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Zusammenfassung

Das Medulloblastom ist der haufigste maligne Gehirntumor bei Kindern. Derzeit {iberleben
langfristig nur circa 60 - 70 % der betroffenen Kinder (Northcott et al., 2012). Daher ist
die Entwicklung kausaler Therapiekonzepte Gegenstand intensiver Forschung.

In der vorliegenden Dissertation wurden zwei unabhéingige Kohorten humaner Medullo-
blastome in Bezug auf die Expression von ,,Forkhead box M1 (FoxM1) und dessen progno-
stische Bedeutung untersucht. Der Transkriptionsfaktor FoxM1 spielt eine Schliisselrolle bei
der Regulation des Zellzyklus und kann bei vielen verschiedenen Tumoren nachgewiesen
werden. Uberlebensanalysen konnten in beiden Kohorten zeigen, dass FoxM1 einen progno-
stischen Marker fiir das Medulloblastom darstellt. Dieser ist unabhéngig von allen anderen
erfassten klinischen Parametern (Metastasenstatus, Histologie, molekularer Subtyp, Proli-
ferationsrate).

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass FoxM1 eine essentielle Bedeutung fiir das
Wachstum von Medulloblastomzellen sowohl in wvitro als auch in vivo hat. FoxM1 stellt
daher ein interessantes therapeutisches Zielmolekiil dar. Aulerdem wurde in dieser Arbeit
der Effekt eines potenziellen Inhibitors von FoxM1, Siomycin A, auf das Proteinlevel von
FoxM1 und die damit verbundene Auswirkung auf das Tumorwachstum ebenso iiberpriift.
Die Experimente stellen damit eine Grundlage fiir zukiinftige klinische Studien dar, in de-
nen FoxM1 als prognostischer Marker zur Klassifizierung von Patienten verwendet wird
sowie fiir die Verwendung von Siomycin A als ein neues Chemotherapeutikum zur Behand-
lung des Medulloblastoms.

Die funktionale Bedeutung von FoxM1 fiir den Tumor wurde anhand von Knock-down-
Experimenten mit vier humanen Medulloblastomzelllinien untersucht. Auflerdem wurden
die Zelllinien mit Siomycin A behandelt und der Effekt des Thiazols auf das Proteinlevel
von FoxM1 und weitergehend auf das Zellwachstum bestimmt. Lentiviraler Knock-down
von FoxM1 fithrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitéit aller Medulloblastom-
zelllinien, die durch eine Fehlausbildung der Spindel wihrend der Mitose und durch die
Caspase-abhéngige mitotic catastrophe verursacht wurde. Die Behandlung der Medullobla-
stomzellen mit Siomycin A inhibierte dabei die Expression von FoxM1 und das Wachstum
der Tumorzellen in gleicher Art und Weise.

Die Sensitivitdt der Medulloblastomzelllinien auf die haufig eingesetzten Chemothe-
rapeutika Cisplatin und Vincristin konnte durch eine Uberexpression von FoxM1 nicht
beeinflusst werden. Die Wirkweise der beiden Chemotherapeutika scheint unabhéngig vom
Gesamtproteinlevel von FoxM1 zu sein. Somit stellt FoxM1 ein neues Zielmolekiil zur Be-
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handlung des Medulloblastoms dar.

Die erzielten Ergebnisse konnten in vivo bestétigt werden. Sowohl Versuche im trans-
genen Mausmodell als auch Tierexperimente mit Xenograftmodellen konnten zeigen, dass
das die Tumorprogression von FoxM1 abhéngig ist. Durch gezielte Blockade von FoxM1
konnte das Tumorwachstum signifikant inhibiert werden.

Darauf aufbauend miissen weitergehende Untersuchungen kldaren, inwieweit FoxM1 in
der Klinik als prognostischer Marker bei Patienten und als drug target zur Behandlung des
Medulloblastoms geeignet ist.



Summary

Medulloblastoma is the most common malignant brain tumor occuring in childhood. It
is related to poor survival rates of only 60 - 70 % (Northcott et al., 2012). As such the
development of causal therapies is highly desired.

We evaluated the expression of ,, Forkhead box M1“ (FoxM1) and its prognostic value
in two independent series of human medulloblastoma samples. FoxM1 is a key regulator
of cell cycle progression and increased levels of FoxM1 expression have been detected in
many different types of human cancer. Analysing the survival of patients, we found that
expression of FoxM1 is a prognostic marker that is independent from all other clinical
parameters (M stage, histology, molecular subgroup, proliferation).

We further show that FoxM1 is essential for the growth of medulloblastoma cells in
vitro as well as in vivo and may serve as therapeutic target. We tested whether siomycin A,
a potential inhibitor of FoxM1, was able to reduce levels of FoxM1 in medulloblastoma cells
and hence to inhibit tumor cell growth. These studies may therefore serve as a basis for
clinical trials examining expression of FoxM1 as a prognostic marker to stratify patients
and siomycin A as a novel drug to target medulloblastoma.

The functional impact of FoxM1 expression was characterized using knockdown experi-
ments in four human medulloblastoma cell lines, while the thiazole antibiotic siomycin A
was tested to determine whether it possessed the ability to downregulate FoxM1 and in-
hibit tumor cell growth. Knockdown of FoxM1 in medulloblastoma cell lines resulted in a
significant decrease of cell viability caused by a failure in mitotic spindle formation and
caspase-dependent mitotic catastrophe. Siomycin A inhibited the expression of FoxM1 and
the growth of medulloblastoma cells in a similar manner.

Overexpression of FoxM1 did not change the sensitivity of four human medulloblastoma
cell lines to commonly used chemotherapeutica Cisplatin and Vincristin. Tumor cell growth
was unaffected in all four cell lines indicating that FoxM1 has no influence on mode of action
of these chemotherapeutica. Thus FoxM1 is a potential new drug target for treatment of
medulloblastoma.

These results were comfirmed by in wvivo experiments. Tumor growth in transgenic
models of medulloblastoma, as well as in xenograft models relied on the expression of
FoxM1. Blocking of FoxM1 led to significant inhibition of tumor growth in wvivo.

In summary, FoxM1 may be used as an additional prognostic marker and may present
a potential novel target to treat medulloblastoma patients.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Medulloblastom

Das Medulloblastom wurde erstmals 1925 als ein Gliom des mittleren Cerebellums in der
Literatur erwahnt (Bailey and Cushing, 1925). Damals wurde es unter dem Namen Medullo-
blastoma Cerebelli beschrieben (Bailey and Cushing, 1925). Die Benennung des Tumors in
Medulloblastom erfolgte, da Bailey und Cushing annahmen, dass sich der Tumor aus so
genannten Medulloblasten entwickelt (Bailey and Cushing, 1925). Medulloblasten waren
hypothetische Vorlauferzellen des Gehirns, deren Existenz jedoch niemals nachgewiesen
werden konnte (Eberhart, 2007). Bis in die 1990er Jahre hatte die Theorie der Medullo-
blasten - undifferenzierter, proliferierender embryonaler Zellen, welche sich potentiell in
Spongioblasten oder Neuroblasten differenzierten - Bestand (Valtz et al., 1991). Bis heute
ist der anatomische Ursprung des Medulloblastoms noch nicht restlos geklért, teilweise
entsteht ein Medulloblastom aus den Kornervorldauferzellen des Kleinhirns (Schiiller et al.,
2008; Yang et al., 2008).

Farwell and Flannery (1984) geben eine Inzidenz von circa fiinf Neuerkrankungen pro
1 Million Kinder an. Dabei findet sich ein Geschlechterunterschied: Médchen sind im All-
gemeinen seltener von Medulloblastomen betroffen (5 Félle pro 1 Million) als Jungen (7,5
Félle pro 1 Million) (Crawford et al., 2007). Bei Erwachsenen zwischen 20 und 34 Jah-
ren liegt die Inzidenz des Medulloblastoms bei 1,7 Félle pro 1 Million und nimmt mit
steigendem Alter des Patienten weiter stark ab (Crawford et al., 2007).

Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt nach neuen Untersuchungen bei circa 66% (Gatta
et al., 2009). Goldstandard der Behandlung umfasst neben primérer Resektion kraniospi-
nale Bestrahlung und die Therapie mit verschiedenen Chemotherapeutika, wobei neurolo-
gische, intellektuelle, hormonelle und psychosoziale Defizite als teilweise schwere Neben-
wirkungen der Therapie auftreten konnen (Ribi et al., 2005; Walker and Wilne, 2005;
Gilbertson, 2004). Daher ist es notig, neue Behandlungsmethoden und Therapieansétze zu
entwickeln und die molekularen Grundlagen der Erkrankung, die teils noch immer unge-
klart sind, im Detail zu untersuchen.
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1.1.1 Ursprung und Klassifikation des Medulloblastoms

Das Medulloblastom ist typischerweise im Kleinhirn lokalisiert (Abbildung 1.1A). Es ent-
steht iiberall in den Kleinhirnhemisphéren, kann allerdings auch von auflerhalb des Klein-
hirns, beispielsweise vom dorsalen Hirnstamm aus, das Kleinhirn befallen (Gibson et al.,
2010). Es wichst lokal infiltrierend, beispielsweise in den unteren Hirnstamm, aber auch
per continuitatem entlang der Liquorwege. Hierbei kénnen Metastasen im gesamten Li-
quorraum auftreten. Abhéngig vom Alter des Patienten bei der Diagnosestellung kénnen
bei bis zu einem Drittel der Patienten bereits primér solide ZNS-Metastasen nachgewiesen
werden (Polkinghorn and Tarbell, 2007).

Histologisch wird das Medulloblastom in folgende Subtypen untergeteilt: ,klassisch®
(Abbildung 1.2¢), ,,desmoplastisch®,  anaplastisch“ (Abbildung 1.2e), ,, large cell medullobla-
stomas* (Abbildung 1.2f) und ,,extensiv-noduldr“ (Gilbertson and Ellison, 2008). Diese Ein-
teilung ist flieBend, daher werden die Medulloblastome des ,,anaplastischen“ Subtyps und
die large cell medulloblastoma meist zu den large cell/anaplastischen Medulloblastomen
(LC/A) zusammengefasst (Gilbertson and Ellison, 2008) sowie die ,,extensiv-nodulédr® und
die ,,desmoplastischen“ Medulloblastome (Abbildung 1.2d) (Hatten and Roussel, 2011).

Abbildung 1.1: Radiologie und Histologie von Medulloblastomen. (A) Axiale Ma-
gnetresonanztomographie eines Medulloblastoms. Das Medulloblastom erscheint heller als
das umgebende Gewebe und ist mit einem Kreis markiert. (B) Histologische Farbung eines
Medulloblastoms des klassischen Typs. Malstab=>50 pum.

Aufgrund der fortschreitenden Moglichkeiten der molekularen Diagnostik und der Schwie-
rigkeiten, die eine histologische Einteilung mit sich bringt, versucht man heute Medullo-
blastome nach molekularen Gesichtspunkten zu klassifizieren: Das heifit, die Tumoren wer-
den nach ihrem molekularen Expressionsprofil eingeteilt (Abbildung 1.3). Verschiedene
Arbeitsgruppen haben unterschiedliche Kohorten von humanen Medulloblastomen nach
dem Transkriptom klassifiziert und iibereinstimmend vier unterschiedliche Gruppen nach-
weisen konnen (Al-Halabi et al., 2011; Cho et al., 2010; Fattet et al., 2009; Kool et al.,
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Abbildung 1.2: Histologische Varianten des Medulloblastoms: (c) klassisches Me-
dulloblastom, das durch kleine, uniforme Zellen mit grofiem Zellkern charakterisiert ist; (d)
nodular/desmoplastisches Medulloblastom, aufgebaut aus Nodulen aus differenzierten und
wenig proliferierenden neurozytischen Zellen sowie desmoplastischen Internodularzonen, die
aus hoch proliferierenden pleomorphen Zellen bestehen; (e) anaplastisches Medulloblastom,
hoch proliferierende polymorphe Zellen mit einem groflen Anteil von apoptotischen Zellen;
(f) large cell medulloblastoma, bestehend aus Zonen groBer Zellen mit einem vesikuldren
Zellkern und einem einzelnen Nucleolus. In anderen Bereichen des Tumors befinden sich
anaplastische Regionen. Verandert aus Hatten and Roussel (2011).

2008; Northcott et al., 2011b, 2009; Pomeroy et al., 2002; Thompson et al., 2006; Taylor
et al., 2012).

Zwei Gruppen gehen mit einer gesteigerten Aktivitdt unterschiedlicher hoch konser-
vierter Signalwege einher - dem Wnt-Signalweg und dem sonic hedgehog-Signalweg - und
wurden entsprechend benannt. Tumoren des Wnt-Subtyps, also mit einer gesteigerten Ak-
tivitdt des Wnt-Signalwegs, kénnen dabei normalerweise histologisch dem , klassischen*
Typ zugeordnet werden (Taylor et al., 2012). Die Tumoren dieses Subtyps zeichnen sich
oft durch eine Mutation von CTNNBI und eine nucledre Akkumulation von [-Catenin
aus (Fattet et al., 2009; Rogers et al., 2009). Ein weiterer charakteristischer Marker fiir
ein Medulloblastom dieses Subtyps ist die Monosomie von Chromosom 6 (Clifford et al.,
2006).

Zusétzlich kann oft das Downstream-target DKK1 histologisch nachgewiesen werden
(Northcott et al., 2011b; Remke et al., 2011a; Thompson et al., 2006). Patienten mit Me-
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dulloblastomen des Wnt-Subtyps haben die beste Prognose im Vergleich zu den Patienten
mit Tumoren anderer Subtypen (Ellison et al., 2011; Clifford et al., 2006; Kool et al., 2008;
Northcott et al., 2011b; Rogers et al., 2009; Thompson et al., 2006).

Die charakteristische Aktivierung eines hoch konservierten Signalwegs hat zur Namens-
gebung der zweiten molekularen Gruppe gefiihrt: sonic hedgehog (Schwalbe et al., 2011;
Cho et al., 2010; Kool et al., 2008; Northcott et al., 2011b; Thompson et al., 2006). Gene-
tische Marker dieses Subtyps sind neben somatischen Mutationen von PTCH, SMO und
SUFU (Bale et al., 1998; Brugieres et al., 2010; Pastorino et al., 2009; Slade et al., 2011; Tay-
lor et al., 2002) auch Amplifikationen von GLI1 und GLI2 (Taylor et al., 2000; Northcott
et al., 2011a, 2009). Zudem findet sich oft eine Deletion des langen Arms von Chromosom
9 (9q), auf dem das Gen PTCH lokalisiert ist (Hahn et al., 1996; Northcott et al., 2011b;
Pietsch et al., 1997).

Typischerweise reagieren diese Tumoren immunhistochemisch positiv auf die Expression
von GABL1 (Ellison et al., 2011), GLI1 (Al-Halabi et al., 2011; Northcott et al., 2011b) oder
SFRP1 (Remke et al., 2011b,a). Medulloblastome des sonic hedgehog-Typs, des am besten
untersuchten Subtyps, machen insgesamt circa 25 % der Medulloblastome aus (Hatten and
Roussel, 2011).

Die dritte Gruppe zeigt keine spezifische Aktivierung eines bestimmten Signalwegs. Die
Klassifizierung erfolgt hierbei durch ein iiberlappendes Transkriptom mit anderen Medullo-
blastomen, die weder der Wnt- noch der sonic hedgehog-Gruppe zugeordnet werden kénnen
(Cho et al., 2010; Kool et al., 2008; Northcott et al., 2011b). Wegen der Uberexpression
von MYC durch diese Tumoren wird diskutiert diese Gruppe als MY C-Gruppe zu bezeich-
nen (Hatten and Roussel, 2011; Kool et al., 2008; Northcott et al., 2011b). Desweiteren
exprimieren diese Tumoren Gene, die wichtig fiir die Entwicklung der Retina sind (Hatten
and Roussel, 2011; Kool et al., 2008; Northcott et al., 2011b). Als immunohistochemischer
Marker dieser Gruppe kénnte NPR3 dienen (Northcott et al., 2011b).

Die Medulloblastome der Gruppe 3 neigen dazu zu metastasieren, was in Verbindung
mit dem héufig auftretenden histologischen Subtyp , large cell/anaplastisch“ dazu fiihrt,
dass diese Tumoren die schlechteste Prognose haben (Northcott et al., 2011b).

Der letzten Gruppe (Gruppe 4) werden alle anderen Medulloblastome zugeordnet. Diese
weisen unbestimmte genetische Abnormalitéiten auf und werden wahrscheinlich durch die
Expression des Markers KCNA1 charakterisiert (Northcott et al., 2011b; Remke et al.,
2011a,b). AuBerdem iiberexprimieren diese Tumoren Gene fiir neuronale Differenzierung
und neuronale Entwicklung, deren Bedeutung fiir die Tumorentstehung und Progression
noch nicht gekliart sind (Hatten and Roussel, 2011; Kool et al., 2008; Northcott et al.,
2011b). Obwohl diese Tumoren circa ein Drittel aller Medulloblastome ausmachen, ist am
wenigsten iiber die Pathogenese dieses Subtyps bekannt (Taylor et al., 2012).

Der genaue zelluldre Ursprung des Medulloblastoms ist seit Jahren Gegenstand inten-
siver Forschung. Basierend auf den dysregulierten Signalwegen in humanen Medullobla-
stomen wurden konditionale Mauslinien entwickelt, um in lokal und zeitlich genau defi-
nierten Zellpopulationen eine Aktivierung der Signalwege zu erreichen (Jeong et al., 2004;
Harada et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass Shh-abhéngige Medulloblastome aus
Math1* Kornervorlduferzellen des Cerebellums hervorgehen kénnen. Dabei wurde eine Akt-
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Molecular Subgroups of Medulloblastoma
CONSENSUS WNT SHH Group 4
Cho (2010) cé6 a3 C1/C5 C2/C4
Northcott (2010) WNT SHH Group C Group D
Kool (2008) A B E C/D
Thompson (2006) B G EA A C
\
DEMOGRAPHICS é Y Y é h
A 2
e [ o eedhh e TR |
RO
Gender: Q C' gd:Q00Q gd:Q0Q gao:Q gd:Q
CLINICAL FEATURES , , . ,
Histology classic, rarely LCA desmgg;a;gc(gzdulan classic, LCA classic, LCA
Metastasis rarely M+ uncommonly M+ very frequently M+ frequently M+
Prognosis very good infants good, others poor intermediate
intermediate
GENETICS 11p- 1p-
6- 7+ 8- 7+ X- 8-
T 3q+ e
M i Re attes | wdl
10g- 18q+ 16q- 18q+
X CTNNBT mutation PTCH1/SMO/SUFU mutation il7q il7q
GLI2 amplification MYC amplification CDK6 amplification
GENE EXPRESSION MYCN amplification MYCN amplification
= &
/: WNT signaling SHH signaling Photoreceptor/GABAergic || Neuronal/Glutamatergic
M \_ MYC+ J \ MYCN + J \ MYC +++ Y, \minimaIMYC/MYCN/

Abbildung 1.3: Molekulare Klassifikation von Medulloblastomen. Aktuelle moleku-
lare und histologische Klassifikation von Medulloblastomen. Aus: Taylor et al. (2012)

vierung des sonic hedgehog-Signalweg entweder durch das Einbringen einer aktivierenden
Komponente (Math1-cre::SmoM2-YFPY* (Schiiller et al., 2008)) oder durch die Deletion
eines Inhibitors (Mathi-cre::ptch1¥/# (Yang et al., 2008)) erreicht. Eine konstitutive Ak-
tivierung des Wnt-Signalwegs in Mathl™-Kérnervorlauferzellen (Mathi-cre::Apc”# oder
Math1-cre::Ctnnbl(ex3)¥/*) fiihrte dabei nicht zu einem Medulloblastom, die Proliferation
der Kornervorlduferzellen wurde jedoch inhibiert (Lorenz et al., 2011). Gibson et al. (2010)
vermuten aufgrund des Expressionsprofils den zelluldren Ursprung von Wnt-assozierten
Medulloblastomen in Vorlauferzellen der Rhombischen Lippe.

1.1.2 Symptome, Diagnostik und Therapie des Medulloblastoms

Erste klinische Symptome des Medulloblastoms umfassen unspezifische Charakteristika ei-
nes erhohten Hirndrucks - Ataxie und Sehstorungen, sowie Kopfschmerz, morgendliche
Ubelkeit und Erbrechen (Alston et al., 2003). Kleinkinder zeigen oft eine Vergrofierung des
Kopfes bis hin zum Hydrocephalus, da der Tumor oft die Zirkulation der Cerebrospinal-
fliissigkeit blockiert. Durch allm&hliche Steigerung des Hirndrucks, nehmen die Kopfschmer-
zen, die morgendliche Uberkeit und Benommenheit des Patienten in Laufe der Zeit zu.
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Andere, ebenfalls eher unspezifische Symptome treten auf, je nachdem, welche Hirnstruk-
turen durch das infiltrative Wachstum des Medulloblastoms betroffen sind. Hauptséchlich
findet sich das Medulloblastom im Kleinhirn, das an der Steuerung der Motorik beteiligt
ist. Somit sind Schwindel und Koordinationsprobleme nicht selten.

