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1 Einleitung

1.1 Das Cerebellum

Das ausgereifte Kleinhirn liegt in der hinteren Schadelgrube und wird vom dorsalen
Hirnstamm durch den vierten Ventrikel getrennt.

Histologisch wird es in Rinde und Mark (Cortex - und Corpus medullare cerebelli) unterteilt.
Der Cortex des reifen Kleinhirns besteht aus drei Schichten: Der aullen gelegenen
Molekularzellschicht (Molecular layer; ML) gefolgt von der Purkinjezellschicht (Purkinje cell

layer; PCL) und der inneren Kornerzellschicht (Internal granule layer; IGL).

1.1.1 Die embryonale Entwicklung des Cerebellums

Die Entwicklung des Kleinhirns der Maus beginnt an Embryonaltag (E) 9 und dauert bis etwa
Tag 21 nach der Geburt an. Beim Menschen geht dieser Entwicklungs-Prozess bis ins 2.
Lebensjahr (Butts, Green, and Wingate 2014; Donkelaar et al. 2003; Gilbertson and Ellison
2008; Hatten and Heintz 1995; Hoshino 2012).

Die lange Entwicklungsphase des Kleinhirns macht es besonders vulnerabel fiir die
Entstehung von Malignomen und fiir Abnormalitdten die wahrend der Entwicklungsphase
auftreten (Archer, Weeraratne, and Pomeroy 2012).

Fir die Entwicklung des murinen Kleinhirns aus dem Rhombomer 1 (R1), spielen die
Transkriptionsfaktoren Otx2 und Hoxa2 eine entscheidende Rolle (Hatten and Roussel
2011).

R1 enthalt zwei verschiedene Keimepithelien: die Ventrikularzone (VZ) und die rostrale
Rautenlippe (rRL). Aus den Keimepithelien entstehen die verschiedenen Vorlaufer der
Zellen des Kleinhirns. Die VZ ist der Ursprungsort flir die GABAergen Vorlauferzellen, wie
die Purkinjezellen, die inhibitorischen Interneurone und die GABAergen Neurone der tiefen
Kleinhirnkerne (deep cerebellar nuclei; DCN). Aus der rRL entstehen glutamaterge
Vorlauferzellen, wie die Kérnerzellvorlaufer (granule cell precursors; GCP), Vorlaufer der
unipolaren Biirstenzellen und die glutamatergen Neurone der DCN (Fink et al. 2006; Hatten
and Roussel 2011; Hoshino 2012; Machold and Fishell 2005; Schiiller et al. 2008). Die
Expression von Mathl im Keimepithel der rRL fiihrt dann ab E12.5 zur tangentialen
Wanderung der GCP von der Rautenlippe Uber die Kleinhirnoberflache nach rostral, wo sie
dann die duBere Kornerzellschicht (external germinal layer; EGL) formen (Machold and

Fishell 2005; Schiiller et al. 2008; Yang et al. 2008). Math1 ist ein Transkriptionsfaktor der



basic helix-loop-helix-Familie und dient u.a. als Marker speziell fir unreife GCP. Die Math1-
Expression wird bis zum Austritt der GCP aus dem Zellzyklus und Wanderung aus der EGL
in die innere Kornerzellschicht (internal granule layer; IGL) aufrechterhalten. Die
GABAergen Neurone werden durch die Expression von Ptfla aus den neuroepithelialen
Zellen der VZ abgeleitet. Ptfla ist ebenfalls ein basic helix-loop-helix-Transkriptionsfaktor
und fir die Produktion der Zellen der VZ zustdndig (Hoshino 2012; Hoshino et al. 2005;
Lumpkin et al. 2003; Lundell, Zhou, and Doughty 2009; Machold and Fishell 2005; Storm et
al. 2009; Yang et al. 2008) (Abb. 1).

UBC

E11.5 E13.5 E16.5

Abb. 1: Schematische Darstellung der Kleinhirnentwicklung [entnommen aus: (Fernandes, Antoine, and Hébert
2012)]. VZ=Ventrikularzone, PC=Purkinjezellen, DCN=tiefe Kleinhirnkerne, RL=Rautenlippe,
GCP=Kornerzellvorldufer, UBC=unipolare Biirstenzellen, CPe=Plexus choroideus.

Nach der Formung der EGL beginnen die GCP zwischen pnd 4 und 8 durch den Einfluss von
Shh (sonic hedgehog) massiv zu proliferieren. Shh wird dabei von den Purkinjezellen
sezerniert und wirkt Giber den Ptch1-Rezeptor an den GCP. (Die genaue Beschreibung des
Shh/Ptch-Signaltransduktionswegs wird unter 1.3. besprochen.) Math1-induziert wird die
EGL in eine auRen gelegene Schicht mit proliferierenden Zellen und eine nach innen
gelegene Zellschicht mit differenzierenden/postmitotischen Zellen unterteilt (Archer et al.
2012; Gilbertson and Ellison 2008; Hatten and Heintz 1995; Machold and Fishell 2005).
Nach und nach Verlassen die GCP den Zellzyklus und migrieren von der EGL radial ins Innere

des Kleinhirns und bilden als reife Kérnerzellen die IGL (vgl. Abb. 2 zur Verdeutlichung der



Schichtung des unreifen cerebelldren Cortex). Bei der Maus ist die Migration etwa an pnd
20 abgeschlossen, welches beim Menschen bis ins zweite Lebensjahr andauern kann
(Gilbertson and Ellison 2008; Hatten and Heintz 1995; Machold and Fishell 2005; Wechsler-
Reya and Scott 2001). Nach der vollstandigen Migration liegt der dreischichtige Cortex des
reifen Kleinhirns vor: Molekularzellschicht, Purkinjezellschicht, innere Kdérnerzellschicht

(von auBen nach innen betrachtet; Abb. 3).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Schichtung des noch unreifen cerebelldren Kortex
Von aullen nach innen: EGL=3dulRere Kornerzellschicht, ML=Molekularzellschicht, PCL=Purkinjezellschicht, IGL=innere
Kornerzellschicht
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Abb. 3: Schematische Darstellung des 3-schichtigen Cortex des reifen Cerebellums
Von auBen nach innen: ML=Molekularzellschicht, PCL=Purkinjezellschicht, IGL=innere Kérnerzellschicht



1.2 Das Medulloblastom

Das Medulloblastom ist ein hochmaligner embryonaler Tumor des Kleinhirns (Nord et al.
2012). Es zahlt zu den primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNET) und wird in der
WHO-Klassifikation der Tumore des Nervensystems als Grad IV eingeordnet (Louis et al.
2007; Saran et al. 2008). Mit einem Anteil von 15-20 % aller Hirntumore beim Kind, ist das
Medulloblastom der haufigste maligne Tumor des Zentralen Nervensystems des
Kindesalters (Park et al. 2012; Yang et al. 2008). Die Inzidenz des Medulloblastoms bei
Erwachsenen nimmt mit steigendem Alter ab. Mit einer Haufigkeit von 0,5 pro 1 Million ist
es ein sehr seltener Tumor bei erwachsenen Patienten (Shonka, Brandes, and De Groot
2012). Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei entsprechender Therapie betrigt 55-80 % (Rossi et
al. 2008).

Klinisch auffallig wird das Medulloblastom durch Symptome wie Ataxie, Fallneigung,
Lethargie und Zeichen der intrakraniellen Drucksteigerung wie Kopfschmerzen, beidseitige
Stauungspapillen und morgendliches Erbrechen (Brasme et al. 2012).

Die Diagnostik des Medulloblastoms erfolgt durch die Computertomographie (Abb. 4)
und/oder Magnetresonanztomographie. Mit der Histopathologie kann dann zwischen den
verschiedenen histologischen Subgruppen unterschieden werden. Auch die
Immunhistochemie kann durch den Nachweis der Expression von Markern wie ki67,
Synaptophysin und GFAP zur Diagnostik dienen (McLendon et al. 1999). Eine weitere
Einteilung des Medulloblastoms erfolgt durch die jeweilige Zuordnung zur molekularen

Subgruppe.



Abb. 4: Craniale Computertomographie, axial, ohne Kontrastmittel: Das Medulloblastom zeigt sich im cCT als
hyperdenser Tumor (*) in der hinteren Schadelgrube mit Obliterierung des vierten Ventrikels und des
Kleinhirnwurms. AuBerdem sieht man eine Dilatation der lateralen (L) und des dritten (3) Ventrikels.
[entnommen aus: (Weintraub et al. 2013)]

Mikroskopisch zeigt sich das Medulloblastom als dicht angeordnete Zellen, die klein, rund
und blau erscheinen und eine hohe mitotische Aktivitdt haben (Louis et al. 2007).
Unterschieden werden histologisch  vier verschiedene Haupt-Subtypen des
Medulloblastoms: Das klassische Medulloblastom (CMB) ist, mit etwa 70%, die haufigste
Variante des Medulloblastoms. Als Ursprungszellen denkt man an multipotente
Vorlauferzellen, die den Ventrikel umgeben. Oft findet man eine rosettenartige Anordnung
der Zellen (sog. Homer-Wright-Rosetten). Das CMB ist vor allem im Kleinhirnwurm
lokalisiert (Taylor et al. 2012). Im Gegensatz dazu entsteht das Medulloblastom vom
desmoplastischen Typ (DMB), mit einem Anteil von 20%, eher in den
Kleinhirnhemisphdren. Beim desmoplastischen Medulloblastom vermutet man als
Ursprungszellen die Kérnerzellvorlaufer der duReren Kornerzellschicht (External granular
layer; EGL) des fetalen Kleinhirns (Biihren et al. 2000; Gibson et al. 2010). Weiterhin
unterscheidet man histologisch das extrem noduldare Medulloblastom, auch cerebellares
Neuroblastom, und das anaplastische Medulloblastom, mit einem Anteil von jeweils 5%
aller Medulloblastome.

Das Medulloblastom kann auch auf molekulargenetischer Ebene in verschiedene
Subgruppen eingeteilt werden. Vier verschiedene molekulare Einteilungen werden nach

aktuellem Stand unterschieden (Remke et al. 2013; Taylor et al. 2012) (Abb. 5). Die



molekulare  Subgruppeneinteilung ldsst Rickschliisse auf die Atiologie der

Medulloblastome zu.

[ Medulloblastom ]

Wnt Shh Group 3 Group 4

— Wnta Shh a Group 3 a —Group 4 a

— Wntp Shh Group 3 — Group 4

Shhy

Abb. 5: Molekulare Subgruppen des Medulloblastoms (Abbildung erstellt nach (Taylor et al. 2012), CC BY-NC 2.0,
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/2.0/)

Die Subgruppen zeigen deutliche Unterschiede u.a. in der Epidemiologie, Prognose,
vorherrschenden Histologie, genetischen Ursache und dem klinischen Bild. Innerhalb der
Hauptgruppen kénnen wiederum weitere Subtypen unterschieden werden, deren Anzahl
noch nicht ganz bekannt ist.

Die Wnt-Subgruppe ist am besten untersucht und zeigt eine sehr gute Langzeitprognose.
Benannt wurde die Subgruppe nach dem Wnt-Signalweg, der in der Pathogenese dieser
molekularen Gruppe, bspw. aufgrund einer Mutation im CTNNB1-Gen, eine Rolle spielt.
Histologisch findet man bei der Wnt-Subgruppe meist ein klassisches Medulloblastom oder
sehr selten auch den anaplastischen Typ (Northcott et al. 2011; Remke et al. 2013; Taylor
et al. 2012). Die Shh-Subgruppe hat ihren Namen durch den Sonic Hedgehog/Patched-
Signalweg (s. 1.3). Durch Genmutationen, die in den Stammzellen oder sporadisch
entstanden sein konnen, im Patchedl-, Shh-, Smo- oder Sufu-Gen, kommt es zu
Fehlregulationen des Shh/Patched-Signalwegs, die eine Pradisposition flr ein
Medulloblastom hervorrufen. Glil- oder MYCN-Amplifikationen findet man ebenfalls beim
Medulloblastom der Shh-Subgruppe. Auch eine Deletion des Chromosom 9q, auf dem das
Patched-Gen zu finden ist, wird beschrieben. Bei einer enorm groBen Anzahl von
Mausmodellen mit einem MB wird von der molekularen Zugehorigkeit des MBs zur Shh-

Subgruppe berichtet. Histologisch findet man zumeist einen desmoplastischen oder



noduldren Typ, selten auch ein klassisches MB. Die Prognose von Patienten mit einem MB
dieser Subgruppe ist schlechter als bei der Wnt-Gruppe, aber besser als die der ,,Group 3“-
Medulloblastome, die eine sehr schlechte Prognose haben. Betroffene sind vor allem
Kleinkinder im Alter von 0-3 Jahren oder Patienten die alter als 16 Jahren sind. Bei Kindern
zwischen 3 und 16 Jahren tritt es weniger haufig auf. Die ,Group 3“-Subgruppe hat eine
sehr schlechte Prognose, mit haufigem Auftreten von Metastasen. Man findet MYC-
Amplifikationen und histologisch insbesondere einen anaplastischen Typ des
Medulloblastoms. Die Patienten sind vor allem mannlich und Kleinkinder oder Kinder.
,Group 4“-Medulloblastome haben eine dhnliche Prognose wie die der Shh-Subgruppe.
Diese Subgruppe zeigt gehdauft MYCN- oder CDK6-Amplifikationen. Die haufigste
zytogenetische Veranderung ist das Isochrom 17q. Histologisch findet man das klassische
Medulloblastom oder den anaplastischen Typ. Es sind keine Mausmodelle mit Group 4-
Medulloblastomen beschrieben (Kool et al. 2012; Taylor et al. 2012).

Die Therapie des Medulloblastoms besteht in erster Linie aus der neurochirurgischen
Entfernung des Tumors, mit dem Ziel einer kompletten Resektion um ein moégliches Rezidiv-
Risiko zu senken (Zeltzer et al. 1999). Postoperativ folgt dann eine Strahlentherapie, die
meist kraniospinal durchgefiihrt und bei Kindern unter 3-4 Jahren vermieden wird. Eine
Chemotherapie kann simultan mit der Strahlentherapie als kombinierte
Radiochemotherapie oder adjuvant nach der Strahlentherapie im Sinne einer
Erhaltungschemotherapie durchgefiihrt werden. Bei Kindern unter 3-4 Jahren wird eine
postoperative Induktionschemotherapie bevorzugt (Kortmann et al. 2000; Kihl et al. 1998).

