend steigert®®. Des Weiteren konnten Ducan und Storey mittels
dreier unabhangiger Methoden (Verdiinnungsmethode nach Clarke et al.***, Airfuge Methode

und Titrationsmethode nach Lowery et al.®%

) nachweisen, dass in SuRRwasserschildkréten
die kontinuierliche 5- bis 20-stiindige Anoxie-Exposition (in der Publikation definiert als eine
Sauerstoffkonzentration von unter 1,3% bzw. 10 Torr im Schwimmwasser der Schildkréten)
die Bindung von ALDOC an Aktin in den Hirnen der Tiere erhohte®®. Hierdurch wurde die
Kopplung zwischen ATP-generierenden und ATP-verbrauchenden Prozessen weiter
verstarkt. AufRerdem konnte gezeigt werden, dass die Bindung von ALDOC an F-Aktin die
kinetischen Parameter v, und K, (Michaelis-Menten-Konstante) von ALDOC, um eine
Potenz erhoht®®® und die dadurch gesteigerte glykolytische ATP-Synthese die
Remodellierung des Zytoskeletts begiinstigt®**. Zusammenfassend lasst sich aus diesen
Studien schlussfolgern, dass sich eine Herunterregulation von ALDOC negativ auf die
Remodellierung des Zytoskeletts und damit die Zellmotilitat auswirken, was im Einklang mit

den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit steht. Der Effekt einer reduzierten Migration durch



Diskussion 117

Herunterregulation von ALDOC konnte auch in der konventionellen Gliomzelllinie G55T2
festgestellt werden. In der G55T2 zeigte sich zudem, dass die Verringerung der Migration
durch die Herunterregulation von ALDOC unter Hypoxie schwacher ausgepragt war. Dies
kénnte wiederum durch den generellen migrationssteigernden Effekt der hypoxieinduzierten
Expression von Glykolyseenzymen (Kapitel 3.5.2) zu erklaren sein, der hier die verringerte
Glykolyseaktivitat als Folge des ALDOC-Knockdown kompensiert. So kénnte beispielsweise
die hypoxische Expressionsinduktion der chemotaktisch wirkenden GPI (AMF) die Migration
unter Hypoxie unterstiitzen®®,

Interessanterweise fuhrte eine Herunterregulation von G6PD in der Zelllinie GS-11 zu einer
signifikanten Migrationssteigerung um durchschnittlich 56% gegeniber den Kontrolllinien, ein
Effekt der durch Hypoxie verstarkt wurde. Eine Steigerung der Migration durch
Herunterregulation von G6PD bzw. der PPP-Aktivitat konnte bislang in keiner Studie
nachgewiesen werden. Dieser Effekt koénnte damit erklart werden, dass durch die
Herunterregulation des PPP mdglicherweise mehr Glucose-6-Phosphat Uber die Glykolyse
verstoffwechselt wird und es folglich zu einer héheren ATP-Synthese kommt. Durch einen
Anstieg der ATP-Konzentration kdnnte wiederum die ATP-abhangige Remodellierung des
Zytoskeletts vermehrt stattfinden, was in einer erhéhten Migration resultieren kénnte. Die
zusatzliche Verstarkung des migrationssteigernde Effekt der Herunterregulation von G6PD
unter Hypoxie kdnnte, wie bereits beschrieben, durch die hypoxieinduzierte Expression von
chemotaktisch wirkenden Glykolyseenzymen wie GPI verursacht werden®.

Der Effekt einer erhdhten Migration in den G6PD-Knockdown-Linien konnte in der G55T2
allerdings nicht festgestellt werden. Daraus lasst sich ableiten, dass es sich bei dem
migrationssteigernden  Effekt der G6PD-Herunterregulation entweder um einen
GS-Zell-spezifischen Effekt handelt, oder aber, dass in der verwendeten konventionellen
Gliomzelllinie G55T2 entweder keine Erhdhung des Glucoseflusses lber die Glykolyse als
Folge der Herunterregulation des PPP erfolgt oder das Ausmall des erhdhten
Glucoseflusses uber die Glykolyse in dieser Zelllinie zu keiner signifikanten Steigerung der

ATP-Synthese und damit auch keine Erhdhung der Migration fuhrt.

Zusammenfassend bestatigten die Ergebnisse der shRNA-Knockdown-Analysen die
postulierte Hypothese einer funktionellen Assoziation zwischen dem PPP und der
Proliferation, sowie zwischen der Glykolyse und der Migration. So fuhrt die
Herunterregulation des anabolen PPP zu einer Verringerung der Proliferation, wohingegen
eine Herunterregulation der ATP-produzierenden Glykolyse mit einer Verringerung der
Migrationsfahigkeit assoziiert ist (Abbildung 55). Da die Ergebnisse sowohl in der GS-11 als

auch in der konventionellen Gliomzelllinie nachgewiesen werden konnte, ist davon
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auszugehen, dass es sich bei den beobachteten Veranderungen maoglicherweise um einen
generellen, Zelltyp-unabhangigen Effekt handelt.

Interessanterweise konnte in der GS-11-Zelllinie dartiber hinaus nachgewiesen werden, dass
die Herunterregulation der Glykolyse bzw. des PPP die verstarkte Auspragung der jeweils
mit dem parallelen Stoffwechselweg assoziierten funktionellen Eigenschaft zur Folge hat
(Abbildung 56). So senkt eine Herunterregulation des PPP mittels shRNA nicht nur die
Proliferation, sondern erhoht zugleich die Glykolyse-assoziierte Migrationsfahigkeit der
Zellen, wohingegen eine Herunterregulation der Glykolyse eine Verringerung der
Migrationsfahigkeit und Gberraschenderweise zugleich eine Steigerung der PPP-assoziierten

Proliferation zur Folge hat.

Glucose-&-
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Abbildung 56: Schematische Darstellung des Effekts der Modulation der Stoffwechselaktivitat der
Glykolyse und des PPP in GS-Zellen. Eine Herunterregulation bzw. Inhibition des PPP
(gekennzeichnet durch den blassen, gestrichelten blauen Pfeil) fihrt zu einer verringerten Biomasse-
produktion und Proliferation (A) bei gleichzeitiger Aktivitatssteigerung der Glykolyse, einer erhéhten
ATP-Produktion und Migration. Eine Herunterregulation bzw. Inhibition der Glykolyse (gekennzeichnet
durch den blassen, gestrichelten roten Pfeil) flhrt hingegen zu einer verringerten ATP-Synthese und
Proliferation bei gleichzeitiger Steigerung der PPP-Aktivitdt, Biomasseproduktion und Proliferation.
Diese Effekte werden mdglicherweise durch die veranderte Verflgbarkeit von Glucose-6-Phosphat
ausgelost. Die Pfeile symbolisieren eine Steigerung (4) bzw. eine Reduktion ( ¥) des entsprechenden
Prozesses, und L symbolisiert eine Inhibition/Herunterregulation des Stoffwechselwegs. Die Enzym-
und Intermediatbeschriftungen, sowie die Reaktionspfeile sind blass dargestellt, da es sich lediglich
um eine Erweiterung der Abbildung 54 handelt und nicht im Fokus dieser Abbildung steht.

| Direkte
Glykolyse

Da dieses Phanomen ausschlie3lich in der GS-Zelllinie beobachtet werden konnte deutet
sich an, dass es sich hierbei mdglicherweise um einen GS-Zell-spezifischen Effekt handelt.
In friheren Studien wurde postuliert, dass GS-Zellen besser das genomische Profil der

Ursprungstumoren erhalten als konventionelle  Gliomzelllinien und, dass die
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Langzeitkultivierung von Zellen in serumhaltigem, mitogenem Medium zu Verédnderungen

122,2453%  Dariiber hinaus stellten Janiszewska et al. fest, dass

des Genoms fiuhren kann
isogene Glioblastomzellen, die entweder unter serumfreien Bedingungen als Neurosphare
oder serumstimuliert als adharente Kultur wuchsen, metabolische Unterschiede
aufwiesen®”. So fiihrte eine Inhibition der Glykolyse mittels Oxalséure lediglich in der
adharent wachsenden Linie zu einem verringerten ATP-Gehalt in der Zelle sowie zu einer
reduzierten Proliferation, wohingegen eine Inhibition der oxidativen Phosphorylierung nur
den ATP-Gehalt in der als Neurospharen wachsenden Kultur reduzierte. Somit konnte der
beobachtete GS-Zell-spezifische Effekt damit zu erklaren sein, dass akkumulierte
stoffwechselverandernde Mutationen wahrend der langen Kultivierung der serumstimulierten,
schnell proliferierenden G55T2 (mindestens 5-fach langer gegenuber der GS-11) den

Nachweis des beschriebenen Phanomens nicht zulassen.

4.7.3 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterr  egulation von ALDOC
und G6PD auf das Tumorwachstum in vivo

Fur die Untersuchung des Effekts der Herunterregulation der beiden Zielgene auf das
Tumorwachstum in vivo wurden reprasentativ als Modell fir die Haupttumormasse je eine
der G55T2 Knockdown-Linien und fir das Modell des hochinvasiven Anteils von
Glioblastomen je eine der GS-11-Knockdown-Linien sowie die entsprechende
Negativkontrolle und die wt-Linie intrakraniell in Nacktmause injiziert. Eine Auswertung des in
vivo Experiments konnte nur fir die G55T2-Zelllinie durchgefihrt werden, da bis zur
Fertigstellung dieser Arbeit bei den Tiergruppen, denen die GS-11-Knockdown-Linien injiziert
wurden noch keine Symptome festzustellen waren. Aus den Kaplan-Meier-Uberlebenskurven
ging hervor, dass sich die Herunterregulation von ALDOC und G6PD in vivo unterschiedlich
auf die Wachstumsgeschwindigkeit der G55T2-Zellen auswirkte. So flhrte eine
Herunterregulation von ALDOC zu einem signifikant schnelleren Tumorwachstum und
folglich einem friiheren Auftreten von abbruchrelevanten Symptomen, wohingegen die
Herunterregulation von G6PD in einem langsameren Wachstum gegeniber der
Negativkontrolle resultierte.

Das Ergebnis eines langsameren Tumorwachstums der G55T2-G6PD-Knockdown-Linien
war erwartet, da in vitro eine verringerte Proliferation nach Herunterregulation von G6PD
detektiert wurde und angenommen wurde, dass die G55T2, die in vivo hochproliferativ
wachst, im hohen Malie von der Aktivitdt des PPP abhéngig ist. Bereits in friiheren Studien
wurde postuliert, dass G6PD zur unkontrollierten Zellproliferation in Tumoren beitragt**. So
konnten Ku et al. zeigen, dass nach subkutaner Injektion von murinen Embryofibroblasten
(NIH 3T3 Zellen), die nach der Transfektion mit humaner G6PD-cDNA G6PD

Uberexprimierten, im Vergleich zu untransfizierten Kontrollzellen ein schnelleres
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Tumorwachstum in NOD/SCID Mause zu beobachten war und die TumorgréRe positiv mit
der G6PD-Aktivitat korrelierte®®. Aufgrund dieser Studie postulierten Kuo et al., dass G6PD
moglicherweise ein potenzielles Onkogen ist, dessen Uberexpression eine entscheidende

Rolle in der neoplastischen Transformation spielt®**®

. Eine Herunterregulation von G6PD
wirde dieser Studie zufolge zu einem langsameren Tumorwachstum fiihren. Diese
Hypothese konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erstmalig auch fir
Gliomzellen bestatigt werden.

