Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Sox2 fiir die Entwicklung

des Kleinhirns und die Entstehung von Medulloblastomen

Dissertation der Fakultat fiir Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Julia Ahlfeld

Miunchen

2014



Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Sox2 fiir die Entwicklung des Kleinhirns

und die Entstehung von Medulloblastomen

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

an der biologischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

vorgelegt von
Julia Ahlfeld

aus Langen

2014



Aus dem

Zentrum fiir Neuropathologie und Prionforschung

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h. c. Hans Kretzschmar, FRCPath t

Kommissarische Leitung: Prof. Dr. med. Armin Giese

Dissertation eingereicht am:

Erster Berichterstatter:

Zweiter Berichterstatter:

Sondergutachter:

Tag der mindlichen Priifung:

17. April 2014

Herr Prof. Dr. rer. nat. George Boyan

Frau Prof. Dr. rer. nat. Anja Horn-Bochtler

Herr PD Dr. med. Ulrich Schiller

31. Juli 2014



Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Sox2 Requirement in Sonic Hedgehog-Associated Medulloblastoma

Ahlfeld J, Favaro R, Pagella P, Kretzschmar HA, Nicolis S, and Schiiller U.

Cancer Research, June 2013

Volume 73, Issue 12, pages 3796-3807

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23596255)






Papa

Vi



Vii



Inhaltsverzeichnis

FAY oY o] o [0 o T4V LT 2= [ o [ 1 PRSP 1
TabelleNVErZEIChNIS ..o e 3
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ..o iieiteeeee e e e e s et e e e e e e e e senabrreneeeeens 5
ZUSAMMENTASSUNG . tttiiiiiiiee ittt e eeitee s sttt e e st e e e s sbeeeesssabeeeeesabeeeeesabeeeessataeeesasseeesannseeeessnsens 7
YU T oY o a1 1Y 9
O 3101 =T U oY= TS UPR RO UPP 11
1.1  Aufbau und Funktion des Cerebellums ..........cccoeviiriiiriiniieeeeee e 11
1.2 Ontogenese des CerebellUmS.......ccccurieeiiiiiiiiciiiiieeiec et e e e e aarres 16
1.3 Das Medulloblastom........c..eoiiiiiiiiiiieee e 19
1.3.1  Ursprung und Klassifikation des Medullobastoms.........cccccceveeiiiiiiiiiieeeeeeeeennnns 19
1.3.2  Symptome, Diagnostik und Therapie des Medulloblastoms..............cccceeeeennns 22
1.3.3  Signalwege der MedulloblastomentwicklUng.........ccccceevviiiiiinniiieeiniieee e, 23
1.3.4 Mausmodelle des Medulloblastoms...........ccceeeiieiieiiiinieneeereeee e 26

1.4 SOX GBNE ...ttt e e s 29
1.4.1  Der Transkriptionsfaktor SOX2......cccvveeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee et eeeesrreeeeeeeeeeenans 30
1.4.2  Physiologische Bedeutung von Sox2 im Cerebellum ......ccccceveeeieiiiiiiiieeenneeennnns 32
1.4.3  Bedeutung von SOX2 in der ONKOIOZIE ......cccvvuiiiiiriiiieiiiiiee e 33
1.4.4  Sox2in neuronalen Stammzellen........ccooeeiiiriieiieieeee e 34

1.5  Zielsetzung des ProjJEKES .....cciiiiiiieiiiiiiee ettt e e s e e s 35

2. Material Und Methoden .........coiiiiiiiieeee e 37
2.1 HUMANES GEWEDE.... .ot 37
P20 0 R 1 - =Y o T3 (o] [o ] o = PP 37
2.1.2  MICroarray Daten ... et e e e e e e e e eenaes 37

2.2 Tierexperimentelle ArbeIiteNn .....c.eiiiiiiiii i e 38

viii



P R I - 1 1 4= T o [T 1= T PP PP P PP 38

2.2.1.1  Konditionelle KNOCKOULS ......c.coiiiiiiiiiieiieeeceeceee e 38
2.2.1.2  Induzierbare KNOCKOULS .......ccccueiiiiieiiiieiiieeeiie e 39
2.2.2  GENOLYPISIEIUNG cueniiieeeeeeticcie e e e e reee e e e e e e ettt re e e e eeeseeasaa e eeeeessesssnnnneeeeeasenens 39
2.2.3  PrimarzellKUITUT ....ooieee e 41
2.2.4  Intraperitoneale INJEKtIONEN .....cooiviiii i 43
2.3 HistologisChe MethOdeN.........uuueiiiiiiiiiiiieiiec e r e e e e e e eans 44
2.3.1  Allgemeine Gewebevorbereitung und Analyse .......cccccvvvvieiiiniiiiee e, 44
2.3.2  IMMUNhISTOChEMIE .ecueiiiiieece e e 44
2.3.2.1  DAB ettt r e nan e 45
2.3.2.2  IMMUNFIUOIESZENZ .ot 45

D T T = o LU =T o 1U ] o T U ROPPT 46
2.3 4 X-Gal FATDUNEG ..coiiiiiee et st e e e 46
2.4 Molekularbiologische Methoden ..........coeiviiiiiiiiiiiiiice e 47
241 RNS-ISOIAtION ettt s 47
2.4.2  CDINS SYNtNESE.cciiiiiiiiieiieee et 47
2.4.3  Relative Quantifizierung mittels gRT-PCR.......ccccvvivreiiiiiiiiiieeeeeeee e 48
2.4.4  Proteinexpression und Konzentrationsbestimmung ..........ccccoecuveeiiviieeeennnnenn. 49
2.4.4.1  Transformation und Proteinexpression......cccceeeevevveeeiniieeeesniiieeesssieeeeenns 49
2.4.42  Proteinextraktion und Konzentration...........cceceeeieerieeneenicnieeneeeeeneee 50
2.4.4.3  ProteinkonzentrationsbestimmuNE.........cccovvviiiiiiiiiieiinieee e 50
2.4.4.4  Spezifitatsbestimmung und Funktionalitat.........ccccceeeeiviiiiiiiieeeniee e, 50
2.4.5 Klonierung von EXpressionSVEKEOreN ........uiiiiiiicciiveeeeee e e eeeeirreeeeee e 51
2.4.6  Produktion retroviraler Partikel .........ccccoeoiiiiiiiiiiiiieeee e 52
2.5 StatiStiSChe ANAIYSEN c.cccoiiiieieeee e e e e st r e e e e e eans 53
ErBEDNISSE ittt e e st ae e e e s araee s 55



3.1 Die Expression von SOX2 in humanen Medulloblastomen...........cccccceeeieiicivinenen.n. 55

3.1.1  IMMUNIISTOCNEMIE ..o 55
3.1.2  SOX2in RNS-EXPressionSdaten ........ccceeeiiciieeiiiiieeeeniiieeessireesssiree e s snivnee s s 56

3.2  Sox2 in der frithen Kleinhirne@ntWicklUNg ........cooceiviiiiiiiieiiiieieciieeee e 58
I R o 113 o] [o =41 TSRO 58
3.2.2  FOUE-IMNAPPING e 59

3.3 Sox2 im Mausmodell fir Medulloblastome .........cccceeieiiieiiiiieneeeeeeee e 63
3.3.1  IMMUNNISTOChEMIE ... 63
3.3.2  TUMOIENESTENUNG...vvveeiiei ittt e e e e e st brr e e e e e e e s esnanaeens 64

3.4  Funktionelle Aspekte von Sox2 in TUMOFZEllen .......cccvvveeeeieeiiiiiiiieeeeeee e 66
3.41 Knockout von Sox2 in Kérnerzellvorlaufern.........ccoeeriiiiiiniiiiniiieeeieee 66
3411 KNOCKOUT VON SOX2....ciiiiiiiiiiieisiie ettt 66
3.41.2  Primdre KOrnerzellKUultur............cooiiiiiiiee e 70

3.4.2  Uberexpression von Sox2 in TUMOrzelleN.........ccccvveveveeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeevenans 74

3.5  Sox2im adulten KIeinhirn......c.c.ooiiiiiiiee e 76
3.5.1 Sox2-positive neuronale Vorlaufer im murinen cerebelldren Cortex................ 76
I T S R & 11 o] [ ={ [T RO UUPRRRRRRRP 76
3.5.1.2 Fat M AP PING - 82

3.5.2 SOX2-positive Vorlaufer im humanen cerebelldaren Cortex.......ccccceeeveeeeennnnnee. 86
3.5.2.1  NOIMAIZEWEDE....ueeeeei it e e e e e 86
3.5.2.2  INfarktBEWEDE ...t e 86

N B T U o F PSPPSRI 89
4.1  Sox2 in der Entstehung von Medulloblastomen .......ccccooevvvveeiiiiiiiiciiiieeeeee e, 89
4.2 Sox2 im adulten KIINRIMN ..o e 96
5. Ausblick flr weitere Arbeiten .......c.ceeoveeiiiiiieeeee e e 101
T Y o o - 1 -SRI RTPPPR 103



6.1  SOX2 in humanen Medulloblastomen..........coccueeiiiiiiiiiniiii e 103
6.2  Sox2 in der KleinhirnentWicklUNg ......coooouiveiiiiiiiii e 105
6.3  Sox2 im Mausmodell fir Medulloblastome ............ccocieiiiiiiniiiiniieee 106
6.4  Funktionelle Aspekte von Sox2 in TUMOIzellen ......cccveeeeeeiiiiciineeeeeieeeeeeerreeeeeen, 108
R - [ [o Yo 14 =F: 1= 0T oA T=T o FO PSPPSR 112
N 1 €= =) (U1 PP OPPPTPPP 113
8. LEDENSIAUT . e e 131
R D T 11 1 S TP U PO UP PR OPPPTRPPPTRPPON 135
10. Eidesstattliche ErKIGrUNG ......coooicivieieiiee et 137

Xi






Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1-1 Historische Zeichnung von Santiago Ramon y Cajal (1894) ........cccccevvvveenn... 12
Abbildung 1.1-2 Ubersicht iber den Aufbau des cerebelldren CorteX..........ovvvvvrvrerueernenne. 13
Abbildung 1.2-1 Schema der embryonalen Bildung der duReren Kérnerzellschicht............... 17
Abbildung 1.3-1 Vergleich molekularer Subgruppen von Medulloblastomen. ....................... 20
Abbildung 1.3-2 Schematische Darstellung von Shh- und Wnt-Signalweg...........cccceeuvrvvennn... 24
Abbildung 1.4-1 Sox2-Farbung am adulten Maus Cerebellum. ......cccccvveiiniiieeinniiiee e, 32
Abbildung 3.1-1 SOX2 Expression in humanen Medulloblastomen .........cccocvvevveiiiiiccinveennnnen. 57
Abbildung 3.2-1 Sox2 wird in friihen Kornerzellvorlaufern exprimiert ........cccccoevvvveeiniiineennne 59

Abbildung 3.2-2 Sox-positive Kérnerzellvorlaufer tragen zum Aufbau des reifen Cerebellums

Abbildung 3.3-1 Onkogenes Potential Sox2-positiver Kérnerzellvorlaufer wahrend der
KIEINNITNENEWICKIUNG . ..vvvveeiiiiieeee e e e e e e s et e e e e e e eesnassaees 64
Abbildung 3.4-1 Friher Verlust von Sox2 in Kérnerzellvorlaufern ........ccccoevveeeinniieiiiiiiieeenn, 67
Abbildung 3.4-2 Friiher Verlust von Sox2 in murinen Shh-assoziierten Medulloblastomen... 69
Abbildung 3.4-3 Konstitutive Aktivierung des Shh-Signalweges treibt die Expression von Sox2
TV VITEO ittt e e e s 71
Abbildung 3.4-4 Sox2 ist notwendig, um die Proliferation von Medulloblastomzellen zu

g Te (U1 1= =T TPV PRRPR 73
Abbildung 3.4-5 Sox2 ist ausreichend, um die Proliferation von Medulloblastomzellen zu

04T o [0 [T = o B O O OP TP PP PTRPPPPI 75
Abbildung 3.5-1 Charakterisierung von Sox2-positiven Zellen in der Purkinjezellschicht....... 77
Abbildung 3.5-2 Sox2-Expression im adulten gesunden Cerebellum ........ccccceeeeviiiieiiniineennn. 79
Abbildung 3.5-3 Proliferation im adulten cerebelldren CorteX.......cccccouvvvrinrrerrieeeriicciinreeeneen. 81

Abbildung 3.5-4 Vorlaufereigenschaften von Sox2-positiven Zellen des adulten Cerebellums

