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Abstract. ����������� ��� ������ ������� ������� �� ����-����������� ��� ������ ������� ������� �� ����-
������ 10 (�TEN) �� � �u��� �u�������� ���� ���� ���u��� 
���� ��������� by ����b����� ��� �I3K/Ak� ��������� ����w�y. 
G���b������� (GBM) �� � b���� �u��� ���� �� ��������� �� ����-
diation and chemotherapy and, thus, is difficult to cure. GBM 
����-��k� ����� (GSC�) ��v� b��� ���������� �� � ��u�� �f ���� 
����������. �����RNA (��RNA/��R) ����b��� ��� �x�������� 
�f ��������. T�� �bj����v� �f ��� ������� ��u�y w�� �� ������fy 
��RNA� ���� ������ �TEN, w���� ���u��� ���������, �� ����-
�������-��������� GSC�. W��� ��� �x�������� �f ��RNA� w�� 
�x������ �� GSC� ���������� �� 60 Gy u���� ��� �u��� GBM 
A172 ���� ����, ��� �x�������� �f �TEN-��������� ��R-17-5�, 
-19�-3�, -19b-3�, -21-5�, -130b-3�, -221-3� ��� -222-3� w�� 
significantly higher in irradiated GSCs than in non‑irradiated 
�����, ��� ��� �TEN �x�������� ��v���, �� ��v����� by ���u-
����������, w��� ��w�� �� ��� ���������� GSC� ���� �� ��� 
���-���������� �����. T���� ���u��� �u������� ���� ��� �x����-
���� �f �TEN w�� �u�������� ����u�� ��� �v���x�������� �f 
�TEN-��������� ��RNA� �� GSC� f����w��� �����������.

Introduction

G���b������� (GBM) �� ��� ���� ��������� ������� ���v�u� 
�y���� �u���. GBM �� �y������y ������� w��� � ���b������� �f 
�u����y, �����������y ��� �����������y; ��w�v��, ��� �ff��� 
�f ���� ��������� �� ��� �����f�����y w��� ������ �� ���������. 
GBM �� ����������z�� by � ������ ���������� �� �����������v� 
�����������y ��� �����������y. T�� ��u�� �f ���� ���������� 
��y b� ������� �� GBM ����-��k� ����� (GSC�).

����������� ��� ������ ������� ������� �� ������-
���� 10 (�TEN) �� � �u��� �u�������� ���� ����b��� ��� 
�I3K/Ak� ����w�y. �TEN ����������y����� ��� �������� 
���� D3 �������� �f ��� �ub������, �I�3, ��� �����f��� �� �� 
��� ���� ���b����, w���� ����b��� ��� ����v����� �f ���� 
�����f�������-���u���� Ak� ��� ���u��� ���� ��������� (1,2). 
T�� �I3K/Ak� ����w�y w�� ���v��u��y ���w� �� b� �b���-
����y �������� ��� ����b���� ��������� �� ��������� �u���� 
�� w���� �TEN w�� ������� ��� �u�����, ��� ���� �������� 
���� �����f������� ��� ��� ������� �f ����� b������� �����-
���� ��� ��������� �� ����������� ��� �����������y (3-6).

Nu����� ��v����� ��� �������� ��v� f��qu����y b��� �������� 
�� GBM ����u� �f �������� ��������� �� ��v� � �u�v�v�� ���� �f 
shorter than one year, and tumors were found to rapidly infil-
����� ��� �u���u����� ����u� ��� ����������� �� ��� �����x (7). 
A ���v��u� ��u�y �������� ���� �����RNA� (��RNA�/��R) 
were complementarily bound to a specific target nucleotide 
�f ��� 3'-u����������� ������ (UTR) �f �RNA ��� ����b���� 
��� �x�������� �f �RNA ��� ������� (8). S�������y ��RNA� 
(����u������ ��RNA�) ��y b� ������� ���������y, �� ���y 
��� ��b����� �� ��� ����u��� v������� �f �x������ ��� ��� 
then secreted so that they are stable in body fluids, such as 
blood and cerebrospinal fluid, and analyzable in histopatho-
������� ������������.

T�� �������� �f GSC� ��������� �� GBM ����u� ��� 
recently been identified as a factor involved in the develop-
���� �f ���������� �� GBM ���������� (9-11). GSC� ��v� b��� 
�������� ����� ����� ���� ��� ������v� f�� ��� �u�f��� ������� 
��u���� �f ��ff����������� (CD)133, �� w��� �� ���� ���u������ 
�����. GSC w��� ���v��u��y ���w� �� b� ��������� �� ����-
������� ��� �����������y, �� ���y ��� �� ��� G0 ����� �f ��� 
���� �y���, w���� ����� �� ��� ���u������ �f �u���� (10,12). 
M����u��� �������� ��������� ���� ������ GCS� ��� �TEN ��� 
��w b���� ��v��������� (13-15); ��w�v��, ��� ��������� ����� 
��v��������� �� ����� ��u���� ��� ��w�� ���� ����� u��� f�� 
������ ������y �� � �������� �������.