Uber den Einfluss von ALDOC auf das Tumorwachstum in vivo ist bislang nichts bekannt. Da
die verwendete Zelllinie G55T2 kein invasives, sondern ein expansives Wachstumsverhalten
aufweist, wurde angenommen, dass diese Zellinie von der Aktivitat der
migrationssteigernden Glykolyse relativ unabhéangig ist und eine Herunterregulation von
ALDOC somit méglicherweise keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf das Wachstum
hat. Das Ergebnis eines schnelleren Wachstums der ALDOC-Knockdown-Linie in vivo ging
demnach Uber diese Annahme hinaus. Als Erklarung fur das schnellere Wachstum ist ein
erhohter Glucosefluss tiber den PPP durch die ALDOC-Knockdown-vermittelte Inhibition der
Glykolyse denkbar, der eine erhdhte Bereitstellung von Metaboliten fir anabole Prozesse zur
Folge hat.

Fur das Ergebnis des in vivo-Versuchs mit den GS-11-Knockdown-Linien, die als wt-Linie
hochgradig invasiv wachst, wird im Gegenzug angenommen, dass diese Zelllinie im hohen
MalRRe von der Aktivitdt der Glykolyse abhéngig ist. Daher wird erwartet, dass sich die
Herunterregulation von ALDOC negativ auf das Tumorwachstum auswirkt. Durch die
ALDOC-Knockdown-vermittelte verringerte Motilitat der Zellen, die bereits in vitro
nachgewiesen werden konnte, kdnnte dem charakteristischen invasiven
Wachstumsverhalten der GS-Zellen entgegengewirkt werden. Im Vergleich zur G55T2 ist die
GS-11 allerdings nur gering proliferativ aktiv, so dass vermutet wird, dass die
Herunterregulation von G6PD in der GS-11 moglicherweise nur einen geringen

inhibitorischen Effekt auf das Tumorwachstum in vivo hat.

4.7.4 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterr  egulation von ALDOC
und G6PD auf die Klonogenitat

Um die Auswirkungen der Herunterregulation der Glykolyse bzw. des PPP auf den
Stammzellph&notyp zu untersuchen, wurden die Knockdown-Linien bezuglich des Kriteriums
der Selbsterneuerung analysiert. Im Klonogenitatsassay zeigte sich, dass die
Herunterregulation von G6PD keine Auswirkungen auf die Kapazitat zur Selbsterneuerung
der GS-11-Zelllinie hatte, eine Herunterregulation von ALDOC hingegen zu einer signifikant
reduzierten Klonogenitdt um bis zu 94% fuhrte. Die Erkenntnis einer verringerten

Klonogenitat durch Herunterregulation von ALDOC bei gleichzeitig gesteigerter Proliferation
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(Kapitel 3.6.1.2) verdeutlicht, dass zwischen der Proliferation und der Klonogenitat kein
kausaler Zusammenhang besteht. Durch die Herunterregulation von ALDOC ist demnach die
Fahigkeit einer einzelnen Zelle eine neue Neurosphére zu bilden reduziert, ohne dass die
Proliferation gleichermal3en beeintrachtigt ist.

Die Auswirkung einer Herunterregulation von Enzymen des PPP und der Glykolyse auf die
Klonogenitat von Tumorstammzellen im Allgemeinen und auf Glioblastomzellen im
Speziellen wurden bislang in noch keiner anderen Studie untersucht und stellt eine neue

Erkenntnis dar.

4.7.5 Auswirkungen der shRNA-vermittelten Herunterr  egulation von ALDOC
und G6PD auf die Differenzierbarkeit

Ein weiteres Stammzellkriterium ist die Differenzierbarkeit in gliale und neuronale Richtung.
Bei dieser Untersuchung der Differenzierbarkeit der GS-Zellen anhand der Expression von
Stammzell- und Differenzierungsmarkern mittels qPCR zeigte sich, dass sich das
Differenzierungspotential der Zellen nach G6PD-Herunterregulation nicht von dem
Differenzierungspotential der Negativkontrollen unterschied. Auch eine Herunterregulation
der Glykolyse Uber den Knockdown von ALDOC beeinflusste das Differenzierungspotential
in astrozytdre Richtung nicht. Dies zeigte sich in der verringerten Expression des
Stammzellmarkers CD133 und der erhbhten Expression des astrozytaren
Differenzierungsmarkers ~ GFAP  gegenlber  den undifferenzierten Kontrollen.
Interessanterweise war in den differenzierten Zellen der GS-11-ALDOC-Knockdown-Linien
allerdings kein Anstieg der MAP2-Expression (neuronaler Differenzierungsmarker)
gegeniuber den undifferenzierten Kontrollen zu verzeichnen. Dies deutet darauf hin, dass
eine Herunterregulation von ALDOC eine Differenzierung in neuronale Richtung
maoglicherweise erschwert.

In der Literatur ist bislang kein Einfluss von G6PD auf die Differenzierbarkeit von
Tumorstammzellen oder adulten Stammzellen beschrieben. Auch fir ALDOC gibt es bisher
nur vereinzelte Veroffentlichungen, die zeigen, dass die ALDOC-Expression beispielsweise
im neonatalen Grofl3hirn von Ratten scheinbar ein friiher Marker flr eine astrozytare, aber
nicht fiir eine oligodendrozytére Differenzierung ist*®. In der vorliegenden Arbeit konnten
keine Auswirkungen einer ALDOC-Herunterregulation auf die Expression von GFAP als
astrozytaren  Differenzierungsmarker  detektiert werden. Vielmehr scheint eine
Herunterregulation von ALDOC die neuronale Differenzierung zu beeinflussen, was eine

bislang nicht bekannte Erkenntnis darstellt.

Zusammenfassend konnte durch die shRNA-Studien gezeigt werden, dass der ALDOC-

Knockdown in der G55T2 ein schnelleres Tumorwachstum in vivo zur Folge hatte,
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wohingegen eine Herunterregulation des anabolen PPP das Uberleben der Versuchstiere
verlangerte. Beziglich der Stammzellkriterien konnte in der GS-11 eine verringerte Klono-
genitat und eine reduzierte Differenzierbarkeit in neuronale Richtung in Folge einer Herunter-
regulation von ALDOC nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass die Glykolyse

moglicherweise eine entscheidende Rolle fur den Erhalt des Stammzellphanotyps spielt.

4.8 Funktionelle Analyse der Glykolyse und des PPP mittels
Stoffwechselinhibitoren

Die Ergebnisse der Knockdown-Experimente zeigten, dass eine Modulation des
Glucosestoffwechsels die Proliferation, die Migration und vor allem das in vivo
Tumorwachstum beeinflusst. AnschlieRend sollte tberprift werden, ob die Inhibition der
Glykolyse bzw. des PPP mittels synthetischer Inhibitoren vergleichbare Resultate erzielen
kann und, ob eine medikamentdse Inhibition der Stoffwechselwege somit einen maoglichen
therapeutischen Ansatz fir Glioblastompatienten darstellt. Daher wurden die beiden
funktionellen Eigenschaften (Proliferation und Migration), die fir die Tumorentstehung und
Progression eine wichtige Rolle spielen, unter Einsatz von 6-Aminonicotinamid (6-AN)
(Inhibitor der G6PD) und Ornidazol (Inhibitor der GAPDH und der TPI) in den Zelllinien
GS-11, GS-12 und der G55T2 Uberpruft.

4.8.1 Einfluss der Inhibitoren auf die Proliferatio  n

Der Einsatz von 6-AN hatte in allen Zelllinien eine konzentrationsabhéngige Reduktion der
Proliferation zur Folge, die sich in den GS-Zelllinien bereits bei einer geringeren
Konzentration (bei 5 uM um ca. 45%) auswirkte als in der konventionellen Gliomzelllinie
G55T2 (erst bei 10 uM um ca. 23%). Dieser Effekt einer verringerten Proliferation durch die
Inhibition der G6PD mittels 6-AN war erwartet, da sich bereits in den shRNA-Studien zeigte,
dass eine Herunterregulation der G6PD zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation in
beiden Zelllinien (GS-11 und G55T2) fuhrte.

Auch in friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der G6PD durch eine
Behandlung mit 6-AN zu einer Reduktion des Tumorwachstums in einem murinen
Brustkrebsmodell fiihrte®°. Dieses Ergebnis einer geringeren Proliferation der Zellen durch
6-AN steht im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Es ist zu vermuten,
dass durch die Inhibition des PPP die Proliferationsgeschwindigkeit durch die geringere
Verfligbarkeit von Makromolekilen und NADPH herabgesetzt ist.

Die Verwendung von Ornidazol als Glykolyseinhibitor hatte ebenfalls eine konzentrations-
abhangige Reduktion der Proliferation zur Folge. In der GS-11 konnte bereits bei einer

Konzentration von 5 uM Ornidazol eine signifikant Reduktion um 25% detektiert werden.
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Demgegentber war fur die G55T2 erst bei einer héheren Ornidazolkonzentration von
100 pM die Zellzahl gegeniiber der unbehandelten Kontrolle signifikant reduziert (ca. 37%).
Der anti-proliferative Effekt von Ornidazol steht im Kontrast zu dem Ergebnis der
Knockdown-Experimente, in denen gezeigt werden konnte, dass eine Herunterregulation der
Glykolyse in der GS-11 durch den Knockdown von ALDOC zu einer Proliferationssteigerung
fuhrte. Als ein moglicher Grund fir diesen entgegengesetzten Effekt ist der veré&nderte
Angriffsort von Ornidazol gegentber der verwendeten shRNAs zu nennen. So hemmt
Ornidazol nicht ALDOC aus der Vorbereitungsphase, sondern zwei Enzyme, die
nachfolgende Schritte der Glykolyse katalysieren (TPl und GAPDH, das erste Enzym der
Ertragsphase), was mdglicherweise einen anderen Effekt auf die Zellen hat als eine
Inhibition von ALDOC. Eine andere Ursache kénnte die in der Literatur beschriebene
Zytotoxizitat von Ornidazol sein®®®. So wurde bereits gezeigt, dass Ornidazol beispielsweise
auf humane Lymphozyten in vitro zytotoxisch wirkt und die Zellzahl signifikant reduziert®**.
Demnach ware der beobachtete Effekt von Ornidazol auf die Proliferation nicht auf eine
inhibitorischen Wirkung von Ornidazol auf die Glykolyse zuriickzufihren, sondern vielmehr
auf die Zytotoxizitat des Inhibitors.

Das frihere Auftreten eines inhibitorischen Effekts bei niedrigeren Konzentrationen in den
GS-Linien gegendber der Nicht-Tumorstammzelllinie G55T2 kann mit einer hdheren
Empfindlichkeit von Stammzellen im Allgemeinen gegeniber pharmakologischer Inhibition
erklart werden. So konnten beispielsweise Candelario et al. zeigen, dass murine neurale
Stamm- und Progenitorzellen empfindlicher gegenuber der Inhibition des PPP sind und eine

deutlich verringerte Viabilitdt nach Behandlung mit 6-AN aufweisen als primare Neurone®',

4.8.2 Einfluss der Inhibitoren auf die Migration

Unter Verwendung von 6-AN kam es in allen Zelllinien zu einem Anstieg der Migration bei
einer Konzentration zwischen 2 und 10 uM 6-AN. Dieses Ergebnis bestétigt die beobachtete
gesteigerte Migrationsfahigkeit der GS-Zellen nach shRNA-vermittelter Herunterregulation
von G6PD. Das Resultat steht allerdings im Widerspruch zu einer Studie von Beckner et al.,
in der nachgewiesen werden konnte, dass eine Behandlung der metastasenbildenden
humanen Melanomzelllinie (A2058) mit 6-AN keinen Einfluss auf die Zellmotilitat hatte®.
Eine Begrindung fir den beobachteten migrationssteigernden Effekt von 6-AN konnte
wiederum ein erhdhter Glucosefluss Uber die Glykolyse sein, der zu einer erhdhten ATP-
Synthese beitragt.

