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Zusammenfassung

Das Medulloblastom ist ein maligner Hirntumor, welcher vornehmlich im Kindesalter
auftritt und in der hinteren Sch delgrube mit stark em Bezug zum Kleinhirn entsteht.
Basierend auf variierenden globalen Expressionsprofilen wird das humane
Medulloblastom in vier verschiedene molekulare Subgruppen eingeteilt. W hrend
eine dieser Subgruppen durch eine pathologische Aktivierung des Sonic hedgehog
(SHH)-Signalwegs charakterisiert ist, weisen trotz dieser Gemeinsamkeit auch die
Tumore innerhalb dieser Subgruppe ein betr chtliche s Ma an Heterogenitt

bez glich molekularer und klinischer Parameter auf.

In einem ersten Teilprojekt sollten m gliche Urspru ngszellen fr Shh-abh ngige

Medulloblastome in einem Mausmodell identifiziert werden, da verschiedene
Ursprungszellen ein Grund fr die Heterogenitt die ser molekularen Subgruppe der
Medulloblastome sein k nnten. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass
cerebellre Krnerzellvorl ufer aus der oberen Raut enlippe eine m gliche
Ursprungszelle fr die Subgruppe darstellen, welche sich durch eine pathologische
Aktivierung des Shh-Signalwegs auszeichnet. Ebenso wei man seit kurzem, dass
Vorl uferzellen aus der unteren Rautenlippe der Urs prung fr eine weitere
Subgruppe des Medulloblastoms im dorsalen Hirnstamm sind, welche eine
pathologische Aktivierung des Wnt-Signalwegs aufweist (Wnt-Medulloblastome). Um
die Frage zu beantworten, ob Shh-abh ngige Medullob lastome auch von Zellen des
dorsalen Hirnstamms abstammen k nnen, haben wir M u se mit einer konstitutiven
Aktivierung des Shh-Signalwegs in hGFAP- und Mathl-positiven Zellen des dorsalen
Hirnstamms analysiert. Wir konnten zeigen, dass es nach Aktivierung des Shh-
Signalwegs in K rnerzellvorl ufern des Nucleus coch learis tats chlich zur Ausbildung
von Tumoren im dorsalen Hirnstamm kommt. Diese Vorl uferzellen entstammen der
unteren Rautenlippe und stellen somit eine von cerebell ren K rnerzellvorl ufern

(GCPs) unabh ngige Zellpopulation dar. Dementsprech end konnten wir auch zeigen,
dass sich Shh-abh ngige Tumore im Kleinhirn und im dorsalen Hirnstamm nicht nur
in Bezug auf ihre Lokalisation, sondern auch in Bezug auf ihre globale
Genexpression  unterscheiden. Hinsichtlich  der  Histologie und des
Genexpressionsprofils zeigten Shh-abh ngige Tumore des murinen Nucleus
cochlearis starke “hnlichkeiten zu humanen Shh-asso ziierten Medulloblastomen.
Zus tzlich konnte mit Hilfe von MRT Daten von 63 hu manen desmoplastischen

Medulloblastomen gezeigt werden, dass 21 Tumore (33%) einen engen Kontakt zum

1
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Nucleus cochlearis aufwiesen. Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass zwel
verschiedene Vorl uferpopulationen der Rautenlippe, welche sich entweder zu
K rnerzellen des Kleinhirns oder des Nucleus cochle aris entwickeln, in der Lage
sind, Shh-abh ngige Medulloblastome zu bilden. Unse re Ergebnisse lassen
vermuten, dass eine Fraktion humaner Shh-assoziierter Medulloblastome von

cochle ren K rnerzellvorl ufern des dorsalen Hirnst amms abstammt.

In einem zweiten Teilprojekt sollte der Einfluss von Mutationen im Gen CBP auf die
Entwicklung Shh-abh ngiger Medulloblastome genauer untersucht werden. Eine
Keimbahnmutation des fr CBP (CREB-Bindeprotein) ko dierenden Gens CBP in
Menschen fhrt zur Ausprgung des Rubinstein-Taybi Syndroms, welches neben
Fehlbildungen des Skeletts und mentaler Retardierung auch eine Pr disposition fr

