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1. Einleitung

1.1. Tumore des Zentralen Nervensystems

Medulloblastome werden zu den primdren Hirntumoren gezahlt. Primdre Tumore des
Zentralen Nervensystems (ZNS) sind solche Tumore, die vom Neuroepithel, Ganglienzellen,
den Hirnhéduten, den Nervenscheiden, der Hirnanhangsdriise oder ektopen intrakraniellen
Geweben (Keimzell- und Fehlbildungstumoren) ausgehen. Davon abzugrenzen sind
sekunddre Hirntumore, Metastasen anderer, meist extrakranieller Tumore und Tumore, die
von dem das Gehirn umgebenden Knochen ausgehen und verdringend oder infiltrativ in das
ZNS vorwachsen (POECK et al,. 1998).

Insgesamt machen Hirntumore etwa 8-10% aller malignen Geschwulste aus, 5% bilden die
primiren ZNS-Tumore. Bei Kindern stehen die bosartigen Geschwiilste mit einer Inzidenz
von 24,5 pro 1 Million Kinder pro Jahr (SCHLEGEL U. & WESTPHAL M., 1998) nach der
Akuten Lymphoblastischen Leukdmie schon an zweiter Stelle der onkologischen
Erkrankungen. Mit einem Anteil von 20-25% ist das Medulloblastom nach dem pilozytischen

Astrozytom der hdufigste aller ZNS-Tumoren im Kindesalter.

1.1.1. PNET-Tumore

Primitiv neuroektodermale Tumore (PNET) sind hochmaligne embryonale Tumoren, die in
der WHO-Klassifikation dem Grad IV zugeteilt werden und — das Medulloblastom
ausgenommen — 5% der kindlichen Hirntumoren ausmachen. Sie werden als undifferenzierte
Rundzelltumore des Kindesalters beschrieben, zu denen u.a. auch das Neuroblastom und das
Ewing-Sarkom gezéhlt werden. Im ZNS zeigt neben dem Ependymoblastom, dem
Pineoblastom und dem zerebralen Neuroblastom auch das Medulloblastom das spezifische
Zellmuster der PNET.

Beziiglich der Atiologie wird diskutiert, ob sich jedes dieser malignen Geschwulste von einer
bestimmten pluripotenten, neuroektodermalen Stammzelle der subependymalen Matrix
herleitet, die - beeinflusst durch das umgebende Gewebe - bestimmte

Differenzierungsmerkmale besitzt (RUBINSTEIN L.J., 1998). Andere Pathologen vertreten die



Meinung, dass alle PNETs zu einer Gruppe mit global erhaltenem Differenzierungspotential
zu rechnen sind (RORKE L.B. 1983). Neben dem vorherrschenden undifferenzierten Zelltyp
lassen sich zu einem geringen Teil lokal oder generalisiert auch Zellen mit astrozytérer,
mesenchymaler, neuronaler oder oligodendraler Differenzierung nachweisen.

Speziell beim Medulloblastom wird postuliert, dass dieses Geschwulst aus einer primitiven
Stammzelle des Stratum granulosum externum des Kleinhirns entsteht, eine genaue
Ursprungszelle konnte bisher jedoch noch nicht identifiziert werden (KLEIHUES P., 1993).

Die Symptomatik der extrazerebelliren PNETs (auf die Symptomatik des zerebelldren
Medulloblastoms wird spéter eingegangen) ergibt sich aus der Lokalisation. Das
Charakteristikum der Undifferenziertheit und die biologische Aggressivitit bedingen
insgesamt eine schlechte Prognose, die durch kraniospinale Aussaat von Metastasen noch

verschlechtert wird.

1.1.2. Medulloblastome

1.1.2.1 Héufigkeit und Vorkommen

Das Medulloblastom (MDB) zdhlt mit einem Vorkommen von 20-25% zu den hiufigsten
ZNS-Tumoren im Kindes- und Jugendalter. Es ist typischerweise im Kleinhirn lokalisiert,
findet sich zu einem geringeren Teil auch im IV. Ventrikel. Die jdhrliche Inzidenz betragt
etwa 5 auf 1 Millionen Kinder, wobei der typische Manifestationsgipfel eine bimodale
Verteilung zwischen dem 3. bis 4. sowie 8 bis 9. Lebensjahr zeigt (PACKER R.J., 1998). In
dieser Alterskategorie ist eine deutliche Knabenwendigkeit zu verzeichnen. Mit einem Anteil
von 20% treten MDB jedoch auch zu einem spédteren Zeitpunkt auf, wobei hier die
Geschlechterverteilung nahezu ausgeglichen ist (MOLENAAR W.M. & TROJANOWSKI J.Q.,
1994). Vereinzelt wird tiber familidre Haufungen berichtet, die den EinfluB3 von genetischen
Faktoren vermuten lassen, eine signifikant erhohte Inzidenz findet sich beim nidvoiden

Basalzellkarzinom, dem sogenannten Gorlin-Goltz-Syndrom.



1.1.2.2. Makroskopie und Lokalisation

Das MDB findet sich bevorzugt an der Mittellinie im Kleinhirn und in den paramedianen
Kleinhirnanteilen, seltener auch am Boden des IV. Ventrikel. Tritt der Tumor jenseits des
Kindesalters auf, so ist er hdufiger in einer der beiden Kleinhirnhemisphéren zu finden.
Aufgrund ihrer typischen Lokalisation fiihren die Tumore frithzeitig zur Verlegung des IV.
Ventrikel und bedingen somit die Symptomatik eines VerschluBhydrozephalus. Sie tendieren
durch ihre ausgeprégte Proliferationsfahigkeit dazu, weitere benachbarte Strukturen wie die
Kleinhirnhemisphdren, den Hirnstamm und den Subarachnoidalraum zu infiltrieren und
zeigen aullerdem eine ausgeprigte Neigung zur Metastasierung. Die Absiedelung erfolgt
bevorzugt iiber die Liquorwege. Durch die Disseminierung der Tumorzellen kommt es zu
sogenannten Abtropfmetastasen, die vor allem im Spinalkanal und in den basalen Zisternen zu
finden sind. Postoperativ sind haufig die mediobasalen Temporallappen und die Frontobasis
betroffen, hier wird ein Einfluf3 der intraoperativen Lagerung des Patienten diskutiert. In 15-
30% der Fille zeigen sich auch extraneurale Metastasen, die am hiufigsten im Knochen,
Lymphknoten, Leber und Milz zu finden sind (TOMLINSON F.H., 1992)

Hinsichtlich ihrer Struktur und der Abgrenzbarkeit gegeniiber dem umgebenden Gewebe
kénnen Medulloblastome sehr variieren, meist sind sie jedoch relativ gut vom
Kleinhirnparenchym zu differenzieren und erscheinen in ihrer Konsistenz weich und fleischig.
Die bunte, vielfiltige Schnittfliche zeigt neben dem Tumorgewebe Nekrosen und
GefaBinfiltrationen mit Himorrhagien. Verkalkungen und Zysten, wie sie bei Ependymomen

und Astrozytomen vorkommen, sind bei Medulloblastomen selten zu finden.

1.1.2.3. Symptomatik, Diagnose und Therapie

Wie vorangehend schon erwihnt, ergibt sich die Symptomatik der Medulloblastome vor allem
aus der typischen Lokalisation mit ihren daraus folgenden Konsequenzen. Meist ausgehend
von der Kleinhirnvermis wichst das Geschwulst Richtung IV. Ventrikel vor und fiihrt zu
einer Verlegung der Liquorwege. Durch diese Passagebehinderung wird der Liquorfluf3
gestort, es kommt zu einem VerschluBhydrozephalus mit Steigerung des intrakraniellen
Drucks und typischer Hirndrucksymptomatik. Erste klinische Zeichen sind meist
Kopfschmerzen und Erbrechen, die Patienten klagen {iber Schwindelgefiihle und
Abgeschlagenheit. Bei zunehmender Progredienz &duBert sich die ausgeprigte

Hirndrucksymptomatik iiber Stauungspapille, Gangataxie, Hirnnervenausfille und



Pyramidenbahnzeichen. Bei Infiltration der Meningen auf Hohe des Foramen magnum oder
wenn es durch den erh6hten Hirndruck zur Herniation der zerebelldren Tonsillen kommt,
konnen Nackensteifigkeit und Kopfschiefhaltung auftreten. Bei Sduglingen mit noch offenen
Fontanellen konnen die Zeichen weniger spezifisch sein und die Kinder werden eher durch
Entwicklungsverzogerung oder vergroBerten Kopfumfang auffillig (SCHLEGEL U. &
WESTPHAL M., 1998).

Bei Auftreten der klinischen Symptomatik werden in der Regel zur Diagnostik bildgebende
Verfahren wie das CT oder das MRT gewdéhlt (s. Abb. 1.1.), bei denen das Medulloblastom
als solide, homogene und Kontrastmittel aufnehmende Raumforderung dargestellt werden
kann. Prétherapeutisch und postoperativ sollte eine Liquordiagnostik durchgefiihrt und nach

meningealer Disseminierung von Tumorzellen geforscht werden.

Abb. 1.1.: Kranielle Magnet-Resonanz-Tomographie eines Patienten mit einem
Medulloblastom in der hinteren Schddelgrube; MRT in TI1-Wichtung (aus

,,Cancer*, DE VITA & ROSENBERG, 1989);

In dem Chang-Staging-Sytem, das 1969 entwickelt wurde, werden Medulloblastome
intraoperativ nach dem Tumorvolumen, der Extension in andere Hirnstrukturen und ihrem
Metastasierungsgrad einteilt (HARISIADIS L. & CHANG C.H., 1977). Neben diesen Kriterien
spielen noch zusétzliche Faktoren eine Rolle bei der Prognose der malignen Geschwulste. Der

Grad der Zell-Differenzierung korreliert reziprok mit der Prognose. Weiterhin wird die



Lebenserwartung vor allem wesentlich durch das Ausmal3 der Resektion beeinflusst, eine
subtotale Tumorentfernung weist im Vergleich zur Totalresektion klinisch eine signifikant
schlechtere Prognose und erhdhte Rezidivrate auf.

Das multimodale Konzept der Therapie von Medulloblastomen besteht in weittestgehender
Tumorresektion, Chemo- und Strahlentherapie. Auch wenn ein MDB chirurgisch nicht geheilt
werden kann, so stellt der Grad der Resektion, wie oben schon erwéhnt, einen sehr wichtigen
prognostischen Parameter dar. Es wird heute versucht, groBtmdglich ohne neurologische
Ausfallerscheinungen zu resezieren, bei Infiltration des Hirnstammes wird eine radikale
Tumorentfernung jedoch unterlassen. Bestrahlung bleibt vorerst die wichtigste kurative
Komponente im traditionellen Behandlungskonzept dieses Tumors. Es wurde gezeigt, dass es
nicht reicht, ein Medulloblastom lokal zu bestrahlen, sondern dass die gesamte kraniospinale
Achse bestrahlt werden muss, um bessere Uberlebenschancen zu gewihrleisten. Man geht
heute davon aus, dass die hintere Schéddelgrube mehr als 50 Gy und die Neuroachse
mindestens 35 Gy Bestrahlung erhalten miissen. So konnte die 5-Jahres-Uberlebensrate auf
50-70% erhoht werden. Bei Erwachsenen ist die Prognose hinsichtlich der aggressiven
Strahlentherapie etwas giinstiger, da es bei ihnen schon zum Abschluss der Ausreifung
neuronaler Strukturen gekommen ist und somit die Anfélligkeit fiir Strahlenschidden geringer
als beim Kind ist. In einigen Zentren wird mittlerweile auch die Chemotherapie favorisiert.
Hier werden z.B. Cisplatinderivate und VP 16, ein Etophosidprdparat eingesetzt. Diese

Methoden sind aber bisher noch nicht etabliert und bediirfen weiterer Auswertung.

1.1.2.4. Histopathologische Kriterien des Medulloblastoms

Histopathologische Schnitte zeigen einen zellreichen, wenig differenzierten Tumor. Insgesamt
ist das Zellbild jedoch - im Vergleich zu anderen ZNS-Tumoren, wie z.B. dem Glioblastom -
relativ homogen mit runden bis ovalen, blauzelligen, hyperchromatischen Kernen in einer
Matrix aus gering definiertem Zytoplasma. Meist zeigt sich eine hohe mitotische Aktivitit.
Der Chromatingehalt ist variabel, bisweilen sind auch Zellen mit weniger dichtem Chromatin
eingestreut oder konnen sogar den Grof3teil der Zellpopulation ausmachen. Als weiteres
Merkmal finden sich in 30-40% der Tumoren sogenannte Homer-Wright-Rosetten als
Zeichen einer neuroblastischen Differenzierung. Hierbei handelt es sich um zirkuldre bis
sternformige Anordnungen aus feinen Zellprozessen rund um ein eosinophiles lumenloses

Zentrum, die von karottenférmigen Kernen umgeben sind (SCHWABE D. 1999). Als Zeichen



fortschreitender Differenzierung konnen auch Ganglienzellen oder astrozytdre und

oligodendriale Strukturen auftreten.

Abb. 1.2. : Histologische Firbung eines Kryoschnitts eines Medulloblastoms (MDB).
Dieser Ausschnitt zeigt die charakteristischen Zellpolymorphie (aus KLEIHUES
P. & WEBSTER K.C. 1997);

Das Ausmall der Reifung und des Differenzierungsgrades wird heute u.a. durch
immunhistochemischen Nachweis entwicklungsregulierter Proteine bestimmt. Deren
Expression kann bereits vor einer morphologisch fassbaren Anderung nachgewiesen werden.
Dies trifft auch bei den Medulloblastomen zu: auch wenn diese zu den undifferenzierten
Tumoren zu zdhlen sind, so zeigen sich doch immunhistochemisch haufig bereits Hinweise
auf eine neuronale Differenzierung. Diese driickt sich z.B. in einer Immunreaktivitat fiir die
Neuron-spezifische Enolase (NSE) in iiber 50% und in einer fokalen Expression von
Synaptophysin in 30-50% der Félle aus (s. Abb. 1.3.). Beim Nachweis von Synaptophysin
zeigen die Tumorzellen auch auf zytologischer Ebene bereits Hinweise fiir eine beginnende
Neurogenese. Vereinzelt findet sich auch eine Auspridgung ganglioider Merkmale und
Expression von Neurofilament-Proteinen. Bei der Mehrzahl der Medulloblastome findet sich
immunhistochemisch die embryonale Form des neuronalen Zelladhdsionsmolekiils NCAM
und einige Tumore zeigen auch Immunreaktivitét fiir BIII-Tubulin. Dieses weist ebenfalls auf
eine Tendenz zur neuralen Differenzierung hin. Nur selten finden sich jedoch Tumorzellen
mit einer positiven Reaktion auf astrozytdres GFAP-Protein.

Dieser Befund wird bei 5% der Medulloblastome erhoben und belegt, dass sich die
Ursprungszelle im Prinzip noch in verschiedene neurale Linien ausdifferenzieren kann

(SCHLEGEL U. & WESTPHAL M., 1997)



Abb. 1.3.: Immunhistochmische Merkmale der Medulloblastome,; Fokale Expression von
(A) Neuron-spezifischer Enolase (NSE), (B) Synaptophysin, (C) Neurofilament-
Protein (NF); (D) Tumorausschnitt mit NF-Anfdrbung von reifen Ganglion-
Zellen und Neuriten als Zeichen fortgeschrittener neuronaler Differenzierung.
(E) Lokale GFAP-Anfirbung von Tumorzellen;, (F) Medulloblastom-
Tumorzell-Ansammlungen die retinales S-antigen exprimieren; (aus KLEIHUES

P. & WEBSTER K.C. 1997);

1.1.2.5. Differenzierungstypen

Man kann beim Medulloblastom histopathologisch verschiedene Typen unterscheiden, die
sich in ihrem klinischen Verlauf zwar kaum unterscheiden, jedoch bei der
Differentialdiagnose eine wesentliche Rolle spielen. Der klassische Typ zeichnet sich durch
einen homogenen Zellrasen aus, bei dem sich abwechselnd palisadenartige Zellanordnungen
und Mosaikbilder neben Pseudorosetten und Wirbelbildungen finden. Vorherrschend ist

jedoch das homogene Zellmuster, es fehlen regelméfig wiederkehrende Grundmuster.



Das desmoblastische Medulloblastom ist eine Variante, die sich durch das Vorkommen von
zellarmeren Inseln auszeichnet (s. Abb. 1.4.). Diese noduldren, retikulinfreien Zonen zeigen
eine verringerte Zellzahl, eine herabgesetzte fibrillaire Matrix und Kern-Uniformitit als
Zeichen einer fortschreitenden neuronalen Differenzierung. Neben diesen Inseln finden sich
Felder mit zellreichen Tumorabschnitten aus einem Netzwerk von interzellulirem Retikulin
und Kollagenfasern. Als weitere typische Struktur des desmoblastischen MDBs lassen sich
breite, bindegewebige Septen, die den Tumor in lobuldre Strukturen unterteilen, hervorheben.
Diese verschiedenen Strukturen konnen zusammen oder getrennt voneinander auftreten.
Bisweilen wird die Hypothese vertreten, dass das desmoblastische Medulloblastom eine
glinstigere Prognose als andere Subtypen aufweist, dies konnte sich bisher aber
wissenschaftlich noch nicht bestitigen lassen. Als gesichert gilt nur das gehdufte Auftreten

von desmoblastischen Medulloblastomen bei jiingeren Erwachsenen (HERNAiz D., 1999).

Abb. 1.4.: Histologischer Schnitt eines desmoblastischen Medulloblastoms mit den

typischen zelldrmeren Inseln (aus SCHLEGEL U. & WESTPHAL M., 1998)

Seltenere Varianten des Medulloblastoms sind das Medullomyoblastom, bei dem Tumorzellen
eine myogene Differenzierung durchlaufen haben, sowie das melanotische MDB mit
melaninhaltigen Tumorzellen und zuletzt das lipomatose MDB mit fokalen Ansammlungen

von Adipozyten.



1.2. Extrazellularmatrix und Invasion

Uber die Funktionen, Struktur und Zusammensetzung der Extrazellulirmatrix (ECM) des
Gehirns ist — im Gegensatz zu vielen anderen Geweben - bisher noch relativ wenig bekannt
(DE CLERCK, 1994). Diese spielt eine wichtige Rolle bei vielen biologischen Prozessen und
setzt sich aus mindestens drei spezifischen Strukturen zusammen: Die Glia limitans externa,
die vaskuldre Basalmembran und die amorphe Grundsubstanz. Diese Strukturen bestehen aus

Kollagen, Proteoglykanen und Glykoproteinen (COULDWELL W.T., 1992).

Glia limitans externa Vaskulire Basalmembran Amorphe Grundsubstanz
Fibrilldres Kollagen (Typ [ und III) | Typ IV Kollagen Hyaloronséure

nicht fibrilldres Kollagen (Typ IV) | Laminin Chondroitinsulfatproteoglykane
Fibronektin Vitronektin Glykoproteine

Laminin Entaktin

Heparansulfatproteoglykane Heparansulfatproteoglykane

Tab. 1.1.: ECM-Strukturen und ihre Komponenten (aus GREENBERG, CHANDLER &
SANDLER , 1999);

Die Fahigkeit von Zellen, die Extrazelluldr-Matrix zu infiltrieren, sich dort zu verteilen und
neue Strukturen zu bilden, ist ein Merkmal, das nicht nur bei pathologischen sondern auch bei
physiologischen Prozessen zu finden ist. Beim Vorgang der Neoangiogenese kommt es z.B.
zu Proliferation und Migration von Endothelzellen aufgrund angiogenetischer Stimuli. Ein
Unterschied zwischen der Invasion gesunder und maligner Zellen liegt darin, dass bei
physiologischen Prozessen eine Kontrolle iiber die ECM erfolgt. Die Tumorinvasion ist
definiert als eine aktive Translokation von Tumorzellen durch zelluldre und extrazelluldre
Matrixbarrieren (KonN E.C., 1995). Uber die Interaktion mit spezifischen Komponenten der
ECM - vor allem Bestandteile der Basalmembran (GOLDBRUNNER R.H., 1999) - kommt es zu
einer Migration und Invasion der Tumorzellen. Bei diesem Vorgang folgen die Tumore der
Drei-Schritt-Theorie von Liotta (LIOTTA L.A., 1991) drei Mechanismen: Der fiir die
Tumorinvasion erste wichtige Schritt ist die Adhdsion, die iiber Adhésionsrezeptoren erfolgt.
Ausgehend von diesem Kontakt kann sich die Zelle dann im umgebenden Normalparenchym
bewegen. Dazu werden nach der Adhésion an die Extrazelluldrmatrix im folgenden Schritt die
Matrix-Barrieren mittels Proteolyse aufgeldst. Dies geschieht u.a. durch von Tumor- und

Endothelzellen sezernierten Matrix-Metalloproteasen (PEPPER M.S., 1994). Danach kommt es




zur Aussprossung von Zellfortsdtzen in den neugebildeten Raum und zur Migration der

ganzen Zelle, wobei sie ihr Zytoskelett neustrukturiert und neue Adhésionsstellen exprimiert.

