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Einleitung

1.1 Mechanismen der Tumorentstehung

Tumoren entstehen aus korpereigenen Zellen, deren zellulare Wachstumskontrolle,
Differenzierung und Apoptosemechanismen nicht mehr funktionieren. Verschiedene
Signalwege in der Zelle dienen hierbei der Regulation und Aufrechterhaltung oben
genannter zellularen Mechanismen. Sind in transformierten Zellen diese Signalwege
gestort oder unterbrochen, kdnnen signalwegspezifische biochemische Reaktionen
nicht mehr regelrecht ablaufen und dazu fuhren, dass die Transkription bestimmter
Gene entweder zum Erliegen kommt oder andere Gene unkontrolliert Gberexprimiert
werden. Mutationen im Genom einer Zelle kdnnen auch indirekt zu
Funktionsstorungen von Signalwegen fuhren. Die Ursachen dieser Mutationen sind
meistens multifaktorieller Genese. So kann durch Mutation eines Gens ein Protein
innerhalb einer Signalwegkaskade so verandert sein oder ganz verloren gehen, dass
die Kaskade unterbrochen wird.

Gene, die im besonderen Malde durch Mutationen zur Krebsentstehung fuhren, sind
die sogenannten Tumorsuppressorgene und die Protoonkogene. Inaktivierende
Mutationen von Tumorsuppressorgenen sowie aktivierende Mutationen von
Protoonkogenen fordern Zellwachstum und Proliferation, hemmen Zelldifferenzierung
und Apoptose (Weinberg 1994) Eine einzelne Veranderung eines Zellzyklus-
steuernden Gens fuhrt dabei jedoch in den meisten Fallen nicht zur Entstehung einer
malignen Zelle, da dieser Reparatur- und Schutzmechanismen zur Verfugung
stehen. Die Zelle entartet meist erst, wenn mehrere Genmutationen stattgefunden
haben (Peltomaki 2012, Renan 1993). Maligne transformierte Zellen kdénnen sich
dann ungehindert vermehren, gesundes Gewebe verdrangen und dessen Funktion

beeintrachtigen.
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1.2 Der Einfluss von DNA-Methylierung auf die
Genexpression

Epigenetische Modifikationen der DNA, wie z.B. die DNA-Methylierung, kdénnen die
Expression von Genen verandern und dadurch Auswirkungen auf den Prozess der
Tumorentstehung und Tumorprogression haben. Gene werden in ihrer
transkriptionellen Aktivitdt und Funktion nicht nur durch Mutationen verandert, sie
konnen auch durch Methylierung von Cytosinen in CpG-reichen DNA-Abschnitten,
die haufig dem Transkriptionsstartpunkt vorangehen oder diesen umgeben,
transkriptionell inaktiviert werden. Diese sogenannten 5°-CpG-Inseln mit einer hohen
Anzahl von CpG-Dinukleotiden finden sich zumeist in regulatorischen Bereichen von
Genen und sind mit etwa der Halfte aller menschlichen Gene assoziiert (Antequera
und Bird 1993, Huimin et al. 2012). Grundlage der regulatorischen Funktion dieser
CpG-reichen Regionen ist die Modifizierung der Base Cytosin zu 5-Methylcytosin
durch Anlagerung einer Methylgruppe an das C5 Atom des Cytosins. Verantwortliche
Enzyme hierfir sind die DNA-Methyltransferasen Dnmt-1, Dnmt-3a und Dnmt-3b.
Dabei gibt es zwei Arten der Methylierung: Die Erhaltungsmethylierung, welche nach
einer Zellteilung das Methylierungsmuster des Elternstranges mittels der Dnmt1
Methyltransferase auf den Tochterstrang Ubertragt, und die de-novo-Methylierung.
Mit Hilfe der de-novo-Methylierung kann die Zelle ihr Expressionsmuster verandern,
indem sie durch die Methylierung von CpG-Dinukleotiden und die anschlieRende
Verlinkung der methylierten CpGs Uber MeCP2 mit dem Sin3/Histondeacetylase-
Corepressor-Komplex eine morphologische Veranderung der Chromatinstruktur
bewirkt. Dazu dienen ihr die DNA-Methyltransferasen Dnmt-3a und Dnmt-3b (Leird
und Jaenisch 1996, Jones und Baylin 2002, Johnson et al. 2012). Die
Hypermethylierung einer Promotorregion fuhrt hierbei zu einer reduzierten, die
Promotor-Demethylierung zu einer gesteigerten Expression des nachfolgenden
Gens.

In Tumoren kann somit die DNA-Methylierung Uber die Reduktion der Expression
von Tumorsuppressor-Genen oder die Hypomethylierung von Protoonkogenen zur
Tumorentstehung beitragen (Robertson und Wollfe 2000, Jones 2002, Wang et al.
2012). So fuhrt eine Hypermethylierung der Promotorregion des humanen
Retinoblastom-Tumorsuppressorgens zum gehauften Auftreten von Retinoblastomen

(Ohtani-Fujita et al. 1993). Beispiele fur eine Hypomethylierung sind das Proto-
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Onkogen RAF beim Leberzellkarzinom (Rao et al. 1989) und das B-Zell Leukamie
Onkogen 2 (BCLZ2) bei der chronischen lymphatischen Leukamie des Menschen
(Hanada et al. 1993).

1.3 Morphogene und ihre Rolle bei der Entwicklung

Morphogene sind Signalmolekile, die eine wichtige Rolle bei der Ontogenese von
Lebewesen spielen (Fogarty et al. 2005). Dabei steuern sie die Differenzierung von
Zellen und die Bildung von Geweben. Um ein Molekul als Morphogen bezeichnen zu
kénnen, gelten definierte Eigenschaften. Es muss wahrend der Entwicklung zu
bestimmten Zeitpunkten an klar umschriebenen Orten gebildet und sezerniert
werden, um zwischen Entstehungs- und Wirkorten einen Konzentrationsgradienten
aufzubauen (Gurdon und Bourilotte 2001). Der Effekt des Signalmolekuls auf Zellen
an einer bestimmten Position des Konzentrationsgradienten hangt dabei direkt von
seiner Konzentration an dieser Stelle ab. Eine hohe Konzentration an Morphogen
induziert andere Gene als eine niedrige. Molekule die zu den Morphogenen gezahlt
werden, sind unter anderem Proteine der Hedgehog (HH), Wingless (WNT) und
,Bone morphogenetic protein“ (BMP) Familien. Letztere sind Mitglieder der TGF-beta
Superfamilie. Diese drei Molekulgruppen spielen auch eine entscheidende Rolle fur
die regelrechte Entwicklung des zentralen Nervensystems. Eines der am besten
erforschten Morphogene ist Hedgehog (HH), welches erstmals in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster beschrieben wurde und eine Rolle bei der Segmentbildung
wahrend der Embryogenese der Fruchtfliege spielt (Nusslein-Volhard und Wieschaus
1980).

Als Korrelat dazu wurde in Vertebraten das Hedgehog-Homolog Sonic Hedgehog
(SHH) beschrieben (Echelard et al. 1993), welches eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung des Neuralrohrs im Menschen spielt (Yanado et al. 1993). Dabei scheint
es nicht verwunderlich, dass es bei einer gestorten Expression oder Mutation dieser
Molekile zu Krebs kommen kann. Studien zu ererbten Tumorsyndromen, wie etwa
dem Gorlin-Goltz-Syndrom oder dem Turcot-Syndrom, haben Stérungen der SHH-
bzw. WNT-Signalwege mit der Entwicklung von Medulloblastomen bei Kindern in
Beziehung gebracht (Hamilton et al. 1995). Mitglieder der BMP-Familie und ihre
nachgeschalteten Signalkaskaden regulieren Zellwachstum und Differenzierung in
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Stamm- und Vorlauferzellen, und sind somit ebenfalls relevant bei der
Krebsentstehung. So konnte in einer Arbeit von Taniguchi und Mitarbeitern (2008)
gezeigt werden, dass eine verminderte Expression von BMP6 mit einer adulten Form

der T-Zell Leukamie in Verbindung steht.

1.4 Bone Morphogenetic Proteine (BMP)

Bone Morphogenetic Protein (BMP) Moleklule sind Glykoproteine mit einem
Molekulargewicht von 15 bis 30 kDa, die der TGF-beta Superfamilie angehdren
(Rosen et al. 1989, Celeste et al. 1990). Beim Menschen sind mittlerweile mehr als
20 BMP-Mitglieder bekannt (Kawabata et al. 1998, Hruska et al. 2005).
Entsprechend der Homologie ihrer Aminosauresequenz werden sie in drei
Untergruppen unterteilt. BMP2 und BMP4 bilden die Untergruppe mit der groften
Homologie, wahrend BMP6 gemeinsam mit BMP5 und BMP7 in einer Gruppe mit
geringerer Ubereinstimmung der Aminosduresequenz zusammengefasst werden
(Ebendal et al. 1998). lhre Wirkung entfalten BMP Uber Transmembranrezeptoren
an der Zelloberflache und eine nachgeschaltete intrazellulare
Signaltransduktionskaskade, die letztendlich Uber einen aktivierten Komplex aus
Transkriptionsfaktoren die Expression von Zielgenen reguliert. Es werden zwei
isoforme Rezeptorgruppen (Typ | und Typ Il), die eine Serin/Threonin Kinase Aktivitat
besitzen, unterschieden. Derzeit sind je drei Rezeptoren der Typ | und der Typ Il
Gruppe bekannt. Der Activin-Typ-I-Rezeptor (ACVR-1) und die BMP-Rezeptoren
(BMPRs) 1A und 2A gehdren der Typ I-Gruppe an. Die Typ llI-Rezeptorgruppe
umfasst die Rezeptoren BMPR2, ACVR-2A und ACVR-2B (Fogarty et al. 2005).

Die Bezeichnung ,Bone Morphogenetic Protein® pragte bereits Urist (1965) fur die
Proteinfraktion der entkalkten Knochenmatrix, die er fur die ektope Knochenbildung
im Rattenmuskel verantwortlich machte. Jedoch konnte erst 1981 von Sampath und
Reddi reproduziert werden, dass wirklich der von der Knochengrundsubstanz
abgetrennte Proteinanteil den Ausschlag fur die Knocheninduktion gibt. Die Wirkung
der BMPs ist jedoch nicht auf das Knochengewebe beschrankt, auch die
Neurogenese wird durch BMPs reguliert. Sie wirken in der Embryogenese auf die
Strukturierung der dreiblattrigen Keimscheibe entlang der dorsoventralen Achse ein

(Graff et al. 1997, Dale et al 1992) und spielen eine Rolle bei der neuronalen und
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glialen Differenzierung (Kalyani et al. 1998, Wine-Lee et al. 2004). Hierbei konnte
gezeigt werden, dass BMPs in frihen Stadien der embryonalen Entwicklung die
Neurogenese und neuronale Differenzierung fordern, jedoch in spateren
Entwicklungsstadien die Neuro- und Oligodendrogenese hemmen, daflr aber die

Bildung von Astroglia anregen (Li et al. 1998).

1.5 Der BMP-Signalweg

BMPs binden an BMP-Rezeptordimere, bestehend aus jeweils einem Typ-l und
einem Typ-ll Rezeptor mit inharenter Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat. Dabei haben
die verschiedenen BMPs unterschiedliche Affinitdten zu den einzelnen
Rezeptortypen. Die Molekile BMP2 und BMP4 binden starker an die
Rezeptoruntertypen BMPR1A und BMPR2A als BMP6. Der Typ-ll Rezeptor
phosphoryliert nach Ligandenbindung den Typ-I Rezeptor, der wiederum sekundare
Botenstoffe der SMAD-Familie (Rezeptor-aktivierte SMADs; R-SMAD-1,-5 und -8)
phosphoryliert, die im Zytoplasma lokalisiert sind. Diese bilden nach Aktivierung
einen Komplex mit SMAD4 (Liu et al. 1997), wandern in den Zellkern und steuern
dort die Transkription BMP-abhangiger Zielgene (Yingling et al. 1997, Dennler et al.
1998). Dieser Signalweg unterliegt einer strengen Regulation und kann durch die
beiden Antagonisten Chordin und Noggin gehemmt werden (Balesman und Van Hul
2002) (Abb.1).
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3) Spezifizierung des ventralen
Mesoderm

Abbildung 1: Schematische Darstellung des BMP-Signalwegs (modifiziert nach Anderson und
Darshan 2008)
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1.6 Tumoren des zentralen Nervensystems

1.6.1 Einteilung und Gradierung primarer ZNS-Tumoren

Zu den Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS), die nur etwa 2% aller
Tumoren des Menschen ausmachen, werden alle gut- und bdsartigen Neoplasien
gerechnet, die vom Gehirn, den Hirnhauten und dem Ruckenmark ausgehen. Die
Klassifikation von primaren ZNS-Tumoren sowie deren Gradeinteilung richtet sich
nach den internationalen Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO). Dabei
unterteilt der Neuropathologe die Tumoren zusatzlich zu seiner Artdiagnose in
folgende WHO-Grade (Kleihues et al. 2007):

Tabelle 1: WHO-Grade von Tumoren des zentralen Nervensystems.

WHO-Grad | [langsam wachsend, gutartig, durch Operation heilbar

WHO-Grad Il [langsam wachsend, Tendenz zu Rezidiven und maligner Progression

WHO-Grad lll | schnell wachsend, malignes Verhalten

WHO-Grad IV [ extrem bdsartig, schnell wachsend, schlechte Prognose

1.7 Das Medulloblastom

Das Medulloblastom ist der haufigste maligne Hirntumor des Kindes- und
Jugendalters. In diesem Alter stellen die primaren Tumoren des zentralen
Nervensystems nach den akuten Leukamien die zweithdufigste Tumorentitat dar.
Das Medulloblastom ist ein embryonaler Hirntumor, der durch invasives und rasches
Wachstum gekennzeichnet ist und gemaly der WHO-Klassifikation in die Gruppe der
WHO-Grad IV Tumoren eingeordnet wird. In den meisten Fallen hat das
Medulloblastom seinen Ursprung im Kleinhirnwurm oder dem Dach des 4. Ventrikels.
Tritt das Medulloblastom jedoch im héheren Lebensalter auf, so steigt die Anzahl der
Patienten, in denen es auch in den cerebellaren Hemispharen lokalisiert ist
(Giangaspero et al. 2007).

Der Altersgipfel der Manifestation eines Medulloblastom liegt um das 5. Lebensjahr.
Nur selten treten Medulloblastome nach dem 20. Lebensjahr auf (McNeil et al. 2002).
Die 5-Jahre Uberlebensrate liegt mit postoperativer Bestrahlung und Chemotherapie
bei ca. 87% (Packer et al. 2012).
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Die Klinik des Medulloblastoms wird durch Hirndrucksymptome, cerebellare
Syndrome und Stérungen der Okulomotorik bestimmt. Auch kann es zu einer
begleitenden Hirnstammsymptomatik kommen. Als nicht-invasive diagnostische
Verfahren wird insbesondere die kranielle und spinale MR-Bildgebung eingesetzt.
Mittels Liquorentnahme kann eine liquorgene Aussaat von Tumorzellen
nachgewiesen werden. Aufgrund seiner hohen Malignitat (WHO-Grad 1V) wird das
Medulloblastom primar kombiniert behandelt, d.h. operativ reseziert, um eventuelle
Hirndrucksymptome zu lindern und den Tumor maéglichst in toto zu entfernen, gefolgt
von einer kraniospinalen Strahlentherapie und einer Chemotherapie, z.B. eine
intrathekale Gabe von Methotrexat (MTX) (Rutkowski et al. 2005). Bei Kindern unter
3 Jahren wird wenn maoglich aufgrund des sich noch entwickelnden Gehirns auf eine
Strahlentherapie verzichtet (Grill et al. 2005).

Makroskopisch zeigt das Medulloblastom haufig eine feinkdrnige, graue
Schnittflache. Histologisch werden verschiedene Subgruppen unterteilt, wobei zwei
Hauptgruppen dominieren (Giangaspero et al. 2007):

1. - das klassische Medulloblastom, das als undifferenzierter und zellreicher
Tumor imponiert und haufig neuroblastische Pseudorosetten (Homer-Wright-
Rostetten) ausbildet.

2. - das desmoplastische Medulloblastom, welches zellarme Bereiche (,pale
islands“) aufweist, die von dicht gepackten, hochgradig mitotischen

Zellarealen mit Retikulinfaserbildung umgeben werden.

Als weitere, seltenere Subtypen des Medulloblastoms werden noch das
anaplastische, das grofizellige und das Medulloblastom mit extensiver Nodularitat

beschrieben (Giangaspero et al 2007).
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1.8 Molekulargenetische Veranderungen im
Medulloblastomen

Die mit 30-45 % haufigste chromosomale Anomalie in Medulloblastomen betrifft das
Chromosom 17 in Form eines sogenannten Isochroms 17q, bei dem einerseits der
Verlust eines noch nicht identifizierten Tumorsuppressor-Gens auf dem deletierten
Chromosomenarm 17p oder andererseits der Gewinn eines putativen Onkogens auf
17q eine Rolle bei der Tumorgenese spielen (McCabe et al. 2009, Bigner et al 1988)
In insgesamt 10-20 % der sporadisch auftretenden Medulloblastome sind Mutationen
in Genen fur Mitglieder des SHH-Signalwegs zu verzeichnen (Rubin und Rowitch
2002); 10-18 % entfallen auf somatische Mutationen des PTCH7-Gens, das den
Rezeptor und Inhibitor des SHH-Signalwegs kodiert. Seltener von Mutationen
betroffen sind andere Komponenten des SHH-Signalwegs, SHH selbst, SMOH und
SUFUH in jeweils 1-2 % der Falle (Reifenberger et al. 1998, Taylor et al. 2002). Es
zeigt sich hierbei ein Zusammenhang zwischen Mutationen in Komponenten des
SHH-Signalwegs und der desmoplastischen Medulloblastom-Variante (Pietsch et al.
1997). Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens, das in gesunden Zellen fur den
Zellzyklus-Arrest bei Auftreten von genomischen Schaden zustandig ist, sind in
Medulloblastomen selten. So fanden Adesina und Mitarbeiter (1994) in nur 5-10 %
der Falle eine direkte Veranderung des TP53-Gens. Haufiger sind Deletionen der
Tumorsuppressor-Gene CDKNZ2A und CDKNZB (Frank et al. 2004). Des Weiteren
wurden Mutationen in Komponenten des WNT-Signalwegs in Medulloblastomen
nachgewiesen, beispielsweise Mutationen der Tumorsuppressorgene APC und (3-
Catenin (Zurawel et al. 1998), Verluste von Chromosom 6, sowie Mutationen bzw.
Deletionen des AXIN1 Tumorsuppressor-Gens auf Chromosom 16 Kkorrelieren
ebenfalls mit einer Aktivierung des WNT-Signalwegs (Thompson et al. 2006,
Dahmen et al. 2001).

In neueren Arbeiten werden Medulloblastome in vier molekulare Untergruppen
eingeteilt. Gruppe A Medulloblastome weisen insbesondere eine Mutation des WNT
Signalwegs auf. Gruppe B Medulloblastome eine Mutation im SHH Signalweg,
Gruppe C/D Medulloblastome zeigen sich immunhistochemische positiv fur NPR3

und weisen eine gesteigerte Expression von MYC auf. In Gruppe 4
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Medulloblastomen findet sich zu 66% das Isochromosom 17q und die Expression
von MYC ist runterreguliert (Taylor et al. 2012, Kool et al. 2012).

1.9 Histogenese der Medulloblastome

Die Histogenese des Medulloblastom ist letztlich noch nicht sicher geklart. Derzeit
werden zwei wesentliche Hypothesen diskutiert. Die eine Hypothese schlagt vor,
dass sich die Zellen des Medulloblastoms aus Vorlauferzellen der externen
Kornerzellschicht (external granual layer, EGL) ableiten, da sie wie die
Vorlauferzellen der EGL kdrnerzellspezifische Transkriptionsfaktoren exprimieren,
wie zum Beispiel das Zinkfingerprotein (Z/C7) (Yokota et al. 1996, Miyata et al.
1998), Mitglieder der NeuroD-Familie und das Atonal homolog 1 (ATOH1) (Ben-Arie
et al. 1997, Rostomily et al. 1997).

Die zweite Hypothese hingegen geht davon aus, dass Medulloblastome nicht nur
von einem Ursprungszelltyp abstammen. Dabei soll sich das klassische
Medulloblastom von Zellen des Velum medullare oder der ventrikularen Matrix
ableiten und nur das desmoplastische Medulloblastom aus Vorlauferzellen der
externen Kdrnerzellschicht entstehen.

Hierbei beziehen sich die Vertreter der zweiten Hypothese darauf, dass im
klassischen Medulloblastom Calbindin-D exprimiert wird, welches auch in den Zellen
der ventrikularen Matrix prasent ist, nicht aber in den Zellen der EGL (Katsetos et al.
1995). Weiterhin zeigen sich Expressionsunterschiede in anderen Signalwegen. Das
klassische Medulloblastom exprimiert OTX2 und zeigt zum Teil eine Aktivierung des
WNT-Signalwegs, wahrend das desmoplastische Medulloblastom durch eine OTX1
Expression und einen aktivierten SHH-Signalweg gekennzeichnet ist (Thompson et
al 2006, de Haas et al 2006, Buhren et al 2000, Pietsch et al. 1997).
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110 Die Rolle von ,,bone morphogenetic* Proteinen bei
der Entstehung von Medulloblastomen

Viele in vitro und in vivo Studien schreiben den BMPs eine signifikante
Tumorwachstum- und Metastasierungs-fordernde Rolle zu. lantosca und Mitarbeiter
(1999) fanden fur die Medulloblastomzelllinie DAOY nach Gabe von rekombinantem
BMP2 und BMP4 eine verminderte Apoptoserate, gemessen als erhdhte Zellzahl
ohne Zunahme der Proliferation. Ebenso ist BMP2 in humanen nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen deutlich  Uberexprimiert im  Vergleich zu gutartigen
Lungentumoren und normalem Lungengewebe (Langenfeld et al. 2003). BMP2,
BMP4 und BMP6 Expression wird in metastasierten Sarkomen gefunden (Guo et al.
1999) und die BMP6 Expression Kkorreliert positiv. mit osteoblastischen
Veranderungen beim metastasierten Prostatakarzinom (Paez-Pereda et al. 2003).