Begleitend kann zur antiddematdsen Therapie Dexamethason eingesetzt werden.



1.3 Der Hedgehog/Patched-Signaltransduktionsweg

Erstmals beschrieben wurde der Hedgehog-Patched-Signalweg 1980 von Wieschaus und
Nusslein-Volhard (Nusslein-Volhard & Wieschaus, 1980) bei Drosophila melanogaster. Bei
Vertebraten entdeckte man drei Homologe fiir den Hedgehog (Hh)-Liganden, die Desert
hedgehog (Dhh), Indian hedgehog (Ihh) und Sonic hedgehog (Shh) genannt werden
(Echelard et al., 1993; Ryan & Chiang, 2012). Am besten untersucht ist der Shh-Ligand, der
in Vertebraten neben der Entwicklung der Zellen des Nervensystems (Gliazellen, Neuronen
und Kornerzellvorldufer im Kleinhirn) auch bei vielen weiteren Prozessen, wie
beispielsweise der Extremitdatenentwicklung, von Bedeutung ist (Ingham & McMahon,
2001). Als ein Zwolf-Transmembranprotein fungiert Patched1 (Ptch1) als Hauptrezeptor in
der Differenzierung der Zellen wahrend der Embryogenese (Cohen Jr., 2010). Aberrante
Aktivierungen des Signalwegs fihren zu Storungen in der Entwicklung und zur

Tumorgenese.

1.3.1 Der Shh/Ptch-Signalweg

Der Shh-Vorlaufer wird als ein 45 kDa Protein im endoplasmatischen Retikulum einem
autokatalytischen Prozess unterzogen und dabei entstehen ein Shh-N- und ein Shh-C-
Protein. Dabei wird das N-terminale Fragment des Shh-N-Proteins palmityliert und am C-
terminalen Ende ein Cholesterol-Molekil angehangt (Abb. 6, A). Dieser Vorgang ist wichtig
flir die Shh-Funktion, da Shh-N erst dann als aktiver Ligand fiir seinen Rezeptor Patched1
fungieren kann (Cohen Jr. 2010; Kawakami et al. 2002; Tukachinsky et al. 2012). Danach
erfolgt eine parakrine Sekretion des jetzt lipidmodifizierten Shh-Liganden, vermittelt durch
das Dispatchedl Protein (Displ), worauf es mit seinem Rezeptor Patchedl (Ptchil)
interagieren kann (Abb. 6, B). Disp1 ist ein Zwdlf-Transmembranprotein, welches fiir die
Sekretion des lipidmodifizierten Shh-Liganden zustandig ist (Cohen Jr. 2010). Der Ptchl-
Rezeptor ist ein Zwolf-Transmembranprotein und bindet in Abwesenheit seines Liganden
Smoothened (Smo), ein Sieben-Transmembranprotein, und inhibiert dieses (Abb. 6, D).
Durch die Shh-Ptch1-Interaktion wird der Ptch1-Rezeptor inaktiviert (Abb. 6, C), wodurch
Smo phosphoryliert und aktiviert wird (Chen and Jiang 2013; Cohen Jr. 2010). Dadurch
werden intrazelluldre Signalkaskaden in Gang gebracht, die wiederum Gli-Proteine
aktivieren (Abb. 6, E), die dann in den Zellkern gelangen und dort als Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren ihre Zielgene regulieren (Abb. 6, F und G) (Archer et al. 2012; Milla
et al. 2012; Stecca and Ruiz | Altaba 2010). Wenn der Shh-Ligand nicht an seinen Rezeptor



Ptchl bindet und Smo inhibiert ist, werden, die Gli-Transkriptionsfaktoren durch
Suppressor of fused (Sufu) inaktiviert und die Transkription der Gli-Zielgene wird
unterdriickt (Archer et al. 2012; Cohen 2003). Die Gli-Proteinfamilie besteht aus Gli1, Gli2
und Gli3 (Milla et al. 2012). Gli1 funktioniert transkriptionsaktivierend, wobei Gli2 und Gli3
zusatzlich auch Uber eine Transkriptions-hemmende Komponente verfiigen (Atwood,
Chang, and Oro 2012).

Nach der Translokation in den Zellkern binden die Gli-Transkriptionsfaktoren an ihre
Erkennungs-Sequenz GACCACCCA (Gli-binding site; GBS) und induzieren die Transkription
ihrer Zielgene. Zu denen gehoren unter anderem CyclinD1, CyclinD2, N-Mc, PdgfRa, IGF2,
Ptch1 und Glil selbst (Cohen 2003; Milla et al. 2012; Stecca and Ruiz | Altaba 2010). Durch
die direkte Wirkung auf das Ptchl- und Glil-Gen, wird die Signalkaskade durch einen
positiven bzw. negativen Feedbackmechanismus autoreguliert (Ingham and McMahon

2001; Milla et al. 2012).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Shh/Ptch-Signalwegs

(A) Das Shh-Vorlauferprotein wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) autokatalytisch gespalten und es
entstehen ein Shh-N- und ein Shh-C-Protein. An das C-terminale Ende des Shh-N wird dann ein Cholesterol-
Molekil (blau) angehdngt und am N-terminalen Ende wird es palmityliert (gelb). (B) Parakrine Sekretion des
lipidmodifiz. Shh-N vermittelt durch Displ. (C) Shh bindet an seinen Rezeptor Ptchl und inaktiviert ihn. (D)
Durch die Inaktivierung wird die Hemmung von Smo aufgehoben und (E) eine intrazellulare Signalkaskade in
Gang gebracht, die eine Aktivierung von Gli-Proteinen induziert. (F+G) Gli-Proteine gelangen in den Zellkern
und regulieren dort als Transkriptionsfaktoren ihre Zielgene. Shh=Sonic hedgehog. Displ=Dispatched 1
Protein. Ptch=Patched. Smo=Smoothened. Gli=Glioma-associated oncogene homolog. (Quelle: Schematisch

nach eigener Darstellung, (Archer et al. 2012; Chen and Jiang 2013; Cohen Jr. 2010))



Die Transkription der CyclinD1- und D2-Gene wirkt sich auf die Regulation des Zellzyklus

aus:

- Gli1 wirkt als Transkriptionsfaktor auf das CyclinD1- und CyclinD2-Gen (Duman-Scheel
et al. 2002; Shahi et al. 2010).

- Ptchl interagiert mit CyclinB1, was die nukleare Translokation von CyclinB1 inhibiert
und somit den Beginn der Mitose (M-Phase) verhindert. Shh kann die Bindung zwischen
Ptchl und CyclinB1 aufheben, wodurch CyclinB1 in den Zellkern wandert und den
Beginn des Zellzyklus initiiert (Jiang, Yang, and Ma 2009).

Ptchl wirkt also als Zellzyklusinhibitor, was die Wichtigkeit der Regulation des Zellzyklus

Uber den Shh/Ptch-Signalweg zeigt. Bei Dysregulation, z.B. durch Ptchl-inaktivierende

Mutationen, kann es zu massiven Zellproliferationen kommen. Daher zihlt Ptchl zu den

Tumorsuppressorgenen (Peng et al. 2013).

1.3.2 Der Shh/Ptch-Signalweg bei der Entwicklung des Cerebellums

Der Shh/Ptch-Signalweg hat eine wichtige Bedeutung bei der embryonalen Entwicklung des
Kleinhirns (siehe unter 1.1). Es hat eine mitogene und morphogene Wirkung auf das
Kleinhirn (Archer et al. 2012; Fuccillo, Joyner, and Fishell 2006).

Als Mitogen wird Shh von den Purkinjezellen sezerniert und wirkt (iber den Ptch1-Rezeptor
an den GCP. Dies fuhrt zur Proliferation und Differenzierung der GCP in der EGL.

Die morphogene Rolle von Shh zeigt sich simultan zur Proliferation der GCP in der
Entwicklungsphase des Kleinhirns. Dabei ist Shh zustandig fir die Strukturierung des
Kleinhirns durch Ausbildung der typischen blattférmigen Kleinhirnwindungen (Folia
cerebelli), die Regulierung der GrofRe des Organs und die Ausrichtung entlang der anterior-
posterior Achse (Archer et al. 2012; Dahmane and Ruiz-i-Altaba 1999; Fuccillo et al. 2006;
Haldipur et al. 2012). Im Kleinhirn der Maus findet die Ausformung der Kleinhirnwindungen

innerhalb der ersten zwei Wochen postnatal statt (Corrales et al. 2006).

1.3.3 Weitere Klinik durch Mutationen im Shh/Ptch-Signalweg

Veranderungen die im Shh/Ptch-Signalweg entstehen, kdonnen sich in verschiedenen
Phdnotypen zeigen. Mutationen im Ptch1-Gen, das sich zytogenetisch auf 9g22.3 befindet
(Cohen Jr. 2010), kénnen u.a. beim Gorlin-Goltz-Syndrom (Basalzellndvus-Syndrom),
Medulloblastom, = Meningiom, Neuroektodermalem  Tumor, @ Mammakarzinom,

Osophaguskarzinom, Plattenepithel-Karzinom, Trichoepitheliom und Rhabdomyosarkom
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gefunden werden (Cohen 2003; Cohen Jr. 2010). Ebenso kdnnen auch phanotypische
Veranderungen durch Mutationen des Shh-Gens, lokalisiert auf Chromosom 7q36 zu
finden, entstehen. Diese kdnnen sich u.a. als Holoprosencephalie, Gorlin-Goltz-Syndrom,
Medulloblastom und Mammakarzinom dufRern (Cohen 2003; Cohen Jr. 2010). Auch weitere
Gene, wie das Displ-, Smo-, Sufu-Gen und die Gli-Gene, kdnnen verandert sein und zu
Fehlregulationen im Shh/Ptch-Signalweg fiihren. Diese Mutationen kdnnen sich u.a. auch

als Medulloblastom zeigen (Cohen Jr. 2010).
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse eines konditionalen Ptch1-defizienten Mausmodells
und die Charakterisierung des Shh-assoziierten Medulloblastoms. Dabei bildeten
morphologische und immunhistochemische Untersuchungsmethoden den Schwerpunkt
der Arbeit. Hauptaugenmerk der gesamten Untersuchungen lag dabei bei der Frage nach

der Ursprungszelle des Shh-Subtyps bei der Medulloblastomentstehung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerite
BioDoc Analyse
Gelelektrophoresekammern
Hybaid GmbH, Heidelberg
Glaskuvetten

Magnetic Immuno Staining Tray
Messzylinder

Mikroskop

Mikroskop

Mikrotom
Mikrowellenkiivetten
PCR-Gerate

Biometra, Gottingen
Pipetten

Software
Spannungsgerate
Thermomixer
Thermopapier

UV-Tisch

Vortex Genie 2

Waage

Zentrifuge

2.1.2 Chemikalien, Losungen

Agarose

BSA (Bovin Serum Albumin)
Dako-Pen
DNA-Isolierungs-Kit
dNTP-Mix

Biometra, Gottingen

Stratagene, La Jolla CA, USA

Engelbrecht, Edermiinde
CellPath, Hempstead
Schott, Mainz

Zeiss, Oberkochen

Leica DM 5500

Mikrom GmbH, Walldorf
Engelbrecht, Edermiinde

Thermo Electron, Dreieich

Eppendorf, Hamburg

LAS (Leica Application Suite) 4.1.0.
Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Sony, Japan

Bachofer, Reutlingen

Bender und Hobein, Ziirich

PAG Oerlikon, Ziirich

Eppendorf, Hamburg

Biozym Scientific, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dako Denmark AlS, Gostrup, Danemark
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

13



Ethidiumbromid

Glacial acetic acid

Hamalaun

KH2PO4

MgCl2

NaCl

Na2HPO4

Natriumcitrat

Nova Red Substrate Kit
PCR-Puffer

Salzsaure

SuperScriptll Rev. Transkriptase
Tag-Polymerase

Tris base

Triton X-100

Tween 20

Vectastain ABC-Kit

Vitroclud
Wasserstoffperoxid-Losung 30%
Xylol

Zitronensaure

2.1.3 Puffer
Na-Citrat-Puffer pH 6,0

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

J.T. Baker, Deventer, Holland
J.T. Baker, Deventer, Holland
AppliChem, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

USB Corporation, Cleveland OH, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Vector Laboratories, Burlingame
Langenbrinck, Emmendingen
Fischar, Saarbriicken

J.T. Baker, Deventer, Holland

Fluka, Buchs, Schweiz

Stock A: 21,01 g 0,1M Zitronensaure (C6H807 H20) wurden in 1000 ml Aqua dest.

gelost. Stock B: 29,41 g 0,1M Natriumcitrat (C6H5Na307 H20) wurden in 1000 ml

Agua dest. gelost. 18 ml Stock A und 82 ml Stock B wurden zu 900 ml Aqua dest.

zugegeben und auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt.

TAE (Tris-acetate, EDTA buffer)

2M Tris base (242,2 g), 2M Glacial acetic acid (57,1 ml) und 50mM EDTA (18,61g Na2

EDTA 2 H20) wurden mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefillt.
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TBST (Tris-Buffer-Saline Tween) pH 7,6

60,5 g Tris base wurde in 700 ml Aqua dest. geldst. Mit 2N Salzsdaure wurde auf

pH 7 eingestellt, mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefiillt und darin 90 g NaCl gelost.

AnschlieBend wurde 1 ml 0,1% Tween-20 hinzugegeben.

