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I. Einleitung

1.1     Humane Gliome

Maligne Gliome stellen die häufigste Form primärer Hirntumoren im Erwachsenen dar.

Ihre anatomische Lokalisation, ihr stark infiltratives Wachstum in das umgebende gesunde

Hirngewebe und die Unterdrückung einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort

tragen zu ihrem hochmalignen Phänotyp bei. Bei der aggressivsten Form, dem

Glioblastoma multiforme (GBM) beträgt die mediane Überlebenszeit nach Diagnose nur

circa 18 Monate (Castro et al., 2003).

Gliome sind Tumore glialen Ursprungs, die durch die unterschiedliche Differenzierung

ihrer Zellen in astrozytäre, oligodendrogliale oder ependymale Tumoren unterteilt werden.

In Abhängigkeit von ihrer Malignität werden sie in Grad I-IV des von der World Health

Organization (WHO) festgelegten Klassifizierungsschemas nach Kleihues und Cavanee

eingestuft (WHO classification of tumours of the nervous system, IARC/WHO, Lyon

2000). Bei den astrozytären Gliomen lassen sich pilozytisches Astrozytom (Grad I),

Astrozytom (Grad II), anaplastisches Astrozytom (Grad III) und Glioblastom (Grad IV,

GBM) unterscheiden. Die Glioblastome selbst sind in zwei Kategorien unterteilbar, die

primären und sekundären GBM (Kleihues und Sobin, 2000). Während primäre oder de

novo GBM meist in älteren Patienten bereits als hochmaligne Tumore ohne vorherige

Krankheitsgeschichte auftreten, entwickelt sich das sekundäre GBM im Verlauf von fünf

bis zehn Jahren aus einem niedriggradigen Astrozytom. Die klinische Symptomatik ist

jedoch unabhängig von der Entstehungsgeschichte in beiden Untertypen ähnlich.

Histopathologisch sind sie durch die rasche Proliferation von wenig differenzierten Zellen

mit erhöhter Nekrose und verstärkter Mikrogefäß-Bildung gekennzeichnet. Auf

molekularer Ebene führen genetische Veränderungen zu Störungen in den gleichen

Signalwegen, auch wenn die Häufigkeit mit der eine bestimmte Mutation auftritt, in

primären und sekundären GBM unterschiedlich sein kann. Primäre Glioblastome sind vor

allem durch die EGFR-Amplifikation, sekundäre GBM häufig durch Mutationen von p53

gekennzeichnet. Die häufigsten genetischen Marker der verschiedenen Gliome sind in

Abbildung 1 zusammengefasst (Louis et al., 2002; Schlegel et al., 2001).



I. Einleitung                                                                                                                                                                 2

Primäres Glioblastom
(Grad IV)

Amplifikation/Überexpression/Mutation

von EGFR

Mutation von Rb

Amplifikation/Überexpression von MDM2

Verlust des INK4a/ARF-Genlocus

Verlust von PTEN

Astrozytom              Æ
(Grad II)

anaplastisches Astrozytom    Æ
(Grad III)   

sekundäres Glioblastom
(Grad IV)

Mutation von p53

Überexpression von PDGF/PDGFR

Mutation von p53

Überexpression von PDGF/PDGFR

Mutation von Rb

Verlust von Chromosom 19q

Mutation von p53

Überexpression von PDGF/PDGFR

Mutation von Rb

Verlust von Chromosom 19q

Verlust/Mutation von PTEN

Verlust des INK4a/ARF-Genlocus

Amplifikation von CDK4

Abb. 1: Häufigste genetische Veränderungen in Gliomen mit unterschiedlicher Malignität

Während das primäre Glioblastom spontan entsteht, entwickelt sich das sekundäre GBM im Laufe weniger
Jahre aus einem Astrozytom mit geringerer Malignität. Die unterschiedlichen Tumore sind durch distinkte
Mutationen gekennzeichnet (CDK4: cylin-abhängige Kinase 4; EGFR: epidermal growth factor receptor;
INK4a/ARF: inhibitor of kinase 4/alternate reading frame; MDM2: mouse double minute 2; PDGF/PDGFR:
platelet derived growth factor/-receptor; PTEN: phosphatase and tensin homologue deleted from
chromosome10; Rb: Retinoblastoma-Gen).

Der epidermal growth factor receptor (EGFR, ErbB1, HER1) ist das in Gliomen am

häufigsten amplifizierte Gen, wobei die Veränderung ca. 40-50 % der hochgradig

malignen Tumore mit Grad IV und nur wenige mit Grad III betrifft (Bigner et al., 1990;

Ekstrand et al., 1991; Libermann et al., 1985; Wong et al., 1987). Die Häufigkeit der

Amplifikation des EGFR in GBM im Vergleich zu der nur selten auftretenden

Veränderung im anaplastischen Astrozytom lässt vermuten, dass durch EGFR

möglicherweise die kritischen Signale für Neovaskularisation, Proliferation und

Apoptoseresistenz vermittelt werden, die letztendlich die Progression zum hochgradigen

GBM bewirken (Maher et al., 2001).
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1.2     Der epidermal growth factor receptor

1.2.1    Funktion

Der epidermal growth factor receptor (EGFR/HER1/ErbB1; Cohen et al., 1980) stellt den

Prototyp der Transmembran-Rezeptorfamilie mit Protein-Tyrosinkinase-Aktivität

(Rezeptortyrosinkinasen, RTKs) dar. Die Unterfamilie der ErbB-Rezeptoren gehört zur

Klasse I der RTKs und besteht neben dem EGFR noch aus drei weiteren homologen

Mitgliedern, ErbB2 (HER2/neu; Coussens et al., 1985), ErbB3 (HER3; Kraus et al., 1989)

und ErbB4 (HER4; Plowman et al., 1993). Der EGFR selbst ist ein 170 kD großes Protein,

bestehend aus einer stark glykosylierten extrazellulären Domäne mit der Liganden-

Bindungsstelle und einer einfachen Transmembran-Domäne. Auf der zytoplasmatischen

Seite befinden sich die Tyrosinkinase-Einheit sowie ein C-terminaler Abschnitt mit

Bindestellen für Signalproteine (vgl. Abb. 2; Wells, 1999).

    

Liganden-
Bindungsdomäne

Transmembran-Domäne

Tyrosinkinase

Phosphorylierungs-
stellen

Abb. 2:  Struktur und regulatorische
Einheiten des EGFR

Dargestellt ist das reife, 170 kD große
Protein mit seinen unterschiedlichen
Domänen. Der C-terminale Abschnitt
enthält Phosphorylierungsmotive, die
Bindestellen für Signalproteine bilden.
Außerdem liegen dort strukturelle
Bereiche für Internalisierung und
Transphosphorylierung des Rezeptors
(CR1/2: cysteinreiche Abschnitte;
verändert aus Wells, 1999).
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ErbB-Rezeptoren werden in einer Reihe von Geweben epithelialen, mesenchymalen und

neuronalen Ursprungs exprimiert. Ihre normale Funktion und die ihrer Liganden besteht

vor allem in der Vermittlung von Signalen während der Embryonalentwicklung. Dies

konnte durch Knockout-Experimente nachgewiesen werden, bei denen sich die Null-

Mutation eines jeden der vier ErbB-Rezeptoren als embryonal oder perinatal letal

herausstellte. Der Verlust des EGFR/ErbB1 bewirkte eine abnorme Organentwicklung in

Haut, Lunge und gastrointestinalem Trakt. Im Hirn der Tiere fand man kortikale

Fehlbildungen und eine verringerte Anzahl an Astrozyten (Erickson et al., 1997; Gassmann

et al., 1995; Miettinen et al., 1995; Riethmacher et al., 1997; Sibilia et al., 1998; Sibilia und

Wagner, 1995; Threadgill et al., 1995). Die retroviral vermittelte Überexpression des

EGFR in der subventrikulären Zone führte zur vermehrten Proliferation von Stammzellen

und einer verfrühten Astrozyten-Differenzierung (Burrows et al., 1997). Bei

Transplantation von neuralen Stammzellen in das adulte Rattenhirn kam es bei

gleichzeitiger zerebroventrikulärer Applikation von EGF nicht wie erwartet zu einer

Differenzierung der Vorläuferzellen in Astrozyten, sondern zur Proliferation und ihrem

Verbleib im undifferenzierten Zustand (Fricker-Gates et al., 2000). Daraus lässt sich auf

eine Rolle des EGFR für Proliferation und Differenzierung glialer Zellen während der

Neurogenese schließen (Burrows et al., 1997; Maher et al., 2001; Sibilia et al., 1998).

Außerdem sind der EGFR und seine Liganden an der korrekten Ausbildung von

Brustdrüsen und Milchgängen im Säugetier beteiligt (Fowler et al., 1995; Troyer und Lee,

2001; Xie et al., 1998) und es wurde postuliert, dass der EGFR eine Rolle bei der

Regeneration von Organen (z. B. Leber) spielen könnte (Wells, 1999). Letztendlich ist aber

die genaue Funktion des EGFR im adulten Vertebraten bis heute noch nicht vollständig

aufgeklärt.

1.2.2    Signaltransduktion

Die Aktivierung der rezeptorvermittelten Signaltransduktion beginnt normalerweise mit

der Bindung der jeweiligen spezifischen Liganden. Die Familie der ErbB-Liganden besteht

aus epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor a (TGF-a), Amphiregulin

(alle Bindungspartner nur für EGFR), heparin-binding EGF (HB-EGF), Epiregulin,

b-Cellulin, Epigen (jeweils mit Bindung an EGFR oder ErbB4) und den verschiedenen

Neuregulinen (NRG1-4), welche mit unterschiedlichen Spezifitäten ausschließlich an
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ErbB3 und ErbB4 binden. Für ErbB2/Neu konnte kein direkter Ligand nachgewiesen

werden (Yarden und Sliwkowski, 2001). In Abhängigkeit von den gebundenen Liganden

bilden sich Homo- oder Heterodimere zwischen den verschiedenen Rezeptoren aus, wobei

der bevorzugte Bindungspartner für alle Rezeptoren ErbB2 ist (Graus-Porta et al., 1997;

Tzahar et al., 1996). Die Rezeptordimerisierung kann zum einen eine Signalverstärkung

bewirken, z. B. durch erhöhte Ligandenaffinität und damit verbundene verlängerte

Signaldauer bei Dimerbildung mit ErbB2 (Beerli et al., 1995; Graus-Porta et al., 1995).

Zum anderen kann auch die Anzahl betroffener Signalwege erhöht werden, da

Unterschiede in der C-terminalen Region der Rezeptoren in der Rekrutierung

verschiedener Signalmoleküle resultieren. Welche dieser Proteine mit der intrazellulären

Domäne des Rezeptors interagieren, hängt davon ab, welche Phosphorylierungs-Stellen

aktiviert wurden. Diese Aktivierung wird wiederum bestimmt durch den gebundenen

Ligand (Autophosphorylierung) bzw. den Dimerisierungspartner (Transphosphorylierung;

Olayioye et al., 1998). Es entstehen auf diese Weise Bindestellen für Proteine mit Src-

homology 2 (SH2) oder phosphotyrosin-bindenden Domänen. Diese Proteine sind

entweder Adapterproteine wie Shc und Grb2 oder Enzyme wie die Tyrosinkinasen Src und

Abl, Phospholipase Cg (PLCg) oder Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI(3)K). Unabhängig

von der Identität des gebundenen ErbB-Liganden wird bevorzugt der mitogen activated

protein kinase (MAPK) Signalweg angeschaltet, der zur Aktivierung der extrazellulär

regulierten Kinasen (Erks) Erk1/2 (p44/p42) führt. Auch der PI(3)K-abhängige

Proteinkinase B (PKB)-Signalweg ist den meisten aktivierten Rezeptordimeren

nachgeschaltet. Weitere, auch parallel zueinander aktivierbare Signalkaskaden sind die der

Stress-aktivierten Proteinkinasen JNK (Jun amino-terminal kinase), der Proteinkinase C

(PKC), und die Src-abhängige Aktivierung der STAT-Transkriptionsfaktoren (signal

transducers and activators of transcription). Die Aktivierung dieser unterschiedlichen

Boten-Moleküle bestimmt letztendlich die differentielle Transkription diverser Zielgene

und das Auslösen zellulärer Antworten wie Proliferation, Adhäsion, Migration,

Differenzierung und Apoptose (Hackel et al., 1999; Jorissen et al., 2003; Prenzel et al.,

2001). Eine vereinfachte Übersicht über die verschiedenen EGFR-induzierten Signalwege

zeigt Abbildung 3.
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Abb. 3: EGFR-Signaltransduktion

Nach Aktivierung durch die Bindung spezifischer Liganden erfolgt die Dimerisierung der Rezeptoren und
durch Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste der intrazellulären Domäne werden Bindestellen für
unterschiedliche Effektorproteine geschaffen. Ligandenunabhängig werden Signale von Proteinen der
extrazellulären Matrix integriert (Transaktivierung). Das nachgeschaltete Netzwerk von Signalen vermittelt
eine Vielzahl zellulärer Antworten von Änderungen im Migrationsverhalten, in der Transkription sowie im
Zellzyklus, über die Erhöhung der Überlebensraten bis hin zu verstärkter Proliferation der Zellen (c-src: v-src
sarcoma viral oncogene homolog (avian), ECM: extrazelluläre Matrix, Erk1/2: extrazellulär regulierte
Kinasen 1/2, FAK: focal adhesion kinase, Gab1: Grb2-associated binding protein 1, Grb2: growth factor
receptor-bound protein 2, Jak2: Janus Kinase 2, MEK1/2: mitogen activated protein kinase kinase 1/2,
PI(3)K: Phospatidylinositol(3)-Kinase, PKB: Proteinkinase B, PKC: Proteinkinase C, Ral: v-ral simian
leukemia viral oncogene homolog A (ras related), Raf: v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1,
Shc: Src homology 2 domain containing transforming protein 1;verändert aus Prenzel et al., 2001).

Neben der Verarbeitung und Weiterleitung der ligandenabhängigen Signale können auch

unphysiologische Stimuli wie UV-, g-Strahlung und oxidativer Stress zur EGFR-

Phosphorylierung führen. Außerdem können durch das EGFR-Netzwerk Signale von G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), Zytokinrezeptoren, Adhäsionsmolekülen,

Ionenkanälen, Hormonen und Stressfaktoren integriert werden, was als EGFR-

Transaktivierung bezeichnet wird (Carpenter, 1999; Fischer et al., 2003; Schäfer et al.,

2004). Diese Transaktivierung wurde am eingehendsten an den GPCRs untersucht, deren

Migration   Transkription   Zellzyklus  Apoptose   Proliferation
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Aktivierung des MAPK-Signalwegs nach Bindung der jeweiligen Liganden

(Lysophosphatidsäure, Thrombin oder Endothelin-1) essenziell von der Kinaseaktivität des

EGFR abhängt (Daub et al., 1996). Weitere GPCR-abhängige und durch EGFR vermittelte

Zellantworten beinhalten die Regulierung von Ionenkanälen, die Ausbildung von Stress-

Fasern und die Transkription von Chemokinen (Gohla et al., 1998; Keely et al., 1998;

Prenzel et al., 2001; Tsai et al., 1997; Vaingankar und Martins-Green, 1998).

Nachdem die Signalübermittlung durch EGFR-Aktivierung induziert wurde, muss sie

durch spezifische Regulationsmechanismen wieder beendet werden. Die Abschaltung der

ligandenabhängigen EGFR-Signalgebung beginnt mit der Ansammlung von aktivierten

EGF-Rezeptoren an Membranregionen, die mit dem Oberflächenmolekül Clathrin beladen

sind (clathrin-coated pits). Dort stülpt sich die Membran ein und bildet endozytotische

Vesikel. Diese frühen Endosomen reifen zu späten Endosomen, wobei sich ihr pH-Wert ins

saure Milieu verschiebt. Das führt zur Dissoziierung der EGFR-gebundenen Liganden,

anschließend kann es zu einem Recycling des Rezeptors zur Zelloberfläche kommen.

Bleibt der Komplex bestehen, wird eine Ubiquitin-Ligase (c-Cbl) rekrutiert und die ErbB-

Dimere für den Abbau in den reifen Lysosomen markiert (Sorkin, 1998). Einen Einfluss

auf die Sortierung des EGFR in rückführende oder degradierende Kompartimente ist

zudem vom gebundenen Dimerisierungspartner abhängig – so werden EGFR-Homodimere

bevorzugt abgebaut, während Heterodimerisierung mit ErbB2 die Recyclingrate des

Partner-Rezeptors erhöht. Es sollte noch hinzugefügt werden, dass bis auf EGFR alle

anderen Mitglieder der ErbB-Familie nach Ligandenbindung nicht internalisiert werden

(Baulida et al., 1996), so dass auch nur der EGFR eine ligandenabhängige Degradation

erfährt (Wiley, 2003).

1.2.3    Die Bedeutung des EGFR in humanen Tumoren

Bereits 1980, kurz nach seiner Identifizierung (Cohen et al., 1980), wurde der EGFR als

möglicher Angriffspunkt für die Tumortherapie in Betracht gezogen. Zum einen hatte man

auf Tumorzellen die autokrine Stimulation von EGFR durch seinen Liganden TGF-a

festgestellt (Sporn und Todaro, 1980). Zum anderen wurde EGFR als das humane

Homolog zum viralen Onkogen v-erbB identifiziert (Downward et al., 1984). Seitdem

konnte vielfach gezeigt werden, dass der EGFR in verschiedenen humanen Tumoren

überexprimiert wird (unter anderem in Mamma-, Zervix-, Prostata-, Lungen-,
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Kolonkarzinom, in Kopf-Hals-Tumoren und Glioblastomen). Zumeist handelt es sich

hierbei um eine transkriptionelle Überexpression mit erhöhter Proteinsynthese, eine

Genamplifikation ist vor allem in Glioblastomen häufig (ca. 50%; Wong et al., 1987;

Wong et al., 1992). Die EGFR-Überexpression kann mit der gleichzeitigen Erhöhung der

Ligandenproduktion einhergehen, was zur Entstehung autokriner Rückkopplungseffekte

(positive feedback-loops) führen kann (Ekstrand et al., 1991). Zudem wird der EGFR-

Expressionsstatus mit einer erhöhten Resistenz gegenüber Chemo- und Strahlentherapie in

Verbindung gebracht (Chen et al., 2000; Newby et al., 1997; Sartor, 2000). Neben der

Überexpression sind auch in einer Reihe von humanen Tumoren Mutationen im EGFR-

Locus zu finden (Moscatello et al., 1995). Die häufigste führt durch eine Deletion in der

extrazellulären Domäne zu einem trunkierten Rezeptor, der unabhängig von Liganden

konstitutiv aktiv ist (EGFRvIII). EGFRvIII-exprimierende Zellen zeigen eine erhöhte

Malignität in vivo (Nagane et al., 1996; Nishikawa et al., 1994). Nicht zuletzt wird ein

therapeutischer Angriff auf den EGFR dadurch ermöglicht, dass er offensichtlich keine

physiologisch essenzielle Rolle im gesunden adulten Organismus spielt (siehe auch 1.2.1).

Durch die Vielzahl der von EGFR induzierten zellulären Antworten kann eine

fehlregulierte EGFR-Signalgebung Tumorzellen durch Aktivierung oder Blockade

unterschiedlicher Funktionen auf verschiedene Arten einen Vorteil verschaffen, die durch

einen potentiellen Inhibitor antagonisiert werden könnten:

A. Inhibition von Proliferation und Zellzyklus: Sowohl der MAPK- als auch der PI(3)K-

Signalweg über Proteinkinase B (PKB) können die Zellproliferation über die Expression

von Zellzyklus-regulierenden Genen stimulieren. So kann z. B. PKB den cyclin-dependent

kinase 2 (CDK2)-Inhibitor p27KIP1  hemmen (Medema et al., 2000), oder Mitglieder der

Erk-Familie die Transkription von Cyclin D1 stimulieren (Conejo et al., 2002; Perry et al.,

1998). Blockade des EGFR durch unterschiedliche Inhibitoren führt daher zum G1-Arrest

in unterschiedlichen Tumorzellinien (Busse et al., 2000; Moyer et al., 1997; Peng et al.,

1996; Wu et al., 1996).

B. Verstärkung der Apoptose: Rückschlüsse auf eine Rolle des EGFR bei der Apoptose

(programmierter Zelltod) ließen sich zunächst aus Experimenten mit einer Kolonkarzinom-

Zellinie ziehen, die in Kultur von EGF/TGFa  abhängig ist (Wu et al., 1995). Bei

Inhibierung des EGFR mit blockierenden Antikörpern stieg hier die Apoptoserate nach
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dem G1-Arrest an. Außerdem erhöhten sich Menge und Aktivität der pro-apoptotischen

Proteine Bax und Caspase 8 (Liu et al., 2000; Mandal et al., 1998). Ähnliche

Untersuchungen an weiteren Tumorzellinien zeigten außerdem eine Inaktivierung bzw.

Herunterregulierung des anti-apoptotischen Bcl-2 (Huang et al., 1999; Tortora et al., 1999).

Vor allem der PI(3)K-Signalweg wird für anti-apoptotische Effekte in Tumorzellen

verantwortlich gemacht, da mehrere Substrate der nachgeschalteten Proteinkinase B (PKB)

direkt apoptotische Prozesse steuern. Beispielsweise werden durch PKB-abhängige

Phosphorylierung die pro-apoptotischen Moleküle Bad (Gilmore et al., 2002) und

Caspase-9 (Cardone et al., 1998) inhibiert.

C. Inhibierung der Angiogenese: Die Ausbildung eines neuen Gefäßsystems

einschließlich der Rekrutierung bereits vorhandener Gefäße stellt einen wesentlichen

Bestandteil der Tumorentwicklung dar (Fox et al., 1996; Hanahan und Folkman, 1996) und

ist besonders in Glioblastomen ein Marker für den hohen Malignitätsgrad dieser Tumore

(Jensen, 1998). Die ErbB-Familie und speziell der EGFR sind sowohl auf seiten der

Endothelzellen (EZ), als auch auf Tumorseite an der die Neoangiogenese fördernden

Modulation der Tumorumgebung beteiligt. Einerseits wird die EGFR-Expression auf den

EZ durch Produktion der Liganden EGF und TGFa durch die Tumorzellen induziert

(Baker et al., 2002), andererseits ist die Expression von Angiogenese-Faktoren wie basic

fibroblast growth factor (bFGF; Potgens et al., 1995), Interleukin 8 (IL-8; Perrotte et al.,

1999) und vascular endothelial growth factor (VEGF; Goldman et al., 1993) in den

Tumorzellen selbst aufreguliert. Die EGFR-Aktivierung bewirkt in Glioblastomzellen eine

verstärkte Expression der VEGF-mRNA über den PI(3)K-Signalweg in vitro (Maity et al.,

2000). Bei Inhibierung der EGFR-Signaltransduktion durch blockierende Antikörper

kommt es in vitro und in verschiedenen Xenograft-Modellen zur deutlichen Verminderung

der Gefäßdichte und einer Herabregulation pro-angiogenetischer Faktoren (Bruns et al.,

2000b; Perrotte et al., 1999; Petit et al., 1997). Versuche mit EGFR-spezifischen

Tyrosinkinase-Inhibitoren (siehe auch 1.2.4) führten zum einen zu einer reduzierten

VEGF-Expression und einer stark verminderten Fähigkeit der EZ zur Migration in

Richtung der Tumorzellen in vitro (Hirata et al., 2002), zum anderen konnte die Apoptose

der tumorassoziierten EZ in vivo nachgewiesen werden (Bruns et al., 2000a).

D. Inhibition von Zellmotilität, Migration und Invasion: Eine verschlechterte Prognose

für Patienten mit EGFR-Überexpression wird unter anderem auf einen invasiveren und
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stärker metastasierenden Phänotyp der Tumorzellen zurückgeführt (Salomon et al., 1995).

Verschiedene EGFR-Liganden können durch autokrine Stimulation oder bei Zugabe in

Zellkultur Beweglichkeit, Adhäsions- und Invasionsvermögen unterschiedlicher

Tumorzellen fördern (El-Obeid et al., 1997; Price et al., 1996; Rosen und Goldberg, 1989;

Shibata et al., 1996; Spencer et al., 2000). Dafür wird die Aktivität der EGFR-Kinase und

deren Autophosphorylierung benötigt, trotzdem sind Zellmotilität und Zellproliferation

getrennt voneinander regulierbar (Chen et al., 1994). Eine Modulation der Zell-Zell- und

Zell-Matrix-Adhäsion durch den EGFR kann zum einen stattfinden durch die Regulation

der Interaktion von epithelialem Cadherin (E-Cad) mit dem Aktingerüst der Zelle (Hazan

und Norton, 1998). Zum anderen kann EGFR mit Membranrezeptoren wie den Integrinen

interagieren (Miyamoto et al., 1996; Sieg et al., 2000). Für die Migration und Invasion der

Tumorzellen ist außerdem die Aktivität von Proteasen unerläßlich, um die umgebende

extrazelluläre Matrix abzubauen und die Basalmembranen durchdringen zu können. Von

EGF und verwandten Liganden wurde gezeigt, dass sie eine verstärkte Expression der

Matrix Metalloproteinase 9 (MMP 9, O-Charoenrat et al., 2000; O-Charoenrat et al., 1999),

der Collagenasen Typ I und IV, sowie des uPA/uPAR-Systems (Watabe et al., 1998)

induzieren. Die Inhibition des EGFR mit blockierendem Antikörper bewirkte eine

Herunterregulierung von MMP 9 und eine verminderte Invasionsfähigkeit der untersuchten

Tumorzellen (Shao et al., 1998).

1.2.4    EGFR-basierte Therapieansätze

Die Strategien zur Inhibition des EGFR sind vielfältig. Auf der extrazellulären Seite

können monoklonale Antikörper die Ligandenbindungs-Domäne blockieren und so eine

Aktivierung des Rezeptors verhindern. Bispezifisch wirkende Antikörper binden an den

EGFR und an Epitope auf Effektorzellen des Immunsystems, um eine gegen den Tumor

gerichtete Immunantwort zu induzieren. Durch die Fusion von Toxinen an EGFR-

spezifische Antikörper soll die gezielte Applikation von Zellgiften vermittelt werden.

Intrazellulär besetzen sogenannte "small molecule" EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren

(EGFR-TKIs) die ATP-Bindungsdomäne des Rezeptors entweder reversibel oder

irreversibel und unterbinden dadurch die Phosphorylierung von Zielproteinen und die

Signaltransduktion. Der Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden verhindert die Expression
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des EGFR durch Blockade seiner Transkription oder Translation (Übersicht in Arteaga,

2001; Mendelsohn, 2001; Noonberg und Benz, 2000; Woodburn, 1999).

Am weitesten in der Entwicklung fortgeschritten sind einerseits die monoklonalen

Antikörper mit Erbitux ("Cetuximab", IMC-C225; Imclone Systems) und andererseits die

EGFR-TKIs mit Gefitinib ("Iressa", ZD1839; AstraZeneca Pharmaceuticals) und Erlotinib

("Tarceva", OSI-774; OSI Pharmaceuticals). Alle drei Wirkstoffe befinden sich in Phase

III der klinischen Studien oder haben sie bereits abgeschlossen (Blackledge und Averbuch,

2004; Janmaat und Giaccone, 2003). Gefitinib wurde im Jahr 2003 als erstes gegen den

EGFR gerichtetes Therapeutikum für die Behandlung beim nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinom zugelassen, Anfang 2004 erfolgte die Zulassung für Erbitux (Cetuximab,

IMC-C225) im metastasierenden Kolonkarzinom. Die beiden Tyrosinkinase-Inhibitoren

befinden sich außerdem in derzeit laufenden Phase I/II-Studien zur Behandlung von

Glioblastomen.

Neben der monotherapeutischen Applikation der verschiedenartigen EGFR-Inhibitoren hat

sich vor allem ihre Kombination mit anderen Therapieansätzen als vielversprechend

erwiesen. Der Arbeit von Aboud-Pirak et al., die gezeigt hatte, dass ein EGFR-

blockierender Antikörper die zytotoxische Wirkung von Cisplatin in Zellkultur und in vivo

verstärken konnte (Aboud-Pirak et al., 1988), folgte eine Vielzahl von Untersuchungen, in

denen spezifisch gegen den EGFR gerichtete Antikörper in unterschiedlichen

Tumorzellinien und Xenograft-Modellen mit verschiedenen Chemotherapeutika (neben

Cisplatin auch Doxorubicin, Taxol und Topotecan) kombiniert wurden (Baselga et al.,

1993; Ciardiello et al., 1999; Fan et al., 1993; Mendelsohn und Fan, 1997). Später wurden

für die small molecule Tyrosinkinase-Inhibitoren vergleichbare Effekte nachgewiesen

(Ciardiello et al., 2000; Sirotnak et al., 2000). Sowohl Antikörper als auch kleine

inhibierende Moleküle werden zudem in Kombination mit der Strahlentherapie eingesetzt

und führen zu einer erhöhten Sensitivität der Zellen in vitro und in vivo (Bianco et al.,

2002; Bonner et al., 1994; Milas et al., 2000; Raben et al., 2002).
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1.3     RNA-Interferenz (RNAi)

Der Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi) wurde 1998 durch Fire und Mello bei

Arbeiten an Caenorhabditis elegans entdeckt (Fire et al., 1998). Dort konnte gezeigt

werden, dass die Injektion von doppelsträngiger RNA mit Sequenzhomologie zur mRNA

eines spezifischen Gens überraschend einen sehr viel stärkeren inhibitorischen Effekt auf

dessen Expression ausübte als die einzeln injizierten RNA-Stränge. Es folgten

Untersuchungen mit dem Ziel, die zugrunde liegenden Mechanismen aufzuklären, wobei

die Existenz eines sequenzspezifischen Vermittlers der Inhibition postuliert wurde

(Grishok et al., 2000). Einen potentiellen Kandidaten für diese Vermittlerrolle stellten

kurze doppelsträngige RNA-Stücke dar, deren Existenz 1999 in einem der RNAi

verwandten Mechanismus in Pflanzen (post-transcriptional gene silencing, PTGS)

nachgewiesen worden war (Hamilton und Baulcombe, 1999). Die 21-25 Basenpaare (bp)

langen RNA-Oligonukleotide waren aus einem langen doppelsträngigen (ds)

Vorläufermolekül gebildet worden. Dieser Abbau von langer dsRNA zu kurzen Sequenzen

wurde daraufhin in Zellen und Zellextrakten von Drosophila melanogaster nachgewiesen

und ihre Beteiligung an der RNAi in Drosophila und C. elegans gezeigt (Bernstein et al.,

2001; Hammond et al., 2000; Parrish et al., 2000; Yang et al., 2000; Zamore et al., 2000).

Es folgte der Nachweis, dass diese kurzen RNAs die Sequenzspezifität der RNA-

Interferenz vermittelten und ihr Vorhandensein außerdem ausreichend war, um den

mRNA-Abbau zu bewirken (Elbashir et al., 2001a; Yang et al., 2000; Zamore et al., 2000).

Seither werden sie als small (seltener auch short) interfering RNAs (siRNAs) bezeichnet

(Elbashir et al., 2001a).

Der Aufbau der siRNAs erwies sich als sehr spezifisch mit einem 19 nt bzw. 21 nt langem

Duplex und 2 nt-Überhängen an den 3´-Enden beider Stränge (Elbashir et al., 2001b).

Diese Struktur deutete auf einen Spaltungsvorgang der langen dsRNA zu siRNAs durch

Nukleasen der RNase III-Familie hin. Ein solches Enzym wurde dann erstmalig in

Drosophila identifiziert und Dicer genannt (Bernstein et al., 2001). Weitere in vitro

Studien mit Drosophila-Zellen zeigten, dass nach der Dicer-vermittelten Generierung der

siRNAs diese nach ihrer Aufwindung durch eine Helikase in einen aus mehreren

Komponenten bestehenden Komplex eingebaut werden, den sogenannten RNA-induced

silencing complex (RISC; Hammond et al., 2000). Diesem dient der antisense-Strang der
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siRNA (Martinez et al., 2002) durch die in ihm enthaltene Sequenzinformation als

"Wegweiser" für die Identifizierung und anschließende Degradierung der homologen

mRNA im Zentrum der aus siRNA und mRNA bestehenden Duplexstruktur (Elbashir et

al., 2001b; Nykanen et al., 2001; Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). Obwohl einige

der Proteinkomponenten von RISC identifiziert worden sind (z. B. Homologe zum

Argonaute-Protein aus Arabidopsis thaliana; Hammond et al., 2001), ist deren Funktion im

Komplex und dessen genaue Zusammensetzung bis heute nicht geklärt. So konnte auch die

Endonuklease, die für das Schneiden der RNA verantwortlich ist, noch nicht identifiziert

werden (Carmell et al., 2002; Schwarz et al., 2004). Abb. 4 zeigt ein Schema des

Mechanismus der RNA-Interferenz soweit er bis heute aufgeklärt wurde.

Abb. 4: Mechanismus der RNA-Interferenz

In der Zelle vorliegende lange doppelsträngige (ds) RNA oder kleine haarnadelförmige mikroRNAs werden
durch Dicer zu small interfering RNAs (siRNAs) prozessiert, die mit verschiedenen Effektorproteinen zu dem
sog. RNA-induced silencing complex (RISC) assoziieren. Durch den antisense-Strang der siRNA wird der
Komplex zu der homologen Sequenz in der Ziel-mRNA dirigiert. Das Ausmaß der Sequenzhomologie
zwischen siRNA-Strang und mRNA bestimmt die vermittelte Funktion. Bei hoher Übereinstimmung findet
ein Abbau der mRNA statt, bei mehreren Fehlpaarungen kommt es zu einer Blockade der Translation. Der
Mechanismus der siRNA-vermittelten DNA-Methylierung ist bisher ungeklärt und in Säugerzellen noch
nicht nachgewiesen worden (verändert aus: Dorsett und Tuschl, 2004).

dsRNA > 30 bp mikroRNA

Dicer
ATP

ATP
Argonaute
Effektormoleküle (Helikase, Endonuklease)

mRNA-Abbau Chromatin-Modifikation Inhibition der Translation

RISCs
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Das Vorhandensein von verschiedenen Komponenten der RNAi wie z. B. Dicer in einer

Vielzahl von unterschiedlichen Eukaryonten, von Pflanzen über Nematoden und Insekten

bis hin zu Wirbeltieren, ließ auf einen konservierten Mechanismus schließen, von dem

angenommen wird, dass er einen zellulären Abwehrmechanismus gegen mobile genetische

Elemente wie Viren oder Transposons darstellt (Übersicht in Baulcombe, 2002; Hannon,

2002; Tijsterman et al., 2002; Waterhouse et al., 2001). Diese Funktion konnte in Pflanzen

und Nematoden, jedoch bislang nicht in Säugerzellen nachgewiesen werden. Neben der

Beteiligung an zellulären Abwehrmechanismen wurde mittlerweile deutlich, dass die an

der RNA-Interferenz beteiligten Komponenten eine zentrale Rolle bei verschiedenen

genregulatorischen Vorgängen spielen. Ein endogenes 21-22 Nukleotide (nt) langes, nicht-

kodierendes RNA-Molekül mit regulatorischen Eigenschaften auf entwicklungsrelevante

Gene wurde erstmals bei C. elegans beschrieben (Lee et al., 1993). Die Entdeckung eines

weiteren solchen Moleküls (Reinhart et al., 2000) und die Erkenntnis, dass dieses in einer

ganzen Reihe von untersuchten Tieren konserviert vorhanden ist (Pasquinelli et al., 2000),

ließ den Schluss zu, dass noch mehr dieser regulatorisch wirksamen RNAs existieren

könnten. Mittlerweile sind ca. 300, heute mikro-RNAs (miRNAs) genannten Moleküle in

verschiedenen Organismen identifiziert worden (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al.,

2001; Lee und Ambros, 2001; Mourelatos et al., 2002). miRNAs werden ebenfalls durch

Dicer aus einem 70 nt langen Vorläufer mit Haarnadel-Struktur geschnitten und

assoziieren wie siRNAs mit Argonaute-Proteinen zu einem Ribonukleoprotein-Komplex

(miRNP) den sie zur homologen Sequenz der Ziel-mRNA dirigieren (vgl. Abb. 4).