.................................................................................................................................................. 83
Abbildung 3.5-5 Neurogenese aus Sox2-positiven Stammzellen des Cerebellums................. 85
Abbildung 3.5-6 SOX2-positive Zellen in reaktiven Gliosen in humanem Gewebe.................. 87
Abbildung 4.2-1 Zusammenfassung der neurogenen Prozesse aus Sox2-positiven Zellen in

der KleinhirNENTWICKIUNG «...vvveeiii et e e eeabbareeeseeesennns 99



Abbildung 6.1-1 PatienteNdaten ......cooovcuvvireeiiee ettt e e e st rare e e 103

Abbildung 6.1-2 SOX2-Expression in humanen Medllublastomen .......cccccvvveeeeeeiiiiiiiireeennnen. 104
Abbildung 6.2-1 Sox2-Expression in der murinen Kleinhirnentwicklung..........cccoceveeevnunnen. 105
Abbildung 6.3-1 Sox2-Expression in Mausmodell fiir Medulloblastome............cccoeeuvveeene... 106

Abbildung 6.3-2 Induktion von Shh-assoziierten Medulllblastomen aus Sox2-positiven Zellen

Abbildung 6.4-1 Verlust von Sox2 in neuralen Vorlauferzellen .......cccocoveeivviiieeinncieeeinnneenn, 108
Abbildung 6.4-2 Kompensation des frithen Verlustes von Sox2 in der Tumorentwicklung .. 109
Abbildung 6.4-3 Transduzierte Zellen in Kérnerzellkulturen sind neuronalen Ursprungs .... 110
Abbildung 6.4-4 Sox2-positive Zellen exprimieren neuronale Marker nach Aktivierung des

SN -SIGNAIWEEES ....eeeee et e e e s e e e e bae e e e saraaeeenas 111



Tabellenverzeichnis

Tabelle 2.2-1 Primerpaare flr die GENOtYPISIEIUNG ....evveeiiiiiieiieiiee et 40
Tabelle 2.2-2 PCR-Bedingungen fiir die GENOtypiSIErUNG........evivviiieiiiiiiiieecrireee e 40

Tabelle 2.3-1 Primare Antikorper fir die Immunhistochemie und der Immunzytochemie.... 44

Tabelle 2.4-1 Primerpaare flr die gRT-PCR ....ccooiiiiiiiieeccieee et 48
Tabelle 2.4-2 Bedingungen flr die gRT-PCR .....cuiiiiiiiicirieeeee et eseiireee e e e 49






Abklrzungsverzeichnis

B2M beta-2-Mikroglobulin

BLBP brain lipid binding protein

BMP bone morphogenetic protein

BrdU 5-Bromo-2'-deoxyuridin

cMB Medulloblastom des klassischen histologischen Subtyps
DAB 3,3'-Diaminobenzidin

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DCX Doublecortin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DG Gyrus dentatus

dMB Medulloblastom des desmoplastischen histologischen Subtyps
DMEM Dulbecco’s modified Eagle's medium

DNS Desoxyribonukleinsdure

ex.5 Tag x derEmbryonalentwicklung

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermal growth factor

EGL external granule cell layer; dullere Kornerzellschicht
FCS fotales Kalberserum

FGF fibroblast growth factor

GO GO-Phase des Zellzyklus

GFAP glial fibrillary acidic protein

GFP green fluorescent protein

H&E Hamatoxilin-Eosin-Farbung

HBSS Hanks buffered Saline Solution

HCI Salzsaure

HEK human embryonic kidney cells

IGL internal granule cell layer; innere Kornerzellschicht
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

bp Basenpaare

KCl Kaliumchlorid

Da Dalton

LB lysogeny broth

MB Medulloblastom

MBEN Medulloblastom mit extensiver Nodularitat
ML molecular layer; Molekularschicht

NaCl Natriumchlorid

OCT Optimum cutting temperature

pX postnataler Tag X

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PC Plexus chorioideus

PCL purkinje cell layer; Purkinjezellschicht

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PKA Proteinkinase A



RFP
RL
RNS
RT
SDS
SGZ
SHH
SOX
Svz
TE
TMA
A4
WM

red fluorescent protein
rhombische Lippe (Rautenlippe)
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Subgranularzone

Sonic Hedgehog

sex determining region Y-box-genes
Subventrikuldrzone

Tris-EDTA

tissue micro array
Ventrikuldarzone

white matter; weiRe Substanz



Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Sox2 spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung des
zentralen Nervensystems und in verschiedenen Tumorarten des Gehirns. Um die Biologie
dieser Tumorentstehung besser zu verstehen und um eventuelle therapeutisch wertvolle Ziele
zu identifizieren, habe ich die Expression und Funktion von Sox2 im Medulloblastom
untersucht. Das Medulloblastom ist der haufigste bdsartige, frihkindliche Hirntumor.
Medulloblastome entstehen in der hinteren Schadelgrube und metastasieren haufig entlang
des Rickenmarks. Ich konnte zeigen, dass cerebelldare Kornerzellvorlaufer, die eine
Ursprungspopulation der Shh-assoziierten Gruppe von Medulloblastomen darstellen, in
frihen Stadien Sox2 exprimieren, und dass aus genau diesen Zellen auch bis in postnatale
Stadien Shh-abhangige Medulloblastome erzeugt werden kdnnen. Mir stand eine Stichprobe
von humanem Tumormaterial zur Verfiigung (n = 188), bei deren Analyse sich zeigte, dass
SOX2 spezifisch in jener Subgruppe von Medulloblastomen Gberexprimiert wird, die von einer
Aktivierung des Sonic Hedgehog (SHH)-Signalweges abhangt. Innerhalb dieser SHH-Gruppe
wiederum, lieR sich die stirkste Uberexpression von SOX2 in den Patienten feststellen, die
Medulloblastome im jugendlichen oder erwachsenen Alter entwickelt hatten. Unabhéngig
von ihrer endogenen Sox2-Expression, bewirkt eine konstitutive Aktivierung des Shh-
Signalweges sowohl eine Erhohung der Proliferation und der ektopen Sox2-Expression in
Koérnerzellvorlaufern in vitro, als auch die Ausbildung von Medulloblastomen mit erhdhter
Sox2-Expression in vivo. Der friihe Verlust von Sox2 im Mausmodell fir Medulloblastome
hatte jedoch keinen Einfluss auf die Tumorentwicklung und das Uberleben der Tiere. Durch
Untersuchung der Expression anderer Sox-Gene nach dem Verlust von Sox2 konnte gezeigt
werden, dass eine regulatorisch erhohte Expression von Sox3 fir den Verlust von Sox2
kompensiert. Eine akute Deletion von Sox2 in primdren Kulturen von Medulloblastomzellen,
resultierte in einer verringerte Proliferationsrate, wihrend eine Uberexpression von Sox2 zu
einer erhohten Proliferation der Tumorzellen fiihrte. Daraus konnte ich schlieBen, dass Sox2
notwendig fiir die Proliferation in murinen Shh-assoziierten Medulloblastomen ist und auch

alleine ausreicht, um die Proliferation zu modulieren.

Um die physiologische Funktion und Verteilung Sox2-positiver Zellen und ihrer Nachkommen
wahrend der cerebelldaren Entwicklung und im adulten Kleinhirn zu untersuchen, habe ich
Zellschicksalsuntersuchungen (fate-mapping) durchgefiihrt. Hierbei konnte ich zeigen, dass

Sox2-positive Kornerzellvorlaufer Nachkommen erzeugen, die zeitpunktspezifisch in



bestimmten Regionen der inneren Kornerzellschicht von adulten Tieren zu finden sind. Im
adulten Kleinhirn sollte untersucht werden, ob weiterhin einzelne Sox2-positve Vorlaufer
erhalten bleiben, die neuronale Nachkommen erzeugen kénnen. Bei der Suche nach dieser
Population konnte ich eine bisher unbekannte Population undifferenzierter, Sox2-positiver
Zellen zwischen der Bergmann Glia in der Purkinjezellschicht von adulten Mausen
identifizieren. In Zellteilungs-Assays konnte ich zeigen, dass diese Zellen auch im reifen
Kleinhirn proliferieren. In einer Kombination von Proliferations- und fate-mapping
Untersuchungen ist es mit gelungen zum ersten Mal adulte Neurogenese aus Sox2-positiven

Zellen im murinen Kleinhirn nachzuweisen.



Summary

The transcription factor Sox2 has been demonstrated to play essential roles during the
embryonic development as well as in cancer of the central nervous system. In order to
understand tumor biology more precisely and to identify potential therapeutical targets |
thoroughly investigated the expression and function of Sox2 in medulloblastoma, a malignant
embryonic brain tumor that initiates in the posterior fossa and eventually spreads throughout
the entire cerebrospinal axis. | was able to demonstrate that cerebellar granule neuron
precursors (CGNPs), which are believed to serve as the cell of origin for the Shh-pathway
associated medulloblastoma subgroup, express Sox2 in early stages. | therefore examined a
large series of human tumor samples (n=188) to show that SOX2 is specifically expressed in
Sonic Hedgehog (SHH)-associated medulloblastoma with a striking preponderance in
adolescent and adult cases. Furthermore, Shh-associated medulloblastoma can be initiated
from Sox2-positive CGNPs in mice up to early postnatal stages. Independent of their
endogenous Sox2 expression, constitutive activation of Shh-signaling in CGNPs results in
significantly enhanced proliferation and ectopic expression of Sox2 in vitro and Sox2-positive
medulloblastoma in vivo. Genetic ablation of Sox2 from murine medulloblastoma does not
affect survival of the mice, most likely due to a compensatory overexpression of Sox3 over
time. However, acute deletion of Sox2 from primary cultures of CGNPs with constitutive Shh-
signaling significantly decreases proliferation whereas overexpression of Sox2 enhances
proliferation of murine medulloblastoma cells. | conclude that Sox2 is a marker for Shh-
dependent medulloblastoma, where it is both required and sufficient to drive tumor cell
proliferation.

To investigate the physiological function and distribution of Sox2-positive cells and their
progeny during cerebellar development and within the adult cerebellum | performed fate
mapping experiments. | demonstrate here that Sox2-positive precursors give rise to a
significant proportion of cerebellar granule neurons that show a time-point specific
regionalization within the adult cerebellum. With these results in mind | tried to elucidate the
existence of single Sox2-positive precursors that may retain the potential to generate
neuronal progeny even after cerebellar development is complete. In the search of this
neurogenic population | was able to identify a previously unknown subset of undifferentiated
Sox2-positive cells among the Bergmann Glia of the mature cerebellar cortex. In an effort to

further characterize these cells | performed BrdU-incorporation assays and found that these



cells retain the potential to proliferate and possibly pass the BrdU-label on to neuronal
progeny. In a combination of BrdU-assays and fate-mapping studies | proved the existence of
adult neurogenesis from Sox2-positive progenitors within the murine cerebellum for the first

time.
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1. Einleitung

1.1 AUFBAU UND FUNKTION DES CEREBELLUMS

Das Kleinhirn (Cerebellum) ist das hochste Integrationszentrum fir die Koordination und
Feinabstimmung von Bewegungsablaufen. Es lagert sich bei allen Wirbeltieren dorsal an den
Hirnstamm an und liegt in der hinteren Schadelgrube caudal des Okzipitallappens des
GroBhirns (Telencephalon). Die enge Assoziation der caudalsten Anteile des Kleinhirns mit
dem Hinterhauptsloch (Foramen magnum) spielt eine besondere Rolle bei der terminalen
Symptomatik verschiedener Krankheitskomplexe. Bei ansteigendem Hirndruck oder
Tumorbildung kann das Kleinhirn reaktiv in das Foramen hineingepresst werden und so das
Riackenmark (Medulla) komprimieren, was zum Versagen des Atemzentrums und anderer
lebenswichtiger basaler Strukturen und folglich zum Tode fihrt. Das Cerebellum bildet
zusammen mit dem darunterliegenden Hirnstamm einen mit Liquor gefillten Hohlraum des
cerebralen Ventrikelsystems, den vierten Ventrikel. Drei Kleinhirnstiele verbinden das
Cerebellum mit dem Hirnstamm (Pedunculus cerebellaris superior, medius und inferior) und
dienen so auch als Bahnen flr die afferenten und efferenten Verbindungen zum restlichen
Gehirn. In der groben Anatomie ist deutlich die Furchung der cerebellaren Oberflache zu
sehen. Die Fissurae cerebelli und die Foliae cerebelli gliedern das Kleinhirn in den zentral
gelegenen Kleinhirnwurm (Vermis cerebelli) und die beiden lateral liegenden
Kleinhirnhemispharen (Hemispheria cerebelli). Wie im Telencephalon bezeichnet man die
oberflachliche, nervenzellreiche graue Schicht als Rinde (Cortex) und die innen liegende,
faserreiche weille Substanz als Mark (Corpus medullare cerebelli). Wie im Grohirn dient auch
im Cerebellum die Furchung der OberflaichenvergroRerung. Im Querschnitt dhnelt diese
aufgefaltete Anordnung einem Baum (Arbor vitae, Lebensbaum), entsprechend bezeichnet
man einen zwischen zwei Furchen vorgewdlbten Rindenabschnitt als Folium (lat. Blatt). Um
die regulativen und integrativen Funktionen erfiillen zu kdnnen, enthalt das Kleinhirn mehr
als die Halfte aller Neurone des gesamten Gehirns. Der haufigste neuronale Zelltyp des
zentralen Nervensystems von Sdugetieren ist die cerebelldre Kornerzelle. Die Koérnerzellen
bilden die innerste Schicht des adulten cerebelldren Cortex, die Kornerzellschicht (Stratum

granulosum — engl. internal granule cell layer, IGL).
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Abbildung 1.1-1 Historische Zeichnung von Santiago Ramon y Cajal (1894).
Transversaler Schnitt durch den cerebelldren Cortex eines Sdugetiers. A:
Molekularschicht; B: Kérnerzellschicht; C: WeiRe Substanz. a: Frontalansicht einer
Purkinjezelle; b: Sternzelle in der Molekularschicht; d: Purkinjezelle mit
absteigendem Axon und terminaler Arborisation einer Sternzelle, die einen Korb
um das Soma der Purkinjezelle formt; e: oberflachliche Sternzelle; f: Sternzelle in
der Kornerzellschicht; g: Kérnerzelle mit langem aufsteigendem Axon, das sich in
der Molekularschicht spaltet; h: Moosfasern; j: Bergmann Gliazelle; m:
Neurogliazellen der Kérnerzellschicht; n: Kletterfaser; o: Aufsteigendes Kollateral
eines Purkinjezellaxons. Im Original im Instituto Cajal, Madrid, Spanien.