Hinsichtlich der Motilitéat konnte in den GS-Zelllinien unter Verwendung von Ornidazol eine
konzentrationsabhangige Reduktion verzeichnet werden. Dieses Ergebnis bestatigt nicht nur
die Ergebnisse der shRNA-Studien sondern steht zudem im Einklang mit den Ergebnissen

von Bone et al, in denen durch Ornidazolbehandlung ebenfalls eine Reduktion der Motilitat
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von Rattenspermatozonen in vitro festgestellt werden konnte®?. Der Grund fiir die geringere
Moatilitat kdnnte mdglicherweise eine verringerte ATP-Synthese sein. Da glykolytisches ATP

die Hauptenergiequelle fiir die Remodellierung des Zytoskeletts ist**

, resultiert aus der
Inhibition der Glykolyse eine Abnahme der glykolytischen ATP-Produktion und folglich eine
Abnahme der migratorischen Aktivitat der Zellen. Da der anti-migratorische Effekt von
Ornidazol erst bei sehr hohen Konzentrationen auftrat ist allerdings denkbar, dass der
beobachtete Effekt auf die Zytotoxizitat von Ornidazol zurtickzufiihren ist, die die Zahl vitaler,

potentiell migrationsfahiger Zellen in dem jeweiligen Ansatz reduziert.

Zusammenfassend stehen die Ergebnisse beziglich der Inhibition des PPP durch 6-AN mit
den Ergebnissen des Knockdowns von G6PD bzw. der Herunterregulation des PPP in der
GS-11 im Einklang. In beiden Ansatzen konnte nachgewiesen werden, dass eine
Inaktivierung des PPP in einer Reduktion der Proliferation und einer Steigerung des
migratorischen Potenzials der Zellen resultierte.

Die Verwendung des Glykolyseinhibitors Ornidazol konnte hingegen nur teilweise die
Ergebnisse der ALDOC-Knockdown-Experimente reproduzieren. Wie in den shRNA-Studien
war auch unter Verwendung von Ornidazol eine Verringerung der Migration in den GS-Linien
zu beobachten, die allerdings méglicherweise nicht durch einen tatsachlichen inhibitorischen
Effekt auf die Glykolyse hervorgerufen worden sein konnte. Im Gegensatz zur
Herunterregulation der Glykolyse durch den ALDOC-Knockdown war zudem kein Anstieg der
Proliferation zu verzeichnen. Vielmehr fand sich eine konzentrationsabhé&ngige Abnahme,
eventuell hervorgerufen durch den zytotoxischen Effekt von Ornidazol in hohen
Konzentrationen. Neben der potenziellen zytotoxischen Wirkung von Ornidazol, wirken sich
noch weitere Faktoren einschrankend auf den Vergleich der Ergebnisse aus den shRNA-
und den Inhibitorexperimenten beziiglich der Modulation der Glykolyseaktivitdt aus. Zum
einen unterscheiden sich in diesen beiden Ansatzen die Angriffspunkte fir die potenzielle
Herunterregulation/Inhibition der Glykolyseaktivitat. Durch die shRNA wird spezifisch ALDOC
aus der Vorbereitungsstufe herunterreguliert, wohingegen Ornidazol TPl aus der
Vorbereitungsphase und GAPDH aus der Ertragsphase der Glykolyse inhibiert. Zum anderen
kann durch die Inhibition der GAPDH, welche einen Verknipfungspunkt zwischen Glykolyse
und dem nicht-oxidativen Teils des PPP darstellt, ein retrograder Effekt von Ornidazol auch
auf den PPP nicht ausgeschlossen werden. Unter Verwendung von Ornidazol ist somit keine
endgultige Differenzierung des Einflusses des PPP bzw. der Glykolyse auf zellulare
Funktionen moglich. Derzeit ist allerdings kein kommerzieller, hochspezifischer Inhibitor fur
ALDOC verfugbar, der einen uneingeschrankten Vergleich mit den shRNA-Studien zulassen
wirde und den pro-proliferativen und anti-migratorischen Effekt der ALDOC-

Herunterregulation potenziell reproduzieren kénnte.
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Zur finalen Klarung der Nutzbarkeit und Effektivitat von synthetischen Glykolyse- und PPP-
Inhibitoren in der Therapie von Glioblastompatienten sind in vivo Versuche zwingend
erforderlich, da es derzeit kein adaquates in vitro-Modell gibt, das das dreidimensionale
Wachstum und die Komplexitat des auf den Tumor einwirkenden Milieus in vivo ausreichend

nachbilden wirde.

4.9 Ausblick

Auf der Basis des aktuellen Kenntnisstandes und der Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit
ertffnen sich potenzielle therapeutische Perspektiven. In bereits vertffentlichten Studien
wurde die Kenntnis des ausgepragten glykolytischen Phanotyps von Tumorzellen genutzt,
um durch Inhibition der Glykolyse beispielsweise mittels 2-Deoxyglucose oder
3-Bromopyruvat (HK2-Inhibitoren), in vitro die Proliferation und in vivo das Tumorwachstums
von Zellen verschiedene Krebsentitaten zu reduzieren®®****2> Und auch die Inhibition des
anabolen, pro-proliferativen PPP wurde als méglicher Ansatz flr eine Therapie untersucht.
So zeigte beispielsweise die Behandlung mit Dehydroepiandrosteron (Steroidhormon,
unspezifischer Inhibitor der G6PD) einen anti-tumorigenen Effekt bei Hepatomzellen von
Ratten (JM2)%'®. Effektive therapeutische Strategien fir den Einsatz bei Patienten fehlen
derzeit aber noch'®"?*®, Bislang werden Glykolyseinhibitoren (z.B. 2-DG oder Lonidamine)
beispielsweise in Phase Il und Phase Il Studien lediglich in Kombination mit anderen
Zytostatika gegen Brust- und Lungenkrebs oder Glioblastomen verwendet, da sie Tumore
gegeniiber anderen chemotherapeutischen Agenzien und Radiotherapie resensitivieren®'’
319 Ein kombinierter Therapieansatz aus paralleler Inhibition von Glykolyse und PPP wurde
jedoch noch nie diskutiert. Aus der vorliegenden Arbeit geht jedoch hervor, dass die Zellen
innerhalb eines Tumors in Abhangigkeit der lokalen Sauerstoffkonzentration metabolisch
heterogen sind, weshalb eine parallele Therapie, die gegen beide Stoffwechselwege
gerichtet ist, sinnvoll erscheint und weiter verfolgt werden sollte.

Neben diesen potenziellen therapeutischen Perspektiven ergibt sich aus den in der
vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnissen eine Reihe von mechanistischen Fragen, die
zum Teil im Labor fir Hirntumorbiologie derzeit weiter beforscht werden.

Zunachst stellt sich die Frage, ob es sich bei dem beobachteten sauerstoffkonzentrations-
abhangigen Switch zwischen PPP und Glykolyse um einen zelltypspezifischen Effekt
handelt, der ausschlielich in Gliomzelllinien zu beobachten ist oder ob es sich um ein
generelles Phanomen handelt, das sich auch in normalen Zellen (z.B. Endothelzellen,
Mikroglia) sowie anderen Tumorzellen (z.B. Mammakarzinomzellen) nachweisen lasst. Ein
weiterer offener Punkt ist, ob, sofern dieser metabolische Switch in anderen Zellllinien

ebenfalls hachgewiesen werden kann, auch in diesen Modellen eine Assoziation zwischen
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der Glykolyse und der Migration bzw. dem PPP und der Proliferation besteht. In der
vorliegenden Arbeit konnte in der Glioblastomstammzelllinie GS-11 gezeigt werden, dass es
infolge der Herunterregulation bzw. Inhibition der Glykolyse zur Steigerung der PPP-
assoziierten Proliferation bzw. infolge der Herunterregulation des PPP zur Steigerung der
glykolyseassoziierten Migration kommt. Da sich dieser Effekt nicht in der konventionellen
Gliomzelllinie G55T2 nachwiesen lie3, ergibt sich unmittelbare die Frage, ob das
beobachtete Phanomen GS-Zell-spezifisch ist oder sich auch in anderen Tumorzelllinien
sowie humanen Gliazellen wie Astrozyten und Neuronen nachweisen Ilasst. Eine
Untersuchung dieser Fragen konnte =zur Klarung der Generalisierbarkeit des
sauerstoffkonzentrationsabhangigen metabolischen Switches sowie dessen Assoziation mit
einer verstarkten Auspragung konkreter funktioneller Eigenschaften beitragen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten zudem an, dass innerhalb von Glioblastomen eine
metabolische Heterogenitat vorliegt mit Synchronizitdt verschiedener préaferenzieller
metabolischer Zellphanotypen. Aufgrund der in vitro und in situ nachgewiesenen Assoziation
zwischen Glykolyse und Migration bzw. PPP und Proliferation stellt sich die Frage, ob in in
vitro selektierten stark proliferierenden gegeniber stark migrierenden Subpopulationen
sauerstoffkonzentrationsunabhangig unterschiedliche metabolische Zellphdnotypen und
unterschiedliche Genexpressionsprofile nachgewiesen werden kénnen, vor allem hinsichtlich
der Expression von Genen, die Glykolyse- und PPP-Enzyme kodieren. Die Hypothese ist,
dass in den hochproliferativen Subpopulationen eine héhere Expression von PPP-Enzymen
vorliegt, wohingegen hochmigratorischen Subpopulationen eine vergleichsweise hohere
Expression von Enzymen vor allem der praparatorischen Phase der Glykolyse aufweisen.
Denkbar ware zudem, dass hochproliferative und hochmigratorische/invasive Glioblastom-
stammzellen eine selektive Vulnerabilitat gegeniber Inhibitoren des PPP bzw. der Glykolyse
ausweisen. Auf der Basis der vorliegenden Arbeit lasst sich vermuten, dass Zellen der
hochmigratorischen Subpopulation vulnerabler fiir eine Inhibierung der Glykolyse sind als
hochproliferative Zellen, wohingegen Zellen der hochproliferativen Subpopulation besonders
vulnerabel gegentber einer Inhibierung des PPP sind.