Es gibt aber auch vergleichbare Studien, die implizieren, dass BMPs auch negative
Effekte auf die Tumorprogression haben. Hallahan und Kollegen zeigten 2003, dass
rekombinantes BMP2 in primaren Medulloblastomen und Medulloblastomzellen in
vitro einen pro-apoptotischen Effekt auf die malignen Zellen hat. Weitergehend
scheint BMP2 die SHH-induzierte Proliferation der Medulloblastom-Ursprungszellen
zu supprimieren (Rios et al. 2004). Auch wurde in einer Arbeit von Zhao und
Mitarbeitern (2008) gezeigt, dass BMP2 und BMP4 Uber Degradation von MATH1 die

Proliferation von murinen Medulloblastomzelllinien hemmen.

1.11  Fragestellung und Zielsetzung der eigenen Arbeit

Das Medulloblastom nimmt als neoplastische Erkrankung des Kinder- und
Jugendalters mit einigen wenigen anderen Krebserkrankungen eine Sonderstellung
unter den soliden Tumoren, die sonst eher eine Erkrankung des héheren Alters sind,
ein. Da seine Entstehung als eine fortbestehende Proliferation und/oder mangelnde
Ausdifferenzierung und  Wanderung externer  Koérnerzellvorlaufer  bzw.
periventrikularer Matrixzellen verstanden wird und BMPs eine nicht unbedeutende
Rolle bei der neuronalen Differenzierung in der Embryonalentwicklung spielen, sollte
zunachst das Expressionsniveau der im Kleinhirn exprimierten BMP-
Familienmitglieder BMP2, BMP4 und BMP6 in Medulloblastomen bestimmt werden.
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Hinzu kam die Beobachtung, dass die Expression von Bmp4 in murinen Ptch1*”
Medulloblastomen signifikant gegenuber postpartalem Kileinhirn erniedrigt ist und
BMPE6 in zahlreichen anderen Tumorarten, u.a. in pleuralen Mesotheliomen, adulten
T-Zell-Leukamien und Brustkrebs, eine aberrante Expression zeigt.

Neben insgesamt 12 murinen Medulloblastomen sollten auch 9 klassische und 11
desmoplastische humane Medulloblastome hinsichtlich moglicher Tumor-assoziierter
BMP-Veranderungen auf transkriptioneller und epigenetischer Ebene hin untersucht
werden. Zusatzlich zu dem Expressionsstatus von BMP2, BMP4 und BMP6 galt es
auch, die Expression von BMP-Rezeptorgenen und die Expression ausgewahlter
Zielgene dieses Signalweges (ID4, MATH1) zu bestimmen. Um mdgliche
Wechselwirkungen zwischen dem BMP- und dem SHH-Signalweg in
Medulloblastomen sowie Unterschiede zwischen den klassischen und
desmoplastischen humanen Medulloblastomen aufzuzeigen zu kénnen, sollte auch
der Aktivierungszustand des SHH-Signalweges anhand der PTCH1, GLI1 und GLI2
Expression bestimmt werden.

Neben der Untersuchung einer moglichen Relevanz von erniedrigter BMP2, BMP4
und/oder BMP6 mRNA Expression bei der Medulloblastomentstehung, sollte eine
experimentelle Therapie durch Reaktivierung des BMP-Signalweges uber die Gabe

rekombinanter BMPs in Medulloblastomzellen in vitro getestet werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Murine Tumor- und Referenzgewebsproben

Das Kollektiv der murinen Gewebeproben bestand aus jeweils 6 Medulloblastomen
der Genotypen Ptch1*/Nos2”* und Ptch1”/Nos2” sowie 10 Kleinhirnproben
unterschiedlich alter Tiere der Genotypen Ptch1**/Nos2™*, Ptch1*/Nos2** und
Ptch1”/Nos2” (Haag et al. 2012). Aus den murinen Medulloblastomen 4M95 und
3M282 wurden am Institut fur Neuropathologie Zelllinien generiert, die ebenfalls fur
die funktionellen und molekulargenetischen Untersuchungen verwendet wurden und
im Folgenden zusatzlich das Kurzel ZK tragen. Die Genotypen der murinen Gewebe-
und Zellkulturproben werden mit den in Tabelle 2 angegebenen M-Nummern
abgekurzt. Weitere Angaben zu Tumorgehalt und Alter der Tiere, aus denen Tumor-

und Kleinhirngewebsproben stammen, sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 2 : Abkulrzungen fir die unterschiedlichen Genotypen der verwendeten Mausproben.
Abkijrzung Genotyp
1M PTCH1+/+; NOS2 +/+
2M PTCH1+/-; NOS2 +/+
3M PTCH1+/+; NOS2 +/-
4M PTCH1+/-; NOS2 -/-
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Tabelle 3 : Ausgewahlte Angaben zu den untersuchten murinen Kleinhirn- und

Medulloblastomproben.

Tier-Nummer | Genotyp Tumorg_;ehalt Art Alter bei Entnahme der Probe
2M1034 2M 30% Gewebe 6 Monate
2M223 2M 70% Gewebe 8 Monate
2M224 2M 50% Gewebe 7 Monate
2M227 2M >60% Gewebe 4 Monate
2M679 2M 90% Gewebe 8 Monate
2M758 2M 90% Gewebe 5 Monate
4M164 4M >90% Gewebe 9 Monate
4M321 4M >90% Gewebe 9 Monate
4M457 4M >90% Gewebe 6 Monate
4M626 4M 90% Gewebe 7 Monate
4M620 4M 90% Gewebe 4 Monate
4M208 4M >70% Gewebe 7 Monate

1M5 ™M 0% Gewebe 5-6 Wochen
1M4 ™M 0% Gewebe 5-6 Wochen
1M80 ™M 0% Gewebe 1 Jahr
1M82 ™M 0% Gewebe 1 Jahr
2M9 2M 0% Gewebe 9 Tage
2M127 2M 0% Gewebe 1 Jahr
2M131 4M 0% Gewebe 1 Jahr
4M9 4M 0% Gewebe 9 Tage
4M268 4M 0% Gewebe 1 Jahr
4M319 4M 0% Gewebe 1 Jahr
3M282 ZK 3M 100% Zelllinie ca. 1Jahr
4M95 ZK AM 100% Zelllinie ca. 1Jahr

Als Referenzgewebe zur Normalisierung der Expressionswerte der TagMan-PCR-
Analysen diente ,Mouse Universal Reference Total RNA“ (BD Bioscience), welche
ein RNA-Gemisch aus funf unterschiedlichen Mausgeweben des Mausestamms
C57/BL6 darstellt.

2.1.2 Humane Tumor- und Referenzgewebesproben

Die in dieser Arbeit untersuchte Serie von humanen Medulloblastomproben bestand
aus 11 klassischen Medulloblastomen (MB) und 9 desmoplastischen
Medulloblastomen (dpMB). Die Tumoren wurden histologisch gemaly der WHO-
Klassifikation (Gangaspero et al. 2007) eingestuft. Fur die RNA- und DNA-Extraktion
wurden ausschlieldlich Gewebeproben verwendet, bei denen mikroskopisch ein
Tumorzellgehalt von uber 80 % nachgewiesen wurde. Daten zu Geschlecht und Alter

der Tumorpatienten sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4 : Ausgewahlte Angaben zu den untersuchten humanen Medulloblastomproben.
Case No.: Diagnose WHO-Grading Geschlecht | Alter in Jahren
MB9 klassisches Medulloblastom v mannlich 8
MBI15 klassisches Medulloblastom v ménnlich 37
MB17 klassisches Medulloblastom v mannlich 5
MB18 klassisches Medulloblastom v weiblich 7
MB19 klassisches Medulloblastom I\ mannlich 11
MB20 klassisches Medulloblastom v ménnlich 10
MB21 klassisches Medulloblastom v weiblich 4
MB22 klassisches Medulloblastom v ménnlich 1
MB23 klassisches Medulloblastom v mannlich 7
MB24 klassisches Medulloblastom v weiblich 8
MB25 klassisches Medulloblastom v mannlich 5
dpMB10 desmoplastiches Medulloblastom v ménnlich 11
dpMB11 desmoplastiches Medulloblastom v weiblich 33
dpMB13 desmoplastiches Medulloblastom v ménnlich 12
dpMB14 desmoplastiches Medulloblastom v ménnlich 26
dpMB16 desmoplastiches Medulloblastom v ménnlich 20
dpMB19 desmoplastiches Medulloblastom v weiblich 23
dpMB20 desmoplastiches Medulloblastom v ménnlich 44
dpMB21 desmoplastiches Medulloblastom v weiblich 2
dpMB22 desmoplastiches Medulloblastom v ménnlich 4

Als Referenz-cDNA zur Normalisierung der in den humanen Gewebeproben erzielten
Expressionswerte diente aus universeller humaner Referenz-RNA (ein RNA-Gemisch
aus 10 verschiedenen humanen Zelllinien der Fa. Stratagene) synthetisierte cDNA.
Als Normalgewebskontrollen dienten RNAs aus adultem und fetalem
Kleingehirngewebe (,human adult normal tissue:cerebellum® und ,human fetal
normal tissue:cerebellum®, Fa. BioChain), sowie zur Bisulfit-Sequenzierung
genomische DNA aus humanem fetalen und adulten Gehirn (,human adult brain“ und
Jfetal brain“ der Firma BioCat). Zu funktionellen und/oder molekulargenetischen
Analysen wurden die Zelllinien DAQOY sowie D458Med eingesetzt.

FUr die Bestimmung der Proteinexpression in humanen Medulloblastomen mittels

immunohistochemischen Nachweises dienten als Positivkontrollen die

Kontrollschnitte von folgenden Geweben:
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Tabelle 5:

postpartalen Kleinhirngewebeproben.

Ausgewahlte Angaben zu den als Referenzgewebe untersuchten fetalen und

Gewebeschnitt Nr. Gewebeart Geschlecht d. Spenders SSW

KH1 Kleinhirn mit aulerer mannlich 35 + 6 SSW
Kornerzellschicht

KH2 Kleinhirn mit aulRerer mannlich 26 + 2 SSW
Kornerzellschicht

Kleinhirn mit aulerer
KH3 Kornerzellschicht mannlich 39 SSW
(Autolyse)

KH4 Kleinhrin mit aul3erer weiblich normaler Partus

Kornerzellschicht

SSW = Schwangerschaftswoche

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Die nachfolgende Tabelle 6 gibt eine Ubersicht Uber die in der eigenen Arbeit
verwendeten Chemikalien, Reagentien, Kits und sonstiges Verbrauchsmaterial, mit

Angaben zu den zugehdrigen Lieferanten bzw. Herstellern.

Tabelle 6: Ubersicht Giber die verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Kits und

Verbrauchsmaterialien.

Substanz / Verbrauchsmaterial Firma; Land Bestell-Nr.:
Total RNA human adult normal tissue, cerebellum left Biocat GmbH; DE R1234040-10-BC
Total RNA human adult normal tissue, cerebellum right Biocat GmbH; DE R1234041-10-BC
Total RNA human fetal normal tissue, cerebellum Biocat GmbH; DE R1244039-50 BC
Genomic DNA human fetal brain Biocat GmbH; DE D1244035-BC
Genomic DNA human adult brain Biocat GmbH; DE D1234035-BC
mouse universal reference total RNA BD Bioscience Clontech; DE 636657
human universal reference total RNA Stratagene; NL 740000
BMP2 recombinant human Invitrogen PHC7141
BMP4 recombinant human Invitrogen PHC9534
BMP6 recombinant huma MBL International Corp.; DE JM49911-10
Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequenzing Kit Life Technologies Europe; NL 4337450
RNAse freies Wasser Life Technologies Europe; NL| AM9937
TagMan Mastermix 5Sml Life Technologies Europe; NL 4369016
4ell culture slides BD Bioscience; DE REF 354104
Hot Start Tag DNA Polymerase BioBudget Tech. GmbH; DE 80-66010100
dNTP-Set BioBudget Tech. GmbH; DE 80-85011000
my-budget universal Agarose 5009 BioBudget Tech. GmbH; DE 10-35-1020
my-budget 8er Strips caps gewdlbt BioBudget Tech. GmbH; DE 30-SP-0075
96well PCR Platten BioBudget Tech. GmbH; DE 30-SP-9600
100bp DNA-Leiter BioBudget Tech. GmbH; DE 30-SP-0605L
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Substanz / Verbrauchsmaterial Firma; Land Bestell-Nr.:
TrueStart Taqg DNA Polymerase (5U/pl) Fermentas GmbH, DE EP0612
Jetquick PCR Purification Kit Wollerau, CH 410250
Random Hexamere pd(N)6 Gene Link Bioscience; USA 26-4000-03
ProLong Gold antifade reagent with DAPI Invitrogen; DE P36935
Trizol Invitrogen; DE 15596018
Superscript |l Reverse Transcriptase Invitrogen; DE 18064014
SYBR Green qPCR-Kit Invitrogen; DE 11733046
modified IMEM Invitrogen; DE A1048901
L-Glutamine 200mM 100x Invitrogen; DE 25030024
DMEM Invitrogen; DE 41965062
D-PBS (Dulbecco’s Phospate buffered Saline) Invitrogen; DE 14190169
Parafilm 2511 UKD Disseldorf 2511
PP-Rohrchen 50ml/ 15ml steril Nunc; DE 334940 (50ml)/ 366060 (15ml
Tissue culture dishes (versch. GrélRen) Nunc; DE Barcode
Trypsin/EDTA PAA; DE L11004
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA; DE P11010
Fotales Bovines Serum, Tetrazyklin neg., EU approved PAA; DE A15109
Wizard DNA Clean-up System Promega; DE A7280
APO-One Homogenous Caspase-3/-7 Assay Promega; DE G7790
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche; DE 11647229001
Guanidinthiocyanat Roth; DE 0017.2
Agar-Agar, Kobe | Roth; DE 52102
Casiumchlorid Roth; DE 86272
Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Lésung 30% (29:1) Roth; DE A1242
DEPC water Roth; DE T1433
Trichostain A Sigma; DE T85521MG
RNAse Zap Sigma; DE R2020-6x250ML
Natriumdodecylsulfat-L6sung (10% SDS Lésung) Sigma; DE 71736-100ML
5-Aza-2"-Deoxycytidin (AZA) Sigma; DE A36565MG
Acrylamid-L6ésung Sigma; DE 1697-500ml
MTT cell culture tested Sigma; DE M5655-1G
N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma; DE T22500-100ML
Ethidiumbromide aqueous solution, 10mg Sigma; DE E1510-10ML
Ammoniumpersulfate molecular biology Sigma; DE A9164-100G
Blue dxtran Mol. WT. 2,000,000 Sigma; DE D5751-1G
Bromphenolblue, Xylene cyanol Dye Sigma; DE B3269-5ML
Dimethylsulfoxid Sigma; DE D5879-500ML
96-well Platten fiir StepOne Starlab; DE E1403-7700
10l Spitzen mit Filter Starlab; DE Barcode
200ul Spitzen mit Filter Starlab; DE Barcode
Gewebekulturflaschen 75 cm2 VWR; DE 3913146
Cryo-Réhrchen, 1,8 ml mit Innengewinde VWR; DE 4796841
Sterelisationsindikatorband 19mm VWR; DE 4810095
Zellschaber 25cm, Klinge 17mm, einzeln steril VWR; DE SARS831830
Ethanol absolut zur Analyse VWR; DE 1009832511
Harnstoff VWR; DE 8187101000
Multiwellschale, 12 well VWR; DE 7342156
Formamid VWR; DE 1096841000
Essigsaure 96% VWR; DE 1000582500
Eppendorf Reaktionsgefal 1,5ml VWR; DE 0030120.86
Thermometer VWR; DE 6200862
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214 Antikorper

Die nachfolgende Tabelle 7 gibt eine Ubersicht Uber die in der eigenen Arbeit

verwendeten Antikorper.

Tabelle 7: Ubersicht tber die in den eigenen Untersuchungen verwendeten Antikorper.

Antikdrper Firma | Bestell-Nr. | Klon
Anti-BMP2 polyklonaler Antikérper ABD Serotec AHP1728
Anti-BMP4 (N16) polyklonaler Antikdérper Santa Cruz s$c6896
Anti-Synaptophysin monoklonaler Antikérper | DakoCytomation MQ776 SY38
Anti-Nestin monoklonaler Antikdrper Chemicon Intl. AB5922 rat-401
Anti-NeuN monoklonaler Antikorper Millipore MAB377 A60

2.1.5 Oligonukleotid-Primer

Die nachfolgende Tabelle 8 gibt eine Ubersicht (iber die in der eigenen Arbeit fir die
Untersuchungen mittels ,real-time“-PCR verwendeten PCR-Primer.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die in den eigenen Untersuchungen fiir Real time-PCR-

Analysenverwendeten PCR-Primer.

Name Sequenz Gen Bank Annotation] Konzentration

human-ARF1-F GACCACGATCCTCTACAAGC NM_001024226 300nM
human-ARF 1-R3 TCCCACACAGTGAAGCTGATG 300nM
human-BMP-2-F TTTCCATGTGGACGCTCTTT NM_001200 300nM
human-BMP-2-R AACTCGAACTCGCTCAGGAC 300nM
human-BMP-4-F AGGAGGAGGAGGAAGAGCAG NM_001202 300nM
human-BMP-4-R CACCTCATTICTCTGGGATGC 300nM
human-BMP-6-F2 CTCAACCGCAAGAGCCTTCT NM_001718 300nM
human-BMP-6-R2 ACTCTTTGTGGTGTCGCTGA 300nM
human-BMP-7-F GAGTGTGCCTTCCCTCTGAA NM_001719 300nM
human-BMP-7-R AGGATGACGTTGGAGCTGTC 300nM
human-BmpR1a-F GGTGACAGTACACAGGAAAC NM_004329 300nM
human-BmpR1a-R GATTTCATCCCAGTGCCATG 300nM
human-BmpR2-F GGAGACGAGAGGCTCACTGC NM_001204 300nM
human-BmpR2-R CACAGAATGAGCCAGACGGC 300nM
human-ATOH1-F CATCTGCACGGCACGCGC NM_005172 300nM
human-ATOH1-R TTGCTGCTGCTGGCACCGC 300nM

18



Material und Methoden

Name Sequenz Gen Bank Annotation| Konzentration
human-EZH2-F | GATCAGGATGGTACTTTCATTGAAG NM_004456 300nM
human-EZH2-R AGGGCATTCACCAACTCCAC 300nM
human-ld4-TagF CTGCTGAGGCAGCCACCAC NM_001546 300nM

human-ld4-TagR GCTGTCGCCCTGCTTGTTCA 300nM
human-Gli1-TaqF GCCACACAAGTGCACGTTTG NM_005269 600nM
human-Gli1-TagR GGTGCGTCTTCAGGTITTCG 600nM
human-Gli2-TaqF ACGTTCGAGGGCTGCTCG NM_005270 600nM
human-Gli2-TagR GTCCGAGGCGTTGGAGAAG 600nM
human-PTCH-TaqgF GCCAGCGGCTACTTACTCATG NM_001083605 600nM
human-PTCH-TagR GCCACTGACAGTGCAACCAG 600nM
mouse-MRPL32-5F ACTACCATGGCCGGTGCGTC NM_029271 600nM
mouse-MRPL32-5R ATGGATGGTCTCTGGACGGC 100nM
mouse-BMP-2-F ACGGACTGCGGTCTCCTAA NM_001200 300nM
mouse-BMP-2-R GTCTCTGCTTCAGGCCAAAC 300nM
mouse-BMP-4-F AGGAGGAGGAGGAAGAGCAG NM_001202 300nM
mouse-BMP-4-R CACCTCATTCTCTGGGATGC 300nM
mouse-BMP-6-F GAAGGTTGGCTGGAATTTGA NM_013107 300nM
mouse-BMP-6-R ACCTCGCTCACCTTGAAGAA 300nM
mouse-BMP-7-F TCCAGGGAAAGCATAATTCG NM_007557 300nM
mouse-BMP-7-R GTGGTATCGAGGGTGGAAGA 300nM
mouse-Gli1-F GACCATGCGCAGACACACGG NM_010296 600nM
mouse-Gli1-R CTGGTGCGACCGAAGGTGCG 600nM
mouse-Gli2-F AGTGTGGAGGCCAGTAGCAC NM_001081125 450nM
mouse-Gli2-R TCGCTGCTGCAGGATGAC 150nM
mouse-PTCH1-F GGCAGCTAATCTCGAGACCA NM_008957 600nM
mouse-PTCH1-R GCCTCTTCTCCTATCTTCTGACG 300nM
mouse-BmpR1aF TAGGTCAAAGCTGTTCGGAG NM_009758 300nM
mouse-BmpR1aR CTGTCTCACTGGTGTAAGTG 300nM
mouse-BmpR2-F GGAGCACGTGTTATGGTCTG NM_007561 300nM
mouse-BmpR2-R GTTCCATTCTGAATTGAGGGTG 300nM
mouse-ld4-TaqF CCCTGCTTTGCTGAGACAGC NM_031166.2 300nM
mouse-ld4-TagR GTCACCCTGCTTGTTCACGG 300nM
mouse-EHZ2-F GGAGGATACAGCCTGTGCAC NM_007971 300nM
mouse-EHZ2-R CCGAGGCGACTGCATTCAGG 300nM
mouse-MATH1-F ACTGCAGTCCAATCTGGGT NM_005172 300nM
mouse-MATH1-R ATGAAATCAACAGAGGCTTG 300nM
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Die nachfolgende Tabelle 9 gibt eine Ubersicht Uber die in der eigenen Arbeit
verwendeten PCR-Primer fur die Untersuchungen zur Natriumbisulfit-Sequenzierung

von CpG-Inseln.