Nach aulRen folgen die einschichtige Purkinjezellschicht (Stratum purkinjense — engl. Purkinje
cell layer, PCL) und die zellkérperarme Molekularschicht (Stratum moleculare — engl.
molecular layer, ML). Die ML enthélt Korb- und Sternzellen, die PCL enthéilt neben den
Purkinjezellen auch die entwicklungsbiologisch wichtigen Bergman Gliazellen und die IGL
enthdlt neben reifen Kornerzellen auch Golgizellen und Astrozyten. Die weil’e Substanz im
inneren des Cerebellums besteht hauptsachlich aus Nervenzellfasern sowie Astrozyten und
Oligodendrozyten. Abbildung 1.1-1 zeigt eine historische Zeichnung von Santiago Ramon y

Cajal, in der der zelluldare Aufbau des cerebelldren Cortex zu sehen ist.

Zwei Zelltypen spielen eine besondere Rolle in der Funktionsweise des Kleinhirns:
Purkinjezellen und Koérnerzellen. Purkinjezellen gehdren zu den am friihesten entdeckten
(1837 durch den tschechischen Physiologen Jan Evangelista Purkyné) und auch den
markantesten Neuronen des gesamten Gehirns. Besonders charakteristisch ist das grof3e
Soma und der breite Dendritenbaum, der sich nach apikal in Richtung der Molekularschicht
ausbreitet. Jede einzelne Zelle kann so bis zu 300000 Synapsen bilden. Viele dieser Synapsen
werden mit Parallelfasern gebildet, die ihren Ursprung in den Kornerzellen haben.
Purkinjezellen sind die einzigen efferenten Neurone des Kleinhirns und projizieren tber ihr
langes absteigendes Axon in die tiefen Kleinhirnkerne, wo sie tGber ihren Neurotransmitter y-
Aminobuttersdure (GABA) und durch 1000 zelluldre Kontakte ihre hemmende Wirkung auf die

nukledren Neurone ausuben.
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Abbildung 1.1-2 Ubersicht iiber den Aufbau und die Zytoarchitektur des cerebelliren Cortex. Sagittaler und frontaler Anschnitt eines
cerebelldren Foliums mit allen relevanten Zelltypen und Fasern des Kleinhirns.

Cerebelldre Kornerzellen sind im Vergleich zu den riesigen Purkinjezellen (40 um) winzig, nur
10 um betragt ihre durchschnittliche GroRe. Allerdings stellen die Koérnerzellen die
zahlreichste Population von Neuronen im gesamten Gehirn dar. Beim Menschen wird ihre Zahl
auf rund 50 Milliarden Zellen geschatzt, was bedeutet, dass grob 75% der Nervenzellen im
Gehirn cerebelldare Kornerzellen sind. Die dicht gepackte Kornerzellschicht schliel3t sich der
Purkinjezellschicht im voll entwickelten Gehirn nach innen an und sendet durch den
Neurotransmitter Glutamat exzitatorische Afferenzen in die Molekularschicht. Das Axon
spaltet sich dort T-férmig auf und verlauft als Parallelfaser langs der Kleinhirnwindungen und
somit senkrecht durch die Dendritenbdume der Purkinjezellen, wo es 80-100 synaptische
Verbindungen bilden kann. Die ungewdhnliche Form des Koérnerzellaxons ist durch die
Migrationsbewegung wahrend der postnatalen Kleinhirnentwicklung bedingt, auf die spater
eingegangen wird. Die basalen Dendriten der multipolaren Koérnerzellen bilden mit den
Axonen der Golgizellen kleine Geflechte (Glomeruli cerebellares), an denen auch die
Moosfasern enden. Moosfasern, die ihre Afferenzen hauptsachlich vom Rickenmark und
anderen Hirnstammkernen bekommen, sowie auch Kletterfasern, die die Efferenzen der
inferioren Olive ins Cerebellum darstellen, erreichen das Kleinhirn von aul’en und projizieren

direkt, aber auch Uber Verschaltung mit anderen apikal gelegenen cerebelldaren Neuronen in
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die tiefen Kleinhirnkerne. Die tiefen Kleinhirnkerne sind zellreiche Gebiete innerhalb der
weillen Substanz des Kleinhirns. Sie sind die einzige Ausgangsstation fur Efferenzen aus dem
Cerebellum. Die jeweils paarig vorliegenden Nuclei dentati, die N. emboliformes und globosus
(oft zusammen als N. interpositus) und N. fastigii (von lateral nach medial) erhalten direkte
excitatorische Eingange von Moos- und Kletterfasern, sowie inhibitorische Eingdange von den
Purkinjezellen. In Abbildung 1.1-2 ist ein schematischer Schaltkreis mit allen Zell- und

Fasertypen des cerebelldaren Cortex gezeigt.

In den tiefen Kleinhirnkernen werden also Informationen aus basalen Hirnstrukturen
integriert und unter anderem via Thalamus zu den motorischen Cortexarealen des GroBhirns
weitergeleitet. Hier werden funktionell drei Bereiche des Cerebellums unterschieden. Das
Vestibulocerebellum erhalt aus dem Gleichgewichtsorgan Information tber Korperlage und -
bewegung zur Steuerung der Halte- und Stitzmotorik. Zum anderen ist es verantwortlich fir
die Feinabstimmung fast aller Augenbewegungen, die von den verschiedenen
okulomotorischen Zentren im Hirnstamm generiert werden. Das Spinocerebellum erhalt
Afferenzen aus dem Riickenmark, die Informationen lber die Stellung von Gelenken und
Muskeln geben. AulRerdem erhdlt es kontinuierliche Rickmeldung liber die zum Rickenmark
und damit in die Peripherie gesendeten Bewegungssignale, was zur Sicherung dient, dass eine
Bewegung wie geplant ablauft. Hierunter fallt auch die fiir das Sprechen notwendige
aullerordentlich feine Abstimmung der beteiligten mimischen und Kehlkopfmuskulatur. Das
Pontocerebellum (auch Cerebrocerebellum) ist funktionell mit dem telencephalen Cortex
assoziiert. Es integriert Signale aus vielen Bereichen, vor allem den pramotorischen Zentren
im Frontallappen, wo die Planung von Bewegungen stattfindet. Diese eher groben Entwiirfe
werden zu den lateralen Kleinhirnhemisphdren gesendet, wo sie weiter entwickelt, fein
abgestimmt, moduliert, korrigiert, mit aus Vorerfahrungen gewonnenen internen Modellen
abgeglichen werden, und die geplante Aktivitat der beteiligten Muskeln koordiniert wird.
Hierbei hilft auch der Rickkopplungskreis tiber den Nucleus ruber und die Olive zurlick zum
Kleinhirn. Die Ergebnisse dieser Berechnungen gehen zum Thalamus, wo sie (mit den
Ergebnissen des anderen groRen subkortikalen motorischen Zentrums, der Basalganglien)

integriert und zum motorischen Cortex weitergeleitet werden.

Neben der bekannten Rolle des Kleinhirns fir Planung, Koordination und Feinabstimmung von
Bewegungen, wird zunehmend auch eine Funktion bei kognitiven und Lernprozessen im

Cerebellum diskutiert. Automatisierte Bewegungsabldufe, also Inhalte des prozeduralen
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Gedachtnisses, wie Koordination der Gesichtsmuskulatur beim Sprechen oder erlerntes
koordiniertes Zusammenspiel von Korperteilen (Klavierspielen, Fahrradfahren) sind im
Kleinhirn gespeichert. AuBerdem ist das Kleinhirn beteiligt an der Pawlow’schen
Konditionierung des Lidschlussreflexes, also auch Ort assoziativen Lernens. Ubersichtsliteratur
Uber die Grob- und Feinanatomie des Cerebellums gibt es von Mitchell Glickstein und Kollegen

(Voogd et al., 1998, Sultan et al., 2007).

Die Auswirkungen und deutliche AuRenwirkung der Funktion des Cerebellums sind wichtige
Indikatoren fur Erkrankungen, die das motorische Zentrum des Zentralnervensystems

betreffen.
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1.2 ONTOGENESE DES CEREBELLUMS

Das Kleinhirn entsteht ontogenetisch aus dem vierten Hirnbldaschen zwischen Metencephalon
und Myelencephalon. Die Entwicklung dieser Struktur beginnt in der Maus embryonal mit
Ausbildung der cerebelldaren Anlage und der Bildung der rhombischen Lippe (Rautenlippe)
etwa an Embryonaltag 9 (€9) und endet erst um den postnatalen Tag 20 (p20) mit der Bildung
der charakteristischen Schichtung des cerebelldren Cortex. Das Cerebellum stammt vom
Rhombomer rl ab, dem rostralen Anteil der Rautenlippe, welcher durch die Expression der
zwei Transkriptionsfaktoren Otx2 und Hoxa2 begrenzt wird und auch als obere Rautenlippe
bezeichnet wird (Joyner 1996, Joyner et al., 2000). Die Rhombomere r2-r8 bilden in ihrer
Gesamtheit die untere Rautenlippe (Landsberg et al., 2005). Alle Zellen des Kleinhirns gehen
von zwei unterschiedlichen Keimepithelien aus. 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
Ventrikuldrzone entlang des IV. Ventrikel (Hallonet et al., 1993, Dino et al., 2000, Hoshino et
al., 2005). Das zweite Keimepithel, die Rautenlippe, ist sowohl der Entstehungsort der
cerebelldren Kornerzellen als auch einer Subpopulation der tiefen Kleinhirnkerne und
Neurone verschiedener pracerebelldarer Nuclei im Hirnstamm (Wingate 2001, Machold et al.,
2005, Wang et al., 2005). Im Detail beginnt die Kleinhirnentwicklung, wie bei allen Chordaten
mit der Neurulation, also der Bildung des Neuralrohrs, als Anlage des spateren
Zentralnervensystems (ZNS). Von den drei embryonalen Keimblattern (Endoderm, Mesoderm
und Ektoderm) tragt nur der zentrale Anteil des Ektoderms zur Bildung der Neuralplatte und
der anschliefenden Faltung zum Neuralrohr bei. Die Auffaltung erfolgt von der Neuralplatte,
Uber die Bildung der Neuralrinne und des dorsalen Abschlusses zu einer rohrférmigen
Struktur, die das friihe Riickenmark darstellt. Im Inneren des Neuralrohrs befindet sich der
Liquor cerebrospinalis, der den Hohlraum zur Anlage des Gehirns offen halt. Die Neurulation
wird durch |6sliche Wachstumsfaktoren der Chorda dorsalis und der Dachplatte induziert, die
durch dorso-ventrale Gradienten von BMP-4 und SHH eine Kompartimentalisierung des
embryonalen ZNS herbeifiihren (Watanabe et al., 1998). Das Kleinhirn Primordium entsteht
aus einer Licke im dorsalen Neuralrohr, was zu einer lateralen Ausstiilpung auf Hohe der
pontinen Beuge fiihrt. Die dorsolateralen Bereiche der Fliigelplatte krimmen sich nach medial
und bilden so die rhombische Lippe (RL). Durch Wachstumsbewegungen und Vorwolbung der

rhombischen Lippe nach dorsal bildet sich eine transversal gestellte Platte, die Kleinhirnplatte
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(Duband 2010). Die rhombische Lippe stellt eine der beiden Keimzonen des sich
entwickelnden Kleinhirns dar. Hier entstehen Kornerzellvorlaufer, die zunachst von der RL
tangential nach anterior auswandern und dann durch klonale Expansion bis in frihe
postnatale Phasen die duRere Kérnerzellschicht bilden (Stratum granulosom externum - engl.
external granule cell layer, EGL) (Hatten et al, 1997). Die frihe Entwicklung der

Kleinhirnanlage ist in Abbildung 1.2-1 schematisch dargestellt.

