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Abkürzungsverzeichnis 

 

ADRA1D        Adrenozeptor 1D 

AKT           eng.: alpha serine/threonine-protein kinase 

ATF-1       eng.: activating transcription factor 1 

ATP          Adenosintriphosphat 

Bp                  Basenpaare 

BSA               Bovines Serum Albumin 

CAMP       Zyklisches Adenosinmonophosphat 

CD68       eng.: cluster of differentiation 68 

CDK2/4          eng.: cyclin dependent kinase 

cDNA             Komplementäre Desoxyribonukleinsäure    

CREB        eng.: cAMP responsive element binding protein  

CREM            eng.: cAMP responsive element modulator  

cRNA     komplementäre Ribonukleinsäure 

CTMP   eng.: C-terminal modulator protein 

Cy            Cyanin 

DAPI        4',6’-Diamidin-2-Phenyl-Indol 

DEPC      Diethylpyrocarbonat 

dH2O      Destilliertes Wasser 

DMEM    eng.: Dulbeccos’ modified Eagle’s medium 

DMSO     Dimethylsulfoxid 

DNA              Desoxyribonukleinsäure 

dNTP       Desoxyribonukleotidphosphat 

DTT        Dithiothreitol 

EDTA      Ethylendiamintetrasäure 

EGFR            eng.: epidermal growth factor receptor 

eNOS          Endotheliale Stickoxid Synthase 

EORTC         eng.: European Organisation for Research on Treatment of Cancer 

EST           eng.: expressed sequence tags 

FKS          Fetales Kälberserum 

g            Erdbeschleunigung 

GAPDH        Glycerinaldehyd-3-phosphat- dehydrogenase 
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GBM            eng.: glioblastoma multiforme, dt.: Glioblastom  

GC-Gehalt     Guanin/Cytosin-Gehalt  

GFAP            eng.: glial fibrally acidic protein 

Gy                 Gray 

H.E.                Hämatoxilin Eosin 

HBEGF        eng.: heparin binding epidermal growth factor 

HER1           Herzeptin 1 

HIF-1          eng.: hypoxia inducible factor 1 

HPRT            Hypoxantinphosphoribosyltransferase  

HTR1A           Hydroxytryptamin Rezeptor 1A 

ICER         eng.: inducible cAMP early repressor 

IgG                Immunglobulin G 

IκB             eng.: inhibitor of nuclear factor κB 

IL-6                Interleukin 6 

IL-8             Interleukin 8 

IL-10           Interleukin-10  

Kb               Kilobasen 

LGFC     Labor für funktionelle Genomforschung Charité 

LOH         eng.: loss of heterozygosity 

MAPK      Mitogen Aktivierende Protein Kinase 

MCP-1       eng.: macrophage chemoattractant protein 1 

MDM2        eng.: murine double minute 2-Gen 

MES   eng.: Morpholine-4-ethanesulfonic acid monohydrate 

MGMT         eng.: O-6-methylguanine-DNA methyltransferase  

MHCII      eng.: major histocompatibility complex II 

MKK3/6                     eng.: mitogen-activated protein kinase kinases 3/6 

MMP           Matrixmetalloproteinasen 

mRNA        eng.: messenger ribo nucleic acid 

MTOR       eng.: molecular target of Rapamycin 

NAD       Nikotinamiddinukleotid 

NCI               eng.: National Cancer Institute 

NFB         eng.: nuclear factor B 

NRXN2          Neurexin 2 

NTC              eng.: no template control 
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OD          Optische Dichte 

P21                 Protein 21 

PBS          eng.: phosphate buffered solution 

PCR               Polymerase-Ketten-Reaktion  

PDGF           eng.: platelet derived growth factor 

PI3K           Phospatidylinositol- 3-Kinase 

PIP3           Phosphatidyinositol-3-phosphat  

PRKCA          Proteinkinase c alpha 

PTEN         Phosphat-/Tensingen 

RANTES    eng.: regulated on activation, normal T expressed and secreted 

RB105           Retinoblastomprotein 105 

RIP1               eng.: rieske iron- sulphur protein 1 

RNA        Ribonukleinsäure 

ROS           Reaktive Sauerstoffspezies 

rRNA     Ribosomale Ribonukleinsäure 

SAPE            Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugat 

SD               Standardabweichung 

SOD3              Superoxiddismutase 3 

TBE   Tris Borat EDTA Puffer 

TGFα            eng.: transforming growth factor alpha 

TKI              Tyrosinkinase Inhibitor 

TNF-α       Tumornekrose Faktor alpha 

TNF-ß        Tumornekrose Faktor beta 

TP53              Tumorsuppressorprotein 53 

VEGF          eng.: vascular endothelial growth factor 

WHO          eng.: World Health Organization 

ZNS             Zentrales Nervensystem 
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Zusammenfassung 
 

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob sich das Genexpressionsprofil von Gliomzellen 

verändert, wenn diese mit Mikrogliazellen kokultiviert werden. Es sollte untersucht werden, 

ob den Mikrogliazellen tumorfördernde oder tumorantagonisierende Eigenschaften auf 

Gliomzellen zugewiesen werden können. 

Rattengliomzellen und primäre Mikrogliazellen wurden einzeln und als Kokultur im 

Transwell-Kokultur-Assay für 24 h kultiviert. Anschließend erfolgte nach RNA-Isolierung die 

Ermittlung differentiell exprimierter Gene der einzelnen Populationen (Mikroglia kokultiviert, 

nicht kokultiviert, F98-Rattengliomzellen kokultiviert, nicht kokultiviert) mittels 

neurobiologischer, rattenspezifischer Affymetrix
®

-Genchips. Die Hybridisierung und 

Auswertung der Expressionsdaten erfolgte im Labor für funktionelle Genomforschung der 

Charité (LFGC). Zur Bestätigung der Mikroarray-Hybridisierungsdaten wurde die Real-Time 

quantitative PCR durchgeführt.  

Mit Hilfe der cDNA-Mikroarray-Analyse konnten im Rahmen dieser Arbeit erstmals die 

Expression von insgesamt 1323 Genen in Rattengliomzellen, die mit Mikrogliazellen 

kokultiviert worden waren, untersucht werden. Nach der Auswertung der 

Hybridisierungsdaten zeigte sich, dass nach Kokultur mit Mikrogliazellen ein verändertes 

Genexpressionsprofil in Rattengliomzellen vorliegt.  

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Mikrogliazellen und Gliomzellen sich gegenseitig 

beeinflussen, denn es konnten insgesamt 7 Gene ermittelt werden, die nach Kokultur mit 

Mikrogliazellen differentiell exprimiert in Rattengliomzellen vorlagen. Für 5 von 7 Genen 

zeigten sich übereinstimmende Expressionsdaten sowohl in der Mikroarray- als auch in der 

Real-Time-Quantifizierungsanalyse. Unter den 5 differentiell exprimierten Genen hat sich 

herausgestellt, dass SOD3, HTR1A und ADRA1D das Tumorwachstum unterstützen, während 

CREM und RIP-1 das Tumorwachstum hemmen. Interessanterweise ergab sich der Hinweis, 

dass ADRA1D, HTR1A und CREM an der Regulation der IL-6-Bildung in Gliomzellen 

beteiligt sein könnten. Mit Hilfe eines rattenspezifischen IL-6-ELISA konnte im 

Zellkulturüberstand der kokultivierten F98-Rattengliom-und Mikrogliazellen tatsächlich eine 

Erhöhung der IL-6-Sekretion gemessen werden. IL-6 kann in Gliomzellen die GFAP-

Expression induzieren und spielt möglicherweise in der Differenzierung von Gliomzellen eine 

Rolle. Mikrogliazellen scheinen demzufolge über eine Modulation der Expression von 

ADRA1D, HTR1A und CREM einen wesentlichen Beitrag zur IL-6-Sekretion und der daraus 

resultierenden Regulation der Tumorprogression in Gliomen zu leisten. 
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1. Einleitung 
 

1.1 Aufbau des Gehirns 

 

Am Aufbau des zentralen Nervensystems, zu dem das Gehirn und Rückenmark zählen, sind 

Neurone (etwa 10%) und ein spezielles Binde- und Stützgewebe (90% des Gehirns) beteiligt. 

Die Neurone sind über Synapsen miteinander verbunden und dienen als 

Informationsvermittler der Erregungsbildung, -umwandlung und -weiterleitung. Das 

Bindegewebe setzt sich aus verschiedenen Gliazellen zusammen, zu denen beispielsweise die 

Astro- und Oligodendrogliazellen gehören. Mikroglia bilden eine eigenständige Gruppe. 

Ferner können zu den Gliazellen auch Ependymzellen, welche als Plexusepithel am Aufbau 

des Plexus choroideus beteiligt sind, hinzugerechnet werden.  

Gliazellen besitzen im Gegensatz zu ausdifferenzierten Neuronen eine lebenslange 

Teilungsfähigkeit und können vielfältige Funktionen im Gehirn ausüben. So sind 

beispielsweise die aus dem Neuroektoderm abstammenden Astroglia bzw. Astrozyten am 

Aufbau der Blut-Hirn-Schranke (Abbott, Revest, and Romero, 1992), an der Regulation des 

Neuritenwachstums (Le Roux and Reh, 1995) und der Aufrechterhaltung der pH-Homöostase 

beteiligt (Katsura et al., 1994). Oligodendrozyten dagegen umhüllen mit ihren langen 

Fortsätzen mehrere Axone und sorgen so für eine optimale Erregungsweiterleitung (Malek-

Hedayat and Rome, 1994).  

Als Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke schützen Astrozyten das Gehirn und Rückenmark vor 

eindringenden Mikroorganismen, indem sie diese phagozytieren (Al Ali and al Hussain, 

1996). Ferner sind sie in der Lage, an der Informationsverarbeitung von Neuronen 

teilzunehmen, indem sie durch exozytotische Freisetzung von Glutamat, welches in ihren 

intrazellulären Vesikeln gespeichert wird, benachbarte Neurone aktivieren (Tsacopoulos, 

2002). Astrozyten besitzen auch eine eigene Informationsleitung, da sie untereinander über 

gap junctions in Verbindung stehen (Kielian and Esen, 2004). Sie können verschiedene 

Wachstumsfaktoren (z.B. Neurotrophine) freisetzen und dadurch Funktionen übernehmen, die 

für das Überleben von Neuronen essentiell sind (Gray and Patel, 1992). Nach 

Hirngewebszerstörung proliferieren die Astrozyten und bilden eine Glianarbe (reaktive 

Astrogliose).  
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1.2 Herkunft und Funktionen der Mikroglia im Gehirn 

 

Mikroglia üben makrophagenähnliche Funktionen im zentralen Nervensystem (ZNS) aus. Sie 

sind ferner in der Retina und im Nervus opticus vorzufinden und nehmen einen Anteil von 

etwa 20% der gesamten Gliapopulation (Kreutzberg, 1995) ein. Da das Gehirn kein eigenes 

Immunsystem besitzt, stellen sie das eigentliche zelluläre Abwehrsystem des zentralen 

Nervensystems dar und sind in der Lage, eindringende Mikroorganismen durch Phagozytose 

zu eliminieren. Sie wurden erstmals von Pio del Rio Hortega als eigenständiger Zelltyp in 

menschlichen Gehirntumoren beschrieben (Del Rio Hortega, 1921). Aufgrund ihrer 

morphologischen und funktionellen Ähnlichkeit mit Monozyten wird angenommen, dass sie 

entwicklungsgeschichtlich von Blut-Monozyten abstammen, welche während der 

Embryogenese in das Gehirn einwanderten (Cuadros and Navascues, 1998). Sie haben daher 

eine enge Verwandtschaft mit Zellen der peripheren Monozyten-Makrophagen-Linie 

(Kreutzberg, 1996). 

Mikroglia erfüllen im gesunden Gehirn eine überwachende Funktion: Ihre Aufgabe besteht 

darin, apoptotische Zellen zu phagozytieren und Gehirn und Rückenmark vor eindringenden 

Mikroorganismen wie z.B. Viren, Bakterien und fremden Zellen zu schützen. Ferner wird 

ihnen eine bedeutende Rolle bei krankhaften Veränderungen des ZNS (Infektionen, Traumata, 

neurodegenerative Erkrankungen und Tumore) zugeschrieben. Man unterscheidet 2 

Zustandsformen von Mikrogliazellen: den ruhenden und den aktivierten Zustand. Ruhende 

Mikrogliazellen zeichnen sich durch eine Verminderung der Expression von 

Oberflächenantigenen auf ihrer Membranoberfläche aus, zudem besitzen sie gegenüber 

aktivierten Mikrogliazellen im ruhenden, inaktiviertem Zustand eine geringere endozytotische 

und phagozytotische Aktivität (Graeber, Scheithauer, and Kreutzberg, 2002). Nach 

Eindringen von Mikroorganismen oder fremden Zellen wie z.B. Tumorzellen werden die 

Mikroglia aktiviert und transformieren von der schmalen, inaktiven Form mit langen 

Fortsätzen (dem sog. „ramifizierten“ Zustand) zur rundlichen, makrophagen-ähnlichen Form 

mit breiteren Ausläufern, mit denen die Erreger oder Fremdzellen umschlungen und 

phagozytiert werden. Die Erreger können auch durch Freisetzung zytotoxischer Substanzen 

(Kreutzberg, 1996) und reaktiver Sauerstoffspezies durch die Mikroglia inaktiviert werden. 

Durch eine Vielzahl von unterschiedlichen Stimuli können Mikroglia zudem ihr 

Genexpressionsprofil, ihr Migrationsverhalten - etwa durch Expression von 

Adhäsionsmolekülen - und ihren Immunphänotyp verändern. Als Beispiel für die 

Immunphänotypveränderung sei die Umgestaltung des Rezeptormusters auf der 
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Zelloberfläche, z.B. durch Antigenpräsentation (Perry, 1998) genannt. Ferner sind 

Mikrogliazellen in der Lage, eine Immuneffektorfunktion auszuüben, indem sie Immunzellen, 

darunter T-Lymphozyten, durch Freisetzung diverser Zytokine stimulieren.  

Zu den weiteren physiologischen Funktionen zählen die Kommunikation mit Neuronen, 

Endothel- und Gliazellen. Vor allem der mikroglial-astrozytären Kommunikation im 

gesunden Gehirn und der Mikroglia-Tumor-Kommunikation im pathologischen Gehirn 

kommt eine bedeutende Rolle zu.  

 

1.3 Astrozytome 

 

Astrozytome leiten sich von entarteten Vorläuferzellen der Astrozyten ab und gehören somit 

zu den Tumoren neuroepithelialen Ursprungs. Sie schließen ein breites Spektrum an 

Neoplasien, die sich in ihrer Lokalisation im ZNS, im Malignitätsgrad, der 

Altersmanifestation, in morphologischen Merkmalen sowie in ihrem genetischen Profil 

unterscheiden können, ein. Die Astrozytome sind mit einem Anteil von über 60% die 

häufigsten Gliome (von den Gliazellen abgeleitete Tumore). Man unterscheidet zwei 

Gruppen:  

 

1. Die Gruppe der diffus in das Hirngewebe einwachsenden astrozytären Tumoren, 

bestehend aus dem diffusen Astrozytom (WHO-Grad II), dem anaplastischen 

Astrozytom (WHO-Grad III) und dem Glioblastom (WHO-Grad IV). 

 

2. Die Gruppe der astrozytären Tumoren mit besser abgegrenztem Wachstum gegenüber 

dem Hirngewebe, dessen Hauptvertreter das pilozytische Astrozytom (WHO-Grad I) 

ist. Ferner sind in dieser benignen Astrozytomgruppe noch das pleomorphe 

Xanthoastrozytom und das subependymale Riesenzellastrozytom zu nennen. 

 

Die Tumoren der zweiten Gruppe treten vornehmlich bei Kindern und jungen Erwachsenen 

auf, wachsen relativ langsam und haben eine sehr geringe Neigung zur bösartigen Entartung 

(<1%). Bei vollständiger operativer Tumorentfernung ist eine Heilung möglich. Im 

Unterschied dazu treten die Tumoren der ersten Gruppe überwiegend bei Erwachsenen auf, 

haben eine Neigung zur Bildung von bösartigeren Rezidivtumoren und zeichnen sich durch 

eine deutlich schlechtere Prognose aus (Hsieh and Lesniak, 2005). 



Einleitung 

8 

Die Inzidenz der diffus infiltrierenden Astrozytome beträgt 5-7 neue Fälle/100 000 Einwohner 

pro Jahr (Ohgaki and Kleihues, 2005). 

Zur Klassifikation und Graduierung der Astrozytome wird das WHO-Graduierungssystem 

(siehe Tabelle 1) basierend auf der Präsenz histopathologischer Charakteristika und 

Malignitätskriterien wie z.B. hohe Zellularität, zelluläre Pleomorphie, hohe mitotische 

Aktivität, mikrovaskuläre Proliferationen und Nekrosen verwendet (Kleihues et al., 2002).  

 

   Tabelle 1: WHO-Gradierungsschema der Astrozytome 

WHO-Grad WHO-Bezeichnung 

 

Histopathologische Kriterien 

 

I Pilozytisches Astrozytom - 

II Diffuses Astrozytom ein Kriterium: nukleäre Atypie 

III 

 

Anaplastisches 

Astrozytom 

 

zwei Kriterien: nukleäre Atypie, mitotische 

Aktivität 

IV Glioblastoma multiforme 
drei Kriterien: nukleäre Atypie, Mitosen,  

Endothelproliferation und/oder Nekrose 

 

1.4 Glioblastoma multiforme (WHO-Grad IV) 

 

1.4.1 Definition und Epidemiologie 

 

Das Glioblastoma multiforme (WHO-Grad IV) ist der häufigste und bösartigste astrozytäre 

Tumor, der aus spärlich differenzierten neoplastischen Astrozyten zusammengesetzt ist 

(Jellinger, 1978). Glioblastome machen ca. 15-20% aller intrakraniellen Neoplasien aus 

(Poeck, 1998). Bevorzugt treten sie im Marklager der Großhirnhemisphären bei Erwachsenen 

auf. Am häufigsten sind sie temporal lokalisiert (31%), gefolgt vom Parietallappen (24%), 

Frontallappen (23%) und Okzipitallappen (16%). Eine kombinierte frontotemporale 

Lokalisation ist typisch. Der Altersgipfel liegt zwischen dem 45. und 70. Lebensjahr, wobei 

Männer etwas häufiger als Frauen betroffen sind. In den meisten europäischen und 

nordamerikanischen Ländern beträgt die Inzidenz 2-3 Fälle/100 000 Einwohner/Jahr. Die 

Mehrheit der Glioblastome tritt de novo auf (primäre Glioblastome), die übrigen entwickeln 
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sich aus differenzierten Astrozytomen oder aus Oligoastrozytomen und werden als sekundäre 

Glioblastome bezeichnet (Scherer J.H., 1940).  

 

1.4.2 Klinik und Diagnostik 

 

Zu den frühen Symptomen der Patienten zählen Kopfschmerzen und 

Persönlichkeitsveränderungen, gefolgt von fokalen oder generalisierten zerebralorganischen 

Krampfanfällen und neurologischen Herdsymptomen (Pace et al., 1998). Je nach Lokalisation 

des Tumors können Gang- und Sprachstörungen und Gesichtsfeldeinschränkungen auftreten. 

Eine Rarität beim Glioblastom stellt die extrakranielle Metastasierung dar, welche z.B. in 

Form von Knochenmarksmetastasen und damit verbundenen Rückenschmerzen imponieren 

kann. Klinisch erfasste extrakranielle Metastasen treten nach Literaturangaben mit einer 

Inzidenz von <2% auf (Fakhrai et al., 2004). Als Folge der intrakraniellen Raumforderung 

kommt es zum rapiden Hirndruckanstieg durch Ödembildung. Verantwortlich für die 

Ödembildung ist sowohl die erhöhte Permeabilität als auch eine Störung der Blut-Hirn-

Schranke im Tumorgebiet (Papadopoulos et al., 2001). Das wichtigste voroperative Verfahren 

ist die mit Kontrastmittelgabe durchgeführte Magnetresonanztomografie des Schädels. Sie 

erlaubt den genaueren Nachweis des Tumors, da eine bessere Einschätzung der Tumoranteile, 

die Abgrenzbarkeit zwischen Tumor und Ödem und schließlich die Einbeziehung 

anatomischer Strukturen in den Tumorprozeß möglich sind. Als zweite Wahl kann die 

kranielle Computertomografie zum Einsatz kommen. Nach Kontrastmittelgabe lassen sich 

typische Anreicherungen mit girlandenartigen Ringstrukturen erkennen. An weiteren 

diagnostischen Möglichkeiten sei die Angiographie genannt, die bei der Klärung der 

Lagebeziehung zwischen Tumor und Gefäßsystem in der präoperativen Phase eine Rolle 

spielt. Wird nach den Voruntersuchungen ein Glioblastom vermutet, so wird die Diagnose 

mittels stereotaktischer oder navigationsgestützter Biopsie gesichert (Nowacki et al., 2004).  

 

1.4.3 Makro- und Mikroskopie 

 

Makroskopisch zeigt sich ein heterogenes Schnittbild mit zahlreichen Nekrosen, 

Einblutungen, der typischen glasartigen Tumormasse sowie einer ausgeprägten Ödembildung. 

Oft hat der Tumor bei der Erstdiagnose bereits beide Hirnhälften befallen und imponiert als 

ein sogenanntes „Schmetterlings-Gliom“. Die makroskopisch schlechte Abgrenzbarkeit ist 

Folge der hohen Invasivität der Tumorzellen, die sich vorzugsweise entlang myeliner 
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Strukturen ausbreiten. Histologisch (Abb.1) ist der Tumor gekennzeichnet durch ein stark 

dedifferenziertes pleomorphes Zellbild mit zahlreichen Mitosen, nekrotischen Gebieten, die 

von Zonen erhöhter Zelldichte - sogenannten Pseudo-Palisaden - umgeben sind, sowie 

mikrovaskulären Proliferationen und Gefäßthrombosen (Kleihues et al., 2002).  

 

 
 

Abb. 1: H.E.-Färbung (200-fache Vergrößerung) eines Glioblastoms: heterogenes 

histologisches Schnittbild mit Nekrosen (Ne), palisadenartigen Tumorzellanordnungen (Tu) 

und Gefäßproliferaten (Ge). Rechts oben sind Einblutungen (Ei) zu erkennen. 

 

1.4.4 Genetische Veränderungen 

 

Tumoren können durch verschiedene Faktoren wie z.B. durch chemische und physikalische 

Kanzerogene, welche eine molekulare Veränderung des Wirtsgenoms bewirken, induziert 

werden. Bei den Astrozytomen spielen Mutationen von Tumorsuppressorgenen eine 

bedeutende Rolle. Deren Proteinprodukte fungieren nomalerweise als Bremsen im Zellzyklus 

und verhindern somit eine unkontrollierte Zellteilung. Ein typischer Vetreter ist das 

Tumorsuppressorgen TP53, welches auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert ist 

und normalerweise den Zellzyklus, die Antwort von Zellen auf DNA-Schäden, Apoptose und 

die Zelldifferenzierung entscheidend steuert. Ein mit einer TP53-Mutation vergesellschafteter 

Verlust von genetischem Material auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 wird in ungefähr 
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40% der Astrozytome (WHO Grad II und III) und in etwa 30% der Glioblastome (WHO-Grad 

IV) beobachtet (von Deimling et al., 1992a).  

Das Tumorsuppressorprotein p53 interagiert mit bestimmten Promotoren beziehungsweise 

den dort gebundenen Transkriptionsfaktoren und transaktiviert sie. Das induziert die Synthese 

von Proteinen, welche die Zelle in der G1-Phase arretieren und den Übergang in die S-Phase 

verzögern (Hinds and Weinberg, 1994).  