Ein Merkmal von Glioblastomstammzellen ist die Resistenz gegeniber Radio- und
Chemotherapie. Aus der vorliegenden Arbeit ergaben sich Hinweise, dass eine
Herunterregulation von ALDOC Auswirkungen auf dem Stammzellphanotyp hat, die
Klonogenitat von GS-Zellen verringert und das Differenzierungspotential in neuronale
Richtung limitiert. Daher stellt sich die Frage, ob eine Modulation der Glykolyse per se
maoglicherweise den Stammzellphanotyp beeinflusst und zur Sensibilisierung der GS-Zellen
gegenlber einer zytostatischen Therapie (z.B. mit Temozolomid) oder Radiotherapie

beitragen kann.
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5 Anhang

5.1 Zusammenfassung

Glioblastome, die haufigsten und malignesten humanen Hirntumore, sind hypoxische
Tumore. Die Sauerstoffkonzentration fluktuiert jedoch lokal, was eine metabolische
Herausforderung fur Tumorzellen darstellt. Es wird angenommen, dass Tumorstammzellen
des Glioblastoms Uber eine aulR3ergewodhnliche metabolische Flexibilitdt verfigen, die es
ihnen ermoglicht das Tumorwachstum selbst unter unginstigen Wachstumsbedingungen zu
initiieren und aufrechtzuerhalten. In der vorliegenden Arbeit wurden Mechanismen der
Adaptation an akute und chronische Hypoxie sowie  Oxygenierung in
Glioblastomstammzellen (GS-Zellen) untersucht. Dazu wurden aus 4 Glioblastomen
GS-Zelllinien parallel unter chronisch normoxischen (GS") und chronisch hypoxischen
Bedingungen (GS") etabliert (GS-10" und GS-10" bis GS-13" und GS-13"). Diese Linien
wurden anschlie@end zur Simulation fluktuierender Sauerstoffkonzentrationen akuter
Normoxie (GS-10"N bis GS-13"") bzw. akuter Hypoxie (GS-10"" bis GS-13V>")
ausgesetzt. Die Charakterisierung der parallelen chronisch adaptierten Zelllinien zeigte, dass
die Auspragung von Stammzelleigenschaften wie Tumorinitiierung sowie die Expression von
Stammzellmarkern in den GS"™-Linien gegenilber den GS"-Linien verstarkt war.
Genexpressionsanalysen mittels Mikroarrays ergaben, dass akute Hypoxie hauptsachlich zur
Induktion von Genen fihrte, die mit metabolischen Prozessen und Prozessen der
Zellzyklusinhibition assoziiert waren. Demgegeniber induzierte chronische Hypoxie vor
allem die Expression von Genen, die in Prozesse der neuralen Entwicklung involviert waren.
AnschlieRende detaillierte  bioinformatische  Analysen der Genregulation sowie
konfirmatorische quantitative Real-Time PCR und Western Blot Analysen zeigten konsistent
eine erhOohte Expression von Glykolyseenzymen, insbesondere Enzymen aus der
Vorbereitungsphase der Glykolyse, unter akuter Hypoxie. Im Gegensatz dazu konnte fir
Enzyme des Pentosephosphatwegs (PPP) eine Herunterregulation unter akuter Hypoxie
festgestellt werden. Das entgegengesetzte Expressionsmuster zeigte sich nach akuter
Oxygenierung chronisch hypoxischer Linien. In silico Analysen unter Verwendung der
REMBRANDT Datenbank ergaben Uberraschenderweise, dass die Expression von PPP-
Enzymen, trotz ihrer Herunterregulation unter Hypoxie, in Glioblastomen gegentiber
Normalhirn erhéht war. Demgegeniber konnte eine verringerte Expression von
hypoxieinduzierten Glykolyseenzymen der parallelen Vorbereitungsphase festgestellt
werden. Immunhistologische Untersuchungen an einem Gliom Gewebe-Mikroarray konnten
dieses Expressionsmuster anhand der zwei am starksten durch Hypoxie regulierten Enzyme
(ALDOC der Glykolyse und G6PD des PPP) bestéatigen. Nachfolgende immunhistologische
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Farbungen zeigten zudem eine besonders starke Expression von PPP-Enzymen in den
Hauptanteilen von Glioblastomen, vor allem in hochproliferativen Bereichen, jedoch nur eine
schwache Expression in den stark hypoxischen Pseudopalisaden. Fir Glykolyseenzyme
konnte das entgegengesetzte Expressionsmuster nachgewiesen werden. Hier zeigte sich
eine starke Expression in Pseudopalisaden, aber nur eine sehr schwache Expression im
umliegenden Tumorgewebe. Mittels massenspektrometrischer Analysen unter Verwendung
von [1,2-1*C,]-D-Glucose konnte zudem unter akuter Hypoxie ein reduzierter Glucosefluss
Uber den PPP zugunsten eines erhthten Flusses Uber die Glykolyse festgestellt werden.
Funktionelle Untersuchungen ergaben, dass akute und chronische Hypoxie die Zellmigration
erhohten, aber die Zellproliferation reduzierten, wohingegen Normoxie entgegengesetzte
Effekte hatte. Des Weiteren konnte mittels shRNA-vermittelter Herunterregulation von
ALDOC bzw. G6PD und durch spezifische Inhibitoren gegen Enzyme der Glykolyse oder des
PPP gezeigt werden, dass eine Inhibition der Glykolyse in GS-Zellen mit einer schnelleren
Proliferation, einer verringerten Migration, aber einem schnelleren Tumorwachstum in vivo
einherging, wohingegen die Inhibition des PPP den entgegengesetzten Effekt hatte.

Zusammenfassend erweitern die Ergebnisse dieser Arbeit Warburgs Beobachtungen, dass
Tumorzellen bevorzugt die Glykolyse zur ATP-Produktion nutzen, denn es konnte gezeigt
werden, dass in hochgradig proliferativ aktiven Glioblastomzellen der anabole PPP relativ
stark aktiv ist, dieser allerdings unter akuter schwerer Hypoxie supprimiert wird, wodurch es
zur Verschiebung der Stoffwechselwege hin zur direkten Glykolyse kommt. Diese
Verschiebung stellt die zellulare Antwort auf hypoxischen Stress dar, und es ist zu vermuten,
dass die verstarkte direkte Glykolyse durch eine erhdhte ATP-Produktion, eine aktive
Suppression der Zellatmung und eine Steigerung der Migrationsfahigkeit die Tumorzelle vor

hypoxischen Zellschadigungen schiitzt.



Anhang 129

5.2 Summary

Glioblastomas (GBM), the most frequent and most malignant human brain tumors, are
hypoxic tumors. However, oxygen levels fluctuate during tissue remodelling, imposing a
major metabolic challenge for cancer cells. Stem-like tumor cells in GBM are believed to
possess extraordinary metabolic flexibility, enabling them to initiate growth even under non-
permissive conditions. In the presented dissertation mechanism of metabolic adaptation to
acute and chronic hypoxia as well as oxygenation were analysed. For that purpose we
established and propagated stem-like glioblastoma cell lines (GS-cell lines) either under
normoxia (GS-10" to GS-13") or hypoxia (GS-10" to GS-13") and subsequently exposed
these stable cell lines to acute normoxia (GS-10"" to GS-13"") or hypoxia (GS-10">" to
GS-13">"), respectively. The detailed characterisation of the chronically normoxic and
hypoxic GS-cell lines showed that stem cell properties, such as tumor initiation and the
expression of stem cell markers, were enhanced in the parallel hypoxic GS-cell lines (GS")
compared to normoxic ones (GS"). Gene expression profiling (Affymetrix) revealed that
acute hypoxia predominantly induced expression of genes associated with metabolic
pathways and cell cycle arrest, whereas chronic hypoxia induced the expression of genes
involved in neurodevelopmental processes. Bioinformatic analyses and subsequent
confirmative gPCR and Western Blot studies consistently demonstrated increased
expression of glycolytic enzymes, especially of the preparatory phase of glycolysis, under
acute hypoxia, whereas pentose phosphate pathway (PPP) enzymes were downregulated.
The opposite pattern was found for acute oxygenation. Unexpectedly, REMBRANDT
database analysis showed that despite downregulation by hypoxia, expression of PPP
enzymes was increased in GBM, whereas expression of hypoxia-inducible enzymes of the
parallel preparatory phase of glycolysis was decreased. Immunhistolocal analyses using a
glioma tissue microarray of the two most strongly regulated enzymes (ALDOC of glycolysis
und G6PD of the PPP) confirmed the observed expression pattern. Furthermore,
immunohistochemistry showed strong staining for PPP enzymes in most areas of GBM
tissue, especially in highly proliferative regions, but only weak expression in hypoxic
pseudopalisading cells. Glycolytic enzymes displayed an inverse pattern with increased
expression in hypoxic pseudopalisades but only weak expression in the surrounding tumor
tissue. Mass spectrometric analysis using [1,2-*C,]-D-glucose showed reduced glucose flux
through the PPP under hypoxia in favor of flux through glycolysis. Functionally, acute and
chronic hypoxia increased cell migration but reduced proliferation, whereas normoxia had
opposite effects. Subsequent analyses using shRNA-mediated downregulation of ALDOC

and G6PD, respectively, or specific inhibitors against glycolytic or PPP enzymes indicated
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that inhibition of glycolysis was associated with increased proliferation, decreased migration
but increased tumor growth in vivo, whereas the inhibition of the PPP had opposite effects.

Collectively, the findings of this thesis extend Warburg's observation that tumor cells
predominantly utilize the glycolytic pathway for energy production, by suggesting that the
anabolic PPP is highly active in rapidly proliferating cells in order to meet the demand of
macromolecules for the rapid cell division but is suppressed under acute severe hypoxic
stress, switching to direct glycolysis. This switch most likely represents a cellular response to
hypoxic stress and protects cells against hypoxic cell damage by increasing ATP production,

suppressing cell respiration and enhancing cell migration.
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5.3 Material und Methoden — Erganzungen -
5.3.1 Chemikalien
Produkt Hersteller Katalognummer
Aceton Merck KGaA, Darmstadt 1.00013
AlamarBlue™ Serotec, Diisseldorf BUF012B
Alfazyme PAA Laboratories GmbH, | L11-012
Pasching, Osterreich
Ampicillin, Natriumsalz, lyophilisiert Sigma-Aldrich, Steinheim A9518
6-Aminonicotinamide (6-AN) Sigma-Aldrich, Steinheim A68203
Antibody Diluent Reagent Solution Invitrogen, Life  Technologies | 003218
GmbH, Darmstadt
Bacto'" Tryptone Becton, Dickson and Sparks, MD, | 211705
USA
Bacto'" Yeast Extract Becton, Dickson and Sparks, MD, | 210934
USA
Bench Mark Protein Ladder Invitrogen, Life  Technologies | 10748-010
GmbH, Darmstadt
Blasticidin S HCL Invitrogen, Life  Technologies | R210-01
GmbH, Darmstadt
BSA, Fraction V, >99% Sigma-Aldrich, Steinheim A-3059
BSA, Faction V PAA Laboratories / GE Healthcare | K41-001-100
Europe GmbH, Velizy-
Villacoublay, Frankreich
Carboxy-H2DCFDA Invitrogen, Life  Technologies | C400
GmbH, Darmstadt
Cell Dissociation Solution, Non-enzymatic Sigma-Aldrich, Steinheim C5914
Chloroform Merck KGaA, Darmstadt 102445
Citronenséaure-Monohydrat Fluka Chemie AG, Buchs, | 27490
Schweiz
Citifluor Antifadent Mountant Solution AF1 Agar Scientific, Stansted, England | R1320
Complete Mini EDTA-free (Protease | Roche Diagnostics GmbH, | 11 836 170 001
Inhibitor Cocktail Tablet) Mannheim
Coomassie Brilliant Blue, R-250 Bio-Rad, Hercules, CA, USA 161-0400
2-Deoxy-D-Glucose (2-DG) Sigma-Aldrich, Steinheim D8375
4’ ,6"-Diamidino-2-phenylindole Sigma-Aldrich, Steinheim D9542
dihydrochlorid (DAPI)
Dichlormethan, Rotipuran®, = 99,5%, p.a., | Carl Roth GmbH & Co. KG, | 6053.2
HPLC grade Karlsruhe
Diff Quik Stain Set Medion Diagnostics AG, | 130832
Dudingen, Schweiz
Dimethylsulfoxid (DMSQ) MP Biomedicals 196055
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim D-9779
DNA-Langenstandard 1 Kb Plus Ladder Invitrogen, Life  Technologies | 10787-018
GmbH, Darmstadt
dNTP Set (100mM) Invitrogen, Life  Technologies | 10297-018
GmbH, Darmstadt
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim E-4884
Recombinant Human Epithelial Growth | Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA AF-100-15
Factor (EGF)
Essigsaure (100%) Th. Geyer GmbH & Co. KG, | 2234.1000
Renningen
Eosin (1%) Sigma-Aldrich, Steinheim 45260
Ethanol (abs) Merck KgaA, Darmstadt 1.00983
Ethanol (abs), Emplura, HPLC grade Merck Schuchardt OHG, | 8.18760

