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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Krebserkrankungen sind in Deutschland nach Herz-Kreislauferkrankungen die
zweithaufigste Todesursache. Die Mortalitéat der Patienten wird dabei wesentlich von der
Tumorzellinvasion in umliegendes Gewebe und Metastasierung bestimmt (Drappatz et al.,
2009). Zur Invasion mussen die Tumorzellen umliegende anatomische Barrieren wie
Basalmembranen, Interzellularbriicken und extrazellulare Matrix Uberwinden (Mignatti und
Rifkin, 1993). Auch fir Metastasierungsvorgange ist die Spaltung verschiedener
Proteinstrukturen notwendig (Matrisian et al., 1995).

1.1 Hirntumore

Tumore des Gehirns bezeichnen raumfordernde, intrakranielle Neoplasien, die von
umgebenden Strukturen wie den Meningen oder hirneigenen Zellen ausgehen kénnen.
Primare Gehirntumore, also von hirneigenem Gewebe ausgehende Tumore, sind eine
grundsatzlich seltene Erkrankung und machen an den im Erwachsenenalter diagnostizierten
Neoplasien nur etwa 2% aus (Inzidenz: 7 jahrliche Neuerkrankungen/ 100 000 Einwohner).
Auf Grund ihrer zum Teil sehr schweren Morbiditat und hohen Mortalitat, stehen sie jedoch
im starken Interesse medizinischer Forschung. Astrozytome sind die haufigsten primaren
Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS). Sie gehen von Astrozyten aus, welche den
Groliteil der Gliazellen ausmachen. Astrozyten sind sternférmig verzweigte Zellen, welche
mit ihren Auslaufern ein dreidimensionales Netz um Neurone und an Grenzflachen bilden.

Ihnen kommen folgende Aufgaben zu:
- Stutzfunktion
- Austauschfunktion zwischen Neuronen und Blutkreislauf (Entgiftung- und
Stoffwechselfunktion) (Micevych und Sinchak, 2008)
- Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke
- Bildung von Narbengewebe

- Beteilung an der Immunantwort des Gehirns

Zur Pathogenese von astrozytaren Tumoren ist wenig bekannt, eine genetische
Komponente scheint untergeordnete Rolle zu spielen, da die meisten Falle sporadisch
auftreten. Als bekannte Risikofaktoren fur die Entstehung astrozytarer Tumore gelten
ionisierende Strahlung (Gessi et al., 2008) und eine Punktmutation, die zu einem defekten

Enzym (Isocitrat-Dehydrogenase) fihrt, so dass es zu einem pathologischen Anstieg des
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kanzerogenen 2-Hydroxygluterat kommt (Dang et al., 2009). Astrozytare Tumore werden
heute gemal der WHO-Klassifikation unterteilt und diese berlcksichtigt dabei folgende

Parameter: Histologie, Zellzahl, Kern- und Zellpleomorphismen, Mitosen/ Mitosefiguren,
endotheliale Proliferation, Nekrosen und genetischen Alterationen (Kleihues et al., 2002).

Der Grad | der WHO-Klassifikation bezeichnet gutartige Astrozytome, die ein gut
abgrenzbares Wachstum gegenuber dem Hirngewebe aufzeigen. Zumeist sind Kinder und
junge Erwachsene betroffen. Eine bosartige Entartung wird nur sehr selten beobachet (< 1%)
und kann kurativ behandelt werden, indem der Tumor vollstandig reseziert wird. Ist dies nicht
moglich, kann eine anschliel3ende oder alleinige Strahlentherapie ebenfalls zur vollstandigen
Heilung fuhren.

Die astrozytaren Tumore der Grade Il-IV wachsen alle infiltrativ, unterscheiden sich

jedoch hinsichtlich ihrer Wachstumgeschwindigkeit und Differenzierung.

Niedrig maligne, in der Regel gut differenzierte Astrozytome werden als Grad
eingeordnet und betreffen meist junge Erwachsene (durchschnittliches Erkrankungsalter 35
Jahre), wobei Manner mit 55%-65% etwas haufiger betroffen sind. Die Inzidenrate betragt
0,9 Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern und Jahr. Nach einer Therapie, die aus einem
chirurgischen Eingriff und einer anschlieRenden Bestrahlung besteht, liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei 40-50%.

Das anaplasische Astrozytom, das als Grad Il klassifiziert wird, zeichnet sich neben
seiner Invasivitéat durch ein besonders schnelles Wachstum aus. Der Erkrankungsgipfel liegt
bei 40 Jahren. Die Therapie besteht aus einer Operation, gefolgt von einer Strahlentherapie.
Zusatzlich wird oft eine Chemotherapie eingesetzt. Aufgrund der Aggressivitat des Tumors,
die zu einer hohen Rezidivrate fuhfrt, betragt das mittlere Uberleben nur wenige Jahre.

Das Glioblastom ist mit 70% das haufigste Astrozytom und hat eine sehr schlechte
Prognose. Das Erkrankungsalter liegt 45 und 70 Jahren. Bezeichnend fir diesen Tumor ist
die kurze Krankengeschichte der Patienten, in der sich Symptome erst in einem sehr spaten
Stadium bemerkbar machen. Die Therapie umfasst die Operation mit nachfolgender lokaler
Strahlentherapie. Zuséatzlich wird heute meist eine Chemotherapie, entweder direkt nach der
Strahlentherapie oder zur Behandlung eines Rezidivtumors eingesetzt. Neuartige
Medikamente wie Immunmodulatoren sind in der Erforschung (Salgaller und Liau, 2006). Die
Prognose eines Glioblastoms ist dennoch immer infaust und das mittlere Uberleben betragt

nur etwa ein Jahr (Nieder et al., 2006).

Die Symptome verschiedener Hirntumore sind grundsatzlich &hnlich: allgemeine

Symptome sind durch die intrakranielle Ducksteigerung gekennzeichnet. Klassische
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Hirndruckzeichen sind Kopfschmerzen, Erbrechen und eine Stauungspapille und schlie3lich
kann es auch zu einer Einklemmung des Hirnstammes kommen, die zu einer Lahmung des
Atemzentrums fuhrt. Fokale Symptome kodnnen je nach Lokalisation sehr vielfaltig sein und
sich z.B. als Paresen und Aphasien &uf3ern. Sie werden ebenfalls zum einen durch den
intrakraniellen Druck verursacht, zum anderen auch durch das invasive Wachstum der

hohergradigen Tumore.

WHO-Grad Tumor

I pilozytisches Astrozytom
subependymales Riesenzell-Astrozytom

Il pilomyxoides Astrozytom
pleomorphes Xanthoastrozytom
diffuses Astrozytom

[ anaplastisches Astrozytom

\Y] Glioblastoma multiforme

Tabelle 1: WHO-Gradierung der astrozytaren Tumore

1.2 Die Familie der MMPs

Die Fahigkeit in das umliegende Gewebe zu infiltrieren ist eine wesentliche Eigenschaft
von héhergradigen astrozytaren Tumoren, und macht einen entscheidenen Aspekt ihrer
klinischen Malignitét aus (Salcmann, 1995). Silbergeld et al. beschreiben einzelne
Tumorzellen, sogenannte ,Guerilla-Zellen®, die vom eigentlichen Tumor mehr als 4-7 cm in
das umliegende Gewebe migrieren kdnnen. Auf molekularer Ebene wird die Migration vor
allem von Proteasen bewadltigt, die extrazellulare Komponenten wie Kollagene,
Glykoproteine, Proteoglykane und Glycosaminoglykane als Substrate haben. (Matrisian et
al., 1995 ). Bei Glioblastomen sind dabei vor allem Matrix-Metalloproteinasen (MMPSs),
andere Metalloproteinasen und einige Serin-/ Cysteinproteasen zu nennen (Rao, 2003). Die
genauere Betrachtung der MMPs scheint also im Hinblick auf die Erforschung und das
Verstandnis von Hirntumoren besonders lohnenswert. Die Familie der MMPs besteht aus
Uber zwanzig zinkabh&ngigen Endopeptidasen, deren Vorkommen erstmalig 1962 von Gross
und Lapiere beschrieben wurde (Brinckerhoff und Matrisian 2002). Sie kommen sowohl
membrangebunden, als auch in sekretorischer Form vor (Brooks et al., 1996) und werden im
Wesentlichen in vier Untergruppen eingeteilt: Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und
MMPs vom Membrantyp (MT-MMP). Alle diese Untergruppen zeichnen sich durch bestimmte

Strukturen und Funktionen aus (Nagase und Woessner, 1999).
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Protein MMP Anmerkung

Kollagenase 1 MMP1 Spielt eine Rolle bei der Reaktion von Keratinozyten auf UVA-
Strahlung (Jean et al., 2009).

Kollagenase 2 MMPS8 Wirkt wie auch MMP2 an der Cervix von Ratten im Sinne einer
Auflockerung wahrend Schwangerschaft und Geburt (Yin et al.,
2009).

KoIIagenase 3 MMP13 Geringe Substratspezifitdt-> schneller und effektiver EZM-Abau

Kollagenase 4 MMP18,

synonym MMP19

Gelatinase A MMP2 Eine erhohte Aktivitat wirkt ungiinstig auf vaskulares Remodelling
bei hypertonen Erkrankungen (Castro et al., 2009).
Spielt eine Rolle bei der Invasivitat von Glioblastomen (Lampert et
al., 1998).

Gelatinase B MMP9 Spielt eine Rolle bei der Tumorzellinvasion (Lamar et al., 2008).
Schwannzellen produzieren MMP 9 nach Verletzungen in einer
100-fach erhdhten Konzentration (Chattopadhyay et al., 2009).
MMP9 scheint auBerdem eine negativ Rolle bei der Entstehung
von intestinalen Tumoren zu spielen (Sinnamon et al., 2008).
Eine erhohte Expression fuhrt zu einer Hemmung des
Glioblastomwachstums (Lakka et al., 2002).

Stromelysin 1 MMP3 Zersetzt intakte Basalmembranen (Bejarano et al., 1988)
Aktiviert u.a. MMP7 und MMP9 in der Pathogenese von
Arterisklerose (Dollery und Libby, 2006).

Stromelysin 2 MMP10 MMP10 kann als Tumormarker bei Karzinomen in der Mundhéhle
dienen (Yen et al., 2009).

Stromelysin 3 MMP11 Die Expressionsrate korreliert mit dem Tumorstadium beim
Mammakarzinom (Cheng et al., 2009).

MT1-MMP MMP14 Hohe Expressionsrate in Brustzelltumoren geht mit schlechter
Prognose einher (Jiang et al., 2006).

MT2-MMP MMP15 MMP15 wird im Zellmodel in invasiven Mammakarzinomen
Uberexprimiert (Rizki et al., 2008).

MT3-MMP MMP16 MMP16 spielt eine Rolle beim vertikalen Wachstum von
Melanomen, indem sie Kollagenl prozessiert (lida et al., 2001).

MT4-MMP MMP17 Ebenso wie MMP25 wird MMP17 in verschiedenen Karzinomen
Uberexprimiert (Sohail et al., 2008).

MT5-MMP MMP24 MMP24 ist ein wichtiger Faktor in der Nozizeption inflamatorischer
Schmerzen Folgueres et al., 2009).

MT6-MMP MMP25 MMP25 aktiviert MMP2 und kénnte dementsprechend eine Rolle
bei der Tumorinvasion und Metastasierung spielen (Nie und Pei,
2003).

Matrilysin 1 MMP7 Ein hohe Expression verschlechtert die Prognose beim nicht
kleinzelligen Bronchialkarzinom (Liu et al., 2007).