2.1.4 Primer

Tab. 1: Primer
Name Sequenz (5°-3°)
P48 Cre-F ACCAGCCAGCTATCAACTCG
P48 Cre-R TTACATTGGTCCAGCCACC
p910F.4 ACGACCCTGGACGACATCCTAAA
pl1011R.2 TCTGTCCTGTTTCACTGAATGCATGG
Neo-F CGTGATATTGCTGAAGAGCTTGG
Neo-R GCATCAGAGCAGCCGATTGTCTG
Exon 7 AGGAAGTATATGCATTGGCAGGAG
wt/flox_R CAATCAAGGAGCAGAGGCCCAA

2.1.5 Primadr-Antikoérper

Tab. 2: Primar-Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Firma Bestell-Nr.
Anti-Ki67 Rat 1:100 DakoCytomation M 7249
Anti-NeuN Mouse 1:100 Chemicon MAB377
Anti-Nestin Mouse 1:1000 Abcam Ab6142
Anti-MAP2 Chicken 1:200 Abcam ab5392
Anti-PAX6 Rabbit 1:500 Berkeley PR-B278-P
Anti-Calbindin  Mouse 1:1000 Biomol WA-
ALS14655
Anti-Calretinin  Mouse 1:2000 ZYMED invitrogen 18-0291
Anti-Cre Rabbit 1:1000 Novagen 69050
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2.1.6 Sekundir-Antikorper

Tab. 3: Sekundar-Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Firma Bestell-Nr.
Anti-Rat Rabbit 1:100 Vector Lab. BA-4000
Anti-Mouse Horse 1:100 Vector Lab. BA-2000
Anti-Chicken Goat 1:100 Vector Lab. BA-9010
Anti-Rabbit Goat 1:100 Vector Lab. BA-1000

2.1.7 Verbrauchsmaterial
Deckglaser

Einmalpipetten

Objekttrager

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalle 1,7 ml

0,2 ml Thin Wall Strip Tubes

0,2 ml Thin Wall Strip Caps

2.1.8 Tiere
P48 Cre Mauslinie

Ptch1flox/flox Mauslinie

Menzel, Braunschweig

Becton Dickison, Berges

SuperFrost Plus Menzel, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Biozym Scientic, Oldendorf

Biozym Scientic, Oldendorf

Arbeitsgruppe Martin Wagner, Innere

Medizin I, Ulm (Nakhai et al. 2007)

Arbeitsgruppe Heidi Hahn, Universitat
Gottingen (Hahn et al. 1998)
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2.2 Methoden

2.2.1 Konditional Patchedl defiziente Tiere: Zuchtschema und
Genotypisierung

Um die konditional Ptch1 defiziente Mauslinie zu erhalten wurden p48*/< (Nakhai et al.
2007) Mause mit Ptch1fo¥/flox M3usen (Hahn et al. 1998) gekreuzt.

Die Genotypisierung erfolgte durch PCR-Amplifikation der aus Schwanzbiopsien
extrahierten DNA mit anschlieender Markierung der Tiere mit einer Ohrkerbe.

Die Zucht und Analysen der Tiere erfolgten in Ubereinstimmung mit den Vorschriften des
deutschen Tierschutzgesetzes und der Ubergeordneten EU-Richtlinie zum Schutz von

Versuchstieren (Tierversuch 860 vom 25.10.2006).

2.2.2 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung aus Schwanzspitzen wurde mit dem DNA-Isolierungs-Kit der Firma
Qiagen durchgefiihrt. Dem Gewebe in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube wurden 180 ul Buffer
ATL und 20 pl Proteinase K zur Lysierung hinzugefiigt. Nach anschlieBendem Durchmischen
wurde Uber Nacht bei 55°C bis zur vollstandigen Lyse des Gewebes inkubiert. Nach
erneutem Durchmischen wurden zuerst 200 ul Buffer AL und nach dem Vortexen 200ul
Ethanol hinzugefligt und wieder durchmischt. Die gesamte Suspension wurde nun in eine
2ml Spin-Saule pipettiert, welche eine Membran enthalt (DNeasy Mini spin column), und
bei 8.000 rpm fir 1 min zentrifugiert. Dadurch gelangten die flissigen Bestandteile der
Suspension in ein Sammelréhrchen, wahrend die DNA an der Membran gebunden wurde.
Das Sammelréhrchen wurde verworfen und durch ein leeres ersetzt. Auf die Membran
wurde 500 pl Buffer AW1, ein Waschpuffer, pipettiert und 1 min lang bei 8.000 rpm
zentrifugiert.

Nach Austausch des Sammelréhrchens wurde ein zweiter Waschpuffer (Buffer AW2)
hinzugefiigt und zur Trocknung der Membran bei 14.000 rpm 2 min lang zentrifugiert.

Zur Eluierung der DNA aus der Membran wurde schlief8lich das Sammelréhrchen durch ein
1,5 ml Eppendorfgefal ersetzt, 200 pl Buffer AE auf die Membran aufgetragen und nach 2-

mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur abzentrifugiert (1 min bei 8000rpm).

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (=PCR)
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Die PCR dient zur in vitro-Amplifikation eines genau definierten DNA-Abschnittes.

Die isolierte murine DNA wurde mit Hilfe des Tag DNA Polymerase Kit der Firma Qiagen
vevielfaltigt.

Der Reaktionsansatz beinhaltet die zu kopierende DNA, Primer, DNA-Polymerase: Tag-
Polymerase des Thermus aquaticus, Nukleotide, Puffer zur Konstanthaltung des pH-Wertes
und Mg?*-lonen, die essentiell fiir die Tag-Polymerase sind.

Folgender 50 pl PCR-Ansatz wurde fiir die Genotypisierung verwendet:

DNA-Template 2 ul
Destilliertes Wasser 36,5 ul
MgCI2 (25 mM) 4 ul
Primer A (10 mM) 0,5 ul

Primer B bzw. Primer C (10 mM) 0,5 ul

dNTPs (10 mM) 1l
PCR-Puffer P (10x) 5 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul

Als Negativkontrolle wurde der PCR-Ansatz ohne Zugabe von DNA verwendet, als
Positivkontrolle die DNA einer nachweislich Ptch1 defizienten Maus.
Folgende Ablaufe wurden in die PCR-Gerate einprogrammiert, wobei Denaturierung,

Annealing und Extension 36-mal wiederholt wurden:

Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 1 min

36x 3 Annealing 58°C 1 min
Extension 72°C 1 min

Finale Extension 72°C 10 min

2.2.4 Gelelektrophorese

Die Trennung der aus der PCR resultierenden DNA-Fragmente wurde in 1%igem Agarosegel
durchgefihrt. Hierzu wurde 1g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer eingewogen und in der
Mikrowelle bis zum vollstandigen Losen der Agarose aufgekocht. Nach Abkiihlen wurde die
Losung mit 5 pl 1%igem Ethidiumbromid versetzt, das dem Anfarben der Nukleinsduren
dient. Einzelne Ethidiumbromidmolekiile lagern sich interkalierend zwischen die DNA-
Basen ein, wodurch sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid derart verandert,

dass die Fluoreszenz bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht stark erhoht wird.
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AnschlieBend wurde das Gel in die vorbereitete Horizontalgelkammer gegossen und es
wurden die Kdmme fir die Probentaschen eingesetzt. Nach Ausharten des Gels wurden
jeweils 12 ul der Proben in die Taschen pipettiert. Neben den Proben wurde bei jedem Lauf
1 ul 100 bp DNA-Ladder als Langenstandard, eine Positivkontrolle und eine
Negativkontrolle aufgetragen. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die
Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 120 Volt durchgefiihrt und nach etwa 40
min beendet. Die Ethidiumbromid-haltigen DNA-Banden wurden schlieBlich durch

Bestrahlung mit ultraviolettem Licht sichtbar gemacht, abfotografiert und ausgewertet.

2.2.5 Hiamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.)

Die Hiamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine histologische Ubersichtsfarbung, bei der die
Zellkerne blau und das Zytoplasma rosa dargestellt werden. Zunachst wurden die 4 um
dicke, paraffinierte Hirnschnitte 2 mal 15 min lang in Xylol eigetaucht um sie vom Paraffin
zu losen. Danach erfolgte die Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe (2 mal
100%iger Alkohol, 2 mal 90%iger Alkohol, 1 mal 80%iger Alkohol und 1 mal 70%iger
Alkohol) fiir eine Dauer von jeweils 3 min. Nachdem die Praparate in Aqua dest. gesplilt
wurden, wurden sie 30 Sek lang mit Hamatoxylin nach Mayer gefarbt und 5 Minuten lang
in heilRem Leitungswasser geblaut. Nach erneutem Splilen wurden sie dann mit Eosin fir
30 Sek gegengefarbt.

Das Entwassern erfolgte mit der aufsteigenden Alkoholreihe (1 x 70%iger Alkohol, 1x
80%iger Alkohol, 2 x 90%iger Alkohol und 2 x 100%iger Alkohol) fir jeweils 1 min.
Schlielich wurden die Praparate fiir 2 x 3 min in Xylol getaucht und mit Vitro-Clud

eingebettet und gedeckelt.
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2.2.6 Immunhistochemische Fiarbung

Grundlage fir die Durchflihrung einer immunhistochemischen Farbung ist ein Antikorper,
der spezifisch gegen das gewlinschte Zielantigen gerichtet ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde die dreistufige Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) angewendet.

Bei der Avidin- bzw. Streptavidin-Biotin-Komplex-Methode nutzt man die starke Affinitat
von Avidin (Hihnereiweil}) bzw. Streptavidin (aus dem Bakterium Streptomyces avidinii) zu
Biotin (Hsu and Raine 1981). Es kommt zur Bildung von Komplexen aus enzymmarkierten
Avidin/Streptavidin-Biotin-Komplexen mit biotinylierten Sekundarantikérpern.

Hierzu bindet ein spezifischer unkonjugierter Antikérper (Primarantikdrper) an das Antigen
der Probe. Daraufhin wird ein, gegen den Primarantikorper gerichteter, zweiter Antikorper
(Sekundarantikorper) zugegeben, der mit Biotin markiert ist und spezifisch gegen die
konstante Domane des Primdrantikorpers gerichtet ist. Dieser Sekundarantikérper stellt
die Verbindung zum hinzugefligten (Strept-)Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex her. Avidin
hat vier Bindungsstellen fir Biotin und bildet eine Briicke zwischen einem biotinylierten
Antikorper und einem Peroxidase-assoziierten Biotinmolekdil.

Zur Sichtbarmachung der Reaktion wird eine Chromogenlosung verwendet. Durch die
Enzymaktivitdt der Peroxidase wird das Substrat umgesetzt und es kommt zu einem

Farbumschlag an der Stelle des zu nachweisenden Antigens.

Durchfiihrung:

Von, in Formaldehyd fixierten und in Paraffin eingebetteten, Hirnschnitten wurden mit
Hilfe eines Mikrotoms 4 um dicke Schnitte angefertigt, auf einen Objekttrager aufgebracht
und getrocknet.

Um das Paraffin aus dem Gewebe herauszulésen, wurden die Praparate 2 x 15 min in Xylol
getaucht. Zur Rehydrierung durchliefen die Schnitte die absteigende Alkoholreihe fir
jeweils 3 min: 2 x 100%iger Alkohol, 2 x 90%iger Alkohol, 1 x 80%iger Alkohol und 1 x
70%iger Alkohol. Nach dem Spiilen in vollentsalztem Wasser wurden die Schnitte 10 min
bei Raumtemperatur in einer 3%igen Wasserstoffperoxidldsung inkubiert, wodurch die
endogen im Gewebe vorkommende Peroxidase blockiert wird. Daraufhin wurde wieder mit
vollentsalztem Wasser gespilt.

Um auch Antigene darstellen zu kénnen, die durch chemische Vernetzungen wie zum

Beispiel Aldehydbindungen maskiert sind, wurde eine hitzeinduzierte Demaskierung in der
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Mikrowelle durchgefiihrt. Dabei wurden die Objekttrdager in eine mikrowellengeeignete
Klvette gestellt und mit einem 10 mM Natriumcitratpuffer bis zum Kivettenrand beflllt.
Die Anzahl der Objekttrager in der Kiivette wurde mit Hilfe von Leerobjekttragern konstant
gehalten, um bei jedem Farbedurchgang eine gleiche Warmeverteilung gewahrleisten zu
konnen. Zusammen mit einer Leerkiivette, die nur vollentsalztes Wasser enthielt, wurden
die Praparate 20 min bei 800 W gekocht. Danach verblieben die Schnitte weitere 20 min in
der Kivette und kiihlten bei Raumtemperatur ab. Im Anschluss wurden die Schnitte 15 min
mit TBST 0,1% inkubiert. Durch das enthaltene Normalserum werden die unterschiedlichen
Ladungen im Gewebe abgesattigt, so dass der Primarantikorper keine unspezifischen
Bindungen mit dem zu untersuchenden Gewebe eingehen kann.

Nachdem man den Normalserumiberschuss hatte ablaufen lassen und der Objekttrager
um die Schnitte herum mit einem Zellstoff getrocknet wurde, wurden die Schnitte mit
einem Wachsstift (DAKO Pen) umkreist. Nun wurde eine einstlindige Inkubation mit den
Primarantikorpern bei Raumtemperatur bzw. eine Inkubation bei 4°C Gber Nacht in der
Feuchtkammer vorgenommen.

Danach wurden die Schnitte mit TBST 0,1% gespilt und mit den biotinylierten
Sekundarantikérpern fir 30 min in der Feuchtkammer inkubiert. Nach erneutem Spilen
mit TBST 0,1% folgte eine 30-minditige Inkubation mit dem ABC-Peroxidase-Komplex in der
Feuchtkammer. Die Schnitte wurden wiederum mit TBST 0,1% gespilt und mit dem
Chromogen Nova Red (iberschichtet. Die Farbung dauerte je nach Primarantikérper
zwischen 3 und 12 Minuten und wurde durch das Spililen mit vollentsalztem Wasser
beendet.

Zum Entwassern durchliefen die Schnitte daraufhin die aufsteigende Alkoholreihe fiir
jeweils 1 min: 1 x 70%iger Alkohol, 1 x 80%iger Alkohol, 2 x 90%iger Alkohol und 2 x
100%iger Alkohol. Zum Abschluss wurden die Praparate 2 x 3 min in Xylol getaucht und mit

Vitroclud eingebettet und gedeckelt.
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2.2.7 Quantitative Methodik: Nummerische Auswertung/Morphometrie
Bei der morphometrischen Auswertung wurde die duBere Kornerzellschicht (EGL) des
Kleinhirnkortex von Wildtyp-Mausen und Knockout-Mausen gemessen.

Dafiir wurden die sagittalen Kleinhirnschnitte von Mausen im Alter von pnd 0, pnd 7 und
pnd 10 verwendet. Die paraffinierten Schnitte wurden immunhistochemisch gefarbt (s.
2.2.6). Die Ausmessung der EGL erfolgte fir die Marker ki67, NeuN und Nestin.