1.3. Matrix-Metalloproteasen (MMPs)

1.3.1. Allgemeine Beschreibung und Funktion

Die Morbiditidt und Mortalitdt bei malignen Tumoren wird u.a. durch deren Eigenschaft,
umgebendes Normalgewebe zu invadieren und infiltrieren, bestimmt. Diese
Invasionsprozesse setzen voraus, dass sich der Tumor an die Extrazellularmatrix (ECM)
anheften und bestimmte Matrix-Strukturen auflésen kann und die Tumorzellen die Fihigkeit
zur Migration besitzen. Bei diesen Vorgéngen spielen neben proteolytischen Enzymen wie
z.B. den Serin- und Cysteinproteasen die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) eine wichtige
Rolle.

Bei der MMP-Familie handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, die in Verdnderungen
der Gewebestruktur eingreifen, indem sie eine grole Anzahl an verschiedenen Molekiilen der
ECM degradieren. Diese Eigenschaft wird nicht nur in pathologischen Prozessen genutzt.
Auch bei den physiologischen Vorgidngen der Angiogenese, Ovulation,
Blastozytenimplantation, Embryogenese, Knochenwachstum, Makrophagen- und
Neutrophilenfunktion spielen sie eine wesentliche Rolle. Es handelt sich um Prozesse, bei
denen Abbau und Resorption bestimmter ECM-Komponenten, wie z.B. Proteoglycane,
Glycoproteine oder verschiedene Kollagen-Typen, notwendig sind. Ahnlich wird diese
Féhigkeit bei pathologischen Prozessen, wie Tumorinvasion, Metastasierung, Rheumatoiden
Arthritis und Atherosklerose genutzt. Hierbei zeigen die MMPs verschiedenste
Angriffspunkte. So wirken MMPs iiber den Abbau verschiedener Strukturen nicht nur direkt
destruierend, sondern sie konnen bei verschiedenen Prozessen auch eine regulatorische

Funktion erfillen.



1.3.2. Aufbau und Einteilung

Die MMPs sind eine Gruppe von Zink-abhédngigen Proteasen. Das Zink-lon wird in deren
aktives Zentrum eingebunden und kann durch Chelatbildner inhibiert werden. Sie fungieren
als Regulatoren, sowohl in Enzym-Kaskaden als auch bei der Bearbeitung von Matrix-
Proteinen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Adhisionsmolekiilen zur Generierung von
Fragmenten mit verstirkter oder abgeschwéchter Wirkung. Hierbei wirkt jede MMP nicht nur
fir sich, es kommt auch zu komplexen Interaktionen zwischen den verschiedenen
Proteinasen. Dies hat zur Folge, dass {iber die verschiedenen Wirkungswege die MMPs nicht
nur fokal sondern an den verschiedensten Angriffspunkten ansetzen konnen.

Die Matrix-Metalloproteinasen werden, dhnlich wie z.B. Serinproteasen, als inaktive
Proformen sezerniert, wobei hier noch ein Zystin-Rest an das Zink-Ion gebunden ist. So wird
das Proenzym in seiner latent zymogenen Form gehalten. Zur Aktivierung der Enzyme wird
die N-terminale Propeptid-Sequenz abgespalten. Dies erfolgt durch andere Mitglieder der
MMP-Familie oder durch andere Proteasen wie Plasmin, Trypsin oder Kallikrein, die die
Zystin-Zink-Verbindung 16sen und das Zink-Molekiil fiir andere Bindungspartner zugénglich
machen. Dieser Schritt ist auch in vitro mit Natriumdodecylsulfat (SDS) oder
Aminophenylmerkuracetat (APMA) durchfiihrbar (SPRINGMAN E.B., 1990).

Bisher sind mindestens 20 verschiedene Subtypen der Matrix-Metalloproteinasen bekannt.
Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf die Untersuchung der Typen MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-9 und MMP-12.

Am Anfang der Charakterisierung der MMPs gingen die Forscher davon aus, dass jeder
Protease nur ein spezifisches Substrat zugeordnet werden kann. Dementsprechend erfolgte
anfangs die Nomenklatur der Matrix-Metalloproteasen in Abhidngigkeit ihrer zuerst
entdeckten Substrate, wie Kollagenasen, Gelatinasen und Metalloelastasen. Im Zuge weiterer
Experimente stellte sich jedoch heraus, dass jede Protease mehr als nur ein Substrat hat. Z.B.
kann die 72kd-Gelatinase (MMP-2) neben Gelatine auch Fibronektin und verschiedene
Kollagen-Subtypen degradieren. Die bisher bekannten MMPs iiberlappen sich in ihrer
Substratspezifitit sehr stark (NAGASE H., 1992). Die Tabelle 1.2. zeigt eine Teiliibersicht der

verschiedenen MMPs und ihrer bevorzugten Substrate:



Enzym-Name MMP-Nummer | Protein |Substrate
Interstitielle Kollagenase MMP-1 578 Kollagen I, I1, III, VII, X

52 A
72 kDa Typ IV Kollagenase MMP-2 72 S Kollagen IV, V, VII, X
bzw. Gelatinase A 66 A | Fibronektin, Gelatine
Stromelysin-1 MMP-3 60 S Kollagen III, IV, V

52 A |Laminin, Fibronektin,

Proteoglykane

Matrilysin MMP-7 28 S Gelatine, Fibronektin

19 A
Neutrophile Kollagenase MMP-8 - Kollagen I, I1, III, VII, X
92 kDa Typ IV Gelatinase MMP-9 92 S Kollagen I, 111, IV, V
bzw. Gelatinase B 86 A | Gelatine
Stromelysin-2 MMP-10 538 Kollagen III, IV, V

47 A | Gelatine Fibronektin
Stromelysin-3 MMP-11 518 Alpha-1-Antitrypsin

44 A
Makrophagen Elastase MMP-12 54 S Elastin, Kollagen IV,

45/22 A | Laminin, Fibronektin

Kollagenase-3 MMP-13 54 S Kollagen I, II, III, Gelatine
Membran-gebundene-1 MMP MMP-14 63 Pro-MMP-2, Kollagene
Membran-gebundene-2 MMP MMP-15 ? Pro-MMP-2, Kollagene
Membran-gebundene-3 MMP MMP-16 ? Pro-MMP-2, Kollagene
Membran-gebundene-4 MMP MMP-17 ? Pro-MMP-2, Kollagene
Tab. 1.2.: Matrix-Metalloproteinasen und ihre bevorzugten Substrate. Es ist nur ein Teil

der bisher bekannten MMPs und der bisher untersuchten Substrate dargestellt.

Die GréfSe der Proteine ist in kDa angegeben, S = sezerniert, A = aktiviert;

(Nach YonG C.H, 1998)

Zusitzlich zu der Klassifikation nach ihre Substraten ist eine Einteilung der Proteinasen nach
ihrer Struktur moglich. Sie zeigen zwar stellenweise groBe Ahnlichkeiten in bestimmten

Sequenzen wie Propeptid-Strukturen und katalytische Doménen, es lassen sich jedoch




Unterschiede durch transmembrandre Strukturen, fibronektin-dhnliche Sequenzen und C-

terminale homopexin-dhnliche Doménen herausstellen. Abbildung 1.5. zeigt einen

schematischen Uberblick der verschiedenen MMP-Strukturen;

MMP-9

MMP-2

MMP-3 und
MMP-12

MMP-7

MT-MMP

Abb. 1.5.

Propeptid  Katalytische Doméne Hemopexin-dhnliche Transmembran-
Koll.V Domiéne Doméne
— Fn [ Zn —
— Fn [ Zn
Zn
Zn
Zn —

Schematischer Aufbau von verschiedenen Matrix-Metalloproteasen. Die
Propetid-Domdne ist bei allen MMPs zu finden, ihr Zystin-Rest bindet an das
Zink-lon (Zn) der katalytischen Domdne, die z.T. noch eine Fibronektin-
dhnliche (Fn) Domdne besitzt. Die homopexindhnliche Domdidne am C-

Terminus findet sich bei allen MMPs aufser MMP-7.

1.3.3. Regulation der Aktivitit

Die Féhigkeit der MMPs, als Enzyme bei der Degradierung verschiedener ECM-

Komponenten zu wirken, hat starken Einfluss auf den Organismus und seine Strukturen.

Deswegen miissen die Aktivierung und die Wirkungen der Proteinasen einer strengen

Regularisierung unterliegen, um eine progrediente Gewebedestruktion zu verhindern. Nicht

die Menge an sezernierten MMPs ist ausschlaggebend, sondern das Gleichgewicht zwischen

Proteinasen und ihren Inhibitoren spielt die malBgebende Rolle. Zur Inhibition stehen

verschiedene Mechanismen auf verschiedenen Ebenen zur Verfligung:

* Auf der Ebene der genetischen Transkription konnen verschiedene Stimuli die MMP-

Synthese beeinflussen. Zu diesen Faktoren zéhlen z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokine,



Onkogene und Phorbolester Tumor Promotor (PMA), aber auch Komponenten der
ECM und Zell-Zell-Interaktionen. Auf diese externen Stimuli reagiert die Zelle mit
der Expression der entsprechenenden Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-fos und c-jun.
Deren Genprodukte bilden wiederum das Heterodimer AP-1 (activator protein), das
dann an seine spezifische Propeptid-Sequenz bindet und so die Genexpression von
Matrix-Metalloproteinasen bewirkt. Mittlerweile sind weitere solcher dhnlich
wirkenden Transkriptionsfaktoren bekannt, wie z.B. SP-1 und NF-kB, die jedoch noch
nicht so gut wie AP-1 untersucht sind (BORDEN P., 1997).

Wie schon beschrieben, werden MMPs als inaktive Proformen sezerniert. Bei diesen
ist das Zink-Ion in der katalytischen Domine noch an einen Zystein-Rest der
Promotor-Sequenz gebunden und somit fiir andere Bindungsstrukturen nicht
zugénglich. Die Zink-Zystein-Verbindung kann durch Aktivatoren geldst und, durch
Freilegen der katalytischen Doméne, die inaktive Proform in eine aktive Proteinase
iiberfiihrt werden. So entstehet eine - vorerst nur partiell - aktive Intermedidrform.
Diese kann durch vollstindige, autokatalytische Entfernung der Propeptidregion in die
vollaktive Form iibergehen (VAN WART H.E., 1990). Als wichtiger physiologischer
Aktivator ist das Plasmin zu nennen - eine Serinprotease, die u.a. durch den
Urokinase-Plasminogen Activator (uPA) in seine aktive Form iiberfiihrt wird. Bei den
Membran-stindigen MMPs (MT-MMPs) wird zur Uberfiihrung in die aktive Form
ebenfalls das Propeptid abgespalten. Dieser Schritt wird iiber die Serinprotease Furin
katalysiert. Die Aktivierungskaskaden konnen nebeneinander verlaufen oder sich auch
gegenseitig verstidrken, so dass es zu einer Aktivierung weiterer Matrix-
Metalloproteinasen kommt. Die Aktivierung erfolgt an der Oberfliche der Zellen, so
dass die Wirkung der sezernierten MMPs in der unmittelbaren Zellumgebung
stattfindet. So kann die Zelle am besten von der MMP-Wirkung profitieren, und

Interaktionen zwischen der Zelle und der ECM werden verstéarkt.
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Abb. 1.6.: Schema der Aktivierungskaskade der MMPs an der Zelloberfldche (nach YONG

C.H., 1998);

Neben den genannten Kontroll-Moglichkeiten auf Transkriptionsebene und der Ebene
der translatierten Proformen sind als weitere Regulatoren die tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) zu nennen. TIMPs sind natiirliche kdrpereigene
Inhibitoren, von denen bisher 4 beschrieben sind. Neben ihrem Einflufl auf
verschiedene biologische Vorginge wie z.B. Gonadenstimulation zur Steroidsynthese,
Inhibition der Angiogenese, Gewebestrukturierung und Embryonalentwicklung, liegen
weitere wichtige in vivo -Funktionen im Bereich der Regulation der Matrix-
Metalloproteinasen. Sie erfiillen insgesamt fiir alle MMPs eine Inhibitor-funktion, es
hat sich jedoch gezeigt, dass jeder TIMP im allgemeinen eine bestimmte Matrix-

Metalloproteinase bevorzugt (s. Tab. 1.3.). Die Gesamtaktivitdt der MMPs ergibt sich



aus dem Gleichgewicht zwischen der Menge an aktiviertem MMP und der zur
Verfligung stehenden TIMPs.

Das Zusammenspiel zwischen beiden ist komplex: Neben der Moglichkeit, die
Aktivitdt der MMPs zu inhibieren, ist mittlerweile bekannt, dass z.B. TIMP-2 auch zur
Aktivierung von MMP-2 benétigt wird. Dazu bildet es mit der inaktiven Proform der
Gelatinase einen Komplex. Dieser Zusammenschlufl pro-MMP-2/TIMP-2 kann dann
kontrollieren, in welchem Mafe andere physiologische Faktoren MMPs aktivieren
kénnen. Ahnlich wie die MMPs, wird auch die Transkription der TIMP-Gene (und
somit indirekt auch wieder die MMP-Expression) durch verschiedene Faktoren

beeinflusst. Z.B. konnen Fibroblasten, Endothelzellen und TGF-f3 eine verstirkte,

Stromelysin und Kollagenasen eine verminderte TIMP-1-Expression bewirken.

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Chromosomen Lokalisation | Xp11.23-11.4  1792.3-2.5 22ql12.1-13.2 ?
Protein (kDa) 28 21 24 22
RNA (kb) 0.9 3.5(1.0) 45(28,24) 1.2
Expression induzierbar konstitutiv  induzierbar ?
Form des exprim. Molekiils |sezerniert sezerniert ECM-assoz. sezerniert
Pro-MMP Komplex MMP-9 MMP-2 MMP-2 ?
Inhibierung von MT-MMP | Nein Ja Ja Ja
Inhibierung von Gelatinasen | Ja Ja Ja Ja
Tab. 1.3.: Merkmale der verschiedenen tissue inhibitors of matrix metalloproteinases

(TIMPs); Zahlen in Klammern sind mogliche Splice-varianten,
kb = Kilobasen, ? = unbekannt (nach YONG C.H., 1998)

Es zeigt sich, dass die MMP-Aktivitét unter physiologischen Bedingungen auf verschiedenen
Ebenen gut kontrolliert und ausgewogen ist. Bei malignen Prozessen werden diese
Mechanismen reduziert oder sind nicht wirksam und es kommt zu einer iibersteigerten

Synthese und Aktivierung der MMPs und folgender Gewebedestruktion.



1.3.4. MMPs in Tumoren

Wie vorangegangen schon erwéhnt trdgt das auBer Kraft gesetzte physiologische
Zusammenspiel zwischen Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren wesentlich zur
Progression von pathologischen Prozessen im ZNS bei. MMPs sind nachgewiesenermalien,
wie z.B. im Rahmen der Multiplen Sklerose oder bei Virus-Enzephalitiden an
inflammatorischen Prozessen und leukozytérer Infiltration beteiligt. Ebenso wurde bei
Storungen der Blut-Hirn-Schranke und bei demyelinisierenden Vorgéinge wie bei der
Alzheimer’schen Erkrankung eine verstdrkte Expression von MMPs nachgewiesen (YONG
C.H., 1998).

Auch zeigte sich in der Tumorforschung, dass Matrix-Metalloproteasen an Prozessen wie
Tumorinvasion, -angiogenese und Metastasierung beteiligt sind. Diese pathologische
Involvierung ist Ziel weiterer intensiver Forschung. Die verschiedenen MMPs sind in vielen
humanen Tumortypen, wie Mamma-, Colon-, Prostata- und Ovarial-Carcinomen zu finden.
Die Rolle der MMPs in ZNS-Tumoren ist bisher in der Entitét der Glioblastome (GBM) am
besten untersucht. Dieser hochmaligne, stark vaskularisierte und invasive Tumor ldsst eine
ausgepragte Beteiligung von MMPs erkennen. Die Therapiekonzepte sind bisher jedoch stark
limitiert was das intensive Interesse an weiteren Forschungen iliber Proteasen und ihren
Funktionen erkldrt. Auch das Medulloblastom ist ein hochmaligner Tumor. Uber das
Vorkommen von MMPs bei Medulloblastomen ist im Gegensatz zu den GBM jedoch bisher
wenig bekannt und beschrieben.

Um die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse besser einschitzen und daraus
Riickschliisse ziehen zu konnen, werden Ergebnisse und Kenntnisse zum Vorkommen und
Funktionen von MMPs in Glioblastomen zum Vergleich herangezogen. So kénnen durch die
Gegentiberstellung der biologischen und histologischen Unterschiede dieser zwei Tumor-
Typen eventuelle Korrelationen in den verschiedenen MMP-Verteilungsmustern erkannt

werden.

1.3.4.1. Glioblastome

Das Glioblastoma multiforme ist mit liber 50% das hédufigste astrozytire Gliom im

Erwachsenenalter. Es kann in jeder Altersgruppe auftreten, gehiuft sind aber Patienten



jenseits der 6. Lebensdekade betroffen. Dieser Tumor, der bei Erwachsenen bevorzugt in den
GroBhirnhemisphiren zu finden ist, ist hochmaligne (WHO-Grad IV) und extrem invasiv. Die
Fahigkeit der Glioblastomzellen, in das umgebende Hirnparenchym zu disseminieren und so
eventuell chirurgischer Resektion zu entgehen, erkldrt auch das gehdufte Auftreten von
Rezidiven und die kurze Uberlebenszeit von ca. 12 Monaten. Der Zusatz ,,multiforme* ldsst
sich aus dem makroskopischen Erscheinungsbild mit hdufig sehr bunt erscheinender
Schnittfliche herleiten. Neben vitalen Tumorparenchymfeldern finden sich Nekrosen,
Kapillaren und Einblutungen, zystische Verdnderungen und narbige Reaktionen. Auch bei der
Mikroskopie zeigt sich das GBM sehr variabel und vielgestaltig. Im Vergleich zum
Medulloblastom (MDB) bietet sich ein wesentlich heterogeneres und polymorphes Zellbild

mit einer hohen Zelldichte und verschiedenen Zellformen.

(a) Glioblastoma multiforme (b) Medulloblastom

Abb.1.7.: Histologische Cryo-Schnittpriparate eines Glioblastoms (a), das durch
Zellpolymorphie, Einblutungen, Nekrosen und Endothelproliferate ein
wesentlich polymorpheres Bild bietet als das Prdparat eines humanen

Medulloblastoms (b); (aus SCHLEGEL U. & WESTPHAL M, 1998);

Ahnlich wie das MDB zeichnet sich das GBM durch hohe mitotische und
Proliferationsaktivitdt aus. Neben den Tumorzellen konnen beim Glioblastom auch weitere

Zelltypen mit fibrilldren, kleinzelligen, spindelzelligen oder riesenzelligen Strukturen



vorherrschen, hdufig finden sich auch bis zu 30% Makrophagen. Typisch sind sogenannte
Strichnekrosen - Nekrosen, die von einem palisadenartigen Tumorzellsaum begrenzt sind —
und pathologische, glomeruloide Endothelproliferationen. Diese glomeruloiden Strukturen
sind héufig besonders stark an der Grenze zum normalen Hirnparenchym ausgeprégt.

Glioblastome manifestieren sich dhnlich wie die Medulloblastome iiber einen erhdhten
intrakraniellen Druck mit Kopfschmerzen, Sehstdrungen, Ubelkeit und Erbrechen, sowie mit
fokalen Symptomen wie Hemiparese und Hemianopsie. Nicht selten tritt als Erstsymptom ein
cerebraler Krampfanfall auf (MAHALEY M.S., 1989). In der bildgebenden Diagnostik zeigt
sich das GBM in den Konvexititen der GroBhirnhemisphéren oft als eine ringférmige
kontrastmittelanreichernde Lésion. Meist findet sich zudem ein hypodenses Zentrum , das
einer Nekrose entspricht und ein ausgeprigtes perifokales Odem. Zur Therapie werden
Strahlentherapie und operative Resektion eingesetzt, diese Behandlungen sind aufgrund der

hohen Malignitét und der extrem schlechten Prognose eher nur von palliativer Bedeutung.