Matrilysin 2 MMP26 Die Expressionsrate korreliert mit dem Tumorstadium beim nicht
kleinzelligen Bronchialkarzinom (Li et al., 2009).

Makrophagen-EIastase MMP12 Wird nahezu ausschlie3lich von Makrophagen produziert (Shapiro
et al., 1993).

Enamelysin MMP20 Wird von Zahnschmelz produzierenden Zellen gebildet und setzt
diesen um (Bartlett et al., 1998).

Epilysin MMP28 Alle Formen von MMP28 erhéhen die Expressionsrate von MMP19

und TIMP3 (Rodgers et al., 2009).

Tabelle 2: Humane MMPs: Uberblick und wichtigste Funktionen
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Alle MMPs bestehen aus mehreren Domanen, namlich immer einem Signalpeptid, einem
Propeptid, einer katalytischen Doméane und einer Hemopexin-ahnlichen Doméane, welche mit
den TIMPs (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases) interagiert. Das Propeptid enthalt ein
Cystein, welches erst nach Abspaltung des Propeptids das Zinkatom der katalytischen
Domane frei gibt. Durch diesen so genannten ,Cysteine Switch® gelangt die Protease in
einen aktivierbaren Zustand (Van Wart und Birkedal-Hansen, 1990). Diese Aktivierung
erfolgt durch verschiedene extrazellulare Proteasen, auch andere MMPs (Sternlicht und
Werb, 2001). Die wesentliche Funktion der MMPs ist die Spaltung verschiedener
Komponenten der extrazellularer Matrix (EZM) aber auch regulatorischer Molekule (Vu und
Werb, 2000). MMPs spielen somit eine entscheidende Rolle in vielen physiologischen
Prozessen, z.B. bei der Embryo- und Organogenese (Vu und Werb, 2000) oder bei
Vorgangen wie Zellinvasion, Matrixdegeneration und Angiogenese (Brooks et al., 1996).
Doch auch bei pathologischen Vorgangen wie Tumorwachstum, Invasion und
Metastasierung (Stetler-Stevenson et al., 1993) scheinen MMPs eine grol3e Rolle zu spielen,
auch wenn diese noch nicht vollstandig geklart ist. Sie beeinflussen auZerdem
immunologische Vorgange wie z.B. Entziindungsgeschehen (Konttinen et al., 1999) und T-
Zellen in ihrer Fahigkeit in Gewebe einzuwandern (Leppert et al., 1995). Die Kontrolle der
MMPs erfolgt tber verschiedene endogene Molekiile, insbesondere durch die ,Tissue
Inhibitors of Metalloproteases® (TIMPs), die gewebsspezifisch exprimiert werden, und mit

unterschiedlichen Intensitaten die verschiedenen MMPs hemmen (Baker et al., 2002).

1.3 Die Matrix-Metalloproteinase 19 (MMP19)

Die MMP19 wird auch als RASI-1 (Rheumatoid arthritis synovium inflamed) oder MMP18
bezeichnet. Sie gehort zu den Proteasen, die als Proform sezerniert und erst extrazelllular
aktiviert werden. Sie spaltet Proteine spezifisch an der Stelle Mca-Pro-Leu-Gly-Dpa-Ala-Arg-
NH(2) und mit hoher Affinitat das Stromelysin-Substrat Mca-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-
NH(2). Bekannte Substrate, die von MMP19 degradiert werden sind die
Basalmembrankomponenten Kollagen Typ IV, Laminin, Nidogen, Fibronektin, Typ | Gelatin
sowie Aggrecan und COMP (cartilage oligometric matrix protein) (Stracke et al., 2000,
Sadowski et al., 2005).

MMP19 ist auf Grund ihres strukturellen Charakters und der chromosomalen Lokalisation
in keine der vier klassischen Untergruppen der MMPs eindeutig einzuordnen (Kolb et al.,
1997; Pendas et al., 1997; Marchenko und Strongin, 2001). Sie unterscheidet sich au3erdem
in ihrem Expressionsmuster, da sie in verschiedenen Organen physiologisch und in hohem
Ausmal exprimiert wird. So ist die Expression in Plazenta, Lunge, Thymus, Pankreas,
Ovarien, Niere, Milz und Darm nachgewiesen (Pendas et al., 1997). Auf zellularer Ebene
wurde MMP19 in Keratinozyten (Beck et al., 2007), Chondrozyten (Konttinen et al.; 1999),
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glatten Muskelzellen (Kolb et al., 1997), Endothelzellen (Kolb et al., 1999), Enterozyten
(Bister et al., 2004) und Myoepithezellen der Mamma (Djonov et al., 2001) nachgewiesen.
Zum Vorkommen im Gehirn bzw. in hirneigenen Zellen ist wenig bekannt. MMP19 konnte in
entzindetem Hirngewebe in aktivierten Makrophagen, jedoch nur sporadisch in Astrozyten
nachgewiesen werden (Sedlacek et al. 1998, Konttinen et al. 1999, van Horssen et al. 2006).
Abgesehen von ihrer proteolytischen Aktivitat scheint MMP19 auch immunologische
Bedeutung zu haben, indem sie die Entwicklung von T-Zellen (positiv) beeinflusst (Beck et
al. 2008). Des Weiteren beeinflusst MMP19 den insulin-like growth factor mittels
Veranderung eines Bindeproteins (Sadowski et al., 2003) und spielt eine Rolle im
Pathomechanismus von Asthma bronchiale (Gueders et al., 2009).

Die Proteinstruktur von MMP19 enthélt im Wesentlichen die vier MMP-typischen
Domaénen: ein Signalpeptid, ein Propeptid, eine katalytische Doméne und eine Hemopexin-
ahnliche Domaéane. Als Besonderheit befindet sich eine Cysteinstruktur in der katalytischen
Domaéne (Yang und Kurkinen, 1998) und Abweichungen der Aminosaureseqenz im
Propeptid. Trotz der vielen Besonderheiten von MMP19 und der Tatsache, dass sie sich in
keine der vier Untergruppen einordnen lasst, hat dieses Enzym die fir die MMPs klassischen

biochemischen Eigenschaften (Murphy et al., 1999).

Zinkbindungssielle

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Matrix Metalloprotease 19

Der Genort, an dem die humane MMP19 kodiert wird, befindet sich auf dem langen Arm
des Chromosoms 12 (12g14). Er besteht insgesamt aus 7522 Basenpaaren, die flr ein
Protein aus 508 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 58 kDa kodieren. Dieses
Propeptid neigt dazu, sich selbst zu aktivieren, so dass sich schnell aktive Formen der
GroRRen 55 kDa, 45-47 kDa und 28 kDa bilden (Sadowski et al., 2003).
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Abbildung 2: Chromosomale Lokalisation der MMP19

Zur Regulation von MMP19 ist bisher wenig bekannt. Die aktive Form von MMP19 wird
von den TIMPs-2, -3 und -4, weniger allerdings von dem TIMP-1 gehemmt (Stracke et al.
2000). Die Transkriptionsfaktoren Tstl und Sknla beeinflussen in Keratinozyten die
Promoterregion von MMP19, so dass die Expressionsrate sinkt (Beck et al., 2009). Im
Gegensatz dazu kann MMP28 (Epilysin) die Expressionsrate von MMP19 anscheinend
deutlich steigern (Rodgers et al., 2009).
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2 FRAGESTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit soll als zentrale Frage geklart werden, welche Rolle die Matrix-
Metalloproteinase in astrozytaren Tumoren spielt, da die Kenntnisse hiertiber bisher
unvollstandig sind. Dabei ist von besonderem Interesse, in welchen astrozytaren Tumoren
MMP19 vorkommt, welche Zellen sie exprimieren, und ob ein Zusammenhang mit der

Klassifikation der WHO beobachtet werden kann.

Fir funktionelle Versuche soll dann eine Zelllinie astrozytarer Tumoren gesucht werden,
welche eine hohe Expressionsrate von MMP19 aufweist. An dieser Zelllinie soll in vitro
untersucht werden, welche Zytokine und Wachstumsfaktoren die Expressionsrate
beeinflussen.

SchlieBlich sollen Hinweise darauf gefunden werden, welche Rolle MMP19 beim Abbau
verschiedener extrazellularer Bestandteile spielt und in wie weit die Invasionsfahigkeit der

Tumorzellen dadurch beeinflusst wird.
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3 MATERIALIEN UND METHODEN
3.1 Materialien

Allgemeine Laborchemikalien
Aceton

Acrylamid/Bis-Ldsung 29:1, 30%
APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bradford Reagenz
Bromphenolblau

Chloroform

DAKO Cytomation Pen

DAPI (4",6"-Diamidino-2-phenyl- Indoldichloridhydrat)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
dNTP-Mix

DTT (Dithiotreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Entwicklerbad

Ethanol, unvergallt

Fixierbad

Glycerin

Glycin

Hamalaunlésung

Immunomount

Isopropanol

Kaliumchlorid

Methanol

Roth

Serva

Roth

Bio-Rad Laboratories, USA
Merck

Merck

DAKO

Sigma-Aldrich

Fermentas
Biomol
Merck
Tetenal
Roth
Tetenal
Merck
Roth
Merck
Thermo Shandon
Roth
Merck

Roth
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Natriumchlorid Roth

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva

Page Rulertm Fermentas

Random Hexamer Primer Amersham Biosciences, England

Rinderserumalbumin (BSA) Biomol

Saccharose Roth

Salzsaure (HCI), 1M Roth

Sudanschwarz Merck

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethyl- ethylendiamin) Roth

Triton-X-100 Merck

Tris (Trishydroxymethylaminomethan) Sigma-Aldrich

Trizol Invitrogen

Tween Fluka

(Natrium-)Vanadat Fluka

Antikodrper

Verwendete Primarantikérper

Antikdrper Herkunft Verdinnung Firma

Anti-CD68 Maus, monoklonal Immunhistochemie: 1:100 DAKO

Anti-GFAP Maus, monoklonal Immunhistochemie: 1:100 DAKO

MIB/ Ki67 Maus, monoklonal Immunhistochemie: 1:100 DAKO

Anti-MMP19 Kaninchen, polyklonal | Immunhistochemie: 1:500 Abcam
Western Blot: 1:2000

Anti-Pecam Ziege, polyklonal Immunhistochemie: 1:100 Santa Cruz

Verwendeter Sekundarantikérper beim Western Blot

Antikorper Herkunft Verdinnung Firma
Anti- Ziege,polyklonal 1:20 000 DAKO
Kaninchen-

HRP-

conjugated

Verwendete Sekundarantikérper bei der Immunhistochemie
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Antikorper Herkunft Verdinnung Firma
Alexa Ziege, polyklonal 1:1000 Invitrogen
Fluor®488

Anti-

Kaninchen-lgG

Alexa Ziege, polyclonal 1:1000 Invitrogen
Fluor®555

Anti-Maus-IgG

Alexa Esel, polyklonal 1:1000 Invitrogen
Fluor®555

Anti-Ziege-lgG

Enzyme

DNase (RNase frei) Promega

Reverse Transkriptase Fermentas

Farbstoffe
CFDASE-L6sung Invitrogen
SNARF-L6sung Invitrogen

Gerate
ABI Prism® 7000

SDS Real-Time PCR Gerat
Axiovert 200 M

Brutschrénke
Elektrophoresekammer
Filmkassette HypercassetteTM
Kihlzentrifuge 5417R
Magnetrihrer MR2000

pH-Meter

Semi-Dry-Blotter Trans Blot® SD
Schuttler

Stromquelle fir Western Blot

Applied Biosystems

Zeiss

Heraeus

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Biosciences
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Heidolph

