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Kurzzusammenfassung

Ziele: Erstellung eines in vitro Tumormodells. Etablierung eines Systems zur
effizienten Transfektion einer microRNA.

Einleitung: Das Glioblastom hat nach wie vor eine infauste Prognose, deshalb ist
die Entwicklung neuer Therapien von groRer Bedeutung. miRNAs wecken in der
Forschungswelt besondere Interessen. Die vorliegende Diplomarbeit untersucht
die Moglichkeiten einer Transfektion einer bestimmten micro RNA (miRNA-451) in
Zellen und Gewebe. MiRNA-451 ist im Glioblastom herunterreguliert und wird als
tumorsupprimierend angesehen.

Methoden: Fir die vorliegenden Experimente wurde die Glioblastom-Zelllinie
A172 verwendet. Uber Hanging-Drop-Kultur werden artifizielle Tumorspharen aus
den A172 Zellen generiert. Zunachst wird durch die Verbindung dieser Spharen
mit einer organotypischen Kultur (OTC) vom Rattencortex ein in vitro Tumormodell
etabliert. Durch die Farbung mit DiO kann dabei die Entwicklung des artifiziellen
Tumors standig beobachtet werden. Es werden 2 Systeme vorgestellt mit denen
es moglich ist die miRNA-451 in ein Zielgewebe einzubringen, das Tet-on System
und das Lipofectin System. Es wird gezeigt welche Moéglichkeiten zur Transfektion
von miRNA-451 zur Verfigung stehen und welche davon effizient sind. Der Erfolg
der Transfektion bzw. der Induktion wird mittels Fluoreszenzmikroskop dargestellt,
die Effizienz mittels QRT-PCR quantifiziert.

Ergebnisse: Die Analysen zeigen eine hohe Effizienz bei Transfektion mittels
Lipofektinen. Fir die Induktion beim Tet-on System zeigt sich keine signifikante
Erhdhung der miRNA-451 in den Zellen/dem Gewebe. Es wird gezeigt, dass
Lipofectine auch von der OTC aufgenommen werden. Eine gewebsspezifische
Anwendung ist demnach noch nicht gegeben. Fir die standige Verfugbarkeit von
Spharen wird auRerdem ein Protokoll flir die Kryopreservation etabliert.
Diskussion: Obwohl die Effizienz der Lipofection gezeigt wird ist es nétig die
Spezifitat dieses Systems zu steigern um einen therapeutischen Ansatz
entwickeln zu konnen. Das in vitro Modell ist in seinem jetzigen Ansatz noch nicht

ausgereift und bedarf weiterer Entwicklung.
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Abstract

Aim: The design of an in vitro tumour model. Establishment of an efficient system
for transfection of miRNA- 451 into cells/tissue.

Introduction: The prognosis of the glioblastoma still remains bad. Therefore it is
highly important to develop new therapeuticall strategies. miRNAs are very
interesting tools in current research. This thesis examines opportunities to
transfect miRNA-451 into cells and tissue. This miRNA is down regulated in
glioblastoma and is well known as tumour suppressor.

Methods: The glioblastoma cell-line A172 was used for the experiments. We
created artificial tumour spheroids using a hanging-drop cell culture assay. First
we establish an in vifro tumour model by connecting the tumour spheroids to
organotypical cultures of rat cortex. DiO staining reveals the possibility to
constantly observe the development of the artificial tumour in vitro. Two possible
systems for transfection of mMiRNA-451 into cells and tissue were shown: the tet-on
system and the lipofectine system. Opportunities for efficient transfection were
shown and the most efficient method presented. Successful transfection is
controlled by fluorescence microscopy. Efficiency of transfection is quantified by
gRT-PCR analysis.

Results: Analysis shows a high efficiency of miRNA transfection using
lipofectines. Induction of cells of tet-on system shows no significant increase of
miRNA-451 in the cells/tissue. Successful uptake of miRNA by OTC using
lipofectines was shown. However no tissue specific uptake of miRNAs was
observed. For permanent availability of spheroids, a protocol for cryopreservation
is established.

Discussion: Although transfection efficiency using the lipofectine system was
shown, increasing specificity is necessary to develop therapeutic strategies. The in
vitro tumour model is not yet enough elaborated. Further development is required

for regular usage.
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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung

Trotz der standigen Verbesserung in der Therapie maligner intrakranieller Tumore
ist die Prognose fur Betroffene meist schlecht. Gerade hochgradige Gliome sind
trotz neuester Therapiemethoden mit einer sehr geringen Lebenserwartung
assoziiert. Die Glioblastome bilden in dieser Gruppe die haufigste und bdsartigste
Variante. Durch die Erforschung neuer zielgerichteter oder lokaler
Therapiemdglichkeiten wird versucht, nicht nur das Uberleben zu verlangern,
sondern auch die Auswirkungen der Therapie selbst zu minimieren. Die miRNA-
451 ist aufgrund der Ergebnisse neuerer Forschung als ein interessanter Kandidat
fur die Entwicklung einer zielgerichteten Tumortherapie des Glioblastoma
multiforme anzusehen.

In dieser Diplomarbeit wurden verschiedene Mdglichkeiten untersucht die miRNA-
451 effizient in Tumorgewebe einzubringen. Dazu wurde das Model der
organotypischen Kultur von Rattencortex in Kombination mit einer artifiziellen
Tumorsphare aus einer Glioblastomzelllinie gewahlt. Dadurch kann man die
Ausbreitung der Zellen aus dem artifiziellen Tumor in vitro beobachten. Dabei
werden hier organotypische Hirnschnittkulturen der Ratte und Uber das Hanging
Drop Verfahren hergestellte groRenstandardisierte Tumorspharen eingesetzt.
Diese Methode erlaubt uns verschiedene Mdglichkeiten der miRNA Transfektion

des Tumors zu erproben und die Folgen flr das Gewebe abzuschatzen.

1.2 Das Glioblastoma multiforme
Das Glioblastoma multiforme ist der haufigste maligne Hirntumor des

Erwachsenen. Lehrmeinung ist derzeit, dass das Glioblastom aus Gliazellen
hervorgeht. Nach der WHO-Klassifikation wird es ausnahmslos als Grad IV
eingestuft (1). Umgekehrt sind alle astrozytaren Neoplasien mit dem Grad IV als
Glioblastome anzusehen (2). Der Uberwiegende Anteil entsteht als primare Form
de novo, was allerdings nicht bedeutet, dass sie aufgrund einer einzelnen
Mutation entstehen. Vielmehr weisen sie wie andere Neoplasien eine Vielzahl
genetischer Mutationen auf. Die sekundaren Glioblastome entwickeln sich




langsam aus weniger malignen Neoplasien wie anaplastischen oder diffusen low-
grade-Astrozytomen. Dabei betrifft das primare Glioblastom vor allem altere
Personen, wahrend das sekundare eher im mittleren Lebensalter vorkommt (3).
Die Inzidenz liegt je nach Autor und Land zwischen 2,96-4,67 per 100.000
Personen pro Jahr, dabei sind mehr Manner als Frauen betroffen.(3) (4)
Glioblastome sind zumeist telencephal und Uberwiegend im Lobus frontalis und
Lobus temporalis, seltener in hinteren Hirnabschnitten, lokalisiert.

Sie wachsen diffus infiltrierend. Im Falle eines HinUberwachsens auf die
kontralaterale Hemisphare Gber den Balken, werden sie aufgrund ihres Aussehens
in der Bildgebung, als Schmetterlingsgliome bezeichnet (5) .

Makroskopisch ist der Tumor gut abgrenzbar, obgleich in der Bildgebung meist ein
ausgepragtes perifokales Odem sichtbar ist.

Mikroskopisch ist das Glioblastom aulierordentlich vielgestaltig, was auch zu
seinem Beinamen multiforme gefuhrt hat. Die Zellen sind meist astrozytar
differenziert.

Die Zellmorphologie geht dabei von sehr kleinen Zellen bis zu Riesenzellen. Dabei
finden sich ausgepragte Kernpleomorphien. Man erkennt histologisch aul3erdem
eine erhohte Mitoseaktivitat der Zellen. Es lassen sich Tumorzellen erkennen die
perifokal strichférmig oder radiar um eine Nekrose angeordnet sind. Neben den
nekrotischen Bereichen finden sich oft Areale mit Einblutungen. Es kann durch die
mikrovaskulare Proliferation auch zur Ausbildung Glomerulum ahnlicher
Gefalproliferate evtl. mit thrombosierten GefalRen kommen (6). Prinzipiell sind
Glioblastome sehr gut vaskularisiert. Die Gefalte weisen aber hochgradige
Wandschichtstérungen auf und sind deshalb Uberaus vulnerabel. Im Falle eines
Nachweises anaplastisch entarteter mesenchymaler Anteile, ausgehend von den
Fibroblasten der BlutgefalRe wird der Tumor als Gliosarkom oder gliosarkomatoser
Mischtumor bezeichnet (7). Auch in der Auspragung und der Art genetischer
Mutationen unterscheiden sich die Arten des Glioblastoms. Die haufigste Mutation
sowohl bei primdren als auch sekundarem Glioblastom ist die Loss of
Heterozygosity (LOH 10q), welche typischerweise mit anderen genetischen
Mutationen vorkommt (3).

Klinisch zeigt sich das Glioblastom je nach Lage und GréfRe sehr unterschiedlich.
Aufgrund der kndchernen Begrenzung des Schadels fihren intrakranielle

Raumforderungen zwangslaufig zu einer Steigerung des Hirndrucks. Dies zeigt




sich anhand von Symptomen wie haufigen Kopfschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen. Durch das rasche Wachstum entwickeln sich neurologische Symptome
relativ schnell, meist im Zeitraum von wenigen Wochen. Dabei kommt es durch
Kompression von neuronalen Strukturen zu neurologischen Auffalligkeiten wie
Horverlust, sowie motorische und sensible Ausfalle. Auch das Auftreten
epileptischer Anfalle ist moglich. Wie oben erwahnt kann es durch die vulnerablen
Tumorgefalde auRerdem zu Blutungen kommen, welche dann durch die plétzliche
Erhéhung des intrakraniellen Druckes starke Symptome verursacht.
Differentialdiagnostisch sind alle anderen Formen maligner Raumforderungen
auszuschlief3en, insbesondere andere hohergradige Gliome. Die Diagnose wird
nach stereotaktischer oder navigationsgestutzter Biopsie oder nach
Tumorextirpation gestellt. Entscheidend fir die endgiltige Diagnose eines
Glioblastoms ist der histologische Befund (2) (1).

Die Prognose ist auch trotz Therapie infaust. Die 5-Jahresuberlebensrate fur das
Glioblastom liegt bei unter 5% (8). Dabei ist diese Prognose abhangig von der
Behandlung, der Lage und dem Alter des Patienten. Neben den ublichen
Behandlungsverfahren wie der moglichst radikalen Entfernung des Tumors
unterstitzt durch Radio und/oder Chemotherapie stehen derzeit nur wenige
Alternativen zur Verfligung.(9)

Aufgrund der Uberaus schlechten Prognose trotz bestmdglicher Therapie und den
Auswirkungen der Therapie selbst, ist es von groler Bedeutung eine alternative

Behandlung zu finden und zu etablieren.

1.3 Micro-RNA
Bei der Untersuchung des LIN 4 Gens entdeckten Lee et al. im Jahr 1993, dass

das Gen nicht fur ein Protein codierte sondern identifizierten stattdessen zwei
Transkripte 22 und 61 Nukleotide (nt) grol3, welche komplementare Sequenzen
zur 3'UTR Region der LIN-14 mRNA aufwiesen (10). Das 61nt Transkript stellt
den Rest der pre-miRNA dar wahrend das 22nt Molekul die eigentliche miRNA ist.
Diese aus <ca. 22 Nukleotiden bestehenden micro-RNAs regulieren
posttranskriptionell die Genexpression indem sie komplementar an die mRNA
binden (11).




Das Transkript eines miRNA Gens, die sogenannte pri-miRNA wird zunachst im
Nukleus von dem Enzym Drosha Il RNAse und seinem Bindungspartner DGCR8
(DiGeorge-syndrome-critical-region-gene-8) gespalten um die precursor-miRNA
(pre-miRNA) zu erhalten. Diese wird im Zytosol von der Dicer RNAse Ill zu einem
mMiRNA/miRNA* Paar geteilt. Ein Strang bildet mit dem Argonaute protein (Ago)
einen Komplex, welcher dann von der miRNA zum jeweiligen Zieltranskript gefuhrt
wird (12). Jedoch wurden inzwischen auch schon andere Wege der Biosynthese
von miRNA gefunden.