Abbildung 1.2-1 Schema der embryonalen Bildung der duBeren Kdrnerzellschicht
aus der rhombischen Lippe. Dorsale Ansicht eines Mausembryos an Embryonaltag
13.5 mit einem Anschnitt der migrierenden Kornerzellvorlaufern entlang der
rhombischen Lippe. A, anterior; D, dorsal; EGL, duBere Kornerzellschicht; P,
posterior; PC, Plexus choroideus, PCL, Purkinjezellschicht; RL, rhombische Lippe, V,
ventral; VZ, Ventrikuldrzone; IV, vierter Ventrikel.

Zwischen Tag 13 der Embryonalentwicklung (e13) und Tag 15 post partum (p15) kann die EGL
in eine oberflachliche Zone proliferierender Zellen und eine innere Zone differenzierender
Zellen untergliedert werden. Diese Unterteilung wird durch die Expression verschiedener
entwicklungsabhangiger und funktioneller Marker deutlich (RU-49, NeuN, Ki67 etc.), welche
wahrend der cerebelldren Entwicklung differentiell exprimiert werden (Hatten et al., 1995,
Weyer et al., 2003). Die Lokalisation dieser Markergene hat aufgezeigt, dass die Entwicklung
cerebelldarer Kornerzellen in mindestens vier Phasen untergliedert werden kann:
Neurogenese, Beginn der Differenzierung, Migration und die Bildung synaptischer
Verbindungen. Im Gegensatz zu dieser langen Entwicklungsperiode entstehen Purkinjezellen
embryonal nur etwa zwischen Embryonaltag el1 bis e14 aus der Ventrikuldrzone (VZ) und sind
schon friih ausdifferenziert. Postmitotische Purkinjezellvorlaufer migrieren radial von der
Ventrikuldrzone bis an den inneren Rand der EGL. Durch das mitogene Protein Sonic Hedgehog
(Shh), das von den Purkinjezellen sezerniert wird, werden die Koérnerzellvorlaufer in der EGL
zur Proliferation angeregt. Nachdem sie den Zellzyklus verlassen haben, migrieren die
Koérnerzellen radial entlang der Fortsatze der Bergman Gliazellen in das Cerebellum hinein und
bilden dort die innere Kornerzellschicht (Wechsler-Reya et al., 1999). Durch diese im

Gesamthirn spezielle Histogenese von auflen nach innen, ist auch die besondere Form des
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Kornerzellaxons zu erklaren. Zu Beginn ihrer Wanderung von der EGL bilden die Kérnerzellen
auf beiden Seiten einen Fortsatz aus, der parallel zum Folium, also senkrecht zum
Dendritenbaum der Purkinjezellen ausgerichtet ist (die zuklinftigen Parallelfasern). Fur die
Migrationsbewegung nach innen gehen die Kornerzellen eine Verbindung mit den radialen
Fortsatzen der Bergmann Gliazellen ein, an denen sie bis unter die PCL wandern, wobei sich
die beiden Fortsatze der Kornerzelle zu einem Axon vereinigen und so die apikale T-Form

erhalt (Powell et al., 1997).
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1.3 DAS MEDULLOBLASTOM

Das Medulloblastom ist der haufigste maligne Hirntumor im Kindesalter, und nach den
Leukdamien das haufigste padiatrische Malignom lberhaupt. 1925 wird in der Literatur zum
ersten Mal das Medulloblastoma cerebelli erwahnt (Bailey et al., 1925). Bailey und Cushing
beschrieben hier ein Gliom des mittleren Cerebellums, das seinen Ursprung in sogenannten
Medulloblasten, undifferenzierten Vorlauferzellen des Gehirns, nehmen sollte. Bis heute ist
der genaue zelluldare und anatomische Ursprung der Medulloblastome nicht endgiiltig geklart.
Diese Tatsache ist auch ein Grund dafir, dass trotz breit angelegter Therapieansatze aus
Operation, Bestrahlung und Chemotherapie nur von einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von
66% ausgegangen wird (Gatta et al., 2009). Medulloblastome treten vornehmlich im friihen
Kindesalter mit einem Inzidenzmaximum zwischen sieben und neun Jahren auf. Allerdings gibt
es auch Falle im Sauglings- und Erwachsenenalter, die zwar selten, aber nicht minder aggressiv

sind (Zeltzer et al., 1999, Packer et al., 2008, Brandes et al., 2009).

1.3.1 Ursprung und Klassifikation des Medullobastoms

Medulloblastome zdhlen zu den primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNET) mit Ursprung
in der hinteren Schadelgrube. Typischerweise sind Medulloblastome in der Mittellinie des
Cerebellums lokalisiert und weisen Kontakt zum IV. Ventrikel auf. Aufgrund dieser Lokalisation
konnen sie schnell und invasiv wachsen und kénnen durch das Liquorsystem in andere Teile
des Gehirns oder bis in die Wirbelsdule metastasieren. ,,Das Medulloblastom® als eine
einheitliche Gruppe von Tumoren anzusehen, ist eine Sichtweise, die lange Uberholt ist.
Histologisch kann man Medulloblastome in vier Subgruppen einteilen: ,klassisch”, , extensiv
noduldr/desmoplastisch”, ,anaplastisch” und ,grofRzellig”, wobei letztere haufig als large
cell/anaplastic (LCA) medulloblastoma zusammengefasst werden (Gilbertson et al., 2008). Da
die Aussagekraft des histologischen Phanotyps haufig beschrdankt ist, wird mit den
fortschreitenden Moglichkeiten der Molekularbiologie dazu libergegangen, Medulloblastome
auf Grund ihrer molekularen Profile zu klassifizieren. Das globale Genexpressionsprofil dient
so als Einteilungskriterium in molekulare Subgruppen. Mittlerweile wurden mehrere Kohorten
von humanen Medulloblastomen auf ihr Genexpressionsprofil untersucht. So hat sich ein

System von vier eigenstandigen molekularen Gruppen als aktueller Konsens etabliert: WNT-
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assoziierte Gruppe, Sonic Hedgehog (SHH)-assoziierte Gruppe, Gruppe 3 und Gruppe 4
Medulloblastome (Kool et al., 2008a, Northcott et al., 2011b, Taylor et al., 2012). Die aktuelle
Einteilung der Subgruppen des Medulloblastoms ist in Abbildung 1.3-1 mit zugehdrigen
klinischen Parametern und der zugrunde liegenden Genetik dargestellt. Die WNT- und SHH-
Gruppe sind durch eine konstitutive Aktivierung der jeweils namensgebenden
hochkonservierten Signalwege charakterisiert. Haufig lasst sich eine Korrelation zwischen
molekularer Subgruppe mit einer histologischen Subgruppe feststellen, so dass bei Tumoren
der WNT-Gruppe ein klassischer histologischer Befund vorliegt und man andererseits bei
einem desmoplastischen Befund meist von einer Einteilung in die SHH-Gruppe ausgehen kann

(Kool et al., 2008b).

Bei der WNT-Gruppe geht man von einer relativ guten Langzeitprognose aus (Ellison et al.,
2005, Clifford et al., 2006, Ellison et al., 2011). Neben der klassischen Histologie sind WNT-
Tumore auch durch nukledre Akkumulation von B-Catenin charakterisiert (Rogers et al., 2009).
Weitere Merkmale dieser Gruppe sind Monosomien bezogen auf Chromosom 6 und

Expression des WNT-Zielgens DKK1 (Thompson et al., 2006, Northcott et al., 2011b).

Molecular Subgroups of Medulloblastoma
CONSENSUS WNT SHH Group 4
Cho (2010} c6 c3 C1/C5 C2/C4
Northeott (2010) WNT SHH Group C Group D
Kool (2008) A B E c/D
Thompson (2006) B c'\D E A A, C
N o 5 N
DEMOGRAPHICS d o (
recore R [ ook | eeodd | o | wocob
&
Gender: Q ' gd:00 | d&:00 dd:Q o0:Q
CLINICAL FEATURES| i e e
Histology classic, rarely LC. esmggse;isct:cl_cr!g ular, classic, LC classic, LCA
Metastasis rarely M+ uncommanly M+ very frequently M+ frequently M+
Prognosis very good infants good, others poor intermediate
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GENETICS e 1p-
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Abbildung 1.3-1 Vergleich molekularer Subgruppen von Medulloblastomen. Aktuelle Klassifizierung unter
Einbeziehung veralteter Gruppennomenklaturen und demographischer, klinischer und genetischer Charakteristika.
(Taylor et al., 2012)

20



Wie bei der WNT-Gruppe ist das zentrale Charakteristikum der SHH-Gruppe eine
pathologische Aktivierung des namensgebenden Signalweges (Northcott et al., 2011b,
Schwalbe et al., 2011, Kool et al., 2012). Haufig sind somatische Mutationen in den Genen fur
die Signalwegskomponenten PTCH1, SMO und SUFU, aber auch Amplifikationen der SHH-
Zielgene GLI1 und GLI2 kénnen zur konstitutiven Aktivierung des Signalweges flihren (Johnson
et al., 1996, Hahn et al., 1999, Northcott et al., 2009, Adamson et al., 2010, Northcott et al.,
2011a). Zusatzlich findet man in Tumoren diesen Subtyps haufig eine Deletion des g-Arms von
Chromosom 9, auf dem das PTCH1-Gen lokalisiert ist (Pietsch et al., 1997, Northcott et al.,
2011b). Typischerweise weisen diese Tumore Immunopositivitat fir GLI1, GAB1 und SFRP1
auf (Thompson et al., 2006, Al-Halabi et al.,, 2011, Ellison et al., 2011). SHH-assoziierte
Medulloblastome machen etwa 25% aller Medulloblastome aus (Hatten et al., 2011), wobei
die Altersverteilung in dieser Gruppe eine Besonderheit darstellt. Vornehmlich Sauglinge und
Erwachsene entwickeln Medulloblastome der SHH-Gruppe, Kinder sind nur sehr selten
betroffen (Northcott et al., 2011a). Diese biphasische Altersverteilung ldasst vermuten, dass
eine groRe Heterogenitat hinsichtlich klinischer, molekularer und entwicklungsbiologischer
Parameter innerhalb dieser Gruppe besteht. Es ist bekannt, dass eine Aktivierung des Shh-
Signalweges in Kornerzellvorlaufern der rhombischen Lippe und der &uReren
Kornerzellschicht zur Entstehung von Shh-assoziierten Medulloblastomen fiihren kann

(Schiiller et al., 2008).

Die verbleibenden Subgruppen 3 und 4 sind nicht durch die Dysregulation eines bestimmten

Signalweges gekennzeichnet.

Die Diagnose von Tumoren der dritten Subgruppe ist momentan noch nicht durch eine
einfache Analyse eines charakteristischen Markers moglich. Empfohlen wird, dass ein
molekularer Abgleich mit etablierten Tumoren der Gruppe 3 durchgefihrt wird und so auch
eine gleichzeitige Aktivierung des WNT- und SHH-Signalweges ausgeschlossen wird (Kool et
al., 2008a, Cho et al., 2011). Ferner zeigen Gruppe 3-Tumoren immunhistochemische
Reaktivitat fir den Marker NPR3 (Northcott et al., 2011b). Diskutiert wird aktuell, ob die
Gruppe 3, aufgrund der praktisch exklusiven Amplifikation des Gens MYC, den Namen MYC-
Gruppe tragen sollte (Cho et al., 2011, Hatten et al., 2011). Medulloblastome der Gruppe 3
weisen haufig eine grolRzellig/anaplastische Histologie auf und haben aufgrund der hohen
Metastasierungsneigung die schlechteste Prognose aller molekularen Subgruppen (Northcott

et al., 2011b).
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Die Tumoren der Gruppe 4 werden von der klinischen, als auch von der histologischen Seite
als die prototypischen Medulloblastome gesehen. Dennoch erfolgt die Klassifizierung unter
anderem durch Ausschluss der anderen Subgruppen, bzw. durch Abgleich mit bereits
klassifizierten Tumoren der Gruppe 4 (Taylor et al, 2012). Obwohl die molekulare
Pathogenese bisher noch ungeklart ist, gibt es einige Charakteristika, die Tumoren der Gruppe
4 gemeinsam haben. Dieser Subtyp scheint durch eine Uberexpression von Genen
charakterisiert zu sein, die eine Rolle in der neuronalen Entwicklung und neuronaler
Differenzierung spielen (Kool et al., 2008a, Cho et al., 2011). Ferner ist der haufige Verlust des
X-Chromosoms exklusiv dieser Gruppe zuzuordnen (Taylor et al., 2012). Obwohl mittlerweile
auch der spannungsgesteuerte Kaliumkanal KCNA1 als spezifischer histologischer Marker
diskutiert wird (Northcott et al, 2011b), stellt die molekulare Subgruppe 4 den am

schlechtesten charakterisierten Subtyp des Medulloblastoms dar.

