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Zusammenfassung:
Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind eine zellulire Komponente im Glioblastom

(GBM) deren pathologische Bedeutung weitgehend ungeklart ist. Dennoch wird der
Einsatz von MSC fir klinische Anwendungen (in Diagnostik und Therapie) bereits
diskutiert. Daher untersuchen wir die tumorférdernden und tumorunterdriickenden
Eigenschaften von Faktoren, die aus MSC freigesetzt werden in einem systematischen
Ansatz. Im vorangegangenen Berichtszeitraum haben wir unsere Daten zur
protumorigenen Rolle von ldslichen Molekiilen aus MSC vorgestellt. Fiir den aktuellen
Berichtszeitraum haben wir nun einen weiteren, bedeutsamen Signalweg bei MSC
aufgeklart: Wir zeigen das MSC Mikrovesikel freisetzen, die eine tumorunterdriickende
Funktion nach Modulierung der Genexpression fur "Quaking" (QKI) und fiir "EprinA3"
(EFNA3) bewirken. Fiir beide Gene haben wir die Signaltransduktionsprozesse
untersucht, die mit der jeweiligen Genfunktion assoziiert sind. QKI ist als ein Molekiil
beschrieben, dass als Tumorsuppressor fungiert der (teils) p53 abhangig ist und die
Bildung neuartiger mRNA Elemente (zirkularere RNA) bewirkt. Unsere Daten belegen
eine Tumorsuppressorrolle von QKI bei Gliomstammzellen, die aber unabhangig von der
p53-Expression oder der Bildung zirkuldrer RNA ist. Eine quantitative Analyse der
EFNA3 Expression im GBM, in GBM-Zellen nach Stimulation mit MSC-konditioniertem
Medium sowie der Mikrovesikel aus MSC zeigte: MSC verpacken die Boten-RNA (mRNA)
fir EFNA3 in Vesikel, die freigesetzt und in GBM-Zellen aufgenommen werden wo sie die
Expressionsrate fiir EFNA direkt erh6hen. Funktionelle Studien belegen, dass EFNA3 im
GBM als Tumorsuppressor fungiert. Insgesamt haben wir die Ziele unseres Projektplans
erreicht und einzelne Molekiile identifiziert (QKI und EFNA3), die fiir pathologisch
relevante Aspekte der MSC-GBM Interaktion verantwortlich sind. Wir leisten auch einen
wichtigen Beitrag zur Bewertung der klinischen Einsatzmoéglichkeiten von MSC. Eine
Implantation von MSC beim GBM-Patienten ist aus unserer Sicht durch die
tumorunterstiitzende Funktion der l6slichen MSC-sekretierten Faktoren kontraindiziert.
Eine Verwendung der Mikrovesikel aus MSC (wie sie fir klinische Anwendungen
ebenfalls bereits in der Diskussion ist) kdnnen wir unterstiitzen und die benefiziellen
Effekte der MSC-Vesikel auch auf der molekularen Ebene belegen.

Wissenschaftlicher Hintergrund:
Das Glioblastom: Tumore, die aus Zellen des Riickenmarks und des Gehirns

hervorgehen, beinhalten einige der aggressivsten Krebsformen, die beim Menschen
auftreten (Westphal and Lamszus, 2011). Diese Tumore werden zusammenfassend als
primdre Gehirntumore (Gliome) bezeichnet. Hinsichtlich ihres Verlaufs lassen sich



grundsatzlich zwei Formen von aggressiven Gliomen (Glioblastomen) unterscheiden,
das primare und das sekundare Glioblastom (Ohgaki and Kleihues, 2007). Das Primare
Glioblastom (GBM) ist, mit 90% der Fille, der haufigste aggressive (hochgradige)
Gliomtyp. Bei der Behandlung von Glioblastomen wird folgende Strategie verfolgt: Das
Tumorgewebe wird chirurgisch méglichst vollstandig entfernt (Kreth et al.,, 2013), das
betroffene Gehirnareal wird bestrahlt und die eventuell im zentralen Nervensystem
(ZNS) verbliebenen Tumorzellen werden zusatzlich mittels Chemotherapie bekampft.
Bei der Chemotherapie werden DNA-alkylierende, Blut-Hirnschranken-gangige Nitroso-
Harnstoffe (Temozolomid) eingesetzt, die vornehmlich stark proliferative Tumorzellen
abtoten (Stupp et al, 2005). Trotz dieser kombinierten Therapie sind primire und
sekundare Glioblastome nicht heilbar, alle genannten Verfahren zusammen erhéhen die
mittlere Lebenserwartung der Patienten um etwa 6 bis 7 Monate (im Vergleich zur
Uberlebensrate bei Verzicht auf jegliche Therapie).