Tabelle 9: Ubersicht Giber die in den eigenen Untersuchungen fiir Natriumbisulfitsequenzierungen
verwendeten PCR-Primer.

Name Sequenz Amplikonlange| Gen Bank Annotation| Konzentration
human-BMP2-bisu-TS-1F gcggecgc TTTTTTITTGAGAGTAGGGAG 199 NM_001200 300nM
human-BMP2-bisu-TS-1R CCTACCGACTCCCTCC 300nM
human-BMP2-bisu-TS-2F gcggccgcGGAGGGAGTCGGTAGG 244 300nM
human-BMP2-bisu-TS-2R CGATCCCCGATAATCCACT 300nM

human-BMP2-bisu-R2 CAATCCCCAATAATCCACT 300nM
human-BMP2-bisu-hell-F gcggccgcGAGLAtt TAtTTGtAGGAGAT 251 300nM
human-BMP2-bisu-hell-R CATCACTCTACCTTACTCCA 300nM
human-BMP2-bisu-rot-F gcggccgcAGTGGATIAtCGGGGAL 194 300nM
human-BMP2-bisu-rot-R ATCTCCTACAATAAATACTC 300nM
human-BMP2-bisu-blau-F gcggccgc TGGAGTAAGGtAGAGTGATG 314 300nM
human-BMP2-bisu-blau-R ATTCAAAAAATCCCCAACCA 300nM
human-BMP4-bisu-TS-F gcggccgc TTATGGGTATTTTTGGAAGGTA 233 NM_001202 300nM
human-BMP4-bisu-TS-R CCCTTTCTAAAAATAAAAACCC 300nM
human-BMP6-bisu-blau-F gcggccgcetAGGLtTGtAGTGtAGHCGG 291 NM_001718 300nM
human-BMP6-bisu-blau-R CTTCCCCTTCCTAACCCTCA 300nM
human-BMP6-bisu-hell-F gcggccgc TGAGGGttAGGAAGGGGAAG 219 300nM
human-BMP6-bisu-hell-R ACACAACAACCCCCACCACC 300nM
human-BMP6-bisu-rot-F gcggccgcGGTGGTGGGGGTGtTGTGt 207 300nM
human-BMP6-bisu-rot-R CAAAATCTCCTTCTACATCTCC 300nM
human-BMP6-bisu-TS-F gcggccgcGGGALTGITACGHAAGGG 242 300nM
human-BMP6-bisu-TS-R CCGAACTACACTACAACCTA 300nM
mouse-BMP2-bisu-5F gcggccgcggGAAAAGTAATAGAAGTTTAGTTG 286 NM_001200 300nM
mouse-BMP2-bisu-5R AAAATTTAAAATACCTAACCCC 300nM
mouse-BMP2-bisu-yellow-F gcggccgcGGTTGGAATTTTAGATIGTG 202 300nM
mouse-BMP2-bisu-yellow-R CCAAATATCTTTTATAACAACC 300nM
mouse-BMP2-bisu-pink-F gcggccgc TTAGAGTTAGGTTGAGGGAT 225 300nM
mouse-BMP2-bisu-pink-R AACTAAAACAAAACTACTACTAT 300nM
mouse-BMP2-bisu-blue-F gcggccgc TTGGGTTTATTTTAAGATATAG 284 300nM
mouse-BMP2-bisu-blue-R TCCACTCCACTCCACCAAT 300nM
mouse-BMP4-bisu-green-F gcggccgcAGAGGTTAAATAATGTTTTTAG 265 NM_001202 300nM
mouse-BMP4-bisu-green-R CCCTCTACCTTAAATAACAC 300nM
mouse-BMP4-bisu-blue-F | gcggccgcGATTATTTTAAGATGTTTGGTTTTG 335 300nM
mouse-BMP4-bisu-blue-R ATCTCTACACCCAAAACAACAA 300nM
mouse-BMP4-bius-hell-F gcggccgc TTGTTGTTTTGGGTGTAGAGAT 283 300nM
mouse-BMP4-bisu-hellR ACCGCCAAAAACACAAAATTATC 300nM
mouse-BMP4-bisu-TS-F gcggccgcGGAAGGTATAGGGATTAGTTGG 225 300nM
mouse-BMP4-bisu-TS-R CCTCCCCTTCTAAAAATAAAAACC 300nM
mouse-BMP4-CpG25-F gcggecgce Tttt AGAtTGGAGtCGGTAAAG 300nM
mouse-BMP4-CpG25-R CCATACTAATTTAATACCTAAAACCGAAAA 300nM
mouse-BMP6-bisu-lila-F gcggccgcAGAGGAAAGTTAGATCGTGGT 306 NM_013107 300nM
mouse-BMP6-bisu-lila-R CTACCCTAAACCCTCAAAAA 300nM
mouse-BMP6-bisu-green-F gcggccgc TTTTTGAGGGTTTAGGGTAG 225 300nM
mouse-BMP6-bisu-green-R CCTTATCTCTCATAATCATC 300nM
mouse-BMP6-bisu-blue-F gcggccgcGATGATTATGAGAGATAAGG 205 300nM
mouse-BMP6-bisu-blue-R CACCACCAACACAACCACTA 300nM
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekulargenetische Untersuchungsmethoden
2211 Nukleinsaureaufreinigung

22111 CsCl-Gradientenultrazentrifugation

Nukleinsduren und Proteine, die empfindlich sind gegentber Scherkraften und
Verunreinigungen mit z. B. Nukleasen bzw. Proteasen, konnen mittels der
Casiumchlorid(CsCl)-Dichtegradientenzentrifugation, die 1957 von Meselson und
Mitarbeitern entwickelt wurde, isoliet werden. Der Vorteil der CsCI-
Gradientenzentrifugation liegt darin, dass neben der RNA auch die DNA und
Proteine ein- und derselben Tumor- bzw. Normalgewebsprobe auf Grund
unterschiedlicher Dichte separiet werden koénnen und somit weiteren
Untersuchungen zur Verfugung stehen.

Die Gewebeproben der isolierten Hirntumoren und der Normalgehirne wurden hierzu
je in 6 ml GITC-Lésung (4M Guanidinisothiocyanat in 25 mM Na-Citrat pH 7,0; 0,8%
2-Mercaptoethanol) in 50 ml Falcon-Rohrchen mittels Ultra-Turrax T25 (Janke und
Kunkel IKA Labortechnik) und Polytron-Messern homogenisiert und der Zelldebris flr
15 min bei 2500 rpm und Raumtemperatur in einer Hettich Rotina 46 R Zentrifuge
(Ausschwingrotor; 1300 g) abzentrifugiert. Die Uberstande wurden auf jeweils 4 ml
sterile CsCI-Losung (5,7 M CsCl in 25 mM NaAc, pH 5,0) in SW41.1 Polyallomer-
Zentrifugenrohrchen pipettiert und fir 16 h bei 32000 rpm und 15 °C in einer
Beckman L8-M Ultrazentrifuge (SW41 Tl Ausschwingrotor; 175273 Q)
abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation befindet sich in den oberen 2 ml die
Proteinfraktion. In der darunterliegenden Interphase (ca. 5 ml) folgt die DNA,
wahrend die RNA am Boden des Zentrifugenrohrchens pelletiert.

Die Proteine und die DNA wurden bis zur weiteren Verwertung getrennt bei -80 °C
und -20°C gelagert. Um eine Verunreinigung durch CsCIl-Losung zu verhindern,
wurde das RNA-Pellet nach AbgieRen des CsCl-Uberstandes umgekehrt stehend fiir
30 min in den Kuhlschrank zum Trocknen gestellt und nachfolgend in 200 pl RNAsin-
Mix (90 pl RNAsin (40 U/pl), 193,5 pl DTT und 6,916 ml DEPC-Wasser)
resuspendiert. Die anschlieBende Fallung der RNA erfolgte mit 20 pl 3M
Natriumacetat, pH 5,2 und 500 pl eiskaltem 95%-igen Ethanol fur 30 min bei —80 °C.
Prazipitiert wurde die RNA fur 20 min bei 14000 rpm und 4°C in einer Hettich EBA 12
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R Kuhlzentrifuge, danach mit 70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50-
100u1 RNAsin-Mix resuspendiert.

Die DNA-haltige Interphase wurde mit 350 pl 7,5 M Ammoniumacetat versetzt und
fur 2 h bei 37° C auf niedriger Stufe geschuttelt. AnschlieRend wurde die Losung mit
dem 2,5-fachem Volumen an 95 %-igem Ethanol versetzt, 30 min bei -80 °C gelagert
und far 20 min bei 2500 rpm und 4°C in einer Hettich Rotina 46 R Zentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin verworfen und das DNA-Pellet in 5 ml
Proteinase K-Puffer resuspendiert, mit 100 pl Proteinase K-Stammlésung (20 mg/ml)
versetzt und Uber Nacht bei 55 °C auf einem Schuttler inkubiert. Am nachsten Tag
wurden mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion storende Proteinkontaminationen
entfernt, die aufgereinigte wassrige DNA-haltige Phase erneut mit Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1) extrahiert und mit 200 yl 5M NaCl und 12,5 ml 95 % Ethanol
versetzt und fur 2 h bei -20°C gelagert. AbschlieRend wurde die prazipitierte DNA flr
20 min bei 4°C und 4000 rpm pelletiert, mit 70 %-igem Ethanol gewaschen,
luftgetrocknet und in 100-200 ul TE-Puffer (100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0)
aufgenommen. Die Quantifizierung der aufgereinigten Nukleinsduren erfolgte
spektralphotometrisch mit dem Nanodrop ND-100 der Firma PeqlLab. Hierzu wurden
2 pl der Nukleinsaure-Losung auf das Applikationsfenster des Nanodrop ND-100
aufgebracht und analysiert. Die Qualitat der aufgereinigten DNA und RNA wurde

zusatzlich mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprift.

2.21.1.2 RNA-Extraktion aus Zellen mittels Trizol

Auf Zellkulturschalen (90mm Durchmesser) der Firma Nunc ausgesate Zellen
wurden mit 1 ml Trizol (Invitrogen) durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren von der
Kulturschalenoberflache geldst, durch die entstehenden Scherkrafte und die
proteindenaturierende Wirkung des im Trizol enthaltenen Guanidinisothiocyanat
lysiert und in 1,5 ml Eppendorf-Gefalle Uberfuhrt. Nach Zugabe von 200 pl
Chloroform wurde die Zelllésung fur 30 s gevortext und anschlieend 5 min bei RT
inkubiert. Nach einer folgenden 15-minitigen Phasentrennung bei 14000 rpm und
4°C wurde die RNA aus der wassrigen Phase mit 500 pl Isopropanol fur 30 min bei —
80°C gefallt, anschliefend 30 min bei 4°C und 14000 rpm pelletiert und 2x mit 70 %
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 50 pl RNAsin-Mix resuspendiert. Die
Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.
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2.21.2 Synthese von cDNA aus mRNA

Mittels des Enzyms Reverse Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA
Polymerase, ist es maoglich zuvor isolierte mRNA in eine komplementare DNA
(cDNA) umzuschreiben. Die so synthetisierte cDNA kann spater als Matrix in einer
PCR fur Gen-Expressionsanalysen genutzt werden. Hexamer-Primer dienen der
reversen Transkriptase als Startpunkt der cDNA Synthese an der mRNA Vorlage.
Diese Oligonukleotide zufalliger Sequenz binden an komplementare Sequenzen der
MmRNA. An die freien 3'OH-Gruppen dieser Primer hangt dann die Reverse
Transkriptase zur mRNA-Sequenz komplementare dNTP’s an und setzt den cDNA-

Strang entsprechend der mRNA-Matrix komplementar fort.

Es wurden 3 pug RNA, die in einem Gesamtvolumen von 27,2 ul Diethylpyrocarbonat
(DEPC)-behandeltem Wasser gelost waren, zur Denaturierung von RNA-
Sekundarstrukturen fur 10 min bei 70°C inkubiert. Anschliel3end erfolgt die Zugabe
von 22,8 ul des folgenden cDNA-Synthese-Reaktionsgemisches:

0,1 MDTT 0,4 pl
RNAsin 1,0 pl
BSA (1 mg/ml) 4,9 ul
dNTP-Gemisch (25 uM je Nukleotid) 2,5l
pd(N)s (1,5 mg/ml) 3,0 ul
5x H-RT- Puffer 10,0 pl
Superskript I - 1,0 ul

Reverse Transkriptase (200 U/ml)
Gesamtvolumen 22,8 ul

Der Reaktionsansatz wurde fir 60 min bei 42°C inkubiert und die reverse
Transkriptase durch 10-minutiges Erhitzen auf 80°C inaktiviert. Die Qualitat der
synthetisierten cDNA wurde durch PCR-Amplifikation des ubiquitar exprimierten 2-
Mikroglobulin  Gens Uberpruft. Von den c¢DNAs wurden fir die Gen-
Expressionsanalysen Gebrauchslésungen mit einer Verdinnung von 1:25 in Aqua

dest. fur semi-quantitative Real-Time (RT)-PCRs hergestellt.
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2.21.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Diese von Mullis 1983 erstmals veroéffentliche Methode ist heute eine der am meisten
benutzten Standardmethoden der Molekularbiologie. Die Reaktion besteht aus drei
sich zyklisch wiederholenden Schritten, die der exponentiellen Vervielfaltigung durch
Primer definierter Abschnitte von Nukleinsauren dient. Die drei sich dabei zyklisch

wiederholenden Schritte sind:

1) Denaturierung
2) Primerhybridisierung
3) Elongation

Im Folgenden werden die Zusammensetzungen der Reaktionsansatze und der

Programmablauf einer Polymerasekettenreaktion aufgefuhrt:

Matrizen-Nukleinsaure 20-100ng
10x PCR-Puffer 2,5 ul
2mM dNTP Gemisch 2,5 ul
Vorwarts-Primer (10 pmol/ul) 1,5 ul
Ruckwarts-Primer (10 pmol/ul) 15 ul
Hot Start Taq DNA-Polymerase (5 U/pl) 01 pl
Aqua dest. ad 25 pl

Je nach Bedarf wurden dem Reaktionsmix verschiedene Zusatze wie 5% DMSO, 5%
Formamid oder 20% Faktor Q (Qiagen) hinzugefugt, um die Sensitivitat und die
Spezifitat der Reaktion zu erhohen. Nach einer initialen Denaturierungsphase von 15
min, die bei Hot-Start Tag-Polymerasen auch deren Aktivierung dient, erfolgte die
Amplifikation der Nukleinsauren-Matrize in einem Thermozykler der Fa. Biometra flr

40-45 Zyklen unter folgenden Bedingungen:
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95°C 15 min Initiale Denaturierung (Hot-StarTaq)
95°C 20's Denaturierung
40-45 Zyklen —  55-63°C 30s Primer-Anlagerung
72°C 30s Elongation
72°C 10 min Abschliel3ende Elongation

Nachdem die entsprechende Zyklenzahl durchlaufen war, wurden die entstandenen
Doppelstrange 10 min bei 72 °C vervollstandigt und die PCR-Produkte bei 4°C
gelagert. Die durch die PCR-Reaktion erhaltenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe
eines  Agarosegels aufgetrennt und analysiert. Fur die jeweiligen
Oligonukleotidprimer wurden die PCR-Bedingungen bezuglich der

Primerhybridisierungstemperatur und der Anzahl der Reaktionszyklen ausgetestet.

2.21.4 Expressionsanalysen mittels semi-quantitativer Real Time-PCR (RT-
PCR)

Die Real Time-PCR ist eine Methode der Vervielfaltigung von Nukleinsauren, die
dem Prinzip der herkdmmlichen PCR entspricht, jedoch eine kontinuierliche
quantitative  Bestimmung des PCR-Produktes durch Interkalieren des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green (Platihnum SYBR Green gPCR Super-Mix-
UDG, Invitrogen) in die doppelstrangige DNA ermoglicht. Die Produktbestimmung
erfolgt hierbei durch Fluoreszenzintensitatsmessungen zum Ende eines jeden Zyklus
der PCR, wobei die Fluoreszenz proportional mit der Menge des amplifizierten
Produktes zunimmit.

Um Konzentrationsschwankungen der eingesetzten cDNA-Menge zwischen den
einzelnen Proben auszugleichen, wurde die gemessene Fluoreszenzintensitat des
Zielgens in Relation zu der eines konstitutiv exprimierten Referenzgens gesetzt. Bei
den Expressionsanalysen an humanen Tumor- und Normalgewebsproben diente
ADP-Ribolysierungsfaktor 1 (ARF17) als Referenzgen, flur die murinen
Untersuchungsgewebe mitochondriales ribosomales Protein L32 (MRLP32). Der
angestrebte Vergleich von Expressionswerten aus unabhangigen Versuchsansatzen
wurde Uber die Normalisierung aller Expressionswerte auf die Expressionswerte
einer universellen RNA-Mischung, getrennt nach humanen und murinen Proben,
sichergestellt. Jede untersuchte Gewebeprobe wurde in einem doppelten Ansatz

25



Material und Methoden

gemessen. Als humane, nicht neoplastische Gewebekontrollen dienten kauflich
erworbene RNAs aus fetalem und adultem Kleinhirn, wahrend im murinem System
die jeweilige mittlere Expression aus 10 tumorfreien Kleinhirnproben als
Normalgewebskontrolle herangezogen wurde.

Zu Beginn der Expressionsanalysen wurde von jedem Zielgen eine Primermatrix
erstellt, durch die das optimale Konzentrationsverhaltnis von Vorwarts- und
Ruckwartsprimer fur die Genexpressionsanalysen ermittelt wurde. Jeweils 50 pM,
300 yM oder 900 pM Vorwartsprimer wurde in Kombination mit je 50 uM, 300 uM
oder 900 uM Ruckwartsprimer in Parallelansatzen von insgesamt 25 pl mit 12,5 pl
Master-Reaktionsmix und verdunnter cDNA eingesetzt. Die
Primerkonzentrationsverhaltnisse, die in der Dissoziationskurve nur einen Peak bei
der  errechneten Schmelztemperatur  zeigten und den niedrigsten
Fluoreszenzschwellenwert (Ct-Wert) aufwiesen, wurden flr die anschlielende
Untersuchung der Proben verwendet. Diese PCR-Reaktionen fanden in 96-well
Reaktionsplatten mit einem Reaktionsvolumen von 25 pl bei konstanter cDNA-Menge

und 12,5 ul Master-Reaktionsmix nach folgendem PCR-Programm statt.

95°C 10 min Aktivierung der Hot Start Taq
40 Zyklen— 95°C 15s Denaturierung des DNA- Doppelstrang
60°C 60 s Anlagern der Primer und DNA-Synthese

Die exakten Primersequenzen der untersuchten Gene und die genutzten
Konzentrationsverhaltnisse zwischen Vorwartsprimer und Ruckwartsprimer befinden

sich im Materialteil unter 2.1.5.

2.21.41 Auswertung der RT-PCR

Zur Quantifizierung des PCR-Produktes mit Hilfe des interkalierenden Farbstoffes
SYBR® Green wird der CT-Wert (Fluoreszenzschwellenwert; Cycle Treshold)
festgelegt. Dieser Wert gibt denjenigen PCR-Zyklus an, zu dessen Zeitpunkt die
Basisfluoreszenz des Farbstoffes, welche schon zu Beginn des Experimentes der
Fluoreszenzfarbstoff selbst hervorruft, signifikant Uberschritten wird. Zum Zeitpunkt
der CT-Wert Festlegung befindet sich die PCR-Reaktion in einer exponentiellen und
somit quantifizierbaren Phase. Die Phase davor ist nicht quantifizierbar, da zu
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diesem Zeitpunkt die Templatemenge zu gering ist und die Wahrscheinlichkeit eines
optimalen Reaktionsablaufes somit gering ist. Die Phase danach ist durch den
eintretenden Substratverbrauch und durch nachlassende Enzymaktivitat fur eine
Quantifizierung ebenfalls nicht geeignet. Das aus den Fluoreszenzintensitaten
gewonnene Diagramm zeigt die relative Zunahme an PCR-Prudukt logarithmisch
gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Zur Auswertung werden aus den in doppelten
Ansatzen gewonnenen CT-Werten fur Ziel- und Referenzgen jeweils der Mittelwert
gebildet. AnschlieRend erfolgte die Ermittlung der Differenz der Mittelwerte von Ziel-
und Referenzgen (A CT). Der ACT-Wert der humanen bzw. murinen
Normalisierungskontrolle wird von den ACT-Werten der Tumorproben subtrahiert
(AACT-Wert). Um eine Ubersichtlichere Darstellung zu erlangen, werden die AACT-

2784CT) 'so dass Werte > 1 einer starkeren und

Werte invers zur Basis 2 potenziert (
Werte < 1 einer schwacheren Expression im Vergleich zur universellen Kontrolle
entsprechen. Werte < 0,5 wurden als Hinweis auf eine deutlich Herunterregulation,

d.h. eine relevantn mRNA-Expressionverminderung des jeweiligen Gens gewertet.