1.3.4.2. MMPs in Glioblastomen

Ein wesentliches Kennzeichen der Glioblastome ist ihre Féhigkeit, das umgebende
Normalparenchym zu invadieren und so zu einer Storung der Gewebsarchitektur und
letztendlich einer Dysfunktion des ZNS zu fiihren. Dieser Invasionsprozess besteht aus einer
Serie von komplexen Vorgingen: Verdnderung der Interaktion der Tumorzellen mit der ECM,
Proteolyse der Matrix mittels proteolytischer Enzyme und folgende Migration der
Tumorzellen entlang vaskuldrer Strukturen. Um den Abbau der umgebenden zelluldren und
proteinhaltigen Strukturen durchzufiihren, nutzen die malignen Zellen verschiedene Typen
von proteolytischen Enzymen. Neben den Serin- und Cystein-Proteasen zéhlen hierzu auch
die Matrix-Metalloproteasen, die nicht nur von den Glioblastomzellen, sondern auch von
Zellen des Normalparenchyms, wie Endothelzellen und Makrophagen sezerniert werden.

Bei den GBM sind bisher die Gelatinasen A und B (MMP-2 und MMP-9) am besten
untersucht und es konnte eine starke Korrelation zwischen der Tumorinvasivitit und dem
Grad der MMP-2/MMP-9-Expression festgestellt werden (RAO J.S., 1996/1994). Der Prozef
der Invasion ist stark mit dem Vorgang der Migration von Endothelzellen verkniipft
(GOLDBRUNNER R.H., 1999). Eine Voraussetzung der Vaskularisation ist hierbei, dass auch
die Endothelzellen proteolytisch aktiv und so in Richtung des Tumors vorwachsen kénnen.
Hier scheint vor allem die Gelatinase B eine Schliisselfunktion zu besitzen: MMP-9 war bei

histologischen Schnitten vor allem am Endothel der Tumorblutgefdfle lokalisiert und wurde



nur vereinzelt bei Tumorzellen oder Makrophagen beobachtet (VINCE G.H., 1999).
Weiterfilhrende Experimente konnten nachweisen, dass die Gelatinase B von den
Endothelzellen produziert wird und ihre Funktion u.a. darin liegt, Leitschienen fiir die
Tumorzellmigration zu bilden (NAKAGAWA T., 1994). Bemerkenswert ist auch, dass MMP-9
in Normalhirngewebe — Gewebe mit intakten Gefdalen — bisher nicht nachzuweisen war und
somit gerade bei malignen Prozessen von Bedeutung ist. Ihre proteolytische Fahigkeit spielt
nur eine untergeordnete Rolle.

Diese Funktion ist bei der Gelatinase A (MMP-2) wesentlich ausgepriagter. Neben der
direkten proteolytischen Destruktion der ECM hat jedoch auch MMP-2 Einfluss auf die
Neoangiogenese. Es wird ebenfalls im perivaskuldren Raum von Edothelzellen und
Tumorzellen produziert, sein Einfluss erfolgt jedoch auf die Neovaskularisation iiber
regulatorische und weniger iliber direkt angreifende Mechanismen. Vor allem bei dieser
Protease zeigte sich eine ausgeprigte Korrelation zwischen der ihrer Expression und der
Tumorinvasivitét.

Stromelysin-1 (MMP-3) ist eine der kleineren Proteasen und unterscheidet sich von den
anderen Proteasen vor allem in der Hinsicht, dass es direkt in seiner aktiven Form sezerniert
wird und keiner Aktivierung durch Abspaltung eines Propeptids bedarf. Es fand sich bisher in
starker Assoziation mit Metastasierung und Invasion von Plattenzell-Karzinomen, iiber seine
genauere Funktion beim Tumorwachstum ist jedoch noch nichts bekannt. Sowohl in
Glioblastomen als auch in Normalhirngewebe konnte es bisher nicht nachgewiesen werden
(VINCE G.H., 1999). Auch Matrilysin (MMP-7) zdhlt zu den kleineren Proteasen, deren
genaue Rolle beim Tumorwachstum noch diskutiert wird. Man vermutet, dass MMP-7 eher
bei der frithen Tumorentwicklung und weniger bei spéteren Prozessen der Metastasierung von
Bedeutung ist (BRAMHALL S.R., 1997). In vitro ist eine Abhidngigkeit der
Matrilysinexpression von der Zelldichte in proliferativen Arealen von Tumor beschrieben
worden (BORCHERS A.H., 1997; WAGNER S., 1999):

Auch die humane Makrophagenelastase (MMP-12) nimmt unter den Matrix-Metalloproteasen
insofern eine Sonderstellung ein, als sie scheinbar nur von den Makrophagen des
Wirtsorganismus und nicht von den Tumorzellen sezerniert wird. Bisher wird ihr vorallem
eine regulatorische Funktion bei der Neoangiogenese zugesprochen (BELAAOUAJ A., 1995).
Uber die Freisetzung von Angiostatin — einem Vaskularisationsinhibitor — aus Plasminogen
kann diese Protease auf den Tumor antiproliferativ wirken und so als Reaktion und

Abwehrmechanismus des Wirtsorganismus auf maligne Prozesse verstanden werden.



1.4. Fragestellung

Fiir das Glioblastom als hochmaligenen ZNS-Tumor vom WHO-Grad IV ist bekannt, dass
seine Malignitéit unter anderem durch die Merkmale der Invasion von Tumorzellen und der
Neoangiogenese bedingt sind. Im Rahmen dieser Vorginge werden Proteasen aktiviert, die
Bestandteile der Extrazellularmatrix des umgebenden gesunden Hirnparenchyms degradieren
und somit die Tumorzell-Migration und —Invasion ermdglichen. Eine wichtige Gruppe von
Enzymen, die fiir diese Vorgéinge verantwortlich gemacht werden, ist die Familie der Matrix-
Metalloproteasen. In neueren Untersuchungen wurde belegt, dass MMPs neben der
Matrixproteolyse einen wichtigen regulatorischen Einflull in der Neoangiogenese besitzen.
Fiir die Entwicklung zukiinftiger Therapieschemata ist ein besseres Verstindnis und Wissen
iiber diese Enzyme, die Tumorwachstum, Neovaskularisation und Invasion beeinflussen,
hilfreich.

Eine weitere Entitit der ZNS-Tumoren ist das Medulloblastom. Dieser kindliche Hirntumor
ist wie das Glioblastom hochmaligne, jedoch weniger invasiv. Das histologische Bild zeigt
einen zellreichen Tumor mit hoher mitotischer Aktivitit und starker Proliferationstendenz, im
Vergleich zum Glioblastom sind beim Medulloblastom Prozesse der Neovaskularisation und
Invasion schwécher ausgepragt. In fritheren Arbeiten wurde bereits das Vorkommen und die
Verteilung von Matrix-Metalloproteasen in Glioblastomen untersucht (RA0 J.S., 1993/1994;
VINCE G.H. & WAGNER S., 1999) und eine Charakterisierung der Proteasen durchgefiihrt.
Uber das Vorkommen und die regionale Verteilung von MMPs in Medulloblastomen ist
bisher noch wenig bekannt.

Die vorliegende Arbeit soll das Expressions- und Verteilungsmuster von MMP-2 (Gelatinase-
A), MMP-9 (Gelatinase-B), MMP-3 (Stromelysin-1), MMP-7 (Matrilysin) und MMP-12
(Humane Makrophagen Elastase) in humanen Medulloblastomen charakterisieren. Dazu
werden erstens mittels einer quantitativen Polymerase-Kettenreaktion untersucht, inwiefern
die mRNA als Voraussetzung zur MMP-Expression in Zelllinien und Primérkulturen
nachweisbar ist. AnschlieBend soll im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen
versucht werden, die translatierten MMPs in Zelllinien und Priméarkulturen nachzuweisen.
Unter Verwendung von Tumornativmaterial wird auch besonders das regionale
histopathologische Verteilungsmuster in Assoziation zu den verschiedenen Strukturen im

Tumorgewebe beriicksichtigt, um so auch mdgliche Riickschliisse auf die unterschiedlichen



Funktionen und Angriffspunkte der verschiedenen Proteasen ziehen zu konnen. Als weiteres
Verfahren dient die Zymografie als Kontrolle der immunhistochemischen Fiarbungen und zur
Unterscheidung der aktiven und inaktiven Formen der Gelatinasen-A und -B in den

verschiedenen Zelllinien.



2. Material und Methoden

2.1.Material

2.1.1. Gerite

Brutschrank

Nuaire, Plymouth, USA

(IR Autoflow CO, Water-Jacketed Incubator)

Centrifuge 5417
Elektrophorese Power Supply ST 305

Gelelektrophoreseskammern,
Horizon 1114 und Horizon 58

Gene Amplifier PCR System 2400

Humidity Chamber

Kryostat 1720

Medax-Wirmebecken

Mikropipetten

Mikroskop, Wilovert

Mikrowellenherd R-2V26

Gelelektrophorese-Apparatur
Mini-V810 Vertikal

Multipipette plus

ph-Meter 525

Paraffineinbettungsmaschine Citadel 1000

Photometer Ultrospec II1

Pipettor (Stripettor)

Rotamax 120

Schlittenmikrotom 1208

Speed vac (DNAplus)

Sterilbank (Biol.Safety Cabinet)

Eppendorf, Hamburg
Gibco-BRL-LifeTechnologies,
Eggenstein
Gibco-BRL-LifeTechnologies,
Eggenstein

Perkin Elmer, Weiterstadt
Hybaid, Heidelberg

Leitz, Wetzlar

Nagel GmbH, Kiel

Eppendorf, Hamburg

Hund, Wetzlar

Sharp, Hamburg
Gibco-BRL-LifeTechnologies,
Eggenstein

Eppendorf, Hamburg

WTW, Weilheim

Shandon

Pharmacia-Biotech, Freiburg
Costar, Bodenheim

Heidolph, Kelheim

Leitz, Wetzlar

Heto, Allerod, DK

Nuaire, Plymouth, USA



Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5417C Eppendorf Hamburg

UV-Illuminator Konrad Benda, Wiesloch
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, U.S.A.
Waage Sartorius BP 300 S Sartorius Gottingen

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Centrifuge Tubes (10ml, 15 ml, 50 ml) Corning, N.Y., USA
Deckglaser IDL, Nidderau
Eppendorf-Reaktionsgefifle (Safelock, 0.5, 1.5 ml)  Eppendorf, Hamburg
Kryordhrchen Nalgene, Briissel, Belgien
Objekttrager Menzelglaser, Braunschweig
Pipettenspitzen(10, 100, 1000 ul) Greiner, Wiirzburg
Pipettenspitzen mit Filter Safe Seal Tips Biozym, Hess. Oldendorf
(10, 100, 1000 pl)
Reaktionsgefafle fiir PCR (0.2 ml) Biozym, Hess. Oldendorf
Sephadex G-25-Séulen Boehringer, Mannheim
Tissue Tek Sakura Finetek, Torrence, U.S.A.

Zellkulturflaschen (25 cm_) mit 2um-Filterkappe Costar, Bodenheim
Zellkulturflaschen (75 cm_) mit 2um-Filterkappe Costar, Bodenheim

2.1.3. Chemikalien

Aceton Roth, Karlsruhe

Acrylamid Gi-BRL-Lifetechnologies
Eggenstein

Agarose Qualex Gold AGS, Heidelberg

Ammoniumpersulfat (APS) Gibco-BRL-LifeTechnologies,
Eggenstein

Aquatex Merck, Darmstadt

Bromphenolblau (BPB) Roth, Karlsruhe



Casein

Chloroform

Coomassie-Brilliant-Blue-R250
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO,_12H,0)
Dithiotreitol (DTT)

Eisessig (100% Essigsdure)

Ethanol, absolut (EtOH)
Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendinitroltetraacetat-dinatriumsalz (EDTA)
Gelatine

Glycerin

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Poly-L-Lysin, Mol.Wt. 1500000-300000
B-Mercaptoethanol

Methanol (MetOH)

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (Na,H,PO4)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,)
Paraformaldehyd (PFA)
Rinderserumalbumin

RNase Erase

Salzsdure (HCI)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylenethylendiamin (TEMED)

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Kem-En-Tec, Kopenhagen, DK
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Gibco-BRL-LifeTechnologies,
Eggenstein

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

J.T.Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma, St.Louis, U.S.A.
Serva, Heidelberg

ICN, Eschwege

Merck, Darmstadt

Eurobio Laboratories, Raunheim

Stratagene, Heidelberg

Trisbase (2-Amino-2-Hydroxymethyl-1,3-Propandiol) Boehringer Mannheim

Wasserstoffperoxid, 30% (H»0.)
Xylencyanol FF (XC)
Xylol

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt



2.1.4. Reagentien fiir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit 1g/l Glucose

L-Glutamin (200 mM in 0.85% NaCl)

Humanserum

Ultra-reines Wasser (Seromed)

Cytogen, Berlin

Cytogen, Berlin
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biochrom, Berlin

2.1.5. Enzyme, Puffer, Antikorper

anti-MMP-Antikoérper British Biotech, Oxford, UK
Jackson ImmunoResearch, U.S.A.

Gibco-BRL-LifeTechnologies,

Avidin, Peroxidase-konjugiert

SxErststrangpuffer

MgCl,-Losung (25 mM)
M-MLV-Reverse Transkriptase
10x PCR-Puffer

PCR Optimizer Kit

RNeasy Mini Kit

rRNasin, RNase-Inhibitor

Taq-DNA-Polymerase

Vector ABC Elite Kit

Eggenstein
USB-AmershamlLifeScience,
Braunschweig
Gibco-BRL-LifeTechnologies,
Eggenstein
USB-AmershamlLifeScience,
Braunschweig

Invitrogen, De Schelp, NL
Quiagen, Hilden

Promega, Heidelberg
USB-AmershamlLifeScience,
Braunschweig

Vector Laboratories, U.S.A.



2.1.6. Nukleinsiuren

DNA-Léngenstandard X (0.07-12.2 kb) Boehringer, Mannheim
Primer fiir RT-PCR TIB Molbiol, Berlin
Oligo-p-d(T)i2-18 Pharmacia-Biotech, Freiburg
Primer-Mix USB-AmershamlLifeScience,
Braunschweig
Random-Hexamer-Primer (50 mM) Promega, Heidelberg
Ultrapure dNTP Set (je 100 mM) Promega, Heidelberg

2.1.7. Zellinien und Primérkulturen

Das Material, das uns fiir immunhistochemische Farbungen zur Verfiigung stand, waren zum
einen Kryoschnitte von zwolf Patienten, die im OP der Neurochirurgischen Universitétsklinik
Wiirzburg operiert wurden. Nach der Entnahme wurde das Tumormaterial routineméssig im
Pathologischen Institut der Universitdit Wiirzburg histologisch begutachtet. Zur Verwendung
der Zellen im Labor wurde eine Einverstindniserkldrung der Patienten und die generelle
Zustimmung der Ethikkommission eingeholt.

Weiterhin wurden Paraffinschnitte von drei Primérkulturen auf die verschiedenen MMPs
angefirbt, ebenso wie von fiinf Zelllinien, die uns freundlicherweise von PD. Dr. T. Pietsch
vom Neuropathologischen Institut der Universitdt Bonn zur Verfiigung gestellt wurden.
Sowohl bei den Farbungen der Krystatschnitte als auch bei den Paraffinschnitten wurde als
Positiv-Kontrolle fiir die Matrix-Metalloproteasen Gewebe von chronisch entziindeter
Tonsille (OP-Resektat der HNO-Universitatsklinik Wiirzburg) verwendet. Als Negativ-
Kontrolle diente Normalhirnparenchym, welches auf dem operativen Zugangsweg zu einem
benignen intrakraniellen Prozefl reseziert werden mufite (Neurochirurgische

Universitétsklinik Wiirzburg).

Zelllinien — Paraffinschnitte

MHH-Med 1 AG PD Dr. Pietsch, Bonn
MHH-Med 2 AG PD Dr. Pietsch, Bonn
MHH-Med 3 AG PD Dir. Pietsch, Bonn
MHH-Med 4 AG PD Dr. Pietsch, Bonn

MHH-S8 AG PD Dr. Pietsch, Bonn



Dieses Zellmaterial war vorher in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Pietsch aus Bonn wie folgt
beschrieben und charakteriesiert worden (PIETSCH T., 1994): Die Zelllinien wachsen im mit
Humanserum angereicherten Medium als dreidimensionale Sphiroide oder als leicht
adhérierende Zellen. Sie sind als undifferenzierte Zellen charakterisiert und exprimieren keine
Marker spéter neuronaler oder glialer Linien, wie z.B. Neurofilamente oder das ,,glial
fibrillary acidic protein®“. Auch findet sich keine Expression von MHC-I- und —II-Antigenen
auf der Zelloberfliche. MHH-Med 2 und MHH-Med 4 kénnen als permanente Zellinien
beschrieben werden, da sie fiir langer als 2 Jahre kontinuierlich kultiviert und 6fter als 50 mal
passagiert wurden. MHH-Med 2 gibt als einzige der Medulloblastom-Zelllinien im Northern-
Blot ein positives Signal fiir Transthyretin-mRNA. Weiterhin exprimiert sie Vimentin und
Marke, die als Zeichen fiir eine frithe neuronale Differenzierung zu werten sind. Dies sind
z.B. die Neuronspezifische Enolase, Synaptophysin, GD2 und A,Bs-Ganglioside. Marker wie
Neurofilamente fiir eine spite neuronale Differenzierung lassen sich hingegen nicht finden.
Auch GFAP und Keratin werden nicht exprimiert. MHH-Med 4 zeichnet sich durch eine
fehlende Expression von c-myc-Proteins als nukledres Antigen aus und A,Bs-Ganglioside
werden im Vergleich zu MHH-Med 2 in wesentlich geringerem Masse produziert. Auch
Adhisionsmolekiile und andere Oberflichenmarker fehlen weitgehend. Uber die weiteren
Zelllinien liessen sich bis dato keine genaueren Beschreibungen finden. MHH-Med 1 und
MHH-S8 zeichnen sich jedoch doch eine starke Proliferationsaktivitit und ausgeprigte

Invasivitat aus.

Priméarkulturen — Paraffinschnitte

Tumor-Nr. Geschlecht | Geburtsdatum | OP-Datum Alter

1913 W 02.08.1987 12.02.1998 12
1885 M 21.12. 1988 15.12.1997 8
1680 M 03.08.1989 14.11.1996 7

Tab. 2.1.: Patientendaten der Primdrkulturen fiir Paraffinschnitte;



Nativgewebe-Kryoschnitte

Tumor-Nr. Geschlecht | Geburtsdatum | OP-Datum Alter
1976 M 12.06.1998 15.06.1998 0
1962 M 04.07.1991 20.05.1998 6
1961 M 26.01.1994 17.05.1998 4
1903 Y 04.08.1996 19.01.1998 1
1885 M 21.12. 1988 15.12.1997 8
1729 M 17.11.1991 04.02.1997 5
1725 Y 25.07.1983 30.01.1997 13
1680 M 03.08.1989 14.11.1996 7
1652 M 06.01.1996 20.09.1996 0
1580 Y 25.03.1991 07.05.1996 5
1557 M 25.12.1990 26.02.1996 5
1532 Y 23.10.1993 18.12.1995 2
1913 Y 02.08.1987 12.02.1998 12
1974 M 29.01.1996 09.06.1998 2

Tab. 2.2.: Patientendaten des Nativgewebe fiir Kryoschnitte;

2.2. Methoden

2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Allgemeine Zellkulturbedingungen

Fiir das Primdrmaterial wurde das im OP der Neurochirurgie Wiirzburg entnommene
Tumormaterial nach der Entnahme sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Danach
wurden die Tumore entweder als Nativproben in der Tumorbank der Neurochirurgischen
Klinik bis zur weiteren Verwendung zwischengelagert oder zur sofortigen Weiterverarbeitung
in Zellkulturmedium (s.u.) in das tumorbiologische Labor gebracht. Dort wurde das
Tumormaterial mit einem Skalpell mechanisch zerkleinert und in einer Zellkulturflasche

weiter inkubiert.