1.3.2 Symptome, Diagnostik und Therapie des Medulloblastoms

Erste klinische Symptome sind typischerweise die zundchst unspezifischen Symptome eines
erhdhten Hirndrucks: Kopfschmerzen, Sehstérungen sowie morgendliche Ubelkeit und
Erbrechen (Alston et al., 2003). Durch die Blockade der Zirkulation der Cerebrospinalflissigkeit
kann es bei sehr jungen Patienten zur Ausbildung einer Hydrocephalus kommen, d. h. der
erhohte Fllssigkeitsdruck im Ventrikelsystems des Gesamthirns fiihrt zu einer Verformung der
noch weichen Schadelkalotte. Die primare Lokalisation des Medulloblastoms im Cerebellum
bedingt die im Verlauf der Krankheit vermehrt auftretende Ataxie. Schwindel und
Koordinationsprobleme, sowie eine allgemeine Beeintrachtigung der Motorik sind typisch fir
ein fortschreitendes Tumorwachstum. Bei infiltrativem Wachstum und Metastasierung sind
auch Ausfallerscheinungen zu beobachten, die spezifisch fir die sekundar befallenen
Hirnstrukturen sind. Die Diagnose wird auf Basis bildgebender Verfahren (z. B.
Magnetresonanztomographie) erstellt, wobei hier Lokalisation, GroRe und Ausdehnung des
Tumors genau beurteilt werden kdnnen. Zur Absicherung der Diagnose und fiir spezifische
Therapieansatze, wie zum Beispiel aufgrund der histologischen oder molekularen Gruppe des
Tumors, wird operativ entferntes Tumorgewebe immunhistochemisch und evtl.
molekularbiologisch untersucht. Unabhangig von der Eingruppierung umfasst die Behandlung

eine Kombination aus operativer Resektion, Bestrahlung und systemischer Chemotherapie
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(Evans et al., 1990, Tait et al., 1990, Kortmann et al., 2000, Taylor et al., 2003, Gerber et al.,
2014). Bei den haufig sehr jungen Patienten muss genau zwischen den Erfolgsaussichten der
Bestrahlung und den zu erwartenden psychomotorischen und kognitiven Beeintrachtigungen
in der friihkindlichen Entwicklung und der damit koinzidierenden postnatalen Entwicklung des
Kleinhirns abgewogen werden (Duffner et al., 1993). Trotz groBer Fortschritte weisen die
aktuellen Therapieansdtze immer noch unerwiinschte Sekundareffekte und eine daraus
resultierende signifikante Sterberate auf. Durch die genaue Charakterisierung der Subgruppen
des Medulloblastoms und die Untersuchung des zelluldren Ursprungs der verschiedenen
Subtypen, kénnen Therapien spezifisch auf beteiligte Proteine oder Zellpopulationen
zugeschnitten werden. In der SHH-Gruppe sind viele Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren
bekannt, die, auch wenn sie nicht selber mutiert sind, trotzdem eine pathogene
Uberaktivierung abfangen kénnen. So wurden niedermolekulare Substanzen entdeckt, die als
Inhibitoren des Transmembranrezeptors Smoothened die Aktivitat des SHH-Signalweges
reprimieren kénnen (Berman et al., 2002, Romer et al., 2004, Romer et al., 2005). Diese
Inhibitoren wurden bereits in Mausmodellen fiir Medulloblastome getestet und werden
aktuell in klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit im humanen System untersucht (Coon et
al., 2010). Die molekulare Analyse von primaren Medulloblastomen verspricht grofRe
Fortschritte im Hinblick auf gezielte Krebstherapien, welche die molekularen, zytologischen

und entwicklungsbiologischen Eigenschaften der Tumoren als Grundlage haben.

1.3.3 Signalwege der Medulloblastomentwicklung

Zwei evolutiondr hochkonservierte entwicklungsbiologische Signalwege spielen eine
besondere Rolle bei der frithen Entwicklung des Cerebellums und auch bei der Entstehung von
Medulloblastomen. Eine Fehlregulation des WNT- oder Sonic Hedgehog (SHH)-Signalweges
(Abbildung 1.3-2) kann zu einer Hyperproliferation der cerebellaren Kérnerzellen und so zur

Tumorformation fuhren.

Der WNT-Signalweg ist in etwa 15% aller Medulloblastome pathologisch verdndert (Roussel
et al., 2011). Im Grundzustand des WNT-Signalweges liegt B-Catenin, das durch das CTNNB1-
Gen kodiert wird, phosphoryliert im Zytoplasma der Zelle vor. B-Catenin wir durch eine
Proteinkomplex aus APC, Axin, Cklo und der Kinase GSK-3f ubiquitiniert und so durch das
Proteasom geregelt degradiert (Aberle et al., 1997, Behrens et al., 1998, Amit et al., 2002). Die
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Aktivierung des  WNT-Signalwegs erfolgt durch einen Agonisten an den
Transmembranrezeptor Frizzled. Diese Bindung setzt eine intrazelluldre Signalkaskade in
Gang, die zur Inaktivierung der Proteinkinase GSK-3 fihrt, was wiederum zur
Dephosphorylierung von -Catenin fihrt (Bhanot et al., 1996, Salic et al., 2000, Dann et al.,
2001). B-Catenin wird folglich nicht mehr abgebaut und gelangt in den Nukleus, wo es als
primadrer Effektor des WNT-Signalweges die Transkription der Zielgene DKK1, MYC, Axin2 und
CD44 fuhrt (He et al., 1998, Wielenga et al., 1999, Jho et al., 2002, Tolwinski et al., 2004,
Chamorro et al., 2005). Das Turcot-Syndrom, bei dem Mutationen im Tumorsuppressorgen
APC Kolonkarzinome und neuroepitheliale Gehirntumoren einschlieflich dem
Medulloblastom ausldsen, gab erste Hinweise auf eine Beteiligung des WNT-Signalweges an
der Medulloblastomentstehung (Hamilton et al., 1995). Zusatzlich stellte sich bei weiteren
Untersuchungen heraus, dass auch sporadische Mutationen im CTNNB1-Gen, welche zur
Stabilisierung von -Catenin fihren und somit auch den WNT-Signalweg aktivieren, haufig in

der Gruppe der WNT-assoziierten Tumoren vorkommen (Zurawel et al., 1998).

Shh Signalweg Wnt Signalweg

Abbildung 1.3-2 Schematische Darstellung von Shh- und Wnt-Signalweg Bei inaktivem Shh-Signalweg inhibiert der Transmembranrezeptor
Patched (Ptch) den Smoothened-Rezeptor (Smo), da er die Translokation von Smo in das primare Cilium verhindert. Suppressor of Fused
(SuFu) inhibiert die Zielgene des Shh-Siganlweges Gli2 und Gli3 im Cytoplasma und im primdren Cilium. Gli2 und Gli3 werden ohne
stabilisierende Komplexierung mit zytoplasmatischen Proteinen durch das Proteasom abgebaut. Bei Bindung von Shh-Protein dissoziiert Ptch
von Smo, welches in das primare Cilium wandert. SuFu bindet nicht ldnger Gli2 und Gli3, die in den Zellkern translozieren und als
Transkriptionsfaktoren wirken. Wéhrend des inaktiven Wnt-Signalwegs ist B-Catenin phosphoryliert und wird proteasomal abgebaut. Die
Aktivierung des Wnt-Signalwegs zerstort den Proteinkomplex, so dass B-Catenin dephosphoryliert wird und in den Nucleus gelangen kann.
Dort wirkt es als transkriptionaler Aktivator. Modifiziert nach Ellison (Ellison 2010).
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Der zweite relevante Signalweg ist im Grundzustand ebenso inaktiv. Das bedeutet in diesem
Fall, dass der Transmembranrezeptor Patched (PTCH1) den G-Protein-gekoppelten Rezeptor
Smoothened (SMO) inhibiert, was zur Blockade des gesamten Signalweges fiihrt. Bei
Sadugetieren gibt es drei verschieden aktivierende Liganden, die alle aus der Familie der
Hedgehog Proteine stammen, Sonic Hedgehog, Indian Hedgehog und Desert Hedgehog
(Echelard et al., 1993). Der Hedgehog-Signalweg wurde zum ersten Mal in Drosophila
melanogaster nachgewiesen, wobei mittlerweile bekannt ist, dass er bereits in Nematoden
eine wichtige Rolle in der Entwicklung spielt (Jenkins 2009). Bei Insekten spielt der Hedgehog-
Signalweg eine Schliisselrolle bei der Segmentierung des Embryos, bei Sdugetieren ist er in die
Induktion der Bilateralsymmetrie involviert (Fietz et al., 1994). Die Funktionsweise ist jedoch
hochkonserviert: Bindet einer der Hedghog-Liganden an die extrazellulare Domadne des
Patched-Rezeptors, wird die Inhibierung von Smoothend durch Patched aufgehoben und die
intrazellulare Signalkaskade lduft an. Smoothened wandert in das primare Cilium der Zelle und
induziert die Dissoziation des Proteinkomplexes aus SuFu (Suppressor of fused homolog) und
den Transkriptionsfaktoren Gli2 und Gli3 (Corbit et al., 2005, Huangfu et al., 2006, Wang et
al., 2009). Die freigesetzten Transkriptionsfaktoren wandern daraufhin in den Zellkern und
regulieren dort die Genexpresssion. Gli3 wirkt als Transkriptionssuppressor, Gli2 als
Transkriptionsaktivator auf die Hh-Zielgene GLI1, CCND1, CCNE1, PTCH1 und MYC (Aza-Blanc
et al., 1997, Bai et al., 2002, Persson et al., 2002). Fir die Entwicklung des Cerebellums ist der
Sonic Hedgehog (SHH)-Signalweg von besonderer Bedeutung. Wahrend der frihen
Embryonalentwicklung des Cerebellums wandern Kornerzellvorlaufer aus der oberen
rhombischen Lippe transversal Gber die Oberflaiche der Kleinhirnanlage und bilden dort die
duBere Kornerzellschicht (external granule cell layer, EGL) (Altmann et al, 1997). Die
Purkinjezellen bilden und sezernieren Sonic Hedgehog Protein, welches als Wachstumsfaktor
far die Kérnerzellvorlaufer dient und zur raschen Expansion der Kérnerzellpopulation wahrend
der frihen postnatalen Entwicklung fihrt (Hatten 1999, Wechsler-Reya et al., 1999). Bei
diesem massiven Einfluss, den der SHH-Signalweg auf die Expansion und Proliferation der
grofRten neuronalen Population des Gehirns hat, ist es nicht verwunderlich, dass bereits
kleinste Stérungen zur Tumorentstehung flhren koénnen. Die Assoziation mit der
Medulloblastomentstehung wird bei Patienten mit Gorlin-Syndrom deutlich: Patienten haben
durch einen heterozygoten Verlust des SHH-Rezeptors PTCH1 eine Pradisposition fiir die

Entstehung von Medulloblastomen (Bale et al., 1998, Taylor et al., 2000). Auf dhnliche Weise
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fuhren Keimbahnmutationen im SHH-Inhibitor SUFU ebenfalls zu einer vermehrten Inzidenz
von Medulloblastomen (Taylor et al., 2002, Pastorino et al., 2009, Brugieres et al., 2010). Auch
somatische Mutationen in den Genen des SHH-Signalwegs (PTCH1, SMO und SUFU), aber auch
Amplifikationen in Zielgenen des Signalwegs (MYCN und GL/2) konnten in sporadischen
Medulloblastomen identifiziert werden und gelten daher als ursachlich flr die konstitutive
Aktivierung des Signalweges, was zu GberschieBender Proliferation in betroffenen Zellen fihrt
(Johnson et al., 1996, Hahn et al., 1999, Northcott et al., 2009, Adamson et al., 2010, Northcott
etal., 201143, Roussel et al., 2013). Dieses breite und potente Mutationsspektrum gepaart mit
der Tatsachte, dass eine Subgruppe von Medulloblastomen eine pathologischen Aktivierung
des SHH-Signalwegs aufweist, lassen vermuten, dass eine Fehlregulation im SHH-Signalweg
bei der Entstehung von Medulloblastomen eine Schlisselrolle spielt. In tierexperimentellen
Arbeiten konnte bereits nachgewiesen werden, dass die konstitutive Aktivierung des Shh-
Signalweges in Kornerzellvorlaufern zur Entstehung von Medullobastomen fiihrt (Goodrich et

al., 1997, Oliver et al., 2005, Mao et al., 2006, Schiiller et al., 2008, Yang et al., 2008).