Diagnostiziert wird das Medulloblastom durch bildgebende Verfahren. Die Magnetreso-
nanztomographie (MRT) kann hierbei Grofle, Lokalisation und die Ausdehnung des Tumors
darstellen. Die Sicherung der Diagnose erfolgt anhand der histologischen Untersuchung des
chirurgisch entfernten Tumors. Goldstandard der Behandlung des Medulloblastoms ist eine
Kombination aus maximaler Resektion des Tumorgewebes (Tait et al., 1990), Radiotherapie
des Ortes des Primartumors sowie der Kraniospinalachse, da der Tumor zur Metastasierung
entlang dieser Achse neigt (Hughes et al., 1988; Kortmann et al., 2000; Tarbell et al., 1991)
und eine systemische Chemotherapie (Evans et al., 1990; Taylor et al., 2003). Die Strahlen-
therapie wird nach einem genau festgelegten Therapieplan durchgefiihrt. Dabei wird die
hintere Schédelgrube und somit das urspriingliche Tumorbett mit einer Gesamtdosis von
54 Gy, sowie die Kraniospinalachse mit Gesamtdosen zwischen 24 Gy und 36 Gy bestrahlt
(Weiss and Hess, 1999). Bei Kleinkindern unter drei Jahren wird aufgrund moglicher psy-
chomotorischer und kognitiver Entwicklungsstérungen als Folge der Radiotherapie meist
auf eine Bestrahlung verzichtet (Duffner et al., 1993). Dabei wird die Zeit bis zur mogli-
chen zusétzlichen Bestrahlung mit alleiniger Chemotherapie {iberbriickt. Standardméfig
wird fiir die Chemotherapie eine Kombination aus drei verschiedenen Chemotherapeutika
verabreicht. Diese sind Nitrosoharnstoffderivate (CCNU oder BCNU), Platinderivate (Cis-
platin oder Carboplatin) und Alkaloide (Vincristin oder Etoposid) (Packer et al., 1999;
Zeltzer et al., 1999).

Moégliche Nebenwirkungen einer Strahlen- bzw Chemotherapie sind Stérungen im Ver-
dauungstrakt wie Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall. Durch die Applikation der energie-
reichen Strahlung kann es zu einem Odem, einer Reizung und auch Rotung der Haut
und lokal begrenzten Haarausfall kommen, der durch zusétzlich verabreichte Zytostatika
auch systemisch auftreten kann. Radiotherapie fiihrt oft zu einer starken Miidigkeit, sowie
Fieber, Appetitlosigkeit, Schwindelgefiithl und Sehstorungen. Chemotherapie schéadigt un-
spezifisch alle proliferativ aktiven Zellen, auch Zellen des Knochenmarks, und erhéht daher
die Infektionsgefahr und die Blutungsneigung.

1.1.3 Wichtige Signalwege beim Medulloblastom

Die Fehlregulationen evolutionér hoch konservierter Entwicklungskontrollsignalwege kénnen
zur Storung der postnatalen Entwicklung der Kleinhirnrinde und zur Entstehung von Me-
dulloblastomen fithren. Diese Signalwege sind einerseits der sonic hedgehog-Signalweg (Shh-
Signalweg) und andererseits der Wnt-Signalweg.

Im Grundzustand des Hedgehog-Signalwegs binden zwei membranstindige Proteine
mit hoher Affinitdt aneinander (Abbildung 1.4, (Stone et al., 1996)). Smoothend, ein G-
Protein-gekoppeltes Rezeptormolekiil, wird durch die Interaktion mit dem Transmembran-
protein Patched inhibiert, wodurch eine Aktivierung des Signalwegs verhindert wird (Chen
and Struhl, 1996). Bindet hedgehog-Protein (in Sdugetieren kann der Hedgehog-Signalweg
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durch drei verschiedene Proteine (sonic hedgehog, indian hedgehog und desert hedgehog)
aktiviert werden und wird entsprechend benannt (Echelard et al., 1993)) an die extrazel-
luldre Doméne von Patched, wird der Proteinkomplex aus Patched und Smoothend zerstort.
Smoothend kann anschliefend das Signal in die Zelle weitergeben. Hierfiir wandert Smoo-
thend in das primére Cilium der Zelle (Corbit et al., 2005; Wang et al., 2009b) und be-
wirkt eine Dissoziation des Proteinkomplexes aus SuFu (Suppressor of fused homolog) und
den Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie (Gli2 und Gli3, (Huangfu and Anderson, 2006;
Lum and Beachy, 2004). Die Transkriptionsfaktoren werden freigesetzt und wandern in den
Nucleus (Aza-Blanc et al., 1997).

Dort agieren sie als Transkriptionssuppressor (Gli3, (Persson et al., 2002)) oder initi-
ieren die Aktivierung (Gli2, (Bai et al., 2002)) verschiedener Zielgene wie GLI1, CCND1,
CCNE1, PTCH1 und MYC.

Sonic hedgehog und indian hedgehog spielen eine wichtige Rolle bei der neuronalen Ent-
wicklung, wobei der gut charakterisierte sonic hedgehog-Signalweg einen grundlegenden Bei-
trag zur Entwicklung, Strukturbildung und Differentierung des Nervensystems liefert (Chi-
ang et al., 1996; Wijgerde et al., 2002). Wéhrend der Entwicklung des Cerebellums ist die
Aktivierung des sonic hedgehog-Signalwegs fiir die Proliferation der Kornervorlduferzellen
notwendig (Wechsler-Reya and Scott, 1999). Diese Zellen proliferieren in der Rhombischen
Lippe und migrieren anschliefend in den Cortex und bilden die &uflere Kornerzellschicht
(external granular layer, EGL) (Altman and Bayer, 1996). Anschliefend durchwandern die
Kornerzellen die EGL und bilden die innere Kérnerzellschicht (inner granular layer, IGL).
Fiir diesen Prozess ist ein Gradient von sonic hedgehog-Protein verantwortlich (Wallace,
1999).

Erste Hinweise auf eine Beteiligung des sonic hedgehog-Signalwegs bei der Ausbildung
von Medulloblastomen ergaben sich aus der Tatsache, dass Patienten mit dem Gorlin-
Goltz-Syndrom, das durch den heterozygoten Verlust von PTC' (Patched) entsteht, auch
zur Ausbildung von Medulloblastomen neigen (Hahn et al., 1996). Heutzutage ist bekannt,
dass circa ein Viertel aller Medulloblastome eine verstiarkte Aktivierung des sonic hedgehog-
Signalwegs zeigen (Hatten and Roussel, 2011). Tierexperimentelle Arbeiten konnten nach-
weisen, dass Medulloblastome aufgrund einer Aktivierung des sonic hedgehog-Signalwegs in
bestimmten Vorlduferpopulationen induziert werden kénnen (Goodrich et al., 1997; Yang
et al., 2008; Oliver et al., 2005; Mao et al., 2006; Schiiller et al., 2008; Grammel et al.,
2012).

Der zweite Signalweg, der bei Medulloblastomen eine wichtige Rolle spielt, ist der Wnt-
Signalweg. Dieser ist bei rund 15 % der Medulloblastome pathologisch verdndert (Hatten
and Roussel, 2011). Es scheint, dass Medulloblastome, die molekular durch die Aktivierung
des Wnt-Signalwegs charakterisiert sind, den molekularen Subtyp mit der besten Progno-
se darstellen (Taylor et al., 2012). Entdeckt wurde der Zusammenhang zwischen Aktivie-
rung des Wnt-Signalwegs und Medulloblastomen bei Patienten mit Turcot-Syndrom. Diese
weisen eine genetisch bedingte Aktivierung des Wnt-Signalwegs auf und haben ein stark
erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von Medulloblastomen (Hamilton et al., 1995).

Im inaktiven Zustand des Wnt-Signalwegs liegt [-Catenin phosphoryliert vor (Abbil-
dung 1.4, (Amit et al., 2002)). Ein Proteinkomplex aus APC, Axin, Ckla und GSK-3p
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Abbildung 1.4: Shh- und Wnt-Signalweg. Bei inaktivem Shh-Signalweg inhibiert der
Patched-Rezeptor (Ptch) den Smoothend-Rezeptor (inaktiver Smoothend-Rezeptor, rot),
da er die Translokation von Smoothend in das primére Cilium verhindert. Manche Smoo-
thend Proteine werden durch Endozytose aufgenommen und in Endosome geschleust (blau).
SuFu bindet Gli2 und Gli3, Downstream-targets des Shh-Signalwegs, im Zytoplasma und
priméren Cilium. Gli2 wird zusétzlich noch durch Proteasome abgebaut. Bei Aktivierung
des Shh-Signalwegs dissoziert Ptch von Smoothend (aktiver Smoothend-Rezeptor, griin),
das dann in das primére Cilium wandert. SuFu bindet nicht langer Gli2 und Gli3, die
in den Nucleus translokieren und als Transkriptionsfaktoren wirken. Wahrend des inakti-
ven Wnt-Signalwegs (inaktiver Frizzled-Rezeptor, rot) wird 5-Catenin phosphoryliert und
an einem Proteinkomplex gebunden, der protosomal abgebaut wird. Die Aktvierung des
Wnt-Signalwegs (aktiver Frizzled-Rezeptor, griin) zerstért den Proteinkomplex, so dass [-
Catenin in den Nucleus gelangen kann und als transkriptionaler Aktivator wirkt. SFRP
kann an Wnt binden und so die Interaktion des Liganden mit dem Rezeptor verhindern.
Aus: Ellison (2010)
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sorgt fiir die Ubiquitinierung des phosphorylierten S-Catenins (Behrens et al., 1998; Ha-
mada et al., 1999; Itoh et al., 1998), das zum proteosomalen Verdau fithrt (Aberle et al.,
1997). Bindet ein Wnt-Agonist an den Transmembranrezeptor Frizzled (Bhanot et al., 1996;
Dann et al., 2001), fiihrt eine intrazelluldre Signalkaskade zur Dephosphorylierung von (-
Catenin, das dadurch nicht mehr durch den Proteinkomplex ubiquitiniert und anschliefend
nicht mehr abgebaut wird (Salic et al., 2000). -Catenin kann nun in den Nucleus gelangen
und dort als Transkriptionsaktivator agieren (Tolwinski and Wieschaus, 2004). Es induziert
dort die Expression von Wnt-Zielgenen wie CD44, AXIN2, DKK1 und MYC (Chamorro
et al., 2005; He et al., 1998; Jho et al., 2002; Wielenga et al., 1999).

1.1.4 Mausmodelle des Medulloblastoms

Analog zu den humanen Tumoren existieren verschiedene Mausmodelle fiir das Medullo-
blastom, die auf der Aktivierung verschiedener Signalwege basieren. Finerseits werden ver-
schiedene Komponenten des sonic hedgehog-Signalwegs veréindert, um eine Aktivierung des
Signalwegs zu erreichen (Corcoran and Scott, 2001; Hallahan et al., 2004; Mao et al., 2006;
Goodrich et al., 1997), andererseits wird durch die Aktivierung des Wnt-Signalwegs die
Bildung eines Medulloblastoms induziert (Gibson et al., 2010).

Der konventionelle heterozygote Knock-out von patched (ptc), einem inhibierenden,
membranstandigen Protein des sonic hedgehog-Signalwegs, fithrt im Mausmodell zur Bil-
dung eines Medulloblastoms (Goodrich et al., 1997). Dabei wurde durch den Genotyp
ptch*/~ eine Reduktion von Patched-Transkripten auf 50 % erreicht. Damit ging eine Me-
dulloblastompenetranz von circa 20 % einher. Wetmore et al. (2001) konnten durch das
Einkreuzen des p53/-Hintergrundes in die ptch?/-Miuse die Medulloblastompenetranz
auf 95 % steigern.

Eine andere Komponente des sonic hedgehog-Signalwegs ist ein weiteres membranstéandi-
ges Protein, smoothend (smo) (Alcedo et al., 1996). Die konditionale, ubiquitdre Aktivie-
rung des sonic hedgehog-Signalwegs iiber eine mutierte Form von smo fithrt im Mausmodell
bei circa 40 % der betroffenen Méuse ebenfalls zur Ausbildung von Medulloblastomen (Mao
et al., 2006). Die mutierte Form von smoothend hat in der siebten Transmembrandoméne
an Position 535 eine Aminosdurensubstitution (Tryptophan/Leucin), die zur Folge hat,
dass die Inhibierung iiber patched nicht mehr stattfinden kann und somit zur dauerhaften
Aktivierung des Signalweges fiihrt (Xie et al., 1998).

Durch die gezielte Manipulation des sonic hedghehog-Signalwegs mittels konditiona-
ler Knock-out-Modelle konnte die Medulloblastompenetranz weiter gesteigert werden und
somit tiefere Einblicke in die Tumorprogression gewonnen werden. Schiiller et al. (2008)
konnten durch die spezifische Aktivierung des sonic hedgehog-Signalwegs in Mathl™ oder
hGFAP™ neuralen Zellen eine Penetranz von 100 % erreichen. In diesem Experiment wurde
der sonic hedghehog-Signalweg sowohl in Kérnervorlauferzellen (Math1t-Zellen), als auch
in neuralen Vorlauferzellen (h\GFAP*-Zellen) aktiviert (Yang et al., 2008).

Neben den Modellen fiir die sonic hedgehog-abhéngigen Tumoren existiert auch ein
Mausmodell fiir das Medulloblastom, das durch die Aktivierung des Wnt-Signalwegs indu-
ziert wird. Hier wird eine mutierte Form von §-catenin (Harada et al., 1999) in neuralen
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Vorlauferzellen (W\GFAP*-Zellen) exprimiert, was zur Tumorentstehung fiihrt (Gibson et al.,
2010). Der mutierten Form des 3-Catenins fehlt Exon 3 (Ctnnb*/*(¢*3)) " das dadurch nicht
mehr phosphoryliert und abgebaut werden kann und somit im Nucleus als Transkriptions-
faktor wirken kann (Harada et al., 1999).

Interessanterweise scheinen sonic hedgehog- und Wnt-abhéngige Medulloblastome im
Mausmodell unterschiedlichen zelluldren Ursprungs zu sein (Gibson et al., 2010). Neue-
ste Untersuchungen lassen vermuten, dass sich die ,cell of origin“ bei sonic hedghehog-
assozierten Medulloblastomen in der oberen Rhombischen Lippe oder im auditorischen
Teil der unteren rhombischen Lippe befindet und dass der zellulire Ursprung von Wnt-
assozierten Tumoren im precerebelldren Teil der Rhombischen Lippe liegt (Grammel et al.,
2012).
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1.2 Die Familie der Forkhead-Box-Proteine

Das erste Gen aus der Familie der Forkhead-Box-Proteine wurde 1989 von Weigel et al.
beschrieben. In Experimenten mit Embryonen von Drosophila melanogaster konnten sie
nachweisen, dass das Gen eine wichtige Rolle bei der segmentalen Entwicklung spielt. Als
Gemeinsamkeit zeigen alle Proteine eine stark homologe, circa 100 Aminosiuren umfassen-
de Region, die als DNA-bindende Doméne (DBD) fungiert (Carlsson and Mahlapuu, 2002).
Nach neuesten Forschungsergebnissen umfasst die Gruppe der Forkhead-Box-Proteine ins-
gesamt iiber 2000 verschiedene Proteine, die in 108 verschiedenen Tier- und Pilzarten
identifiziert werden konnten (Benayoun et al., 2011). Interessanterweise steht die Anzahl
der verschiedenen Forkhead-Box-Genen einer bestimmten Art in Beziehung zu der Kom-
plexitét der Art. Der Pilz Aspergillus flavus hat nur ein Forkhead-Box-Protein-kodierendes
Gen, die Hefe Saccharomyces cerevisiae dagegen vier. Diese numerische Diversitéit setzt
sich bei den Metazoa fort. Der Fadenwurm Caenorhabditis elegans besitzt 16 Forkhead
Gene, Drosophila melanogaster 18, Danio rerio 49 und der Homo sapiens 50. Im Jahr
2000 wurde eine einheitliche Nomenklatur der Forkhead-Box-Proteine von Kaestner et al.
eingefiihrt. Seitdem wird eine Zugehorigkeit eines Proteins zur Familie der Forkhead-Box-
Proteine durch die Buchstaben FOX (Forkhead Box) im Namen verdeutlicht. Ein weiterer
Buchstabe zeigt die Subfamilie an. Derzeit sind 19 verschiedene Subfamilien (A-S) bekannt
(Hannenhalli and Kaestner, 2009). Die Struktur des Komplexes einer Forkhead-Doméne
(FHD) mit gebundener DNA wurde erstmals 1993 von Clark et al. mit Hilfe der Ront-
genstrukturanalyse aufgeklart. Die FHD besteht aus drei N-terminalen a-Helices, drei (-
Strangen und zwei Abschnitten, welche schleifenférmig in Richtung C-Terminus weisen. Die
transkriptionelle Aktivitét vieler Forkhead-Box-Proteine kann durch posttranslationale Mo-
difikationen veréndert werden. Sie kénnen an Serin, Threonin und Tyrosin phosphoryliert
werden (Calnan and Brunet, 2008; Greer et al., 2007; Tan et al., 2007) sowie an Lysin ace-
tyliert und/oder deacetyliert werden (Benayoun et al., 2009; Li et al., 2007). Desweiteren
ist bekannt, dafl die Transkriptionsfaktoren an Arginin methyliert und durch die Additi-
on von [-N-Acetylglucosamin an Serin oder Threonin verédndert werden kénnen (Caldwell
et al., 2010; Ho et al., 2010; Yamagata et al., 2008). Diese Modifikationen beeinflussen die
Aktivitat, die zelluldre Lokalisation und die Stabilitit der Forkhead-Box-Proteine.

1.2.1 Der Transkriptionsfaktor FoxM1

Der Transkriptionsfaktor FoxM1 ist bereits seit 1994, damals unter dem Namen MPP2, be-
kannt (Westendorf et al., 1994). Weitere frither verwendete Namen sind HFH-11 (hepatocy-
te nuclear factor 3/forkhead homolog-11) (Ye et al., 1997), WIN (winged heliz factor from
INS-1 cells (Yao et al., 1997)), FKHL16 (forkhead, drosophila, homolog-like16), MPP-2
(MPM2-reactive phosphoprotein 2, M-Phase phosphoprotein-2) (Matsumoto-Taniura et al.,
1996; Liischer-Firzlaff et al., 1999; Westendorf et al., 1994) und Trident (Korver et al.,
1997b,a). Im Zuge der Vereinheitlichung der Nomenklatur der Forkhead-Box-Proteine wur-
de im Jahr 2000 der Name FoxM1 festgelegt (Kaestner et al., 2000). Das Gen FOXM1
ist auf Chromosom 12 an Position p13-3 lokalisiert und kodiert fiir insgesamt zehn Exone
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(Korver et al., 1997a). Durch alternative Spleifmechanismen kommt es zur Ausbildung
von drei unterschiedlichen FoxM1 Isoformen (Abbildung 1.5; Ye et al. (1997)). FoxM1A
zeigt typische Merkmale eines Transkriptionsrepressors (Ye et al., 1997), wihrend die bei-
den anderen Isoformen von FoxM1 (B und C) als Transkriptionsaktivatoren wirken (Kim
et al., 2005; Ma et al., 2005; Tan et al., 2006; Wierstra and Alves, 2007a,c; Wang et al.,
2002, 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde Splicingvariante FoxM1B untersucht und im
weiteren als FoxM1 bezeichnet. FoxM1 wird hauptséchlich in fetalem Gewebe exprimiert
(Ye et al., 1997). Die Expression von FoxM1 kann jedoch auch in proliferierendem adulten
Gewebe nachgewiesen werden (Laoukili et al., 2005; Wang et al., 2005; Krupczak-Hollis
et al., 2004).
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Abbildung 1.5: Das humane FOXM1 Gen befindet sich auf Chromosom 12 an Position
p13-3 und kodiert fiir ein 3,4 kb bis 3,6 kb langes mRNA-Fragment. Differentielles Splei-
Ben der Exone Va (Al) und VIla (A2) fithrt zu drei Klassen von Transkripten, die fur
unterschiedliche FOXM1 Proteinisoformen kodieren: FOXM1A enthélt beide alternativen
Exone, FOXMI1B enthélt keines der alternativen Exone und FOXM1C enthélt nur Exon Va.
DBD=DNA bindende Doméne; TAD=Transaktivierungsdoméne. Verdndert nach: Laoukili
et al. (2007)

1.2.2 Physiologische Bedeutung von FoxM1

Der Transkriptionfaktor FoxM1 spielt eine wichtige Rolle im biologischen System der Zelle.
Derzeit sind circa 50 Gene bekannt, die direkt von FoxM1 reguliert werden (Wierstra and
Alves, 2007b). In Microarraystudien konnten weitere von FoxM1 beeinflusste Gene identi-
fiziert werden sowie zusatzliche 22 Zielgene von FoxM1, die durch Promoterbindungstudi-
en mit Chromatinimmunoprézipitationsversuchen (ChIPs), DNA-Prazipitationsversuchen
(DNAPs) und electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) identifiziert wurden (Wierstra
and Alves, 2006; Ye et al., 1997; Wang et al., 2005; Tan et al., 2006, 2007; Ma et al., 2005;
Laoukili et al., 2005; Kim et al., 2005).