Die Kultivierung sowohl der Medulloblastom-Zelllinien als auch der -Priméarkulturen wurde

unter folgenden Standardkulturbedingungen durchgefiihrt:
37 °C

5% CO,
100% relative Luftfeuchtigkeit

Das Zellkulturmedium fir Medulloblastome setzte sich zusammen aus:

500 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium) mit 4.5 g/l Glucose
+ 50 ml Humanserum (bei 4°C und 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert)
+ 10 ml Glutamin (=3,5 mM)

Grundvoraussetzung fiir zellbiologische Methoden ist, daf alle Arbeiten mit Zellkulturen

unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden.

2.2.1.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Uberschiissiges Zellmaterial, das erst zu einem spiteren Zeitpunkt bendtigt wird, kann in
fliissigem Stickstoff zwischengelagert und eingefroren werden. Hierzu ldsst man die Zellen
absetzen und kann wéhrenddessen schon die Iml-Kryorohrchen, in die die Zellen zur
Zwischenlagerung aufgenommen werden, beschriften. Ausserdem wird das Einfriermedium

unter Kiihlung angesetzt.

Das Einfriermedium setzt sich zusammen aus:
* 4.5 ml Medulloblastom-Medium (s.0.)
e (0.5 ml DMSO 10%

(bei einer benétigten Mediummenge von z.B. 5 ml)

Nach Abpipettieren des Uberstandes werden die Zellen im kalten Einfrier-Medium im
Becherglas auf Eis aufgenommen. Diese Suspension wird dann zu je 1 ml pro Kryoréhrchen

verteilt und sofort auf Eis gestellt. Die Rohrchen werden dann bei —80°C mindestens iiber



Nacht zwischengelagert und spéter zur langerfristigen Lagerung in fliissigen Stickstoff
iiberfiihrt.

Vor dem Auftauen der asservierten Zellen wird zuerst das Zellkulturmedium im 37°C warmen
Wasser vorgewdrmt und die Zellkulturmedienflaschen vorbereitet. Die Kryorohrchen werden
dann vorsichtig kurz in 37°C warmes Wasser gehalten ohne dass der Deckel mit dem Wasser
in Beriihrung kommt um einer Kontamination vorzubeugen. Wenn nur noch ein kleiner
Eisklumpen zu erkennen ist kann das Zellpellet in der Zellkulturflasche aufgenommen
werden. Da das toxische DMSO so schnell als moglich aus dem Medium entfernt werden
sollte, lisst man die Zellen in der aufrechtgestellten Flasche absetzen, entfernt den Uberstand
und gibt frisches Zellmedium dazu. Man setzt die Zellen fiir 10 min in den Brutschrank um
dann nochmals einen Mediumwechsel vorzunehmen. Danach erfolgt die regelrechte

Kultivierung der Zellpellets.
2.2.1.3. Spheroidkulturen von Medulloblastomzellen

Sphéroide sind dreidimensionale, multizellulire Tumorzellaggregate, die sich — unter
Verhinderung von Zelladhdrenz an der Zellkulturflasche - in Zellkulturen bilden. Die
Spheroidkulturen wurden je nach Zellmenge in 25 oder 75¢cm” Zellkulturflaschen kultiviert,
der Mediumwechsel wird in einer sterilen Werkbank vorgenommen.

Zum Anlegen der Sphéroidkulturen wurden die - wie oben beschrieben aufgetauten - Zellen
in eine 25 cm® Zellkulturflasche mit 4 ml Zellmedium, das auf 37°C vorgewédrmt wurde,
aufgenommen und fiir 10 min in den Brutschrank gestellt. Nach Absetzten der Zellen wird ein
Mediumwechsel vorgenommen. Dieser wird nach mikroskopischer Beurteilung des
Sphéroidwachstums dann alle 2-3 Tage wiederholt. Nach ausreichendem Wachstum wurden
die Spheroide bei Bedarf in 75 ¢cm® Zellkulturflaschen mit 19 ml Medium umgesetzt. So
konnte eine Minderversorgung und folgende Nekrotisierung der Zellen im Zentrum der

Spheroide weitesgehend verhindert werden.
2.2.1.4. Ernten der Zellkulturen

Wenn eine ausreichende Menge an Zellmaterial kultiviert worden ist, so konnen die Zellen
abhingig vom nachfolgenden Verfahren geerntet und vor der Weiterverarbeitung

zwischengelagert werden.



Fiir die Gewinnung von RNA fiir die Polymerase-Kettenreaktion iiberfithrt man die Zellen in
15 ml-Tubes und sie ldsst gut absetzen. Das iiberstehende Medium wird vorsichtig entfernt,
ca. 5Sml 1x PBS zugegeben und die Losung bei 4°C und 2000 rpm fiir 5 min zentrifugiert.
Nach Abkippen des 1x PBS-Uberstandes werden die Zellen - abhiingig von der Menge an
Zellmaterial — in 350 (bei wenig) bzw. 600 (bei viel Zellmaterial) pul Lysis-Puffer
aufgenommen und durch Vortexen voéllig gelost. Nach Zugabe von 3.5 bzw. 6 pl
B-Mercaptoethanol (=1%) wird nochmals gevortext. Die Substrate kdnnen bei -20°C bis zur
weiteren Aufarbeitung zwischengelagert werden.

Um Material fiir die Zymografie zu gewinnen, ldsst man die Zellen in der
Zellkulturmedienflaschen gut absetzen und wéscht sie nach Entfernung des
Medieniiberstandes zweimal in 1x PBS. Nach Zugabe von serumfreien DMEM-Medium, in
das die Zellen die zu untersuchenden Proteine sezernieren, werden sie erneut fiir 24 h im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Absetzen wird das serumfreie Medium
abpipettiert und jeweils 1 ml in beschriftete Caps abgefiillt. Diese konnen sofort

weiterverarbeitet oder ebenfalls bei —20°C zwischengelagert werden.

2.2.2. Histopathologische Aufarbeitung

Zur histologischen Beurteilung der Expression von Matrix-Metalloproteasen in
Medulloblastomzellen wurden Spheroide der Zelllinien und der Primérkulturen in Paraffin
eingebettet und 10um dicke Schnitte angefertigt. Das Nativmaterial von 12 Patienten wurde
am Kryostaten zu 7um dicken Kryoschnitten verarbeitet, mit eiskaltem Methanol fixiert und

bis zur Farbung tiefgefroren.

2.2.2.1. Paraffinschnitte

Die Herstellung von Paraffinschnitten ist teilweise aufwendiger in seiner Vorbereitung als
andere Verfahren, der Vorteil liegt jedoch darin, dass durch dieses Verfahren die Praparate bis
zu einer Dicke von 2 pm geschnitten werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 10pum
dicke Schnitte verwendet.

Die Spheroidkulturen wurden zur Einbettung nach kurzem Waschen in 1x PBS in 1-2 ml

4%PFA mindestens 24h fixiert. Die 4%ige PFA-Lésung wird wie folgt hergestellt:



2g PFA werden in 50 ml 0.1 M Phosphatpuffer bei 60°C unter stdindigem Riihren geldst
und bei Bedarf mit 5 N NaCl auf pH 7.4 eingestellt.

Zur Gewinnung des 0.1 M Phosphatpuffers wird 0.2 M Phosphatpuffer in einer
Verdiinnung von 1:2 mit Aqua dest. versetzt.

Der 0.2 M Phosphatpuffer wird aus 800 ml Losung A (28,64g Na,HPO4 x 12H,O ad
800ml Aqua dest.) und 200ml Losung B (3,12g Na,HPO4 x 2 H,O ad 200ml Aqua dest.)
hergestellt.

Vor der Paraffinierung wurden die fixierten Spheroide mit Hilfe einer Pasteurpipette auf
Parafilm gesetzt und — um spéter die Lokalisierung zu erleichtern - in einem Tropfen Agar-
Gel (0,5g auf 25ml A.d.) eingebettet. Nach Erkalten des Gels wurde der Tropfen auf ein
Filterpapierbléttchen gesetzt, das dann vorsichtig von allen Seiten eingeschlagen und in eine
Einbettkassette gegeben wurde. Bis zum Beginn des Einbettungsvorganges wurden die
Kassetten in 1x PBS aufbewahrt. Die Einbettung erfolgte dann an einem Einbettautomaten,
der nach einer automatischen Entwisserung die Paraffineinbettung nach folgendem

Programm durchfiihrt:

Schritt Zeit Reagenz

1. 20° 50% Ethanol

2. 20° 70% Ethanol

3. 20° 80% Ethanol

4. 20° 90% Ethanol

5. 20° 100% Ethanol

6. 307 100% Ethanol

7. 30° Chloroform: 100% Ethanol 1:1
8. 30° Chloroform: 100% Ethanol 1:1
9. 307 Chloroform

10. 307 Chloroform

11. 150° Paraffin

12. 307 Paraffin

Nach Durchlauf der einzelnen Schritte mit AbschluB3 im Paraffin wurden die eingegossenen
Spheroide auf der Warmeplatte vorsichtig aus dem Filterpapier ausgepackt und mit einem

Skalpell in die mit Glycerin eingefetteten und auf 63°C erwidrmten Metalleinbettschalen



iibertragen. Die Schalen mit den Prdparaten wurden dann schrittweise mit Paraffin
ausgegossen und zur Abkiihlung auf eine Kiihlplatte gestellt. Nach Aushirtung konnten die
Blocke aus der Form herausgeldst werden.

Von den auf Eis gekiihlten Blocken wurden an einem Schlittenmikrotom 10um dicke Schnitte
angefertigt. Hierzu wurden die Blocke parallel mit der Oberfliche zur Messerkante des
Mikrotoms gespannt und die Schnitte danach zur Streckung in ein warmes Wasserbad
iiberfithrt. Danach wurden sie auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttriger aufgebracht und
iiber Nacht in einem Trockenschrank bei 37°C getrocknet. Vor der Farbung wurden die

Priparate zur Entparaffinierung 2 mal 15 Minuten in Xylol getaucht.

2.2.2.2. Kryostatschnitte

Die Vorteile eines Kryostaten liegen darin, dass zum einen das Material schonender
aufgefroren werden kann und auch unfixiertes Material leichter geschnitten werden kann.
Dies kommt vor allem bei immunhistologischen Untersuchungen von Antigenen zur
Anwendung, deren Struktur somit weniger denaturiert wird, wie es bei Fixierung u.4. der Fall
sein kann. Das wéhrend der OP entnommene Material wurde sofort schockgefroren und
danach bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert. So kann das Material
iiber ldngere Zeit gelagert werden ohne dass eine Denaturierung zu befiirchten ist.

Die Gefrierschnitte wurden unter vorsichtigem Auftauen auf Trockeneis am Kryostaten mit
einer Temperatur von —24°C in 7um dicke Schnitte geschnitten und auf die Objekttriager
iibertragen. Danach wurden sie iiber Nacht getrocknet, 10 min in Aceton fixiert, anschlieBend
nochmals fiir 2 Stunden getrocknet und schlieBlich bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C

eingefroren.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. RNA-Isolierung mit RNeasy Mini Kit

Um mit Nucleinsduren in Form von DNA oder RNA arbeiten zu konnen, muss man diese erst
aus den jeweiligen Zellen isolieren. Die Zellen miissen vorsichtig gedffnet werden ohne dass

dabei die DNA-Molekiile zerstort werden. Hierfiir gibt es verschiedene Verfahren. Innerhalb



dieser Arbeit wurde hierfiir der RNeasy Mini Kit verwendet. Dabei wurde folgendermalien
vorgegangen:
Die Zellen werden wie oben beschrieben zur RNA-Isolierung geerntet und konnen bei —20°C
zwischengelagerten Zellen werden. Zur weiteren Verarbeitung werden sie vorsichtig
aufgetaut und bei Raumtemperatur folgendermaflen aufgearbeitet:
Zu dem Uberstand werden, abhingig von der Menge des Lysis-Puffers, 350 bzw. 600 ul
Ethanol (70%) gegeben. Die Losung wird mit der Pipette aufgemischt bis sie homogen ist.
Das Homogenisat wird auf eine Sédule gegeben und fiir 15 sec. bei 10000 rpm
zentrifugiert. Der Auslauf wird verworfen und der Vorgang, falls nicht alles auf eine
Saule geht, nochmals wiederholt.
Auf die Sdule werden dann 700ul Waschpuffer RW1 gegeben, erneut 15 sec bei 10000
rpm zentrifugiert und der Durchlauf verworfen
Die Saule wird in ein neues 2 ml-Tube gestellt (deckellose Tubes sind im Kit enthalten)
Danach werden 500ul Waschpuffer RPE auf die Sdule gegeben, 15 sec bei 10000rpm
zentrifugiert und der Durchlauf verworfen
Nach erneuter Zugabe von 500ul Waschpuffer RPE auf die Sdule wird 2 min lang bei
14000 rpm zentrifugiert und das Substrat in ein neues 1,5 ml Tube gegeben
AnschlieBend werden 50ul RNase-freies H,O direkt auf die Mitte der Sdule pipettiert, 5
min stehengelassen und dann 1 min bei 10000 rpm abzentrifugiert
Nochmals werden 50ul RNase-freies H,O auf die Saule gegeben und 1 min bei 10000 rpm

zentrifugiert

Im unteren Tube befinden sich nun 100ul DEPC-water mit darin geloster RNA.

2.2.3.2. Photometrische Quantifizierung der aufgereinigten RNA

Das Lambert-Beersche Gesetz beschreibt die Extinktion elektromagnetischer Strahlung mit
einer vorgegebenen Wellenlidnge, liber die dann Aussagen iiber die absorbierenden Molekiile
ermOglicht werden. Voraussetzung ist hierbei, dass diese in der Losung homogen verteilt sind.
Die mit dem Photometer gemessene Extinktion (E) einer Losung ist proportional der
Konzentration (c) der darin geldsten lichtabsorbierenden Substanz, ihrem

Extinktionskoeffizienten (&) und der Schichtdicke (d) der Losung:



E=¢geced E = Extinktion

¢ = spezifischer Extinktionskoeffizient (ml/g ® cm)

¢ = Konzentration der Losung (g/100 ml)
d = Schichtdicke (cm)

Zur photometrischen Bestimmung der RNA-Konzentration wird ein Zweistrahlphotometer
mit einer Quecksilberniederdrucklampe als Lichtquelle verwendet. Bei einer bestimmten
Konzentration von Proteinen kann man iiber das Photometer bei einer festgelegten
Wellenldnge ein konstantes Abhédngigkeitsverhdltnis zwischen der Extinktion und
Proteinkonzentration zeigen. Dies wird zur Reinheitskontrolle der gewonnenen RNA genutzt,
da RNA und Proteine sich in ihren spektralen Eigenschaften unterscheiden. Das
Extinktionsminimum von RNA liegt bei 260 nm, Proteine hingegen haben ihr
Absorptionsmaximum bei 280 nm. Bei einer reinen Probe sollte der Quotient der
OD»60/OD2gp in der Regel zwischen 1.8 und 2.0 liegen. Abweichungen nach unten (< 1,8) sind
auf eine Verunreinigung mit Proteinen zurtickzufiihren.

Zur photometrischen Quantifizierung der RNA wird wie folgt vorgegangen:

Um die Referenz am Photometer auf O einzustellen, wird der Leerwert einer Kiivette mit H,O
gemessen. Dann kann die Absorption (OD) der verschiedenen Proben bei 260 nm gemessen
werden, wozu 10ul der frisch isolierten RNA-Losungmit mit 990ul H,O verdiinnt werden.
Die Absorption, bei der OD,g = 1, betrdgt bei einer Schichtdicke von 1cm fiir RNA 40ul/ml.

Somit ldsst sich mit der Formel:

OD260 x 40pg/ml x Verdiinnung (=100) x Menge der RNA-Ldsung (=0.1ml)
100

berechnen, wieviel RNA in ug/ul sich in der verwendeten Ausgangslosung befindet.

2.2.3.3. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Fiir die Herstellung einer cDNA wird die entsprechende mRNA, die vorher aus definiertem
Gewebe oder Zellen isoliert worden ist, als Ausgangsmaterial verwendet. Die mRNA wird
anschliessend mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in einen komplementéren cDNA-
Strang umgeschrieben, die sogenannte Erststrangsynthese. Um diese Funktion erfiillen zu
konnen, benotigt die Transkriptase einen Startpunkt, von dem aus die Umschreibung der

mRNA in ¢cDNA beginnen kann. Hierzu stehen diverse Primer zu Verfiigung. Oft werden



sogenannte Oligo-dT-Primer bevorzugt verwendet, da diese am 3’-Ende der RNA binden und
die komplette RNA in DNA umgeschrieben wird. Andere Primer greifen an verschiedenen
Stellen der RNA an, das Endprodukt besteht deswegen aus mehreren kurzen Sequenzen. Das
Enzym, das bei der Transkription verwendet wurde, ist vorher aus einem murinen Maloney-
Leukédmie-Virus (M-MLYV) isoliert worden.

Ingesamt wird fiir die cDNA-Synthese 1pug gesamtzellulire RNA in 5ul DEPC-H,O gelost
eingesetzt. Sollte die RNA-Konzentration zu gering sein, so muf} ein groferes Volumen an
geloster RNA in der Speedvac eingetrocknet werden um insgesamt das Ausgangsvolumen
von 5ul zu erhalten. Zu diesem werden dann 3ul PrimerMix, der zuvor aus 2ul Oligo-dT-
Primer (1pg /pl ) und 1pl Random-Hexamer-Primer angesetzt wurde, gegeben, 10 min bei
65°C inkubiert und dann auf Eis abgeschreckt. Durch diesen Vorgang lagern sich auf der
gesamten RNA zufallsmissig Startsequenzen (Primer) fiir die folgende Strangverldngerung
an. Nach einem kurzen Quickspin werden auf Eis 17ul Mastermixes pro Ansatz hinzugegeben

und fir 70 min bei 37°C inkubiert.

1x Mastermix: 5.0ul 5x Erststrangpuffer
2.5ul DTT (0.1M)
2.5ul ANTP-Mix (je 2.5mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0.8ul rRNasin (40U/ul)
1.0ul M-MLV-Reverse Transkriptase (200U/pl)
ad 17ul DEPC-H,O

Um das Enzym zu denaturieren, wird der Ansatz 5 min auf 95°C erhitzt und danach 1-2 min
auf Eis abgeschreckt.
Man erhélt so ein Gesamtvolumen von 25ul fertiger cDNA, die bei —20°C gelagert und zur

PCR genutzt werden kann.

2.2.3.4. Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren der Molekularbiologie, die es in Verbindung mit der Reversen
Transkription ermdglicht, selektiv bestimmte DNA-Abschnitte zu amplifizieren. So kdnnen
ausgehend von auch nur schwach exprimierten RNA-Sequenzen geringe DNA-Mengen durch
mehrmalige Wiederholung des Vorganges nachgewiesen und untersucht werden. Hierzu

werden zwei einzelstrangige Oligonukleotide aus 20-30 Basenpaaren bendtigt, die zu den zu



untersuchenden Abschnitten komplementar sind, und verwendet sie als Primer fiir die DNA-
Synthese. Ausser den Primern und der DNA-Matrize gehoren zu der Reaktion auch eine
wirmebestindige DNA-Polymerase wie die thermostabile DNA-Polymerase Taq aus dem
Bakterium Thermus aquaticus, die 1988 entdeckt und isoliert (SAIKI R.K., 1988) wurde.
Hitzestabile Tags haben den Vorteil, dass die Reaktionen bei hohen Temperaturen gefahren
werden konnen und so Artefakte aufgrund von Sekundérstrukturen minimiert werden. So
werden mit diesem Enzym bestimmte cDNA-Sequenzen bei einer festgelegten Temperatur
von 72°C mit hoher Spezifitdt und groBBer Ausbeute durch die PCR-Methode amplifiziert.
Weiterhin ist eine ausreichende Menge an frei vorliegenden Desoxyribonukleotideinheiten
(dNTPs) sowie verschiedene Puffer und Salze (wie z.B. Magnesium-Ionen) erforderlich um
die Fahigkeit der DNA-Polymerasen zu nutzen.