So wird beispielsweise das Protein p21 vermehrt gebildet, das mit cyclinabhängigen Kinasen 

2 und 4 (CDK2 und 4, siehe Abkürzungsverzeichnis) interagiert und diese hemmt. CDK2 und 

4 sind funktionell bei der Phosphorylierung verschiedener Substrate wie dem 

Retinoblastomprotein 105 (RB105) aktiv (Lundberg and Weinberg, 1998). RB105 wird somit 

nicht phosphoryliert und bleibt mit den E2F- und DP1-Transkriptionsfaktoren verbunden, die 

deswegen die Transaktivatorfunktion nicht ausüben können. Die Zelle kann daher nicht von 

der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus übergehen. Das verschafft der Zelle Zeit, 

entstandene DNA-Schäden zu reparieren. Wenn die Reparatur nicht erfolgreich ist, induziert 

TP53 die Apoptose (programmierten Zelltod) und verhindert dadurch die Entstehung von 

Tumoren (Levine et al., 1994). In Tumorzellen führen Veränderungen im TP53-Gen zur 

Synthese von p53-Proteinversionen, die nicht korrekt gefaltet sind, nicht mehr zu Tetrameren 

im Zellkern assoziieren und so ihre Fähigkeit zur sequenzspezifischen DNA-Bindung und 

Transaktivierung verloren haben. Oft reichen hierfür Mutationen im TP53-Gen eines Allels 

aus, da sich dann inaktive Heterooligomere aus Wildtyp- und Mutantenproteinen ausbilden. 

Für die Regulation des Zellzyklus spielt der p16INK4a-Komplex, welcher durch den 

CDKN2A-Lokus kodiert wird, eine große Rolle, da er eine negativ regulierende Funktion 

ausübt: Dieser bindet sowohl an CDK4 als auch an CDK6 und verhindert dadurch die Bildung 

eines CDK/CyclinD-Komplexes (Hegi et al., 1997). Dadurch wird normalerweise der 

Übergang von der G1- in die S-Phase gehemmt und ein unkontrolliertes Zellwachstum 

vermieden. Studien haben gezeigt, dass in mehr als 50% der primären Glioblastome entweder 

einen kompletten Verlust des p16INK4a Lokus oder eine Amplifikation des CDK4-Gens 

aufweisen. Ferner konnte eine Deletion des humanen Chromosoms 19p13.2, auf p19INK4d-

Gen lokalisiert ist, nachgewiesen werden (Lam et al., 2000). Durch den Verlust von 

p16INK4a wird der G1-S-Phase-Kontrollpunkt ohne Hemmung überschritten, es kommt zu 

einem unkontrollierten Zellwachstum. 

Man unterscheidet zwei klinisch-molekulare Subtypen von Glioblastomen: Primäre 

Glioblastome entstehen häufig bei älteren Patienten de novo und exprimieren vorwiegend den 

Epidermal growth factor receptor (EGFR, siehe unten), während sich sekundäre 



Einleitung 

12 

Glioblastome bei jüngeren Patienten von einem niedriggradigen Tumor entwickeln und 

normalerweise TP53-Mutationen aufweisen (Kleihues and Ohgaki, 2000). Diese 

Terminologie wurde bereits erstmalig im Jahr 1940 benutzt (Scherer et al. 1940), trotzdem 

handelt es sich bei der Unterscheidung zwischen primären und sekundären Glioblastomen 

eher um ein Konzept als um diagnostisch etablierte Entitäten. Ein Hauptgrund dafür ist, dass 

beide Glioblastom-Typen die gleichen histologischen Charakteristika aufweisen, so dass es 

umstritten ist, ob man beide Typen auch histopathologisch differenzieren kann. Diese 

Schwierigkeit bei der sicheren histopathologischen Differenzierung macht es ebenfalls 

schwierig die relativen Häufigkeiten zu bestimmen. Man geht heute allerdings davon aus, 

dass die primären Tumoren bei weitem überwiegen, etwa in einer Größenordung von ca. 80% 

(Dropcho, 1996). TP53-Mutationen sind bei sekundären Glioblastomen wesentlich häufiger 

(>65%) als bei primären Glioblastomen (ungefähr 10%).  

Auch Mutationen von Onkogenen sind an der Entstehung von Glioblastomen beteiligt: Diese 

Gene sind im normalen, d.h. genetisch nicht veränderten Zustand als Schlüsselgene für die 

Transduktion physiologischer Signale vom Zelläußeren zum Zellkern verantwortlich. 

Onkogene regulieren normalerweise Signalwege der Zellproliferation, Differenzierung und 

Apoptose. Werden diese Gene durch Mutationen wie z.B. Amplifikationen, „gain of 

function“, Überexpression oder durch Veränderung des Aktivierungszustandes modifiziert, so 

können deren Funktionen als positive oder negative Regulatoren aufgehoben werden.  

Das Onkogen EGFR wird typischerweise in etwa 50-60% der Glioblastome amplifiziert und 

neu rearrangiert (Heimberger et al., 2005), was zu einer Überexpression des EGFR führt 

(Ekstrand et al., 1992). Glioblastome mit EGFR-Amplifikation weisen typischerweise einen 

Verlust des Chromosoms 10 auf (von Deimling et al., 1992b). Eine gleichzeitig gesteigerte 

Expression der Wildtyp-EGFR-Liganden wie z.B. der Transforming Growth Factor  (TGF-

) oder Heparin-Binding-EGF (HB-EGF) wird häufig beobachtet. Diese Mechanismen bilden 

den wesentlichen Bestandteil einer autokrinen Schleife, welche zur Wachstumsautonomie der 

Tumorzellen beiträgt (Ramnarain et al., 2006). Eine besondere Bedeutung kommt der EGFR-

Mutante (EGFRvIII) zu, welche in 24-67% der Fälle gebildet wird und keine Liganden bindet. 

Sie vermittelt unabhängig von Liganden Signale und wirkt stärker tumorigen als die 

Wildtyprezeptoren. Dies zeigt sich auch darin, dass diese Rezeptorvariante über die 

Aktivierung des RAS-Signalweges in der Lage ist, die Expression von vascular endothelial 

growth factor (VEGF) zu stimulieren und so die Angioneogenese, welche charakteristisch für 

Glioblastome ist, verstärkt (Feldkamp et al., 1999). Als weitere Genamplifikationen wären 

noch die des PDGFR und des VEGFR zu nennen, deren genaue Häufigkeit in Glioblastomen 
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nicht bekannt ist (Joensuu et al., 2005). PDGF und VEGF sind die wichtigsten Zytokine der 

tumorinduzierten Angiogenese in Glioblastomen. Erst kürzlich wurde herausgefunden, dass 

unterschiedliche angiogenetische Phänotypen in primären und sekundären Glioblastomen 

existieren (Karcher et al., 2006). 

Das mouse-double-minute-2-Onkogen (MDM2) liegt ebenso wie das EGFR häufig in 

amplifizierter Form vor (Biernat et al., 1997b). Dessen Genprodukt ist in der Lage, einen 

Komplex mit p53 zu bilden und seine Transaktivatorfunktion zu blockieren (Burton et al., 

2002). Bei einer Amplifikation oder Überexpression des MDM2-Gens kann das p53 seine 

Zellwachstumskontrolle verlieren und die Zellen entarten (Schiebe et al., 2000). MDM2-

Amplifikationen werden bei über 50% der primären Glioblastome beobachtet, dagegen ca. 8% 

bei primären Tumoren ohne TP53-Mutation und ca. 10% bei sekundären Glioblastomen 

(Biernat et al., 1997a).  

In Zusammenhang mit der MDM2-Amplifikation sollte noch die Bedeutung des CDKN2A-

Lokus, welcher für zwei Genprodukte (p16 und p14(ARF)) kodiert, erläutert werden. 40% der 

WHO Grad III- und IV-Gliome weisen deletiertes p14(ARF) auf, was zur Beeinträchtigung 

der p53-Funktion führt (Ichimura et al., 2000). Das Tumorsuppressorprotein p14(ARF) 

hemmt in normalen Zellen das MDM2-Protein, welches den Abbau von p53 reguliert. So ist 

es verständlich, dass bei Mutation des p14(ARF)-Suppressorgens MDM2 nicht mehr 

ausreichend gehemmt wird und so der Abbau von p53 verstärkt wird. Dies führt anschließend 

zu einer verminderten Aktivität des p53 und der  Zellzyklus gerät außer Kontrolle. 

Der Verlust der Heterozygosität von Chromosom 10 stellt die häufigste genetische 

Veränderung (60%), die mit der Entstehung von Glioblastomen assoziiert ist, dar (Kleihues 

et al., 1994). Auf Chromosom 10 befinden sich verschiedene Loci, welche für bedeutende 

Tumorsuppressorgene kodieren. Verluste von einem oder mehreren Tumorsuppressorgenen in 

diesen Loci spielen eine große Rolle bei der GBM-Formation. Eines dieser Gene ist MMAC1 

(PTEN), lokalisiert auf 10q23, welches für eine dualspezifische Proteinphosphatase kodiert 

(Fults et al., 1998). Das Phosphatase and Tensin Homologue (PTEN) (Chow and Baker, 

2006) kontrolliert streng den intrazellulären PIP3-Spiegel und weist in ungefähr einem Drittel 

aller Glioblastome Mutationen auf (Li et al., 1997). Normalerweise dephosphoryliert es 

Phosphatidylinositol-(3,4,5)triphosphat und inhibiert dadurch die PI3K-abhängige 

Aktivierung des Proteinkinase B/Akt-Signaltransduktionsweges (Fiano et al., 2004). Durch 

die PTEN-Aktivität wird folglich das Zellwachstum kontrolliert und der PI3K-Signalweg 

einschließlich der Akt-und mTOR-Kinasen in seiner Aktivität limitiert (Sansal and Sellers, 

2004). 
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1.5. Konventionelle Therapie  

 

Die konventionelle Therapie des Glioblastoms ist palliativ und umfasst die Operation mit 

nachfolgender lokaler Strahlentherapie. Als Standardtherapie des Glioblastoms wird eine 

Strahlentherapie in Dosen von 54-60 Gy gewählt. Durch sie kann eine Verlängerung der 

medianen Überlebenszeit um 4-5 Monate erzielt werden (Bleehen and Stenning, 1991). 

Zusätzlich wird heute meist eine Chemotherapie, entweder direkt nach der Strahlentherapie 

oder zur Behandlung eines Rezidivtumors eingesetzt (Benouaich-Amiel, Simon, and Delattre, 

2005). Hier kann die mittlere Überlebenszeit um immerhin 2-3 Monate gesteigert werden 

(Stupp R., 2005).  

Die Behandlung mit chemotherapeutischen Agenzien ist schwierig, da die Medikamente 

oftmals nicht die Blut-Hirn-Schranke durchqueren und an ihren Zielort gelangen können. Eine 

große Herausforderung ist die Bildung von Medikament- und Bestrahlungsresistenzen (Zhang 

and Chakravarti, 2006), welche die Prognose oftmals verschlechtern. Die mittlere 

Überlebenszeit beträgt ca. 12 Monate (Puzzilli et al., 1998).  

Neben der histologischen Zuordnung sind Lebensalter und Allgemeinzustand des Patienten 

weitere wichtige prognostische Parameter, die auch bei der Wahl der Therapie berücksichtigt 

werden müssen. Junge Patienten weisen dabei in gutem Allgemeinzustand mit 

Überlebenszeiten bis zu über 50 Monaten eine günstige Prognose auf. Für Patienten über 50 

Jahre und im schlechtem Allgemeinzustand beträgt die mittlere Überlebenszeit nur etwa 5-6 

Monate (Senger, Cairncross, and Forsyth, 2003). Trotz intensiver chirurgischer, radio- und 

chemotherapeutischer Bemühungen gelang es bislang nicht, die Prognose wesentlich zu 

verbessern.  

Die Ödembildung ist einer der entscheidenden Morbiditätsfaktoren des Glioblastoms 

(Papadopoulos et al., 2001) und oft sind die dadurch ausgelösten Symptome des erhöhten 

Hirndrucks die ersten Anzeichen der Erkrankung. Bei primär erhöhtem Hirndruck mit 

Einklemmungsgefahr sind daher Sofortmaßnahmen der Hirndrucktherapie angezeigt. Die 

Behandlung erfolgt gewöhnlicherweise mit Kortikosteroiden (vor allem Dexamethason), in 

Fällen eines ausgeprägten Hirnödems kann sie durch zusätzliche Gabe osmotisch wirksamer 

Substanzen (Mannitol, Glycerol) unterstützt werden. Die Reduktion des Ödems, insbesondere 

durch Kortikosteroide ist ein wichtiger palliativer und prognostischer Therapiefaktor 

(Gundersen, Lote, and Hannisdal, 1996). 

 

 



Einleitung 

15 

1.6 Neue Therapiestrategien des Glioblastoma multiforme 

 

In einer kürzlich durch die EORTC und NCI Canada durchgeführten Phase III Studie, welche 

ein Kollektiv von 573 Patienten umfasst, erwies sich die adjuvante Temozolomid-Behandlung 

mit kombinierter Radiotherapie als deutlicher Nutzen für den Patienten: Unter Verwendung 

dieses Therapieschemas stieg die mittlere Überlebenszeit von 12,1 auf 14,6 Monate und die 2 

Jahres-Überlebensrate von 8 auf 26% an (Chinot, 2005). Temozolomid besitzt eine gute orale 

Bioverfügbarkeit und ist als Derivat der Decarbazine in der Lage, Apoptose in Tumorzellen 

zu induzieren (D'Atri et al., 1998).  

Es konnte auch gezeigt werden, dass bei hoher Expression der O6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT)-Aktivität, einem DNA-Reparaturenzym, die Sensitivität für eine 

Temozolomidtherapie erniedrigt ist (Gerson, 2002). Daher wird derzeit geprüft, ob bestimmte 

Laboruntersuchungen (z.B. Messung der MGMT-Aktivität) als Routine durchgeführt werden 

sollten, um zu entscheiden, ob im Rahmen der Behandlung auch eine Chemotherapie in 

Betracht gezogen werden sollte. Als weiterer Ansatzpunkt ist die Gentherapie zu nennen, bei 

der man versucht, durch gezielte Veränderungen des Erbgutes der Tumorzellen einen 

therapeutischen Effekt zu erzielen (Wang et al., 2006). In den bisherigen Therapiestudien 

maligner Gliome gibt es zwei unterschiedliche Strategien zu unterscheiden: direkte und 

indirekte Gentherapie. In der direkten Gentherapie versucht man durch den Gentransfer von 

Adenoviren bestimmte Tumorsuppressorgene zu ersetzen. Die zweite Möglichkeit besteht in 

der Ausschaltung übermäßig aktivierter Onkogene (z.B. Wachstumsfaktoren). In der 

indirekten Gentherapie dagegen werden keine zellulären Fehlfunktionen korrigiert, sondern 

virale Vektoren in Tumorzellen übertragen. Auf den Vektoren sind sogenannte „suicide-

genes“ („Selbstmordgene“) kodiert. Deren Genprodukte sind bestimmte Enzyme, die 

nichttoxische Vorstufen chemotherapeutischer Substanzen in toxische Verbindungen 

umwandeln und so Apoptose in den Tumorzellen induzieren. Ein Beispiel hierfür ist die virus 

directed enzymatic prodrug therapy (VDEPT) (Grove et al., 1999).  

Um das Ergebnis der Therapie zu verbessern, versucht man Substanzen zu entwickeln, welche 

gezielt mit Zell-Oberflächenrezeptoren oder intrazellulären Signalwegen interferieren. 

Zwischen 40% und 50% der Glioblastome zeigen eine HER1/EGFR-Dysregulation, und fast 

die Hälfte koexprimieren den konstitutiv aktiven mutierten Rezeptor-Subtyp EGFRvIII, 

welcher zu dem aggressiven und refraktären Verhalten der Glioblastome beitragen kann 

(Halatsch et al., 2006). Zahlreiche Studien zeigen eine Beziehung zwischen der aberranten 

HER1/EGFR-Biologie und Tumorigenität in Glioblastomzellen. Zwei verfügbare 
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HER1/EGFR Tyrosinkinasen-Inhibitoren (TKI) sind Geftinib (Iressa) and Erlotinib (Tarceva) 

(Penne et al., 2005). Beide erhöhen die Empfindlichkeit der Tumorzellen auf Bestrahlung und 

weisen Antitumoreffekte in vitro und in Tiermodellen von Glioblastomen auf (Raizer, 2005).  

Da Glioblastome hoch vaskularisiert sind und ihr Wachstum Angiogenese-abhängig ist, stellt 

die Möglichkeit der Vermeidung maligner Gefäßneubildungen einer der vielversprechensten 

therapeutischen Herangehensweisen dar (Kowanetz and Ferrara, 2006). VEGF ist das 

wichtigste Endothelzellmitogen, das über Endothelzellproliferation, -aktivierung und –

migration die Angiogenese reguliert (Dvorak et al., 1995). Verschiedene anti-angiogenetische 

Strategien, welche die Tumorinvasion und die Metastasierung verhindern sollen, wurden 

bereits entwickelt: die Inhibition pro-angiogenetischer Faktoren und/oder von Rezeptoren 

und/oder von VEGF-abhängigen Signalwegen, die Inaktivierung der Endothelzellen und die 

Hemmung von zellulären Adhäsionsmolekülen. Die heute entwickelten Angiogenese-

Inhibitoren werden in endogene Inhibitoren wie z.B. Angiostatin, Trombospondin oder 

Interferon- und in natürliche oder synthetische Inhibitoren wie z.B. Thalidomid eingeteilt. 

Auch Antikörper gegen angiogenetische Wachstumsfaktoren wie VEGF wurden erfolgreich 

entwickelt (Takano et al., 2003). 

Daneben sind Matrixmetalloproteinasen (MMP) in Gliomen von Bedeutung (Vince et al., 

2001). So ist das hochinfiltrative Wachstum der Glioblastomzellen darauf zurückzuführen, 

dass diese in der Lage sind, extrazelluläre Matrixkomponenten mit Hilfe von 

Metalloproteinasen wie z.B. dem Cathepsin B, zu spalten. In Experimenten konnte 

nachgewiesen werden, dass E 64 die Cathepsin B-Aktivität inhibiert und somit die Invasivität 

der Tumorzellen mindert (Konduri et al., 2001). Diese Proteaseninhibitoren könnten in der 

Zukunft bei der Tumortherapie eingesetzt werden.  

Die Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase  (RPTP ) und einer ihrer bedeutenden Liganden 

Pleiotrophin (PTN), werden in Glioblastomen überexprimiert und könnten sich ebenfalls als 

gute Angriffspunkte einer Immuntherapie erweisen (Muller et al., 2004). Beide Molekülen 

wird eine Rolle bei der neuronalen Migration während der Entwicklung des zentralen 

Nervensystems zugeschrieben und von PTN ist bekannt, dass es am Tumorwachstum und der 

Angiogenese beteiligt ist (Ulbricht et al., 2003). 

Die Entwicklung von Proteaseinhibitoren bildet ebenfalls einen derzeitigen Schwerpunkt 

klinischer Forschung und Studien. Ein Vertreter ist PS-341, ein Borsäure-Dipeptid, welches 

bereits proapoptotische und antiproliferative Wirkungen bei Glioblastomzellinien gezeigt hat 

(Yin et al., 2005).  
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1.7 Rolle der Mikroglia in Astrozytomen 

 

1921 entdeckte und beschrieb Rio-Hortega zum ersten Mal die Existenz von Mikrogliazellen 

im menschlichen Tumorgewebe. Durch Nutzung einer speziellen Silberfärbemethode lieferte 

Penfield die ersten detaillierten Beschreibungen über die Mikroglia und den Prozeß der 

Phagozytose in Gliomen (Penfield, 1925). 

Bis heute existieren unterschiedliche Hypothesen über die Funktion und Rolle der Mikroglia 

in diesen Neoplasien: Auf der einen Seite wird angenommen, dass die Mikrogliazellen 

aufgrund ihrer Immunkompetenz eine Rolle bei der Verteidigung gegen die Tumorzellen 

spielen könnten (Frei et al., 1994), auf der anderen Seite sollen sie z.B. durch Produktion von 

IL-10 zur Proliferation und Migration der Tumorzellen beitragen (Wagner et al., 1999). Das 

hochmaligne Wachstum der Tumorzellen deutet darauf hin, dass die natürlichen 

Abwehrmechanismen der Mikroglia nicht ausreichen (Graeber, Scheithauer, and Kreutzberg, 

2002). Es wird daher vermutet, dass die Mikroglia von den Tumorzellen angezogen werden 

und unter deren Kontrolle geraten, um Wachstum und Invasion zu fördern (Bettinger, Thanos, 

and Paulus, 2002). Tatsächlich produzieren die neoplastischen Zellen Chemokine wie z.B. das 

macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Prat et al., 2000), welches die Mikroglia 

mit ihrem spezifischen MCP-1-Rezeptor, CCR2 (Galasso et al., 2000) anlockt. 

In Zellkulturexperimenten konnte bereits gezeigt werden, dass lösliche Faktoren, die von 

Mikroglia freigesetzt wurden, die Metalloprotease-2-Aktivität in Gliomzellen stimulieren. 

Durch dieses Enzym wird die extrazelluläre Matrix abgebaut und die Invasion von Gliomen 

gefördert (Markovic et al., 2005).  

Der Immunphänotyp der Mikrogliazellen korreliert mit dem Tumorgrad: Im Gegensatz zu 

Tumoren niedrigen WHO-Grades exprimieren Mikroglia in hochgradigen Tumoren weniger 

Oberflächenantigene wie z.B. MHC-II, während andere Markermoleküle unverändert bleiben 

oder sogar ansteigen können (Graeber, Scheithauer, and Kreutzberg, 2002). Mit Hilfe von 

INF- unterdrücken Tumorzellen aktiv die Expression von MHC-II-Molekülen. Die 

unmittelbare Folge ist eine verminderte Aktivierung von CD4
+
-T-Zellen, welche 

normalerweise bei der intakten Immunantwort aktiviert werden und wiederum zytotoxische 

T-Zellen stimulieren. Möglicherweise ist dies ein Grund für das unaufhaltsame Wachstum der 

Tumorzellen (Flugel et al., 1999). 
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1.8 Entwicklung von Kokultursystemen zur Gliomcharakterisierung 

 

Da Gliomzellen durch unkontrollierte Zellproliferation und infiltratives Wachstum ins 

Hirngewebe charakterisiert sind, wurden Kokultursysteme entwickelt, die es ermöglichen, in 

vitro die Invasion der Tumorzellen zu studieren. Diese Systeme setzen sich aus sogenannten 

Gliomspheroiden und reaggregierten fetalen Gehirnzellen (Lund-Johansen et al., 1990) 

zusammen. Bei der Invasion der Gliomzellen scheint vor allem die Kommunikation zwischen 

Gliomzellen und Astrozyten eine bedeutende Rolle zu spielen, was in einem Matrigel-

Invasions-Assay demonstriert werden konnte (Zhang et al., 2003).  

Le et al. beobachteten in Gegenwart von Astrozyten eine gesteigerte Transmigration von 

U251N-Gliomzellen durch die extrazelluläre Matrixbarriere einer Boyden-Invasionskammer 

(Le et al., 2003). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass neben den 

Astrozyten auch die gap junctions zwischen den Gliomzellen einen wesentlichen Beitrag zur 

Invasion der Tumorzellen durch das Gehirnparenchym leisten (Oliveira et al., 2005).  