T�� ������� ��u�y ����yz�� ��RNA� �� GSC� ���������� 
�� � ���� (����� 60 Gy) ������� �� �������� �������� �� ���u�� 
��������� �� GSC�, w���� ��� ��������� �� ����������� ��� 
��u�� ���u������. T�� �bj����v� �f ���� ��u�y w�� �� ������fy 
��RNA� ���� �������� �TEN, w���� ���u��� ��������� �� 
�����������-��������� GSC�, u���� A172 �����.
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Materials and methods

Cell line and culture conditions. T�� �u��� ����b������� 
A172 ���� ����, w���� w�� ����v�� f��� ��� J������� C����� 
R���u���� B��k (J������� C����� R���u���� B��k, O��k�, 
J����) w�� u��� �� ��� ������� ��u�y. T�� �������� �u��u�� 
����u� ��������� 10% f���� b�v��� ���u� ��� 100 ��/�� 
��������y��� (G�b�� ����������-��������y��� ��qu��; G�b�� 
L�f� T�����������, C����b��, CA, USA) �� Du�b����'� 
modified Eagle's medium Ham/F12 (Sigma‑Aldrich, Ober-
haching, Germany). The cells were incubated at 37˚C with 5% 
���b�� ���x���.

Radiation instrument and radiation conditions. T�� ����� w��� 
���������� w��� 4-MV X-��y� �� � ���� �f 2.00 Gy/��� �v�� � 
25x25‑cm field at a radiation depth of 4.0 cm using a Meva-
���� KD2/50 (T����b�, T�ky�, J����) �� ���� ��������u��. 
T�� ����� w��� �u��u��� f�� 7 � ����� �� �������� �����������. A 
����� �f 2x105 ����� w��� ���������� �� � 10-�� ����. T�� �����-
���� ���������� u��� w��� 2 Gy/��y f�� 5 ��y� �v�� 1 w��k. T�� 
����� w��� ���������� f�� ��x w��k�, u� �� � ����� ���� �f 60 Gy.

Isolation of CD133+/CD133- cells. M������� ���� ������� (M���-
MACS™ S�������� ��� S������� K��; ���. ��. 130-090-312; 
M�����y� B����� G�bH, B������ G���b���, G�����y) w�� 
u��� �� �������� CD133+ ����� f��� CD133- �����. C���� w��� 
��u���� u���� � ���� ������ (Z1™ C�u���� C�u����, B��k��� 
C�u����, B���, CA, USA). T�� �u��u�� b����� �u�b�� �� buff�� 
�� 350 µ�/108 �����. T�� ����� w��� ��b���� u���� ��� CD133 
M����B��� K�� (MACS®; ���. ��. 130-097-049; M�����y� 
B����� G�bH) ���������� CD133/1(AC133)-B�����, ��� ��� 
CD133 M����B��� K�� (�u���; ���. ��. 130-050-801; M�����y� 
B����� G�bH), ���������� �� F� ��������-b���k��� �������, 
��� ����-b����� M����B���� �� buff��. T�� ���u���� w�� ������ 
onto the column and set in the magnetic field of the separator 
��� ��� u���b���� (CD133-) ����� w��� �x�������. T�� CD133-
��b���� (CD133+) ����� w��� ��u��� f��� ��� ���u�� w��� 1 �� 
�u��MACS R������ S��u���� (���. ��. 130-091-222; M�����y� 
B����� G�bH). T�� ��������� CD133- ��� CD133+ ����� w��� 
��u����.

miRNA extraction and polymerase chain reaction (PCR). 
S���� RNA-�������� RNA (500 ��/µ�) w�� �������� f��� ��� 
����� u���� ��� ��RN���y ����� k�� (Q����� I��., V�������, 
CA, USA). R�v���� ������������� ��� qu��������v� �CR w��� 
���f����� u���� ��� RT2 ��RNA �CR A���y �u��� b���� 
������ (�������u� ��. MIHS-108ZA-12; Q����� I��.), ��� 
�� ABI �RISM 7000 ��qu���� ��������� �y���� (A������ 
B���y�����, T�ky�, J����) w�� u��� u���� ��� f����w��� 
cycling conditions: 1 cycle at 95˚C for 15 min, followed by 
40 cycles at 94˚C for 15 sec, 55˚C for 30 sec and 70˚C for 
30 ���. C��������v� C� ����y��� (2-ΔΔCT) w�� u��� �� ������fy 
� ��� �f 86 �RNA� ���� w��� ��ff���������y �x������� b��w��� 
���������� ��� ���-���������� CD133+ �����. M���u������� 
w��� �������� �� ����������.