Glioblastomzellen mit Stammzelleigenschaften

Krebs ist ein mikroevolutiondrer Prozess, bei dem aus einer wenig mutierten (und
wenig malignen) Ausgangszelle iiber viele konsekutive Mutationsschritte (und die
Selektion dieser Mutanten) eine Population hochaggressiver Zellen entsteht (Alberts et
al, 2002; Hanahan and Weinberg, 2000). Die (genetisch und morphologisch)
heterogenen Tumorzellen reprasentieren verschiedene Stadien dieses evolutionaren
Prozesses, bei dem einige Zellen mehr/andere Mutationen akquiriert haben als andere.
Dartiber hinaus zeigt sich aber, dass es bei Leukdmien und soliden Tumoren eine
Subpopulation von Tumorzellen mit besonderen Eigenschaften geben kann, die unter
Umstanden fiir die Progression und die Rezidivbildung der gesamten Tumormasse
verantwortlich sind. In dieser neuen Vorstellung (dem hierarchischen Tumormodell)
wird, im Gegensatz zum Kklassischen/ stochastischen Modell, die Krebsentwicklung
durch die sogenannten Tumorstammzellen vorangetrieben. Solche Tumorstammzellen
lassen sich dadurch charakterisieren, dass sie sowohl neue Tumorstammzellen
(Fahigkeit zur Selbsterneuerung) als auch differenziertere Abkommlinge (Fahigkeit zur
Aufrechterhaltung einer zelluliren Hierarchie) hervorbringen und ein viel grofieres
Potential haben neue Tumor zu bilden, als ihre differenzierteren Nachkommen (Jordan,
2009; Jordan et al, 2006; Shackleton et al, 2009). Das Vorhandensein von
Tumorstammzellen hat, wenn sich die vorhergesagten Eigenschaften dieser Krebszellen
bestitigen, hohe therapeutische Relevanz. Wenn nur (oder vor allem) die
Tumorstammzelle fiir die Bildung von Tumormasse und Rezidiven verantwortlich ist,
muss jede effiziente Tumortherapie auf die Subpopulation der hochaggressiven
Tumorstammzellen abzielen. Es besteht die Moglichkeit, dass bei konventionellen
Therapien zunachst ein Effekt auf die Tumormasse (aus differenzierten Krebszellen) zu
beobachten ist, dass aber die Tumorstammzellen durch die klassischen Therapien nicht
beeintrachtigt werden und in relativ kurzer Zeit neue Tumore bilden.

Das Tumorparenchym:
In den vergangenen beiden Jahrzehnten hat die Krebsforschung an einer ganzen Reihe
von Neoplasien gezeigt, dass die soliden Tumore ihre Pathogenitdt nicht nur aus den



tumoreigenen Mutationen und aberranten Signalwegen schépfen, sondern auch in
vielfacher Hinsicht durch das Tumorparenchym unterstiitzt werden (Hanahan and
Weinberg, 2011). Die Untersuchung des organartigen Aufbaus der soliden Tumore und
der mannigfaltigen Wechselwirkungen mit den physiologischen Zellen des Organismus
ist schnell zu einem eigenstandigen Forschungsfeld gewachsen. Dariiber hinaus zeigte
sich, dass einzelne Komponenten des Parenchyms auch tumorunterdriickende
Eigenschaften haben. Insgesamt sehen wir nun therapeutische Ziele fiir adjuvante
Therapien, die eine tumorsupportive Funktion des Parenchyms unterdriicken kénnen
sowie korpereigene Faktoren, die der Tumorabwehr dienen und fiir therapeutische
Mafdnahmen adaptiert werden konnen. Dies alles finden wir exemplarisch bei den
Glioblastomen, die einen engen Verbund mit einer Vielzahl von Zellen eingehen (Glass
and Synowitz, 2014; Westphal and Lamszus, 2011) einige Beispiele sind: Zellen der
Vaskulatur (die beispielsweise den Tumor mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgen),
Immunzellen (vor allem myeloide Zellen) oder mesenchymale Stammzellen, fiir die
sowohl pro- als auch anti-tumorigene Eigenschaften im GBM beschrieben wurden.

Mesenchymale Stammzellen

Die Existenz von Gewebsstammzellen, die zum Teil Reparaturfunktionen wahrnehmen
oder die Koordination von entziindungs- und regenerativen Prozessen koordinieren, ist
erst seit relativ kurzer Zeit gut etabliert (Caplan and Correa, 2011). Diese sogenannten
mesenchymalen Stammzellen (MSC) kommen in allen bisher untersuchten Geweben vor
und konnen beispielsweise zur Heilung nach Verletzung an Muskeln und Bindegewebe
beziehungsweise zur Erweiterung des Fettgewebes dienen. Bemerkenswert ist die
Fahigkeit der MSC Regionen mit pathologischen Verdanderungen zu besiedeln und dort
Botenstoffe zu sekretieren, die eine Wiederherstellung physiologischen Gewebes
beschleunigen (Caplan and Correa, 2011). Zusatzlich ist gut belegt, dass sich MSC auch in
soliden Tumoren, wie dem GBM, anreichern (Cooper et al, 2012; Kong et al.,, 2013;
Motaln et al., 2012; Schichor et al., 2012). Die genauen Funktionen von MSC im GBM sind
noch in der Diskussion. Dennoch wird bereits eine Verwendung von MSC in der
Hirntumortherapie und Diagnostik von einzelnen Autoren vorgeschlagen (siehe Abb.1;
unten).

Experimentelle Modelle
Fiir die MSC existiert derzeit kein Modell zur direkten Visualisierung der Zellpopulation.