Allerdings folgt nach der Bindung an die mRNA nicht deren Abbau, sondern die

Hemmung ihrer Translation (Nelson et al., 2003). Während anfangs davon ausgegangen

wurde, dass siRNAs (aus aberranter dsRNA prozessiert) und endogene miRNAs

(zelleigene Regulatoren) getrennte Funktionen übernehmen, weiß man heute, dass nur das

Ausmaß ihrer Basenkomplementarität mit der Zielsequenz über Degradation (bei hoher

Homologie) bzw. Translationsblockade (bei mehreren Fehlpaarungen) entscheidet. Eine

siRNA kann also als miRNA agieren und umgekehrt (Doench et al., 2003; Hutvagner und

Zamore, 2002). Neben der Regulation von mRNAs wurde außerdem eine Beteiligung von

siRNAs bei der transkriptionellen Regulation durch Methylierung der DNA in Spalthefen

(Reinhart et al., 2002; Volpe et al., 2002) und Pflanzen (Zilberman et al., 2003)

nachgewiesen.
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Vor der Entdeckung der siRNAs wurde lange Doppelstrang-RNA (dsRNA) zum Auslösen

der RNA-Interferenz verwendet. Während dies in Nematoden und in Drosophila zu einem

spezifischen "silencing" der homologen mRNA führte, schien die RNAi in Säugerzellen

zunächst nicht anwendbar zu sein. Hier führte dsRNA mit einer Länge von mehr als 30

Basenpaaren zu einer Aktivierung von Interferon sowie den Interferon-induzierten

Proteinen PKR (dsRNA-abhängige Proteinkinase R) und Oligoadenylatsynthetase, deren

Produkte RNase L aktivieren. Dadurch kam es zu einer unspezifischen Hemmung der

Translation in der betroffenen Zelle und zum apoptotischen Zelltod (Übersicht in Gil und

Esteban, 2000; Williams, 1999). Erst durch die Einführung von kurzen synthetischen

siRNAs von etwa 21 nt Länge konnte die RNAi in verschiedenen Säugerzellinien

nachgewiesen werden (Elbashir et al., 2001a).

1.4     RNAi in humanen Gliomen

Derzeit existiert für hochgradige Gliome keine kurative Therapie. Die Behandlung besteht

aus einer Kombination von Operation, Bestrahlung und Chemotherapie. Trotz technischer

Fortschritte in diesen Bereichen hat sich die Prognose für betroffene Patienten in den

letzten Jahrzehnten kaum verbessert (Castro et al., 2003). Durch die in den letzten Jahren

gewonnenen molekular- und zellbiologischen Erkenntnisse und durch die Untersuchung

krankheitsbedingter Veränderungen auf genomischer Ebene durch Array-Technologien ist

jedoch das Wissen um die molekularen Grundlagen der Tumorentstehung enorm

gewachsen. Die Inhibition der Neoangiogenese, die Induktion der Apoptose in den

Tumorzellen und die Aktivierung des körpereigenen Immunsystems stellen neuartige

Strategien dar, um die Behandlung von malignen Gliomen zu verbessern.

Gentherapeutische Ansätze beinhalten beispielsweise die Verwendung verschiedener

viraler und nicht-viraler Vektoren zur funktionellen Wiederherstellung von

Tumorsuppressorgenen, zur Abschaltung von Onkogenen oder zum Einbringen

sogenannter "Selbstmordgene" in die Zellen (Übersicht in Alemany et al., 1999; Fueyo et

al., 1999; Shir und Levitzki, 2001). Der Einsatz von spezifischen Antisense-

Oligonukleotiden zur Blockade der Expression relevanter Gene in Gliomen wird derzeit in

einer klinischen Phase II-Studie der Neurologischen Klinik des Bezirksklinikums
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Regensburg am Beispiel des immunsuppressiven transforming growth factor b II

(TGFb II) untersucht (Bogdahn et al., 2004).

Trotz dieser Neuentwicklungen liegt bei den malignen Gliomen die 5-Jahres-

Überlebensrate bis heute unverändert bei unter 5 %. Deswegen besteht die dringende

Notwendigkeit, neue Substanzen und Therapieformen gegen diese Tumoren zu entwickeln.

Small interfering RNAs stellen neben Antisense-Oligonukleotiden und Ribozymen eine

neue Substanzklasse von Molekülen auf Nukleinsäurebasis dar. Ihre hohe Spezifität und

Effizienz machen sie jedoch für die gezielte therapeutische Anwendung besonders

interessant und lassen daher ihre Etablierung als weiteres Werkzeug in der Behandlung

primärer ZNS-Tumoren lohnenswert erscheinen.

1.5     Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es zunächst, die zu Beginn noch völlig neuartige Methode des

Einsatzes von small interfering RNAs in Säugerzellen zur Vermittlung der RNA-

Interferenz auf ihre mögliche Anwendung in humanen Glioblastomzellen zu untersuchen

und diese zu optimieren.

Im nächsten Schritt sollte eine gegen den in malignen Gliomen häufig überexprimierten

oder mutierten epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichtete siRNA-Sequenz

identifiziert werden, die spezifisch die Boten-RNA des Rezeptors abbauen und somit die

Expression des Proteins herunterregulieren sollte.

Die Auswirkungen dieser negativen Regulation eines in Glioblastomen potentiell

relevanten Gens auf das Wachstumsverhalten der Zellen, sowie auf weitere Parameter die

den malignen Phänotyp dieser Tumore bestimmen, sollte zunächst in der Zellkultur

untersucht werden. Bei erfolgversprechenden Resultaten sollte dann die Wirksamkeit der

EGFR-siRNA im Tiermodell überprüft werden.

Die durch die spezifische Regulation des EGF-Rezeptors ausgelösten Veränderungen in

der Genexpression der untersuchten Gliomzellen wurden mit Hilfe von Mikroarray-

Analysen untersucht.
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II. Material und Methoden

2.1     Material

2.1.1    Bezugsquellen von Substanzen

Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (37,5:1) Bio-Rad, München

AG 1478 Calbiochem, Bad Soden

Agar Noble Difco/Becton Dickinson, Heidelberg

Agarose Invitrogen, Karlsruhe

APS Bio-Rad, München

b-Mercaptoethanol Sigma, Steinheim

BME-Vitamine Biochrom, Berlin

Brilliant Blue G (Coomassie) Sigma, Steinheim

BSA PAA Laboratories, Linz, Österreich

Bromphenolblau Sigma, Steinheim

DAPI Roche, Mannheim

DEPC Sigma, Steinheim

DL-Norleucin Sigma, Steinheim

EDTA Serva, Heidelberg

Essigsäure (99,7 %) Roth, Karlsruhe

Ethanol Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Geneticin® Invitrogen, Karlsruhe

Glutardialdehyd Sigma, Steinheim

Paraformaldehyd (PFA) Sigma, Steinheim

Poly-L-Lysin Sigma, Steinheim

SDS Boehringer, Mannheim

TEMED Bio-Rad, München

Tris USB, Cleveland USA

TritonX-100 Sigma, Steinheim

Trypanblau Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA PAA Laboratories, Linz, Österreich

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt in p. a. –

Qualität bezogen.
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2 1.2    Puffer und Lösungen

2.1.2.1 RNA-Isolierung

DEPC-H2O DEPC 0,1 % (v/v)

DEPC wurde mit H2Obidest unter Rühren 2 h bei RT inkubiert und anschließend
autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei RT.

2.1.2.2 Agarosegele

TBE-Puffer Tris 89 mM

Borsäure 89 mM

EDTA pH 8,0 20 mM

Gelauftragspuffer (10x) Glycerin 50 % (v/v)

EDTA pH 8,0 10 mM

Bromphenolblau 0,2 % (w/v)

Xylencyanol 0,2 % (w/v)

2.1.2.3 Durchflusszytometrie

PBS-Puffer (10x) NaCl 1,37 M

KCl 27 mM

Na2HPO4⋅7H2O 43 mM

KH2PO4 14,7 mM

2.1.2.4 Immunzytochemie

TBS-Puffer Tris 50 mM

NaCl 150 mM

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt und der Puffer bei 4°C gelagert.
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TBS-T TritonX-100 0,1 % (v/v)

TritonX wurde in TBS-Puffer aufgenommen.

Fischhaut-Gelatine-Puffer (FGB) BSA 1 % (w/v)

Fischhaut-Gelatine 0,2 % (w/v)

Triton X-100 0,1 % (v/v)

Die Zusätze wurden in TBS-Puffer gelöst.

2.1.2.5 Protein-Isolierung

Denaturierender Lysepuffer SDS 1 % (w/v)

Tris-Cl pH 7,4 50 mM

EDTA 5 mM

Protease-Inhibitor- 1 mM
Cocktail

Der Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde bei –80°C
gelagert und jedes Mal frisch zugegeben.

2.1.2.6 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngelpuffer Tris pH 8,8 1,875 M

Einstellung des pH-Werts auf 8,8 und Lagerung bei 4°C.

Sammelgelpuffer Tris pH 6,8 1,25 M

Einstellung des pH-Werts auf 6,8 und Lagerung bei 4°C.

Laufpuffer (5x) Tris-Base 25 mM

(Tris-Glycin-Elektrophoresepuffer nach Lämmli) Glycin 250 mM

SDS 0,5 % (v/v)

Einstellung des pH-Werts auf 8,3 und Lagerung bei RT.
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Probenauftragspuffer (5x) Tris pH 6,8 60 mM

Glycerol 25 % (v/v)

SDS 4 % (v/v)

b-Mercaptoethanol 715 mM

Bromphenolblau 0,1 % (w/v)

Der Puffer wurde bei 4°C gelagert.

2.1.2.7 Western Blot

Kathodenpuffer 1 M Tris pH 9,4 2,5 % (v/v)

DL-Norleucin 40 mM

Anodenpuffer A 1 M Tris pH 10,4 2,5 % (v/v)

Methanol 20 % (v/v)

Anodenpuffer B 1M Tris pH 10,4 30 % (v/v)
Methanol 20 % (v/v)

Alle Puffer wurden bei 4°C gelagert.

T-PBS Tween-20 0,01 % (v/v)

PBS

Blockierungspuffer Magermilch 5 % (w/v)

T-PBS

Ponceau S – Lösung Ponceau S 0,15 % (w/v)

Essigsäure 6 % (v/v)

Coomassie-Lösung Brilliant Blue G
(Coomassie) 2,5 % (w/v)

Methanol 45 % (v/v)

Eisessig 10 % (v/v)

Die Lösung wurde filtriert und bei RT aufbewahrt.
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Entfärbelösung für Coomassie-Färbung Methanol 30 % (v/v)

Eisessig 10 % (v/v)

2.1.3    Antikörper

2.1.3.1 Primäre Antikörper

gt a EGFR (WB) 1 µg/ml R&D Systems, Minneapolis, USA

ms a EGFR (Biotin-Konjugat;
FC)

1:50 Cymbus Biotechnology, Hants, UK

rbt a EGFR (IC) 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

rbt a phospho-EGFR (WB, IC) 250 ng/ml BD Transduction Laboratories, San Diego, USA

ms a b-Aktin 1:5000 Sigma, Steinheim

ms a GFP 1:1000 Chemicon, Hofheim

rbt a p44/p42 MAPK (Erk1/2) 1:1000 New England Biolabs, Cell Signaling Technology,
Frankfurt/M

rbt a  phospho-p44/p42 MAPK
(Erk1/2)

1:1000 New England Biolabs, Cell Signaling Technology,
Frankfurt/M

rbt a PKB 1:1000 New England Biolabs, Cell Signaling Technology,
Frankfurt/M

rbt a phospho-PKB 1:1000 New England Biolabs, Cell Signaling Technology,
Frankfurt/M

Tab. 1: Primäre Antikörper

Zusammenstellung der verschiedenen primären Antikörper und eingesetzten Konzentrationen (EGFR:
epidermal growth factor receptor; Erk1/2: extrazellulär regulierte Kinase 1/2; FC: Durchflusszytometrie;
GFP: glial fibrillary acidic protein; gt: Ziege; IC: Immunzytochemie; MAPK: Mitogen-aktivierte
Proteinkinase; ms: Maus; PKB: Proteinkinase B; rbt: Kaninchen; WB: Western Blot).

2.1.3.2 Sekundäre Antikörper

gt a mouse - HRP 1:5000 Chemicon, Hofheim

rbt a gt - HRP 1:5000 Chemicon, Hofheim

dky a rbt - RhoX 1:500 Jackson Immuno Research, West Grove, USA

dky a ms - FITC 1:100 Jackson Immuno Research, West Grove, USA

Tab. 2: Sekundäre Antikörper

Verwendete sekundäre Antikörper mit Angabe der Verdünnung (dky: Esel; HRP: Meerrettichperoxidase;
FITC: Fluoresceinisothiocyanat; RhoX: Rhodamin X).
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Die IgG-Isotyp-Kontrollen stammten von den Herstellern des jeweiligen primären

Antikörpers. Das Streptavidin-Cy5-Konjugat als Nachweis-Reagenz für den biotinylierten

Antikörper in der Durchflusszytometrie stammte von Jackson Immuno Research (West

Grove, USA) und wurde in der Verdünnung 1:50 verwendet.

2.1.4    Oligonukleotide

2.1.4.1 siRNAs

EGR10       5´-GUUAAAAUUCCCGUCGCUAUC-3´
3´-UUCAAUUUUAAGGGCAGCGAUAG-5´

EGR11       5´-CAGCAUGUCAAGAUCACAGAU-3´
3´-GCGUCGUACAGUUCUAGUGUCUA-5´

EGR12      5´-GUUmAAAmUCCmGUCmCUAUC-3´
3´-UUCAAUUUUAAGGGCAGCGAUAG-5´

b-Aktin
(Harborth et al., 2001)

         5´-CCUCCCUGGAGAAGAGCUAdTdT-3´
3´-dTdTGGAGGGACCUCUUCUCGAU-5´

Tab. 3: Verwendete siRNAs

EGR10, EGR11: spezifisch gegen den epidermal growth factor receptor gerichtete Sequenzen (Accession:
NM_005228; EGR10: Position 2458-2478; EGR11: Position 2791-2811); EGR12: Kontroll-siRNA mit vier
Fehlpaarungen (mismatches, m) zur Sequenz von EGR10.

2.1.4.2 Antisense-Oligonukleotide

AS02
(Li et al., 2002)

      5´-CCCCAGCAGCTCCCATTGGG-3´

AS-K       5´-GGCCCATTGGCCACCCGGAT-3´

Tab. 4: Verwendete Antisense-Oligonukleotide

AS02: spezifisch gegen den epidermal growth factor receptor gerichtete Sequenz; AS-K: Kontrollsequenz
mit gleicher Basenzusammensetzung wie AS02, aber veränderter Abfolge (scrambled).

Alle Antisense-Oligonukleotide waren durchgehend phosphorthioat-modifiziert (AS-

PTOs). Die Sequenz des AS-K-Oligos wurde als scrambled control mit der gleichen

Basenzusammensetzung wie das spezifische Oligo AS02 entworfen und durch eine

BLAST-Suchabfrage als nicht homolog zu bekannten Sequenzen bestätigt.
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2.1.5.   Zellinien

2.1.5.1 Humane Gliomzellinien

Die stabil enhanced green fluorescent protein (eGFP) exprimierenden U373-Zellen

(U373eGFP) wurden von Dr. Susanne A. Kuhn (Max Delbrück Zentrum für Molekulare

Medizin, Berlin) mit einem pEGFP-N1-Vektor (Clontech, Palo Alto, USA) transfiziert und

uns freundlicherweise von Dr. Roland Goldbrunner (Institut für Neurochirurgie, LMU

München) zur Verfügung gestellt. Die U373 MG-Zellen stammten aus den

Zellkulturbeständen der Neurologischen Klinik der Universität Regensburg. Die Linie

LN 18 wurde bei der American Type Culture Collection (ATCC) kommerziell erworben

(ATCC-Nr. CRL-2610).

2.1.5.2. Andere humane Tumorzellinien

Die Zellinie A431 (epidermales Karzinom) wurden bei der American Type Culture

Collection kommerziell erworben (ATCC-Nr. CRL-1555).

2.2     Methoden

2.2.1    Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kulturmedien

2.2.1.1.1 Vollmedium

Alle Gliomzellinien sowie die epidermale Karzinomzellinie A431 wurden in DMEM mit

10 % (v/v) fötalem Kälberserum (FCS), 5 % (v/v) nicht-essenziellen Aminosäuren (NEA)

und 5 % (v/v) Vitaminlösung (alle Biochrom AG, Berlin) ohne Zugabe von Antibiotika

kultiviert.
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2.2.1.1.2 Selektionsmedium

Um sicherzustellen, dass die stabil transfizierten U373-eGFP-Zellen den eGFP-

Expressionsvektor mit Neomycin-Resistenzgen in Kultur nicht verlieren, wurde dem

DMEM-Medium 1,2 mg/ml G-418 Sulfat (Geneticin®, Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt.

2.2.1.1.3 Transfektionsmedium

Für die Transfektion der Zellen wurde serumreduziertes Optimem®-Medium (Invitrogen,

Karlsruhe) verwendet.

2.2.1.1.4 Einfriermedium

Für die Kryokonservierung wurde Vollmedium mit 10 % (v/v) DMSO versetzt und

sterilfiltriert. Das Einfriermedium wurde frisch hergestellt und sofort verwendet.

2.2.1.2 Auftauen

Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden rasch bei 37°C im Wasserbad

aufgetaut und anschließend in 3 ml Vollmedium aufgenommen und resuspendiert. Zur

Entfernung des DMSO-haltigen Einfriermediums wurden die Zellen 5 min bei 800 rpm

abzentrifugiert und der Überstand wurde abgenommen. Die Zellen wurden in Vollmedium

resuspendiert und in Zellkulturflaschen überführt. Nach einer Inkubation von 24 h erfolgte

ein Mediumwechsel. Alle Zellen wurden standardmäßig bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert.

2.2.1.3 Passage

Um eine kontinuierliche Proliferation der Zellen zu gewährleisten, wurden adhärente

Zellen bei Erreichen von 95-100 % Konfluenz in der Kulturflasche passagiert. Dazu

wurden die Zellen nach vollständigem Absaugen des Mediums einmal mit DPBS-Puffer

(Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien) gewaschen. Danach erfolgte das Ablösen der

Zellen durch Zugabe von 2-5 ml Trypsin/EDTA und 5-10 min Inkubation bei 37°C. Nach

Kontrolle des Ablösevorgangs im Mikroskop wurden die Zellen in 10-20 ml Vollmedium

aufgenommen und bei 800 rpm für 5 min in 50 ml–Zentrifugenröhrchen (Corning, Costar,
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Bodenheim) abzentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurden die Zellen durch

Zugabe von 1-10 ml Vollmedium und mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in

Einzelzellsuspension gebracht und anschließend in der gewünschten Verdünnung in ein

neues Kulturgefäß mit vorgelegtem Medium überführt.

2.2.1.4 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung der Zellen wurde zunächst wie unter 2.2.1.3 beschrieben

verfahren. Nach der Zentrifugation wurde Einfriermedium zu dem Zellpellet gegeben und

eine Einzelzellsuspension hergestellt, die rasch auf 2 ml-Kryoröhrchen (Corning, Costar,

Bodenheim) verteilt wurde. Pro Röhrchen wurden ca. 2 x 105 Zellen aliquotiert. Das

anschließende Einfrieren der Zellen erfolgte zunächst für 24 h in einem Kryobehälter

(Nalgene, Hereford, Großbritannien) mit einer Abkühlrate von ca. 1°C/min bei –80°C.

Danach wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff bei –196°C gelagert.

2.2.1.5 Mykoplasmen-Behandlung

Alle in Kultur gehaltenen Zellen wurden regelmäßig auf Kontamination mit

Mykoplasmen-Bakterien mit Hilfe eines PCR-Verfahrens (VenorGem®; Minerva Biolabs,

Berlin) untersucht. Befallene Kulturen wurden entweder entsorgt oder isoliert und mit

einer Antibiotika-Kombination nach Angaben des Herstellers (BM-Cyclin, Roche

Diagnostics, Mannheim) behandelt.

2.2.1.6 Messung der Zellproliferation

2.2.1.6.1 Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Kultur wurden die Zellen zunächst wie unter 2.2.1.3

beschrieben  in  Einzelzellsuspension  gebracht. Ein Aliquot wurde mit vier Teilen einer

0,5 %igen Trypanblau-Lösung versetzt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer

(0,1 mm x 0,0025 mm pro Kleinstquadrat) durch Auszählen von mindestens vier

Großquadraten bestimmt. Anschließend wurde die Gesamtzellzahl nach folgender Formel

berechnet:
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Anzahl der Zellen/Quadrat x 5 (Verdünnung) x 104 = Zellzahl/ml

Da ausschließlich tote Zellen durch Trypanblau angefärbt werden, ließ sich der Prozentsatz

an lebendigen Zellen in der Kultur bestimmen:

ungefärbte Zellen/(gefärbte + ungefärbte Zellen) x 100 = % lebende Zellen

2.2.1.6.2 Bestimmung der Zellmasse im Kristallviolett-Assay

Die Bestimmung der Zellmasse als Maß für die Proliferation und Viabilität der

untersuchten Zellen erfolgte mit Hilfe des Kristallviolett Assays (Bernhardt et al.,1992).

Hierfür wurde am Versuchsende das Medium aus den 96-wel l-Zellkulturplatten

abgenommen  und  die  Zellen  durch  Zugabe  von  100 µl  einer  frisch  hergestellten,

1,25 %igen Glutardialdehydlösung für 15 bis 20 min bei RT fixiert. Anschließend wurde

die Fixierlösung abgenommen und durch 180 µl PBS ersetzt. Die Platten konnten nun bei

4°C  gelagert  oder  sofort  gefärbt  werden.  Dazu  wurde  das PBS gegen 100 µl einer

0,02 %igen Kristallviolettlösung ausgetauscht. Nach genau 30 min wurde die Farblösung

abgeschüttet, es folgten mehrere Waschschritte mit entionisiertem Wasser zur Entfernung

überschüssigen Farbstoffs. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Wasser mind. 10 min

auf den Zellen belassen, anschließend wurden die Platten auf Zellstoff kräftig trocken

geklopft. Um bei der nachfolgenden photometrischen Messung Streulichteffekte zu

vermeiden, wurde  das v. a. an  Nukleoproteine  bindende  Kristallviolett  durch  Zugabe

von 180 µl 70 %igen Ethanols und anschließendes Schütteln für 2-3 h auf einem Titramax

1000-Schüttler (Heidolph, Schwabach) wieder in Lösung gebracht. Danach erfolgte die

Messung der Absorption in einem Plattenlesegerät (Emax precision microplate reader,

Molecular Devices, München) bei 578 nm und die Auswertung durch das SOFTmax‚-

Programm (Molecular Devices).
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2.2.1.7 Zellzyklus-Analyse

Für die einparametrische Zellzyklusanalyse im Durchflusszytometer durch DNA-Färbung

mit Propidiumiodid (PI) wurden die Zellen abtrypsiniert, mit PBS gewaschen und

anschließend in 70 % Methanol (MetOH) für mindestens 1 h fixiert (es war auch eine

tagelange Aufbewahrung der Zellen in MetOH möglich). Die Zelldichte sollte bei 106

Zellen/ml liegen. Für die DNA-Färbung wurden die Zellen dann zweimal mit PBS

gewaschen und dann in PBS aufgenommen, wobei die Dichte von 106 Zellen/ml

beibehalten wurde. Da PI in jede doppelsträngige Nukleinsäure interkaliert, erfolgte

anschließend ein Verdau der RNA (0,1 mg/ml RNase f. c.) für 20 min bei 37°C. Zuletzt

wurde das Propidiumiodid in einer Endkonzentration von 50 µg/ml dazugegeben, der

Ansatz für wenige Minuten inkubiert und am FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin

Lakes, USA) vermessen, wobei mindestens 5 x 104 Zellen in die Bestimmung eingingen.

Die Datenerfassung erfolgte durch CellQuest Software (BD Biosciences), die

anschließende Auswertung durch das Programm MultiCycle für Windows (Phoenix Flow

Systems, San Diego, USA).

2.2.1.8 Kolonienbildung im Soft Agar

Um die Fähigkeit der Gliomzellen zu untersuchen, Kolonien in halbfesten Medien zu

bilden, wurden die Vertiefungen einer 6-well-Platte mit 1 ml DMEM + 1 % FCS + 1 %

Low Melting Agar (Agar Noble, Difco, Heidelberg) beschichtet und die Flüssigkeit üN

verfestigt. Am nächsten Tag wurden je 104 Zellen in 2 ml DMEM + 1 % FCS + 0,5 %

Agar suspendiert, in die vorbereiteten wells pipettiert und nach Festwerden des Mediums

mit 1 ml DMEM + 1 % FCS und gegebenenfalls den Zusätzen überschichtet. Einmal pro

Woche wurde das Medium im Überstand gewechselt, ohne jedoch erneut Zusätze

hinzuzufügen. Nach fünfwöchiger Inkubation bei 37°C wurde die Zellproliferation durch

Auszählen der gebildeten Kolonien bestimmt. Hierfür wurden je Kulturgefäß (einzelne

Vertiefung einer 6-well-Platte) 12 Kleinquadrate mit 0,5 cm Seitenlänge bei 25-facher

Vergrößerung unter dem Mikroskop (Fluovert, Leica, Bensheim) ausgezählt. Die

fotografische Dokumentation der Kolonien erfolgte durch das angeschlossene

Videokamerasystem (CCD-Iris, Sony, Köln) und die NIH Image Software (U.S. National

Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/nih-image).
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2.2.1.9 Adhäsion an verschiedene Matrixproteine (Attachment-Assay)

Für die Untersuchung des Adhäsionsverhaltens wurde von einer subkonfluenten Zellkultur

das Medium abgenommen, die Zellen wurden einmal mit 10 ml DPBS gewaschen und

anschließend mit einem Zellschaber (Costar, Corning, USA) vom Boden des Kulturgefäßes

abgelöst. Für den anschließenden Assay wurde eine Zellzahl von 2 x 104  Zellen/ml  in

DMEM + 5 % FCS eingestellt. Es wurde der CytoMatrix Screen Kit (Chemicon, Hofheim)

verwendet, bei dem 96-well-Platten mit fünf verschiedenen Proteinen der extrazellulären

Matrix beschichtet worden waren. 100 µl der Zellsuspension wurden in jede Vertiefung

eingebracht, und die Platten 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Überstand mit den

nicht adhärenten Zellen abgenommen und in eine normale 96-well-Zellkulturplatte

überführt. Die nach Ablauf der Inkubationszeit am Boden haftenden Zellen wurden nach

Angaben des Herstellers gewaschen, mit Kristallviolett gefärbt und anschließend gezählt.

Die Zellen in der zweiten Platte wurden bis zu ihrer Anheftung am Boden weiter inkubiert

und im Anschluss analog zu den anderen Zellen behandelt, so dass der Vergleich der

jeweiligen Zellmassen als Kontrolle herangezogen werden konnte.

2.2.1.10 Invasion und Migration (Boyden-Chamber-Assay)

Die zu untersuchenden Zellen wurden abtrypsiniert, in serumfreiem Medium gewaschen

und auf die gewünschte Zellzahl von 2 x 105/ml eingestellt.

105 µl konditioniertes Fibroblastenmedium wurden in das untere Kompartiment der

Kammer (Blind Well Chamber, Costar, Corning, USA) vorgelegt, ein unbeschichteter

Filter (Nuclepore Track Etch Membrane; Durchmesser 13 mm, Porengröße 8 µm;

Whatman, Clifton, USA) wurde luftblasenfrei aufgelegt und der Aufsatz aufgeschraubt.

Danach wurde das Matrigel® (Matrigel® Membrane Matrix, Becton Dickinson, Bedford,

USA) 1:3 mit eiskaltem H2Obidest verdünnt und sofort auf Eis gestellt. 26 µl verdünntes

Matrigel wurden möglichst rasch luftblasenfrei auf den Filter pipettiert, es folgte eine

Inkubation der Kammer für 30 min bei 37°C. Im Anschluss wurden 200 µl der

Zellsuspension in die Kammer eingefüllt und 24 h bei 37°C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Suspension abgekippt, die abgenommenen

Filter wurden auf der Oberseite, auf der sich die nicht gewanderten Zellen befanden,

vorsichtig abgewischt und mit der Unterseite nach oben in einen befeuchteten
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Färberahmen gelegt. Danach erfolgte die Färbung der Zellen durch die Hemacolor®-

Schnellfärbung, wobei der Färberahmen jeweils 1 min in Fixierlösung, rote Färbelösung

und blaue Färbelösung (Hemacolor®, Merck, Darmstadt) getaucht wurde. Anschließend

erfolgte ein Waschschritt in Leitungswasser. Die Filter wurden aus dem Rahmen

entnommen, kurz in H2Obidest getaucht und mit der Oberseite nach unten auf einen

Objektträger aufgelegt.

Das Auszählen der Zellen erfolgte an einem Leica-Mikroskop (Leitz DM IL, Leica, Solms)

bei 125-facher Vergrösserung, wobei 5 Felder pro Filter ausgezählt wurden. Jede

Bestimmung wurde dreifach durchgeführt.

2.2.1.11 Transiente Transfektion von Oligonukleotiden

Die zu transfizierenden Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in Abhängigkeit vom

verwendeten Kulturgefäß in unterschiedlicher Dichte ausgesät. Die small interfering RNAs

(siRNAs) oder Phosphorthioat-Oligonukleotide (PTOs) wurden in Transfektionsmedium

auf die gewünschte Konzentration eingestellt, mit unterschiedlichen Transfektionsmitteln,

auf Lipofektion oder Kopräzipitation basierend, nach Angaben der jeweiligen Hersteller

inkubiert und anschließend auf die Zellen gegeben. Nach 6-stündiger Inkubation wurde das

Transfektionsmedium abgenommen und durch frisches Vollmedium (DMEM + 10 % FCS)

ersetzt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Präparation von Proteinen

Für die Isolierung des Gesamtproteins aus der Zellkultur wurde das Kulturgefäß auf Eis

gestellt, das Medium abgenommen und die Zellen wurden einmal mit eiskaltem DPBS

gewaschen. In Abhängigkeit von der Größe des Gefäßes und der Zelldichte wurde

anschließend eiskalter denaturierender Lysepuffer (vgl. 2.1.2.5) direkt auf die Zellen

gegeben und für ca. 1 min dort belassen. Bei Volumina von mehr als 500 µl wurde das

Lysat zur Scherung der DNA zwei-dreimal durch eine sterile Injektionskanüle (BD
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Microlance 20 ga., Becton Dickinson, Bedford, USA) auf- und abpipettiert. Die Lagerung

erfolgte bei –80°C.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde bestimmt durch einen kolorimetrischen Test basierend auf

der Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch die Peptidbindungen von Proteinen und die

anschließende Chelatbildung mit Bichinonsäure, bei der ein wasserlöslicher purpurfarbener

Komplex entsteht. Es wurde ein mit den in dem Lysepuffer enthaltenen Detergenzien

kompatibler Assay mit 96-well-Mikrotiterplatten nach Angaben des Herstellers verwendet

(BC Assay, Uptima/Interchim, Montlucon Cedex, Frankreich), wobei die aufgetragene

Probenmenge von 25 µl auf 5 µl reduziert wurde. Die Messung der Farbreaktion erfolgte

in einem ELISA-Plattenlesegerät (Emax precision microplate reader, Molecular Devices,

München) bei 590 nm, die anschließende Auswertung erfolgte mit Hilfe des  SOFTmax‚-

Programms (Molecular Devices).

2.2.2.3 Auftrennung von Proteinen im SDS-Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)

Die Auftrennung denaturierter Proteine erfolgte durch eine diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Je nach Größe des zu untersuchenden Proteins wurde

die Porengröße des Trenngels durch Veränderung der Polyacrylamid (PAA)-Konzentration

zwischen 8 % und 12 % variiert. Die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte in einer

Protean II Elektrophorese-Kammer (Mini Protean II Cell, Bio-Rad, Hercules, USA) mit

Glasplatten von 7,3 cm x 10,2 cm (innere Glasplatte) bzw. 8,3 cm x 10,2 cm (äußere

Glasplatte) Größe und 0,75 mm Abstandshaltern. Die Lysatproben wurden mit

Auftragspuffer (vgl. 2.1.2.6) versetzt und für 6 min im Wasserbad aufgekocht. Die

Elektrophorese erfolgte zunächst bei einer Spannung von 115 V bei maximaler

Stromstärke, nach Einwandern der Proben in das Trenngel wurde die Spannung auf 140 V

erhöht. Der Lauf wurde beendet, wenn der mitgeführte Proteinstandard (Precision Plus

Protein™ Standards, Bio-Rad, München) eine ausreichende Auftrennung anzeigte. Das

Gel konnte anschließend gefärbt oder direkt für den Proteintransfer auf Membranen

verwendet werden.
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Trenngel
8 %
Vol. (ml)

10 %
Vol. (ml)

12 %
Vol. (ml)

Sammelgel
5 %
 Vol. (ml)

H2Obidest 4,6 4,0 3,3 3,4

Acrylamid/Bisacrylamid 2,7 3,3 4,0 0,83

Trenngelpuffer 2,5 2,5 2,5 -

Sammelgelpuffer - - - 0,63

10 % SDS 0,1 0,1 0,1 0,05

10 % APS 0,1 0,1 0,1 0,05

TEMED 0,006 0,004 0,004 0,005

Tab. 5: Zusammensetzung der verschiedenen Gelkomponenten der SDS-PAGE

2.2.2.4 Western Blot

Um Proteine von einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose (NC)-

Membran zu transferieren, wurde die "semi-dry"-blotting Methode angewendet. Zwischen

die zwei Graphitplatten der Immunoblot-Transferapparatur (Renner GmbH, Darmstadt)

wurden zunächst auf die untere Platte (Kathode) sechs in Kathodenpuffer getränkte

Filterpapiere (Quickdraw® medium thickness, Sigma, Steinheim) gelegt, darauf das der

SDS-PAGE entnommene Gel, wobei das Sammelgel vorher abgetrennt wurde. Auf das Gel

folgte die NC-Membran (Protran BA85, Schleicher & Schuell, Dassel), dann weitere drei

Filterpapiere, die ebenso wie die Membran in Anodenpuffer A getränkt wurden.