Zunichst wird der Doppestrang durch Erhitzen in 2 komplementire Einzelstrange zerlegt. An
diese binden dann auf jeweils einer Seite die Primer im Abstand von ca. 180 bis 580 bp auf
Hoéhe der zu amplifizierenden Sequenzen. Von diesen ausgehend erfolgt die Verldngerung des
Stranges in 5"—3 -Richtung (entgegengesetzt der 3'—5"-Polaritét des urspriinglichen DNA)
durch Bindung der freien 3'-OH-Gruppe der Oligonukleotide mit dem innersten
Phosphoratom des zugesetzten dNTPs. Die DNA-Polymerase katalysiert die Bildung einer
solchen Phosphordieesterbriicke jedoch nur, wenn die Base des neuen Nukleotids zu der Base
auf dem Matrizenstrang komplementér ist Durch die Verwendung der Taq-Polymerase lasst
sich der Vorgang automatisieren, da man nach den einzelnen Denaturierungsschritten nicht
erneut die Polymerase zusetzten muss, wie es bei hitzeinstabilen Enzymen der Fall wire.
Trotzdem nimmt im Laufe der Durchgéinge auch Aktivitit der hitzestabilen Tag-Polymerase
ab, dem kann man aber vorbeugen, indem man neues Enzym zugibt und die Effektivitit der
DNA-Sequenzierung beibehélt. So wird durch mehrmalige Wiederholung des Vorgangs mit
derselben Reaktionsmischung bei jedem Zyklus die Substratmenge verdoppelt und insgesamt

somit die spezifischen DNA-Fragmente exponentiell angereichert:

(n Zyklen = 2" Kopien)



Zusammenfassend lédsst sich ein Zyklus der PCR-Methode in 3 Schrittabfolgen einteilen:

1. Start der Reaktion mit einer Temperaturerh6hung auf 92-98°C. Dieser Schritt dient der
Denaturierung der DNA, die bis dahin noch in ihrer komplexen Form vorliegt, in ihre
Einzelstringe.

2. Folgender Schritt der Reaktion ist das sogenannte Annealing der Primer. Man muss
hierbei beachten, dass die Temperatur wieder soweit gesenkt wird, dass sie fiir die

Oligonukleotide optimal ist. Sie 14sst sich folgendermassen errechnen:

T =[ (GC-Gehalt) x 4 + (AT-Gehalt) x 2] - 5

Die Anlagerung der Primer an den entsprechenden Abschnitt der Einzelstringe bestimmt
die Spezifitit der PCR.

3. Nach dem Annealing wird die Temperatur wieder auf ein Aktivitdtsoptimum von 72°C fiir
die Taqg-Polymerase erhoht wodurch dann auch die schnelle Polymerisation mit

Verlidngerung der Primer erfolgt.

Wichtig ist hierbei auch, dass man fiir die zwei letzten Schritte geniigend Zeit einrdumt. Bei
grossen PCR-Produkten muss die Zeit entsprechend verldngert werden, damit die DNA-
Fragmente komplett synthetisiert werden, denn nur vollstdndig verlingerte DNA-Stringe

konnen in den weiteren Durchgéngen als Matrizen dienen.

Semiquantitative PCR: Vor Durchfiihrung einer PCR einer bestimmten zu untersuchenden

cDNA sollte erst der Wirkungsgrad der vorangegangenen cDNA-Synthese nachgewiesen und
iberpriift werden. Dazu wird zuerst eine PCR mit GAPDH-spezifischen Primern
durchgefiihrt. Die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist ein Enzym des
Glycolysestoffwechsels und katalysiert die Oxidierung mit Ubertragung des Wasserstoffs auf
NAD" — NADH + H" und gleichzeitig Phosphorilierung des Glycerinaldehydphosphats zu
1,3-Diphosphoglycerat. Da die Glycolyse fiir alle Zellen ein essentieller Stoffwechselvorgang
ist, ist somit eine regelmédBige GAPDH-Expression zu erwarten und die einzelnen Proben
konnen so gut miteinander verglichen und bei Bedarf aneinander angeglichen werden.

Fiir die GAPDH-PCR werden 3ul der zu testenden ¢cDNA, als Positivkontrolle bereits
getestete cDNA und als Negativkontrolle H,O mit 47ul Mastermix vermischt. Ein PCR-



Ansatz hat ein Gesamtvolumen von 50ul; Der Mastermix setzt sich pro Ansatz wie folgt

zusammen:

I1x Mastermix: 5.0ul 10x PCR-Puffer
10ul  5xTag-Master
4.0ul dNTP-Mix (je 2.5mM)
0.5ul GAPDH-sense Primer (20 uM)
0.5ul GAPDH-antisense Primer (20 uM)
0.2ul Tag-DNA-Polymerase (5U/ul)
ad 47ul H,O

Zundchst wird ein Mastermix nach oben aufgefiihrtem Schema angesetzt. Dieser Mastermix
wird zu der cDNA gegeben und im Thermocycler amplifiziert (Bedingungen siehe Tab. 2.3.).
Es erfolgt danach eine erste elektrophoretische Auftrennung und Auswertung der Banden.
Dies ist dafiir wichtig, dass die cDNA-Menge der einzelnen Proben abgeschitzt, verglichen
und eventuell aneinander angeglichen werden konnen. So kann man in folgenden PCR-
Durchgingen davon ausgehen, dass der cDNA-Gehalt in den verschiedenen Proben gleich ist.
Man iiberpriift dies durch erneute GAPDH-PCRs bis die Bandenintensitdten der
verschiedenen Ansitze {ibereinstimmen. Dies hat den Vorteil, da3 man in allen folgenden
PCRs aufgrund der resultierenden Unterschiede in den Bandenintensititen der untersuchten
Gene Aussagen liber das jeweilige — schwache oder stiarkere - Ausmal} der Expression
machen kann.

Teilweise unterscheiden sich, je nach Primer- und Genstruktur, die optimalen PCR-
Bedingungen z.B. in der Temperatur oder in der Magnesiumkonzentration. Deswegen war in
vorangehenden Experimenten schon fiir die zu untersuchenden Gene der Mastermix leicht
verdndert und ein sogenannter PCR-Optimierungs-Kit verwendet worden. So wurde versucht,
fiir alle untersuchten Gene die Bedingungen zu optimieren und genaueste Ergebnisse zu
erzielen (WAGNER S., 1999).

Ein weiterer Unterschied in den PCR-Bedingungen findet sich, wie schon oben erwidhnt, bei
den verschiedenen Anlagerungs-Temperaturen der einzelnen Primer-Paare, aber auch in der
Anzahl der Amplifikationscyclen. Die Amplifikation verlduft nur bis zu einem bestimmten
Punkt exponentiell, dann wird ein Plateau erreicht. Wird bei der PCR diese Plateauphase
erreicht, so konnen die Bandenstdrken der untersuchten Genprodukte gleiche Intensitét

aufweisen obwohl urspriinglich eine unterschiedliche cDNA-Menge vorliegt. Der Zeitpunkt



des Ubergangs in die Plateauphase ist wiederum von der Ausgangszahl der amplifizierten
Molekiile abhédngig (KELLOG D.E., 1990). Da bei der GAPDH die Plateauphase aufgrund der
starken Expression von mRNA schneller erreicht ist als bei geringer exprimierten mRNAs,
muf3 — um potentiell quantitative Unterschiede in der Expression von mRNA erfassen und
analysieren zu konnen— die Anzahl von durchlaufenen Zyklen so gewéhlt werden, daf
einerseits das Produkt nachweisbar ist, andererseits die Plateauphase sicher noch nicht
erreicht ist. Die jeweiligen besten Bedingungen mit den spezifischen Zykluszahlen und
Temperaturen fiir die verschiedenen PCR-Produkte werden deshalb in vorgeschalteten

Experimenten ermittelt und analysiert. Eine Zusammenfassung ist in Tabelle 2.3. zu sehen:

Primersequenz Anlagerung Puffer- | Endkonzentration | Zyklenzahl | Amplifikat
stemperatur | System MgCl,
GAPDH | s GCAGGGGGGAGCCAAAAGGG 68.0 °C USB 2.5mM 20 567 bp

a TGCCAGCCCCAGCGTCAAAG

MMP-2 s TTTCCATTCCGCTTCCAGGGCACAT 68.0 °C USB 2.5 mM 30 253 bp

a TCGCACACCACATCTTTCCGTCACT

MMP-3 s ATTTATTTCTCGTTGCTGCTCATGA 60.0 °C D 3.5 mM 40 573 bp

a TATGTTTTGTTCTTTTCCTTATCAG

MMP-7 s CGATGAGGATGAACGCTGGACGGAT 68.0 °C J 2.5 mM 35 315 bp

a TTGCTAAATCGAGTCGAGGAACAGTG

MMP-9 s GCGCTGGGCTTAGATCATTCCTCA 63.3 °C F 2.0 mM 35 475 bp

a GCAGCGCGGGCCACTTGTC

MMP-12 | s CCGGGCAACTGGACACATCTACC 60.0 °C USB 2.5 mM 37 271 bp

a CCACGGGCAAAAACCACCAA

Tab. 2.3: Optimierte PCR-Bedingungen fiir die verschiedenen Gen-Produkte;

2.2.3.5. Gelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese ist ein dusserst wichtiges Verfahren der Gentechnik, da man mit ihr
Nukleinsdurefragmente direkt sichtbar machen und somit Genstrukturen einer quantitativen
und qualitativen Analyse unterziehen kann. Hierbei werden die geladenen Teilchen eines
Substanzgemischs geméss ihren Ladungen und Grossen — und somit elektrophoretischen
Beweglichkeit - in einzelne Zonen aufgeteilt. Nucleinsduren tragen an ihren Phosphatgruppen
im Phophodieesterriickgrat viele negative Ladungen. Sie sind deshalb bei einem neutralen pH
anionisch und wandern im elektrischen Feld auf die positive Elektrode zu.

Wenn man die DNA-Proben auf ein Gel aufgetragen hat, legt man die Spannung an und lésst

die Proben durch das Gel laufen. Ein Farbmarker, hier Bromphenolblau, wird zugesetzt um




die Lauffront beobachten zu kénnen und ein Uberschreiten der Gelgrenze und somit Verlust
der Fragmente zu verhindern. Um die Molekiilgrosse auch unbekannter Fragmente abschétzen
zu kénnen, ldsst man weiterhin Standardmarker mit bekannter Grosse mitlaufen. Hierbei ist
die zuriickgelegte Wegstrecke umgekehrt proportional zum log;o der Anzahl der Basenpaare,
d.h. je kleiner ein DNA-Fragment ist, desto schneller wandert es im Gel. Nach der
Auftrennung werden die DNA-Fragmente im Gel iiber den interkalierenden Farbstoff
Ethidiumbromid (EtBr) angeférbt. Sie sind dann unter UV-Licht als Banden gut erkennbar.

Die Auftrennung der DNA-Sequenzen erfolgt in einem 1.5%-igen Agarosegel. Hierzu wird
1.5g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer gegeben und die Mischung in der Mikrowelle solange
vorsichtig aufgekocht, bis keine Schlieren mehr zu erkennen und das Produkt ganz klar ist.
Man 146t die Mischung kurz abkiihlen und nach Zugabe von EtBr-Losung (10pl pro 100 ml)
gieft man das Gel luftblasenfrei in die Gelkammer. Wenn das Gel fest und erkaltet ist, wird
die Lautkammer mit Laufpuffer (1x TAE-Puffer) gefiillt, bis das Gel gerade bedeckt ist. 17ul
des PCR-Amplifikationsprodukt werden mit 3ul des sechsfach konzentrierten DNA-
Ladepuffer versetzt, vorsichtig aufgemischt und in die Geltaschen pipettiert. Zusétzlich wird
der DNA-Liangenstandard X aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt dann
durch Anlegen einer Spannung von 80-100mV. Die Elektrophorese wird, wie oben erwihnt,

beendet, wenn die Bromphenolbande des Laufpuffers beinahe am Gelende angelangt ist.

50x TAE-Puffer: 242g Tris
51 ml Eisessig
100 ml EDTA (0.5 M; pH 8.0)
EtBr-Stammldsung (10 mg/ml H,0)
6x DNA-Ladepuffer (30% Glycerin, je 0.25% BPB und XC)
DNA-Léngenstandard X

2.2.4. Proteinbiologische Methoden

Nachdem mittels der oben angefiihrten Methoden untersucht wurde, ob Medulloblastomzellen
auf genetischer Ebene fiir die jeweiligen MMPs die Voraussetzungen erfiillen, folgte als
ndchster Schritt eine Analyse auf proteinbiologischer Ebene. Hierzu wurden
Immunhistochemie und Zymografie verwendet. Mit diesen Methoden lésst sich belegen, ob

die vorhandene genetische Information mittels Transkription und Translation in die



entsprechenden Proteine umgesetzt wird. Weiterhin konnen durch die IHC-Farbungen die
Lokalisation im Gewebe dargestellt und somit eventuell auch Riickschliisse auf Funktion der
MMPs gezogen werden. Uber die Zymografie kann weiterhin zwischen aktiven und inaktiven

Enzymen unterschieden werden.

2.2.4.1 Immunhistochemie (IHC)

Immunhistochemische Verfahren ermdglichen es, iiber immunologische Vorginge spezifische
Komponenten von Zellen wie z.B. auch Proteine, darzustellen und untersuchen. Man nutzt bei
diesem Verfahren die Eigenschaften immunologischer Reaktionen zum Nachweis von
zelluldren Antigenen. Hierbei kann man das Substrat sowohl direkt als auch indirekt
nachweisen. Bei der indirekten Methode, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde,
bindet ein antigenspezifischer unkonjugierter Antikorper (AK) an das gesuchte Antigen (hier
MMP). Diese Bindung wird dann visualisiert, indem ein markierter sekundarer Antikorper
verwendet wird, der gegen den primédren Antikorper gerichtet ist. Dieser Sekundar-Antikorper
fiihrt dazu, daB nach Zugabe eines Substrates eine Farbreaktion eintritt, die dann an der Stelle
des nachzuweisenden Antigens ein Signal abgibt. Von Vorteil ist hierbei, dass durch die
Verwendung von zwei Antikdrpern das Signal verstirkt wird und somit die Sensitivitit
gegeniiber der direkten Methode hoher ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Nachweis von Matrix-Metalloproteinasen an Paraffin-
Schnitten von Zelllinien- und Primérzell-Kulturen, sowie an Kryoschnitten von Nativmaterial
durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle dienten hierbei Schnitte von entziindeter Tonsille, die
Negativ-Kontrolle erfolgte anhand Schnitten von Normalhirn. Untersucht wurde die
Expression von MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 und MMP-12. Dabei wurde die Avidin-
Biotin Peroxidase-Methode angewendet, mit primdren AK gegen MMP und biotinyliertem
Sekundir-AK (Vector ABC Elite Kit). Die primédren AK richten sich sowohl gegen die Pro-
als auch die Aktiv-Form. Avidin ist ein basisches Glycoprotein von 68 kD mit einer sehr
hohen Affinitdt fiir das Vitamin Biotin (244 Dalton). Bei der Markierung der MMPs wird
diese Eigenschaft genutzt. Die feste Bindung erfolgt bei der Zugabe des Sekundérantikdrpers,
dessen Biotin an vier Bindungsstellen des Avidin-Molekiils bindet. Um die Position der
MMPs noch verstirkt zu markieren wurde weiterhin die Peroxidase-Reaktion mit 0.5%
Diaminobenzidin entwickelt. Hierbei entstehen Antikorper-Enzym-Konjugate, wobei im

letzten Schritt das Enzym Peroxidase mit chromogenem DAB sichtbar gemacht wird.



Die Primirantikorper fiir die MMPs wurden uns freundlicherweise von der Firma British

Biotech zur Verfiigung gestellt und waren folgende:

MMP-2 (Gelatinase A) Klon TA10 2 pg/ml
MMP-3 (Stromelysin-1) Klon 10D6 2 pg/ml
MMP-7 (Matrilysin) Klon 7E4 1 pg/ml
MMP-9 (Gelatinase B) Klon 4H3 0.5 pg/ml

MMP-12 (Makrophagen Elastase) Klon 4D2 8 ng/ml

Die idealen Konzentrationen waren fiir jeden Primérantikorper bereits in vorangegangenen
Experimenten speziell fiir Hirntumorgewebe herausgefunden worden. Die Antikorper
erkennen sowohl die Pro- als auch die aktive Form der MMPs, eine Unterscheidung der
Formen nach der Farbung der Schnitte ist jedoch nicht mdglich.

1410 (I1gG2) ist ein Maus monoklonaler Antikdrper gegen gereinigte humane rekombinante
Gelatinase A und wird von transfizierten CHO-Zellen produziert.

10D6 (IgGl) ist ein Maus monoklonaler Antikdrper gegen gereinigtes rekombinantes
Stromelysin-1 von transfizierten CHO-Zellen.

7E4 (IgG1) ist ein muriner monoklonaler Antikdrper gegen rekombinantes Matrilysin, in
CHO-Zellen produziert.

4H3 (IgG1) ist ein Maus monoklonaler Antikérper gegen humane rekombinante Gelatinase B,

die ebenfalls von transfizierten CHO-Zellen produziert wurde.

Vor Beginn der immunhistochemischen Fiarbung werden die Schnitte zur Entfernung des

Paraffins fiir 2 mal 15 min in Xylol getaucht und dann in einer absteigenden Alkoholreihe

fixiert. Dieser Schritt ist bei Kryoschnitten von Nativgewebe nicht ndtig, sie werden —

nachdem sie aufgetaut und fiir 1.5 h luftgetrocknet wurden — lediglich fiir 10 min in Aceton

fixiert. Nach kurzem Waschen in 1x PBS (pH 7.5) und Lufttrocknen wurden die Schnitte mit

einem PAP-Pen eingegrenzt. Der weitere Ablauf der IHC-Férbung ist folgendermafien:
Blockieren mit 10% normalen Pferdeserum fiir 30 min bei RT. Mit diesem Schritt will
man unspezifische Bindungsstellen zu reduzieren. Durch Vernetzung von Strukturen
liegen hdufig gesuchtes Antigen und andere, dhnliche Antigene nah beieinander und es
besteht die Gefahr, dall man auch diese anfarbt und das Ergebnis verfilscht.

Entfernen des iiberschiissigen Normalserums durch vorsichtiges Abtupfen.



Kryoschnitte: Inkubation mit dem Primirantikoérper fiir 12 h bei 4°C in der feuchten
Kammer;

Paraffinschnitte: Inkubation mit Primérantikorper fiir 7 min bei 300 W in der Mikrowelle.
Zum einen kénnen so Antigenvernetzungen, die durch die Fixierung entstanden sind,
gelost werden als auch das gesuchte Antigen herausgeldst und fiir den Priméar-Antikorper
zugénglicher gemacht werden.

Nach Abkiihlen der Schnitte bzw. nach 12-stiindiger Inkubation werden sie fiir 2 x Smin
in 1xPBS gewaschen und mit einem biotinylierten Pferde-anti-Maus IgG Sekundér-
Antikorper fiir 1.5h bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert.

Nach erneutem Waschen fiir 2 x Smin in 1xPBS folgt die Inkubation mit dem Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex fiir 30 min und erneutes Waschen in 1xPBS (2 x 5min)

Die Peroxidase Reaktion wird mit 0.5% Diaminobenzidin (DAB, 80ul/Schnitt) fiir 5-
10min entwickelt und nach 10miniitigem Spiilen in Wasser die Objekttrager mittels

Aquatex durch Deckglidschen abgedeckt.

Die semiquantitative Auswertung der Farbungen erfolgte durch Herrn Dr. G.H. Vince und die

Autorin an einem histologischen Mikroskop.

2.2.4.2. Zymografie

Die Zymografie ist eine weitere Moglichkeit um die Expression eines Proteins zu
untersuchen. Nach genetischer Transkription und Translation werden Proteine nicht unbedingt
sofort von den Zellen sezerniert, teilweise werden sie intrazelluldr in Vesikeln gespeichert.
Bei den immunhistochemischen Farbungen werden sowohl die gespeicherten als auch die
sezernierten Proteine angefarbt, eine Unterscheidung ist nicht moglich. Die Zymografie weist
jedoch nur die in das serumfreie Medium sezernierten Proteine nach. Ein weiterer Vorteil
gegeniiber der IHC liegt darin, dal3 sie eine Unterscheidung zwischen den aktiven und
inaktiven Formen und somit dem Aktivitétsstatus der Proteasen erlaubt.