Dieser Zelltyp lasst sich daher nur in vitro mittels Nachweis eine ganzen Reihe von
Oberflachenmolekiilen (CD-Marker) und mittels des Differenzierungsverhaltens
bestimmen (Dominici et al., 2006). Dies haben wir fiir GBM Biopsien getan und hier MSC
purifiziert, die sich in vitro auch gut expandieren lassen und sich genomisch vom GBM
klar unterscheiden. Zusatzlich verwenden wir fiir unsere experimentellen
Fragestellungen konditionierte Medien aus MSC des Knochenmarks von Maus und
Mensch.
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Abbildung-1. Der natiirliche Tropismus von mesenchymalen Stammzellen
(MSC) zum GBM wird in Pionierarbeiten fiir klinische Anwendungen
untersucht. MSC, beispielsweise aus dem Knochenmark, tibernehmen diverse
Aufgaben zur Wundheilung nach Verletzung. Zytokine (die eine zielgerichtete
Wanderung von MSC zu einer Wunde ermoéglichen) steuern auch die Migration zu
Gliomen, die z.T. dhnliche Botenstoffe freisetzen. Diese zielgerichtete Wanderungs-
bewegung der MSC zum GBM wird in experimentellen Verfahren der
Neuroonkologie wie folgt genutzt: (1) Markierte MSC reichern in GBM an und
konnen die molekulare Bildgebung beim GBM unterstiitzen. (2) Humane MSC
(hMSC) lassen sich mit klinisch gut etablierten Verfahren gewinnen, (3) diese MSC
konnen auch (re-)transplantiert werden, werden beispielsweise duch Interleukin-
12 zum Tumoren geleitet (5) und kénnen unter anderem die Immunantwort im
GBM modulieren.

Die MSC-konditionierten Medien (also Zellkulturmedien in denen MSC geziichtet
wurden und in die sie eine grof3e Zahl von Faktoren sekretieren) vermitteln wichtige
tumorunterstiitzende /tumorunterdriickende Eigenschaften (siehe Abb.2; unten). Wir
konnten belegen, dass die tumorsupportive Rolle der MSC von loslichen Faktoren des
konditionierten Mediums bewirkt wird. Unsere aktuellen Daten zeigen die
tumorunterdriickende Rolle von Signalstoffen, die in Mikrovesikel verpackt und aus den
MSC ausgeschleust werden.



Unsere Modelle:
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Abbildung-2. Endogene MSC haben verschiedene Effekte im GBM. MSC wurden
in einer Reihe von Studien aus humanen GBM aufgereinigt. Zellkulturexperimente
und Untersuchungen an Maus-Tumormodellen zeigten, dass MSC sowohl tumor-
unterstiitzende als auch anti-tumorigene Eigenschaften haben. Diese pro-
tumorigenen und tumor-supprimierenden Eigenschaften konnten wir, fiir eine
Reihe von GBM, in einem einfachen in vitro Modell nachahmen. Hier konnte der
pro- bzw. anti-Tumor Effekt jeweils durch die Gabe von Serum (bzw. die Kultur in
serumfreien Bedingungen) im Zellkulturmilieu gesteuert werden.

Zusatzlich zu den oben skizzierten MSC Kulturen nutzen wir eine ganze Reihe
molekularbiologisch charakterisierter humaner, primarer GBM-Stammzellkulturen
(abgekiirzt als GBM-1 bis GBM-29), die im undifferenzierten (besonders malignen)
Zustand als Spharoide wachsen und nach Differenzierung (die mit einem weitgehenden
Verlust der Tumorigenitit einhergeht) als adharente und elongierte Zellpopulation
sichtbar sind. Diese morphologischen Eigenschaften, sowie die pathologischen
Charakteristika der GBM-Kulturen (beispielsweise Tumorigenitit nach Implantation in
das Mausgehirn) und deren Marker-Profile (z.B. die Expression von
stammzellspezifischen Genen) zeigten uns bereits das grofie tumormodulierende
Potenzial der MSC und der Mikrovesikelfraktion aus MSC-konditionierten Medien: (1)
Im Tiermodell konnten (ko-implantierte) MSC das Uberleben einer Gruppe von
tumorinjizierten Mdusen verldngern (im Vergleich zu Tieren ohne MSC); (2) MSC-
isolierte Vesikel konnten die Level fiir Stammzellgene reduzieren und (3) eine
morphologisch abgrenzbare Differenzierungsreaktion bei Tumorstammzellen bewirken
(siehe Abbildung 3; unten).

Der Nachweis flir den tumorsupprimierenden Effekt der Mikrovesikel aus MSC ist dann
besonders {iiberzeugend, wenn einzelne Tumorsuppressoren identifiziert werden
konnen, die spezifisch in Vesikeln aus MSC vorkommen und nicht in Kontroll-GBM
Zellen vorhanden sind. Zusatzlich sollten diese tumorunterdriickenden Molekiile nach
Stimulation von GBM Zellen mit MSC-Vesikeln nachgewiesen werden konnen. Diese
Indizienkette lasst sich sehr eindeutig flir genetische Botenmolekiile (mRNA) aufstellen,
nicht aber fiir andere bioaktive Molekiile. Die mRNA ist auferhalb bestimmter
Kompartimente (wie einer intakten Zelle oder wie einem Mikrovesikel) extrem
kurzlebig (da sie schnell enzymatisch abgebaut wird), innerhalb diese



membranumbhiillten Raume aber vor Degradation geschiitzt. Somit ist gewahrleistet,
dass mRNA in Vesikeln und in den Zielzellen der Vesikel direkt identifiziert und
quantifiziert werden kann. Wogegen l6sliche Molekiile zum Teil ebenfalls an Vesikel
binden konnen (oder in Vesikeln angereichert werden konnen), diese 16slichen Faktoren
konnen ihre Wirkung aber oft genauso gut auch ohne die Mikrovesikel erfiillen.