Knick

Bio-Rad

Gerhard

Amersham Pharmacia Biotech

11
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(Powerpack)

Thermocycler T-Gradient
Tischzentrifuge Biofuge pico
Ultra Thorax

Tissue Sectioner
UV-Spektrometer U-2000
Vortex-Mixer VF2

Waage

Wasserbad

Hemmstoffe
GeneAssistTM siRNA

Workflow Builder

Kits

ECL AdvanceTM Western Blotting
Detection Kit

TagMan® Universal Master Mix

Lésungen und Puffer

Zellkultur
PBS (Phosphate Buffered Saline)
8,0 g NaCl (136 mM)
0,2 g KCI (2,7 mM)
0,24 g KH2PO4 (1,8 mM)

1,44 g Na2HPO4 (10 mM)

Biometra

Heraues

Sorvall

Hitachi

Janke & Kunkel, Staufen

Satorius

Koétermann

Applied Biosystem

Amersham Biosciences

Applied Biosystems

pH 7,2

Ad 1 L mit H20 (bidest), autoklavieren

cDNA-Herstellung

DNase-Puffer

pH 8,0
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400mM Tris-HCI
100 mM MgSO4

10mM CacCl2

Western Blot
Elektrodenpuffer pH 8,2-8,3
15,2 g Tris
72 g Glycin
59 SDS
Ad 5 L mit H20 (bidest)
Gelpuffer | pH 8,8
1,5 M Tris/HCI
0,4% SDS
Gelpuffer Il pH 6,8
0,5 M Tris/HCI
0,4% SDS
Lysispuffer pH 7.8
50 mM Tris
100 mM NaCl
5mM EDTA
1% Triton-X-100
2 mM Vanadat (erst kurz vor Gebrauch zugeben)
SDS-Probenpuffer
0,23 g SDS in 7,25 ml H20 losen
1,25 ml Gelpuffer |
1 ml Glycerin

20 mM DTT
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Transferpuffer
25 mM Tris
192 mM Glycin

10% Methanol

TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween),

unsteril
550 mM Tris
150 mM NacCl
1 mMEDTA

0,1% Tween

Medien
Astrozytenmedium: DMEM

FKS (Foetal Bovine Serum)
OPTI-MEM®I Reduced

Serum Medium

TagMan®-Primer-Probes

pH 9

pH7.,5

Gibco BRL Invitrogen
PAA

Gibco BRL Invitrogen

Alle TagMan®-Primer-Probes von Applied Biosystems

Primer ID-Nummer Sequenz (Probe)
hGAPDH Hs99999905 m1 | GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT
hMMP19 Hs00275699_g1 |GGATCCAGGCTCTCTATGGCAAGAA

Verbrauchsmaterial
Abdeckfolie

Deckglaschen
Kryoréhrchen CryoTubeTM Vials
Membranen mit 7um Porengrofle

Petrischalen

Sarstedt

Assistent

Nunc

Neuro Probe Inc.

Sarstedt

14




3. MATERIALIEN UND METHODEN

PVDF-Membran Hybond-P Amersham Biocience
Realtime-PCR-Platten Sarstedt
Schlauchfolie Eydam
Whatman-Papier (Western Blot) Bio-Rad
Zellkulturflaschen Sarstedt
Zellkulturplatten (6-Well) TPP

Zellschaber TPP
Zentrifugenrohrchen Sarstedt

Wachstumsfaktoren und Zytokine

Alle eingesetzeten Proteine rekombinat und von humaner Sequenz.

Substanz Firma

EGF Immunotools, Friesoyte
bFGF Immunotools, Friesoyte
IGF Immunotools, Friesoyte
TNFa Immunotools, Friesoyte
IFNy Immunotools, Friesoyte
TGFB Immunotools, Friesoyte
Interleukin-1p3 Immunotools, Friesoyte
Interleukin-6 Immunotools, Friesoyte
Interleukin-15 Immunotools, Friesoyte
Glutamin Immunotools, Friesoyte




3. MATERIALIEN UND METHODEN

Zelllinien, Gewebe und Gewebsschnitte, RNA-Sammlung

Bezeichnung Zellart Herkunft
HUVEC Priméare PromoCell GmbH, Heidelberg
Endothelzellen
(Nabelschnur)
U118 Gliomazelllinie Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg
U138 Gliomazelllinie Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg
U343 Gliomazelllinie Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg
A761 Gliomazelllinie Aus Glioblastomen kultiviert, Anatomisches
Institut und Neurochirurgie UK-SH, Kiel
A764 Gliomazelllinie
AT67 Gliomazelllinie
A7T72 Gliomazelllinie
THP-1 Monozytére National Institutes of Health Bethesda
Zelllinie
C28/12 Chondrozyten- Dr. Mary B. Goldring, Harvard
Zelllinie

Institutes of Medicine, Boston
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Gewebeproben und Gefrierschnitte

Humane Tumorgewebeproben wurden freundlicherweise von Prof.Dr. Dr. Janka Held-
Feindt aus der Neurochirurgie der Universitat Kiel zur Verfligung gestellt. Sie stammen von
erforderlichen Resektionen und wurden mit dem Einverstdndnis der Ethikkommission der
Universitat Kiel und entsprechend den ethischen Standards der Helsinki-Vereinbarung von
1975 verwendet. Gewebeproben aus Normalhirngewebe stammen aus operativ entfernten
hamorrhagischen Regionen. Gefrierschnitte von Glioblastomen und Normalhirn wurden von

Dr. Heinz-Hermann Hugo aus der Neurochirurgie der Universitat Kiel bereitgestellt.

3.2 Methoden

3.2.1 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Auftrennung von Proteingemischen gekoppelt mit
dem Nachweis einzelner Proteine. Dabei wird das Prinzip der Elektrophorese genutzt, das
heilt, die Moleklle bewegen sich in einem elektrischen Feld, und zwar je nach
Molekulargewicht unterschiedlich schnell. Die Proteine werden dann auf eine
Transfermembran Ubertragen, auf der einzelne Proteine mittels Antikdrperreaktion qualitativ

und quantitativ sichtbar gemacht werden kdénnen.

Elebtrophoretische Uberragurg auf die
Auftrarnung PWDF - Miarrilir ar

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Methode des Western Blots

Gewinnung von Zelllysaten und —-homogenaten

Fur den Western Blot missen Zellen oder Gewebe in Homogenate, bzw. Lysate
verarbeitet werden. Dazu werden Zellen auf Kulturflaschen ausgesat, welche dann zur Ernte
zweimal mit kaltem PBS gewaschen werden. Nach Zugabe von vorgekihltem Lysispuffer
erfolgt eine 30minltige Inkubation auf Eis. Die Zellen werden dann mit einem Zellschaber
abgekratzt und in ebenfalls vorgekuihlte, sterile Eppendorfgeféale tberfuhrt. Es folgt ein

Zentrifugationsschritt von 1200 g und 5 min bei 4°C, danach wird der Uberstand in ein neues
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Eppendorfgefald Uberfihrt. Nach der sich anschlielenden Proteinbestimmung werden je
genau 50 pg in 200 pl SDS-Probenpuffer verdiinnt und fir 5 min bei 95°C inkubiert. Die
Proben eignen sich nun fur den Western Blot oder kbnnen bei -20°C eingefroren werden.

Proteinbestimmung nach Bradford

Um den Proteingehalt einer Losung zu bestimmen, wird diese photometrisch gemessen.
Fur die Messung werden jeweils 5 pl der Proteinprobe mit 795 ul Wasser (bidest) verdinnt
und 200 pl des Bradford-Reagenz wird hinzugegeben. Nach 15minitiger Inkubation bei
Raumtemperatur bestimmt man die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm. Die

Proteinmenge ergibt sich nach Vergleich mit einer BSA-Standartlésung wie folgt:

OD595(Probe)/ OD595(Standart) x 2 = Proteingehalt in pg/ul

Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektroporese dient der Auftrennung von Proteingemischen
anhand des Molekulargewichtes. Die Glasplatten fiir die Gelelektrophorese werden zunachst
mit 70%igem Ethanol gereinigt und in die Gielirahmen eingespannt. Das Trenngel (siehe
Tabelle) wird in einem Plastikgefal vorbereitet, zligig zwischen die Glasplatten gefullt (ca.
3/4 der Gesamthéhe) und mit Isopropanol liberschichtet um eine glatte Abschlu3kante zu
erzielen und ein Austrocknen zu verhindern. Nach etwa 30 Minuten wird das Isopropanol
entfernt, und das Sammelgel (siehe Tabelle) zubereitet und zwischen die Glasplatten bis
zum Rand gegeben. Mit Hilfe eines Kammes, der sofort in das noch fliissige Sammelgel
gesteckt wird, werden Taschen fiir die Probenauftragung modelliert. Nachdem diese
Taschen mit Hilfe einer sehr diinnen, stumpfen Kanile mit Wasser gespult wurden, kénnen
die Gele in die Elektrophoresekammer gegeben und die Taschen mit je 20 ul Probe befillt
werden. Eine aul3ere Tasche wird jeweils mit 5-10 ul eines Markers bestiickt, der vorgefarbte
Proteine bestimmter Grof3e enthalt, und so der spateren GrofRenbestimmung dient. Sowohl
Geltaschen als auch das innere Kompartiment der Kammer werden nun vollst&ndig mit
Laufpuffer beftllt. Als Lauffrontmarker wird ein Tropfen einer gesattigten Bromphenolblau-
Lésung in die innere Kammer gegeben. Die Gelelektrophorese erfolgt bei max. 400 V fir

etwa 40 Minuten, bis der Lauffrontmarker unten aus dem Gel lauft.
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Trenngel 10% Sammelgel 4,5%
Gelpuffer | 2,6 ml
Gelpuffer Il 2.6 ml
Acrylamid+Bis-L6sung | 3,35 ml 1,7 ml
Wasser (bidest) 4,05 ml 5,8 ml
APS (10%) 60 pl 60 pl
TEMED 30 ul 30 ul

Proteintransfer (,,Semi-Dry Blot®)

Die im Gel aufgetrennten Proteine werden mittels Semi-Dry Blot-Technik auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Diese PVDF-Membran wird zunachst auf Gelgréf3e zugeschnitten und
fur etwa 5 Minuten in 100% Methanol aktiviert, damit sie den Puffer aufzunehmen kann.
Danach wird die Membran ebenso wie vier ,Blotting“papiere (Whatman-Papiere) in dem
Transferpuffer aquilibriert (ca. 10 min auf Schiittler). Fir den Aufbau im ,Blotting“apparat
ergibt sich nun folgende Reihenfolge: Auf die sich unten befindende Anode werden zwei
Whatman-Papiere gelegt, darauf die PVDF-Membran, dartiber das SDS-Gel (nur das
Trenngel). Uber das Gel werden wiederum zwei Whatman-Papiere gelegt, bevor die Kathode
den Aufbau abschlie3t. Die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgt bei

einer maximalen Spannung von 25 V. Nach 60 Minuten wird der Stromfluss beendet.