FoxM1 reguliert Gene, die fiir viele verschiedene Funktionen der Zelle erforderlich sind.
Innerhalb des Zellzyklus ist FoxM1 entscheidend fiir den Ubergang zwischen G; und der
S-Phase, da FoxM1 Gene wie S-phase kinase-associated protein 2 (p45) und CDC28 protein
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kinase requlatory subunit 1B reguliert (Wang et al., 2005; Ye et al., 1999). Weiterhin kon-
trolliert FoxM1 cell division cycle 25 homolog B (S. pombe), cyclin B1 und cyclin-dependent
kinase 1, die den Ubertritt von G, in die M-Phase steuern (Zhao et al., 2006; Wang et al.,
2002). Weitere Gene, deren Expression von FoxM1 gesteuert wird, sind centromere prote-
i A, centromere protein B und centromere protein F, die fiir den korrekten Ablauf der
Mitose wichtig sind (Costa, 2005; Wang et al., 2005; Laoukili et al., 2005; Wang et al.,
2002). FOXM1 selbst ist ein Zellzyklus-reguliertes Gen (Whitfield et al., 2006). Auerdem
wurde in synchronisierten Hela-Zellen gezeigt, dass FOXM1 perlodlsch exprimiert wird

und dabei das maximale Expressionsnivau beim Ubergang von Go- nach S-Phase erreicht
wird (Whitfield et al., 2002).

1.2.3 Onkologische Bedeutung von FoxM1

Ausgehend von seiner physiologischen Bedeutung wurde die Rolle von FoxM1 in der Tumor-
genese intensiv untersucht. In der Tat ist FoxM1 daran beteiligt (Costa, 2005; Dai et al.,
2010; Kalinichenko et al., 2004; Laoukili et al., 2007; Radhakrishnan et al., 2006; Kalin et al.,
2006; Kim et al., 2006; Liu et al., 2006; Gusarova et al., 2007; Yoshida et al., 2007) und es
ist in einer Vielzahl verschiedenster Tumoren tiberexprimiert (hepatozellulares Karzinom
(Sun et al., 2011), intrahepatisches Gallengangskarzinom (Obama et al., 2005), Magen-
(Nakamura et al., 2004) und Dickdarm-Adenokarzinom (Yoshida et al., 2007), duktales
Pankreasadenokarzinom (Xia et al., 2012), nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC)
(Kim et al., 2006), Glioblastom (Lin et al., 2010; Liu et al., 2006) und anaplastisches Astro-
zytom (van den Boom et al., 2003), Basalzellkarzinom (Teh et al., 2002), Mammakarzinom
(Francis et al., 2009), Karzinom des Eierstocks (Network, 2011) und des Gebérmutterhal-
ses (Guan et al., 2011), Prostata-Adenokarzinom (Kalin et al., 2006), Harnblasen- und
Nierenzellkarzinom (Pilarsky et al., 2004)).

Bei verschiedenen Tumoren des Gehirns konnte nachgewiesen werden, dass das Expres-
sionsniveau von FOXM1 positiv mit steigendem Tumorgrad korreliert ist (van den Boom
et al., 2003; Liu et al., 2006). Die World Health Organization (WHO) hat 2007 vier Grade
von Hirntumoren festgelegt (Louis et al., 2007). Der WHO-Grad I entspricht einem gutar-
tigen, langsam wachsenden Tumor mit giinstiger Prognose und guter Heilungschance. Im
Gegensatz dazu wird der WHO-Grad 1V fiir bosartige, rasch proliferierende Tumoren mit
ungiinstiger Prognose vergeben, die mit den gegenwértig verfiigharen Behandlungsmetho-
den zumeist nicht heilbar sind.

Zudem zeigten Liu et al. (2006) an 50 ,,Glioblastoma multiforme*, dass das Level von
FoxM1 mit dem Uberleben des Patienten korreliert ist. Bei metastasierenden Tumoren
findet sich mehr FoxM1 in den Metastasen als im Primértumor (Chandran et al., 2007).
In verschiedenen Tumoren spielt FoxM1 eine wichtige Rolle bei der Initiation und bei der
Progression des Tumors (Gusarova et al., 2007; Kalin et al., 2006; Kalinichenko et al., 2004;
Yoshida et al., 2007). Dai et al. (2007) konnten nachweisen, dass FoxM1 die Invasivitiat von
Gliomazellen steigert.

FoxM1 stellt somit ein mogliches Ziel von Chemotherapeutika dar. Zwei potenzielle
Kandidaten wurden bereits in vitro erprobt. Das Peptid ARFa6.44 (alternative reading fra-
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mesg.44) und Siomycin A, ein niedermolekulares Thiazolderivat, reduzierten signifikant das
FoxM1-abhéngige Wachstum von Tumorzellen auf Softagar (Kalinichenko et al., 2004; Rad-
hakrishnan et al., 2006). Bei der Behandlung der Tumorzellen mit Siomycin A konnte zu-
dem eine Inhibierung der FoxM1-mRNA | der Proteinexpression und der transkriptionellen
Aktivitat des Transkriptionsfaktors nachgewiesen werden (Radhakrishnan et al., 2006).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass FoxM1 in den Kornerzellvorlaufer-
zellen stark exprimiert wird (Schiiller et al., 2007). Ebenso konnten Schiiller et al. (2008)
zeigen, dass sich Medulloblastome aus diesen Vorlduferzellen entwickeln kénnen.

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche Rolle FoxM1 im humanen Medullo-
blastom spielt. Dafiir wurden humane Proben auf die Expression von FoxM1 hin untersucht,
und die Abhéngigkeit des Uberlebens des Patienten vom Expressionsniveau bestimmt. Fer-
ner wurde die physiologische Bedeutung von FoxM1 in humanen Medulloblastomzelllinien
charakterisiert, wozu FoxM1 mittels RNAi-Technologie aus den Zellen entfernt wurde. Au-
Berdem wurde die Behandlung der Zelllinien mit Siomycin A durchgefithrt und somit die
chemotherapeutischen Moglichkeiten von Siomycin A fiir das Medulloblastom untersucht.

Die Bedeutung von FoxM1 wurde ebenfalls in vivo charakterisiert. FoxM1 wurde mit-
tels des Cre-loxP-Systems aus einem Mausmodell fiir das Medulloblastom entfernt und
es wurden dessen Auswirkungen auf die Karzinogenese bestimmt. Es wurden zudem die
Behandlung des Medulloblastoms mit Siomycin A in vivo erprobt und die Mo6glichkeiten
einer Entfernung von FoxM1 aus dem Tumor mittels RNAi-Technologie untersucht.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Primersequenzen

Alle Primer wurden mit dem offentlich verfiigharen Programm Primer-BLAST (http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, National Center for Biotechnology In-
formation, Bethesda, MD, USA) kreiert und von Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) bezo-
gen. Die Sequenzen zeigt Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1: Sequenzen der verwendeten Primer.

Primername Sequenz 5’ - 3’

mFoxml Fw TGGCTTCCCAGCAGTACAAATC
mFoxml Rvl GTAAGGCCCACCTTGTCTCA
mFoxm1 Rv2 TCTCGCTCAATTCCAAGACCAG
mSmo Fw GGAGCGGGAGAAATGGATATG
mSmo Rv CGTGATCTGCAACTCCAGTC
mSmoM2 Fw GAACGGCATCAAGGTGAA
mSmoM2 Rv CGATGGGGGTGTTCTGCT
RTmB2MG Fw CCTGGTCTTTCTGGTGCTTG
RTmB2MG Rv TATGTTCGGCTTCCCATTCT
RTmFoxml Fw GGACATCTACACTTGGATTGAGG
RTmFoxml Rv. GATTGGGTCGTTTCTGCTGT
RTmSfrpl Fw  ACCCCGCCCAATACCACGGA
RTmSfrpl Rv.  TCCTCAGTGCAAACTCGCTTGCA
RTmAxin2 Fw GCTGGTTGTCACCTACTTTTTCT
RTmAxin2 Rv.  ATTCGTCACTCGCCTTCTTG
RTmDkkl Fw  CTGACCACAGCCATTTTCCT
RTmDkkl Rvn.  ACGGAGCCTTCTTGTCCTTT
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2.2 Humane Proben

2.2.1 Eigene Kohorte

Die humane Kohorte umfasste 43 formalinfixierte, in Paraffin eingebettete (FFPE) Biopsie-
proben. Insgesamt waren 21 ménnliche (48.8%) und 22 weibliche Patienten (51.2%) in der
Studie vertreten. Alle Patienten wurden in den Universitdtkliniken von Miinchen, Gottin-
gen, Bremen, Hannover und Miinster behandelt. Das mittlere Alter betrug 9.3 Jahre (0.6
- 45.6 Jahre). Die mittlere Uberlebensdauer belief sich auf 53.0 Monate (22.2 - 175.6 Mo-
nate). Zum 1. Januar 2011 waren 16 Patienten verstorben. Histologische Klassifizierung
der Medulloblastome ergab einen anaplastischen Typ, 25 klassische Tumore, 14 desmopla-
stische und zwei extensiv-nodulidre Medulloblastome. Ein Tumor wurde histologisch nicht
klassifiziert. Die Diagnose wurde an Hamatoxylin/Eosinfirbungen und Silberfarbungen von
Schnitten durch mindestens zwei Neuropathologen geméfl der neuesten Richtlinie zur Klas-
sifikation von Hirntumoren der World Health Organisation (WHO) gesichert (Louis et al.,
2007). Eine detaillierte Auflistung der humanen Tumoren befindet sich in Anhang A.1.

2.2.2 Microarraydaten humaner Medulloblastome

Expressionsdaten und klinische Parameter von 193 humanen Medulloblastomen wurde von
Cho et al. (2010) zur Verfiigung gestellt und mit ,PASW statistics 18“ (IBM, USA) pro-
zessiert.

2.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

Die Arbeit mit eukaryotischen Zellen erfolgte mit sterilen Gefdflen und Losungen in einer
sterilen Umgebung (HERAsafe®, Thermo). Die Experimente fanden, soweit nicht anders
angegeben, bei Raumtemperatur statt. Zellen wurden bei —130 °C in fliissigem Stickstoff
kryokonserviert und nach spétestens 20 Passagen neu aufgetaut.

2.3.1 Humane Medulloblastomzelllinien

Die verwendeten D425med Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Darell Bigner (Duke
University Medical Center, Durham, NC, USA), R300 und UW228 von Dr. Michael S. Bo-
bola (Children’s Hospital and Regional Medical Center, Seattle, WA, USA) zur Verfiigung
gestellt. AZ521, DAOY und HEK293T wurden von der American Type Culture Collecti-
on (ATCC) bezogen. Alle Zelllinien wurden in 75 cm BD Falcon' " -Zellkulturflaschen im
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO; geziichtet. Die Zellen wurden regelméflig im Mikroskop
kontrolliert und bei Bedarf in einem Verhéltnis von 1:10 in frisches Kulturmedium (DMEM
Medium, 10 % fotales Kalberserum, 1 % Glutamax) gesplittet.



2.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen 28

2.3.2 Transfektion

Die Transfektion der Zellen wurden mit dem NanoJuice' " Transfection Reagent Kit (Merck,
Darmstadt) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Transfection Core Reagent und Trans-
fektion Booster wurden in Opti—MEMTM (Invitrogen, Darmstadt) gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das Plasmid zugegeben und nach weiteren
15 min tropfenweise auf die Zellen gegeben.

2.3.3 Produktion lentiviraler Partikel

Lentivirale Partikel zur Transduktion von Medulloblastomzelllinien wurden durch Trans-
fektion von HEK293T-Zellen produziert. Hierfiir wurden Helferplasmide (pCMV-VsVg und
pCMV-gag-pol) zusammen mit Plasmiden verwendet, die auf dem pLKO.1 backbone ba-
sieren und vom Broad Institute of Harvard und dem MIT (Cambridge, MA, USA) bezogen
wurden. Die verwendeten Sequenzen waren folgende: CCGCAGGTATGCACGCGT (Kon-
trollsequenz, Mock Virus), GCACTATCAACAATAGCCTAT (shRNA#1), GCCAATCGT-
TCTCTGACAGAA (shRNA#2). 48 h nach Transfektion wurde der Uberstand geerntet,
mit einen RotilaboTM—Spritzenﬁlter (Roth, Karlsruhe) sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur
Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.3.4 Infektion mit Lentiviren

Zelllinien wurden iiber Nacht mit Virus infiziert und mit 2 pg/ml Puromycin (Invitrogen,
Karlsruhe) selektioniert. Zellen mit erfolgreich integrierter shRNA-Sequenz wiesen eine
Puromycinresistenz auf und konnten nach 48 h geerntet werden.

2.3.5 Bestimmung der Zellviabilitit

Die Zellviabilitdt wurde mit dem 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazoliumbro-
mid (MTT) Test bestimmt. Hierfiir wurden 100 pl Zellsuspension in 96well Platten (Ther-
mo Electron LED GmbH, Langenselbold) ausgesét und fiir 4 h mit 10 pl MTT-Losung
(5 mg/ml in PBS) inkubiert. Das gebildete, wasserunlosliche Formazansalz wurde durch
Zugabe von 100 pl Solubilisationslésung (10 % SDS in 0.01 M HCI) iiber Nacht bei 37 °C
gelost und die Absorption bei 580 nm im Spektrophotometer gemessen.

2.3.6 Analyse des Spindelapparats

DAQY Zellen wurden stabil mit a-Tubulin-GFP transfiziert, in Glasbodenplatten (Mattek
Corporation, Ashland, MA, USA) ausgesit und in einer Heizkammer bei 37 °C und 5%
COs inkubiert. FoxM1 wurde mit siRNA oder Siomycin A inhibiert und nach 16 h wurde
der Spindelapparat der lebenden Zellen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(Zeiss, Jena) visualisiert. Mitotische Zellen mit einer reguléren, bipolaren Spindel wurden
als ,,normal“ definiert. Mitotische Zellen mit mehr als zwei Spindelpolen wurden der Gruppe
der abnormen Zellen zugeordnet.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolation von mRNA

Gesamt-RNA wurde nach Chomezynski (1993) aus Zellen isoliert. Hierfiir wurde das gewa-
schene Zellpellet in 750 ul TRIzol® (Invitrogen, Karlsruhe) homogenisiert und bei Raum-
temperatur 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl Chloroform wurde die Probe 15 s
geschiittelt und anschliefend 3 min inkubiert. Das Gemisch wurde bei 4 °C und 16100 g
15 min zentrifugiert und der klare Uberstand in ein neues, mit 375 ul Isopropanol gefiill-
tes Eppendorfcup iiberfiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur
wurde die RNA bei 4 °C und 16100 g 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 750 ul
75 % Ethanol gewaschen und die DNA mit dem RQ1 RNase-Free DNase Kit (Promega,
Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben verdaut. Die Reinheit der Probe und die Kon-
zentration der RNA wurden mit dem NanoDrop  (Fisher Scientific GmbH, Schwerte)
bestimmt.

2.4.2 Generierung von cDNA

Die in Kapitel 2.4.1 isolierte mRNA wurde mit dem SuperScript® III First-Strand Syn-
thesis SuperMix geméfl Herstellerangaben in ¢cDNA umgeschrieben. Zur Verbesserung der
Ausbeute wurden oligo(dT)qp-Primer zusammen mit random hezamer-Primern zur Synthe-
se verwendet.

2.4.3 Relative Quantifizierung mittels qRT-PCR

Mit der isolierten cDNA aus Kapitel 2.4.2 wurde die Expression der Zielgene durch re-
lative Quantifizierung bestimmt. Hierfiir wurde das LightCycler® 480-System mit dem
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche Diagonstics GmbH, Mannheim) verwen-
det. Die Experimente wurden nach Herstellerangaben in 10 pl Triplikaten durchgefiihrt.
Das verwendete Laufprotokoll zeigt Tabelle 2.2.

Tabelle 2.2: PCR-Programm fiir die relative Quantifizie-

rung.
Schritt Detektionsmodus Temperatur Zeit
# °C S
Vorinkubation 95 300
95 10
Amplifikation 60 10 50 Zyklen
,oingle 72 20
95 5
Schmelzkurvenanalyse 65 60
,, Continuous* 97

Kihlen 40 00
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2.4.4 Isolation von Gesamtprotein aus Zellpellets

Die Zellen wurden 5 min bei 300 g abzentrifugiert, das Pellet einmal mit PBS Puffer ge-
waschen und erneut abzentrifugiert. Das PBS wurde abgenommen und das Pellet sofort
in fliilssigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden in 50 ul eiskalten Zelllysepuffer
(25 mM Tris, 50 mM NaCl, 0.5 % Natriumdeoxycholate, 0.5 % Triton X-100, Protease Inhi-
bitor Cocktail Complete®) resuspendiert und fiir 30 min bei 4 °C auf einem Thermomixer
comfort (Eppendorf, Hamburg) geschiittelt. Die Proben wurden dann bei 16100 g bei 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues, vorgekiihltes Eppendorfcup iiberfiihrt.

2.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Konzentrationsbestimmung des isolierten Gesamtproteins kam die BCA-Methode zur
Anwendung. Hierfiir wurden Bicinchoninsdure und 4 % (w/v) CuSOy4 im Verhéltnis 50:1
gemischt. 140 pl des Gemisches wurde in einem 96well mit 10 pl Proteinlsung versetzt und
30 min bei 37 °C inkubiert. Die Absorption des entstehenden violetten Farbstoffes wurde
bei einer Wellenlénge von 562 nm photometrisch erfasst und in Relation zu der Absorption
einer bovinen Serumalbumin (BSA)-Standardreihe gesetzt.

2.4.6 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen hinsichtlich ihrer Masse
im elektrischen Feld. Durch die Bindung von SDS an die Proteine entstehen negativ gela-
dene Protein-SDS-Komplexe mit einem konstanten Ladungs-Masse-Verhéltnis. Im elektri-
schen Feld wandern die Komplexe zum positiv geladenen Pol und werden durch den Mole-
kularsiebeffekt in der Polyacrylamidmatrix nach ihrer Molekularmasse getrennt (Laemmli,
1970).

In dieser Arbeit wurden je nach dem gewiinschten Trennbereich Trenngele verwendet,
die zwischen 10 % und 15 % Acrylamid enthielten. In Tabelle 2.3 ist die Zusammensetzung
der verwendeten Gele aufgefiihrt. 25 ug Gesamtprotein wurden mit 5-fach konzentrierten
Probenpuffer versetzt und fiir 10 min auf 95 °C erhitzt. Die Elektrophorese lief in Laufpuffer
bei 20 bis 40 mA pro Gel und war nach 50 bis 60 min beendet. Zum Nachweis der aufgetra-
genen Proteine wurden die Gele durch Behandlung mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt
(Fairbanks et al., 1971). Dazu wurde das Gel fiir 30 min mit PAGE-Farber (45 % (v/v)
Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0.25 % (w/v)) Coomassie Brillant Blau R250)geférbt
und anschlieflend in Entfarber (45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsiure) geschiittelt.
Der Entfiarber wurde mehrmals gewechselt und das Entfarben gestoppt, sobald der Hinter-
grund des Gels klar wurde und die Proteinbanden auf dem Gel deutlich sichtbar wurden.
Die theoretische Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 100 ng Protein pro Proteinbande.
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Tabelle 2.3: Zusammensetzung der SDS-Gele.

SDS-Gel
Chemikalie 10% 125% 15%

Acrylamid-Bis 30 % [ml] 6.6 8.3 10
Runninggelpuffer [ml] 5.0 5.0 5.0
SDS-Losung 10 % [ml] 0.2 0.2 0.2

ddH,0 [ml] 81 74 47
TEMED [ml] 0.0 001 0.0l
APS-Losung 10 % [ml]  0.15  0.15  0.15

2.4.7 Spezifischer Nachweis von Protein durch Western Blot

Fiir den Western Blot werden Proteine zuerst durch SDS-PAGE nach Kapitel 2.4.6 aufge-
trennt, elektrophoretisch auf eine Membran iibertragen und dort mit einem spezifischen
Antikorper inkubiert. Die anschlieende Behandlung mit einem sekundaren Antikorper,
der eine alkalische Phosphataseaktivitdt besitzt, macht die transferierten Proteine sichtbar
(Schiiller et al., 2007).