GBM Zellen stimuliert mit:

MSC-kond. Med. Exosomen aus
Kontrolle MSC-kond. Med. ohne Exosomen MSC-kond. Med.

Abbildung-3. Erkenntnisse iiber die biochemische und molekularbiologische
Grundlage der pro- und anti-tumorigenen Mechanismen von MSC auf GBM-Zellen
zum Stand des letzten Berichts an die Anni Hofmann Stiftung. Im vergangenen
Berichtszeitraum hatten wir Daten préasentiert, die zeigen dass MSC-konditioniertes
Medium einerseits mittels 1oslicher Faktoren und andererseits mittels Signalmolekiilen aus
Mikrovesikeln (Exosomen) physiologische Verdnderungen in GBM-Zellen hervorruft. Die
loslichen Faktoren hatten in den Tumorzellen viabilitatssteigernde Effekte, wahrend die
Mikrovesikel zellmorphologische Verdnderungen und Differenzierung bewirkten: GBM
Zellen wachsen als Spharoide (Kontrolle; im Phasenkontrastbild, oberen, oder im
Fluoreszenzbild, unten); nach Applikation von MSC-konditioniertem Medium werden die
Spharoide adhdrent und bilden Fortsitze aus, dies wird durch Depletion der Mikrovesikel
verhindert und durch aufgereinigte Mikrovesikel befoérdert.

Zusammenfassend aus den oben angestellten Uberlegungen und als Quintessenz
unserer bereits in den vergangenen Berichtszeitraumen dargestellten Arbeiten haben
wir die folgende experimentelle Strategie zur Identifikation von Tumorsuppressoren
aus Mikrovesikeln von MSC erarbeitet: Das mRNA-Profil aus Vesikeln von MSC, Kontroll-
GBM Zellen und von Vesikel-stimulierten GBM-Zellen wird erforscht; mRNA-Sequenzen,
die in verstirkt in Vesikeln aber auch in stimulierten GBM (im Vergleich zu
unstimulierten Kontroll-GBM) nachweisbar sind, werden als Kandidaten fiir die
Vermittlung des anti-Tumor Effekts identifiziert (siehe Abb. 4). Die hieraus
resultierenden Daten sind in den Abbildungen 13 und Folgende wiedergegeben.



Exosomen aus MSC 'Hﬂﬂlrtalltl -

-
rd o

k1
%

L s m

Ein Befund aus den Experimenten die wir im letzten Rapport zusammengefasst hatten
ist, dass der Faktor QKI in GBM nach Gabe von MSC-konditioniertem Medium
heraufreguliert wird. Fiir QKI wurde in bereits publizierten Arbeiten am GBM bereits
eine tumorunterdriickende Wirkung nachgewiesen (siehe Abb. 5). In den hier
beschriebenen Arbeiten untersuchen wir nun die Rolle von QKI bei der MSC-
vermittelten Tumorsuppression anhand folgender Fragestellungen: (1) Ist der anti-
tumorigene Effekt von QKI in der GBM-Stammzelle abhdngig von der funktionellen
Expression von p53 (wie in der Literatur diskutiert)? (2) Vermittelt QKI im GBM
bestimmte (kiirzlich erst entdeckte) Eigenschaften der mRNA - wie beispielsweise die
Bildung zirkuldrer RNA (hier ist eine Rolle von QKI in anderen Zellen bereits postuliert
worden)? Bestimmt QKI das Differenzierungsverhalten von Glioblastomstammzellen?

Abbildung-4. Versuchs-
ablauf fiir die Analyse von
Exosomen-vermittelten

Signalen. Exosomen werden,
aufgereinigt; GBM  Zellen
werden entweder mit diesen
Exosomen stimuliert oder nicht
(Kontrolle); diese GBM Zellen
und die Exosomen selbst

werden mittels RNA-
Sequenzierung auf Genex-
pressionsdanderungen und

mRNA bzw. miRNA untersucht.
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Abbildung-5. Erkenntnisse iiber die biochemische und molekularbiologische
Grundlage der pro- und anti-tumorigenen Mechanismen von MSC auf GBM-Zellen zum
Stand des letzten Berichts an die Anni Hofmann Stiftung. Exosomen oder l6sliche
Faktoren aus MSC-konditioniertem Medium wirken unterschiedlich auf GBM-Zellen. Unsere
Expressionsanalysen von GBM-Zellen, die mit MSC-konditionierten stimuliert wurden
zeigten eine Induktion eines Molekiils namens Quaking (QKI), das beispielsweise durch den
Tumorsuppressor p53 in GBM-Zellen aktiviert wird und hemmende Wirkung fiir das GBM
hat. Offen blieb die Frage ob QKI im GBM durch die Mikrovesikel der MSC induziert wird.