2.21.5 Natriumbisulfit-Modifikation genomischer DNA

Diese DNA-Modifikation dient dem Auffinden von 5-Methylcytosin und besteht in der
Desaminierung von Cytosin zu Uracil durch Behandlung mit Natriumbisulfit
(NaHSOs3). Cytosin reagiert mit seiner 5,6-Doppelbindung leicht mit dem Bisulfit-lon
zu Cytosinsulphonat, welches anschlielfend durch hydrolytische Desaminierung in
Uracilsulphonat umgewandelt wird. Unter alkalischen Bedingungen wird die
Sulfongruppe abgespalten und es entsteht Uracil. 5-Methylcytosin hingegen reagiert
nur sehr selten mit dem Bisulfit-lon, wird nicht hydrolytisch desaminiert und bleibt als
5-Methylcytosin erhalten. Bei der anschlieBenden Polymerase-Kettenreaktion wird
fur das anstelle von Cytosin eingefuhrte Uracil ein Adenin in den komplementaren
DNA-Strang eingebaut, wahrend 5-Methylcytosin im Gegenstrang ein Guanin erhalt.
Nach Sequenzierung mit dem Ruckwartsprimer detektiert man an Stellen von Cytosin
dann Adenin und von 5-Methylcytosin dann Guanin, und kann so zwischen
methylierten und unmethylierten Cytosinen unterscheiden.
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10 pl der DNA-Arbeitsldsung (100 ng/ul) wurden nach Zugabe von 1,5 ul 10 N NaOH
und 38,5 ul Aqua dest. fir 15 min bei 37 °C denaturiert. Anschlieend erfolgte die
Bisulfitbehandlung durch Zugabe von 30 pl 10 mM Hydrochinon und 520 pl 3 M
Natriumbisulfit (beides frisch angesetzt). Das Reaktionsgemisch wurde tber Nacht
fur 16 h bei 55 °C inkubiert. Fur die darauf folgende Aufreinigung der
bisulfitbehandelten DNA wurde das Wizard® DNA Clean-Up System des Herstellers
Promega verwendet. Nach Elution der DNA mit 50 yl Aqua dest. erfolgte die
Desulphonierung durch Zugabe von 1,5 pul 10 N NaOH und 15-minitiger Inkubation
bei 37 °C. Danach wurde die modifizierte DNA mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH
5,2) und 2 Vol. 96 % Ethanol fur 30 min bei -20 °C gefallt und anschliefend 30 min
bei 4°C mit 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 200 pl 70 % Ethanol

gewaschen, getrocknet und in 15 yl Aqua dest. aufgenommen.

2.21.6 Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Agarose-Gelelektrophorese wurde die Spezifitit von Polymerase-
Kettenreaktionen ebenso wie die Qualitat aufgereinigter DNA und RNA uberpruft.
Dazu wurden 2 %ige Agarose-Gele in 1x TAE Puffer verwendet.

Der 10xTAE- Puffer enthielt folgende Zusammensetzung:

Tris(hydroxymethyl-)aminomethan 242 g

Eisessig 57,1 mi
0,5M EDTA (pH 8,0) 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht. Je 100 ml der
Agarose-Puffer-Lésung wurden mit 2 pl Ethidiumbromid-Lésung (1mg/ml) versetzt
und zum Ausharten in einen Geltrager mit Probentaschenkdmmen gegossen. Nach
dem Ausharten des Geles wurden die zuvor vorbereiteten PCR-Produkte zusammen
mit einem 6x BFB-Ladepuffer (30 % Glycerol, 0,25 % Bromphenol- Blau, 0,25 %
Xylene-Cyanol FF in Aqua dest.) in die daflir vorgesehenen Probentaschen geladen.

Zur GroRenbestimmung der PCR-Produkte wurde zusatzlich eine 100 bp DNA-Leiter
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in eine der Probentaschen geladen. Die anschlieRende Elektrophorese fand in 1x
TAE-Puffer bei einer Spannung von 1,8 V/cm? fiir 20 min statt und das Ergebnis
wurde mittels des GelDoc 1000 Systems der Fa. Biorad dokumentiert.

2.21.7 Aufreinigung von PCR-Produkten zur Sequenzierung

Um PCR-Produkte ohne Stoérsignale sequenzieren zu kdénnen, mussen vor dem
Auftragen des PCR-Produktes auf das Sequenziergel Uberschissige Nukleotide und
Primer aus der Probe entfernt werden. Dies erfolgte durch Saulenaufreinigung des
PCR-Produktes mit dem ,Jet Quick PCR Purification Spin Kit* (Firma Genomed)

gemal den Herstellerangaben.

2.21.8 DNA-Sequenzierung

Das in dieser Arbeit benutzte ,Big Dye-Terminator v1.1 Cycle“ Sequenzierungskit der
Fa. Applied Biosystems beruht auf einer Weiterentwicklung der von Sanger 1977
etablierten Sequenzierungsmethode (Sanger et al. 1977), durch die es mdglich
wurde, die exakte Basenabfolge in einem DNA-Strang durch ein
Kettenabbruchverfahren festzustellen. Hierzu synthetisiert eine DNA-Polymerase zu
einer DNA-Matrize den komplementaren Strang. Die DNA-Polymerase bendtigt dazu
einen Primer (Oligonukleotid), der nach Anlagerung an einen komplementaren Teil
der DNA-Matrize mit seinem freien 3'-OH Ende der Polymerase als Start der
Kettenverlangerung durch Einbau von Desoxynukleotiden dient. In dem daflr
bendtigten Reaktionsgemisch befinden sich neben dNTP’s  auch
fluoreszenzmarkierte ddNTP’s (Didesoxynukleotide). Durch Einbau dieser
fluoreszenzmarkierten ddNTP’s, die im Vergleich zu den dNTP’s auch am 3'-C Atom
der Ribose keine OH-Gruppe tragen, kommt es zur Termination der
Kettenverlangerung. Diese Termination folgt dem Zufallsprinzip in annahernd
gleichem Malde an allen Stellen des neu-synthetisierten DNA-Stranges. Jedes der
vier verschiedenen ddNTP’s ist mit einem anderen Fluoreszensfarbstoff markiert.

Dies ermdglicht bei der darauf folgenden Auftrennung im Polyacrylamidgel einem an
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einen Computer angeschlossenen Laserscanner die Reihenfolge der Basen zu
detektieren und somit das Sequenzmuster der DNA-Matrize wiederzugeben.

Die durch eine PCR amplifizierte und zu sequenzierende DNA-Matrize wurde mittels
dem unter 2.2.1.7 erwahnten ,Jet Quick PCR Purification Spin Kit* (Firma Genomed)
aufgereinigt. Die anschlieRend folgende Sequenzierreaktion wurde nach folgendem

Schema durchgeflnhrt.

Aufgereinigtes PCR-Produkt 5-7,5 ul
Primer Oligonukleotid (10 pmol/pul) 0,5 ul
BigDye® Terminator v.1.1 Cycle

Sequenzierungs-Mix (Applied Biosystems) 2,0 ul
Aqua dest. ad 10 pl

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte unter folgenden Reaktionsbedingungen:

96°C 10s Denaturierung
25 Zyklen — 50°C 5s Primer-Anlagerung
60°C 4 min Primer-Verlangerung

Um nicht eingebaute fluoreszenzmarkierte ddNTP’s aus der Reaktion zu entfernen,
wurde die Sequenzreaktion nach Zugabe von 1 pl 3 M Natriumacetat (pH 4,6) und 25
ul 95 % Ethanol fir 30 min bei 14000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet 2 x mit 70 % Ethanol gewaschen. Die DNA-Pellets wurden fur 10 min bei
37°C getrocknet und in 4 pl Ladungspuffer [Formamid: 0,5 M EDTA pH 8,0; 5:1,

50mg/ml Blue Dextran (Sigma)] aufgenommen.
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Anschlielend wurden jeweils 2 ul der Sequenzreaktion auf ein denaturierendes

Polyacrylamidgel folgender Zusammensetzung geladen:

30 % Acrylamid/ Bis-Acrylamid 29:1, 3,3 % (Biorad) 8,4 ml
Harnstoff 21g
10 X TBE 6 mi
Aqua dest 20 ml
10 % APS 350 pl
TEMED 30 pl

Die Sequenzierung erfolgte mit einem ABI PRISM® 377-Sequenziergerat der Firma
Applied Biosystems bei 48 Watt und 50°C Geltemperatur. Zur Auswertung der
Methylierungsanalysen wurden die erhaltenen Sequenzen mit der entsprechenden
CpG Insel des zu untersuchenden Gens verglichen, dessen Basensequenz der
Genombibliothek der NCBI Blast-Internet Homepage (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)

entnommen wurde.

2.2.2 Zellkulturexperimente

2221 Kultivierung muriner und humaner Medulloblastomzelllinien

Die murinen Zelllinien 4M95 und 3M282 wurden in einem Kulturmedium bestehend
aus Modified IMEM (Gibco), 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco), 2 mM L-Glutamin
(Invitrogen) und 10 % Hitze-inaktiviertem (30 min bei 56°C) fetalem Rinderserum
(FBS; PAA) (IMEM+) bei 37 °C und 5 % COz-Atmosphare Kkultiviert. Zur
Passagierung der Zellen wurden diese einmalig mit 10 ml sterilem PBS gewaschen
und anschlieRend mit 2 ml Trypsin-EDTA (1x) pro 75 cm? Kulturschale bedeckt. Nach
2 min Einwirkzeit bei 37 °C I6sten sich die Zellen vom Boden der Kultivierungsflasche
und der Abdauprozess durch das Trypsin konnte durch Zugabe von 5 ml IMEM+
geblockt werden. Die Zellsuspension wurde dann auf frische Kulturflaschen verteilt
oder durch 5-minutige Zentrifugation bei 1500 rpm pelletiert, in je 1 ml
Einfriermedium/Einfrierrohrchen (90 % IMEM+; 10 % DMSO) resuspendiert und
schrittweise auf -80 °C abgekuhlt. Die endgultige Lagerung der eingefrorenen Zellen
erfolgte dann in flussigem Stickstoff. Zur Rekultivierung der Zellen wurden diese
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schnellstmoglich aufgetaut, um die Einwirkzeit des bei Raumtemperatur
zytotoxischen DMSO auf die Zellen moglichst kurz zu halten. Mit frischem IMEM+
versetzt wurden sie dann in eine neue 75 cm? Zellkulturflasche verbracht und bei
37°C und 5 % CO,- Atmosphare erneut kultiviert.

Die Kultivierung der humanen Medulloblastomzelllinie DAOY erfolgte in MEM alpha+
bestehend aus MEM alpha (Gibco), 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % Hitze-
inaktiviertem FBS, die der humanen Medulloblastomzelllinie D458 in improved IMEM,
2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % Hitze-inaktiviertem FBS bei
37°C und 5% CO, — Atmosphare. Alle weiteren Arbeiten wurden entsprechend den

Kultivierungsmethoden der murinen Medulloblastomzelllinien durchgefuhrt (s.o.).

2.2.2.2 Verwendung von rekombinantem BMB in Zellkulturversuchen

Die in den funktionellen Tests verwendeten rekombinanten ,BMPs wurden in steriler
20 mM Essigsaurelésung nach Protokoll des Herstellers in einer Konzentation von
0,1 upg/pl gelést und in den Tests mit einer Konzentration von 100 ng/mi
Kulturmedium verwendet. Den Kontrollgruppen wurde die jeweilige Menge an 20
mM Essigsaure zugesetzt, um fur eine potentielle Wirkung der Essigsaure auf die

Zellen zu kontrollieren.

2.2.2.3 Bestimmung der Zellvitalitat mittels CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay

Der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay der Firma Promega basiert auf
einer Luziferasereaktion, anhand derer man Proliferationsmessungen in Zellkulturen
durchfuhren kann. Hierbei wird der ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen in der
Luziferasereaktion, die mittels eines Luminometers gemessen wird, als Mal} fur die
Zahl lebender Zellen bestimmt. Das CellTiter-Glo® Reagenz wird direkt, ohne
vorherige Waschschritte, zu den Zellen ins Medium pipettiert, fur 10 min inkubiert und
das Signal anschlieBend gemessen. Wahrend der Inkubationszeit werden die Zellen

lysiert und endogene ATPasen inhibiert. Der lineare Messbereich des Assays liegt
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zwischen 5 und 50.000 Zellen. Die Einzelnen Pipetierschritte wurden nach dem von

der Herstellerfirma vorgegebenen Protokoll durchgefuhrt.

2.2.24 Ermittlung der Proliferationsrate von kultivierten
Medulloblastomzellen

Der Bromdesoxy-Uridin (BrdU) Proliferationstest (Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetrics); Roche) wird genutzt, um die Proliferationsrate kultivierter Zellen zu
messen. Hierzu wird Bromdesoxy-Uridin (BrdU) dem Zellkulturmedium (10 pl BrdU /
100 pl Zellkulturmedium zugegeben, das die zu testenden Zellen wahrend der S-
Phase des Zellzyklus als ,falschen“ DNA-Baustein anstelle von Thymidin in die neu
gebildete DNA einbauen. Nach 24 h Einwirkzeit wird das Zellkulturmedium
abgesaugt und die Zellen mit 150 ul FixDenat pro well fixiert, wobei auch die DNA
denaturiert. Der nach diesem Arbeitsschritt zugegebene Peroxidase-gekoppelte
Antikdrper gegen BrdU (100 ul/well Anti-BrdU-POD Arbeitslosung 1:100) bindet
wahrend einer 90-minutigen Inkubationszeit das eingebaute BrdU. Das daraufhin
zugesetzte Substrat der Peroxidase (100 pl/well) wird fur 30 min proportional zu dem
eingebauten BrdU durch die Peroxidase in ein farbiges Produkt umgesetzt, dessen
Extinktion bei 370 nm gegen eine Referenz-Absorptionswellenlange von 492 nm
gemessen wurde. Die Extinktion bildet ein direktes Mal} fur die proliferative Aktivitat
der Zellen.

2.2.2.5 Apoptose-Assay zur Bestimmung der Caspase-3/-7-Aktivitat in
kultivierten Zellen (APO-ONE)

Mittels des APO-ONE Homogeneous Caspase-3/-7 Assays (Promega) kann die
Aktivitat von Caspase- 3 und -7 in vitro bestimmt werden. Caspasen (Cystein-
Aspartat spezifische Proteasen) sind Proteasen, die spezifisch Peptidbindungen C-
terminal von Aspartat spalten und so Enzyme der Apoptose (,Programmierter
Zelltod®) induzieren (Nicholson und Thornberry 1997). Der APO-ONE Homogeneous
Caspase-3/-7 Assay verwendet zur Detektierung aktivierter Caspase-3 und Caspase-
7 das fluoreszenzmarkiertes Substrat Rhodamine 110 bis(N-CBZ-L-aspartyl-L-valyl-

aspartic acid amide), welches nach Spaltung durch in Zellen gebildeter Caspasen
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eine messbare Fluoreszenz bei 499 nmgy / 521 nmgpy, freigibt. Die Uber 24 h bzw. 48
h mit Bmps behandelten Zellen wurden mit dem gleichen Volumen an
Substrat/Puffergemisch (1/100) zu Kulturmedium versetzt, 2 h bei RT im Dunkeln bei
ca. 100 Schwingungen/Minute inkubiert und die Fluoreszenz bei 499 nmgy / 521
nmem in  einem Safire™ Plattenlesegerdt (Fa. Tecan) gemessen. Das

Fluoreszenzsignal ist dabei direkt proportional zur Menge aktivierter Caspasen.

2226 Ansatzmodus zu den funktionellen Zellkulturtests ( CellTiter-Glo®,
BrdU und APO-ONE)

Die Ansatze der funktionellen Zellkulturtests CellTiter-Glo®, BrdU und APO-One
wurden in 96-well Zellkulturplatten (Fa.Nunc) durchgefuhrt, wobei je Testreihe zwei
96-well Platten fur je eine Messung nach 48 h und 72 h angesetzt wurden und pro
Testsubstanz (BMP2, BMP4 und BMP6) je zwei Wiederholungen durchgefuhrt
wurden.

Die ausgesate Zellzahl betrug je well 2500 Zellen/100 pl Zellkulturmedium. Nach
einer 24-stiindigen Anwachsphase wurden fiir den CellTiter-Glo® und den BrdU-Test
je 6 wells pro verwendeter Zelllinie (DAOY, 4M95 und 3M282), fur den Apo-One Test
je 3 wells mit frischem Zellkulturmedium und 100 ng/ml des entsprechenden
rekombinanten BMPs und je 6 bzw. 3 wells pro Zellinie mit frischem
Zellkulturmedium und 20 mM Essigsaure als Kontrollansatz versetzt (Abb. 2) Alle

weiteren 24 h erfolgte ein Wechsel von Test- und Kontrollmedium.

Zelllinien
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 MTT-Test:
28.: BAOY—570) (1) (0 () (R (9 (8) (B) (B) (8 (&) (B) K= Kontrolle; B=BMP (100ng/ml)
sO0O00000000O00O
_ cOOO00OO0OO0O0O0O00OO BrdU-Test:
A P OICICICICIE) €] K= Kontrolle; B=BMP (100ng/mi)
_ |:000000000000
s pclciclciclclelelelelele BOOneTes:
000000000000 = Kontrolle; B= (100ng/ml)
HOOOOOOOOOOOO

Abbildung 2: Beispiel einer CellTiter-Glo®, BrdU oder APO-ONE Zellkultur-Testplatte.
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2.2.2.7 Behandlung von Zellkulturen mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin und
Trichostatin A

Um einen Hinweis auf den Einfluss von DNA-Methylierung und Histon-
Deacetylierung auf die Expression der Gene BMP2, BMP4 und BMP6 zu erhalten,
wurden die Zelllinien DAOY, 3M282 und 4 M95 mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin (5-Aza-dC)
und Trichostatin A (TSA) behandelt. 5-Aza-dC dient hierbei als Cytidin-Analogon, das
wahrend der Replikation der Zellen in deren DNA eingebaut wird und mit der DNA-
Cytosin-C5-Methyltransferase 1 (Dnmt1) eine kovalente Bindung eingeht. Aufgrund
dieser Bindung wird das Enzym Dnmt1 gehemmt und kann die Methylierung des
Tochterstranges nicht mehr vornehmen. Der neu-synthetisierte DNA-Strang bleibt
unmethyliert. Trichostatin A inhibiert Histon-Deacetylasen und beeinflusst dartber die
Chromatinstruktur der DNA, die ausschlaggebend dafur ist, ob und in welchem Malde

die Genexpression stattfindet.

Die jeweiligen Zellen wurden nach Trypsinierung mit einer Zelldichte von 5 x 10°
Zellen pro Zellkulturschale (9cm Durchmesser) ausgesat und parallel verschiedenen

Behandlungen unterzogen.

A+T1 Behandlung: Anzucht der Zellen fur 24 h. Danach Behandlung der
Zellen fur 24 h mit 500 nM 5-Aza-dC (1mM Stammlésung
in PBS) und 1 uyM TSA (3 mM Stammlsg. in DMSO).

A+T2 Behandlung: Anzucht der Zellen fur 24 h. Dann Behandlung der Zellen
fur 24 h mit 500 nM 5-Aza-dC und 1 uM TSA. Danach
Mediumwechsel und Behandlung mit 1 uM 5-Aza-dC und
1 M TSA. Inkubation fur weitere 24 h.

TSA Behandlung 1: Anzucht der Zellen fur 24 h. Danach Behandlung der
Zellen flr 24 h mit 1 yM TSA.

TSA Behandlung 2: Anzucht der Zellen fur 24 h. Danach Behandlung der
Zellen fur 48 h mit 1 yM TSA (Mediumwechsel nach 24 h
mit frischem TSA).
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Kontrolle: Taglicher Mediumwechsel ohne Wirksubstanzen (3 Tage)

Die Isolation der mRNA aus den Zellen erfolgte mittels Trizol wie unter 2.2.1.1.2
beschrieben. Die Quantifizierung der isolierten RNA wurde mittels des Nanodrop
ND100 Systems durchgefuhrt, die Qualitdt der RNA mit einer Agarose-

Gelelektrophorese Uberpruft.

2.2.2.8 Analyse der Koloniebildung von humanen und murinen
Medulloblastomzelllinien nach BMP-Gabe

Mit dem ,colony forming assay“ wurde uberprift, ob BMPs in der Lage sind, die
Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten in den Medulloblastom-Zelllinien DAOY und
3M282 zu reduzieren oder deren Wachstum ganz zu unterdricken. Hierzu wurden 3
% Agar in PBS 1:5 mit 45 °C warmem Kulturmedium verdinnt und 3 ml dieses
Medium-Agars in jede Vertiefung einer 6-well-Kultivierungsschale ausgegossen. In
800 — 1000 pl Topagar, bestehend aus 3 % Agar in PBS, 1:10 mit 45°C warmem
Kulturmedium verdunnt, wurden dann je 10 — 20.000 Zellen einer Zelllinie auf dem
Medium-Agar ausplattiert. Zellbewegungen kénnen aufgrund des viskdsen Mediums
nur noch eingeschrankt stattfinden, was einzelnen Zellen, die ankerungsunabhangig
wachsen konnen, die Madglichkeit bietet, Zellkolonien zu bilden, die dann nach 2-
wochiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO»-Atmosphare makroskopisch zu sehen
sind. Die Sichtbarkeit der einzelnen Kolonien wird durch Zugabe von je 50 pyl MTT
auf 450 pl Kulturmedium und anschlie3ender Inkubation fur 1 h bei 37 °C verbessert,

so dass man die einzelnen Kolonien auszahlen konnte.

2.2.29 Immunohistochemische Farbung von Gewebeschnitten

Paraffinschnitte der zu untersuchenden Gewebsproben wurden 2x fur 15 min in Xylol
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe gewassert. Nach der
Alkoholreihne wurden die Gewebsschnitte fir 20 min in Citratpuffer in einen
Dampfgarer gestellt. Danach folgte ein Waschschritt fur 5 min in A. dest. und ein 10
minutiger H,O2-Block, der anschlieend mit PBST (10 min) gestoppt wurde.