Hohenbrunn
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Ethidiumbromid (1%) Merck KgaA, Darmstadt 1.11608
Etoposide Calbiochem, Merck  Millipore, | 341205
Darmstadt

Eukitt® Eindeckmedium 0. Kindler GmbH, Freiburg

Fotales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, | A15-151
Pasching, Osterreich

Recombinant human Fibroblast Growth | Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 100-18B

Factor (FGF)-basic

Fungizone® Amphotericin B Gibco, Life Technologies GmbH, | 15290-026
Darmstadt

Formalin Lésung (10%) Sigma-Aldrich, Steinheim HT501320

Gemcitacinhydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim G6423

Geneticin, G418 Sulfat Invitrogen, Life  Technologies | 11811-023
GmbH, Darmstadt

Glutaraldehyd Serva Electrophoresis GmbH, | 23114
Heidelberg

GlutaMAX (100x) Gibco, Life Technologies GmbH, | 35050-038
Darmstadt

Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim G5516

Glycin, 299%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, | 3908.2
Karlsruhe

Heparin Rotexmedica GmbH, Trittau 20283

HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim H-3375

Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim 24137-52-R

Kaiser's Glyceringelatine Merck KGaA, Darmstadt 1.09242.0100

Kristallviolett Merck KgaA, Darmstadt 115940

U™C-D-Glucose Cambridge isotope Laboratories | CLM-1396-1
Inc., Andover, MA, USA

1,2-°C,-D-Glucose Cambridge isotope Laboratories | CLM-504-1
Inc., Andover, MA, USA

Magermilchpulver Spinnrad GmbH, Bad Segeberg 2231018

Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim M-1028

Hamalaun, Mayer's Hemaleum Solution Merck KgaA, Darmstadt 109249

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim M3148

Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim 65548

Natriumacetat (wasserfrei) Merck KgaA, Darmstadt 6268.0250

Natriumazid Merck KgaA, Darmstadt 106688

Natriumchlorid Th. Geyer GmbH & Co. KG, | 1367.5000
Renningen

Natriumcitrat Salz Serva Electrophoresis GmbH, | 38642
Heidelberg

Natriumlaurylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Steinheim L-4390

Natriumorhtovanadat ICN Biomedicals Inc., Aurora, | 159564
Ohio, USA

Natriumpyruvat Biochrom AG L0473

Natronlauge, 1 mol/L (NaOH) Merck KgaA, Darmstadt 1.09137

NovaRed Substrate Kit Vector Labs, Burlingame, CA, | SK-4800
USA

Oligo-dT Primer ( mM) Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Germany

Ornidazol Sigma-Aldrich, Steinheim 05879

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim P6148

PBS Tabletten ICN Biomedicals Inc., Aurora, | 2810307
Ohio, USA

PEG-it Virus Precipitation Solution (5x) System Biosciences, Mountain | LV810A-1
View, CA, USA

Penicillin/Streptomycin Gibco, Life Technologies GmbH, | 15140-122
Darmstadt

Ponceau S Sigma-Aldrich, Steinheim P3504

Puromycindihydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim P8833
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Restore'" Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific, Rockford, IL, | 21059
USA
Retinsaure Sigma-Aldrich, Steinheim R2625
RNase A Sigma-Aldrich, Steinheim R5000
RNase Out, Ribonuclease Inhibitor Invitrogen, Life  Technologies | 10777-019
GmbH, Darmstadt
Roti Block Carl Roth GmbH & Co. KG, | A151.1
Karlsruhe
Salzsaure 1mol/L Merck KgaA, Darmstadt 1.09057
SeaKem LE Agarose Cambrex Bio Science Rockland | 50004
Inc., Rockland, ME, USA
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent | Thermo Scientific, Rockford, IL, | 34080
Substrate USA
SuperSignal® West Femto | Thermo Scientific, Rockford, IL, | 34080
Chemiluminescent Substrate USA
SuperScriptll Reverse Transcriptase Invitrogen, Life  Technologies | 18064-014
GmbH, Darmstadt
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (10x) Invitrogen, Life  Technologies | 15558-026
GmbH, Darmstadt
Taqg DNA Polymerase Invitrogen, Life  Technologies | 10342-020
GmbH, Darmstadt
Temozolomid Sigma-Aldrich, Steinheim 76899
Tris Sigma-Aldrich, Steinheim T1503
Triton X-100 Merck KGaA, Darmstadt
Topotecan hydrochlorid hydrate Sigma-Aldrich, Steinheim T2705
0,05% Trypsin-EDTA-L6sung (1x) Gibco, Life Technologies GmbH, | 25300-054
Darmstadt
Tween-20 Serva Electrophoresis GmbH, | 37470
Heidelberg
Collagen Solution StemCell Technologies, Grenoble, | 04902
France
Wasserstoffperoxid (H,O,) (30%) Merck KGaA, Darmstadt 107209
Ziegenserum DakoDeutschland GmbH X0907
Tabelle Al: Chemikalien
5.4 Ergebnisse der bioinformatischen Mikroarray-Aus wertung
Anzahl der
KEGG Term differenziell %-Anteil P-Wert
(Originalangabe) regulierten o-ANtel
Gene/KEGG Term
G0:0001666~response to hypoxia 17 9,714 0,000
GO0:0070482~response to oxygen levels 17 9,714 0,000
G0:0005996~monosaccharide metabolic process 18 10,286 0,000
G0:0019318~hexose metabolic process 17 9,714 0,000
G0:0006006~glucose metabolic process 15 8,571 0,000
G0:0006096~glycolysis 10 5,714 0,000
G0:0006007~glucose catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0044275~cellular carbohydrate catabolic process 11 6,286 0,000
G0:0019320~hexose catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0046365~monosaccharide catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0046164~alcohol catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0016052~carbohydrate catabolic process 11 6,286 0,000
G0:0006000~fructose metabolic process 6 3,429 0,000
Sn()e.r%?/O6091~generat|on of precursor metabolites and 16 9.143 0,000
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G0:0034637~cellular carbohydrate biosynthetic process 8 4,571 0,000
G0:0016051~carbohydrate biosynthetic process 8 4,571 0,000
G0:0001568~blood vessel development 11 6,286 0,000
G0:0048878~chemical homeostasis 16 9,143 0,000
G0:0001944~vasculature development 11 6,286 0,000
G0:0044057~regulation of system process 12 6,857 0,001
G0:0048514~blood vessel morphogenesis 10 5,714 0,001
G0:0046364~monosaccharide biosynthetic process 5 2,857 0,001
G0:0010033~response to organic substance 19 10,857 0,001
G0:0006090~pyruvate metabolic process 5 2,857 0,001
F()Br(g(.:(;(;io388~fructose 1,6-bisphosphate metabolic 3 1714 0,001
G0:0046165~alcohol biosynthetic process 5 2,857 0,001
G0:0009719~response to endogenous stimulus 13 7,429 0,002
G0:0044264~cellular polysaccharide metabolic process 5 2,857 0,002
G0:0006094~gluconeogenesis 4 2,286 0,003
G0:0051259~protein oligomerization 8 4,571 0,003
G0:0030005~cellular di-, tri-valent inorganic cation
homeostasis ) 9 5143 0,003
G0:0007595~lactation 4 2,286 0,004
G0:0006874~cellular calcium ion homeostasis 8 4,571 0,004
G0:0055074~calcium ion homeostasis 8 4,571 0,004
G0:0055066~di-, tri-valent inorganic cation homeostasis 9 5,143 0,004
G0:0019319~hexose biosynthetic process 4 2,286 0,005
G0:0006875~cellular metal ion homeostasis 8 4,571 0,006
G0:0005977~glycogen metabolic process 4 2,286 0,006
G0:0006073~cellular glucan metabolic process 4 2,286 0,006
G0:0044042~glucan metabolic process 4 2,286 0,006
G0:0001525~angiogenesis 7 4,000 0,006
G0:0030003~cellular cation homeostasis 9 5,143 0,006
G0:0055065~metal ion homeostasis 8 4,571 0,007
G0:0042592~homeostatic process 17 9,714 0,008
G0:0006873~cellular ion homeostasis 11 6,286 0,008
G0:0055082~cellular chemical homeostasis 11 6,286 0,009
G0:0051480~cytosolic calcium ion homeostasis 6 3,429 0,009
GO0:0006112~energy reserve metabolic process 4 2,286 0,010
G0:0014070~response to organic cyclic substance 6 3,429 0,011
G0:0050773~regulation of dendrite development 3 1,714 0,012
G0:0055080~cation homeostasis 9 5,143 0,013
G0:0019725~cellular homeostasis 12 6,857 0,013
G0:0050801~ion homeostasis 11 6,286 0,014
G0:0022604~regulation of cell morphogenesis 6 3,429 0,015
G0:0032504~multicellular organism reproduction 12 6,857 0,015
Sg;:}?:ﬁGOgﬂeproducuve process in a multicellular 12 6,857 0,015
G0:0010648~negative regulation of cell communication 8 4,571 0,018
G0:0048545~response to steroid hormone stimulus 7 4,000 0,019
G0:0055114~oxidation reduction 14 8,000 0,020
GO0:0009725~response to hormone stimulus 10 5,714 0,021
G0:0008037~cell recognition 4 2,286 0,022
G0:0001765~membrane raft formation 2 1,143 0,022
G0:0001569~patterning of blood vessels 3 1,714 0,022
G0:0008643~carbohydrate transport 4 2,286 0,026
G0:0030879~mammary gland development 4 2,286 0,030
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G0:0048167~regulation of synaptic plasticity 4 2,286 0,031
GO:OOO72(_)4~eIevat|on of cytosolic calcium ion 5 2.857 0,032
concentration
G0:0005976~polysaccharide metabolic process 5 2,857 0,032
G0:0042493~response to drug 7 4,000 0,032
G0:0009968~negative regulation of signal transduction 7 4,000 0,032
G0:0010243~response to organic nitrogen 4 2,286 0,033
G0:0030967~ER-nuclear sterol response pathway 2 1,143 0,033
G0:0033692~cellular polysaccharide biosynthetic 3 1714 0,033
process
GO:OQ31345~negat|ve regulation of cell projection 3 1714 0,038
organization
G0:0010975~regulation of neuron projection 4 2.286 0,041
development
G0:0051924~regulation of calcium ion transport 4 2,286 0,041
G0:0014706~striated muscle tissue development 5 2,857 0,042
G0:0045768~positive regulation of anti-apoptosis 3 1,714 0,043
GO0:0006003~fructose  2,6-bisphosphate  metabolic > 1,143 0.044
process
G0:0006991~response to sterol depletion 2 1,143 0,044
G0:0032933~SREBP-mediated signaling pathway 2 1,143 0,044
G0:0001936~regulation of endothelial cell proliferation 3 1,714 0,049
G0:0060537~muscle tissue development 5 2,857 0,049
G0:0008219~cell death 14 8,000 0,049

Tabelle A2: Zusammenfassung der Ergebnisse der GO Term-Analyse mittels der DAVID-Plattform
aller unter akuter Hypoxie induzierten Gene. Angeben sind alle GO-Terms bis zu einerm

Signifikanzniveau von p < 0,05.