Fiir das Ausmessen der EGL wurde das Mikroskopsystem Leica DM 5500 und die
Fotoanalyse-Software LAS (Leica Application Suite) 4.1.0. verwendet. Mit Hilfe des 40x-
Objektives wurden dann mit der Bildanalysierungssoftware, von rostral nach kaudal,
mehrere Punkte an den (etwa) sieben bis zehn Kleinhirn-Lobuli (abhdngig vom
Ausreifungsgrad des Kleinhirns) die EGL ausgemessen. Etwa alle 15um wurde die EGL-Dicke
bestimmt so wurde pro Lobulus an etwa zehn Stellen die Dicke/Breite der EGL bestimmt.
Eine weitere morphometrische Auswertung war, dass die Anzahl der Zellschichten in der
EGL gezahlt wurden. Wie beim Ausmessen der EGL wurde, mit dem gleichen Mikroskop
und der gleichen Software, an bestimmten Punkten, von rostral nach kaudal, die Anzahl

der Zellschichten bestimmt.

2.2.8 Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve

Das Gesamtliberleben der Ptchl-defizienten Mause stellten wir graphisch mit Hilfe der
Kaplan-Meier-Uberlebenskurve dar. Dabei wurden die Uberlebenszeiten der k.o.-M3use
mit denen der Wildtyp-Mause in der Kontrollgruppe verglichen. Dazu definierten wir auf
der x-Achse das Alter in Wochen der Miuse und in der y-Achse das Uberleben (in Prozent)

der Mause (Kaplan, E.L. & Meier 1958).
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3  Ergebnisse

3.1 Die p48+/Cre_Ptch1flox/flox Maus

3.1.1 Zuchtschema und Genotypisierung der Tiere

Das Zwolf-Transmembranprotein Ptch1 ist der Rezeptor fiir Sonic hedgehog und spielt eine
wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, Tumorgenese und fungiert als
Tumorsuppressor. Der Genlocus des Ptchl-Gens befindet sich beim Menschen auf
Chromosom 9922.3. Um konditional Ptch1 defiziente Tiere zu erhalten, wurden Ptch1flox/flox
-Mause mit der p48*/"e-Mauslinie gekreuzt. Dadurch erhielten wir p48+*/cre_ptch1flox/flox.
Mause, mit einem konditionalen Ptch1-knockout.

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte durch PCR-Analyse der DNA, die aus den
Schwanzspitzen der Mause gewonnen wurde (2.2.2, 2.2.3). Die Bestimmung der Ptch1-
Allele Ptch1%t (=Ptch1*), Ptch1fo* (=Ptch1") und Ptch1%' (=Ptch1//Cre*") durch PCR gelang
durch die benutzten Primer-Konstellationen: NeoF/p1011R.2, p910F.4/p1011R.2 und Exo-
7/NeoR. Firr die Identifikation des Ptch1fo* und Ptch1%t-Allels wurden zuséatzlich die Primer
p910F.4/wt/flox_R benutzt (Abb. 8).

Das Ptch1fo*-Allel wurde dabei bei 2500bp und 1735bp, das Ptch1**-Allel bei 1400bp und
521 bp, das Ptch19-Allel bei 950bp und die Cre-Rekombinase bei 200bp identifiziert. Die
Abb. 7 zeigt beispielhaft die Genotypisierung von 9 Tieren im Alter von pnd 12.5.

Bei einer Wildtyp-Maus ohne Cre-Rekombinase wurde die Allelkonstellation
Ptch1**_Cre*/* erwartet, bei den Tieren mit einer Cre-Rekombinase und Ptch1fox-Allel
zeigte die heterozygote Maus die Allelkonstellation Ptch1*/fo*_Cre*/- und bei homozygoten

Mausen Ptchiflox/flox cre*/-,
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 - PK NK

Ptch1

Cre200bp

Abb. 7: Genotypisierung der Tiere an pnd 12.5

Das Bild zeigt exemplarisch bei 9 Tieren die Genotypisierung mittels PCR. Die obere Halfte zeigt die
Bestimmung der Ptch1-Allele (Ptch1°%, Ptch1* und Ptch1%) und die untere Halfte die Bestimmung der Cre-
Rekombinase. So ergibt sich hier die folgende Allelkonstellation (von links nach rechts): 1. Ptch1”/-Cre*/*, 2.
Ptch1” Cre**, 3. Ptch1* Cre*, 4. Ptch1” Cre *, 5. Ptch1” Cre*", 6. Ptch1*-Cre*/*, 7. Ptch1*/- Cre*", 8. Ptch1*"
Cre*/, 9. Ptch1* Cre*/*, PK=Positivkontrolle, NK=Negativkontrolle
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Ptchflox 1735bp

NeoF —» «+— p1011R.2
p910F.4 —» <+—wt/flox_R
Ptchflox 2500bp
E2 E7 E8 neoR E10 E1M1
Prenfoxatiele |/ |~ 1> 11/
| N
Nhel Nhel

Ptch“t 1401bp
p910F.4 —» < p1011R.2
p910F.4 —» «— wt/flox_R
Ptch"! 521bp

E8 E9 E10 E11

E2 E7
Ptch¥t allele II// I‘ |I I “‘ I //H'

Nhel Nhel

Ptchde! 950bp

Exo7 —» +4— NeoR
neoR E10 E11 E14
Ptchde! allele I// I‘D I I‘ | //‘I
Nhel MNhel Nhel

Abb. 8: Darstellung der PCR: Die Abbildung zeigt schematisch die PCR-Fragmente mit der die drei Ptch1-Allele
analysiert wurden (von oben nach unten): das Ptchiflox-Allel (2500bp und 1735bp), das Ptch1%t-Allel (1400bp und
521bp) und das Ptch1de-Allel (950bp)

3.1.2 Konditionale Ptch1-Deletion bei der p48+/cre_Ptch1flox/flox Maus

Die Deletion des Ptchifo*-Allels in der p48*/ce Ptch1fo/flox Maus wird durch p48-Cre
induziert. Die p48*/°"*-M3&use besitzen einen knockin von Cre im p48-Lokus und exprimieren
in p48-positiven Zellen die Cre-Rekombinase. Um eine gewebsspezifische Expression der
Cre-Rekombinase zu erhalten, wurden diese Mause mit der gefloxten Ptchl-Allel
Mausmutante gekreuzt. Durch die Cre-Rekombinase wurde bei Ptch"¥flox Cre*/- oder
Ptchflo/flox_Cre*-Mausen die ,gefloxte“ DNA-Stelle erkannt und gebunden. Die
entsprechende Stelle wurde dann von der Cre-Rekombinase gespalten, exzidiert und der
DNA-Strang wieder neuverkniipft. So erfolgte eine gewebsspezifische Inaktivierung des

Ptch1-Gens (s. Abb. 9).
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e avete /|| > — || 18

Nhel Nhel

Cre-Rekombinase

neoR E10 EMN E14
Ptchde! allele // ‘D !> ‘ l //‘I
Nhel Nhel Nhel

Abb. 9: Deletion von Exon 8 und Exon 9 im Patched1 Gen durch die Cre-Rekombinase: Die Abb. zeigt schematisch das
Ptchiflex-Allelfragment (3700bp) (oben) und das Ptch1de-Allel, nach der Exzision des gefloxten Ptch1-Allels durch die
Cre-Rekombinase aus dem DNA-Fragment (unten).
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3.2 Tumorinzidenz bei konditional Ptch1 defizienten Mausen

Die p48+*/Cre_ptch1flox/flox M3use zeigten im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe bis etwa zur
achten Lebenswoche eine unauffillige und dhnliche Entwicklung in Hinblick auf das
Uberleben. Ab der achten Woche postnatal kam es jedoch bei allen Tieren, die homozygot
fur das gefloxte Ptchl-Allel waren, zum Tod (Abb. 10). Die Ptchl defizienten Mause
entwickelten alle ein Medulloblastom und tberlebten maximal bis zur 15. Lebenswoche.
Somit zeigte sich im Verlauf eine 100%ige Tumorinzidenz und 100%ige Letalitat fir alle

p48*/cre pich1flox/flox Mzuse.

— control
— PTF1a-Cre x ptch1flox/flox

120

100 -

80

60

% Survival

20

0

0 2 4 6 10 12 14 16 18 20 22 24

Age (weeks)

Abb. 10: Uberlebenskurve der p48+/cre_ptchiflo/flex Maus: Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt die Uberlebenszeitkurve
der p48*/ce_ptch1fov/flox Miuse (schwarze Linie) im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe (rote Linie); n=18
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3.3 Veridnderungen im Cerebellum der p48+/Cre_Ptch1flex/flox Maus

3.3.1 Makroskopie

Makroskopisch beobachteten wir im Vergleich der Kleinhirne der Wildtyp- und der Ptchl
defizienten Maus schon sehr frih in der Entwicklung deutliche Unterschiede. Vor allem
rostrale Anteile des Kleinhirns der Ptchl-knockout Ma&use erscheinen im Vergleich

makroskopisch sichtbar vergrofRert (Abb. 11, Abb. 12, Abb. 13, Abb. 14).

231/2011 235/2011 236/2011
p48-cre x Patched fl/WT p48-cre x Patched fl/fl p48-cre x Patched fI/fl

162/2011 166/2011
p48-cre x Patched fl/WT p48-cre x Patched fI/fl

Abb. 11: Makroskopie des Medulloblastoms
Oben: pnd 10, sagittale Ansicht; Unten: pnd 21, axiale Ansicht. Die rote Umrandung zeigt das unaufféllige Kleinhirn bei
den Ptchflox heterozygoten Mausen und im Vergleich dazu das deutlich vergréRerte Kleinhirn der homozygoten Mause.

p

p48-cre x Patched f/WT

p4B-cre x Patched /1

Abb. 12: Makroskopie des Medulloblastoms
Deutlich sichtbare VergréRerung des Kleinhirns bei der p48*/cre_ptchiflox/flox Maus (rechts) an pnd 40.
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flox/+ flox/flox

pas8*/cre_ptchl

P48*/ce_Ptchl

Abb. 13: Makroskopie des Medulloblastoms an pnd 72
Vergleich zweier Gehirne von Mausen mit heterozygotem (links) und homozygotem (rechts) Ptch1f**-Allel;
Ansicht von axial (pnd 72).

Abb. 14: MRT in T2-Wichtung eines Ptch1l-defizienten Tieres an pnd 72
A. Axiale MRT-Aufnahme, B. Sagittale MRT-Aufnahme
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3.3.2 Histologie (H.E.-Farbungen)

Die schon makroskopisch sichtbaren Unterschiede wurden in der histologischen
Betrachtung deutlicher beobachtet. Die p48*/¢e_Ptch1flox/flox M3use, die homozygot fiir das
Ptch1flox-Allel sind, entwickelten massive cerebellidre Tumore.

Untersucht wurden dabei die Kleinhirne von Wildtyp- und Knockout-Mausen im Alter von
pnd 0, pnd 7, pnd 10 und pnd 21. Die Kleinhirn-Paraffinschnitte wurden mit der
histologischen Ubersichtsfarbung Hamatoxylin-Eosin analysiert (siehe unter 2.2.5.). Man
konnte so die histologische Entwicklung der Kleinhirne im Vergleich beobachten (s. Abb.
15, Abb. 16, Abb. 17, Abb. 18 und Abb. 19).

Man kann deutlich erkennen, dass die Knockout-Mause im Verlauf einen Tumor im
Kleinhirn entwickeln. Bereits ab pnd 7 sieht man insbesondere in den rostralen Lobuli
(vergleiche Abb. 38) eine progrediente Zunahme der duBeren Kornerzellschicht (EGL) des
noch unreifen cerebellaren Kortex. Mit zunehmendem Entwicklungsalter des Cerebellums
wird die Verbreiterung der EGL auch deutlicher sichtbar (veranschaulicht durch rote Pfeile
in den Abb. 16, Abb. 17 und Abb. 18). Auffallig ist auch, dass die EGL bei den Knockout-
Mausen noch abgrenzbar ist, wenn bei den Wildtyp-Mausen bereits die 3-Schichtung des
reifen cerebelldren Kortex vorliegt (s. rote Pfeile in Abb. 18). In der histologischen
Untersuchung des reifen Kleinhirns an pnd 82 ist dann die eindeutige tumordse

Zellwucherung im Bereich der ehemaligen EGL sichtbar (s. rote Pfeile in Abb. 19).

Knockout

H.E.
pnd 0
10-fach - -

Abb. 15: Sagittalschnitt des Kleinhirns der Wildtyp- und Knockout-Maus an pnd 0
H.E.-Farbungen der Kleinhirne von Mausen im Alter; noch keine eindeutigen Lobuli-Einteilungen oder
Tumorformationen zu erkennen; pnd=Postnataltag
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Wildtyp Knockout

H.E.
pnd 7
10-fach

Abb. 16: Sagittalschnitt des Kleinhirns der Wildtyp- und Knockout-Maus an pnd 7

H.E.-Farbung von Mdusen im Alter von 7 Tagen postnatal in 10-facher VergroBerung. Die Aufteilung in die einzelnen
Kleinhirnlobuli ist deutlich zu erkennnen. Bereits sichtbar ist auch die verbreiterte EGL der Knockout-Maus im Bereich
der rostralen Lobuli des Cerebellums (rechts; siehe Pfeile). pnd=Postnataltag

Knockout

H.E.
pnd 10
10-fach

40-fach

Abb. 17: H.E.-Farbung von Wildtyp- und Knockout-Mausen im Alter von pnd 10

Oben: Sagittalschnitt des Cerebellums, Unten: VergréRerte Aufnahme des ersten Lobulus

H.E.-Férbung von Wildtyp- und Knockout-Md&usen im Alter von 10 Tagen postnatal in 10-facher (oben) und 40-facher
(unten) VergréRerung. Nun ist die EGL-Verbreitung bei den Knockout-Mausen deutlich zu erkennen (rechts; s. rote
Pfeile); pnd=Postnataltag
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Wildtyp Knockout

H.E.
pnd 21
10-fach

Abb. 18: Sagittalschnitt des Cerebellums der Wildtyp- und Knockout-Mause an pnd 21 H.E.-Farbung von Mausen im
Alter von 21 Tagen postnatal in 10-facher VergroBerung; pnd=Postnataltag. Bei der Wildtyp-Maus (links) sieht man
bereits den 3-schichtigen reifen cerebelldren Kortex (keine EGL mehr vorhanden), wogegen bei der Knockout-Maus
(rechts) noch eine massive EGL zu erkennen ist (s. rote Pfeile). pnd=Postnataltag.