Proteindetektion

Um die aufgetrennten und geblotteten Proteine darzustellen, werden zwei Antikdrper
verwendet. Der Primarantikérper bindet an das gesuchte Protein, der Sekundarantikdrper
bindet an den Priméarantikdrper und sorgt fir eine Reaktion, in der Licht emmitiert wird. Um
zu verhindern, dass die Antikdrper an unspezifischen Proteinbindungsstellen reagieren, wird
zunéchst eine Blockierung durchgefihrt: Die Membran wird in ein Gefal3 mit
Blockierungsldsung (2,5% ECL AdvanceTM blocking agent in TBS-T) gegeben und fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Der Primarantikdrper wird in 5%iger BSA-L&sung
verdunnt. Jede Membran wird mit einem Milliliter dieser L6sung in eine Schlauchfolie
eingeschweil3t und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag werden die Membranen
dreimal mit TBS-T fur 10 Minuten gewaschen. Der Peroxidase-gekoppelte
Sekundarantikorper wird in TBS-T verdiinnt und fur ein Stunde bei Raumtemperatur auf die
Membran gegeben. Die Detektion wird mit Hilfe des ECL AdvanceTM Western Blotting
Detection Kit durchgefiihrt. Es enthélt zwei Komponenten: Das Substrat Luminol fur die
Meerretticheroxidase und Phenole. Das Luminol wird in Gegenwart von Wasserstoffperoxid

oxidiert und gerat so in einen energetisch héheren Zustand. Bei der Rickkehr in den
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ursprunglichen Zustand wird Energie in Form von Licht frei gesetzt, welches dann einen
sensiblen Film belichtet. Die Phenole verstarken und verlangern diesen Effekt. Die beiden
Komponenten des Kits werden in gleichem Verhaltnis zueinander gemischt und gleichméRig
auf den ,Blots® verteilt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur, werden
die ,Blots" in diinne Folie geschlagen und tberschiissige Flussigkeit wird herausgestrichen.
Die ,Blot“membranen werden nun in eine Filmkassette gelegt und fest geklebt. In der
Dunkelkammer wird ein sehr sensitiver Film fir ca. zwanzig Sekunden aufgelegt. Er wird
danach im Entwicklerbad fiir einige Minuten entwickelt, im Wassertank kurz gespuilt und

fixiert.

3.2.2 Realtime-RT-PCR

Die Realtime-RT-PCR (Realtime-Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) dient
der indirekten Quantifizierung der mMRNA-Menge eines bestimmten Gens. Damit lassen sich

Aussagen zur Expressionsrate in verschiedenen Zellen oder Geweben machen.

Isolierung der RNA

Um die unten beschriebene Realtime-RT-PCR durchfiihren zu kbnnen, muss zunachst
die zu untersuchende mRNA aus dem Gewebe bzw. den Zellen isoliert werden. Dazu
werden etwa 50-100 mg Gewebe jeweils mit 1ml Trizol versetzt, ,gepottert* und bei 4 °C und
800 g etwa 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird tiberfiihrt und mit 200 pl Chloroform
und 1 ml Trizol versehen. Nach kurzem Schutteln werden die Proben bei Raumtemperatur 2-
3 Minuten inkubiert. Es folgt ein Zentrifugationsschritt fiir 15 Minuten bei 4 °C und 1200 g.
Durch die Zentrifugation bilden sich drei Phasen: eine untere Phenol- und Chloroformhaltige
rote Phase, eine weil3e Zwischenphase und eine farblose wasserige Phase, die sich oben
befindet. Diese wasserige Phase, die die RNA enthalt, wird abgezogen, die anderen beiden
Phasen verworfen. Nach Uberfuihrung in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal wird der
wasserige Uberstand mit 500 pl Isopropanol versetzt, kurz geschwenkt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Proben mit einem Vortex-Mixer gemischt und
erneut 10 Minuten bei 4 °C und 1200g zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und die RNA
als gelartiges Pellet an der Wand des Eppendorfgefalles mit 1 ml Ethanol versehen. Es wird
mit einem Vortex-Mixer gemischt und 5 Minuten bei 7600 g und 4 °C zentrifugiert. Danach
wird der Uberstand wieder verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur dehydriert. Das
trockene Pellet wird dann in RNase freiem Wasser gelost (je nach Pelletgrol3e etwa 50 pl).
Diese RNA-L6sung wird zum Abschluss 10 Minuten bei 58 °C inkubiert. Nach dem Abkuhlen
wird zur Bestimmung des RNA-Gehaltes ein Absorptionsspektrum von 240-300 nm gegen
Wasser bidest im Photometer gemessen (Verdinnung 1:100). Das Absorptionsmaximum

von RNA liegt bei 260 nm, wobei eine Absorption von A 260 nm=1 einer RNA-Konzentration
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von 41,2 pl/ml entspricht (Sambrook et al., 1989). Die Reinheit der Probe ergibt sich aus dem
Quotienten OD260/ OD280; er sollte tber 1,8 liegen.

Reverse Transkription zur Herstellung von cDNA

Um die isolierte RNA bei der PCR einzusetzen, muss sie zunachst in DNA umgewandelt
werden. Dies ist mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase moglich. Es werden jeweils
Proben mit genau 1 pg RNA-Gehalt mit RNase freiem Wasser auf 7 ul aufgeftillt. Zur
Entfernung von eventuellen DNA-Verunreinigungen werden zundchst 1 ul DNase-Puffer
(400mM Tris-HCI, 100 mM MgS04, 10mM CacCl2, pH 8) und 1 pl DNase (1 unit/ul)
hinzugegeben, dieser Ansatz wird 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar danach wird
1 pyl EDTA-L6sung (20 mM) hinzugegeben und die Proben fur 10 Minuten auf 65 °C erhitzt,
um so die DNase zu inaktivieren und die Sekundarstruktur der RNA aufzulésen. Die Proben
werden danach in Eis abgekuhlt und nach Zugabe von 0,2 pg Randomhexamerprimer 5 min
bei 70 °C inkubiert. Abermals unter Eiskiihlung werden nun je Probe ein Mastermix aus 4 pl
5x Reaktionspuffer (250 mM Tris-HCI, 259 mM KCI, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT, pH 8), 2pl
dNTP-Mix (10 mM) und 1pl Wasser hinzugegeben und anschlie3end 5 min bei 25 °C
inkubiert. Schlie3lich wird jeweils 1 pl Reverse Transkriptase hinzugegeben und im
Thermocycler wie folgt inkubiert: 10 Minuten bei 25 °C, 60 Minuten bei 42 °C und 10 Minuten
bei 70 °C. Die so generierte cDNA wird bis zur Durchfiihrung der RT-PCR bei -20 °C
gelagert.

Realtime-PCR

Dauer Temperatur
Initiation 1. Inkubation 2 min 50°C
Initiation 2. Aktivierung 10 min 95°C
40 Zyklen 3. Denaturierung 15 sec 95°C
40 Zyklen 4. Annealing 1 min 60°C

Tabelle 3: Abfolge der Realtime-PCR

Auswertung:

Die so genannte TagMan®-Sonde ist eine Detektionssonde, also ein kurzes DNA-Stlick,
das sich wahrend eines PCR-Zyklus an den cDNA-Strang bindet. Die Fluoreszenz des 5°-
Endes bleibt zunachst durch einen sogenannten Quencher am 3"-Ende unterdriickt und
kommt erst zum Tragen, wenn die Tag-DNA-Polymerase die Sonde spaltet. Somit erhdht
sich nach jedem DNA-Synthesezyklus die Intensitat der Fluoreszenz, die sich somit
proportional zur DNA-Konzentration verhalt. Der CT-Wert (Thershold Cycle) gibt an, nach

wie vielen Zyklen die Fluoreszenz einen gewissen Schwellenwert tberschritten hat. Er ist
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also umso grofRer, je niedriger die Konzentration der cDNA ist. Da sich im optimalen Fall die
Fluoreszenz nach jedem Zyklus verdoppelt, zeigt ein CT-Wert, der um eine Einheit geringer
ist, die doppelte Menge an urspringlicher cDNA bzw. mRNA an. Bezieht man den CT-Wert
eines Gens auf ein bestimmtes Referenzgen, lassen sich Aussagen zur relativen
Genexpression treffen (relative Quantifizierung). Als Referenz dient hier das ,housekeeping"“-
Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), welches sich durch eine recht
konstante Expression auszeichnet. Aus den Ergebnissen der Mehrfachbestimmungen
wurden Mittelwerte und Standartabweichungen errechnet. Es ergibt sich:

ACT-Wert(Gen)= CT (Gen) — CT (GAPDH).

3.2.3 Zellkultur und Stimulationsexperimente

Humane Gliomazellen der Linie U343 werden ausgeséat und schlieZlich in 37 °C warmem
DMEM-Medium gewaschen (dreimal 20 Minuten). Die Stimulation erfolgt mit rekombinanten
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die mit einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt
werden, sowie einer 5 mM Glutamatldsung ebenfalls in DMEM. Nach 24-stiindiger
Inkubation bei 37 °C wird das Medium abgenommen und die Zellen lysiert. Die RNA wird
isoliert und mittels RT-PCR quantifiziert.

Methoden der Zellkultur werden nach Ublichen Standartverfahren durchgefiihrt: Die
Astrozytenzellen werden in entsprechendem Medium (10% FKS in DMEM), 5% CO2-Druck
und gesattigter Luftfeuchtigkeit in unterschiedlich grof3en Flaschen kultiviert. Bei
vollstandiger Konfluenz werden die Zellen subkultiviert oder fir Versuche ausgesét. Zur
Bestimmung der Zellzahl werden je 30 ul Zellsuspension und Trypanblau in eine Neubauer-

Zahlkammer gegeben und in ihr die Zellzahl bestimmt.

3.2.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis bestimmter Proteine in Gewebe. Dazu wurde
in diesem Fall eine indirekte Immunhistochemie durchgefihrt. Das heif3t, ein erster
Antikorper (Primarantikorper) richtet sich gegen das zu untersuchende Antigen und ein
zweiter Antikorper (Sekundarantikdrper), der fluoreszierende Eigenschaft besitzt, richtet sich

gegen die Spezies, aus der der Primarantikorper stammt.
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Fluoreszenzmarkierung
Sekundarantikérper

Primarantikérper

Antigen

Abbildung 4: Prinzip der indirekten Immunreaktion

Als Material dienen verschiedene Gewebsschnitte, die zunachst auf dem Objekttrager mit
einem Fettstift umrandet werden. Dann erfolgt eine Fixierung von 10 Minuten in einem
eiskalten Aceton/Methanol-Gemisch (1:1). Anschlie3end wird dreimal 10 Minuten mit TBS-T
gesplult. Fur die Blockierung von Eigenfluoreszenz des Gewebes folgt eine Blockierung mit
Sudanschwarz. Dazu wird zunachst in 20%igem und dann in 70%igem Ethanol fur jeweils 2
Minuten inkubiert. AnschlieRend wird das in 70%igem Ethanol geléste Sudanschwarz fir 10
Minuten auf die Proben gegeben, und danach mit 70%igem Ethanol so lange gewaschen,
bis sich keine Farbwolken mehr I6sen. Der Ubergang zu TBS-T erfolgt wiederum iber einen
Schritt in 20%igem Ethanol fur 2 Minuten. Es wird dreimal fur 10 Minuten in TBS-T gespdilt,
bevor die Schnitte zur Blockierung von unspezifischen Bindungen mit 0,1% BSA/ 0,2%
Glycin in TBS mindestens eine Stunde inkubiert werden. Bei der Farbung von
Normalhirnschnitten wird die Blockierungsldsung zusatzlich mit Saccharose versehen. Die
Primarantikérper werden in TBS-T verdinnt (alle 1:100, aul3er MMP19 1:500) und je 100 pl
auf einen Schnitt gegeben. Die Inkubation erfolgt tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten
Kammer. Am nachsten Tag werden die Schnitte dreimal 10 Minuten mit TBS-T gewaschen,
anschlie3end wird der ebenfalls in TBS-T verdiinnte Sekundarantikérper (1:1000)
aufgetragen. Die Inkubation erfolgt in einer feuchten Kammer fur eine Stunde bei 37 °C. Alle
nun folgenden Schritte werden in Dunkelheit durchgefihrt um ein friihzeitiges Verblassen der
Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden. Nach einmaligem Waschen mit TBS-T erfolgen zwei
Waschschritte mit TBS, jeweils fur 10 Minuten. Anschlie3end wird zur Farbung der Kerne fir
30 Minuten mit verdinntem DAPI (1:30 000 in PBS) inkubiert. Es schlie3en sich erneut drei
kurze Waschungen mit TBS und eine mit destilliertem Wasser an. Abschlie3end werden die
Schnitte mit Immunomount eingedeckelt und bei Dunkelheit und 4°C gelagert. Sie kbénnen

mit einem speziellen Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.
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3.2.5 Migrationsversuche

Um die Bedeutung bestimmter Gene und deren Proteinprodukte abschétzen zu kdnnen,
werden diese Gene beeinflusst, und die so entstandenen unterschiedlichen Zelltypen oder
Klone in ihrem Verhalten beobachtet. Fir diese Arbeit wurden Zellen mit einer hohen
Expressionsrate von MMP19 (U118-Zellen) mit dem Verfahren der transienten Transfektion
so verandert, dass sie MMP19 nur noch in einem sehr geringen Ausmald exprimieren
konnten. Das Verhalten der so entstandenen Zellen wurde sowohl an beschichteten
Membranen als auch in Gewebe beobachtet und mit den nicht transfizierten Zellen

verglichen.

Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion ist eine Methode, Stoffe in lebende Zellen zu schleusen, die
die Expression bestimmter Proteine manipulieren kénnen. In diesem Fall wird Si-RNA
eingesetzt, wodurch den Zellen voribergehend die Fahigkeit entzogen wird, ein bestimmtes
Protein (MMP19) zu exprimieren. Fur die Transfektion kommt das Prinzip der
lipidvermittelten Einschleusung durch die Zellmembran zum Tragen, bei der die zu
transfizierende RNA mit kationischen Lipiden einen Komplex bildet, und von der Zelle
aufgenomen wird. Die Si-RNA wird genau wie 3 pl Lipofektin mit je 1 ml OPTI-MEM®-
Medium in eine 6-Lochplatte gegeben und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachdem beide Ansatze vereinigt wurden, werden diese Transfektionsansatze wiederum 15
Minuten stehen gelassen und danach auf die in kleinen Flaschen angewachsenen Zellen
gegeben. Die Transfektion erfolgt bei 37 °C Uber 24 Stunden. Danach kénnen die Zellen
entweder zur RNA-Isolierung in Trizol gegeben oder fir Migrationsversuche weiter

verwendet werden.

Mikrochemotaxis

Um zu untersuchen, wie gut verschiedene Zellen bestimmte Substrate zersetzen kénnen
und wie dies ihre Fahigkeit zur Migration beeinflusst, werden Versuche in einer so genannten
Boyden-Kammer durchgefiihrt. Diese Kammer besteht aus zwei Acrylbldcken mit jeweils 48
Vertiefungen. Zwischen diese beiden Blécke wird eine Membran gespannt, so dass zwei
Kompartimente entstehen. Bei der Membran handelt es sich um eine Polycarbonat-Membran
mit einem Porendurchmesser von 7um. Sie wird zur Vorbereitung fiir 20 Minuten in Eisessig
entfettet, mit destilliertem Wasser gespiilt und anschliel3end unter sterilen Bedingungen
getrocknet. Zur Beschichtung dienen verschiedene Extrazellularsubstanzen, die zunachst mit
A-Medium verdinnt (1:3) und dann fur 1 bis 2 Stunden auf die Membranen gegeben werden.
In das untere Kompartiment der Boyden-Kammer wird A-Medium mit 10% FCS gegeben,

das als chemotaktischer Stimulus dient. Es wird jeweils so viel Volumen eingesetzt, dass
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beim anschlieBenden Auflegen der Membran keine Luftblasen entstehen kénnen (28,5pl).
Nachdem die Filtermembran, mit der beschichteten Seite nach oben gewandt, aufgelegt ist,
folgen die Silikondichtung und der obere Acrylblock. Die Kammer wird nun mit Hilfe von
Schrauben fixiert und fir 30 Minuten bei 37 °C &aquilibriert. Die fur den Versuch vorbereiteten
Zellen werden in DMEM mit Glutamin so verdinnt, dass jeweils 100 000 Zellen in einem
Volumen von 50 pl in die oberen Vertiefungen gegeben werden konnen. Die Inkubation der
vollstéandig befullten Kammer erfolgt bei 37 °C fur 1,5 Stunden. Danach wird die Membran
entnommen und fur 15 Minuten in 100%igem Methanol fixiert. Anschliel3end folgt eine kurze
Spulung mit destilliertem Wasser und eine 30minutige Farbung in Hamalaunldsung, welche
vorher filtriert wird. Die Membranseite, an der sich keine Zellen befinden, wird mit Wasser
benetzt, dann werden die Membranen getrocknet und mit Gelatine und Deckglaschen auf
Objekttragern fixiert. Die Auswertung erfolgt am Computer: Die Objekttrager werden
gescannt und mit Hilfe des Computerprogramms PCBAS wird die Farbintensitat jedes
einzelnen ,Spots“, der von den Zellen erzeugt wurde, bestimmt. Die Farbintensitat entspricht
dabei der Menge der Zellen, die an der Unterseite der Membran angelangt sind, und macht

somit quantitative Aussagen maglich.

Farben von Zellen

Um Zellen und ihr Verhalten in Gewebe zu differenzieren und zu beurteilen, kommt wie
schon bei der Immunhistochemie die Methode der Immunfluoreszenz zum Tragen. Dafur
mussen die eingesetzten Zellen zunachst gefarbt werden. Zu Beginn werden die Zellen
ausgezahlt, anschlieBend wird die Zellzahl auf 2x107/ ml in PBS eingestellt. Die Farbstoffe
werden wie folgt angesetzt: 500 pg Farbstoff werden in 80 pl DMSO (roter Farbstoff) bzw 90
pl DMSO (griner Farbstoff) geldst und je 10 pl Aliquot in 10 ml PBS gegeben. Jeweils gleich
grol3e Volumen an Farbstofflosung und Zellldsung werden zusammen bei 37 °C fiir 10
Minuten inkubiert. Anschlieend wird im Verhéltnis 1:1 FKS hinzu gegeben und bei 1000 g
fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend entfernt und das entstandene
Pellet resuspendiert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt. Danach wird die Lésung in
eine T25-Flasche uberfuhrt und fiir mindestens eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Der
Flaschenboden wird anschlieRend abgeschabt und die Zellsuspensiion in ein 15 ml-
Rohrchen tberfihrt. Zum Ausspulen der Flasche werden 5 ml 10%-AB-Medium in die
Flasche pipettiert und dann zu der Zellsuspension in das Réhrchen gegeben. Nachdem
abermals bei 1000 g fur 10 Minuten zentrifugiert wurde, wird der Uberstand verworfen und
das Pellet in 10%-AB-Medium aufgenommen. Die so gefarbten Zellen knnen nun fir

Migrationsversuche in Gewebe verwendet werden.
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Migration in Gewebe

Um die Bedeutung von MMP19 abschétzen zu kdnnen, werden transfizierte Zellen und
Kontrollzellen auf Hirngewebe von Mausen gegeben und ihre Einwanderung beobachtet. Um
sie unterscheiden zu koénnen, werden sie zuvor mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
gefarbt. Die Herstellung der Gehirnschnitte (750 um) erfolgt mittels des , Tissue Sectioners®.
Die Gehirnschnitte werden dann in mit 0,5 ml DMEM auf Zellkulturplatten Gberfihrt und mit
gleichen Mengen Zellsuspension versetzt. Die Inkubation erfolgt bei 37° C und
regelmafRigem Mediumwechsel Uber 48 Stunden. Die Versuche werden beendet, indem die
Zellen mit einem eiskalten Aceton/Methanol-Gemisch (1:1) fur 10 Minuten fixiert werden. Die
Blockierung der Eigenfluoreszenz erfolgt wie oben beschrieben mit Sudanschwarz. Danach
wird grindlich mit TBST gewaschen, um eventuell aufliegende Zellen zu entfernen. Die
Auswertung erfolgt per Fluoreszenzmikroskop, indem die angewachsenen Zellen in den
jeweiligen Schnitten gezahlt werden.

3.2.6 Statistische Methoden

Zur Beurteilung der unterschiedlichen Messwerte werden Mittelwerte und die
dazugehérigen Standartabweichungen errechnet und angegeben. Zur Uberpriifung der
statistischen Signifikanz wird ein zweiseitiger ,Students-t-Test* durchgefuhrt und die
Signifikanz wie folgt deklariert: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Genexpression

Im ersten Teil der Arbeit soll untersucht werden, ob und wo MMP19 in Hirntumoren und

im Normalhirn exprimiert wird.

4.1.1 Expression von MMP19 in Astrozytomen

Es werden jeweils acht verschiedene Gewebeproben, die aus Astrozytomen der Garde I-
Ill stammen, auf ihren Gehalt an MMP19-RNA untersucht und mit sechzehn Proben aus
Glioblastomen sowie mit acht Proben gesunden Gehirngewebes verglichen. Alle Proben
stammen von unterschiedlichen Patienten. Dazu werden Gewebehomogenate hergestellt
und die RNA wird isoliert. Es werden jeweils 10 ng RNA in der Realtime-RT-PCR eingesetzt
und Dreifachbestimmungen des CT-Wertes (Threshold Cycle) durchgefiihrt. Die
Expessionsraten von MMP19 wird jeweils auf die Expressionsrate der GAPDH der jeweiligen
Probe bezogen. Dadurch ergibt sich ein ACT-Wert fir den gilt:

ACT-Wert (MMP19)= CT (MMP19) — CT (GAPDH)

Da der CT-Wert im Bereich des logarithmischen Anstieges gemessen wird, entspricht ein
absoluter Unterschied von 3,3 einem relativen Unterschied einer 10fach unterschiedlichen
Expression. In Abbildung 3.1 sind die unterschiedlichen ACT-Werte und die Mittelwerte der
jeweiligen WHO-Grade dargestellt.
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Abbildung 5: Genexpression von MMP19 in Astrozytomen, Glioblastomen und gesundem

Hirngewebe.

Dargestellt sind die ACT-Werte der einzelnen Gewebeproben, die daraus berechnete relative
Expression sowie deren Mittelwerte. Die Werte der Glioblastome und der Astrozytome der Grade | und
Il unterscheiden sich deutlich von denen des gesunden Hirngewebes (p < 0,05), hier lag die
Expressionsrate zum Teil unter der Nachweisgrenze.

In Astrozytomen aller WHO-Grade kann eine hohe Expression von MMP19 nachgewiesen
werden. In gesundem, tumorfreien Gewebe liegt die Expressionsrate hingegen in einigen
Proben unterhalb der Nachweisgrenze. Eine Korrelation von MMP19-Expressionsrate und
WHO-Grad kann dabei nicht gezeigt werden, jedoch gehdren die Proben mit den hdchsten

Expressionsraten zu den Glioblastomen, welche dem Astrozytom Grad IV entsprechen.