1.3.4 Mausmodelle des Medulloblastoms

Um genetische, molekulare und zytologische Einfliisse auf die Medulloblastomentstehung
besser verstehen und untersuchen zu kdnnen, gibt es verschiedene Mausmodelle, die
abhangig von der Gruppe von Tumoren, die abgebildet werden soll, auf verschiedenen

Mutationen und genetischen Systemen beruhen.

Eines der ersten und am haufigsten verwendeten genetisch veranderten Mausmodelle fiir das
Shh-assoziierte Medulloblastom basiert auf einem konventionellen Knockout des Shh-
Repressors Patched (Ptchl). Wahrend ein homozygoter Verlust von Ptchl (Ptchl-/-)
embryonal letal ist, entwickeln 20% der Mause mit heterozygotem Ptchi-Knockout (Ptch1+/-
) cerebelldre Tumore, die humanen Medulloblastomen molekular sehr dhnlich sind (Goodrich
et al.,, 1997, Hahn et al., 2000). Ein gleichzeitiger Verlust des Tumorsuppressors p53 (Tp53-/-)
fihrt zu einer Tumorinzidenz von 100% und verdeutlicht so kooperative funktionale
Mechanismen bei der Tumorentstehung (Wetmore et al., 2001). Ahnliche, sich gegenseitig
verstarkenden Effekte konnten durch den Knockout von anderen Zellzyklusregulatoren
gefunden werden (p18-Ink4c und p27-Kip1) (Uziel et al., 2005, Uziel et al., 2006, Ayrault et al.,

2009). Ein erheblicher Nachteil des Ptch-Modells ist das zur Medulloblastomentstehung
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simultane Auftreten von Weichteiltumoren (Wetmore et al., 2001, Lee et al., 2006). Neben
den Modellen, die auf Ptch1-Mutationen basieren, gibt es auch zahlreiche Modelle, die auf
einer mutierten Form des Smoothened (Smo) Gens beruhen (Mao et al., 2006). Durch eine
Aminosaduresubstitution in der Transmembrandomane des Proteins, kann die inhibitorische
Bindung von Ptchl nicht mehr stattfinden, wodurch der Shh-Signalweg konstitutiv aktiv ist
(Xie et al., 1998). Spezifischere und robustere Modelle fir die Tumorentwicklung von Shh-
assoziierten Medulloblastomen stellen die Modelle dar, die durch Kopplung einer
aktivierenden Mutation an einen zelltypspezifischen Promotor mittels Cre/loxP-
Rekombinationssystem, einen konstitutiv aktiven Shh-Signalweg zur Folge haben. So kénnen
einzelne Zellpopulationen und Gewebe auf das Potential untersucht werden,
Medulloblastome zu formen. Die Aktivierung des Shh-Signalwegs mit Hilfe spezifischer
muriner Cre-Treiberlinien (Mathl-cre fir Kornerzellvorlaufer, hGFAP-cre fiir neurale
Vorldufer) hat die Tumorinzidenz ohne gleichzeitige Bystander-Mutation von
Tumorsuppressoren auf 100% steigern kénnen (Schiller et al., 2008, Yang et al., 2008).
Hilfreich ist unter Umstanden auch die Zeitpunkt-spezifische Einfliihrung einer Mutation, was
mittels induzierbarer Cre/loxP-Systeme maoglich ist. Hier wird unabhéngig von der zeitlichen
Aktivitat des Promotors, wohl aber gebunden an dessen Zelltypspezifitat durch Gabe eines
Ostrogenanalogons (Tamoxifen) die Mutation aktiviert (Leone et al., 2003, Erdmann et al.,
2007, Arnold et al., 2011). So kdnnten zum Beispiel mit geeigneten Mutationen die Entstehung
von adulten Tumoren, wie sie in der SHH-assoziierten Subgruppe vorkommen, modelliert

werden.

Wie bereits erwahnt, ist die SHH-assoziierte Gruppe von Medulloblastomen die am besten
untersuchte der vier molekularen Subgruppen. Das liegt mitunter auch daran, dass sich so
viele spezifische Modelle fiir diesen Tumortyp fiir Analysen verwenden lassen. Die Anzahl der
Mausmodelle fiir die verbleibenden Subgruppen ist beschrankt. Fiir die WNT-Gruppe gibt es
seit einigen Jahren auch ein Mausmodell, bei dem B-Catenin durch Mutation im Exon3 des
Ctnnb1-Gens immer unphosphoryliert vorliegt (BLBP-cre::Ctnnb1*//*¥3)) und den Wnt-
Signalweg in neuronalen Vorlaufern so konstitutiv aktiv halt. Bei gleichzeitigem p53-Knockout
flihrt dieser Genotyp zu murinen Tumoren, die anatomisch den humanen Medulloblastomen
der WNT-Gruppe sehr dhnlich sind (Gibson et al., 2010). Hierbei kommt es auch zur
Aktivierung des Wnt-Signalweges in Zellpopulationen des dorsalen Hirnstamms, was

zusammen mit der p53-Mutation zu Tumoren fiihrt, die auf molekularer Ebene den humanen
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WNT-assoziierten Medulloblastomen ahneln. Zum ersten Mal konnte so gezeigt werden, dass
die Ursprungszelle fiir Medulloblastome nicht notwendigerweise im Cerebellum liegen muss.
Interessanterweise hat sich beim Vergleich der Modelle fur Shh- und Wnt-assoziierte
Medulloblastome herausgestellt, dass diese tatsachlich aus unterschiedlichen
Ursprungszellen hervorzugehen scheinen (Gibson et al., 2010). Shh-Medulloblastome
entstehen aus dem oberen Teil der rhombischen Lippe, oder im auditorischen Teil der unteren
rhombischen Lippe, wahrend Wnt-Tumoren im pracerebelldaren Teil der unteren rhombischen

Lippe ihren Ursprung nehmen (Grammel et al., 2012).

Bis jetzt liegen nur begrenzte Daten aus verschiedenen Mausmodellen fiir Gruppe 3-
Medulloblastome vor. Es scheint jedoch méglich zu sein, durch Uberexpression von c-Myc in
cerebellaren Vorlauferzellen bei gleichzeitigem p53-Knockout Tumore zu generieren, die den
Gruppe 3-Tumoren dhnlich sind (Kawauchi et al., 2012, Pei et al., 2012). Da humane Gruppe
3-Medulloblastome die aggressivste Subgruppe mit der schlechtesten Prognose darstellen, ist
es dringend notwendig, im Hinblick auf praklinische Studien neue und geeignete Mausmodelle

fiir diese Subgruppe zu generieren.

Flr Gruppe 4-Medulloblastome steht zu Zeit kein verlassliches Mausmodell zur Verfligung.
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1.4 Sox GENE

Die Familie der Sox-Gene (SRY (sex determining region Y)-box-genes) ist eine hochkonservierte
Superfamilie von Genen bei Sdugern, die aber bereits in Nematoden, Insekten, Amphibien,
Reptilien und Vogeln zu finden ist (Phochanukul et al., 2010). Erst 1990 wurde das erste ,,Sox-
Gen“, namlich der SRY-Abschnitt, auf dem Y-Chromosom entdeckt (Sinclair et al., 1990). Nur
kurz danach wurde bereits bekannt, dass SRY zu einer groReren Genfamilie gehort (Gubbay et
al., 1990), die daraufhin SRY-related box genes, kurz Sox-Gene, benannt wurde. Bei Drosophila
sind 8 Sox-Gene bekannt (Wilson et al., 2008), bei Mausen und Menschen gibt es mittlerweile
20 bekannte Sox-Gene (Castillo et al, 2012). Sox-Gene definieren sich nach der
Verwandtschaft mit der geschlechtsbestimmenden high-mobility group (HMG) Box auf dem
Y-Chromosom. Die Familie wird gemdR Homologien innerhalb der HMG Domaéne, nach
strukturellen Motiven und funktionellen Assays bei Menschen und Mausen in neun
Untergruppen unterteilt: SoxA bis SoxH, wobei SoxA der SRY selbst entspricht und SoxB
nochmals in SoxB1 (Sox1, 2, 3) und SoxB2 (Sox14 und 21) unterteilt ist (Bowles et al., 2000,
Schepers et al., 2002). Welche Charakteristika haben die verschiedenen Gruppen gemeinsam
und in welchen unterscheiden sie sich? Sox-Gene tragen alle ein konserviertes Motiv in der
HMG-Domane: RPMNAFMVW (Bowles et al., 2000). Interessanterweise bildet gleich das
Grundungsmitglied der Superfamilie eine Ausnahme: SRY enthdlt nur einen Ausschnitt des
Motivs (RPMNAF). Sox-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die die DNS-Sequenz
(A/T)(A/T)CAA(A/T)G binden, wobei einige dabei aktivierend und andere repressiv auf die
Transkription wirken (Chew et al., 2009). Haufig Gben Sox-Proteine ihre Funktion nur in
Kooperation mit einem Co-Aktivator aus, z. B. aktiviert Sox2 nur zusammen mit Pax6 die
Crystallin Expression bei der Linsenentwicklung des Sdugetierauges (Kamachi et al., 2001).
Sox-Proteine haben eine 80 Aminosauren lange DNS-Bindungsdomane, die an Motive in der
kleinen Furche der DNS bindet, diese beugt und durch diese Konformationsianderung
Promotoren, Enhancer und andere Proteine des Transkriptionskomplexes ndher zusammen
bringt. Sox-Gene spielen alle eine wichtige entwicklungsbiologische Rolle, wobei man nicht
pauschal jedem Gen seine singuldre Funktion zuordnen kann, eher haben viele Mitglieder der
Sox-Familie unterschiedliche Funktionen, die abhdngig von der Umgebung oder dem

Zeitpunkt unterschiedliche Aspekte der Entwicklung regulieren (Chew et al., 2009). Durch
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differentielle Expression sind Sox-Gene h&ufig an der Etablierung von Zellidentitat bei diversen
Entwicklungsprozessen beteiligt. Sox-Gene regulieren die Darm-, Muskel- und
BlutgefalRentwicklung, aber auch B-Zellentwicklung und die Geschlechtsbestimmung (Prior et
al., 1996, Schepers et al, 2002). Sox-Gene spielen aber auch eine am Beispiel der
Linsenentwicklung bereits erwdhnte Rolle bei neuronalen Entwicklungsprozessen (Bergsland
et al., 2011). Bei einem so breiten Expressions- und Interaktionsspektrum ist es nicht
verwunderlich, dass Sox-Gene in der Atiologie vieler Erkrankungen zu finden sind (Gracz et al.,
2011, Chatterjee et al., 2012). Es wird angenommen, dass einige Sox-Gene in der frithen
Diagnose von Hirntumoren bei Kindern, aufgrund ihrer sequentiellen Expression im Gehirn
nitzlich sein konnten (Dong et al., 2004, Castillo et al., 2012). Grund genug fir uns, ein Gen
aus der Sox-Familie, das eine besondere Rolle in der Kleinhirnentwicklung zu spielen scheint,

genauer zu untersuchen.