Mittlerweile wurden mehr als 2500 miRNAs beim Menschen identifiziert. Im
Internet existiert bereits eine miRNA Datenbank, die miRBase (www.miRBase.org)
(13, 14). Derzeit wird davon ausgegangen, dass mehr als die Halfte der Protein-
codierenden Gene des Menschen Uber die 3'-UTR Bindung von miRNAs
beeinflusst werden. (15) Aufgrund jungster Forschung wissen wir, dass miRNAs je

nach Gewebe als Tumorsuppressor oder Onkogen wirken kdnnen. (16)

1.3.1 Die Micro-RNA 451
Fir die Biosynthese der miRNA-451 wird die Dicer RNAse nicht bendétigt. Die pre-

mMiRNA-451 wird allein durch das katalytische Zentrum des Argonaute-2 Proteins
prozessiert (17) (18).

Zunachst wurde die Funktion der miRNA-451 bei der Erythropoese im Zebrafisch,
bei der Maus sowie beim Menschen beschrieben (19). Es konnte aber auch ein
Einfluss auf die Tumorgenese gezeigt werden. Dabei konnte je nach Tumorart ein
Anstieg (20) (19) oder eine Herunter-Regulierung der miRNA-451 wahrend der
Tumorgenese gezeigt werden (21) (22). Speziell im Glioblastoma multiforme
konnte ein Einfluss der miRNA-451 auf Migration und Proliferation im Sinne einer
Tumorsuppression gezeigt werden. (21). Eine Herunter-Regulierung der miRNA-
451 korreliert mit einer schlechteren Prognose. Die miRNA-451 ist an der Balance
zwischen Proliferation und Migration im Glioblastom beteiligt. Das erreicht sie
durch eine direkte Beeinflussung des CAB39 (Calzium-bindendes-Protein 39)
welches Uber die LKB1 (Liver Kinase B1) die AMPK (AMP-aktivierte
Proteinkinase) aktiviert. (23)




1.4 Tumorsphéren
Um einheitliche Bedingungen flr unsere Experimente zu schaffen wurde ein

Verfahren verwendet, das urspringlich aus der embryonalen Stammzellbiologie
stammt, die Hanging-drop-Kultur (Siehe 2.2). Dadurch erhalten wir
groRenstandardisierte Spharen, die alle eine nahezu gleiche Anzahl an Zellen
enthalten. Mit dieser Methode kann man embryonale Stammzellen in neuronale
Zellen differenzieren (24). Komplexe Vorgange von Zelladhasion und parakriner
Signaltransduktion  erlauben eine Differenzierung und Bildung von
Tumoreigenschaften, welche wirklichen Neoplasien angenahert sind. Wir wollen
also damit einen neoplastischen Prozess in-vitro simulieren. Die Hanging-Drop-
Methode wird auch zur standardisierten Testung von Medikamenten in-vitro

verwendet (25).

2 Material und Methoden

2.1 Allgemeines
Alle Zellkulturversuche wurden an Werkbanken des S3-Labors des Zentrums fur

medizinische Grundlagenforschung (ZMF) in Graz unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Die Werkbanke wurden dabei vor Benutzung mit 70% Ethanol
desinfiziert und nach Benutzung im geschlossenen Zustand mind. 60min mit UV-
Licht bestrahlt.

2.1.1 Die Zelllinie A172
Bei den beschriebenen Versuchen wird die Zelllinie A172 verwendet. Diese wurde

uns von der Cell Culture Facility des ZMF zur Verfugung gestellt. Es handelt sich
dabei um eine Glioblastomzellinie, welche 1973 aus dem Glioblastom eines
mannlichen Patienten extrahiert wurde (26).

Die Zellen wurden standardmaRig bei 37°C und 5% CO, als Monolayer kultiviert.
Als Medium wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10%
Rinderserum und 1% Nicht-essentiellen-Aminosauren (NEAA), verwendet. Zur
Vorbeugung bakterieller Kontamination der Kulturen wurde das Medium zusatzlich
mit 1% Penizillin und Streptomycin (P/S-Lésung) versetzt. Im folgenden Teil wird
diese Zusammensetzung als Vollmedium bezeichnet, auf Abweichungen und

Zusatze wird entsprechend hingewiesen.




2.1.2 Splitting der Zellen
Bedingt durch das schnelle Wachstum der A172-Zellen war es notig die Zellzahl

durch Zellsplitting ca. alle 3 Tage zu reduzieren.

Nach Absaugen des alten Mediums wird die Kulturflasche 1x mit ca.10-15ml PBS
(Phosphate Buffered Saline) gewaschen. AnschlieRend wird 1ml Accutase™ bei
einer 75cm? (=12ml Medium) und 2ml bei einem 175cm? (=24ml Medium)
Kulturflasche zugegeben und fur Smin bei 37°C kultiviert. Die Zellen I6sen sich so
vom Boden ab und liegen in der Accutase™ geldst vor. Durch Zugabe von 5ml
Vollmedium wird aufgrund des Serums die Aktivitdt des Enzyms gestoppt. Nach
durchmischen der Zellsuspension mit der Pipette wird je nach Bedarf, ein Teil
davon in einen oder mehrerer Kulturflaschen und/oder Wells aufgeteilt.
Uberfliissige Zellsuspension wird verworfen. Die Kulturflaschen werden dann mit
frischem Medium bis zum erforderlichen Volumen aufgeflllt und in den Inkubator
ruckuberfuhrt.

2.1.3 Pelletieren von Zellen und Spharen fiir PCR
Die Zellen oder Spharen werden von der Oberflache der Kulturflasche oder Platte

mittels Accutase™ abgeldst. Nach Aufldsung in ca. 5ml Nahrmedium wird die
Suspension in ein 15ml Falcon-Rdhrchen Uberfuhrt und anschlielend flir 5min mit
1000rpm zentrifugiert. Das Medium wird abgesaugt. Dann wird etwa 1-1,5ml
Medium zugesetzt und die Suspension in ein beschriftetes 1,5ml Tube Uberflihrt.
Dieses wird bei 13.000rpm 5min lang zentrifugiert. Das Medium wird anschlie3end
moglichst vollstandig abgesaugt und das entstandene Zellpellet mitsamt Tube in
Fllssigstickstoff Ubertragen. AnschlieRend erfolgt die Lagerung bis zur weiteren

Verwendung im -80°C Gefrierschrank.

2.1.4 Zellzahlbestimmung
Die Zellzahl einer Suspension wurde in allen Versuchen mit dem CASY®-Cell-

Counter bestimmt.

Dabei werden die Zellen wie oben beim Splitting beschrieben abgeldst und in
Suspension gebracht. Nach der Zugabe des Mediums werden die Zellen dann
aber nicht in eine neue Zellkulturflasche sondern in einen 15ml Falcon Uberfuhrt.
In diesem verbleiben sie bis ihre Zellzahl ermittelt wurde. Aus der Suspension
werden nun 50ul enthommen, wobei darauf geachtet wurde, dass die Suspension

zur Zeit der Entnahme gut vermischt war. Diese 50upl werden dann in dem




Messgefall, dem CASYcup, mit 10ml isotonischen Messpuffer (CASYton)
vermischt. Es ergibt sich so ein Verdlinnungsfaktor von 1:200, was bei den
Einstellungen des Messgerats berucksichtigt wurde. Fur die Zell Art wurde das
Setup fur die U87mg Zelllinie, ebenfalls eine Glioblastom-Ziellinie, verwendet. Vor
Verwendung des Gerates wurde immer eine Spulung des Systems mit Messpuffer
durchgefuhrt. Nach dreimaliger Messung erfolgt die automatische Mittelung der
totalen Zellzahl und der Anzahl vitaler Zellen in ml, sowie der Vitalitat in %. Zur
weiteren Berechnung wird das Ergebnis der vitalen Zellzahl herangezogen. Der
Inhalt des Messgefalles wird nach der Messung in eine daflr vorgesehene
Flasche entsorgt. Das Messgefal} selbst wird getrennt entsorgt. Das Messsystem
wird nach Benutzung 3-mal mit Messpuffer gespult. Nach erfolgter Messung kann
dann mit den gewonnenen Werten die gewulnschte Zellzahl pro Volumen
berechnet werden. Vor weiteren Mallnahmen wird jedoch die vermessene
Zellsuspension im Falcon nochmals gut durchmischt und ein eventuell wahrend

der Zeit des Vermessens gebildetes Zellpellet wird gelost.

2.2 Das Hanging-Drop Verfahren

Die Hanging Drop Kultur wird eingesetzt um Zellen zu einer Sphare zu verdichten
Dabei wird eine Zellsuspension (Zellen und Nahrmedium) als Tropfen auf den
Deckel einer Petrischale gegeben und anschliefiend gedreht. (Abb. 2-1) Der
Boden der Petrischale ist mit PBS gefullt um eine Austrocknung der Kultur zu
verhindern. Alternativ kdnnen spezielle Hanging-Drop-Kulturplatten verwendet
werden z.B. Perfecta3D® 96-Well Hanging Drop Plates. Durch die Schwerkraft
sammeln sich die Zellen am Boden des Tropfens. Da es keine Moglichkeit einer
Anhaftung gibt, verbinden sich die Zellen untereinander und formen auf diese
Weise eine Sphare. Die so entstehenden spharischen Zellgebilde konnen dann
weiter kultiviert werden. Naturlich ist dieses Verfahren nicht fir jede Zelle bzw.
jedes Folgeexperiment gleich geeignet. Deshalb muss die am besten geeignete
Zellzahl, welche die Grolle der Sphare determiniert, und das geeignetste

Volumen des Tropfens individuell ermittelt werden.
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Abbildung 2-1 Gezeigt wird die Herstellung einer Hanging Drop Kultur. Links sieht man die Auftragung der
Zellsuspension als Tropfen auf den Deckel der Petrischale. Rechts ist der Deckel bereits gedreht, die Tropfen

hangen am Deckel. Darunter ist der mit PBS geflllte Boden der Petrischale zu sehen.

2.2.1 Etablierung der MaRe
Das Erreichen einer ausreichenden Zelldichte von tGber 90%, bei als Monolayer

kultivierten A172 Zellen, ist fir das Verfahren winschenswert. Die Zellzahl wird
wie oben beschrieben mittels CASY®-Cell-Counter bestimmt. Nach Bestimmung
der Zellzahl pro ml wird auf Zellen pro pul umgerechnet und entsprechend Zellzahl
pro bendtigtes Volumen verdunnt.
Anschlielend werden nach dem Hanging Drop Verfahren verschiedene GrofRen
erprobt. Dabei wird das Volumen in Relation zur Zellzahl konstant gehalten um
wahrend der Kultivierung eine vergleichbare Ernahrung der Kulturen zu
gewabhrleisten. Wir verwendeten:

- 10000 Zellen in 10l Medium/Tropfen

- 25000 Zellen in 25pl Medium/Tropfen

- 50000 Zellen in 50ul Medium/Tropfen

Zusatzlich wurden 5000 Zellen in 20ul Medium/Tropfen kultiviert um festzustellen
ob sich bei einer solch geringen Zellzahl Uberhaupt noch eine Sphare bildet. Da
5ul als Volumen eines Tropfens die Bildung der Spharen aufgrund der in Relation
zu starken Adhasionskraft des Tropfens an die Petrischale nicht gewahrleistet,
wurde die Zellsuspension auf 20ul verdunnt.

Nach der oben beschriebenen Ublichen 3 Tage Inkubation in der Hanging-Drop
Kultur wurden die Spharen in 6-Wells kultiviert und in ihrem Wachstum
beobachtet. Aufgrund der Absicht diese spater mit der organtypischen Kultur zu

kombinieren, wurden Spharen jeder Zellzahl sowohl in Vollimedium als auch in




OTC-Medium kultiviert. Dadurch konnte eine mogliche, durch das Medium
bedingte, Vitalitatsverschlechterung der Spharen ausgeschlossen werden.