Aktuelle Ergebnisse:

Die Expression des Tumorsuppressors QKI kann durch p53 bewirkt werden, hier
untersuchen wir in p53defizienten Zellen (Mausgliom mit p53 knockout und primare
humane GBM mit p53-Mutation) und in GBM Zellen mit p53 Wild-Typ (cdknZa-
defiziente Mausgliome oder humane GBM ohne p53 Mutation) die differenzierende
Wirkung im Langzeitversuch (iiber 2 bis 3 Wochen). Es zeigt sich, dafl Tumore ohne p53
(siehe Abb. 6) im Langzeitversuch keine wesentliche Anderung der Gesamtzellzahl nach
Stimulation mit MSC-konditionierten Medien oder mit Kontrollmedien durchmachen
(wogegen eine kurzfristige Viabilitatssteigerung durch das MSC-Medium zu beobachten
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Abbildung-6. Neue Daten zur Persistenz des protumorigenen Effekts von MSC-
konditioniertem Medium in transgenen Maus-Gliomzellen. (Linke Abbildung) Unsere
bereits prasentierten Daten zeigten eine viabilititsférdernde Funktion von MSC-
konditioniertem Medium in Mausgliomen, die p53-defizient sind und den Wachstumsfaktor
PDGF-B iiberexprimieren. (Rechte Abbildung) Die wachstums- und viabilitdtssteigernden
Effekte von MSC-konditioniertem Medium im Mausgliom sind nicht nachhaltig, denn im
Vergleich zu einer Kontrolle (blaue Kurve) wir der Zellzahlzuwachs durch das konditionierte
Medium (rote Kurve) nicht erhéht. Dies steht im Gegensatz zur Situation bei humanen Zellen,
GBM-13 in Abbildung-7 (siehe unten).

Das in Abbildung-6 gezeigte Ausbleiben eines Differenzierungseffekts nach Gabe von
MSC-konditionierten Medien ist jedoch nicht auf die Funktionalitit des p53
Tumorsuppressors zuriickzufiihren. In weiteren Versuchen an humanen und transgenen
Mausgliomzellen konnten wir beweisen, dass eine dauerhafte Zunahme (oder keine
Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe) der Anzahl an GBM Zellen unabhéngig
vom p53-Status des Tumor ist. So war beispielsweise beim GBM-13, einem p53-Wild-
Typ Tumor, die Anzahl der GBM Zellen nach Stimulierung mit MSC-sekretierten
Faktoren dauerhaft erhoht (siehe Abb. 7) - bei cdkn2a-defizienten Mausgliomen (die
ebenfalls einen p53 Wild-Typ haben) ist dies jedoch nicht der Fall (hier nicht gezeigt).
Insgesamt ist also persistierende Wirkung von MSC konditioniertem Medium (oder
deren Ausbleiben) nicht mit der Funktion von p53 korreliert und daher lasst sich
riickschliessen, dass es auch keine langerfristigen pro-oder anti-tumorigenen Effekte
von p53 auf QKI gibt. Insgesamt deuten unsere Daten also darauf hin, dass wesentliche



MSC-induzierte pathologische Effekte in GBM durch andere Signalwege (als p53)
hervorgerufen werden.
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Abbildung-7. Neue Daten zur Persistenz des protumorigenen Effekts von MSC-
konditioniertem Medium in humanen primaren GBM-Zellen. (Linke Abbildung) Wie
bereits dokumentiert steigert MSC-konditioniertem Medium die Viabilitit primarer
humaner Gliome. (Rechte Abbildung) Dieser Effekt ist dauerhaft, denn im Vergleich zu
einer Kontrolle (blaue Kurve) ist die Zellzahl nach Stimulation mit MSC-konditioniertem
Medium (rote Kurve) liber drei Wochen erhoht (die Erhéhung geschieht um den Faktor 10;
wie in der semilogarithmischen Darstellung angezeigt).

Um direkte Riickschliisse auf die Funktion von QKI im GBM ziehen zu kénnen haben wir
humane primdre GBM Zellen mit lentiviralen Vektoren zur Expression von shRNA fiir
QKI transduziert. Hierdurch wird der knock-down von QKI im GBM vermittelt, die
Expressionsrate von QKI wird also dauerhaft und stark vermindert. Als Kontrolle fiir die
Transduktionseffizienz in den Tumorzellen wird im knockdown Vektor griin-
fluoreszierendes Protein (GFP) mit-exprimiert, so dass die weitreichende genetische
Veranderung in unseren Kulturen direkt sichtbar gemacht werden kann (siehe Abb. 8).
Hier kann nun beobachtet werden, welche physiologischen Effekte eintreten /
ausbleiben wenn die GBM-Zellen, bei denen QKI fehlt, mit MSC-konditioniertem Medium
stimuliert werden. Dies lasst sich in Abbildung-8, A verfolgen: Hier wurden die GBM
Zellen mit MSC-konditioniertem Medium behandelt, aber im QKI-defizienten GBM bleibt
die morphologisch identifizierbare Differenzierungsreaktion aus (im Vergleich zu Abb. 3
oder Abb.9).