1.4.1 Der Transkriptionsfaktor Sox2

Sox2 (Synonyme: ANOP3, MCOPS3, MGC2413) ist einer der bekanntesten Vertreter der Sox-
Genfamilie, denn Sox2 ist unter anderem einer der Schliisselfaktoren zur Herstellung
induzierter pluripotenter Stammzellen (Zhao et al., 2008). Bei dem Verfahren der kiinstlichen
Reprogrammierung wurde Sox2 zusammen mit anderen bislang identifizierten
Pluripotenzgenen (Oct-4, c-Myc, KIf-4, Nanog und lin-28) durch Retroviren oder Adenoviren in
somatische Zellen eingebracht und die Zelle dadurch in den Zustand einer Stammzelle
zurlickversetzt. Fir das Verfahren der Herstellung induzierter pluripotenter Stammzellen
wurde 2012 der Nobelpreis fir Medizin und Physiologie vergeben (an Shinya Yamanaka fur
die Induktion pluripotenter Stammzellen aus Mausfibroblasten (Yamanaka et al., 2006) und
anJohn B. Gurdon fiir seine Arbeiten zur Reprogrammierbarkeit von ausdifferenzierten Zellen
(Gurdon 1962)). Der Transkriptionsfaktor Sox2 wird durch ein intronloses Gen auf Chromosom
3 (3926.3-g27) kodiert, wobei das Produkt selbst aus 317 Aminosadure besteht. Das Exon des
SOX2-Gens enthalt lediglich eine 5 untranslatierte Region (427 bp), die Protein-kodierende
Region (954bp) und eine 3‘ untranslatierte Region (1122 bp). Es gibt einen Abschnitt des Gens
flir SOX2 (SOX2 overlapping transcript, SOX20T), der fiir nicht-kodierende RNS kodiert.
SOX20T enthélt mindestens finf Exons und wird zu einer mRNS von 3.4 kb Lange transkribiert

(National Center for Biotechnology Information 2014). Auf Proteinebene liegt Sox2 fast
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ausschlieBlich in funktionellen Komplexen mit anderen Proteinen, wie Oct-4 oder Pax6 vor,
was sich in dem breiten Spektrum von gemessenen Molekulargewichten widerspiegelt, die in
Western Blot Analysen gefunden wurden (Cox et al., 2010). Die Funktion der Erhaltung von
Vorlaufercharakter und Selbsterhaltungskapazitat von Sox2 exprimierenden Zellen wird
hauptsachlich im Zusammenspiel mit anderen Genen ausgefiihrt: Sox2 und Oct-4 bilden fir
die Kontrolle anderer embryonaler Entwicklungsgene einen trimeren Komplex mit der DNS
und sind so wichtige Regulatoren der friihen Embryogenese und kontrollieren die eigene
Aktivitat durch die jeweils notwendige Anwesenheit des anderen Faktors (Boyer et al., 2005,
Lodato et al., 2013). Das Protein Sox2 alleine hat abhdngig von posttranslationalen
Modifikationen eine GrolRe von etwa 34 kDa (Adachi et al., 2011). Sox2 wurde aufgrund seiner
strukturellen Eigenschaften in die SoxB Gruppe sortiert, und weiterhin wegen seiner
funktionell aktivierenden Domane der SoxB1 Untergruppe zugeordnet. Am Beispiel von Sox2
zeigen sich auch immer wieder weitere Besonderheit der gesamten Sox-Gensuperfamilie: (1)
Sox-Gene regulieren die Spezifikation und Differenzierung vieler Zelltypen. Sox-Gene werden
wahrend der Embryonalentwicklung im gesamten Neuroektoderm exprimiert und regulieren
die Entwicklung diverser Zellpopulationen von neuronaler und glialer Differenzierung (Wegner
etal., 2005). (2) Gene innerhalb einer Sox-Genuntergruppe haben oft redundante Funktionen.
Der Verlust eines Sox-Gens hat haufig die kompensatorische Hochregulation eines anderen
Sox-Gens innerhalb der gleichen funktionellen Subgruppe zur Folge, so wird der Verlust von
Sox2 durch verstarkte Expression von Sox1 und/oder Sox3 ausgeglichen (Graham et al., 2003).
(3) Gene einer Untergruppe konnen denen einer anderen Untergruppe entgegenwirken. Gene
der SoxB1 Subgruppe, zu denen auch Sox2 gehort, werden transkriptionsaktivierende
Eigenschaften zugeschrieben, wahrend von der SoxB2 Subgruppe eher repressive Funktionen
bekannt sind (Uchikawa et al., 1999). (4) Das gleiche Sox-Gen kann verschiedene
entwicklungsrelevante Schritte eines Zelltyps vermitteln und/oder einen Entwicklungsprozess
in mehreren Zelltypen steuern. So ist Sox2 ist fiir die Erhaltung der Multipotenz wahrend der
gesamten Entwicklung des Nervensystems wie auch in anderen Organkomplexen bekannt
(Driessens et al., 2011). Sox2 selbst ist ein Transkriptionsfaktor, der wichtig fir die Erhaltung
der Selbsterhaltungskapazitdt, oder Pluripotenz, von undifferenzierten embryonalen
Stammazellen ist (Alcock et al., 2009). Sox2 ist sowohl in Zellen des Neuralrohrs als auch in
proliferierenden Vorldufern des Zentralnervensystems (ZNS) exprimiert (Wood et al., 1999).

Dabei zeigen diese Zellen eine zentrale Eigenschaft von Stammzellen, ndamlich das Potential
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Tochterzellen zu produzieren, sich dabei aber selbst durch asymmetrische Teilung zu erhalten
(Suh et al.,, 2007). Im sich entwickelnden Gehirn ist Sox2 nahezu ubiquitdar exprimiert,
besonders in den Keimzonen, wie den Ventrikular- und Subventrikularzonen, des GroRhirns
(Ferri et al., 2004). Viele dieser Eigenschaften werden schon in der Kleinhirnentwicklung und

im adulten Kleinhirn klar.

1.4.2 Physiologische Bedeutung von Sox2 im Cerebellum

Im adulten Gehirn ist das Expressionsmuster von Sox2 (iberschaubar. Nach Abschluss der
Entwicklung des Gehirns wird der Stammzellfaktor weiterhin in der Ventrikularzone des
GrolRhirns exprimiert, in der auch noch adult Neurogenese fir die Plastizitat des Bulbus
olfaktorius stattfindet (Pevny et al., 2010). AuRerdem findet man vereinzelt Sox2 in Zellen im
Gyrus dentatus des Hippocampus, in Kornerzellen des Bulbus olfaktorius, in Zellen des
Hirnstammes und in GFAP-positiver Astroglia verstreut im ganzen Gehirnparenchym

(Komitova et al., 2004).

Im embryonalen Kleinhirn ist die Ventrikularzone durch Sox2-Expression gekennzeichnet. Im
adulten Kleinhirn zeigt die gesamte Bergmann-Giazellpopulation Immunoreaktivitat flir Sox2.
AulRerdem wird vermutet, dass sich in der cerebelldaren weillen Substanz Sox2-exprimierende
Zellen mit Stammzellcharakter befinden, die auch die Fahigkeit besitzen, Tumorspharen in
Zellkultur zu bilden (Lee et al., 2005). Die Sox2 Expression ist im adulten Gehirn allgemein

haufig mit glialen Eigenschaften von Zellen assoziiert.
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Abbildung 1.4-1 Sox2-Farbung am adulten Maus Cerebellum. Sox2-Immunopositivitdt ist im cerebelldren Cortex hauptsédchlich in der
Bergmann Glia zu finden. Die Bergmann Gliazellen liegen zwischen den Purkinje Zellen eingebettet in der Purkine-Zellschicht (PCL), welche
wiederum die Grenze zwischen der Molekularschicht (ML) und der inneren Kérnerzellschicht (IGL) bildet. WM — white matter, weille Substanz
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Hier wird haufig argumentiert, dass bestimmte Populationen von Gliazellen, vor allem radiale
Gliazellen, eine wichtige Rolle in der Neurogenese und Regionalisierung des Gehirns spielen
(Malatesta et al., 2013). In Abbildung 1.4-1 ist eine Ubersicht eines adulten murinen Kleinhirns

zu sehen, in dem das Protein Sox2 immunhistochemisch angefarbt ist.

1.4.3 Bedeutung von SOX2 in der Onkologie

Die Rolle von SOX2 in verschiedenen Erkrankungen ist wohlbekannt. Besonders in der
Entstehung und Erhaltung von zahlreichen Krebsarten wird dem Stammzellfaktor eine
wichtige Rolle zugeschrieben, da die Uberexpression von Sox2 regelmaRig zu hyperaktiver
zelluldrer Migration und Kontakt-unabhangiger Proliferation flhrt (Bass et al., 2009, Alonso et
al., 2011). Bei der Entwicklung des Bronchialsystems der Lunge ist Sox2 ein wichtiger Faktor
fur die Differenzierung des Atemwegsepitheliums. Bei Uberexpression kommt es jedoch zu
epithelialer Hyperplasie und der Ausbildung von Lungenkarzinomen, wobei die Entstehung
des Plattenepithelkarzinoms haufig auf Amplifikationen der 3926.3 Region des SOX2-Gens
zurickzufiihren ist (Hussenet et al, 2010). SOX2 Expression wird auflerdem in
Prostatatumoren gefunden und ist ektop auch in Kolonkarzinomen zu finden. In Tumoren des
ZNS ist eine robuste Uberexpression von SOX2 sowohl in glialen Tumoren (Astro-, Oligo- und

Ependymomen), als auch in neuronalen Tumoren bekannt.

Die Funktion der Expression von SOX2 im Medulloblastom ist Teil der Fragestellung dieser
Arbeit. Nachdem bereits bekannt ist, dass Sox2 in einer Subpopulation von
Kornerzellvorldufern wahrend der Kleinhirnentwicklung exprimiert wird (Sutter et al., 2010),
liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um einen wichtigen Faktor in der Entstehung

und Erhaltung von Medulloblastomen handelt.
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1.4.4 Sox2 in neuronalen Stammzellen

Bis vor kurzem galt das Dogma , keine Regeneration im zentralen Nervensystem® noch als
unumstoBlich und als grofRtes Problem in der regenerativen Medizin, z. B. nach
Rickenmarksverletzungen, oder bei neurodegenerativen Erkrankungen. Mittlerweile muss
diese Sichtweise jedoch relativiert werden, denn seit mehreren Jahren sind auch im Gehirn
Strukturen bekannt, in denen auch nach vollstdndiger Entwicklung noch Neurogenese
nachgewiesen werden konnte (Walton 2012). Bisher gelten zwei Bereiche des adulten Gehirns
als gesicherter Ursprung von adulter Neurogenese: die Subventrikularzone (SVZ) der lateralen
Ventrikel und die Subgranuldrzone (SGZ) des Gyrus dentatus des Hippocampus (Alvarez-Buylla
et al., 2004). Allen neurogenen Nischen, ob wahrend der Embryonalentwicklung oder im
erwachsenen Gehirn, ist die Expression einiger Stamzellfaktoren gemein. Einer der wichtigsten
und allumfassendsten ist hierbei Sox2 (Driessens et al., 2011). Sox2 ist nicht nur einer der vier
Faktoren, die bendétigt werden, um aus Fibroblasten pluripotente Stammzellen zu induzieren
(Yamanaka 2008), sondern auch ein Alleinstellungsmerkmal fiir Zellen im Hippocampus mit
dem Potential auf Umwelteinflisse durch Veranderung der GrofRe des Stammzellpools zu
reagieren (Suh et al., 2007). Eine wichtige Funktion wird Sox2 auch in der Neurogenese
zugeschrieben, hier soll es als molekularer Schalter wirken. Es hédlt neuronale Vorldufer im
undifferenzierten Status, indem es den Funktionen anderer proneuraler Gene und Proteinen
entgegenwirkt (Cimadamore et al., 2013). Erst auf die Stilllegung von Sox2 hin kann die
Stamm- oder Vorlduferzelle endgiiltig ausdifferenzieren. Es konnte in vivo gezeigt werden,
dass Sox2-positive Zellen der SGZ auf Stimulation durch motorischen Lernparadigmen mit der
Produktion neuer neuronaler und glialer Zellen reagieren kénnen (Suh et al., 2007). Auch in
der weillen Substanz des Kleinhirns wurden Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften
nachgewiesen (Sutter et al., 2010), mogliche neurogene Eigenschaften wurden jedoch nicht

untersucht.
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1.5 ZIELSETZUNG DES PROJEKTS