Das Gel wurde auf eine mit TBE-Puffer dquilibrierte Immobilion®-P PVDF Membran
(Millipore, Billerica, MA, USA) gelegt und dieser Komplex zwischen in Westernblotpuf-
fer getrinkten Whatmanfilterpapierstreifen platziert. Der Transfer der Proteine auf die
Membran erfolgte in einer Semi-Dry Transfer-Apparatur (Hoefer, Holliston, MA, USA)
fiir 150 min bei einer konstanten Stromstérke von 60 mA. Die Membran wurde anschlie-
Bend in 2 %iger (w/v) Ponceau-Losung (0.2 g Ponceau-S, 3 g Trichloressigsiure, 3 g Sul-
fosalicylsaure, ad 100 ml H,O) gefirbt, der mitgefithrte Molekularmassenmarker fiir einen
spateren visuellen Groflenvergleich gekennzeichnet und anschlieBend durch Waschen mit
TPBS wieder entfirbt. Die folgende einstiindige Inkubation in TPBS-Puffer mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver bei Raumtemperatur erméglichte die Abséttigung der noch freien Pro-
teinbindungstellen. Es folgten drei Waschschritte mit TPBS fiir je 5 min. Anschlieend
wurde die Membran iiber Nacht bei 4 °C mit dem priméren Antikérper (5-Aktin 1:2000,
Sigma Aldrich, Hamburg; Cleaved Caspase-3 (Asp175) 1:500, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt(Main); CyclinB1 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; FoxM1
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; g-Tubulin 1:2000, Sigma Aldrich,
Hamburg) geschiittelt. Am néchsten Tag wurde der Blot dreimal mit TPBS fiir je 5 min
gewaschen. Der Blot wurde mit dem sekundéren Antikorper (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)
1:5000, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk, United Kingdom; Goat Anti-Rabbit
IgG 1:2000, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligen Waschen mit TPBS fiir je 5 min folgte die Entwicklung mit CDP-Star, ready-
to-use (Roche Applied Science, Mannheim) und ChemoCam Imager (Intas Science Imaging

Instruments GmbH, Gottingen). Bandenintensitéiten wurden mit dem Programm ImageJ
(NIH, USA) bestimmt.
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2.5 Histologische Methoden

2.5.1 Immunohistochemie

FFPE Proben wurden in die erforderliche Dicke geschnitten, deparaffiniert und rehydriert.
Antigendemaskierung wurde durch mehrmaliges Kochen in Citratpuffer (HIER) erreicht.
Nach Inkubation iiber Nacht bei 4 °C mit Primérantikorper gegen FoxM1 (1:25, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) wurde der Schnitt mit dem EnVision' = +
System-HRP (DAB)-Kit (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) gemé8 den Herstellerange-
ben entwickelt. Anschlieend erfolgte eine Kernfirbung mit Hamalaun als Gegenfiarbung.

2.5.2 Immunofluoreszenzfirbung

Schnitte und fixierte Medulloblastomzellen wurden zweimal mit 0.1 % TritonX-100 in PBS
gewaschen und 30 min bei Raumtemperatur mit I-Block " Protein-Based Blocking Re-
agent (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) geblockt. Priméarantikérper (FoxM1 1:25,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; Ki67 1:500, Dako Deutschland GmbH,
Hamburg; CyclinB1 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) wurden in
Blockingpuffer verdiinnt und iiber Nacht bei 4 °C verwendet. Ungebundener Antikoérper
wurde duch zweimaliges Waschen mit 0.1 % TritonX-100 in PBS entfernt. Sekundiran-
tikorper (Alexa Fluor®-488 und Alexa Fluor®-543, Invitrogen, Karlsruhe) wurden in ei-
ner Verdiinnung von 1:500 in Blockingpuffer fiir 30 min auf der Probe belassen und an-
schliefend iiberschiissiger Antikorper durch zweimaliges Waschen mit 0.1 % TritonX-100
in PBS entfernt. Zellkerne wurden mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gegengefiirbt.
Fluoreszenzbilder von humanen Medulloblastomtumoren wurden mit einem Olympus IX50-
Mikroskop aufgenommen, Bilder von Zellkulturexperimenten an einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (Zeiss, Jena).

2.6 Tierexperimentelle Arbeiten

Alle durchgefiihrten Tierversuche erfolgten nach den Vorgaben des geltenden Tierschutz-
gesetzes und wurden durch die Regierung von Oberbayern (Genehmigungsnummer: AZ
55.2-1-54-2531-41-07) genehmigt. Die Mause wurden in geschlossen Kéfigsystemen (Indi-
vidually Ventilated Cage (IVC)) bei einem konstanten Licht-Dunkel-Rhythmus von 12/12
Stunden mit Wasser und Futter ad ltbitum gehalten. Zur Entnahme des Gehirns wurden
adulte Tiere durch zervikale Dislokation getotet. Alle unter zwei Wochen alte Tiere wurden
durch Dekapitierung getotet.
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2.6.1 Genotypisierung der verwendeten Mauslinien
2.6.1.1 Isolation genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien

Fiir die Bestimmung des Genotyps der verwendeten Mauslinien wurde an P3 der Maus
ein 0.1 — 0.3 cm langes Gewebestiick an der Schwanzspitze entnommen. Dieses wurde mit
500 ul Lysepuffer (200 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 5 mM EDTA, 0.2 % SDS,
200 pg/ml Proteinase K in ddH50) versetzt und iiber Nacht bei 56 °C im Thermoschiittler
(750 rpm) verdaut. Dann wurde die Probe bei Raumtemperatur bei 16100 g 5 min zen-
trifugiert und der Uberstand in ein neues, 500 pl Isopropanol enthaltendes Eppendorfcup
iiberfithrt. Nach mehrmaligem Schiitteln wurde die Probe erneut bei Raumtemperatur bei
16100 g 5 min zentrifugiert und das Pellet in 100 ul TE-Puffer (20 uM Tris-HC1 pH 8.3,
1 mM EDTA in ddH50) gelost.

2.6.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis des Genotyps

Genomische DNA| die aus Mausschwanzbiopsien gewonnen wurde (siehe 2.6.1.1), diente als
Ausgangsmaterial fiir die Genotypenbestimmung. Verwendete Primerpaare sind in Tabelle
2.4 aufgefiihrt; die Produkte wurden in einem TPersonal 48 Thermocyler (Biometra GmbH,
Gottingen) nach Tabelle 2.5 amplifiziert.

Tabelle 2.4: Primer fiir die Genotypisierung der verwen-
deten transgenen Méuse.

amplifiziertes Produkt
Primername GroBe [bp]
wildtype gefloxt

mFoxm1 Fw

mFoxml Rv 284 318
mSmo Fw
mSmo Rv 410 )
mSmoM2 Fw
mSmoM2 Rv ) 109

Tabelle 2.5: PCR-Programm fiir die Genotypisierung
transgener Mause.

Schritt Temperatur Zeit

+# °C S

1 92 120

2 92 30

3 55 30 32 Zyklen
4 72 60
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Schritt  Temperatur Zeit

# °C S
5 72 180
6 4 00

Die Analyse der Fragmente erfolgte auf 2 % -igen Agarosegelen und mit einem Syngene
Geldokumentationssystem (Synoptics Limited, Cambridge, United Kingdom).

2.6.2 Primarzellkultur

Math1-cre::SmoM2F+* Foxm1™V*- bazw. Mathi-cre::SmoM2™/* Foam1™/F-Miuse wurden
an P5 dekapitiert und das Gehirn vorsichtig freigelegt. Das Cerebellum wurde aseptisch
vom Hirnstamm getrennt und in 10 ml Hirnpuffer (Hanks buffered saline solution (HBSS),
6 mg/l Glukose) gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml Tumorlysepuffer (Trypsin-EDTA
(Sigma Aldrich, Hamburg), 100 pug/ml DNase I) resuspendiert und bei 37 °C 10 min lysiert.
Das Pellet wurde zweimal mit Hirnpuffer gewaschen und anschliefend in Tumormedium
(DMEM-F12, 10 % fotales Kélberserum, 1 % N2 supplement, 1 % Penicillin/Streptamycin,
0.25 mM KCl) ausgesét. Nach 6 h wurde das Tumormedium abgenommen und durch Shh-
Tumormedium (DMEM-F12, 1 % N2 supplement, 1 % Penicillin/Streptamycin, 0.25 mM
KCl, 3 ug/ml Sonic hedgehog Protein) ersetzt. Nach 24 h wurden die Zellen fiir 2 h mit
lentiviralen Partikeln infiziert und weitere 24 h in Shh-Tumormedium kultiviert. Die Zellen
wurden mit 25 pg/ml Bromdesoxyuridin (BrdU) gepulst und mit 4 % Paraformaldehyd
(PFA) fixiert.

2.6.3 Injektion von lentiviralen Partikeln

Math1-cre::SmoM2F+-Mzuse wurden an P14 mit einer intraperitonealen Injektion (39 ul
Rampun 2%, 39 ul Ketamin 10%, 17 ul Vetranquil 1%, 210 ul NaCl) anésthesiert. Der
Schédelknochen wurde vorsichtig freipréipariert und das Bregma lokalisiert. 0.2 mm kaudal
zum Bregma und 1.0 mm lateral zur Mittellinie wurde ein Loch gebohrt und mit einer 5 pl
Hamiltonspritze (Hamilton, Reno, NV, USA) in einer Tiefe von 2.25 um ein Gesamtvolu-
men von 3 pl Lentiviren (hergestellt nach Kapitel 2.3.3) {iber einen Zeitraum von 5 min
langsam injiziert. Die Wunde wurde mit einer Senknaht vernéht und die Tiere nach Wie-
dererwachen aus der Narkose zur Mutter zuriickgesetzt.

2.6.4 Subkutane Injektion von Tumorzellen

Die in vitro als Monolayer wachsenden humanen Medulloblastomtumorzellen wurden tryp-
siniert und mit PBS gewaschen. Die Bestimmung der Zellkonzentration und Zellvitalitét
wurde mit Hilfe einer Neubauerzdhlkammer und dem Trypanblau-Exklusionstest durch-
gefiihrt. 10° Zellen wurden in 400 ul sterilem PBS resuspendiert und mit 100 pl MatrigelTM
Basement Membrane Matrix (BD Biosciences, Heidelberg) versetzt. Die Injektion erfolg-
te mit einer 26G-Nadel in thymusaplastische Nacktméuse (NMRI nu/nu). Mit der Nadel
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wurde nach Desinfektion der Einstichstelle mit Cutasept®F (Bode Chemie, Hamburg) am
hochsten Punkt des Riickens iiber der Wirbelsdule die Haut durchstochen. Anschliefend
wurde die Nadel 1.5 cm nach ventral in Richtung Schulterblatt vorgeschoben und die Zell-
supension abgesetzt. Die Grofle der Tumoren wurde mit Hilfe einer Schieblehre alle drei
Tage gemessen und das Volumen mit folgender Formel berechnet:

Volumen [mm3] = Breite [mm)] * Breite [mm)] * Linge [mm] * 0.52

Die Behandlung der Tumoren erfolgte in einem zweitdgigen Rhythmus. Als Kontrolle
wurde ein Gemisch aus 10 % Tween 80, 20 % N,N-Dimethylacetamid und 70 % Poly-
ethylenglykol 400 (alle Sigma Aldrich, Hamburg) verwendet. Siomycin A wurde in der
Kontrollsubstanz gelost, sterilfiltriert und in einer Dosis von 50 mg/kg verwendet. Beide
Losungen wurden intraperitoneal injiziert.

2.7 Statistische Analysen

Expressionsdaten und Ergebnisse der Zellviabilitdtsversuche wurden mit dem Mann-Whit-
ney-U-Test statistisch ausgewertet. Zur Berechnung der Fraktionen FoxM1- und Ki67-posi-
tiver Tumorzellen wurden mindestens 500 Tumorzellen ausgezahlt. Korrelationen wurden
nach Spearman bestimmt. Statistische Unterschiede des Anteils abnormaler Spindeln wur-
den mit dem Fisher-Exact-Test berechnet. Uberlebenszeitanalysen wurden mit der Kaplan-
Meier-Methode durchgefiihrt und statistisch mit dem Log-Rank-Test untersucht. Progno-
stische Marker in der multivariaten Analyse wurde mit der Cox-Regression statistisch be-
stimmt. Bei allen Tests wurden p-Werte kleiner als 0.05 als statistisch signifikant betrachtet.
Als statistische Software wurde Prism 5.02 (Graphpad, USA) und PASW statistics 18 (IBM,
USA) verwendet.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Expressionsprofil von FoxM1 im humanen Me-
dulloblastom

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass FoxM1 in murinen cerebelldren Ge-
webe stark exprimiert wird (Schiiller et al., 2007). FoxM1 wird von Kérnervorlduferzellen
wihrend der Entwicklung des Kleinhirns sowie von Medulloblastomen von ptch*/-Mausen
exprimiert. Im adulten Kleinhirn der Maus kann eine Expression von FoxM1 nicht nachge-
wiesen werden.

Zur Analyse der Expression von humanen Medulloblastomen wurden Microarraydaten
einer 2010 publizierten Patientenkohorte ausgewertet (Cho et al., 2010). Diese Kohorte
umfasste 193 Medulloblastome, deren Expression von FOXM]I in Abbildung 3.1A darge-
stellt ist. Die molekulare Einteilung der Medulloblastome wurde wie in der Publikation
durchgefiihrt. Nach der 2012 neu eingefithrten molekularen Einteilung von Medulloblasto-
men entspricht der molekulare Subtyp ,,c3“ der Originalpublikation dem Shh-Typ und ,,c6
dem Wnt-Typ (Taylor et al., 2012). ,,c1“ und ,,c5“ werden zur Gruppe 3 sowie ,,¢2* und
,c4 zur Gruppe 4 zusammenfasst (Taylor et al., 2012).

Unabhéngig vom molekularen Subtyp wurde FOXM1 in allen 193 Medulloblastomen
stark exprimiert (p>0.05). Zu diesen Tumoren liegen zusétzlich noch klinische Parameter
vor. Deswegen wurde das Expressionslevel von FOXM1 der einzelnen histologischen Subty-
pen untersucht (Abbildung 3.1B). Klassische und nodular/desmoplastische Medulloblasto-
me zeigten ein dhnliches Expressionsniveau von FOXM1, anaplastische Medulloblastome,
die durch eine Amplifikation von MYC oder MYCN und eine schlechtere Uberlebenspro-
gnose charakterisiert sind (von Hoff et al., 2010), exprimierten signifikant mehr FOXM1
als die anderen Subtypen (p<0.001). Der Nachweis von FoxM1 auf zelluldrer Ebene er-
folgte mit einem a-FoxM1-Antikérper auf formalinfixiertem und in Paraffin eingebetten
Tumormaterial. Die Stichprobe umfasste 43 Medulloblastomfélle, deren histologische Cha-
rakteristika und klinische Parameter im Anhang A.1 aufgefiihrt sind. FoxM1 konnte in

allen 43 analysierten Medulloblastomen nachgewiesen werden und war auf den Nucleus der
Tumorzelle beschrankt (Abbildung 3.1C). Der Median der FoxM1* Tumorzellen lag bei
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6.95 %, bei einem minimalen Anteil von 2.44 % und einem maximalen Anteil von 30.7 %
(Abbildung 3.1D). Wie aus Abbildung 3.1C ersichtlich, war die Expression von FoxM1 in
desmoplastischen Medulloblastomen hauptséchlich auf den Internodularraum des Tumors
beschrénkt. Dieser Bereich ist hoch proliferativ. Nodule dagegen sind hoher differenziert
und zeigten weniger FoxM1 Expression.

Proliferierende Zellen exprimieren in allen Phasen des Zellzyklus aufler G, Ki67, das
somit als spezifischer Marker fiir alle proliferiende Zellen verwendet werden kann (Gerdes,
1990). Daher wurde als nédchstes untersucht, ob FoxM1 nur in Ki67* und somit prolife-
rierenden Tumorzellen nachweisbar ist. Doppelimmunfluoreszenzfarbungen konnten zeigen,
dass FoxM1 sowohl von proliferierenden Ki67"-, als auch von Ki67-Tumorzellen exprimiert
wird (Abbildung 3.1E). Ebenso korrelierten der Anteil der FoxM1*-Tumorzellen nicht mit
dem Anteil der Ki67"-Tumorzellen (n=43, r,=0.254, p>0.05, Abbildung 3.1F).

Weder in der Microarraypatientenkohorte (Abbildung B.1A), noch in der FFPE-Gruppe
(Abbildung B.1B) korrelierte die Expression von FoxM1 mit dem Alter (alle p>0.05). Ana-
log zu den Ergebnissen der Microarraygruppe bestand kein signifikanter Unterschied in
der FoxM1-Expression zwischen Medulloblastomen des klassischen Subtyps und des nodu-
lar /desmoplastischen Subtyps (Abbildung B.1C, p>0.05).

3.2 FoxM1 als prognostischer Marker

3.2.1 FoxM1 als histologischer prognostischer Marker

Als néchster Schritt wurde ein méglicher Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau
von FoxM1 in humanen Medulloblastomen und dem Uberleben des Patienten untersucht.
Dazu wurde die Kaplan-Meier-Methode benutzt (Kaplan and Meier, 1958). Klinische Daten
waren fiir 41 Patienten verfiigbar. Der Median der FoxM1 Expression (7.02 %) wurde als
Grenze verwendet, um zwei gleich grofle Gruppen zu bilden. Es wurden die Medulloblasto-
me, deren Anteil FoxM1™-Tumorzellen kleiner als der Median war, zu einer Gruppe zusam-
mengefasst und eine zweite Gruppe mit hoher FoxM1-Expression gebildet. Die Prognose
der Patienten mit einem hohen Anteil von FoxM1-exprimierenden Tumorzellen (n=20) war
signifikant schlechter als die der Patienten mit einem niedrigen Anteil (n=20, p<0.001, Ab-
bildung 3.2.1A). Die Fiinfjahresiiberlebensrate betrug in der FoxM1 edrng-Gruppe 84.8 %
und in der FoxM1,,.,-Gruppe 42.8 %.

Zur Bestitigung der Ergebnisse wurde die unabhéngige Kohorte von Cho et al. (2010)
verwendet. Hierbei lagen fiir 130 Medulloblastompatienten neben den Expressionsdaten
von FOXM1 auch die jeweilige Uberlebenszeit vor. Die Kohorte wurde in zwei Gruppen
aufgeteilt. Als cut-off wurde die Grenze gewéhlt, bei der der kleinste p-Wert berechnet wer-
den konnte. Der p-Wert wurde mit dem Log-Rank-Test (Kalbfleisch and Prentice, 1980)
berechnet. Abbildung 3.2.1B zeigt den kleinsten berechneten p-Wert. Patienten mit Tumo-
ren, die in hohem Mafile FOXM1 exprimierten (n=44) hatten eine signifikant niedrigere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten mit Tumoren, die wenig FOXM1 exprimierten
(n=86, p=0.0055).



3.2 FoxM1 als prognostischer Marker 38

10000

1000 ogg

1009 ©0°
o

p=0.0536 100007 ,<0.001

o

ol

vy

1000

100 A
AA
od

-—

(=}
-
-
-4
-

Expression von FOXM1
%
= §
o
3
2
(o]
Expression von FOXM1

10

LC/A  CL N/D  NOS
Histologischer Subtyp

C —
°\._°. 40-
o
= - (o)
S 30
N
o
(o)
- oOo
. 10+ 00089 600
=
L 0 -
MB (n=43)
E
= %07 r¢=0.254
2 4, p=0.197
g N 40
K o e O o
NE | o
w2 |°Ho°
© ', 204 &
Y o o o
S (¥
3 o
0+

FoxM1* Zellen
[% der Tumorzellen]




3.2 FoxM1 als prognostischer Marker 39

3.2.2 Multivariatenanalyse von Microarraydaten

Die Microarraykohorte wurde urspriinglich dazu benutzt Medulloblastome anhand ihres
Expressionsprofil in molekulare Subtypen einzuteilen (Cho et al., 2010). Ein Subtyp mit
schlechter Prognose, der ,,c1“ Subtyp, zeichnet sich durch eine vermehrte Kopienzahl des
MYC-Gens, eine Aktivierung des Photorezeptor-Signalwegs sowie eine vermehrte Expres-
sion von miR-~183_96_182 aus. Auflerdem finden sich in der Literatur weitere Marker fiir
eine schlechte Prognose bei Medulloblastom: anaplastische Histologie (von Hoff et al.,
2010) und das Auftreten von Metastasen (Gilbertson, 2004). Eine univariate Analyse
der Kohorte fithrte zu dem Ergebnis, dass neben dem Marker ,,c1¢ (Hazard ratio 2.96,
95 %-Konfidenzintervall 1.30-6.70, p=0.009) und LC/A Histologie (Hazard ratio 3.0, 95 %-
Konfidenzintervall 1.32-6.78, p=0.008) eine hohe Expression von FOXM1 (Hazard ratio
2.67, 95 %-Konfidenzintervall 1.30-5.49, p=0.008) eine signifikant schlechtere Prognose fiir
den Patienten bedeutet (Tabelle 3.1A). Das Vorliegen von Metastasen hatte dagegen keinen
signifikaten Einflufl auf die Prognose (Hazard ratio 1.73, 95 %-Konfidenzintervall 0.70-4.26,
p=0.235). Einen positiven Einflufl auf die Prognose bei einem Medulloblastom hat eine
Aktivierung des Wnt-Signalwegs (Northcott et al., 2011b). Daher wurde das vorliegende
Datenset auf einen moglichen Einflul hin untersucht. Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs
(Hazard ratio 0.35, 95 %-Konfidenzintervall 0.05-2.54, p=0.295) hatte hierbei keinen signi-
fikanten Einfluss auf das Uberleben des Patienten.