4.1.2 Genexpression von MMP19 in kultivierten Zelllinien

Um Aussagen zur Quantitat der Expression in verschiedenen Zelllinien machen zu
koénnen, werden verschiedene Glioblastomlinien und kultivierte Zellen aus soliden Tumoren
mittels Realtime-RT-PCR analysiert. Es soll so bestimmt werden, welche Zelllinie sich im
Weiteren fiir in vitro-Versuche eignet. Des Weiteren wird die Exressionsrate in
Endothelzellen, Monozyten und Chondrozyten untersucht, in denen ein Vorkommen von
MMP19 beschrieben ist (Kolb et al., 1999; Sedlacek et al., 1998). Die ermittelten ACT-Werte

und die Standartabweichung sind in der folgenden Abbildung dargestellit.
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Abbildung 6: Relative Genexpression von MMP19 in verschiedenen humanen Zelllinien.

Dargestellt sind die A CT-Werte und die relative Expression als Mittelwerte mit Standartabweichungen
aus jeweils drei Messungen. MMP19 wird in allen Glioblastomlinien auf hohem Niveau exprimiert, In
allen Proben liegt die Expression héher als in THP-1-Monozyten, aber nicht so hoch wie in
Chondrozyten. HUVEC= human umbilical vein endothelian cells

Die Versuche zeigen, dass MMP19-mRNA in allen Zellen nach 40 Zyklen detektierbar ist.
Die Expressionsrate von MMP19 in den verschiedenen Glioblastomlinien ist dabei in etwa zu
vergleichen mit der Expression in Endothelzellen (HUVEC). In einigen Zelllinien, wie z.B.
U118 ist sie noch deutlich hoher; diese Zelllinie wird im Weiteren fur in vitro-Versuche
benutzt. Der héchste Wert kann in den Chondrozyten nachgewiesen werden.

4.1.3 Regulation von MMP19

Um mehr Uber die Regulation der Expression von MMP19 zu erfahren, wird der Einfluss
von verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren untersucht. Dazu werden U118-Zellen
in serumfreien Medium mit 0,1% BSA 24 Stunden mit EGF, bFGF, IGF, TNFa, IFNy, TGF,
II-1B, 1I-6, 1I-15 und Glu stimuliert.
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Abbildung 7: Effekte von Zytokinen und Wachstumsfaktoren.

Expressionsrate von MMP19 nach Stimulation mit verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren
(24 Stunden, Konzentration 10 ng/ mL, auf3er Glu: 5 mmol/ L). Angegeben sind die Mittelwerte aus
jeweils drei oder funf (Control, TGFB. IFNy) unterschiedlichen Kulturen und die entsprechenden
Standartabweichungen. Die relativen Genexpressionen und Signifianzen beziehen sich auf die
Kontrolle.

Die verschiedenen Peptide werden jeweils in einer Konzentration von 10 nmol eingesetzt.
Es werden je vier unabhéngige Proben untersucht und eine RNA-Menge von 10 ng
eingesetzt. Die Versuche zeigen, dass EGF, bFGF und IGF keinen positiven Einfluss auf die
Expression von MMP19 haben, sie scheinen im Gegenteil die Expression zu supprimieren
(** p <0,01). Im Gegensatz dazu fihrt eine Stimulation mit TNFa zu einer Steigerung der
Expression um das mehr als 5fache (** p < 0,01). Die Erhdhung der Expressionsrate bei
Stimulation mit IFNy und TGF liegt dagegen in nicht signifikanter Héhe, ebenso bei den

Interleukinen und Glutamin.

4.2 Immunhistochemie

Nachdem die ersten Versuche gezeigt haben, dass MMP19 in astrozytaren Tumoren auf
hohem Niveau exprimiert wird, sollen nun in situ-Farbungen von MMP19 in Tumor- und
Normalhirnschnitten angefertigt werden. Dazu wird die Methode der indirekten
Immunfluoreszenz angewendet, und Primarantikorper werden gegen MMP19 und
zellspezifische Proteine verwendet. Dazu werden Dreifachfarbungen von Gefrierschnitten
angefertigt, da in der Arbeitsgruppe im Rahmen friherer Fragestellungen gezeigt wurde,

dass diese gequetschten Préaparaten vorzuziehen sind. Zur Auswertung werden die
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gefarbten Schnittpraparate mithilfe der konfokalen Lasermikroskopie betrachtet und

fotografiert.

4.2.1 Vorversuche: Antikorperspezifitat

Antikoperspezifitat in verschiedenen Geweben, bzw. Zelllinien

Im Vorfeld der immunhistochemischen Versuche wird mittels Western Blot untersucht, ob
der eingesetzte Primarantikrper spezifisch an MMP19 reagiert, und ob sowohl die Proform
als auch die niedermolekularen anderen Formen dargestellt werden. Um die Gewebeproben
der Glioblastome und des gesunden Hirngewebes zu untersuchen, werden Homogenate
hergestellt; fir die Untersuchung der Zelllinien werden Lysate verwendet. Der MMP19-
Antikorper wird in einer Konzentration von 1:2000 verwendet, der Sekundarantikdrper in
einer Konzentration von 1: 20 000. In dem Western Blot lasst sich erkennen, dass sich in der
Probe des gesunden Gehirngewebes keine Form von MMP19 nachweisen lasst. Sie kann
als Negativkontrolle betrachtet werden. In den Gewebeproben der Glioblastome ist eine
starke Bande in Héhe der MMP19-Proform zu erkennen. Ob diese tatsachlich auf eine hohe
Expressionsrate der Gliomzellen selbst zurlick zu fuhren ist, oder auf die starke
Vaskulasierung des Tumors, soll im Folgenden noch geklart werden. In den Zelllinien sind

verschiedene aktive kleinere Formen zu erkennen.

MMP19

90 kDa -

70kDa ~
L. B B ~ 59 kDa
55kDa - ) ~45kDa
J— - 38KkD
35kD -~
15 kDa —
Normal- Glioblastome U343 U118

hirn

Abbildung 8: Nachweis verschiedener MMP19-Formen in unterschiedlichen Geweben, bzw.
Zelllinien mittels ,,Western Blot“
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Die Auftrennung erfolgte in einem 10% SDS-Gel. Anti-MMP19 wurde als priméarer Antikdrper
verwendet, zur Detektion der Banden wurde ein HRP-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen
Sekundarantikdrper eingesetzt.

Spezifitat der Sekundarantikorper

Die Spezifitdt der Sekundarantikdrper wird in einem Vorversuch Uberprdft, in dem ein
Glioblastomschnitt lediglich mit den Sekundéarantikdrpern ohne vorherige Reaktion mit den
Primarantikorpern gefarbt wird. Es wird zusatzlich eine Kernfarbung mit DAPI durchgefuhrt.
Die Farbung zeigt keinerlei Reaktionen der Sekundarantikdrper, so dass von einer hohen
Spezifitat auszugehen ist.

Abbildung 9: Kontrollfarbung an einem Glioblastomschnitt

Eingesetzt werden lediglich die Sekundarantikrper, um eine unspezifische Reaktion auszuschlieRen.
Es ist zu erkennen, dass der Sekundarantikérper keine unspezifischen Bindungen eingeht. In der
Abbildung ist die Kernfarbung mit DAPI zu sehen. VergréfZerung 1:400

4.2.2 Untersuchung der Kolokalisationen von MMP19

Um mehr Gber die Lokalisation von MMP19 zu erfahren werden Gefrierschnitte von
Normalhirn und Glioblastomen doppelt gefarbt. Es werden je ein Primarantikdrper gegen
MMP19, der mit dem Sekundarantikdrper griin gefarbt wird, und ein Primarantikbrper gegen
ein anderes zellspezifisches Antigen, welcher dann rot gefarbt wird, eingesetzt. Aul3erdem
wird stets eine Kernfarbung mit DAPI (blau) durchgefihrt. Der Zellmarker GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein) entspricht einem Protein der Klasse Il und markiert ein
Intermediarfilament, das Astrozyten in ihren Zellauslaufern besitzen. Abbildung 3.5 zeigt
einen fur GFAP stark positiven Normalhirnschnitt, MMP19 ist in diesem Schnitt nicht

anfarbbar. Es wird in gesundem Hirngewebe von den Astrozyten nicht exprimiert.
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Abbildung 10: MMP19 und GFAP in Normalhirn

Immunfluoreszenzdoppelfarbung von GFAP (rot) und MMP19 (griin), sowie Kernfarbung (blau) an
einem Normalhirnschnitt, Vergrof3erung 1:400, MMP19 ist kaum detektierbar in GFAP-positiven
Regionen.

Endothelzellen sind in situ positiv fir den Zellmarker PECAM (Platelet/ Endothelial Cell
Adhesion Molecule). Da Endothelzellen in den in vitro-Versuchen eine relativ hohe
Expresionsrate von MMP19 aufweisen, wird ein Normalhirnschnitt mit Primarantikbrpern
gegen PECAM und MMP19 gefarbt. In Abbildung 3.6 ist ein Gefallanschnitt dargestellt, der
eine Kolokalisation der beiden Proteine zeigt. Da MMP19 ein sekretorisches Molekl ist, ist

es extrazellular lokalisiert und wird diffus dargestellt.

Abbildung 11: MMP19 und PECAM in Normalhirn

Immunfluoreszenzdoppelfarbung von PECAM (rot) und MMP19 (griin), sowie Kernfarbung (blau) an
einem Normalhirnschnitt, VergréRerung 1:400, MMP19 ist diffus kolokalisiert mit PECAM-positiven
Endothelzellen.
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Insgesamt zeigt sich wie auch schon in den Versuchen zur Expression, dass MMP19 in
gesundem astrozytaren Gewebe nicht vorkommt. Das Enzym ist in gesundem Hirngewebe
lediglich an Zellen nicht neuronalen Ursprungs wie den Endothelzellen nachzuweisen. In den
Gefrierschnitten aus Glioblastomen wurden zunachst dieselben Zellmarker eingesetzt wie
bei der Analyse der Normalhirnschnitte. Die Farbungen (Abbildungen 3.7 und 3.8) zeigen,

Abbildung 12: MMP19 und GFAP in einem Glioblastom

dass MMP19 ubiquitar in den Tumorarealen vorkommt.

Immunfluoreszenzdoppelfarbung von GFAP (rot) und MMP19 (griin), sowie Kernfarbung (blau) an
einem Glioblastomschnitt, VergréRerung 1:400, MMP19 ist diffus Uberall in den GFAP-positiven

Regionen zu finden.

Abbildung 13: MMP19 und PECAM in einem Glioblastom

Immunfluoreszenzdoppelfarbung von PECAM (rot) und MMP19 (griin), sowie Kernfarbung (blau) an
einem Glioblastomschnitt, VergroRerung 1:400, MMP19 ist in Glioblastomen sowohl an PECAM-
positiven Endothelzellen als auch im umliegenden PECAM-negativen Gewebwe nachzuweisen.
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MiB-1 (Made in Borstel, synonym Kiel-67) ist ein Zellmarker, der an proliferierenden
Kernen positiv ist, nicht jedoch an Zellen, die sich in der GO-Phase befinden. Er wird deshalb
als Marker fur proliferierende Tumorzellen genutzt. Abbildung 3.9 zeigt einen
Glioblastomschnitt mit mehreren MiB-1 positiven Zellen und gleichzeitig wieder ein
grol3flachiges Vorkommen von MMP19. Sowohl proliferierende Zellen als auch solche, die

fur MiB-1 negativ sind, scheinen MMP19 zu produzieren.

Abbildung 14: : MMP19 und MiB-1 in einem Glioblastom

Immunfluoreszenzdoppelfarbung von MiB-1 (rot) und MMP19 (griin), sowie Kernfarbung (blau) an
einem Glioblastomschnitt, VergréRerung 1:400, MMP19 findet sich diffus in der Nahe von
proliferierenden Tumorzellen und in Bereichen, die umliegend MiB-negativ gefarbt sind.