Die 50pl Tropfen mit 50000 Zellen erwiesen sich als zu grofl3 (Abb. 2-2). Dieser
hielt nicht sicher an dem Deckel der Petrischale, was das Handling mit der
ohnehin empfindlichen Hanging-drop Kultur zusatzlich erschwerte. Die 5000
Zellen in 20ul Medium/Tropfen schienen dagegen in adharenter Kultur weniger
dicht. (Abb. 2-3) Da aber in adharenter Kultur viele Zellen migrieren und die
Sphare ohnehin kleiner wird, bestand die Gefahr dass sich die Sphare ganz
auflost. Neben der GroRenabnahme ist hier auch eine Abnahme der spharischen
Struktur zu erkennen. Die Sphare selbst ist nur noch schlecht darstellbar. (Abb. 2-
3). Die 25000 Zellen in 25pul/drop zeigten eine unregelmaflige Oberflache. Auch
hier erkennt man eine Grélken Abnahme, die Sphare ist aber nach wie vor gut
abgrenzbar. (Abb. 2-2). Man entschied sich vorerst fur die 10000 Zellen als ideale
GroRe.

a) b)

200 pym 200 pm

200 pm 200 pm

Abbildung 2-2 Vergleich der SpharengréfRen zur Etablierung einer geeigneten GréBe: Zu sehen sind

Spharen aus A172 Zellen, fotografiert in Hanging-Drop Kultur (frei schwimmend). Alle Bilder wurden in 10x




VergroRerung am 3.Tag in Kultur mit dem Lichtmikroskop aufgenommen. In a) befindet sich eine Sphare aus
5000 Zellen, welche in Hanging-Drop Kultur noch einen soliden, kompakten Eindruck macht. b) zeigt eine HD-
Sphare aus 10000 Zellen. In c¢) erkennt man eine Sphare aus 25000 Zellen. Diese erscheint solide aber
weiniger rund. Die Spharen aus 50000 Zellen d) sind vor allem flr den Einsatz im in vitro-Modell viel zu grof3.

Auch diese zeigen eine unregelmaRig geformte Oberflache.

Abbildung 2-3 Vergleich von einer Sphare aus 5000 Zellen mit einer Sphéare aus 10000 Zellen im
Verlauf: Zu sehen sind Spharen aus A172 Zellen in adharenter Kultur. Alle Bilder wurden in 10x
VergroRerung mit dem Lichtmikroskop aufgenommen. In a) sieht man eine Sphéare 1 Tag in adharenter
Kultur. b) zeigt dieselbe Sphare nach 3 Tagen in Kultur. In ¢) sieht man eine Sphare mit 10000 Zellen 1 Tag in
adharenter Kultur. Wie oben sieht man in d) dieselbe Sphare am 3.Tag in Kultur.

2.2.2 Einfrieren von Hanging-Drop-Spheres
Um logistischen Schwierigkeiten vorzubeugen war es notig die aus dem Hanging

Drop hergestellten Tumorspharen einfrieren zu kdnnen um sie bei Bedarf jederzeit

zur Verfigung zu haben.
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2.2.2.1 Etablierung eines Einfrierprotokolls
Zunachst musste ein Protokoll gefunden werden welches ein sicheres Einfrieren

der Tumorspharen gewahrleistet. Das Vorgehen nach einem standardisierten
Protokoll fir Neurospharen (27) schien erfolgversprechend.

Zuerst wurden Hanging-drop-Spharen wie oben beschrieben hergestellt. Dabei
war jede Sphare standardmafig 3 Tage lang in der Hanging drop Kultur. Dann
wurden die Zellen zu einem Pellet herunterzentrifugiert und in 0,8ml Nahrmedium
gelést.  AnschlieBend wurde jeweils 0,8ml Einfriermedium zugegeben.
Einfriermedium besteht aus dem normalen Nahrmedium DMEM 10% (Vollmedium,
Siehe Anhang) und 20% Dimethylsulfoxid (DMSO), welches Wasserkristallbildung
innerhalb der Zellen verhindert. Dieser Schritt stellt eine Modifikation dar, da die
Zellen nach Protokoll direkt in 10% Einfriermedium geldst werden. Durch die 1:1
Verdinnung mit Vollmedium liegt aber auch hier eine 10%ige DMSO
Konzentration vor. Ab jetzt muss zugig gearbeitet werden da DMSO toxisch und
mutagen wirkt (28). Die Suspension wird nun in ein spezielles Kryotube-Rdhrchen
uberfuhrt. AnschlieRend wurde dieser in ein Einfriergefald gebracht welches mit
Isopropanol befillt ist um ein langsames Einfrieren zu gewahrleisten. Diese wurde
dann in einen -80°C Gefrierschrank gestellt und Uber Nacht dort behalten. Am
nachsten Tag wurde der Tube dann unmittelbar nach Entnahme aus dem Schrank
in verflissigten Stickstoff (-180°C) Uberflhrt.

2.2.2.1.1 Modifizierungen des Protokolls
Um festzustellen welchen Einfluss das langsame Einfrieren auf die Vitalitat der

Spharen hat, wurde bei einem Experiment auch ein Teil direkt in -80°C uberflhrt,
wahrend ein anderer Teil durch Isopropanol langsam heruntergekihlt wurde.
Dabei handelte es sich um jeweils ein Eppendorf-Tube mit jeweils 36 Spharen.

Nach Auftauen konnte allerdings kein Unterschied der Vitalitdt beobachtet werden.

2.2.2.2 Vergleich von aufgetauten und frischen Tumorsphéren
Das Ziel dieses Experiments war es herauszufinden, ob es einen Unterschied

zwischen den frischen Spharen und den aufgetauten Spharen gibt und zwar in
Bezug auf Morphologie, Uberleben und GroRe. AuBerdem konnte man anhand

des Wachstums der Kultur eine Auskunft Gber Migration und Proliferation erhalten.

11



Gewahlt wurden zwei verschiedene GroRen um aullerdem zu untersuchen ob ein
grolRerer Durchmesser der Spharen Probleme bei Einfrieren und Auftauen
verursacht, z.B. aufgrund der erhdhten Diffusionsstrecke.
Nach einer ausreichend vorhandenen Zelldichte von etwa 90% in der
Kulturflasche wurden die Zellen wie oben beschrieben mittels Accutase™
abgeldst, in Suspension gebracht und anschlieRend mittels CASY® gezahilt.
Danach wurde berechnet, wie viel Volumen Medium notig ist um 10000 Zellen pro
Tropfen zu erhalten. Die Suspension wurde dann so verdinnt, dass in 10pl
Medium 10000 Zellen enthalten sind. Zusatzlich wurde als zweites eine groRRere
Zellanzahl (25000 Zellen) gewahlt, welche folglich in 25ul Medium gel6st ist. Das
Volumen ist somit bezogen auf die Zellzahl konstant. Es wurden dann Hanging
Drops wie oben beschrieben hergestellt. Folgende Konditionen wurden verwendet:
- 2x Petrischalen mit jeweils 18 Spharen mit 10000 cells/Drop
- 2x Petrischalen mit jeweils 18 Spharen mit 25000 cells/Drop
Also 36 Spharen pro GroRenkondition, 72 Spharen insgesamt. Nach 3 Tagen in
Hanging Drop Kultur wurden die hergestellten Spharen nach Protokoll eingefroren
und udber Nacht im -80°C Gefrierschrank behalten. Am nachsten Morgen wurden
sie in Flussigstickstoff (-180°C) Uberflhrt und dort gelagert.
Nun wurden erneut 72 Spharen mit den gleichen Konditionen (36x
10000cells/drop; 36x25000cells/drop) hergestellt.
Nach 3 Tagen in Hanging drop Kultur waren diese fur den Versuch bereit. Des
Weiteren wurden deshalb auch die eingefrorenen Spharen aufgetaut.
Dazu wurde der Kryotube mit den Spharen in ein Warmwasserbad gestellt.
Unmittelbar nach Verflissigung der Suspension wurde das Einfriermedium
abgesaugt und frisches, vorgewarmtes Nahrmedium zugefihrt. Nach Absinken
der Spharen auf den Boden des Tubes wurde auch dieses Medium nochmals
abgesaugt und wieder frisches Nahrmedium zugegeben.
Auf Zentrifugation der Tubes wurde bewusst verzichtet, da die Spharen nach circa
1min durch ihr Eigengewicht ohnehin auf den Boden absinken. Aufderdem wollte
man einen moglichen Einfluss der Zentrifugation auf die Integritat der spharischen
Konformation vermeiden. Wahrend des gesamten Versuchs war es wichtig die
genaue Anzahl der Spharen zu kennen um Verluste aufgrund der Methodik
auszuschliel3en, z.B. versehentliches Absaugen einer Sphare beim Auftauen.
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Es lagen nun 72 frische und 72 aufgetaute Spharen vor, jeweils mit den zwei
GroRenkonditionen. Verwendet wurden normale Zellkulturgefalle (48 Well-Platte)
und speziell beschichtete Gefalle die es den Zellen nicht erlauben sich sich am
Boden anzuheften (Ultra-low-attachment Platte). Sie wurden nun wie folgt in Kultur
gebracht:
- 18 frische und 18 aufgetaute Spharen 10000cells/drop einzeln kultiviert in
Ultra low attachment well (48-Well Platte)
- 18 frische und 18 aufgetaute Spharen 25000cells/drop einzeln kultiviert in
Ultra low attachment well (48-Well Platte)
- 18 frische und 18 aufgetaute Spharen 10000cells/drop einzeln kultiviert in
adharenter Kultur (48-Well Platte)
- 18 frische und 18 aufgetaute Spharen 25000cells/drop einzeln kultiviert in
adharenter Kultur (48-Well Platte)

Aufgrund der geringen Grélke der Spharen verlor man bedingt durch die
Uberfiihrungen jeweils eine Sphéare der frischen 10000cell/drop und eine der
frischen 25000cells/per drop. Die Spharen wurden dann eine Woche in Kultur
behalten, jeden Tag beobachtet und an Tag 1, 4 und 7 fotografiert. Die Bilder
wurden aullerdem in Bezug auf Spharenumfang mithilfe der IMARIS-Software

ausgewertet
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Abbildung 2-4 Aufbau des Versuchs zum Vergleich von aufgetauten und frischen Tumorsphéaren: Von
72 Spharen einer Kondition (frisch/eingefroren) bestehen jeweils 36 aus 10.000 Zellen und 36 aus 25.000
Zellen. Diese 36 Spharen werden wiederum aufgeteilt. Jeweils 18 Spharen werden in normal attachment und

18 Spharen in ultra-low-attachment tberfihrt.

2.3 Die organotypische Kultur (OTC)
Im Folgenden wird die Praparation und Kultivierung der organotypischen Kultur

nach Gahwiler beschrieben (29, 30)

2.3.1.1 Praparation der Kulturen
Verwendet wurden neugeborene (0 — max. 1Tag) gesunde Ratten. Die Anasthesie

erfolgt durch Verweilen des Tieres von 2-3 Minuten in Eis. Die Tétung erfolgte
durch Dekapitation auf Hohe der Halswirbelsaule mit der stumpfen Schere,
unmittelbar nach Entnahme des Tieres aus dem Eis. Der Schadel wurde
anschlieRend vom Foramen Magnum aus mit einer feinen Schere nach rostral hin
eroffnet. Nach Umklappen der Schadelkalotte mittels Pinzette, wurden die
Hemispharen freigelegt. Nach Durchtrennung des Corpus Callosum konnten die

Hemispharen dann mittels Spatel aus dem Schadel herausgelést werden. Nach
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Entnahme wurden sie dann umgehend, mit der corticalen Seite nach unten, in
eine Petrischale mit eiskalter physiologischer Salzlosung (BSS) mit Glucose
Uberfuhrt. Nach Entfernung der Hirnhaute mittels einer dinnen Pinzette wurden
dann Cortexschnitte hergestellt. Dazu wurde das Praparat auf die Teflonscheibe
des Choppers gelegt und in 300um dicke Schnitte zerteilt. Der Chopper zerteilt
Praparate in vorher eingestellte Schichtdicken. Die Schichtdicke muss dabei so
gewahlt werden, dass das Gewebe genug lebende Zellen enthalt, darf aber nicht
zu dunn geschnitten werden um eine Ernahrung mittels Diffusion der innen
liegenden Zellen zu ermdglichen. Nach Ruckfuhrung der Schnitte in eine

Petrischale mit BSS wurden diese fur hochstens 1 Stunde bei 4°C gelagert.

2.3.1.2 Kultivierung

Die praparierten Hirnschnitte wurden nun auf ein autoklaviertes Deckglas gelegt.
Damit das Gewebe am Glas haftet wurde 10l Thrombin und 10ul Plasma (Huhn)
hinzugegeben und vorsichtig verrihrt. Abhangig vom jeweiligen Hersteller
koaguliert diese Gemisch dann nach ca. 20-30min. Die Deckglaser mit den
Schnitten wurden in dieser Zeit unter der sterilen Werkbank in zugedeckten
Petrischalen gelagert. Es ist wichtig, dass diese Prozedur nicht zu viel Zeit in
Anspruch nimmt und das Gewebe nach max. 45min Nahrmedium erhalt, da die
Gefahr der Austrocknung besteht und der Hirnschnitt in dieser Zeit auch nicht von
Nahrmedium bedeckt ist. Andererseits muss darauf geachtet werden, dass das
Plasma-Thrombin Gemisch vor Einbringen in die Kulturgefalle hart genug ist um
das Gewebe am Deckglas zu halten.

Die Deckglaser mit den Hirnschnitten wurden dann in ein spezielles Kulturgefafd
ubertragen (Rollertubes) und es wurde 750pl OTC-Medium (Siehe Anhang)

zugesetzt.