Studien haben gezeigt, dass residente Astrozyten die ersten Zellen sind, die auf den sie 

umgebenden Tumor reagieren. In einem Kokulturexperiment von Astrozyten und 

Astrozytomzellen gelang es, den Einfluß der Astrozyten auf die Tumorformation und 

Progression der Tumorzellen nachzuweisen (Lal, Ghirnikar, and Eng, 1996a). So konnte 

gezeigt werden, dass Astrozyten nach Kontakt mit Astrozytomzellen reaktiv werden, 

erkennbar an der erhöhten GFAP-Expression. Auf der anderen Seite zeigte sich bei der 

Untersuchung von GFAP-negativen Astrozyten, die mit Neuronen kokultiviert worden waren, 

dass die Astrozyten fähig waren, Zellfortsätze auszubilden. Dies deutet darauf hin, dass die 

häufig in Gliomen fehlende fokale GFAP-Expression die Tumorprogression fördert (Pekny et 

al., 1998). 

Seit 1996 wuchs das Interesse an der Entwicklung eines geeigneten Blut-Hirn-Schranken-

Modells, mit dessen Hilfe die Interaktionen und morphologischen Eigenschaften der 

Endothelzellen und der Gliomzellen untersucht werden konnten (Hurst and Fritz, 1996). 

Hierfür wurden z.B. immortalisierte Endothelzellen aus der Nabelvene (human umbilical vein 

endothelial cells= HUVEC-304) und C6-Rattengliomzellen kokultiviert. Sowohl in Kultur mit 

Gliomzellen als auch mit deren konditionierten Medium bilden die Endothelzellen über tight 

junctions Komplexe aus. 

Um den Einfluß der Gliomzellen auf die Angiogenese während der Tumorprogression zu 

klären, wurden 3d-Fibrin-Matrixsysteme entwickelt. Bei diesem Kokulturmodell werden zwei 

Fibringele, die zwei unterschiedliche Zelltypen enthalten, innerhalb desselben Wells einer 6-
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Well-Kunststoffplatte platziert und beide mit dem gleichen Medium bedeckt (Lafleur et al., 

2002). Die Fibringele haben hierbei keinen direkten physikalischen Kontakt. Mit diesem 

Matrixkokultursystem konnte unter Verwendung von U87-Gliomzellen und HUVECs gezeigt 

werden, dass Gliomzellen offenbar die Proliferation und Migration von Endothelzellen 

beeinflussen (Khodarev et al., 2003). Damit wurde klar, dass angiogenesestimulierende 

Faktoren von den Tumorzellen freigesetzt werden können, die für das Tumorwachstum- und 

überleben essentiell sind.  

Interessanterweise zeigte sich auch ein Einfluss von Gliomzellen auf Zellen des peripheren 

Nervensystems. Hierbei wurde eine Änderung der Morphologie von Schwannzellen, die mit 

Astrozytomzellen kokultiviert wurden, nachgewiesen (Lal, Ghirnikar, and Eng, 1996b).  

Maligne Gliome haben vor allem aufgrund ihrer hochgradigen Invasivität eine äußerst 

schlechte Prognose. Die meist bestehende ausgedehnte Infiltration des normalen Hirngewebes 

führt zu einer "Unerreichbarkeit" der Tumorzellen für konventionelle Therapieformen. 

Humane mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark besitzen überraschenderweise 

eine ausgeprägte Affinität für maligne Gliome, was z.B. in vitro mit Hilfe von Matrigel-

Invasionsassays bestätigt werden konnte. Hierbei wurde konditioniertes Medium aus 

Gliomzellen gewonnen und anschließend in ein Transwell pipettiert, darüber wurde ein mit 

Matrigel beschichtetes Well eingesetzt, welches humane mesenchymalen Stammzellen 

enthielt. Auf diese Weise konnte das Migrationsverhalten der Stammzellen in Richtung eines 

chemotaktischen Gradienten beobachtet werden. Es besteht die Hoffnung, dass die 

Stammzellen in Zukunft als "Transportvehikel" genutzt werden können, wobei die 

Stammzellen aufgrund ihrer ausgeprägten Migrationsneigung zu den Tumorzellen 

hinwandern und dort unmittelbar vor Ort therapeutische Wirkstoffe oder Genprodukte bereit 

stellen (Nakamizo et al., 2005).  

Bei der Invasion der Gliomzellen scheinen außer Astrozyten auch Mikrogliazellen eine 

bedeutende Funktion auszuüben (Bettinger, Thanos, and Paulus, 2002). In vitro konnte 

gezeigt werden, dass sie die Motilität von Gliomzellen durch Aktivitätssteigerung der 

Metalloprotease 2 stimulieren können (Markovic et al., 2005). 

 

1.9 Fragestellung 

 

Mikrogliazellen können sowohl tumorfördernde als auch –antagonisierende Wirkungen 

ausüben. Die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen glialen Tumorzellen und 

Mikroglia kann essentiell für das Verständnis der Tumorprogression und Invasion sein. Zu 
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diesem Zweck sollte in dieser Arbeit die Veränderung des Genexpressionsmusters in 

Rattengliomzellen nach Kokultivierung mit Mikrogliazellen untersucht werden.  

Hierfür wurde ein Kokulturassay etabliert und anschließend die Veränderung der 

Genexpression in glialen Tumorzellen durch Kontakt mit Mikroglia bestimmt, dabei sollte die 

Bedeutung der Kandidatengene für die Invasion und Progression der Tumorzellen hinterfragt 

werden. Die Expressionsdaten der Kandidatengene wurden mit Hilfe der quantitativen Real-

Time PCR überprüft, die Proteinexpression mit dem ELISA-Verfahren.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Zellkultur 

 

Alle nachfolgend beschriebenen Tätigkeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einem 

Zellkulturlabor der Sicherheitsstufe S1 durchgeführt. Eingriffe an offenen Zellkulturgefäßen 

wurden unter der Sterilwerkbank vorgenommen (z.B. Mediumwechsel, Trypsinierung). 

Verbrauchsmaterialien (Zellkulturflaschen, Pipetten etc.) wurden steril verpackt geliefert und 

stammten von der Firma Falcon
®

 (Heidelberg, Deutschland). Die Zellkulturmedien wurden 

von der Firma Gibco
®

 (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. 

 

2.1.1 Anlegen von F98-Rattengliomzellkulturen  

 

Zum Anlegen von F98-Zellkulturen wurde eine entsprechende Anzahl kryokonservierter 

Stocks aufgetaut und eingesät. Hierzu wurden die Stocks zunächst im Wasserbad bei 37°C 

inkubiert und anschließend tröpfchenweise in 3 ml vorgewärmtes Medium A (DMEM, 4500 

g/l Glucose, Glutamaxx, 10% FCS , 0,5 g Gentamycin) gegeben. Danach wurden die Zellen 

für 8 min bei 103 g und 4°C pelletiert und der Überstand abgenommen. Das Zellpellet wurde 

dann mit Medium A resuspendiert und auf eine entsprechende Anzahl Zellkulturflaschen 

verteilt. Hierbei wurden pro Flasche jeweils 15 ml serumhaltiges Medium A vorgelegt. Die 

Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 37°C, 10% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. Ein Mediumwechsel fand, je nach Wachstum, alle 3 Tage statt. 

 

2.1.2 Passage der Zellen und Vermehrung 

 

Sobald die Zellen Konfluenz erreicht hatten, wurden sie umgesetzt: Das Medium wurde 

abpipettiert, die Zellen anschließend mit PBS gewaschen und mit 5x Trypsin/EDTA-Lösung 

abgelöst. Der Trypsinverdau wurde dann mit Medium A abgestoppt und mit den abgelösten 

Zellen in ein 15 ml Falcon
®

 pipettiert. Danach wurden die Zellen bei 103 g und 

Raumtemperatur für 8 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 

Medium A resuspendiert. Zur Vermehrung der Zellen wurden alle Zellen in größere 

Zellkulturgefäße umgesetzt. Zum normalen Passagieren wurde ein Teil zumeist ¼ der Zellen 

umgesetzt, der Rest wurde verworfen oder kryokonserviert. 
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2.1.3 Kryokonservierung  

 

Um möglichst viele F98-Rattengliomzellen, die für die folgenden Versuche aus einer 

gemeinsamen Passage stammen sollten, vorrätig zu haben, wurde eine bestimmte Zellzahl 

kryokonserviert. Dafür wurde zuerst das Einfriermedium, bestehend aus 10% FCS, 10% 

DMSO als Schutzsubstanz und 80% DMEM-4500 hergestellt. Die nach der Trypsinierung 

gewaschenen Zellen zu je 1 x 10
6 

Zellen/ml wurden in 1 ml Einfriermedium gelöst und in 

Portionen von jeweils 1 ml eingefroren. Die Kryoröhrchen wurden anschließend in eine 

spezielle, für schonendes Einfrieren konzipierte Einfrierbox (NALGENE
®

 Cryo 1°C Freezing 

Container, Nalge Nunc International, Hereford, U.K.) gestellt und für einen Tag bei – 80°C 

deponiert. Hierdurch konnte ein konstantes Abkühlen von –1°C pro Minute gewährleistet 

werden. Am nächsten Tag wurden die Kryoröhrchen bei –296°C in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. 

 

2.1.4 Zellzählung  

 

Sowohl für die Transwell-Kokultur als auch für immunzytochemischen Färbungen wurden 

Zellzählungen vorgenommen. Für die Transwell-Kokultur wurde zunächst die 

Mikrogliazellzahl bestimmt: Nach 2-stündigem Abschütteln der Primärkulturen wurde das 

Medium mit den darin enthaltenen Mikrogliazellen abgenommen, in ein 50 ml-Falcon
®

-

Röhrchen pipettiert und anschließend für 6 min bei 161 g und Raumtemperatur 

abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand vorsichtig abgesaugt und das 

Pellet in 1 ml Medium B (DMEM, 1000 g/l Glucose,Glutamaxx, 10% FCS) resuspendiert, um 

die absolute Mikrogliaanzahl bestimmen zu können. Hierfür wurde zunächst eine Fuchs-

Rosenthal-Zählkammer (0,2 mm Tiefe, 0,0625 mm
2
 Fläche) mit Ethanol gereinigt und das 

Deckgläschen leicht angefeuchtet aufgesetzt, woraufhin sich Newton’sche Ringe bildeten. 

Jetzt wurden 15 l der Mikroglia-Zellsuspension unter das Deckgläschen gegeben und die 

Zählkammer unter dem Lichtmikroskop bei 100-facher Vergrößerung ausgezählt. Hierbei 

wurden vier Großquadrate zusammengesetzt aus 16 Kleinquadraten ausgezählt. Der 

Mittelwert ZZ wurde berechnet, indem die ermittelte Zellzahl durch vier geteilt wurde. Die 

absolute Zellzahl ließ sich nach folgender Formel ermitteln: 

 

ZZ Absolut  = ZZMittelwert x 5000 x Verdünnungsfaktor x Resuspensionsvolumen 
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Die Bestimmung der Anzahl der F98-Rattengliomzellen für die Transwell-Kokultur erfolgte 

analog der oben erwähnten Mikrogliaauszählung. Für die Vorbereitung der Zellzählung 

wurden in mehreren Zellkulturflaschen (Fläche 175 cm
2
) das Medium vollständig abgesaugt. 

Hiernach wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen, um rückständiges Medium vollständig zu 

entfernen und Enzym-Serum-Interaktionen, welche die Enzymaktivität des im nächsten 

Arbeitsschritt verwendeten Trypsins herabsetzen würden, zu vermeiden. Im nächsten Schritt 

wurden 4 ml einer 5x Trypsin/EDTA–Lösung auf die Zellen gegeben und bei 37°C für 5-10 

min inkubiert. Der Trypsinverdau wurde nach Vereinzelung der Zellen, welche 

mikroskopisch kontrolliert wurde, gestoppt. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden nun die 

doppelte Menge an Medium B in die Zellkulturflaschen gegeben und zusammen mit den 

Gliomzellen in ein 50 ml-Falcon
®

-Röhrchen überführt. Die Zellen wurden für 6 min bei 161 g 

und Raumtemperatur abzentrifugiert; anschließend wurde der Trypsin/Medium-Überstand 

vorsichtig abpipettiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Medium B resuspendiert, 15 l davon 

wurden 1:200 mit Medium B verdünnt und der Verdünnungsfaktor bei der Auszählung 

berücksichtigt. Hiernach fand die Zellzählung analog der Mikrogliazählung statt. 

 

2.1.5 Präparation primärer Mikrogliazellkulturen 

 

Für die Herstellung der primären Mikrogliazellkulturen wurden die Gehirne neugeborener 

Schneider-Ratten verwendet. Die Präparationen, welche in Kooperation mit dem Max-

Delbrück-Zentrum Berlin (Abteilung Zelluläre Neurowissenschaften, Arbeitsgemeinschaft 

Kettenmann) durchgeführt wurden, erfolgten jeweils am Tag 1 und 2 nach der Methode von 

Giulian & Baker (Giulian and Baker, 1986): Zunächst wurde das Gewebe der Großhirnrinde 

vorsichtig von Blutgefäßen und Meningen befreit und anschließend 2 min mit 0,25% Trypsin 

in PBS trypsiniert. Danach wurde es mit einer abgeflammten Pipette dissoziiert und 2 x 

gewaschen. Die so erhaltenen Gliazellen konnten dann in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM), welches mit 10% fetalem Kälber-Serum (FKS) und Antibiotika 

supplementiert wurde, überführt werden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter 

Standardbedingungen (37°C, 10% CO2 , 95% Luftfeuchtigkeit). Nach 5 bis 7 Tagen hatte sich 

auf den Böden der Zellkulturflaschen ein konfluenter Astrozytenmonolayer gebildet, auf 

welchem die locker adhärenten Mikrogliazellen und die weniger locker adhärenten 

Oligodendrozyten wuchsen. Um für die folgenden Experimente eine möglichst große 

Mikroglia–Ausbeute zu erzielen, wurden die Primärzellen am 14. Tag mit L 929/1329- 
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Mikroglia-konditioniertem Medium aktiviert: Das verbrauchte Medium wurde abgenommen 

und durch 10 ml serumhaltiges Medium und 5 ml L 929/1329 ersetzt. 

 

2.1.6 Isolierung der Mikroglia aus den Primärkulturen 

 

Nach 20 Tagen hatten sich die Mikrogliazellen stark vermehrt und konnten durch die 

sogenannte Schüttelmethode (Giulian and Baker, 1986) vom Astrozyten/ 

Oligodendrozytenmonolayer abgelöst werden. Hierfür wurden die Zellkulturflaschen für 2 h 

in einem Schüttelinkubator (260 r.p.m, 37°C) abgeschüttelt, so dass die locker adhärenten 

Mikrogliazellen für die darauffolgenden Versuche mit dem Medium abgenommen werden 

konnten. Die Primärkulturen wurden jeweils am 20. (1. Abschlag), 24. (2. Abschlag) und am 

28. Tag (3. Abschlag) abgeschüttelt, um genügend Mikrogliazellen für die Versuche zu 

gewinnen. 

 

2.1.7 Anlegen eines Transwell-Kokultur-Systems 

 

Nach 2-stündigem Abschütteln der Mikroglia-Primärkulturen und der sich anschließenden 

Auszählung wurden 4,4 x 10
5
 Mikrogliazellen/Well in 2 ml angewärmten Medium B 

ausgesät. Alle durch den Schüttelvorgang gewonnenen Mikrogliazellen wurden für das 

Anlegen einer möglichst großen Anzahl an Wells genutzt, wobei die Menge der Wells, die 

mit den Mikrogliazellen belegt wurde, abhängig war von der Ausbeute an den jeweiligen 

Versuchstagen.  

Nachdem die Zellzahl der Tumorzellen ermittelt worden war, wurden 5 x 10
6 

 F98-Zellen auf 

Membraneinsätzen (Becton Dickinson Labware
® 

Europe) bestehend aus einer 

Polyethylenterephthalat-Membran mit 0,4 m Porendichte ausgesät. Zuvor wurde 1 ml 

Medium B in die jeweiligen Membraneinsätze vorgelegt. Die Membraneinsätze wurden dann 

in die Vertiefungen der mit den Mikrogliazellen bestückten 6-Well-Platte eingesetzt und 

gemeinsam mit den Mikroglia für 24 h bei 37°C kokultiviert (siehe Abbildung 2). Das 

Zellzahlverhältnis zwischen Mikroglia und Tumorzellen betrug 1:11.  

Um einen Vergleich zwischen F98-Zellen, die für 24 h mit den Mikrogliazellen kokultiviert 

wurden und reinen F98-Zellen, die nicht mit Mikroglia kokultiviert wurden herstellen zu 

können, wurden diese allein zu je 5 x 10
6
 Zellen pro Membraneinsatz ausgesät und unter 

gleichen Bedingungen (24 h, 37°C) inkubiert. Die Membraneinsätze ragten somit in Wells, 

die nur mit Medium B gefüllt waren. Die abgeschüttelten Mikrogliazellen (wie oben 
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beschrieben 4,4 x 10
5
 Zellen/Well) wurden mit Membraneinsätzen, die nur 1 ml Medium B 

enthielten, inkubiert. 

 

Abb. 2: Schematischer 

Aufbau des Transwell-

Kokultur-Assays.  

 

 

 

 

 

 

 

2.1.8 Gewinnung von konditioniertem Medium aus dem Transwell-Kokultur-System 

 

Nach 24-stündiger Kokultur wurde das konditionierte Medium vorsichtig aus den Wells bzw. 

Membraneinsätzen abgenommen und für die nachfolgende IL-6-Zytokinbestimmung in einem 

15 ml-Falcon
® 

-Röhrchen bei –296°C flüssigen Stickstoffs eingefroren.  

 

2.2 Histologie und immunzytochemische Färbungen 

 

2.2.1 Tumore und Herstellung von Paraffinschnitten  

 

Das Tumormaterial stammte von Patienten mit WHO-Grad IV-Glioblastomen, die in der 

Neurochirurgischen Klinik der Charité Universtitätsmedizin Berlin, Campus Virchow-

Klinikum operiert wurden. Die Diagnose wurde von erfahrenen Neuropathologen des Instituts 

für Neuropathologie entsprechend der Kriterien der zweiten überarbeiteten WHO-

Klassifikation histologisch klassifiziert und gradiert. 

Vor der Einbettung von menschlichem Gehirnmaterial wurde dieses für 12 h in Formalin 

fixiert und weiterhin in einer steigenden Alkoholreihe (von 50% bis 100%) entwässert, da 

sich wässriges Gewebe nicht mit Paraffin mischt. Um das Schneiden mit dem Mikrotom zu 

erleichtern, wurde das Gewebe mit flüssigem Paraffin durchtränkt. Nach Aushärtung des 

Paraffins wurde der Gewebeblock in ein Mikrotom eingespannt und Schnitte definierter Dicke 

angefertigt. Im nächsten Schritt wurden die Paraffinscheiben auf Glasobjektträger aufgebracht 

und mit Permaunt
®

 (Dako
®

) eingedeckt.  



Material und Methoden 

26 

2.2.2 Hämatoxilin-Eosin-Färbung (HE-Übersichtsfärbung) 

 

Bei der H.E.-Färbung handelt es sich um eine Standardfärbung der Histologie. Sie kann 

generell bei jedem Präparat angewendet werden. Dabei erscheinen die Zellkerne aufgrund der 

Anlagerung des basischen Hämatoxilins an die negativ geladenen Phosphatgruppen der 

Nukleinsäuren des Zellkerns blau, während sich das Zytoplasma durch die Eosinbehandlung 

rötlich darstellt. Nach der Rehydrierung wurden die Gehirnschnitte 3-4 min in 

Hämatoxilinlösung getaucht und danach 2 x in dH2O gespült. Anschließend wurde der Schnitt 

4 min in fließendem Leitungswasser „gebläut“. Im Anschluß wurde eine 14 min-Färbung in 

Eosin durchgeführt, welcher ein weiteres kurzes Spülen in dH2O folgte. Nach Entwässerung 

in der aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte mit Xylol unter einem Deckgläschen 

eingeschlossen. 

 

2.2.3 Tomatolektinfärbung 

 

Zur Ermittlung der Reinheit der abgeschüttelten Mikrogliazellen wurden 2 x 10
4 

Zellen/Kammer auf einem 8-Kammer-Objektträger (Falcon
®

) in Medium B ausgesät. 

Nachdem die Zellen an der Oberfläche des Glasobjektträgers adhäriert hatten, wurde am 

nächsten Tag das in den Kammern befindliche Medium vorsichtig abgenommen. Danach 

wurden die Zellen 2 x mit unsterilem PBS gewaschen und anschließend mit vorgekühltem 

Methanol für 10 min bei 4°C fixiert. Nach Trocknung der Kammern bei Raumtemperatur für 

10 min und wiederholtem Abspülen mit PBS wurde das mit Texas Red
®

 markierte Lektin der 

Tomate Lycopersicon esculentum (Tomatolektin) auf die Zellen gegeben und für 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Tomatolektin hat die Eigenschaft, spezifisch an Poly-N-azetyl-

laktosaminreste, die im Gehirn nicht nur auf Zelloberflächen von Mikroglia- sondern auch auf 

Endothelzellen vorkommen, zu binden. Letztere können jedoch aufgrund ihrer Morphologie 

von den Mikrogliazellen unterschieden werden.  

Vor der Sichtbarmachung unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica
®

) wurden die Zellen 

erneut mit PBS abgespült und schließlich mit Fluoromount-G (InterBio Tech
®

) eingedeckt. 

Für die Anregung des Tomatolektins wurde Licht mit einer Wellenlänge von 583 nm 

verwendet. Um die Auszählung der Zellen zu erleichtern, wurden mehrere Gesichtsfelder 

jeweils im Phasenkontrast/Fluoreszenzbild photographiert und parallel auf dem Bildschirm 

betrachtet. 
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2.2.4 Immunfluoreszenzfärbung 

 

Ziel war es, Tumor- bzw. Mikroglia in 10 Gehirnschnitten von Glioblastompatienten zu 

färben, um das Verhältnis der Tumorzellzahl zur Anzahl der Mikrogliazellen im soliden 

Tumorgewebe zu bestimmen. Da es sich sich kompliziert gestaltet, von jedem Gewebeblock 

jeweils zwei unabhängige Immunfluoreszenzfärbungen mit unterschiedlich spezifischen 

Antikörpern zu validieren, wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfärbemethode gewählt. Diese 

hat den Vorteil, dass beide Zelltypen später zur Erleichterung der Zellauszählung in einer 

Ebene liegen und von einem Gewebeschnitt stammen.  