Zur Durchfithrung der Zymografie wird der Zellkulturiiberstand auf ein SDS-
Polyacrylamidgel (LAEMMLI U.K, 1970) aufgetragen, in dem das Produkt des zu
untersuchenden Enzym geldst ist. Bet MMP 2 und MMP 9 ist dies Gelatine, zur
Untersuchung von MMP 3 und MMP 7 wird Kasein verwendet. Ahnlich wie bei der DNA-
Gelelektrophorese werden dann durch Anlegen von elektrischer Spannung die Proteine geméif

ithrem Molekulargewicht aufgetrennt. Das denaturierte SDS wird anschlieBend



herausgewaschen, das Gel in einem enzymspezifischen Puffer inkubiert und anschlieBend mit
COOMASSIE-Brilliant Blue-R250 angefédrbt. Dort, wo das entsprechende Proteinsubstrat
durch die Proteasenaktivitdt abgebaut wurde, ist eine klare Bande zu sehen, wohingegen das
nicht abgebaute Proteinsubstrat im Gel durch den Farbstoff angefédrbt wird.
Eine wichtige Voraussetzung vor der Durchfithrung einer Zymografie ist die
Proteinbestimmung. Proteinproben beinhalten oft eine komplexe Mischung aus verschiedenen
Proteinen und sie konnen sich auch in ihrem Proteingehalt stark unterscheiden. Bei diesem
Schritt werden die eingesetzten Proteinmengen der einzelnen Proben des Medieniiberstandes
bestimmt und aneinander angeglichen. So kann man davon ausgehen, dass die erhaltenen
Ergebnisse miteinander vergleichbar sind. Bei der Proteinbestimmung nach Bradford
(BRADFORD M.M., 1976) wird der Proteingehalts quantitativ iiber eine Farbreaktion
funktioneller Gruppen der Proteine mit farbstoffbildenden Reagenzien ermittelt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde hierbei COOMASSIE-Brilliant-Blue-G250 verwendet. Bei diesem
Farbstoff verschiebt sich sein Absorptionsmaximum beim Vorhandensein von Proteinen von
465 zu 595nm. Man vermutet, dass dies auf eine Stabilisierung des Farbstoffes durch eine
Komplexbildung mit basischen Aminoséduren der Proteine zuriickzufiihren ist. Hier wurde ein
Zehntel des gewonnenen konzentrierten Medientiberstandes eingesetzt. Die Intensitét des
Farbstoffes korreliert dann somit direkt mit der Konzentration der Proteine. Unter
Verwendung von BSA-Standardldsungen ergibt sich eine Eichgerade, mit deren Hilfe man die
absoluten Proteinmengen ermitteln kann. Diese Losungen werden mit der entsprechenden
Menge 5x Firbelosung nach Bradford (Roti®-Quant) vermischt und bei RT fiir 30 min
inkubiert. AnschlieBend wird die Absorption der Proben mittels einer Lichtquelle von 595 nm
Wellenldnge gemessen. Mittels der BSA-Eichgerade konnen dann die Proteinmengen der
einzelnen Proben verglichen und einander angeglichen werden.
Die eigentliche Zymografie erfolgt dann in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE), bei der die angeglichenen Proteinmengen der Medieniiberstinde mittels
Elektrophorese in einem Gel aufgetrennt werden.

e Zur Vorbereitung die zwei Glasplatten, zwischen die spéter das Gel gegossen wird,

mit EtOH (evtl. vorher mit Scheuermittel) reinigen;
* Beide Platten mit Klemmen befestigen und Spacer am Rand einsetzen;
* 1%-Agarose im 1x SDS-Laufpuffer autkochen

* Glasplatten mit der Agarose am Boden und an den Seiten abdichten;



Gelatine-Zymographie: Diese Zymografie erfolgt zum Nachweis der Gelatinasen A und B
(MMP-2 und MMP-9). Deswegen wird das Substrat Gelatine (1 mg/ml) in das SDS-
Polyacrylamidgel eingesetzt.

Losung fiir 2 Untergele:
4.66 ml 30% Bis-Acrylamid
3.5 ml 1,5M Tris pH 8.8/4% SDS
4.66 ml angewarmte Typ I Gelatine
1 ml dH,O
140 pl 10% Ammoniumpersulfat APS
7 ul TEMED

Dieses Gel wird unverziiglich bis ca. 1 cm unter der Kammkante zwischen die Glasplatten
gegossen und, um eine gerade, luftblasenfreie Oberflache zu erhalten, mit ca. Iml H,O
iiberschichtet. Man ldsst das Gel ca. 30 bis 45 min polymerisieren, dann wird das H,O

vorsichtig ausgegossen bevor das Sammelgel auf die Untergele gegossen wird.

Losung fiir 2 Sammelgele:
1 ml Bis-Acrylamid (30%)
2.75 ml H,O
1.25 ml 4x Puffer 0.5 M TrisHC1/4% SDS; pH 6.8
50 ul APS
2.5 ul TEMED

Direkt nachdem das Untergel mit dem Sammelgel iiberschichtet wurde, wird der Kamm
luftblasenfrei eingesteckt. Nach 30-45 min Polymerisation wird das Gel zwischen den zwei
Glasplatten in die Gelelektrophoresekammer eingespannt und mit Elektroporesepuffer (25mM
Tris, 250 mM Glycin, 0.1% BPB) tibergossen. Erst dann wird der Kamm vorsichtig gezogen
und pro slot 15ul Proteinlosung, die vorher mit Sul erwdarmten Probenpuffer ( 0.25 M Tris,
50% Glycin, 3% SDS, 0.1% BPB) versetzt wurden, aufgetragen. Unter Kiihlung des Puffers
wird die Elektrophorese fiir 3 bis 5 h bei 30 bis 80 mA durchgefiihrt.

Anschlieend werden die Klemmen entfernt, die Glasplatten vorsichtig auseinandergedriickt,
das Gel von den Platten geldst und fiir 30 min in 2.5% TritonX-100 geschwenkt, um das

denaturierende SDS rauszuwaschen. Danach wird das Gel fiir 24 h bei 37°C in Enzympuffer



(50 mM TrisHCI, pH 8.0 und 5 mM CacCl,) inkubiert. Nach Inkubation wird das Gel 45 min
lang in Férbe-/Fixierlosung (50% MetOH, 10% HOAc, 0.1% COOMASSIE-Blue-R250)
geschwenkt und danach fiir 60 min mit Entfarbeldsung (10% EtOH, 7% HOAc in dH,0O)
behandelt. Auf einer hellen Unterlage mit starker Lichtquelle sind nun die durch die
Enzymaktivitdt hervorgerufenen hellen Banden im ansonsten blauen Gel gut zu erkennen und
einer Analyse zuginglich. Mittels eines vorgefarbten Molekulargewichts-Standard kann man
die Banden der entsprechenden Gelatinase zuordnen. Durch das SDS werden ebenfalls die
normalerweise inaktiven Proformen der Gelatinasen aktiviert (STETLER-STEVENSON W.G.,
1989), sie bilden jedoch eigene Banden und sind somit von den aktivierten Proteasen gut zu

unterscheiden.



3. Ergebnisse

In fritheren Studien des Labors war die Expression und Verteilung von Matrix-
Metalloproteasen in Glioblastomen untersucht und charakterisiert worden (VINCE G.H. &
WAGNER S., 1999). Uber die regionale Verteilung und das Vorkommen von MMPs in
Medulloblastomen ist bisher jedoch noch wenig bekannt. Bezugnehmend auf die Studien an
Glioblastomen werden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt, um so Ahnlichkeiten und
Abweichungen hervorzuheben und die medulloblastomtypischen Charakteristika zu

verdeutlichen.

3.1. MMP-mRNA-Expression in Zelllinien von Medulloblastomen

Zur Untersuchung der Matrix-Metalloproteasen wurden die Zellen der Zelllinien MHH-Med
1, MHH-Med 2, MHH-Med 3, MHH-Med 4 und MHH-S8 in Zellkulturflaschen kultiviert,
geerntet und anschliessend die RNA isoliert. Zur Einschéitzung der Qualitdt der vorher
hergestellten cDNA wurde als erster Schritt eine PCR-Reaktion mit GAPDH-spezifischen
primern eingesetzt. Somit konnten die Bandenintensitdten fiir alle 5 Zelllinien aneinander
angeglichen und einen Vergleich der PCR-Reaktionen ermdglicht werden. Die Zelllinien
wurden nach der Elektrophorese in einem Agarosegel und anschliessender EtBr-Fiarbung
analysiert. In der Abbildung 3.1. ist die jeweilige Expression der untersuchten MMPs zu
sehen.

Die PCR-Reaktion zum Nachweis von MMP-2 (Gelatinase-A) ergibt Banden bei einem
Molekulargewicht von 253bp. Diese sind bei allen 5 Zelllinien zu sehen, bei MHH-Med 2 und
MHH-Med 4 nur von mittlere Stérke, alle anderen Zelllinien zeigen eine ausgepriagte MMP-
2-Expression. Die Expression fiir MMP-3 (Stromelysin-1) kann durch PCR-Banden mit einer
Grosse von 573bp nachgewiesen werden. Sie finden sich in diesem Ansatz nur bei drei der
gestesteten Zelllinien, MHH-Med 1, MHH-Med 4 und MHH-S8 Banden, diese sind nur von
geringer Intensitit. Das Resultat der PCR-Reaktion auf MMP-7 (Matrilysin) weist eine
Bandengrosse von 315bp auf. Es zeigt sich nur bei einer der fiinf Zelllinien (MHH-Med 1) ein
Expression dieser Protease.

Bei der Analyse von MMP-9 (Gelatinase-B, mit einem cDNA-Produkt der Grdsse von
475bp) und MMP-12 (Humane Makrophagenelastase, Bandengrosse von 271bp) ergaben sich

trotz mehrerer Ansitze wiederholt Doppelbanden, was die Auswertung wesentlich erschwerte.



Es wird vermutet, dass sich diese aus sogenannten ,,splice-Varianten*

Metalloprotease ergeben.

der jeweiligen Matrix-

Neg. Pos. MHH- MHH- MHH- MHH- MHH-
Kontrolle | Kontrolle | Med 1 Med 2 Med 3 Med 4 S8
MMP-2 - - +++ + ++ + +++
MMP-3 - + + - - + T
MMP-7 - + + ++ - - - -
MMP-9 - - - + ++ T i
(++) (++) (+) ) () )
MMP-12 - - - + i n i}
(+) (+) ) ) ) )
Tab. 3.1.: Semiquantitative Auswertung der PCR-Reaktion bei Zelllinien;
(+++)=stark, (++)=mittelstark, (+)=schwach, (-)=negativ;
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Abb. 3.1.: Semiquantitative PCR-Analyse der Expression von MMP-mRNA in Zelllinien;




MHH-Med 1 zeigt insgesamt ein grosses Spektrum der untersuchten Matrix-
Metalloproteasen, im Vergleich dazu wird bei MHH-Med 2 nur eine schwache
Proteasenexpression nachgewiesen. Auch bei MHH-Med 3 finden sich nur schwache
Intensititen der MMP-Banden. MHH-Med 4 und MHH-S8 besitzen im Vergleich zu den
vorher aufgefiihrten Zelllinien starke Intensititen der MMP-Banden, nur die PCR-Reaktion
fiir MMP-7 ist bei beiden negativ, bei MHH-S8 finden sich auch keine Banden fiir MMP-12.

3.2. MMP-Proteinexpression in Medulloblastomen

3.2.1. Ergebnisse der Immunhistochemie-Farbungen

Die Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion zeigen, dass das Vorliegen einer
mRNA als Voraussetzung fiir die Expression der Matrix-Metalloproteasen auf genetischer
Ebene bereits erfiillt ist. Jedoch beweist das Vorhandensein der RNA nicht, dass die genetisch
codierten Proteine von den Tumorzellen auch produziert und sekretiert werden. Um diese
Untersuchung weiterzufiihren und das Vorkommen der MMPs im Gewebe zu analysieren,
wurden die auf RNA-Ebene untersuchten Zelllinien und weiterhin auch natives
Tumormaterial am Kryostaten in 10um dicke Schnitte geschnitten und dann
immunhistochemischen Farbungen fir MMP2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 und MMP-12
unterzogen. Fiir jede Protease wurde hierzu ein spezifischer Antikérper verwendet, der an das
Protein im Tumorgewebe bindet und in einem weiteren Schritt liber einen Sekundéirantikdrper

angeféarbt wird.

3.2.1.1. Auswertung der Paraffinschnitte

Im Rahmen der Untersuchung an Paraffinschnitten wurden 5 Zelllinien und 3 Primérkulturen
von Patienten verwendet. Das verwendete Zell-Material waren vorher von der Arbeitsgruppe
von PD Dr. Pietsch aus Bonn beschrieben und charakterisiert worden.

Wie aus der Tabelle 3.1. hervorgeht, waren alle MMPs nachweisbar, jedoch ausgehend vom
verwendetem Zell-Material - in unterschiedlichem Ausmass. Die Gelatinase-A war hierbei die
in allen Préparaten am stirksten ausgepridgte Protease. MHH-Med 1 exprimiert alle 5
untersuchten Matrix-Metalloproteasen in starkem Masse. In den Schnitten der Zelllinie MHH-

Med 2 sind nur fiir MMP 2 und MMP 12 starke Signale zu finden. Mit MHH-Med 4 sind sie



die einzigen Zelllinien, die kein Stromelysin produzieren. Die Immunreaktivitit auf die

weiteren Proteasen, auch auf die Gelatinase B, die beit MHH-Med 4 noch gering exprimiert

wird, ist negativ. MHH-Med 1 und MHH-S8 zeigen starke Signale fiir MMP-9 und MMP-3,

wie oben schon erwihnt, zeichnen sich diese 2 Zelllinien durch eine ausgesprochen hohe

Invasivitdt und ausgepriagter Proliferationsaktivitidt aus. In den immunhistochemischen

Féarbungen der Primérkulturen ist ein Signal flir MMP-2 nur in 2 der 3 untersuchten Priparate
(1680, 1913) zu sehen, MMP-9 sogar nur in einer (1680). Zu erwdhnen ist hier das MDB
1885, bei diesem Tumor lassen sich nur schwache Signale fiir MMP-7 und MMP-12 finden,

alle anderen Proteasen werden nicht produziert und sekretiert.

Zelllinien und Primdrkulturen (Paraffinschnitte);

(+++)=stark, (++)=mittelstark, (+)=schwach, (-)=negativ

MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-9 MMP-12
Zelllinien:
MHH-Med 1 +++ +++ ++ +++ +++
MHH-Med 2 +++ - - - ++
MHH-Med 3 +++ + - + +++
MHH-Med 4 +++ - - + ++
MHH-S8 +++ ++ +++ ++ ++
Primirkulturen:
1680 ++ + - ++ +++
1885 - - ++ - ++
1913 ++ +++ + - -
Kontrollmaterial:
Normalhirn - - - - -
Tonsille +++ ++ + ++ +++
Tab. 3.2.:  Semiquantitative Auswertung der DAB-Signale in den IHC-Fdrbungen der




3.2.1.2. Auswertung der Kryoschnitte (Tumorresektate)

Neben der Untersuchung von Paraffinschnitten der Zelllinien diente zur weiteren

Charakterisierung der MMP-Expression in Medulloblastomen die Untersuchung von

Nativgewebe. Fiir diese Arbeit standen hierfiir insgesamt 12 Proben zur Verfiigung, als

Kontrollpriaparate dienten Tonsille und Normalhirn. Nach der immunhistochemischen

Féarbung erfolgte eine erste semiquantitative Auswertung der Stirke des DAB-Signals, die fiir

die einzelnen MMPs folgende Werte ergab:

MMP-2 MMP-9 MMP-3 MMP-7 MMP-12
1976 ++ ++ ++ ++ ++
1962 ++ ++ + - ++
1961 +++ +++ + - +++
1903 + ++ - - ++
1885 +++ + ++ ++ ++
1729 ++ - ++ - +
1678 ++ ++ + - +
1680 ++ ++ -
1652 ++ - ++ ++
1580 ++ +++ ++ + ++
1557 ++ - + - -
1532 + + ++ ++ -
Tab. 3.3.:  Semiquantitative Auswertung der IHC-Fdrbung an nativem Tumormaterial

(Kryostatschnitte),

(+++)=stark, (++)=mittelstark, (++)=schwach, (-)=negativ, (o)=nicht

auswertbar;

Neben der allgemeinen Beurteilung der Schnitte nach der Intensitit des Signals folgt nun die

genauere Beschreibung der exprimierenden Zellen und der MMP-Lokalisation im Gewebe:




3.2.1.2.1. IHC der Gelatinase A (MMP-2)

Wie schon im vorangehenden Abschnitt deutlich wurde, so ist auch im Rahmen dieser
Versuchsreihe die Gelatinase-A die am stdrksten exprimierte Protease, sie wird in allen
Nativpriparaten gefunden (s. Tab. 3.2.). In den fritheren Untersuchungen von Glioblastomen
fand sich MMP-2 vor allem in der Ndhe von Tumorzellnestern, sogenannten Clustern. In den
zelldirmeren Bereichen des heterogenen Glioblastom-Gewebe war das Signal schwicher bis
gar nicht zu finden. Diese Befunde spiegeln sich teilweise auch in den untersuchten
Medulloblastom-Geweben wieder. Medulloblastome zeigen nicht dieselbe Heterogenitit und
Polymorphie wie Glioblastome. Jedoch finden sich auch hier dichtere und zellirmere
Bereiche nebeneinander. Insbesondere in Gebieten hoherer Zelldichte zeigen sich starke
DAB-Signale um die Tumorzellen herum. Die lockerer strukturierten Bezirke, in denen die

Tumorzellen verstreut oder einzeln liegen, zeigen wenig bis kein Signal (s. Abb. 3.2.).

Abb.3.2.: IHC-Férbung an nativem Tumorgewebe auf Gelatinase-A; Ausgeprdigte DAB-

Signale im Bereich von Tumorzell-Clustern;

Uberraschend ist, dass sich MMP-2 in den MDB-Schnitten jedoch weniger, als es bei den
Glioblastomen der Fall gewesen war, entlang der Endothelzellen der Tumorgefédsse finden
lasst. Ein sehr schwaches Signal von perivaskuldren Ansammlungen ldsst sich nur im

Kontrollschnitt mit Normalhirn finden.



3.2.1.2.2. IHC der Gelatinase B (MMP-9)

Signale fiir MMP-9 waren in fast allen Tumorproben zu erkennen. Der Vergleich mit dem
Vorkommen in Glioblastomen zeigte auch hier einige Parallelen: Die immunhistochemischen
Signale fanden sich insbesondere entlang der Blutgefdsse des Tumors. Die Expression der
Gelatinase-B beim Glioblastom ist dadurch charakterisiert, dass sie sich auf das engere
perivaskuldre Gebiet beschrinkt, eine Ausdehnung der Signale in das umgebende Gewebe,
wie es bei MMP-2 gefunden worden war, liess sich nicht feststellen. Nur vereinzelt zeigte
sich eine schwichere Immunreaktivitit von Tumorzellen und Makrophagen im gefdssnahen
Gewebe. Weiterhin liess sich MMP-9 im Bereich von Nekrosen darstellen. Diese
Charakteristika unterscheiden sich teilweise vom Vorkommen der Gelatinase im
Medulloblastom. Auch hier beobachtet man die typischen Signale entlang der Gefiéss-
Endothelien (s. Abb. 3.3.).

Abb.3.3.: IHC-Firbung an nativem Tumorgewebe auf Gelatinase-B; DAB-Signale

entlang der Gefissstrukturen und einzelne Tumorzellen im Gewebe;

Die semiquantitative Auswertung (Tab. 3.3.) ldsst jedoch erkennen, dass sich auch in der
Néhe einzelner Tumorzellen und Makrophagen MMP-9 in der gleichen Stirke wie bei den

Endothelzellen des Tumors exprimiert findet:



Endothel | Tumorzelle | Matrix
1976 +
1962 +
1961 + +
1903 + +
1887 +
1729
1678 + +
1680
1652 + +
1580 + + +
1557
1532 + +
Tab. 3.3.: Vorwiegende MMP-9-Lokalisation im nativen Tumorgewebe nach Stdrke des

DAB-Signals,

Im Kontrollgewebe (Normalhirn) 14sst sich die Gelatinase-B nicht nachweisen.

3.2.1.2.3. THC des Stromelysin-1 (MMP-3)

In Glioblastomen und anderen astrozytiren Tumoren sowie in Normalhirn liess sich
Stromelysin-1 bisher nicht nachweisen. Um so erstaunlicher ist im Gegensatz dazu der

Nachweis von MMP-3 in den Nativpréparaten von Medulloblastomen. Es zeigt sich bei den

meisten Schnitten eine ausgepragte Immunreaktion (s. Abb. 3.4.)




