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ABSTRACT 

Glioblastoma (GBM) is the most   common and   aggressive   malignant   primary   brain   

tumor in humans. Despite of advances in medical management of solid tumors, the mortality 

rates of GBM patients remain high, which urge for a better understanding of GBM 

pathogenesis and improvement in its therapeutic strategy. Hypoxia has been correlated with 

the aggressive form of glial tumors, their poor prognosis and resistance to various therapies. 

MicroRNAs (miRNAs) have emerged as key players in cellular transformation and 

tumorigenesis and have shown great potential for cancer diagnostics and therapeutics. The 

present study is based on previous studies from our lab showing alteration in the miRNA 

profile in GBM cell line U87MG in response to severe hypoxia. Here, we take forward our 

previous studies to identify hypoxia regulated miRNAs that play critical role in hypoxia 

signalling and studying its clinical implications. A total of sixteen miRNAs were further 

validated by qRT-PCR and nine were found to be hypoxia regulated in GBM cells. Among 

these, miR-196a was found to be highly induced in response to hypoxia in a HIF dependent 

manner. miR-196a was also found to be significantly up-regulated in TCGA-GBM and 

Indian GBM patient cohorts. The high expression of miR-196a was shown to be associated 

with poor prognosis in GBM patients. We did functional characterization of miR-196a in 

GBM cell lines, U87MG and A172 using both and inhibition and overexpression approach in 

normoxia as well as hypoxia. miR-196a overexpression was found to induce cellular 

proliferation, migration and colony forming potential and inhibit apoptosis in U87MG and 

A172 cell lines while miR-196a inhibition using anti-miR-196a showed opposite results 

suggesting oncogenic role of miR-196a in GBM. We further identified targets of miR-196a 

using a combination of bioinformatic and biochemical approaches. Notably, we found that 

miR-196a not only downregulates tumor suppressor genes but may also be involved in up-

regulating the levels of specific oncogenes. We further unveiled that NRAS, AJAP1, TAOK1 

and COL24A1 are direct targets of miR-196a. Our study also reported complex competitive 

regulation of oncogenic NRAS by miR-196a, miR-146a and let-7g in GBM. Analysis of 

microarray gene expression data obtained by miR-196a inhibition under hypoxia elucidated 

the role of miR-196a in HIF, Calcium Adhesion, Wnt and Cell Adhesion pathways. 

Interestingly, miR-196a was found to positively regulate the expression of various genes 

involved in induction or stabilization of HIFs and maintenance of hypoxic conditions, thereby 

suggesting the existence of an indirect miR-196a/HIF positive loop under hypoxia. Overall,  
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our work identifies novel axis of HIF-1/miR-196a/NRAS in GBM and suggests its prognostic 

and therapeutic significance.  
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सार 

ग्लियोब्लास्टोमा (जीबीएम) मनुष्ोों में सबसे आम और आक्रामक घातक प्राथममक बे्रन टू्यमर है। ठोस 
टू्यमर के मिमकत्सा प्रबोंधन में प्रगमत के बावजूद, जीबीएम रोमगयोों की मृतु्य दर उच्च बनी हुई है, जो 
जीबीएम रोगजनन की बेहतर समझ और इसकी मिमकत्सीय रणनीमत में सुधार के मिए आग्रह करते हैं। 
हाइपोग्लिया को िायि टू्यमर के आक्रामक रूप, उनके खराब रोग का मनदान और मवमिन्न उपिारोों 
के प्रमतरोध के साथ सहसोंबद्ध मकया गया है। सूक्ष्म आरएनए (miRNAs) सेिुिर ट्ाोंसफॉमेशन और 
टू्यमरजेमनमसस में प्रमुख ग्लखिाडी के रूप में उिरे हैं और कैं सर मनदान और उपिार के मिए काफी 
सोंिावनाएों  मदखाई हैं। वततमान अध्ययन गोंिीर हाइपोग्लिया के जवाब में जीबीएम सेि िाइन U87MG 
में miRNA प्रोफाइि में पररवततन मदखाने वािी हमारी िैब से मपछिे अध्ययनोों पर आधाररत है। यहााँ, 
हम हाइपोग्लिया मवमनयममत miRNAs की पहिान करने के मिए अपने मपछिे अध्ययनोों को आगे 
बढाते हैं जो हाइपोग्लिया मसग्नमिोंग में महत्वपूणत िूममका मनिाते हैं और इसके नैदामनक प्रिाव का 
अध्ययन करते हैं। कुि सोिह miRNAs को आगे कू्यआरटी-पीसीआर द्वारा मान्य मकया गया था और 
नौ जीबीएम कोमशकाओों में मनयोंमित हाइपोग्लिया पाए गए थे। इनमें, एमआईआर-196ए (miR-196a) 
को एिआईएफ मनितर तरीके से हाइपोग्लिया के जवाब में अत्यमधक पे्रररत पाया गया। miR-196a को 
टीसीजीए-जीबीएम और िारतीय जीबीएम रोगी सहकममतयोों में िी काफी हद तक मनयोंमित मकया गया। 
miR-196a की उच्च अमिव्यग्लि को जीबीएम रोमगयोों में खराब रोगमनरोध से जुडा हुआ मदखाया गया 
था। हमने दोनोों जीबीएम सेि िाइनोों, U87MG और A172 मे miR-196a के कायातत्मक िक्षण वणतन 
और नॉरमोग्लिया के साथ-साथ हाइपोग्लिया में मनषेध और ओवरएके्प्रशन दृमिकोण का उपयोग मकया। 
miR-196a अमिव्यग्लि में वृग्लद्ध A172 और U87MG सेि िाइनोों मे  मेंसेिुिर प्रसार, माइगे्रशन और 
कॉिोनी बनाने के मिए सोंिामवत पाया गया था और एपोप्टोमसस को कम करने के मिए पाया गया था, 