2.3.1.3 Bedingungen unter Kultur

Das Gewebe wurde in einem Rollinkubator bei 37°C ohne CO, Zugabe inkubiert.

Die Rollertubes werden dort in eine Trommel gesteckt, welche sich mit ca. 15
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Umdrehungen pro Stunde dreht. Dadurch kommt die Kultur ausreichend sowohl
mit Sauerstoff als auch mit dem Nahrmedium in Berlhrung um zu Uberleben.

Das Medium der organotypischen Kulturen wurde 2-mal in der Woche gewechselt
um gute Kulturbedingungen zu gewahrleisten. An diesen Tagen wurden die
Kulturen auflerdem makroskopisch und mikroskopisch betrachtet, um eine
mogliche Kontamination auszuschliefen und um sterbende bzw. abgestorbene

Kulturen auszusortieren.

2.4 In Vitro-Tumormodell
Zunachst sollte beobachtet werden wie sich eine Hanging-Drop-Sphare in

Gegenwart von Hirngewebe verhalt. Die Etablierung dieses Modells, der
Verbindung zwischen organtypischer Kultur und Sphare, war Uberaus wichtig fur
spatere Versuche. Mehrere Methoden wurden ausprobiert und erwiesen sich als

unterschiedlich effizient und aufwendig.

2.4.1 DIO Farbung von Tumorspharen mit vorkultivierten OTCs
Zunachst wurde versucht eine Tumorsphare auf eine bereits praparierte OTC

aufzusetzen.  Zur  Farbung wurde der Carbozyanidfarbstoff  3,3'-
Dioctadecyloxacarbocyanin  Perchlorat (DIO) verwendet. DIO hat sein
Absorbtionsmaximum bei 489nm und seine Emissionsmaximum bei 499nm und
ergibt damit eine helle grune Fluoreszenz. Man kann dabei denselben
FluoreszenZfilter verwenden den man auch bei FITC markierten Zellen verwendet.
(31)

Es wurden wie oben beschrieben ca. 20 (1 Petrischale) Tumorspharen aus A172
Zellen mithilfe des Hanging-Drop Verfahrens hergestellt. Diese wurden wie immer
3 Tage kultiviert, dann mit 1ml Medium vom Deckel der Petrischale abgewaschen.
AnschlieRend wurden alle Spharen in eine Petrischale Uberfuhrt. In die Petrischale
wurde 2ml Nahrmedium und 10l DIO zugegeben und anschlieflend fur 10min
gewartet. Die organotypischen Kulturen wurden aus dem Inkubator entnommen.
Unter der sterilen Werkbank wurden nun 4 Deckglaser mit OTCs aus den
Rollertubes enthnommen und in eine Petrischale gelegt. Mit einer 200yl Pipette (auf
50ul eingestellt) wurden nun einzelne Tumorspharen aufgenommen und jeweils
eine pro OTC aufgesetzt. Das gréfite Problem war nun die OTCs am Leben zu

erhalten, aber gleichzeitig so wenig Medium wie moglich einzusetzen um eine
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Dislokation der Spharen zu vermeiden. Die Petrischale wurde verschlossen und
es wurde zunachst 10min gewartet. Dann wurde eine geringe Menge Medium
(50ul) auf jede OTC gegeben. Zusatzlich wurde auch neben die OTCs Medium
zugegeben um eine feuchte Umgebung zu erreichen und eine Austrocknung zu
verhindern. AnschlieBend wurde 1 Stunde gewartet um den Spharen Zeit zu
geben an die OTC anzuwachsen. Nach dieser Zeit wurden die Deckglaser mit den
OTCs unter grofRer Vorsicht wieder in Rollertubes gegeben die bereits mit 750l
frischem OTC-Medium befullt waren. Diese wurden dann Uber Nacht im Roller-
Inkubator belassen. Am nachsten Tag begann dann die Fotodokumentation mittels

Fluoreszenzmikroskop.

2.4.2 DIO Farbung von Tumorspharen mit frischen OTCs
FUr diesen Versuch war das Zeitmanagement entscheidend, da die

organotypischen Kulturen frisch hergestellt werden mussten und die Verbindung
mit der Sphare noch vor Fixierung der OTC an das Glas erfolgen musste.

Als erstes musste ein Zeitpunkt gefunden werden an dem die Praparation von
frischen OTCs erfolgen wirde. Dies war selbstverstandlich abhangig von der
Verflgbarkeit von Versuchstieren. 3 Tage vor dem festgelegten Termin wurden,
wie schon im ersten Versuch, die Spharen mittels Hanging-Drop Kultur hergestellt.
Es wurde nun zeitgleich gearbeitet um die Tumorsphare zusammen mit der OTC
mittels Plasma und Thrombin am Deckglas zu fixieren. Dazu wurden die fertigen
Tumorspharen wie oben in eine Petrischale mit 2ml Medium und 10ul DIO
uberfuhrt und 10 min inkubiert. Dann erfolgte der Transport zu den Raumlichkeiten
des biomedizinischen Instituts Graz.

Wie in 2.3.1.2 beschrieben wurden Hirngewebeschnitte (als OTC) hergestellt.
Nach Zugabe und Mischen von Plasma und Thrombin musste jetzt aber noch vor
der Koagulation die Tumorsphare aufgesetzt werden, um sie so an der OTC zu
fixieren. Dies wurde mit Hilfe einer 200ul Pipette erreicht. Aullerdem wurde ein
Stereomikroskop als optisches Hilfsmittel eingesetzt. Nach Aufsetzten der
Spharen wurden die OTCs vorsichtig in eine Petrischale gesetzt. Nach ca. 30-
45min wurde die erfolgreiche Positionierung unter einem Lichtmikroskop

kontrolliert. Wie beim ersten Versuch wurden die Kulturen zunachst wieder in den
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Inkubator verbracht. Am darauffolgenden Tag wurde dann mit der

Fotodokumentation begonnen.

2.5 Etablierung eines Systems zur Einbringung der miRNA- 451
in Zielgewebe.
Es war wichtig eine Methode zu etablieren mit der sich die miRNA-451 in die

Glioblastomzellen einbringen lasst. Dabei wurden zwei verschiedene Methoden
untersucht.

Die erste Moglichkeit ist die Einbringung eines Tet-on/Tet-off Systems. Dabei
handelt es sich um ein mit einem Tetracyclin-aktivierbaren Operator gekoppelten
Plasmid mit der miRNA-451 Sequenz, welches mithilfe eines lentiviralen Vektors
in die Zielzelle eingeschleust wird. Die Zelle wirde hier selbst die miRNA
produzieren sobald sie mit Tetracyclin aktiviert wurde.

Die zweite Mdglichkeit ist die Einbringung der miRNA-451 Uber ein Lipofectin.
Dabei wird das miRNA-451 Mimic in Liposomen verpackt die dann Uber die

Zellmembran der Zielzelle aufgenommen werden.

2.5.1 Das Tet-on/Tet-off System

2.5.1.1 Beschreibung
Das Tet-System ist die eine Mdoglichkeit die miRNA-451 in die Zielzellen

einzubringen.

Es besteht im Wesentlichen aus 3 Komponenten: dem Transkriptions-Modulator,
dem Tet-sensitivem Promotor und einem Tetracyclin als Aktivator, in diesem Fall
dem Doxycyclin. Unterschieden wird aulerdem ob es sich um ein Tet-on oder ein
Tet-off System handelt. Dabei besteht der Unterschied ob durch das Tetracyclin
die Transkription durch den Modulator aktiviert (Tet-on) oder inhibiert wird (Tet-off)
(32). Das verwendete Plasmid enthielt aullerdem ein Resistenzgen fur das
Antibiotikum Puromycin, um so erfolgreich transfizierte Zellen mithilfe von
Puromycin zu selektieren.

Zur Darstellung der Genaktivierung bedient man sich bei diesem System des GFP
(green fluorescent protein). Bei Aktivierung des Tet-sensitiven Promotors wird

auch das GFP Gen abgelesen, welches unmittelbar vor dem eingebrachtem
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Zielgen liegt. Das so produzierte Genprodukt ist das GFP, dessen Fluoreszenz die
Transkription des Gens bestatigt (33) (34).

2.5.1.2 Transduktion der Zellen
Die Transduktion erfolgte mit Lentiviralen Vektoren. Der Tet451 Vektor enthalt das

funktionierende Gen zur Amplifikation der miRNA-451. Der TetC Vektor enthalt
kein Gen fur die miRNA-451, reagiert bei Einbau ins Genom jedoch auch mit einer
Fluoreszenz, sofern das Medium mit Tetracyclin versetzt ist. Demnach fungierte
dieser als Transduktionskontrolle.

Die im Folgenden beschriebenen Mengenangaben beziehen sich auf eine 75 cm2
Zellkulturflasche.

Fir die Transduktion wurde in einem 15ml Falcon-Tube zunachst 50ul Polybren
(300ng) mit 4,5ml Vollmedium gemischt. Das Polybren, ein kationisches Polymer,
neutralisiert die negative Ladung der Oberflache des Virus und der Zielzelle und
erhdoht somit die Effizienz der Transduktion (35). AnschlieRend wurde das alte
Nahrmedium abgesaugt und das Medium mit dem Polybren zugesetzt. Der Vektor
(2ml), jeweils einmal TetC und einmal Tet451 wurde dem Medium beigefugt und
anschlie®end wurden die Zellen bei 37°C inkubiert.

Diese Prozedur wurde an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nochmals
wiederholt um einen hohen Transduktionerfolg zu gewahrleisten. Des Weiteren
wurde das Medium mit 1,5ug/ml Puromycin versetzt. Puromycin ist sowohl fur
prokaryotische als auch fur eukaryotische Zellen ein Peptidyl-Transferase
Hemmer (36). Wie oben erwahnt erhalten erfolgreich transduzierte Zellen auch
das Puromycin-Resistenzgen, wodurch es moglich wird durch die Zugabe von

Puromycin eine Selektion der transduzierten Zellen zu erreichen.

2.5.1.3 Induktion der Zellen
Nach erfolgter Transfektion wurde den Zellen 20ug/ml (nach Herstellerangaben)

Doxycyclin, ein Tetracyclin-Antibiotikum, zugegeben. Dies aktiviert die
Transkription Uber den Modulator (Tet-on-System) (32). Am 2. Tag nach der
Induktion konnte Fluoreszenz beobachtet werden. Deutlich war die Fluoreszenz

dann am 3. Tag.
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2.5.1.4 Optimierung der Transduktionseffizienz

2.5.1.4.1 Konzentration von Puromycin
Um die Effizienz der Selektion durch Puromycin zu testen wurde es in einem

Versuch mit einer héheren Konzentration verwendet. Dazu wurde jeweils eine
75cm2 Kulturflasche mit TetC und Tet451 mit 1,5ug/ml Puromycin und jeweils eine
TetC und Tet451 mit 3,0mg/ml versetzt. Zusatzlich wurde als Kontrolle auch eine
Kulturflasche mit nicht-transduzierten Zellen ebenfalls mit 1,5ug/ml Puromycin
versetzt. Dies sollte ausschlieen, dass das Puromycin nicht bereits unwirksam ist
z.B. aufgrund von Degeneration unter falscher Lagerung o.a.

Durchgefihrt wurde dies vor allem um herauszufinden ob die Puromycin
Konzentration fir die ungenugende Transduktionseffizienz verantwortlich ist.

Es zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der
fluoreszierenden Zellen. Erwartungsgemaly starben alle Zellen der Kontrolle

bereits bei der Konzentration von 1,5ug/ml.

2.5.1.4.2 Selektion durch Fluorescence-activated-cell-sorting (FACS)

Fir die Bildung von Hanging-drop-Spharen aus transduzierten A172 Zellen wurde
ein  moglichst hoher Anteil transduzierter Zellen bendtigt. Auch um die
Aussagekraft einer PCR zu erhdhen missen mdglichst viele Zellen transduziert
sein. Da die Selektion durch Puromycin nach wie vor ungenigend war, wurde ein
anderer Weg gewahlt.

Jeweils eine 75cm2 Kulturflasche von TetC und Tet451 transduzierten A172
Zellen wurde wie oben beschrieben mit 20ug Doxycyclin induziert und mit
1,5ug/ml Puromycin versetzt. Am 2. Tag nach der Induktion wurde das
Nahrmedium gewechselt und wieder 20pug/ml Doxycyclin und 1,5ug/ml Puromycin
hinzugegeben. Am 3. Tag nach der Induktion wurden die beiden Kulturflaschen
dann der Core Facility Flow Cytometrie Uberstellt. Mithilfe des FACSAria von BD
Biosciences wurden erfolgreich  transduzierte, GFP  positive Zellen
herausselektiert. Diese wurden dann in jeweils einer 6-Well platte Uberstellt und

bis zu einer ausreichenden Zelldichte kultiviert.