Abschließend wurden sechs mit Anodenpuffer B befeuchtete Filterpapiere aufgelegt.

Sowohl die Filterpapiere als auch die NC-Membran waren vorher auf die Größe des Gels

zugeschnitten worden. Auf die letzte Lage Filterpapier wurde die obere Graphitplatte

(Anode) gelegt und der Transfer bei konstant 0,8 mA/cm2 Gelfläche durchgeführt.

2.2.2.5 Färbung von Proteinen

2.2.2.5.1 Färbung im Polyacrylamid-Gel

Um den vollständigen Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran zu überprüfen,

wurde im Anschluss an den Immunoblot das Gel in Coomassie-Lösung gelegt und unter
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Schwenken auf einem Universalschüttler (WS-10, Edmund Bühler, Hechingen) für ca. 30

min gefärbt. Danach erfolgte ein Waschschritt in Entfärbungslösung für 2-3 h.

2.2.2.5.2 Färbung auf Nitrozellulose-Membranen

Einen Hinweis auf den gleichmäßigen Auftrag an Proteinmenge lieferte die Färbung der

transferierten Proteine auf der Nitrozellulose (NC)-Membran. Hierfür wurde die Membran

ca. 10 min in Ponceau S-Lösung (vgl. 2.1.2.7) geschwenkt und der Hintergrund

anschließend sofort durch Waschen mit H2Obidest entfärbt. Der Transfererfolg konnte so bei

Bedarf auch dokumentiert werden. Durch die folgende Inkubation in Blockierungspuffer

wurde die Membran wieder vollständig entfärbt.

2.2.2.6 Spezifischer Nachweis von Proteinen

2.2.2.6.1 Immunologischer Nachweis auf Nitrozellulose-Membranen

Nach dem Transfer der Proteine auf die NC-Membran wurde diese für mind. 1 h in

Blockierungspuffer auf einem Universalschüttler (WS-10, Edmund Bühler, Hechingen)

sanft geschwenkt um unspezifische Bindungen abzusättigen. Anschließend erfolgte die

Inkubation für mind. 2 h oder üN mit dem primären Antikörper in Blockierungspuffer.

Nach dreimaligem Waschen der Membran in T-PBS für 10 min wurde sie für 1 h bei RT

mit sekundärem Antikörper inkubiert und wiederum dreimal mit T-PBS gewaschen.

Danach wurde die Membran für wenige Minuten im Dunkeln mit Aktivierungslösung

(LumiGlo“, KPL, Gaithersburg, USA) bedeckt, die Lösung wieder abgenommen, ein

Röntgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) aufgelegt

und dieser entwickelt. Alternativ konnte die NC-Membran nach ihrer Aktivierung direkt

im PhosphorImager (STORM 860, Molecular Dynamics, Freiburg) eingelesen werden,

wobei das durch die Chemilumineszenz emittierte Licht gemessen wurde und Aufschluss

über die Bandenintensität gab.

Im Anschluss konnte die Membran kurz in T-PBS gewaschen und danach für ca. 10 min

wieder von gebundenen Antikörpern befreit werden (Re-Blot Plus, Chemicon, Hofheim).

Nach einem Blockierungsschritt von mind. 2 h wurde dadurch eine zweite Immunfärbung
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gegen ein weiteres Antigen möglich, beispielsweise um die Expression eines

Haushaltsgens als Vergleichs-Standard zu bestimmen.

Die Expressionsstärke eines Proteins wurde durch die Bestimmung der Bandenintensität

relativ zu einem Haushaltsgen (z.B. b-Aktin) quantifiziert. Dies konnte entweder nach

Entwicklung des Films durch Einlesen am Computer und anschließende Auswertung durch

die NIH Image-Software (U.S. National Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/nih-

image) geschehen, oder es wurde das im PhosphorImager erzeugte Bild mit Hilfe der

ImageQuant Software (Molecular Dynamics, Freiburg) bearbeitet oder auch hier mit NIH

Image ausgewertet.

2.2.2.6.2 Immunologischer Nachweis in der Durchflusszytometrie

Die zu untersuchenden Zellen wurden entweder durch Trypsin-Verdau oder mit einen

Zellschaber (Costar, Corning, USA) abgelöst. Vergleichende Untersuchungen hatten

gezeigt, dass zwischen den beiden Methoden hinsichtlich des späteren Nachweises des

membranständigen Rezeptors EGFR kein Unterschied bestand. Ein teilweiser Verdau des

EGFR durch Trypsin konnte dadurch ausgeschlossen werden. Im Anschluss an den

Ablösevorgang wurden die Zellen zentrifugiert, 1x mit DPBS gewaschen und anschließend

in 5 ml Polystyrol-Röhrchen (BD Labware, Meylan Cedex, Frankreich) überführt. Die

Markierung mit in PBS verdünntem primärem Antikörper erfolgte in einem Volumen von

50 µl für 1 h bei 4°C. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurde für 1 h bei 4°C mit

sekundärem Antikörper (in 50 µl PBS) im Dunkeln inkubiert. Abschließend wurde erneut

mit PBS gewaschen, die Zellen abzentrifugiert und je nach Zellzahl in 250-500 µl PBS

resuspendiert.

Das Expressionsniveau des Antigens wurde am FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin

Lakes, USA) ermittelt, zur Auswertung wurde die CellQuest Software (BD Biosciences)

verwendet.

2.2.2.6.3 Immunfärbung von adhärenten Monolayern

Für die Immunfärbung adhärenter Monolayer wurden die Zellen in 12-well-Platten auf

Deckgläschen (Marienfeld, Lauda) kultiviert.
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Um die Oberfläche der Deckgläser etwas aufzurauhen, erfolgte zunächst eine

Vorbehandlung durch Lagerung üN in 1 M HCl bei 65°C. Nach Abkühlung wurden sie zur

Sterilisierung in 70 % Ethanol (EtOH) aufbewahrt und 24 h vor Aussaat der Zellen in die

12-well-Platten eingebracht. Nach Absaugen des überschüssigen EtOH und kurze

Trocknung bei 37°C wurden die Deckgläser mit 1 ml poly-L-Lysin (0,1 mg/ml)

beschichtet und bis zur Verwendung am nächsten Tag bei 37°C im Brutschrank belassen.

Vor Verwendung wurde das Lysin abgesaugt, die Deckgläser wurden dann bei 37°C

getrocknet.

Für die eigentliche Färbung erfolgte zunächst eine Fixierung der Zellen mit 4 %

Paraformaldeyd für 30 min. Anschließend wurde dreimal mit 1 ml TBS für 5 min

gewaschen und dann für mindestens 1 h in 1 ml Fischhaut-Gelatine-Puffer (FGB) bei RT

blockiert.

Der primäre Antikörper wurde in FGB verdünnt, 500 µl der Lösung pro well pipettiert und

üN bei 4°C inkubiert. Im Folgenden wurde dreimal mit FGB gewaschen (jeweils 10 min).

Die Inkubation mit sekundärem Antikörper erfolgte in einem Volumen von 100 µl, wobei

die verdünnte Antikörper-Lösung auf Parafilm® (Brand, Wertheim) pipettiert und das

Deckglas mit der Zellschicht nach unten daraufgelegt wurde. Die Inkubationsdauer betrug

2 h, anschließend folgte zunächst ein Waschschritt in FGB mit DAPI (250 ng/ml) für

15 min, dann in FGB für 10 min und schließlich in TBS für 10 min. Zuletzt wurden die

Präparate auf Objektträgern (Menzel Gläser, Braunschweig) in Fluoromount (Southern

Biotechnology Associates, Birmingham, USA) eingedeckelt.

Abbildungen der Präparate wurden an einem Olympus BX51-Mikroskop (Olympus

Biosystens, Planegg) mit angeschlossener Kamera (ColorView, Soft Imaging System,

Münster) und unter Verwendung der analySIS-Software (Soft Imaging System, Münster)

angefertigt.

2.2.2.6.4 Fluorimetrischer Nachweis

Die Menge an vorhandenem enhanced green fluorescent protein (eGFP) einer Probe

konnte fluorimetrisch bei einer Anregungswellenlänge von 486 nm und einer Emission von

537 nm nachgewiesen werden (Fluoroskan II, Flow Laboratories GmbH, Meckenheim).
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Die exakte Emissionswellenlänge von eGFP war zuvor im Fluoreszenzspektroskop

ermittelt worden und betrug 515 nm.

2.2.3    Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Präparation von Nukleinsäuren

2.2.3.1.1 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturmaterial wurde eine Säulenreinigung nach

Angaben des Herstellers (Nucleospin RNAII, Macherey-Nagel, Düren) durchgeführt. Die

Zellen wurden hierfür entweder nach Abnehmen des Mediums und einmaligem Waschen

mit Dulbecco´s PBS (DPBS) direkt in der Zellkulturplatte lysiert, oder trypsiniert, mit

DPBS gewaschen und anschließend lysiert (75cm2-Kulturflaschen). Die RNA-

Konzentration wurde durch Vermessen in einem Photometer (Ultrospec 3000, Pharmacia,

Pfizer, Karlsruhe) bestimmt.

Im Agarosegel wurde die Qualität der isolierten RNA anhand des Vorhandenseins von

18S/28S-Banden ohne Degradierungsprodukte überprüft.

2.2.3.1.2 Auftrennung von Nukleinsäuren im Agarosegel

Für die elektrophoretische Auftrennung von DNA oder RNA wurden horizontale

Agarosegele verwendet. Je nach Größe der zu untersuchenden Nukleinsäure wurden ein

bzw. zwei Prozent (w/v) Agarose in TBE-Puffer (vgl. 2.1.2.2) gelöst. Die Proben wurden

mit 20 % (vol/vol) Auftragspuffer (vgl. 2.1.2.2) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Der

Lauf erfolgte in TBE-Puffer bei einer konstanten Spannung von 100 Volt, die

anschließende Sichtbarmachung der Banden auf dem UV-Schirm erfolgte durch Zugabe

von 0.5 µg/ml Ethidiumbromid ins Gel. Bei Untersuchungen an RNA wurden alle Puffer

mit DEPC-H2O (vgl. 2.1.2.1) angesetzt.
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2.2.3.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Die reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte unter Verwendung des

SuperScript™ First-Strand Synthesis Systems nach Angaben des Herstellers (Invitrogen,

Karlsruhe). Es wurden mindestens 800 pg RNA je Reaktion eingesetzt. Der RNA-Primer-

Mix setzte sich wie in Tab. 6 gezeigt zusammen, wobei bei eingesetzten RNA-Mengen von

mehr als 1000 ng die Endkonzentration für die Zufalls-Hexamere (random hexamers)

2,5 µM, darunter 0,25 µM betrug.

Volumen/Reaktion
(µl)

0,16-400 ng/µl gesamt-RNA 5

dNTP-Mix 10 mM 1

random hexamers 25 µM 0,2-2

DEPC-H2O ad 10

Tab. 6: RNA/Primer-Zusammensetzung für die reverse Transkription

Die RNA-Primer-Mischung wurde für 5 min bei 65°C inkubiert, anschließend erfolgte die

Zugabe der weiteren Komponenten und die nächsten Inkubationsschritte abhängig vom

gewählten Primer nach Angaben des Herstellers. Das Endvolumen betrug 20 µl.

2.2.3.3. Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Die in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zunehmende Menge an

Amplifikationsprodukt wurde bei dieser Methode durch Messung der während der

Reaktion freiwerdenden Fluoreszenz quantifiziert und konnte dadurch bei laufender PCR

„in Echtzeit“ verfolgt werden (real-time). Bei dem hier verwendeten 5´-Nuclease-Assay

mit TaqMan‚-Sonden (Applied Biosystems, Foster City, USA) war eine für das zu

untersuchende Gen spezifische Sonde an ihrem 5´-Ende mit einem fluoreszierenden

Reporter, am 3´-Ende mit einem nicht-fluoreszierenden „Löscher“ oder Quencher

gekoppelt. Durch FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) gab der Reporter mit

hohem Energiegehalt einen Teil seiner Energie an den Quencher ab, solange sich beide in

unmittelbarer Nähe zueinander befanden und fluoreszierte deswegen nicht. Die Sonde

band nun an einer Stelle an die cDNA, die zwischen Vorwärts- und Rückwärts-Primer lag.
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Traf die DNA-Polymerase auf die gebundene Sonde, wurde der Reporter-Farbstoff durch

die 5´-Exonuklease-Aktivität des Enzyms abgespalten, dadurch entfernte er sich räumlich

von dem Quencher und der Energietransfer hörte auf. Fluoreszenz wurde freigesetzt und

detektiert. Die Zunahme an Reportersignal war der Menge an produziertem Amplikon

proportional.

Für die Quantifizierung wurden zunächst Standardgeraden erstellt, in denen definierte

Mengen (400 / 100 / 20 / 4 / 0,8 / 0,16 ng/µl) einer aus unbehandelten Gliomzellen

stammenden Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben wurden (vgl. 2.2.3.2). Von dieser

cDNA wurden dann 4 µl in die QRT-PCR eingesetzt. Die eingesetzte Menge an RNA einer

zu analysierenden Probe war abhängig von der Ausbeute bei der vorausgegangenen RNA-

Isolierung und betrug mindestens 10 ng für die cDNA-Synthese, für die QRT-PCR wurden

dann 3 µl dieser cDNA verwendet.

Für die PCR-Analyse in Echtzeit wurden Assays-on-Demand Gene Expression Assays

(Applied Biosystems, Foster City, USA) benutzt. Die Zusammensetzung eines

Reaktionsansatzes ist in Tabelle 7 dargestellt. Die Durchführung der Reaktion erfolgte

entweder an einem Rotor-Gene Gerät (RG-2000, Corbett Research, Sydney, Australien),

oder an einem ABI Prism 7000 sequence detection system mit angeschlossener ABI Prism

7000 SDS Software (Applied Biosystems).

Volumen/Reaktion
(µl)

TaqMan Universal PCR Master Mix 10

20x Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix
für interessierendes Gen

1

CDNA 3-4

H2O ad 20

Tab. 7: Reaktionsansatz für die quantitative real-time PCR  (QRT-PCR)

Bei jeder real-time-Analyse wurden zwei Eichgeraden erstellt, so dass einerseits die

Expression eines Haushaltsgens (Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase, GAPDH) in

der Probe quantifiziert und in der zweiten Kurve die Expression des zu analysierenden

Gens ermittelt werden konnte. Diese Werte der unterschiedlichen Proben (z. B. siRNA

EGR10 vs. siRNA EGR12) wurden dann auf die Expression von GAPDH normalisiert und

anschließend miteinander verglichen.
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2.2.3.4 Expressionsanalyse mit Mikroarrays

2.2.3.4.1 Prinzip

Die unterschiedlichen Genexpressionsmuster der behandelten Gliomzellen wurden durch

Expressionsanalysen mit Mikroarrays untersucht. Die Analysen wurden als Auftragsarbeit

an das der Universität Regensburg angeschlossene Kompetenzzentrum für Fluoreszente

Bioanalytik vergeben und dort von Dr. rer. nat. Thomas Stempfl durchgeführt. Verwendet

wurden GeneChip‚ Arrays (HG-U133 A) der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA), die

Sonden für ca. 14500 Gene enthielten. Die Prozessierung der aus dem Probenmaterial

isolierten RNA (vgl. 2.2.3.1.1) erfolgte nach dem von Affymetrix vorgegebenen Protokoll

und unter Verwendung der empfohlenen Kits (vgl. GeneChip® Expression Analysis

Manual, rev3, section 2). Hierbei wurde die zelluläre RNA zunächst durch reverse

Transkription in einzelsträngige, dann in doppelsträngige cDNA umgeschrieben. Diese

diente anschließend als Vorlage für eine in vitro-Transkription zur Synthese biotin-

markierter cRNA. Die cRNA wurde fragmentiert und hybridisierte auf dem Chip

sequenzspezifisch mit den dort aufgebrachten DNA-Oligonukleotiden. Die Detektion

erfolgte im Anschluss durch die Bindung eines Phycoerythrin-gekoppelten

Streptavidin/Streptavidin-Antikörper-Komplexes, dessen Fluoreszenzsignal mit Hilfe eines

konfokalen Laser-Scanners gemessen wurde. Die Menge an emittiertem Licht war der

Menge an gebundenen cRNA-Fragmenten proportional.

2.2.3.4.2 Behandlung der Zellen und RNA-Isolierung

2 x 105 Zellen wurden in 75 cm2-Kulturflaschen ausgesät und 24 h später mit siRNA

EGR10 bzw. EGR12 transfiziert (vgl. 2.2.1.11). 6 h später wurde das

Transfektionsmedium durch DMEM +10 % FCS ersetzt. Nach 72 h erfolgte ein Wechsel

zu serumfreien Bedingungen. Weitere 24 h danach wurde EGF in einer Konzentration von

20 ng/ml zugegeben und für 6 h auf den Zellen belassen. Dann wurde die Gesamt-RNA

wie unter 2.2.3.1.1 beschrieben isoliert, ihre Qualität überprüft (vgl. 2.2.3.1.2) und eine

Konzentration von mind. 2 µg/µl eingestellt. Pro Hybridisierungsansatz wurden

mindestens 15 µg RNA isoliert.
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2.2.3.4.3 Datenanalyse

Es wurden zwei verschiedene Programme zur Array-Datenanalyse verwendet. Zunächst

erfolgte die Auswertung über die von der Herstellerfirma der Arrays vertriebene

Affymetrix‚ Microarray Suite 5.0 Software (MAS; Affymetrix 2001, Microarray Suite

User Guide, Version 5; http://www.affymetrix.com/support/technical/manuals.affx), wobei

verschiedene Parameter zur Qualitätssicherung in die Auswertung eingingen: Das

Hintergrundsignal durch Autofluoreszenz der Arrayoberfläche (“Background“), das

“Rauschen“ bedingt durch Unterschiede in der Digitalisierung der Signale durch den

Scanner (“Noise“), die mittlere Signalintensität und das Verhältnis der Signalintensitäten

von 3´- und 5´- gelegenen Sonden verschiedener Kontrollgene (Aktin und GAPDH), das

als Maß für eine gelungene cRNA-Synthese gewertet wurde. Es wurde die globale

Normalisierung angewendet, bei der die Fluoreszenzintensitäten über die gesamten Arrays

als Vergleichsgrundlage herangezogen wurden.

Im Affymetrix-System wurde der MAS 5.0-Algorithmus verwendet. Dabei war jedes Gen

bzw. jede Transkriptvariante durch mindestens 11-20 sog. Probe Pairs repräsentiert. Jedes

Probe Pair bestand aus einem perfect match-Oligonukleotid (PM: 25-mer mit 100 %iger

Übereinstimmung mit dem zu testenden Transkript) und einem mismatch-Oligonukleotid

(MM: 25-mer mit einem Basenaustausch an der zentralen Position 13). Für die Berechnung

der Signalintensität eines Probe Sets (=Summe aller 11-20 Probe Pairs) wurden die

Differenzwerte PM-MM ermittelt und diese anschließend miteinander verrechnet. Auf

diese Weise sollte der Beitrag unspezifischer Wechselwirkungen erkannt und der

Signalwert entsprechend korrigiert werden. (vgl. Affymetrix, GeneChip Expression

Analysis, Data Analysis Fundamentals; http://www.affymetrix.com/support/downloads

/manuals/data_analysis_fundamentals_manual.pdf).

Daneben wurde ein zweiter komplementärer Ansatz zur Datenanalyse angewandt

(RMAExpress, http://www.stat.berkeley.edu/bolstad/RMAExpress.html). Der diesem

Ansatz zugrunde liegende Algorithmus unterschied sich vom MAS-Algorithmus dadurch,

dass er auf die Verwendung der MM-Werte komplett verzichtete. Außerdem wurde eine

alternative Art der Normalisierung durchgeführt (sog. Quantilen-Normalisierung). RMA ist

MAS 5.0 vor allem bei der Analyse von schwach exprimierten Genen überlegen (Irizarry

et al., 2003) und soll deshalb in Zukunft auch in die Affymetrix-Software implementiert

werden („PLIER“ Algorithmus; http://www.affymetrix.com/corporate/events/webtalk_
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archive_2004.affx). Die mit Hilfe von RMA gewonnenen Daten wurden abschließend noch

auf das Vorhandensein von intensitätsabhängigen systematischen Abweichungen

untersucht und zur Korrektur einer Lowess- (Locally Weighted Scatterplot Smoother)

Normalisierung unterzogen (SNOMAD; http://pevsnerlab.kennedykrieger.org/

snomad.html).

Insgesamt wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, jeweils mit RNA aus

siRNA EGR10 (EGFR-spezifisch) und siRNA EGR12 (Kontrolle) behandelten U373 MG-

Gliomzellen. Die Daten wurden nach folgenden Kriterien ausgewertet: Probe sets, die vom

MAS 5.0-Algorithmus auf allen 6 Arrays als nicht detektierbar (absent, A) oder

durchgehend als unverändert (not changed, NC) gewertet wurden, wurden herausgefiltert.

Für die verbleibenden 4887 Probe Sets wurde unter Einbeziehung verschiedener Parameter

ein Index entwickelt, anhand dessen eine Einstufung der Probe Sets durchgeführt werden

konnte (vgl. Tab. 8). 103 Probe Sets (95 Gene) erreichten eine Gesamtpunktzahl von

mindestens 8. Diese sind in Tabelle 11 (vgl. 3.4) aufgelistet.

t-test MAS-Daten < 0,1* 2

t-test RMA-Daten < 0,1* 2

Anzahl der MAS-„change calls“ (Probe wird als aufreguliert (Increase, I) oder herunterreguliert
(Decrease, D) gewertet);

je 1

mittlere Änderung der logarithmischen Signalintensität MAS-Daten <= -0.4 oder >=0.4 2

mittlere Änderung der logarithmischen Signalintensität RMA-Daten <= -0.4 oder >=0.4 2

maximale Gesamtpunktzahl 11

Tabelle 8: Darstellung des für die Gewichtung der im Mikroarray erhaltenen Daten erstellten
    Punktesystems

Für jedes Kriterium, das von einem Probe Set erfüllt war, wurde ihm der entsprechende Wert zuerkannt. Je
höher die Punktzahl, desto höher wurde die Relevanz des regulierten Gens eingestuft. Die sogenannten
change calls wurden durch den MAS 5.0 Algorithmus auf der Ebene der Probe Pairs ermittelt und stellen
zusätzlich zu den t-tests ein unabhängiges Merkmal für die Signifikanz einer Regulation dar. Für jeden der
drei paarweisen Vergleiche (siRNA-EGR10 vs siRNA-Kontrolle) ging dieser Wert einzeln in das
Punktesystem ein, maximal wurden daher drei Punkte für die change calls vergeben. * Für die Berechnung
der (paired) t-tests wurden logarithmierte Signalwerte verwendet, um die Bedingung einer Normalverteilung
der Messwerte zu erfüllen.

Die beschriebene, insgesamt vergleichsweise aufwendige, Auswertung wurde durch die

nur sehr geringen Unterschiede in der Expression zwischen den EGFR-regulierten und

Kontroll-behandelten Zellen nötig. Deshalb wäre es nicht zielführend gewesen, ein
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einzelnes, sehr stringentes Kriterium (z.B. > 3fache Regulation) anzulegen. Statt dessen

mussten mehrere weniger stringente Kriterien in Kombination verwendet werden und

außerdem die Frage der Reproduzierbarkeit kleiner Unterschiede in den Mittelpunkt

gerückt werden.
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III.    Ergebnisse

3.1      Anwendung von small interfering RNAs in humanen Gliomzellen

3.1.1    Optimierung der Transfektionsbedingungen

Da zu Beginn dieser Arbeit die RNA-Interferenz (RNAi) durch kleine inhibierende RNA-

Moleküle (small interfering RNAs, siRNAs) erst in wenigen humanen Zelllinien

nachgewiesen worden war (Elbashir et al., 2001a), musste zunächst eine prinzipielle

Wirksamkeit des Mechanismus´ in Gliomzellen gezeigt und die optimalen Bedingungen zu

seiner Anwendung ermittelt werden. Dies erfolgte primär über die Herunterregulierung

von enhanced green fluorescent protein (eGFP) durch spezifische siRNAs in stabil mit

eGFP transfizierten U373-Gliomzellen (U373eGFP). Parallel wurde die Regulation von b-

Aktin mit einer bereits veröffentlichten siRNA-Sequenz (Harborth et al., 2001) untersucht.

In beiden Versuchsansätzen mussten für die verschiedenen verwendeten Zellinien zunächst

die optimale Zellzahl zum Zeitpunkt der Transfektion, sowie die Art und Menge des

verwendeten Transfektionsreagenz ermittelt werden.

3.1.1.1 Regulation   von   enhanced  green   fluorescent   protein   (eGFP)   in   U373eGFP-
Gliomzellen

3.1.1.1.1 Zelluläre Aufnahme von eGFP-siRNAs ohne Transfektion

Zunächst sollte untersucht werden, ob die Möglichkeit einer Aufnahme der kurzen

Doppelstrang-RNAs ohne die Zuhilfenahme von Transfektionsmitteln durch adsorptive

oder rezeptorvermittelte Endozytose bestand. Diese wurde zumindest in geringem Umfang

bei Antisense-Oligonukleotiden nachgewiesen (Akhtar et al., 2000). Dazu wurde eGFP-

spezifische siRNA eGFP in einer Endkonzentration von 0,1 nM – 1 µM zu den Zellen

gegeben und die Änderung der Fluoreszenzintensität (Emission bei 515 nm) im Fluoroskan

gemessen (vgl. 2.2.2.6.4). Es fand keine Änderung der Fluoreszenzintensität über den

beobachteten Zeitraum statt. Demnach konnte eine spontane Aufnahme von siRNAs in die

Gliomzellen nicht nachgewiesen werden (s. Abb. 5). Bei einem alternativen Ansatz mit
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einer Cyan-5-gekoppelten siRNA konnte ebenfalls kein Fluoreszenzsignal innerhalb der

Zellen detektiert werden (nicht gezeigt).

Abb. 5: Änderung der eGFP-Fluoreszenz in U373eGFP-Zellen nach Zugabe von siRNA gegen eGFP
bzw. Kontroll-siRNA ohne Transfektionsmittel

Spezifisch gegen eGFP gerichtete siRNA bzw. eine mismatch-Kontroll-siRNA wurden 24 h nach Aussaat der
Zellen in Konzentrationen von 0,1–1000 nM in das Medium gegeben und die Fluoreszenz (Emission bei 515
nm) zu den angegebenen Zeitpunkten im Fluoroskan vermessen; n=3.

3.1.1.1.2 Transfektion von eGFP-siRNAs

Da eine spontane Aufnahme der siRNAs nicht stattfand, musste diese durch Transfektion

vermittelt werden. Dazu wurde die Methode der Lipofektion gewählt, mit der bereits

erfolgreich siRNAs transfiziert worden waren (Elbashir et al., 2001a). Bei Vergleich

verschiedener Lipofektions-Reagentien (Oligofectamine‚, Lipofectin‚ (beide Invitrogen,

Karlsruhe), Metafectene (Biontex, München), TransIT‚-TKO (Mirus, Madison, USA),

TransMessenger (Qiagen, Hilden)) erwies sich Oligofectamine für die Gliomzellen als am

wenigsten toxisch, so dass alle weiteren Untersuchungen damit durchgeführt wurden. In

Abbildung 6 ist erkennbar, dass Zellen, die Oligofectamine ins Kulturmedium erhielten
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(„mock“) im Vergleich zu völlig unbehandelten Zellen („unbehandelt“) kein vermindertes

Wachstum zeigten. Um dennoch mögliche inhibitorische Effekte auszuschließen, wurde in

allen Experimenten die mock-Behandlung als Kontrollwert herangezogen.

Um eine optimale Dosierung der siRNAs zu bestimmen, sollte zunächst festgestellt

werden, ob die Transfektion der siRNAs möglicherweise einen unspezifischen Einfluss auf

die Zellproliferation bzw. Zellviabilität ausübte. Dazu wurden U373eGFP-Zellen 24 h nach

dem Aussäen mit eGFP-spezifischer siRNA transfiziert. Die Regulation dieses

Reportergens sollte keinen inhibierenden Effekt auf die Zellen haben. Die siRNA wurde in

Konzentrationen von 0,1 nM–1 µM eingesetzt und die Proliferation im Kristallviolett-

Assay (Absorption bei 578 nm; vgl. 2.2.2.1.6.2) bestimmt. Bei Konzentrationen von 100

nM und mehr trat eine unspezifische Toxizität auf (vgl. Abb. 6). Dieser Effekt war,

wenngleich in abgeschwächter Form, auch in Experimenten mit der unspezifischen

Kontroll-siRNA zu beobachten.

Abb. 6: Proliferation von U373eGFP-Zellen nach Transfektion mit eGFP-siRNA

U373eGFP-Zellen wurden mit siRNA-Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 1000 nM transfiziert.
Anschließend wurde die Proliferation zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Kristallviolett-Assay (Absorption
bei 578 nm) bestimmt;  mock: nur Transfektionsmittel; n=3.
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Als nächstes sollte die Abhängigkeit des regulatorischen Effekts von der eingesetzten

Dosis an siRNAs untersucht werden. Dazu wurde eGFP-siRNA bzw. Kontroll-siRNA in

Konzentrationen von 0,1–100 nM transfiziert und die Fluoreszenzintensität über einen

Zeitraum von sechs Tagen bestimmt. Um eventuelle Fehler durch Unterschiede in der

Zelldichte zu korrigieren, wurde nach jeder Messung die Zellmasse durch Färbung mit

Kristallviolett bestimmt, anschließend wurden die Fluoreszenzwerte darauf normalisiert.

Es war zu beobachten, dass bereits bei siRNA-Konzentrationen von 1 nM und darunter

eine Inhibition der eGFP-Expression stattfand und dass diese 96 h nach Transfektion zum

erstmals deutlich zu erkennen war (vgl. Abb. 7). Es konnte maximal eine Reduktion der

Fluoreszenzintensität um ca. 60 % erreicht werden. Da bei Konzentrationen von mehr als

10 nM keine weitere Verstärkung des regulatorischen Effekts mehr beobachtet wurde und

zudem bei Konzentrationen ab 100 nM eine unspezifische Toxizität auftrat (vgl. Abb. 6),

wurde für alle weiteren Experimente zunächst eine Ausgangskonzentration von 10 nM

siRNA gewählt.
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Abb. 7: Quantifizierung der eGFP-Fluoreszenz in U373eGFP-Zellen nach Transfektion von siRNA
eGFP bzw. Kontrolle

eGFP-spezifische siRNA bzw. unspezifische Kontroll-siRNA wurden in Konzentrationen von 0,1-100 nM
mit Oligofectamine transfiziert und die Fluoreszenzintensität im Fluoroskan bestimmt. mock: nur
Transfektionsmittel; n=4.
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In Abbildung 8 ist die Regulation der eGFP-Expression durch siRNAs

fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Hier wurde deutlich, dass es sich bei dem durch die

RNA-Interferenz vermittelten Effekt eher um einen Knockdown als einen Knockout

handelt, da eine schwache Expression in allen Zellen noch immer nachweisbar war.

Andererseits ist erkennbar, dass eine hohe Transfektionseffizienz von ca. 90 % in

U373eGFP-Gliomzellen erreicht werden konnte.

   

Kontroll-siRNA     eGFP-spezifische siRNA

Abb. 8: Regulation der eGFP-Fluoreszenz in Gliomzellen nach Transfektion mit eGFP-siRNA

U373eGFP-Zellen wurden mit 10 nM (f. c.) eGFP-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und
die Änderung der eGFP-Expression 96 h später im inversen Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Vergrößerung
200x).

3.1.1.2 Regulation von b-Aktin in verschiedenen Gliomzellinien

Parallel zu den Versuchen mit enhanced green fluorescent protein in U373eGFP-

Gliomzellen wurden verschiedene Tumorzellinien mit siRNA gegen b-Aktin transfiziert,

um einerseits die Regulation der Expression an einem endogenen Gen zu überprüfen, und

andererseits weitere (Gliom-) Zellinien zur Transfektionsoptimierung zu untersuchen.

Hierbei konnte eine starke Abhängigkeit der Transfektionseffizienz von der Zelldichte

festgestellt werden. Die Transfektionsexperimente wurden zunächst, ausgehend von

Erfahrungswerten unserer Arbeitsgruppe bei der Transfektion von Antisense-

Oligonukleotiden und der Kotransfektion von Plasmiden mit siRNA, bei einer relativ

hohen  Zelldichte  durchgeführt  (ca. 60 - 80 %  Konfluenz;  P.  Jachimczak,  pers. Mitt.;
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S. Limmer, pers. Mitt.). Es stellte sich jedoch heraus, dass die Transfektionseffizienz mit

zunehmender Konfluenz rasch abnahm und eine Regulation der Aktinexpression nicht

mehr nachzuweisen war. Bei niedrigen Zellzahlen fand jedoch eine deutliche

Herunterregulierung statt, die in ihrer Stärke derjenigen der Originalpublikation (Harborth

et al., 2001) entsprach. In Abbildung 9 ist dies exemplarisch an zwei Gliomzellinien

gezeigt. Außerdem konnte hier eine Abnahme der Proteinmenge schon ab 72 h beobachtet

werden, im Gegensatz zu den mit eGFP durchgeführten Versuchen. Dies war

wahrscheinlich auf Unterschiede in der Halbwertszeit der beiden Proteine zurückzuführen.

Im Folgenden wurden alle Transfektionsexperimente bei ca. 20–30 %iger Konfluenz der

Zellen durchgeführt.

U373 MG LN18

            1       2        3       4        5        6         7        8            1         2         3         4        5        6         7        8

Abb. 9: Regulation der b-Aktin-Expression  in Abhängigkeit von der Zelldichte

U373 MG- bzw. LN18-Gliomzellen wurden mit siRNA gegen b-Aktin (10 nM f. c.) bei unterschiedlichen
Zelldichten transfiziert, 72 h später wurde die Expression im Immunoblot untersucht. Zum Vergleich wurden
die Zellysate aufgetragen, die bei gleicher Konfluenz nur mit Transfektionsmittel behandelt worden waren
(mock;  ungerade Zahlen: mit b-Aktin-siRNA transfiziert,  gerade Zahlen: jeweilige mock-Kontrolle; 1/2:
2,5 x 104 Zellen, 3/4: 5 x 104 Zellen, 5/6: 105 Zellen, 7/8: 2 x 105 Zellen; als Kontrolle für gleichmäßige
Beladung des Gels mit Protein wurde eine Ponceau-Färbung durchgeführt (nicht gezeigt)).