36



Material und Methoden

Vor der immunohistochemischen Farbung der Gewebsschnitte wurden diese mit
einer Losung aus 2 %igem Normalserum und 2 %igem bovinen Serum-Albumin
(BSA) in PBST fur 60 min bei Raumtemperatur (RT) geblockt. Nach den 60 min
wurde die Blocklésung von den Gewebsschnitten abgenommen und der 1.
Antikdrper verdunnt in frischem PBST mit 2 % BSA und 2 % Normalserum auf die
Schnitte gegeben und uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am darauf folgenden Tag
wurden die Schnitte 3x fur 5 min in PBST gewaschen. Es folgte die 60 minutige
Inkubation des 2. Antikdrpers bei RT, der vorher frisch in PBST mit 2 % BSA und 2 %
Normalserum angesetzt wurde. Danach wurde der 2. Antikérper 3x fur 5 min mit
PBST abgewaschen. Darauf wurden die Gewebsschnitte 15 min in ABC-L6sung (1
Tropfen Losung A + 1 Tropfen Losung B in 2,5ml PBST) inkubiert und darauf 5x mit
PBST gewaschen. Es folgte eine 3 min Inkubation mit Diaminobenzidin (DAB) (1,5 mi
Substrat + 30 pl DAB), die mit VE-Wasser nach 3 min gestoppt wurde. Danach
wurden die Gewebsschnitte in Hamalaun gegengefarbt und nach Dehydrierung Gber
eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol mit Deckglasern in DePeX eingedeckelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Veranderungen der mRNA-Expression von BMP2,
BMP4 und BMP6 in Medulloblastomen

Die drei ,Bone Morphogenetic Protein“ Gene BMP2, BMP4 und BMP6 wurden auf
Veranderungen ihrer mMRNA Expression in murinen und humanen Medulloblastomen
hin untersucht. Alle drei Gene zeigten eine signifikant erniedrigte mMRNA Expression
in allen murinen Medulloblastomen, die von Ptch1*” Mausen mit und ohne

zusatzlichem Nos2 Knock out stammten (Abb. 3).

A B
2.5 ‘ 2.5-
2.0 2.0-
g &
S S
@ 1.5 @ 15
5 =
o 1.0 @ 1.04
° °
= 0.5 . < 0.54
0.0- 0.0-
&
o
C

rel. Expression

Abbildung 3: Expression von Bmp2 (A), Bmp4 (B) und Bmp6 (C) auf mRNA-Ebene in murinen
Medulloblastomen. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte und die Standardabweichung in
jeweils sechs Medulloblastomen aus Méiusen des Genotyps Ptch1”; Nos2™ (2M), sechs
Medulloblastomen aus Mausen des Genotyps Ptch1™; Nos2” (4M) und 10 murinen Kleinhirnen (KH)
aus Wildtypmausen sowie 2M- und 4M-Mausen. Da die Kleinhirnkontrollen weder Genotyp- noch
altersabhangige Bmp mRNA-Expressionsunterschiede aufwiesen, wurden sie als eine Kontrollgruppe
(KH) zusammengefasst. Die Normalisierung der Expressionswerte erfolgte gegen eine murine
Universalkontrolle.

**. Signifikanter Expressionsunterschied (P<0,01) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe (Dunn’s
Multiple Comparison Test).
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Die humanen Medulloblastome zeigten folgende Ergebnisse fur die mRNA-
Expression der untersuchten BMPs. Die mRNA-Expression von BMP2 war, bezogen
auf das fetale Kleinhirngewebe (fcb), in den klassischen und desmoplastischen
Medulloblastomen signifikant erniedrigt. Die mMRNA-Expression von BMP4 war in der
klassichen Variante des Medulloblastoms signifikant erniedrigt, in der
desmoplastischen Variante war die Expression von BMP4 zwar erniedrigt, jedoch
nicht signifikant. Fur BMP6 zeigten sich ebenfalls in beiden Varianten des
Medullolblastoms (klassisch und desmoplastisch) eine signifikant erniedrigte mRNA-
Expression, bezogen auf das fetale Kleinhirngewebe (fcb). Die mRNA-
Expressionsniveaus von BMP2, BMP4 und BMP6 in den Medulloblastomen
unterschieden sich nicht von denen in adulten Kleinhirngewebeproben (acb) (Abb. 4).

Die relativen Expressionswerte der einzelnen Tumoren sind in Tabelle 13

zusammengefasst.
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Abbildung 4: Expression von BMP2 (A), BMP4 (B) und BMP6 (C) auf mRNA-Ebene in humanen
Medulloblastomen. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte und deren Standardabweichungen
in fetalem Kleinhirngewebe (fcb), adultemKleinhirngewebe (acb), 11 klassischen Medulloblastomen
(MB) und 9 desmoplastischen Medulloblastomen (dpMB). Die Normalisierung der rel.
Expressionswerte erfolgte gegen eine humane Universalkontrolle.

**. Signifikanter Expressionsunterschied (P<0,01) zwischen fetalem Kleinhirngewebe und den
entsprechenden Medulloblastomgruppen (Mann-Whitney Test).

*. Signifikanter Expressionsunterschied (P<0,05) zwischen fetalem Kleinhirngewebe und der
entsprechenden Medulloblastomgrupp. (Mann-Withney Test).
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3.2 Veranderungen der BMP2 und BMP4
Proteinexpression in humanen Medulloblastomen

Um zu Uberprufen, ob die in einzelnen Tumoren deutlich messbare BMP2 und BMP4
MmRNA-Expression auch als entsprechend erhdhte  Proteinexpression
immunhistochemisch nachweisbar ist, wurden die entsprechenden Medulloblastome
und einige Tumoren mit reduzierter BMP2 oder BMP4 Expression mit Antikdrpern
gegen BMP2 und BMP4 inkubiert. Als Positivkontrolle diente fetales und postpartales
Kleinhirngewebe.

Alle getesteten Tumoren mit einer relativen BMP2 oder BMP4 mRNA-Expression
groler als 0,7 relativ. zum Housekeeping-Gen ARF1 in der humanen
Universalkontrolle zeigten eine positive Farbreaktion nach Inkubation mit dem
entsprechenden BMP-Antikérper (Abb. 5). Die Tumorzellen der Medulloblastome mit
erniedrigter BMP2 oder BMP4 mRNA-Expression farbten sich nicht an. Ebenfalls
positiv fur BMP2 und BMP4 waren die externe Kornerzellschicht (EGL), der Plexus
choroideus sowie einige Zellen des Nucleus dentatus und des Marklagers. Von
besonderem Interesse war der Nachweis von BMP2 und BMP4 in der externen
Kdrnerzellschicht (EGL) der fetalen und postpartalen humanen Kleinhirne, denn die
Zellen der EGL werden als Ursprungszellen des Medulloblastoms diskutiert und
stellen im Gesunden somit eine geeignete Normalgewebskontrolle dar. Mit dem Alter
und Differenzierungsgrad der Kornerzellen nimmt die BMP-Expression physiologisch
ab, da die Wirkung des Morphogens BMP im reifen und postmitotischen
Hirngeweben nicht mehr in dem Male bendtigt wird wie in fetalem und sich
differenzierenden Hirngewebe.
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Abbildung 5: Proteinexpression von BMP2 und BMP4 in Gewebeschnitten von humanen
Medulloblastomen (A-D) und normalem Kleinhirngewebe (E-F). Gut zu erkennen ist das braun
gefarbte Zytoplasma der Tumorzellen in A (MB17, rel. mRNA-Expression von BMP2: 2,4) und B
(MB20, rel. mRNA-Expression von BMP4: 2,2). Die Starke der BMP-Proteinexpression korreliert in
allen vier Fallen mit den relativen mRNA-Expressionswerten aus den RT-PCR-Analysen. Die in C
(MB23, rel. mRNA-Expression von BMP2: 0,08) und D (MB17, rel. mRNA-Expression von BMP4:
0.16) abgebildeten Tumoren zeigten bei einer deutlich erniedrigten rel. mRNA-Expression auch keine
immunhistochemisch nachweisbare Proteinexpression. In den Bildern E und F sieht man die deutlich
braun gefarbten Zellen der externen Kornerzellschicht (EGL) eines fetalen (F) und eines postpartalen
Kleinhirns (E). GroRenbalken (schwarz).
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3.3 Expression der BMP-Rezeptorgene BMPR1A und
BMPR2 auf mRNA-Ebene in Medulloblastomen

In den Expressionsanalysen zu den BMP-Rezeptoren BMPR1A und BMPRZ2 wurde
untersucht, ob die verminderte mRNA-Expression von BMP2, BMP4 und BMP6 mit
einer ebenfalls reduzierten Rezeptorexpression einhergeht oder ob es
moglicherweise zu einer kompensatorischen Hochregulierung der Expression der
Rezeptoren kommt. Insbesondere BMP2 und BMP4 binden mit hoher Affinitat an die
beiden Rezeptoren BMPR1A und BMPR2. Abbildung 6 zeigt die
zusammengefassten Ergebnisse zur Bmpr mRNA-Expression in den untersuchten
murinen  Medulloblastomen. Bmpr1A zeigte im Vergleich zu normalem
Kleinhirngewebe keine signifikant veranderte mRNA-Expression in den Tumoren,
Bmpr2 hingegen wies signifikant erniedrigte Expressionslevel in den Tumoren beider
Genotypen, d.h. Ptch1”" Nos2** (2M) und Ptch1”~ Nos2” (4M) auf.
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Abbildung 6: Bmpr1A (A) und Bmpr2 mRNA-Expression (B) in murinen Medulloblastomen und
normalen Kleinhirngewebsproben. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte und die
Standardabweichung in sechs Medulloblastomen aus Mausen des Genotyps Ptch1”/Nos2"* (2M)
sechs Medulloblastomen aus Mausen des Genotyps Ptch1*/Nos2” (4M) und 10 murinen Kleinhirnen
(KH) aus Wildtypmausen sowie 2M und 4M Mausen. Die Normalisierung der Expressionswerte
erfolgte gegen eine murine Universalkontrolle.

**. Signifikanter Expressionsunterschied (P<0,01) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe (Dunn’s
Multiple Comparison Test);

*: Signifikanter Expressionsunterschied (P<0,05) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe (Dunn’s
Multiple Comparison Test).
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Die Untersuchung der BMPR-Expression in den humanen Medulloblastomen lieferte
einen Unterschied in der mRNA-Expression zwischen fetalem Kleinhirngewebe und
der Gruppe der desmoplastischen Medulloblastome, bei denen die Expression von
BMPR1A signifikant gegenuber der fetalen Kontrolle erhoht war. Die klassischen
Medulloblastome zeigten keine signifikante Veranderung in der Expression von
BMPR1A im Vergleich zu den Normalgewebskonntrollen. Die Expression von
BMPR2 zeigte weder bei der klassischen noch der desmoplastischen Variante einen
signifikanten Expressionsunterschied zur fetalen Kleinhirnkontrolle. Hier wiesen die
einzelnen Medulloblastomproben ein breit gestreutes Verteilungsmuster der
Expressionswerte auf. Die relativen Expressionswerte der einzelnen Tumoren sind in

Tabelle 13 zusammengefasst.
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Abbildung 7: BMPR1A (A) und BMPR2 (B) mRNA-Expression in humanen Medulloblastomen.
Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte und die Standardabweichungen in fetalem
Kleinhirngewebe (fcb), adultem Kleinhirngewebe (acb), 11 klassischen Medulloblastomen (MB) und 9
desmoplastischen Medulloblastomen (dpMB). Die Normalisierung der Expressionswerte erfolgte
gegen eine humane Universalkontrolle.

*. Signifikanter Expressionsunterschied (P<0,05) zwischen fetalem Kleinhirngewebe und der
entsprechenden Medulloblastomgruppe (Mann-Withney Test).
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3.4 MRNA-Expressionsanalyse der BMP-regulierten
Zielgene ID4 und MATH1 in Medulloblastomen

Um die Auswirkung der signifikant erniedrigten Expression von BMP2, BMP4 und
BMP6 in den murinen und humanen Medulloblastomen auf Zielmolekile des BMP-
Signalweges zu Uberprifen wurde die Expression von ID4 (inhibitor of DNA binding
4) und MATH1 auf mMRNA-Ebene untersucht. Wahrend /D4 ein wichtiges Zielgen des
BMP-Signalweges darstellt (Samanta und Kessler 2004), wird MATH1
bekanntermallen auf posttranskriptionellem Wege durch BMP herunterreguliert
(Zaoh et al. 2008). Ob Medulloblastome entsprechend der erniedrigten BMP-
Expression auch ein erhdhtes MATH1 mRNA-Expressionslevel zeigen, wurde mittels
semiquantitativer RT-PCR Uberpruft. Die Expressionsanalysen in murinen
Medulloblastomen zeigten, dass /d4 in beiden Medulloblastomgruppen relativ zu

normalem Kleinhirngewebe signifikant niedriger exprimiert wurde (Abb. 8).

Hed *%

rel. Expression

----------------

Abbildung 8: /d4 (inhibitor of DNA binding 4) mRNA-Expression in murinen Medulloblastomen und
normalem Kleinhirngewebe. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte und die
Standardabweichung in sechs Medulloblastomen des Genotyps Ptch1"”/Nos2™* (2M), sechs
Medulloblastomen aus Mausen des Genotyps Ptch1"/Nos2™ (4M) und 10 murinen Kleinhirnen (KH).
Die Normalisierung der Expressionswerte erfolgte gegen eine murine Universalkontrolle.

**: Signifikanter Expressionsunterschied (P< 0,01) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe

(Dunn’s Multiple Comparison Test).
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Entsprechend der in den Medulloblastomen erniedrigten mRNA-Expression von
Bmp2, Bmp4 und Bmp6 zeigte Math1 in beiden Medulloblastomgruppen eine
signifikant um mehr als hundertfach gesteigerte Expression gegenuber den

Kleinhirnnormalgewebskontrollen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Math1 mRNA-Expression in murinen Ptch*” Medulloblastomen. Dargestellt sind die
mittleren Expressionswerte und die Standardabweichung in sechs Medulloblastomen des Genotyps
Pch1*/Nos2** (2M), sechs Medulloblastomen aus Mausen des Genotyps Ptch1”/Nos2” (4M) und 10
murinen Kleinhirnen (KH). Die Normalisierung der Expressionswerte erfolgte gegen eine murine
Universalkontrolle.

***. Signifikanter Expressionsunterschied (P< 0,001) zwischen Tumor und Kontrollgruppe

(Dunn’s Multiple Comparison Test).

**: Signifikanter Expressionsunterschied (P< 0,01) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe

(Dunn’s Multiple Comparison Test).

Auch in den humanen Medulloblastomen wurde die Expression von [D4- und
MATH1-mRNA mittels RT-PCR untersucht. Im Gegensatz zu den murinen
Medulloblastomen zeigten die humanen Tumoren keine signifikant veranderte /D4
und MATH1 mRNA-Expression im Vergleich zu fetalem wund adultem
Kleinhirngewebe. Lediglich in den desmoplastischen Tumoren war MATH1, mit
Ausnahme von dpMB10, starker exprimiert als in den Kleinhirnkontrollen. Die
relativen Expressionswerte der einzelnen Tumoren sind in Tabelle 13

zusammengefasst.
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3.5 PTCH1, GLI1 und GLI2 mRNA-Expression in
murinen und humanen Medulloblastomen

In weiteren Untersuchungen wurde die Expression von Komponenten des SHH-
Signalweges, d.h. des Rezeptors PTCH1 und der beiden Transkriptionsfaktoren GL/1
und GL/2 analysiert, da zum einen die untersuchten murinen Medulloblastome aus
dem Ptch1*”" Knockout-Modell (Goodrich et al. 1997) stammten und zum anderen ein
negativer ,Feedback-Loop“ von BMPs auf die Transkription und folglich auch auf die
Expression von Shh-Zielgenen beschrieben wurde (Bastida et al. 2009). Die eigenen
Untersuchungen zeigten, dass in den beiden murinen Medulloblastomgruppen die
Gli1 mRNA-Expression signifikant  gegenuber  der  Expression der
Normalgewebskontrolle gesteigert war, was auf einen aktivierten Shh-Signalweg
hindeutet. Die Gli2 mRNA-Expression war hingegen nur in 5/11 Tumoren deutlich
und in 3 weiteren Tumoren maRig erhdoht, wahrend das Ptch1 mMRNA-
Expressionsniveau der Tumoren im Mittel keinen Unterschied zu dem der
Normalgewebskontrollen aufwies (Abbildung 10). Die relativen Expressionswerte in

den einzelnen Tumoren sind in Tabelle 12 und 13 zusammengefasst.
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Abbildung 10: Gli1 (A), Gli2 (B) und Ptch1 (C) Expression in murinen Medulloblastomen und
Kleinhirngewebsproben. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte inkl. Standardabweichung
der Gli1, Gli2 und Ptch1 mRNA-Expression in der Kontrollgruppe (KH) und den Medulloblastomen der
Genotypen 2M und 4M. Die Normalisierung der Expressionswerte erfolgte gegen eine murine
Universalkontrolle.

**: Signifikanter Expressionsunterschied (P< 0,01) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe

(Dunn’s Multiple Comparison Test).

Die Expressionslevel von PTCH1, GLI1T und GLI2 waren in den untersuchten
humanen Medulloblastomen sehr heterogen. Insbesondere fur die Medulloblastome
der desmoplastischen Variante wurde Uber eine haufige Aktivierung des SHH-
Signalweges berichtet (Kool et al. 2008). In der eigenen Serie wiesen jedoch nur 3/9
desmoplastische (33%) und 1/11 klassische Medulloblastome (9%) eine GLI/1
Uberexpression auf. Fir GL/2 fanden sich in zwei weiteren desmoplastischen
Medulloblastomen erhohte mMRNA-Expressionswerte. Die klassischen
Medulloblastome zeigten im Vergleich zu fetalem Kleinhirngewebe in einem Fall eine
erhohte, in 3/11 Fallen eine erniedrigte und in 7/11 Fallen eine unveranderte GL/2
MmRNA-Expression. Die PTCH1 mRNA-Expression war mit Ausnahme von 3

Tumoren (2 klassische und 1 desmoplastisches Medulloblastom) unabhangig vom
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histologischen Typ gegenltber der Normalgewebskontrolle erhdht. Die relativen

Expressionswerte der einzelnen Tumoren sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

3.6 Veranderungen der EZH2 mRNA-Expression in
murinen Medulloblastomen

EZH?2 interagiert neben seiner Histon-Lysin-N-Methyltransferase-Funktion auch direkt
mit DNA-Methyltransferasen und wird zur DNA-Methylierung von EZH2-
Zielpromotoren bendtigt (Viré et al. 2006). Eine erhohte EZH2 mRNA- und Protein-
Expression kénnte somit ein Hinweis auf ein gesteigertes Mall an
Promotormethylierung moglicherweise auch fur die BMP-Gene sein. In den
untersuchten murinen Medulloblastomproben war die Ezh2 mRNA-Expression im
Vergleich zu der Ezh2 mRNA-Expression in der Kleinhirnkontrollgruppe signifikant
erhdht (Abbildung 11).
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Abbildung 11: EZH2 mRNA-Expression in  murinen Ptch1*"  Medulloblastomen  und
Kleinhirngewebsproben. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte und die Standardabweichung
in sechs Medulloblastomen des Genotyps Ptch1™/Nos2"* (2M) sechs Medulloblastomen aus Mausen
des Genotyps Ptch1™/Nos2™ (4M) und 10 murinen Kleinhirnen (KH). Die Normalisierung der
Expressionswerte der Einzelwerte erfolgte gegen eine murine Universalkontrolle.

***: Signifikanter Expressionsunterschied (P< 0,001) zwischen Tumor- und Kontrollgruppe
(Dunn’s Multiple Comparison Test).

*: Signifikanter Expressionsunterschied (P< 0,05) zwischen Tumor und Kontrollgruppe

(Dunn’s Multiple Comparison Test).
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Obwohl in den humanen Tumoren keine erhohte EZH2 mRNA-Expression zu
detektieren war, wurde sowohl in den murinen als auch in den humanen Tumoren
mittels Bisulfit-Sequenzierung der Methylierungsstatus der Promotorbereiche der
Gene BMP2, BMP4 und BMP6 Uberpruft.