Da eine Bedeutung von MMP19 in entziindlichen Prozessen beschrieben ist, soll die
Kolokalisation von MMP19 und Immunzellen in Glioblastomen untersucht werden. Es wurde
eine Doppelfarbung von MMP19 und CD-68 (Cluster of Differentiation) durchgefuhrt, da CD-
68 ein lysosomales Protein aktiver Makrophagen, bzw. Mikrogliazellen ist. Die Farbung zeigt,
dass in Glioblastomen sowohl CD-68 positive als auch negative Zellen positiv fir MMP19

sind.
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Abbildung 15: MMP19 und CD-68 in einem Glioblastom

Immunfluoreszenzdoppelfarbung von CD-68 (rot) und MMP19 (griin), sowie Kernfarbung (blau) an
einem Glioblastomschnitt, VergroR3erung 1:200, MMP19 findet sich nicht nur diffus in dem gesamten
Tumorgewebe sondern auch an CD-68 positiven Makrophagen, bzw. Mikrogliazellen.

4.3 Migrationsversuche

Nachdem zunéchst Vorkommen, Regulation und Lokalisation von MMP19 untersucht
wurden, sollen funktionelle Versuche zeigen, welche Relevanz das Vorkommen von MMP19
fur Glioblastomzellen hat. Da die U118-Zelllinien eine besonders hohe Expressionsrate

zeigen, werden sie in allen folgenden Versuchen eingesetzt.

4.3.1 Vorversuche: Inhibition der MMP19-Expression

Die transiente Transfektion mit spezifischen Sonden ermdglicht, die Expression von
MMP19 voriibergehend zu vermindern. Dazu wird sogenannte siRNA eingesetzt, als
Kontrolle dienen Zellen, die mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Weil
fur MMP19 komerziell mehrere ungetestete siRNAs angeboten werden, werden zunéchst
drei verschiedene auf ihre Effektivitat geprift (Abbildung 3.12) und danach die optimale
Konzentration bestimmt (Abbildung 3.13). Nach der Transfektion wird dazu eine RNA-
Isolierung mit anschlieRender RT-PCR durchgefiihrt. Dargestellt sind die ACT-Werte und die

Standartabweichungen.
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Abbildung 16: Effektivitat verschiedener si-RNA

Dargestellt ist die relative Genexpression nach transienter Transfektion (ACT-Werte und
Standartabweichungen). Als Kontrolle diente eine mit einer unspezifischen Kontroll-si-RNA
transfizierte Zelllinie. Die Transfektion erfolgte bei Konzentrationen von 100 uM und tber 24 Stunden.
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Abbildung 17: Effektivitat verschiedener Konzentrationen (in pM)

Dargestellt ist die relative Genexpression nach transienter Transfektion (ACT-Werte und
Standartabweichungen). Als Kontrolle diente eine mit einer unspezifischen Kontroll-si-RNA
transfizierte Zelllinie.

Die Versuche zeigen, dass die in der Abbildung 3.12 mit ,2“ bezeichneten si-RNA die
grolite Effektivitat besitzt. Sie kann die Expression etwa um den Faktor zehn verringern. In
einem zweiten Versuch wird nur diese si-RNA in unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt, wobei sich eine Konzentration von 250 puM als optimal erweist. Diese

Bedingungen werden in den folgenden Migrationsversuchen eingehalten.

37




4. ERGEBNISSE

4.3.2 Migration nach MMP19-,,Silencing*

Migration durch verschiedene Extrazellularmatrix-Bestandteile

Membranen mit einer Porengréf3e von 7 um werden mit verschiedenen Substanzen
extrazellularer Matrix beschichtet. Dann werden jeweils die gleiche Menge an mit
spezifischer si-RNA-und mit einer unspezifischen Kontroll-si-RNA transfizierte Zellen tber 1-
2 Stunden in die Boydenkammer gegeben. Eine langere Dauer hat dazu gefiihrt, dass
jeweils alle Zellen an die Unterseite der Membran wanderten und kein Unterschied
auszumachen war. Die Abbildung zeigt, dass bei dem Kontrollversuch mit einer
unbeschichteten Membran kein Unterschied festzustellen ist. Bei allen anderen
Beschichtungen sind deutliche Unterschiede zu erkennen: Zellen, die kein bzw. wenig
MMP19 exprimieren kdnnen, wandern schlechter durch die beschichteten Membranen.
Matrigel enthalt eine Mischung verschiedener Proteine, die in der Extrazellularmatrix
unterschiedlicher Gewebe, insbesondere in Basalmembranen, vorkommen. Ebenso stellt
Laminin einen wichtigen, aber Gewebe-unspezifischen Bestandteil von Basalmembranen
dar, wohingegen Brevican eine spezifische Komponente der Extrazellularmatrix des

zentralen Nervensystems ist.
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Abbildung 18: Mikrochemotaxisversuch in der Boydenkammer

Dargestellt ist die relative Menge an Zellen, die die jeweilige Membran durchwanderten. Als Kontrolle
diente eine mit einer unspezifischen Kontroll-si-RNA transfizierte Zelllinie. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standartabweichungen der jeweiligen Einzelversuche (unbeschichtet und Matrigel
jeweils 15, Laminin und Bravican jeweils funf). MMP19-,Silencing“ reduziert die Migration durch
Matrigel, Laminin und Brevican.
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Migration in Gewebe

Um die Fahigkeit, in Hirngewebe einwachsen zu kénnen, zu beurteilen, werden
Glioblastomzellen mit normal hoher Expression von MMP19(C) und wiederum transfizierte
Zellen (Si-MMP19) eingesetzt. Diese werden in gleicher Menge auf 750 um dicke Schnitte
eines frisch enthommenen Mausegehirns gegeben. Nach drei Tagen, in denen regelméaRige
Mediumwechsel stattfinden, so dass die Zellen vital bleiben, wird das Gewebe sehr griindlich
gewaschen und fixiert. Anschlieend wird am konfokalen Mikroskop die Zahl der
eingewachsenen Zellen festgestellt. Dabei ist zu beobachten, dass tendenziell die

Kontrollzellen besser in das Gewebe einwachsen konnen als die transfizierten Zellen.

500 - Kontrolle
- Si-MMP19

Hirngewebe

Medium

gezahlte Zellen

—48h—— —72h—

1 2 3 4
Experiment

Abbildung 19: Migrationsversuch an Gehirngewebe

Die MMP19-si-transfizierten Zellen wurden griin, die mit der Kontroll-si-RNA transfizierten Zellen rot
gefarbt. Nach 48 und 72 Stunden wurden die Gewebe fixiert und die Zellen in den einzelnen
Praparaten mittels konfokalem Mikroskop betrachtet (VergréRerung 1:200) und gezahlt. Die absoluten
Zahlen vier unabhéangiger Experimente sind angegeben und lassen erkennen, dass die Zellen, die
kaum MMP19 exprimieren, schlechter in dem Gewebe einwachsen.
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5 DISKUSSION

5.1 Invasion

Bei den meisten Karzinomerkrankungen spielen Tumorinvasion und Metastasierung eine
grol3e Rolle fur die Morbiditat und Mortalitét der Patienten. Metastasen sind in 90% der
Tumorerkrankungen die Todesursache der Patienten und nicht der Primartumor selbst
(Gupta und Massague 2006; Molloy und van 't Veer 2008). Dementsprechende Vorgange
und Pathomechanismen stehen im starken Interesse medizinisch-wissenschatftlicher
Forschung (Friedl und Wolf, 2003). Bei astrozytaren Tumoren, insbhesondere dem
Glioblastom, spielen die Zellinvasion in umliegendes Gewebe, der dadurch entstehende
zerebrale Schaden und die Erhéhung des intrakraniellen Druckes die entscheidenden Rollen
im Krankheitsverlauf (Claes et al., 2007). Fur Tumorwachstum und Zellinvasion mussen
verschiedene Substanzen wie EZM-Bestandteile, Basalmembranen und
Zelladhasionsproteine degradiert werden. Dies wird von verschiedenen Proteasen bewaltigt.
Bei Glioblastomen scheinen sekretorische Proteasen wie MMP2 (Gelatinase A), MMP7
(Matrilysin), MMP9 (Gelatinase B), ADAMTS4/5 und Urokinase, die Membrantyp-Proteasen
MMP14 und MMP15 sowie ADAM8 und ADAM19 entscheidene Rollen fiir diese invasiven
Prozesse zu spielen. (Forsyth et al. 1999; Held-Feindt et al. 2006; Rao 2003; Wildeboer et al.
2006). Neue Therapieansatze in der Tumorforschung konzentrieren sich unter anderem auf
proteoytische Enzyme wie Metalloproteinasen und deren Inhibitoren (TIMPS), damit die
Zellmigration und —invasion herabgesetzt werden kdnnen. Eine veranderte Expression von
MMPs im Rahmen einer Tumorerkrankung ist nicht erstaunlich, da viele Promotoren von
MMP-Genen Bindungsstellen fir Protoonkogene aufweisen (Giambernardi et al. 1998). Die
therapeutischen Mdglichkeiten bei héhergradigen Hirntumoren sind sehr eingeschrankt und
meist nur palliativer Art. Deshalb ist es insbesondere bei Glioblastom wichtig zu verstehen,
welche Enzyme an pathologischen Prozessen beteiligt sind, und welche klinische Bedeutung
dies haben kénnte. Nach der Entdeckung von Metalloproteinasen in Karzinomen und ihrer
Bedeutung in Vorgangen wie Metastasierung und Zellinvasion wurden Breitband-MMP-
Inhibitoren entwickelt, die bei fortgeschrittenen Erkrankungsstadien eingesetzt wurden. Die
Ergebnisse dieser klinischen Studien entsprachen allerdings nicht den Erwartungen, da
durch MMPs auf3er der Zellmigration offensichtlich auch andere wesentliche Prozesse
beeinflusst werden, die bis zu diesem Zeitpunkt nicht bedacht wurden. So wirkte sich die
unspezifische Hemmung auf den Krankheitsverlauf auch negativ aus, weil z.B.
Fernmetastasen friher auftraten und positiv wirkende Apoptosevorgdnge gehemmt wurden
(Coussens et a., 2002; Della Porta et al., 1999; Folgueras et al., 2004; Kruger et al., 2001).
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In Zukunft wird es also wichtig sein, die Bedeutung einzelner Proteasen genau zu verstehen,

um mit einer selektiven Therapie gezielte Vorgange positiv beeinflussen zu konnen.

5.2 Die Rolle von MMP19

MMP19 stellt ein relativ neues Mitglied der Familie der MMPs dar, und ihre Bedeutung in
verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen ist bisher noch unzureichend
geklart. Sie wird in den verschiedensten Geweben exprimiert, insbesondere jedoch von
Epithelien, Endothelien und mesenchymalen Zellen, oftmals in der Néahe der Basalmembran.
Dementsprechend stellen Bestandteile der Basalmembran wie Kollagen Typ IV, Laminin,
Nidogen, Nascin-C-Isoform und Fibronectin wesentliche Substrate von MMP19 dar. Des
Weiteren werden Extrazellularsubstanzen wie das Proteoglykan Aggrecan und hormonelle
Proteine wie das Insulin-like-Growth-Faktor-binding-Protein-3 hydrolisiert. (Stracke et al.
2000; Titz et al. 2004; Sadowski et al. 2005). Abgesehen von den direkten proteolytischen
Wirkungen wurde gezeigt, dass MMP19 essentiell fur die Entwicklung von T-Zellen im
Thymus und die T-Zell-vermittelte Immunantwort der Haut ist (Beck et al. 2008). Bisher ist
nicht bekannt, ob diese immunmodulierenden Effekte von MMP19 von der proteolytischen
Aktivitat, adhasiven oder nicht-hydrolytischen Wirkungen bedingt werden.