Abbildung-8. Neue Daten zur
genetischen Manipulation von QKI in
humanen GBM-Zellen. (Linke
Abbildung) In GBM-Zellen mit einem
QKI-knockdown sind kaum
morphologische Verdnderungen (einen
Vergleich bieten Abb.-3 und -9) nach
Applikation von MSC-konditioniertem
Medium zu  sehen, dh. der
Differenzierungseffekt ~ bleibt  aus.
(Rechte Abbildung) Der QKI
knockdown Vektor bewirkt die
Expression von griin fluoreszierendem
Protein (GFP; siehe Text).




Um die Spezifitat der in Abbildung-8 dargestellten Ergebnisse zu untersuchen haben wir
unsere GBM-Kulturen auch mit Kontrollvektoren (zur Expression unspezifischer
shRNAs) transduziert. In abbildung-9 zeigt sich, dass solche Kontrollzellen (wie auch
nicht-transduzierte Zellen, in Abb. 3) morphologische Veranderungen nach Stimulation
mit MSC-Faktoren durchmachen. Insgesamt zeigen diese Versuche, dass QKI die
morphologisch sichtbare, MSC-induzierte Differenzierung steuert. Eine erste molekulare
Komponente des Signalwegs der MSC-GBM Interaktion ist damit von uns gefunden
worden.

Abbildung-9. Neue Daten;
Kontrollen zum Kknock-down von
QKI in humanen GBM-Zellen. (Linke
Abbildung) GBM-Zellen wurden mit
einem Kontrollvektor, der keinen QKI-
knockdown bewirkt, transduziert. In
dieser Kontrolle bleibt die differen-
zierende Wirkung des MSC-konditi-
onierten Mediums bestehen; differen-
zierende Zellen (Rahmen) wurden
vergrofert  dargestellt. (Rechts)
Differenzierende GBM-Zellen expri-
mieren den Kontrollvektor, was durch
GFP-Expression sichtbar ist (Pfeil).

Die in den Abbildungen-8 und -9 beschriebenen Phanomene haben wir quantifiziert und
zeigen in Abbildung-10, dass eine Blockade der QKI-Expression in GBM Zellen sehr
weitreichend die MSC-vermittelte Gliomstammzeldifferenzierung unterbindet.
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Abbildung-10. Neue Daten zum molekularen

20 #iControl Mechanismus der MSC-induzierten Differen-
zierung von human primaren GBM-Zellen:
B Msc-Cm QKI steuert die Differenzierung. Primare
30 humane GBM-Zellen mit einem Kontrollvektor
(NT) oder 2 unterschiedlichen QKI-knockdown
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deutlich  geringere  Differenzierungsraten
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In der Literatur sind verschiedene Wege beschrieben, auf denen QKI seine
physiologische = Wirkung entfaltet. QKI kann beispielsweise direkt als
Transkriptionsfaktor die Expression einer grofieren Zahl an Genen steuern, die fiir die
Reifung von Oligodendrozyten verantwortlich sind. Dariiber hinaus wurde berichtet,
dass QKI auch fiir das Auftreten neuer und (in ihrer Bedeutung) noch weitgehend



ungeklarter Phanomene ursachlich ist. So bewirkt QKI beispielsweise die Formation von
zirkularer RNA, die zwar recht stabil ist aber nicht mehr in Proteine umgeschrieben
wird (unter Umstdnden also eine nicht-funktionelle Form gespeicherter RNA darstellt).
Auf diesem Wege (namlich der Generierung zirkuldrer RNA) lassen sich
Genexpressionsmuster global modifizieren wodurch auch eine fundamentale Wirkung
erzielt werden kann. Aus diesem Grunde haben wir diesen Regelkreis experimentell
ndher untersucht. Hierfiir haben wir das Gesamte RNA-Profil unserer Zellen gemessen
(Abbildung. 11) und differentiell die Menge an zirkuldrer RNA in GBM Zellen vor und
nach Gabe von MSC-konditionierten Medien bestimmt (Abbildung-12).

A B B

Abbildung-11. Erstellung eines RNA Profils aus GBM Zellen mit und ohne
Stimulation durch MSC-konditioniertes Medium. Das gesamte zellulare RNA-
Spektrum wurde in einer Mikrofluid-Kammer (Perkin-Elmer LabChip)
chromatographisch separiert und die RNA-Konzentration (Y-Achse) wurde gegen
die Grofde der RNA-Fragmente aufgetragen (X-Achse), dies wurde fiir GBM Zellen
unter Kontrollbedingungen (A und B) bzw. fiir GBM-Zellen stimuliert mit MSC-
konditioniertem Medium durchgefiihrt (C und D). Um die Menge an zirkularer
RNAse abzuschitzen wurde dieses Verfahren auch fiir Proben durchgefiihrt, bei
denen die lineare RNA mittels RNAse-R Verdau abgebaut war (B und D).

Die Veranderungen des RNA Profils entwickeln sich nach MSC-Stimulation jedoch
anders als postuliert. Eine erhohte QKI-Expression sollte eine vermehrte Bildung von
zirkuldarer RNA bewirken - die zeigen unsere Ergebnisse aber nicht (siehe Abbildung-
12).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass QKI ein wichtiger MSC-induzierter
Tumorsuppressor in GBM-Zellen ist (Abbildung 10). QKI entfaltet diese Wirkung jedoch
nicht durch den p53 Signalweg oder durch die Formation von zirkuldren RNA-
Elementen. Im Folgenden wird untersucht inwieweit eine Induktion von QKI direkt
durch die (tumordifferenzierenden) Mikrovesikel erreicht wird. Zusatzlich zeigt dieser
neue und systematische Ansatz andere Tumorsuppressormolekiile in Vesikeln der MSC.