Tumore im zentralen Nervensystem einschlie lich Med ulloblastome aufzeigt.
Zus tzlich wurden in humanen Medulloblastomen verme hrt somatische, potentiell
inaktivierende Mutationen in CBP mit einem klaren Inzidenzmaximum in adulten
SHH-Medulloblastomen nachgewiesen. Nach Deletiondes murinen Cbp in vivo in
cerebell ren K rnerzellvorl ufern w hrend der embry  onalen Entwicklung konnten wir
eine signifikante Verkleinerung des Cerebellums beobachten, welche durch erh hte
Apoptose in der GCP Population verursacht wurde. Auerdem trat eine
offensichtliche Strung der laminaren Struktur des Cerebellums auf, w hrend die
Proliferationsrate von GCPs nicht signifikant ver n dert wurde im Vergleich zu
Kontrolltieren. Zus tzlich fhrte ein Migrationsdef ekt in der GCP Population zur
Ausbildung von ektopischen K rnerzellinseln in der Molekularschicht des Kleinhirns.
Zumindest zum Teil wurde dieser Phnotyp durch die Herabregulation des
Wachstumsfaktors Bdnf verursacht. In starkem Kontrast zu diesen ersten
Ergebnissen f hrte die akute Deletion von Cbp w hre nd der postnatalen Entwicklung
zu einer signifikant erh hten Proliferation von GCP s in vitro und in vivo. Dar ber
hinaus konnte die durch pathologische Aktivierung des Shh-Signalwegs
hervorgerufene Proliferation von K rnerzellvorl ufe rn in vitro durch eine gleichzeitige
Deletion von Cbp noch verst rkt werden. Die in vivo postnatal induzierte Ausbildung
von Shh-Medulloblastomen wurde durch einen gleichzeitigen Knockout von Cbp
beschleunigt und hatte einen signifikanten Einfluss auf das berleben der

Tumorm use, welche zum Teil durch die reduzierte Ex pression von Bdnf
hervorgerufen wird. Darber hinaus konnte fr human e SHH-assoziierte

Medulloblastome gezeigt werden, dass eine niedrige Expression sowohl von CBP als
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auch von BDNF mit einer signifikant schlechteren Prognose korreliert und CBP-
Mutationen zu einer verringerten Expression von BDNF f hren. Zusammenfassend
konnte gezeigt werden, dass CBP-Mutationen eine Untergruppe SHH-assoziierter
Medulloblastome mit schlechter Prognose identifizieren und die gest rte Expression
von BDNF eine Folge des CBP-Verlust ist.



Summary

Medulloblastoma is the most common malignant brain tumor of childhood that
comprises at least four molecularly distinct subgroups based on global gene
expression profiles. One subgroup is characterized by aberrant Sonic hedgehog
(SHH) signaling. Despite the ubiquitous activation of the SHH pathway within this
subgroup, there is clear evidence that tumors with a SHH profile may vary in certain

molecular and clinical aspects.

In a first project, we aimed to identify novel cells of origin for murine Shh-associated
medulloblastomas as an explanation for the diversity within this subgroup. We have
previously described that cerebellar granule cell precursors (GCPs) may give rise to
the subgroup with a molecular fingerprint of Shh signaling. Other recent data indicate
that precursor cells within the dorsal brain stem may serve as cellular origins for Wnt-
associated medulloblastomas. In order to see whether Shh-associated
medulloblastomas are also able to develop in the dorsal brainstem, we analyzed two
lines of transgenic mice with constitutive Shh signaling in hGFAP- and Math1-positive
brainstem precursor populations, respectively. Our results show that in both of these
lines, medulloblastomas arise from granule neuron precursors of the cochlear nuclei,
a derivative of the auditory lower rhombic lip. This region is distinct from derivatives
of precerebellar lower rhombic lip where medulloblastoma arise in mice with
constitutive-active Wnt signaling. With respect to their histology and the expression of
appropriate markers, Shh tumors from the murine cochlear nucleus perfectly
resemble human SHH-associated medulloblastomas. Moreover, we find that in a
series of 63 human desmoplastic medulloblastomas, 21 (33%) have a very close
contact to the cochlear nuclei on MRI imaging. In conclusion, we demonstrate that
precursors of the murine rhombic lip which may either develop into cerebellar or into
cochlear granule neurons, may give rise to Shh-associated medulloblastoma, and
this may have important implications for the cellular origin of human

medulloblastomas.

In a second project, we aimed to investigate the role of mutations within the CBP
gene and their influence on the development of Shh-associated medulloblastomas.
Recent studies have identified recurrent mutations within this gene that codes for the
transcriptional co-activator CBP (CREB-binding protein). Interestingly, these

mutations seem to preferentially occur in adult medulloblastoma cases with a SHH
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profile. In order to investigate these findings in a mouse model, we deleted murine
Cbp in GCPs that may represent a possible cell of origin for Shh-associated
medulloblastomas. After the in vivo deletion of Cbp in GCPs during early embryonic
development, we found a significant reduction in cerebellar size due to an increased
apoptosis and an apparent failure in cerebellar foliation, while proliferative activity
was unchanged in this setting as compared to control mice. Furthermore, GCPs were
impaired in their migration with remnants of granule cells forming ectopia in the
molecular layer of the cerebellum. At least to some extent, these effects were
mediated by a downregulation of Bdnf, a growth factor that is essential for survival
and differentiation of GCPs. In contrast to these results, the deletion of Cbp in GCPs
during postnatal development significantly increased proliferation in the GCP
population in vitro and in vivo. Furthermore, pathological proliferation of GCPs that is
induced by aberrant Shh signaling and mimics the growth of medulloblastoma cells
was significantly enhanced by Cbp ablation. Furthermore, a Cbp knockout in an
inducible tumor mouse model for Shh-associated medulloblastoma significantly
enhanced tumor growth, most likely by the downregulation of Bdnf expression. In
humane SHH-associated medulloblastoma expression of both CBP and BDNF
significantly correlated with poor outcome. Additionally, CBP-deficient tumors showed
significantly reduced levels of BDNF expression. Together, CBP mutations identify a
subgroup of human SHH-associated medulloblastoma with poor prognosis that

seems to be related to the lower expression of the neurotrophin BDNF.