Zunächst wurden die Gehirnschnitte für die Entparaffinierung 10 min in Xylol gestellt und 

anschließend durch die absteigende Alkoholreihe geführt. Danach wurden sie einmal mit 

Wasser und mit PBS gespült. Jetzt wurden die Schnitte in ein mit Citrat-Puffer (pH 6) 

gefülltes Kästchen, welches vorher 2 min bei 600 Watt in einer Mikrowelle vorgewärmt 

worden war, gestellt und 2 x 5 min bei 600 Watt erhitzt. Nach Abkühlung für 5 min erfolgte 

zweimaliges Waschen mit PBS und vorsichtiges Abklopfen der Flüssigkeit. Zum Blockieren 

wurde Normalserum der Ziege Nr. X0907 (Dako
®

, Deutschland) 1: 10 mit PBS verdünnt und 

jeweils 100 l des Ziegenserums auf die Schnitte verteilt. Hiernach wurden sie 30 min in 

einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 30 min wurde das Serum 

abgeklopft und die Schnitte 2 x mit PBS gewaschen. Anschließend wurden 100 l des 

spezifischen Antikörper mouse anti-human-CD68 (Dako
®

, 1:5000 verdünnt in PBS) und 

rabbit anti human-GFAP (Dako
®

, 1: 200 verdünnt in PBS) auf die Schnitte gegeben und 2 h 

bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Ein erneuter Waschschritt mit PBS 

erfolgte bevor die Gehirnschnitte 1 h mit den zweiten Antikörpern bei Raumtemperatur 

inkubiert wurden. Ein Cy
® 

2-konjugierter goat-anti-mouse-Antikörper (Sekundärantikörper 

für CD68, Emission 510 nm) und Cy
®

 3-konjugierter goat-anti-rabbit-Antikörper (sekundärer 

Antikörper zu GFAP, Emission 570 nm) wurden jeweils 1:100 verdünnt und auf die Präparate 

verteilt. Vor der Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden diese 3 x mit PBS 

abgespült und anschließend in Fluoromount
®

-G eingedeckelt. Zur Bestimmung des 

Zellzahlverhältnisses wurde die Mikroglia- und die Tumorzellanzahl in 10 Feldern bei 400-

facher Vergrößerung ermittelt. Anschließend wurde das Verhältnis Tumorzellen zu Mikroglia 

gebildet.  
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2.3 Molekularbiologische Analysen 

 

Um die kokultivierten und nicht-kokultivierten Zellen auf Genexpressionsunterschiede 

untersuchen zu können, wurden die unterschiedlichen Zellgruppen (Mikroglia-kokultiviert mit 

F98-Gliomzellen, Mikroglia-nicht kokultiviert mit F98-Gliomzellen; F98-kokultiviert mit 

Mikroglia und F98-nicht kokultiviert mit Mikroglia) lysiert und deren Gesamt-RNA aus den 

Zellen isoliert. Danach wurde die Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Vor der 

Umschreibung wurde ein DNase-Verdau vorgenommen, um Verunreingungen der RNA für 

die spätere Hybridisierung zu vermeiden. Für die Generierung ausreichender RNA-Mengen 

für die Hybridisierung, wurde die Gesamtheit der erzeugten cDNA mittels einer in vitro-

Transkription und anschließender PCR-Reaktion amplifiziert. Sowohl die Umschreibung der 

Gesamt-RNA in cDNA und nachfolgende in vitro-Amplifikation als auch das Labeln der 

RNA-Proben wurden nach den Anweisungen des Herstellers (Affymetrix
®

, Santa Clara, CA) 

in Kooperation mit dem Labor für funktionelle Genomforschung (LFGC, Charité 

Universitätsklinikum Berlin) durchgeführt. 

 

2.3.1 Vorbereitung der Mikroglia und F98-Rattengliomzellen für die RNA-Isolierung 

 

Die folgenden Arbeiten erfolgten mit vorgekühlten, vorher bei 4°C im Kühlschrank 

aufbewahrten Zellkulturmaterialien (Zellschaber, Falcon
®

-Röhrchen, PBS, etc.). Nach 24-

stündiger Kokultivierung mit den Rattengliomzellen wurden die Mikrogliazellen mit einem 

Zellschaber von den Well-Böden gelöst und mit Medium A in ein Falcon
®

-Röhrchen 

pipettiert. Hiernach wurden die Zellen für 8 min bei 4°C und 103 g abzentrifugiert. Das 

Medium wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen anschließend in PBS resuspendiert. 

Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde sofort 

stickstoffgefroren, um Genexpressionsveränderungen bis zur RNA-Isolation, die am 

folgenden Tag durchgeführt wurde, zu vermeiden. Die F98-Rattengliomzellen wurden 

ebenfalls mit einem Zellschaber vorsichtig von den Böden der Membraneinsätze abgelöst. 

Das Lösen beider Zellpopulationen erfolgte unter mikroskopischer Beobachtung, um 

möglichst viele Zellen (vor allem Mikrogliazellen) für die RNA-Isolation zu gewinnen. Die 

Gewinnung der Rattengliomzellen aus den Membraneinsätzen erfolgte abweichend von der 

Mikrogliazellengewinnung. Zunächst wurde das Medium aus den Inserts entfernt, 

anschließend die Zellen mit PBS abgespült und in 1 ml PBS abgeschabt. Die Zellsuspension 
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wurde dann in ein 15 ml-Falcon
®

-Röhrchen überführt und 8 min bei 4°C und 103 g 

abzentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet im flüssigen Stickstoff schockgefroren. 

 

2.3.2 Isolierung der Gesamt-RNA aus Mikroglia und F98-Rattengliomzellen  

 

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Mikroglia- und F98-Rattengliomzellen erfolgte mit 

Hilfe des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen
® 

(Hilden, Deutschland). Hierbei wurde nach 

dem Protokoll zur Isolierung der Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen vorgegangen. 

Zunächst wurden die Zellpellets bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 600 l RLT-

Lysepuffer (enthielt 1% -Mercaptoethanol) vermengt. Danach wurde die Zellsuspension 

durch kräftiges Passagieren mit der Pipette durchmischt um die restlichen Zellen zu lysieren. 

Das trübe Lysat wurde homogenisiert, indem es auf eine Qiashredder-Säule (Qiagen
®

, Hilden, 

Deutschland) mittels Zentrifugation gegeben wurde und für 2 min bei 7000 g zentrifugiert 

wurde. Zum Fällen der RNA wurde ein identisches Volumen 70%igen Ethanols auf das 

Homogenat gegeben und sorgfältig durchmischt. Hiernach wurden 700 l der Suspension auf 

eine RNeasy-Säule geladen und für 15 s bei 3000 g zentrifugiert. Die sich unterhalb der Säule 

angesammelte Flüssigkeit wurde verworfen. Verunreinigungen der Säule wurden durch zwei 

Waschschritte mit 700 l RW1-Puffer mit anschließender Zentrifugation für 15 s bei 3000 g 

entfernt. Ein dritter Waschschritt enthielt 500 l RPE-Puffer; die Proben wurden für 2 min bei 

3000 g zentrifugiert um die Säule ausreichend zu trocknen. Zur Gewinnung der RNA wurde 

die Säule in ein neues 1,5 ml-fassendes Reaktionsgefäß gesetzt und 30 l RNase-freies 

Wasser vorsichtig auf die Silica-Gel-Membran geträufelt. Abschließend erfolgte die Elution 

der RNA durch Zentrifugation bei 3000 g für 1min.  

 

2.3.3 Photometrische Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration  

 

2 l der isolierten RNA wurden mit 98 l DEPC-Wasser 1:50 verdünnt und in einem 

Photometer bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen. Da eine optische Dichte bei 260 nm 

von 1,0 einer RNA-Menge von 40 ng/l entspricht, kann die RNA-Konzentration nach 

folgender Formel ermittelt werden: 

 

OD260    x   40  x  Verdünnungsfaktor (hier beträgt er 50) = RNA-Konzentration(ng/l)  
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Zur Bestimmung der gesamten isolierten RNA-Menge wurde zusätzlich mit dem 

Gesamtvolumen (hier: 28 µl) der eluierten RNA multipliziert. Um qualitative Aussagen über 

die eluierte RNA zu treffen, wurde  zum einen das Verhältnis OD 260 nm/280 nm gebildet. 

Dieser Quotient gilt als Maß für die Reinheit der Nukleinsäuren und sollte zwischen 1,7 und 

2,0 liegen. Zur qualitative Aussage bezüglich der Integrität der RNA wurde sie auf einem 

Agarosegel bzw. im Bioanalyzer elektrophoretisch aufgetrennt und visualisiert.  

 

2.3.4 RNA-Gelelektrophorese und Bioanalyzer 

 

Die Qualität und Quantität der benötigten RNA ist ein wichtiger Faktor für eine erfolgreiche 

Markierungsreaktion der RNA-Sonde. Verunreinigungen der RNA mit zellulären Lipiden, 

Polysacchariden, Ethanolresten oder Proteinen aufgrund unzureichender RNA-Isolierung -und 

Reinigung können das Umschreiben der RNA in eine cRNA-Sonde erheblich behindern und 

in der darauffolgenden Hybridisierung optimale Ergebnisse verhindern.  

Aus diesem Grund wurde die RNA-Präparation mittels Gelelektrophorese in einem 1%- 

Agarose-Gel bei 180 V aufgetrennt. Die RNA-Laufzeit betrug ca. 20 min. Durch Zugabe von 

0,05% Ethidiumbromid, welches mit der RNA interkaliert, wurden die RNA-Fragmente am 

Gel-Dokumentationssystem (Intas, Göttingen, Deutschland) mit ultraviolettem Licht bei 302 

nm sichtbar gemacht. Es wurde überprüft, ob die isolierte Gesamt-RNA im denaturierenden 

Gel distinkte ribosomale Banden der 18S- und 28S-rRNA aufweist und ob das 

Intensitätsverhältnis der 28S- und 18S-rRNA nahe bei 2:1 liegt. Zudem wurde nach 

möglichen Verunreinigungen der Geltaschen mit genomischer DNA geschaut.  

Als zusätzliche Kontrolle wurde die Gesamt-RNA mithilfe der UV-Spektroskopie 

quantifiziert und deren Qualität durch Analyse auf einem Labchip (BioAnalyzer
®

, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA) überprüft. Letztere Qualitätskontrolle erfolgte im LGFC, 

Charité Universitätsmedizin Berlin, Campus Mitte. 

 

2.3.5 Reverse Transkription von RNA für die Affymetrix
®
-Genchip-Hybridisierung  

 

Die folgenden Arbeiten zur Hybridisierung von RNA-Sonden auf Affymetrix
®

-

Mikroarraychips wurden vom Labor für funktionelle Genomforschung (LGFC) durchgeführt.  

Alle RNA-Proben wurden unter Verwendung der SuperScript
TM

 II Transcriptase (Life 

Technologies, Inc., Carlsbad, CA) und Oligo(dT)24-Primer, welche einen T7-RNA- 

Polymerase-Promotor enthalten, in doppelsträngige cDNA umgeschrieben. 
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Zunächst wurden 5 g der Total-RNA und 1 µl (5 mM) T7-Oligo(dT)24-Primer für 10 min bei 

70°C erhitzt. Das Erhitzen dient der Aufschmelzung der Sekundärstrukturen der RNA zur 

verbesserten Primerbindung. Nach kurzer Abkühlung auf Eis wurden 200 U der 

SuperScript
TM

 II Reverse Transcriptase, 4 µl Puffer für die Erststrangsynthese (50 mM TRIS-

HCl, pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2), 2 µl (10 mM) DTT und je 1 µl dNTP’s (0,5 mM 

dGTP, dTTP, dATP, dCTP) hinzugegeben und der Reaktionsansatz für 1,5 h bei 43°C 

inkubiert. 

Nach der cDNA-Synthese, die unter Standardbedingungen erfolgte, lag nun ein DNA/RNA-

Hybrid vor. Um hieraus doppelsträngige RNA herzustellen, bediente man sich der 

konventionellen Zweitstrangsynthese mithilfe der RNase H und der DNA-Polymerase I. 

Hierfür wurde ein 150 µl-Reaktionsansatz verwendet: 30 µl Puffer für die 

Zweitstrangsynthese (20 mM TRIS-HCl, pH 6,9, 90 mM KCl, 4,6 mM MgCl2, 0,15 mM -

NAD
+
, 10 mM Mg(NH4)2SO4, 3 µl dNTP’s (0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, und dTTP), 1 µl 

(1,2 mM) DTT, 10 U DNA-Ligase, 40 U DNA- Polymerase I und 2 U RNase H wurden 

gemischt und für 2 h bei 16°C inkubiert, gefolgt von einer weiteren Inkubation mit 10 U T4-

DNA–Polymerase für 15 min. 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 µl EDTA (0,5 M) beendet. Zum Schluß erfolgte 

eine Reinigung der doppelsträngigen cDNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion und eine 

Präzipitation mit 5 M Ammoniumacetat und Ethanol für 20 min bei –20°C. Das getrocknete 

Pellet wurde schließlich in 12 l RNase-freiem Wasser resuspendiert. 

 

2.3.6 In vitro-Transkription (cRNA-Synthese) und Herstellung der RNA-Sonden 

 

Bei DNA-Mikroarrays besteht die Möglichkeit, diese entweder mit DNA-Sonden oder mit 

RNA-Sonden zu hybridisieren. Obwohl die Verwendung von DNA-Sonden sehr viel 

gebräuchlicher ist, bietet die Verwendung von RNA-Sonden den Vorteil einer spezifischeren 

Hybridisierung: eine RNA/DNA-Hybridisierung ist energetisch sehr viel günstiger als eine 

DNA/DNA-Hybridisierung und kann demzufolge bei höheren Temperaturen, also bei höherer 

Spezifität erfolgen. RNA-Sonden können auf zwei unterschiedliche Arten hergestellt werden. 

Entweder markiert man die mRNA direkt, indem ein Hapten chemisch an die RNA gekoppelt 

wird oder die Markierung der RNA erfolgt während einer RNA-Amplifikationsreaktion (in 

vitro-Transkription).  
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Für die Herstellung der RNA-Sonden und die gleichzeitige in vitro-Transkription wurde das 

BioArray High Yield RNA Transcription Kit (Enzo Diagnostics
®

, Farmingdale, N.Y.) 

verwendet. 

Die aus 2.3.5 hergestellten doppelsträngigen cDNAs, welche über einen integrierten T7-RNA-

Polymerase-Promotor verfügen, wurden zusammen mit T7-Transkriptions-Puffer (7 mM 

ATP, 7 mM GTP, 5,3 mM UTP, 5,3 mM CTP, 1,7 mM biotinyliertes UTP und 1,7 mM 

biotinyliertes CTP) für 6 h bei 37°C inkubiert. Während der Synthetisierung des 

komplementären Stranges der cRNA durch die DNA-abhängige T7-RNA-Polymerase wurden 

die markierten Nucleotide in den wachsenden cRNA-Strang eingebaut. Die umgeschriebene 

und amplifizierte cRNA wurde nun über eine Resin-Säule (Rneasy
®

, Qiagen
®

, Hilden, 

Deutschland) aufgereinigt, um die verbliebenen Primer, die eine Template-unabhängige 

cRNA-Synthese induzieren könnten, sowie freie dNTP’s zu eliminieren. Nach Aufreinigung 

der cRNA wurde eine alkalische Hydrolyse durchgeführt, bei der die cRNA in Gegenwart von 

40 mM Tris-Acetat, pH 8,1, 100 mM Potassiumacetat und 30 mM Magnesiumacetat für 35 

min bei 94°C fragmentiert wurde. Die Fragmentierung dient dazu, RNA-Sonden im 

gewünschten Größenbereich (50-300 bp) zu erzeugen und damit die definierten Sondenlängen 

an das Experiment anzupassen.  

Im Anschluß wurde die cRNA durch UV-Spektroskopie und die Verteilung der 

Fragmentgrößen der cRNA und entstandenen Nebenprodukten mittels Bioanalyzer
® 

(Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA) ermittelt. 

 

2.3.7 Hybridisierung der RNA-Sonden  

 

Die erzeugten cRNA-Sonden wurden nun mit neurobiologischen, rattenspezifischen U34-

Affymetrixchips (Affymetrix
®

, Rat NeuroBiology Array U34, Artikel-Nr 900283, Santa 

Clara, CA) hybridisiert. Die Chips enthalten über 1200 für die in der Neurobiologie 

relevanten Gensequenzen (z.B.Gene für Kinasen, Zelloberflächen-Rezeptoren, Zytokine, 

Wachstumsfaktoren und Onkogene). 

Zunächst mußte eine Hybridisierungslösung hergestellt werden. Sie enthielt 0,05 g/l 

fragmentierte cRNA (Sonde), 50 pM B2-Kontroll-Oligonukleotide, eukaryotische 

Hybridisierungskontrollen (1,5 pM bio B, 5 pM bio C und 25 pM bio D von E.coli, 

Affymetrix
®

, Santa Clara, CA), 0,1 mg/ml DNA aus Heringssperma und 0,5 mg/ml in Puffer 

(100 mM 2-N-Morpholinoethansulfonsäure (MES), 1 M NaCl, 20 mM EDTA, 0,01% Tween 

20) gelöstes azetyliertes Serum-Albumin (Sigma, St. Louis, MO). Vor dem Auftragen der 
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Hybridisierungslösung auf den Chip, wurde sie zuerst auf 95°C, dann auf 45°C erhitzt und 

zentrifugiert. In einem Hybridisierungsofen wurde sie für 16 h bei 45°C mit den Chips 

aufbewahrt. Nach der Inkubation folgte das Waschen und Färben. Dabei wurde nach dem 

EukGE-WS2-Protokoll vorgegangen. Hierbei wurden die Genchip-Sonden 10 x bei 25°C mit 

nicht-stringentem Puffer (0,9 M NaCl, 0,06 M Na2HPO4, 6 mM EDTA, 0,01% Tween 20) 

gewaschen. Der zweite Waschschritt erfolgte bei einer Temperatur von 50°C und bestand aus 

vier Zyklen, in denen jeweils 15 x mit stringentem Puffer (100 mM MES, 0,1 M NaCl und 

0,01% Tween 20) gewaschen wurde. Die Genchips wurden nun für 10 min bei 25°C von einer 

Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE)-Lösung (10 µg/ml SAPE, Molecular Probes, Eugene, 

OR), welche noch 2 µg/µl acetyliertes BSA (Sigma, St.Lous, MO) in 100 mM MES, 1 M 

NaCl und 0.05% Tween 20 enthielt, umspült. Der letzte Färbeschritt mit nichtstringenter 

Lösung wurde bei einer Temperatur von 25°C durchgeführt und bestand diesmal aus 10 

Zyklen. Zur Signalverstärkung wurden die Chipsonden für 10 min mit einer Antikörperlösung 

bestehend aus 2 µg/µl azetyliertem BSA, 0.1 µg/µl normalen Ziegen-IgGs (Sigma, St.Louis, 

MO), 3 µg/ml goat-anti-Streptavidin und biotinylierten Antikörper (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA) in 100 mM MES, 1 M NaCl und zuletzt 0,05% Tween 20 bei 25°C 

behandelt. Nach dem Verstärkerschritt wurden die Chips in 15 Zyklen 4 x mit SAPE bei 30°C 

gewaschen. Eingelesen wurde 2 x mit dem GeneChip System Confocal Scanner (Agilent
®

, 

Santa Clara, CA). Die Datenanalyse wurde mit der Microarray Suite Version 5.0 Software 

und Data Mining Tool Version 2.0 Software von Affymetrix
®

 ausgeführt. 

 

2.3.8 Reverse Transkription von RNA für Real-Time PCR  

 

Für die Umschreibung der RNA in komplementäre DNA (cDNA) wurde das Superscript 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 

verwendet und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Zur Gewinnung von cDNA 

wurden ca. 3 µg intakte Gesamt-RNA verwendet. Für einen 20 l–Reaktionsansatz wurden 

zelluläre RNA mit 1 l Oligo-(dT)12-18-Primer(0,5 µg/µl) und 1 µl dNTP’s (10 mM) 

zusammengegeben, kurz zentrifugiert und um ein Annealing zu ermöglichen 5 min bei 65°C 

inkubiert. Hiernach erfolgte eine kurze Abkühlung auf Eis und Zugabe von 2 µl 10x RT-

Puffer, 2 µl (0,1 M) DTT und 4 µl MgCl2 (25 mM) zugegeben. Der Ansatz wurde kurz 

gemischt und dann für 2 min bei 42°C inkubiert. Hiernach erfolgte die Zugabe von 1 µl 

SuperScriptTM Reverse Transkriptase II und erneut eine 50-minütige Inkubation bei 42°C, in 

der die Synthese der cDNA stattfand. Zum Beenden der Reaktion wurde der Reaktionsansatz 
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für 15 min bei 70°C erhitzt, hiernach auf Eis gekühlt und abzentrifugiert. Zuletzt erfolgte die 

Zugabe von 1 µl RNAse H und Inkubation für 20 min bei 37°C, um verbliebene RNA zu 

inaktivieren. Zum Schluß wurde mit der cDNA eine PCR durchgeführt. Die entstandenen 

Produkte wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen um zu analysieren, ob die cDNA-

Synthese erfolgreich war.  

 

2.3.9 Temperaturgradienten-PCR zur Primer-Optimierung  

 

Um ein spezifisches Produkt in der folgenden Real-Time PCR zu erhalten, mussten 

Primeroptimierungen durchgeführt werden. Die Oligonukleotid-Sequenzen der verwendeten 

Primer wurden anhand der Sequenzen der mRNAs aus der Gen-Datenbank des National 

Center for Biotechnology Information (NCBI, NIH, Bethesda, USA) ausgewählt. 

Entscheidend waren der GC-Gehalt (40-60%), die Primer-Länge (18-30-mer) und die 

Schmelztemperatur, die zwischen 55 und 65°C liegen sollte. Zudem sollte das amplifizierte 

Fragment einen Größenbereich von etwa 100-300 bp aufweisen, die für die Anwendung in der 

Real-Time PCR empfohlen werden. Die Primersynthese wurde von der Firma MWG-Biotech 

(Ebersberg, Deutschland) durchgeführt. 

Um optimale Bedingungen für die Bindung der Primer an die cDNA zu gewährleisten, wurde 

mit den ausgewählten Primern eine Temperaturgradienten-PCR durchgeführt. Hierbei 

unterschieden sich die Temperaturen um ca. 0,5°C. Gleichzeitig wurden mehrere MgCl2-

Konzentrationen (1 mM, 1,5 mM, 2 mM und 2,5 mM) pro cDNA-Probe getestet. Für die 

Temperaturgradienten-PCR wurde zunächst ein Mastermix hergestellt, der für einen 50 l-

Ansatz in den verwendeten Konzentrationen für MgCl2 variierte (siehe Tabelle 2).  

 

  Tabelle 2: Mastermix und Temperaturprogramm für die PCR 

Mastermix PCR-Programm 

 

1x RT-Puffer 

0,2 mM dNTP’s 

0,5 µM sequenzspezifischer 3’-und 5’-Primer   

1-2,5 mM MgCl2 

1 U AmpliTaq-Polymerase 

ad dH2O   

 

1. 94°C           5 min  

2. 94°C           30 s 

3. 55-63°C      30 s (primerabhängig) 

4. 72°C            30 s 

5. 72°C            10 min 

6. 20°C               

Bemerkung: Schritt 2-4  30 Zyklen   
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5 l vorverdünnter cDNA (1:40 in dH2O) wurden in 200 l-Tubes (Biozym, Deutschland) 

vorgelegt und anschließend mit 45 l des Mastermixes komplettiert. Tabelle 4 (Seite 38) zeigt 

eine Auflistung der verwendeten Primerpaare mit ihren jeweiligen Nukleotidsequenzen. 

 

2.3.10 Auftrennung der cDNA-PCR-Produkte im Agarosegel 

 

Für die Analyse der PCR-Produkte wurde zunächst ein 1% iges Agarosegel hergestellt: Dazu 

wurde in der Mikrowelle 1 g Agarose in 100 ml 1x TBE-Puffer gelöst. Nach dem Erhitzen 

wurden der Agarose 3 µl Ethidiumbromid zugefügt und anschließend ebenfalls unter dem 

Abzug ein Gel in einer Gelkammer gegossen. Nach dem Erhärten der Agarose wurde der 

Kamm entfernt, die PCR-Proben mit 5 µl 6x Ladepuffer (0,2% Bromphenolblau, 0,2% 

Xylencyanol, 60% Glycerol und 60 mM EDTA) versetzt und in je eine Geltasche aufgetragen. 