20



2.5.1.5 Transduktion von Hanging-Drop-Spharen
Fir die Bildung von Hanging-Drop Spharen wurden bereits die FACS selektierten

Zellen herangezogen. Fur die Induktion wurden die Spharen einzeln in jeweils ein
Well pipettiert. Wie bei den Zellen wurden die Tet 451 und die Tet C Zellen mit
20ug/ml induziert. Nach 2-3 Tagen war dann auch eine deutliche Fluoreszenz zu

sehen.

2.5.1.5.1  Prédinduktion von Hanging-Drop-Sphéren

Bei den Spharen stellte sich au3erdem die Frage ob die Induktion der Sphare,
oder der Zellen sinnvoller ist aus der man die Sphare bildet. Gleichzeitig galt es
auch zu untersuchen ob solch eine Induktion die Spharenbildung innerhalb der
Hanging-Drop-Kultur beeinflusst. Aulerdem sollte untersucht werden welcher
Einfluss die Anwesenheit von Doxycyclin im Medium auf die Spharenbildung hat.
Aus diesen Uberlegungen wurden folgende Konditionen gewahlt:
- Sphare aus 3 Tage lang induzierten Tet 451 bzw. TetC A172 Zellen mit
20ug Doxycyclin im Hanging-Drop-Kultur Medium (= dauerinduziert)
- Sphéare aus 3 Tage lang induzierten Tet 451 bzw. TetC A172 Zellen mit
Vollmedium in Hanging-Drop-Kultur (= prainduziert)
- Sphéare aus nicht induzierten Tet 451 bzw. TetC A172 Zellen mit 20ug
Doxycyclin im Hanging-Drop-Kultur Medium (= spatinduziert)
- Sphare aus nicht induzierten Tet 451 bzw. TetC A172 mit Vollmedium in
Hanging-Drop-Kultur (= nicht induziert)
- Zusatzlich wurden nicht transduzierte A172 Zellen mit 20ug Doxycyclin in
Medium inkubiert.
Wie oben beschrieben verblieb die Zellsuspension auch hier 3 Tage in Hanging-
Drop-Kultur und wurde anschlieBend in Kultur fotografiert. Jedes Bild wurde in
Hanging-Drop Kultur mittels des invertierten Durchlichtmikroskops in 10x

Vergroflerung aufgenommen.

2.5.2 Die Lipofection mit miRNA-451 Mimics
2.5.2.1 Beschreibung

Die im Folgenden beschriebenen miRNA Mimics wurden von der Firma Dharmacon

bezogen.
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Bei miRNA Mimics handelt es sich um doppelstrangige Oligonukleotide, welche
die Funktion einer miRNA nachahmen (Mimic). In dieser Studie wurden miRNA-
451 Mimics (Mikro-RNA-Sequenz: AAACCGUUACCAUUACUGAGUU) verwendet. Des
Weiteren wurde ein Mimic ohne Funktion verwendet (cel-miR-67 von C. Elegans),
welches allerdings mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dy547 gekoppelt ist und so als
Transfektionskontrolle verwendet wurde. Durch die Fluoreszenz konnte der Erfolg
einer Transfektion mittels Fluoreszenzmikroskop kontrolliert werden.

Um die miRNA Mimics in die Zielzellen bzw. Spharen einzubringen, wurde ein
Transporter verwendet. Bei diesem Transporter, dem ,X-tremeGENE siRNA
Transfection Reagent® der Firma Roche, handelt es sich um ein Lipofectin. Dieses
Lipofectin besitzt im Allgemeinen eine hohe Effizienz ist jedoch vdllig
zellunspezifisch.

Far den Ablauf der Transfektion wurde das Protokoll des Herstellers verwendet.
Der Transfection Reagent und das Mimic werden je nach Konzentration auf 50ul
mit serumfreien Medium (Vollmedium ohne FBS) aufgefillt. AnschlieRend werden
beide vorsichtig gemischt. Nach 20 min ist die Lésung dann zur Transfektion
bereit. Dabei werden 100ul Lésung pro ml zu Transfizierendes Zellmedium

verwendet, unabhangig von der Konzentration.

2.5.2.2 Etablierung einer geeigneten Konzentration von Mimic und

Lipofectin

2.5.2.2.1 Konzentration bei Zellen

Es musste festgestellt werden wie hoch die Konzentration des Mimics und des
Lipofectins sein musste, um eine effektive Transfektion zu erreichen.

Deshalb wurde die optimale Konzentration von Mimic und Lipofectin in einer
Konzentrationsreihe ermittelt. Verwendet wurde ein 24-Well. In 12 der Wells
befanden sich A172 Zellen als Monolayer zu ca. 50% dicht gewachsen in 1ml
Nahrmedium. Anschlieiend wurde die Konzentration des Lipofectins 1ul, 2,5ul,
10ul pro ml mit jeweils dem Dy547 gekoppeltem Mimic 0,015nM; 0,04nM; 0,15nM
und 100nM pro ml getestet. Die Konzentrationen wurden gemaf einer Auflistung
von bereits bekannten optimalen Konzentrationen von verschiedenen Zelllinien

ausgewahlt, welche auf dem Datasheet des Herstellers aufgefihrt waren.
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Verwendet wurde nur das Dy547 Mimic um einen groben Uberblick zu bekommen
in welchem Konzentrationsbereich wir uns zu bewegen haben, vor allem in Bezug
auf die spateren Versuche mit den Spharen.

Am nachsten Tag wurde dann mit der Fotodokumentation begonnen. Anhand der
Intensitat der Fluoreszenz wurde die Konzentration flr die spateren Versuche

ausgewahilt.

2.5.2.2.2 Konzentration bei Sphéren

Basierend auf den erarbeiteten Konzentrationen fur die Zellen, wurden auch die
Hanging-Drop Spharen ausgetestet. Wie bei den Zellen wurde auch hier anhand
des Kontroll-Mimics, welches mit DY547 gekoppelt ist, die Konzentration ermittelt.
Da aber Konzentrationen im picomolaren Bereich bereits bei Zellen zu wenig
waren, wurden hier fur das Mimic 100nM und 10nM pro ml verwendet. Fur das

Transfektionsreagenz wurde 2,5ul und 1ul pro ml getestet.

2.5.2.2.3 Aufnahme von Mimic in organotypischen Kulturen

Nach der Verbindung von einer Tumorsphare mit einer organotypischen Kultur
sollte ja in Zukunft auch die Behandlung mit dem miR451-Mimic angestrebt
werden. Jedoch ist das Lipofectin System sehr unspezifisch. Dadurch, dass die
verwendeten Lipofectine nicht pseudotypisiert sind und auch sonst keine
nanotechnologische Modifikation besteht, ist zu erwarten, dass diese sowohl von
Tumorzellen als auch von gesunden Hirnzellen aufgenommen werden. Die
Einbringung des miR-451-Mimic sollte aber mdoglichst nur in die Tumorzellen
erfolgen. Deshalb musste Uberprift werden, ob es einen deutlichen Unterschied in
der Aufnahme von Lipofectin zwischen den Tumorspharen und dem Gewebe der
OTC gibt. Diese Uberpriifung wurde (iber die Aufnahme des DY547 gekoppeltem
Mimic und des miR-451 Mimics mittels Konzentrationsreihe ermittelt. Gewahlt
wurden die Konzentrationen 1nM, 10nM und 100nM pro ml. Fur das
Transfektionsreagenz wurde eine Konzentration von 2,5ul/ml gewahlt. Nach einem
und nach zwei Tagen wurde jeweils eine Licht- und Fluoreszenzmikroskopische
Kontrolle durchgefihrt. Am zweiten Tag wurden die OTCs dann pelletiert um in

der PCR die Aufnahme des miR-451 Mimics zu quantifizieren.
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2.5.2.3 Lipofektion von A172 Zellen mit dem miR-451 Mimic

Nach Festlegen der Konzentrationen von Mimic und Tranfektionsreagenz wurden
Zellen mit dem miRNA-451 und dem Dy547 gekoppeltem Mimic transfiziert. Die
Transfektion erfolgte wie in 2.5.2.1 beschrieben. Als Kontrolle flr den Erfolg der
Transfektion wurden auch Zellen nur mit dem DY547 Mimic transfiziert. Fir jede
Kondition wurde dabei ein Well einer 6-Well-Platte verwendet. In jedem Well
wurde die Anzahl von 50.000 Zellen verwendet. Das macht 3 Wells mit jeweils
50.000 Zellen pro Kondition (miR-451+Dy547; Dy547; unbehandelt). Fir die
Mimics wurde 100nM/ml und fur das Tranfektionsreagenz 2,5ul/ml verwendet. Um
den Erfolg der Transfektion zu Uberpriifen wurde jede Kondition taglich mit dem
Licht- und Fluoreszenzmikroskop kontrolliert.

Aulerdem wurde jeden Tag ein Well jeder Kondition zu einem Zellpellet ab-
zentrifugiert um die Schnelligkeit der Transfektion und die Stabilitat der

eingebrachten miRNA mittels PCR Uberprifen zu kdnnen.

2.5.2.4 Lipofektion von Hanging drop Spharen aus A172 Zellen mit dem
miR-451 Mimic

Wie bei den Zellen wurden 3 Wells pro Kondition verwendet. In jedem Well
befanden sich 8-10 Hanging-drop Spharen. Wieder wurden 3 Wells mit dem miR-
451 Mimic und dem DY547 Mimic transfiziert. Als Kontrolle fir den
Transfektionserfolg wurden wieder 3 Wells nur mit dem DY547 Mimic transfiziert.
3 Wells wurden als Negativkontrolle nicht behandelt. Wie bei den anderen
Versuchen wurde fir die Mimics 100nM/ml und fir die Tranfektionsreagenz
2,5ul/ml verwendet. Da das 451 Mimic im Zellversuch Uberaus stabil schien
wurden hier die Fluoreszenzkontrolle und das Pelletieren nach einem, funf und

zehn Tagen durchgeflhrt.

2.5.2.5 Transfektion ohne Lipofectin
Die A172 Zellen wurden bis zu einer ausreichenden Dichte als adharente

Monolayer kultiviert. AnschlieBend wurde die Ubliche Menge von 100nM/ml an
miR-451 Mimic zugegeben, ohne dieses vorher mit dem Lipofectin zu mischen.
Nach 2 Tagen in Kultur wurden die Zellen dann geerntet und pelletiert. Mithilfe

einer PCR wurde anschlief3end der Transfektionserfolg Gberprift.
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2.6 MiRNA Isolierung und PCR
Als Kontrolle fir eine erfolgreiche Transfektion von miRNA-451 reicht die

Fluoreszenzkontrolle Uber das DY- Mimic naturlich nicht aus. Deshalb musste
diese mittels qRT-PCR verifiziert werden.
Auch die Effizienz der lentiviral transfizierten Zellen wurde mittels qRT-PCR

quantifiziert.

2.6.1 miRNA Isolierung

Die Isolierung der miRNA aus den Proben wurde mittels mRNeasy Micro Kit von
Qiagen vorgenommen. Beim Ablauf wurde den Empfehlungen des Herstellers

(Quick-start Protocol) entsprochen.

2.6.2 Photometrische Quantifizierung und cDNA-Synthese

Fur die Bestimmung der RNA Menge aus dem Eluat wurde der Fluoreszenz-
Farbstoff RiboGreen verwendet.

Das Ribogreen wurde 1:200 mit TE Puffer, die Probe 1:50 mit Wasser gemischt.
Anschlieend wurden 50ul Probe und 50pl Ribogreen-Mix in ein Well einer
speziellen 96-Well Platte gegeben und mittels Spektrometer vermessen. Fir jede
Probe wurden 2 Wells gemessen und die Werte anschlieRend gemittelt
(Duplicates) (37).

Die photometrischen Messungen wurden mit dem FLUOstar-Optima-Spektrometer
der Firma BD Labtech durchgefuhrt. Verwendet wurden die in der Software als
Protokoll gespeicherten Voreinstellungen fir Messungen mit Ribogreen.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem Universal cDNA synthesis kit Il (Exiqon) nach

Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.

2.6.3 gRT-PCR
Die gRT-PCR wurde mit dem Light Cycler LC-480 von Roche (fur 96 Well- Platten)

nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Protokoll wurde ein bereits
voreingestelltes Setting benutzt (von der Firma Exiquon empfohlen), welches auf
die miRNAs zugeschnitten wurde. Die PCR wurde sowohl fur die Proben des
Lipofectin-Systems als auch fur die Proben des Tet-on Systems durchgefihrt. Als
Primer wurde das Exigon micro-RNA hsa-miR-451a LNA™ PCR Primer Set
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(Target-Sequenz: AAACCGUUACCAUUACUGAGUU)in Verbindung mit dem
Kapa Sybr Fast (VWR) verwendet.