Abb.3.4.: IHC-Firbung an nativem Tumorgewebe auf Stromelysin-1;
Immunhistochemische Reaktion im Bereich von Tumorzellen und nekrotischen
Bezirken,

Ahnlich wie MMP-2 sieht man vor allem in den zelldichteren Arealen bei Tumorzellen und

auch Makrophagen deutliche DAB-Signale, weiterhin wird Stromelysin-1 auch im Bereich

von Nekrosezonen produziert. Eine Assoziation zu Gefdssen kann nicht ausgemacht werden.

Zur weiteren Beurteilung wird das Vorkommen von MMP-3 im Hinblick auf den

vorherrschenden Ausreifungstyp des Medulloblastoms analysiert (s. Tab.3.4.).

Patient | Vorherrschender |MMP-3
Ausreifungstyp

1 Desmoblastisch +++
2 Desmoblastisch ++
3 Desmoblastisch + +
4 Desmoblastisch ++
5 Neuroblastisch -
6 Neuroblastisch -
7 Desmoblastisch +++
8 Desmoblastisch +
9 Desmoblastisch -
10 Neuroblastisch -
11 Desmoblastisch ++
12 Desmoblastisch +++

Tab. 3.4.: Semiquantitative Auswertung der MMP-3-Expression unter Beriicksichtigung

des vorherrschenden Ausreifungstyps;



Die Expression von Stromelysin erweist sich in desmoblastischen Medulloblastomen deutlich

ausgepragter als in den neuroblastischen Ausreifungstypen.

3.2.1.2.4. THC des Matrilysin (MMP-7)

Im Nativgewebe von Glioblastomen wurde Matrilysin nur selten gefunden. Insgesamt
erschienen in der Umgebung von Tumorzellen, Makrophagen und Endothelzellen von
kleineren Gefédssen im Vergleich zu anderen Proteasen nur schwéchere Signale. Die Bereiche
um grossere Gefdasse herum blieben sogar signalfrei, im gesunden Hirngewebe wurde MMP-7
nur von einzelnen perivaskuldren Perizyten exprimiert.

Bei der Untersuchung von Medulloblastomen ist das Matrilysin nur in 4 der gesamten 12
untersuchten Proben nachweisbar, insgesamt ist das Signal schwécher ausgeprigt. Die
Lokalisation ist dhnlich wie bei den Glioblastomen vorwiegend im Bereich des Stromas von

Tumorzellen, Makrophagen und Endothelien kleinerer Gefdsse festzulegen.

Abb.3.5.: IHC-Firbung an nativem Tumorgewebe auf Matrilysin; DAB-Signale

vorwiegend im Bereich Tumorzellen und kleinerer Gefdisse;

3.2.1.2.5. IHC der Humanen Makrophagen Elastase (MMP-12)

In astrozytdren ZNS-Tumoren finden sich hdufig neben den Tumorzellen bis zu 30%
Makrophagen. Diese sind Zellen des Wirtsorganismus. Die Untersuchung von Glioblastomen
wies bei ithnen eine Immunreaktivitit und Expression von MMP-12 nach, was als

Abwehrreaktion des Organismus auf die malignen Prozesse zu verstehen ist. Man konnte dies



jedoch dies nur an vereinzelten Proben feststellen. Bei den Glioblastom-Tumorzellen wurde
eine Expression der Humanen Makrophagen Elastase nicht gefunden.

Die Auswertung der Medulloblastom-Préparate ist in 10 der 12 Proben positiv. Die genauere
Analyse der Verteilung im Gewebe zeigt, dass das DAB-Signal fiir MMP-12 aber nicht nur in
der Umgebung von Makrophagen positiv ist: Im Gewebe finden sich auch vereinzelte
Tumorzellen, bei denen das Protein fiir die Humane Makrophagen Elastase nachgewiesen

werden kann.

Abb.3.6.: IHC-Férbung an nativen Tumorgewebe auf Humane Makrophagen Elastase;

Immunreaktivitit an Makrophagen und vereinzelten Tumorzellen;

3.2.2. Ergebnisse der Zymografie

Zur genaueren Analyse der Gelatinasen A und B wurde eine Zymografie der 5 MHH-
Zelllinien durchgefiihrt. Hierbei werden nur die von den Tumorzellen sezernierten, also nicht
die noch zelluldr gespeicherten, Proteine untersucht. Die Zymografie erlaubt es auch,
zwischen inaktiven, sogenannten latenten, Proformen und aktiven Formen zu unterscheiden.
Als Gelzusatz wurde —gemiss der Substratspezifitit von MMP-2 und MMP-9 — Gelatine

eingesetzt.



Abb. 3.7.:

Die Auswertung der Zymografie ergibt folgendes (s. Tab. 3.5.): Das serumfreie Medium dient
als Negativkontrolle, sowohl in Hinsicht auf MMP-2 als auch auf MMP-9 lassen sich keine
Banden erkennen. Die latente Form der Gelatinase A ist in allen 5 Zelllinien zu finden.
Besonders stark ausgeprigt findet sie sich beit MHH-S8. Die Zelllinien MHH-Med 1, MHH-
Med 2 und MHH-Med 3 sezernieren das latente Protein nur missig stark, bei MHH-Med 4 ist
nur eine sehr schwache Bande zu sehen. Die aktive Form von MMP-2 wird nur bei 2
Zelllinien, MHH-Med 3 und MHH-S8 dargestellt, es ldsst sich jedoch auch nur eine schwache
Sekretion erkennen. Die Gelatinase B wird im Vergleich zur Gelatinase A noch weniger

sezerniert. Insgesamt zeigen nur die Zelllinien MHH-Med 3 und MHH-S8 schwache Banden,

z
=
T
T
=

Zymografie zum Nachweis der aktiven und latenten Form der Gelatinasen A
und B in Zelllinien,

MHH-Med 2

MHH-Med 3
MHH-Med 4

sowohl von der aktiven als auch latenten Form.

MHH-S8

SFM
Pos. Kontr.

MMP-2
aktiv

MMP-2
inaktiv

MMP-9
aktiv

MMP-9
inaktiv

MMP-2 MMP-2 MMP-9 MMP-9
(aktiv) (inaktiv) (aktiv) (inaktiv)
MHH-Med 1 - ++) - -
MHH-Med 2 - ++) - -
MHH-Med 3 H (+4) H H
MHH-Med 4 - €3] - -
MHH-S8 H ++ (+4) H

Tab. 3.6.:

Semiquantitative Auswertung der Zymografie fiir MMP-2 und MMP-9 an den

MHH-Zelllinien,
(+)= schwach, (+ +)= mdssig stark, (+ + +)= stark, (-)= negativ;




4. Diskussion

Das humane Medulloblastom ist ein embryonaler Tumor, der zu den héufigsten ZNS-
Tumoren im Kindesalter zdhlt. Vorzugslokalisationen sind der Kleinhirnwurm und die
paramedianen Kleinhirnanteile (SCHLEGEL U. & WESTPHAL M., 1998). Er wird in der
WHO-Klassifikation dem Grad IV zugeordnet und ist somit als hochmaligner, invasiver
Tumor zu verstehen (KLEIHUES P., 1997). Der Vorgang der Tumorinvasion in das umgebende
gesunde Hirngewebe setzt eine Abfolge von Schritten voraus, beginnend mit der Interaktion
der Tumorzellen mit extrazelluldren Strukturen, Adhésion von malignen Zellen an Strukturen
der ECM und folgender Migration der Tumorzellen entlang der abgebauten zelluldren und
proteinhaltigen Strukturen. Dabei nutzen die malignen Zellen des Tumor verschiedene
Enzyme, die die Fahigkeit zur Proteolyse und Regulierung der Angiogenese besitzen.

Zu diesen Enzymen zédhlt - neben den Serin- und Cysteinproteasen, Kathepsinen und
Heparinasen (CUVELIER A., 1994) - eine Gruppe von Zink-abhingigen Endopeptidasen, die
sogenannten Matrix-Metalloproteasen. Thnen wird bei diesen invasiven Prozessen eine
wesentliche Rolle zugeschrieben. IThr Vorkommen und ihre Verteilung in Tumoren des ZNS
sind bisher am besten untersucht bei den ebenfalls hochmalignen und invasiven
Glioblastomen. Es sind momentan 17 verschiedene Subtypen der Proteasen beschrieben, die -
abhédngig von ihren bevorzugten Substraten - in verschiedene Gruppen unterteilt werden.
Bisher sind die Gruppen der Gelatinasen, der Kollagenasen und Metalloelastasen bekannt,
jedoch nimmt ihre Anzahl stindig zu. Die MMPs werden als Proenzyme sezerniert und iiber
die proteolytische Abspaltung eines Propetid-Abschnittes aktiviert. Diese post-translationale
Aktivierung wird fiir die meisten MMPs {iber die Urokinase und einen Plasminogen/Plasmin-
Komplex katalysiert (BORDEN P. & HELLER R.A., 1997). Uber die Komplexbildung mit den
sogenannten tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) konnen die aktivierten MMPs
wieder inaktiviert werden. Dieser Mechanismus 148t vermuten, dass proteolytische Vorgédnge
iiber das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs gesteuert werden (NAKANO A., 1995).
Bei physiologischen Umbauvorgingen von Gewebe wie bei z.B. bei der Wundheilung und
dem Knochenwachstum werden die MMPs von Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten
sezerniert (BIRKEDAL-HANSEN H. 1995; RAo0 J.S., 1996; SAWAYA R.E., 1996). Es hat sich
jedoch gezeigt, dal die Matrix-Metalloproteasen auch von Tumorzellen exprimiert werden
und es konnte in vitro eine deutliche Korrelation zwischen dem Ausmal} der Expression und
der Tumorinvasivitdt herausgestellt werden (RA0 J.S., 1993). Ein wichtiger Bestandteil der

Tumorprogression und -invasion ist die Fdhigkeit der malignen Zellen, das umgebende



Gewebe zu degradieren, um sich so den Weg in das umgebende Parenchym zu bahnen. Hier
ist die Proteolyse von Gewebestrukturen der Extrazelluldrmatrix, Steigern der
Tumorangiogenese und Degradation der Basalmembranbarrieren zur Metastasierung mittels
der Matrix-Metalloproteasen ein ausschlaggebender Mechanismus (COUSSENS L.M., 1996;
PoweLL W.C., 1996).
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Abb. 4.1.: Schema der Aktivierungskaskade der MMPs an der Zelloberfldche (nach YONG
C.H, 1998);

Diese Eigenschaft ist jedoch nicht die einzige, die von den Tumoren zur Progression und
Invasion genutzt wird. Mittlerweile hat sich herausgestellt, dal die MMPs neben ihren direkt
proteolytischen Eigenschaften auch regulatorischen Einflu8 auf verschiedene Vorginge
haben. Die meisten MMPs werden nicht nur von den Tumorzellen exprimiert, sondern auch
von umgebenden Stroma- und infiltrierten Entziindungszellen sezerniert, als Reaktion auf
bestimmte Faktoren, die von den malignen Zellen produziert werden (GUO H., 1997). Diese
MMPs konnen die Tumorprogression steigern, indem sie folgend an die Tumorzellen und an

angiogenetische Endothelzellen binden und so das Tumorwachstum foérdern (BROOKS P.C.,

1996).



Neben der stark fordernden Wirkung von MMPs auf die Neoangiogenese konnte mittlerweile
aber auch nachgewiesen werden, dass die humane Makrophagenelastase (MMP-12) eine
inhibierende Funktion bei der Tumorneoangiogenese besitzt ( O'REILLY M.S., 1994; DONG
Z., 1997). Diese Protease produziert Angiostatin, ein Abbauprodukt von Plasminogen.
Angiostatin inhibiert die Endothelzellproliferation und fiihrt somit zu einem vermindertem
Wachstum des Tumors. Diese Eigenschaft wurde mittlerweile auch bei anderen Proteasen
beschrieben, deren proteolytische Abbauprodukte die Progression des Tumors limitieren. Aus
diesem Grund konnen die Proteasen sowohl dem Tumor als auch dem betroffenen
Organismus von Nutzen sein, wahrscheinlich abhingig von der lokalen Expression, der
proteolytischen Kapazitdt und der Bindungsaffinitit zu den Tumorzellen und der Matrix
(SHAPIRO S.D., 1993). Bisher ist eine genaue Unterteilung der Proteasen nach ihrer
fordernden als auch inhibierenden Wirkung auf das Tumorwachstum nicht moglich. Dies ist
ein erschwerender Punkt bei therapeutischen Angriffspunkten mit MMP-Inhibitoren, die
somit auch einer Therapie entgegenwirken konnen. Ein erstes Ziel ist es jedoch,
herauszufinden, welche Matrix-Metalloproteasen in einem Tumor zu finden sind und wie sich
ihr Vorkommen und ihre Verteilung im Gewebe darstellt.

Uber die Rolle der MMPs, ihr Vorkommen und Verteilung bei Medulloblastomen ist bisher —
im Vergleich zu astrozytdren Tumoren, insbesondere dem Glioblastom - wenig bekannt. Bei
den hochgradigen Gliomen sind bisher insbesondere fiir MMP-2 und MMP-9 die meisten
Daten erhoben worden (RA0 J.S., 1994/1996). Ihnen wird eine sehr ausgepragte Wirkung
beziiglich der Tumorprogression zugeteilt, die sich in einer hohen Korrelation zwischen
MMP-Expression und Tumorinvasivitit zeigt. Eine hohe Expression von MMP-2 wurde
bereits in einem breiten Spektrum von malignen Tumoren nachgewiesen. Bei den Prozessen
der Invasion und der Metastasierung durchdringen die Tumorzellen endotheliale und
epitheliale Basalmembranen. Ein Hauptbestandteil dieser Strukturen ist das Typ IV-Kollagen,
das von der 72 kDa Typ IV Kollagenase (MMP-2) proteolytisch gespalten wird. Im Rahmen
der Untersuchungen an Medulloblastomen konnte eine moderate bis meist starke mRNA-
Expression von MMP-2 in Zelllinien nachgewiesen werden. In der quantitativen PCR der 5
Zelllinien MHH-1, MHH-2, MHH-3, MHH-4 und MHH-S8 konnte bei allen Proben und der
Positivkontrolle Banden fiir MMP-2 gefunden werden, wobei die Auspridgungen hier
unterschiedlich stark waren.

In den immunhistochemischen Farbungen war die Gelatinase-A die mit am stdrksten
exprimierte Protease: Bei den Farbungen der 5 Zellinien war MMP-2 in allen Priparaten sehr

stark exprimiert, bei den 3 Primérkulturen war nur eine (1887) der Proben negativ. Auch bei



den Farbungen am Nativgewebe war bei allen Proben - bis auf 1532 und 1903 — eine starke
Reaktion auf MMP-2 zu erkennen. Bei den immunhistochemischen Farbungen zeichnet sich
die Diamino-Benzidin-Methode (DAB) durch eine wesentlich hohere Spezifitit als z.B.
Féarbungen mit alkalischer Phosphatase (APAAP) aus. Es lassen sich jedoch keine Aussagen
dariiber machen, ob die Proteasen dort, wo sie in den Farbungen aufzufinden sind, auch
produziert werden. Aussagen dieser Art wiren nur mittels einer in-situ-Hybridisierung
moglich. Dies ist eine Methode, bei der die mRNA direkt am Schnitt nachgewiesen wird. In
Verbindung mit der IHC wére es somit moglich, zu iiberpriifen, ob die mRNA Expression
eines Gens mit der exprimierenden Zelle korreliert. Leider ist es bisher noch nicht gelungen,
diese Technik bei Matrix Metalloproteasen anzuwenden. Jedoch lie sich anhand der
Farbungen am Nativgewebe zumindest die Lokalisation der Proteasen im Gewebe
beschreiben. MMP-2 fand sich hier vorwiegend um die Tumorzellen herum, insbesondere in
Arealen, die sich durch eine hohe Zelldichte auszeichneten, d.h. je zelldichter das Tumorareal

war, desto ausgeprégter war das MMP-2 DAB-Signal.

Es ist bekannt, dafl maligne Prozesse meist mit einer Stérung der Bluthirnschranke verbunden
sind (SHINONAGA M., 1988), die es intravaskuldren Molekiilen erlauben, von der Blutbahn in
das umgebende Gewebe iiberzutreten und sich dort gleichmiflig zu verteilen. In einigen
Arbeiten wird postuliert, dall eine Verteilung der Proteasen im Gewebe unter anderem auf
diese erhohte Durchlédssigkeit der Gefdlle zuriickzufithren ist (ROSENBERG G.A., 1992). Der
Aufrechterhaltung und Integritdt der Basalmembran und ihrer Funktionen dienen Proteine wie
Kollagen Typ IV und Glycoproteine wie Laminin und Fibronektin. Es hat sich gezeigt, daf3
MMP-2 neben regulatorischen vor allem auch eine direkt proteolytische Funktion beziiglich
dieser Komponenten besitzt (DERYUGINA E.I., 1998; SAWAYA R.E., 1996). Diese Eigenschaft
kommt auch bei der Zerstorung der Bluthirnschranke zur Geltung (ROSENBERG G.A., 1992;
ROBERT A.M., 1974), wodurch es zu sogenannten ,,leaky vessels® kommt. Durch die Defekte
in der Basalmembran ist es auch MMPs mdglich, ins Gewebe zu diffundieren. Diese
Uberlegung scheint durch die Tatsache unterstiitzt zu werden, daB in Untersuchungen immer
wieder eine hohe Korrelation zwischen der Invasivitit des Tumors und der MMP-2
Expression gezeigt wurde. Es wire somit durch Diffusion im Gewebe ein weitflachiges,
homogenes Signal durch gleichmifige Diffusion zu erwarten. Im Rahmen dieser Arbeit zeigt
sich jedoch an den Nativschnitten, dal das Signal um so stirker war, je dichter die
Tumorzellen waren, an lockereren Zellgefiigen wurde weitaus weniger MMP-2

nachgewiesen.



Eine weitere Typ [IV-Kollagenase ist die Gelatinase B (MMP-9), welche erstmalig im
Sekretionsprodukt von alveolaren Makrophagen und Granulozyten nachgewiesen wurde
(HiBBS M.S., 1985/1987). In zahlreichen weiteren Studien wurde MMP-9 bei diversen
malignen Tumoren nachgewiesen, sowohl auf mRNA-Ebene (DAVIES B., 1993, PYKE C.,
1992), als auch auf der Protein-Ebene. Ahnlich wie bei MMP-2 zeigte sich eine Korrelation
zwischen zunehmender MMP-9-Expression und Tumorinvasivitdt (ARA T., 1998, TOMITA T.,
1996).

Im Rahmen dieser Arbeit war MMP-9 in der RT-PCR bei drei der fiinf Zellinien nachweisbar,
erschwert wurde die Auswertung aber —wie auch bei MMP-12 - durch das Vorkommen von
Doppelbanden. Es wird diskutiert, ob es sich bei den zusdtzlichen Banden um sogenannte
Splice-Varianten handelt, die durch Splice-site-Mutationen entstehen: Die kodierenden
Exonsequenzen eines Gens miissen auf RNA-Ebene zusammengesetzt werden, d.h., die
Intronsequenzen miissen entfernt werden. Diesen Vorgang bezeichnet man als ,,Splicen®. Der
Splice-Apparat erkennt den Anfang und das Ende eines Exons, die sog. Exon-Intron-Grenze
an der Basenabfolge in diesem Bereich. Wird eine essentielle Base dieser Erkennungssequenz
ausgetauscht, wird das entsprechende Exon beim Splice-Vorgang nicht beriicksichtigt,
wodurch es zur Synthese eines verdnderten Proteins kommt (STRACHNAN T. & ANDREW P.,
1999). Dieses Protein ist dann aufgrund seines verdnderten Molekulargewichtes in der PCR
als zusétzliche Bande zu erkennen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklédrt werden, ob
es sich bei diesen Doppelbanden um Splice-Varianten handelt. In zukiinftigen Arbeiten
konnte man weiterhin untersuchen, ob diese Splice-Varianten mit dem eigentlichen MMP-9
(bzw. MMP-12) funktionell untereinander verschaltet sind. Die Tatsache, dass die eigentliche
Metalloprotease mit weiteren Genen in einem Operon vorliegt, konnte somit Anlass zu
weiteren Untersuchungen sein, die eventuell zu neuen Erkenntnissen in bezug auf Funktion
und Struktur der splice-Varianten fiihren.