Die amplifizierten cDNA-Produkte wurden bei 180 V für 20 min im elektrischen Feld 

aufgetrennt und durch Fluoreszenz des in die DNA interkalierten Farbstoffes Ethidiumbromid 

in einer UV-Kammer (Intas, Göttingen, Deutschland) sichtbar gemacht. Als Größenstandard 

diente ein 500 bp-Marker (pUC19 DNA/Msp I) von MBI Fermentas
®

 (St. Leon-Rot, 

Deutschland). 

 

2.3.11 Real-Time quantitative PCR (Theoretischer Hintergrund) 

 

Die Real-Time quantitative PCR wurde mit dem Thermocycler iCycler iQ
®

 der Firma 

Biorad
® 

(München, Deutschland) durchgeführt. In dieser PCR-Maschine ist eine 96-Well-

Platte und eine zusätzliche optische Einheit (CCD-Kamera) integriert, welche simultan die 

Emissionen der zuvor durch eine Halogenlampe beleuchteten Proben mißt. Die Kamera ist in 

der Lage, vier unterschiedliche Farbstoffe darunter FAM oder SYBR
®

 Green I zu detektieren. 

Die Real-Time-quantitative PCR ist eine moderne Methode zur Quantifizierung von 

Nukleinsäuren und zur Ermittlung von Unterschieden differentiell exprimierter Gene. Durch 

sie ist es möglich, über den gesamten Reaktionsverlauf die Amplifizierung der eingesetzten 

cDNA zu verfolgen. Die Amplifizierung der DNA kann mit verschiedenen 

Detektionssystemen dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde das Detektionsverfahren mit 

SYBR
®

 Green I (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA) verwendet. SYBR
® 

Green I ist 

ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit doppelsträngiger DNA interkaliert. Dieser wird mit einer 

Wellenlänge von 497 nm angeregt und emittiert Licht mit einer Wellenlänge von 520 nm. 

Durch die Bindungseigenschaften von SYBR
® Green I wird die Fluoreszenzintensität 
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während der Amplifikationszyklen jeweils am Ende der Elongationsphase, wenn die 

amplifizierte DNA doppelsträngig vorliegt, gemessen. Das Fluoreszenzsignal ist im linearen 

Bereich der Amplifikation der Template-DNA proportional der Menge an gebildetem PCR-

Produkt. Zur Quantifizierung wird der CT-Wert verwendet, welcher am Wendepunkt der 

exponentiellen Kurve liegt und einen signifikanten Anstieg des Fluoreszenzsignals anzeigt 

(siehe Abbildung 3). Desweiteren sollten vergleichbare CT-Werte über dem „Treshold“ liegen 

(siehe Abbildung 3). Ein CT-Wert von 40 und mehr bedeutet, dass keine Amplifizierung 

stattgefunden hat und nicht in die Rechnungen einbezogen werden kann.  

Aufgrund seiner interkalierenden Eigenschaften ist es möglich, dass SYBR
®

 Green I ebenfalls 

mögliche Primerdimere bindet, daher wurde neben der Quantifizierung der cDNA zusätzlich 

eine Schmelzpunktanalyse der entstandenen PCR-Produkte durchgeführt. Hierbei wird der 

Reaktionsansatz langsam von 40°C bis 95°C erhitzt. Der Schmelzpunkt kann zu dem 

Zeitpunkt ermittelt werden, an dem 50% der doppelsträngigen DNA-Fragmente bei einer 

spezifischen Temperatur in Einzelstränge denaturieren. Als Folge der Denaturierung kommt 

es zur Dissoziation von SYBR
®

 Green I und damit zum Abfall der Fluoreszenzintensität, 

welche von der CCD-Kamera des iCyclers detektiert und als Änderung des Verlaufs der 

Schmelzkurve (siehe Abbildung 4) aufgezeichnet wird. Verschiedene Produktlängen und 

Produkte mit unterschiedlicher Sequenz schmelzen bei unterschiedlichen Temperaturen. 

Weist das amplifizierte PCR-Produkt einen distinkten Schmelzpunkt (in der Abbildung mit 

einem schwarzen Pfeil angedeutet) auf, kann mit Sicherheit von einem Amplifikat 

ausgegangen werden. Beim Vorliegen von zwei oder mehreren Schmelzpunkten muß auf eine 

Verunreinigung des PCR-Ansatzes der Amplifikation von mehreren Produkten oder von 

Primer-Dimeren geschlossen werden. 

Um eine quantitative Expressionsanalyse durchführen zu können, wird von jeder Probe neben 

dem zu untersuchenden Primer auch eine PCR mit einem sog. „house keeping gene“ 

durchgeführt, welches als Quantifizierungsstandard dient. Diese Haushaltsgene sind Gene, die 

für fundamentale zelluläre Prozesse in den meisten Zelltypen bzw. Geweben benötigt werden 

und deren Expression in der Regel nicht vom Entwicklungsstatus oder physiologischen Status 

des Gewebes abhängt. Sie sind in der Regel stark exprimiert. Da das häufig verwendete 

„house keeping gene“ GAPDH in Gliomzellen reguliert wird (de Kok et al., 2005), wurden 

Sequenzen des Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase-Gens (HPRT) verwendet. 
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Abb. 3: Das Amplifikationsdiagramm enthält wichtige Informationen für die quantitative 

Messung der cDNA oder RNA. Die „Threshold“-Linie (roter Pfeil) gibt den Grad der Detektion 

oder den Zeitpunkt an, an dem die Reaktion eine Fluoreszenzintensität über der 

Hintergrundstrahlung erreicht. Die „Threshold“-Linie wird in den Punkt der linearen Phase der 

Amplifikation gelegt, dort wo der Wendepunkt der Kurve liegt. Der Zyklus, bei welchem die 

Probe diesen Level erreicht, wird der Zyklus „Threshold“ oder CT-Wert genannt. Die CT-Werte 

werden auf der x-Achse abgelesen. Schwarze Pfeile deuten auf die Amplifikationskurven der 

cDNA-Proben im 3x-Ansatz hin. Der CT-Abstand zwischen der 2. grünen und der blauen Kurve 

spiegelt den Expressionsunterschied zwischen zwei Genamplifikaten wider. Aus der y-Achse 

lassen sich Informationen zu den detektierten Fluoreszenzintensitäten gewinnen. Der blaue Pfeil 

deutet auf den Sättigungsbereich der Amplifikationskurven hin.  

 
Abb. 4: Darstellung einer Schmelzkurve am Beispiel von HPRT. Der Pfeil deutet auf ein 

Amplifikationsprodukt und somit auf eine spezifische Bindung der Primer während der PCR-

Reaktion hin. 

 

 

 



Material und Methoden 

38 

2.3.12 Durchführung der Real-Time quantitativen PCR  

 

Die cDNA-Proben wurden mit sieben verschiedenen Primerpaaren (siehe Tabelle 4) 

untersucht. Zuvor wurden 1 µl der 1:4 verdünnten cDNA vorgelegt. Anschließend wurde in 

einem 1,5 ml-Eppendorf-Tube ein Mastermix erstellt (siehe Tabelle 2) und jeweils 40 µl mit 

der cDNA vermengt. Für jedes Primerpaar wurde eine Verdünnungsreihe (cDNA: 1:10, 

1:100, 1:1000, 1:10000) angesetzt, um die Effizienz der Amplifikation zu berechnen. 100% 

Effizienz bedeutet, dass es sich bei einer CT-Änderung von 3,2 um eine 10-fache 

Expressionsänderung des Amplifikates handelt. Idealerweise sollte die Effizienz der zu 

messenden Probe gleich der Effizienz des „house keeping gene“ sein. Zusätzlich wurde ein 

„no-template-control“ (NTC) angesetzt, das als Kontrollmechanismus für Primer- und 

Pufferverunreinigungen diente. Normalerweise sollten sich in diesem Ansatz keine 

Amplifikate gebildet werden wenn sauber pipettiert wurde.  

Die Tubes wurden nun mit speziell für die Real-Time PCR hergestellten optischen Caps 

(PERKIN ELMER, USA) verschlossen. Anschließend wurde diese in den 96-Well-Heizblock 

des iCyclers gestellt und durch die Kamera abgedeckt. Daraufhin wurde die iCyclerTM
 iQ

®
 

OpticalSystem Software (Version 3.0a) gestartet und das zuvor eingestellte PCR-Programm 

konnte ablaufen (siehe Tabelle 3).  

 

Tabelle 3: Mastermix und Temperaturprogramm für die Real-Time PCR 

Mastermix PCR-Programm 

 

10 x RT-Puffer                                                                         

0,5 mM dNTP’s 

0,5 µM sequenzspezifischer 3’-und 5’-Primer   

1-2,5 50 mM MgCl2 

250 U PlatinumTaq-DNA-Polymerase 

10 nM Fluorescein(6-FAM) 

Sybr Green I 

ad H2O 

Zyklus 1: (1x) 

          Stufe 1:        95°C    3 min 

Zyklus 2: (40x) 

          Stufe 1:        95°C    30 s 

          Stufe 2:   Annealingtemperatur   30 s 

          Stufe 3:        72°C    20 s 

Zyklus 3: (1x) 

           Stufe 1 :       95°C     1 min  

Zyklus 4: (140x) 

           Stufe 1:        95°C    10 s  
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Tabelle 4: Primersequenzen; die Synthese der Primer wurde von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg, 

Deutschland) durchgeführt.  

Genname Primersequenz 

HPRT (Hypoxanthin-Guanin-phosphoribosyl-

Transferase) 

 

  

PRKCA (Proteinkinase c alpha) 

 

 

SOD3 (Superoxiddismutase 3) 

 

 

CREM (cAMP responsive element modulator) 

 

 

RIP1 (Ubiquinol-c-Reduktase, Rieske-iron-sulphur-

Protein) 

 

 

ADRA1D (Adrenalinrezeptor 1d) 

 

 

HTR1A (5-HT-Rezeptor 1a) 

 

 

NRXN2 (Neurexin 2) 

 

5’-GAG GAC CAG GTT GTC TCC TG-3’ 

5’–ATG TAG GCC ATG AGG TCC AC-3’ 

 

 

5’-GAA GGG GAG TTT TGG AAA GG-3’ 

5’-CTG  TGA CGT ATT CCA TGA CG-3’ 

 

5’-CTG TCT TGG GAG AGC TTG TC -3’ 

5’-CCA GAT CTC CAG GTC TTG GG-3’   

 

5’-CCC AGG ATC TGA TGG TGT TC-3’ 

5’-GCT CGG ATC TGG TAA GTT GG-3’ 

 

5’-TTC CAG CAT GAG TGC TTC TG-3’ 

5’-GCA GCT TCC TGG TCA ATC TC-3’ 

 

 

5’–CAG AAG GCA GTC TTC CAA GC-3’ 

5’–ACA GGC AGA TTG GTC CTT TG- 3’  

 

5’–GCA CCA GCT TAG GAA CTT CG-3’ 

5’–CAG AGG AAG GTG CTC TTT GG-3’ 

 

5’–TCA AGG GCA ATG AGT CCT TC- 3’ 

5’– TTG ATG ATC AGC CAG ACA GC-3’ 

 

 

2.4 Proteinbiochemische Methoden 

 

2.4.1 Nachweis von Ratten-IL-6 im konditionierten Medium aus dem Kokultur-Assay 

 

Für die quantitative Bestimmung von IL-6 wurde ein rattenspezifischer IL-6-„Enzyme-Linked-

Immuno-Sorbent Assay“ (ELISA) durchgeführt. Zur Messung der IL-6-Konzentration wurde 

das Quantikine
®

-ELISA-Kit von R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) 

verwendet. Prinzip dieses Assays ist ein sog. Sandwich-ELISA, bei dem ein für IL-6 

rattenspezifischer monoklonaler Antikörper an der festen Phase einer Mikrotiterplatte 
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gebunden ist. Gibt man eine Probe hinzu und ist IL-6 vorhanden, wird dieses an den 

immobilisierten Antikörper gebunden. Anschließend werden durch mehrmaliges Waschen 

ungebundene Substanzen eliminiert und ein Enzym-gekoppelter polyklonaler Antikörper, der 

wiederum spezifisch für Ratten-IL-6 ist, hinzugegeben. Durch erneutes Waschen werden 

ungebundene Antikörper-Enzym-Komplexe entfernt und danach eine Substrat-Lösung 

hinzugefügt. Das Substrat wird vom Enzym umgesetzt, und es entsteht ein blaues Produkt, 

welches sich nach Zugabe einer Stop-Lösung gelb verfärbt. Zum Schluß wird mit Hilfe eines 

ELISA-Readers die optische Dichte der Probe bei 450 nm bestimmt. Da die Farbintensität 

proportional zur IL-6-Konzentration ist, können die IL-6-Konzentrationen der jeweiligen 

Proben anhand einer Standardkurve bestimmt werden. 

Für die Durchführung wurden zunächst alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht und 

anschließend entsprechend den Anweisungen des ELISA-Protokolls vorbereitet. Bevor die 

konditionierten Medien bzw. Proben (FKO=MKO; Fminus und Mminus) zum Einsatz kamen, 

wurden diese für 10 min bei 103 g abzentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Die Proben und 

Kontrollen wurden als 3x-Ansätze, die Standards als Doppelbestimmungen durchgeführt. 

Jeweils 50 µl Proben, Kontrollen und Standards wurden in die einzelnen Öffnungen der 

Mikrotiterplatte pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37°C hatte das Antigen IL-6 

fest an den stationären IL-6-Antikörper gebunden. In Anschluß an einen 5-maligen 

Waschvorgang, welcher nicht-Antikörper-gebundenes IL-6 auswusch, wurden 100 µl einer 

Konjugat-Lösung (Enzym-gekoppelter Antikörper) gegen IL-6 hinzugegeben. Nach einer 

zweiten Inkubationszeit von 2 h bei Raumtemperatur erfolgte erneut ein 5-maliger 

Waschvorgang, dieser diente dazu, ungebundene Antikörper-Enzym-Komplexe zu entfernen. 

100 µl einer Substrat-Lösung wurden nun in jede Vertiefung pipettiert und die 

Mikrotiterplatte anschliessend für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt 

wurden 100 µl Stop-Lösung hinzugefügt und die Extinktion der gelben Farblösung in den 

Proben, Kontrollen und Standards bei 450 nm mit einem ELISA-Reader (BioRad, München) 

ermittelt. Die Analyse der Daten erfolgte mit Excel (Microsoft). 
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3.0 Ergebnisse 

 

3.1 Bestimmung des Verhältnisses von Mikroglia zu Tumorzellen 

 

Für den später durchgeführten Transwell-Kokultur-Assay wurde zuerst eine Zellzählung an 

Hirnschnitten von drei Patienten vorgenommen. Ziel war es, in den Schnitten das 

Zellzahlverhältnis von Tumor- und Mikrogliazellen zu ermitteln, um den in vivo-

Verhältnissen möglichst nahe zu kommen. Bei 100-facher Vergrößerung wurden mit Hilfe 

eines Okularaufsatzes mit integriertem Zählraster, welches insgesamt 10x10 Reihen aufwies, 

jeweils 10 Quadrate pro Hirnschnitt ausgezählt. In den Schnitten wurden die Mikrogliazellen 

mit einem Antikörper gegen CD68-Oberflächenantigene von Makrophagen/Mikrogliazellen 

angefärbt und konnten so deutlich von den Tumorzellen differenziert werden. 

Abbildung 5A zeigt das Verhältnis der Tumorzellen zu den Mikrogliazellen des Durchschnitts 

von drei ausgewerteten Glioblastomschnitten (Tumorzellen 736,2  314,1 SD; 

Mikrogliazellen 26,2  10,3 SD). Schlüsselt man dieses Ergebnis in die drei Einzelschnitte 

auf, kann man erkennen, dass die Anzahl der Tumorzellen in den Tumoren unterschiedlicher 

Patienten stark schwankt (Abb. 5B). Zwischen Schnitt 1 und 2 besteht ein großer Unterschied 

der Tumorzellanzahl (387,2  43,0 SD und 996  216,5 SD), während dieser bei Schnitt 2 und 

3 geringer ausfällt (996  216,5 SD und 825,5  101,4 SD). Auch die absolute 

Mikrogliaanzahl schwankt in den unterschiedlichen Patienten (15,1  4,9 SD; 35,5  9,9 SD; 

27,9  6,0 SD). Betrachtet man jedoch das Verhältnis der Tumorzellen und Mikrogliazellen 

zu den Gesamtzellen in allen drei Experimenten, so fällt auf, dass dieses relativ konstant ist 

(Tumorzellen 96,2% der Gesamtzellen  0,4% SD, Mikrogliazellen 3,5%  0,2% SD). Daraus 

wurde der Schluß gezogen, dass ein vergleichbar konstantes Verhältnis zwischen 

Mikrogliazellen und Tumorzellen vorliegt. Dividiert man die Anzahl der Tumorzellen durch 

die Mikrogliazahl, so erhält man den Faktor 30. Dieses Verhältnis wurde als Grundlage für 

die Entwicklung des Kokulturassays verwendet. 
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Abb. 5: Auswertung der Tumorschnitte von drei 

Patienten mit GBM. (A) Mittelwerte von drei 

Patienten, (B) Einzelanalyse. Fehlerbalken zeigen 

die Standardabweichung.  

 

3.2 Tomatolektinfärbung der Mikroglia und konfokale Aufnahme 

 

Zur Bestimmung der Reinheit der Mikrogliazellen wurde eine Tomatolektinfärbung 

durchgeführt. Man sieht, dass fast alle Zellen mit dem Lektinfarbstoff angefärbt wurden 

(Abb.6). Zu erkennen ist ein knapp 8 µm großer Zelleib mit feinen, dünnen Fortsätzen (Abb. 

6 unten Mitte weißer Pfeil). Die Mikrogliazellen weisen einen amöboiden, 

makrophagenähnlichen Phänotyp auf. Zudem sind granuläre Strukturen (Abb.6 unten links 

weisse Pfeile) erkennbar, die sich ebenfalls anfärben lassen. Wie bereits in Abschnitt 2.2.3 

erwähnt, weist Tomatolektin eine hohe Affinität zu Poly-N-Azetyl-Laktosaminresten auf 

(Acarin et al., 1994). Diese Reste findet man z.B. als Bestandteil verschiedener Rezeptoren 

und in den Lysosomen und dem Golgi-Apparat der Mikrogliazellen (Wang et al., 1991). 

Daher läßt sich sowohl an der Plasmamembran als auch in diesen Zellorganellen ein 

Fluoreszenzsignal detektieren. 
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Abb. 6: Ergebnisse der Reinheitsbestimmung nach dem Abschütteln der Mikroglia-Primärkulturen. In der 

oberen Bildreihe sieht man verschiedene Bildaufnahmen der gefärbten Zellen. Das weiße Quadrat umrahmt 

eine Mikrogliazelle.In der unteren Bildreihe ist die Mikrogliazelle in 630-facher Vergrößerung dargestellt.   

 

3.3 Morphologie nach Kokultur 

 

Das ermittelte Zellzahlverhältnis von 1:30 konnte, wie sich herausstellte, im Kokulturassay 

nicht eingehalten werden, da die dafür erforderliche Oberfläche der Wells zu klein war und 

die Gliomzellen aufgrund zu hoher Dichte entweder starben oder Zeichen von Streß 

(Ablösung, Abrundung) zeigten. Um der Mindestzahl von Mikrogliazellen, die für die RNA-

Isolation benötigt wurden, möglichst nahe zu kommen, wurden aus diesem Grunde weniger 

Rattengliomzellen als vorgesehen ausgesät. Die Oberfläche der Wells erlaubte ein maximales 

Verhältnis von 1:11. Die Tumorzellen wurden nun in den Transwellfiltern, die 

Mikrogliazellen in den Wells ausgesät.  

Als Tumorzellinie wurden die aus Fischerratten stammenden F98-Rattengliomzellen 

ausgewählt. Diese etablierte Rattengliomzellinie (Ko, Koestner, and Wechsler, 1980) wird 

häufig in neuroonkologischen Experimenten eingesetzt und besitzt wesentliche biologische 

und morphologischen Eigenschaften der humanen Glioblastomzellen: Die Tumorzellen 

weisen eine hohe Proliferationsrate auf und lassen sich hervorragend in der Zellkultur 
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kultivieren. Wie die Glioblastomzellen im humanem Gehirngewebe zeigen sie ein infiltratives 

Wachstum und zeichnen sich durch eine geringe Expression von Oberflächenantigenen auf 

ihrer Zellmembran aus. Wie bereits in Abschnitt 2.1.5 erwähnt, wurden primäre 

Mikrogliazellen aus Hirnen neugeborener Schneiderratten gewonnen. Die Morphologie 

entspricht weitgehend den in vivo-Verhältnissen, die für Mikroglia beschrieben wurden. Das 

Aussehen der Mikrogliazellen unterscheidet sich je nach Aktivitätszustand der Zelle. Im 

Ruhezustand weisen die Mikrogliazellen eine spindelförmige Morphologie mit hellem 

Randsaum auf, in der Literatur häufig als „ramifizierter“ Zustand der Mikrogliazellen 

bezeichnet (Abb. 7A). Nach Aktivierung durch das konditionierte Medium differenzieren 

diese in einen makrophagenähnlichen Zustand (Abb. 7A Pfeile). Zwischen den Mikroglia, die 

nicht in Kontakt mit den Rattengliomzellen (Abb. 7A) und den Mikrogliazellen, die in 

Kontakt mit den Tumorzellen stehen (Abb. 7C), war kein morphologischer Unterschied zu 

erkennen.  

Die Rattengliomzellen weisen eine typische multipolare Morphologie auf (Abb. 7B). Häufig 

sind superkonfluente Zellcluster zu erkennen (Abb. 7A Pfeile). Es wurde kein 

morphologischer Unterschied zwischen Einzelcluster und Kokultur (Abb. 7B und 7D) 

beobachtet. 

 

 

Abb. 7: Morphologie der verwendeten Zellen (Durchlicht). A. Mikroglia ohne Kontakt zu 

Gliomzellen, B. Gliomzellen ohne Kontakt zu Mikrogliazellen, C. Mikroglia in Kontakt mit 
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Gliomzellen, D. Gliomzellen in Kontakt mit Mikrogliazellen. Aus neugeborenen Ratten isolierte 

Mikrogliazellen (Primärzellen) wurden für 24 h mit der Rattengliomzellinie F98 kultiviert bzw. nicht 

kultiviert. Pfeile deuten auf aktivierte Mikrogliazellen, Pfeilspitzen zeigen auf typische 

superkonfluente Gliomaggregate. Die Bilder wurden mit 100-facher Vergrößerung aufgenommen 

und zusätzlich 3-fach vergrößert, Balken = 35 µm. 