3.7 Expression von BMP2, BMP4 und BMP6 mRNA
nach DNA-Demethylierung und Inhibierung der
Histondeacetylierung in Medulloblastomzellen

Um einen ersten Hinweis zu erhalten, ob eine Promotormethylierung die verminderte
Expression von BMPs in Medulloblastomen verursacht, wurden die murinen
Medulloblastomzelllinien 4M95 und 3M282 sowie die humane
Medulloblastomzelllinie  DAOY mit 5°-Aza-Desoxycytidin  (5°-Aza-dC) und
Trichostatin A (TSA) behandelt. Die beiden Substanzen bewirken eine kombinierte
Demethylierung und Inhibierung der Deacetylierung von DNA. Nach Behandlung der
Zellen wurde die RNA isoliert, cDNA synthetisiert und diese fir RT-PCR-Analysen
eingesetzt. Abbildung 12 zeigt die veranderte Expression von Bmp2 und Bmp4 nach
5°-Aza-dC /TSA Behandlung in den Zelllinien 3M282 und 4M95. In der Zelllinie
3M282 stieg die Bmp4 mRNA-Expression nach 5°-Aza-dC/TSA Behandlung an,
wahrend die Bmp2 mRNA-Expression leicht abfiel (Abb. 12A) In der Zelllinie 4M95
hingegen zeigte sich fir Bmp2 ein Expressionsanstieg und flir Bmp4 ein deutlicher
Ruckgang der Expression nach kombinierter 5°-Aza-dC/TSA Behandlung (Abb. 12B).
Die ausschlieldliche Behandlung der Zelllinien mit TSA konnte in den beiden murinen
Zelllinien keine verstarkte Expression von Bmp2 und Bmp4 bewirken, was darauf
hindeutet, dass in den murinen Zelllinien eher eine DNA-Methylierung als eine
Deacetylierung als Silencing-Mechanismus fur Bmp2 und Bmp4 eine Rolle spielt. Fur
Bmp6 konnte in allen murinen Zelllinien weder Uber die alleinige Inhibition der
Deacetylierung noch uber die kombinierte Demethylierung/Inhibierung der
Deacetylierung ein Expressionsanstieg nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: BMP2 (A1 und B1) und BMP4 (A2 und B2) mRNA-Expression ohne Behandlung
(Kontrolle), mit alleiniger TSA-Behandlung (TSA) und nach 5°-Aza-dC/TSA-Behandlung (AT1: 24 h
Behandlung; AT2: 48 h Behandlung) der murinen Zelllinien 3M282 (A) und 4M95 (B). Die
Normalisierung der Expressionswerte erfolgte gegen eine murine Universalkontrolle.
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Die humanen Medulloblastom-Zelllinien verhielten sich im Hinblick auf die
Expression der BMP-Gene nach kombinierter 5°Aza-dC/TSA und alleiniger TSA-
Behandlung, wie auch schon fur die murinen Zelllinien gezeigt, individuell
unterschiedlich, Wobei DAOY-Zellen generell eine hdhere Expression von BMP2,
BMP4 und BMP6 mRNA nach Behandlung zeigten (Abb. 13 und 14).
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Abbildung 13: BMP2 (A), BMP4 (B) und BMP6 (C) mRNA-Expression ohne Behandlung (Kontrolle)
und nach 5°-Aza-dC/TSA-Behandlung (AT1: 24 h Behandlung; AT2: 48 h Behandlung) der humanen
MB-Zelllinien DAOY. Die Normalisierung der Expressionswerte erfolgte gegen eine humane
Universalkontrolle.
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Abbildung 14: BMP2 (A), BMP4 (B) und BMP6 (C) mRNA-Expression nach 48 h TSA-Behandlung
und ohne Behandlung (Kontrolle) der humanen Medulloblastomzelllinie DAOY. Die Normalisierung der
Expressionswerte erfolgte gegen eine humane Universalkontrolle.
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Abbildung 15: BMP2 (A), BMP4 (B) und BMP6 (C) mRNA-Expression ohne (Kontrolle) und nach 48 h
TSA-Behandlung der humanen Medulloblastomzelllinie D458. Die Normalisierung der
Expressionswerte erfolgte gegen eine humane Universalkontrolle.

In der Zelllinie DAOY ergab sich fur alle untersuchten BMP-Gene, auch fur BMPG6,
eine deutlich gesteigerte Expression, sowohl nach kombinierter 5°Aza-dC/TSA-
Behandlung (Abb.13) als auch nach alleiniger TSA-Behandlung (Abb. 14). Im
Unterschied dazu fand sich in der Zelllinie D458, die ausschlieRlich mit TSA
behandelt wurde, nur fir BMP4 und BMP6 eine deutlich gesteigerte Expression nach
der Behandlung (Abb. 15). Da die humanen Zelllinien im Unterschied zu den murinen
Zelllinien beim Vergleich kombinierte 5°-Aza-dC/TSA versus alleiniger TSA-

Behandlung die BMP-Gene in ahnlicher Grélienordnung hochregulierten, scheint in
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humanen Medulloblastomen eher eine verstarkte Histondeacetylierung als eine DNA-

Methylierung ursachlich fur die erniedrigte Expression von BMP4 und BMP6 zu sein.

3.8 Analyse des BMP-Rezeptorstatus in
Medulloblastomzelllinien

Um zu Uberpriufen, ob eine Behandlung von Medulloblastomzellen mit rekombinanten
BMP2, BMP4 oder BM6 funktionelle Veranderungen in vitro hervorrufen kann, wurde
zunachst die mRNA-Expression der BMP-Rezeptorgene BMPR1A und BMPRZ2
mittels qRT-PCR analysiert. Die murinen Medulloblastomzelllinien zeigten, verglichen
mit dem Mittelwert der Normalgewebskontrollen, eine vergleichbare Expression von
Bmpr1A und eine reduzierte Expression von Bmpr2 (Abb. 16).

Expression

rel.

Abbildung 16: mRNA-Expression von BMPR1A und BMPRZ2 in den murinen Zellinien 3M282 und
4M95 in Relation zur Expression in normalem murinen Kleinhirngewebe. Es zeigt sich, dass die
Expression der beiden Rezeptoren in der Zelllinie 3M282 dem Expressionslevel in Kleinhirngewebe
entspricht bzw. erhoht ist, wahrend in der Zelllinie 4M95 die Expression des BMPR2 erniedrigt ist.

In der humanen Zelllinie DAOY war die Expression des Rezeptors BMPR1A
gegenuber der fetalen und adulten Kontrolle erniedrigt (< 0,5 rel. Expression). Die
Expression dieses Gens in der Zelllinie D458 entsprach dagegen in etwa derjenigen
in den Normalgewebskontrollen (Abb. 17). Die Expression von BMPR2 war in beiden

untersuchten Zelllinien im Vergleich zur den Normalgewebskontrollen reduziert.
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Abbildung 17: Expression der BMP-Rezeptorgene BMPR1A und BMPRZ2 in den humanen Zellinien
DAOQY und D458 sowie in adultem (acb) und fetalem (fcb) Kleinhirngewebe. Die Normalisierung der
Expressionswerte erfolgte gegen eine normale humane Referenzprobe. DAOY zeigt fir BMPR1A
verminderte Expressionslevel gegeniber dem Kontrollgeweben. Die Expression von BMPR?2 ist in
beiden Zelllinien gegenuber den Kontrollgeweben reduziert.

3.9 Promotor-Methylierungsanalysen von BMP2, BMP4
und BMP6 in murinen und humanen
Medulloblastomen

3.9.1 Ergebnisse der Methylierungsanalysen an murinen Tumoren

In den murinen Medulloblastomen korrelierte die verminderte Expression von Bmp2,
Bmp4 und Bmp6 positiv mit einer erhohten Ezh2 mRNA-Expression. Aulierdem
zeigte sich eine verstarkte Expression dieser Gene in Medulloblastomzellen nach
Behandlung mit 5°-Aza-Desoxycytidin (5°-Aza-dC) und Trichostatin A (TSA).
Aufgrund dieser Befunde konnte eine Promotormethylierung einen mdglichen
Mechanismus der verminderten Expression dieser Gene in den Ptch™-
Medulloblastomen  darstellen. Von insgesamt 7  unterschiedlich alten
Kleinhirnkontrollgeweben, 9 Medulloblastomen und 3 Zelllinien wurde der
Methylierungsstatus der Promotorbereiche von BmpZ2, Bmp4 und Bmp6 ermittelt.
BmpZ2 und Bmp6 besitzen jeweils eine 5°-CpG-Insel, die den Transkriptionsstartpunkt
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einschlie®t, Bmp4 weist zwei CpG-reiche Regionen, beide hinter dem
Transkriptionsstartpunkt gelegen, auf (Abb. 18). Im Fall von Bmp4 wurde zusatzlich
zu den 2 annotierten CpG-Bereichen die Region um den Transkriptionsstartpunkt

analysiert.
A
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der murinen Bmp2-, Bmp4- und Bmp6-Gene in ihren
jeweiligen chromosomalen Lokalisationen. A: Bmp2 (NM_007553); GroRRe der assoziierten CpG-Insel:
1522bp /158 CpG-Dinukleotide.. B: Bmp4 (NM_007554); GroRe der assoziierten CpG-Inseln: CpG-
Insel 1: 1811bp/123 CpG-Dinukleotide; CpG-Insel 2: 282bp/25 CpG-Dinukleotide. C: Bmp6
(NM_007556); GroRRe der assoziierten CpG-Insel: 1693bp/157 CpG-Dinukleotide. Dargestellt ist die
genomische Struktur der einzelnen Gene sowie ihre jeweilige chromosomale Position. Der gelbe
Kasten stellt jeweils die Promotorregion dar. Die roten Kasten stehen fiir die Exons, schmale Linien
kennzeichnen die Introns. Weiterhin sind die 5-UTR und die 3-UTR sowie der Transkriptionsstart
(TSS) und Translationsstart (TLS) angezeigt. Die ungefdhre Lage der analysierten CpG Inseln ist
schematisch dargestellt.
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AAACGAAAAACGATATCACCCGCCAACCAACCCCGAATCCCCGACCCGTATCCTCTACCTTTAAAAAACCGCAATCCGTCTAAAA

Abbildung 19: Beispielhafte Ausschnitte aus den Sequenzierungen von Teilen der der Bmp2-
assoziierten CpG-Insel nach Natriumbisulfitkonversion der DNA in den folgenden 3 Proben: 1M82
(normales Kleinhirngewebe), 4M321 (Medulloblastom) und 2M223 (Medulloblastomzelllinie). Die mit
Pfeilen markierten ,G’s“ entsprechen methylierten ,C’s®, da die Sequenz des Gegenstranges
abgebildet ist.

Fir Bmp2 ergab sich an den CpG-Dinukleotiden 5-19 der CpG-Insel in den
untersuchten Medulloblastomen und insbesondere in den Medulloblastomzlllinien
eine deutlich starkere Methylierung als in den Normalgewebskontrollen. In Abbildung
19 ist dieser Befund exemplarisch an 3 Fallen und in Abbildung 20 in der Ubersicht
Uber alle untersuchten Gewebe- und Zellkulturproben dargestellt. Auch fir Bmp4 und

Bmp6 fand sich an einigen CpG-Dinukleotiden eine Methylierung, die in den
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106K nd ddddoadadadad d2 ofg 1 1 FIEEENEEEEE
24NB 043 Qadqgqg1oogadagaqadaaddqaqoqoaqoqgaoaqagoaqoaoqoad1o00da9qgadoqacaq o
27NB 033 Qadgogogaga22 1dqg002a0dd9d 1424 1d0d0qgadg9q009qdq9 o
679VB 033 dgddododgddddddddoddoddodgddddddododdaoddddad
164VB 041 Qadqgoqoqgaqagoaq2d 1dgq9qd0q09q0q0c0qododaaqoqdooqoqaogqgoogqao oo
208VB 049 Qo ogagadgaqgoadaagadqaqgogqgoaodgoagadgaqgodgagoaqaqodogoqoagadgoqoqodq o
035 dgddododgddddddddoddoddodgddaddddododdaoddddd
21MVB 0,31 Qadqgoqogagagaoqoaaqdgaoqaqoqoagogaoaqaagoqoagqoaoqooqoogqoooodq o
758NVB 0,07 Qo ogagadgaqgoadaagadqaqoqgoagaoqgoagadgagodgagoaqaqgodogoqoagadoqoqodq o
a6 MVB 04 dddddddddddddoddddadddddododddoddddddd

Abbildung 20: Methylierungsmuster in den untersuchten Anteilen der 5°-CpG-Inseln von Bmp2,
Bmp4 und Bmp6 in 9 murinen Medulloblastomen, 3 Medulloblastomzelllinien und 7 nicht-
neoplastischen Kleinhirngeweben. Der Methylierungsstatus an jedem CpG-Dinukleotid wurde
entsprechend der folgenden Skalierung bewertet: 0, nicht methyliert (weiRer Hintergrund); 1, schwach
methyliert (hellgrauer Hintergrund; Intensitat des methylierten Signals niedriger als 1/3 des
unmethylierten Signals); 2, maRig methyliert (dunkelgrauer Hintergrund; Intensitat des methylierten
Signals zwischen 1/3 und 2/3 des unmethylierten Signals); 3, stark methyliert (schwarzer Hintergrund;
Intensitdt des methylierten Signals hoher als 2/3 des unmethylierten Signals. Die vor dem
Transkriptionsstartpunkt liegenden CpG-Dinukleotide sind durch ein negatives Vorzeichen
gekennzeichnet (n.d.: Untersuchung nicht durchgefihrt).

60



Ergebnisse

3.9.2 Ergebnisse der Methylierungsanalysen an humanen Tumoren

Obwohl fur die humanen Medulloblastome keine erhéhte EZH2-Expression und kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen Demethylierungsbehandlung und Expression
der untersuchten BMP-Gene in der Zellkultur gefunden wurde, erfolgte an 10
humanen Medulloblastomen eine Methylierungsanalyse der jeweils assoziierten 5'-
CpG-reichen Regionen. Funf Medulloblastome der klassischen Variante (MBS9,
MB15, MB16, MB17 und MB18) und funf Medulloblastome der desmoplastischen
Variante (dpMB10, dpMB11, dpMB13, dpMB14 und dpMB19) sowie genomische
DNA aus adultem und fetalem humanen Gehirngewebsproben wurden mit
Natriumbisulfit behandelt, die 5’-CpG-reichen Regionen von BMP2, BMP4 und BMP6
mittels PCR amplifiziert und anschliel3end sequenziert. Die genomische Struktur der
einzelnen BMP-Gene und die Lage der untersuchten CpG-Inseln ist in Abbildung 21

dargestellt.

A
Struktur und Position von BMP2 auf Chromosom 20 (NM 001200):

chrae (pl2.3) EeplcPilE  ICEED | 2| EE ErEE B |

Stoppcodon .
CpG-Insel 3
A
TSS TLS
5-UTR

Legende
|:| = Promotor TSS = Erstes Nukleotid des ersten Exons markiert Transkriptionsstart (TSS)
. = BMP2 Exone TLS = Sequenz des Startcodon ATG markiert Translationsstart (TLS)
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B
Struktur und Position von BMP4 auf Chromosom 14 (NM 130850):

chrid4 co2z2.2) IR |32, 2 I
CpG-Insel
Stoppcodon
| |
v
:F je}——F
TSS TLS
» 5-UTR _
Legende
I:I = Promotor TSS = Erstes Nukleotid des ersten Exons markiert Transkriptionsstart (TSS)
. = BMP4 Exone TLS = Sequenz des Startcodon ATG markiert Translationsstart (TLS)
C

Struktur und Position von BMP6 auf Chromosom 6 (NM 001718)

chird o243 [ NIV BT ) R =N el

Stoppcodon
3

CpG-Insel - iTR

[Tss| | TLS |
5-UTR
Legende
I:I = Promotor TSS = Erstes Nukleotid des ersten Exons markiert Transkriptionsstart (TSS)
. =BMP6 Exone TLS = Sequenz des Startcodon ATG markiert Translationsstart (TLS)

Abbildung 21: Genomische Struktur und chromosomale Lokalisation der drein untersuchten Gene.
A: BMP2 (NM_001200); GroRe der assoziierten CpG Insel: 1494 bp / 169 CpG-Dinukleotide. B:
BMP4 (NM_130850); Grofe der assoziierten CpG Insel 1: 2774 bp / 221 CpG-Dinukleotide; GroRe
der assoziierten CpG Insel 2: 204 bp / 20 CpG-Dinukleotide. C: BMP6 (NM_001718); Grolke der
assoziierten CpG Insel: 2066 bp / 210 CpG-Dinukleotide. Gelbe Kasten stellen die jeweilige
Promotorregion dar, rote Kasten reprasentieren die Exons, die Uber schmale Linien (Introns)
miteinander verbunden sind. Weiterhin sind die 5°-UTR und die 3"-UTR Weiterhin sind die 5-UTR und
die 3 -UTR sowie der Transkriptionsstart (TSS) und Translationsstart (TLS) angezeigt. angezeigt. Die
ungefahre Lage der analysierten CpG-Inseln ist schematisch dargestellt.
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Mit Ausnahme der 5’untranslatierten Region (5-UTR) von BMP4 wiesen in den
humanen Tumoren und der Zelllinie DAOY sowie in den Normalgewebskontrollen
keine der untersuchten und in Abbildung 21 schematisch dargestellten CpG-reichen
Regionen eine Methylierung auf. Dahingegen zeigten zwei klassische
Medulloblastome (MB16 und MB18) sowie drei desmoplastische Medulloblastome
(dpMB11, 14 und 19) fur BMP4 eine deutlich starkere Methylierung als die adulte und
fetale Normalgehirnkontrolle (Abbildung 22). In dpMB13 passte die nachweisbare
BMP4 mRNA-Expression zu der fehlenden Methylierung in dieser Region, wahrend
dpMB10 eine verminderte mRNA-Expression bei fehlender Methylierung aufwies
(Abbildung 22).

BMP4 (human)

einzelne QpG- Dinuklectide vor dem Transkriptionsstart ?I Transkriptionsstartpunkt

Proben rel. Expression BMP4J -24] 23| -22] -21[ -20{ -19 -18 7116 19 14 13 -12 1110 9 g - 0
VB9 0,18 o o 1 o o o o o d d o
VB15 0,16 o o 4 o o o o o d o o
VB16 0,07 4 o d 1 o 141  d o d 9
VB17 0,16 o o 4 o o o o o d d o
VB18 0,05 2 o 4 o o o o o o o 9
dpVB10 046 d d d o o o d d o d 9
dpVB11 1 4 o d o o 141 d d o d 9
dpVB13 23 o o d o o o o o o o o
dpvVB14 0,56 4 d d o d  d d o d 9
dpvB19 014 4 o 1 1 1 141 o d o d o
adult brain control md. 4 o d 1 o 1 o o d o o
fetdl brain contrdl n.g. d  d 1 o o o o o d o

Abbildung 22: Methylierung einzelner CpG-Dinukleotide vor dem Transkriptionsstartpunkt in der
CpG-Insel 1 von BMP4 in 10 Medulloblastomen und 2 nicht-neoplastischen Hirngeweben Der
Methylierungsstatus an jeder CpG-Stelle wurde entsprechend der folgenden Skalierung bewertet: 0,
nicht methyliert (weilder Hintergrund); 1, schwach methyliert (hellgrauer Hintergrund; Intensitat des
methylierten Signals niedriger als 1/3 des unmethylierten Signals); 2, maRig methyliert (dunkelgrauer
Hintergrund; Intensitat des methylierten Signals zwischen 1/3 und 2/3 des unmethylierten Signals); 3,
stark methyliert (schwarzer Hintergrund; Intensitdt des methylierten Signals hdher als 2/3 des
unmethylierten Signals. Die vor dem Transkriptionsstartpunkt liegenden CpG-Dinukleotide sind durch
ein negatives Vorzeichen gekennzeichnet (n.g.; nicht gemessen).

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass eine Promotormethylierung von BMP2,
BMP4 und BMP&6 nicht die Hauptursache flr die erniedrigte Expression dieser Gene
in humanen Medulloblastomen ist und stattdessen andere Mechanismen,

beispielsweise Veranderungen der Histonacetylierung eine Rolle spielen.
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3.10 Funktionelle Analysen an Medulloblastomzellen
nach Gabe von rekombinantem BMP

Um eine potentiell inhibitorische Wirkung von BMPs auf das Wachstumsverhalten
von murinen und humanen Medulloblastomzellen zu Uberprifen, wurden
Medulloblastomzellen der Linien 3M283, 4M95 und DAOY mit rekombinantem BMP2
oder BMP6 behandelt. Nach 72 h Behandlung erfolgte die Messung der Zellvitalitat,

der Proliferation und der Apoptoserate (Caspase 3/7-Aktivitat) der behandelten
Medulloblastomzellen.
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Abbildung 23: Vitalitdt von Zellen der Medulloblastomzelllinien 4M95 (A), 3M282 (B) und DAQY (C)
nach Gabe von rekombinantem BMP2 (100ng/ml) fur 72 h. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus
3 Versuchsansatzen (jeder & 5 Messwerte) und deren Standardabweichung.

. Signifikanter Unterschied (P<0,05) zwischen der Vitalitdt von Zellen ohne und 72 h nach
Behandlung mit rekombinantem BMP2 (Wilcoxon matched pairs test).
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Die Zelllinie 4M95 reagiert auf die Behandlung mit rekombinantem BMP2 (100ng/ml)
mit einer signifikant erniedrigten Zellvitalitat, gemessen an der ATP-Menge
metabolisch aktiver Zellen (Abb. 23). Die Zelllinie 3M282 demonstriert in einem von 3
Versuchsansatzen nach Gabe von rekombinantem BMP2 eine signifikante
Vitalitdtsabnahme. In den beiden anderen Ansatzen konnte keine signifikante
Veranderung der Vitalitdt beobachtet werden, woraus sich im Ganzen keine
signifikante Erniedrigung der Zellvitalitat fur die Zellinie 3M282 ergab. Die Zelllinie
DAOY reagierte in keinem von drei Versuchsansatzen mit einer signifikanten
Erniedrigung der Zellvitalitat auf das rekombinante BMP2. Tendenziell konnte in den
Einzelmessungen aber eine Abnahme der Zellvitalitat beobachtet werden (Abb. 23
C). Fur BMP4 wurde die luminometrische Zellvitalitatsmessung nicht durchgefuhrt, da
BMP2 und BMP4 dieselben Rezeptor-Subtypen binden und von einem
vergleichbaren Effekt ausgegangen werden kann. Die Behandlung mit BMP6 fuhrte

in keiner der Zelllinien zu signifikanten Zellvitalitadtsveranderungen.
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Abbildung 24: Apoptotische Aktivitdt von Zellen der Medulloblastomzellinien 4M95 (A), 3M282 (B)
und DAOY (C) nach Gabe von rekombinantem BMP2 (100ng/ml). Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte der Caspase 3/7-Aktivitditsmessungen aus 3 Versuchsansatzen (jeder a 5 Messwerte) und
deren Standardabweichung.