Fluorescent immunohistochemistry. CD133+ cells were fixed 
�� 10% f��������y�� f�� 1 �. T���� ����� w��� ���ub���� 
w��� �� ����-�TEN ����b��y (1:100; Ab���, C��b�����, MA, 
USA) f�� 1 � �� ���� ��������u��, f����w�� by � ��������y, 

TRITC-���ju����� ����-��bb�� ���u�����bu��� G ����-
b��y (A21428; L�f� T�����������, C����b��, CA, USA) ��� 
b��b��z����� H33342 (D�j���� M����u��� T�����������, I��., 
Kumamoto, Japan) in a humid chamber at 37˚C for 30 min. 
I����� w��� ����u��� �� � ���������� w��� M���X����� 
I���� A���y��� ��f�w��� (M����u��� D�v����, Su��yv���, CA, 
USA). S������� f�� �TEN �x�������� by A��x�F�u�� 594 w�� 
������ u���� � 0-3 �����. S�������� w��� ������ �f 0 �� 1 (�� 
�� �������b�� �u����� �������� �� <0-30% �f GSC) w��� ������-
���� ���u��������v�. S�������� ���� ���w�� �� ������������ 
(b���������) ����� �f 2 (w��k �� �������� �u����� �������� �� 
<30-60% �f GSC�) w��� ���������� �qu�v����. S�������� 
w��� � ����� 3 (������ �������� �u����� �������� �� >60% �f 
GSC�) w��� ���������� ���u��������v�.

Statistical analysis. Data were tested for significance using 
����y��� �f v�������, ���f����� u���� ��S����� ��RNA �CR 
A���y D��� A���y��� ��f�w��� (Q����� I��.). �<0.05 w�� 
considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Analysis of miRNA expression in 60-Gy-irradiated CD133+ 
A172 cells. T�� 60-Gy-���������� CD133+ A172 ����� ���w�� 
significant differential expression in 18 miRNAs compared 
w��� ��� ���-���������� �����. T�� �x�������� w�� ��������� 
�� ��� 60-Gy-���������� CD133+ A172 ����� �� ��R-16-5� 
by 5.97 ����� (�=0.0095), �� ��R-17-5� by 11.48 ����� 
(�=0.0054), �� ��R-19�-3� by 66.18 ����� (�=0.000023), 
�� ��R-19b-3� by 34.25 ����� (�=0.0023), �� ��R-21-5� by 
4.99 ����� (�=0.045), �� ��R-24-3� by 4.97 ����� (�=0.024), 
�� ��R-27�-3� by 11.04 ����� (�=0.002), �� ��R-29�-3� 
by 11.75 ����� (�=0.0012), �� ��R-29�-3� by 16.46 ����� 
(�=0.014), �� ��R-96-5� by 16.68 ����� (�=0.028), �� 
��R-101-3� by 12.53 ����� (�=0.005), �� ��R-130b-3� by 
6.92 ����� (�=0.037), �� ��R-137 by 15.65 ����� (�=0.044), 
�� ��R-138-5� by 16.47 ����� (�=0.012), �� ��R-221-3� by 
9.59 ����� (�=0.017), �� ��R-222-3� by 2.72 ����� (�=0.045) 
��� �� ��R-425-5� by 3.6 ����� (�=0.039). T�� �x�������� 
w�� ��������� �� ��� 60-Gy-���������� CD133+ A172 ����� �� 
��R-129-5� by 6.71 ����� (�=0.048) (F��. 1).

Immunohistochemistry. I��u���������� f�� �TEN w�� 
������v� �� ��� ���-���������� A172 CD133+ ����� (������v� 
����, 80%; �����, 3). T�� �x�������� �f �TEN w�� ���k���y 
��������� �� ��� A172 CD133+ ����� f����w��� ����������� w��� 
60 Gy (������v� ����, 10%; �����, 1) (F��. 2).

Discussion

Significant differences were noted in the expression levels 
�f 18 ��RNA� b��w��� ��� 60-Gy-���������� GSC� ��� ��� 
���-���������� ����� �� ��� ������� ��u�y. T�� �x�������� ��v��� 
�f 17 ��RNA� (��R-16-5�, -17-5�, -19�-3�, -19b-3�, -21-5�, 
-24-3�, -27�-3�, -29�-3�, -29�-3�, -96-5�, -101-3�, -130b-3�, 
‑137, ‑138‑5p, ‑221‑3p, ‑222‑3p and ‑425‑5p) were significantly 
higher, while that of miR‑129‑5p was significantly lower in 
��� 60-Gy-���������� GSC� �������� w��� ��� ���-���������� 
�����. Of �����, ��R-17-5�, -19�-3�, -19b-3�, -21-5�, -130b-3�, 
-221-3� ��� -222-3� w��� ���v��u��y ���w� �� ������ �TEN, 
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���������� ���� ��� ���u������ �f �TEN �x�������� ����u�� 
����� ��RNA� ���u��� ��������� �� �u��u��� b���� �u��� 
����� (16-18)