 

  Tabelle 5: Benennung der Zellen des Transwell-Kokultur-Assays 

Bezeichnung der Zellen des Transwell-

Kokultur-Assays (Abkürzung) 
Erklärung 

Fminus  
F98-Rattengliomzellen, die nicht mit 

Mikrogliazellen kokultiviert wurden  

FKO 
F98-Rattengliomzellen, die kokultiviert wurden mit 

Mikrogliazellen 

Mminus  
Mikrogliazellen, die nicht mit F98-

Rattengliomzellen kokultiviert wurden 

MKO 
Mikrogliazellen, die mit F98-Rattengliomzellen 

kokultiviert wurden  

 

 

3.4 RNA-Aufreinigung der kokultivierten Zellen 

 

Nach 24-stündiger Kokultivierung wurde RNA aus den einzelnen Zellpopulationen isoliert 

und deren Reinheit und Integrität mit Hilfe einer Gelelektrophorese überprüft. In Abbildung 8 

erkennt man distinkte ribosomale 28S- und 18S-Banden der einzelnen Zellfraktionen, die ein 

nahezu identisches Verhältnis der 18- und 28S-rRNA aufweisen. Normalerweise würde man 

ein Verhältnis von 1:2 erwarten. Durch Auswertung der RNA mit Hilfe eines Test-Chips im 

Labor für funktionelle Genomforschnung (LGFC) konnte jedoch die für die Hybridisierung 

benötigte ausreichend gute Qualität der gewonnenen RNA gesichert werden. Die Ergebnisse 

deuten auf einen leichten Abbau der RNA hin. Desweiteren sind in Probe IV stärkere und in 

Probe III Kontaminationen mit DNA zu erkennen, welche oberhalb der 28S-RNA-Banden 

sichtbar sind. Zur Beseitigung der DNA wurde eine DNAse-Behandlung durchgeführt und die 

Qualität der RNA mit Hilfe des Bioanalyzers im Labor für funktionelle Genomforschung 

(LGFC) ausgewertet (Abb. 9A/B). Insgesamt war die Qualität der RNA in den 

Rattengliomzellen besser als in den Mikrogliazellen.  
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Abb. 8: Ergebnisse der RNA-Präparation. Fminus, 

FKO, Mminus und MKO geben die jeweiligen 

Zelltypen an, aus denen die RNA isoliert wurde. 

Fminus etc. Erklärung siehe Tabelle 5.  

 

 

3.5 Herstellung von RNA-Sonden  

 

Die Schritte bis zur Hybridisierung von RNA-Sonden auf den Affymetrix
®

-Genchip wurden 

per Bioanalyzer
®

 im LGFC kontrolliert (Abb. 9-11). In Abbildung 9A sind zwei distinkte 

RNA-Peaks, die unter Zuhilfenahme des Größenmarkers (Abb. 9B) als 18S- und 28S-rRNA 

identifiziert werden können, dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die kontaminierende DNA 

durch DNAse-Behandlung beseitigt werden konnte. Der Abfall der ribosomalen Peak-Höhe 

der 28S-rRNA ist auch hier erkennbar: Bei integrer RNA wäre normalerweise der 28S-Peak 

grösser als der 18S-Peak. Aus diesem Verhältnis läßt sich schließen, dass eine geringe RNA-

Degradation vorliegt. Tabelle 6 zeigt die ermittelten Werte der 28S/18S-rRNA-Ratio aller 8 

Proben. Anhand der Auftrennung eines Größenmarkers auf einem anderen Bioanalyzerchip 

konnten den 18S-und 28S-rRNA’s die richtigen Größen zugeordnet werden (Abb. 9B).  

Neben der qualitativen Beurteilung ist auch eine quantitative Bestimmung der Gesamt-RNA 

möglich: Hierzu berechnet man von einem RNA-Marker einer bestimmten Konzentration 

(weißer Pfeil in Abb. 9A), der zur Probe von Fminus gegeben wird, zunächst die Fläche 

seines Peaks im Elektropherogramm. Hiernach bestimmt man die Flächen der beiden Peaks 

der ribosomalen RNA. Anschließend setzt man deren Flächen ins Verhältnis zur Menge und 

Fläche des Markers und erhält so die Menge oder die Konzentration der eingesetzten RNA. In 

Abbildung 9A sind die Flächen der 18S- und 28S-rRNA-Peaks oberhalb der rosa- und 

grünfarbenen Striche zu erkennen.  
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Abb.9: Elektropherogramm der RNA-Analyse mit dem Agilent Bioanalyzer
®

. (A) Elektropherogramm einer 

RNA-Probe von Fminus. Der weiße Pfeil deutet auf den kleinsten Markerpeak hin. (B) Dargestellt sind sieben 

Peaks eines RNA-Markers mit Fragmenten der Größe von 0,2-6,0 kb, deren Größen als Banden auf einer Skala 

rechts daneben dargestellt sind. Mit Hilfe dieses Größenmarkers ist es möglich, die einzelnen Größen der 

unterschiedlichen RNA’s einer Probe zu bestimmen.  

 

Tabelle 6: Ergebnisse der rRNA-Ratiobestimmung mit Hilfe des Bioanalyzers 

RNA-Probenbezeichnung 
28S:18S-rRNA-Verhältnis (rRNA-

Ratio) 

I.FKO 0,9 

II.Fminus 0,8 

III.Mminus 0,7 

IV.MKO 1,1 

V.FKO 1,2 

VI.Fminus 0,7 

VII.Mminus 0,0 

VIII.MKO 0,3 

 

 

Als zweite Qualitätssicherung erfolgte nun mit Hilfe des Bioanalyzers die Erstellung eines 

Elektropherogramms der cRNA-Amplifikationsprodukte, die nach der in vitro-Transkription 

entstanden sind (Erklärung der cRNA-Amplifikation siehe Methodenteil Punkt 2.3.6). Erst 

nach einer erfolgreichen cRNA-Amplifikation ist es möglich, eine RNA-Fragmentierung 

(Verdau) zur Sondenherstellung vorzunehmen. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis der cRNA-

Amplifikation. Man kann einen kleinen initialen Hügel (weißer Pfeil), der den Markerpeak 

darstellt, erkennen, gefolgt von einer breitbasigen, runden Kurve. Neben der Kurve sieht man 

ein Pseudogel, auf dem als diffuse Bande cRNA-Produkte  unterschiedlicher Größe 

dargestellt sind. Die cRNA weist eine gute Qualität auf.  
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Nach erfolgreicher Amplifizierung wurden die cRNA-Produkte, deren Größe zwischen 0,5 

und 3,0 kb lag, fragmentiert und mit Cy3 und Cy5 markiert. Zur Validierung der erfolgreichen 

Fragmentierung der cRNA schloß sich eine letzte Dokumentation mit dem Bioanalyzer
®

 an. 

Abbildung 11 zeigt die Größenverteilung der markierten und fragmentierten cRNA-

Transkripte, deren Fragmentgrößen etwa 35-200 bp betrugen. Die cRNA-Sonden wurden zur 

Hybridisierung auf den Affymetrix
®

-Mikroarraychip RN U34 eingesetzt. 

 

 

Abb. 10: Elektropherogramm der cRNA-

Amplifikationsprodukte, hier am Beispiel 

von Fminus dargestellt 

 

Abb. 11: Elektropherogramm der 

fragmentierten cRNA-Transkripte von 

Fminus. 
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3.6 Mikroarray-Clusteranalyse und Gewinnung von Genkandidaten 

 

Abbildung 12 zeigt den Vergleich der unterschiedlichen Hybridisierungsexperimente in 

Bezug auf ihre Expressionsstärken, welche in einer sogenannten „Heat Map“ farbkodiert 

dargestellt sind. Anhand der „Heat Map“ können Expressionsunterschiede zwischen den 

Proben auf einen Blick dargestellt werden. Sie erlaubt die Untersuchung des 

Expressionsverhaltens von Genen verschiedener Proben, zu denen sowohl gleichsinnige als 

auch gegensinnige Expressionsverläufe gehören. In der mittleren Abbildung sind die 

Ergebnisse der jeweils doppelten Ansätze der vier Experimente (FKO, Fminus, MKO und 

Mminus) abgebildet. Die Doppelexperimente wurden unabhängig voneinander unter gleichen 

Versuchsbedingungen durchgeführt und verglichen. 

Jedes Gen ist als farbiger Strich in der „Heat Map“dargestellt, wobei die Farbe die Stärke der 

Expression kodiert. Die Farbskala rechts in der Abb. 12 ist auf einen Wert von 1,0 

normalisiert worden. Folglich repräsentieren Gene mit Werten größer als 1 eine 

hochregulierte Expression (rot), während Werte unterhalb von 1 herunterregulierten Genen 

(blau) entsprechen. Gene mit unveränderter Expression entsprechen dem Wert 1,0 und sind 

gelb dargestellt. 

Betrachtet man die Replikate eines Experiments (z.B. in Abb. 12 FKO 1. Experiment und 

FKO 2. Experiment) untereinander, so läßt sich eine relativ gute Übereinstimmung der 

Expressionsstärken erkennen. Hierbei ist die Übereinstimmung bei den jeweils doppelt 

ausgeführten Experimenten der F98-Rattengliomzellen größer als die der Mikrogliazellen. 

Vergleicht man die Replikate von FKO und Fminus miteinander, so fällt auf, dass nur eine 

relativ kleine Anzahl von Genen signifikant differentiell exprimiert ist, was durch die relativ 

ähnlichen Genexpressionsfarbgebung erkennbar ist. Die Abbildung macht des weiteren 

deutlich, dass Mikrogliazellen und die Gliomzellinie F98 starke Unterschiede in der 

Genexpression aufweisen.  
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Abb. 12: „Heat Map“-Darstellung aller Gene (A) aus 2x4 Experimenten, (B)  

einer Auswahl an Genen, (C) der Farbskala. Die grünen Striche demonstrieren 

das zugehörige Baumdiagramm der Gene, aus denen sich Ähnlichkeiten der 

Expressionswerte ableiten lassen. MKO, Mminus, FKO und Fminus-

Erklärung siehe Tabelle 5. 

 

Um die Gene, die durch Kontakt der Zellen diffentiell reguliert sind, zu ermitteln, wurde als 

nächstes eine sogenannte Clusteranalyse vorgenommen. In der Clusteranalyse werden die 

Meßdaten der Hybridiserungsexperimente aufgrund ihrer Ähnlichkeit untereinander in 

Haufen („Cluster“) gruppiert und diese Cluster dann als Repräsentanten der in ihnen 

enthaltenen Meßwerte verwendet. Der Vorteil dieser Methode liegt in der erheblichen 

Reduktion der Datenmenge, wodurch eine Interpretation erst möglich wird. Durch die 

Clusteranalyse ist es möglich, ähnlich exprimierte Gene in Gruppen einzuteilen, um 

diejenigen Gene zu bestimmen, die signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen 

Gruppen aufweisen. Ähnliche Muster der Expression können beispielsweise gemeinsam 

regulierte Gene eines „Pathways“ erkennen lassen.  

Für das Clustern wurden zunächst von den insgesamt 1323 Genen, die sich auf dem Chip 

befanden, diejenigen Gene herausgefiltert, die in mindestens einem der Proben reguliert 

vorliegen (als „present call“ bezeichnet). Daraus ergaben sich 413 Gene. Aufgrund der nicht 

homogenen Übereinstimmung in den Replikaten wurden anschließend von den 413 Genen 
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diejenigen Gene, die sich in den Replikaten um nicht mehr als 3-fach unterscheiden, 

ausgesiebt. Somit ergab sich eine Reduktion von 413 Genen auf nunmehr 60 Gene, die diese 

Bedingung erfüllten. Abbildung 13 zeigt einen „Graph view“ dieser Gene, der ebenfalls mit 

Hilfe der GeneSpring-Software erstellt wurde. Bei der Interpretation der Graphik ist zu 

beachten, dass ausgehend von Fminus (in der Graphik als F bezeichnet) eine Kolorierung der 

Graphen vorgenommen wurde, um alle Experimente miteinander vergleichen zu können. Jede 

Linie stellt ein Gen dar, dessen Expressionstärke für die jeweilige Probe auf der y-Achse 

abzulesen ist. Man erkennt, dass von diesen 60 Genen die meisten in FKO (FCo) und Fminus 

(F) gleichartig exprimiert sind, bei MKO (MCo) dagegen sind es deutlich mehr Gene, die 

nach Kontakt mit den Rattengliomzellen eine höhere Expression zeigten als Mikroglia, die 

nicht kontaktiert hatten (M). Wie in der vorigen Abbildung ist eine große 

Expressionsdifferenz zwischen den beiden Zellarten zu sehen. Die Daten lassen darauf 

schließen, dass wesentlich mehr Gene in Mikroglia nach Kokultur mit den Gliomzellen als in 

den Gliomzellen nach Kontakt mit den Mikroglia angeschaltet bzw. ausgeschaltet werden. 

 

 

Abb. 13: Expressionsprofil der 60 Gene, die sich in den Replikaten der 

Experimente um nicht mehr als das 3-fache unterscheiden. Gezeigt sind die 

Expressionsverläufe der Gene in allen Experimenten. F=F98-Rattengliomzellen, 

die nicht mit Mikrogliazellen kokultiviert wurden, FCO=kokultivierte 

Rattengliomzellen, M=Mikrogliazellen, die nicht mit F98-Zellen kokultiviert 

wurden; MCO=kokultivierte Mikrogliazellen. 
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Als nächste Bedingung galt es, diejenigen Gene auszuschließen, deren Expression sich 

zwischen den Gruppen nicht mehr als 1,2-fach unterschieden, also eine vergleichsweise 

geringe oder gar keine Expressionveränderung zeigen. Nach Ausschluss dieser Gene erhielt 

man 26 Gene. Innerhalb dieses Clusters von 26 Genen wurden nun die Gene verwendet, die 

Expressionsabweichungen von 1,5-fach zwischen den Experimenten aufweisen. Dem 

Themenschwerpunkt dieser experimentellen Arbeit entsprechend wurde das Augenmerk nur 

auf die Expressionsunterschiede zwischen kokultivierten und nicht-kokultivierten F98-

Gliomzellen gelegt. Hierbei wurden sieben Genkandidaten (CREM, HTR1A, ADRA1D, RIP1, 

SOD3, PRKCA und NRXN2) herausgefiltert, deren Expression per quantitativer Real-Time-

PCR im folgenden Abschnitt verifiziert werden sollten. Tabelle 7 zeigt eine Auflistung der 7 

Kandidatengene, die nach Kontakt der F98-Rattengliomzellen mit Mikrogliazellen eine um 

mehr als 1,5-fach differentielle Regulierung zeigen. Die Interpretation der differentiellen 

Genexpressionsanalyse in den Mikrogliazellen war nicht Gegenstand dieser Arbeit.  

 

Tabelle 7: Aufgelistet sind die 7 Kandidatengene, die nach Kontakt der F98-Rattengliomzellen mit den 

Mikrogliazellen (=FKO) eine um mehr als 1,5-fach differentielle Regulierung zeigen. Jedem der aus den 

Arrayexperimenten erhaltenen Gene ist eine Affymetrix-Identifizierungsnummer (Probenset-ID) zugeordnet. 

Diese kann zur funktionellen Analyse in der Affymetrix
®

-Datenbank „Netaffx“ verwendet werden. Die 

orangefarbenen Kästen kennzeichnen die Gene, bei denen die Mikroarray- und Real-Time-Daten nicht 

übereinstimmen. 

Probenset ID Gentitel Gensymbol Funktion 

AF071014mRNA_s_at 
Adrenerger Rezeptor 

 1D 
ADRA1D 

Zellproliferation, 

Signaltransduktion, DNA-

Metabolismus 

Z24721_at Superoxiddismutase 3 SOD3 
Induziert bei oxidativem 

Streß 

S66024_g_at 
cAMP responsive element 

modulator 
CREM 

Regulation der 

Transkription, DNA-

abhängige 

Signaltransduktion, 

Spermatogenese 

X07286cds_s_at Proteinkinase C PRKCA 

Zellzykluskontrolle, 

Inaktivierung der MAPP-
Kinasen, 

Phosphorylierung, neg. 

Regulation der 

Proteinkinase-Aktivität, 

Induktion von Apoptose, 

Chemotaxis 
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J05276cds_at 
5-Hydroxytryptamin- 

Rezeptor 1A 
HTR1A 

Zellzykluskontrolle, 

Inaktivierung der MAPP-

Kinasen, 
Phosphorylierung, neg. 

Regulation der 

Proteinkinase-Aktivität, 

Induktion von Apoptose, 

Chemotaxis 

AFFXYEL024w/RIP1_at 

 

Ubiquinol-cytochrom- 

c-Reduktase/rieske iron 

sulphur protein 

RIP1 
Mitochondrialer 

Elektronentransport 

96376_at Neurexin 2 NRXN2 

Zelladhäsion, Chemotaxis, 

Signaltransduktion, 

Entwicklung des ZNS, 
Zelldifferenzierung 

 

3.7 Verifikation der Mikroarray-Daten mittels quantitativer RT-PCR 

 

3.7.1 Primeroptimierung 

 

Die Expression der mit Hilfe des Mikroarrays ermittelten 7 Transkripte wurde mit einer 

weiteren Methode quantifiziert: der Real-Time-Reversen-Transkriptions PCR (Real-Time RT-

PCR). Hierfür war es zunächst notwendig, eine Primeroptimierung vorzunehmen. Diese 

diente dazu, optimale Annealingtemperaturen und Magnesiumchloridkonzentrationen für die 

Real-Time-Quantifizierungsreaktion zu bestimmen. Nach dem ersten Durchlauf der mit der 

AmpliTaq-Polymerase durchgeführten Gradienten-PCR ergaben sich z.B. für die 

Proteinkinase C-Primer (PRKCA-Primer) optimale Bedingungen bei einer Temperatur von 

57°C und einer Magnesiumchloridkonzentration von 1mM, da hier im Gegensatz zu den 

anderen Produkten keine Primer-Dimere wie z.B. bei 2 mM- und 2,5 mM 

Magnesiumchloridkonzentration auftraten (Abb. 14). 

 

 

Abb. 14: Primeroptimierung am Beispiel der Proteinkinase C-

Primer. Die amplifizierten Fragmente sind ca. 240 bp groß (weißer 

Pfeil).  
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Nun erfolgte im zweiten Durchlauf - analog der später durchgeführten Real-Time PCR - die 

PCR-Reaktion unter Einsatz der PlatinumTaq-Polymerase und des Sybr
®

Greens, um eventuell 

weitere Verbesserungen der PCR-Bedingungen vornehmen zu können. Da erfahrungsgemäß 

das Sybr
®

Green die Eigenschaft hat, die Annealingtemperatur der Primer um durchschnittlich 

2°C zu erhöhen, wurde die aus der vorigen PCR ermittelte Annealingtemperatur der PRKCA-

PCR um 2°C erhöht. Dementsprechend wurde die PCR mit einer Temperatur von 59°C 

getestet. In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der zweiten Primer-Optimierung dargestellt. 

Man erkennt eine helle, distinkte Bande, die ca. 240 bp groß ist. Für alle sechs weiteren Gene 

wurden die Primer auf gleiche Weise optimiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 

zusammengefaßt.  

 

 

Abb. 15: Ergebnisse der Primeroptimierung 

nach dem zweiten Durchlauf mit SybrGreen
®

 

und unter Einsatz der PlatinumTaq-

Polymerase. Der weiße Pfeil deutet auf die 

Fragmentlänge hin, der für das Amplikon bei 

~240 bp liegt.  

 

 

 

 

Tabelle 8 : Ergebnisse der Primeroptimierung für die Real-Time PCR 

Genname Annealingtemperatur 
Magnesiumchlorid- 

konzentration 

PRKCA (Proteinkinase c) 59°C 1 mM 

SOD3 (Superoxiddismutase 3) 63°C 2 mM 

CREM (cAMP responsive element 

modulator) 
59°C 1 mM 

RIP1 (Ubiquinol-c-Reduktase, 

Rieske-iron-sulphur-Protein) 
57°C 1 mM 

ADRA1D (Adrenalinrezeptor 1d) 64,5°C 2 mM 

HTR1A (5-HT-Rezeptor 1a) 61°C 1 mM 

NRXN2 (Neurexin 2) 58°C 1,5 mM 
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3.7.2 qRT-PCR-Ergebnisse 

 

Ziel der Real-Time PCR war es, die Expression der mRNA der F98-Rattengliomzellen nach 

Kontakt mit Mikrogliazellen zu untersuchen. Wie unter Abschnitt 2.3.12 beschrieben, wurden 

die jeweiligen cDNA-Proben mit dem house-keeping-Gen HPRT (Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase) normiert. Für die insgesamt 7 aus den Mikroarraydaten 

ausgewählten Gene wurden zwei Wiederholungen der Real-Time-Quantifizierungen 

vorgenommen, um biologische Schwankungen zu erfassen und die Aussagekraft der 

Experimente zu verbessern.  

Abbildung 16 zeigt Schmelzkurve und Quantifizierungskurven des CREM-Gens, die während 

des PCR-Laufs vom iCycler-Programm aufgezeichnet wurden. Die Schmelzkurve wurde zur 

Ermittlung von Primer-Dimeren aufgenommen. Wie in Abbildung 16A am Beispiel von 

CREM zu sehen, ist nur ein doppelsträngiges DNA-Produkt entstanden, was dafür spricht, 

dass die Primer spezifisch gebunden haben und das Vorhandensein von Primer-Dimeren oder 

anderen unspezifischen Fragmenten ausschließt.  

In Abb. 16B sind jeweils die Triplikate der Quantifizierungskurven von CREM in FKO 

(vordere vier Kurven) und Fminus (hintere zwei Kurven) zu sehen. Zu erkennen ist ein ca. 4-

facher CT-Unterschied zwischen diesen beiden Experimenten. Nach Normalisierung mit 

HPRT (Abbildung 16C) konnte ein Expressionsunterschied von ca. 2,8 errechnet werden. Die 

Expressionsunterschiede der jeweiligen Gene sind in Tabelle 9 dargestellt. Ein positiver 

Expressionsunterschied bedeutet, dass das jeweilige Transkript nach Kontakt mit Mikroglia 

hochreguliert war, ein negativer Expressionsunterschied, dass durch Kontakt das Transkript 

herabreguliert war.  

 



Ergebnisse 

56 

 

 

 
 

Abb. 16: (A) Schmelzkurve der CREM-Primer. (B) 

Quantifizierungskurven des CREM-Gens von FKO 

und Fminus. (C) Quantifizierungskurven von HPRT.  
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Tabelle 9: Expressionsunterschiede der Genkandidaten in FKO (jeweils in Duplikaten), die mit Hilfe der 

Mikroarrayanalyse und Real-Time PCR ermittelt wurden. Orange markierte Kästchen kennzeichnen Gene, bei 

denen die Mikroarray- und Real-Time-Expressionsdaten nicht übereinstimmen. 

 FKO x-fach überexprimiert in Mikroarray FKO x-fach überexprimiert in Real- Time PCR 

Gensymbol 1.Experiment 2.Experiment 

Mittelwert + 

Standard- 

abweichung 

1.Experiment 2.Experiment 

Mittelwert + 

Standard-

abweichung 

ADRA1D 1,5 1,3 1,4  0,14 2,0 2,3 2,15  0,21 

SOD3 -2,2 -1,7 -1,95  0,35 -3,0 -3,9 -3,45  0,64 

CREM 2,9 3,4 3,15  0,35 2,3 2,6 2,45  0,21 

PRKCA 1,9 1,6 1,75  0,21 -4,6 -1,1 -2,85  2,47 

HTR1A 1,4 2,4 1,9  0,71 2,9 2,3 2,6  0,42 

RIP1 -1,0 -2,6 -1,80  1,13 -2,0 
keine 

Veränderung 
-1,0  1,41 

NRXN2 1,9 2,9 2,4  0,71 -1,9 -1,6 -1,75  0,21 

 

 

Betrachtet man die Expressionsdaten vom ADRA1D-Gen (Tabelle 9), so sieht man, dass diese 

sowohl in der Mikroarrayanalyse als auch in der Real-Time PCR die gleiche Tendenz zeigen. 