3.1.2    Standardbedingungen für die Transfektion von siRNAs in Gliomzellen

Aus den Optimierungsversuchen mit siRNAs gegen eGFP und b-Aktin ergaben sich die

folgenden Standardbedingungen, die in allen weiteren Experimenten angewendet wurden:

Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in der angegebenen Dichte ausgesät (vgl.

Tab. 9). Das Transfektionsmittel Oligofectamine wurde in serumreduziertem Optimem-

Medium für 10 min inkubiert und dann mit den vorverdünnten siRNAs gemischt, wie in

Tabelle 10 zusammengefasst. Der Ansatz wurde zu den Zellen gegeben und 6 h dort

belassen. Anschließend folgte ein Medienwechsel zurück zu Vollmedium (DMEM + 10 %

FCS).

kDa
42
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Transfektion von siRNAs
(f. c. 10 nM)

96-well 24-well 6-well 75cm2-Flasche

Zellzahl
U373eGFP / U373 MG
LN18

2,5 x 103

5 x 103
2,5 x 104

5 x 104
7,5 x 104

1,5 x 105
2 x 105

-

Oligofectamine (µl) +
Optimem (µl)

0,5
2

3
12

6
24

24
176

siRNA (µl) +
Optimem (µl)

0,5
97

1
84

2
168

12
788

vorgelegtes Medium (µl) - 400 800 5000

Transfektionsvolumen gesamt (µl) 100 500 1000 6000

Tab. 9: Standardbedingungen für die Transfektion von U373- und LN18-Gliomzellen mit siRNAs

Dargestellt sind die eingesetzten Zellzahlen und die Mischungsverhältnisse der einzelnen Komponenten für
die Transfektion von siRNAs in Gliomzellen bei einer siRNA-Endkonzentration von 10 nM. Bei anderen
Konzentrationen änderte sich nur das Volumen in dem die RNA-Oligomere verdünnt wurden.

3.2.    Regulation des epidermal growth factor receptor (EGFR) durch
small interfering RNAs (siRNAs)

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur wenige Parameter zur Synthese funktioneller siRNAs

bekannt. Die optimale Länge der RNA-Duplexe lag zwischen 21 und 25 Basen mit

Überhängen von zwei Nukleotiden Länge an jedem der beiden Stränge (Elbashir et al.,

2001b; Parrish et al., 2000; Zamore et al., 2000). Es existierten jedoch Hinweise, dass eine

erhöhte Effektivität der siRNAs durch strukturelle Modifikationen besonders im Bereich

der Überhänge erreicht werden konnte (S. Limmer, pers. Mitt.). Schon früh war bekannt,

dass siRNAs gegen Intronsequenzen in der RNA keine regulatorischen Effekte

hervorriefen, so dass die RNA-Interferenz als rein posttranskriptioneller Mechanismus

erkannt wurde. Allerdings schienen die siRNAs bei ihrer spezifischen Bindung an die

mRNA nur geringfügig durch möglicherweise vorhandene Sekundärstrukturen blockiert zu

werden (Elbashir et al., 2002). So ging man anfangs davon aus, dass jede Zielsequenz

ähnlich gut für einen RNAi-initiierten Abbau geeignet sei, solange sie nicht in der

untranslatierten Region oder in der Nähe des Startcodons auf der mRNA gelegen war, da

hier vermehrt eine Blockade durch gebundene Translations-Proteine gegeben sein könnte.

Mittlerweile ist bekannt, dass unterschiedliche siRNAs auch eine unterschiedliche RNAi-
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Aktivität induzieren (Hohjoh, 2002; Holen et al., 2002). Bis heute bestehen jedoch kaum

Möglichkeiten, die Effizienz, mit der ein bestimmtes Oligonukleotid an seine Zielsequenz

bindet (was die Voraussetzung für den sequenzspezifischen Abbau darstellt), vorhersagen

zu können. Obwohl verschiedene Computerprogramme existieren, die Voraussagen über

Sekundär- oder Tertiärstrukturen in einer RNA treffen können und eine dadurch bedingte

mögliche sterische Blockade der Bindung, ist letztendlich die Funktionalität eines Oligos

nur experimentell bestimmbar.

3.2.1    Screening nach funktioneller siRNA gegen EGFR

Durch unseren Kooperationspartner (Ribopharma AG, heute Alnylam Europe AG,

Kulmbach) wurde eine Serie von siRNAs synthetisiert, die gegen verschiedene Regionen

des EGFR gerichtet waren (intra- und extrazelluläre Domänen) und eine Reihe von

strukturellen Unterschieden besaßen (s. Tab. 10). In einer ersten Phase wurden die siRNAs

1 bis 15 synthetisiert, für die jedoch kein Effekt auf die EGFR-Expression nachgewiesen

werden konnte. Daraufhin wurden in einer zweiten Synthese im Jahr 2002 die Oligos

EGR10, EGR11 und eine Kontroll-siRNA mit drei mismatch-Punktmutationen (EGR12)

zu EGR10 generiert.

EGFR
extrazelluläre Sequenzen

1-3; AGF (scrambled Kontrolle) 22-mer, blunt end

4-6 22-mer + 2nt-Überhänge am 3´-Ende beider Stränge

7, 8 22-mer + 2nt-Überhang am 3´-Ende antisense-Strang

10-12; 16 (scrambled Kontrolle) 22-mer + 2nt-Überhang am 3´-Ende sense-Strang

EGFR
intrazelluläre Sequenzen

13, 15; PKC (scrambled Kontrolle) 19-mer + 2nt-Überhänge am 3´-Ende beider Stränge

EGR10, 11, 12 (3-mismatch Kontrolle zu
EGR10)

21-mer + 2nt-Überhang am 3´-Ende antisense-Strang

Tab. 10: Struktur verschiedener siRNA-Oligos gegen EGFR

Nach der Transfektion unter Standardbedingungen bei einer verwendeten siRNA-

Endkonzentration von 10 nM konnte sowohl durch EGR10 als auch durch EGR11 eine
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deutliche Herunterregulierung des Rezeptors in U373 MG-Gliomzellen erreicht werden. In

Abbildung 10 ist der Effekt der Transfektion mit den unterschiedlichen siRNAs auf die

EGFR-Proteinmenge im Western Blot dargestellt.

    1       2       3       4        5       6      7       8    mock     10     11     12     13     15      16     A    mock

            
A

    EGR   EGR   EGR  PKC  AGF   mock
                  10       11      12

            
B

Abb. 10: EGFR-Expression in U373 MG-Zellen nach Transfektion mit verschiedenen siRNAs der
 ersten (A) und zweiten Generation (B)

U373 MG-Zellen wurden mit jeweils 10 nM (f. c.) der unterschiedlichen Oligos transfiziert, das
Gesamtprotein nach 72 h isoliert und die EGFR-Proteinmenge im Western Blot verglichen; mock: nur
Transfektionsmittel; Serie A (bis 6/2002), Serie B (ab 6/2002 ).

Da sich sowohl auf Proteinebene im Western Blot und Durchflusszytometer (vgl. 3.2.2.2,

Abb. 13) als auch in der quantitativen real-time PCR (nicht gezeigt) Hinweise auf eine

leichte Überlegenheit in der EGFR-Regulation von EGR10 gegenüber EGR11 ergaben,

wurden alle weiterführenden Experimente mit siRNA EGR10 durchgeführt.

3.2.2    Regulation des EGFR auf Proteinebene

3.2.2.1 Nachweis im Western Blot

Um eine maximale Reduktion der EGFR-Suppression in den Gliomzellen zu erreichen,

wurde zunächst die optimale Menge an einzusetzender siRNA ermittelt. Hierfür wurden

U373 MG-Zellen mit siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 in Konzentrationen

zwischen 0,01 nM und 100 nM transfiziert, nach 72 h das Gesamtprotein isoliert und die

EGFR-Expression durch den Nachweis im Western Blot bestimmt.

170

170

kDa

kDa
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         0,01 nM        0,05 nM       0,1 nM          1 nM             10  nM         100 nM

    EGR   EGR   EGR   EGR   EGR   EGR   EGR   EGR    EGR   EGR   EGR   EGR  mock    unb.
     10       12       10       12       10       12       10      12          10       12       10       12

     EGFR

           b-Aktin

Abb. 11: EGFR-Proteinexpression nach Transfektion mit unterschiedlichen Konzentrationen an siRNA
EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12

U373 MG-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw.
der Kontroll-siRNA EGR12 transfiziert, das Gesamtprotein wurde nach 72 h isoliert und die Expression des
Rezeptors im Western Blot bestimmt. Während für EGR12 in keiner der eingesetzten Konzentrationen ein
Effekt nachweisbar war, zeigte sich bei Transfektion mit EGR10 eine deutliche Reduktion der EGFR-
Proteinmenge schon bei einer Konzentration von 1 nM. Der Nachweis von b-Aktin diente als Kontrolle zur
gleichmäßigen Beladung des Gels; hier traten unter nicht-reduzierenden Bedingungen, die für den Einsatz
des EGFR-spezifischen Antikörpers besser geeignet waren, auf Höhe von b-Aktin drei Banden auf (vgl. b-
Aktin unter reduzierenden Bedingungen 1.1.2.1, Abb. 9).

Wie schon in den Experimenten zur Regulation von enhanced green fluorescent protein

(eGFP) und b-Aktin gezeigt, ergab sich auch bei der Anwendung der siRNA EGR10 ein

dosisabhängiger Effekt. Es zeigte sich parallel zur Regulation von eGFP (vgl. 3.1.1.1.2,

Abb.7), dass schon Konzentrationen unter 1 nM wirksam waren und eine Erhöhung über

10 nM keine zusätzliche Verstärkung des Effekts mehr erbrachte (Abb. 11). Für alle

weiteren Experimente wurde deshalb zunächst eine Endkonzentration von 10 nM siRNA

EGR10 gewählt.

Um Untersuchungen zum Einfluss der EGFR-Inhibition auf nachgeschaltete Signalwege

und resultierende Änderungen auf zellulärer Ebene in den Gliomzellen durchführen zu

können, sollten diese zum Zeitpunkt der stärksten Herunterregulierung des Rezeptors

erfolgen. Um diesen zu ermitteln, wurden U373 MG-Zellen mit 10 nM siRNA EGR10

bzw. der Kontrolle EGR12 transfiziert und die EGFR-Expression zu unterschiedlichen

Zeitpunkten im Western Blot bestimmt. Dazu wurden mindestens drei voneinander

unabhängige Experimente durchgeführt. Die im PhosphorImager von der Nitrozellulose-

Membran eingelesenen Banden wurden mit Hilfe der NIH Image Software analysiert und

kDa

170

42
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die Proteinmenge quantifiziert. In Abbildung 12 A ist ein typischer Western Blot

abgebildet, in 12 B sind die Ergebnisse graphisch zusammengefasst.

 EGR       EGR      mock      unb.       EGR       EGR      mock       unb.         EGR       EGR    mock      unb.
 10           12                                       10           12                                          10           12               

 48 h                                              72 h                                               96 h

Abb. 12: EGFR-Proteinexpression zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transfektion mit siRNA
 EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12

U373 MG-Zellen wurden mit jeweils 10 nM (f. c.) EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw. unspezifischer
siRNA EGR12 transfiziert. Zur weiteren Kontrolle wurde der Rezeptor in Lysaten von mock-behandelten
(nur Transfektionsmittel) bzw. völlig unbehandelten Zellen (unb.) nachgewiesen; A: Exemplarischer Western
Blot zu den Zeitpunkten 48 h, 72 h, 96 h nach Transfektion (b-Aktin wurde als Beladungskontrolle
verwendet (nicht gezeigt)). B: Im Western Blot erhaltene Banden wurden im PhosphorImager eingelesen und
anschließend über NIH Image (16bit Graustufen) ausgewertet. Die Werte aller Proben wurden zunächst auf
ihre jeweilige b-Aktin-Expression normalisiert und anschließend wurde die relative Expression bezogen auf
die  mismatch – Kontrolle  (siRNA EGR12 = 1) aufgetragen. Es wurden jeweils drei (24/144 h) bzw. vier
(48-96 h) unabhängige Experimente durchgeführt.

Es stellte sich heraus, dass bereits 48 h nach Transfektion mit siRNA EGR10 eine

Verminderung der Proteinmenge um ca. 60 % gegenüber den mit Kontroll-siRNA

behandelten Zellen festzustellen war. Die Herunterregulierung des Rezeptors erreichte bei

96 h ein Maximum mit einer Reduktion um ca. 90 %. Auch zum letzten untersuchten

Zeitpunkt bei 144 h war die EGFR-Expression noch nicht auf ihr Ausgangsniveau
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zurückgekehrt (Abb. 12). Man geht davon aus, dass der siRNA-vermittelte Effekt nach 6-8

Zellteilungen durch Ausverdünnen der Oligos (nicht durch deren Abbau) verschwindet

(Stein et al., 2003), was in U373 MG-Zellen mit einer Verdoppelungszeit von ca. 30 h

ungefähr einem Zeitraum von 10 Tagen entsprechen würde. Untersuchungen zu

Zeitpunkten nach 144 h waren jedoch nicht möglich, da die Zellen bereits konfluent waren.

Alle weiteren Versuche wurden daraufhin zum Zeitpunkt der maximalen Proteinreduktion

bei 96 h nach Transfektion durchgeführt.

3.2.2.2 Nachweis in der Durchflusszytometrie

Um die Regulation nicht nur im Gesamtzell-Proteinlysat, sondern auch auf intakten Zellen

nachzuweisen, wurden U373 MG- und LN18-Gliomzellen standardmäßig transfiziert und

96 h später die EGFR-spezifische Fluoreszenz wie unter 2.1.2.3 beschrieben im

Durchflusszytometer analysiert. Neben EGR10 und der Kontroll-siRNA EGR12 wurde auch

die zweite siRNA, die im Western Blot einen inhibierenden Effekt auf die Expression

gezeigt hatte (EGR11, vgl. 3.2.1, Abb. 10) getestet.

Abb. 13: EGFR-spezifische Fluoreszenz auf
 U373 MG-Zellen

Die Färbung erfolgte 96 h nach Transfektion mit
siRNA EGR10 (schwarz), EGR11 (grün), EGR12
(blau),  bzw. nach Behandlung nur mit
Transfektionsmittel (mock, rot). Die Endkonzentration
der siRNAs betrug 10 nM, die Kurven stellen
Mittelwerte aus je drei Einzelexperimenten dar.

Hier zeigte sich eine leichte Überlegenheit der EGR10-siRNA (vgl. Abb. 13), so dass diese

für alle weiteren Experimente verwendet wurde.
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Die im Durchflusszytometer gewonnenen Werte stimmten im Wesentlichen mit den Daten

aus dem Immunoblot überein. Im FACS wurde jedoch die maximale Reduktion der EGFR-

Expression von ca. 90 % bereits nach 72 h erreicht (vgl. Abb. 14).

    U373 MG      LN18

Abb. 14: EGFR-Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transfektion mit 10 nM EGR 10 –
 Nachweis im Durchflusszytometer

U373 MG- bzw. LN18- Gliomzellen wurden mit EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw. Kontrolle EGR12
transfiziert und die Rezeptor-Expression auf der Zelloberfläche untersucht. Abgebildet sind die Mittelwerte
aus vier unabhängigen Experimenten.

Insgesamt war in der LN18-Linie die maximale Herunterregulierung mit 70 % gegenüber

der Kontroll-siRNA etwas schwächer als in den U373 MG-Zellen, möglicherweise durch

eine etwas schlechtere Transfektionseffizienz bedingt. Ein weiterer Unterschied könnte in

der intrazellulär vorhandenen Konzentration an molekularen Komponenten der RNAi-

Maschinerie begründet sein (Denli und Hannon, 2003; Harborth et al., 2001). Schließlich

wird noch die Menge an endogenen miRNAs, die mit den transfizierten siRNAs um RISC

konkurrieren, als Faktor für die Unterschiede in der Sensitivität gegenüber siRNAs in

verschiedenen Zellinien diskutiert (Harborth et al., 2003).

3.2.2.3 Immunzytochemischer Nachweis

Zuletzt sollte die Herunterregulierung sowohl des EGFR-Gesamtproteins, als auch des

aktivierten (phosphorylierten) Rezeptors durch Immunfärbung auf der Zelloberfläche
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nachgewiesen werden. Hierfür wurden A431-Zellen verwendet, die besonders große

Mengen an EGFR exprimieren (ca. 1,4 x 106 Rezeptoren/Zelle gegenüber 6 x 103 – 7 x 104

Rezeptoren/Zelle in U373 MG (Hoi Sang et al., 1995)), da eine spezifische Färbung des

EGFR sowohl auf den U373 MG- als auch auf den EGFR-überexprimierenden LN18-

Gliomzellen auf Grund des vergleichsweise niedrigen Expressionsniveaus nicht zu erzielen

war. Eigene Untersuchungen im Durchflusszytometer hatten für die von uns verwendeten

Zellen eine ca. 70-fach stärkere EGFR-spezifische Fluoreszenz in A431-Proben gegenüber

U373 MG-Zellen ergeben, LN18-Zellen wiesen eine etwa doppelt so starke

Fluoreszenzintensität im Vergleich zu U373 MG-Zellen auf (nicht gezeigt).

Die A431-Zellen wurden standardmäßig transfiziert und nach 96 h immunzytochemisch

aufgearbeitet. Für die spezifische Färbung von aktiviertem (phospho-) EGFR wurden die

Zellen vor der Fixierung 30 min mit epidermal growth factor (EGF, 20 ng/ml f. c.)

stimuliert.

Sowohl die Verminderung des Gesamtproteins als auch von aktiviertem EGFR nach der

Transfektion mit EGFR-spezifischer siRNA EGR10 konnte nachgewiesen werden (vgl.

Abb. 15). Deutlich ist die membranständige Verteilung von EGFR in unstimulierten Zellen

zu erkennen, während sich der Rezeptor nach Zugabe von EGF im Zytoplasma

wiederfindet. Vor der Internalisierung findet die Ansammlung der aktivierten Proteine in

sogenannten coated pits statt (Wiley, 2003).
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A     B

   
C     D

Abb. 15: Immunzytochemischer Nachweis von EGFR bzw. phospho-EGFR nach Transfektion mit
 siRNA EGR10 (B, D) bzw. EGR12 (A, C)

A431-Karzinomzellen wurden  mit EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw. Kontrolle EGR12  transfiziert
(f. c. 10 nM) und die Expression von EGFR und phospho-EGFR wurde 96 h später
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. A, C: siRNA EGR12; B, D: siRNA EGR10. Negativkontrollen
(Isotypkontrollen) zeigten keine Färbung; Vergrößerung: 400-fach, Belichtungszeit 800 ms (A, B) bzw. 2,5 s
(C, D).

3.2.3    Regulation des EGFR auf mRNA-Ebene

Da die RNA-Interferenz ein Mechanismus ist, der auf dem spezifischen Abbau der mRNA

beruht, sollte dieser durch real-time PCR quantitativ bestimmt werden. Durch diesen

Nachweis sollte außerdem demonstriert werden, dass die auf Proteinebene schon gezeigte

Suppression nicht auf Effekten beruhte, die von der Degradation der RNA unabhängig
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sind, wie sie mehrfach für Antisense-Oligonukleotiden beschrieben worden sind (Lebedeva

und Stein, 2001; Lai et al., 2003).

Dazu wurden die U373 MG-Gliomzellen mit jeweils 10 nM EGFR-spezifischer siRNA

(EGR10) bzw. Kontroll-siRNA (EGR12) transfiziert, dann wurde die RNA zu

unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transfektion isoliert, in cDNA umgeschrieben und in

die quantitative real-time PCR eingesetzt (vgl. 2.2.3.3). Es zeigte sich bereits wenige

Stunden nach Transfektion eine substantielle Reduktion der EGFR-mRNA, deren

Maximum bei 90 % gegenüber den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen lag. Bis zum

Ende des Versuchszeitraums nach fünf Tagen blieb dieser Effekt bestehen, spätere

Zeitpunkte wurden nicht betrachtet, da die Kulturen bereits eine vollständige Konfluenz

erreicht hatten.

Abb. 16: EGFR mRNA-Quantifizierung in U373 MG-Zellen nach Transfektion mit EGR10

U373-Gliomzellen wurden standardmäßig mit siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 (10 nM f. c.)
transfiziert und anschließend wurde die Gesamt-RNA zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert. Nach der
reversen Transkription einer definierten RNA-Menge wurde die so gewonnene cDNA in die quantitative
real-time PCR eingesetzt (vgl. 2.2.3.3). Die erhaltenen Werte für die EGFR-Expression wurden zunächst auf
die Expressionswerte eines nicht-regulierten Haushaltsgens (GAPDH) derselben Probe normalisiert und
anschließend zur besseren Übersicht die jeweiligen mismatch-Kontrollen gleich 1 gesetzt. Dargestellt ist eine
einzelne Versuchsreihe, alle Werte wurden dreifach bestimmt (n=3). Das gesamte Experiment wurde ein
weiteres mal mit identischen Ergebnissen reproduziert.

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

8 h 24 h 48 h 96 h 120 h

re
la

ti
v
e
 E

G
F
R

-E
x
p

re
ss

io
n

 (
m

is
m

a
tc

h
=

1
)

siRNA
EGR10

siRNA
EGR12



III. Ergebnisse   58

3.2.4    Vergleich von siRNA und Phosphorthioat-Antisense-Oligonukleotiden (AS-
PTOs) in der EGFR-Regulation

Um die Wirksamkeit von siRNAs im Hinblick auf eine mögliche spätere Verwendung in

der experimentellen Tumortherapie gegenüber der bereits in klinischen Studien

verwendeten Antisense-Technologie abschätzen zu können, wurde die Effizienz der

EGFR-Regulation durch siRNA EGR10 auf mRNA- und Protein-Ebene mit der eines

veröffentlichten Antisense-Oligonukleotids gegen EGFR (Li et al., 2002; Witters et al.,

1999) verglichen.

3.2.4.1 Proteinexpression

Hierfür wurden U373 MG-Zellen mit siRNAs EGR10 bzw. EGR12 (f. c. 10 nM) und

EGFR-spezifischem Antisense-PTO AS02 bzw. AS-PTO Kontrolle (AS-K; f. c. 500 nM)

transfiziert und die EGFR-Proteinmenge wurde zu verschiedenen Zeitpunkten im Western

Blot untersucht. Die einzusetzende Menge an AS02 war in Vorversuchen ermittelt worden,

ausgehend von den publizierten Daten, die unter anderen Versuchsbedingungen und mit

anderen Zellinien erstellt worden waren. Erst bei einer Konzentration von mindestens 0,5

µM Antisense-Oligo konnte eine Regulation des Rezeptors unter den hier verwendeten

Bedingungen festgestellt werden. Höhere Mengen von AS-PTOs (bis 10 µM) zeigten eine

unspezifische Toxizität ohne eine Verstärkung des EGFR-inhibierenden Effekts (Daten

nicht gezeigt). Für alle Versuche wurden daher AS02 bzw. AS-K in einer Konzentration

von 500 nM eingesetzt.

Es zeigte sich, dass der maximal durch das spezifische Antisense-Oligo erzielbare Effekt

eine Reduktion der Proteinexpression um ca. 40 % gegenüber der mismatch-Kontrolle nach

72 h bewirkte. Im Vergleich dazu ging die EGFR-Expression nach Behandlung mit siRNA

EGR10 nach 96 h auf ca. 15-20 % gegenüber der Kontrollgruppe zurück (Abb. 17). Die

eingesetzte siRNA-Konzentration lag um den Faktor 50 niedriger als die AS-PTO-

Konzentration (10 nM gegenüber 500 nM).
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Abb. 17: Regulation der EGFR-Proteinexpression in U373 MG-Zellen nach Transfektion mit siRNA
 EGR10 (10 nM) bzw. AS02 (500 nM).

U373 MG-Zellen wurden mit siRNA EGR10 bzw. Kontrolle EGR12 (je 10 nM f. c.) und Antisense-Oligo
gegen EGFR AS02 bzw. Kontrolle AS-K (je 500 nM f. c) transfiziert und das Gesamtprotein zu den
angegebenen Zeitpunkten isoliert. Die im Western Blot erhaltenen Banden wurden über NIH Image (16bit
Graustufen) ausgewertet. Die Werte aller Proben wurden zunächst auf die b-Aktin-Expression normalisiert
und anschließend relativ zu ihren jeweiligen Kontrollen dargestellt (mismatch-Kontrollen=1; n=4).

3.2.4.2 mRNA-Expression

Wie in 3.2.4.1 für die EGFR-Proteinexpression gezeigt, sollte auch auf transkriptioneller

Ebene die Wirksamkeit des siRNA-vermittelten RNA-Abbaus im Vergleich zu Antisense-

Oligonukleotiden (AS-PTOs) untersucht werden. Analog zu den siRNA-Experimenten in

3.2.3 wurden hier U373 MG-Zellen mit jeweils 500 nM AS-PTO AS02 (EGFR-spezifisch)

und AS-K (mismatch-Kontrolle) transfiziert. Die RNA wurde zu verschiedenen

Zeitpunkten nach Transfektion isoliert (8 h, 24 h, 48 h, 96 h, 120 h), in cDNA

umgeschrieben (vgl. 2.2.3.2) und in die quantitative real-time-PCR (QRT-PCR) eingesetzt

(vgl. 2.2.3.3). Die so ermittelten Expressionswerte wurden mit den Daten aus 3.2.3

verglichen (vgl. Abb. 16).
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Abb. 18: Expression von EGFR- mRNA in U373 MG-Zellen nach Transfektion mit 10 nM siRNA
 EGR10 bzw. 500 nM AS02

Die Gesamt-RNA von U373 MG-Gliomzellen wurde nach Transfektion mit 10 nM siRNA EGR10 bzw.
Kontroll-siRNA  und  500 nM  EGFR-spezifischem  Antisense-Oligonukleotid  AS02  bzw.  Kontroll-Oligo
AS-K zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert, in cDNA umgeschrieben und in die quantitative real-time
PCR eingesetzt. Die erhaltenen Werte für die EGFR-Expression wurden zunächst auf die Expression eines
nicht-regulierten Haushaltsgens (GAPDH) derselben Probe normalisiert und anschließend die Reduktion der
mRNA durch die spezifischen Oligos relativ zu deren jeweiligen mismatch-Kontrollen (siRNA EGR10 bzw.
AS-K) dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten, wobei jede
Quantifizierung jeweils dreifach durchgeführt wurde (n=6).

Zum einen konnte festgestellt werden, dass die EGFR-mRNA durch siRNA EGR10 um ca.

90 % vermindert wurde, die maximale Reduktion durch AS02 betrug ca. 80 %. 8 h nach

Transfektion war sowohl in den siRNA- als auch in den Antisense-behandelten Zellen  die

EGFR-Expression stark herunterreguliert. Der größte Unterschied in der Wirkung der

verschiedenen Ansätze bestand in der Dauer des vermittelten Effekts. Während das

Expressionsniveau  nach  siRNA - Transfektion  bis  zum  Ende  der  Untersuchung  nach

5 Tagen noch immer bei 10 % der Normalwerte war, lag bei Behandlung mit AS02 bereits

nach 4 Tagen wieder die gleiche Menge an EGFR-Transkript wie in der Kontrollgruppe

vor.
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3.3     Auswirkung der EGFR-Regulation durch siRNAs in Gliomzellinien

Nachdem die spezifische Herunterregulierung des EGFR durch siRNA EGR10

nachgewiesen worden war und den Gliomzellen nur noch ca. 10-20 % ihrer ursprünglichen

Menge an Rezeptoren zur Verfügung standen, sollten die Auswirkungen dieser

eingeschränkten Signalvermittlung durch das potentielle Onkogen EGFR untersucht

werden. Hierfür wurden zum einen U373 MG-Zellen und zum anderen, zumindest in

einem Teil der Experimente, LN18-Zellen verwendet, da der Effekt der EGFR-Suppression

auf Gliome mit normalem EGFR-Expressionsniveau (U373 MG) und mit EGFR-

Überexpression (LN18; Schlegel et al., 2000) untersucht werden sollte. Um die Effektivität

der siRNA-Behandlung einschätzen zu können, wurde zum Vergleich der spezifische

EGFR-Inhibitor AG1478 (Tyrphostin AG1478; 4-(3-chloroanilino)-6,7-

dimethoxyquinazoline) eingesetzt. Dieser synthetische Wirkstoff gehört der Substanzklasse

der Quinazoline an, aus der auch ZD 1839 (Gefitinib, „Iressa“) stammt, ein EGFR-

Inhibitor, der im Jahr 2003 als erstes EGFR-spezifisches Therapeutikum zur Behandlung

bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom zugelassen wurde. AG1478 bindet mit hoher

Spezifität an EGFR (IC50: 0,003 µM; die IC50 für das zweite Mitglied der EGFR-Familie

ErbB2 liegt bei über 100 µM (Datenblatt des Vertreibers Calbiochem). Seine Wirksamkeit

beruht auf der kompetitiven Bindung an die ATP-Bindestelle der Tyrosinkinasedomäne

des Rezeptors. Die Phosphorylierung von Zielproteinen wird so verhindert und die EGFR-

Signaltransduktion unterbunden. Die Menge an AG1478, bei der eine Hemmung der

Proliferation der Gliomzellen auftrat, wurde in Vorversuchen bestimmt und als Maß für

eine effektive und spezifische EGFR-Blockade angesehen. Die hier ermittelte

Endkonzentration betrug 20 µM. DMSO als Lösungsmittel für AG1478 wurde in gleicher

Menge wie AG1478 zu den Zellen gegeben und diente als Kontrolle. Sowohl im

Durchflusszytometer als auch im Western Blot (nicht gezeigt) zeigte sich wie erwartet bei

Einsatz eines kompetitiven Inhibitors keine Veränderung der EGFR-Proteinmenge nach

Zugabe von AG1478. Andererseits konnte beobachtet werden, dass nach Zugabe von

AG1478 bei Stimulation mit epidermal growth factor (EGF) keine Internalisierung der

Rezeptoren mehr stattfand (vgl. Abb. 19).
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Abb. 19: EGFR-Expression auf U373 MG-Zellen mit und ohne Zugabe von epidermal growth factor
 (EGF)

Die EGFR-Expression von U373 MG-Gliomzellen wurde 72 h nach unterschiedlicher Vorbehandlung der
Zellen (Transfektion mit 10 nM spezifischer siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 einerseits, oder
Zugabe von 20 µM EGFR-Inhibitor AG1478 bzw. DMSO als Kontrolle andererseits) im
Durchflusszytometer untersucht. Zur Hälfte der Proben wurde 15 min vor der Immunfärbung EGF (20 ng/ml)
ins Medium gegeben, um die Auswirkung der unterschiedlichen Behandlungen auf die EGFR-
Internalisierung nachzuweisen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchen. Die Werte
wurden auf die Fluoreszenz unbehandelter Zellen normalisiert.

3.3.1    Zellproliferation

Es lag nahe, als erstes Kriterium für eine mögliche Einschränkung des Tumorwachstums

und für die Erzeugung eines weniger malignen Phänotyps in den Gliomzellen, den Einfluss

der verminderten EGFR-Expression auf deren Proliferationsverhalten zu untersuchen.

Zwei Nachweismethoden wurden hierfür angewandt. Entweder wurden die Zellen in der

Neubauer-Zählkammer nach Anfärben mit Trypanblau ausgezählt (s. 2.2.1.6.1), oder die

Zellmasse über den Kristallviolett-Assay (s. 2.2.1.6.2) bestimmt. Bei letzterem Verfahren

wurden nur adhärente, lebende Zellen angefärbt, während im Überstand schwimmende,

potentiell nicht mehr viable Zellen nicht berücksichtigt wurden. Es wurden verschiedene

Zellinien und unterschiedliche Kulturbedingungen getestet.
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3.3.1.1 Proliferation nach Standardtransfektion von siRNA EGR10

Die Proliferation wurde zum einen unter Standardbedingungen (DMEM + 10 % FCS) und

zum anderen unter serumfreien Bedingungen (DMEM – FCS) mit und ohne Zugabe von

epidermal growth factor (EGF; 20 ng/ml f. c.) untersucht. Durch die Zugabe von EGF

sollte einerseits dessen prinzipiell mitogener Effekt auf die ausgewählten Gliomzellinien

nochmals gezeigt und andererseits durch die Verwendung serumfreier Medien eine

Kompensation der potentiell durch die siRNA vermittelten EGFR-Hemmung durch im

Serum enthaltene Wachstumsfaktoren unterbunden werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von EGF ins Medium einen stimulierenden

Effekt auf die Zellproliferation hatte, der vor allem unter serumfreien Bedingungen

deutlich wurde. Eine Herabregulierung der EGF-Rezeptors durch siRNA EGR10 hatte

jedoch in keinem der unterschiedlichen Versuchsansätze einen negativen Einfluss auf das

Wachstum der U373 MG-Gliomzellen (vgl. Abb. 20).
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Abb. 20: Proliferation von U373 MG-Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen

U373 MG-Gliomzellen wurden mit je 10 nM siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 transfiziert und
die Proliferation in den unterschiedlichen Medien (jeweils mit und ohne Zugabe von 20 ng/ml EGF) wurde
durch Färbung der Zellen im Kristallviolett-Assay bestimmt (Absorption bei 578 nm); Die Abbildung zeigt
ein typisches Experiment, wobei jede Bestimmung dreifach durchgeführt wurde (n=3). Insgesamt wurde der
Proliferationsassay dreimal wiederholt. A: DMEM + 10 % FCS; B: DMEM serumfrei.
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3.3.1.2 Proliferation nach Transfektion von erhöhten Konzentrationen siRNA EGR10

Da in den Experimenten zur Bestimmung der Regulation der EGFR-Proteinexpression

keine weitere Verstärkung des Effekts bei Konzentrationen von mehr als 10 nM siRNA

EGR10 stattfand (vgl. 3.2.2.1), wurde EGR10 in allen Experimenten zunächst in dieser

Endkonzentration verwendet. Im folgenden wurde dennoch versucht, durch Erhöhung der

Konzentration auf bis zu 100 nM einen proliferationshemmenden Effekt zu erreichen.

U373 MG- und LN18-Zellen wurden einerseits wieder unter Standardkulturbedingungen

und andererseits in serumfreiem Medium mit Zusatz von EGF getestet (vgl. Abb. 21, 22).