Einleitung
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Das Kleinhirn (Cerebellum) ist Teil des motorischen Systems. Es erh It sensorische
Informationen vom Hirnstamm und dem R ckenmark. Das Cerebellum ist selbst nicht
in der Lage Bewegungen auszulsen, sondern ist fr die Koordination und
Feinabstimmung von Bewegungsabl ufen zust ndig. In  diesem Zusammenhang ist
es verantwortlich fr sttzmotorische Anteile von H altung und Bewegung, die vom
Gro hirn gesteuerte Zielmotorik und die Blickmotori k. Au erdem steuert es den

Muskeltonus und die Einhaltung des Gleichgewichts.

Das Cerebellum befindet sich in der hinteren Sch de Igrube und liegt dem Hirnstamm
(Mesencephalon, Pons, Medulla oblongata) dorsal auf. Zwischen dem Cerebellum
und dem Hirnstamm befindet sich der mit Liquor gef lite IV. Ventrikel. Die drei
Kleinhirnstiele (Pedunculus cerebellaris superior, medius, inferior) verbinden das
Kleinhirn mit dem Hirnstamm und beherbergen sowohl afferente als auch efferente
Fasern. Deutlich sichtbar ist die Gliederung des Cerebellums in den Kleinhirnwurm
(Vermis cerebelli) und die sich nach lateral ausbreitenden Hemisphr en
(Hemispheria cerebelli). Eine feine Oberfl chengliederung, welche sich al s Furchen
(Fissurae cerebelli) und Bltter ( Folia cerebelli) darstellt, berzieht das gesamte
Kleinhirn. Ebenso wie im Gro hirn ( Telencephalon) bezeichnet man die nach au en
gelagerte, nervenzellreiche Schicht als Rinde (Cortex cerebell)), die innere,

faserreiche wei e Substanz als Markk rper ( Corpus medullare cerebelli).

Der cerebell re Cortex wird im adulten Zustand in d rei Schichten untergliedert: die
Molekularschicht (molecular layer, ML), die Purkinjezellschicht (Purkinje cell layer,
PCL) und die innere K rnerzellschicht (inner granul e cell layer, IGL) (Abbildung
1.1A). Hierbei enth It die ML vor allem Korb- und S ternzellen, die PCL Purkinjezellen
und Bergman Gliazellen und die IGL reife K rnerzell en, Golgizellen und Astrozyten
(Abbildung 1.1B). Die weie Substanz mit Nervenzell fasern sowie Astrozyten,
Oligodendrozyten und den tiefen Kleinhirnkernen vervollst ndigen die Struktur des
Cerebellums (Altmann and Bayer, 1997).
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Die Entwicklung des Cerebellums in der Maus beginnt etwa an Embryonaltag 9 (E9)
mit Ausbildung der cerebellaren Anlage und ist etwa mit dem Postnataltag 20 (P20)
abgeschlossen (Hatten and Heintz, 1995). Hierbei stammt das Cerebellum vom
Rhombomer rl ab, dem rostralen Anteil der Rautenlippe, welches durch die
Expression der zwei Transkriptionsfaktoren Otx2 und Hoxa2 begrenzt wird und auch
als obere Rautenlippe bezeichnet wird (Joyner, 1996; Joyner et al., 2000; Wingate
and Hatten, 1999). Die Rhombomere r2-r8 bilden in ihrer Gesamtheit die untere
Rautenlippe (Landsberg et al., 2005). Im Detail stammen alle Zellen des Kleinhirns
von zwei unterschiedlichen Keimepithelien ab. Purkinjezellen, Zellen der tiefen
Kleinhirnkerne und mehr als 6 verschiedene Arten von inhibitorischen Interneuronen
wie zum Beispiel Golgi-, Korb- und Sternzellen entstammen der dorsomedial-
gelegenen Ventrikularzone entlang des IV. Ventrikel (Dino et al., 2000; Hallonet and
Le Douarin, 1993; Hoshino et al., 2005). Das zweite Keimepithel, die Rautenlippe, ist
sowohl der Entstehungsort der cerebellaren Kornerzellen als auch einer
Subpopulation der tiefen Kleinhirnkerne und Neurone verschiedener pra-cerebellarer
Nuclei im Hirnstamm (Machold and Fishell, 2005; Wang et al., 2005; Wingate, 2001;
Wingate and Hatten, 1999).

Purkinjezellen, als ein Beispiel fur Zellen aus der Ventrikularzone, proliferieren in
ihrer Keimzone nur etwa zwischen Embryonaltag 11 - 14 (E11 - E14). Wahrend diese
Zellen nach dem Verlassen des Zellzyklus radial in das sich entwickelnde


















































































































































































































































































