Obwohl das Vorliegen von Metastasen oder eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs in
der univariaten Analyse keinen signifikanten Effekt auf das Uberleben hatten, wurden sie
in die multivariate Analyse des Datensets miteingeschlossen (Tabelle 3.1B). Mit Hilfe des
Cox “schen Regressionsmodells wurde der prognostische Wert in Kombination mit allen
anderen Prognoseparametern berechnet (Kalbfleisch and Prentice, 1980). Hier zeigte sich,
dass in dieser Patientenkohorte die Expression von FOXM1 der einzige untersuchte Marker
ist, der einen signifikanten Effekt auf das Uberleben des Patienen hatte (Hazard ratio 2.24,
95 %-Konfidenzintervall 1.05-4.77, p=0.037).

Abbildung 3.1 (vorhergehende Seite): Expressionsprofil von FoxM1 im humanen
Medulloblastom. Die Analyse von Microarraydaten von 193 Medulloblastomtumorpro-
ben zeigte, dass FoxM1 in allen molekularen Subtypen stark exprimiert ist ((A)) und
signifikant mehr FOXMI1 von anaplastischen Tumoren exprimiert wird (p<0.05, (B)).
LC/A=anaplastisch, CL=klassisch, N/D=nodular/desmoplastisch, NOS=nicht n&her spe-
zifiziert. (C) H&E-Férbungen von einem desmoplastischen und einem klassischen Me-
dulloblastom (oben links und oben rechts) und FoxM1-Proteinexpression (untere Reihe),
MafBstab=500 um (obere Reihe) und 100 pm (untere Reihe). (D) Quantifizierung der
FoxM1*-Tumorzellen (n=43), roter Balken=Median. (E) Immunfluoreszenzbilder eines hu-
manen Medulloblastoms zeigten die Expression von FoxM1 in Ki67*- (Pfeile) und Ki67-
Tumorzellen (Pfeilspitzen) (Mafistab=20 pm). (F) Der Anteil von FoxM1* und Ki67"
Tumorzellen korrelierte in humanen Medulloblastomen nicht (n=43, r,=0.254, p=0.197).
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Abbildung 3.2: Einfluss der FoxM1-Expression auf das Uberleben bei Medullobla-
stom. (A) Humane Medulloblastome wurden immunhistochemisch auf FoxM1 gefarbt und
der Anteil der FoxM1"-Tumorzellen bestimmt (n=41). Die Patientenkohorte wurde durch
den Median in zwei Fraktionen geteilt und das Uberleben der zwei Gruppen (FoxM1peen,
(n1=20) und FoxM1,;edrig, (n=21)) mit der Kaplan-Meier-Methode berechnet. Patienten, de-
ren Tumoren einen geringen Anteil von FoxM1*-Tumorzellen aufwiesen, iiberlebten signifi-
kant linger als Patienten mit Tumoren mit einem hohen Anteil von FoxM1"-Tumorzellen
(p=0.0005). (B) Uberlebensanalyse einer unabhingigen Patientenkohorte (n=130), deren
Expressionlevel von FOXM1 durch Microarrays bestimmt wurde. Patienten wurden ent-
sprechend der Expression von FOXM1 dichotomisiert und das Uberleben der zwei Gruppen
mit dem Log-Rank-Test verglichen. Abgebildet ist der kleinste berechnete p-Wert. Hohe
Expression von FOXM1 (n=44) war mit einer schlechterer Uberlebensprognose verbunden
als niedrige Expression von FOXM1 (n=86, p=0.0055).
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Tabelle 3.1: Univariate Cox-Regression und multivariate
Uberlebensanalyse des Microarraydatensets.

Parameter Hazard ratio 95 %-Konfidenzintervall —p-Wert
A. Univariate Analyse

FOXM1},-Expression 2.67 1.30-5.49 0.008
Referenz: FOXM1 ;eqrig-Expression

LC/A Histologie 3.0 1.32-6.78 0.008
Referenz: alle anderen

Molekulare Subgruppe MYC (cl1)  2.96 1.30-6.70 0.009
Referenz: alle anderen

Metastasenstatus M+ 1.73 0.70-4.26 0.235
Referenz: MO

Molekulare Subgruppe WNT (c6)  0.35 0.05-2.54 0.295

Referenz: alle anderen
B. Multivariate Analyse

FOXM1},,c-Expression 2.24 1.05-4.77 0.037
Referenz: FOXM1,;cqrig- Expression

Molekulare Subgruppe MYC (cl1)  2.07 0.89-4.83 0.093
Referenz: alle anderen

Molekulare Subgruppe WNT (c6)  0.32 0.04-2.48 0.278
Referenz: alle anderen

LC/A Histologie 1.56 0.63-3.86 0.332
Referenz: alle anderen

Metastasenstatus M+ 1.33 0.52-3.35 0.553

Referenz: M0

3.3 Molekulare Untersuchungen zur zelluliren Funk-
tion von FoxM1 in Medulloblastomzelllinien

3.3.1 Expressionslevel von FoxM1 und Zusammenhang mit der
Zellviabilitat

Zur Aufkldrung der zelluldren Funktion von FoxM1 in Medulloblastomen wurden RNAi
Experimente an vier permanenten Medulloblastomzelllinien (D425med, DAOY, R300 und
UW228) durchgefiihrt, und nach Bestétigung des erfolgreichen Knock-downs wurde die
resultierende Zellviabilitdt gemessen. Hierfiir wurden die Zelllinien in vitro mit Lentiviren
transduziert und stabile Klone selektioniert, die einen Knock-down fiir FoxM1 aufwiesen.
RNAi-Sequenzen wurden anhand einer Datenbank des Broad Institute of Harvard aus-
gewdhlt (Yuan et al., 2004) und lentivirale Partikel in HEK293T Zellen hergestellt. Diese
Partikel wurden benutzt, um humane Medulloblastomzelllinien zu infizieren und daraus
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Riickschliisse auf die zelluldre Funktion von FoxM1 in humanen Medulloblastomen ziehen
zu konnen.

Alle vier Medulloblastomzelllinien, die mit einem Kontrollvirus (Mock Virus) infiziert
wurden, exprimierten FoxM1 stark. In der Kontrollbedingung wurde ein Lentivirus verwen-
det, der fiir eine unspezifische RNAi-Sequenz kodiert (Abbildung 3.3A). HEK293T, eine
stark proliferierende Zelllinie, exprimierte dagegen in der Kontrollbedingung FoxM1 nur
schwach. Die Infektion der Zelllinien mit zwei verschiedenen Konstrukten, die beide spezi-
fisch die Expression von FoxM1 inhibieren (sShRNA #1 und shRNA #2) wurde verwendet,
um die Bedeutung von FoxM1 fiir das Medulloblastom in vitro zu untersuchen.

Die Infektion der Zelllinien mit Lentiviren, die siRNA spezifisch gegen FoxM1 expri-
mieren, fiihrte zu einer dramatischen Abnahme von FoxM1. Es konnte eine Reduktion auf
9.23%-47.66% des urspriinglichen Levels von FoxM1 der Kontrollbedingung erreicht wer-
den. Dabei konnte das Proteinlevel von FoxM1 sowohl in allen Medulloblastomzelllinien als
auch in der Nicht-Medulloblastomzellinie HEK293T erfolgreich herunterreguliert werden.

Nachdem FoxM1 erfolgreich in den Zelllinien inhibiert werden konnte, wurde die Zellvia-
bilitdt mit dem 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Test
bestimmt. Eine Reduzierung von FoxM1 Protein in Medulloblastomzelllinien fiihrte zu ei-
ner signifikanten Abnahme der Zellviabilitéit. Es konnte eine Verringerung der Zellviabilitét
auf bis zu 35 % der Kontrollbedingung, stabil integrierte Kontrollsequenz, erreicht werden
(alle p<0.05, Abbildung 3.3B). Der erfolgreiche Knock-down von FoxM1 hatte keinen Ein-
fluss auf die Zellviabilitiat der HEK293T-Zelllinie (alle p>0.05, Abbildung 3.3B). Ferner
wurde per Western Blot das zelluldre Level von Caspase3ieaved tiberpriift. Eine verstarkte
Expression von Caspase3eaveq 1St €in Marker fiir apoptotische Vorgidnge und kann somit
einerseits die Verrringerung der Zellviabilitdt erkldren und andererseits die Beobachtung,
dass ein stabiler Knock-down von FoxM1 in Medulloblastomzellen nicht moglich war. Es
konnte nach Knock-down von FoxM1 eine Induktion der Expression in Medulloblastomzell-
linien, aber nicht in HEK293T Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.3C). Eine Hoch-
regulation von Caspase3geaved kann bei Eintreten der mitotic catastrophe (Portugal et al.,
2010) auftreten. Dies ist bereits bei FoxM1-defizienten Kornerzellvorlduferzellen (Schiiller
et al., 2007) und bei mit RNAi gegen FoxM1 behandelten Tumoren (Wang et al., 2002) be-
kannt. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit nach erfolgreichem Knock-down von FoxM1
der Spindelapparat der Medulloblastomzelllinien untersucht.

3.3.2 FoxM1 und klinisch relevante Medikamente

Chemotherapeutika, die derzeit als Standard in der Klinik verwendet werden, sind Vincri-
stin und Cisplatin (Packer et al., 1999; Zeltzer et al., 1999; Xu et al., 2012). Die verwendeten
Medulloblastomzelllinien wurden mit diesen beiden Substanzen behandelt und es wurde
untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Expressionslevel von FoxM1, das durch
Transfektion der Zellen mit einem Uberexpressionsplasmid manipuliert wurde, und der
Reaktion auf die Chemotherapeutika bestand. Es wurde die Zellviabilitdt mit dem MTT-
Assay bestimmt und der Unterschied zwischen Kontrollzelllinien und Zelllinien, bei denen
FoxM1 durch ein Plasmid iiberexprimiert wurde, analysiert.
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Die humanen Medulloblastomzelllinien D425med, DAOY, R300 und UW228 wurden
mit einem CMV-FoxM1-Plasmid transient transfiziert und das resultierende FoxM1-Protein-
level in Relation zu Zelllinien, die mit einem Kontrollplasmid transfiziert wurden, per
WesternBlot bestimmt. Die Transfektion fithrte bei D425med-Zellen zu einer gesteigerten
Expression von FoxM1 auf das 5.6-fache, bei DAOY zu einem 3.9-fach erhchtem Level von
FoxM1, bei R300 zu einem auf 1.7-fach und bei UW228 zu einem 1.4-fachem FoxM1 Level
(3.4A). Dieses veranderte Proteinlevel hatte keinen Einfluss auf die initiale Proliferations-
rate der unbehandelten Zelllinien. Die erfolgreich transfizierten Zellen wurden anschlieBend
mit Cisplatin oder Vincristin behandelt. Es wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt und
die Chemosensitivitdt der Medulloblastomzelllinien bestétigt Xu et al. (2012). Wenn bei
den Medulloblastomzelllinien das Level von FoxM1 durch die Transfektion mit einem Uber-
expressionsplasmid gesteigert worden war, zeigte sich eine unveridnderte Reaktion auf die
Chemotherapeutika (3.4B). Die gesteigerte Expression von FoxM1 hatte keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Sensitivitéit der Zelllinien auf die Chemotherapeutika Cisplatin und
Vincristin (alle p>0.05).

3.3.3 Auswirkung des Knock-downs von FoxM1 auf die Ausbil-
dung des Spindelapparats

Um eventuelle Artefakte, die bei der Fixierung und Farbung von Zellen auftreten kénnen,
zu vermeiden, wurde der Spindelapparat an lebenden Zellen beobachtet. Zu diesem Zweck
wurde die Medulloblastomzelllinie DAOY verwendet, da diese bei den Knock-down-Experi-
menten die grofite Reduktion des FoxM1-Proteinlevels aufwies. DAOY-Zellen wurden zu-
erst mit einem Plasmid transfiziert, das eine fluoreszente Markierung des Spindelapparats
ermoglichte. Dieses Plasmid kodiert unter einem CMV-Promotor, der eine starke Expres-
sion in allen eukaryotischen Zellen sicherstellt, ein a-Tubulin-GFP (green fluorescenting
protein)-Konstrukt. Die Zellen wurden nach der Transfektion mehrere Male passagiert be-
vor der Knock-down von FoxM1 durchgefiithrt wurde. Die transduzierten Zellen wurden
auf Glasbodenplatten ausgesédt und mit den Lentiviren, die den Knock-down von FoxM1

Abbildung 3.3 (vorhergehende Seite): Effekte des FoxM1-Knock-downs auf huma-
ne Medulloblastomzelllinien. (A) Humane Medulloblastomzelllinien D425med, DAQY,,
R300 und UW228 und HEK293T als Kontrollzelllinie wurden mit zwei verschiedenen
Knock-down Konstrukten fiir FoxM1 (shRNA#1 and shRNA#2) transduziert und die
resultierenden FoxM1 Proteinlevel relativ zur Kontrolle (Mock Virus) gemessen. Banden-
intensitdten wurden auf S-Tubulin normalisiert. Der Verlust von FoxM1 fiihrte in allen
behandelten Medulloblastomzelllinien zu einer signifikanten Inhibition der Zellviabilitét,
eine Reduktion der Zellviabiltiat bei HEK293T war nicht nachweisbar *, p<0.05; ***
p<0.001; n. s. , p>0.05, (B). Knock-down von FoxM1 induzierte die Proteinexpression
von Caspase3cieaved (CASP3.) in Medulloblastomzelllinien , aber nicht in HEK293T-Zellen
(C). p-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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Abbildung 3.4: Uberexpression von FoxM1 hatte keinen Einfluss auf die verwende-
ten Chemotherapeutika. (A) In humanen Medulloblastomzelllinien D425med, DAQY,
R300 und UW228 wurde FoxM1 durch Transfektion mit einem Plasmid iiberexprimiert
(FoxM1) und die resultierenden FoxM1-Proteinlevel relativ zur Kontrolle (Kontrolle) ge-
messen. Bandenintensitdten wurden auf S-Aktin normalisiert. Zahlen zeigen die relativen
FoxM1-Proteinlevel an. (B) Uberexpression von FoxM1 hatte keinen signifikanten Effekt
auf die Inhibierung der Zellviabilitdt durch die Chemotherapeutika Cisplatin (oben) und
Vincristin (unten). schwarz, Kontrolle; rot, FoxM1-Uberexpression; alle p>0.05.
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bewirkten, infiziert. Die lebenden, unfixierten Zellen wurden 16 h spéter mit einem konfo-
kalen Laserscanning Mikroskop untersucht (Abbildung 3.5A). Mitotische Zellen, bei denen
der Spindelapparat sichtbar war, wurden ausgezdhlt und der Prozentsatz der Zellen, die
einen Spindelapparat mit mehr als zwei Polen (,abnormaler” Spindelapparat) aufwiesen,
bestimmt. Nach dem Knock-down von FoxM1 durch zwei verschiedene Konstrukte (shR-
NA #1 und shRNA #2) hatten signifikant mehr mitotische Zellen einen abnormal aus-
gebildeten Spindelapparat (57.2% und 63.4%, alle p<0.05) als Wildtypzellen (3.2%) und
Zellen, die mit dem Kontrollvirus infiziert wurden (21.2%, Abbildung 3.5B). Desweiteren
wurde die subzelluldre Lokalisation und das Gesamtproteinlevel von CyclinB1 untersucht.
Translokation von CyclinB1 aus dem Zytoplasma in den Nucleus und ein Anstieg der Ge-
samtproteinkonzentration deutet auf einen Zellzyklusarrest im Ubergang zwischen Gy/M
hin (Castedo et al., 2004; Subramaniam et al., 2011), das zusammen mit einer Fehlbildung
des Spindelapparats auf das Auftreten der mitotic catastrophe hinweist. Knock-down von
FoxM1 fiihrte neben der Akkumulation von CyclinB1 im Nucleus (3.5C) zu einer gesteiger-
ten Expression von CyclinB1 (140 % und 150 %) im Vergleich zu den Kontrollen (Wildtyp
und Kontrollvirus, 3.5D).

3.3.4 Inhibierung von FoxM1 mit Siomycin A

Radhakrishnan et al. (2006) konnten zeigen, dass FoxM1 durch ein Thiazol, Siomycin A,
spezifisch inhibiert werden kann. Aus diesem Grund wurde im néchsten Schritt untersucht,
ob die Behandlung der Medulloblastomzelllinien mit Siomycin A einen dhnlichen Effekt
hat wie der Knock-down von FoxM1 mit lentiviralen Partikeln. Medulloblastomzelllinien
wurden mit steigender Konzentration von Siomycin A behandelt und die Effekte auf das
Proteinlevel von FoxM1 und die Zellviabilitdt bestimmt. Als stark proliferierende, niedrig
FoxM1 exprimierende Kontrolle, wurden HEK293T-Zellen verwendet.

Die Behandlung der Medulloblastomzelllinien mit Siomycin A fiihrte zu einer dosi-
sabhéngigen Reduktion des FoxM1-Proteinlevels. So bewirkte 10 uM Siomycin A in den
Zelllinien einen Riickgang des endogenen FoxM1-Level auf 54.25 % (Mittelwert, 3.6A) und
durch die Behandlung mit 20 uM Siomycin A sank das mittlere FoxM1-Level auf 42.50 %
des FoxM1-Niveaus von DMSO behandelten Zelllinien (Kontrolle). Die Zellviabilitét der
Medulloblastomzelllinien wurde analog zur Proteinkonzentration durch Siomycin A dosi-
sabhéingig inhibiert (3.6B). Die Abnahme der Zellviabilitdt war nur in Medulloblastomzell-
linien zu beobachten, nicht in HEK293T-Zellen. Diese Zelllinie, die eine niedrige endogene
FoxM1-Expression zeigte, konnte durch die Gabe von Siomycin A in ihrem Wachstum
nicht inhibiert werden, obwohl das FoxM1-Level erfolgreich herunterreguliert werden konn-
te. Hohe Konzentrationen von Siomycin A resultierten bei dem MTT-Test bei behandelten
Medulloblastomzelllinien in einer optischen Dichte (OD), die unterhalb der Start-OD lag
(OD<0) und zeigten somit einen Riickgang der Zellzahl an. Nachfolgend wurde per Western
Blot das Expressionsniveau des Apoptosemarkers Caspase3 caveqa bestimmt. Behandlung
der Medulloblastomzelllinien mit Siomycin A fiihrte zu einer Induktion der Expression von
Caspase3ceaved- Dieser Effekt war in HEK293T-Zellen nicht zu beobachten (3.6C).
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3.3.5 Siomycin A bewirkt eine Fehlbildung des Spindelapparats

Analog zu den Ergebnissen aus den Knock-down-Experimenten wurden Medulloblastom-
zellen untersucht um den Effekt von Siomycin A auf die Ausbildung des Spindelapparats
zu untersuchen. Hierfiir wurden wie in Kapitel 3.3.3 DAOY-Zellen mit a-Tubulin-GFP
transfiziert und auf Glasbodenplatten ausgesit. Die Zellen wurden nach mehreren Pas-
sagen (mindestens fiinf) mit Siomycin A behandelt und 16 h im Brutschrank inkubiert.
Dann wurde der Spindelapparat mitotischer Zellen mit einem konfokalen Laserscanning-
Mikroskop visualisiert und die Ergebnisse quantifiziert.

Zugaben von Siomycin A in das Medium der Medulloblastomzellen fithrte zu einer
signifikanten Steigerung von fehlgebildeten (,abnormaler” Spindelapparat) Spindelappa-
raten (32.6 %) gegeniiber DMSO behandelten Kontrollzellen (3.4 %, p<0.05, Abbildung
3.7A, B). Die Behandlung der Zellen mit DMSO hatte keinen signifkanten Effekt auf die
Ausbildung von normalen diplolaren Spindelapparaten in Bezug zu unbehandelten Zellen
(3.4 % vs. 3.2 %, p>0.05). Herunterregulation von FoxM1 mit 5 uM Siomycin A hatte den
selben Einfluss auf die subzellulére Lokalisation von CyclinB1 wie der Knock-down mit len-
tiviralen Partikeln. Auch hier fiithrte die 16-stiindige Behandlung mit 5 uM Siomycin A zu
einer Translokation von CyclinB1 (griin) vom Zytoplasma der Zelle in den Nucleus (blau)
von DAOY Medulloblastomzellen (Abbildung 3.7C). Ebenso konnte gezeigt werden, dass
nach der Behandlung von Medulloblastomzellen mit 5 uM Siomycin A eine um den Faktor
2.4 verstirkte Expression von CyclinB1 in Gesamtzelllysaten nachweisbar war (Abbildung
3.7D). Die Ergebnisse aus den Knock-down-Experimenten konnten durch die Behandlung
der Zellllinien mit dem spezifischen FoxM1-Inhibitor Siomycin A bestétigt werden. FoxM1
ist in witro wichtig fiir die Proliferation der Medulloblastomzellen und in den néchsten
Experimenten wurde die Funktion von FoxM1 in vivo untersucht.