Wildtyp Knockout

Abb. 19: Kleinhirnhistologie im Vergleich
Vergleich der Kleinhirne einer fiir das Ptch1fox-Allel heterozygoten (links) und homozygoten (rechts) Maus jeweils an pnd

82. Bei der Knockout-Maus ist die eindeutige tumordse Zellwucherung erkennbar (rechts, s. rote Pfeile), wogegen im

Vergleich dazu bei der Wildtyp-Maus mittlerweile das reife Cerebellum mit seinem 3-schichtigen Kortex vorliegt. (H.E.-
Farbung)
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3.4 Die Expression von Markern: Immunhistochemische Farbungen

der Kleinhirne (pnd 0, pnd 7, pnd 10 und pnd 21)

Um die histologischen Effekte des Ptchl-knockouts beim Medulloblastom genauer zu
untersuchen, wurden die Kleinhirne von Wildtyp- und Knockout-Mausen mit
verschiedenen immunhistochemischen Markern analysiert und verglichen (siehe unter
2.2.6). Bei den Paraffinschnitten der Kleinhirne bzw. Medulloblastome konnten
verschiedene immunhistochemische Markerexpressionen nachgewiesen werden.
Untersucht wurden Tiere im Alter von pnd 0, pnd 7, pnd 10 und pnd 21 (s. Tab. 4).

Insgesamt wurden die Kleinhirne von 33 Tieren analysiert.

Tab. 4: Ubersicht der untersuchten Tiere
(pnd=Postnataltag, n= Anzahl)

Alter Wildtyp n= Knockout n=
pnd 0 2 2

pnd 7 3 4

pnd 10 8 10

pnd 21 2 2

Tab. 5: Ubersicht der immunhistochemischen Marker

Marker/Antikorper Zellen Bindungsort

kie7 Proliferierende Zellen Nukleus

NeuN Postmitotische/Reife Nukleus
Kornerzellen

Nestin Stammzellen des ZNS Zytoplasma

Calretinin Koérnerzellen Zytoplasma

Calbindin Purkinjezellen Zytoplasma
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Analyse der Expression des Markers ki67

Ki67 ist ein Zellzyklusmarker, mit dem sich teilende Zellen kenntlich gemacht werden
konnen. Es reagiert mit einem nukledren Antigen, dementsprechend sind in dieser
immunhistochemischen Farbung die Zellkerne positiv. Untersucht wurden auf diesen
Marker sagittale Kleinhirnschnitte von Tieren im Alter von 0, 7, 10 und 21 Tagen postnatal.
Die Expression von ki67 wurde vor allem in der dufReren Kornerzellschicht (EGL) des
Kleinhirnkortex beobachtet. Die Mause im Alter von pnd 0 zeigen noch keine Unterschiede
in der Expression von ki67 (Abb. 20). Ab dem 7. Tag postnatal sieht man aber schon eine
vermehrte Proliferation in der dufReren Kornerzellschicht (EGL) bei den Knockout-Mausen
im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (Abb. 21, s. rote Pfeile). Mit zunehmendem Alter der
Maus wird dieser Unterschied deutlicher und die EGL der Knockout-Mduse auch immer
breiter im Vergleich zur gleichaltrigen Wildtyp-Maus. Vor allem die EGL der rostral
gelegenen Kleinhirnlobuli (mit Stern gekennzeichnet) der Knockout-Mause erscheint
breiter als die der Wildtyp-Mause (Abb. 22, s. rote Pfeile). Zum Zeitpunkt von pnd 21 sieht
man bei der Wildtyp-Maus keine ki67-Expression mehr und erkennt einen 3-schichtigen,
reifen Kleinhirnkortex, wahrend die Knockout-Mause eine massive Proliferation in der EGL

an den rostralen Kleinhirnlobuli aufweisen (Abb. 23).

Wildtyp Knockout
\
pnd 0 % N ki67
40-fach & ' AR
.j
wi
‘l- ) T -
I ;s .r'# g -A-L‘ﬁ'
- 1 .l-';- ,.“m‘“,-h
FE . Sy & e
40-fach r o kie7
e 2 -
o W ; . "

& i i e

Abb. 20: Analyse der Expression des Zellproliferationsmarkers ki67 zum Zeitpunkt pnd 0: Noch sind keine sichtbaren
Verdnderungen im Vergleich festzustellen.
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Knockout

pnd 7 kie7
10-fach
40-fach kie7

Abb. 21: Analyse der Expression des Zellproliferationsmarkers ki67 zum Zeitpunkt pnd 7 Verbreiterung der EGL bei
den Knockout-Mausen mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Vor allem die EGL der rostralen Lobuli (s. Stern*) ist von den
Verdnderungen betroffen.

Wildtyp Knockout

pnd 10 kie7

10-fach

Abb. 22: Analyse der Expression des Zellproliferationsmarkers ki67 zum Zeitpunkt pnd 10 Rostraler Lobus mit Stern
gekennzeichnet. Die roten Pfeile weisen auf die EGL-Verbreiterung bei der Knockout-Maus hin.

pnd 21 kie7

10-fach

Abb. 23: Analyse der Expression des Zellproliferationsmarkers ki67 zum Zeitpunkt pnd 21 Rostraler Lobus mit Stern
gekennzeichnet. Die roten Pfeile weisen auf die weiterhin nachweisbare EGL bei der Knockout-Maus hin.
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Analyse der Expresssion des Markers NeuN

NeuN (Neuronal Nuclei) ist ein Marker fir die reifen und postmitotischen Zellen des ZNS.
Im Cerebellum wird es als Marker fiir die reifen Kornerzellen verwendet. Als nukledres
Antigen flhrt es zur positiven Farbung der Zellkerne. Wahrend der Entwicklung des
Cerebellums von Wildtyp-Mausen, konnte beobachtet werden, dass NeuN-positive Zellen
in der inneren Schicht der EGL (s. Pfeile in den Abb. 25 und Abb. 26), aber auch in der ML
(Molekularschicht) und IGL (innere Kornerzellschicht) zu finden sind. Mit zunehmendem
Alter der Mause nahm die Anzahl der NeuN-positiven Zellen in der EGL ab, dafiir aber in
der ML und IGL zu. Bei der erwachsenen Maus war dann die EGL vollkommen
verschwunden und es lag der 3-schichtige cerebellare Kortex vor, der nur noch sehr wenige
NeuN-positive Zellen in der ML, aber sehr viele in der IGL besaR (s. Abb. 25 und Abb. 26;
IGL mit Stern gekennzeichnet). Im Vergleich dazu blieb bei der ptchl-knockout-Maus
jedoch die NeuN-positive, innere EGL sehr lange bestehen, selbst als bei der WT-Maus die

EGL bereits komplett verschwunden war (s. Pfeile in den Abb. 25 und Abb. 26).

Wildtyp Knockout

pnd 0
40-fach

Abb. 24: Analyse der Expression von NeuN als Marker fiir reife Nervenzellen zum Zeitpunkt pnd 0 Noch sind keine
sichtbaren Verdanderungen im Vergleich zwischen der Wildtyp- und Knockout-Maus zu erkennen.
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Wildtyp Knockout

pnd 7 NeuN
10-fach
40-fach NeuN

”

Abb. 25: Analyse der Expression von NeuN als Marker fiir reife Nervenzellen zum Zeitpunkt pnd 7 Man erkennt bei
beiden Mausen die NeuN-positiven Zellen in der inneren EGL (siehe rote Pfeile). Ebenso sieht man auch die hohe Anzahl
an NeuN-positiven Zellen in der IGL beider Mause (mit Stern markiert).

Wildtyp Knockout

pnd 10 NeuN
10-fach
40-fach NeuN

Abb. 26: Analyse der Expression von NeuN als Marker fiir reife Nervenzellen zum Zeitpunkt pnd 10 Mittlerweile sind
die NeuN-positiven Zellen bei der Wildtyp-Maus nur noch in der IGL zu erkennen (IGL in der Abb. mit Sternen
gekennzeichnet), wogegen jedoch bei der ptch1-knockout Maus die NeuN-positive, innere EGL weiterhin gut
abgrenzbar ist (siehe Pfeile).
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Analyse der Expression des Markers Nestin

Nestin ist ein Typ IV Intermedidrfilament und wird in neuroepithelialen Stammzellen (Sz)
exprimiert. Im Cerebellum kann man durch die immunhistochemische Farbung die
Stammazellen detektieren und deren Entwicklung verfolgen. Im Laufe der Entwicklung wird
Nestin ndmlich durch Neurofilament und GFAP ersetzt, weshalb es nur in Stammzellen
nachweisbar ist. Somit kdnnen Nestin-positive Stammzellen im sich entwickelnden
Cerebellum und im cerebelldren Tumor, dem Medulloblastom, nachgewiesen werden.

Wir beobachteten bei Wildtyp- und KO-Mdausen eine Nestin-Expression im sich
entwickelnden Cerebellum. Mit zunehmendem Alter der Maus nahm jedoch die Nestin-
Expression bei den Wildytp-Mausen ab. Bei den KO-Mausen konnte diese aber noch sehr

lange nachgewiesen werden (s. Abb. 28, Abb. 29, Abb. 30).

Wildtyp Knockout

Nestin
pnd O
40-fach

Lo WPh Eo B R ,E-r':*ﬁ AT
Abb. 27: Analyse der Expression von Nestin als Marker fiir Sz des ZNS zum Zeitpunkt pnd 0 Man sieht bei beiden
Mausen die beginnende Entwicklung des Cerebellums mit Einteilung in die Lobuli. Unterschiede sind in diesem Stadium
der Entwicklung noch nicht erkennbar.

Wildtyp Knockout

Nestin
pnd 7
40-fach

Abb. 28: Analyse der Expression von Nestin als Marker fiir Sz des ZNS zum Zeitpunkt pnd 7 Mit Pfeilen gekennzeichnet
sieht man bei beiden Mausen die Nestin-Expression, welche von der EGL bis zur Purkinjezellschicht des cerebelldren
Kortex reicht. In diesem Entwicklungsstadium (pnd7) kann man noch keine Unterschiede zwischen den beiden Mausen
erkennen.
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Wildtyp Knockout

Nestin
pnd 10
10-fach

40-fach

ey,

Abb. 29: Analyse der Expression von Nestin als Marker fiir Sz des ZNS zum Zeitpunkt pnd 10 Mittlerweile ist bei
beiden Mausen die Unterscheidung der EGL in eine duBere und innere Schicht moglich (rote Markierung in der Abb.).
Noch sind aber keine relevanten Unterschiede in der Entwicklung des cerebelldren Kortex zu erkennen.

Knockout

Nestin
pnd 21
10-fach

Abb. 30: Analyse der Expression von Nestin als Marker fiir Sz des ZNS zum Zeitpunkt pnd 21 Bei der Knockout-Maus
(rechts) sind weiterhin die in der Nestinfarbung positiven Zellen, insbesondere im Bereich der EGL, noch sichtbar (siehe
Pfeile), wogegen man bei der Wildtyp-Maus (links) keine Nestin-positiven Zellen mehr abgrenzen kann.
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Analyse der Expression des Markers Calretinin

Calretinin ist ein intrazelluldres Calcium-bindendes Protein mit 31,5 kDa. Das
Farbungsmuster zeigt sich im Zytoplasma und Kern.

Im Cerebellum wird es in den Kdrnerzellen exprimiert. In der Entwicklung des Kleinhirns
nimmt die Farbung mit der Reife an Intensitat zu.

Im Vergleich zwischen Wildtyp- und Knockout-Maus konnten keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden (s. Abb. 31, Abb. 32 und Abb. 33).

Knockout

Calretinin
pnd 0
40-fach

Abb. 31: Analyse der Expression von Calretinin als Marker fiir Kérnerzellen zum Zeitpunkt pnd 0

Wildtyp Knockout

Calretinin
pnd 7
10-fach

40-fach

Abb. 32: Analyse der Expression von Calretinin als Marker fiir Kérnerzellen zum Zeitpunkt pnd 7
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Wildtyp Knockout

Calretinin
pnd 21
10-fach

40-fach

Abb. 33: Analyse der Expression von Calretinin als Marker fiir Kérnerzellen zum Zeitpunkt pnd 21 Trotz zunehmendem
Entwicklungsalter sind keine wesentlichen Unterschiede inder Calretinin-Exprimierung der cerebelldren Zellen zu
erkennen.
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Analyse der Expression des Markers Calbindin

Calbindin ist ebenfalls ein Calcium-bindendes Protein. Im Cerebellum wird es ausschliel3lich
von Purkinjezellen exprimiert. Somit wurde Calbindin zur Detektion der Purkinjezellen im
sich entwickelnden Kleinhirn eingesetzt. Insgesamt zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede beziiglich Anzahl oder Anordnung der Purkinjezellen in beiden Genotypen zu

allen Entwicklungsstadien des Cerebellums (s. Abb. 34, Abb. 35, Abb. 36, Abb. 37).

&

Wildtyp Knockout

&

Calbindin
pnd 0
40-fach

-

o

A

s & 52

Abb. 34: Analyse der Expression von Calbindin als Marker fiir Purkinjezellen zum Zeitpunkt pnd 0

Wildtyp Knockout

Calbindin
pnd 7
10-fach

Abb. 35: Analyse der Expression von Calbindin als Marker fiir Purkinjezellen zum Zeitpunkt pnd 7 Die Purkinjezellen
sind an pnd 7 bereits mit ihrer Anordnung zwischen der ML und IGL als Purkinjezellschicht zu erkennen.
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Knockout

Calbindin
pnd 10
10-fach
4
&y
o
40-fach } .2*'
%

Abb. 36: Analyse der Expression von Calbindin als Marker fiir Purkinjezellen zum Zeitpunkt pnd 10 Mit zunehmendem
Reifealter etabliert sich die Purkinjezellschicht (mit Pfeilen markiert). An pnd 10 ist bei beiden Genotypen noch die EGL

abgrenzbar (mit Sternen gekennzeichnet), wobei auch hier die deutliche Verbreiterung der EGL bei der Knockout-Maus

(rechts) erkennbar wird.