*: Signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Apoptoserate von Zellen ohne und 72 h nach
Behandlung mit rekombinantem BMP2 (Wilcoxon matched pairs test).

**. Signifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen der Apoptoserate von Zellen ohne und 72 h nach
Behandlung mit rekombinantem BMP2 (Wilcoxon matched pairs test)

Die Messungen der apoptotischen Aktivitdt ohne und nach Behandlung mit
rekombinantem BMP wurden fur alle drei Zelllinien (4M95, 3M282 und DAQOY) mit
BMP2 und BMP6 jeweils dreimal durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich fur 4M95 und
3M282 eine signifikante Steigerung der apoptotischen Aktivitdt (Zunahme der
Caspase 3/7-Aktivitat) nach Behandlung mit rekombinantem BMP2 (Abb. 24). Die
humane Zelllinie reagierte mit keiner signifikanten Veranderung auf die Gabe von
rekombinantem BMP2. Auf die Gabe von rekombinantem BMP6 reagierte keine der

drei Zellinien mit einer Veranderung der Caspase 3/7-Aktivitat. Auch konnte die Gabe
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von rekombinanten BMP2 und BMP6 in keiner der getesteten Zelllinien eine
signifikante Veranderung der Proliferation im BrdU-Test bewirken.

Nur Zellen der Linien 3M282 und DAOY sind in der Lage Kolonien in Soft-Agar zu
bilden, weshalb an diesen beiden Zelllinien getestet wurde, ob die Gabe von
rekombinantem BMP die Anzahl der Kolonie-bildende Einheiten (CFUs) senken
kann. Die murine Zelllinie 3M282 zeigte bei der Behandlung mit rekombinantem
BMP2 und BMP4 eine reduzierte Anzahl von Kolonien (Abb. 25 A), die Behandlung
mit BMP6 wirkte sich hingegen nicht auf die Koloniebildungsfahigkeit der Zelllinie
3M282 aus. Es konnte keine Wirkung von rekombinantem BMP2 und BMP6 auf die
Koloniebildung der Zelllinie DAOY beobachtet werden (Abb. 25 B), die BMP4
Behandlung wurde wegen der mit BMP2 vergleichbaren Reaktionsweise nicht mehr
durchgefuhrt.
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Abbildung 25: Analyse der Koloniebildung von Zellen der murinen Medulloblastomzellinie 3M282 (A)
und der humanen Medulloblastomzelllinie DAOY (B) nach Gabe von rekombinanten BMPs.
Dargestellt ist die mittlere Anzahl gezahlter Kolonien mit Standardabweichung aus 3 unabhangigen
Versuchsdurchfihrungen. Die murine Zelllinie 3M282 (A) reagierte mit einer verminderte Koloniezahl
auf die Gabe von rekombinanten BMP2 und BMP4. Die Gabe von BMP6 bewirkte keine Reduzierung
der Koloniezahl. Die DAOY-Zelllinie zeigte keine verminderte Koloniebildung nach Gabe von BMP2
oder BMP6.

**. Signifikanter Unterschied (P<0,01) zwischen der Koloniezahl ohne und mit Behandlung der
Zellinien mit rekombinantem BMP (Dunn’s Multiple Comparison Test).
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4 Diskussion

Medulloblastome sind primitive neuroektodermale Tumoren des Kleinhirns, die
invasiv wachsen und meist im Kindes- und jungem Erwachsenenalter auftreten
(Giangaspero et al. 2007). Von der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) werden
Medulloblastome in die Gruppe der WHO-Grad IV Tumoren eingeordnet
(Giangaspero et al. 2007). Zu den Behandlungsmodalitdten zahlen die operative
Entfernung des Tumors sowie die Strahlen- und die Chemotherapie. Die
Heilungsrate hat in den letzten Jahren zwar zugenommen, die Prognose fur etwa 50
% der Patienten ist aber weiterhin schlecht und Patienten, die Uberleben, leiden nicht
selten an vielen Nebeneffekten der aggressiven Therapie. Die Patienten kénnen
hinsichtlich des Schweregrads ihres Krankheitsverlaufs in zwei Risikogruppen
eingeteilt werden. Patienten, alter als 3 Jahre, ohne Metastasen und mit totaler
operativer Resektion des Medulloblastoms gehoéren zur Gruppe der Standard-Risiko-
Patienten, wahrend alle anderen Patienten der Hoch-Risiko-Patientengruppe
zugeordnet werden (Giangaspero et al. 2007). Um die Therapie des
Medulloblastoms fur den Patienten individueller gestalten zu kdnnen, verbesserte
Heilungsraten und eine erhohte Lebensqualitat zu erzielen, fokussieren sich neuere
Forschungsarbeiten auf die molekulare Klassifizierung dieses sehr heterogenen
Tumors (Kool et al. 2012, Northcott et al. 2011, Taylor et al. 2012) und die
Entwicklung subgruppenspezifischer Therapieansatze (Northcott et al. 2012,
Sengupta et al. 2012). Diese Arbeiten zeigen, dass sich Medulloblastome nicht nur
histologisch und nach Risikofaktoren in verschiedene Gruppen einteilen lassen,
sondern auch unterschiedliche chromosomale Aberrationen und
Genexpressionsprofile aufweisen. Insgesamt sprechen aktuelle Daten fur vier
molekulare Subtypen, die sich durch Storungen in verschiedenen Signalwegen bzw.
der differentiellen Expression bestimmter Gene (neuronale Differenzierung,
Photorezeptoren) voneinander abgrenzen. Die Tumoren der ersten molekularen
Subtypklasse entsprechen zu 97% histologisch dem klassischen Medulloblastom und
sind molekular durch eine Aktivierung des WNT-Signalwegs charakterisiert. Tumoren
der zweiten Subtypklasse zeigen einen aktivierten SHH-Signalweg, treten
insbesondere im Erwachsenen- und im Sauglingsalter gehauft auf. Im

Erwachsenenalter zeigen sie mehrheitlich (89-100 %) eine desmoplastische
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Histologie, im Sauglingsalter hingegen nur zu 25 % (Kool et al. 2012).
Medulloblastome der dritten Gruppe (Gruppe C) unterscheiden sich von denen der
anderen Gruppen durch die vorhandene Expression neuronaler
Differenzierungsgene, wahrend Vertreter der vierten Gruppe (Gruppe D) verstarkt
Photorezeptorgene exprimieren. Erst kurzlich wurde gezeigt, dass Vertreter des
WNT- und SHH-Subtyps auch unterschiedliche Ursprungszellen haben.
Medulloblastome des WNT-Subtyps entwickeln sich aus Zellen der unteren
rhombischen Lippe und des embryonalen dorsalen Hirnstamms (Gibson et al. 2010),
wahrend Medulloblastome mit aberrant aktiviertem SHH-Signalweg aus
Vorlauferzellen von cerebellaren und cochlearen Kornerzellen entstehen (Yang et al.
2008, Grammel et al. 2012).

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass Morphogene wie SHH, WNT und
BMP bei der Entstehung des Medulloblastoms eine zentrale Rolle spielen (Pietsch et
al 1997, Johnson et al. 1996, Gorlin RJ 1995, Hamilton et al. 1995, Huang et al.
2000, Eberhart et al. 2000, Hallahan et al. 2003, Rios et al. 2004, Alvarez-Rodriguez
et al. 2007). Interaktionspartner der beteiligten Signalwege kdnnen sich gegenseitig
beeinflussen (Attisano und Labbe 2004). Bastida und Mitarbeiter zeigten 2009, dass
aktives BMP durch Interaktion mit dem FGF- und WNT-Signalweg die Expression

von SHH negativ reguliert, was die Proliferation SHH-suszeptibler Zellen reduziert.

In den eigenen Untersuchungen wurde in 20 humanen Medulloblastomen (11
klassische und 9 desmoplastische Tumoren) und 2 Normalgewebskontrollen, sowie
in 12 murinen Medulloblastomen und 10 murinen Kleinhirnkontrollen die Expression
der Gene fur BMP2, BMP4 und BMP6 analysiert. Bei einer differentiellen BMP-
Expression sollten die moglichen Regulationsmechanismen, die zu einer veranderten
Genexpression im Vergleich zum Normalgewebe flhrten, analysiert und die
funktionelle Bedeutung von BMPs in Medulloblastomzellen durch die Gabe von
rekombinanten BMPs untersucht werden. Die Ergebnisse kdnnen zum Verstandnis

der Rolle von BMPs bei der Entstehung des Medulloblastoms beitragen.

69



Diskussion

4.1 Die potentielle Rolle neurogener BMPs bei der
Entwicklung des Medulloblastoms

BMPs spielen in verschiedenen Stadien der Entwicklung des Nervensystems und
anderer Organe eine wichtige Rolle (Hogan 1996, Chen et al. 2004) und die
Deregulation des gleichnamigen Signalweges steht mit der Entstehung von Krebs in
Zusammenhang (Kelleher et al. 2006). In Studien zu vererbbaren Tumorleiden, wie
etwa dem Juvenilen-Polyposis-Syndrom, wurde gezeigt, dass Komponenten des
BMP-Signalweges, wie etwa der BMPR1A-Rezeptor und das
Signaltransduktionsprotein SMAD4, als Tumorsuppressoren fungieren (Waite und
Eng 2003). Aber auch BMPs als Liganden des BMP-Signalwegs spielen eine
wichtige Rolle in verschiedenen Tumorerkrankungen, wie etwa bei Brustkrebs,
Prostatakrebs, Lungenkrebs, Darmkrebs sowie Hirntumoren (Feeley et al. 2005;
Langenfeld et al 2006; Piccirillo et al. 2006; Kodach et al. 2008; Ye et al. 2007;
Alarmo und Kallioniemi 2010). Es ist bekannt, dass Mitglieder der TGF-beta-
Superfamilie, zu der auch die BMPs gehoren, proliferationshemmend und
differenzierend auf Krebszellen wirken kénnen (Lombardo et al. 2011, Shirai et al.
2011, Zhao et al. 2008). So zeigten Piccirillo und Mitarbeiter (2006) am Beispiel von
stammzellartigen, sog. Tumor-initierenden Zellen des Glioblastoms, dass BMP4 die
Proliferation dieser Zellen reduziert, die Expression neuronaler
Differenzierungsmarker steigert und ihre Koloniebildungsfahigkeit einschrankt. Im
Leberzellkarzinom hingegen fordert BMP 4 die Zellproliferation und Migration und
somit die Tumorprogression (Chiu et al. 2012, Maegdefrau et al. 2009). BMPs
konnen demnach in verschiedenen Tumorzellen unterschiedliche Wirkungen
hervorrufen, wobei der stammzellartige Charakter der Zellen dabei eine nicht
unerhebliche Rolle spielt. Alarmo und Mitarbeiter zeigten 2009, dass BMP7 in 2 von
8 Brustkrebs-Zelllinien Wachstum-stimulierend, in 4 Wachstum-inhibierend und in 2
Zelllinien Uberhaupt nicht auf das Zellwachstum wirkte. Auch kann sich ein in frihen
Tumorstadien wachstumshemmender Einfluss eines BMPs im Verlauf der weiteren
Tumorprogression  wachstumsfordernd, pro-angiogen und immunsuppressiv
auswirken (Jennings und Pietenpol 1998). ). Ketolainen und Kollegen (2010) zeigten
in 9 Brustkrebs-Zelllinien nach BMP4-Gabe eine dramatische
Wachstumssuppression bei gleichzeitiger Stimulation der Migration und Invasion in

einigen dieser Zelllinien.
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In der eigenen Arbeit wurde zunachst die Expression von BMP2, BMP4 und BMP6
auf Transkriptebene in humanen und murinen Medulloblastomen sowie normalen
Kleinhirngewebskontrollen untersucht. In den murinen Medulloblastomen war die
Expression der genannten BMPs gegenliber der Expression in den
Kleinhirnkontroligeweben signifikant erniedrigt. Die Beurteilung der BMP-
Expressionsdaten fur die humanen Medulloblastomproben gestaltete sich aufgrund
der Heterogenitat der untersuchten Medulloblastome und der eingeschrankten
Verflgbarkeit humaner Normalgewebskontrollen nicht so einfach wie im Mausmodell.
Im Vergleich zu fetalem humanem Kleinhirngewebe war die Expression von BMP2-
MRNA in der klassischen und desmoplastischen Medulloblastomvarianten signifikant
erniedrigt. Die Expression von BMP4 war nur in der klassischen Variante signifikant
erniedrigt, jedoch zeigten auch die desmoplastischen Tumorproben eine Tendenz zu
einer erniedrigten Expression von BMP4. BMP6 war ebenfalls in beiden Varianten
des Medulloblastoms (klassisch und desmoplastisch) signifikant gegenuber der
fetalen Kleinhirngewebskontrolle erniedrigt. Im Verleich zu adultem humanen
Kleinhirnkontrollgewebe, das selbst nur eine sehr geringe Expression der
analysierten BMPs zeigte, ware die untersuchten drei BMP-Gene in den
Medulloblastomen ahnlich stark oder sogar etwas starker exprimiert. Die
abnehmende Expression der drei BMP-Gene mit Ausreifung des Kleinhirns
verdeutlicht die Funktion der BMPs in der Entwicklung. Da es sich beim
Medulloblastom um einen embryonalen Tumor handelt und zumindest ein Teil der
Medulloblastome aus neuronalen Vorlauferzellen der auferen Kornerzellschicht
entsteht, konnte der Nachweis einer verminderten Expression im Verhaltnis zu
fetalem Kleinhirn pathogenetisch durchaus von Bedeutung sein.

Da neben zwei kauflichen Kleinhirnkontrollproben keine RNA aus fetalen oder
postpartalen humanen Kleinhirnen zur Verfugung stand, wurde das Ausmal} der
BMP2- und BMP4-Proteinexpression zusatzlich an Paraffinschnitten von fetalen und
postpartalen humanen Kleinhirnproben sowie exemplarisch an einigen
Medulloblastomen immunhistochemisch bestimmt. Die externe Kornerzellschicht
(EGL) der fetalen und postpartalen Kleinhirnkontrollschnitte zeigte ebenso wie die
Medulloblastome mit normaler bis erhohter BMP2- bzw. BMP4-mRNA-Expression im
immunhistochemischen Nachweis eine Proteinexpression von BMP2 und BMP4.
Dies lieferte den Nachweis, dass in der EGL des fetalen und postnatalen Kleinhirns

BMP2 und BMP4 physiologisch exprimiert werden. In den meisten deruntersuchten
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humanen Medulloblastome war die Expression von BMP2 und BMP4 jedoch
erniedrigt. Dies konnte die These bestatigen, dass die beiden BMPs im Unterschied
zu  neuronalen  Vorlauferzellen des Kleinhirns, auf die sie als
differenzierungsférdernde Morphogene wirken, in den Medulloblastomzellen zu
niedrig exprimiert werden oder komplett fehlen. Den Tumorzellen fehlt somit die
Fahigkeit zu differenzieren und sie verweilen in einem teilungsfahigen Stadium, in

dem sie unter Einfluss von SHH weiter proliferieren.

4.2 Auswirkungen eines deregulierten BMP-Signalwegs
auf die Medulloblastomgenese

Die mRNA-Expressionsanalyse der BMP-Rezeptorgene BMPR1A und BMPRZ2 ergab
fur die murinen Medulloblastome verglichen mit dem Kontrollgewebe keine aberrante
Expression. In den humanen desmoplastischen Medulloblastomen war die BMPR1A
MRNA-Expression gegenuber der fetalen Kleinhirnkontrolle signifikant erhoht, was
fur eine kompensatorische Hochregulierung des Rezeptors bei verminderter
Verflugbarkeit von Liganden sprechen koénnte. In drei von insgesamt 19 Fallen war
die mRNA fur mindestens einen der beiden Rezeptoren vermindert exprimiert, was
ein Hinweis darauf sein kann, dass auch eine gestorte Expression von BMP-
Rezeptoren an der Tumorzelloberflache zu einer das Tumorwachstum fordernden
Stérung der Signaltransduktion Uber den BMP-Signalweg fluhren kann. Lee und
Mitarbeiter konnten bereits 2008 an Glioblastom-initiierenden Zellen nachweisen,
dass in diesen Zellen die Expression des BMPR1B-Rezeptors durch
Hypermethylierung des entsprechenden Genpromotors herrunterreguliert ist und
diese Zellen daher nicht differenzieren. Durch transgene Expression von BMPR1B
oder Demethylierungsbehandlung des zugehdérigen Promotors konnte die Expression
dieses BMP-Rezeptors wieder gesteigert werden, die Zellen differenzierten und

verloren ihren Tumorzellcharakter.

Id4, ein Zielgen des BMP-Signalwegs, wies in den untersuchten murinen
Medulloblastomen, konkordant zur verminderten mRNA-Expression von BmpZ2,
Bmp4 und Bmp6 in diesen Tumoren, ein signifikant erniedrigtes Expressionslevel

auf. Andere Arbeiten haben bereits berichtet, dass /D4 fur das exakte ,timing"“ der
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Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen wichtig ist (Yun et al. 2004; Bedford
et al. 2005). Eine Erniedrigung der Expression von /D4 zu einem wichtigen Zeitpunkt
der Neurogenese konnte so die Entstehung von Medulloblastomen begulnstigen. In
den humanen Medulloblastomen fand sich in den eigenen Untersuchungen
allerdings keine konsistent verminderte /D4 mRNA-Expression. Auch in anderen
Krebsarten, wie dem Prostata- oder dem Mammakarzinom, spielt /D4 als potentieller

Tumorsuppressor eine Rolle (Carey et al. 2009, Noetzel et al. 2008).

Math1, ein essentieller Transkriptionsfaktor fur die Histogenese neuronaler
Progenitorzellen, wird normalerweise posttranskriptionell von BMPs
herrunterreguliert, indem BMPs die proteasomale Degradierung von Math1 triggern
(Zaoh et al. 2008). BMPs konnten somit wahrend der Kleinhirnentwicklung als
Gegenspieler von Math1 eine Differenzierung der neuronalen Progenitorzellen in der
aulderen Kornerzellschicht des Kleinhirns fordern. In den murinen Medulloblastomen
korrelierte entsprechend die erniedrigte Expression von Bmp2, Bmp4 und Bmp6 mit
einer signifikant gesteigerten Expression von Math1. In den humanen
Medulloblastomen zeigte sich jedoch mit einer Ausnahme (dpMB10) nur bei den
Fallen der desmoplastischen Variante eine gesteigerte mRNA-Expression von

MATH1 gegenuber den normalen Kleinhirngewebskontrollen.

Alle murinen Medulloblastome und drei desmoplastische humane Medulloblastome
zeigten Uberexpression von GL/T mRNA als Hinweis auf eine Aktivierung des SHH-
Signalweges Sechs weitere humane Medulloblastome (dpMB10, dpMB11, dpMB13,
dpMB14, dpMB16, dpMB20), die histologisch als desmoplastischer Subtyp
diagnostiziert wurden, wiesen keine verstarkte Expression von GL/7T mRNA auf, was
eigentlich nicht zu desmoplastischen Medulloblastomen bzw. einer Einstufung in die
SHH-Gruppe der Medulloblastome nach Kool et al. (2008) passt. Auch das MATH1
MmRNA-Expressionslevel war in diesen Tumoren nicht wesentlich erhoéht. In der
Literatur findet man wiedersprichliche Aussagen 2zu einem moglichen
Zusammenhang zwischen Aktivierung des SHH-Signalweges und MATH1-
Expression. Flora und Mitarbeiter demonstrierten 2009, dass MATH1 an eine GLI2
Enhancer-Region bindet und fur die notwendige konstituitive Aktivierung des SHH-
Signalwegs in Medulloblastomen notwendig ist. Ayrault und Mitarbeiter (2010) gelang
es hingegen nicht, durch eine MATH17-Induktion eine gesteigerte GLI2-Expression in
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primaren neuronalen Kornerzellvorlaufern zu erzielen. Sie schlugen vor, dass
MATH1, Uber die Regulation neuronaler Differenzierungsgene, die praneoplastischen
neuronalen Vorlauferzellen in einem SHH-responsiven Zustand halt und so mit GL/1
bei der Entstehung des Medulloblastoms kooperiert, aber Komponenten des SHH-

Signalwegs nicht direkt beeinflusst.

Anhand der vorangegangenen Diskussion von Expressionsdaten einzelner Gene wie
MATH1 und GLI/1 wird deutlich, dass die genetische Heterogenitat, selbst der
histologisch als Medulloblastom der desmoplastischen Variante eingeordneten
Tumoren einen Vergleich der humanen Medulloblastome untereinander und
insbesondere mit den murinen Medulloblastomen aus dem Ptch1*”-Mausmodell

erschwert.

4.3 Regulierung der BMP-Expression in
Medulloblastomen durch Promotor-
Hypermethylierung und Histondeacetylierung

Die eigenen Zellkulturexperimente ergaben, dass nach kombinierter
Demethylierungsbehandlung und Inhibition der Deacetylierung die mRNA-Expression
von Bmp2 und Bmp4, nicht jedoch von Bmp6, in murinen Medulloblastomzellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen der gleichen Linie im Mittel um den Faktor 9 flr
Bmp2 und um den Faktor 23 fur Bmp4 anstieg. Dieser Befund spricht fur eine
Regulierung der BMP2- und BMP4-Transkription durch Methylierung der
zugehorigen Genpromotoren und/oder Kondensation der Chromatinstruktur aber
eine verminderte Histonacetylierung. Auch wiesen die murinen Medulloblastome eine
gesteigerte Expression der Methyltransferase Ezh2 auf. Ezh2 ist Teil des Polycomb-
repressiv-Complex-2 (PRC2) und deutet mit seiner verstarkten Expression auf eine
global erhohte ,Gene-silencing“-Aktivitat in diesen Tumoren hin (Viré et al. 2006). Die
Sequenzierung Natriumbisulfit-konvertierter DNA ergab flr die murinen Tumoren
eine verstarkte Methylierung der dem Transkriptionsstartpunkt von Bmp2

vorgelagerten CpG-Insel, wahrend flir Bmp4 nur unmittelbar vor dem
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Transkriptionsstartpunkt eine Methylierung zu beobachten war. Fir Bmp6 konnte
keine Methylierung im Promotorbereich detektiert werden.