Abbildung 3.5 (vorhergehende Seite): Auswirkung des Knock-downs von FoxM1 auf
die Ausbildung des Spindelapparats. Die Medulloblastomzelllinie DAOY wurde stabil
mit einem a-Tubulin-GFP (a-TUB-GFP) Konstrukt transfiziert und auf Glasbodenplatten
(MatTek Corp., Ashland, MA, USA) ausgesit. Die Morpholgie des Spindelapparats wur-
de mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) in Wildtypzellen,
mit Kontrollvirus (Mock Virus) und FoxM1-Knock-down-Virus (shRNA #1 und shRNA
#2) infizierten DAOY-Zellen visualisiert, Mafistab=10 pm (A). (B) Quantifizierung der
Daten aus (A) ergaben einen signifikant hoheren Anteil von mitotischen Zellen mit einem
abnormen Spindelapparat wenn FoxM1 herunterreguliert war (*, p<0.05). (C) Doppelim-
munfluoreszenzfarbung von DAOY-Zellen auf CyclinB1 (griin) und DAPI (blau). Nach dem
Knock-down von FoxM1 zeigten die Zellen eine Translokation von CyclinB1 vom Zytoplas-
ma in den Nucleus. Mafistab=20 um. (D) Herunterregulation von FoxM1 fiihrte zu einer
gesteigerten Expression von CyclinB1 Protein. Die Zahlen zeigen das Level von CyclinB1
relativ zur Kontrolle (Mock Virus). -Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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3.3.6 FoxM1 als mogliches Bindeglied zwischen Shh- und Wnt-
Signalweg

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchen mogliche Verbindungen zwischen den hoch kon-
servierten Signalwegen sonic hedgehog und Wnt bei verschiedenen Tumoren und in der
Entwicklungsbiologie Jenkins (2009); Kim et al. (2010); Ulloa et al. (2007); Alvarez-Medina
et al. (2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob auch FoxM1 bei dieser Fra-
gestellung eine Rolle spielt.

Als Modelllinie wurde DAOY verwendet, da bei dieser Zelllinie sowohl der Knock-down
mittels Lentiviren als auch die Behandlung mit Siomycin A den stérksten Effekt auf das
Proteinlevel von FoxM1 hatte (siche Kapitel 3.3.1 und Kapitel 3.3.4).

In der humanen Medulloblastomzelllinie DAOY wurde FoxM1 durch lentiviral vermit-
telten Knock-down oder durch die Behandlung mit Siomycin A herunterreguliert und im-
munohistochemisch die subzellulidre Verteilung von $-Catenin untersucht. S-Catenin ist ein
membranstindiges Protein, das bei der Aktivierung des Wnt-Signalwegs in den Nucleus
transloziert und dort als Transkriptionsfaktor die Aktivierung von Wnt-spezifischen Ge-
nen induziert. Abbildung 3.8A zeigt die Ergebnisse der Experimente. Wurde das Prote-
inlevel von FoxM1 bei der Medulloblastomzelllinie DAOY durch lentiviralen Knock-down
oder durch Siomycin A stark erniedrigt, erfolgte die Translokation von $-Catenin von der
Zellmembran in den Nucleus der Zelle. Die Quantifizierung der Daten ergab, dass die Be-
handlung der Zelllinie mit Siomycin A zu einem Anteil von 21.42 % Zellen mit nukleéren
p-Catenin fiihrt, wobei in der Kontrollbehandlung mit DMSO bei 0.93 % der Zellen -
Catenin im Zellkern zu finden war (p<0.001). Die Behandlung der DAOY-Zellen mit dem
unspezifischen Kontrollvirus (Mock Virus) hatte einen Anteil von 3.86 % der Zellen zur
Folge, bei denen nukleéres S-Catenin nachweisbar war. Eine Infektion der Zellen mit einem
spezifischen Knock-down-Konstrukt gegen FoxM1 ergab einen Anteil von 21.57 % Zellen
mit nukledren -Catenin (p<0.001, Abbildung 3.8B).

Als néchstes wurde die Frage untersucht, ob die Aktivierung des Wnt-Signalwegs bei hu-
manen Medulloblastomzelllinien eine Auswirkung auf die Proliferation hat. Hierfiir wurde
der Wnt-Signalweg bei den vier verwendeten Medulloblastomzelllinien durch die Trans-

Abbildung 3.6 (vorhergehende Seite): Behandlung von humanen Medulloblastom-
zelllinien mit Siomycin A. (A) Humane Medulloblastomzelllinien D425med, DAOY,
R300 und UW228 wurden mit zwei verschiedenen Konzentrationen von Siomycin A
(Sio 5 uM und Sio 10 uM) behandelt und das das resultierende FoxM1 Proteinlevel be-
stimmt. Die Proteinlevel wurden auf DMSO-behandelte Kontrollzellen (Kontrolle) norma-
lisiert. S-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. HEK293T-Zellen wurden als Nicht-
Medulloblastomzellen verwendet. (B) Die Zellviabilitit ging dosisabhingig mit steigen-
der Siomycin A-Konzentration in den Medulloblastomzelllinien zuriick, aber nicht in den
HEK293T-Zellen. Alle Medulloblastomzelllinien zeigten eine Expression von Caspase3 ieaved
(CASP3.) nach Behandlung mit Siomycin A. In HEK293T war keine Induktion zu beob-
achten (C). f-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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fektion mit einem Plasmid aktiviert (Abbildung 3.8C). Dieses Plasmid kodiert fiir eine
mutierte Form des $-Catenins, das in den Nucleus der Zelle translokiert und somit einen
aktivierten Wnt-Signalweg hervorruft. Als Kontrollzelllinie wurde die humane Magenkar-
zinomzelllinie AZ521 verwendet, die einen endogen aktivierten Wnt-Signalweg aufweist
(Tanaka et al., 2011). Die Transfektion der Zelllinie AZ521 mit dem Wnt-Plasmid hatte
zu keinem Zeitpunkt (24 h, 48 h, 72 h) einen Einfluss auf die Zellproliferation. 24 h nach
der Transfektion mit dem Wnt-Plasmid wurde bei allen vier verwendeten Medulloblastom-
zelllinien (D425med, DAOY, R300, UW228) im Vergleich zu einem Kontrollplasmid eine
signifikant verringerte Proliferationsrate mit dem MTT-Test gemessen (mittlere Zellviabi-
liltét=0.695, p<0.05). Die mittlere Proliferationsrate betrug 48 h nach der Transfektion
0.487 (p<0.001) und nach 72 h 0.431 (p<0.001).

Die Verwendung eines Agonisten des Wnt-Signalwegs ist eine weitere Moglichkeit, eine
Aktivierung des Signalwegs zu erreichen. Der Versuch wurde mit der Chemikalie 6BioX wie-
derholt, von der bekannt ist, dass die Behandlung zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs
fithrt (Tseng et al., 2006). Als Kontrolle wurde wieder die humane Magenkarzinomzelllinie
AZ521 verwendet. Steigende Konzentrationen von 6BioX hatten keinen Einfluss auf die
Proliferationsrate dieser Zelllinie, bei der endogen der Wnt-Signalweg aktiviert ist. Eine
Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch steigende Konzentrationen von 6BioX hatte bei
allen vier untersuchten Medulloblastomzelllinien eine dosis-abhéngige Inhibierungen der
Zellproliferation zur Folge (alle p<0.05).

Abbildung 3.7 (vorhergehende Seite): Siomycin A bewirkt eine Fehlbildung des Spin-
delapparats. Die Medulloblastomzelllinie DAOY wurde stabil mit einem a-Tubulin-GFP
(a-TUB-GFP)- Konstrukt transfiziert und auf Glasbodenplatten (MatTek Corp., Ashland,
MA, USA) ausgesit. Der Spindelapparat mitotischer Zellen wurde mit einem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) erfasst. Bilder wurden von Wildtypzellen
(Unbehandelt), DMSO-behandelten Kontrollzellen (DMSO) und von mit 5 pM Siomycin A
behandelten Medulloblastomzellen aufgenommen ((A), Mafistab=10 um). Nach der Her-
unterregulation von FoxM1 durch 5 uM Siomycin A zeigten signifikant mehr mitotische
Zellen eine Fehlbildung des Spindelapparats als Kontrollzellen (*; p<0.05, (B). (C) Dop-
pelimmunfluoreszenzfarbung von DAOY-Zellen auf CyclinB1 (griin) und DAPT (blau). Be-
handlung der Zellen mit Siomycin A fithrte zu einer Translokation von CyclinB1 vom
Zytoplasma in den Nucleus. Mafistab=20 um. (D) Nach Zugabe von Siomycin A expri-
mierten die Zellen vermehrt CyclinB1. Die Zahlen zeigen das Level von CyclinB1 relativ
zur Kontrolle (DMSO). §-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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Abbildung 3.8: Die Inhibierung von FoxM1 in Medulloblastommodellen aktiviert
den Wnt-Signalweg. FoxM1 wurde in der Medulloblastomzelllinie DAOY mit lentivira-
len Partikeln (siFox) oder mit 5 pM Siomycin A (Sio) inhibiert und die Zellen nach der
Behandlung auf g-Catenin gefiarbt. Inhibierung von FoxM1 fiihrte zur Translokation von
p-Catenin in den Nucleus (A). (B) Die Quantifizierung der Daten aus (A) zeigt einen
signifikant hoheren Anteil von Medulloblastomzellen, die §-Catenin im Nucleus aufwie-
sen. Sowohl eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch transiente Transfektion mit einem
BCat-Plasmid (C), als auch eine Behandlung der Medulloblastomzellen D425med, DAOY,
R300 und UW228 mit dem Wnt Agonisten 6BioX fiihrte zu einer Verringerung der Zell-
viabilitat. Als Wnt-insensitive Kontrollzelllinie wurde die Kolonzelllinie AZ521 verwendet.

(*, p<0.05; *** p<0.001)
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3.4 In vwo-Experimente zur Funktion von FoxM1 in
murinen Medulloblastomen

Die erzielten in vitro Ergebnisse deuteten darauf hin, dass FoxM1 eine wichtige Rolle im
Wachstum und in der Progression von Medulloblastomen spielt. Die Ergebnisse sollten nun
in vivo bestétigt werden. Dazu wurde ein etabliertes Mausmodell des Shh-abhéngigen Me-
dulloblastoms verwendet. Diese transgene Maus tragt an Postition 535 eine Punktmutation
im Smo-Gen, was zu einer konstitutiven Aktivierung des Shh-Signalwegs fithrt. Wenn diese
Aktivierung in hGFAP- oder Math1-gefatemappten Zellen stattfindet, entwickelt die Maus
ein Medulloblastom, an dem sie dann letztendlich verstirbt (Schiiller et al., 2008).

3.4.1 Einfluss von FoxM1 auf das Uberleben von hGFAP-cre::
SmoM2V/+-Miusen

Zur Untersuchung des Einflusses von FoxM1 wurden dreifach transgene Mé&use generiert,
die zuséatzlich zu der konstitutiven Aktivierung des Shh-Signalwegs einen Cre-vermittelten
Knock-out von FoxM1 ermoglichten. Der Gesundheitszustand dieser Mause wurde téglich
kontrolliert und nach dem Versterben der Mause wurde das Cerebellum bzw. das Medullo-
blastom préapariert.

Abbildung 3.9A zeigt die Uberlebenskurven, die mit der Methode nach Kaplan und
Meier (Kaplan and Meier, 1958) generiert wurde. Die mittlere Uberlebensdauer der beiden
Gruppen (Fozm1/* n=16) und (Fozm1/#, n=15) lag bei beiden Kohorten bei 13.0 Tagen,
wobei zwischen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied bestand (p=0.5569). 100 %
der transgenen Méause entwickelten hierbei ein Medulloblastom, an dem auch alle Mause
verstarben.

Zur Kontrolle des Knock-outs von FoxM1 wurde die Rekombination des Form1 Allels in-
nerhalb der Tumoren kontrolliert. Hierfiir wurde gDNA aus den Medulloblastomen isoliert
und per PCR der Genotyp bestimmt. Die erwarteten Gréflen der amplifizerten Produkte
waren 284 bp (Wildtyp), 318 bp (gefloxtes Allel) sowie 400 bp (Nullallel). Die gebildeten
Tumoren wiesen nur eine unvollstindige Rekombination von Foxrm! auf (Abbildung 3.9B,
was durch die verbliebene Bande bei 318 bp im homozygoten Knock-out verdeutlicht wur-
de. Ferner wurde das Expressionslevel von FoxM1-Protein der Tumoren im Western Blot
bestimmt. Bei vollstéandigem Knock-out des Gens sollte auf dem zugehorigen Western Blot
kein Protein mehr zu finden sein. In allen untersuchten Tumoren war jedoch noch FoxM1
nachweisbar (47.8 % und 63.9 % in Bezug zu Kontrolltumoren, Abbildung 3.9C).

In allen untersuchten Tumoren war aufgrund der unvollstdndigen Rekombination bei-
der Foxm1 Allele noch FoxM1 vorhanden und es konnte keine Wachstumsinhibierung fest-
gestellt werden. Ein Riickschluss auf die Bedeutung von FoxM1 fiir das Wachstum des
murinen Medulloblastoms konnte deshalb nicht gezogen werden.
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Abbildung 3.9: Einfluss von FoxM1 auf das Uberleben von hGFAP-
cre::SmoM2%/*-Miusen. (A) Das Uberleben von hGFAP-cre:SmoM2"*-Miusen
(n=16) wurde durch Kaplan-Meier-Analysen untersucht. Der homozygote Knock-out von
FoxM1 (Form 1V n=15) hatte keinen signifikanten Effekt auf das Uberleben (p=0.5569).
(B) Entstandene murine Medulloblastome wurden mittels PCR auf erfolgte Rekombina-
tion untersucht. Die amplifizierten Produkte zeigten, dass Form! in den Tumoren nur
unvollstindig rekombiniert wurde. Expression von FoxM1-Protein in den transgenen Tu-
moren wurde durch Western Blot analysiert. Fozm - Tumoren exprimierten weiterhin

FoxM1-Protein (47.8 % und 63.9 % der Kontrolltumoren, (C)).
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3.4.2 Akuter Knock-out von FoxM1 in priméren Medulloblastom-
kulturen

Da FoxM1 nicht langfristig aus den Tumoren entfernt werden konnte, wurde der direkte Ef-
fekt des Verlustes von FoxM1 in Medulloblastomen untersucht. Hierfiir wurden Priméarkul-
turen von P5-Méiusen gemif Kapitel 2.6.2 angelegt. Medulloblastomzellen von SmoM2%*
Form 1+~ bzw. SmoM2V* Foxm 1"/f-Mausen wurden kultiviert und mit lentiviralen Parti-
keln, die eine Expressionssequenz fiir eine Cre-Rekombinase tragen, infiziert. Die Prolifera-
tionsrate der Tumorzellen konnte nach einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen GFP,
das alle erfolgreich infizierten Zellen anzeigt, und BrdU ausgezdhlt werden.

Fiir die Bestimmung der Proliferationsrate der Tumorzellen wurden diese in 24well-
Platten ausgesédt und mit Lentivirus infiziert. Diese Lentiviren kodieren fiir eine GFP-
Sequenz, weswegen die virusinfizierten Zellen direkt unter dem Immunfluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht werden konnten. Die Proliferationsrate konnte durch ein Labelling mit
BrdU ermittelt werden. Hierfiir wurde dem Medium eine definierte Menge BrdU zugesetzt,
das die Zellen aufnahmen. BrdU ist ein Basenanalogon von Thymidin und wurde anstelle
dieses Nukeosids bei der Neusynthese der DNA verwendet. Da die Neusynthese von DNA
nur wihrend der S-Phase des Zellzyklus stattfindet, konnte nach immunhistochemischem
Nachweis direkt auf die Proliferationsrate der Zellen geschlossen werden.

Abbildung 3.10A zeigt das typische Ergebnis der Genotypisierung von SmoM2¥*
Form1/*- baw. SmoM2V* Form 1"/A-Mzusen, die fiir die Experimente verwendet wurden.
Méuse wurden an P5 prapariert und es wurden adherente Tumorzellkulturen angelegt.
Nachdem die Zellen mit Cre-exprimierenden Lentiviren infiziert worden waren, konnten
diese BrdU-gepulst werden, um den akuten Effekt des vollstéindigen Knock-outs von FoxM1
auf die Proliferationsrate bestimmen zu konnen. Abbildung 3.10B zeigt die charakteristi-
schen Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen. Alle GFP*-Zellen wurden erfolgreich
mit Virus infiziert und alle BrdU"-Zellen befanden sich in der S-Phase des Zellzyklus, als

die Kultur fixiert wurde. Die fluoreszierenden Zellen wurden ausgezahlt und der Quotient

BrdUtGFP*Tumorzellen
GFP+Tumorzellen [%] bereChne_t' ) o ) )
In der Kontrollbedingung mit einem Lentivirus, der nur GFP, aber kein Cre expri-

miert und somit keine Rekombination von FoxM1 ermoglichte, befanden sich 19.9 %
(SmoM2V/* Foxm1/+) oder 22.5 % (SmoM2"* Foxm1"/# p>0.05) der infizierten Zelle in
der S-Phase des Zellzyklus. Wurde durch eine Rekombination des mutierten SmoM2-Allels
zusétzlich der endogene Shh-Signalweg konstitutiv aktiviert ohne dass FoxM1 vollstindig
verloren ging (SmoM2%"/* Form1#/*), stieg der Anteil der proliferierenden Zellen auf 36.2 %
signifikant an (p<0.001). Wenn zusétzlich FoxM1 komplett aus den Zellen deletiert wur-
de (SmoM2"* Foxm1"/f), deren endogener Shh-Signalweg aktiviert worde war, sank der
Anteil der BrdU-infizierten Tumorzellen signifikant auf 12.2 % ab (p<0.001). Es konnte
ein akuter Effekt des Verlustes von FoxM1 auf Shh-abhédngige Medulloblastome gezeigt
werden. Eine weitere Technik, um einen Knock-out eines gefloxtes Genes zu erzielen, ist
die Injizierung von Lentiviren, die zu der Expression von Cre-Rekombinase fiihren.
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3.4.3 Injektion lentiviraler Partikel

Als Medulloblastommodell diente die Linie Mathl-cre::SmoM2%#. Tiere dieser Linie ha-
ben eine mittlere Uberlebenszeit von 28 Tagen und versterben an einem Medulloblastom.
Zum Knock-out von FoxM1 wurden den Mausen an P14 intrakraniell lentivirale Partikel,
die shRNA-Sequenzen fiir FoxM1 kodieren, injiziert und es wurde die anschlieBende Uber-
lebenszeit beobachtet.

Die Effektivitat der lentiviralen Partikel wurde an murinen SJMM4-Zellen in vitro be-
stimmt. Diese Zelllinie wurde 2003 aus einem murinen Medulloblastom etabliert (Li et al.,
2003). Die Zellen wurden mit Lentiviren infiziert und die Proliferation mittels MTT-Test
gemessen.

Die Wirksamkeit des Knock-outs von FoxM1 bei der murinen Medulloblastomzelllinie
SJMM4 zeigt Abbildung 3.11A. Der Knock-out von FoxM1 wurde mit zwei verschiedenen
RNAi-Sequenzen durchgefithrt (mshRNA #1 und mshRNA #2) und der Effekt relativ
zur unspezifischen RNAi-Sequenz berechnet. Nur die Transduktion der Zellen mit einer
Sequenz, mshRN #1, hatte eine signifikante Reduktion der Proliferation um 25 % zur
Folge (p=0.038). Der Knock-down von FoxM1 im murinen System mit der anderen Se-
quenz, mshRNA #2, hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation der Zellli-
nie (p=0.20).