Auch der Einsatz von höheren siRNA-Konzentrationen bis 100 nM erbrachte in keiner der

beiden untersuchten Zellinien weder im normalen Kulturmedium noch unter serumfreien

Bedingungen mit EGF als einzigem Wachstumsfaktor einen Unterschied in der

Proliferationsrate. Parallel durchgeführte Versuche, bei denen die Gesamtzellzahl

einschließlich der abgestorbenen Zellen durch Auszählen in der Neubauer-Zählkammer

(s. 2.2.1.6.1) ermittelt wurde, erbrachten das gleiche Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 21: Proliferation von U373 MG- und LN18-Zellen in DMEM (10 % FCS) nach Transfektion mit
 unterschiedlichen siRNA-Konzentrationen

U373 MG- und LN18-Zellen wurden mit siRNA-Konzentrationen zwischen 1 nM und 100 nM transfiziert,
anschließend wurde die Proliferationsrate in Vollmedium durch Quantifizierung im Kristallviolett-Assay
(Absorption bei 578 nm) ermittelt. Gezeigt ist ein typisches Experiment, jede Bestimmung wurde dreifach
angesetzt und der Proliferationsassay insgesamt dreimal durchgeführt (n=3).

U373 MG LN18
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Abb. 22: Proliferation von U373 MG- und LN18-Zellen in serumfreiem DMEM + EGF (20 ng/ml) nach
 Transfektion mit 100 nM siRNA EGR10

Beide Zellinien wurden mit 100 nM siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 transfiziert und in
serumfreiem Medium unter Zugabe von 20 ng/ml EGF bis 5 Tage nach Transfektion inkubiert. Anschließend
erfolgte die Auswertung der Proliferation im Kristallviolett-Assay (Absorption bei 578 nm). Jede
Bestimmung wurde dreifach angesetzt und der Proliferationsassay insgesamt dreimal durchgeführt (n=3).

3.3.1.3 Proliferation nach kombinierter Transfektion von siRNA EGR10 und EGR11

Ein weiterer Ansatz bestand darin, durch Kombination der beiden EGFR-spezifischen

siRNAs für die eine Herabregulation des Proteins nachgewiesen worden war (EGR10 und

EGR11; vgl. Abb. 9, Abb. 13), eine Proliferationshemmung zu vermitteln. Der Einsatz von

zwei unterschiedlichen siRNAs an verschiedenen Abschnitten der Zielsequenz hatte in

einem vergleichbaren Ansatz zu einer Addition der einzelnen inhibierenden Effekte geführt,

sowohl auf regulatorischer als auch auf funktioneller Ebene (Ji et al., 2003).

Dazu wurden U373 MG- und LN18-Gliomzellen zum einen mit Kontroll-siRNA EGR12

(1 nM/ 10 nM / 50 nM / 100 nM), zum anderen mit einer Kombination der beiden EGFR-

regulierenden siRNAs (jeweils 0,5 nM / 5 nM / 25 nM / 50nM) unter Standardbedingungen

transfiziert und die Proliferation der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten im Kristallviolett-

Assay bestimmt (vgl. Abb. 23).
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Abb. 23: Proliferation von U373 MG- und LN18-Gliomzellen nach kombinierter Transfektion von
 EGFR-spezifischen siRNAs EGR10 und EGR11

Beide Gliomzellinien wurden mit 1-100 nM Kontroll-siRNA EGR12, bzw. mit einer Kombination der beiden
inhibitorisch wirksamen siRNAs EGR10 und EGR11 transfiziert. Die Endkonzentrationen der einzelnen
siRNAs lag hierbei zwischen 0,5 nM und 50 nM, so dass die insgesamt eingesetzte siRNA-Menge derjenigen
der Kontrollgruppe entsprach. Die Proliferation wurde zu den angegebenen Zeitpunkten bis zu 6 Tage nach
Transfektion im Kristallviolett-Assay (Absorption bei 578 nm) bestimmt. Zum Zeitpunkt 144 h war keine
Erhöhung der Zellmasse mehr möglich, da nach 120 h die Zellen bereits zu 100 % konfluent waren. Jede
Bestimmung wurde dreifach durchgeführt.

Wie in den vorangegangenen Versuchen zur Proliferation konnte auch bei der

Kombination der beiden verschiedenen EGFR-spezifischen siRNAs kein inhibitorischer

Effekt festgestellt werden. Es bestand außerdem kein Unterschied zwischen den
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Proliferationsraten der Zellen, die mit der siRNA-Kombination behandelt worden waren

gegenüber den Zellen, die nur EGR10 bzw. EGR11 in den entsprechenden

Konzentrationen erhalten hatten (Daten nicht gezeigt).

3.3.1.4 Proliferation bei Kombination von siRNA EGR10 mit AG1478

Eine mögliche Kooperation der beiden EGFR-Blocker, siRNA EGR10 und Tyrosinkinase-

Inhibitor AG1478, und eine dadurch bedingte Verstärkung des proliferationshemmenden

Effekts des Inhibitors (Wachstumshemmung bereits bei niedrigeren AG1478-

Konzentrationen) sollte durch Transfektion von siRNAs bei gleichzeitiger Gabe

verschiedener Konzentrationen von AG1478 untersucht werden. Dafür erfolgte zunächst

die Transfektion von U373 MG- und LN18-Zellen mit 10 nM EGR10 bzw. EGR12, nach

6 h wurde auf DMEM–Medium mit 10 % FCS und den verschiedenen AG1478-

Konzentrationen gewechselt und die Proliferation zu verschiedenen Zeitpunkten (24 h,

48 h, 72 h, 96 h, 120 h) im Kristallviolett-Assay bestimmt.

Abb. 24: Proliferation von U373 MG-Zellen nach Transfektion mit siRNA und gleichzeitiger Zugabe
 von AG1478

U373 MG-Gliomzellen wurden zunächst mit 10 nM EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA
transfiziert und erhielten 6 h nach Transfektion beim Wechsel von Transfektions- auf Vollmedium
gleichzeitig AG1478 in unterschiedlichen Konzentrationen (1 bis 50 µM f. c.). Zellen die nur
Transfektionsmittel (mock) und AG1478 erhielten, dienten als weitere Kontrolle. Anschließend wurde die
Proliferationsrate im Kristallviolett-Assay (Absorption bei 578 nm) bestimmt, um einen möglichen additiven
Effekt der beiden EGFR-Inhibitoren siRNA EGR10 und AG1478 zu untersuchen. Die Abbildung zeigt
exemplarisch die Werte zum Zeitpunkt 96 h nach Transfektion (n=3).
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Es konnte kein additiver Effekt der beiden EGFR-Inhibitoren festgestellt werden. Eine

Hemmung der Proliferation von U373 MG-Zellen trat, wie in den Vorversuchen ermittelt,

bei einer Konzentration von 20 µM AG1478 auf. Die parallel dazu in der LN18-Zellinie

durchgeführten Versuche erbrachten das gleiche Ergebnis (nicht gezeigt).

3.3.2    Zellzyklusanalyse

Ein weiterer Ansatz, um die Proliferation der Gliomzellen zu charakterisieren, war die

Färbung mit Propidiumiodid (PI), um die DNA-Menge in den Zellen und somit die Phase

des Zellzyklus zu bestimmen, in der die Zellen sich zum Zeitpunkt der Untersuchung

befanden (vgl. 2.2.1.7). Bei einem Einfluss der EGFR-Depletion auf die Proliferation sollte

sich bei dessen Hemmung durch die siRNA ein erhöhter Anteil von Zellen in der G1-Phase

befinden (G1-Arrest). Dies wurde an U373 MG-Zellen 96 h nach Transfektion mit zwei

unterschiedlichen Konzentrationen (10 nM bzw. 50 nM) siRNA EGR10 bzw. Kontroll-

siRNA EGR12 untersucht. Es ließ sich jedoch keine Veränderung in der Verteilung der

Zellen auf die unterschiedlichen Zellzyklusphasen nachweisen (vgl. Abb. 25).
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Abb. 25: Zellzyklusanalyse in U373 MG-Zellen nach Transfektion mit siRNA EGR10

U373 MG-Gliomzellen wurden mit 10 bzw. 50 nM (f. c.) siRNA EGR10 oder Kontroll-siRNA EGR12
transfiziert, nach 96 h wurde der prozentuale Anteil der Zellen an den einzelnen Phasen des Zellzyklus durch
Färbung mit Propidiumiodid im Durchflusszytometer bestimmt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei
unabhängigen Versuchen.
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Zudem konnte durch die PI-Färbung und die durchflusszytometrische Untersuchung der

Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur ermittelt werden, da in diesem Fall eine

charakteristische Zellpopulation (Sub-G1-Fraktion) nachzuweisen ist. Bei einem Vergleich

der EGR10- bzw. EGR12-transfizierten Zellen war keine vermehrte Apoptose in den EGFR-

depletierten Ansätzen feststellbar. Dieses Ergebnis war in Übereinstimmung mit den in den

Kristallviolett-Assays gewonnenen Daten, bei denen ebenfalls nur viable Zellen detektiert

wurden und sich kein Unterschied in der Zellmasse feststellen ließ (vgl. 3.3.1).

3.3.3    Kolonienbildung im Soft Agar

Viele untransformierte Zellen proliferieren in vitro nur auf einer soliden Unterlage unter

Ausbildung eines einschichtigen Zellrasens (monolayer) und stellen das Wachstum ein,

wenn sie sich gegenseitig berühren. Neben dem Verlust dieser sog. Kontaktinhibition ist

ein wesentliches Merkmal für einen transformierten Phänotyp der Verlust der anchorage

dependence, so dass die Zellen für ihr Wachstum und ihre Vermehrung keine Anheftung

an eine feste Oberfläche mehr benötigen und unabhängig sind von etwaigen

Wachstumsfaktoren der extrazellulären Matrix. Dieses Verhalten lässt sich im sog. colony

formation assay untersuchen. Das normale Kulturmedium erhält durch Zugabe von Agar

eine gelartige Konsistenz, wirkt so hemmend auf die Beweglichkeit der Zellen und erlaubt

die Ausbildung von Kolonien aus Einzelzellen. Zellen aus solchen Kolonien können

Tumore in vivo ausbilden und eine Abnahme der Kolonienzahl nach Behandlung mit

einem zytotoxischen Agens wird als Maß für dessen Wirksamkeit angesehen.

Hier sollte untersucht werden, ob humane Gliomzellen (U373 MG) nach

Herunterregulierung des EGFR durch Transfektion mit siRNA EGR10 bzw. durch

Blockade mit AG1478 eine verminderte Fähigkeit zur Kolonienbildung in halbfestem

Medium aufweisen. Die Gliomzellen wurden mit siRNA EGR10 bzw. EGR12 (f. c.

10 nM) transfiziert oder unter Zugabe von AG1478 (20 µM) bzw. DMSO 96 h kultiviert

und anschließend wie unter 2.2.1.8 beschrieben in halbfestem Medium ausgesät. Zusätzlich

wurden siRNA-transfizierte Zellen einmalig mit Medium überschichtet, das AG1478 in

einer Konzentration von 20 µM enthielt, um möglicherweise einen additiven Effekt der

beiden EGFR-Regulatoren EGR10 bzw. AG1478 nachzuweisen. AG1478 vorbehandelte
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Zellen erhielten ebenfalls einmalig am Tag der Aussaat AG1478 in den Überstand. Das

Medium wurde einmal wöchentlich ausgetauscht und nach 5 Wochen die Anzahl der

gebildeten Kolonien mit einem Durchmesser ≥ 20 µm ausgezählt (vgl. 2.2.1.8).

Abbildung 26 zeigt die Kolonienbildung der U373 MG-Zellen in den verschiedenen

Behandlungsgruppen nach fünfwöchiger Inkubation.

          
Kontroll-siRNA EGR12         EGFR-siRNA EGR10

          
DMSO         AG1478

Abb. 26: Kolonienbildung von U373 MG–Gliomzellen im Soft Agar

U373 MG-Zellen wurden standardmäßig mit EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw. mit Kontroll-siRNA
EGR12 transfiziert oder mit dem kompetitiven EGFR-Inhibitor AG1478 behandelt (Kontrollbehandlung mit
DMSO) und 96 h später in einer Dichte von 104 Zellen je Vertiefung (6-well-Platte) ausgesät. Die Zellen
wurden mit DMEM (10 % FCS) überschichtet und erhielten in der AG1478-Behandlungsgruppe einmalig
AG1478 (20 µM f. c.) bzw. DMSO in der Kontrollgruppe in den Überstand. Das Medium wurde einmal
wöchentlich gewechselt und gebildete Kolonien mit einem Durchmesser über 20 µm nach fünf Wochen
ausgezählt; Maßstab: 250 µm.
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Es war deutlich zu erkennen, dass die U373 MG-Zellen durch die Transfektion mit EGFR-

spezifischer siRNA in ihrer Fähigkeit Kolonien im Soft Agar auszubilden nicht

eingeschränkt wurden. Hingegen hatte die Behandlung mit AG1478 einen deutlich

inhibierenden Effekt, sowohl in den AG1478-vorbehandelten Kulturen, als auch in den

Ansätzen, die zunächst nur mit siRNAs transfiziert worden waren und AG1478 dann

einmalig in den Überstand erhielten.
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Abb. 27: Quantifizierung der Kolonienbildung von U373 MG-Gliomzellen im Soft Agar

Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten, die Kolonienbildung unbehandelter
Zellen wurde gleich 100 % gesetzt; mock: nur mit Transfektionsmittel behandelt.

3.3.4    Adhäsion an unterschiedliche Proteine der extrazellulären Matrix

Die Veränderung der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte stellt ein Kennzeichen für die

Transformation einer Zelle dar. EGFR wurde mit Änderungen im Adhäsionsverhalten

verschiedener Zelltypen in Verbindung gebracht. Hier sollte untersucht werden, ob die

verminderte EGFR-Expression nach Transfektion der U373 MG Gliomzellen Einfluss auf

deren Fähigkeit zur Bindung an verschiedene Oberflächenproteine hatte.

Dafür wurden die Zellen wie üblich mit siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12

(jeweils 10 nM f. c.) transfiziert und nach 72 h Inkubation in Vollmedium auf serumfreies

DMEM umgestellt. Nach weiteren 24 h erfolgte eine sechsstündige Stimulation der Zellen

mit EGF (20 ng/ml) und die anschließende Aussaat auf den mit unterschiedlichen
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Proteinen der extrazellulären Matrix beschichteten 96-well-Platten (vgl. 2.2.1.9) in einer

Dichte von 2 x 104 Zellen je Vertiefung. In drei voneinander unabhängigen Experimenten

wurde die Adhäsion an Laminin, Fibronectin, Vitronectin, Collagen I und Collagen IV im

CytoMatrix Assay (Chemicon, Hofheim) nach Angaben des Herstellers getestet. BSA-

beschichtete Vertiefungen in den Platten dienten als Negativ-Kontrolle. Die Auswertung

erfolgte nach einstündiger Inkubation bei 37°C durch Färbung der anhaftenden Zellen mit

Kristallviolett und Messung der Absorption bei 578 nm. Die Werte der negativen BSA-

Kontrollen wurden als Hintergrund von allen anderen Werten abgezogen. Da nach Ablauf

der Inkubationszeit die nicht anhaftenden Zellen abgenommen wurden und in einer

separaten Platte anschließend adhärierten, konnten die Zellen aus der BSA-Kontrolle als

Positivwert (da 100 % der ursprünglich ausgesäten Zellen) herangezogen werden.

Abb. 28: Adhäsion von U373 MG-Gliomzellen an unterschiedliche Matrixproteine

Die Adhärenz der U373 MG-Zellen wurde 96 h nach Transfektion mit 10 nM siRNA EGR10 bzw. siRNA
EGR12 im Cytomatrix Screen Kit bestimmt. Je 2 x 104 Zellen wurden 1 h bei 37°C in einem mit den
einzelnen Proteinen beschichteten Kulturgefäß inkubiert, anschließend wurde der Anteil der adhärierten
Zellen durch Färbung mit Kristallviolett bestimmt. Mit Rinderserumalbumin (BSA) beschichtete Platten
dienten als Negativkontrolle, die hiervon abgenommenen und separat gefärbten Zellen (entsprechend 100 %
der ursprünglich ausgebrachten Zellmenge) wurden gleich 1 gesetzt und die Werte der anderen
Adhäsionsversuche darauf normalisiert. Insgesamt wurden drei unabhängige Experimente in jeweils 5
Ansätzen durchgeführt (n=3).
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Es zeigte sich zum einen, dass auf den Collagenen unter den gewählten

Versuchsbedingungen keine Adhäsion der U373 MG-Zellen stattfand. Bei Laminin,

Fibronectin und Vitronectin kam es zu einer Anheftung von 10 % – 20 % der Zellen.

Obwohl eine leichte Tendenz zu einer verstärkten Anheftung an Laminin nach EGFR-

siRNA-Transfektion beobachtet werden konnte, war kein signifikanter Unterschied

zwischen den mit spezifischer EGFR-siRNA behandelten Zellen und der Kontrollgruppe

feststellbar (vgl. Abb. 28)

3.3.5    Invasion und Migration von U373 MG-Zellen

Die Fähigkeit einer Tumorzelle zum Abbau der sie umgebenden extrazellulären Matrix

und die anschließende Durchquerung der Endothelzellmembran mit darauf folgender

Metastasierung stellen ein Maß für die Malignität dieser Zelle dar. Der Effekt der

Regulation des EGFR auf die Migrations- und Invasionseigenschaften der Gliomzellen

wurde im Boyden-Chamber-Assay (vgl. 2.2.1.10) untersucht. Hierbei mussten die Zellen

zunächst eine Matrigel-Schicht überwinden und dann durch die Mikroporen der Membran

wandern. Als Chemoattraktans diente konditioniertes Fibroblastenmedium. Es wurden

U373 MG-Zellen mit 10 nM (f. c.) EGFR-spezifischer siRNA EGR10 oder Kontroll-

siRNA EGR12 transfiziert und einerseits mit Zellen verglichen, die nur

Transfektionsmittel erhielten (mock), und andererseits mit Zellen, die mit 20 µM AG1478

behandelt wurden. Als Kontrolle für die AG1478-Behandlung diente die Zugabe von

DMSO. Es wurden drei unabhängige Experimente mit jeweils drei Ansätzen miteinander

verglichen.

Es zeigte sich zunächst, dass alle Kontrollen (mock, siRNA EGR12, DMSO) eine relativ

gute Übereinstimmung in der Anzahl der gewanderten Zellen aufwiesen, so dass eine

ausreichende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewährleistet war. Außerdem ließ sich

feststellen, dass die siRNA-vermittelte Herunterregulierung des EGFR nicht ausreichend

war, um eine verminderte Invasion und Migration der U373 MG-Gliomzellen zu bewirken.

Es ließ sich sogar eher noch ein verstärkender Effekt in der mit siRNA EGR10-

transfizierten Population gegenüber den Kontrollgruppen beobachten. Dagegen hatte die
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Behandlung der Zellen mit AG1478 eine deutliche Reduktion in der Zahl der gewanderten

Zellen zur Folge.
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Abb. 29: Invasion und Migration von U373 MG-Zellen im Boyden-Chamber-Assay

U373 MG-Gliomzellen wurden nach Transfektion mit 10 nM siRNA EGR10 bzw. EGR12 oder nach Zugabe
von 20 µM AG1478/DMSO 96 h in DMEM + 10 % FCS kultiviert und anschließend ihr Migrationsverhalten
in der Boyden-Kammer untersucht. Bei jeder Behandlungsgruppe wurden drei Bestimmungen angesetzt,
insgesamt wurde der Assay dreimal unabhängig durchgeführt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aller
Quantifizierungen (n=9).

3.3.6    Einfluss auf EGFR-abhängige Signalwege

3.3.6.1 Regulation von Proteinkinase B

Die EGFR-abhängige Aktivierung von Phospho-Inositol-3-Kinase (PI(3)K) führt zur

Phosphorylierung und Aktivierung der Proteinkinase B (PKB/AKT) und stellt einen der

Hauptwege der EGFR-vermittelten Signaltransduktion dar. Besondere Bedeutung wird

dem PKB-Signalweg in der Vermittlung antiapoptotischer Stimuli beigemessen (Besson

und Yong, 2001; Brunet et al., 1999; Cardone et al., 1998; Datta et al., 1997) und seine

Aktivierung könnte zur Resistenz von Gliomzellen gegenüber Bestrahlung und

Chemotherapie beitragen. Um zu untersuchen, ob die EGFR-Regulation durch siRNA
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EGR10 Einfluss auf den Aktivierungszustand des nachgeschalteten Signalmoleküls

Proteinkinase B hatte, wurden U373 MG- und LN18-Gliomzellen zunächst mit 10 nM

(f. c.) siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA unter Standardbedingungen transfiziert. 72 h

nach der Transfektion wurde auf serumfreies Medium gewechselt und weitere 24 h später

die Zellen mit 20 ng/ml epidermal growth factor (EGF) stimuliert. Vor der EGF-Gabe

(t=0 min) und zu verschiedenen Zeitpunkten danach wurde das Gesamtprotein isoliert und

anschließend die PKB-Aktivierung mit einem für das phosphorylierte Protein spezifischen

Antikörper im Western Blot untersucht. Zur Kontrolle wurde Gesamt-PKB nachgewiesen.

U373 MG         LN18

                             siRNA EGR10                     siRNA EGR12                             siRNA EGR10                    siRNA EGR12

                0 min   15 min    1h       3h     0 min   15 min     1h      3h         0 min   15 min   1h      3h    0 min  15 min    1h      3h

           

            

           

                                     AG1478                                 DMSO                                          AG1478                           DMSO

                 0 min   15 min     1h      3h       0 min   15 min    1h       3h        0 min   15 min    1h     3h    0 min   15 min    1h       3h

            

           

Abb. 30: Aktivierung von Proteinkinase B (PKB/AKT) in U373 MG- und LN18-Gliomzellen

U373 MG- und LN18-Zellen wurden entweder mit siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 (10 nM
f. c.) transfiziert oder mit dem spezifischen EGFR-Inhibitor AG1478 (20 µM f. c.) behandelt. 72 h später
erfolgte ein Wechsel zu serumfreien Bedingungen und weitere 24 h danach eine Stimulation der Zellen mit
epidermal growth factor (EGF, 20 ng/ml). Das Gesamtprotein wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach
EGF-Gabe isoliert und der Aktivierungszustand von PKB/AKT im Western Blot untersucht.
A: EGFR-Expression nach Transfektion mit EGR10 zur Kontrolle der Wirksamkeit der siRNA; B: PKB
unphosphoryliert nach Transfektion mit siRNAs EGR10, EGR12; C: phospho-PKB nach Transfektion mit
siRNAs EGR10, EGR12; D: PKB unphosphoryliert nach AG1478/DMSO-Behandlung; E: phospho-PKB
nach AG1478/DMSO-Behandlung.
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Es zeigte sich, dass der EGFR in beiden Zellinien durch die Transfektion mit siRNA

EGR10 substantiell herunterreguliert worden war und die Proteinmenge im Verlauf der

Untersuchung nach der Stimulation mit EGF durch Internalisierung und Degradierung

noch zusätzlich abnahm (vgl. Abb. 30, A). Die RNAi-vermittelte verringerte EGFR-

Expression hatte jedoch keinen Einfluss auf die Menge an aktivierter Proteinkinase B (vgl.

Abb. 30, C). Wie für LN18-Zellen schon gezeigt (Schlegel et al., 2000), lag auch in

U373 MG-Zellen das Protein konstitutiv phosphoryliert vor (starke phospho-PKB-

Expression unter serumfreien Bedingungen auch ohne EGF-Stimulation; vgl. Abb. 30 C,

E). Dies könnte im Fall der U373 MG-Linie durch das Fehlen des Tumorsuppressors

PTEN bedingt sein, der ein negativer Regulator des PKB/AKT-Signalwegs ist (Stambolic

et al., 1998) und dessen Deletion mit einer konstitutiven Phosphorylierung von PKB in

Verbindung gebracht wurde (Schlegel et al., 2000). Bei Zugabe des spezifischen EGFR-

Inhibitors AG1478 ließ sich jedoch in beiden Zellinien eine deutliche Verminderung von

phospho-PKB gegenüber der DMSO-Kontrolle nachweisen.

3.3.6.2 Regulation der MAP-Kinasen ERK1/2

Ein weiterer Signalweg, der von EGFR aktiviert werden kann, ist die Kaskade der mitogen

activated protein kinases (MAPKs) über Ras und MEK1/2 zu ERK1/2 (extrazellular-

regulierte Kinasen 1/2, MAPK p44/p42) wodurch eine Vielzahl zellulärer Antworten wie

Proliferation und Differenzierung hervorgerufen werden können (Besson und Yong, 2001;

Feldkamp et al., 1997). Analog zu den Untersuchungen des PI(3)K/PKB-Signalwegs (vgl.

3.3.6.1) sollte die Auswirkung der siRNA-vermittelten EGFR-Regulation auf die

Aktivierung von Erk1/2 in den beiden Gliomzellinien U373 MG und LN18 untersucht

werden. Die Gliomzellen wurden wiederum mit 10 nM EGFR-spezifischer siRNA EGR10

bzw. Kontrolle EGR12 transfiziert und zum Vergleich parallele Kulturen mit dem

Tyrosinkinase-Inhibitor AG1478 (20 µM) bzw. DMSO behandelt. 72 h nach Transfektion

wurde den Zellen das Serum entzogen und diese nach weiteren 24 h durch Zugabe von

EGF (20 ng/ml) stimuliert. Zum Zeitpunkt 0 min (vor EGF-Zugabe) und zu mehreren

Zeitpunkten nach Aktivierung mit EGF wurde das Gesamtprotein isoliert und die

Phosphorylierungsstatus der MAP-Kinasen Erk1/2 im Western Blot untersucht. Als

Kontrolle wurde die Gesamt-Proteinmenge von Erk1/2 nachgewiesen.
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U373 MG                                                           LN18
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Abb. 31: Aktivierung von ERK1/2 in U373 MG- und LN18-Gliomzellen

U373 MG und LN18-Zellen wurden mit EGFR-spezifischer siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12
(10 nM f. c.) transfiziert oder mit AG1478 (20 µM f. c.) behandelt. 72 h später erfolgte ein Medienwechsel
zu serumfreien Bedingungen und weitere 24 h danach eine Stimulation der Zellen mit (20 ng/ml). Das
Gesamtprotein wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach EGF-Gabe isoliert und der Aktivierungszustand
von Erk1/2 im Western Blot untersucht.
A: Erk1/2 unphosphoryliert nach Transfektion mit siRNAs EGR10, EGR12; B: phospho-Erk1/2 nach
Transfektion mit siRNAs EGR10, EGR12; C: Erk1/2 unphosphoryliert nach AG1478/DMSO-Behandlung;
D: phospho-Erk1/2 nach AG1478/DMSO-Behandlung.

Während das Gesamt-Expressionsniveau von ERK1/2 unverändert blieb, kam es 15 min

nach Zugabe von EGF sowohl in U373 MG als auch in LN18-Gliomzellen zu einer starken

Aktivierung der MAP-Kinasen, die innerhalb des beobachteten Zeitraums von 3 h wieder

auf den Ausgangswert zurückging. In den mit siRNA EGR10-transfizierten Zellen zeigte

sich kein inhibitorischer Effekt auf die Kinasen-Phosphorylierung, wohingegen die

Inkubation mit AG1478 in beiden Zellinien einen starken Rückgang der Menge an

aktivierten ERK1/2 bewirkte.
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3.4     Genexpressionsanalyse durch Mikroarrays

Um den Einfluss der EGFR-Regulation auf das Expressionsmuster der U373 MG-Zellen

zu untersuchen, wurden GeneChip-Array-Analysen durchgeführt. Da die bis hierhin

durchgeführten Experimente keinen Effekt auf den Phänotyp der Gliomzellen

nachgewiesen hatten, sollte der Array Aufschluss über mögliche bislang nicht untersuchte

Signalwege und zelluläre Funktionen geben. In drei unabhängigen Experimenten wurden

U373 MG-Zellen jeweils mit siRNA EGR10 bzw. EGR12 (f. c. 10 nM) transfiziert und für

insgesamt 96 h kultiviert (für detaillierte Versuchsbedingungen s. 2.2.3.4), da nach diesem

Zeitraum die maximale EGFR-Proteinreduktion nachgewiesen worden war (vgl. 3.2.2) und

man somit auch einen maximalen Einfluss auf die Expression von EGFR-regulierten

Genen bei Stimulation mit einem spezifischen Liganden (EGF) erwarten konnte. Die

RNA-Isolierung erfolgte 6 h nach Zugabe von EGF, da möglichst sowohl die Regulation

von schnell, als auch von erst verzögert ansprechenden Genen erfasst werden sollte. Ein

Verlauf der Expressionsänderung über mehrere Zeitpunkte wäre wünschenswert, war aus

Kostengründen jedoch nicht durchführbar.

Mit den gewonnenen RNAs wurden insgesamt drei Experimente durchgeführt (vgl.

2.2.3.4.3). Dabei wurden pro Experiment jeweils zwei Arrays hybridisiert, einer mit RNA

aus siRNA EGR10- und der andere mit RNA aus Kontroll-siRNA transfizierten Zellen. Es

stellte sich zunächst heraus, dass es nicht möglich war, die EGR10-transfizierten Proben

auf der einen und die EGR12-transfizierten auf der anderen Seite zusammenzufassen, da

sich die zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgeführten Experimente sehr viel stärker

voneinander unterschieden als die Behandlungsgruppen. Somit war nur ein paarweiser

Vergleich (10 vs. 12) der jeweils aus einem Experiment stammenden Arrays möglich. Im

Anschluss daran wurden dann die drei Arraypaare miteinander auf Übereinstimmungen in

ihren Expressionsmustern untersucht. Die hier verwendeten GeneChip Arrays (U133 A)

von Affymetrix enthielten über 22.000 Einzelsonden mit 18.400 Transkripten von 14.500

Genen, 46,2 % der Transkripte waren durchschnittlich in den Proben nachweisbar

(present). Es stellte sich heraus, dass die Unterschiede in den beiden Gruppen (siRNA

EGR10 vs. Kontroll-siRNA EGR12) insgesamt nur sehr gering waren. Es wurden daher

mehrere, dafür weniger stringente Kriterien zur Auswertung herangezogen und das

Hauptaugenmerk auf die Reproduzierbarkeit auch kleiner Unterschiede gelegt
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(vgl. 2.2.3.4.3). Dadurch ergab sich eine reproduzierbare differenzielle Expression von

insgesamt 103 Transkripten (0,56 %) bzw. 95 Genen (0,66 %). 44 der Gene waren auf- und

51 herunterreguliert. Tabelle 11 zeigt eine Liste der unter Anwendung der in 2.2.3.4.3

aufgeführten Kriterien als signifikant verändert eingestuften Gene.