Anzahl der
KEGG Term differt_enziell %.-Anteil P-Wert
(Originalangabe) regulierten
Gene/KEGG Term

G0:0007049~cell cycle 133 14,119 0,000
G0:0022402~cell cycle process 106 11,253 0,000
G0:0022403~cell cycle phase 87 9,236 0,000
G0:0000278~mitotic cell cycle 78 8,280 0,000
G0:0000279~M phase 73 7,749 0,000
G0:0000087~M phase of mitotic cell cycle 55 5,839 0,000
G0:0006259~DNA metabolic process 85 9,023 0,000
G0:0000280~nuclear division 54 5,732 0,000
G0:0007067~mitosis 54 5,732 0,000
G0:0048285~organelle fission 55 5,839 0,000
G0:0051301~cell division 59 6,263 0,000
G0:0006260~DNA replication 43 4,565 0,000
G0:0006281~DNA repair 46 4,883 0,000
G0:0006974~response to DNA damage stimulus 54 5,732 0,000
GO0:0007051~spindle organization 17 1,805 0,000
G0:0000075~cell cycle checkpoint 23 2,442 0,000
G0:0007059~chromosome segregation 21 2,229 0,000
G0:0051726~regulation of cell cycle 45 4,777 0,000
G0:0033554~cellular response to stress 63 6,688 0,000
GO0:0000070~mitotic sister chromatid segregation 13 1,380 0,000
G0:0000819~sister chromatid segregation 13 1,380 0,000
G0:0051329~interphase of mitotic cell cycle 21 2,229 0,000
GO0:0007017~microtubule-based process 35 3,715 0,000




Anhang 136
G0:0000226~microtubule cytoskeleton organization 25 2,654 0,000
G0:0051325~interphase 21 2,229 0,000
G0:0006261~DNA-dependent DNA replication 15 1,592 0,000
G0:0006302~double-strand break repair 15 1,592 0,000
G0:0006310~DNA recombination 19 2,017 0,000
G0:0006270~DNA replication initiation 8 0,849 0,000
G0:0007010~cytoskeleton organization a7 4,989 0,000
G0:0034621~cellular macromolecular complex subunit
organization P 40 4,246 0,000
G0:0051276~chromosome organization 50 5,308 0,000
G0:0043933~macromolecular complex subunit
organization P 66 7,006 0,000
G0:0034622~cellular macromolecular complex assembly 36 3,822 0,000
G0:0065003~macromolecular complex assembly 62 6,582 0,000
G0:0051297~centrosome organization 10 1,062 0,000
G0:0000082~G1/S transition of mitotic cell cycle 13 1,380 0,000
G0:0009262~deoxyribonucleotide metabolic process 9 0,955 0,000
G0:0031570~DNA integrity checkpoint 12 1,274 0,000
G0:0007052~mitotic spindle organization 7 0,743 0,000
G0:0031023~microtubule organizing center organization 10 1,062 0,000
G0:0007093~mitatic cell cycle checkpoint 11 1,168 0,000
G0:0006323~DNA packaging 17 1,805 0,000
G0:0006396~RNA processing 51 5,414 0,000
G0:0051321~meiotic cell cycle 16 1,699 0,000
G0:0000724~double-strand break repair via homologous
recombination P ’ ! 0,743 0,000
G0:0000725~recombinational repair 7 0,743 0,000
G0:0009394~2'-deoxyribonucleotide metabolic process 7 0,743 0,001
G0:0008283~cell proliferation 42 4,459 0,001
GO0:0070271~protein complex biogenesis 47 4,989 0,001
G0:0006461~protein complex assembly a7 4,989 0,001
G0:0007346~regulation of mitotic cell cycle 20 2,123 0,001
G0:0051327~M phase of meiotic cell cycle 15 1,592 0,001
G0:0007126~meiosis 15 1,592 0,001
G0:0007080~mitotic metaphase plate congression 5 0,531 0,001
GO:0934§54jnucIeoba}se, nucleoside, nucleotide and 23 2.442 0,001
nucleic acid biosynthetic process
(3_0:00344Q4~nucle0base, nucleoside and nucleotide 23 2.442 0,001
biosynthetic process
G0:0050000~chromosome localization 6 0,637 0,001
G0:0051303~establishment of chromosome localization 6 0,637 0,001
GO:0000077~DNA damage checkpoint 10 1,062 0,001
G0:0051640~organelle localization 14 1,486 0,002
G0:0043623~cellular protein complex assembly 20 2,123 0,002
G0:0000089~mitotic metaphase 4 0,425 0,002
G0:0010212~response to ionizing radiation 11 1,168 0,002
G0:0006397~mRNA processing 32 3,397 0,002
G0:0051225~spindle assembly 6 0,637 0,002
G0:0006297~nuclectide-excision repair, DNA gap filling 6 0,637 0,002
G0:0008380~RNA splicing 29 3,079 0,002
GO:0.00037.7~RNA sphcmg_, via transgsterlflcatlon 19 2017 0,002
reactions with bulged adenosine as nucleophile
225%222375~RNA splicing, via transesterification 19 2017 0,002
G0:0000398~nuclear mRNA splicing, via spliceosome 19 2,017 0,002
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G0:0051310~metaphase plate congression 5 0,531 0,002
G0:0009116~nucleoside metabolic process 11 1,168 0,003
G0:0044271~nitrogen compound biosynthetic process 32 3,397 0,003
G0:0006289~nucleotide-excision repair 10 1,062 0,003
G0:0065004~protein-DNA complex assembly 12 1,274 0,003
G0:0007098~centrosome cycle 6 0,637 0,003
G0:0009165~nuclectide biosynthetic process 21 2,229 0,003
G0:0006333~chromatin assembly or disassembly 15 1,592 0,004
G0:0009314~response to radiation 22 2,335 0,004
G0:0010564~regulation of cell cycle process 15 1,592 0,004
GO0:0042770~DNA damage response signal
transduction ) i , ) 12 1,274 0,005
G0:0009120~deoxyribonucleoside metabolic process 4 0,425 0,005
G0:0051323~metaphase 4 0,425 0,005
G0:0046112~nucleobase biosynthetic process 5 0,531 0,006
G0:0009264~deoxyribonucleotide catabolic process 5 0,531 0,006
G0:0031497~chromatin assembly 11 1,168 0,007
GO0:0008033~tRNA processing 11 1,168 0,007
G0:0042455~ribonucleoside biosynthetic process 4 0,425 0,008
G0:0009163~nucleoside biosynthetic process 4 0,425 0,008
G0:0042451~purine nucleoside biosynthetic process 4 0,425 0,008
G0:0046129~purine ribonucleoside biosynthetic process 4 0,425 0,008
G0:0016071~mRNA metabolic process 33 3,503 0,009
G0:0030261~chromosome condensation 6 0,637 0,010
G0:0008360~regulation of cell shape 9 0,955 0,010
G0:0051052~regulation of DNA metabolic process 14 1,486 0,011
F()Br(g(.:t()eggg161~r|bonucle03|de monophosphate metabolic 6 0,637 0,012
GO:0009200~deoxyr|bonucIeOS|de triphosphate 4 0.425 0,012
metabolic process
G0:0009113~purine base biosynthetic process 4 0,425 0,012
G0:0000731~DNA synthesis during DNA repair 4 0,425 0,012
G0:0051298~centrosome duplication 4 0,425 0,012
G0:0034728~nucleosome organization 11 1,168 0,012
G0:0006220~pyrimidine nucleotide metabolic process 7 0,743 0,012
G0:0051656~establishment of organelle localization 10 1,062 0,013
G0:0009119~ribonucleoside metabolic process 8 0,849 0,014
G0:0006334~nucleosome assembly 10 1,062 0,015
G0:0034470~ncRNA processing 19 2,017 0,015
G0:0031398~positive regulation of protein ubiquitination 11 1,168 0,015
G0:0032392~DNA geometric change 5 0,531 0,016
G0:0032508~DNA duplex unwinding 5 0,531 0,016
G0:0000320~re-entry into mitotic cell cycle 3 0,318 0,018
G0:0031396~regulation of protein ubiquitination 12 1,274 0,020
F()Br(g(.:c(;gggz19~pyr|m|d|ne deoxyribonucleotide metabolic 4 0.425 0,021
G0:0046128~purine ribonucleoside metabolic process 6 0,637 0,021
G0:0042278~purine nucleoside metabolic process 6 0,637 0,021
GO:0009167~pur|ne ribonucleoside  monophosphate 5 0531 0,023
metabolic process
GO:0009126~pur|ne nucleoside monophosphate 5 0531 0,023
metabolic process
G0:0033261~regulation of S phase 5 0,531 0,023
G0:0006730~one-carbon metabolic process 13 1,380 0,023
G0:0006399~tRNA metabolic process 13 1,380 0,028
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GO:_OOQ6271~DNA strand elongation during DNA 3 0318 0,028
replication
G0:0051642~centrosome localization 3 0,318 0,028
GO:0009155~purine  deoxyribonucleotide  catabolic 3 0.318 0,028
process
G0:0009123~nucleoside  monophosphate  metabolic 9 0.955 0,029
process
G0:0006163~purine nucleotide metabolic process 18 1,911 0,030
G_O:OOOOO_7Q~reguIat|0n of cyclin-dependent protein 8 0.849 0,031
kinase activity
QO:0051{137~po§|tlve . re_gulatlon of ubiquitin-protein 9 0.955 0,031
ligase activity during mitotic cell cycle
G0:0006221~pyrimidine nucleotide biosynthetic process 5 0,531 0,032
G0:0009112~nuclecbase metabolic process 5 0,531 0,032
G0:0001556~00cyte maturation 4 0,425 0,033
G0:0006144~purine base metabolic process 4 0,425 0,033
GO:OO311(.)9~.m|crotubuIe polymerization or 4 0.425 0,033
depolymerization
G0:0007076~mitotic chromosome condensation 4 0,425 0,033
G0:0009259~ribonucleotide metabolic process 15 1,592 0,034
(_30:0051{143~posﬂwe regulation of ubiquitin-protein 9 0.955 0.036
ligase activity
G_O:0009156~r|bonucle03|de monophosphate 5 0531 0,037
biosynthetic process
GO:0019605~negat|ve regulation of macromolecule 53 5626 0,039
metabolic process
GO_:0051.439~reguIat|on of ubiquitin-protein ligase activity 9 0.955 0,039
during mitotic cell cycle
G0:0043414~biopolymer methylation 9 0,955 0,039
G0:0009628~response to abiotic stimulus 30 3,185 0,040
G0:0006268~DNA unwinding during replication 4 0,425 0,040
G0:0051294~establishment of spindle orientation 3 0,318 0,041
G0:0000132~establishment of mitotic spindle orientation 3 0,318 0,041
G0:0022616~DNA strand elongation 3 0,318 0,041
G0:0051351~positive regulation of ligase activity 9 0,955 0,045
G0:0009411~response to UV 8 0,849 0,047
G0:0051258~protein polymerization 7 0,743 0,047
G0O:0010165~response to X-ray 4 0,425 0,049
G0:0000097~sulfur amino acid biosynthetic process 4 0,425 0,049
G0:0010948~negative regulation of cell cycle process 5 0,531 0,049

Tabelle A3: Zusammenfassung der Ergebnisse der GO Term-Analyse mittels der DAVID-Plattform
aller unter akuter Hypoxie herunterregulierten Gene. Angeben sind alle GO-Terms bis zu einerm

Signifikanzniveau von p < 0,05.