In vielen in vitro-Untersuchungen war bereits eine Korrelation zwischen der Tumorinvasivitét
und dem MMP-9-Expressionslevel aufgezeigt worden (RUTKA J.T., 1995; NOEL A., 1994),
Davidson et al. zeigten die Bedeutung der Gelatinase B bei Prozessen der Tumorinvasion
sowie bereits in potentiellen Vorstadien von Malignomen auf (DAVIDSON B., 1999). In
weiteren Untersuchungen wurde auch die Lokalisation der MMP 9-Expression im Gewebe
untersucht. Die Arbeitsgruppe Heppner et al. lokalisierte ausgepragte mRNA- und auch
Proteinsignale in Stromaendothelzellen am Ubergang Stroma - invasiver Tumor. Ausserdem

konnten sie nachweisen, dass auch die Endothelzellen der Tumor-Blutgefdsse ein



ausgepriagtes MMP-9-Expressionsmuster zeigten (HEPPNER K.J., 1996). Deswegen kann
vermutet werden, dass die Gelatinase B eine eher geringere Rolle bei der direkten Proteolyse
wiahrend der Tumorinvasion spielt, sondern dass ihr vielmehr im Rahmen der
Neoangiogenese eine wichtige Funktion zukommt. Hierfiir ergaben sich auch in dieser Studie
weitere Hinweise.

Vergleichbar mit der Intensitit der MMP-2 Ergebnisse zeigten sich die
immunhistochemischen MMP-9 Farbungen im Rahmen dieser Arbeit: Es waren iiberwiegend
fokale, starke Signale zu erkennen. In einer der drei Primérkulturen und in vier der fiinf
Medulloblastom-Zellkulturen waren ausgeprigte MMP-9 Expressionsmuster zu erkennen.
MHH-Med-2, eine Zelllinie, die durch geringe Invasivitit und langsames Wachstum
charakterisiert ist, zeigte keinerlet MMP-9 Signale. In den anderen Zelllinien fanden sich bei
Tumor- und Endothelzellen starke Signale, entlang der Tumorgefdsse war die
Immunreaktivitit besonders hoch. Es war im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht klar zu
beurteilen, ob das MMP-9, das in der direkten Umgebung von Endothelzellen zu finden war,
von diesen auch exprimiert worden war. Mittels einer in-situ-Hybridisierung konnte dies in
zukiinftigen Untersuchungen geklart werden.

Entscheidende Voraussetzung fiir die Funktionen der Gelatinasen A und B ist die
Umwandlung der inaktiven Zymogenformen in die aktivierten Formen. Anhand von
Fibrosarkom- und Gliomzelllinien konnten Deryugina et al. zeigen, dass zur
Umstrukturierung der kollagenen Zellmatrix durch die Tumorzellen eine Aktivierung und
Zelloberflachenverbindung notwendig ist, wobei die Aktivierung abhéngig von MT-1MMP
(Membrane Type 1 Matrix Metalloprotease) ist. Hierbei scheint die MMP-2 Aktivitét auf der
Oberfldche der Tumorzellen eine wesentliche Voraussetzung fiir die Umstrukturierung der
ECM zu sein (DERYUGINA E.I., 1998).

Mittels der Gelatinezymografie ist es moglich, sowohl die aktivierten als auch die latenten
Formen der Gelatinasen A und B nachzuweisen. In friiheren Untersuchungen zeigte sich, dass
die latenten Formen der Gelatinasen in Normalgewebe und auch in neoplastischem Gewebe
zu finden waren. Bei der Untersuchung von Pankreasnormalgewebe im Vergleich mit
Pankreaskarzinomen waren die aktivierten Formen im Normalgewebe weitaus seltener zu
finden, somit konnte eine positive Korrelation zwischen der MMP-Expression und dem
TNM-Stadium gezogen werden (KOSHIBA T., 1998). Somit wére in dieser Studie aufgrund der
hohen Malignitit und Invasivitit der Medulloblastome ein Uberwiegen der aktivierten
Formen gegeniiber der latenten Formen zu erwarten. In der Zymografie dieser Arbeit waren

jedoch die Banden der latenten Formen im Vergleich zu den Banden der aktivierten Proteasen



wesentlich stirker. Die Zymografie wurde mit Zellen der wiederholt kultivierten und
passagierten Zelllinien durchgefiihrt, eine zymographische Analyse von Nativmaterial wurde
nicht durchgefiihrt. Es ist zu diskutieren, ob dieses verstirkte Expressionsmuster der inaktiven
— latenten Formen durch die wiederholte Passagierung und Kultivierung der Zelllinien
induziert sein kann und die Resultate nicht mit in vivo Verhidltnissen verglichen werden
konnen. In dieser Studie diente die Zymografie in erster Linie jedoch zur Kontrolle der

immunhistochemischen Ergebnisse, die dadurch bestitigt wurden.

In dieser Studie wurde weiterhin MMP-3 untersucht, eine Matrix-Metalloprotease, die zu der
Untergruppe der Stromelysine zdhlt. Die Familie der Stromelysine zeichnet sich durch eine
weitgefdcherte Substratspezifitit aus und besitzt die Fahigkeit, verschiedene extrazelluldre
Proteine zu degradieren, wie z.B. Proteoglykane, Laminin, Elastin, Fibronektin und die
Kollagene Typ III, IV, V, IX (MURPHY J.P., 1996; QUANTIN B., 1996). Eine weitere wichtige
Funktion ist die Aktivierung anderer Matrixmetalloproteasen (WILHELM S.M., 1987; MARCY
A.l, 1991). MMP-3, das sogenannte Stromelysin-1, ist oft im Zusammenhang mit
chronischer Arthritis aber auch mit Invasion und Metastasierung bei Plattenepithel-
Karzinomen beschrieben. Auch bei der Untersuchung von Gliomzelllinien in vitro deuteten
die Ergebnisse auf den Einfluss von MMP-3 auf die Gliominvasion hin (NAKAGAWA T., 1994,
RuTtkA J.T., 1995). In in-vivo Untersuchungen des Labors konnte jedoch in nativen
Glioblastom-Tumorproben kein Stromelysin-1 nachgewiesen werden (VINCE G.H., 1999).
Auch bei dem Verfahren der in-situ Hybridsierung, die Matsuzawa et al. bei Gliomen
einsetzten, war MMP-3 nicht nachweisbar (MATSUZAWA K., 1996). Um so erstaunlicher ist
im Gegensatz dazu das Ergebnis der Untersuchungen an Medulloblastom-Zelllinien und
Nativgewebe: Drei der fiinf Zelllinien zeigten eine positive RT-PCR-Reaktion und auch die
entsprechenden DAB-Signale in den immunhistochemischen Farbungen, elf der zwolf
untersuchten Nativgewebeproben waren MMP-3-positiv. In der quantitativen Auswertung der
Schnitte fand sich das Stromelysin-1 hauptsidchlich im Bereich von Nekrosen, aber auch in
der Nihe einzelner Tumorzellen und Makrophagen. Somit kann vermutet werden, dass MMP-
3 bei Medulloblastomen in bezug auf die zelluldre Transformation und Interaktion mit ECM-
Komponenten eine grossere funktionelle Bedeutung hat, als es bei Glioblastomen der Fall ist.

Uber die genaue Funktion ist bisher jedoch noch nichts bekannt.

Matrilysin, MMP-7, ist mit einem Molekulargewicht von 28 kDa bis dato die kleinste

bekannte Matrixmetalloprotease. Sie wurde aufgrund ihrer Substratspezifitit zu Kollagen Typ



IV, Proteoglykane und Laminin anfangs ebenfalls zu der Familie der Stromelysine gezéhlt,
unterscheidet sich von diesen jedoch durch das Fehlen der Homopexin-dhnlichen Doméine im
C-Terminal. Thre Fihigkeit, Proteoglykane zu degradieren wird als fiinfmal stirker als die der
Stromelysine beschrieben, auch der Abbau von Alpha-1-Antitrypsin ist im Vergleich zu den
anderen Matrixmetalloproteasen wesentlich effektiver und schneller (SIRES U.I., 1994).
Matrilysin wird in seiner Wirkung nur schwach von TIMP-1 und TIMP-2 gehemmt, was auf
die Abwesenheit der Homopexin-dhnlichen Doméne zuriickzufiihren sein kdnnte. Somit kann
sie ohne wesentliche Inhibitoren zu einer Destruktion der ECM fiihren (CUVELIER A., 1997).
Es wurde gezeigt, dass Matrilysin von gesunden oder neoplastischen Epithelzellen gebildet
wird, wohingegen die weiteren MMPs gewoOhnlich von gesunden oder neoplastischen
Stromazellen exprimiert werden. Weiterhin wird MMP-7 von zirkulierenden Monozyten
produziert, andere MMPs werden erst spater im Verlauf der Differenzierung von Monozyten
zu Makrophagen sezerniert (BUSIEK D.F., 1992). Die genaue Funktion des Enzyms in vivo ist
jedoch bis dato nicht geklért.

Borchers et al. beobachteten in einer in vitro Studie, dass mit zunehmender Zelldichte und
Proliferation des Tumors auch die MMP-7-Expression anstieg (BORCHERS A.H., 1997).
Spiter konnten sie nachweisen, dass diese vermehrte MMP-7-Synthese mit, {iber E-cadherin
vermittelten, interzelluliren Kontakten korrelierte. Dies deckt sich mit den Beobachtungen
der Matrilysin-expression in Medulloblastomen. Die DAB-Signale fanden sich aber meist in
Arealen hoherer Zelldichte von Tumorzellen, Makrophagen und Endothelien kleinerer
Gefdsse, waren im Vergleich zu anderen Proteasen jedoch insgesamt schwicher. Es ist
anzunehmen, dass MMP-7 bei der Gewebeumwandlung wihrend der Tumorinvasion
zumindest in vitro eine aktive Funktion hat. Die Tatsache, dass Matrilysin im Normalgewebe
wesentlich stdrker exprimiert wird und im Vergleich wesentlich weniger in
Medulloblastomen zu finden war, erlaubt jedoch bisher keine weiteren Schliisse auf die

Funktion und Bedeutung des Enzyms fiir den Tumor und sein Wachstum in vivo.

Die Humane Makrophagenelastase MMP 12 wurde in fritheren Studien in humanem Plazenta-
Gewebe (BELAAOUAJ A., 1995), sowie in aktivierten Makrophagen nachgewiesen (SHAPIRO
S.D., 1993). Sie wird im Gegensatz zu den anderen MMPs nicht nur durch Abspaltung eines
Propeptids, sondern auch durch den Verlust einer Homopexin-dhnlichen Domine aktiviert.
Die genauen Mechanismen und die Regulierung dieses Vorgangs sind jedoch noch nicht
genauer beschrieben (SHAPIRO S.D., 1993). MMP-12 degradiert zahlreiche makromolekulare

Strukturen der ECM, besonders hervorzuheben ist das Elastin. Im Gegensatz zu den



Gelatinasen hiangt diese elastolytische Aktivitidt nicht vom Vorhandensein einer fibronektin-
dhnlichen Doméne ab, hierfiir dient eine katalytische Doméne (SHIPLEY J.M., 1996). In ihrer
Aktivitdt wird sie durch TIMPS sowie durch -2-Makroglobuline gehemmt. Sie nimmt
weiterhin unter den Matrixmetalloproteasen insofern eine Sonderstellung ein, da sie scheinbar
nicht von den Zellen des Tumorgewebes, sondern von den Makrophagen des
Wirtsorganismus sezerniert wird. Belaaouaj et al. postulieren, dass MMP-12 vor allem bei der
Neoangiogenese eine regulatorische Funktion ausiibt (BELAAOUAJ A., 1995). Sie wirkt auf
den Tumor antiproliferativ, indem sie aus Plasminogen Angiostatin als
Vaskularisationsinhibtor freisetzt. Diese Funktion wird als Reaktion und
Abwehrmechanismus des Wirtsorganismus auf die neoplastischen Vorgédnge verstanden. In
der Studie an Medulloblastomen waren zehn der zwdlf Proben positiv. Wie zu erwarten war
in der histopathologischen Auswertung zu erkkennen, dass vor allem Makrophagen die
Protease exprimierten, jedoch war auch bei vereinzelten Tumorzellen vor allem im Bereich

von Tumorgefédssen ein Signal zu erkennen.

Matrixmetalloproteasen werden immer wieder mit der Invasionsfdahigkeit von Tumoren in
Verbindung gebracht. Die Fahigkeit der Tumore, in die normale extrazelluldre Matrix zu
invadieren, ist ein ausschlaggebendes Charakterisitkum der hochgradig malignen ZNS-
Tumore und bedingt auch die bisher begrenzten therapeutischen Moglichkeiten und den oft
infausten Verlauf der Patienten. Der Pathomechanismus der Invasion ist sehr komplex und
wird durch das Zusammenspiel von Aktivatoren und Inhibitoren der Serin-, Cystein- und
Matrixmetalloproteasen charakterisiert. Diese Enzyme stellen den Angriffspunkt vieler
experimenteller Studien dar, mit dem Ziel, eine geeignete Therapie zu entwickeln. Bisher ist
jedoch noch nicht vollig geklart, welche Funktionen die MMPs bei diesen Vorgingen
iibernehmen, neben ihrer Fahigkeit zur Degradierung der ECM besitzen sie die Eigenschaft,
andere Proteasen zu aktivieren und sie konnen teilweise auch die Neoangiogenese des Tumors
fordern. Fiir die Entwicklung zukiinftiger Therapieschemata ist ein besseres Verstdndnis und
Wissen tlber diese Enzyme, die Tumorwachstum, Neovaskularisation und Invasion
beeinflussen, hilfreich. Es darf jedoch nicht ausser acht gelassen werden, dass die Proteasen
auch bei physiologischen Vorgédngen eine Funktion erfiillen, was bei anti-invasiven Therapien
zu unerwiinschten Nebeneffekten fithren kann.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgestellten Untersuchungen sind teilweise unter in
vitro-Bedingungen durchgefiihrt worden. Inwiefern die Ergebnisse der in vitro-

Untersuchungen mit den pathophysiologischen Vorgéngen in Medulloblastomen vergleichbar



sind, kann Gegenstand weiterer Diskussionen im wissenschaftlichen Kontext sein. In vitro-
Untersuchungen dienen als Modellversuche, um Vorgénge und Charakteristika in Tumoren
darzustellen. Leider ist es trotz fortgeschrittener Entwicklung der Methoden noch nicht
moglich, in vivo-Bedingungen iiber in vitro-Verhiltnisse exakt zu realisieren, weswegen
Riickschliisse auf den Originaltumor mit Vorsicht gezogen werden miissen. Die vorliegende
Untersuchung ist als erster Schritt in der Grundlagenforschung iiber Matrixmetalloproteasen
in Medulloblastomen zu sehen. Die Arbeit mit Primédrkulturen kommt den tatsdchlichen in
vivo-Gegebenheiten ein Stiick niher, die Ubertragbarkeit ist jedoch auch hier eingeschriinkt.
Dies muss bei zukiinftigen Uberlegungen zur funktionellen Bedeutung und therapeutischen
Ansidtzen mit in Betracht gezogen werden.

Die vorliegenden Daten und die bisher bekannten Forschungsergebnisse beziiglich anderer
Tumorentitdten lassen den Schluss zu, dass sich jede Entitdt durch ihr spezifisches MMP-
Expressionsmuster und Verteilung im Gewebe auszeichnet, was Ausgangspunkt weiterer
Untersuchungen sein kann. Abschliessend bleibt somit festzuhalten, dass durch bessere
Kenntnis der MMP-Verteilungsmuster in Medulloblastomen und anderen astrozytdren
Tumoren die Hemmung der MMPs als anti-invasive Therapie vielversprechend sein konnte.
Jedoch miissen erst die verschiedenen Invasionsmechanismen und die
Expressionscharakteristika der Tumore genauer untersucht und definiert werden, um die

Erfolge einer anti-invasiven Therapie abschétzen zu konnen.



5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von Tumorzelllinien und Nativmaterial untersucht,
ob und in welchem Masse Medulloblastome verschiedene Matrixmetalloproteasen
exprimieren. Diese Enzyme spielen sowohl in physiologischen Prozessen als auch bei der
Gewebeumstrukturierung und Neoangiogenese im Rahmen der Tumorinvasivitdt eine
wesentliche Rolle. Im Vergleich zu anderen astrozytiren Tumoren, wie zum Beispiel dem
Glioblastom, ist iiber das Verteilungsmuster bei Medulloblastomen bisher noch wenig
bekannt. Dies ist ein erster Ansatz, um mittels Vergleich mit dem Vorkommen in
Glioblastomen mehr iiber die MMP-Expression und —verteilung im diesem kindlichen
Hirntumor zu erfahren. In der vorliegenden Untersuchung wurden 5 Zelllinien und 12
Primérkulturen von Medulloblastomen hinsichtlich ihrer Expression von MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-9 und MMP-12 untersucht. Die Analyse erfolgte mittels PCR auf RNA-Ebene
und tiber immunhistochemische Farbungen sowie Zymografie auf Protein-Ebene.

Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Zelllinien und Primérkulturen die Fahigkeit
besitzen, mRNA einzelner Proteasen zu exprimieren. Der Vergleich der PCR-Resultate
innerhalb der verschiedenen Prédparate zeigte eine unterschiedliche Auspriagung hinsichtlich
der Expression der getesteten Matrixmetalloproteasen. Die Gelatinase A zdhlte zu den am
stirksten exprimierten Proteasen, in den immunhistochemischen Farbungen waren die DAB-
Signale besonders in der Ndhe von Tumorzellnestern zu finden. Die Immunreaktivitit fiir die
Gelatinase B zeigte sich, dhnlich wie bei anderen astrozytiren Tumoren schon beschrieben,
insbesondere entlang der Gefdssendothelien sowie bei vereinzelten Tumorzellen und in
nekrotischen Bereichen. Matrilysin war sowohl in den Zelllinien als auch in den
Primarkulturen nur schwach exprimiert. Die Humane Makrophagen Elastase wird
hauptsdchlich von den in den Tumor eingewanderten Makrophagen aber auch von
vereinzelten Tumorzellen sezerniert. Uberraschend war der Nachweis von Stromelysin-1 in
den Nativpriparaten, da es in Glioblastomen bisher nicht nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sich jede Tumorentitit durch ein ihr eigenes
Expressions- und Verteilungsmuster auszeichnet und kein einheitliches Expressionsschema
im Vergleich der Tumortypen untereinander zu erkennen ist. Diese Uberlegung sollte bei
weiteren zukiinftigen Untersuchungen und Entwicklung anti-invasiver Therapien in Betracht

gezogen werden.
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11/2001 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Famulaturen
1997 — 2000 Chirurgie (Berlin), Anésthesie (Valencia, Spanien),
Pneumologie (Wiirzburg)
Praktisches Jahr
10/00 — 02/01 Pédiatrie, Hospital Pediatrico Docente de Centro Habana, Cuba
02/01 — 06/01 Chirurgie, Hospital Universitario de Salamanca, Spanien
06/01 — 08/01 Innere Medizin, Kantonsspital Basel, Schweiz
AIP
04/02 — 09/02 AIP Kardiologie, Klinikum am Urban, Berlin

10/02 —09/03 AIP Anisthesie, Dominikus Krankenhaus, Berlin




Seit 11/03
Seit 1998
1991 — 1994
1994 — 1996
1996 — 1998
1996 — 1998

Berlin, im Juni 2004

Assistenz
Abteilung fiir Anésthesie und Intensivmedizin des
Ernst-von-Bergmann-Klinikum, Potsdam

Promotion

Thema: ,, Die Expression und Verteilung von Matrix-Metallo-
Proteasen in humanen Medulloblastomen*; Tumorbiologie der
Neurochirurgischen Abteilung Universitdt Wiirzburg

Nebentitigkeiten

Aushilfstitigkeit im Pflegedienst auf verschiedenen Stationen,
BKH Giinzburg

Aushilfstitigkeit in einem Wohnheim fiir geistig und korperlich
Behinderte

Einsatz im Pflegedienst auf verschiedenen Stationen der
Universitétsklinik Wiirzburg

Wissenschaftliche Assistenz und Supervision im
Untersuchungslabor fiir Schlafstérungen von Dr. med. L.
Blecher in Wiirzburg, Deutschland

Sprachen

Englisch / Spanisch: fliessend
Franzosisch / Italienisch: Mittelstufe