जबमक miR-196a ने एों टी-miR-196a का उपयोग करते हुए मवपरीत पररणाम मदखाए थे, जीबीएम में 
miR-196a की ऑन्ोोजेमनक िूममका का सुझाव मदया था। हमने आगे जैव-रासायमनक और जैव-
रासायमनक दृमिकोणोों के सोंयोजन का उपयोग करके miR-196a के िक्ष्ोों की पहिान की। मवशेष रूप 
से, हमने पाया मक miR-196a न केवि टू्यमर शमन जीन को डाउनगे्रड करता है, बग्लि मवमशि 
ऑन्ोजेन्स के स्तर को मवमनयममत करने में िी शाममि हो सकता है। हमने आगे खुिासा मकया मक 
NRAS, AJAP1, TAOK1 और COL24A1 miR-196a के प्रत्यक्ष िक्ष् हैं। हमारे अध्ययन ने जीबीएम 
में miR-196a, miR-146a और let-7g द्वारा ऑन्ोजेमनक NRAS के जमटि प्रमतस्पधी मवमनयमन की 
िी सूिना दी। हाइपोग्लिया के तहत miR-196a मनषेध द्वारा प्राप्त माइक्रोएरे जीन अमिव्यग्लि डेटा का 
मवशे्लषण HIF, कैग्लशशयम आसोंजन, डबू्ल्यएनटी और सेि आसोंजन मागों में miR-196a की िूममका को 
स्पि करता है। मदििस्प बात यह है मक miR-196a को HIF की पे्ररण या ग्लथथरीकरण और हाइपोग्लिक 
ग्लथथमतयोों के रखरखाव में शाममि मवमिन्न जीनोों की अमिव्यग्लि को सकारात्मक रूप से मवमनयममत करने 
के मिए पाया गया था, मजससे हाइपोग्लिया के तहत एक अप्रत्यक्ष miR-196a / HIF पॉमजमटव िूप के 
अग्लस्तत्व का सुझाव मदया गया था। कुि ममिाकर, हमारा काम जीबीएम में HIF-1 / miR-196a / 
NRAS के उपन्यास अक्ष की पहिान करता है और इसके पूवातनुमान और मिमकत्सीय महत्व का सुझाव 
देता है। 
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PARP poly-ADP ribose polymerase 
PAS Per-Arnt-Sim 
PBS Phosphate Buffer Saline  
PBST Phosphate Buffer Saline with Tween-20 
PCR Polymeraase Chain Reaction 
PDGFRA Platelet Derived Growth Factor Receptor 
PE Phycoerythrin 
PET Positron emission tomography  
PET membrane Polyethylene Terephthalate membrane 
PHDs prolyl-hydroxylases  
PI3K phosphoinositide 3-kinase 
PIPES piperazine-N,N′-bis(2-ethanesulfonic acid) 
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 
PPARγ Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
pri-miRs primary-miRNAs 
PTEN Phosphatase and tensin homolog 
PUMA p53 up-regulated modulator of apoptosis 
qRT-PCR Quantitative Reverse Transcription-PCR 
qPCR Quantitative real-time PCR  
RECK     Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs 
RhoA Ras homolog gene family, member A  
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RNA Ribonucleic acid 
ROCK Rho-associated coiled-coil kinases 
ROS Reactive oxygen species 
RT Room Temperature 
RNA Ribonucleic Acid 
RUFY3 RUN And FYVE Domain Containing 3 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
shRNA short hairpin RNA 
SLC12A5 Solute carrier family 12 member 5 
sRNA-Seq Small RNA Sequencing(deep sequencing) 
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3  
STY1 Synaptotgamin 1 
TAOK1 Thousand and One Amino Acid Protein Kinase 1 
TARPB2   TAR RNA-BINDING PROTEIN 2 
TCEAL7 Transcription Elongation Factor A Like 7 
TCGA The Cancer Genome Atlas 
TEAD3 TEA domain transcription factor 3  
TGF-β Transforming growth factor beta 
TIMP3 TIMP Metallopeptidase Inhibitor 3 
TMZ Temozolomide 
TRANSFAC  TRANScription FACtor database 
TWIST1 Twist-related protein 1  
TWIST2 Twist Family BHLH Transcription Factor 2) 
UBE2C    Ubiquitin-conjugating enzyme E2C 
UTR Untranslated Region 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
VHL Von Hippel- Lindau 
WHO World Health Organization 
XPO5    Exportin-5 
ZEB 1 Zinc finger E-box-binding homeobox 1 
ZEB 2 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 
ZMYND11 Zinc Finger MYND-Type Containing 11 
3D  

 

Three Dimensional 
7-AAD 7-Aminoactinomycin D 
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