Gensymbol Affymetrix
Probe Set

Titel -fache
Änderung
der
Expression
(RMA/MAS)

paired t-test
(RMA/MAS)

Punkte

EGFR (*2) 201983_s_at
201984_s_at

Epidermal growth factor receptor -4,98/-4,29
-1,48/-1,87

0,012/0,008
0,029/0,049

11
10

ARHI 215506_s_at Ras homolog gene family member 1 -1,97/-1,95 0,037/0,076 10
ALDH1A3 203180_at Aldehyd dehydrogenase family member A3 -1,79/-1,91 0,038/0,039 11

IQGAP1 213446_s_at IQ motif containing GTPase activating
protein 1

-1,77/-2 0,005/0,001 10

DUSP5 209457_at Dual specifity phosphatase 5 -1,75/-1,74 0,048/0,004 10
ESDN 213865_at Endothelial and smooth muscle cell-derived

neuropilin-like protein
-1,68/-2,19 0,196/0,067 8

MCL1 200798_x_at Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-
related)

-1,66/-1,41 0,,095/0,101 8

PTPN12 216915_s_at Protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 12

-1,65/-1,55 0,08/0,066 10

MAP4K4(*2) 218181_s_at
206571_s_at

Mitogen-activated protein kinase kinase
kinase kinase 4

-1,6/-1,41
-1,37/-1,59

0,175/0,1
0,028/0,02

9
11

IL8 202859_x_at Interleukin 8 -1,59/-1,41 0,036/0,09 10
P37NB 205381_at 37 kDa leucine rich repeat protein -1,58/-1,7 0,023/0,194 8
PLXNA1 221538_s_at Plexin A1 -1,58/-1,87 0,033/0,001 11
HSMPP8 221771_s_at M-phase phosphoprotein mpp8 -1,56/-1,48 0,007/0,024 10
RIS1 213338_at Ras-induced senescence 1 -1,55/-2,05 0,039/0,101 8
DTR (*2) 38037_at

203821_at
Diphteria toxin receptor (heparin-binding
epidermal growth factor-like growth factor,
HB-EGF)

-1,55/-1,82
-1,46/-2,52

0,21/0,,01
0,001/0,054

11
11

LIF 205266_at Leukemia-inhibitory factor -1,49/-1,59 0,027/0,062 9
CDC42BPB 217849_s_at CDC42 binding protein kinase beta (DMPK-

like)
-1,49/-1,38 0,147/0,042 8

SYBL1 202829_s_at Synaptobrevin-like 1 -1,49/-1,48 0,113/0,091 9
PHLDA1 218000_s_at Pleckstrin homology-like domain, family A,

member1
-1,48/-2,52 0,101/0,099 8

DDEF1 221039_s_at Development and differentiation enhancing
factor 1

-1,48/-1,52 0,015/0,074 11

FOSL2 218880_at FOS-like antigen 2 -1,47/-1,35 0,096/0,052 10
PTHLH 206300_s_at Parathyroid hormone-like hormone -1,45/-1,35 0,074/0,045 10
MAP2K3 (*2) 215498_s_at

215499_at
Mitogen-activated protein kinase kinase 3 -1,43/-1,52

-1,18/-1,38
0,047/0,121
0,059/0,042

9
8

PLAUR 210845_s_at Plasminogen activator, urokinase receptor -1,43/-1,32 0,012/0,047 10
FN1 216442_x_at Fibronectin 1 -1,42/-1,35 0,045/0,019 10
TCF7L2 (*2) 212762_s_at

216511_s_at
Transcription factor 7-like 2/TCF 4 -1,42/-1,26

-1,36/-1,32
0,058/0,067
0,293/0,097

8
8

SPRY4 221489_s_at Sprouty homolog 4 (drosophila) -1,41/-1,52 0,051/0,072 10
HMGA1 206074_s_at High mobility group AT-hook 1 -1,41/-1,7 0,009/0,206 9
SFRP1 202036_s_at Secreted frizzled-related protein 1 -1,41/-1,38 0,05/0,045 10
FOXM1 202580_x_at Forkhead box M1 -1,4/-1,38 0,255/0,088 8
RBPMS 209488_s_at RNA binding protein with multiple splicing -1,38/-1,41 0,016/0,065 8

ITGA7 209663_s_at Integrin alpha 7 -1,38/-1,59 0,183/0,094 8
CPA4 205832_at Carboxypeptidase A4 -1,37/-1,45 0,199/0,036 8

SLC5A3
213164_at Solute carrier family 5 (inositol transporters),

member 3
-1,36/-1,29 0,003/0,03 8
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Gensymbol Affymetrix
Probe Set

Titel -fache
Änderung
der
Expression
(RMA/MAS)

paired t-test
(RMA/MAS)

Punkte

SHC1 214853_s_at SHC (Src homology 2 domain containing
transforming protein

-1,35/-1,29 0,026/0,029 8

DCTN1 201082-s_at Dynactin 1 -1,35/-1,55 0,169/0,079 8
SAC2 203607_at Sac domain-containing inositol phosphatase 2 -1,35/-1,35 0,216/0,089 8
BCL2L1 212312_at BCL2-like 1 -1,35/-1,48 0,053/0,076 9
TIAM1 213135_at t-cell lymphoma invasion and metastasis 1 -1,34/-1,32 0,025/0,075 10
PITPN 201192_s_at Phosphatidylinositol transfer protein -1,34/-1,23 0,014/0,07 8
DUSP6 208893_s_at Dual specifity phosphatase 6 -1,34/-2,09 0,006/0,068 11
p66alpha 218131_s_at p66alpha -1,29/-1,35 0,018/0,086 8
TNC 216005_at Tenascin C -1,27/-1,32 0,04/0,026 8
FLJ12750 221704_s_at -1,27/-1,41 0,006/0,048 8
RAB31 217762_s_at RAB31 member RAS oncogene family -1,25/-1,32 0,05/0,044 8
ETS2 201329_s_at v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene

homolog 2
-1,24/-1,32 0,053/0,01 8

MET 213816_s_at Met proto-oncogene (hepatocyte growth
factor receptor)

-1,24/-1,35 0,051/0,,079 8

INPP5A 203006_at Inositol phosphatase-5-phosphatase, 40 kDa -1,23/-1,32 0,001/0,047 8

NR1D1
204760_s_at Nuclear receptor subfamily 1, group D,

member 1 -1,22/-2,09
0,011/0,035 8

P4HA2 202733_at Procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-
dioxygenase

1,25/1,35 0,058/0,072 8

NUDT9 218375_at Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety
X) type motif 9

1,32/1,41 0,221/0,063 8

ANXA1 201012_at Annexin A1 1,34/1,38 0,011/0,004 10
AKR1C1 204151_x_at Aldo-keto reductase family 1 member C1 1,34/1,45 0,081/0,153 8
SFRS7 214141_x_at Splicing factor, arginine/serine-rich 7, 35 kDa 1,341,35 0,107/0,038 8

SMARCA1 215294_s_at SW1/SNF related, matrix-associated, actin-
dependent regulator of chromatin, subfamily
A member 1

1,35/2,7 0,014/0,046 8

DUT 209932_s_at DUTP pyrophosphatase 1,35/1,45 0,052/0,015 10
ANKT 219978_s_at Nucleolar protein 1 1,35/1,38 0,002/0,056 10
MYLK 202555_s_at Myosin light polypeptide kinase 1,36/1,45 0,074/0,032 10
NUP88 202900_s_at Nucleoporin 88 kDa 1,38/1,35 0,099/0,089 9
HEBP2 203430_at Heme binding protein 2 1,41/1,35 0,05/0,026 9
CREG 201200_at Cellular repressor of E1A-stimulated genes 1,41/1,32 0,07/0,096 10
EFEMP1 201842_s_at EGF-containing fibulin-like extracellular

matrix protein 1
1,41/1,38 0,004/0,01 11

FLJ12671 212766_s_at 1,41/1,48 0,014/0,028 9
ALCAM 201951_at Activated leukocyte cell adhesion molecule 1,41/1,41 0,002/0,056 9
SERPINA3 202376_at Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade

A, member 3
1,42/1,32 0,388/0,012 8

PDCD2 213581_at Programmed cell death 2 1,42/1,41 0,074/0,218 8
CSPG6 209257_s_at Chondroitin sulfate proteoglycan 6 (Bamacan) 1,42/1,48 0,219/0,096 8

RARG-1 (*2) 202882_x_at
210097_s_at

Retinoic acid repressible protein 1,44/1,32
1,37/1,32

0,021/0,044
0,031/0,011

8
9

OAZ1 215947_s_at Ornithine decarboxylase antizyme1 1,44/1,38 0,026/0,02 10
HBLD2 209274_s_at HESB-like domain containing 2 1,45/1,45 0,082/0,105 8
C6ORF111 212177_at Chromosome 6 open reading frame 111 1,45/1,48 0,025/0,156 9
ARL5 218150_at ADP-ribosylation factor-like 5 1,46/1,45 0,036/0,115 8
DMN 212730_at Desmuslin 1,46/1,38 0,074/0,141 8
GPC4 204984_at Glypican 4 1,46/1,35 0,068/0,07 10
TNFRSF10B 209295_at Tumor necrosis factor receptor superfamily,

member 10b
1,47/1,45 0,017/0,069 11

SSB 201138_s_at Sjogren Syndrome Antigen B (autoantigen
La)

1,48/1,52 0,086/0,039 11

SCRG1 205475_at Scrapie responsive protein 1 1,48/1,41 0,097/0,138 8
IGSF4 209030_s_at Immunoglobulin superfamily, member 4 1,49/1,45 0,018/0,023 9
THOC2 212994_at THO complex 1,53/1,35 0,016/0,026 10
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Gensymbol Affymetrix
Probe Set

Titel -fache
Änderung
der
Expression
(RMA/MAS)

paired t-test
(RMA/MAS)

Punkte

TOP2A 201291_s_at Topoisomerase (DNA) II alpha 170kDA 1,54/1,55 0,069/0,047 11
SCA1 203232_s_at Spinocerebellar ataxia 1 1,58/1,7 0,034/0,069 11
S164 212027_at S 164 protein 1,61/1,62 0,074/0,055 10
MYCBP 203359_s_at c-myc binding protein 1,64/1,66 0,019/0,161 9
AKR1B10 206561_s_at Aldo-keto-reductase family 1, member B10 1,65/1,59 0,1/0,056 8
EDNRB 204271_s_at Endothelin receptor type B 1,65/1,48 0,002/0,084 11
CUTL1 214743_at Cut-like 1, CCAAT displacement protein

(Drosophila)
1,67/1,59 0,057/0,038 11

CDC10 213151_s_at CDC10 cell division cycle 10 homolog 1,69/1,59 0,011/0,022 11
COL11A1 37892_at Collagen type XI, alpha 1 1,69/1,74 0,088/0,121 8
FABP7 205029_s_at Fatty-acid binding protein 7, brain 1,74/1,66 0,035/0,104 9
ARL61P 211935_at ADP-ribosylation factor-like 6 interacting

protein
1,9/1,74 0,09/0,125 8

PAIP1 (*5) 210283_x_at
213754_s_at
208051_s_at
209064_x_at
209063_x_at

Polyadenylate binding protein interacting
protein 1

1,93/2
1,92/1,82
1,92/1,78
1,83/1,87
1,81/1,87

0,068/0,049
0,041/0,061
0,089/0,113
0,073/0,046
0,066/0,033

11
11
9
11
11

HMGN3 209377_s_at High mobility group nucleosomal binding
domain 3

2,05/2 0,081/0,142 9

Tabelle 11: Ergebnis der Mikroarray-Analyse

Dargestellt sind die 95 Gene, die in den mit EGFR-spezifischer siRNA EGR10 behandelten Zellen unter den
verwendeten Kriterien als differenziell exprimiert gewertet wurden. Affymetrix Probe Set bezeichnet die auf
dem Array aufgebrachten spezifischen Oligonukleotidsequenzen, durch die das jeweilige Transkript
repräsentiert wird. Einige Gene wurden auf jedem Array durch mehrere verschiedene Probe Sets
repräsentiert, um bspw. die Expression von unterschiedlichen Splicevarianten nachweisen zu können. Die
Sequenzen können über die Affymetrix-Webseite abgefragt werden (www.affymetrix.com). In der Spalte zur
Expressionsänderung sind die über die RMA-Analyse bzw. den MAS 5.0-Algorithmus erhaltenen
entlogarithmierten Werte als x-fache Änderung der Expression nach „oben“ (+, Induktion) oder „unten“
(-, Repression) gegenüber den kontrolltransfizierten Zellen angegeben (vgl. 2.2.3.4.3). Die Ergebnisse der
paired t-test beziehen sich jeweils auf die in der RMA- bzw. MAS 5.0-Analyse erhaltenen Werte. Die Spalte
„Punkte“ gibt Aufschluss über die durch die verschiedenen Kriterien (Änderung der Expression, paired t-test,
detection; vgl. 2.2.3.4.3) in das Wertesystem eingegangenen Punkte mit der maximalen Anzahl 11 (höchste
Signifikanz).

Für das Transkript des EGFR findet man mit einer 5-fachen Herunterregulierung von

einem der Probe Sets die stärkste Regulation im gesamten Mikroarray. Dieser Wert stimmt

sehr gut mit den in der real-time PCR erhaltenen Daten überein (vgl. 3.2.3) und lässt auf

die prinzipielle Richtigkeit der in den Expressionsanalysen erhaltenen Aussagen schließen.

Insgesamt wird der EGFR im hier verwendeten Array durch sechs unterschiedliche Probe

Sets repräsentiert, wodurch der größte Teil der EGFR-mRNA abgedeckt wird. Zwei dieser

Probe Sets wurden als signifikant verändert gewertet (vgl. Tab.11), für die anderen wurde

das angelegte Signifikanzniveau nicht erreicht. Dies lag v. a. daran, dass nicht in allen

Arrays ein Signal detektiert wurde, d.h. die Probe Sets wurden als not present gewertet.
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Das am stärksten aufregulierte Gen ist HMGN3/TRIP7, dessen Produkt zur Familie der

Nukleosom-bindenden Proteine gehört und einen transkriptionellen Cofaktor mit besonders

ausgeprägter Expression in Astrozyten darstellt (Ito und Bustin, 2002). Unter den

reprimierten Genen finden sich vor allem solche, für die eine Beteiligung bei der Migration

und Invasion von Zellen nachgewiesen wurde (DDEF1, HMGA1, TIAM1, TNC, ESDN,

PTHLH, IQGAP, UPAR, ETS-2, MAP4K4, MET, ITGA7, FN). Zum anderen sind

proliferationsfördernde (FOSL2, FOXM1B, MAP2K3, TCF7L2) und anti-apoptotische

(MCL1, BCL2L) Gene herunterreguliert. Mit DTR (diphteria-toxin receptor/heparin-

binding EGF-like growth factor, HB-EGF) findet sich außerdem ein EGFR-spezifischer

Ligand unter den stark herunterregulierten Genen. Die durch die EGFR-Regulation

induzierten Gene bildeten eine funktionell sehr heterogene Gruppe. Neben einigen

proapoptotischen Genen (TNFRSF10B, PCD2) fanden sich verschiedene DNA- bzw.

RNA-bindende Moleküle (ANKT, SCA1 SMARCA1, bzw. PAIP1, SSB, THOC2,

SFRS7), sowie Transkripte aufreguliert, deren Produkte bei der Ausbildung der

extrazellulären Matrix (ECM) und bei Kommunikationsvorgängen über diese eine Rolle

spielen (COLXI 1A, ALCAM, IGSF4, EFEMP1).

3.5.1   Bestätigung der Array-Daten durch quantitative real-time PCR
(QRT-PCR)

Um die in den Expressionsanalysen gewonnenen Daten zu verifizieren, wurde für fünf

Gene exemplarisch eine quantitative real-time PCR (QRT-PCR) durchgeführt. U373 MG-

Gliomzellen wurden parallel zu den Proben für die Mikroarray-Experimente mit siRNA

EGR10 bzw. EGR12 transfiziert und nach einer Inkubationszeit von 72 h mit

anschließendem Serumentzug (24 h) für 6 h mit EGF stimuliert. Anschließend wurde die

RNA isoliert, wie unter 2.2.3.2 beschrieben prozessiert und in die QRT-PCR eingesetzt

(s. 2.2.3.3). Für die Analyse wurden exemplarisch zwei induzierte Gene (endothelin

receptor type B (EDNRB), high mobility group nucleosomal binding domain 3

(HMGN3/TRIP7)) und drei reprimierte Gene (heparin-binding EGF-like growth factor

(HB-EGF), IQ motif containing GTPase activating protein 1 (IQGAP), Interleukin-8

(IL-8)) ausgewählt. Es wurden für jedes Gen drei unabhängige PCR-Läufe mit jeweils drei

Ansätzen durchgeführt. Die erhaltenen Expressionsdaten wurden zunächst auf die

GAPDH-Expression der Probe normalisiert und anschließend die x-fache Änderung der
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Expression des jeweiligen Gens gegenüber den kontrolltransfizierten Zellen ermittelt. Die

im Mikroarray und in der real-time PCR erhaltenen Daten sind in Abb. 32 miteinander

verglichen.

Abb. 32: Validierung der Mikroarray-Daten durch quantitative real-time PCR

U373 MG-Zellen wurden analog zu den Mikroarray-Experimenten transfiziert und inkubiert, anschließend
wurde die RNA nach 6-stündiger Stimulation mit EGF isoliert. Mit Hilfe der real-time PCR wurden die
Änderungen in der Transkription von fünf Genen nachgewiesen, die im Mikroarray als differenziell
exprimiert gefunden wurden. Die Mittelwerte der drei Arrayexperimente und von drei QRT-PCR-
Quantifizierungen wurden miteinander verglichen (n=3). Die Zahlenwerte geben die relative Änderung der
Expression an.

Zum einen war festzustellen, dass sich auch bei vergleichsweise niedrig exprimierten

Genen wie beim EDNRB Unterschiede in der Expression durch die PCR nachweisen

ließen. Auch relativ kleine Veränderungen in der Transkriptionsrate wie bei IL-8 mit einer

im Mikroarray festgestellten –1,6-fachen Regulation gegenüber der Kontrollgruppe

konnten reproduziert werden. Die in der QRT-PCR erhaltenen Daten von 4 der 5

untersuchten Gene stimmten weitestgehend mit den Ergebnissen aus der Mikroarray-

Analyse überein, wobei die Unterschiede in der PCR insgesamt etwas stärker ausfielen.

Hingegen ließ sich die im Array ermittelte verminderte Expression von IQGAP nicht

wiederholen.
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IV. Diskussion

Kaum ein Bereich in der naturwissenschaftlichen Forschung hat in den letzten Jahren eine

so rasante Entwicklung durchgemacht wie die Entdeckung und Untersuchung neuer

Funktionen von Ribonukleinsäuren in der Zelle. RNA-Interferenz (RNAi) und die Rolle

von small interfering RNAs in unterschiedlichen zellulären Regulationsvorgängen wurden

2002 als „breakthrough of the year“ gefeiert (Couzin, 2002). Die Anwendung von siRNAs

zur spezifischen Genregulation durch Abbau der zugehörigen mRNA wurde in

Säugerzellen erstmals 2001 von der Arbeitsgruppe um Tuschl publiziert (Elbashir et al.,

2001a). Durch die Zusammenarbeit mit der siRNA-Forschergruppe um Dr. Roland

Kreutzer und Dr. Stefan Limmer (Alnylam Europe AG, Kulmbach), war es uns möglich,

etwa zur gleichen Zeit mit Untersuchungen in der neuro-onkologischen

Grundlagenforschung zum Einsatz dieser völlig neuartigen Technologie zu beginnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die Applikation der siRNAs in humanen

Gliomzellen etabliert und optimiert, um dann gezielt die Expression eines tumorrelevanten

Gens zu reprimieren. Hierfür wurde der in Glioblastomen häufig fehlregulierte epidermal

growth factor receptor (EGFR) gewählt. In zwei gut charakterisierten Gliomzellinien,

U373 MG und LN18, sollte der hemmende Effekt dieses spezifischen EGFR-Knockdowns

auf verschiedene Parameter des Tumorzellwachstums untersucht werden. Zusätzlich wurde

die Änderung der Genexpression nach siRNA-vermittelter EGFR-Regulation mit Hilfe von

Mikroarrays analysiert.

4.1     Applikation von siRNAs in humanen Gliomzellinien

Am Anfang dieser Arbeiten standen zunächst methodische Überlegungen. Einerseits war

noch nicht bekannt, ob der RNAi-Mechanismus in allen humanen Zelltypen funktionell

aktiv war und davon abhängig die Anwendung von siRNAs in astrozytären Gliomzellen

möglich sein würde. Andererseits gab es nur wenige Daten zur erfolgreichen Applikation

von siRNAs. Daher mussten zunächst Untersuchungen zu ihrem optimalen Einsatz in den

von uns verwendeten Zellen durchgeführt werden. Dies geschah zu Beginn noch durch

Kotransfektion von Plasmiden, die ein Reportergen (enhanced green fluorescent protein,
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eGFP) enthielten, zusammen mit eGFP-spezifischen siRNAs in die Gliomzellen. Dies

erwies sich jedoch als schwierig, da die Transfektionseffizienz hierbei nur äußerst gering

(<2 % der Zellen) und ein spezifischer Effekt daher nicht nachweisbar war (Daten nicht

gezeigt). Durch den Einsatz einer stabil eGFP exprimierenden Gliomzellinie (U373eGFP)

und durch die Regulation von endogenem b-Aktin, für das eine erfolgreiche siRNA-

vermittelte Modulation in vitro nachgewiesen worden war (Harborth et al., 2001), wurde

ein direkterer Weg eingeschlagen. Dabei stellte sich heraus, dass es entgegen

ursprünglicher Annahmen von entscheidender Bedeutung war, die Zellen bei sehr geringer

Dichte zu transfizieren. Transfektionsexperimente mit Antisense-Oligonukleotiden und

Kotransfektionsversuche mit Plasmiden waren in unserer Arbeitsgruppe bei einer

Konfluenz von ca. 80 % bereits erfolgreich durchgeführt worden. Die siRNA-Transfektion

benötigte dagegen eine Zelldichte von 20-30 % (vgl. 3.1.1.2.1, Abb. 9). Dadurch wurde

das Testen verschiedener Transfektionsmittel nötig, da bei geringer Verträglichkeit nur

eine sehr kleine Anzahl von Zellen die Behandlung überlebte. Unter optimierten

Bedingungen konnte dann eine Transfektionseffizienz von über 90 % erreicht werden (vgl.

3.1.1.1.2, Abb. 8). Weitere Untersuchungen zeigten die Konzentrationsabhängigkeit des

siRNA-vermittelten Effekts. Eine spezifische Regulation der eGFP- (und später der

EGFR-) Expression konnte bereits bei einer Endkonzentration von 0,1 nM siRNA

nachgewiesen werden (vgl. 3.1.1.1.2, Abb. 7 und 3.2.2.1, Abb. 11). Konzentrationen von

50 nM und darüber führten teilweise zu zytotoxischen Effekten und konnten zudem die

regulatorische Wirkung gegenüber einer Konzentration von 10 nM nicht mehr weiter

verstärken (vgl. 3.1.1.1.2, Abb. 6). Nach Optimierung der verschiedenen Parameter konnte

hier also durch die Regulation von eGFP und b-Aktin der proof of principle für die

erfolgreiche Anwendung von siRNAs in verschiedenen Gliomzellinien erbracht werden.

4.2     Regulation des EGFR durch siRNAs

Im nächsten Schritt sollte die Regulation eines für die Progression von glialen Tumoren

des ZNS potentiell relevanten Gens stehen. Es lag nahe, die Expression des in humanen

Gliomen am häufigsten überexprimierten Gens, des epidermal growth factor receptor

(EGFR; Kleihues und Ohgaki, 1999) durch siRNAs zu unterdrücken. Die bei 40-50 % aller
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hochgradigen Gliome gefundene Überexpression (Ekstrand et al., 1991; Libermann et al.,

1985; Wong et al., 1987) kann mit einer Genamplifikation verbunden sein, die wiederum

in ca. 40 % dieser Fälle mit einer Mutation des Rezeptors gekoppelt ist (Frederick et al.,

2000). Durch den EGFR vermittelte Signale modulieren Proliferation, Adhäsion, Invasion

und Migration von neoplastischen Zellen, beeinflussen deren Überlebensrate und spielen

eine Rolle bei der Neubildung von Gefäßen (Woodburn, 1999).

4.2.1 Identifizierung einer funktionellen EGFR-spezifischen siRNA

Es wurden mehrere EGFR-spezifische siRNAs synthetisiert und auf ihre Funktionalität

getestet. Diese waren zum einen gegen verschiedene Abschnitte der mRNA gerichtet, zum

anderen besaßen sie strukturelle Unterschiede durch unterschiedliche Längen und

Überhange an den Enden der Duplexe (vgl. 3.2.1, Tab. 10). Dabei stellte sich heraus, dass

keine der in dieser ersten Synthesephase generierten siRNAs eine Regulation des EGF-

Rezeptors vermittelte (vgl. 3.2.1, Abb. 10 A). Die Ursachen hierfür sind unklar.

Möglicherweise wurden Bereiche der mRNA gewählt, die für den degradierenden RISC-

Komplex schlecht zugänglich waren. Dies erscheint jedoch eher unwahrscheinlich, da

unterschiedliche RNA-Abschnitte als Zielsequenz dienten. Im Gegensatz zu Antisense-

Oligonukleotiden, bei denen die Zugänglichkeit der Zielregion entscheidend von der

mRNA-Konformation abhängt (Ding und Lawrence, 2001), scheint bei der Anwendung

von siRNAs die Sekundärstruktur der RNA eher eine untergeordnete Rolle zu spielen

(Holen et al., 2002; Reynolds et al., 2004). Hingegen können positionelle Verschiebungen

in der Zielsequenz um wenige Nukleotide einen bedeutenden Effekt auf die Funktionalität

der siRNA haben (Holen et al., 2002; Reynolds et al., 2004). Deshalb wird mittlerweile die

siRNA-Sequenz selbst als ausschlaggebender Faktor für ihre Effektivität betrachtet

(Amarzguioui und Prydz, 2004; Reynolds et al., 2004). Die mangelnde Funktionalität der

von uns getesteten siRNAs könnte daher in ihrer Struktur begründet sein. Einerseits

wurden Oligos mit sog. blunt ends ohne Überhänge, andererseits eine Basenlänge von

22 nt plus 2 nt lange Überhänge verwendet. Allerdings konnte auch mit zwei Sequenzen,

die in ihrer Struktur den natürlichen Dicer-Abbauprodukten (Elbashir et al., 2001b)

entsprachen (19-mere mit symmetrischen 2 nt-Überhängen), keine EGFR-Regulation

nachgewiesen werden. Möglicherweise war hierfür die Zielsequenz verantwortlich, oder



IV. Diskussion                                                                                                                                                           89

aber es waren weitere Faktoren ungünstig gewählt, wie bspw. der GC-Gehalt (Reynolds et

al., 2004).

In einer weiteren Synthesephase wurden dann zwei siRNAs generiert, die eine spezifische

Regulation des EGFR in unterschiedlichen Gliomzellinien hervorriefen (siRNA EGR10,

EGR11). Eine entsprechende Kontroll-siRNA mit vier Fehlpaarungen zur Zielsequenz

(EGR12) hatte keinen Einfluss auf die EGFR-Expression (vgl. 3.2.1, Abb. 10 B). Da sich

siRNA EGR10 gegenüber EGR11 in verschiedenen Experimenten als etwas wirksamer

herausstellte (vgl. 3.2.2.2, Abb. 13), beschränkte sich der Großteil der Untersuchungen auf

diese Sequenz.

4.2.2 Regulation der EGFR-Expression durch die spezifische siRNA EGR10

Die Verminderung der EGFR-Gesamtproteinmenge wurde zunächst im Western Blot

gezeigt. Wie schon in den Versuchen mit eGFP wurde auch hier bereits bei 0,1 nM ein

regulatorischer Effekt nachgewiesen, der durch Erhöhung der siRNA-Konzentration auf

über 10 nM nicht mehr verstärkt werden konnte (vgl. 3.2.2.1, Abb. 11). Im zeitlichen

Verlauf zeigte sich 96 h nach Transfektion eine maximale Reduktion der Proteinexpression

um ca. 90 % bei einer Endkonzentration von 10 nM siRNA EGR10 (3.2.2.1, Abb. 12).

Diese Ergebnisse konnten durch durchflusszytometrische und immunzytochemische

Nachweismethoden bestätigt werden (vgl. 3.2.2.2, 3.2.2.3).

Auch auf transkriptioneller Ebene konnte die Funktionalität der siRNA durch spezifischen

Abbau der EGFR-mRNA nachgewiesen werden. Diese wurde ebenfalls um bis zu 90 %

reduziert (vgl. 3.2.3, Abb. 16). Sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene blieb der

Effekt über den gesamten Untersuchungszeitraum von bis zu sechs Tagen bestehen

(3.2.2.1, Abb. 12; 3.2.2.2, Abb. 14; 3.2.3, Abb. 16).

4.2.3 Vergleich von siRNA EGR10 mit EGFR-spezifischem Antisense-Oligonukleotid

Um EGR10 und die neue Substanzklasse der siRNAs näher zu charakterisieren, wurde sie

mit einer anderen, seit Jahren etablierten Methode zur genspezifischen Regulation auf

Nukleinsäurebasis, dem Einsatz von Antisense-Oligodesoxynukleotiden (AS-ODNs)

verglichen. Obwohl es mit Vitravene (Isis Pharmaceuticals) aus dieser Substanzklasse

bereits ein zugelassenes Präparat für die Behandlung von Cytomegalovirus-induzierter
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Retinitis gibt und sich verschiedenste AS-ODNs in klinischen Untersuchungen befinden

(Bogdahn et al., 2004; Übersicht in Dean und Bennett, 2003), konnte bisher auch mit

diesen Molekülen in der Tumortherapie noch kein entscheidender Durchbruch erzielt

werden. In der Antisense-Technologie werden einzelsträngige DNA- oder RNA-Moleküle

unterschiedlicher Länge und mit unterschiedlichen Modifikationen eingesetzt. Durch ihre

Bindung an die komplementäre Sequenz der mRNA wird über verschiedene Mechanismen

die Synthese des entsprechenden Proteins verhindert. Am häufigsten erfolgt dies durch den

RNase H-abhängigen Abbau der mRNA. Weitere Möglichkeiten stellen die Inhibition der

RNA-Prozessierung (splicing) durch Bindung an Intronsequenzen, oder die Blockade der

Translation durch sterische Hinderung der dazu benötigten Proteine dar (Überblick in

Dorsett, 2004). Zumeist werden kurze, 12-25 nt lange DNA-Oligonukleotide mit

unterschiedlichen Modifikationen eingesetzt (Übersicht in Agrawal und Kandimalla,

2000). Eine der häufigsten Veränderungen des Nukleinsäuregerüsts besteht im Austausch

von nicht-brückenbildenden Sauerstoffatomen der Phosphodiesterbindung gegen

Schwefelatome. Von diesen Phosphorthioat-Antisense-Oligonukleotiden (AS-PTOs) ist

bekannt, dass sie besonders effizient die RNase H-vermittelte Degradation der RNA

auslösen. AS-PTOs sind auch die am weitesten in ihrer Entwicklung fortgeschrittenen

Moleküle dieser Substanzklasse. Das hier verwendete EGFR-spezifische AS-PTO (AS02)

wurde erstmals 1999 von L. Witters et al. veröffentlicht und seine Wirksamkeit in

humanen Ovarial- und Lungenkarzinom-Zellinien gezeigt (Witters et al., 1999).

In den von uns durchgeführten Versuchen wurde die Effektivität untersucht, mit der AS02

bzw. siRNA EGR10 die Expression von EGFR-mRNA und -Protein reduzieren. Dabei

zeigte sich eine deutliche Überlegenheit der siRNA gegenüber dem Antisense-

Oligonukleotid. Zum einen wurde durch die siRNA bereits bei sehr viel niedrigeren

Konzentrationen ein Effekt vermittelt. Die Mindestmenge an einzusetzendem AS02 lag bei

500 nM gegenüber 10 nM siRNA EGR10. Die maximale Reduktion der Proteinmenge

durch AS02 betrug ca. 40 %, die mRNA wurde um 80 % vermindert (jeweils 90 % bei

EGR10; vgl. 3.2.4.1 und 3.2.4.2). Der Hauptunterschied zwischen den beiden Substanzen

lag jedoch in der Dauer des vermittelten Effekts. Während bei Antisense-Behandlung die

EGFR-mRNA schon nach 96 h, die Proteinmenge nach spätestens 144 h ihr

Ausgangsniveau wieder erreicht hatten, blieb der siRNA-vermittelte Knockdown über den

gesamten Zeitraum hinweg bestehen.
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Bei diesem Vergleich muss berücksichtigt werden, dass die verwendete

Transfektionsmethode für den Einsatz von siRNAs optimiert wurde. Durch Verwendung

anderer Transfektionsmittel und veränderte Zellkulturbedingungen hätte die Effizienz des

AS-PTOs möglicherweise gesteigert werden können. Allerdings betrug auch in der

Originalpublikation, in der eine Proteinverminderung um ca. 90 % festgestellt wurde, die

eingesetzte Konzentration an AS02 300 nM. Zudem wäre wahrscheinlich auch die Dauer

des Effekts durch diese Optimierung nicht wesentlich verlängert worden. Mittlerweile sind

verschiedene Arbeiten zum Vergleich der Effizienz von synthetischen siRNAs mit

Antisense-Oligonukleotiden erschienen, und obwohl Daten veröffentlicht wurden, die AS-

PTOs und siRNAs eine vergleichbare Wirksamkeit bescheinigen (Vickers et al., 2003), gilt

es als erwiesen, dass eine siRNA in 10-1000fach niedrigerer Konzentration als ein

vergleichbares Antisense-Oligonukleotid eingesetzt werden kann (Bertrand et al., 2002;

Grunweller et al., 2003; Kretschmer-Kazemi Far und Sczakiel, 2003; Miyagishi et al.,

2003; Xu et al., 2003).

4.3 Einfluss der EGFR-Regulation auf humane Gliomzellen

Nachdem die Stärke und Dauerhaftigkeit des durch die siRNA EGR10 vermittelten Effekts

nachgewiesen worden waren, sollten nun funktionelle Studien zum Einfluss der EGFR-

Regulation auf die hier untersuchten Gliomzellinien durchgeführt werden. Ein völliger

Knockout ist durch die Transfektion synthetischer siRNAs nicht zu vermitteln (Carpenter

und Sabatini, 2004), die hier erreichten Werte mit einer Verminderung des mRNA-

Expressionsniveaus um bis zu 90 % entsprachen jedoch den Anforderungen an eine

hochfunktionelle siRNA (Hohjoh, 2002; Reynolds et al., 2004; Ui-Tei et al., 2004).

Obwohl immer noch eine Restmenge an Protein vorhanden war, sollte das Ausmaß des so

vermittelten Knockdowns  groß genug sein, um eine Änderung im Verhalten der

untersuchten Zellen zu bewirken.

Für einen Großteil der Untersuchungen wurden mindestens zwei verschiedene, gut

charakterisierte Gliomzellinien eingesetzt. Zum einen die Linie U373 MG mit normaler

Expression des EGFR, zum anderen die EGFR-überexprimierende LN18-Linie (Schlegel

et al., 2000; Piontek, pers. Mitt.). Durch die Überexpression könnte eine stärkere
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Abhängigkeit dieser Zellen von der EGFR-Signalvermittlung gegeben sein, so dass eine

Inhibition hier möglicherweise zu deutlicheren Effekten führen sollte.

4.3.1 Zellproliferation

Zunächst wurde der Einfluss der EGFR-Regulation durch siRNAs auf das

Proliferationsverhalten der Gliomzellen untersucht. Die Zugabe des EGFR-Liganden

epidermal growth factor (EGF) hatte unter serumfreien Bedingungen einen

wachstumsfördernden Effekt (vgl. 3.3.1.1, Abb. 20 B), so dass von der Funktionalität

dieses Signalweges in beiden Zellinien ausgegangen werden konnte. Der Einsatz des

spezifischen EGFR-Inhibitors AG1478 sollte als Kontrolle dienen, für ihn war in

Vorversuchen eine dosisabhängige Proliferationshemmung bei Konzentrationen ab 20 µM

ermittelt worden (Daten nicht gezeigt).

Die Proliferation der U373 MG- und LN18-Gliomzellen nach Transfektion mit siRNA

EGR10 wurde unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen getestet (serumhaltige bzw.

serumfreie Medien, Zugabe von EGF, unterschiedliche siRNA-Konzentrationen). Es war

jedoch in keinem Fall eine Änderung im Wachstumsverhalten festzustellen (vgl. 3.3.1.1

Abb. 20; 3.3.1.2, Abb. 21 und 22). Auch die Kombination von siRNA-Transfektion und

AG1478-Gabe hatte keinen Einfluss auf die für die Proliferationshemmung nötige

Inhibitorkonzentration (vgl. 3.3.1.4). Die gleichzeitige Behandlung mit zwei verschiedenen

wirksamen siRNAs (EGR10 + EGR11) hatte ebenfalls keinen inhibierenden Effekt (vgl.

3.3.1.3). Da durch den spezifischen Inhibitor AG1478 jedoch eine Hemmung der

Proliferation der hier verwendeten Gliomzellen stattfand, kann ein EGFR-vermittelter

Effekt auf das Zellwachstum nicht ausgeschlossen werden. AG1478 gilt als wirksamer und

hochselektiver EGFR-Inhibitor, dessen IC50 für den zu EGFR nah verwandten ErbB2 und

eine weitere Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK), platelet derived growth factor receptor

(PDGFR) laut Angaben des Vertreibers Calbiochem bei über 100 µM liegt (Calbiochem

Produktbeschreibung; Levitzki und Gazit, 1995). Seine Wirkung wird durch kompetitive

Blockade der ATP-Bindungsstelle an der Tyrosinkinase-Domäne vermittelt. AG1478

wurde bereits mehrfach in Untersuchungen zur EGFR-Inhibition in Gliomzellen verwendet

und auch dort in einer Konzentration von 10–25 µM eingesetzt, wobei Zellzahl, RTK-

Aktivität und transkriptionelle Hemmung EGFR-nachgeschalteter Gene als funktionelle

readouts betrachtet wurden (Chakravarti et al., 2002; Lal et al., 2002; Steinbach et al.,
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2002). Trotzdem kann ein möglicherweise unspezifischer Effekt auf andere Proteine auch

unterhalb der Rezeptorebene nicht ausgeschlossen werden. Zur Spezifität von AG1478

existieren nach unseren Informationen keine eingehenden Untersuchungen. Dagegen

konnten Arbeiten von Lipson et al. zeigen, dass AG1478 bei Konzentrationen von 10 µM

und darüber die Phosphorylierung von PDGFR unspezifisch hemmt (Lipson et al., 1998).

Für den wie AG1478 aus der Substanzklasse der Quinazoline stammenden und bereits

zugelassenen EGFR-Inhibitor Gefitinib ("Iressa", ZD1839) gibt es ebenfalls keine näheren

Angaben zum möglichen Einfluss auf andere Proteinkinasen (Cohen et al., 2004). Auch die

Bindung von Gefitinib erfolgt an der ATP-Bindestelle, einer Region mit hoher Homologie

zwischen den verschiedenen RTKs. Bei Untersuchungen zur Hemmung von

Endothelzellen und Fibroblasten durch Gefitinib stellte sich heraus, dass die durch platelet

derived growth factor (PDGF) und insulin-like growth factor (IGF) stimulierte

Proliferation bei gleichen IC50-Werten gehemmt wurde wie die von EGF abhängige

Proliferation. Möglicherweise wurden hier also unspezifisch die Rezeptoren dieser

Wachstumsfaktoren (PDGFR bzw. IGF1R) ebenso wie der EGFR blockiert. Da diese IC50-

Werte auch im Bereich der erreichten Plasmakonzentrationen im Patienten liegen, sind

zytotoxische Effekte durch eine unspezifische Wirkung auf andere Tyrosinkinasen neben

EGFR durchaus denkbar (Cohen et al., 2004).