Number | Sample Abb. c[ng/ul] | vol [pl] m [ng]
GBM13

1 Control 24h | Ctrl24 11,0 10 110
GBM13

2 Control 48h | Ctrl48 12,3 10 123
GBM13

4 MSC-CM 24h | CM24 9,5 10 95
GBM13

5 MSC-CM 48h | CM48 9,5 10 95

Abbildung-12. Quantifizierung zirkulidrer RNA in GBM Zellen mit und ohne
Stimulation durch MSC-konditioniertes Medium. Die Menge an zirkuldarer RNA
(Differenz aus den in Abbildung 11 dargestellten Proben: A versus B bzw. C versus
D) wurde mittels eines Fluoreszenzverfahrens (Qbit) ermittelt. Die Gesamtmenge
an zirkuldrer RNA in den stimulierten Proben (4 und 5) hat im Vergleich zu den
Kontrollen (1 und 2) abgenommen.

Wie in Abbildung-4 einleitend dargestellt wurde in dieser experimentellen Serie das
Genexpressionsprofil des Tumors ohne und mit Stimulierung durch MSC-Vesikel sowie
der Gehalt an mRNA in den Vesikeln bestimmt (mittels next generation sequencing).
Die Anzahl an Genexpressionsidnderungen zwischen diesen Gruppen wurde zunichst
statistisch betrachtet (siehe Abbildung-13).
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Abbildung-13. Graphische Darstellung der globalen Genexpressions-
anderungen in MSC-stimulierten GBM-Zellen, die durch RNA aus Exosomen
hervorgerufen werden. (Linke Graphik) In einem "volcano-plot" wurden die
Expressionsinderungen einzelner Gene (X-Achse) zwischen den Proben
"Kontrolle" (unstimulierte GBM-Zellen) und Exos (Exosomenfraktion) ermittelt
und gegen die Wahrscheinlichkeit fiir eine statistische signifikante Anderung (Y-
Achse) aufgetragen. Signifikante Genexpressionsinderungen sind in blau
dargestellt und damit visuell von Anderungen ohne statistische Signifikanz
unterschieden. (Mitte) Die Anderung des Genexpressionsmusters zwischen
Kontrollproben und Exosomen-stimulierten Proben ist gezeigt; es gibt nur eine
kleiner Anzahl statistisch signifikant regulierter Gene. (Rechte Graphik) Das
Genexpressionsmuster zwischen stimulierten GBM Zellen und der Exosomen-
fraktion unterscheidet sich (wie wir dies auch erwarten wiirden).




Innerhalb diese Gruppe differentiell exprimierter Gene konnten wir Sequenzen
detektieren fiir die unser Postulat flir eine pathologische Relevanz zutrifft: Die mRNA
des Gens ist in stimulierten GBM deutlich starker vertreten als in Kontroll-GBM und die
mRNA ist in den Vesikeln deutlich angereichert (so dass die Vesikel aus MSC die
Expressionsdnderung in den GBM auch vermitteln kénnen). Ein solches Molekiil, fiir das
alle genannten Bedingungen zutreffen, ist beispielsweise ein Ephrin-Ligand namens
EphrinA3 (das korrespondierende Gen ist EFNA3; siehe auch Abbildung-14).

EFNA3 Stim vs. Exosome vs p-
Ctrl: CTRL.: Value
1.8987779 6.984538244 0.0153

Abbildung-14. Die Differentielle Expression des Ephrin-Liganden EFNA3 in
GBM Zellen kann durch Exosomen aus MSC hervorgerufen werden. Nur eine
kleine Gruppe von Genen zeigt signifikant erhohte Expressionsraten sowohl in
Exosomen (aus MSC) als auch in Exosomen-stimulierten GBM Zellen. Nur fiir
bestimmte Gene aus dieser kleinen Gruppe ist die physiologische Bedeutung (Daten
zuganglich aus der Fachliteratur) bereits experimentell erschlossen. Der Ephrin-A3
Ligand (EFNA3) ist, gegentliber unstimulierten GBM Zellen, in MSC-Exosomen
deutlich erh6ht (6.98-fach auf einer log2 Skala). Die Exosomen-stimulierten GBM
Zellen exprimieren ebenfalls wesentlich mehr EFNA3 als nicht stimulierte GBM
Zellen (1.89-fach auf einer log2 Skala).

Nach der Identifikation von EFNA3 als ein Kandidaten-Gen, dass die anti-tumorigenen
Effekte der MSC-sekretierten Mikrovesikel direkt vermitteln kénnte haben wir die
Expression dieses Gens in GBM Zellen moduliert, um zu testen ob EFNA3 direkt fiir eine
vermehrte Differenzierung bzw. eine verringerte Expansionsfahigkeit von MSC-Vesikeln
stimulierten GBM-Zellen verantwortlich sein kann. Hierzu wurde ein Transkript fiir
humanes EFNA3 in humanen primdaren GBM Zellen exprimiert (und in der
Kontrollgruppe wurden GBM Zellen mit einem Kontrollvektor behandelt). Unsere in
Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass EFNA3 in humanen GBM als
Tumorsuppressor fungiert und die Zellvermehrung persistent einschrankt.