Wildtyp Knockout

Calbindin
pnd 21
10-fach

40-fach

e i ;.&% (R4 517 S

Abb. 37: Analyse der Expression von Calbindin als Marker fiir Purkinjezellen zum Zeitpunkt pnd 21 Die
Purkinjezellschicht ist auch beim reifen Cerebellum gut erkennbar (siehe Pfeile). Bei der Wildtyp-Maus sieht man, dass
aktuell der reife, dreischichte Kortex vorliegt, wobei die Purkinjezellschicht sich zwischen ML und IGL befindet. Bei der
Knockout-Maus ist dagegen weiterhin eine EGL (siehe Sterne) abgrenzbar.
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3.5 Quantitative Auswertung: Morphometrie

Gemessen und verglichen wurde die dullere Kérnerzellschicht (EGL) des cerebelldren
Cortex der Wildtyp- und Ptch1-Knockout-Mause (s. 1.1.1). Zusatzlich wurde auch die Anzahl
der Zellen in der EGL gezahlt. Insgesamt wurden die Kleinhirne von 29 Mausen im Alter von
pnd 0, pnd 7 und pnd 10 analysiert (s. Tab. 6).

Es handelt sich hierbei um das sich entwickelnde murine Cerebellum, da die EGL bei der
physiologischen Kleinhirnentwicklung am Ende der Entwicklungsphase Ublicherweise nicht
mehr vorhanden ist.

Die Ausmessung der EGL erfolgte fir die immunhistochemischen Marker ki67, NeuN und
Nestin. Es wurden dabei mehrere Punkte an den einzelnen Lobuli der Kleinhirne gemessen
und miteinander verglichen. Bereits vor dem Ausmessen sah man die deutliche
Verbreiterung der EGL bei den Knockout-Mausen. Vor allem die EGL der rostral gelegenen

Lobuli erschienen im Vergleich sichtbar verbreitert.

Tab. 6: Ubersicht der Anzahl analysierter Maduse bzw. Kleinhirne

Alter Wildtyp n= Knockout n=
pnd O 2 2

pnd 7 3 4

pnd 10 8 10

TOTAL 13 16
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Zur Verdeutlichung: die schematische Darstellung der Kleinhirn-Lobuli und des
histologischen Aufbaus des Kleinhirn-Kortex siehe in den Abb. 38 und Abb. 39. In Abb. 38
sieht man die Lobuli-Einteilung des sich entwickelnden Kleinhirns. Das Schema zeigt ein
mausliches Cerebellum im Alter von etwa pnd 7 bzw. pnd 10. Zu Beginn der
Kleinhirnentwicklung sind noch nicht alle hier dargestellten Lobuli sind noch nicht alle
Lobuli vorhanden (in Abb. 38 als Cb abgekiirzt), da sie sich erst mit der Zeit entwickeln. In
Abbildung 39 ist dann die Schichtung des unreifen, murinen Cerebellums schematisch
dargestellt.

(Die Abbildungen Abb. 38 und Abb. 39 sollen lediglich eine schematische Darstellung zur
einfacheren Nachvollziehung der Lobuli-Einteilung bzw. der Schichtung des unreifen

cerebellaren Cortex dienen; nicht malRistabsgetreu.)

[or74 Abb. 38: Schematische Darstellung eines
maéuslichen Cerebellums (wie etwa an pnd
10)
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3.5.1 Breite der EGL des Kleinhirnkortex: Wildtyp- und Ptch1-Knockout-
Mduse im Vergleich
Im Folgenden sind die morphometrischen Auswertungen der unter 3.5 beschriebenen
Messungen zu sehen. Die Ergebnisse sind im Sdulendiagramm visualisiert (s. Abb. 40, 41,
42,43, 44, 45 und 46).
In den einzelnen Messungen wurde die Breite der EGL bei der Wildtyp-Maus und Ptch1-
Knockout-Maus zum gleichen Zeitpunkt der Entwicklung (jeweils an pnd 0, pnd 7 und pnd
10) gemessen und verglichen. Dabei wurden die immunhistochemischen Marker ki67,
NeuN und Nestin genutzt, welche eine Expression bei den sich proliferierenden Zellen bzw.
Stammazellen zeigen.
Die EGL-Verbreiterung als Hinweis fiir den Entstehungsort des Medulloblastoms ist von
grofSer Bedeutung fiir die Schlussfolgerung auf die Ursprungszelle des Medulloblastoms.
Die Ergebnisse dieser Messungen zeigen ab pnd 7 eine progrediente Zunahme der EGL-
Breite bei den Ptchl-Knockout-Mausen. Im weiteren zeitlichen Verlauf sieht man dann
immer deutlicher, dass bei den Ptchl-Knockout-Mausen die EGL im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen immer breiter wird. An pnd 10 sind die Unterschiede in der Breite
unverkennbar. Wenn man die EGL-Breite der einzelnen Lobuli dann untereinander
betrachtet, ist zudem zu erkennen, dass die Unterschiede der EGL-Breite zwischen den WT-
und K.O.-Mausen in den rostralen Lobuli sehr grof$ sind. Mit Verlagerung der Messungen
zu den kaudalen Lobuli zeigt sich eine immer weitere Anndherung der EGL-Breite der
beiden Genotypen an, so dass hier kaum noch Unterschiede in der EGL-Breite erkennbar
sind.
In den folgenden Diagrammen (Abb. 40, 41, 42, 43, 44, 45 und 46) sind die EGL-Breiten der
WT-Maduse mit grau und die der Ptchl-defizienten Mause in dunkelrot markiert. Die
Messungen und Visualisierungen der Ergebnisse wurden im zeitlichen Verlauf nach
postnatalem Entwicklungsalter und separat fiir die einzelnen Lobuli beginnend von rostral
nach kaudal (vgl. Abb. 38) durchgefiihrt.
Die Hohe der Balken zeigt die gemessenen Mittelwerte an. In den Abbildungen 41-45 sind
zudem die Fehlerbalken zur graphischen Darstellung der Standardabweichungen als MaR

flir die Streubreite fir die jeweilige EGL-Breite gezeigt.
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ki67-Expression an pnd 0

30

B WT

B Ptch-/-

Breite der EGL [um]

Cb1l Cb2 Cb3 Cb4 Cb5
Kleinhirnlobuli

Abb. 40: Breite der ki67-Proliferationsschicht in der EGL bei Tieren im Alter von pnd 0

EGL = AuRere Kérnerzellschicht; Cb1-Cb5 beschreiben die jeweiligen Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach
kaudal; WT = Wildtyp; Ptch = Patched; pnd = Postnataltag

ki67-Expression an pnd 7
70

60

BWT

B Ptch-/-

Breite der EGL [um]

Ch2 Cbh3 Cb4+5  Cbh6+7 Ch8 Cb9 Cb10

Kleinhirnlobuli

Abb. 41: Breite der ki67-Proliferationsschicht in der EGL bei Tieren im Alter von pnd 7
Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. EGL = AuRere Kérnerzellschicht; Cb2-Cb10 beschreiben die
jeweiligen Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach kaudal; WT = Wildtyp; Ptch = Patched; pnd = Postnataltag
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NeuN-Expression an pnd 7
40

BWT
B Ptch-/-

Breite der EGL [pm]

Cbh2 Cb3 Cb4+5 Cb6+7 Cb8 Cb9 Cb10

Kleinhirnlobuli

Abb. 42: Breite der NeuN-positiven Schicht der EGL bei Tieren im Alter von pnd 7
Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. NeuN = Neuronal Nuclei; EGL = AuRere Kdrnerzellschicht; Cb2-

Cb10 beschreiben die jeweiligen Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach kaudal; WT = Wildtyp; Ptch = Patched;
pnd = Postnataltag

ki67-Expression an pnd 10
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200
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BWT
W Ptch-/-

Breite der EGL [pm]
[5Y
o
o

50

Cb2 Cb3 Cb4+5 Chb6 Cb7 Cbh8 Ch9o Cbh10

Kleinhirnlobuli

Abb. 43: Breite der ki67-Proliferationsschicht in der EGL bei Tieren im Alter von pnd 10
Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. NeuN = Neuronal Nuclei; EGL = AuRere Kérnerzellschicht; Cb2-

Cb10 beschreiben die jeweiligen Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach kaudal; WT = Wildtyp; Ptch = Patched;
pnd = Postnataltag
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NeuN-Expression an pnd 10
40
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Breite der EGL [pm]

Cb2 Cb3 Cb4+5 Cb6 Cb7 Cb8 Cb9 Cb10
Kleinhirnlobuli

Abb. 44: Breite der NeuN-Proliferationsschicht in der EGL bei Tieren im Alter von pnd 10

Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. NeuN = Neuronal Nuclei; EGL = AuRere Kdrnerzellschicht; Cb2-
Cb10 beschreiben die jeweiligen Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach kaudal; WT = Wildtyp; Ptch = Patched;
pnd = Postnataltag

Nestin-Expression an pnd 10: Breite der EGL
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Abb. 45: Breite der Nestin-Proliferationsschicht in der EGL bei Tieren im Alter von pnd 10
Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. EGL = AuRere Kérnerzellschicht; Cb2-Cb10 beschreiben die
jeweiligen Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach kaudal; WT = Wildtyp; Ptch = Patched; pnd = Postnataltag
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Bei der Nestin-Farbung war bei Mdusen mit Ptch-Deletion zusatzlich eine Unterscheidung

der EGL in eine dulRere, hyperplastische und eine innere, reguldre EGL-Schicht mdglich (s.

Abb. 46)

Nestin: ML+EGL bei WT (pnd 10) Nestin: ML+EGL bei Ptch-/- (pnd 10)
200
200 B WT EGL B EGL hyperplastisch
BWT ML & EGL regular
150 150 ML
100
g 2
g g o
Cb2 Cb3Cb4+5Cb6 Cb7 Cb8 Cb9 Cbl10 Cb2 Cb3Cb4+5Cb6 Cb7 Cb8 Cb9 Cb10
Kleinhirnlobuli Kleinhirnlobuli

Abb. 46: Vergleich EGL- und ML-Schicht bei der Nestin-Farbung von Wildtyp- und Knockout-Mausen an pnd 10
ML = Molecular layer; EGL = AuBere Kérnerzellschicht; WT = Wildtyp; Ptch = Patched; Cb2-Cb10 beschreiben die jeweiligen
Lobuli des Kleinhirns, nummeriert von rostral nach kaudal
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Effekte der p48-Cre induzierten konditionalen Ptch1-Deletion
auf das Cerebellum der Maus untersucht.

Den Schwerpunkt der Arbeit bildeten die histologischen und morphologischen
Auswertungen des Kleinhirns und der Vergleich zwischen Wildtyp- und Ptch1l-Knockout-
Maus. Dabei wurde die Rolle des Shh-Rezeptors Ptchl bei der Medulloblastomentstehung
untersucht. Interessiert hat vor allem die Frage, ob man durch eine spezifische
Markerexpression und den friihen morphologischen Veranderungen im Cerebellum auf die
mogliche Ursprungszelle des Medulloblastoms schlieBen kann. Die Ursprungszellen fir das
Medulloblastom sind schon jahrelang Forschungs- und Diskussionsthema der
Wissenschaft. Man konnte noch nicht nachweisen, welche Herkunftszellen fiir die
Entstehung des Medulloblastoms verantwortlich sind. Vermutet werden unterschiedliche
Urspriinge fir die verschiedenen molekularen Subgruppen des Medulloblastoms. Bei den
Kleinhirntumoren des vorliegenden Mausmodells scheint es sich um ein Medulloblastom,
das mit dem Shh/Ptch-Signalweg assoziiert ist zu handeln, bei dem man derzeit die
Kornerzellvorlaufer (GCP) als Ursprungszellen fir wahrscheinlich halt. Dabei kdnnte man
den durch Ptchl-Deletion bei der Maus entstehenden Tumor mit dem menschlichen
Medulloblastom der Shh-Subgruppe gleichsetzen, weshalb dieses Mausmodell ein
besonderes Forschungsinteresse weckt und einen wichtigen Ansatzpunkt auch fir die

Therapie des Medulloblastoms beim Menschen darstellt.

4.1 Ptflat/Cre Ptchlflex/flox Maus - ein Mausmodell fiir das

Medulloblastom

Mause sind dem Menschen in vieler Hinsicht - physiologisch, biochemisch, genetisch —sehr
dhnlich und leicht zuganglich fliir Genverdanderungen. Deshalb sind genverdanderte
Mausmodelle mittlerweile unverzichtbar in der Grundlagen- und translationalen
Krebsforschung und auch sehr geeignet fiir die Untersuchung der Pathogenese des
Medulloblastoms und den Genmutationen, die zu dessen Entstehung flihren (Wu et al.
2011).

Das Zwolf-Transmembranprotein Ptchl ist der Rezeptor fiir Sonic hedgehog und spielt eine
wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, Tumorgenese und fungiert als

Tumorsuppressor (Archer et al. 2012; Peng et al. 2013). Ptch1 wirkt ndamlich als Antagonist
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des Shh-Signalwegs und bei Ptch1-inaktivierenden Mutationen kommt es durch aberrante
Aktivierung des Shh-Signalwegs zu massiven Zellproliferationen und zur Tumorentstehung
(Peng et al. 2013; Yang et al. 2008).

Auch in der Entwicklung des Cerebellums und der Entstehung von cerebelldaren Tumoren
wird dem Shh/Ptch-Signalweg eine groRe Bedeutung beigemessen. Der Shh/Ptch-
Signalweg ist u.a. zustandig flir die Strukturierung des Kleinhirns durch Ausbildung der
typischen blattféormigen Kleinhirnwindungen (Folia cerebelli), die Regulierung der GroRe
des Organs und die Ausrichtung entlang der anterior-posterior Achse (s. 1.3.2).

Eine von vier molekularen Subgruppen des Medulloblastoms, ein hochmaligner
embryonaler Tumor des Cerebellums (Nord et al. 2012), ist die Shh-Subgruppe. Sie zeigt
molekulare Verdanderungen durch Genmutationen im Shh/Ptch-Signalweg, welche zur
Entstehung eines Medulloblastoms fiihren (Taylor et al. 2012). Dementsprechend ist das
Ptch1-Knockout-Mausmodell sehr ideal zur Untersuchung von Veranderungen in der
Entwicklung des Medulloblastoms, die durch aberrante Aktivierung des Shh-Ptch-
Signalwegs entstehen (Vaillant et al. 2015).