Der mangelnde additive Effekt von AG1478 und siRNA EGR10 ist möglicherweise durch

den Versuchsaufbau zu erklären. Da die Inhibition durch AG1478 bereits zu einem

Zeitpunkt begann, an dem noch keine siRNA-bedingte Verminderung des Rezeptors

stattgefunden hatte, eine Blockade der Tyrosinkinase-Einheit durch AG1478 aber die

Rezeptorinternalisierung verhindert, könnte möglicherweise die Menge an

membranständigem EGFR über den ganzen Zeitraum unverändert geblieben und dadurch

auch die gleiche Konzentration an AG1478 zur Hemmung der Signaltransduktion benötigt

worden sein.

In einer 2003 erschienenen Publikation hatte die Transfektion von zwei unterschiedlichen

siRNAs gegen das gleiche Transkript eine verstärkte Herunterregulierung der untersuchten

Gene und auch einen erhöhten funktionellen Effekt zur Folge (Ji et al., 2003). Allerdings

waren  hier  siRNAs  benutzt  worden,  die eine Reduktion der Genexpression um maximal
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70 % bewirkt hatten. Dadurch war hier noch eine Steigerung der Effizienz auf ca. 90 %

möglich, wohingegen die von uns eingesetzten Oligos bereits bei unkombiniertem Einsatz

die EGFR-mRNA um bis zu 90 % reduzierten. Sollte diese Reduktion durch den

zusätzlichen Einsatz der siRNA EGR11 noch erhöht worden sein, hatte dies zumindest auf

die Proliferationsrate keinen Einfluss. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen ließ sich

auch in einer durchflusszytometrischen Analyse keine Veränderung im verhältnismäßigen

Anteil der Zellen an den unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus nachweisen (vgl. 3.3.2,

Abb. 25). Es ist außerdem hinzuzufügen, dass auch das Verhältnis von lebenden und toten

bzw. apoptotischen Zellen in diesen Versuchen konstant blieb. Morphologisch ließen sich

zwischen Zellen, die nur mit Transfektionsmittel behandelt worden waren, und siRNA

EGR10-transfizierten Kulturen keine Unterschiede feststellen. Dagegen wuchsen AG1478-

behandelte, adhärente Zellen verstärkt spindelförmig, außerdem traten vermehrt

abgerundete und vom Untergrund abgelöste Formen auf. Nach siRNA-Transfektion

wurden dagegen weder Veränderungen im Kristallviolett-Assay nachgewiesen, noch

erhöhte sich die Anzahl gefärbter Zellen im Trypanblau-Ausschluß-Verfahren. Auch in der

durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse, bei der apoptotische Zellen als distinkter

Gipfel (sog. sub-G1 peak) im Histogramm zu erkennen sind, konnte eine solche

Zellfraktion nicht gefunden werden (Daten nicht gezeigt).

Ein möglicher Erklärungsansatz für den fehlenden Einfluss der siRNA könnte sein, dass

EGFR nicht primär einen proliferationsfördernden Effekt auf die Gliomzellen ausübt,

sondern vor allem auf zelluläre Antworten wie Migrations- oder Invasionsverhalten wirkt.

Die Trennung von Zellwachstum und Zellmotilität nach Aktivierung des EGFR konnte von

Chen et al. gezeigt werden (Chen et al., 1994). Westermark et al. fanden bereits 1982 nach

Zugabe von EGF eine erhöhte Beweglichkeit von Gliomzellen bei einer unveränderten

Wachstumsrate (Westermark et al., 1982). Berens et al. sahen in Abhängigkeit von der

EGFR-Expressionsstärke ebenfalls einen primär migrationsstimulatorischen Effekt von

EGF, wohingegen nur ca. 17 % der von ihnen untersuchten Gliome mit einer Erhöhung der

Proliferationsrate reagierten (Berens et al., 1996). Hoi Sang et al. postulierten für den
EGFR eine abweichende Funktion in Gliomen im Vergleich zu anderen Tumoren, die

hauptsächlich mit einer erhöhten Proliferationsrate auf eine erhöhte EGFR-Expression
reagieren. Die Autoren fanden einerseits in den von ihnen getesteten Zellinien (u. a. auch
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U373 MG), keinen Zusammenhang zwischen Proliferationsrate und EGFR-

Expressionsniveau und andererseits wurde ein Wachstumsvorteil durch erhöhte EGFR-

Expression nur im dreidimensionalem Medium festgestellt (Hoi Sang et al., 1995).

Um die Möglichkeit zu überprüfen, dass sich die EGFR-Reduktion vor allem in einer

verminderten Tumorigenität der U373 MG-Gliomzellen äußert, wurde die Fähigkeit der

Zellen zum Wachstum im Soft Agar nach siRNA-Transfektion bzw. AG1478-Behandlung

untersucht (vgl. 3.3.3). Dabei zeigte sich ein den Proliferationsexperimenten

vergleichbares Resultat. Der Einsatz von 20 µM AG1478 führte zu einer stark reduzierten

Anzahl gebildeter Kolonien, die Regulation von EGFR durch die siRNA EGR10 hatte

jedoch eher noch einen entgegengesetzten Effekt mit einer gegenüber der

kontrolltransfizierten Gruppe leicht erhöhten Kolonienzahl (vgl. 3.3.3, Abb. 27).

4.3.2 Motilität, Migration und Invasion

Nachdem ein Einfluss der siRNA-vermittelten EGFR-Reduktion weder in zwei-, noch in

dreidimensionalen Proliferationsexperimenten gezeigt werden konnte, sollte ein möglicher

funktioneller Effekt durch Untersuchung von Adhäsions- und Migrationseigenschaften der

U373 MG-Zellen überprüft werden.

Obwohl Gliome selten metastasieren (Bernstein und Woodard, 1995; Pasquier et al.,

1980), sind sie durch ein hochinvasives Wachstum gekennzeichnet, bei dem einzelne

Zellen sich von der Haupt-Tumormasse entfernen und eine vollständige Resektion somit

unmöglich machen (Mäenpää et al., 1997). Die Migration dieser Zellen erfolgt entlang

bestimmter morphologischer Strukturen, wie den Basalmembranen der Blutgefäße und der

Glia limitans externa oder den Nervenfaserbahnen der weißen Substanz. Dieses Verhalten

ist teilweise bedingt durch die Interaktion der Gliomzellen mit spezifischen Molekülen der

dort vorhandenen extrazellulären Matrix (Goldbrunner et al., 1998), die, wie z. B. Laminin,

Collagen IV, Tenascin und Hyaluronsäure, bevorzugte Substrate für die Ausbreitung der

Gliome darstellen (Chintala et al., 1996; Giese und Westphal, 1996). Die

rezeptorvermittelte Adhäsion der Tumorzellen an solche Matrixproteine gilt als erster

Schritt im dreistufigen Prozess der Invasion (Liotta et al., 1986), auf den dann der Abbau

der extrazellulären Matrix durch tumoreigene Metalloproteinasen und die Besetzung des so

entstandenen freien Raumes durch die Gliomzellen folgen (Giese und Westphal, 1996).

Die Beteiligung des EGFR an diesem Prozess konnte in vitro beispielsweise durch EGFR-
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inhibierende Antikörper nachgewiesen werden, welche die durch Laminin erhöhte

Migrationsrate von Gliomzellinien antagonisieren (Tysnes et al., 1997). Auch konnten eine

erhöhte Beweglichkeit der Zellen (El-Obeid et al., 1997) sowie die Stimulation des

Tumorwachstums und eine erhöhte Migrationsrate im Sphäroidmodell nach EGF-Gabe

nachgewiesen werden (Lund-Johansen et al., 1990). Die EGFR-Überexpression hatte

außerdem eine erhöhte Kolonienbildung im Soft Agar und eine verstärkte Invasion in

Konfrontationsstudien zur Folge (Engebraaten et al., 1993). Die Bindung von Gliomzellen

an Hyaluronan bewirkte die Bindung des Hyaluronanrezeptors an den EGFR und die

Aktivierung nachgeschalteter MAP-Kinasen sowie die Induktion der Expression

verschiedener invasionsfördernder Gene (Tsatas et al., 2002).

Um Änderungen im Hinblick auf Zellmotilität, Adhäsion und Migration nach siRNA-

vermittelter EGFR-Depletion nachzuweisen, wurden zunächst Versuche zur Adhäsion von

U373 MG Gliomzellen an unterschiedliche Proteine der extrazellulären Matrix (ECM)

nach Transfektion mit EGFR-spezifischer bzw. Kontroll-siRNA und Stimulation mit EGF

durchgeführt. Während einerseits auf Collagen I und Collagen IV keinerlei Adhäsion

stattfand, adhärierten zwischen 10 % und 20 % der Zellen auf Laminin, Vitronectin, bzw.

Fibronectin (vgl. 3.3.4, Abb. 28). Diese Befunde stehen etwas im Widerspruch zu Daten,

die im allgemeinen Collagen IV als gutes, Vitronectin und Fibronectin hingegen als nicht-

permissive Substrate für eine Anheftung und Migration verschiedener Gliomzellinien

darstellen (Giese und Westphal, 1996). Allerdings wurde in dieser Arbeit auch eine Linie

beschrieben, die von diesem Schema abwich und eine ähnliche Substratspezifität wie die

von uns verwendeten U373 MG-Zellen aufwies. Von Ling et al. konnte für eine weitere

Zellinie Adhäsion an die genannten Proteine gezeigt werden (Ling et al., 1999). Dies

deutet darauf hin, dass für dieses Phänomen wahrscheinlich rein vom Zelltyp abhängige

Unterschiede verantwortlich sind, ähnlich wie auch die in vitro von verschiedenen

Gliomzellen selbst produzierte ECM in der Zusammensetzung ihrer Komponenten sehr

variabel ist (McKeever et al., 1986). Davon unabhängig war jedoch zwischen EGR10- und

kontrolltransfizierten Zellen kein signifikanter Unterschied feststellbar.

Im so genannten Boyden-Chamber-Assay sollte daraufhin die Fähigkeit der Zellen

überprüft werden, eine künstliche Basalmembran als in vitro-Modell der Tumorinvasion zu

überwinden. Die Fähigkeit von Gliomzellen in Abhängigkeit von differentiell exprimierten
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Integrinen und verschiedenen Proteasen durch diese Membran und den anschließenden

Filter zu wandern, wurde mehrfach gezeigt (Lakka et al., 2000; Paulus et al., 1993; Rao et

al., 1994; Wick et al., 1998). In den von uns durchgeführten Versuchen wurde zunächst

entweder die EGFR-Expression der U373 MG-Zellen durch siRNA-Transfektion

herunterreguliert oder der Rezeptor durch Zugabe von AG1478 blockiert. Anschließend

erfolgte die Migration der Zellen über einen Zeitraum von 24 h mit konditioniertem

Fibroblastenmedium als chemotaktischem Reiz. Während die mit AG1478 behandelten

Zellen eine stark reduzierte Fähigkeit zur Invasion in das Matrigel zeigten, verminderte

sich die Zahl der gewanderten Zellen in der siRNA EGR10 transfizierten Gruppe nicht. Es

ließ sich im Gegensatz dazu eine eher noch erhöhte Transmigrationsrate feststellen (vgl.

3.3.5).

4.3.3 EGFR-abhängige Signaltransduktion

Da weder die Wachstumseigenschaften, noch die migratorischen Fähigkeiten der

untersuchten Gliomzellen durch den siRNA-vermittelten Knockdown der EGFR-

Expression in irgendeiner Form eingeschränkt worden waren, wurde zusätzlich der

Aktivierungszustand der nachgeschalteten Kinasen Erk1/2 und Proteinkinase B

(PKB/AKT) überprüft, die wesentliche Vermittler der EGFR-Signaltransduktion

darstellen. Während durch die Aktivierung der MAPKs über ras vor allem

proliferationsfördernde Signale vermittelt werden, resultiert die Aktivierung von PI(3)K

und PKB primär in der Blockade apoptotischer Moleküle (Übersicht in Kapoor und

O'Rourke, 2003). Ca. 80 % aller humanen Gliome exprimieren aktivierte PKB (Haas-

Kogan et al., 1998), deren Überexpression zur Progression vom anaplastischen Astrozytom

zum Glioblastom führen kann (Sonoda et al., 2001). Die gleichzeitige Aktivierung von ras

und PKB in neuralen Vorläuferzellen induziert die Bildung von Gliomen (Holland et al.,

2000). In einer Reihe verschiedener Gliomzellinien, u. a. LN18, konnte gezeigt werden,

dass diese beiden Signalkaskaden alternativ zueinander konstitutiv aktiviert vorliegen

(Schlegel et al., 2000). Dies wurde durch unsere Ergebnisse bestätigt, die sowohl für

U373 MG als auch für LN18-Zellen eine konstitutive Phosphorylierung der Proteinkinase

B ergaben (vgl. 3.3.6.1, Abb. 30 C, E). Bei Stimulation mit EGF zeigte sich hier auch nur

eine, wenn überhaupt, minimale Steigerung der Menge an phosphorylierter PKB.

Hingegen war der MAPK-Signalweg mit Erk1/2 ohne ligandenabhängige EGFR-
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Aktivierung nicht induziert (3.3.6.2, Abb. 31 B, D), die Zugabe von EGF führte hier zu

einer deutlichen Erhöhung an phospho-Erk1/2. Die konstitutive PKB-Phosphorylierung ist

in U373 MG-Zellen möglicherweise auf die Mutation des Tumorsuppressors PTEN

zurückzuführen, dessen fehlende Funktionalität zur dauerhaften PKB-Aktivierung führt

(Haas-Kogan et al., 1998). LN18-Zellen hingegen besitzen ein funktionelles PTEN (Ishii et

al., 1999). Schlegel et al. konnten die Abhängigkeit der PKB-Aktivierung in diesen Zellen

von PI(3)K nachweisen und folgerten daraus und aus der Überexpression des EGFR in

dieser Linie eine rezeptorvermittelte Autophosphorylierung von PKB. Dies wird gestützt

durch die Verminderung an phospho-PKB durch AG1478 (Schlegel et al., 2000; vgl. auch

3.3.6.1, Abb. 30 E). Sowohl in U373 MG- als auch in LN18-Gliomzellen kommt es nach

Zugabe des EGFR-Inhibitors zu einer starken Verminderung des phosphorylierten

Zustands sowohl von PKB/AKT als auch von Erk1/2. Hingegen ist nach Transfektion mit

siRNA EGR10 kein Unterschied in der Menge der aktivierten Kinasen gegenüber den

kontrolltransfizierten Zellen nachzuweisen (3.3.6.1, Abb. 30, 3.3.6.2, Abb. 31).

Insgesamt lassen sich die durchgeführten Experimente zu einem unerwarteten Ergebnis

zusammenfassen. Entgegen den vorherigen Annahmen scheint die spezifische Regulation

der EGFR-Expression und die damit verbundene massive Verminderung des

Proteingehaltes durch small interfering RNAs keinen hemmenden Effekt auf die hier

verwendeten Gliomzellinien auszuüben. Dies ist umso überraschender, da für EGFR-

gerichtete Antisense-Oligonukleotide, deren Wirkung ebenfalls auf einer spezifischen

Regulation der Genexpression beruht, ein Effekt auf Proliferation (Brader et al., 1998;

Ciardiello et al., 2001; Fang und Chen, 1999; Wang et al., 1995; Witters et al., 1999),

Tumorigenität (Alper et al., 2000; Chakrabarty et al., 1995; Moroni et al., 1992; Ciardiello

et al., 2001), Migrationsfähigkeit (Alper et al., 2000), Angiogenese (Riedel et al., 2002)

und Apoptose (Ciardiello et al., 2001) verschiedener Tumorzellinien gezeigt werden

konnte. In diesen Arbeiten könnten zelltypabhängige Unterschiede für die von unseren

Daten abweichenden Ergebnisse verantwortlich sein, da es sich hier um Zellen nicht

glialen Ursprungs handelte. Andererseits wurden auch einige solcher Experimente in

humanen Gliomen durchgeführt und dort konnte ebenfalls eine antiproliferative und

antiapoptotische Wirkung in vitro und eine verminderte Tumorbildung im Tiermodell
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gezeigt werden (Pu et al., 2000; Rubenstein et al., 2001; Sugawa et al., 1998; Tian et al.,

1998; Tian et al., 2002; Wang et al., 1999; Zhang et al., 2002a; Zhang et al., 2002b).

Dies scheint schwer erklärbar. Ein möglicher Diskussionspunkt ist zum einen, dass in den

genannten Arbeiten mit Gliomzellinien bis auf zwei Ausnahmen (Rubenstein et al., 2001;

Sugawa et al., 1998) alle Versuche mit stabil transfizierten Expressionsvektoren

durchgeführt wurden, die eine EGFR antisense-codierende cDNA enthielten. Bei Sugawa

et al. wurden zwar kurze AS-Oligos durch transiente Transfektion in die Zellen

eingebracht; allerdings zeigte sich hier durch das verwendete Kontroll-Oligomer eine

starke Regulation der EGFR-Kinase-Aktivität und des Zellwachstums, so dass die

dargestellten Effekte möglicherweise nicht auf einer spezifischen antisense-Reaktion

beruhten. Bei einer stabilen Transfektion von Vektoren, die in einer Transkription langer

antisense-RNA-Sequenzen resultiert, ist zum einen der genaue Mechanismus der Inhibition

unklar (Tian et al., 1998), zum anderen tritt hier durch die permanente Suppression dank

der ständigen erneuten Synthese keine Verdünnung oder rascher Abbau des Wirkstoffs auf.

Im Gegensatz zur transienten Transfektion könnte so ein verstärkter Effekt vermittelt

werden. Die stabile Transfektion eines siRNA EGR10 exprimierenden Plasmids könnte

darüber Aufschluss geben, ob durch die andauernde Applikation ein Effekt auf die

Tumorzellen erkennbar werden würde. Ein weiterer Aspekt bei der transienten

Transfektion ist die Halbwertszeit des zu untersuchenden Proteins. Ist dieses sehr stabil, so

besteht die Möglichkeit, dass bei einer transienten Transfektion die mRNA-Regulation

schon wieder zurückgeht, während die Proteinmenge noch nicht unter ein für die Funktion

kritisches Niveau gefallen ist. Dagegen spricht allerdings in den von uns durchgeführten

Versuchen, dass es sich bei dem EGFR um ein Protein mit einer kurzen Halbwertszeit auch

in Abwesenheit eines Liganden handelt (7-14 h in untransformierten Fibroblasten und

Epithelzellen; Baulida et al., 1996; Burke und Wiley, 1999) und 20-48 h in Tumorzellen

(Stoscheck und Carpenter, 1984; Wiley et al., 1991)). Da in den hier durchgeführten

Experimenten nach bis zu 144 h eine beständige Herunterregulation sowohl der EGFR-

mRNA als auch des Proteins gezeigt werden konnte, sollte ein funktioneller Effekt auf die

untersuchten Zellen in diesem Zeitraum jedoch nachweisbar sein.

Zu den oben genannten Veröffentlichungen mit antisense-Oligonukleotiden gegen EGFR

ist noch anzumerken, dass bis auf Pu et al. (C6 Ratten-Gliomzellinie) und Rubenstein

(humane T98G-Zellen) alle anderen Arbeiten mit der humanen Gliomzellinie U87
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durchgeführt wurden, so dass neben der Verwendung eines stabilen Transfektionssystems

die Untersuchungen auch auf ein sehr enges Spektrum unterschiedlicher Gliomzellen

beschränkt waren.

Erstaunlicherweise gibt es kaum Untersuchungen zur Wirkung von EGFR-Inhibitoren aus

der Substanzklasse der Antikörper (z. B. Cetuximab) oder der small molecules (Gefitinib,

Erlotinib) in humanen Gliomen, trotz der Beispielfunktion dieser Tumore für eine

veränderte EGFR-Expression. Die einzig bisher veröffentlichte Untersuchung zur Wirkung

von Cetuximab in Gliomzellen zeigte eine Zellzyklusarrest und eine verstärkte Apoptose

nur in Linien mit EGFR-Genamplifikation. Zellen ohne Amplifikation (z. B. U373 MG)

wurden nicht inhibiert (Eller et al., 2002). Der Effekt von Erlotinib (Tarceva) auf neun

GBM-Zellinien hinsichtlich Proliferation, Kolonienbildung im Soft Agar, Apoptose in

vitro und Tumorwachstum in vivo wurde von Halatsch et al. untersucht. Hierbei zeigte sich

einerseits, dass kein Zusammenhang zwischen basalem EGFR-Expressionsniveau und

Sensitivität gegenüber dem Inhibitor bestand, dass im Vergleich zu anderen Tumoren (z.B.

Kolonkarzinom, Kopf-Hals-Tumore) eine erheblich höhere Konzentration notwendig war,

um eine signifikante Hemmung der Proliferation zu erreichen und dass die Ansprechrate

der verschiedenen Gliomzellen sehr unterschiedlich war. Der wachstumsinhibierende

Effekt von Erlotinib zeigte sich vor allem im dreidimensionalem Medium und konnte

durch die zelleigene Induktion der EGFR-mRNA teilweise aufgehoben werden (Halatsch

et al., 2004). Etwas mehr Literatur ist verfügbar zur Anwendung von Gefitinib (Iressa).

Während Stea et al. eine Erhöhung der Apoptoserate bei Kombination von Bestrahlung

und Gefitinib-Gabe beobachteten (Stea et al., 2003), fanden Sundberg et al. bei

Behandlung mit Gefitinib alleine keine Proliferationshemmung in der untersuchten

Gliomzellinie (Sundberg et al., 2003). In einer Phase II-Studie in Patienten mit

rezidivierendem GBM konnte in keinem Fall eine objektive Tumorantwort bei Einsatz von

Gefitinib festgestellt werden (Rich et al., 2004).

Einen möglichen Erklärungsansatz für die beobachteten schwachen Effekte in den

genannten Publikationen und für unsere eigenen Ergebnisse bietet die Arbeit von Li et al.

(Li et al., 2003). Dort konnte gezeigt werden, dass es bei Einsatz von Gefitinib in

verschiedenen GBM-Zellinien zu einer sehr effizienten Inhibition der EGFR-

Phosphorylierung kam, dass unabhängig davon aber die EGF-abhängige Aktivierung der

nachgeschalteten Signalwege (Aktivierung von PKB/AKT und Erk1/2) dennoch stattfand.
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Die Hemmung dieser Kinasen erforderte eine sehr viel höhere Konzentration an Inhibitor.

Sowohl EGF-induzierte Proliferation als auch das unverminderte Durchlaufen des

Zellzyklus konnten trotz vollständiger Blockade der Rezeptoraktivierung nachgewiesen

werden, wobei diese Effekte unabhängig vom ursprünglichen EGFR-Expressionsniveau

waren. Bei Verwendung eines zweiten spezifischen EGFR-Inhibitors der gleichen

Substanzklasse zeigte sich sogar eine leichte Erhöhung des Anteils der sich in der S-Phase

befindenden Zellen, was an die von uns gefundene Tendenz der U373 MG-Zellen zur

leicht vermehrten Kolonienbildung im Soft Agar nach siRNA-Transfektion erinnert (3.3.3,

Abb. 26).

Obwohl es sich hier um eine von den siRNAs völlig verschiedene Substanzklasse handelt,

lassen sich aus den Ergebnissen von Li et al. möglicherweise Rückschlüsse auf die von uns

erhaltenen Resultate ziehen. Da anscheinend eine vom EGFR-Aktivierungszustand

abgekoppelte Signalgebung in Gliomen möglich ist, wäre es denkbar, dass auch die

siRNA-vermittelte Regulation des Rezeptors nicht ausreichend ist, um eine negative

Modulation von PKB oder Erk1/2 zu erreichen. Der Mechanismus, durch den bei höheren

Konzentrationen von Gefitinib doch eine Hemmung stattfindet, ist ungeklärt. Dieser Effekt

ist aber durch siRNAs höchstwahrscheinlich nicht vermittelbar, da er sich einerseits nicht

unbedingt auf den EGF-Rezeptor selbst beziehen muss (es wären z.B. unspezifische

Effekte unterhalb der Signalebene des Rezeptors denkbar) und andererseits die maximal

erreichbare Herunterregulierung durch die siRNAs nie 100 % erreichen wird. Die von uns

eingesetzten Konzentrationen an AG1478 entsprachen den bei Li et al. angesprochenen

hohen Dosen von Gefitinib, in Übereinstimmung hierzu waren auch sowohl PKB als auch

Erk1/2-Phosphorylierung durch AG1478 vermindert (vgl. 3.3.6.1, 3.3.6.2). Da wir als

Bewertungsgrundlage einer erfolgreichen Hemmung durch AG1478 aber nicht den EGFR-

Phosphorylierungsstatus, sondern die Zellproliferation gewählt hatten, kann hier leider

keine Aussage über einen möglicherweise ähnlichen Effekt dieses Inhibitors im niedrig

dosierten Bereich gemacht werden.

Die Unabhängigkeit der Signalvermittlung von der EGFR-Inhibition könnte in den von uns

untersuchten Zellen gegeben sein durch einen alternativen Weg der Weiterleitung über

einen anderen Rezeptor. Hierfür kämen zum einen die anderen Mitglieder der ErbB-

Rezeptorfamilie in Frage. Neben EGFR (ErbB1) spielt vor allem ErbB2 und dessen

fehlregulierte Expression bei der Entstehung und der Progression verschiedener humaner
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Tumore eine Rolle (Olayioye et al., 2000). Alle ErbBs bilden präferentiell Heterodimere

mit ErbB2, dessen Bindung die nachgeschaltete Signalgebung potenziert. Das Heterodimer

aus ErbB2 und ErbB3 ist beispielsweise dasjenige mit dem größten transformierenden

Potential und kann sowohl die Signalwege der Jun-Kinase als auch die der MAPK-

Kaskade und der PI(3)-Kinase aktivieren (Yarden und Sliwkowski, 2001). Die Expression

von ErbB2-4 in Gliomen ist bis heute nur wenig untersucht. Obwohl einige Daten eine

(Über-) Expression von ErbB2 sowohl in primären Zellen als auch in etablierten Linien

zeigten (Engelhard et al., 1995; Kristt et al., 1993; Schwechheimer et al., 1994; Westphal

et al., 1997), konnte keine Korrelation zwischen erbB2-Expression und Prognose

hergestellt werden (Haapasalo et al., 1996; Hiesiger et al., 1993; Schwechheimer et al.,

1994). Während Westphal et al. die Expression von ErbB2 in ca. 75 % und die von ErbB3

und ErbB4 in ca. 50 % der untersuchten Gliomzellen nachweisen konnten (Westphal et al.,

1997), zeigt eine neuere Untersuchung nur eine sehr schwache Expression aller drei

Rezeptoren in verschiedenen Gliomzellinien (Andersson et al., 2004). Die von uns

verwendeten U373 MG-Zellen wurden von Lammering et al. in Untersuchungen zur

Verbesserung der Strahlentherapie in humanen Tumoren durch Einsatz eines dominant-

negativen EGFRs verwendet (Lammering et al., 2003). Hier wurde gezeigt, dass

U373 MG-Zellen ErbB2, nicht aber ErbB3 und ErbB4 exprimieren. Für unsere

Untersuchungen würde das bedeuten, dass nach siRNA-vermittelter EGFR-Regulation für

ErbB2 kein Bindungspartner für die Bildung von Heterodimeren mehr vorhanden wäre.

Obwohl ErbB2 keinen Liganden mit hoher Affinität bindet, können aber dennoch

Homodimere gebildet und durch Transphosporylierung aktiviert werden. Diese können

bspw. das invasive Potential von untransformierten und malignen Mammaepithelzellen

erhöhen (Seton-Rogers et al., 2004). Es wäre also denkbar, dass bei siRNA-vermitteltem

Verlust des EGFR in den hier untersuchten Gliomzellen die Signalgebung durch ErbB2

aufrecht erhalten wird. Einerseits wäre die Bildung von ErbB2-Homodimeren denkbar,

andererseits lässt sich aber auch nicht ausschließen, dass die Restmenge an noch

vorhandenem EGFR-Protein zur Signalgebung beiträgt. Durch spezifische Blockade von

ErbB2 könnte daher möglicherweise ein inhibierender Effekt auf die U373 MG-Zellen

vermittelt werden.

Neben ErbB2 käme für eine Kompensation des EGFR-Verlusts bspw. auch der insulin-like

growth factor receptor I (IGF1R) in Betracht, für den nachgewiesen wurde, dass er in
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Gliomzellen eine Resistenz gegenüber AG1478 vermitteln kann (Chakravarti et al., 2002).

Schließlich wäre es alternativ auch denkbar, dass die kleine Menge an noch vorhandenem

EGFR ausreichend ist, um die nachfolgende Signalgebung aufrechtzuerhalten.

Zwei Arbeiten sind mittlerweile erschienen, die den Einsatz von siRNAs gegen den EGFR

beschreiben. Nagy et al. konnten die Herunterregulierung des Rezeptors und die Inhibition

der Proliferation eines Teils der untersuchten Zellen zeigen (Nagy et al., 2003). Allerdings

handelte es sich hier um die A431-Linie, die besonders sensitiv gegenüber einer EGFR-

Blockade reagiert, auch unter Bedingungen, unter denen sich bspw. Mamma- und

Lungenkarzinomzellen (NSCLC) als resistent erwiesen haben (Bianco et al., 2003;

Janmaat et al., 2003). Die Transfektion von HeLa-Zellen mit EGFR-spezifischer siRNA

hingegen zeigte keine Wirkung auf deren Wachstumsverhalten. Eine zweite Publikation

beschreibt ähnliche Ergebnisse wie in A431 für die hier verwendeten A549-Zellen

(Lungenadenokarzinom; Zhang et al., 2004). Beide Gruppen postulieren als Grund für die

beobachtete Proliferationshemmung trotz der verbleibenden Restexpression an EGFR (bis

ca. 30 % der ursprünglichen Menge bei Zhang et al.) einen Schwellenwert für die

Signalgebung. Fällt die EGFR-Menge unter ein bestimmtes Niveau, käme es zu einer

völligen Abschaltung der Signaltransduktion. Dies steht wiederum im Widerspruch zu den

von uns gefundenen Verhältnissen in den Gliomzellen, bei denen trotz einer starken

EGFR-Regulation die nachfolgenden Signale nicht betroffen sind.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich ein komplexes Bild für die Rolle des EGFR

in den verschiedenen Tumoren ergibt. Bisher gibt es keine Untersuchungen zur siRNA-

vermittelten Regulation des EGFR in humanen Gliomzellen. Die in anderen Tumoren

beobachteten Effekte auf das Proliferationsverhalten lassen sich möglicherweise durch

zelltypabhängige Eigenschaften erklären, wobei die tatsächliche Abhängigkeit der

jeweiligen Zelle von der EGFR-Signalgebung entscheidend sein könnte und nicht das

Expressionsniveau des Rezeptors. Beispielsweise ließ sich auch in unseren Experimenten

kein Unterschied in der Reaktion auf die EGFR-Modulation in niedrig (U373 MG) und

hoch exprimierenden (LN18) Zellen finden.

Die durch den Einsatz von Antisense-Molekülen gegen den EGFR beschriebenen

inhibierenden Effekte sind nicht einfach erklärbar. Allerdings handelt es sich hierbei um

Untersuchungen, die einerseits größtenteils mit einer der transienten Transfektion von
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siRNAs nicht unbedingt vergleichbaren Technologie durchgeführt wurden und andererseits

auf sehr wenige Zellinien beschränkt waren, so dass sich diese Ergebnisse möglicherweise

nicht ohne weiteres auf andere Gliomzellen übertragen lassen.

Aus der überraschend geringen Anzahl an Veröffentlichungen und den dort dargestellten

Experimenten mit kleinen inhibierenden Molekülen und Antikörpern kann man auf eine im

Vergleich zu anderen Tumoren erhöhte Resistenz der Gliome gegen die Inhibierung der

EGFR-Signaltransduktion schließen. Zudem wird ein sehr heterogenes Ansprechen

unterschiedlicher Zellinien unabhängig von deren EGFR-Expressionsstatus deutlich.

4.4   Analyse der Genexpression von Gliomzellen nach Transfektion mit
EGFR-spezifischer siRNA

Um die erhaltenen Ergebnisse eingehender zu beleuchten, wurde untersucht, welchen

Einfluss die EGFR-Regulation durch die von uns verwendete siRNA EGR10 auf das

Genexpressionsmuster der U373 MG-Zellen hat. Zu diesem Zweck wurden

Expressionsanalysen mit Mikroarrays durchgeführt.

Es wurden drei voneinander unabhängige Experimente angesetzt, wobei U373 MG-Zellen

mit siRNA EGR10 bzw. Kontroll-siRNA EGR12 transfiziert wurden. Bei einer principal

component Analyse aller Experimente stellte sich heraus, dass nicht die jeweiligen

Behandlungsgruppen (siRNA EGR10 vs. siRNA EGR12) einen gemeinsamen Cluster

bildeten, sondern die drei Einzelexperimente sich in ihrem Expressionsmuster ähnlicher

waren. Dies kann entweder auf zellkulturbedingte Unterschiede oder auf Unterschiede in

der Array-Prozessierung bzw. auf den Mikroarrays selbst (z. B. Abweichungen in den

Hybridisierungs-Eigenschaften) zurückzuführen sein. Es ließ sich also nur jeweils eine

paarweise Analyse durchführen, die Schnittmenge derjenigen Gene, die sich in allen

Experimenten als differentiell exprimiert herausstellten, wurde näher untersucht (vgl. 3.4).

4.4.1 Regulation von EGFR-spezifischen Transkripten

Zunächst ließ sich die prinzipielle Gültigkeit der in den Mikroarrays erhaltenen Resultate

untermauern durch das Ergebnis, dass der EGFR das am stärksten regulierte Transkript

darstellte. Dessen ca. 5fache Herunterregulierung (vgl. 3.4, Tab. 11) entsprach den in der
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real-time PCR erhaltenen Werten und einer Reduktion der mRNA-Menge um rund 80 %.

Insgesamt wurde der EGFR auf dem verwendeten Array durch sechs unterschiedlichen

Probe Sets repräsentiert, zwei davon wurden als differentiell reguliert gewertet. Die

Unterschiede zwischen den einzelnen Probe Sets können verschiedene Ursachen haben.