Anzahl der
KE_GG Term differt_enziell %-Anteil P-Wert

(Originalangabe) regulierten

Gene/KEGG Term

G0:0007155~cell adhesion 39 11,080 0,000
G0:0022610~biological adhesion 39 11,080 0,000
G0:0030182~neuron differentiation 29 8,239 0,000
G0:0048812~neuron projection morphogenesis 19 5,398 0,000
G0:0031175~neuron projection development 20 5,682 0,000
G0:0042127~regulation of cell proliferation 39 11,080 0,000
G0:0048666~neuron development 23 6,534 0,000
G0:0030030~cell projection organization 24 6,818 0,000
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G0:0048858~cell projection morphogenesis 19 5,398 0,000
G0:0032990~cell part morphogenesis 19 5,398 0,000
G0:0007409~axonogenesis 16 4,545 0,000
G0:0001568~blood vessel development 18 5,114 0,000
G0:0060284~regulation of cell development 16 4,545 0,000
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation 24 6,818 0,000
G0:0001944~vasculature development 18 5,114 0,000
G0:0048667~cell morphogenesis involved in neuron
differentiation Phod 16 4,545 0,000
GO0:0050767~regulation of neurogenesis 14 3,977 0,000
G0:0051960~regulation of nervous system development 15 4,261 0,000
G0:0000904~cell morphogenesis involved in
differentiation i 7 4,830 0,000
G0:0001501~skeletal system development 20 5,682 0,000
G0:0006928~cell motion 25 7,102 0,000
G0:0000902~cell morphogenesis 21 5,966 0,000
G0:0016477~cell migration 18 5,114 0,000
G0:0001666~response to hypoxia 12 3,409 0,000
G0:0048514~blood vessel morphogenesis 15 4,261 0,000
G0:0070482~response to oxygen levels 12 3,409 0,000
G0:0048870~cell motility 18 5,114 0,000
G0:0051674~localization of cell 18 5,114 0,000
G0:0032989~cellular component morphogenesis 21 5,966 0,000
G0:0001764~neuron migration 8 2,273 0,000
G0:0010038~response to metal ion 11 3,125 0,000
G0:0048701~embryonic cranial skeleton morphogenesis 5 1,420 0,001
G0:0045664~regulation of neuron differentiation 11 3,125 0,001
G0:0009719~response to endogenous stimulus 21 5,966 0,001
G0:0007519~skeletal muscle tissue development 8 2,273 0,001
G0:0060538~skeletal muscle organ development 8 2,273 0,001
G0:0016337~cell-cell adhesion 16 4,545 0,001
G0:0051592~response to calcium ion 7 1,989 0,001
G0:0050770~regulation of axonogenesis 7 1,989 0,001
G0:0009612~response to mechanical stimulus 7 1,989 0,001
G0:0060348~hone development 10 2,841 0,001
G0:0048706~embryonic skeletal system development 8 2,273 0,001
G0:0048704~embryonic skeletal system morphogenesis 7 1,989 0,001
G0:0001525~angiogenesis 11 3,125 0,002
G0:0010033~response to organic substance 29 8,239 0,002
G0:0043627~response to estrogen stimulus 9 2,557 0,002
G0:0007517~muscle organ development 13 3,693 0,002
G0:0022604~regulation of cell morphogenesis 10 2,841 0,002
G0:0010243~response to organic nitrogen 7 1,989 0,002
G0:0034605~cellular response to heat 4 1,136 0,003
G0:0048598~embryonic morphogenesis 16 4,545 0,003
G0:0009725~response to hormone stimulus 18 5,114 0,003
G0:0006979~response to oxidative stress 11 3,125 0,003
G0:0048705~skeletal system morphogenesis 9 2,557 0,003
G0:0048545~response to steroid hormone stimulus 12 3,409 0,003
G0:0001503~o0ssification 9 2,557 0,003
G0:0051129~negative regulation of cellular component
organization ) ) P 10 2,841 0,004
G0:0048568~embryonic organ development 11 3,125 0,004
G0:0010720~positive regulation of cell development 7 1,989 0,004
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G0:0010975~regulation of neuron projection 7 1,089 0,004
development
G0:0016044~membrane organization 18 5,114 0,004
G0:0014706~striated muscle tissue development 9 2,557 0,004
GO:0007166~cell  surface receptor linked signal
transduction P ) 48 13,636 0,005
g(;:3\./\(/);3148639~p05|t|ve regulation of developmental 4 1,136 0,005
G0:0007267~cell-cell signaling 24 6,818 0,005
G0:0010035~response to inorganic substance 12 3,409 0,005
G0:0060537~muscle tissue development 9 2,557 0,006
G0:0010769~regulation of cell morphogenesis involved
in differentiation ) Phog ! 1,989 0,006
G0:0048562~embryonic organ morphogenesis 9 2,557 0,007
G0:0030516~regulation of axon extension 4 1,136 0,008
F()Br(g(.:((3£§1094~posmve regulation of developmental 14 3.977 0,008
G0:0035295~tube development 12 3,409 0,008
G0:0010959~regulation of metal ion transport 7 1,989 0,008
G0:0006897~endocytosis 12 3,409 0,009
G0:0010324~membrane invagination 12 3,409 0,009
G0:0042312~regulation of vasodilation 4 1,136 0,009
G0:0007423~sensory organ development 12 3,409 0,009
G0:0050769~positive regulation of neurogenesis 6 1,705 0,009
GO0:0007584~response to nutrient 9 2,557 0,011
G0:0048589~developmental growth 7 1,989 0,011
G0:0045597~positive regulation of cell differentiation 12 3,409 0,012
?ngﬁ?gs;%l&cyt%ke'etal anchoring at plasma 3 0.852 0,012
G0:0031344~regulation of cell projection organization 7 1,989 0,012
G0:0007268~synaptic transmission 14 3,977 0,013
GO0:0007044~cell-substrate junction assembly 4 1,136 0,013
G0:0009954~proximal/distal pattern formation 4 1,136 0,013
G0:0042063~gliogenesis 6 1,705 0,014
G0:0051259~protein oligomerization 10 2,841 0,014
G0:0009628~response to abiotic stimulus 16 4,545 0,015
G0:0050768~negative regulation of neurogenesis 5 1,420 0,015
G0:0048638~regulation of developmental growth 5 1,420 0,015
G0:0045773~positive regulation of axon extension 3 0,852 0,015
GO:0050772~positive regulation of axonogenesis 4 1,136 0,017
G0:0044057~regulation of system process 14 3,977 0,017
G0:0051924~regulation of calcium ion transport 6 1,705 0,017
G0:0051130~positive regulation of cellular component
organization i ) P 10 2,841 0,017
G0:0048660~regulation  of smooth muscle cell
proliferation ’ 5 1,420 0,018
G0:0021782~glial cell development 4 1,136 0,018
G0:0010721~negative regulation of cell development 5 1,420 0,019
G0:0001953~negative regulation of cell-matrix adhesion 3 0,852 0,019
G0:0019226~transmission of nerve impulse 15 4,261 0,020
G0:0035239~tube morphogenesis 8 2,273 0,020
G0:0043269~regulation of ion transport 7 1,989 0,021
G0:0051216~cartilage development 6 1,705 0,022
G0:0009991~response to extracellular stimulus 11 3,125 0,022
G0:0001763~morphogenesis of a branching structure 6 1,705 0,023
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Sdoh.g;)é2812~negat|ve regulation of cell-substrate 3 0.852 0,023
G0:0060173~limb development 7 1,989 0,023
G0:0048736~appendage development 7 1,989 0,023
G0:0051050~positive regulation of transport 11 3,125 0,024
GO0:0007411~axon guidance 7 1,989 0,024
G0:0030199~collagen fibril organization 4 1,136 0,025
G0:0010522~regulation of calcium ion transport into 4 1,136 0,025
cytosol
G0:0016192~vesicle-mediated transport 21 5,966 0,026
G0:0051270~regulation of cell motion 10 2,841 0,026
G0:0008285~negative regulation of cell proliferation 15 4,261 0,026
G0:0043062~extracellular structure organization 9 2,557 0,027
G0:0050877~neurological system process 29 8,239 0,027
G0:0048878~chemical homeostasis 19 5,398 0,027
G0:0031667~response to nutrient levels 10 2,841 0,028
G0:0045165~cell fate commitment 8 2,273 0,028
G0:0010001~glial cell differentiation 5 1,420 0,028
G0:0044092~negative regulation of molecular function 14 3,977 0,029
G0:0022406~membrane docking 4 1,136 0,029
G0:0044087~regulation of cellular component
biogenesis ) P 8 2,273 0,030
G0:0008037~cell recognition 5 1,420 0,030
G0:0009100~glycoprotein metabolic process 10 2,841 0,031
G0:0050801~ion homeostasis 16 4,545 0,031
G0:0006873~cellular ion homeostasis 15 4,261 0,031
_(30:0050974~dete_ct|0n of mechanical stimulus involved 3 0.852 0,032
in sensory perception
Sc%lci)tg)lo7194~negat|ve regulation of adenylate cyclase 5 1,420 0,032
G0:0051350~negative regulation of lyase activity 5 1,420 0,032
G0:0031280~negative regulation of cyclase activity 5 1,420 0,032
G0:0055082~cellular chemical homeostasis 15 4,261 0,035
GO0:0009611~response to wounding 19 5,398 0,035
G0:0009408~response to heat 5 1,420 0,036
GO0:0007167~enzyme linked receptor protein signaling 14 3.977 0,036
pathway
G0:0045859~regulation of protein kinase activity 14 3,977 0,036
G0:0030728~ovulation 3 0,852 0,036
G0:0032330~regulation of chondrocyte differentiation 3 0,852 0,036
G0:0009266~response to temperature stimulus 6 1,705 0,037
G0:0032844~regulation of homeostatic process 7 1,989 0,037
G0:0019229~regulation of vasoconstriction 4 1,136 0,037
G0:0051606~detection of stimulus 7 1,989 0,039
G0:0007398~ectoderm development 9 2,557 0,039
G0:0042325~regulation of phosphorylation 17 4,830 0,041
GO0:0051279~regulation of release of sequestered
calcium ion into gytosol ) 3 0,852 0,041
G0:0035113~embryonic appendage morphogenesis 6 1,705 0,042
G0:0030326~embryonic limb morphogenesis 6 1,705 0,042
G0:0051480~cytosolic calcium ion homeostasis 7 1,989 0,042
G0:0001765~membrane raft formation 2 0,568 0,043
G0:0007160~cell-matrix adhesion 6 1,705 0,043
G0:0033043~regulation of organelle organization 10 2,841 0,043
G0:0043549~regulation of kinase activity 14 3,977 0,044




Anhang 142
G0:0030100~regulation of endocytosis 5 1,420 0,044
G0:0045596~negative regulation of cell differentiation 10 2,841 0,044
GO0:0007507~heart development 10 2,841 0,044
G0:0007156~homophilic cell adhesion 7 1,989 0,045
G0:0031644~regulation of neurological system process 8 2,273 0,045
G0:0050982~detection of mechanical stimulus 3 0,852 0,047
G0:0043583~¢ear development 6 1,705 0,049

Tabelle A4: Zusammenfassung der Ergebnisse der GO Term-Analyse mittels der DAVID-Plattform
aller unter chronischer Hypoxie induzierten Gene. Angeben sind alle GO-Terms bis zu einerm

Signifikanzniveau von p < 0,05.