Im néchsten Schritt wurden die lentiviralen Partikel in vivo angewendet. Hierfiir wur-
den Miuse des Genotyps Mathl-cre::SmoM2%+ an Postnataltag 14 mit den beiden len-
tiviralen Knock-out-Konstrukten behandelt und es wurde das Uberleben der Miuse be-
obachtet. Als Kontrolle wurden diese Miuse, bei denen 100 % ein Medulloblastom ent-
wickeln und daran versterben, ein Lentivirus injiziert, das fiir eine unspezifische Sequenz
kodiert (mittleres Uberleben 31.5 Tage). Die Effekte der lentiviralen Partikel in vivo zeigt
Abbildung 3.11B. Das Uberleben von Mathl-cre:: SmoM2%/*-Mausen, die mit dem Knock-
out-Konstrukt mshRNA #2, das auch in vitro keine signifikante Reduktion der SJMM4-
Zelllinie erzielen konnte, behandelt wurden, unterschied sich nicht signifikant von dem
der Kontrollméuse (mittleres Uberleben 33.0 Tage, p>0.05). Diejenigen Miuse, denen das
Konstrukt mshRNA #1 an P14 injiziert wurde, iiberlebten signifikant linger als die kon-

Abbildung 3.10 (vorhergehende Seite): Akuter Verlust von FoxM1 vermindert
die Proliferationsrate von Medulloblastomtumorzellen. (A) Méiuse wurden fiir
Foxm1 genotypisiert und dichotomisiert in SmoM2¥* Foxm1V/* (#1, #2, #4, #5) und
SmoM2V* Form1%/7 (#3, #6), NK=Negativkontrolle, 100bp=CGréfenmarker. (B) Murine
Tumorzellen wurden mit Lentiviren, die nur GFP exprimieren (Kontrollvirus, IRES-GFP)
oder mit Cre-Rekombinase und GFP-exprimierenden Lentiviren (Cre-IRES-GFP) infiziert
und anschliefend mit BrdU gepulst. Nach der Fixierung der Zellen wurden diese immun-
fluoreszent gefarbt, Mafistab=50 um. (C) Die Quantifizierung der Daten aus (B) ergab
signifikant mehr proliferierende Tumorzellen, wenn konstitutiv der Shh-Signalweg aktiviert
wurde (*** p<0.001). Wenn zusétzlich Form1 aus dem System entfernt wurde, sank die
Proliferationsrate signifikant ab (***, p<0.001).
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Abbildung 3.11: Effekt von lentiviral vermitteltem Knock-down von FoxM1 im
murinen Medulloblastom. (A) Der Knock-down von FoxM1 (mshRNA #1 und mshR-
NA #2) in murinen SJMM4-Medulloblastomzellen fiithrt zur Abnahme der Zellviabilitit bei
Konstrukt mshRNA #1, nicht aber bei Konstrukt mshRNA #2 (*) p<0.05, n.s., p>0.05).
Die Injektion der Lentiviren in den IV. Ventrikel von P14 Mathl-cre::SmoM2%* Miusen
fiilhrt zur Verldngerung der mittleren Uberlebenszeit bei Verwendung von Konstrukt mshR-
NA #1. Die Injektion von Konstrukt mshRNA #2 hatte keinen EinfluB auf die Uberlebens-
zeit der transgenen Mause (* | p<0.05, n.s., p>0.05).
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trollbehandelten Miuse (mittleres Uberleben 36.0 Tage, p<0.05). Dieses Konstrukt war
auch in vitro bei SJMM4 Zellen wirksam.

3.4.4 Effekt von Siomycin A bei Xenograftmodellen

Eine weitere Moglichkeit um das Tumorwachstum in vivo zu untersuchen, ist die Verwen-
dung von Xenograftmodellen an NMRI-nu/nu-Mausen. Die Inokulation der in wvitro an-
geziichteten Tumorzellen erfolgte dabei subkutan beidseitig in die Flanke der M&ause. Nach
erfolgreichem Anwachsen der bilateral eingebrachten Tumoren wurde mit der Therapie be-
gonnen. Die Méduse wurden zuféllig in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe (Siomycin A)
wurde alle zwei Tage mit einer Dosis von 50 mg/kg Siomycin A behandelt, der anderen
Gruppe (Vehikel) wurde ein entsprechendes Volumen Kontrollsubstanz injiziert. Das Volu-
men der Tumoren wurde regelméiBig erfasst und bei Erreichen einer Gréfie von 1500 mm?
wurde die Maus aus dem Versuch entnommen.

Abbildung 3.12A zeigt die gemessenen Tumorgrofien. In der Kontrollgruppe (n=8) wur-
de bei einer mittleren Tumorgréfie von 245.0 mm?® mit der Behandlung begonnen. Die
Tumoren, die mit Siomycin A behandelt wurden (n=8), wiesen eine mittlere Gréfie von
207.6 mm?® bei Beginn der Behandlung auf. Insgesamt wurde iiber einen Zeitraum von 18
Tagen behandelt und die Tumorgrofle erfasst. An Tag 10 nach Beginn der Behandlung wur-
de eine Maus aus der Kontrollgruppe entnommen, da der Tumor eine Gréfie von 1521 mm?
erreicht hatte und somit das Abbruchkriterium erreicht hatte. Abbildung 3.12B zeigt die
mittleren Tumorgrofen an den Messtagen. Es wurden lineare Regressionsgeraden fiir die
zwei Gruppen erstellt und mittels F-Test der Unterschied der Steigungen der Geraden be-
rechnet. Beide Steigungen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p>0.05). Da an
Tag 10 eine Maus aus der Kontrollgruppe entnommen werden musste, wurden fiir eine neue
Berechnung der Regressionsgeraden nur die Messwerte bis einschliefilich Tag 10 verwendet
(Abbildung 3.12C). Wurden nur die ersten vier Messwerte verwendet, unterschieden sich
die beiden Regressionsgeraden signifikant voneinander (p<0.05).

3.4.5 Interaktion von FoxM1 und Wnt

Seit kurzem ist bekannt, dass FoxM1 ein moglicher Interaktionsparter des Wnt-Signalwegs
in vivo darstellt (Zhang et al., 2011; Balli et al., 2011). Ebenso lassen die in dieser Arbeit
erzielten in vitro-Ergebnisse diesen Riickschluss zu. Daher wurde der Einfluss von FoxM1
auf den Wnt-Signalweg bei Medulloblastomen untersucht. Hierfiir wurden Kulturen von iso-
lierten murinen Medulloblastomen ex vivo angelegt und die Aktivitat des Wnt-Signalwegs
nach dem lentiviral vermittelten Knock-out von FoxM1 untersucht.

Basierend auf den Ergebnisse aus Kapitel 3.3.6, die in vitro erzielt wurden und vermuten
lassen, dass FoxM1 eine mogliche Verbindung zwischen dem sonic hedgehog-Signalweg und
dem Wnt-Signalweg darstellt, wurde diese Funktion ez vivo untersucht.

Zu diesem Zeck wurden Primérkulturen von P5-Mé&usen nach Kapitel 2.6.2 angelegt.
Medulloblastomzellen des Genotyps Form1¥*SmoM2¥* bzw. Foxm1VfSmoM2V+ wur-
den kultiviert und mit Lentiviren infiziert. Diese Lentiviren fithren zur einer Transforma-
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Abbildung 3.12: Tumorentwicklung im Xenograftmodell nach Gabe von Siomy-
cin A. NMRI-nu/nu-Mé#usen wurden humane Medulloblastomzellen subkutan implantiert
und bei einer erreichten Tumorgréfie von 200 mm? mit der Behandlung mit Siomycin A
begonnen. (A) zeigt die einzelnen gemessenen Tumorgréfen in der Kontrollgruppe (n=8,
schwarz) und in der mit Siomycin A behandelten Gruppe (n=8, rot) iiber den gesam-
ten Zeitraum von 18 Tagen. (B) Aus den Daten von (A) wurden die Regressionsgeraden
der beiden Gruppen berechnet und verglichen. Beide Wachstumskurven unterscheiden sich
nicht signifikant, p=0.6885. (C) Werden die Regressionsgeraden nur aus den Mefiwerten
bis zum Behandlungstag 10 berechnet, inhibiert Siomycin A signifikant das Wachstum der
Medulloblastom-Xenograften, p=0.0315.
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Abbildung 3.13: Der Verlust von FoxM1 im murinen Medulloblastom fiihrt zur
Aktivierung des Wnt-Signalwegs. Murine Tumorzellen wurden mit Cre-Rekombinase-
exprimierenden Lentiviren infiziert und es wurden die Expressionsniveaus verschiedener
Zielproteine des Wnt-Signalwegs mittels qRT-PCR gemessen. Der homozygote Verlust von
Foxm1 fiihrte zu einer Abnahme der Expression von FoxM1-mRNA auf 0.17 der heterozy-
goten Kontrollkondition. Ebenso sank die Expression von Sfrp! auf 0.05 ab. Die Expression
der Wnt-Zielgene Azin2 und DKK1 erhohte sich auf das 5.9- und 3.5-fache bei dem homo-
zygoten Verlust von FoxM1; * | p<0.05.

tion der infizierten Zellen zu Medulloblastomzellen iiber die konstitutive Aktivierung des
sonic hedgehog-Signalwegs. Gleichzeitig kann der Effekt des homozygoten Knock-out von
FoxM1 in den Tumorzellen mit der Kontrolle, dem heterozygoten Knock-out von FoxM1,
verglichen werden.

Da mehrere Gene gleichzeitig untersucht wurden, wurde das jeweilige Expressionsni-
veau des Gens mit der quantitativen Real-time PCR (qRT-PCR) bestimmt (Abbildung
3.13. Als Kontrolle des erfolgreichen Knock-out von Formi1 wurde das Expressionslevel
von FoxM1 der Tumorzellen ermittelt. Tumorzellen mit einem homozygoten Knock-out
von FoxM1 (Cre:: Form 1 SmoM2"*) exprimierten signifikant weniger Fozm! mRNA als
Tumorzellen mit heterozygotem Knock-out (Cre:: Form1™/*SmoM2%* 0.17, p<0.05). Als
mogliches down-stream target von FoxM1 wurde die Expression von Sfrp1, einem Inhibi-
tor des Wnt-Signalwegs, untersucht. In silico Analysen ergaben, dass sich in der -10kb-
Promotorregion von Sfrpl eine mogliche Bindestelle von FoxM1 befindet. Die Expression
von Sfrpl sank nach dem homozygoten Knock-out von Form1 auf 0.05 der Kontrollexpres-
sion signifikant ab (p<0.05). Fiir den Nachweis der Aktivierung des Wnt-Signalwegs wurde
das Expressionsniveau zweier verschiedener Zielgene des Wnt-Signalwegs analysiert. Beide
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Gene wurden nach dem Knock-out von Form1 durch die Tumorzellen stark iiberexprimiert
(Azin2 5.92-fach und Dkk1 3.53-fach, alle p<0.05).



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Bedeutung von FoxM1 als prognostischer Marker

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass FoxM1 vom humanen Medulloblastom stark
exprimiert wird. Zudem konnte an einer kleinen Patientenkohorte von 43 Medulloblasto-
merkrankten immunhistochemisch die prognostische Bedeutung des Expressionsniveaus
von FoxM1 belegt werden. Dieser Befund konnte an einem unabhéngigen Testset von
130 Medulloblastomen bestétigt werden. Hierbei wurden Expressionsdaten aus Microarray-
Studien ausgewertet.

AuBerdem wurde die funktionelle Bedeutung von FoxM1 sowohl in vitro als auch in vivo
fiir das Medulloblastom analysiert. FoxM1 scheint eine wichtige Rolle fiir das Wachstum
des Tumors zu haben und kann somit als mogliches Zielprotein fiir die Therapie des Me-
dulloblastoms dienen. Hierfiir wurden erste Untersuchungen mit dem Thiazol Siomycin A
durchgefiihrt, das einen spezifischen Inhibitor von FoxM1 darstellt.

Die Uberlebensrate von Patienten mit Medulloblastom stellt sich sehr heterogen dar.
Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von Neugeboren mit metastasierendem Medulloblastom
liegt bei nur 20-40 %, bei Erwachsenen mit nicht-metastasierendem Medulloblastom da-
gegen bei iiber 80 % (Crawford et al., 2007). In der Literatur wird die Fiinf-Jahres-Uber-
lebensrate unabhingig von Alter und Metastasenstatus des Patienten mit ungefahr 66 %
angegeben (Gatta et al., 2009). Allerdings ist anzumerken, dass das Medulloblastom von der
World Health Organisation als Grad IV-Tumor klassifiziert ist (Louis et al., 2007), und so-
mit die Therapie auch Radio- und multimodale Chemotherapie umfasst (Evans et al., 1990;
Taylor et al., 2003; Weiss and Hess, 1999). Das fiihrt einerseits idealerweise zum Uberleben
des Patienten, kann andererseits aber auch schwere Nebenwirkungen verursachen (Duffner
et al., 1993). Besonders Patienten mit weniger aggressiv wachsenden Medulloblastomen
leiden dann unter einer ,, Ubertherapie® (Taillibert et al., 2004). Als . Ubertherapie“ wird
eine Therapie dann bezeichnet, ,,...wenn es unwahrscheinlich ist, dass durch sie im Ver-
gleich zur Nichttherapie oder einer anderen Therapie eine Lebensverlingerung und/oder
Verbesserung der Lebensqualitét erzielt werden kann.“ (Wedding et al., 2008).

Die Identifizierung von weniger aggressiven Medulloblastomen und somit eine gezielte
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Therapieplanung ist daher eine wichtige Aufgabe der klinischen Forschung. Erste Erfolge
konnten darin bereits erzielt werden. So konnten Cho et al. (2010) aggressive Medullobla-
stome anhand des Transkriptoms des Tumors sicher identifizieren. Allerdings beruhen diese
Ergebnisse auf globalen Genexpressionsstudien, und die Anzahl prognostischer Marker, die
schnell und zuverldssig an FFPE-Proben (formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Bi-
opsien) durchgefithrt werden konnen, ist sehr beschrankt. Beispielsweise ist die nukleére
Lokalisation von S-Catenin ein bekannter Marker fiir Medulloblastome (Ellison, 2010). Au-
Berdem wird der allgemeine Proliferationsmarker Ki67 fiir die Einschétzung des Tumors
benutzt (Ramachandran et al., 2002; Deckert et al., 1989; Moschovi et al., 2011). Die
Verwendung von Ki67 hat allerdings Einschrinkungen. Nodulare Medulloblastome zeigen
beispielsweise eine Expression von Ki67 hauptséchlich im Internodularraum und nicht im
gesamten Tumor (Suresh et al., 2004). AuBerdem wurde bei jungen Frauen wurde nachge-
wiesen, dass der Proliferationsindex von Ki67 vom Zyklus abhéngig ist (Garcia y Narvaiza
et al., 2008).

Bisher sind die Moglichkeiten einer immunhistochemischen Einschétzung von Medullo-
blastomen an FFPE-Proben unbefriedigend. Standardméfig werden in der Klinik Tumor-
biopsien durchgefiihrt und das gewonnene Gewebe zu FFPE-Proben prozessiert. Die Ent-
wicklung und Evaluierung von prognostischen Markern, die an FFPE-Proben nachweisbar
sind, bieten ein grofles Potential.

Der immunhistochemische Nachweis von FoxM1 konnte an FFPE-Proben von Medullo-
blastomen schnell und zuverlissig durchgefithrt werden. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
der untersuchten Patientenkohorte, die insgesamt 41 Fille beinhaltete, lag bei circa 60 %.
Dieser Wert stimmt gut mit der Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit Medullo-
blastom, der in der Literatur beschrieben mit circa 66 % angegeben wird, iiberein (Gatta
et al., 2009).

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit an einer Patientenkohorte nachweisen, dass
FoxM1 schnell, einfach und zuverléssig an FFPE-Proben nachweisbar ist. Ebenso korreliert
das Expressionsniveau von FoxM1 mit dem Uberleben des Patienten und kann somit zur
Einschétzung der Agressivitdt des Tumors verwendet werden.

Die prognostische Bedeutung des Labelingindex bzw. des Expressionsniveaus von FoxM1
konnte an zwei unterschiedlichen und unabhéngigen Patientenkohorten nachgewiesen wer-
den. Die erzielten Ergebnisse decken sich mit den Befunden an anderen Tumoren. FoxM1
wurde als prognostischer Marker bei Gliomen (Liu et al., 2006), Lungenkrebs (Yang et al.,
2009) und malignen Nervenscheidentumoren (Yu et al., 2011) beschrieben. Die Expression
von FoxM1 in beiden untersuchten Patientenkohorten war sowohl vom Alter als auch vom
Geschlecht des Patienten unabhéngig.

Zusammenfassend lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass FoxM1 somit einen inter-
essanten Kandidaten darstellt, der als prognostischer Marker an FFPE-Proben zuverléssig
nachweisbar ist. Im Medulloblastom spiegelt sich im Expressionsniveau von FoxM1 die
Agressivitit des Tumors und somit die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten wieder.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten in einem grofieren Patientenkollektiv validiert werden,
um das Potential von FoxM1 als Marker fiir die Therapieplanung in der Klinik besser
einschétzen zu konnen.
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4.2 Zellulire Funktion von FoxM1

Schiiller et al. (2007) konnten an unterschiedlichen Mausmodellen nachweisen, dass sich das
Kleinhirn trotz des Fehlens von FoxM1 normal entwickelt. Ebenso war ein Befund ihrer
Arbeit, dass die Kornervorlauferzellen des Kleinhirns auch ohne FoxM1 normal proliferieren
(Schiiller et al., 2007). Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass das Fehlen von FoxM1 bei Medulloblastomzellen zu einem Proliferationsstopp und zur
Induktion von Caspase-abhéingiger Apoptose fiihrt.

Die Entwicklung von Tumoren wird auf ungleiche Regulation von Signalen, die fiir
Zellwachstum und -tod verantwortlich sind, zuriickgefiihrt (Evan and Vousden, 2001). Ein
wichtiger Punkt zur Bekdmpfung der Tumorzellen ist die Induktion des programmierten
Zelltods, der Apoptose (Jacobson et al., 1997; Thompson, 1995).

Die spezifische Inhibierung von FoxM1 mittels shRNA fiihrte zur Induktion von Caspase-
abhéngigen Apoptose. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass fiir das Medulloblastom
die Expression von FoxM1 essentiell ist, da in Kontrollzellen der Knock-down von FoxM1
keine funktionelle Wirkung hatte. Als Kontrollzellen wurden HEK293T-Zellen verwendet,
transformierte humane embryonale Nierenzellen (Shein and Enders, 1962).

Fiir die Behandlung von Patienten mit spezifischen Inhibitoren von FoxM1 stellt die
alleinige Wirkung auf transformierte Tumorzellen eine wichtige Vorraussetzung dar. In
der normalen Kleinhirnentwicklung wird das Fehlen von FoxM1 durch andere Faktoren
kompensiert (Schiiller et al., 2007). Somit ist diese Vorraussetzung erfiillt.

Ein Kandidat, der die Expression von FoxM1 spezifisch inhibieren kann, ist das Thiazol
Siomycin A (Radhakrishnan et al., 2006). Seit 2007 wird es als potentielles Therapeutikum
fiir Patienten mit Tumoren, die in hohem Mafle FoxM1 exprimieren, diskutiert (Adami and
Ye, 2007). Siomycin A wurde in einem humanen Brustkrebs-Xenograftmodell erfolgreich
eingesetzt und konnte auch in vivo eine potentielle Wirkung gegen Brustkrebs besitzen
(Halasi et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit bisher verwendeter Chemotherapeu-
tika an Medulloblastomzelllinien untersucht. Sowohl Vincristin als auch Cisplatin konnten
erfolgreich die Proliferation der Zelllinien inhibieren. Die Wirksamkeit beider Chemothe-
rapeutika war unabhéngig vom Proteinlevel von FoxM1. Somit stellt FoxM1 somit ein
neues Ziel der Therapie dar. Medulloblastome konnen schnell Resistenzen gegen Chemo-
therapeutika entwickeln (Yauch et al., 2009). Beispielsweise konnte ein Inhibitor von Smo,
GDC-0449, erfolgreich bei einem Patienten mit Medulloblastom eingesetzt werden (Rudin
et al., 2009). Nach kurzer Zeit trat bei diesem Patienten jedoch ein resistentes Tumorrezidiv
auf, was letztendlich zum Tod des Patienten fithrte (Metcalfe and de Sauvage, 2011). Die
Resistenz des Tumors gegen das Chemotherapeutikum war durch eine Punktmutation des
Zielmolekiils bedingt (Metcalfe and de Sauvage, 2011). Dies zeigt die Notwendigkeit einer
Kombinationstherapie mit moglichst unterschiedlichen Zielmolekiilen auf. Bei der Verwen-
dung unterschiedlicher Ziele in der Therapie wird die Wahrscheinlichkeit einer Resistenz
gesenkt.

FoxM1 ist an einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt (Koo et al., 2012). So ist
FoxM1 beispielsweise ein klassischer Regulator des Zellzyklus (Laoukili et al., 2005; Wang
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et al., 2005; Wierstra and Alves, 2007b). Es ist auch an der Bildung von Oberflichenprote-
inen beteiligt (Kalin et al., 2008) und ist wichtig bei der Differenzierung und bei DNA-
Reparaturprozessen (Wang et al., 2009a). Durch die Regulation von c-Jun-N-terminal-
Kinase (JNK1) wirkt sich FoxM1 auf die Migration aus (Wang et al., 2008a). Es ist
ebenso bei der Angiogenese involviert (Wang et al., 2007). Es ist auch direkt am Ostrogen-
Signalweg bei Brustkrebs beteiligt (Millour et al., 2010). Desweiteren kann FoxM1 durch die
direkte Regulation von Cyclooxygenase 2 (Cox2) die Prostaglandin-Synthese und Inflam-
mationsprozesse beeinflussen (Wang et al., 2008b). Auch an Rekrutierungsprozessen von
Makrophagen ist es beteiligt (Ren et al., 2010). Seine Uberexpression fithrt zur Promoter-
Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen (Teh et al., 2012).