Zum einen werden die Oligonukleotide auf den Arrays nicht auf ihre

Hybridisierungseigenschaften hin überprüft, so dass Unterschiede in der Affinität zum

Zielgen z. B. in Abhängigkeit vom GC-Gehalt bestehen können. Außerdem kann eine

Hybridisierung der Proben-cRNA an die sogenannten mismatch-Oligonukleotide erfolgen.

Fällt diese unspezifische Hybridisierung zu stark aus, kann das Probe Set ebenfalls als not

present gewertet werden.

Eines der sechs Probe Sets (211551_at) repräsentiert laut Affymetrix eine aberrante EGFR-

mRNA, die bisher ausschließlich in der epidermalen Karzinomzellinie A431 gefunden

wurde (Merlino et al., 1985). Interessanterweise wurde dieses Probe Set in allen von uns

durchgeführten Array-Experimenten durchgehend detektiert, man findet aber keine

Regulation durch die siRNA EGR10. Dieses Transkript codiert für eine verkürzte 2.8 kB

lange mRNA, deren Sequenz zunächst mit der des EGFR übereinstimmt, sich aber ab

Intron 16 von der normalen Basenfolge unterscheidet (Merlino et al., 1985; Reiter et al.,

2001). Allerdings fanden die Autoren für diese abweichenden 525 bp keine entsprechende

genomische Sequenz und keinerlei Homologien, so dass die Entstehung eines neuartigen

Exons postuliert wurde (Reiter et al., 2001). Die Detektion dieser Mutation in den von uns

untersuchten U373 MG-Gliomzellen war überraschend. Bei näherer Überprüfung zeigte

sich, dass zum einen die Sequenz von siRNA EGR10 in der von der normalen EGFR-

Basenfolge abweichenden Teil gelegen ist und so keine Regulation dieses „EGFR-

Transkripts“ stattfinden konnte. Zum anderen stellte sich bei einer BLAST-Suchabfrage

für die unbekannte Sequenz heraus, dass entgegen den Angaben von Reiter et al. ein Stück

abwärts vom 3´ Ende des EGFR eine 98 %ige Übereinstimmung mit einem im Pseudogen

CALM1P2 (calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) pseudogene 2) gelegenen

Abschnitt vorhanden ist. Dieses Gen ist nicht funktionell, es bestehen auch keine

Homologien zu möglicherweise codierenden Sequenzen in Maus oder Ratte.

Wahrscheinlich handelt es sich also bei der in den Mikroarray gefundenen positiven

Hybridisierung an dieses Probe Set nicht um den Nachweis des aberranten 2.8 kB EGFR-

Transkripts, sondern um die weiter downstream im Chromsom 7 gefundene Sequenz.
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Durch eine PCR könnte die möglicherweise von Affymetrix fälschlich als EGFR-

spezifisch ausgewiesene Annotation dieses Probe Sets nachgewiesen werden.

In Zusammenarbeit mit Dr. Bernd Becker (Institut für Dermatologie, Universitätsklinikum

Regensburg) war es möglich, mit den von uns differentiell regulierten Transkripten eine

sogenannte Pathway-Analyse durchzuführen (Ingenuity Pathways Analysis, Ingenuity

Systems), bei der durch eine elektronische Datenbank auf alle aus der Literatur bekannten

Informationen über ein bestimmtes Gen und dessen Verbindung zu anderen Genen

zugegriffen und so ein Netzwerk aus miteinander verknüpften Signalwegen generiert

werden kann. Dadurch wurde eine mögliche funktionelle Gruppierung der regulierten

Gene vereinfacht. Ist ein Transkript unbekannt, sein Produkt noch nicht ausreichend

charakterisiert, oder bestehen keine bekannten Interaktionen mit anderen Proteinen, taucht

es in der Analyse nicht auf.

Die zentrale Rolle des EGFR bei den in den Mikroarrays gefundenen transkriptionellen

Unterschieden wurde dadurch verdeutlicht, dass er in zwei der durch die Pathway-Analyse

erstellten Netzwerke im Mittelpunkt eines clusters von differentiell regulierten Genen zu

finden war. Daraus lässt sich ein guter Hinweis auf die Abhängigkeit der gefundenen

Expressionsänderung der dort aufgeführten Gene von der verminderten EGFR-Menge

ableiten. In Abbildung 33 ist exemplarisch eines dieser beiden Netzwerke dargestellt.
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Abb. 33: Beispiel eines der Netzwerke von differentiell regulierten Genen nach Knockdown des
 EGFR durch siRNA EGR10

Gezeigt ist exemplarisch eines der durch die Pathway-Analyse erstellten Netzwerke, das die Gruppierung
von einem Teil der differentiell regulierten Gene um den zentralen EGFR zeigt. Grüner Hintergrund markiert
aufregulierte, rötlicher dagegen reprimierte Gene. Weiß sind Transkripte hinterlegt, die in diesem Netzwerk
integriert sind, deren Expression aber nicht verändert wurde. Für SHC1 (-1,35) ist fälschlicherweise keine
Regulation angezeigt (ANXA1: Annexin A1; COL11A: Collagen Typ XI alpha 1; DCTN1: Dynactin 1;
DDEF1: development and differentiation enhancing factor 1; DTR: diphteria toxin receptor/HB-EGF;
FOSL2: FOS-like antigen 2; ITGA7: Integrin alpha 7; LIF: leukemia-inhibitory factor; MET: met Proto-
Onkogen/ hepatocyte growth factor receptor; PLAUR: plasminogen activator urokinase receptor; PTHLH:
parathyroid hormone-like hormone; PTPN12: protein tyrosine phosphatase non-receptor type 12).

A: Aktivierung/Deaktivierung
B: Bindung
E: Expression
P: Phosphorylierung/Dephosphorylierung
T: Transkription

A             B nur Bindung
A             B hat Einfluss auf
+ noch in weiteres Netzwerk integriert
* mehrere regulierte Transkripte
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4.4.2 Reprimierte Gene

Neben dem EGFR waren noch 51 weitere Gene negativ reguliert. Unter ihnen befanden

sich auffallend viele, denen eine Rolle in der Adhäsion und Migration von Zellen

zugesprochen wird. Neben dem EGFR selbst sind das z. B. IQ motif containing GTPase

activating protein (IQGAP, -1,77fach reguliert), dessen Amplifikation und Überexpression

in Tumorzellinien gefunden wurde und das an der Invasionsfront metastasierender Zellen

lokalisiert sein kann. Außerdem wird durch IQGAP durch Verminderung von Zell-Zell-

Verbindungen und über die Bindung an CDC42 die Invasion stimuliert (Briggs und Sacks,

2003; Mataraza et al., 2003; Mateer et al., 2003). Obwohl CDC42 (Familie der kleinen

Rho-GTPasen: CDC42, Rho, Rac) selbst nicht reguliert ist, findet man eine Verminderung

an CDC42 binding protein kinase beta (CDC42BPB, -1,49), für das eine Rolle als Effektor

von CDC42 bei der Umstrukturierung des Zytoskeletts postuliert wurde (Leung et al.,

1998). Ebenfalls negativ reguliert ist ein weiterer Modulator der Rho-Familie, Tiam1

(t-cell lymphoma invasion and metastasis 1), der ein Vermittler der ras-induzierten

Tumorbildung ist (Malliri et al., 2002) und durch Stimulation von Migration und Invasion

zu einer erhöhten Malignität in Mammakarzinomen führt (Minard et al., 2004). Ein

vergleichsweise stark reprimiertes Transkript ist das von endothelial and smooth muscle

derived neuropilin-like protein (ESDN, -1,7fach reguliert), ein noch weitgehend

unbekanntes Protein für das eine erhöhte Expression in metastasierenden

Lungenkarzinomen gefunden wurde (Koshikawa et al., 2002). Durch DDEF1

(development- and differentiation-enhancing factor 1, -1,48fach) wurde neben einer

unspezifischen Erhöhung der Zellmotilität (Furman et al., 2002) kürzlich auch eine Rolle

beim Recycling des EGFR entdeckt (Kowanetz et al., 2004).

Ein funktioneller Zusammenhang in der Vermittlung transformierender und

invasionsfördernder Prozesse kann zwischen EGFR, urokinase plasminogen activator

receptor (uPAR, -1,43fach), den Integrinen (ITGA7, -1,38fach) und weiteren mit ihnen

assoziierten Proteinen hergestellt werden. uPAR spielt eine prominente Rolle in der

Regulation der Motilität in verschiedenen Zelltypen, einerseits durch die proteolytische

Aktivität der gebundenen Protease uPA, andererseits durch die Induktion einer

Signaltransduktion nach Bindung an andere Membranproteine und die dadurch vermittelte

Änderung in Struktur und Adhäsionsverhalten der Zelle (Kjoller, 2002). Eine

transkriptionelle Hochregulation der uPAR-Expression konnte in hochmalignen gegenüber
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niedriggradigen Gliomen gezeigt werden (Bhattacharya et al., 2001). In den letzten Jahren

hat sich eine funktionelle Verknüpfung von EGFR und uPAR gezeigt, bei der EGFR durch

uPAR transaktiviert und dadurch intrazellulär die MAPK-Kaskade angeschaltet wird.

(Guerrero et al., 2004; Jo et al., 2003; Liu et al., 2002). EGF bewirkt außerdem die

transkriptionelle Hochregulation des uPAR-Transkripts in Prostatakarzinom-Zellinien

(Unlu und Leake, 2003). Eine weitere Verbindung besteht durch den uPAR-aktivierbaren

hepatocyte growth factor Rezeptor (Proto-Onkogen c-met, -1,24fach), der wiederum von

EGFR phosphoryliert werden kann (Jo et al., 2000). Das extrazelluläre Matrixprotein

Tenascin C (TNC, -1,27fach) wird besonders von malignen Gliomen stark exprimiert

(Higuchi et al., 1993) und seine stimulatorische Wirkung auf Proliferation und Migration

wurde in diesen Tumoren nachgewiesen (Herold-Mende et al., 2002). Interessant ist, das

TNC als membrangebundener Ligand für EGFR fungieren und so dessen Aktivierung

bewirken kann (Swindle et al., 2001). Tenascin C über EGFR und hepatocyte growth

factor  über c-met wiederum vermitteln gemeinsam Signale, die einen invasiven Phänotyp

von Myofibroblasten in Kolonkarzinomen bewirken (De Wever et al., 2004). Auch die

differentielle Expression des Integrins a 7 (ITGA 7), das den spezifische Rezeptor für das

ECM-Protein Laminin darstellt, könnte in dieses Netzwerk passen.

Schließlich ist auch noch heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) negativ

reguliert (-1,6fach). Für diesen EGFR-Ligand wurde eine stark erhöhte Expression in

malignen Gliomen gegenüber normalem Hirngewebe gefunden, seine Inhibition durch

blockierende Antikörper resultierte in einer Hemmung der Proliferation, so dass hier ein

autokriner Rückkopplungseffekt postuliert werden konnte (Mishima et al., 1998). Daneben

kann die Expression von HB-EGF-RNA und -Protein auch durch EGF stimuliert werden

(Martinez-Lacaci et al., 2001). HB-EGF wird v. a. mit der Transaktivierung von EGFR

durch verschiedene G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) in Verbindung gebracht.

Dabei wird membranständiger HB-EGF nach GPCR-Aktivierung durch eine noch

uncharakterisierte Metalloproteinase prozessiert, seine Bindung an EGFR führt dann zur

Aktivierung des MAPK-Signalwegs (Gschwind et al., 2001; Prenzel et al., 1999). Eine

davon abhängige Migration konnte in glatten Muskelzellen (Kalmes et al., 2000),

Keratinozyten (Tokumaru et al., 2000) und Prostatakarzinomzellen (Madarame et al.,

2003) gezeigt werden. Abb. 34 zeigt einige der genannten Proteine und ihr hypothetisches

Zusammenwirken mit EGFR.
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Abb. 34: Möglicher funktioneller Zusammenhang verschiedener Matrixproteine und nachgeschalteter
 Signalgebung mit dem EGFR

Dargestellt sind mögliche Interaktionen zwischen dem EGF-Rezeptor und mehreren, in der
Mikroarrayanalyse als differentiell exprimiert gefundenen Proteinen (rot markiert), die eine Rolle bei
Zellmotilität und Invasionsvorgängen spielen könnten (nähere Erläuterungen im Text; verändert aus Kassis et
al., 2001).

Bei Fibronectin (Ohnishi et al., 1998), das auch in unserer Untersuchung herunterreguliert

war, ebenso wie MAP4K4, das einerseits ein spezifischer Aktivator der Jun-Kinase ist,

andererseits Transformations und Adhäsionsprozesse moduliert (Wright et al., 2003)

handelt es sich um weitere Transkripte, die eine Implikation in der Migration von

Tumorzellen  haben.  Ebenso bei  parathyroid hormone-related  protein (PTHLH/PTHRP,

-1,45fach), das in normalen adulten Geweben nur in sehr geringen Mengen exprimiert

wird, in Tumoren aber häufig aufreguliert ist (Shen und Falzon, 2003; Shen et al., 2004;

Surowiak et al., 2003). Anzumerken ist, dass die PTHLH-Transkription durch eine EGFR-

Blockade inhibiert (Cho et al., 2004) und durch EGF-Gabe in U373 MG-Zellen stimuliert

wird (Shankar et al., 2000).

Insgesamt handelt es sich hier um die negative Regulation von Genen, die primär mit

migratorischen, nicht mit proliferativen Prozessen in Verbindung gebracht werden können.
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Daneben finden sich allerdings auch vier Transkriptionsfaktoren (TFs) mit Einfluss auf die

Zellproliferation. Zum einen TCF7L2 (T cell factor 4/TCF4, -1,43) der durch EGF über

PKB aktiviert werden kann. FOSL2 (Fos-like antigen 2, -1,47), der zur Familie der Fos-

Gene gehört, die zusammen mit Proteinen der Jun-Familie den Transkriptionsfaktor-

Komplex AP-1 bilden und Proliferation und Transformationsvorgänge steuern können.

Fos-TFs wurden als mögliche Vermittler einer durch Wachstumsfaktoren gesteuerten

Änderung der Transkription zur Stimulation von Motilität und Invasion genannt

(Kustikova et al., 1998; Malliri et al., 1998). Forkhead box transcription factor 1B

(FOXM1B) spielt eine Rolle in der transkriptionellen Regulation von Cylin B und Cyclin

D (Wang et al., 2001), in der Tumorigenese von Nierenzellkarzinomen (Kalinichenko et

al., 2004) und wurde außerdem in zwei Mikroarraystudien zur differentiellen Expression

von hochgradigen vs. benignen Gliomen (Rickman et al., 2001), bzw. bei der Progression

zum Glioblastom (van den Boom et al., 2003) als speziell in den hochmalignen Formen

aufreguliert gefunden. Zuletzt findet man mit einer nur sehr schwach veränderten

Expression ETS2, der ebenfalls durch EGF aktiviert werden kann (Watabe et al., 1998)

wodurch beispielsweise die Transkription von HB-EGF (McCarthy et al., 1997) und die

des putativen Suppressorgens ras-induced senescence 1 (ris1, -1,55; Barradas et al., 2002)

induziert wird. Außerdem wird auch die Expression von uPA und uPAR durch ets-2

gesteuert (Watabe et al., 1998). Daneben findet man mit HMGA1 (high mobility group AT-

hook 1, -1,41fach) noch ein weiteres genregulatorisches Protein reprimiert, das durch

Bindung an DNA deren Struktur moduliert und so eine Transkription initiiert. Die

HMGA1-Expression korreliert direkt mit der Progression verschiedener Tumoren zu

höhergradigen und metastasierenden Stadien (Holth et al., 1997; Reeves und Beckerbauer,

2003), ein Befund der jetzt auch in Gliomen nachgewiesen werden konnte (Donato et al.,

2004).

4.4.3 Induzierte Gene

Betrachtet man die Liste der induzierten Gene ergibt sich ein sehr heterogenes Bild.

Während man die oben genannten negativ regulierten Gene bestätigend zum größten Teil

in nächster Umgebung des zentralen EGFR wiederfinden konnte, waren nur wenige der

hochregulierten Transkripte mit anderen Genen in Verbindung zu bringen. Der Großteil

der überhaupt in die Analyse eingegangenen Gene gruppierte sich hierbei in größerer
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Entfernung um den Transkriptionsfaktor myc. Dazu gehörten das relativ neue myc-binding

protein (MYCBP/AMY1, +1,64fach), das die Transkriptionsaktivität von myc stimulieren

kann (Taira et al., 1998). Das SCA1-Gen (spinocerebellar ataxia 1/Ataxin1, +1,58fach),

ein Protein aus einer Genfamilie mit unbekannter Funktion, in der jedoch häufig

Mutationen zu finden sind, die zu einer Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen

(autosomal dominante cerebelläre Ataxien, ADCA) führen. Ataxin1 ist im Zellkern

lokalisiert und bindet an RNA (Servadio et al., 1995; Yue et al., 2001), so dass ihm eine

Rolle im RNA-Metabolismus zugesprochen wurde. Neueste Untersuchungen zeigen, dass

Ataxin1 als transkriptioneller Repressor fungieren und diese Funktion bei einer Mutation

gestört sein könnte (Tsai et al., 2004). Außerdem wird durch myc offenbar die

Transkription von ARL6IP (ADP-Ribosylation factor-like 6 interacting protein, +1,9fach)

gesteuert, ein Mitglied der ARF-Überfamilie GTP-bindender Proteine. Auch dieses Protein

ist nicht näher charakterisiert, durch seine Lokalisation in intrazytoplasmatischen

Membranen wurde aber eine Rolle bei zellulären Transportvorgängen vorgeschlagen

(Pettersson et al., 2000). Daneben findet man noch ein Mitglied der apoptosefördernden

Familie der TNF-Rezeptoren (tumor necrosis factor receptor superfamily member 10b,

TNFRSF10b, +1,47fach) aufreguliert. Abgesehen von ihrer scheinbaren transkriptionellen

Verknüpfung mit myc sind diese Gene schwer in einen funktionellen Zusammenhang zu

bringen. Das vielleicht interessanteste Ergebnis in dieser Gruppe stellt die verhältnismäßig

starke Induktion der Expression des Typ B Endothelin Rezeptors (EDNRB, +1,65fach) dar.

Dessen Liganden (Endothelin 1-3/ET-1-3) sind stark gefäßmodulierende Moleküle, ET-1

ist ein wachstumsförderndes, proangiogenetisches und antiapoptotisches Peptid für

verschiedene Tumore. In Gliomen wird ET-1 hauptsächlich von den Blutgefäßen gebildet,

während die Tumorzellen EDNRB exprimieren (Egidy et al., 2000). In dieser Arbeit wurde

außerdem festgestellt, dass durch ET-1 über EDNRB v. a. antiapoptotische, nicht

proliferationsfördernde Signale über die Proteinkinase C und die Aktivierung der MAPK-

Kaskade vermittelt werden. In Melanomen gilt EDNRB als Progressionsmarker und

kürzlich wurde sein Einfluss auf die Veränderung von Zell-Zell-Kontakten mit

nachfolgender Migration und Invasion in diesen Tumoren nachgewiesen (Bagnato et al.,

2004). Ähnliche Ergebnisse wurden in Mammakarzinomen (Grimshaw et al., 2004) und

Neuroblastomen (Berry und Burchill, 2002) erzielt. Da es sich bei EDNRB um einen

G-protein coupled receptor (GPCR) handelt, für den eine Transaktivierung des EGFR
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(Iwasaki et al., 1999; Vacca et al., 2000) nachgewiesen wurde, könnte man spekulieren,

dass in den von uns untersuchten Gliomzellen durch die Hochregulation dieses Rezeptors

möglicherweise eine teilweise Kompensation einer durch die EGFR-Reduktion

verminderten Signalgebung stattfindet. Dies würde allerdings voraussetzen, dass nicht die

Restmenge an EGFR ausreichend für dessen normale Funktion ist.

Schließlich findet man noch als das am stärksten hochregulierte Transkript HMGN3 (high

mobility group nucleosomal binding protein 3/TRIP7, +2,05fach), ein Protein, von dem

angenommen wird, das es durch Bindung an DNA die Chromatinstruktur verändert und so

die Aktivierung der Transkription auslöst. Es handelt sich auch hier um ein weitgehend

uncharakterisiertes Protein, dessen Expressionsmuster in Mäusen eine gute

Übereinstimmung mit demjenigen von glial fibrillary acidic protein (GFAP) aufweist, so

dass ihm möglicherweise eine besondere Funktion in Astrozyten zukommt (Ito und Bustin,

2002). Kürzlich konnte die Fähigkeit von HMGN3 zur Steuerung der Transkription

spezifischer Gene nachgewiesen werden (West et al., 2004), so dass es sich hier um einen

auch in astrozytären Tumoren interessanten neuen Transkriptionsregulator handeln könnte.

Insgesamt konnten durch die Mikroarray-Analyse eine Reihe von Genen identifiziert

werden, deren negative Regulation nach Transfektion mit siRNA EGR10 sehr gut mit den

Erwartungen übereinstimmt, da sie direkt durch EGF stimuliert werden oder von der

EGFR-Signalgebung abhängig sind (Src homology 2 domain containing transforming

protein 1/SHC1, eines der primären Adaptermoleküle für die EGFR-Signalgebung ist

ebenfalls reprimiert, vgl. Abb. 33). Es finden sich mehrere Gene, deren Produkte mit einer

Veränderung adhäsiver und migratorischer Eigenschaften in Verbindung gebracht werden,

so dass auf eine reduzierte Motilität oder Fähigkeit der U373 MG-Zellen zur Invasion

geschlossen werden könnte. Eine solche Wirkung ließ sich jedoch in den in vitro

durchgeführten Experimenten nicht nachweisen. Andererseits bestätigen die hier

dargestellten Daten eine Reihe von Untersuchungen, die das Bild eines komplexen

Netzwerks der Signalgebung zwischen EGFR und verschiedenen anderen

Membranrezeptoren vermitteln. Möglicherweise kann ein durch die siRNA vermittelter

Effekt in den hier untersuchten Zellen durch gegenläufige Regulationsmechanismen

teilweise kompensiert werden. Allerdings sollte berücksichtigt werden, dass die in den

Mikroarray-Untersuchungen gefundenen Änderungen in der Genexpression nur sehr gering



IV. Diskussion                                                                                                                                                         114

ausfielen, zudem müssen sie nicht unbedingt in einer veränderten Proteinmenge

resultieren. Im ELISA konnte zwar eine Reduktion der IL-8 Proteinmenge um ca. 30 %

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), selbst dies hat aber unter Umständen keine

Auswirkungen auf das Verhalten der Zellen in Kultur. Es lässt sich jedoch nicht ganz

ausschließen, dass sich die verminderte Expression von migrationsfördernden (wie z.B.

UPAR, TNC, PTHLH) und proangiogenetischen Faktoren (IL-8) unter in vivo-

Bedingungen stärker inhibitorisch auf den Tumor auswirken könnte als das in Zellkultur

der Fall ist.

4.4.4 Validierung der Mikroarrays durch quantitative real-time PCR

Zur Validierung der gefundenen Ergebnisse wurde die Expression von fünf exemplarisch

ausgewählten Genen in der real-time PCR überprüft. Die dort gefundenen Werte stimmten

bei vier von fünf Transkripten mit den Ergebnissen der Mikroarrays überein. Die negative

Regulation von IQGAP ließ sich im PCR-Experiment dagegen nicht reproduzieren (vgl.

3.5.1, Abb. 32). Daher sollte dieses Ergebnis mit Vorsicht betrachtet werden. Die Ursache

für den abweichenden Befund könnte zum einen ein falsch positives Ergebnis in der Array-

Analyse sein, was bei den weniger stringent gewählten Analysekriterien denkbar wäre.

Dagegen spricht, dass IQGAP auf den Affymetrix-Chips mit drei verschiedenen Probe Sets

vertreten ist und jedes dieser Probe Sets in mindestens einem der drei unabhängigen

Experimente negativ reguliert war. Es zeigte sich auch nie eine gegenläufige

Aufregulation. Diesem dreimal reproduzierten Ergebnis steht ein weiteres unabhängiges

Einzelexperiment gegenüber, da für die real-time PCR nicht eine bereits in den Array-

Experimenten benutzte cDNA verwendet wurde. In diesem Fall könnte also das Ergebnis

der PCR irreführend sein. Dass für die anderen vier Gene dieselbe Regulation wie in den

Expressionsanalysen gefunden und das Ergebnis damit ein viertes mal reproduziert wurde,

lässt dafür andererseits auf die Zuverlässigkeit der dort gewonnenen Daten schließen.
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4.5     Ausblick

Neuere in vitro Daten belegen eine mögliche Resistenz und ein heterogenes Ansprechen

von Gliomzellen auf eine EGFR-Blockade (Li et al., 2003; Halatsch et al., 2004). Dies gibt

vielleicht einen Hinweis darauf, warum trotz der starken Regulation des Rezeptors durch

die siRNA und der durch die Genexpressionsanalyse nachgewiesenen spezifischen

Änderung in der EGFR-abhängigen Transkription ein funktioneller Nachweis für eine

Beeinträchtigung der von uns untersuchten Gliomzellen nicht erbracht werden konnte. Die

gefundene Inhibition verschiedener untersuchter Parameter durch das small molecule

AG1478 ist möglicherweise trotz dessen postulierter Selektivität für den EGFR auf

unspezifische Effekte zurückzuführen. Dafür existieren mehrere Hinweise. Zum einen

konnte für AG1478 eine unspezifische Hemmung des PDGFR ab Konzentrationen von

mehr als 10 µM nachgewiesen werden (Lipson et al., 1998). Zum anderen lassen sich aus

Untersuchungen zu dem verwandten Molekül Gefitinib Rückschlüsse ziehen, für das

ebenfalls eine Wirkung auf weitere Tyrosinkinasen neben dem EGFR gefunden wurden

(Cohen et al., 2004). Auch der von Li et al. beschriebene fehlende Einfluss von Gefitinib

auf EGFR-nachgeschaltete Signalwege trotz völliger Blockade des Rezeptors konnte durch

eine starke Erhöhung der eingesetzten Konzentration aufgehoben werden (Li et al., 2003).

Möglicherweise waren auch hierfür unspezifische Effekte verantwortlich, zumal gezeigt

werden konnte, dass eine Kompensation durch ErbB2 nicht an der Resistenz der Zellen

gegenüber Gefitinib beteiligt war (Li et al., 2003).

Mehrere bisher durchgeführte klinische Studien zum Einsatz von EGFR-blockierenden

Molekülen wie Gefitinib oder Cetuximab in der Tumortherapie verliefen enttäuschend

(Dancey, 2004). Als Grund hierfür gilt, neben der möglicherweise falschen Dosierung der

Wirkstoffe und einer ungünstigen Kombination mit anderen Agenzien, vor allem die

mangelnde Selektion der Patienten hinsichtlich der EGFR-Expression bzw. dessen

Aktivierungszustands und der Abhängigkeit des Tumors von dieser Signalgebung (Dancey

und Freidlin, 2003). Möglicherweise könnte durch ein Austesten weiterer Gliomzellinien

und durch eine Kombination von EGFR-spezifischer siRNA mit Inhibitoren für Mitglieder

der ErbB-Rezeptorfamilie oder für andere potentielle Kooperationspartner der EGFR-

Signalgebung ein weniger maligner Phänotyp in diesen Tumoren induziert werden.
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V. Zusammenfassung

Die zu Beginn dieser Arbeit noch völlig neuartige Anwendung von siRNAs in

Säugerzellen (Elbashir et al., 2001a) konnte in der vorliegenden Arbeit in humanen

Gliomzellen etabliert und im folgenden zur spezifischen Regulation eines tumorrelevanten

Gens genutzt werden. Als Zielgen wurde der epidermal growth factor receptor (EGFR)

gewählt, dessen fehlregulierte Expression ein Hauptmerkmal der hochmalignen

Glioblastome darstellt.

Die Applikation der siRNAs wurde zunächst anhand der Regulation des Reportergens

eGFP und des Zytoskelett-Proteins b-Aktin untersucht und optimiert.

Im Anschluss wurde eine Reihe gegen den EGFR gerichteter siRNAs synthetisiert und die

spezifische Wirksamkeit eines dieser Oligonukleotide (EGR10) durch die bis zu 90 %ige

Reduktion sowohl der EGFR-mRNA als auch des EGFR-Proteins nachgewiesen.

Die Auswirkung dieses über einen Zeitraum von mindestens sechs Tagen anhaltenden

Knockdowns des EGFR auf zwei etablierte Gliomzellinien (U373 MG und LN18) wurde

anhand verschiedener Parameter untersucht. Dabei konnte weder ein Einfluss auf das

Proliferationsverhalten, noch auf migratorische Eigenschaften oder Tumorigenität der

Zellen festgestellt werden. Der Aktivierungsstatus zweier EGFR-nachgeschalteter

Hauptsignalwege, die MAPK-Kaskade und die PI(3)K-abhängige Aktivierung von PKB,

wurde durch den Phosphorylierungszustand der beteiligten Kinasen (Erk1/2 bzw. PKB)

überprüft. Auch hier konnte keine Verminderung der EGF-stimulierten Signaltransduktion

nach Transfektion mit siRNA EGR10 nachgewiesen werden. Dagegen zeigte sich bei

Einsatz des synthetischen EGFR-Inhibitors AG1478 ein konzentrationsabhängiger Effekt

auf die Zellproliferation. Außerdem wurden auch Migration, Kolonienbildung und der

Aktivierungszustand von Erk1/2 und PKB durch AG1478 negativ beeinflusst.

Möglicherweise sind diese Ergebnisse auf eine unspezifische Wirkung dieses Inhibitors

zurückzuführen, für den in den hier verwendeten Konzentrationsbereichen eine

unspezifische Hemmung der Rezeptortyrosinkinase PDGFR nachgewiesen wurde (Lipson

et al., 1998).

Zur eingehenderen Überprüfung der siRNA-vermittelten Wirkung auf die hier

untersuchten Gliomzellen wurden Genexpressionsanalysen mit Mikroarrays durchgeführt.
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Hierbei konnte zum einen gezeigt werden, dass der EGFR entsprechend den real-time

PCR-Analysen mit einer Reduktion um ca. 80 % das am stärksten regulierte Transkript

darstellte. Insgesamt wurden aber nur relativ wenige Gene und vergleichsweise geringe

Änderungen in der Expression gefunden. In der Gruppe der herunterregulierten Gene

fanden sich einige, deren Produkte bei der Adhäsion, Motilität, Migration und Invasion

von Zellen eine Rolle spielen und so zur erhöhten Malignität von Tumoren beitragen

können. Die Gruppe der aufregulierten Gene war sehr heterogen mit erhöhter Expression

von z. B. anti-apoptotischen, aber auch proliferationsfördernden Transkripten. Der geringe

Einfluss des EGFR-Knockdowns auf die Genexpression steht im Einklang mit den

fehlenden Effekten auf zellulärer Ebene.

Die mangelnde Wirkung der spezifischen, siRNA-vermittelten EGFR-Reduktion könnte

mehrere Ursachen haben. Einerseits wäre denkbar, dass die nach siRNA-Behandlung noch

vorhandene Restmenge an EGFR für die nachfolgende Signalvermittlung ausreichend ist.

Andererseits könnte diese von anderen Mitgliedern der ErbB-Rezeptorfamilie (z. B.

ErbB2) oder von anderen Tyrosinkinasen (z. B. IGF1R) übernommen werden. Schließlich

kann auch die Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass die hier untersuchten

Gliomzellen von der EGFR-Signalgebung weitgehend unabhängig sind und die Wegnahme

dieses Rezeptors keinen negativen Einfluss auf deren Wachstumsverhalten hat. Die mit

AG1478 erzielten Effekte wären dann auf eine unspezifische Wirkung dieses synthetischen

Inhibitors auf andere Proteine zurückzuführen, eine Hypothese, die in weiteren Arbeiten

überprüft werden muss.
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VI. Abkürzungen

abs absolut
AK Antikörper
APS Ammoniumpersulfat
AS-ODN Antisense-Oligodesoxynukleotid
AS-PTO Antisense-Phosphorthioat-Oligonukleotid
ATP Adenosintriphosphat
bFGF basic fibroblast growth factor
bidest zweifach destilliert
bp Basenpaare
BSA bovines Serumalbumin
bspw. beispielsweise
bzw. beziehungsweise
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure
cm Zentimeter
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol
DEPC Diethylpyrocarbonat
DFZ Durchflusszytometrie
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP desoxy–Nukleosidtriphosphat
DPBS Dulbecco´s PBS
ds doppelsträngig
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ECM extrazelluläre Matrix
EGF epidermal growth factor
EGFR epidermal growth factor receptor
eGFP enhanced green fluorescent protein
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
Erk extrazellulär regulierte Kinase
EtOH Ethanol
EZ Endothelzelle(n)
FACS fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
f. c. Endkonzentration
FCS fötales Kälberserum
FGB Fischhaut-Gelatine-Puffer
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
g Erdbeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehyd-Dehydrogenase
GBM Glioblastoma multiforme
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor
gt Ziege
GFAP  glial fibrillary acidic protein
h Stunde(n)
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HRP Meerrettich-Peroxidase
IC Immunzytochemie
IGF(1R) insulin-like growth factor (receptor type 1)
IgG Immunglobulin G
IL-8 Interleukin-8
kb Kilobasenpaare
l Liter
M molar
mA Milliampere
MAPK Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
MetOH Methanol
miRNA Mikro-RNA
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
µM mikromolar
min Minute(n)
ml Milliliter
mm Millimeter
MMP Matrix-Metalloproteinase
mRNA Boten-Ribonukleinsäure
ms Maus
MW Molekulargewicht
NC Nitrozellulose
NEA nicht-essenzielle Aminosäuren
ng Nanogramm
nM nanomolar
NSCLC nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
nt Nukleotide
p.a. zur Analyse
PAA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PDGF(R) platelet derived growth factor (receptor)
pers. Mitt. persönliche Mitteilung
pg Pikogramm
PI Propidiumiodid
PI(3)K Phosphatidyl-Inositol(3)-Kinase
PKB Proteinkinase B
QRT-PCR quantitative PCR in Echtzeit
rbt Kaninchen
RhoX Rhodamin X
RISC RNA-induced silencing complex
(r)RNA (ribosomale) Ribonukleinsäure
RNAi RNA-Interferenz
RNase Ribonuklease
RT Raumtemperatur
RTK Rezeptortyrosinkinase
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s Sekunde(n)
s. siehe
SDS Natriumdodecylsulfat
shRNA small hairpin RNA
siRNA small/short interfering RNA
sog. sogenannt
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBS Tris-gepufferte Salzlösung
TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween
TEMED N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin
TKI Tyrosinkinase-Inhibitor
Tris Trishydroxymethylaminomethan
uPA(R) Plasminogen-Aktivator, Urokinase-Typ (Rezeptor)
Upm Umdrehungen pro Minute
üN über Nacht
v Volumenanteil
v. a. vor allem
VEGF vascular endothelial growth factor
vgl. Vergleiche
Vol. Volumen
vs. gegen(über)
w Gewichtsanteil
WB Western Blot
z. B. zum Beispiel
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