Anzahl der
KE_GG Term differt_enziell %.-Anteil P-Wert

(Originalangabe) regulierten

Gene/KEGG Term
G0:0043065~positive regulation of apoptosis 10 5,682 0,017
((13606&(?)1043068~p05|tlve regulation of programmed cell 10 5682 0,018
G0:0010942~positive regulation of cell death 10 5,682 0,018
GO:OC_)51240~pOS|t|ve regulation  of  multicellular 7 3.977 0,024
organismal process

G0:0006917~induction of apoptosis 8 4,545 0,027
G0:0070365~hepatocyte differentiation 2 1,136 0,028
G0:0012502~induction of programmed cell death 8 4,545 0,028
G0:0032675~regulation of interleukin-6 production 3 1,705 0,044
G0:0030335~positive regulation of cell migration 4 2,273 0,049

Tabelle A5: Zusammenfassung der Ergebnisse der GO Term-Analyse mittels der DAVID-Plattform
aller unter chronischer Hypoxie herunterregulierten Gene. Angeben sind alle GO-Terms bis zu einerm

Signifikanzniveau von p < 0,05.

process

Anzahl der
KEGG Term differenziell .| P-Wert
y ; %-Anteil
(Originalangabe) regulierten
Gene/KEGG Term

G0:0051789~response to protein stimulus 4 7,273 0,004
G0:0000122~negative regulation of transcription from 5 9.091 0,008
RNA polymerase Il promoter
GQ:QO43433~negat|ve regulation of transcription factor 3 5455 0,008
activity
G0:0001816~cytokine production 3 5,455 0,009
G0:0043065~positive regulation of apoptosis 6 10,909 0,009
((:1360611[%043068~posmve regulation of programmed cell 6 10,909 0,010
G0:0010942~positive regulation of cell death 6 10,909 0,010
G0:0042981~regulation of apoptosis 8 14,545 0,010
G0:0043067~regulation of programmed cell death 8 14,545 0,010
G0:0010941~regulation of cell death 8 14,545 0,011
G0:0043392~negative regulation of DNA binding 3 5,455 0,011
G0:0051100~negative regulation of binding 3 5,455 0,014
G0:0044092~negative regulation of molecular function 5 9,091 0,018
GO0:0006357~regulation of transcription from RNA 7 12.727 0,021
polymerase Il promoter
G0:0045892~negative regulation of transcription, DNA- 5 9.091 0,022
dependent
GO0:0051253~negative regulation of RNA metabolic 5 9.001 0,024
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G0:0045927~positive regulation of growth 3 5,455 0,025
G0:0048514~blood vessel morphogenesis 4 7,273 0,027
GO0:0007507~heart development 4 7,273 0,028
GO:OC_)51240~pOS|t|ve regulation  of  multicellular 4 7273 0,037
organismal process
GQ:0007178_~tran_smemb_rane_ receptor protein 3 5455 0,039
serine/threonine kinase signaling pathway
G0:0001568~blood vessel development 4 7,273 0,040
G0:0051090~regulation of transcription factor activity 3 5,455 0,040
G0:0001944~vasculature development 4 7,273 0,042
G0:0016481~negative regulation of transcription 5 9,091 0,050
G0:0051604~protein maturation 3 5,455 0,050

Tabelle A6: Zusammenfassung der Ergebnisse der GO Term-Analyse mittels der DAVID-Plattform
aller unter akuter Normoxie induzierten Gene. Angeben sind alle GO-Terms bis zu einerm

Signifikanzniveau von p < 0,05.

Anzahl der
KE_GG Term differt_enziell %-Anteil P-Wert
(Originalangabe) regulierten
Gene/KEGG Term

G0:0001666~response to hypoxia 17 9,714 0,000
GO0:0070482~response to oxygen levels 17 9,714 0,000
G0:0005996~monosaccharide metabolic process 18 10,286 0,000
G0:0019318~hexose metabolic process 17 9,714 0,000
G0:0006006~glucose metabolic process 15 8,571 0,000
G0:0006096~glycolysis 10 5,714 0,000
G0:0006007~glucose catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0044275~cellular carbohydrate catabolic process 11 6,286 0,000
G0:0019320~hexose catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0046365~monosaccharide catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0046164~alcohol catabolic process 10 5,714 0,000
G0:0016052~carbohydrate catabolic process 11 6,286 0,000
G0:0006000~fructose metabolic process 6 3,429 0,000
GO0:0006091~generation of precursor metabolites and 16 9.143 0,000
energy
G0:0034637~cellular carbohydrate biosynthetic process 8 4,571 0,000
G0:0016051~carbohydrate biosynthetic process 8 4,571 0,000
G0:0001568~blood vessel development 11 6,286 0,000
G0:0048878~chemical homeostasis 16 9,143 0,000
G0:0001944~vasculature development 11 6,286 0,000
G0:0044057~regulation of system process 12 6,857 0,001
G0:0048514~blood vessel morphogenesis 10 5,714 0,001
G0:0046364~monosaccharide biosynthetic process 5 2,857 0,001
G0:0010033~response to organic substance 19 10,857 0,001
G0:0006090~pyruvate metabolic process 5 2,857 0,001
F()Brg(.:C()BC£O388~fructose 1,6-bisphosphate  metabolic 3 1,714 0,001
G0:0046165~alcohol biosynthetic process 5 2,857 0,001
G0:0009719~response to endogenous stimulus 13 7,429 0,002
G0:0044264~cellular polysaccharide metabolic process 5 2,857 0,002
G0:0006094~gluconeogenesis 4 2,286 0,003
G0:0051259~protein oligomerization 8 4,571 0,003
GO:003000_5~ceIIuIar di-, tri-valent inorganic cation 9 5143 0,003
homeostasis
G0:0007595~lactation 4 2,286 0,004
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G0:0006874~cellular calcium ion homeostasis 8 4,571 0,004
G0:0055074~calcium ion homeostasis 8 4,571 0,004
G0:0055066~di-, tri-valent inorganic cation homeostasis 9 5,143 0,004
G0:0019319~hexose biosynthetic process 4 2,286 0,005
G0:0006875~cellular metal ion homeostasis 8 4,571 0,006
G0:0005977~glycogen metabolic process 4 2,286 0,006
G0:0006073~cellular glucan metabolic process 4 2,286 0,006
G0:0044042~glucan metabolic process 4 2,286 0,006
G0:0001525~angiogenesis 7 4,000 0,006
G0:0030003~cellular cation homeostasis 9 5,143 0,006
G0:0055065~metal ion homeostasis 8 4,571 0,007
G0:0042592~homeostatic process 17 9,714 0,008
G0:0006873~cellular ion homeostasis 11 6,286 0,008
G0:0055082~cellular chemical homeostasis 11 6,286 0,009
G0:0051480~cytosolic calcium ion homeostasis 6 3,429 0,009
GO0:0006112~energy reserve metabolic process 4 2,286 0,010
G0:0014070~response to organic cyclic substance 6 3,429 0,011
G0:0050773~regulation of dendrite development 3 1,714 0,012
G0:0055080~cation homeostasis 9 5,143 0,013
G0:0019725~cellular homeostasis 12 6,857 0,013
G0:0050801~ion homeostasis 11 6,286 0,014
G0:0022604~regulation of cell morphogenesis 6 3,429 0,015
G0:0032504~multicellular organism reproduction 12 6,857 0,015
Sg;:}?:ﬁGOgﬂeproducuve process in a multicellular 12 6,857 0,015
G0:0010648~negative regulation of cell communication 8 4,571 0,018
G0:0048545~response to steroid hormone stimulus 7 4,000 0,019
G0:0055114~oxidation reduction 14 8,000 0,020
G0:0009725~response to hormone stimulus 10 5,714 0,021
G0:0008037~cell recognition 4 2,286 0,022
G0:0001765~membrane raft formation 2 1,143 0,022
G0:0001569~patterning of blood vessels 3 1,714 0,022
G0:0008643~carbohydrate transport 4 2,286 0,026
G0:0030879~mammary gland development 4 2,286 0,030
G0:0048167~regulation of synaptic plasticity 4 2,286 0,031
G0:0007204~elevation of cytosolic calcium ion
concentration g ; 2,857 0,082
G0:0005976~polysaccharide metabolic process 5 2,857 0,032
G0:0042493~response to drug 7 4,000 0,032
G0:0009968~negative regulation of signal transduction 7 4,000 0,032
G0:0010243~response to organic nitrogen 4 2,286 0,033
G0:0030967~ER-nuclear sterol response pathway 2 1,143 0,033
F()Brgéggi%g}cellular polysaccharide biosynthetic 3 1,714 0,033
G0:0031345~negative regulation of cell projection 3 1,714 0,038
organization
G0:0010975~regulation of neuron rojection
development ’ i 4 2,286 0,041
G0:0051924~regulation of calcium ion transport 4 2,286 0,041
G0:0014706~striated muscle tissue development 5 2,857 0,042
G0:0045768~positive regulation of anti-apoptosis 3 1,714 0,043
F()38(.;()3226003~fructose 2,6-bisphosphate  metabolic > 1,143 0.044
G0:0006991~response to sterol depletion 2 1,143 0,044
G0:0032933~SREBP-mediated signaling pathway 2 1,143 0,044
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G0:0001936~regulation of endothelial cell proliferation 3 1,714 0,049
G0:0060537~muscle tissue development 5 2,857 0,049
G0:0008219~cell death 14 8,000 0,049

Tabelle A7: Zusammenfassung der Ergebnisse der GO Term-Analyse mittels der DAVID-Plattform
aller unter akuter Normoxie herunterregulierten Gene. Angeben sind alle GO-Terms bis zu einerm
Signifikanzniveau von p < 0,05.

Anzahl der
Regulation KE_GG Term dlffergnmell %-Anteil P-Wert
(Originalangabe) regulierten
Gene/KEGG Term
hsa03040:Spliceosome 12 2,256 0,001
H?/lp()ltj)fie hsa04710:Circadian rhythm 4 0,752 0,005
( A ) hsa04910:Insulin signaling pathway 10 1,880 0,021
hsa00051:Fructose and mannose metabolism 4 0,752 0,085
hsa04110:Cell cycle 30 3,185 0,000
hsa03030:DNA replication 16 1,699 0,000
hsa04115:p53 signaling pathway 14 1,486 0,000
hsa04114:0Oocyte meiosis 18 1,911 0,000
hsa00240:Pyrimidine metabolism 16 1,699 0,000
hsa03040:Spliceosome 16 1,699 0,005
hsa00230:Purine metabolism 18 1,911 0,006
Akute hsa03430:Mismatch repair 6 0,637 0,007
Hypoxie | h5303410:Base excision repair 7 0,743 0,010
(v) hsa00280:Valine, leucine and isoleucine
degradation 8 0,849 0,012
hsa00310:Lysine degradation 7 0,743 0,039
hsa03420:Nucleotide excision repair 7 0,743 0,039
hsa00903:Limonene and pinene degradation 4 0,425 0,043
hsa00450:Selenoamino acid metabolism 5 0,531 0,059
hsa00670:0One carbon pool by folate 4 0,425 0,061
hsa03440:Homologous recombination 5 0,531 0,074
hsa04510:Focal adhesion 16 4,545 0,000
chronische | hsa04360:Axon guidance 9 2,557 0,012
Hypoxie | hsa00532:Chondroitin sulfate biosynthesis 4 1,136 0,015
(%) hsa00900:Terpenoid backbone biosynthesis 3 0,852 0,049
hsa05210:Colorectal cancer 6 1,705 0,051
chronische
Hypoxie |hsa04810:Regulation of actin cytoskeleton 5 2,841 0,073
(v)
akute hsa04350:TGF-beta signaling pathway 3 5,455 0,048
Normoxie | hsa04660:T cell receptor signaling pathway 3 5,455 0,074
(4) hsa00410:beta-Alanine metabolism 2 3,636 0,089
hsa00051:Fructose and mannose metabolism 9 5,143 0,000
hsa00010:Glycolysis / Gluconeogenesis 10 5,714 0,000
akute hsa00030:Pentose phosphate pathway 6 3,429 0,000
Normoxie |hsa00500:Starch and sucrose metabolism 5 2,857 0,002
(v) hsa00052:Galactose metabolism 4 2,286 0,004
hsa05211:Renal cell carcinoma 5 2,857 0,014
hsaOOSZO:Ammo sugar and nucleotide sugar 4 2,286 0,021
metabolism

Tabelle A8: Zusammenfassung der Ergebnisse der KEGG-Analyse mittels der DAVID-Plattform. Die
Pfeile symbolisieren eine Heraufregulation ( 4) bzw. eine Herunterregulation ( ¥) der Gene in den
aufgefiihrten KEGG Terms unter akuter und chronischer Hypoxie, sowie akuter Normoxie.
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