miRNA complementarily binds to a specific nucleotide in 
��� 3'-UTR �f �RNA, ��� ����b��� ������ �RNA ����������� 
��� ������� �x��������. T�� ����b����� �f �TEN �x�������� by 
��� u����u����� �x�������� �f ��R-17-5�, -19�-3� ��� -19b-3� 
�� ��������� �y�������, ������������y��� ��� ��������� 
����� ��� b��� �������� ���v��u��y (19,20), ��� �� ��v���� 

����������� w�� f�u�� b��w��� ��� �x�������� �f ��R-130 
��� �TEN �� ������������ ���� ����� (21). A ���v��u� ��u�y 
���w�� ���� ��R-21 ����� �������� w��� ��R-155 �� � ��w�-
������ ��������� ����w�y �� ���u��� k����� ���� �u���� ��� 
���� �����, ��� ����b���� ��� �x�������� �f ��� ������ �TEN 
��� �DCD4 (22). Fu���������, ��� ��������� �x�������� �f 
��R-221-3� ��� -222-3� ����b���� ���� �f �TEN �� ������ 
cells (16,17). These findings suggest that the expression of 
��R-17-5�, -19�-3�, -19b-3�, -21-5�, -130b-3�, -221-3� ��� 

F��u�� 2. I��u���������� f�� ����������� ��� ������ ������� ������� �� ���������� 10 (�TEN) �� ���-���������� ��� 60-Gy-���������� A172 ��u���� �f 
��ff����������� (CD)133+ �����. T�� �u���� w��� ������� by H������ 33342 (b�u�) ����� ��� �TEN by A��x�F�u�� 594 (T�x�� ���). I����� w��� ����u��� �� 
x200 magnification.

F��u�� 1. A���y��� �f �����RNA (��RNA/��R) �x�������� �� 60 Gy-���������� ��u���� �f ��ff����������� (CD)133+ A172 �����. T�� �x�������� ��v��� �f 
17 miRNAs were significantly higher, while that of miR‑129‑5p was significantly lower in the 60‑Gy‑irradiated glioblastoma stem‑like cells than in the 
���-���������� �����.
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-222-3� �������� ��� ����b���� ��� �TEN �x�������� �� 
��� 60-Gy-���������� GSC� �� ��� ������� ��u�y. I��u���-
������� ���f����� ��� ������z����� �f �TEN �x�������� �� 
��� �u���u�, ��� ��v����� ���� ��� �x�������� w�� w��k�� �� 
��� 60-Gy-���������� GSC� ���� �� ��� ���-���������� �����. 
T�� �������� �f �TEN �� ��� �y������� ��� b��� ���w� 
�� ����b�� ��� ����v����� �f Ak� by ����������y������ �I�3, 
w���� ���u��� ���� ��������� (23,24). H�w�v��, �TEN ��� 
���� b��� f�u�� �� b� �������y ������z�� �� ��� �u���� �f 
u���ff���������� ����� �� ��� ������� G0 �����, ��� �� ����b�� 
���� �����f������� ����u�� �� Ak�-����������� �����u��� 
��������� (18,25,26). �TEN w�� �x������� �� ��� �u���� �f 
��� ���-���������� ��� 60-Gy-���������� GSC� �� ��� ������� 
��u�y, �u�������� ���� ��� �����f������� �f ��� GSC� w�� 
����b���� ����u�� �� Ak�-����������� �����u��� ���������, 
�� w��� ����� ���f-��ff����������� ��� ����������� �b�������, 
w���� ��� �������������� �f GSC�. I� ��������, ��� �x�������� 
�f �TEN w�� w��k�� �� ��� 60-Gy-���������� GSC� ���� �� 
��� ���-���������� �����, w���� ��������� ���� ��� ����b����� �f 
���� �����f�������, ���f-��ff����������� ��� ���f-����������� w�� 
w��k�� �� ��� 60-Gy-���������� GSC�.

�TEN w�� ���v��u��y ���w� �� �u������ �u���� ����u�� 
��� Rb/E2F ��������� ����w�y, ��� �� ������� Rb- ��� 
E2F-������� ��������� ��������� (27), �u�������� ���� ��� 
�u�������� �x�������� �f �TEN �� 60-Gy-���������� GSC� 
����� �� ��� ���������� �� ���������.

Although PTEN has been identified as a protein that induces 
��������� �� �����, ���y � f�w ���������� �u������y ������ ��� 
�TEN �������. T�� �TEN ������� ��y b� ������� �� ���������� 
�� ����� �� ���u�� ��������� �� �����������-��������� GSC�.
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