In den humanen Tumoren waren nur einige CpG Dinukleotide vor dem
Transkriptionsstartpunkt von BMP4, nicht jedoch in den ausgewiesenen CpG Inseln

(http://genome.ucsc.edu/) starker methyliert als in humaner Kontroll-DNA aus adulten

Kleinhirne. Auch in Hypophysenadenomen konnte eine reduzierte BMP4-Expression
nicht mit Veranderungen des Methylierungsstatus innerhalb der ausgewiesenen CpG
Insel assoziiert werden (Yacqub-Usman et al. 2012). Die Promotorbereiche von
BMP2 und BMP6 waren sowohl in der Kontroll-DNA als auch in den humanen
Medulloblastomen nicht methyliert, so dass ein anderer Regulationsmechanismus fur
die erniedrigte Expression der zugehorigen Gene verantwortlich sein muss. Eine
Maoglichkeit ware die Histonacetylierung, wofur der Expressionsanstieg dieser Gene
auf mMRNA-Ebene nach alleiniger TSA-Behandlung spricht, oder eine Regulation Gber

aberrant exprimierte Transkriptionsfaktoren bzw. microRNAs.

Im Gegensatz zu den Medulloblastomen, die in den eigenen Analysen keine
Hypermethylierung des BMP6-Promotors zeigten, wurde jedoch fur andere
Krebsarten, wie der adulten T-Zell-Leukamie, bestimmten malignen Lymphomen,
extramedullaren Plasmozytomen und Brustkrebs eine Methylierung des BMP6-
Promotors berichtet (Daibata et al. 2007; Zhang et al. 2007; Hashida et al. 2012,
Taniquchi et al. 2008).

4.4 Rekombinantes BMP: Ein Therapie-Ansatz fur das
Medulloblastom ?

Es zeigte sich, dass die Gabe von rekombinantem BMP2 die Vitalitat der
untersuchten Medulloblastomzellen beeinflusste, jedoch waren die Ergebnisse nicht
fur alle untersuchten Zelllinien gleich. Fur die murine Zelllinie 4M95 konnte die
Vitalitat der Zellen im Vergleich zum Kontrollansatz nach Gabe von rekombinantem
BMP2 signifikant reduziert werden. Fur die murine Zelllinie 3M282 und die humane
Zellinie DAOY zeigte sich keine signifikante Reduzierung der Vitalitat unter
Behandlung mit rekombinantem BMP2. In einem weiteren spezifischen funktionellen

Test, der die Apoptose in Zellkulturen misst, konnte durch Gabe von rekombinantem
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BMP2 die Apoptoserate in den murinen Zellinien 4M95 und 3M282 signifikant
gesteigert werden. Fur die humane Zellinie DAOY zeigte sich keine signifikante
Veranderung der Apoptoserate in den Zellen. In einem Test zur
Proliferationsbestimmung konnten flr keine der drei untersuchten Zelllinien eine
signifikante Veranderung unter Behandlung mit rekombinantem BMP erzielt werden.
Die Gabe von rekombinatem BMPG6 zeigte in keiner der genannten Zelllinien und in
keinem der durchgefuhrten funktionellen Tests eine signifikante Beeinflussung der
Zellen. An Zelllinien unterschiedlicher anderer Tumorarten zeigte die Gabe
rekombinanter BMPs variable Effekte. Langenfeld und Mitarbeiter (2006)
behandelten Lungenkrebszellen der Zelllinie A549 mit rekombinantem BMP2 und
fanden danach eine gesteigerte Proliferation der Tumorzellen, wahrend Wen und
Mitarbeiter (2004) bei Zellen des Magenkarzinoms uber eine verringerte Proliferation
nach BMP2-Gabe berichteten. In primaren Medulloblastomen und
Medulloblastomzellen in vitro wiesen Hallahan und Kollegen (2003) einen pro-
apoptotischen Effekt von BMP2 auf die malignen Zellen nach, ein Befund der in der
eigenen Arbeit in den murinen Zelllinien 4M95 und 3M282 verifiziert werden konnte.
Auf die humane Zellinie DAOY hatte die Gabe von rekombinanten BMPs in der
eigenen Arbeit keinen signifikanten Einfluss. Ein Grund hierfir konnte die
verminderte Expression des BMPR1A-Rezeptorsubtyps in der Zellinie DAOY sein, an
den BMP2 mit hoher Affinitat bindet (siehe Abb. 17, S. 57). Desweiteren wurde die
Wirkung von rekombinanten BMPs auf die Koloniebildungsfahigkeit von Zellen der
Linien 3M282 und DAOY untersucht. Sowohl rekombinantes BMP2 als auch
rekombinantes BMP4 waren in der Lage, die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten
der murinen Zelllinien 3M282 signifikant, nicht jedoch in der humanen Zellinie DAQOY,
gegenuber der Kontrolle zu senken. Die Gabe von rekombinantem BMP6 hatte bei
keiner der untersuchten Zelllinien eine signifikante Veranderung der Anzahl der
Kolonie-bildenden Einheiten zur Folge. Schon Piccirillo und Mitarbeiter (2006)
zeigten am Beispiel von stammzellartigen Tumor-initierenden Zellen des
Glioblastoms, dass BMP4 nicht nur die Proliferation dieser Zellen reduziert, sondern

auch ihre Koloniebildungsfahigkeit einschrankt.

Zusammenfassend gibt es Hinweise fur einen moglichen Ansatz zur Therapie von
Medulloblastomen mittels Gabe von rekombinantem BMP. Hierzu musste jedoch die

Wirkung der rekombinanten BMPs auf die verschiedenen molekularen Subtypen der
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Medulloblastome genauer untersucht und praklinisch in ,in vivo“ Modellen untersucht
werden. Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft ist die genaue Funktion der
BMPs bei der Entstehung und moglichen Therapie von Medulloblastomen noch nicht
eindeutig geklart, da sie je nach Zelltyp und Transformationsgrad verschiedene
Wirkungen zeigen (Langenfeld et al. 2003; Zhao et al. 2008). Auch scheint der
Zeitpunkt der Gabe von rekombinanten BMPs zur Behandlung von Tumorzellen
wichtig zu sein. Ahnlich wie das TGF-R- paradoxon (Tian and Schiemann 20009,
Smith et al. 2012) scheint zumindest auch BMP4 in frihen Tumorstadien
Wachstums-inhibierend, jedoch wahrend der weiteren Tumorprogression férdernd
auf Zellinvasion und Migration zu wirken (Ketolainen et al. 2010). Auch stellt die
Zellkultur als ,in vitro* Modell eines soliden Tumors nur ein unzureichendes, dem
eigentlichen Tumor im Patienten nur in Teilen vergleichbares Untersuchungssystem
dar. Zum einen mussen neue funktionelle Testmethoden an Zellkulturen etabliert
werden, zum anderen braucht man andere Modellsysteme, wie unpassagierte
primare Zellkulturen von Tumoren oder geeignete Mausmodelle, die die

Tumorsituation in vivo besser widerspiegeln.
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Tabellarische Aufstellung

6

Tabellarische Aufstellung der relativen
Expressionswerte einzelner Tumore

Tabelle 12: Ubersicht iiber die einzelnen relativen Expressionswerte in den murinen Proben
murine Proben Tumorgehalt in der Probe |BMPR1A| BMPR2 | GLI1 | GLI2 | PTCH1|BMP2] BMP4|BMP6| ID4 | EZH2 |MATH1
2M57 K Zellkultur 1,08 0,2 n.g. n.g. n.g. 0,11 47 0 0,01 | 0,43 n.g.
2M57 AT1 Zellkultur 0,5 0,1 ng. | ng. ng. 1 015] 1,5 0 0,01 ] 0,28 n.g.
2M57 AT2 Zellkultur 14 015 | ng | ng | ng. |013] 7.3 0 ] 001]033]| ng.
2M223 K Zellkultur 1,7 0,32 ng. | ng. ng. | 0,17 24 0 0,03 | 0,39 n.g.
2M223 AT1 Zellkultur 0,5 008 | ng | ng | ng. |008] 4 0 ] 001] 0,18 ]| ng.
2M223 AT2 Zellkultur 0,4 0,76 ng. | ng. ng. | 012] 45 0 0,01 ] 0,22 n.g.
3M282 Kont Zellkultur 2,3 0,52 n.g. n.g. n.g. 0,54 0,2 0 0,002 1,7 n.g.
3M282 AT1 Zellkultur 2,8 1,49 ng. | ng. ng. ]035] 14 0 0,021 15 n.g.
3M282 AT2 Zellkultur 0,53 055 | ng | ng | ng. |037] 1,8 0 | 0,01 1 n.g.
4M208 K Zellkultur 1,2 0,14 ng. | ng. ng. | 0,17 ] 0,27 0 0,02 | 0,85 n.g.
4M208 AT1 Zellkultur 0,4 0,33 ng. | ng. n.g. 0,1 0,43 0 0,02 | 0,26 n.g.
4M208 AT2 Zellkultur 0,3 0,14 ng. | ng. n.g. 0,2 | 0,46 0 0,03 | 0,33 n.g.
4M95 K Zellkultur 0,9 0,15 ng. | ng. ng. | 0,08] 6,1 0 0,007 ] 0,48 n.g.
4M95 AT1 Zellkultur 0,2 0,19 ng. | ng. n.g. 0,15 ] 3,6 0 0,01 | 0,35 n.g.
4M95 AT2 Zellkultur 0,2 0,33 ng. | ng. n.g. 1,9 0,4 0 0,03 ] 0,12 n.g.
2M1034 30% 2,3 0,9 13,45] 1,4 1,3 0,04 ] 0,09 ] 0,16 | 0,04 5,8 3011
4M208 >70% 0 5,7 37,3] 65 1,79 ] 01 J 0,41 ] 0,79 ] 0,45 9 3706
2M223 70% 9,3 2,1 69,5] 418] 336 ] 0,12 ] 0,42 ] 0,48 0,3 9,3 4791
2M224 50% 2,9 1,5 14,04] 4,7 15 ] 012]039]043] 028 45 | 1782
2M227 >60% 5,4 1,5 70,2 | 27,3 3,4 0,05] 0,18 ] 0,33 | 0,36 6,9 3642
2M679 90% 4,1 2,81 7441282 149 |1 0,07] 044 ]033] 0,1 9,6 | 3665
2M758 90% 1,7 0,4 26,63] 1,5 1,01 0,11 ] 0,18 ] 0,07 | 0,03 3 3285
4M164 >90% 4,6 1,4 48,9 |27,86] 1,75 ] 0,1 J 0,38 ] 0,41 ] 0,13 | 13,9 | 4954
4M321 >90% 0 2,1 22,31 10,8 ] 5,13 0,1 0,321 0,311 0,11 | 10,7 | 4401
4M457 >90% 3,7 1,8 39,6 ] 10,15] 1,89 ] 0,12 ] 0,37 | 0,22 | 0,07 ] 9,9 | 4603
4M626 90% 4,2 0,9 14,451 11,291 1,15 | 0,11 | 0,27 0,4 0,2 9,5 3592
4M620 90% 2,7 2,03 |44,37]21,66] 1,37 | 0,08 ] 0,38 ] 0,35 ] 0,09 | 7,8 | 3444
kh5 0% (Kontrolle) 2,8 3,1 442 |1 1,43 ] 3,95 | 0,77 1,9 | 2,38 1,1 1,1 5,5
kh4 0% (Kontrolle) 0 4,3 2,181 6,23 | 2,66 | 1,63 2 2,1 1,6 1 5,3
1M80 0% (Kontrolle) 4.1 4,77 246 | 1,86 | 3,17 | 2,55 ] 2,61 5,2 1,4 1,4 7,6
1M82 0% (Kontrolle) 0 4,8 8 96,4 6 3,57 ] 09 2,7 1,8 1 2,4
2M9 0% (Kontrolle) 3,5 5,9 1,511 0,24 | 1,05 1 3,5 1,6 1,4 1,3 39
2M127 0% (Kontrolle) 4,3 2,8 10,94]10,68] 5,16 | 1,05 1,25 | 2,81 ] 3,3 2,9 1,8
2M131 0% (Kontrolle) 4,6 3,1 6,48 | 6,22 | 5,27 2,3 1,37 | 2,24 2 1,6 7,2
4M9 0% (Kontrolle) 1,9 3,4 3,41]1062] 105 ] 1,68 | 4,12 | 2,22 1,7 1,8 113
4M268 0% (Kontrolle) 2,6 2,6 5,1 6,5 2 15 |1 133128]097] 09 1,1
4M319 0% (Kontrolle) 0 3,7 71 7,7 4,68 | 3,09 | 1,09 | 4,45 1,6 1,6 1

n.g.. nicht gemessen
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Tabellarische Aufstellung

Tabelle 13: Ubersicht ilber die einzelnen relativen Expressionswerte in den humanen
Proben
humane Proben Tumoridentitat BMPR1A| BMPR2 | GLI1 | GLI2 | PTCH1|BMP2] BMP4]BMP6| ID4 | EZH2 |[MATH1
MB9 klassisches Medulloblastom 1,29 1,01 0 0,02 ] 0,22 ] 0,09 ] 0,18 0 2,8 2,2 1
MB17 klassisches Medulloblastom 0,1 0,7 0,65] 0,6 1,6 24 10,16 ] 005] 15 ] 2,21 1,4
MB18 klassisches Medulloblastom 0,5 0,07 0,02 ] 23 3,9 0,12 ] 0,05 | 0,06 | nd. | 4,24 1
MB19 klassisches Medulloblastom 1,26 0,06 1,8 5,9 2,5 0,16 ] 1,7 | 0,07 ] 06 ] 063 ] 0,65
MB20 klassisches Medulloblastom 1,3 2,1 0,06 1 285 | nd. | 22 0,1 23 ] 212 1,5
MB21 klassisches Medulloblastom 4,3 3,1 106,4] 82,6 | 24,6 0,3 0,5 0 4,43 ] n.g. 12,7
MB22 klassisches Medulloblastom 1,6 2,5 0,5 2,4 15,2 0,8 0,5 0 6,1 n.g. 3,9
MB23 klassisches Medulloblastom 1,6 6,3 0,5 2,3 26,9 | 0,08 1 0 8,7 n.g. 4,7
MB24 klassisches Medulloblastom 1,4 1.1 0,08 57 42,6 0,3 0,9 0 17 n.g. 7
MB25 klassisches Medulloblastom 0 0 0,04 ] 1,9 6,9 0,351 0,18 ] 0,3 3,4 2,8 0,61
MB15 klassisches Medulloblastom 3 1 0,01 ] 0,02 0,25 0,3 0,16 1,4 n.g. n.g. n.g
dpMB16 desmopl. Medulloblastom 3,75 1 289 29 3,25 ] 0,49 ] 0,07 ] 002] 26 1,5 6
dpMB19 desmopl. Medulloblastom 3,3 3,4 64,1 ] 86,7 2,8 0,241 0,14 ] 03 1,3 1,3 12
dpMB10 desmopl. Medulloblastom 2,5 0,57 0,03 ] 0,03] 0,11 0,2 | 0,46 0,3 1,9 1,8 0,5
dpMB13 desmopl. Medulloblastom 2,99 0,99 1,11 ] 15,24] 6,23 0,7 2,3 0,4 5,1 4,7 18,5
dpMB14 desmopl. Medulloblastom 4,5 0,9 521 | 4,72 8,4 0,59 | 0,56 0,6 2 1,68 16,5
dpMB20 desmopl. Medulloblastom 1,86 4,6 0 0 23,6 0,4 2,9 0 4.5 n.g. 8,5
dpMB21 desmopl. Medulloblastom 4,3 6,8 504,4| 22,6 | 41,7 0,7 0,3 0 3,1 n.g. 9,7
dpMB22 desmopl. Medulloblastom 4,5 5,4 80,3 ] 81,2 185 0,2 0,4 0 46 | n.g. 9,3
dpMB11 desmopl. Medulloblastoma 3,6 1,5 2,44 )1 786 ] 4,52 0,4 1 0,26 | ng. | n.g. n.g.
DAQOY Zellkultur 0,2 0,03 ng. | ng. n.g. 0,23] 0,2 ] 0,05] ng. n.g. n.g.
DAQY AT1 Zellkultur 0,67 0,09 ng. | ng. ng. | 048] 0,33 1,2 ng. | ng. n.g.
DAQY AT2 Zellkultur 0,36 0,01 ng. | ng. n.g. 0,57] 062] 1,98 | ng. n.g. n.g.
D283 Zellkultur 0,31 0,02 ng. | ng. ng. | 0,03 ] 0,05]0,006] ng. | ng. n.g.
D283 AT1 Zellkultur 0,19 0,16 ng. | ng. ng. ] 005]013]049] ng. | ng. n.g.
D283 AT2 Zellkultur 0 0 ng. | ng. n.g. 0,3 1022] 066 ]| ng. n.g. n.g.
acb1 Kontrolle 1,3 0,7 2,4 1 1,5 0,09] 0,6 03 | 1,75 1,2 1,7
ach2 Kontrolle 0,7 4 ng. | ng. n.g. 0,1 0,8 0,1 n.g. n.g. n.g.
acb3 Kontrolle 0,6 0,4 ng. | ng. n.g. 0,1 05 ] 0,07 ] ng. | nag. n.g.
fcb1 Kontrolle 1 0,6 5,3 6,2 1,4 2,2 1,7 1,6 42 1 1,15 1,9
fcb2 Kontrolle 0,8 0,002 ng. | ng. n.g. 1,5 3,7 1,4 ng. | ng. n.g.
fcb3 Kontrolle 2,2 0,4 n.g. | ng. n.g. 1,9 2,3 1 n.g. n.g. n.g.

n.g.: nicht gemessen
acb: adulte Kleinhirnkontrolle
fcb: fetale Kleinhirnkontrolle
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Abstract

9 Zusammenfassung (Abstract)

Das Medulloblastom, ein embryonaler Tumor des zentralen Nervensystems, ist der
haufigste maligne Hirntumor des Kindes- und Jugendalters. Es ist durch sein rasches
und invasives Wachstum extrem bdsartig und nimmt als neoplastische Erkrankung
des sich noch entwickelnden Gehirns eine Sonderstellung unter den soliden
Tumoren ein. Die Entstehung eines Teils der Medulloblastome wird heute als eine
fortbestehende Proliferation und/oder mangelnde Ausdifferenzierung und Wanderung
externer Kornerzellvorlaufer verstanden werden und ,Bone Morphogenetic* Proteine
(BMPs) spielen eine nicht unbedeutende Rolle bei der neuronalen Differenzierung in
der Embryonalentwicklung. Viele in vitro und in vivo Studien schreiben den BMPs
eine fordernde Wirkung auf das Tumorwachstum und die Metastasierung zu,
hingegen sprechen andere Studien eher fir wachstumshemmende Effekte. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsniveau der im Kleinhirn exprimierten
BMPs 2, 4 und 6 in humanen Medulloblastomen und in experimentellen
Medulloblastomen des Ptch1*” Mausmodells untersucht. Die Maustumoren zeigten
fur alle drei untersuchten BMPs eine erniedrigte Expression gegenuber der
Normalgewebskontrolle. In den humanen Medulloblastomen war die BMP-
Expression in der Mehrzahl der Tumoren gegenuber unreifen Kleinhirngewebe
erniedrigt, jedoch nur selten im Vergleich zu adultem Kleinhirngewebe. Um zu
bestatigen, dass BMPs wahrend der Neurogenese des Kleinhirns physiologisch
exprimiert werden, wurde die BMP-Expression einiger Medulloblastome und
gesunder fetaler und postpartaler Kleinhirne mit noch erhaltener Schicht externer
Kdrnerzellvorlaufer mittels Immunhistochemie bestimmt. Immunhistochemisch konnte
bestatigt werden, dass Zellen der auReren Kornerzellschicht (EGL) BMP2 und BMP4
exprimieren, humane Medulloblastome jedoch nur in Ausnahmefallen. Die
gesteigerte Methylierung der dem Transkriptionsstartpunkt von murinem BmpZ2 und
Bmp4 sowie humanem BMP4 vorgelagerter CG-reichen Regionen legt eine
epigenetische Regulation der Expression dieser Gene in Medulloblastomen nahe.
Die Behandlung von murinen und humanen Medulloblastomzelllinien mit
rekombinanten BMPs ergab fur die murine Zelllinie 3M282 eine signifikant reduzierte
Klonogenitat nach Gabe von BMP2 und BMP4. In der murinen Zelllinie 4M95 konnte
durch rekombinantes BMP2 die Vitalitat der Zellen signifikant reduziert werden. Die
apoptotische Aktivitat konnte durch rekombinantes BMP2 in den murinen Zellinien
4M95 und 3M282 signifikant gesteigert werden. Die Proliferation der Zellen war von
der BMP-Gabe unbeeinflusst. Zusammengefasst legen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit nahe, dass die fehlende Expression von BMP2, BMP4 und
BMPG6 in einer sensiblen Entwicklungsphase des Kleinhirns zu der Entstehung von
Medulloblastomen beitragen konnte. Im Gegenschluss dazu konnte die
Beeinflussung der Expression dieser BMPs in der Zukunft einen moglichen neuen
Therapieansatz zur Behandlung des Medulloblastoms darstellen.
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