In Medulloblastomzelllinien konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass
FoxM1 wichtig fiir die Ausbildung eines bipolaren Spindelapparats ist. Wurde FoxM1 in
den Zellen erfolgreich inhibiert, erfolgte in der M-Phase eine abnormale Chromosomenver-
teilung auf die Tochterzellen. Dies war in einer fehlerhaften Ausbildung des Spindelapparats
begriindet. Es folgte ein Zellzyklusarrest in der M-Phase, da eine korrekte Chromatidver-
teilung nicht stattfinden konnte. Der Arrest in der M-Phase konnte durch eine nucleére Lo-
kalisation und eine Uberexprimierung von Cyclin B1 charakterisiert werden (Brandeis and
Hunt, 1996; Wolf et al., 2006). Dieser Arrest fiithrte zur Induktion der , caspase-dependent
mitotic catastrophe®, die zum Tod der Zelle fithrt (Vakifahmetoglu et al., 2008).

Neben der Inhibierung von FoxM1 durch Siomycin A konnte auch durch den Knock-out
mittels siRNA eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs erzielt werden. Neueste Forschungser-
gebnisse lassen vermuten, dass FoxM1 fiir die Aktivierung des Wnt-Signalwegs in Tumoren
eine Rolle spielt (Abla et al., 2012; Balli et al., 2011; Zhang et al., 2011). Dies stellt einen
wichtigen Befund dar, da die Aktivierung des Wnt-Signalwegs in Kornervorldauferzellen, die
eine Zellpopulation darstellen, aus der das Medulloblastom hervorgehen kann (Grammel
et al., 2012; Schiiller et al., 2008), eine proliferationshemmende Wirkung hat (Lorenz et al.,
2011). Die proliferationshemmende Wirkung durch den Verlust von FoxM1 konnte auch in
Medulloblastomzelllinien nachgewiesen werden.

4.3 Bedeutung von FoxM1 fiir das Medulloblastom in
VIV0

Fiir das humane Medulloblastom existieren verschiedene Mausmodelle, die auf fehlregulier-
ten Signalwegen basieren (Corcoran and Scott, 2001; Gibson et al., 2010; Hallahan et al.,
2004; Mao et al., 2006; Goodrich et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde das sonic
hedgehog-abhangige Medulloblastom in vivo untersucht. Dieses umfasst circa ein Viertel
aller Medulloblastome und stellt den am besten untersuchten Subtyp dar (Hatten and
Roussel, 2011).

In dieser Arbeit wurde das Cre-lox-System zur Erzeugung des Tumors und auch zum
Knock-out von FoxM1 benutzt. Der Mechanismus wurde in der Bakteriophage P1 entdeckt
und beschrieben (Sauer and Henderson, 1988; Sternberg et al., 1981). Seitdem wird das
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Cre-lox-System verwendet, um das Genom von Saugerzelllinien, Hefen, Pflanzen, Méusen
und anderen Organismen zu manipulieren (Araki et al., 1997)

In unseren Experimenten wurden ein transgenes Mausmodell erzeugt, das eine mali-
gne Transformation bestimmter Zellen in Kleinhirn und einen gleichzeitigen konditionellen
Knock-out von FoxM1 innerhalb dieser Zellen ermoglichte. Wir konnten zeigen, dass die
Expression von FoxM1 essentiell fiir die Tumorentstehung und -progression ist. Wir ver-
suchten einen konditionalen homozygoten Knock-out von FoxM1 in den transformierten
Zellen zu induzieren und konnten zeigen, dass sich trotzdem Medulloblastome entwickeln.
Auflerdem konnte der mittlere Zeitpunkt der Tumorentstehung nicht beeinflusst werden.
Die Gesamtiiberlebenszeit der Mause unterschied sich ebenfalls nicht von der Gesamtiiber-
lebenszeit der Kontrolltiere. Nach dem Tod der Tiere konnte eine unvollstédndige Rekom-
bination von FoxM1 in den Medulloblastomen nachgewiesen werden und die Tumoren
exprimierten weiterhin hohe Level von FoxM1.

Unvollstindige Rekombination durch die Cre-Rekombinase ist ein bekanntes Problem
des Cre-lox-Systems (Pan et al., 2011; Sansom et al., 2005; Tremml et al., 1999). Unser
experimentelles Design verlangte einen vollstiandigen Knock-out von FoxM1 um einen Ef-
fekt auf das Tumorwachstum zu erzielen. Da das Cre-lox-System diese Moglichkeit nicht
bieten konnte, wurde FoxM1 akut aus dem Tumor entfernt. Hierfiir wurde den M&usen mit
Medulloblastom an P14 ein Lentivirus injiziert, der fiir einen shRNA-vermittelten Knock-
down fiir FoxM1 kodiert. Die Behandlung von Tumoren mit shRNA bietet den Vorteil, dass
ausgewéhlte Onkogene gezielt ausgeschaltet werden konnen (Hannon and Rossi, 2004). Das
Einbringen von Lentiviren in das Hirn von Mé&usen wurde bereits erfolgreich beschrieben
(Gibson and Ma, 2011; Pilpel et al., 2009).

Da aus technischen Griinden die Quantifizierung der infizierten Zellen in vivo nicht
moglich war (fehlende Markersequenz der shRNA| beispielsweise ein fluoreszenter Marker),
wurde die Effektivitdt des Knock-downs von FoxM1 in einer murinen Medulloblastomzell-
linie vor Applikation in vivo tiberpriift (Grasselli et al., 2011). Der akute Knock-down von
FoxM1 in unserem Mausmodell des Medulloblastoms konnte mit einer spezifischen shRNA-
Sequenz die Gesamtiiberlebenszeit der Méuse verlangern. Eine erfolgreiche Verldngerung
der Uberlebenszeit konnte dabei nur mit einem einzigen Konstrukt erzielt werden. Dies lag
an funktionellen Problemen der shRNA-Sequenzen. Die Sequenzen wurden in silico gene-
riert, kloniert, und es wurde die Effektivitét in vitro bestimmt (Yuan et al., 2004). Hierbei
zeigte sich, dass nur eine Sequenz im MTT-Assay wirksam war. Diese Sequenz war auch in
vivo in der Lage, Einfluss auf die Tumorprogression zu nehmen. Die anderen untersuchten
Sequenzen hatten in vitro keinen Effekt auf die Proliferationsrate der Tumorzellen.

Das Thiazol Siomycin A inhibiert spezifisch den Transkriptionsfaktor FoxM1 (Radha-
krishnan et al., 2006). Eine Applikation in vivo wurde bereits beschrieben. Hierbei wurde
in einem Xenograftmodell des Brustkrebs die Proliferation des Tumors inhibiert (Halasi
et al., 2010). Bei Verwendung einer Medulloblastomzelllinie mit NMRI-nu/nu-Mé&usen konn-
te durch Gabe von Siomycin A die Tumorprogression ebenfalls verlangsamt werden. Die
Inhibierung des Wachstums der Tumorzellen erfolgte allerdings nur innerhalb der ersten
zehn Tage. AnschlieBend konnte kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
Siomycin A-Gruppe beobachtet werden. Es ist anzumerken, dass Xenograftmodelle nur un-
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vollstdndige Tumormodelle darstellen und im Allgemeinen transgenen Modellen unterlegen
sind (Becher and Holland, 2006; Sharpless and Depinho, 2006). Daher sind prognostische
Aussagen iiber die Wirksamkeit der darin verwendeten Substanzen nur schwer zu treffen
(Fomchenko and Holland, 2006).

Die Verwendung von Siomycin A in unserem transgenen Tiermodell war aus folgendem
Grund nicht moglich. Miuse des Genotyps SmoM2%* haben je nach spezieller Verwendung
der Cre-Rekombinase unterschiedliche Uberlebenszeiten. Werden die transgenen Méuse mit
einer Mauslinie verpaart, die die Cre-Rekombinase unter einem hGFAP-Promotor expri-
miert, liegt die mittlere Uberlebenszeit der transgenen Nachkommen bei 13 Tagen. Das
heifit, die Méuse, die ein Medulloblastom entwickeln, versterben im Mittel schon im Ju-
gendalter. Bei Verwendung eines anderen Promotors, unter dem die Cre-Rekombinase ex-
primiert wird (Math1), kann die mittlere Uberlebenszeit der transgenen Nachkkommen auf
bis zu 28 Tagen gesteigert werden (Schiiller et al., 2008). Da jedoch noch keine Erfahrungen
fiir die Anwendung von Siomycin A bei jungen Mausen vorlagen, wurde auf die Applikation
von Siomycin A bei Jungtieren verzichtet, und es sollten nur erwachsene Tiere (alter als
28 Tage) therapiert werden.

Da der Knock-out von FoxM1 in vitro zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs fiihrt,
wurde diese Beobachtung an ez vivo-Kulturen iiberpriift. Es wurden cerebelldre Kulturen
aus P5-Méausen angelegt, die mit Lentiviren, die die Expression einer Cre-Rekombinase
vermitteln, infiziert wurden. Die Zellen wurden durch die Aktivierung des sonic hedge-
hog-Signalwegs in Medulloblastomzellen transformiert. Die Zellen wurden geerntet und
das Transkriptom isoliert. Der Vergleich der Expression der untersuchten Genen erfolg-
te zwischen Forxm1V/*SmoM2¥*- und Foxm 1/ SmoM2"+-Kulturen. Die Expression von
Foxm1 wurde iiberpriift und es konnte ein erfolgreicher Knock-down bei den homozygoten
(Foxm 1/ Kulturen festgestellt werden. Die Aktivitdt des Wnt-Signalwegs wurde durch
die Expressionsrate von Dkk1 und Azin2, zwei Zielgenen des Signalwegs (Yan et al., 2001;
Chamorro et al., 2005; Gonzalez-Sancho et al., 2005; Jho et al., 2002; Lustig et al., 2002;
Niida et al., 2004), kontrolliert. Beide Zielgene waren nach einem Knock-down von FoxM1
stark iiberexprimiert.

Eine mogliche Verbindung von FoxM1 und dem Wnt-Signalweg kann tiber Sfrpl (Secre-
ted frizzled-related protein 1) erfolgen. Die Expression dieses Proteins, das ein bekannter
Inhibitor des Wnt-Signalwegs ist (Chong et al., 2002; Jones and Jomary, 2002), war nach
dem Knock-down von FoxM1 stark reduziert. In silico-Analysen ergaben, dass sich in der
Promotor-Region von Sfrpl ein Bindemotiv fiir FoxM1 befindet und somit FoxM1 direkt
die Expression von Sfrpl indzuzieren kann. Allerdings wurden diese Befunde noch nicht
experimentell iiberpriift und stellen somit vorldufige Ergebnisse dar.

Die therapeutische Bedeutung dieses Befundes liegt in der Tatsache begriindet, dass
bereits potente Agonisten des Wnt-Signalwegs in der Klinik verwendet werden. Beispiels-
weise wird Lithium, ein bekannter Aktivator des Wnt-Signalwegs (Jope, 2003), seit iiber 100
Jahren fiir die Therapie von manisch-depressiven Patienten verwendet (Vacheron-Trystram
et al., 2004). Lithium bewirkt dabei iiber die Inhibierung von GSK-33 eine Aktivierung
des Wnt-Signalwegs (Jope, 2003; Sutton et al., 2007). Die Anwendung von Lithium fiir
die Therapie des Medulloblasoms wire denkbar, da bereits bekannt ist, dass Lithium die
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Blut-Hirn-Schranke passiert und innerhalb des Gehirns wirksam ist (Angelucci et al., 2003,
2004). Dabei ist Lithium nicht mutagen (Weiner et al., 1990). Lithium wird bereits zur
Therapie bei bipolarer Stérung verwendet (Bauer et al., 2002; Dunner, 2003).

GSK-37 stellt ein interessantes Ziel fiir die Behandlung von neurodegenerativen Er-
krankungen dar (Eldar-Finkelman, 2002; Gould et al., 2004). Bei Alzheimer liegt oft eine
erhohte Expressionsrate und Aktivitat von GSK-34 vor (Bhat et al., 2004). GSK-3/ phos-
phoryliert unter anderem Tau (Sang et al., 2001). Hyperphosphoryliertes Tau bildet den
Hauptbestandteil der neurofibrilliren tangles bei Alzheimer (Planel et al., 2001). Lithium
kann einerseits iiber die Hemmung von GSK-30 die Bildung der Ablagerungen verhindern
(Stoothoff and Johnson, 2001). Andererseits stimuliert Lithium Proteinphosphatase 2A
(PP2A), einem dephosphorylierendem Enzym (Goldbaum and Richter-Landsberg, 2002;
Tsuji et al., 2003). Auflerdem fordert Lithium die Spaltung von Tau-Protein (Rametti
et al., 2004). Die Produktion von f-Amyloid-Peptid (APP) kann durch Lithium ebenfalls
inhibiert werden (Su et al., 2004).

Die Verwendung von Lithium als Therapiemoglichkeit bei anderen neurodegenerati-
ven Erkrankungen wird ebenfalls diskutiert. So soll Lithium bei sporadischer Parkinson-
Erkrankung (Chen et al., 2004), bei Chorea Huntington (Sarkar et al., 2008; Senatorov
et al., 2004), bei Alkohol-induzierter Neurodegeneration (Chakraborty et al., 2008) und
bei Amyotropher Lateralsklerose (Fornai et al., 2008) helfen. Bei Prionen-vermittelter Neu-
rodegeneration konnte in vitro nachgewiesen werden, dass Lithium therapeutisch wirksam
ist (Pérez et al., 2003).

4.4 Ausblick

Das Medulloblastom ist der héufigste maligne Gehirntumor bei Kindern. Es versterben
noch immer viele Patienten an dem Tumor und die Kausaltherapie hat oft schwere Neben-
wirkungen fiir den Patienten zur Folge. Daher ist es notwendig neue Therapieformen zu
entwickeln. Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass der Transkriptionsfaktor
FoxM1 ein unabhéngiger prognostischer Marker ist, der es in der Klinik erméglichen kénn-
te, eine differenziertere Therapie des Patienten zu planen. Zudem konnten wir nachweisen,
dass FoxM1 essentiell fiir das Wachstum von Medulloblastomzellen in vitro als auch in vivo
ist. FoxM1 stellt somit ein interessantes therapeutisches Ziel dar.

Das Thiazol Siomycin A erwies sich als potenter Inhibitor von FoxM1 in wvitro als
auch in vivo. Die Behandlung von Medulloblastomzellen mit Siomycin A fithrte zu einer
Herunterregulation von FoxM1 und konnte das Wachstum der Tumorzellen blockieren.

Die vorliegenden Ergebnisse konnen als Grundlage zukiinftiger klinischer Studien die-
nen. Diese konnen in grofleren Patientenkohorten einerseits die Potenz von FoxM1 als pro-
gnostischen Marker fiir Medulloblastome priifen. Andererseits kénnen Studien durchgefiihrt
werden, die aufgrund der Expression von FoxM1 Medulloblastompatienten in verschiedene
Behandlungsgruppen einteilen.

Die Behandlung des Medulloblastoms mit Siomycin A sollte an transgenen Tiermodel-
len des Medulloblastoms durchgefiihrt werden. Diese erméglichen prézisere Aussagen iiber
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die Wirksamkeit von Siomycin A auf Medulloblastome. Diese Grundlagen kénnten eines Ta-
ges dazu fiithren, dass Medulloblastompatienten unter anderem mit Siomycin A behandelt
werden.

Die molekulare Verbindung von FoxM1 mit dem Wnt-Signalweg stellt eine interessante
Beobachtung dar. Die endgiiltige Verifizierung des Ergebnisses, dass FoxM1 in der Pro-
motorregion von Sfrpl binden kann, kann durch Chromatinimmunoprézipitationsversuche
(ChIPs) nachgewiesen werden, die im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurden.
Die physiologische Bedeutung der Wnt-Aktivierung fiir das Medulloblastom wird kontro-
vers diskutiert. Zumindest in einem Teil der Medulloblastome (sonic hedgehog-abhéngige
Medulloblastome) hemmt die Aktvierung des Wnt-Signalwegs die Proliferation der Tu-
morzellen. Allerdings sind auch Medulloblastome bekannt, die durch eine Aktivierung des
Wnt-Signalwegs charkterisiert sind.

Es bleibt abzuwarten, inwieweit eine Therapie des Medulloblastoms iiber die Aktvie-
rung des Wnt-Signalwegs erfolgen kann. Dafiir wiirden allerdings schon klinisch erprobte
Substanzen (zum Beispiel Lithium) zur Verfiigung stehen.



Anhang A

Klinische Details der untersuchten
Tumoren

Tabelle A.1: Histologie, FoxM1 Expression und klinische
Details der untersuchten Medulloblastome.

Histologischer Alter  Follow-up FoxM1+
# Subtype Geschlecht [Jahre] [Monate] Status Tumorzellen Ort
1 Klassisch F 9.7 75.6 DOD 7.80 Hannover
Extensiv
2 nodular F 2.9 78.4 NED 11.50 Gottingen
3 Desmoplastisch F 25.5 88.3 NED 6.90 Miinchen
4 Desmoplastisch M 22.8 47.3 NED 6.46 Miinchen
5  Desmoplastisch F 30.7 314 NED 9.19 Miinchen
6 Klassisch M 9.3 59.2 NED 3.09 Miinchen
7 Klassisch M 8.5 36.5 DOD 6.12 Gottingen
8 Klassisch M 17.2 N/A 3.70 Miinchen
9  Desmoplastisch F 30.5 51.3 NED 5.76 Miinchen
10 Desmoplastisch F 1.6 66.9 NED 5.12 Miinchen
11 Klassisch M 4.9 75.7 DOD 7.04 Gottingen
12 Desmoplastisch F 26.5 53.0 NED 6.53 Miinchen
13 Desmoplastisch M 7.5 14.2 DOD 15.80 Gottingen
14 Klassisch M 6.2 22.2 DOD 18.60 Gottingen
15 Klassisch M 22.3 35.3 NED 2.47 Gottingen
16 Klassisch M 2.4 21.0 DOD 30.70 Gottingen
Extensiv

17 nodular F 2.2 175.6 NED 5.30 Miinster

18 Klassisch M 4.1 35.4 NED 5.26 Gottingen
19 Klassisch M 10.6 46.6 NED 4.56 Miinchen
20 Klassisch M 6.7 33.4 NED 6.22 Gottingen
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Histologischer Alter  Follow-up FoxM1*

# Subtype Geschlecht [Jahre] [Monate] Status Tumorzellen Ort

21 Desmoplastisch M 10.0 95.7 NED 10.33 Miinster
22 Desmoplastisch M 19.0 81.2 NED 5.17 Miinchen
23 Klassisch F 7.9 59.2 NED 5.89 Gottingen
24 Klassisch M 45.6 94.4 NED 2.44 Miinchen
25 Klassisch M 36.6 N/A 2.90 Miinchen
26 Desmoplastisch M 2.0 12.0 DOD 9.12 Bremen
27  Desmoplastisch M 2.5 7.0 DOD 8.80 Bremen
28 N/A F 38.8 29.1 NED 13.10 Unknown
29  Desmoplastisch F 40.4 32.1 DOD 6.16 Miinchen
30 Klassisch F 3.1 22.8 DOD 7.16 Hannover
31 Klassisch F 10.5 35.0 DOD 8.68 Miinchen
32 Klassisch M 7.4 93.6 NED 9.82 Gottingen
33 Klassisch F 7.5 12.9 DOD 13.80 Miinchen
34 Desmoplastisch f 14.3 45.9 NED 6.30 Miinchen
35 Anaplastic F 29.0 32.2 DOD 10.33 Miinster
36 Klassisch M 3.7 138.0 NED 3.88 Bremen
37 Klassisch F 1.8 15.6 DOD 9.80 Bremen
38 Klassisch M 11.5 129.0 NED 7.84 Bremen
39 Klassisch F 14.4 154.1 NED 7.00 Miinster
40  Desmoplastisch F 34.9 103.7 NED 3.36 Miinchen
41 Klassisch F 2.4 17.0 DOD 3.60 unbekannt
42 Klassisch M 6.2 90.9 DOD 8.26 Miinchen
43 Klassisch F 0.6 12.7 DOD 19.80 unbekannt



Anhang B

Expression von FoxM1 in Bezug zur
Histologie und Alter

A_ B_
s 10000 §. 40+
> = E=0'4082
o [
w = 304 (o]
c 1000 e
Q o
g g 204 gd
‘w100 - o c&l
s = 0.0
¥ 10 5 0
L
L <3 >3
c Alter [Jahren] Alter [Jahren]
2 404
'E' p=0.64
Q o
3 30'
N
o
£ 20 gd
=
- o :
+§ 104 © ﬁ aaad
% ‘Ek
S o
LL

LCIA CL NI
Histologischer Subtyp

Abbildung B.1: Expression von FoxM1 im humanen Medulloblastom in Bezug zur
Histologie und Alter. Das Expressionslevel von FoxM1 war weder in der Microarraygrup-
pe ((A), p=0.5785), noch in der FFPE-Kohorte ((B), p=0.4082) vom Alter des Patienten
abhéngig. FoxM1 Protein wurde von histologischen Subtypen dhnlich stark exprimiert ((C),
p=0.6400). LC/A=anaplastisch, CL=klassisch, N/D=nodular/desmoplastisch.
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