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Einfrierexperimente

3.1.1 Kein Unterschied in der Vitalitat der Tumorspharen

Es gibt keinen Unterschied in der Vitalitat von vorher eingefrorenen Hanging Drop
Spharen zu frisch hergestellten Spharen. Sowohl die Spharen mit 10.000
Zellen/drop als auch jene mit 25.000 Zellen/drop Uberlebten alle, egal ob aufgetaut
oder frisch. Beobachtet wurde das Uberleben der Spharen im Zeitraum von 7
Tagen. Dies gilt sowohl fur die Kultur im Normal-Attachment-Well als auch fir die
Kultur im Ultra-low-Attachement-Well.

In der adharenten Kultur waren die aufgetauten Spharen aber durchweg kleiner
als die frischen Spharen, auch der auswachsende Zellsaum schien weniger
homogen (Abb. 3-1) Der GrdélRenunterschied betrifft zwar auch die Spharen im
Ultra low attachment Well aber im Gegensatz zur adharenten Kultur, ist hier auf
dem ersten Blick kein erheblicher GroRenunterschied zu sehen. (Abb. 3-2). Die

Unterschiede in der Spharengrof3e wurden im Folgenden genauer untersucht.

3.1.2 IMARIS-Auswertung der Spharengrofen
Mithilfe des IMARIS-Computerprogramms (von Bitplane) wurden die

verschiedenen Konditionen aus dem Versuch zur Kryopraservation bezuglich ihres
Umfangs verglichen. Dabei ist auffallig, dass alle Spharen in adharenter Kultur im
zeitlichen Verlauf kleiner werden. Die frei schwimmenden Spharen zeigten
dagegen im zeitlichen Verlauf kaum eine Veranderung in der Grole (Siehe
Anhang: 6.2). Dieser Unterschied ist wohl bedingt durch die von der Sphare
migrierenden Zellen. Denn nur bei der adharenten Kultur ist eine Migration der
Zellen maoglich.

Prinzipiell sind alle aufgetauten Spharen kleiner als die frisch hergestellten

derselben Kondition. Diese Beobachtung wurde bereits vom ersten Tag an
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gemacht. Das deutet darauf hin, dass dieser Grof3enunterschied bereits vor
Kultivierung auftritt. Demnach sind Spharen aufgrund der Kryopraservation und

dem Auftauvorgang kleiner als frisch hergestellte.

3.1.3 Morphologische Veranderungen nach Einfrieren

Nach Anwachsen der Spharen konnte man an dem Zellsaum um die Sphare
morphologische Veranderungen beobachten. Diese traten ausschliel3lich bei jenen
auf welche zuvor durch den Ein/Auftau-Prozess gingen (Abb. 3-3).

Bei diesen Veranderungen ging es im Wesentlichen um das Auftreten sehr groRer
Zellen mit prominenten Zellkernen deren Nukleus allein groRer ist als die Zellen
um sie herum (Abb. 3-3 linkes Bild, Bildmitte). Das Soma ist zytoplasmareich und
wirkt granuliert. Auch unmittelbar unter der abnormen Zelle im Bild befindet sich
verdeckt von einigen Zellen mit normaler Morphologie, eine weitere dieser Zellen.
Teilweise machte es den Anschein, dass Zellen mit mehreren Zellkernen
vorkamen. Diese imponierten dabei wie ein Synzytium aus Zellen (Abb.3-3 rechtes
Bild) Am oberen Bildrand mittig bis links sind keine Zellkbrper zu sehen
stattdessen eine Art Zellsynzytium dessen Korper diesen Platz in Anspruch zu
nehmen scheint. Auch im rechten unteren Bildquadranten ist dies zu sehen.
Wahrscheinlich sind diese Veranderungen auf die Behandlung mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) zurlckzufuhren, da dieses wie oben bereits erwahnt
mutagene Eigenschaften besitzt (28). Uberhaupt besitzt DMSO eine breite Palette
an Einflissen auf Zellen verschiedener Art (38).

Im Endeffekt wurde gezeigt, dass es moglich ist an Tumorspharen aus der A172
Zelllinie effizient eine Kryopraservation durchzufihren. Aber aufgrund des
Auftretens von Grolenunterschieden und vor allem von morphologischen
Anomalien wurden fir alle anderen Experimente immer frische Tumorspharen

hergestellt.

a) b)
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Abbildung 3-1: 7-Tage Uberleben von Hanging drop Sphiren in der 48-Well-Platte im Vergleich. Links
sind die aufgetauten Hanging drop Sphéaren und rechts sind frische HD Spharen in 10x VergroRerung zu
sehen. a) zeigt jeweils eine aufgetaute Sphare mit 10.000 Zellen/drop und b) eine frische Sphare mit 10.000
Zellen/drop. c) zeigt eine aufgetaute Sphare mit 25.000 Zellen/drop und d) eine frische Sphare mit 25.000
Zellen/drop. Alle Spharen wurden wie oben beschrieben hergestellt und befanden sich in einer 48-Well Platte.
Zu diesem Zeitpunkt waren die Spharen alle bereits 7 Tage in Kultur.
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Abbildung 3-2: 7-Tage Uberleben von Hanging drop Sphiren in der Ultra-low-attachement-Well-Platte
im Vergleich. Wie in Tabelle 3-1 sind auch hier links die aufgetauten Spharen und rechts die frischen
Spharen in 10x VergréRerung zu sehen. a) zeigt eine aufgetaute Sphare mit 10.000 Zellen/drop und b) eine
frische Sphare mit 10.000 Zellen/drop. c) zeigt eine aufgetaute Sphare mit 25.000 Zellen/drop und d) eine
frische Sphare mit 25.000 Zellen/drop. Alle Spharen wurden wie oben beschrieben hergestellt und befanden
sich in einer Ultra-low-attachment-Platte. Zu diesem Zeitpunkt waren die Sphéaren alle bereits 7 Tage in Kultur.
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Abbildung 3-3 Zellanomalien bei aufgetauten Spharen: Beide Bilder zeigen morphologische Auffalligkeiten

wie sie nur bei den aufgetauten Hanging-drop Sphéaren zu finden waren. Beide Bilder wurden in 10x
Vergroflerung von 7 Tage alten aufgetauten Hanging drop Sphéren aus einer 48-Well-Platte aufgenommen.
a) zeigt eine ,Riesenzelle (Bildmitte). b) zeigt eine Anomalie im Zellsaum der Sphare.

3.2 Ergebnis der Erstellung eines In-Vitro Tumormodells

Die Verbindung einer DIO gefarbten Tumorsphare mit einer OTC, war mit beiden
beschriebenen Methoden erfolgreich. Dabei zeigte sich aber, dass die Vitalitat der
Kulturen mit vorkultivierten OTCs schlechter war. Uberhaupt lebte einen Tag nach
der Verbindung nur noch ca. die Halfte der Kulturen. Die Verbindung von einer
bereits kultivierten OTC mit einer Tumorsphare ist Uberdies auch technisch
schwieriger und zeitlich aufwandiger, da auf das Anwachsen der Sphare gewartet
werden muss bevor die Kultur wieder in den Inkubator ruckuberfuhrt werden kann.
Aus dem gleichen Grund war die Kultur auch langere Zeit ohne Nahrmedium.
Trotz allem war auch hier ein Erfolg zu verzeichnen (Abb. 3-4). Es lasst sich aber
durchaus eine Verschlechterung der Vitalitdt nach 3 Tagen feststellen, was vor
allem an der Unterseite der Kultur zu sehen ist. Die Sphare selbst macht mit
fortschreitender Zeit einen kompakteren Eindruck. Die Ausbreitung von
Tumorzellen ins Gewebe ist jedoch nicht zu erkennen und kann hier im
Fluoreszenzbild kaum beurteilt werden.

Die fluoreszierenden Zellen an der Unterseite der Kultur in Abb. 3-4 waren bereits
am ersten Tag sichtbar und blieben in ihrem Erscheinen relativ stabil. Die
Verbindung einer Tumorsphare mit einer frischen OTC und deren gemeinsame

Einbettung mit dem Plasma/Thrombin Gemisch war hingegen viel erfolgreicher.
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Von 8 angelegten Kulturen lebten nach 3 Tagen noch 7 Kulturen. Nach 4 Tagen
noch 6, was aber mitunter auch auf den Einfluss der proliferierenden Tumorzellen
zurlckzufuhren ist.

Lichtmikroskopisch war eine gute Einbettung der Sphare in den Gewebeverband
zu sehen (Abb.3-5). Teilweise verschmolz die Sphare regelrecht mit der OTC.
Unter dem Lichtmikroskop konnte man jedoch nicht die Ausbreitung der
Tumorzellen im Gewebe beurteilen. Da aber alle Spharen vorher mit DIO gefarbt
wurden (Siehe 2.4.1) konnte man das Fluoreszenzmikroskop zu Hilfe nehmen. Die
Zellen scheinen hellgrin unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die unmittelbare
Ausbreitung um die Sphare konnte relativ gut beobachtet werden (Abb. 3-5),
jedoch scheint es als ob die Floreszenz einzelner entfernter Zellen zu schwach ist.

Insgesamt ist dieses Modell eine Interessante Moglichkeit die Ausbreitung eines

Hirntumors in vitro zu simulieren und mikroskopisch zu verfolgen.




Abbildung 3-4: Entwicklung in vitro-Tumormodells bei Verbindung einer HD-Sphare mit einer bereits
fertigen OTC im zeitlichen Verlauf. Links zu sehen sind die Lichtmikroskopischen Bilder des in vitro Modells
von oben nach unten nach 1 (a), 2 (b) und 3 (c)Tagen. Rechts dazu sieht man die Fluoreszenzaufnahme der
zuvor mit DIO gefarbten Sphare, ebenfalls nach 1(a‘), 2 (b‘) und 3 (c‘) Tagen. Alle Aufnahmen wurden mit 4x
VergréRerung gemacht. Der fluoreszente Zellsaum am unteren Rand der Kultur bestand bereits nach dem

ersten Tag und blieb fast unverandert, wodurch davon auszugehen ist, dass es sich um ein Artefakt handelt.
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Abbildung 3-5: : Entwicklung des in vitro-Tumormodells bei Verbindung einer HD-Sphéare mit einer
OTC bei gleichzeitiger Einbettung in Plasma und Thrombin im zeitlichen Verlauf. Links zu sehen sind
die Lichtmikroskopischen Bilder des In Vitro Modells von oben nach unten nach 1 (a), 2 (b) und 3 (c) Tagen.
Rechts dazu sieht man die Fluoreszenzaufnahme der zuvor mit DIO gefarbten Sphéare, ebenfalls 1(a‘), 2 (b‘)
und 3 (c‘) Tagen. Die Aufnahmen wurden in 4x VergroRerung erstellt. Die Abflachung und Ausbreitung der
OTC vom 1. auf den 3. Tag ist bis zu einem gewissen Maf} normal. Im Fluoreszenzbild kann man bei dieser

Art des in vitro Modells eine Ausbreitung der Tumorzellen radiar um die HD-Sphéare erkennen.

3.3 Ergebnis der Etablierung eines Systems zur Einbringung der
miRNA-451

3.3.1 Ergebnisse zum Tet-on System

3.3.1.1 Transduktion der Zellen

Die Transduktion von Zellen mittels Tet-System war ineffizient. Es zeigte sich,
dass nur sehr wenige Zellen erfolgreich transduziert wurden (Abb. 3-6). Dabei war

auch zu beobachten, dass der Anteil positiver zu dem negativer Zellen bei den
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TetC transduzierten Zellen hoher war (Abb. 3-6 b) als bei den Tet 451
transfizierten Zellen (Abb. 3-6 a). Die untransfizierten Zellen wiesen
erwartungsgemal keine Fluoreszenz auf (Abb. 3-6 c) Der Effekt der Selektion
mittels Puromycin war unzureichend, selbst eine Erhdhung der Konzentration von
1,5ug auf 3ug hatte keinen Effekt. Bei der Sortierung nach GFP Expressionsstarke
mittels FACS, wurden Tet-positive Zellen von Tet-negativen getrennt. Hier zeigte
sich, dass nur eine sehr geringe Anzahl von Zellen ausreichend fluoreszent waren.
Auch hier war aber die Transfektion mit TetC im Verhaltnis zu Tet 451

erfolgreicher.

Abbildung 3-6 Transduzierte A172-Zellen nach Induktion im Vergleich: Die Aufnahmen wurden alle am 2.

Tag nach Induktion in 10x VergréRBerung gemacht. In a) sieht man 451 transfizierte Zellen, in b) befinden sich

TetC transfizierte Zellen und in ¢) sieht man nicht induzierte Zellen als Kontrolle.