In Karzinomen zeigen sich fir MMP19 eine komplizierte Regulation und verschiedene
Funktionen. Im Mammakarzinom wird MMP19 beispielsweise herunter reguliert: Wahrend in
gutartigen Lasionen Tumorzellen und ihre umliegenden Endothelzellen deutlich
immunreaktiv fir MMP19 sind, fuhrt die Entdiffernzierung in ein invasives Karzinom zum
Verlust von MMP19 (Djonov et al. 2001). Auch im Kolonkarzinom wird ein Verschwinden von
MMP19 beschrieben (Bister et al. 2004). Und Mause mit einem MMP19-Defizit zeigen nach
Implantation von malignen Keratinozyten eine friihere Angiogenese der Tumoren.
Andererseits wurde MMP19 in einigen Zelllinien von Mammakarzinomen mit einer erhéhten
Invasivitat in Verbindung gebracht (Oxmann et al. 2008, Hegediis et al. 2008). AuRerdem
korreliert die Hohe der Expressionsrate von MMP19 in Squamosa-Zell-Karzinomen des

Oropharynx mit der lymphatischen oder systemischen Metastasierung (Velinov et al., 2008).

Fur Hirntumore gibt es, was MMPs und insbesondere MMP19 betrifft, sehr
unterschiedliche Berichte: Wahrend auf der einen Seite eine geringe Expressionsrate
beschrieben wird (Lampert et al. 1998), zeigen Stojic et al. 2008 mit immunhistochemischen
Methoden einen Anstieg von MMP19 in astrozytdren Tumoren, der in Korrelation zum

Tumorgrad steht.
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5.2.1 MMP19 wird in astrozytdren Tumoren verstarkt exprimiert

Zum Vorkommen von MMP19 wurden die oben beschriebenen Expressionsstudien
durchgefihrt. Sie haben gezeigt, dass MMP19 in den verschiedenen astrozytaren Tumoren
auf hohem Niveau exprimiert wird, wobei die Werte in den Tumoren der einzelnen Grade
zum Teil stark schwanken. Dabei ist zu bedenken, dass in der WHO-Klassifikation
verschiedene Tumore mit unterschiedlichen Eigenschaften zusammengefasst werden, da sie
eine klinische Einteilung darstellt und im Wesentlichen eine Aussage zur Prognose macht.
Ein weiterer Grund kénnte die Herkunft der Tumore aus verschiedenen Hirnregionen sein,
ebenso wie das Vorkommen von Nekrosen oder unterschiedlich ausgepragter
Vaskularisation. In Gewebe, das aus gesundem Hirn stammt, lag die Expressionsrate zum
Teil unter der Nachweisgrenze, so dass auch der Anteil gesunden Gewebes am Tumorrand
einen sehr starken Einfluss auf die Hohe des Vorkommens von MMP19 in der jeweiligen
Probe hat. Der Nachweis von MMP19 in gesundem Hirngewebe hingegen kann wiederum
dadurch begriindet sein, dass es sich um stark vaskularisiertes Gewebe handelt. Aul3erdem
sei angemerkt, dass nicht bekannt ist, woher die Resektate genau stammten und ob bei den
jeweiligen Patienten neuronale Erkrankungen bestanden. So kénnte z.B. eine Multiple
Sklerose eine hohe Expressionsrate von MMP19 ebenso erklaren (von Horssen et al., 2006)
wie ein Resektatat, das aus einer Hirnblutung stammt (Sedlacek et al., 1998).

In den Versuchen mit kultivierten Zelllinien zeigte sich eine konstant hohe Expressionsrate
von MMP19 in allen Glioblastomlinien. Sie entspricht in etwa der Rate in Endothelzellen, in
denen ein deutliches Vorkommen von MMP19 bereits beschrieben ist. Die
Monozytenzelllinien THP-1 zeigte eine geringere Expressionsrate als die Glioblastome und
nur in Chondrozyten war diese noch etwas hdher. Diese Daten legen wiederum nahe, dass
die hohen Werte in den soliden Tumoren nicht nur auf eine verstarkte Versorgung mit
BlutgefaRen oder entziindliche Prozesse zuriickzufiihren sind, sondern dass tatsachlich die

Tumorzellen astrozytaren Ursprungs MMP19 exprimieren.

In den immunhistochemischen Untersuchungen an Tumoren und gesundem Hirngewebe
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass MMP19 ubiquitdr in astrozytaren Tumoren
anzufarben ist. Im Gegensatz dazu zeigte sich in gesundem astrozytarem Gewebe lediglich
das bereits erwartete Vorkommen an Blutgeféaf3en, das auch in den Tumoren nachzuweisen

war.

5.2.2 MMP19 wird von proinflammatorischen Zytokinen induziert

Um einen Einblick in die mdglichen Ursachen der Uberexpression von MMP19 zu
erhalten, wurden Gliomzellen mit unterschiedlichen Zytokinen und Wachstumsfaktoren

stimuliert. Den deutlichsten Effekt hatte dabei TNFa, ein proinflammatorisches Zytokin, das
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die Genexpression von MMP19 auf das mehr als finffache anstiegen lie3. Ein verstarktes
Vorkommen in Herden multipler Sklerose wird auch von an Horssen et al. beschrieben, so
dass anzunehmen ist, dass entziindliche Vorgange einen wesentlichen Einfluss auf die

Expression von MMP19 haben.

5.2.3 MMP19 spielt eine entscheidende Rolle bei der Invasionsfahigkeit von
Glioblastomzellen

In den Mikrochemotaxisversuchen und den Versuchen an Hirnschnitten konnte
beobachtet werden, dass Zellen, die kein oder wenig MMP19 exprimieren kénnen,
schlechtere Mdglichkeit zur Invasion besitzen. Sie wandern zum einen langsamer durch
beschichtete Membranen und kénnen sich zum anderen schlechter in Hirngewebe
ansiedeln. MMP19 scheint also sowohl einen Einfluss auf die Fahigkeit der Invasion an sich
zu haben, als auch darauf, wie schnell diese Invasion von statten geht. In den
Mikrochemotaxisversuchen wurden dabei sowohl das Matrigel, welches einen Proteinmix
aus verschiedenen Basalmembranbestandteilen beinhaltet, als auch Laminin, was ebenfalls
ein Basalmembranbestandteil ist, denaturiert. Diese Substanzen sind bereits als Substrate
von MMP19 bekannt und beschrieben und die statistische Signifikanz der Experimente ist
sehr hoch. Doch gleichzeitig wurde auch Brevican signifikant langsamer durchdrungen, wenn
wenig oder kein MMP19 exprimiert wurde. Brevican ist ein spezifischer
Extrazellularmatrixbestandteil des zentralen Nervensystems, so dass MMP19 insbesondere
bei Hirntumoren eine wichtige Rolle bei der Invasion zu spielen scheint. Die Werte miissen
allerdings auch kritisch betrachtet werden, da es sich bei der Methode der transienten
Transfektion um eine sehr fehleranfallige handelt, und der Effekt Gber die Zeit nachlasst. Es
ist in Zukunft also dartber nachzudenken, ob Versuche, die auf einer stabilen Transfektion
beruhen, vielleicht besser geeignet sind, den Effekt von MMP19 zu untersuchen.
AbschlieRend ist zu sagen, dass der Einfluss von MMP19 auf die Invasionsfahigkeit von
Tumorzellen sicher das interessanteste Ergebnis dieser Arbeit ist. Insbesondere die
spezifische Denaturierung von hirneigenen Extrazelllularsubstanzen wie Brevican und
Hirngewebe in situ durch MMP19 ist eine wichtige Erkenntnis, die helfen kann, den invasiven

Charakter astrozytarer Tumore zu verstehen und vielleicht in Zukunft zu kontrollieren.

43




6. AUSBLICK

6 AUSBLICK

Da die Anzahl der Versuche zur Migration in Gewebe sehr klein ist, besteht hier weiterhin
Forschungsbedarf, um den angezeigten Trend, dass MMP19 hierbei eine entscheidende
Rolle spielt, zu bestéatigen. Weiterhin ist zu Gberlegen, ob nach einer stabilen Transfektion
vielleicht Tumorzellen in ein Tiermodell implantiert werden sollten, um in vivo-
Beobachtungen treffen zu kénnen. Hier kdnnte auch untersucht werden, ob selektive
Hemmstoffe fir MMP19 ein invasives Wachstum verhindern oder zumindest verlangsamen

koénnen.

Die Frage, ob selektive Hemmstoffe in der Klinik Anwendung finden kdnnen, muss offen
bleiben, da, wie oben erlautert, bisherige Studien sehr enttauschend verlaufen sind.
Dennoch sei angemerkt, dass gerade beim Glioblastom auch palliative Therapieansatze, die
eventuell ein Wachstum verlangsamen kdnnten, weiterhin erforscht werden muissen, da es

zurzeit keinen kurativen Therapieansatz gibt.
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1 ZUSAMMENFASSUNG

Astrozytare Tumore fuhren aufgrund ihres schnellen und invasiven Wachstums zu einer
hohe Morbiditat und Mortalitét betroffener Patienten. Die Matrix-Metalloproteinasel9
(MMP19) ist eine sekretorische Proteinase, die Bestandteile der Extrazellularmatrix
hydrolsiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ihr Vorkommen in Gehirngewebe, in
astrozytaren Tumoren unterschiedlicher Grade sowie verschiedener Tumorzelllinien mittels
RT-PCR, Western-Blot und immunhistochemischen Farbungen untersucht und funktionelle
Versuche mit Zellen vorgenommen, deren Expressionsraten durch Transfektion vermindert
worden waren (MMP19-silenced). MMP19 konnte dabei in gesundem Hirngewebe nur an
Endothelzellen nachgewiesen werden, zeigte jedoch hohe Expressionsraten in malignen
Zellen (in vitro) und astrozytaren Tumoren (in situ). An kultivierten Glioblastom-Zelllinien
konnte gezeigt werden, dass die Expression von MMP19 durch proinflammatorische
Zytokine gesteigert wurde. In Transwell-Versuchen zeigte sich, dass Zellen, deren
Expressionsrate vermindert worden war, deutlich langsamer durch Beschichtungen von
Laminin, Basallamina und Brevican migrierten als entsprechend unbehandelte Zellen. Sie
konnten auch schlechter in Gewebsschnitte von Gehirn einwachsen. Die Versuche zeigten
insgesamt, dass MMP19 in astrozytaren Tumoren hochgradig exprimiert wird und eine

wesentliche Rolle bei der Fahigkeit zur Invasion in hirneigene extrazellulare Matrix spielt.
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bFGF basic Fibroblast Growth Factor
cDNA copy Desoxyribonucleic Acid

DNA Desoxyribonucleic Acid

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

EGF Epidermal Growth Factor

EZM Extrazellularmatrix

Glu Glutaminsaure

IFNy Interferon y

Ig Immunglobulin

IGF Insulin-like Growth Factor

IL Interleukin

MMP Matrix Metallo Proteinase

mMRNA messenger Ribonucleic Acid
PVDF Polyvinyldifluorid

RNA Ribonucleic Acid

SiRNA small inhibitoring Ribonucleic Acid
TGFpB Transforming Growth Factor 8
TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinases
TNFa Tumor-Nekrose-Faktor a

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
WHO World Health Organization

GBM Glioblastoma multiforme

ZNS Zentrales Nervensystem
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