Abbildung-15. Die forcierte Expression
von EFNA3 in GBM Zellen vermindert
die Tumorzellexpansion. Ein Vektor zur
Expression von EFNA3 (braune Kurve)
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Um zu untersuchen, ob es sich bei EFNA3 tatsachlich um ein Gen mit pathologischer
Relevanz fiir Patienten handelt, haben wir die Korrelation der EFNA3 Expression mit der
relativen Uberlebenswahrscheinlichkeit in einem Patientenkollektiv analysiert. Mittels
der Datenbank des "The Cancer Genome Atlas" (TCGA) kénnen solche statistischen
Beziehungen ermittelt werden. In der TCGA Datenbank sind klinische Parameter fiir
einzelne Patienten und genomweite Genexpressionsprofile von Tumoren dieser
Patienten gespeichert. Unsere Untersuchung zeigt, dass eine vermehrte Expression von
EFNA3 mit einer verbesserten Uberlebensrate beim GBM assoziiert ist (Abbildung 16).

- [ Abbildung-16. Die MSC-Exosomen induzierte
1 Expression von EFNA3 in GBM Zellen ist ein
=1\ [ pathologisch relevanter Faktor, der die anti-

70% Logrank test p-Value: 0.0402
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Tumor Effekte von MSC-Exosomen vermitteln
kann. GBM-Patienten wurde hinsichtlich der
Genexpressionsmuster in Tumor-Biopsien
untersucht (TCGA-Datenbank); die relative
Uberlebenswahrscheinlichkeit von GBM-
Patienten mit hoher (rote Kurve) oder nicht-
erhohter (blaue Kurve) Expressionsrate flr
EFNA3 wurde verglichen.

Insgesamt konnen wir im vorliegenden Bericht also auf ein erfolgreiches Projekt
zuriickblicken. Wir haben einen zelluldaren Signalweg, die Sekretion von Mikrovesikeln
und Exosomen in denen Botenstoffe enthalten sind, aufgeklart mittels dessen MSC die
Tumorigenitiat von GBM-Stammzellen reduzieren (Abbildung 17).
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Abbildung-17. Molekulare Mechanismen der anti-
Tumor Effekte von MSC-Exosomen beim GBM. Im
vergangenen Berichtszeitraum zeigten wir, das
l6sliche Faktoren aus MSC die GBM-Tumorigenitat
beférdern. Im aktuellen Bericht zeigen wir zwei
Signalwege, EFNA3 und QKI, mittels derer MSC-
Exosomen das Tumorwachstum reduzieren und die
Tumorzelldifferenzierung bewirken konnen. Fir
EFNA3 konnten wir einen direkten RNA-Transport in
MSC-Exosomen nachweisen.

Dies erklart die profunden anti-tumorigene Effekte, die wir in den in vivo Modellen
(Uberlebensstudien bei tumorinokulierten Mausen) bereits in vergangenen Berichten
gezeigt hatten. Insbesondere haben wir hier die Rolle von zwei Molekiilen gezeigt, die
diesen anti-Tumor Effekt vermitteln: QKI und EFNA3. Fiir EFNA3 konnten wir einen



MSC-induzierte Signaltransduktionskaskade aufklaren. Die Boten-RNA (mRNA) fir
EFNA3 wird in MSC synthetisiert, in Mikrovesikel verpackt, die anschliefRend in GBM-
Zellen aufgenommen werden und zur hoch-Regulation von EFNA3 im GBM fiihren.
Vermehrte EFNA3 Expression vermittelt einen anti-tumorigener Prozess mit klinischer
Relevanz. Unsere Studie beleuchtet auch einen wichtigen Punkt bei der zukiinftigen
klinischen Nutzung von MSC. Die Verwendung von Mikrovesikeln aus MSC fiir
therapeutische Ansatze, wie sie bereits fiir periphere Tumore angedacht ist, sollte auch
fiir das GBM vorangetrieben werden. Die Nutzung von implantierten MSC birgt jedoch
gefahren, da MSC 16sliche tumorsupportive Substanzen freisetzen. Wir freuen uns, dass
wir mit Hilfe der Unterstiitzung durch die Anni-Hofmann-Stiftung, hier einen sichtbaren
Beitrag zur klinischen Applikation von MSC beim GBM und zur Etablierung innovativer
Therapieverfahren leisten konnten.

Wiirdigung der Férderung durch die Anni-Hofmann-Stiftung:
Den hervorragenden Beitrag der Anni-Hofmann Stiftung zur praklinischen

neuroonkologischen Forschung konnten wir nun auch in einer Publikation
herausstellen:

Albrecht V, Richter A, Pfeiffer S, Gebauer M, Lindner S, Gieser E, Schiiller U, Schichor C,
Gildehaus F], Bartenstein P, Tonn JC, Skerra A, Glass R. Anticalins directed against the
fibronectin extra domain B (ED-B) as diagnostic tracers for glioblastomas: Int. ]. Cancer:
in press. Acknowledgements: Funding by the Anni-Hofmann Stiftung (for RG) is
gratefully acknowledged.
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