3.3.1.2 Transduktion der Hanging-Drop Spharen
Da fur die Bildung von Hanging-Drop Spharen bereits GFP positive FACS-sortierte

Zellen verwendet wurden war die Fluoreszenz prinzipiell starker ausgepragt als
bei adharenten Zellen in Monolayer. Allerdings ist die Aussagekraft der
Fluoreszenz bei Spharen mitunter reduziert da sich sehr viele Zellen auf engem
Raum befinden und es sich um ein dreidimensionales Gebilde handelt. Man
konnte auch hier trotz FACS Sortierung bei den Tet451 transduzierten Spharen

eine geringere Anzahl fluoreszenter Zellen beobachten als bei den TetC
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transduzierten (Abb.3-7). Die auswachsenden Zellen waren in beiden Fallen nur
teilweise fluoreszent. . Bei den Tet 451 transfizierten Spharen (Abb. 3-7 a) sind bei
den auswachsenden Zellen nicht alle fluoreszent. Bei den TetC transfizierten
Spharen (Abb. 3-7 b) sind etwas mehr Zellen fluoreszent und die Sphare erscheint

im Fluoreszenzbild dichter als die Tet451 Sphare.

a)

Abbildung 3-7 Transduzierte Hanging-drop Spharen nach Induktion im Vergleich: Die Aufnahmen
wurden alle nach 3 Tage Hanging-Drop Kultur und 2 Tage nach Induktion in adharenter Kultur in 10x
VergréRRerung gemacht. Links sieht man das Lichtmikroskopische Bild und rechts davon die dazugehdrige
Fluoreszenzaufnahme. In a) sieht man Tet451 transfizierte Spharen. In b) befinden sich TetC transfizierte
Spharen.

3.3.1.2.1 Ergebnisse von Induktion vor Hanging-Drop Kultur und

Einfluss von Doxycyclin auf die Spharenbildung
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Unter allen Konditionen dieses Experiments lie3en sich Spharen bilden. Die nicht-
induzierten Hanging-Drop Spharen fungierten als morphologische Kontrolle.
Sichtbar sind sie als dichte runde Zellaggregate mit nur sehr wenigen freien Zellen
um die Sphare herum (Abb.3-8a; 3-9a). Erwartungsgemal} sind diese Spharen
nicht fluoreszent. Es ist allenfalls eine schwache Eigenfluoreszenz sichtbar.
Induziert man die Spharen vor der Kultivierung und kultiviert sie im Hanging-Drop
aber mit Vollmedium (prainduziert) so zeigt sich eine gute Bildung einer Sphare
mit guter Dichte und nur geringen freien Zellen (Abb. 3-8 b; 3-9 b). Unter dem
Fluoreszenzmikroskop ist eine kraftige Farbung zu erkennen.

Werden die Zellen vor Kultur induziert, verbleiben aber wahrend der Kultur in
Vollmedium mit Doxycyclinzusatz (dauerinduziert), so kann man eine gute
Spharenbildung, allerdings mit einer hohen Anzahl an freien Zellen beobachten
(Abb. 3-8 c; 3-9 c). Es zeigt sich auch interessanterweise eine im Vergleich zu
prainduzierten Spharen schwachere Fluoreszenz. Die Dauerinduzierte Tet451
Sphare (Abb. 3-8 c) enthalt viele freie Zellen, was sich sogar in einer relativen
GroRenreduktion niederschlagt. Eine Fluoreszenz ist erkennbar jedoch schwacher
ausgepragt. Dagegen sieht man bei der dauerinduzierten TetC Sphare (Abb. 3-9
c) weniger freie Zellen jedoch auch eine im Vergleich dazu schwachere
Fluoreszenz. Bei Spharen die wahrend der Hanging-Drop Kultur induziert wurden
(spatinduziert), also in einem Doxycyclin haltigen Medium in Kultur waren, jedoch
als Zellen vorher nicht induziert wurden, zeigten ebenfalls eine gute
Spharenbildung. Jedoch konnte man auch hier viele freie Zellen beobachten und
die Fluoreszenz war, wie bei den dauerinduzierten Spharen auch, nur mafig (Abb.
3-8 d; 3-9 d).

All diese Beobachtungen gelten sowohl fir die TetC als auch fur die Tet451
transduzierten Spharen. Allerdings ist erwdhnenswert, dass die TetC Zellen im
Vergleich zu den Tet451 Zellen weniger freie Zellen enthielten (Tet451: Abb. 3-8)
(TetC Abb. 3-9).

Die nicht transduzierten A172 Zellen welche mit 20ug Doxycyclin in Hanging-Drop
Kultur inkubiert wurden, zeigten ebenfalls eine gute Spharenbildung. Aber auch
hier konnte man viele freie Zellen beobachten (Abb. 3-10). Bei der linken Sphare
(mit 20ug Doxycyclin) zeigen sich viele freie Zellen, sie ist in Relation auch kleiner.
Die rechte Sphare scheint in besserem Zustand und ist etwas gréer als die linke.

Hier finden sich kaum freien Zellen in der Kultur
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Das Auftreten von freien Zellen in Kultur wurde hauptsachlich bei Anwesenheit

von Doxycyclin im Medium beobachtet.

a)

Abbildung 3-8: Vergleich der Effizienz von Induktionszeitpunkten und Dauer bei Tet451 transfizierten
Spharen. Zu sehen sind jeweils ein lichtmikroskopisches Bild und rechts davon das dazugehdrige Bild unter
dem Fluoreszenzmikroskop immer in 10x Vergroferung. Die Bilder wurden in Hanging-Drop Kultur (frei
schwimmend) gemacht. Alle Spharen sind Tet 451 transfiziert. In a) sieht man eine nicht-induzierte Sphare
mit wenigen freien Zellen. In b) sieht man eine prainduzierte Sphare mit einem kleinen Saum an
freischwimmenden Zellen. In c) befindet sich eine dauerinduzierte Sphare mit vielen freien Zellen. In d) sieht

man eine spatinduzierte Sphare mit vielen freien Zellen.

Abbildung 3-9: Vergleich der Effizienz von Induktionszeitpunkten und Dauer bei TetC transfizierten
Spharen. Zu sehen sind jeweils ein lichtmikroskopisches Bild und rechts davon das dazugehdrige Bild unter

dem Fluoreszenzmikroskop immer in 10x VergréRerung. Die Bilder wurden in Hanging-Drop Kultur (frei
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schwimmend) aufgenommen. Alle Spharen sind TetC transfiziert. In a) sieht man eine nicht-induzierte
Sphare mit wenigen freien Zellen. b) zeigt eine prainduzierte Sphare mit wenigen freien Zellen. In ¢) erkennt
man eine dauerinduzierte Sphare mit einigen freien Zellen. In d) befindet sich eine dauerinduzierte Sphare mit

vielen freien Zellen.

Abbildung 3-10 Vrgleich nct transfiziertr A172 Zellen bei Anwesenheit von Doxycyclin im Medium:
Diese lichtmikroskopischen Bilder wurden in 10x VergroRerung in Hanging-Drop Kultur (frei schwimmend)
aufgenommen. Beide Spharen sind nicht transfiziert, also native Zellen aus der A172 Zelllinie. Beide wurden
in Vollmedium inkubiert, jedoch wurde dem Medium der Sphare in a) 20ug Doxycyclin zugesetzt. In b)

befindet sich die Zelle in Vollmedium ohne Doxycyclin. In beiden Fallen kam es zur Spharenbildung.

3.3.1.3 PCR Ergebnisse zum Tet-on System
In der PCR zeigt sich keine signifikante Erhéhung der miRNA-451 nach 2 Tagen

Doxycyclin Induktion in den Proben. Es konnte keine erhdhte miR-451 Expression

detektiert werden. Das Tet-on System erweist sich somit als ineffizient.
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Abbildung 3-11 qRT-PCR Ergebnis von transduzierten A172 Zellen 2 Tage nach Induktion mit
Doxycyclin: es gibt keine signifikante Erhohung der miRNA451 in den 451 transduzierten Zellen. Die Werte
wurden auf die unbehandelten Zellen bezogen.

3.3.2 Ergebnisse zur Transfektion mittels Lipofectin System
Anhand der Konzentrationsversuche (siehe 2.5.2.2), entschied man sich sowohl

fur die Hanging-Drop-Spharen als auch fur die Zellen eine Konzentration von
100nM Mimic (451, DY547) und 2,5l Lipofectin pro ml Volumen an Medium. Der
Nachweis Uber erfolgte Transfektion aufgrund der Fluoreszenzkontrolle wurde
aulBerdem mittels gRT-PCR bestatigt. Aber zunachst wurde die Aufnahme des
Mimics mittels Fluoreszenzmikroskop optisch begutachtet und beurteilt. Dabei
zeigte sich die beste Fluoreszenzfarbung bei einer Konzentration von 100nm
(Abb.3-12).
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Abbildung 3-12 Konzentrationsreihe von DY-547 an Zellen: a) zeigt eine Konzentration von 100nM; b)
sind 0,15nM; c¢) zeigt 0,04nM; d) sind 0,015nM.

3.3.2.1 Transfektion der Zellen
Die Transfektion der Zellen schien aufgrund der starken Fluoreszenz erfolgreich

gewesen zu sein. Nahezu alle Zellen waren fluoreszent wenn sie mit dem DY547
Mimic transfiziert wurden (Abb. 3-13).
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Abbildung 3-13: A172 Zellen 2 Tage nach Transfektion: Alle Bilder wurden in 10x VergréRerung
aufgenommen. Die Zellen wurden in dieser Zeit in einem 6-Well als Monolayer mit Vollmedium inkubiert. Das
linke Bild zeigt jeweils eine lichtmikroskopische Aufnahme und rechts dazu befindet sich die
Fluoreszenzaufnahme. In a) befinden sich A172 Zellen welche 2 Tage zuvor mit dem DY547 Mimic transfiziert
wurden. Der Erfolg der Transfektion wird in b) durch die starke Fluoreszenz der Zellen bestatigt. In c) sieht

man unbehandelte A172 welche als Kontrolle dienten. Unter Fluoreszenz d) ist keine Fluoreszenz zu sehen.

3.3.2.2 Transfektion der Spharen
Die Transfektion der Spharen war erfolgreich. Alle Spharen die mit dem DY547

Mimic transfiziert wurden zeigten eine starke Fluoreszenz. Auch die aus den

Spharen auswachsenden Zellen waren fluoreszent (Abb.3-14)
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Abbildug 341 Tage nach Transfektion: Alle Bilder wurden in 10x
VergréRerung aufgenommen. Die Spharen wurden in dieser Zeit einzeln in einem 6-Well mit Vollmedium
inkubiert. Das linke Bild zeigt jeweils eine lichtmikroskopische Aufnahme und rechts befindet sich die
Fluoreszenzaufnahme. In a) befinden sich Spharen welche 2 Tage zuvor mit dem DY547 Mimic transfiziert
wurden. Unter Fluoreszenzlicht b) zeigt sich eine kraftige Farbung der Sphare und der auswachsenden
Zellen. c¢) zeigt unbehandelte Spharen als Kontrolle. Bei Fluoreszenzlicht d) ist eine schwache

Eigenfluoreszenz der Sphare zu sehen. Die auswachsenden Zellen sind nicht fluoreszent.

3.3.2.3 Transfektion von organtypischen Kulturen
Die Transfektion von organtypischen Kulturen war erfolgreich. Die Fluoreszenz

war ahnlich stark ausgepragt wie bei den Zellen und den Sphéaren. (Abb.3-15)
Jedoch zeigten die OTCs eine nicht unerhebliche Eigenfluoreszenz, vermutlich

u.a. bedingt durch die Gewebedicke.
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bbildung 3-15 Organtypische Kulturen de nach Transfektion: Alle Bilder wurden in 10x
VergréRerung aufgenommen. Jeweils links befinden sich die lichtmikroskopische Aufnahme und rechts die
dazugehorige Fluoreszenzaufnahme. Aufgrund der Gewebedicke wurde bevorzugt im Randbereich
fotografiert. Die OTCs wurden im Rollertube mit 750ul OTC-Medium kultiviert und auch so fotografiert. a) zeigt
die Aufnahme einer OTC 2 Tage nach Transfektion mit dem DY547 Mimic. Der Erfolg der Transfektion wurde
durch eine kraftige Farbung b) bestatigt. Aufgrund der Gewebedicke kann nur eine Ebene gezeigt werden.
Darunterliegende Zellen konnten so mitunter nicht fokussiert werden. Die unteren Bilder zeigen die Kontrolle
in licht- ¢) und fluoreszenzmikroskopischer d) Sicht. Auch hier ist lediglich eine schwache Eigenfluoreszenz

sichtbar.