Auffallend sind die bedeutend höheren Expressionsergebnisse, die mittels Real-Time PCR 

gewonnen wurden. Die Abweichung der Mittelwerte der Ergebnisse der beiden Methoden 

beträgt hier ca. 23% (Abb. 17), was deutlich macht, dass die beiden Methoden sehr sensitiv 

und störanfällig sind. Bildet man den Mittelwert aller Ergebnisse zusammen, so erhält man 

einen Wert von 1,8. ADRA1D wurde folglich in FKO 1,8-fach höher exprimiert als in den 

Tumorzellen allein (Fminus). Bei SOD3 weichen die Ergebnisse etwas stärker voneinander ab 

als beim vorigen Gen (Tabelle 9). Wie aus Abb. 17 ersichtlich, kommt es hier zu einer 

prozentualen Abweichung von ca. 28%. Zudem läßt sich feststellen, dass SOD3 in FKO um 

2,7-fach niedriger exprimiert ist als in Fminus. Im Gegensatz zu ADRA1D und SOD3 liegt bei 

CREM die prozentuale Differenz der beiden Expressionsbestimmungen bei gerade mal 

12,5%. Der Betrag des Expressionsunterschiedes ist ähnlich wie bei dem SOD3-Gens (2,8), 

jedoch liegt hier statt einer Repression eine Überexpression in FKO vor. Betrachtet man das 

PRKCA-Gen (in Abb. 17 nicht dargestellt), so fällt auf, dass die Expressionsergebnisse keine 

Übereinstimmung (in der Tabelle 9 orange markiert) zeigen, da die mittels Real-Time PCR 

bestimmten Daten gegenläufige Werte (negative statt positive) vorweisen. Das gleiche trifft 
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auch für das NRXN2-Gen zu. HTR1A ordnet sich in Bezug auf die Ergebnisse der 

Mikroarrayanalyse und der Real-Time PCR an zweiter Stelle hinter CREM ein. Hier ergibt 

sich eine Abweichung von 16%. HTR1A liegt in FKO um 2,3-fach höher exprimiert vor als in 

Fminus. RIP1 wird wie SOD3 in FKO um einen Faktor von 1,4 reprimiert. Die Ergebnisse 

zeigen von allen anderen gemessenen Werten die geringste Abweichung (11%).  

Abbildung 17 zeigt anhand eines Balkendiagramms den Unterschied der 

Expressionsergebnisse, die mittels Real-Time PCR und Mikroarrayanalyse gewonnen 

wurden. 

-6

-4

-2

0

2

4

CREM HTR1A ADRA1D RIP1 SOD3

 

Abb. 17: Vergleich der Mittelwerte der Expressionsdaten für jedes Gen, die 

mittels Mikroarrayanalyse (schwarze Balken) und Real-Time PCR (weiße 

Balken) gewonnen wurden. Erläuterung im Text. 

 

 

3.8 Kontrolle der qRT-PCR Amplifikate mittels Gelelektrophorese 

 

Zur Kontrolle der entstandenen Produktlängen wurden die Real-Time PCR-Amplifikate auf 

ein DNA-Agarosegel aufgetragen und mit dem PUC19-Grössenmarker verglichen. Hierbei 

sollte untersucht werden, ob das gewünschte Produkt die richtige Länge hat und die Primer 

somit spezifisch gebunden hatten. Ferner sollte auf eventuell entstandene unspezifische 

Nebenprodukte geachtet werden, die die Real-Time PCR-generierten Daten beeinflussen 

könnten. In Abbildung 18 sind die im Agarosegel aufgetrennten Produkte der Real-Time PCR 

am Beispiel des SOD3-Gens abgebildet. Wie man sieht, wurde ein spezifisches Produkt 

erzeugt, das auf Höhe der 242 bp-Bande des Grössenmarkers liegt. Interessant ist, dass ein 
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starker SOD3-Expressionsunterschied zwischen FKO und Fminus vorzuliegen scheint, 

erkennbar daran, dass die ersten drei Produkte wesentlich schwächer ausgeprägt sind als die 

Fminus-Banden. Dieser Expressionsunterschied korrelierte mit den Real-Time-

Quantifizierungsdaten. Betrachtet man die Expression von HPRT als Referenzgen, so sieht 

man, dass es in den FKO-Ansätzen zwar geringer amplifiziert war, jedoch gegenüber Fminus 

nicht denselben starken Expressionsunterschied aufweist.  

 

Abb. 18: Expression der amplifizierten 

SOD3-cDNA in FKO und Fminus. Die 

ersten drei Banden zeigen die Expression 

der mRNA der Tumorzellen, die mit 

Mikrogliazellen kokultiviert wurden (FKO), 

die letzten drei Banden die der 

Rattengliomzellen, die nicht kokultivierten 

wurden (Fminus). Der Pfeil weist auf die 

242 bp-Bande des PUC19-Markers. 

 

Abbildung 19 zeigt einen weiteren interessanten Expressionsunterschied am Beispiel des 

Neurexin-Gens. Im Gegensatz zum SOD3-Gen ist der Expressionsunterschied des Neurexin-

Gens von FKO und Fminus geringer, jedoch zwischen den beiden Zellpopulationen deutlich 

erkennbar. Wie bei SOD3 ist auch hier die Expression in FKO geringer ausgeprägt als in 

Fminus. Bei HPRT ist zu erkennen, dass die eingesetzte cDNA-Menge bei Fminus geringer 

war als in FKO, erkennbar an den schmaleren Banden.  

 

 

 

Abb. 19: Expression des Neurexin-

Gens in FKO und Fminus. Weiße Pfeile 

kennzeichnen die 242 kb- Bande des   

PUC19-Markers.  
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Ginge man von gleicher eingesetzter Menge der cDNA aus, würde ein noch deutlicherer 

Expressionsunterschied zu sehen sein. Allein aus den beiden Ergebnissen folgend kann man 

sagen, dass durch Kontakt sowohl die SOD3- als auch die Neurexinexpression erniedrigt 

wird. 

 

3.9. Ergebnisse der IL-6-Konzentrationsbestimmung mittels ELISA 

 

Die Messung der IL-6-Konzentration in den Überständen ergab eine Induktion der IL-6-

Expression nach Kokultur, erkennbar an der höheren Farbintensität (dunkelgelb). Die 

Farbintensität bei den einzeln kultivierten F98-Rattengliomzellen (F-) war niedriger als die 

der Kokultur oder Kontrollen (Abbildung 20 Kokultur als MF, Kontrollen mit IL-6-c 

bezeichnet). Überstände von Mikroglia, die nicht mit Rattengliomzellen kokultiviert wurden 

(M-), zeigten dagegen eine Gelbfärbung, die vergleichbar war mit der der Kontrollen. Die 

jeweils in Duplikaten eingesetzten Standards, welche aufsteigende IL-6-Konzentrationen von 

0-4000 pg/ml enthielten, zeigten eine Zunahme der Farbintensität etwa um den Faktor 2. 

 

Abb. 20: IL-6-Konzentration der 

Überstände, erkennbar am gelben 

Farbprodukt. G1, H1-2 zeigen die 

Kontrollen. A-C1 sind Überstände von 

F98-Rattengliomzellen, die nicht mit 

Mikroglia kultiviert wurden (F-). A-C2 

repräsentieren die IL-6-

Konzentrationen der Überstände von 

Mikroglia, die nicht mit 

Rattengliomzellen kultiviert wurden 

(M-). D-F2 sind Überstände aus der 

Kokultur von Mikroglia und 

Rattengliomzellen (MF). A-H3 und A-

H4 stellen die Standards dar.  

 

 

Für die Bestimmung der IL-6-Konzentrationen in den jeweiligen Zellkulturüberständen 

wurden zunächst die Mittelwerte der Extinktionen ermittelt. Von den Standard-, Kontroll- und 

Probenwerten wurde anschließend der durchschnittliche 0-Standardwert subtrahiert. Auf diese 

Weise konnte allen IL-6-Messungen korrigierte Extinktionswerte (optische Dichte) 

zugewiesen und mit Hilfe der Excel-Software eine Standardkurve in linearer Darstellung 
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(Abbildung 21) erstellt werden. Anhand der Geradengleichung war es möglich, für die 

jeweiligen Proben (Überstände aus M-, F-, MF) die dazugehörigen IL-6-Konzentrationen zu 

berechnen. 

 

Abb. 21: Standardkurve, die 

mittels Excel - Software 

erstellt wurde. Auf der x-

Achse sind die jeweiligen IL-

6- Standardkonzentrationen 

(0, 62,5, 125, 250, 500, 1000, 

2000 und 4000 pg/ml) 

aufgetragen, auf der y-Achse 

ist die optische Dichte 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse der IL-6-Konzentrationen der Zellkulturüberstände. Die 

Überstände aus Fminus (F-) zeigen eine im Vergleich zu den Mikrogliazellen (M-) deutlich 

niedrigere IL-6-Konzentration (66,4 pg/ml  8,16 SD gegenüber 231,07 pg/ml  19,26 SD,  

p  0,02). Überstände aus Mikrogliazellen, die nicht mit Rattengliomzellen kokultiviert 

wurden (M-), weisen eine vergleichbare IL-6-Konzentration wie die Kontrolle auf (M- 231,07 

pg/ml  19,26 SD, Kontrolle 230,4 pg/ml  8,12 SD).  

 

Abb. 22: Ergebnisse der IL-6 

Konzentrationsbestimmungen. Unterhalb 

der Balken sieht man die jeweiligen 

Probenbezeichnungen, auf der y-Achse ist 

die IL-6-Konzentration aufgetragen.  
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Vergleicht man die IL-6-Konzentration der Überstände von Fminus (F-) mit dem Überstand 

aus den kokultivierten Mikroglia- und Rattengliomzellen (MF), so fällt auf, dass der 

Zellkulturüberstand aus der gemeinsamen Kultur von Mikroglia- und Rattengliomzellen eine 

signifikant höhere IL-6-Konzentration aufweist (1164,4 pg/ml  33,34 SD, p  0,0007). Auch 

gegenüber den Mikrogliazellen weist der Zellkulturüberstand aus MF eine signifikant höhere 

IL-6-Konzentration auf (1164,4 pg/ml  33,34 SD, p  0,001). Da sich Mikroglia- und 

Tumorzellen während 24-stündiger gemeinsamer Kultur das Medium geteilt haben, kann man 

keine Aussage darüber treffen, von welchem Zelltyp (Mikroglia- oder Tumorzellen) IL-6 ins 

Zellkulturmedium sezerniert wurde. Aus den Daten geht jedoch deutlich hervor, dass im 

Gegensatz zu den Einzelkulturen ein signifikanter Unterschied in der IL-6-Sekretion der 

Kokulturen vorliegt. 
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4.0 Diskussion 

 

Mit Hilfe der cDNA-Mikroarray-Analyse wurde in dieser Arbeit erstmals der Einfluß von 

Mikrogliazellen auf die Expression von insgesamt 1323 Genen in Rattengliomzellen 

untersucht. Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob ein verändertes Genexpressionsprofil 

der Gliomzellen nach Kontakt mit Mikrogliazellen vorliegt. Weiterhin sollte untersucht 

werden, ob den Mikrogliazellen tumorfördernde oder tumorantagonisierende Eigenschaften 

auf Gliomzellen zugewiesen werden können. 

 

4.1 Bestätigung von 5/7 Kandidatengenen der Mikroarrayanalyse durch qRT-PCR  

 

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass es eine Wechselwirkung zwischen Rattengliomzellen 

und Mikroglia gibt, denn es konnte mit Hilfe der Mikroarrayanalyse gezeigt werden, dass es 

nach dem Transwell-Kokultur-Assay zur Veränderung des Genexpressionsmusters bei 

Gliomzellen kommt, wenn diese gemeinsam mit Mikrogliazellen kultiviert werden. Auch bei 

den Mikrogliazellen kam es nach Kokultur zur Expressionsveränderung von Genen, 

interessanterweise lagen hier mehr Genexpressionsveränderungen vor als in den 

Rattengliomzellen. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die Mikrogliazellen verstärkt aktiviert 

wurden, da es sich hier um Immunzellen handelt, welche besonders empfindlich auf äußere 

Stimuli wie den Gliomzellen reagieren (Kreutzberg, 1996). Durch die Mikroarray-Analyse 

wurden nach den beschriebenen Auswahlkriterien 7 Gene identifiziert, die in Gliomzellen 

nach Kokultur mit Mikrogliazellen eine deutliche Veränderung ihrer Expression aufwiesen. 

Nach der ersten Analyse der Mikroarraydaten konnte von den insgesamt 7 Genen eine 

Überexpression bei ADRA1D, CREM und HTR1A gefunden werden, bei SOD3 und RIP1 

zeigte sich hingegen eine Repression. Zur Verifizierung dieser Mikroarrayergebnisse wurde 

eine Real-Time-Quantifizierung durchgeführt. Diese ergab übereinstimmende 

Expressionsdaten bei ADRA1D, CREM, HTR1A, SOD3 und RIP1, für das PRKCA- und das 

NRXN2-Gen konnte jedoch keine Übereinstimmung mit den Mikroarraydaten gefunden 

werden. Ein Grund für die unterschiedlichen Daten könnten z.B. die etwas eingeschränkte 

Qualität der verwendeten Tumor-RNA sein. Der leichte Abbau der RNA kann beispielsweise 

während der Hybridisierung der Genchips die Signalintensitätsmessung, die für die relative 

Expressionsstärke der Gene steht, beeinflussen. Desweiteren muß man bedenken, das 

ebenfalls aufgrund von geringen RNA-Mengen die Hybridiserungsreaktionen erschwert 
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werden kann (Schneider et al., 2004). Bei uns war die geringe RNA-Menge überwiegend auf 

die geringe Anzahl von Mikrogliazellen, die durch die Schüttelmethode gewonnen wurden, 

zurückzuführen. Auch durch die während der RNA-Isolation durchgeführten 

Aufreinigungsschritte können RNA-Verluste auftreten. Ebenfalls sollte man nicht vergessen, 

das die Expressionsanalyse der Tumor-RNA mit unterschiedlichen Meßmethoden 

durchgeführt wurde und diese aufgrund der unterschiedlichen Durchführung durchaus 

verschiedene Expressionsdaten liefern können. Jede Methode hat ihre Vor- und Nachteile: Im 

Gegensatz zur Real-Time-PCR besteht die Mikroarray-Analyse aus mehreren komplexen 

Arbeitsschritten, angefangen von der Array-Herstellung bis zur Probenvorbereitung, dem 

Proben-Labeling und der Hybridisierungsreaktion. Schon die in der Analyse integrierte RT-

Reaktion allein kann durch unterschiedliche Faktoren (z.B. Enzyme, Primer und Nukleotide) 

beeinflußt werden. Der wesentliche Vorteil der Mikroarray-Technologie besteht jedoch darin, 

bis zu 10 000 Gene gleichzeitig in Bezug auf ihre Expressionstärken untersuchen zu können. 

Im Gegensatz dazu besitzt die Real-Time-PCR eine höhere Sensitivität und benötigt eine bis 

zu 1000-fach geringere RNA-Ausgangsmenge. Aufgrund des leichten Abbaus unserer RNA, 

die in Abbildung 8 (Abschnitt 3.4) zu sehen ist, wurde ein GeneChip Test 3 Array 

durchgeführt. Dieser stellt eine Methode zur Qualitätsbestimmung einer cRNA-Sonde, bevor 

diese auf den Genchip gebracht wird, dar. Nach der Test 3 Chip-Hybridisierung stellte sich 

heraus, dass die RNA eine befriedigende Qualität aufweist und für die Hybridisierung auf 

dem Genchip eingesetzt werden konnte. Ein weiterer Einflußfaktor ist der Experimentator, der 

z.B. durch Pipettierfehler oder unzureichendes RNAse-freies Arbeiten die Datenproduktion 

beeinflußt.  

Im nachfolgenden sollen mögliche Rollen der in der Real-Time PCR verifizierten Faktoren 

erläutert werden. Da NRXN2 und PRKCA sowohl in der Mikroarrayanalyse als auch bei der 

Real-Time PCR stark unterschiedliche Expressionsdaten aufweisen, wird auf eine Erläuterung 

im nachfolgenden Abschnitt verzichtet. 

 

4.1.2 SOD3-Repression wirkt tumorfördernd 

 

Betrachtet man die Expressionsergebnisse von SOD3 in den Rattengliomzellen, die mit 

Mikrogliazellen kokultiviert waren (FKO), so sieht man, dass die Daten erfolgreich mit der 

Real-Time PCR verifiziert werden konnten, da diese wie beim Mikroarrayexperiment eine 

Repression des SOD3-Gens zeigten. Nun stellt sich die Frage, warum die Tumorzellen nach 

Kokultivierung mit Mikrogliazellen eine Expressionsverminderung des SOD3-Gens zeigten. 
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Es ist beschrieben worden, dass dieses Gen normalerweise bei oxidativem Streß induziert 

wird (Franco, Odom, and Rando, 1999). Ferner sind an der Induktion des SOD3-Gens auch 

inflammatorische Zytokine wie z.B. Interferon  und Interleukin 1 und der 

Transkriptionsfaktor NFB beteiligt (Marklund, 1992;Brady et al., 1997). Das SOD3-Gen 

wird vor allem in sekretorischen Alveolarepithelzellen vom Typ II der Lunge exprimiert (Su 

et al., 1997), aber auch in glatten Muskelzellen von Gefäßen, Fibroblasten und Gliazellen 

(Willems et al., 1993). Dort kodiert es für das extrazellulär lokalisierte Enzym 

Superoxiddismutase, die in ihrem katalytischen Zentrum Kupfer und Zink enthält. Bei der 

Superoxiddismutase lassen sich insgesamt drei Isoformen differenzieren, die sich in unter 

anderem in ihrer Lokalisation und Gensequenz unterscheiden (Willems et al., 1993). Bei der 

Ratte liegt das Enzym als Homodimer, beim Menschen als Tetramer vor (Marklund, 1984). 

Das Enzym hat die Funktion, reaktive Sauerstoffradikale wie z.B. das Superoxid, dass bei 

inflammatorischen Prozessen freigesetzt wird zu eliminieren und so die Zelle vor Destruktion 

zu schützen. Es verhindert somit den programmierten Zelltod (Apoptose) der Zellen (Patel et 

al., 2002). SOD3 war in unseren Zellen reprimiert und kann möglicherweise nicht 

antiapoptotisch wirken. 

Aus in vitro-Experimenten ist bereits bekannt, dass eine Überexpression des SOD3-Gens in 

humanen Gliomzellinien sowohl das Tumorzellwachstum als auch den malignen Phänotyp 

supprimiert und so eine mögliche Funktion als Tumorsuppressorgen ausübt (Zhang et al., 

2002). Aus unseren Daten läßt sich somit die Hypothese erstellen, dass eine nach 

Kokultivierung mit Mikrogliazellen resultierende Repression des SOD3-Gens in 

Rattengliomzellen das Tumorwachstum fördert. Dieser Befund unterstützt die These, dass 

Mikroglia offenbar nicht mehr ihre Funktion als Abwehrzelle gegen Tumoren wahrnehmen 

können und aus diesem Grunde das Tumorwachstum unterstützen (Badie and Schartner, 

2001). 

Von bedeutendem Interesse ist weiterhin, dass SOD3 offenbar bei der Tumorzellinvasion 

beteiligt ist. So zeigten Muramatsu et al, dass humane Zungenepithelkarzinomzellen, die mit 

Antisense SOD3-cDNA transfiziert wurden, eine höhere Invasivität aufweisen (Muramatsu et 

al., 1995). Ebenfalls ist in einer darauf folgenden Studie bestätigt worden, dass eine 

gesteigerte Motilität bei Sarkomzellen vorhanden ist, wenn eine Suppression des SOD3-Gens 

vorlag (Tanaka et al., 1997). Da bei uns ebenfalls eine Suppression von SOD3 in Gliomzellen, 

die mit Mikoglia kokultiviert wurden, vorliegt, ist es möglich, dass Mikrogliazellen auch die 

Invasion von Gliomzellen unterstützen. Zusammenfassend läßt sich sagen, dass die 



Diskussion 

66 

Gliomzellen nach Kokultivierung mit Mikroglia SOD3 reprimieren, was möglicherweise 

Tumorwachstum und -Invasion fördert. 

 

4.1.3 HTR1A-Hochregulation wirkt tumorfördernd 

 

Anders als bei SOD3 lag in den kokultivierten Rattengliomzellen eine Überexpression des 

HTR1A-Rezeptor-Gens vor. Die mRNA-Expression kann in unterschiedlichen Geweben 

detektiert werden. So findet man beispielsweise eine besonders hohe Expression des 

Rezeptorgens in verschiedenen Gehirnarealen wie z.B. dem Hippocampus, Thalamus und 

Mesencephalon, aber auch in Neuronen und in Astrogliazellen kann eine Expression des Gens 

nachgewiesen werden (Abdouh et al., 2001). Weiterhin findet man eine Expression in 

humanen Lymphknoten, Milz, Thymus (Albert et al., 1990), in mononukleären Zellen und 

aktivierten T-Lymphozyten (Aune et al., 1993). Das HTR1A-Rezeptorgen kodiert 

normalerweise für ein Protein mit sieben Transmembrandomänen, welches zur G-Protein 

gekoppelten Rezeptor-Superfamilie gehört (Albert and Lemonde, 2004). Es existieren 

insgesamt sieben Klassen, deren Einteilung auf strukturelle, funktionelle und 

pharmakologische Kriterien beruht (Hoyer et al., 1994). Der natürliche Ligand von HTR1A ist 

das Amin Serotonin (auch als 5-Hydroxy-Tryptamin bezeichnet), welches als Transmitter eine 

Vielzahl von physiologischen Funktionen erfüllt. Kürzlich wurde beschrieben, dass es das 

Zellwachstum unterstützt (Dizeyi et al., 2004). 

In hochmalignen Prostatatumorzellen konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte mRNA-

Expression des HTR1A-Gens mit dem Tumorwachstum korreliert (Dizeyi et al., 2004). Auch 

wenn bis jetzt noch keine Veröffentlichungen existieren, die gezeigt haben, dass eine erhöhte 

Expression des HTR1A-Gens eine erhöhte Proliferation in Gliomzellen bedingt, so kann man 

dennoch feststellen, dass durch den Kontakt mit Mikrogliazellen eine Induktion des Gens 

stattfand, was womöglich eine erhöhte Proliferation der Tumorzellen hervorruft. Durch in 

vitro-Experimente ließ sich ferner nachweisen, dass Serotonin offenbar in der Lage ist, 

Proliferation, Migration und die Invasion von Gliomzellen positiv zu beeinflussen (Merzak et 

al., 1996).  

Dass Serotonin ein wichtiger Neuroimmunmodulator ist, konnte dadurch bekräftigt werden, 

dass es über eine Phosphorylierung diverser Faktoren die Induktion des Zytokins IL-6 

stimuliert (Lieb et al., 2005). So kann die Induktion des HTR1A-Gens in unseren Tumorzellen 

den Zweck gehabt haben, durch erhöhte mRNA-Expression verstärkt das Rezeptorprotein 

HTR1A zu bilden, um vermehrt Serotonin binden zu können und damit eine Immunantwort 
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zu induzieren. Mikrogliazellen könnten möglicherweise an der Induktion des 

Serotoninrezeptor-Gens beteiligt sein und auf diese Weise das Gliomwachstum, die 

Proliferation und die Invasion stimulieren. 

In Bezug auf die transkriptionelle Regulation des HTR1A-Gens ist bekannt, dass dessen 

Expression durch mehrere Steuerelemente reguliert wird, wie z.B. einer gewebe-spezifischen 

Enhancer-Region, einem nichtselektivem Promotor und einer Repressorregion, die zu 80% 

homolog ist mit RANTES-( eng.: regulated on activation, normal T expressed and secreted; 

RANTES ist ein Zytokin, das zur Interleukin 8-Superfamilie gehört und chemotaktisch auf T-

Gedächtniszellen, eosinophile und basophile Granulozyten wirkt), Tumor Nekrose Faktor- - 

und anderen Immunsystemgenen (Storring et al., 1999). Aus Experimenten mit Milzzellen ist 

ferner bekannt, dass die HTR1A-mRNA-Expression durch bestimmte Mitogene angeregt 

werden kann (Abdouh et al., 2001). Man weiß, dass Mikrogliazellen in der Lage sind, 

Mitogene freizusetzen (Giulian et al., 1991), daher wäre dies eine mögliche Erklärung für die 

Induktion des HTR1A-Gens und damit der Stimulierung der Proliferation in unseren 

Rattengliomzellen. 