Um frihe Veranderungen in der Entwicklung des Medulloblastom aufzuzeigen, wurden
bereits mehre konditional Ptchl-deletierte Mausmodelle generiert und untersucht. Um
beide Ptch1-Allele zu deaktivieren, werden Mauslinien mit verschiedenen Cre-Knockins als
Treiber der Ptchl-Deletion eingesetzt. Bei der in dieser Arbeit untersuchten Mauslinie
wurde die konditionale Ptchl-Deletion durch das Einkreuzen einer p48-Cre-Knockin
Treiberlinie induziert. Dementsprechend wurden Ptchi1fo¥/flox _M3use mit der p48+/cre-
Mauslinie verpaart, um eine konditionale Deletion des Ptch1-Allels zu erreichen. P48 ist ein
basisches Helix-Loop-Helix-Protein und Teil des PTFla-Komplexes. Hoshino et al. (2005,
2012) und Sellick et al. (2004) konnten bereits zeigen, dass PTFla, der pankreatische
Transkriptionsfaktor 1a, an der Pankreasentwicklung aber auch an der embryonalen
Entwicklung des Kleinhirns beteiligt ist. Es wird vom Keimepithel der Ventrikularzone
exprimiert und ist fur die Differenzierung der GABAergen Neurone des Kleinhirns, wie die
Purkinjezellen, zustandig (siehe auch unter 1.1.1 und Abb. 1). Dementsprechend wurde die
p48-Cre induzierte Deletion des Ptchl-Allels in PTFla bzw. p48 positiven Zellen, also im

Pankreas und Gehirn, gefunden (Livacic 2012).
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So erhielten wir ein Mausmodell mit gewebsspezifischer, konditionaler Deletion des Ptch1-
Allels in allen p48-Cre positiven Zellen.

Die konditionale Deletion des Ptch1-Gens ist notig zur Untersuchung der Effekte eines
Ptchl-Knockouts, da eine nicht-konditionale Ptchl-Deletion in allen Zellen zu einem
embryonal letalen Phanotyp fiihrt (Ellis et al. 2003; Jiang et al. 2009).

Die Untersuchung einer Ptfla*/ce Ptch1flo¥flox Mauslinie beziglich der méglichen
Frihdiagnostik und Verlaufskontrolle des Medulloblastoms mittels

Magnetresonanztomographie wurde auch von Suero-Abreu et al. durchgefiihrt.
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4.2 Konditionale Ptchl-Deletion fiihrt zur Entstehung eines

Medulloblastoms und endet in einem letalen Phanotyp
Wir konnten zeigen, dass die konditionale Ptch1-Deletion bei allen p48+/cre_ptch1flox/flox
Mausen zur Entwicklung eines Medulloblastoms fiihrt und mit dem Tod der M&use endet.
Somit ergibt sich eine 100%ige Tumorinzidenz und unbehandelt eine 100%ige Letalitat fur
den p48-Cre induzierten konditionalen knockout des Ptch1-Gens. Die Letalitdt der Mause
begann ab der achten Lebenswoche und 15 Wochen postnatal waren alle
p4g+/Cre_ptch1flox/flox_ M3use bereits verstorben.
Ahnliche Ergebnisse erhielten auch Yang et al., 2008 und Li et al., 2013 und 2016. Sie
beobachteten das Uberleben bei konditionalem Patched-knockout (heterozygot fiir das
Ptch9e-Allel) induziert durch Math1-Cre bzw. Nestin-Cre. Auch diese M3use entwickelten
ein Medulloblastom und begannen alle ab der achten Lebenswoche zu sterben und wurden
maximal 11-12 bzw. 19-20 Wochen alt. Die Mathl-Expression ist spezifisch fiir die
Kornerzellvorlaufer im postnatalen Kleinhirn.
Der Unterschied zwischen unserer Mauslinie und den beiden anderen Mauslinien in der
genannten Literatur ist, dass verschiedene Loki fiir den Cre-Knockin gewahlt wurden. Bei
Yang et al. wurde die Ptch1-Deletion durch Math1-Cre und bei Li et al. auch zusatzlich durch
Nestin-Cre induziert. Das Ergebnis beziiglich der Uberlebenskurve ist fiir alle drei
Mauslinien sehr dhnlich. Wenn man die Ptchl-Inaktivierung bei p48-Cre-Mausen mit
Math1-Cre-und Nestin-Cre-Mausen vergleicht, sieht man bei beiden Mauslinien, ebenso
wie bei unserer Mauslinie, ein maximales Uberlebensalter von 10-20 Lebenswochen (Li et

al. 2013, 2016; Yang et al. 2008).
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4.3 Immunhistochemische Charakterisierung: Die Expression von

Markern
Um frihe Veranderungen im Cerebellum der Ptchl-Knockout-Maus zu erkennen und
Hinweise auf den Ursprung der Tumorzellen zu erhalten, haben wir die
immunhistochemische Markerexpression im Vergleich zur WT-Maus untersucht.
Ki67 ist ein Proliferationsmarker, mit dem man die Moglichkeit hat, den mitotischen Index
von Tumorzellen zu bestimmen. Da das Medulloblastom ein sehr schnell wachsender
Tumor ist, findet man, im Vergleich zum gesunden Cerebellum, erhdhte Level der ki67-
positiven Zellen (Meurer et al. 2008).
Wir untersuchten das Cerebellum von Wildtyp- und Ptch1-defizienten-Mausen auf ki67, als
Marker fir sich teilende Zellen, in verschiedenen Entwicklungsstadien um friihe
Veranderungen im Cerebellum zu erkennen. Eine ki67-Expression konnte in beiden Mausen
nachgewiesen werden. Ab dem 7. Tag postnatal war aber eine wesentlich héhere Anzahl
von ki67-positiven Zellen in der EGL der Knockout-Maus, im Vergleich zur Wildtyp-Maus,
zu erkennen. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die Proliferation bei der Ptch1-
defizienten Maus in der EGL deutlich erhoht ist. Dieser Unterschied wurde mit
zunehmendem Alter der Mduse zudem immer immenser. Mit Zunahme der Reife des
Cerebellums, zeigte sich bei hoherer Anzahl ki67-positiver Zellen in der &duReren
Kornerzellschicht (EGL), in der die Entwicklung der Kornerzellen stattfindet, auch eine
deutliche Verbreiterung dieser im Vergleich zur Wildtyp-Maus. Dass die Proliferation beim
Shh-assoziierten Medulloblastom in der EGL erhoht ist, gibt uns Anhaltspunkte fir die
Ursprungszellen des Kleinhirntumors. Pathophysiologisch entwickeln sich in der EGL aus
den Kornerzellvorlaufern (GCP) die reifen Kérnerzellen und migrieren nach dem Verlassen
des Zellzyklus in die innere Kérnerzellschicht (IGL) (siehe hierzu Diskussionspunkt 4.4).
AuBer der Unterschiede in der Anzahl und des Verteilungsmusters ki67-positiver Zellen bei
Ptchl-defizienten Mausen zeigten Matsuo et al. 2013, dass es sich bei ki67-positiven Foki
bei Ptch1-Mausen um Zellen mit gleichem Muster wie der Kérnerzellen der duReren EGL
der WT-Mause handelt, jedoch mit dem wesentlichen Unterschied, dass diese
undifferenzierter in der Histologie sind und mit einer hohen Proliferationsaktivitat
einhergehen. Dadurch kann man einerseits als Fokus der Entstehung eines
Medulloblastoms von diesen GCP-like Zellen ausgehen, die man mithilfe von ki67

detektieren kann und andererseits diese Foki mit fokaler EGL-Verbreiterung als
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Praneoplasien ansehen.

NeuN ist ein immunhistochemischer Marker fiir reife Kornerzellen. Weyer & Schilling
konnten im Jahr 2003 zeigen, dass die Expression von NeuN im murinen Cerebellum auf die
Koérnerzellen und eine kleine Population von Zellen in der Molekularschicht (ML)
beschrankt ist. In der Entwicklung des Cerebellums zeigen sich NeuN-positive Zellen zuerst
vermehrt in der inneren Schicht der EGL, in der sich die differenzierten Kérnerzellvorlaufer
aufhalten. Mit zunehmender Entwicklung und Reife des Cerebellums sind die NeuN-
positiven Zellen in der ML und inneren Kornerzellschicht zu erkennen, wohin die GCP nach
der Differenzierung migrieren, und die EGL zeigt keine NeuN-Expression mehr. Dieses
Expressionsprofil von NeuN beobachteten wir auch genauso bei der Wildtypmaus. Bei der
Ptch1-Knockout-Maus jedoch blieb die NeuN-Expression in der inneren EGL-Schicht auch
nach pnd 20, an dem im Normalfall die Migration der GCP aus der EGL in die IGL bei der
Maus abgeschlossen ist, erhalten. Man erkennt eine deutliche NeuN-positive Zellschicht
und Verbreiterung der (inneren) EGL. Dieses Expressionsprofil ldsst uns ebenfalls
vermuten, dass das Medulloblastom bei der Ptchl-defizienten Maus von GCP abstammt
(s.u.4.4).

Nestin ist ein Typ IV Intermedidrfilament und wird in den Stammzellen des ZNS
(undifferenzierte Zellen) nachgewiesen, da es im Laufe der Entwicklung in den
differenzierten Zellen durch Neurofilament und GFAP ersetzt wird.

Wir konnten in der Immunhistochemie zeigen, dass die Nestin-Expression bei den K.O.-
Mausen fir eine deutlich langere Zeit als bei der Wildtyp-Maus nachzuweisen ist. Das kann
man einerseits erklaren als die langere Anwesenheit von undifferenzierten Stammzellen
durch die Ptchl-Deletion, welche durch |hre erhohte Proliferationsrate zur
Medulloblastom-Entwicklung fiihren. Bei Ptchl-defizienten Mausen konnte in Nestin-
positiven GCP auch eine deutlich erhohtere ki67-Positivitat der Zellen nachgewiesen
werden, die ebenfalls fir eine vermehrte Proliferation spricht (Li et al. 2016). Andererseits
zeigten Untersuchungen von Li et al., 2013 und 2016, dass Nestin in konventionellen
cerebelldaren GCP nicht exprimiert wurde. Die Nestin-Expression beschrankte sich auf die
Ptchl-defizienten GCP der Medulloblastomzellen und stieg mit der Medulloblastom-
Entstehung, somit zeigte sich der Verdacht, dass Nestin selbst auch eine Rolle in der
Medulloblastomentstehung haben konnte. Li et al. vermuten, dass Nestin durch Bindung

und Inhibierung des nukledren Gli3-Transkriptionsfaktors in den Shh-Signalweg eingreift.
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Man glaubt hier aber nicht, dass Nestin alleine zur Tumorentstehung beitragt, sondern
lediglich durch die Prasenz die Dauer der Shh-Signalwegaktivierung verlangert und somit
die Proliferation der Ptch1-defizienten GCP férdert, welche in der Untersuchung schneller
einen Tumor entwickelten als die Nestin-negativen Zellen.

Calretinin ist ein intrazelluldres Calcium-bindendes Protein mit 31,5 kDa, das im Cerebellum
von den reifen Kornerzellen exprimiert wird, es zeigt sich keine Expression durch
Purkinjezellen (Gall et al. 2003; Marini, Strauss, and Jacobowitz 1997). Als Marker reifer
Koérnerzellen zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede bei beiden Genotypen. Somit
liegt weiterhin der Verdacht nahe, dass die Ursprungszellen des Medulloblastoms auf der
Entwicklungsachse vor der Differenzierung in ihre endgliltigen Zellen, liegen.

Calbindin ist ebenfalls ein intrazelluldres Calcium-bindendes Protein mit 24 kDa, welches
von Purkinjezellen (und Bergmann-Glia) exprimiert wird. Es wird beschrieben, dass der
Eingriff in die GCP-Entstehung und Verhinderung ihrer Migration und Differenzierung, zu
Abnormalitaten in den Purkinjezellen, welche Shh sezernieren, fliihren kann. Um GCP als
alleinige Verursacher des Medulloblastoms und die Rolle der Pukinjezellen zu untersuchen,
erfolgte die immunhistochemische Analyse der Purkinjezellen mittels Calbindin. Es konnten
in dieser Arbeit jedoch keine signifikanten Unterschiede bezlglich Anzahl oder Anordnung
der Purkinjezellen in beiden Genotypen zu allen Entwicklungsstadien des Cerebellums
festgestellt werden. Somit weiterhin der Verdacht, dass GCP unabhangig von Purkinjezell-
Abnormalitaten zur Medulloblastomentstehung beitragen. Sehr &hnliche Ergebnisse
erzielten auch Matsuo et al., welche ebenfalls bei Ptchl-defizienten Mausen die Cerebella
immunhistochemisch untersuchten. Hier konnten ebenfalls keine histologischen
Unterschiede der Purkinjezellentwicklung zwischen der WT- und Ptch-Knockout-Maduse

festgestellt werden (Gall et al. 2003; Matsuo et al. 2013).
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4.4 Kornerzellvorlaufer (GCP) als  Ursprungszellen des
Medulloblastoms und die Verbreiterung der dufderen

Kornerzellschicht (EGL)

Die Ursprungszellen des Medulloblastoms sind bereits seit Jahren Diskussionsthema der
wissenschaftlichen Forschung und derzeit noch nicht vollstandig geklart. Man geht
mittlerweile von unterschiedlichen Ursprungszellen der verschiedenen molekularen
Medulloblastom-Subgruppen aus. Beim humanen Medulloblastom des molekularen
Subtyps Shh vermutet man die Vorlauferzellen der duBeren Kérnerzellschicht (GCP) als die
Herkunftszellen, welche fiir die Entstehung des Medulloblastoms dieser Gruppe
verantwortlich sind. (Gibson et al. 2010; Matsuo et al. 2013; Northcott et al. 2011; Schiiller
et al. 2008; Wang and Wechsler-Reya 2014; Yang et al. 2008; Zhang et al. 2016).