3.3.2.4 PCR Ergebnisse zum Lipofectin System
Im Folgenden werden die PCR Ergebnisse zum Lipofektin System gezeigt. Diese

wurden als gRT-PCR mit dem LC-480 von Roche erstellt. Alle Ergebnisse werden
als 2N-ddCT] dargestellt. Im Zuge der Analyse wurden auch die Schmelzkurven

uberpraft. Als Abgleich fur die Werte wurde der Spike-in 39-3p herangezogen.

3.3.2.4.1 PCR Ergebnis zur Transfektion von A172 Zellen
Die PCR zeigt eine signifikante Erhéhung der miRNA-451.
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Abbildung 3-16 qRT-PCR Ergebnis zur Transfektion der A172 Zellen: Es gibt eine signifikante Erhéhung
der miRNA-451 nach Transfektion. Hier wurde diese Erh6hung bereits nach einem Tag nachgewiesen. Das
DY547 Mimic wurde hier als Scramble benutzt. Bezogen wurden die Werte auf den Wert der miRNA-451 in
unbehandelten Zellen.

3.3.2.4.2 PCR Ergebnis zur Transfektion von Hanging-Drop Sphéren
Die PCR zeigt eine signifikante Erhéhung der miRNA-451 in Hanging-Drop

Spharen nach Transfektion.
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Abbildung 3-17 gqRT-PCR Ergebnis zur Transfektion der Hanging-Drop Spharen: Dargestellt ist die
miRNA-451 Expression nach Transfektion von Hanging Drop Sphéren einen Tag nach Transfektion. Das DY
547 Mimic wurde als Scramble verwendet. Die Skala ist logarithmisch dargestellt. Die Expression wurde auf

die unbehandelten Spharen bezogen.

3.3.24.3 PCR Ergebnis zur Transfektion von organtypischen
Kulturen
Nach Transfektion zeigt die PCR eine signifikante Erhohung der miRNA-451 in

den OTCs. Damit wurde gezeigt, dass das Mimic genauso von normalem

Hirngewebe aufgenommen wird.
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Abbildung 3-18 qRT-PCR Ergebnis zur Transfektion der OTCs: Dargestellt ist die mMiRNA-451 Expression
2 Tage nach Transfektion. Auch hier wurde das DY 547 Mimic als Scramble verwendet. Die Skala ist auch
hier logarithmisch. Die Expression wurde in Relation zur unbehandelten OTC gesetzt.

4 Diskussion

Aufgrund der Uberaus schlechten Prognose bei der Glioblastom Erkrankung, trotz
Radio/Chemotherapie, ist es Uberaus wichtig an neuen Therapiemdglichkeiten zu
arbeiten. Derzeit sind die miRNAs in der gesamten Forschungswelt in den Focus
geruckt. Dennoch besteht auch bei Bestatigung eines Effektes in vitro das
Problem des therapeutischen Zugangs. Man muss bedenken wie man die miRNA
verpackt und welcher Zugang z.B. intravends, oral, intrathekal usw. effektiv und
Uberhaupt technisch moglich ist. Diese Arbeit befasst sich dabei nur mit der
Einbringung der miRNA in ein in vitro Modell. Gerade das Tet-System ist fur den
klinischen Einsatz véllig unbrauchbar und hat den Charakter eines reinen in vitro
Systems. Das Lipofectin-System ist in seiner vorgestellten Form allerdings viel zu
unspezifisch. Durch die Transduktion mit Lipofectinen wird die miRNA praktisch
von jeder Zelle in hohem Mall aufgenommen, was einen systemischen Zugang

erheblich erschwert. Auch eine Transfektion von Spharen auf einer OTC, also
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eines Tumormodells, ware bedenklich. Das miR-451 Mimic wirde namlich sowohl
von den Tumorzellen als auch von den Zellen der OTC gut aufgenommen werden.
Die Aufnahme des Mimics von Zellen der OTCs wurde in dieser Arbeit unter
anderem auch gezeigt. Trotzdem ist dieses System mit geeigneter Modifikation fur
einen klinischen Einsatz denkbar. Durch die Modifikation der Oberflache wie am
Beispiel von Nanopartikeln (39) kann eine hohere Spezifitat erzielt werden. Auch
die Art der Applikation hat Einfluss auf die Aufnahme. Denkbar ware z.B. eine
Injektion in das Liquorsystem oder direkt in den Tumor selbst im Sinne einer
Brachytherapie. Dafur ist allerdings noch weiterer Forschung notwendig. Es gibt
aber durchaus schon vielversprechende Studien zur therapeutischen Anwendung
von miRNAs. Das miRNA-122 Antagomir Miravisen ist derzeit in einer Phase 2
Studie. Miravisen hemmt miRNA-122, welche eine wichtige Rolle bei der
Reproduktion des Hepatitis-C-Virus spielt (40).

Es bleibt zu erwahnen, dass es nicht Ziel dieser Arbeit war einen therapeutischen
Nutzen der miRNA-451 nachzuweisen. Dies ist Gegenstand weiterer Forschung
und wurde z.T. auch schon gezeigt (16, 21, 41).

In dieser Arbeit wurde ein effizientes Protokoll zur Kryopreservation von Hanging-
Drop-Spharen gezeigt. Dieses Protokoll ist nahezu gleich dem Protokoll, welches
auch fir die einzelnen Zellen verwendet wird. Trotzdem ist aufgrund der
morphologischen Anomalien bei aufgetauten Spharen dazu anzuraten, die
Spharen frisch herzustellen. In dieser Arbeit konnte nicht untersucht werden
warum sich die Zellmorphologie verandert hat. Eine Moglichkeit ist der Einfluss
von DMSO auf die Zellen der Sphare. DMSO wird im Einfriermedium verwendet
und auch bei den Einzelzellen. Doch moglicherweise wird dieses nach Auftauen
aus den Spharen nicht vollstdndig ausgewaschen. Der Einfluss von DMSO auf
den Zellzyklus wurde bereits mehrfach beschrieben(42) (43). Hier wurde unter
anderem gezeigt, dass DMSO einen Einfluss auf die Proliferation bestimmter
Zellen hat. Die Proliferation wird dabei durch einen Zellzyklusarrest in der G1
Phase beeinflusst, unter anderem durch eine Inaktivierung von Rb-Kinasen wie
den Cyclin-abhangigen Kinasen 4 und 6 (CDK4, CDK®6). Die Differenzierung wird
z.B. durch die Suppression bestimmter Marker wie CD20 erreicht. Aber welcher
Grund auch immer fiir die veranderte Morphologie verantwortlich ist bleibt offen.
Die Verbindung einer DiO-gefarbten Hanging-Drop Sphare mit einer

organtypischen Kultur ermdglicht eine standige Beobachtung der Vorgange, ohne
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das Gewebe abzutoten. Es wurden hier zwei Methoden vorgestellt diese
Verbindung durchzufihren. Wird die Sphare auf eine organtypische Kultur
aufgebracht welche bereits mit Plasma und Thrombin fixiert wurde zeigten sich
schlechtere Ergebnisse als bei Verwendung einer frischen OTC (Abb. 3-4). Es
konnte kaum ein Auswachsen von Tumorzellen aus der Sphare beobachtet
werden. Die liegt vermutlich daran, dass die Sphare auf dem Plasma/Thrombin
anwachst und nicht auf der OTC selbst. Es ist zu vermuten, dass die Tumorzellen
diese Barriere nicht ohne weiteres Uberwinden kénnen und die OTC selbst so gar
nicht erreichen. Mit der zweiten Methode wurden weit bessere Ergebnisse erzielt
(Abb. 3-5) Die Spharen wurden hier zusammen mit der OTC von
Plasma/Thrombin fixiert. Dadurch hat die Sphare auch einen direkten Kontakt zum
Gewebe der OTC. Ein weiterer Vorteil besteht in der Mdglichkeit eine grofRe
Anzahl davon herzustellen. Leider ist es aber nicht moglich einzelne migrierende
Tumorzellen im Gewebe zu erkennen. Mit der Etablierung einer besseren Farbung
oder mit einer Reduktion der Gewebedicke der OTC kdnnte dieses Problem
womoglich gelost werden. In diesem Model konnte man die humanen Zellen
beispielsweise mit human-spezifischen AKs anfarben. Dann kdnnte auch beurteilt
werden wie schnell und weit eine Tumorzelle in einer bestimmten Zeit migriert.
Selbstverstandlich ist dieses Modell auch nur ein 2D-Modell, weshalb die
Beurteilung von Migration und Proliferation raumlich eingeschrankt ist.

Es ist zu bemerken, dass es sich bei diesem Modell um eine Verbindung von
menschlichen (A172 Zelllinie) und tierischen (Ratten-OTC) Gewebe handelt. Es ist
zwar nicht zu erwarten, dass diese Tatsache Probleme verursacht, es ist aber
auch nicht auszuschlieen. Deshalb ware es moglicherweise von Vorteil diese
Methode auch mit einer Tumorzelllinie einer Ratte zu etablieren. Die Rattengliom
Zelllinie C6TL ware fur einen solchen Ansatz denkbar (44). In den PCR Analysen
zeigen sich bei allen Transfektionen signifikante Erh6hungen der miRNA-451. Das
Lipofectin ist demnach effizient flr die Einbringung von miRNA. Die Analyse der
Hanging-Drop Spharen zeigt eine geringere Erhéhung der miRNA-451 als bei den
Zellen. Moglicherweise ist das Mimic nicht fahig die Zellen im Inneren der Sphare
zu erreichen.

Die PCR an den OTCs zeigt eine sehr starke Erhéhung der miRNA-451 an. Dieser
Versuch wurde jedoch aufgrund von Zeit und Materialmangel auch nur einmal

durchgefuhrt. Ohnehin ist die Aussagekraft begrenzt, da die einzelnen OTCs
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unterschiedlich zueinander sind und deshalb moglicherweise auch unterschiedlich
viel miRNA-451 enthalten. Die PCR zeigt aber, dass Spharen die im Rahmen
eines Tumormodells auf die OTCs aufgesetzt werden bereits transfiziert sein
muissen. Denn sollte das gesamte Tumormodell mit Lipofektinen behandelt
werden, so wurden auch die OTCs grol3e Mengen der miRNA-451 aufnehmen.
Das Tet-System zeigt keine signifikante Erhohung der miRNA-451 in der PCR.
Dieses System erwies sich als ineffizient und umstandlich. Aulderdem ist bis jetzt
noch immer unklar warum nur ein Teil der transduzierten Zellen nach Induktion
eine Fluoreszenz aufwies, obwohl diese Puromycin resistent und somit erfolgreich
transduziert waren.

Obwohl in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass das Lipofectin-System einfacher und
effizienter ist, sollte man das Tet-on System nicht ganzlich vergessen. Es ware
mehr Zeit erforderlich gewesen um dieses System zu etablieren und eine gute
Effizienz zu erreichen. Das Tet-on System hatte in vitro durchaus Vorteile. Gerade
bei dem vorgestellten Tumormodell ware dessen Einsatz denkbar gewesen. Durch
Aufbringen einer Hanging-Drop-Sphare aus Tet451 transduzierten Zellen auf eine
OTC ware es moglich gewesen, die Tumorzellen mit Doxycyclin zu aktivieren
ohne die Zellen der OTC zu beeinflussen.

Insgesamt ist eine Diplomarbeit zeitlich und ressourcentechnisch begrenzt. Viele
Aspekte bedirfen weiterer Forschung. Doch vielleicht dient die Etablierung der
hier vorgestellten Methoden zukunftiger Forschung als Basis und hilft so bei der

Erarbeitung einer neuen Therapie fur das Glioblastom.
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6 Appendix

6.1 Hergestellte Reagenzien
1) Vollmedium

o 500ml Dulbecco’s modified Eagles Medium (DMEM) (Sigma Aldrich)
o 55ml fetal bovine serum
o 5,5ml Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)

o 5,5ml P/S Puromycin/Streptomycin

2) OTC-Medium
o 500ml Basal medium eagle (BME)
o 100ml Hank’s balanced salt solution (HBSS)
o 100ml horse serum
o 2ml Glutamin

o 4ml Glucose 65%

3) Phosphat-buffered-saline (PBS-Puffer)
o 80g NaCl
o 2gKCL
o 14,4g Na;HPO,4 +2H,0 (Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat)
o 2g KH,PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
Wird anschlieBend auf 1L doppelt destilliertes Wasser aufgefullt und
mittels Zugabe von NaOH auf einen pH von 7,4 eingestellt. Fir die

Verwendung in der Zellkultur wurde dieser Puffer dann autoklaviert.
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6.2 Auswertung der SpharengréBBen tliber das IMARIS-Programm

(Siehe 3.1.2)
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