Innerhalb des HTR1A-Gens gibt es eine Region mit starker Enhancer-Aktivität, welche zwei 

NFB-Konsensussequenzen enthält. An diese Sequenzen kann NFB binden und so die 

Transkription des HTR1A-Gens steigern (Ou et al., 2000). Im Widerspruch dazu soll IB, ein 

funktioneller Inhibitor von NFB, der im Zytoplasma einen Komplex mit NFB bildet, 

dessen Translokation in den Zellkern verhindern und als positiver Regulator des Promotors 

von HTR1A fungieren (Wissink et al., 2000). Es ist zu vermuten, dass durch Kokultivierung 

der Tumor- und Mikrogliazellen eine Immunreaktion hervorgerufen wurde und im Zuge der 

Inflammation, bzw. Immunantwort die Mikrogliazellen eine Verstärkung der Proliferation der 

Gliomzellen herbeiführen, möglicherweise durch eine NFB-unterstützte Induktion des 

HTR1A-Gens. 

 

4.1.4 Antitumorwirkung durch hochreguliertes CREM  

 

Unsere Daten zeigten eine erhöhte mRNA-Expression von CREM in Gliomzellen, die mit 

Mikrogliazellen kokultiviert wurden. CREM gehört zu der Familie der cAMP-regulierten 

Transkriptionsfaktoren. Von seinem Gen werden unterschiedlich viele Isoformen durch 

Gebrauch von vier Promotoren und alternativem Splicing der mRNA gebildet (Liu, Huang, 

and Kream, 2005). So wird beispielsweise dass Protein ICER (inducible cAMP early 
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repressor) von einem internen P2-Promotor, welcher innerhalb eines Introns des CREM-Gens 

liegt, erzeugt (Molina et al., 1993). Interessanterweise weist das CREM-Gen mit der ICER-

Splicevariante eine duale Funktion auf, ICER ist ein endogener Inhibitor von CREM und 

verwandten Transkriptionsfaktoren wie CREB (cAMP responsive element binding protein) 

und ATF-1 (activating transcription factor-1) (Mioduszewska, Jaworski, and Kaczmarek, 

2003). CREM wird durch Aktivierung des cAMP-Signalweges mit der Kinetik eines „early 

response gene“ induziert (Lamas et al., 1996). 

Interessant ist, dass das Genprodukt von CREM-ICER den Transkriptionsfaktor CREB und 

somit die cAMP-induzierte Transkription antagonisiert und beim programmierten Zelltod 

involviert ist (Jaworski et al., 2003). CREM scheint folglich in der Apoptose von Zellen 

involviert zu sein. Ferner soll CREM in der Lage sein, über eine Hemmung von NFB die 

Tumormalignität zu revertieren (Andela et al., 2003). Weitere Daten sprechen für eine 

Verminderung der Tumorigenität durch CREM-ICER: Es ist beschrieben worden, dass 

Prostatatumorzellen mit ektop erhöhter ICER-Expression eine erniedrigte Proliferation 

aufweisen (Yehia et al., 2001). Ebenfalls konnte bestätigt werden, dass eine erhöhte ICER-

Expression in Rattenprostatatumorzellen deren Kolonieformation bzw. Tumorformation im 

Softagar verhindert (Memin et al., 2002). 

Die Induktion des CREM-Gens in Gliomzellen durch Mikroglia scheint eine neue 

Beobachtung zu sein, denn bisher wurde eine Induktion der CREM-mRNA in Gliomzellen nur 

gefunden, wenn diese mit Isoproterenol behandelt wurden (Fitzgerald et al., 1996). 

Isoproterenol hat dabei die Eigenschaft, an den 1-Adrenozeptor der Tumorzellen zu binden, 

den intrazellulären cAMP-Spiegel anzuheben und so eine erhöhte Expression des CREM-

Gens hervorzurufen. Es wäre denkbar, dass die Mikrogliazellen in den Tumorzellen die 

cAMP-Bildung induzieren und somit die Expression von CREM steigern. 

Da das CREM-Produkt ICER antiproliferative Effekte von cAMP vermittelt, weisen die 

erhöhten mRNA-Expressionsdaten von CREM in unseren kokultivierten Gliomzellen auf eine 

Antitumorwirkung der Mikrogliazellen durch erhöhte Apoptose und Verminderung der 

Tumormalignität hin. 

 

4.1.5 Antitumorwirkung durch Repression von RIP1  

 

Nach Kontakt mit Mikrogliazellen trat bei den Gliomzellen eine Repression von RIP1 auf. 

RIP1 kodiert für das Enzym, welche zum Cytochrom bc1-Komplex (auch als Komplex III 

bezeichnet) der mitochondrialen Elektronentransportkette gehört (Sun, Kinter, and Anderson, 
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2003). Das Enzym hat vor allem die Funktion, Elektronen von Ubiquinol zu Cytochrom c1 zu 

transferieren. Ferner ist es an der Aufrechterhaltung des Protonengradienten über der 

Mitochondrienmembran, an der Protein-Prozessierung und der Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt (Guzy et al., 2005). 

Bisher existieren keine Veröffentlichungen, in denen die Rolle des RIP1-Gens in Gliomen 

untersucht wurde. Das RIP1-Gen scheint eine bedeutende Rolle in verschiedenen malignen 

Zellen zu spielen, da es dort in amplifizierter Form vorliegt. So wurden sowohl in Zervix-, 

Ovarial- und Mammakarzinomen (Ohashi et al., 2004;Kaneko et al., 2003) als auch beim 

Myelodysplastischen Syndrom (Sait et al., 2002) RIP1-Genamplifikationen gefunden.  

Wir konnten zum ersten Mal nachweisen, das RIP-1 auch eine Rolle in Gliomen spielen 

könnte. Unsere Daten zeigten, dass nach Kontakt mit Mikrogliazellen bei den Tumorzellen 

eine Repression des Gens auftritt. Dies könnte für die Tumorzellen bedeuten, dass weniger 

Ubiquinol c-Reduktase gebildet werden kann und damit das vom Protonengradienten 

abhängige mitochondriale Membranpotential, was für die ATP-Produktion essentiell ist, 

zusammenbricht. Die unmittelbare Folge wäre ein nichtselektiver Ioneneinstrom, der zum 

Anschwellen der Mitochondrien und damit zum programmierten Zelltod (Apoptose) der 

Tumorzellen führt (Armstrong et al., 2004). 

Es wäre zu klären, ob in Gliomzellen ebenfalls RIP1-Genamplifikationen vorliegen. Falls dies 

der Fall ist, könnte trotz Repression durch die Mikrogliazellen das RIP1-Expressionslevel 

immer noch über einem physiologischen Expressionswert liegen. Dies könnte eine Erklärung 

dafür sein, warum unsere Gliomzellen nicht abstarben. Nur durch einen Vergleich mit 

Primärzellen könnte herausgefunden werden, ob das Expressionslevel niedriger ist als in den 

Kokulturzellen.  

Es ist bekannt, dass die Genexpression von RIP1 durch Hypoxie gesteigert werden kann 

(Brunelle et al., 2005), wobei das Produkt in der Lage ist, den hypoxia inducible factor 1 

(HIF1) zu stabilisieren und die Synthese reaktiver Sauerstoffradikale wie z.B. dem 

Superoxidanion zu fördern (Guzy, 2005). Von HIF1 weiß man, dass es ein potententer 

Aktivator der Angiogenese ist und durch Induktion von Matrix-Metalloproteinasen und 

Serinproteasen an der Invasion von Gliomzellen beteiligt ist (Kaur et al., 2005). 

Wie die Stabilisierung von HIF1 im einzelnen erfolgt, ist bis jetzt noch unbekannt. Man 

vermutet, dass sowohl bei normaler als auch bei gesteigerter Expression von RIP1 

Sauerstoffradikale (z.B. das Superoxidanion) gebildet werden, die für die Stabilisierung von 

HIF1 verantwortlich sein sollen. Nach Bildung am mitochondrialen Komplex III (RIP1) 

gelangen diese durch einen Anionenkanal ins Zytosol und werden dort zu Wasserstoffperoxid 
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umgewandelt. Anschließend aktivieren die Wasserstoffperoxidmoleküle PI3-Kinasen und 

Phosphatasen, welche die Stabilisierung von HIF1 fördern (Chandel et al., 2000). Andere 

Arbeiten gehen davon aus, dass die Stabilisierung von HIF1 über die p38-MAPK-

Signalkaskade  erfolgt: Womöglich aktivieren die Sauerstoffradikale ein unbekanntes Protein 

im Zytosol, welches zunächst MKK3/6 und anschließend die p38-MAPK aktiviert. Die 

MAPK unterdrücken die Hydroxylierung von Prolin- und Asparaginresten am HIF1-Protein 

und stabilisieren es (Emerling et al., 2005). Da Mikrogliazellen eine Repression des RIP1-

Gens in Gliomzellen hervorrufen, könnte HIF1 möglicherweise durch Verminderung der 

Sauerstoffradikalbildung destabilisiert werden/sein, was die Angiogenese und die Invasion 

der Gliomzellen beeinträchtigt.  

 

4.1.6 Hochregulation von ADRA1D wirkt tumorfördernd 

 

ADRA1D, welches in den kokultivierten Rattengliomzellen hochreguliert wurde, kodiert für 

einen G-Protein-gekoppelten 1-Rezeptor, welcher Wirkungen von Katecholaminen 

vermittelt. Pharmakologisch können drei 1-Subtypen (1a, 1b und 1d) charakterisiert 

werden (Cotecchia et al., 1988) (Lomasney et al., 1991). Alle Rezeptoren führen über eine 

intrazelluläre IP3-Produktion zur Erhöhung von Calcium. Ihre Verteilung in murinen 

Geweben ist je nach Rezeptortyp unterschiedlich. Der vom ADRA1D-Gen kodierte 1d-

Adrenozeptor wird im murinen Gehirn besonders hoch exprimiert (Shen et al., 2000). Von 

1d-Rezeptoren ist bekannt, dass sie diverse Gene regulieren können. Zu diesen Genen 

gehören beispielsweise endogene Peptidliganden wie Zytokine und Wachstumsfaktoren, 

DNA-bindende Proteine (Transkriptionsfaktoren) und extrazelluläre Matrixproteine 

(Gonzalez-Cabrera et al., 2003).  

Die Stimulation der 1d-Rezeptoren führt offenbar zum Zellwachstum und Proliferation von 

Zellen (Keffel et al., 2000). Auch konnte eine migrationsfördernde Wirkung nachgewiesen 

werden. In Rattenfibroblasten konnte beobachtet werden, dass 1d-Rezeptoren an der 

Aktivierung von Mitogen-aktivierenden Proteinkinasen (MAPK)-Pfadwegen beteiligt sind 

(Waldrop et al., 2002). MAPK sind bedeutende Mediatoren von Zellwachstum, Proliferation, 

Differenzierung, Überleben und Invasion (MacCorkle and Tan, 2005). 

In Astrozyten konnte gezeigt werden, dass eine 1d-Adrenozeptorstimulation zur Bildung des 

proinflammatorischen und streßinduzierbaren Zytokins Interleukin-6 (IL-6) führt (Norris and 

Benveniste, 1993)). Die Bedeutung von IL-6 liegt darin, dass es Zellwachstum und das 
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Überleben von Zellen fördert (Thier et al., 1999). In Rattengliomzellkulturen kann 

gewöhnlicherweise ein basaler IL-6-Level gemessen werden (Slegers and Joniau, 1996). 

Unsere Daten, die eine Überexpression des ADRA1D-Gens in mit Mikroglia kokultivierten 

Rattengliomzellen zeigen, weisen auf proliferations- und invasionsfördernde Funktionen von 

Mikroglia hin. Interessant ist, dass sowohl die Genprodukte des HTR1A- als auch des 

ADRA1D-Gens, die in Gliomzellen durch Kokultivierung induziert wurden, in der Lage sind, 

die IL-6 Bildung zu stimulieren. Beide Genexpressionsdaten in den kokultivierten 

Rattengliomzellen weisen darauf hin, dass die Tumorzellen als Reaktion auf die 

Mikrogliazellen eine Immunantwort induzieren. Weiterhin läßt sich festhalten, dass 

Mikrogliazellen über eine gleichzeitige ADRA1D- und HTR1A-Rezeptorgeninduktion die 

Proliferation der Tumorzellen unterstützen. Hier zeigt sich erneut, dass die Mikrogliazellen 

nicht in der Lage sind, Apoptose in Gliomzellen herbeizuführen und eine Anti-Tumorantwort 

nicht aufrechterhalten können. Die Tumorzellen machen sich die Eigenschaften der Mikroglia 

zunutze und profitieren stattdessen von deren Proliferationsstimuli.  

 

4.2 Einfluß von ADRA1D, HTR1A und CREM auf die IL-6-Bildung in Gliomzellen 

 

Die Genexpression von mit Mikrogliazellen kontaktierten F98-Zellen weist drei Kandidaten 

auf, die durch Kontakt hochreguliert sind und die Bildung von IL-6 beeinflussen können 

(Abb. 23). IL-6 wird in Neuronen und Gliazellen gebildet und übt eine Vielzahl von 

Funktionen im zentralen Nervensystem aus (Van Wagoner and Benveniste, 1999). Es erfüllt 

beispielsweise trophische Funktionen, indem es das Überleben der neuronalen Zellen und die 

Proliferation der Astrozyten sichert. Desweiteren ist IL-6 ein bedeutender Vermittler von 

Inflammation und Astrogliose (Gadient and Otten, 1997). Von Astrozyten ist bekannt, dass 

diese als Antwort auf verschiedene Liganden IL-6 freisetzen können. Ein wichtiger Ligand, 

welcher die IL-6 Bildung induzieren kann, ist z.B. das proinflammatorische Zytokin TNF-, 

dass im Rahmen einer Inflammationsreaktion von aktivierten Mikrogliazellen freigesetzt 

werden kann (Van Wagoner et al., 1999). In unserer Mikroarray-Expressionsanalyse hat sich 

gezeigt, dass nach Kokultivierung von Mikrogliazellen mit Rattengliomzellen die TNF--

Expression in Mikrogliazellen erhöht ist (wurde nicht in den Ergebnissen erwähnt). So liegt es 

nahe, dass die erhöhte TNF--Expression ebenfalls zu einer Induktion von IL-6 in den 

Gliomzellen führen kann.  
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Fiebich et al haben gezeigt, dass Prostaglandine die Synthese von IL-6 in Gliomzellen 

stimulieren können (Fiebich et al., 1998). Möglicherweise besteht eine direkte Verbindung 

zwischen der Freisetzung von Prostaglandinen aus aktivierten Mikrogliazellen und der 

Synthese von IL-6 in Gliomzellen. Aus unserem Kokulturexperiment geht hervor, dass 

Gliomzellen nach Kokultur mit Mikrogliazellen veränderte Expressionswerte von ADRA1D, 

HTR1A und CREM aufweisen und diese einen bedeutenden Einfluß auf die IL-6-Sekretion 

haben. Sowohl die Genprodukte des HTR1A- als auch des ADRA1D-Gens sind offenbar in der 

Lage, die IL-6-Bildung zu stimulieren und damit eine Immunantwort in Gang zu setzen. IL-6 

ist über einen Zytokin-vermittelten Signalweg in der Lage, die GFAP-Expression zu steigern 

(Yanagisawa, Nakashima, and Taga, 1999) und die Differenzierung der Astrozyten zu 

fördern. Vor kurzem wurde herausgefunden, dass die Differenzierung durch erhöhte cAMP-

Spiegel induziert und durch autokrine IL-6-Produktion vermittelt wird (Takanaga et al., 

2004). Da HTR1A und ADRA1D direkt die IL-6-Produktion stimulieren können, scheinen sie 

sowohl an der Differenzierung als auch an der Tumorprogression von Gliomzellen beteiligt zu 

sein. In Bezug auf die CREM-Expression wurde bereits angedeutet, dass Mikrogliazellen auf 

unbekanntem Wege in der Lage sind, die cAMP-Bildung in den Tumorzellen zu erhöhen, 

woraus eine verstärkte Expression von CREM resultiert. Das CREM-Genprodukt ist in der 

Lage, als negativer Regulator vom Transkriptionsfaktor CREB (Loriaux, Brennan, and 

Goodman, 1994) dessen Bindung an die IL-6-Promototorsequenz zu verhindern und die IL-6-

Bildung zu hemmen (Takanaga et al., 2004). Eine weitere Möglichkeit, die IL-6-Synthese zu 

verhindern, besteht in der CREM-vermittelten Hemmung des Transkriptionsfaktors NFB, 

welcher in der Lage ist, direkt die Transkription von IL-6 zu aktivieren (Baeuerle and Henkel, 

1994). CREM scheint somit im Gegensatz zu ADRA1D und HTR1A einen negativen Einfluß 

auf die IL-6-Bildung/Sekretion und Differenzierung der Tumorzellen auszuüben. Abbildung 

23 stellt ein mögliches Modell über den Einfluß der Mikrogliazellen auf die IL-6-Sekretion 

via TNF--Freisetzung und Expressionsveränderung des ADRA1D, HTR1A- und CREM-Gens 

in Gliomzellen dar.  

 

Abb. 23: Einfluß von 

ADRA1D, HTR1A und CREM 

auf die IL-6-Bildung in 

Gliomzellen.  
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SOD3, welches nach Kontakt mit Mikroglia in den Rattengliomzellen reprimiert wurde, ist 

nicht an der IL-6-Bildung beteiligt. Zusammenfassend ist zu sagen, dass maligne Tumoren 

durch Entzündungen induziert werden oder weiter voranschreiten können.  

 

4.3 Erhöhte IL-6-Konzentration im Zellkulturüberstand aus gemeinsam kultivierten 

Mikroglia- und F98-Rattengliomzellen  

 

Aus den Messungen der IL-6-Konzentrationen in den einzelnen Zellkulturüberständen geht 

deutlich hervor, dass nach Kokultur von Mikroglia- und Rattengliomzellen im Überstand 

tatsächlich eine deutlich höhere IL-6-Konzentration vorliegt als in Überständen von einzeln 

kultivierten Mikroglia-und Rattengliomzellen. Da sich beide Zelltypen im Kokulturassay das 

Zellkulturmedium teilten, läßt sich nicht erschließen, ob die Mikrogliazellen oder die 

Tumorzellen vermehrt IL-6 ins Medium sezernierten. Einen ersten Hinweis darauf, dass beide 

Zelltypen IL-6 sezernieren, läßt sich von den Mikroarraydaten ableiten. Die 

Expressionsveränderungen waren hier jedoch nicht 100% konstant, so dass sie nicht in der 

ersten Analyse in Erscheinung traten. Es ist daher erforderlich, die IL-6-Expression per Real-

Time PCR zu verifizieren. Für die Tumorzellen ist aus unserer Genexpressionsanalyse 

hervorgegeangen, dass die IL-6-Expression durch ADRA1D, HTR1A und CREM reguliert 

wird, was die Hypothese unterstützt, dass die Tumorzellen eine erhöhte IL-6-Sekretion 

aufweisen. Denkbar ist auch, dass die Mikrogliazellen aufgrund ihrer immunologischen 

Funktion nach Kontakt mit den Tumorzellen aktiviert wurden und vermehrt IL-6 ins Medium 

sezernierten (Kreutzberg, 1995). Zusammenfassend läßt sich festhalten, dass die Kokultur der 

beiden Zelltypen entscheidend für die Erhöhung der IL-6-Sekretion ist. 

 

4.4 Ausblick 

 

Nachdem die Expression der 5 differentiell exprimierten Transkripte quantifiziert worden ist, 

könnte in einem nächsten Schritt anhand von humanen Glioblastomschnitten auf Proteinebene 

untersucht werden, ob eine differentielle Proteinexpression von ADRA1D, CREM, SOD3, 

RIP1 und HTR1A vorliegt. Denkbar wäre auch, einen Kokulturassay mit einer humanen 

Gliomzellinie und Mikrogliazellen durchzuführen und deren Proteinlysate mittels Westernblot 

zu untersuchen. Problematisch hierbei ist, dass bis jetzt keine etablierte humane 

Mikrogliazellinie existiert.  
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Die Genexpressionsdaten von SOD3, HTR1A und ADRA1D deuten auf einen Einfluß der 

Mikrogliazellen bei der Tumorprogression hin. In Bezug auf die SOD3-Repression in 

kokultivierten Gliomzellen wäre es mit Hilfe eines Matrigel-Invasionsassays interessant zu 

überprüfen, ob tatsächlich die Tumorzellen, die Kontakt zu Mikrogliazellen haben, invasiver 

sind als unkontaktierte Tumorzellen. Man könnte ferner in Glioblastomen bzw. in 

Astrozytomen unterschiedlicher Malignität, die eine unterschiedliche Anzahl an 

Mikrogliazellen aufweisen, mit einer immunhistochemischen Färbung analysieren, ob die 

SOD3-Repression reziprok mit dem Grad der Invasivität des Tumors und direkt proportional 

zu der Anzahl an Mikrogliazellen ist. In Proliferationsversuchen könnte gezeigt werden, ob 

HTR1A einen wesentlichen Einfluß auf die Proliferation der Tumorzellen hat und ob seine 

Expression in Gliomen durch NFB induziert wird. Durch Einsatz von HTR1A-Inhibitoren 

könnte auf diese Weise die Tumorprogression vermindert werden. Desweiteren wäre zu 

untersuchen, auf welchem Wege Mikrogliazellen den cAMP-Spiegel in Gliomzellen erhöhen. 

Näher beleuchtet werden müßte der Einfluß von CREM und RIP1 auf die Apoptose von 

Tumorzellen, da sich hier interessante therapeutische Ansätze bei der Bekämpfung des 

Glioblastoms erkennen lassen.  

Abschließend ist festzuhalten, dass Mikroglia wesentlich daran beteiligt sind, über eine 

Expressionsveränderung von ADRA1D, HTR1A und CREM die IL-6-Synthese in Gliomzellen 

zu stimulieren. Da die IL-6-Sezernierung der Gliomzellen einen wichtigen 

Proliferationsstimulus darstellt und eine zentrale Rolle in der Genese des malignen Glioms 

spielt, sollte versucht werden, diese autokrine Schleife zu durchbrechen. Da Gliome sehr 

invasiv und hochresistent bei der chemotherapeutischen Behandlung sind, könnten die durch 

diese Studie ermittelten Kandidatengene neue therapeutische Angriffspunkte repräsentieren 

und für eine antiproliferative Therapie des Glioblastoms eingesetzt werden. Es müßten 

tumorspezifische neutralisierende Antikörper entwickelt und untersucht werden, ob sich diese 

als Ergänzung für eine IL-6-Immuntherapie eignen. Es ist anzumerkenn, dass außer den 

Mikrogliazellen noch andere den Tumor umgebende Zellen (Oligodendrozyten, 

Endothelzellen, etc.) existieren. Welche Bedeutung diesen Zellen in der Gliombiologie 

zukommt, wird daher in Zukunft näher beleuchtet werden müssen. Erst durch das Verständnis 

der Zellfunktionen wird es möglich sein, eine optimale Therapie zu entwickeln. 
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