Das Wissen Uber die Ursprungszelle ist fiir eine friihe Diagnosestellung und einen effektiven
und gezielten therapeutischen Ansatz in der Medizin von groRer Bedeutung. Um dies zu
erforschen stellt die Ptchl-deletierte Maus mit seinen erheblichen parallelen zum
menschlichen Medulloblastom ein ideales Modell zur Untersuchung dieser
Entwicklungsprozesse dar (Goodrich 1997; Yang et al. 2008).

Die physiologische Entwicklung des Kleinhirns beginnt mit der tangentialen Wanderung der
Kérnerzellvorldaufer (GCP) von der Rautenlippe Uber die Kleinhirnoberflache nach rostral
und Bildung der EGL. Dabei bilden sich zwei Zonen in der EGL: die dullere EGL, in der sich
die proliferierenden Zellen befinden und die innere EGL mit den postmitotischen,
differenzierten Zellen, welche dann nach dem Austritt aus dem Zellzyklus von der EGL in
die innere Kornerzellschicht (IGL) wandern. In der IGL halten sich nur noch reife
Kornerzellen auf. Nach Beendigung dieser Migration ist die EGL dann nicht mehr
nachzuweisen (Details siehe unter 1.1.1).

Um die Rollen der GCP in der Entwicklung des Shh-assoziierten Medulloblastoms und der
EGL-Breite zu untersuchen, haben wir in dieser Arbeit die friihen Veranderungen in der
dauBeren Kornerzellschicht charakterisiert und WT- und KO-Mause miteinander verglichen.
Daflir wurde eine morphometrische Auswertung auf Basis der immunhistochemischen
Farbung zur Charakterisierung der unterschiedlichen Zellen der Kleinhirne durchgefihrt,
wobei das Augenmerk auf die EGL, in der sich die GCP aufhalten, gelegt wurde. Die
Ergebnisse wurden im S&dulendiagramm visualisiert (s. 3.5.1). Hierbei konnte gezeigt

werden, dass bis pnd 7 keine eindeutigen Unterschiede bei der Entwicklung der dulReren
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Kornerzellschicht  festzustellen waren. Erst mit zunehmendem, postnatalem
Entwicklungsstand der Kleinhirne, wurden jedoch deutliche Unterschiede in der EGL-Breite
der WT- und KO-Mause sichtbar und messbar. Zudem wurden die EGL der
unterschiedlichen Lobuli des Cerebellums ausgewertet und miteinander verglichen, wobei
die Differenzen der EGL-Breite beider Genotypen eindeutig auf die rostraleren Lobuli des
Cerebellums beschrankt waren. Mit anatomisch kaudalerer Lage der Cerebella waren auch
keine Unterschiede mehr in der Breite der EGL zwischen der KO-Maus und der Wildtyp-
Maus nachzuweisen.

Interessant ist auch die Auswertung bei der Nestin-Farbung des Cerebellums. Hier ist bei
KO-Mausen zusatzlich die Unterscheidung der EGL in eine dulRere, hyperplastische und eine
innere EGL moglich. Wenn man diese zwei Schichten einzeln auswertet, wird deutlich, dass
die EGL-Verdickung die dulRere EGL-Schicht mit den hyperplastischen Zellen betrifft. Wie
bereits oben beschrieben befinden sich in dieser duReren Schicht die proliferierenden GCP
und in der inneren EGL die postmitotischen, differenzierten Zellen, welche nach dem
Austritt aus dem Zellzyklus von der EGL in die IGL wandern. Dies deutet erneut darauf hin,
dass die Tumorentwicklung des Kleinhirns von den Vorlaufern der Kérnerzellen ausgeht.
Damit haben wir eine weitere Bestatigung der Vermutung, dass die GCP als Ursprungszellen
des Medulloblastoms vom Shh-Subtyp fungieren.

Auch in der Literatur wird die EGL-Verbreiterung bei der Medulloblastomentstehung sowie
das Abstammen Shh-assoziierter Medulloblastome von den GCP der EGL des Cerebellums
aus der oberen Rautenlippe bereits mehrfach beschrieben (Blihren et al. 2000; Matsuo et
al. 2013; Schiiller et al. 2008; Wechsler-Reya and Scott 1999).

Matsuo et al. (2013) untersuchten ebenfalls Ptchl-deletierte Mause und konnten dabei
auch zeigen, dass im Kleinhirn dieser Mause bereits frilhe, morphologische und
immunhistochemische Veranderungen festzustellen waren. Sie beschreiben fokale
Verbreiterungen der EGL und proliferative Lasionen in diesem Bereich bei Tieren in den
ersten Wochen nach Geburt. Diese Bereiche wurden zudem auch immunhistochemisch
untersucht und zeigten eine ki67-positive Schicht. Die Zellen des ki67-positiven Fokus
erwiesen sich dabei immunhistochemisch und morphologisch als GCPs, jedoch mit einer
erhohten Proliferationsaktivitdat und Verlust der Fahigkeit zur weiteren neuronalen
Differenzierung im Vergleich mit den GCPs der gesunden murinen Cerebella. Wie in der

Nestin-Farbung in unserer Arbeit, war die EGL in eine duBere und innere Schicht
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unterteilbar. Die GCP mit der erhéhten Proliferationsaktivitat befanden sich auch hier in
der duBeren, verbreiterten Schicht der EGL. Insgesamt werden in dieser Arbeit von Matsuo
et al., 2013 die frihen Veranderungen mit fokaler EGL-Verbreiterung und
immunhistochemisch ki67-positivem Fokus als Praneoplasie des Medulloblastoms vom
Shh-Subtyp beschrieben. Im weiteren Verlauf zeigte sich die Entwicklung der Praneoplasien
zum Medulloblastom. Diese Prdaneoplasien in der Ptch1-Maus leiteten sich von GCP in der
EGL des cerebelldaren Cortexes her (Matsuo et al. 2013).

Suero-Abreu et al. (2014) untersuchten auch konditional P48-Cre induzierte Ptch1-KO-
Mause zur friihen Tumordiagnostik mittels MRI-Bildgebung und Histopathologie. Hier
konnten sie ebenfalls eine verbreitete, hyperplastische EGL bei den KO-Mausen mit
langanhaltender Persistenz in der Entwicklung des Kleinhirns nachweisen (EGL sollte
normalerweise ab pnd 16 nicht mehr nachzuweisen sein, jedoch hier bei den KO-Mausen
bis pnd 21 nachweisbar).

Li et al. beschreiben 2013 und 2016 ebenfalls eine durch Ptchl-Deletion ausgelste
aberrante Aktivierung des Shh-Signalweges in GCP mit der Konsequenz der
Medulloblastomentstehung. Daher werden auch hier die Vorlaufer der Kérnerzelllinie als
die Ursprungszellen diskutiert. Zudem konnten Li et al. auch nachweisen, dass nicht durch
eine alleinige Ptchl-Deletion in allen GCP eine erhdhte Proliferationsaktivitat ausgeldst
wird, sondern nur bei einem kleinem Teil, der noch nicht differenzierten GCP, die
Proliferation fortgefiihrt wird und es dann zu einer Tumorentwicklung kommt (Li et al.
2013, 2016).

Yang et al. beschaftigten sich bereits 2008 mit der Frage der Ursprungszelle des Shh-
assoziierten Medulloblastoms. Da eine Ptch1-Deletion sowohl bei den GCP als auch bei den
multipotenten Stammzellen nachzuweisen war, wurden eine konditionale Ptch1-Deletion
der GCP und der Stammzellen durchgefiihrt und diese Ergebnisse dann miteinander
verglichen. Es zeigten sich hier ebenfalls viele Indizien, die fiir die Vorldaufer der
Koérnerzelllinie als Ursprungszellen sprechen: die Morphologie der Tumorzellen, die
Lokalisation an der Kleinhirnoberflache als Entstehungsort und die Expression der GCP-
spezifischen Marker. Bei der konditionalen Ptch1-Deletion in GCP, zeigte sich eine starke
Verbreiterung der EGL und es fiihrte zu einer Tumorentwicklung bei allen betroffenen
Mausen. Zudem konnte bei der konditionalen Ptchl-Deletion der Stammzellen keine

andere Tumorentwicklung als das Medulloblastom, beispielsweise ein Astrozytom,
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festgestellt werden, wodurch gezeigt werden konnte, dass nur die GCP sensitiv auf die Shh-

Signalweg-induzierte Medulloblastomentstehung reagieren (Yang et al. 2008).

Insgesamt zeigen sich unsere Ergebnisse im Einklang mit dem aktuellen Wissensstand. Eine
EGL-Verbreiterung, vor allem der duReren Schicht, spricht bei aktuellem Forschungsstand
fir die Vorlauferzellen der Koérnerzelllinie, da diese sich nachgewiesener MaRen hier
entwickeln.

Auch die immunhistochemischen Markeranalysen und die Medulloblastom-Histologie, die
in dieser Arbeit untersucht wurden, zeigen ebenfalls grole Gemeinsamkeiten mit den GCP
und sprechen in erster Linie fiir die Kornerzelllinie als Ursprungszellen des
Medulloblastoms. Wichtig ist dieses Wissen (iber die Ursprungszelle des Medulloblastom
fur viele Punkte in Hinblick auf die weitere Forschung und neue Ansatzpunkte fir die

therapeutischen Strategien.
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4.5 Bedeutung und Ausblick fiir die Therapie des Medulloblastoms
Ein Ansatzpunkt fir die medikamentose Therapie des Medulloblastoms der Shh/Ptch-
Signalweg-assoziierten Subgruppe sind Shh-Inhibitoren. Sie bekommen derzeit eine immer
wichtigere klinische Bedeutung. Romer et al. konnten zeigen, dass die Shh-Inhibition u.a.
die Zellproliferation hemmt, den Zelltod der Medulloblastomzellen induziert und in der
Hochstdosis sogar eine komplette Eradikation des Medulloblastoms hervorruft.
Shh-Inhibitoren sind derzeit in verschiedenen Entwicklungsstadien. Es gibt bereits
zugelassene Inhibitoren fir die Behandlung von anderen Shh-induzierten Karzinomen, wie
das Basalzellkarzinom, und Inhibitoren, die sich in Phase | und Il der klinischen Studie
befinden (Samkari et al. 2015).

Das Wissen Uber die Entstehung und den Ursprung des Medulloblastoms ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Entwicklung von neuen Therapiestrategien. Die aktuelle 5-Jahres-

Uberlebensrate bei entsprechender Therapie betrigt bei Kindern 55-80 %.
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4.6 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die konditionale Ptch1-Deletion zur
Medulloblastomentstehung vom Shh-Subtyp fiihrt. Die immmunhistochemischen Analysen
zeigen einen eindeutigen Hinweis, dass es sich bei den Ursprungszellen des Shh-
assoziierten Medulloblastoms um die Vorldufer der Kornerzellen (GCP) handelt. Genauso
ist auch die morphologische Charakterisierung der Medulloblastome mit eindeutiger EGL-
Verbreiterung bei der Ptch1-defizienten Maus, ein weiterer Nachweis, der fiir die GCP als

Ursprungszellen dieser Medulloblastom-Subgruppe spricht.
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5 Zusammenfassung

Das Medulloblastom ist ein hochmaligner embryonaler Tumor, der insbesondere im
Kindesalter auftritt. Die 5-Jahresliberlebensrate betragt trotz entsprechender Therapie 55-
80 %, weshalb neuere therapeutische Ansatze ein relevantes Forschungsgebiet bilden. Zur
Entwicklung von neuen Therapiezielen sind das Wissen und die lIdentifikation der
Ursprungszelle der Tumore sowie das Verstidndnis der Tumorgenese von grolRer
Bedeutung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Mausmodells p48+/cre ptch1flox/flox
Medulloblastome vom Shh-Subtyp (Shh=Sonic hedgehog) mit p48-cre induziertem,
konditionalem Ptchl-knockout (Ptch=Patched) untersucht. Der Rezeptor Ptchl fungiert
dabei als Tumorsuppressorgen und bei dessen Defizienz kommt es zu einer aberranten
Aktivierung des Shh/Ptch-Signalwegs.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei Ptchl-defizienten Mausen eine 100%ige
Tumorinzidenz fiir das Medulloblastom gibt und es unbehandelt immer letal fiir alle Mause
endet.

Bereits makroskopisch und auch in der histologischen Ubersichtsfarbung waren friihe
Veranderungen der Kleinhirne der Knockout-Mause im Vergleich zur Wildtyp-Maus
deutlich sichtbar. Die unverkennbare Medulloblastomentwicklung zeigte sich durch die
eindeutig tumordse Kleinhirnveranderung.

In der immunhistochemischen und morphologischen Untersuchung bildete die Frage nach
der Ursprungszelle des Shh-assoziierten Medulloblastoms das Augenmerk der Arbeit.
Mittels immunhistochemischen Analysen der murinen Cerebella konnte durch die
Lokalisation und das Verteilungsmuster gezeigt werden, dass die Urspungszellen des
Kleinhirntumors die GCP (GCP=granule cell precursors; Kérnerzellvorlaufer) sind. Unsere
guantitativen bzw. morphologischen Untersuchungen zeigten eine deutliche EGL-
Verbreiterung beim Shh-assoziierten Medulloblastom (EGL=external germinal layer;
dulRere Kornerzellschicht), insbesondere der duBeren EGL-Schicht. Mit Verstandnis der
embryonalen Entwicklung des Kleinhirns, wissen wir, dass sich hier die GCP entwickeln und
aufhalten, weshalb eine EGL-Breitenzunahme beim Medulloblastom des Shh-Subtyps
ebenfalls fir die GCP als Ursprung der Tumorzellen spricht.

Dieses Wissen ist von grofler Bedeutung fiir neue therapeutische Ansatze. Shh-Inhibitoren

sind fur diesen Zweck bereits in Erforschung. Auch Ptch-Agonisten oder weitere Signalweg-
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spezifische Optionen kdnnten neue Perspektiven bei der medikamentdsen Behandlung von
Medulloblastomen der molekulargenetischen Subgruppe Shh darstellen.

Wir haben uns auf die immunhistochemische und quantitative Charakterisierung des
konditional Ptchl-defizienten Mausmodells fir das Medulloblastom konzentriert. Dieses
Mausmodell kdénnte aber auch fiir weitere Forschungsthemen von Bedeutung sein:
beispielsweise eine qualitative Auswertung oder zur Untersuchung von neuen

Therapiemethoden des Shh-assoziierten Medulloblastoms.
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