In unserer Arbeitsgruppe wird die Entstehung, Diagnose und Therapie von Medulloblastomen,
den haufigsten malignen Gehirntumoren im Kindesalter, untersucht. Medulloblastome
entstehen unter Umstdnden sehr frih, schon wahrend der Embryonalentwicklung. So
konnten Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass Medulloblastome aus
Kornerzellvorldufern der rhombischen Lippe entstehen kénnen (Schiller et al., 2008). Die
rhombische Lippe ist neben der Ventrikuldarzone die Keimzone im sich entwickelnden Gehirn,
aus der das Kleinhirn entsteht. Alle Keimzonen im zentralen Nervensystem sind von der
Expression des Transkriptionsfaktors Sox2 gekennzeichnet. Sox2 ist ein potenter
Stammzellfaktor und auBerdem an der Ausbildung und Erhaltung verschiedenster Tumore des
zentralen Nervensystems beteiligt. Daher sollte in diesem Projekt untersucht werden, ob Sox2
aufgrund seiner Expression in den Ursprungszellen des Medulloblastoms eine Rolle bei der
Entstehung und Erhaltung von Medulloblastomen Ubernimmt. Durch die Analyse von
humanem Gewebe und Expressionsdaten aus Medulloblastomgewebe, sollte untersucht
werden, ob Medulloblastome Besonderheiten in Bezug auf die Expression von SOX2
aufweisen. Zudem sollte in verschiedenen Mausmodellen untersucht werden, welche
Bedeutung Sox2 in den Kornerzellvorlaufern der rhombischen Lippe fiir die normale
Entwicklung des Kleinhirns, bzw. fir die Ausbildung von Medulloblastomen im Tiermodell hat.
Funktionell sollte die Rolle von Sox2 in primdren murinen Zellkulturen aus normalen
Kornerzellvorlaufern und Tumorzellen untersucht werden, indem der Einfluss von Verlust und
Uberexpression von Sox2 in den jeweiligen Zellen analysiert wird. Um genauer zu verstehen,
wann Sox2-positive Zellen einen entwicklungsbiologischen Einfluss auf die Entwicklung des
Kleinhirns und in der Folge auch auf die Entstehung von Medulloblastomen haben, sollten
induzierbare Mausmodelle zur Verfolgung des Schicksals Sox2-positiver Zellen wahrend der
Kleinhirnentwicklung, aber auch zur Tumorinduktion aus Sox2-positiven Zellen verwendet
werden. Abhédngig von den Ergebnissen sollte untersucht werden, ob Sox2-positive Zellen
auch im adulten Cerebellum noch das Potential besitzen, Medulloblastome auszubilden.
Ferner konnte Sox2, gestiitzt auf die Ergebnisse der Analyse humaner Proben, als
Angriffspunkt fir die integrative Diagnose von histologischem und molekularem Subtyp der
Medulloblastome verwendet werden. Sollte die Expression von Sox2 tatsachlich auch einen
Einfluss auf die proliferativen Eigenschaften des Tumors haben, kodnnte der

Transkriptionsfaktor als therapeutischer Angriffspunkt nutzbar gemacht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 HUMANES GEWEBE

2.1.1 Eigene Kohorte

Die in dieser Arbeit untersuchte Kohorte von humanen Proben besteht aus 65
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten chirurgischen Tumorproben von Patienten mit
Medulloblastom. Der Einschluss von Patienten in die Studie war unvoreingenommen und nur
abhdngig von der Verfiigbarkeit von ausreichend Tumormaterial und klinischer
Beobachtungsdaten. Die Kohorte besteht aus 36 mannlichen (55,4%) und 29 weiblichen
Patienten (44,6%), die alle in den Universitadtskliniken in Minchen, Go6ttingen, Bremen,
Hannover und Minster behandelt wurden. Die meisten Patienten wurden im Rahmen der
multizentrischen Therapieoptimierungsstudie fiir péadiatrische Hirntumoren (HIT) der
Deutschen Gesellschaft fiir Padiatrische Hamatologie und Onkologie behandelt. Der
Altersmedian innerhalb der Kohorte betragt 7,4 Jahre (0,5 — 51,8 Jahre). Histologisch wurden
33 desmoplastische Medulloblastome (dMB), 7 Medulloblastome mit extensiver Nodularitat
(MBEN) und 25 klassische Medulloblastome (cMB) charakterisiert. Die Diagnose des Tumors
wurde lichtmikroskopisch anhand von Hamatoxylin und Eosin-Farbung (H&E) und Gomori-
Versilberungen an reprdsentativen Schnittpraparaten von mindestens zwei unabhédngigen
Neuropathologen auf Basis der neuesten Kriterien der WHO fiir die Klassifizierung von
Gehirntumoren gestellt. Eine Liste mit Angaben zur Histologie und zu klinischen Daten der

Patienten ist in Anhang 6.1-1 angefigt.

2.1.2 Microarray Daten

RNS-Expressionsdaten und klinische Parameter wurden von Yoon-Jae Cho veroffentlicht und
zuganglich gemacht (Cho et al., 2011). Somit standen Expressionsdaten von 188 humanen
Medulloblastomen mit klinischen Parametern und Informationen zur Eingliederung in den
aktuellen  Subgruppen-Konsensus zur Verfligung. Die Expressionsdaten von elf

Normalgeweben wurde als Referenz genutzt.
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2.2 TIEREXPERIMENTELLE ARBEITEN

Alle beschrieben Versuche erfolgten nach den Vorgaben des geltenden Tierschutzgesetzes
und wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt. Die Mduse wurden in spezifisch-
pathogenfreier (SPF) Umgebung in der Tierhaltung des Zentrums fir Neuropathologie der
LMU Miinchen gehalten. In der SPF-Tierhaltung lebten die Mause gemal} den Richtlinien in
geschlossenen Kafigsystemen (individually ventilated cages, IVC) bei einem konstanten Hell-
Dunkel-Rhythmus von jeweils zwolf Stunden. Futter und Wasser standen ad libitum zur
Verfligung. Zur Entnahme des Gehirns wurden adulte Tiere durch zervikale Dislokation
getotet, wahrend unter 10 Tage alte Tiere durch Dekapitation getdtet wurden. Zur Entnahme
des Hirnes wurde der Schadelknochen eréffnet und entfernt, bis die komplette Oberflache
vom Bulbus olfaktorius anterior bis zur Medulla oblongata posterior freigelegt war. Es bietet
sich flir die histologische Analyse des Cerebellums an, nicht das Foramen magnum als
Ausgangspunkt fur die Eroffnung zu wahlen, sondern eher die zentrale Schadelnaht nahe
Lambda, um das Kleinhirn nicht zu verletzen. Das Gehirn wurde aus dem Schédel
herausgehoben, indem die Sehnerven am Chiasma opticum und die Hirnnerven unter dem

Hirnstamm durchtrennt wurden.

2.2.1 Transgene Tiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben Versuchen mit Wildtypmé&usen der Linien C57/Bl6 und
FVB auch mit einer Reihe von transgenen Mausmodellen gearbeitet: ROSA26/acZ?/F' (Soriano
1999), SmoM2-YFPF/Fl (Mao et al., 2006), AiTdTomato (Madisen et al., 2010) und Sox2/F
(Favaro et al., 2009). Ferner wurden drei Treiberlinien fur die Expression der Cre-Rekombinase
verwendet: hGFAP-cre (Zhuo et al., 2001), Math1-cre (Matei et al., 2005, Schiiller et al., 2007)
und Sox2-creER™ (Arnold et al., 2011).

2.2.1.1 Konditionelle Knockouts
Durch Verpaarung von jeweils einer Cre-Treiberlinie mit einer oder mehreren transgenen
Mauslinien entstehen konditionelle Cre-loxP-Systeme. Das bedeutet, dass unter dem
jeweiligen Promotor (hier hGFAP oder Math1) die Cre-Rekombinase exprimiert wird, welche
wiederum die Fahigkeit besitzt, Rekombination zwischen zwei sogenannten loxP-Sites auf der

DNS zu initiieren und damit alles, was zwischen den loxP-Sites lokalisiert ist, zu deletieren.
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hGFAP-cre::Sox2/F! (Sox2 Knock-out unter dem humanen GFAP-Promotor)
hGFAP-cre::SmoM2 (konstitutive Aktivierung des Shh-Signalweges unter dem GFAP-Promotor)

hGFAP-cre::Sox2™/F SmoM2 (Aktivierung des Shh-Signalweges bei gleichzeitigem Sox2-Verlust in GFAP-
positiven Zellen)

Math1-cre::Sox2/F (Sox2 Knock-out unter dem Math1-Promotor)

Math1-cre::SmoM2 (Konstitutive Aktivierung des Shh-Signalweges unter dem Math1-Promotor)

2.2.1.2 Induzierbare Knockouts
Durch Induktion mit dem Ostrogenanalogon Tamoxifen kénnen Mutationen unter dem Sox2-
Promotor zu definierten Zeitpunkten eingebracht werden. Tiere mit diesem genetischen
Hintergrund exprimieren nach erfolgreicher  Cre-abhangiger Rekombination
promotorspezifisch das entsprechende Transgen. Unter dem Sox2-Promotor wird ein
transgener Ostrogenrezeptor exprimiert, der erst auf Bindung von Tamoxifen hin die
Translokation der Cre-Rekombinase in den Nucleus zuldsst. Hier kann das Enzym die
entsprechenden STOP-Sequenzen (Polyadenylierungssequenzen) vor den zu exprimierenden
Genen durch Rekombination entfernen. So ergibt sich eine Expression der Transgene, die von

der Aktivitat des Sox2-Promotors, sowie dem Zeitpunkt der Induktion mit Tamoxifen anhangt.

Sox2-creER™::SmoM2 (induzierbare Aktivierung des Shh-Signalweges unter dem Sox2-Promotor)

Sox2-creER™::ROSA26lacZ ! (induzierbare B-Galaktosidase-Expression in allen Sox2-exprimierenden
Zellen und deren Tochterzellen)

Sox2-creER™::tdTomato (induzierbare RFP-Expression in allen Zellen mit aktivem Sox2-Promotor und
deren Tochterzellen)

2.2.2 Genotypisierung

Zur Genotypisierung wird den Madusen entweder friih postnatal eine Gewebeprobe von der
Schwanzspitze, oder bei dlteren Tieren eine Ohrstanze entnommen. Das Gewebe wird zeitnah
mit 500 ul Lysepuffer (200 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 5 mM EDTA, 0.2 % SDS, 200
ug/ml Proteinase K in ddH;0) versetzt und mindestens 2 Stunden bei 56 °C auf dem
Thermomixer verdaut. AnschlieBend werden die Proben bei 16000 g fiir 5 min zentrifugiert

und der Uberstand in ein neues EppendorfgefiR mit 500 pl Isopropanol tberfiihrt. Durch
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Schitteln kommt es zum Ausfallen der genomischen DNS, welche abermals bei 16000 g fiir 5
min abzentrifugiert wird. Das Pellet wird anschliefend in TE-Puffer (20 mM Tris-HCl pH 8.3, 1
mM EDTA in ddH;0) gel6st und bei 4 °C aufbewahrt.

Die genomische DNS (gDNS) dient als Ausgangsmaterial fir die Bestimmung der Genotypen.
Hierflir werden mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl. — polymerase chain reaction; PCR)
Genotyp-spezifische Regionen des Genoms amplifiziert. Die verwendeten Primer sind in
Anlehnung an die Originalpublikationen mit den Erstbeschreibungen der Mauslinien in Tabelle

2.2-1 aufgefihrt.

Primername Sequenz 5' - 3' Produktlinge
Cre-Fw TCCGGGCTGCCACGACCAA

Cre-Rv GGCGCGGCAACACCATTTT 448 bp
hGFAP-cre-Fw ACTCCTTCATAAAGCCCTCG 190 bp (Mutante)
hGFAP-cre-Rv ATCACTCGTTGCATCGACCG 700 bp (Wildtyp)
SmoM2-YFP Mut-Fw GAACGGCATCAAGGTGAA

SmoM2-YFP Mut-Rv CGATGGGGGTGTTCTGCT 109 bp
SmoM2-YFP WT-Fw GGAGCGGGAGAAATGGATATG

SmoM2-YFP WT-Rv CGTGATCTGCAACTCCAGTC 410 bp
ROSA26lacZ Mut-Fw AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT

ROSA26lacZ Mut-Rv GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC 250 bp
ROSA26lacZ WT-Fw AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT

ROSA26lacZ WT-Rv GGAGCGGGAGAAATGGATATG 500 bp
tdTomato Mu-Fw GGCATTAAAGCAGCGTATCC

tdTomato Mu-Rv CTGTTCCTGTACGGCATGG 196 bp
tdTomato WT-Fw AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA

tdTomato WT-Rv CCGAAAATCTGTGGGAAGTC 297 bp
Sox2-Fw AGGCTGAGTCGGGTCAATTA 300 bp (Mutante)
Sox2-Rv CATCCAAGCTAGGCAGGTT 500 bp (Wildtyp)

Tabelle 2.2-1 Primerpaare fiir die Genotypisierung

Die Standardbedingungen fiir die Genotypisierungs-PCR sind in Tabelle 2.2-2 dargestellt.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]
Vorinkubation 95 120
Denaturierung 95 30
Primer-Hybridisierung 60 30 35 Zyklen
Elongation 72 60
Stop 4 oo

Tabelle 2.2-2 PCR-Bedingungen fiir die Genotypisierung
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2.2.3 Primarzellkultur

Fur alle Primarzellkulturen, ob Kérner- oder Tumorzellkultur, wurde das Gesamthirn der Tiere
unter sterilen Bedingungen prapariert und das Cerebellum beziehungsweise das
Tumorgewebe vom restlichen Hirn abgetrennt, wobei die Meningen soweit wie moglich
entfernt wurden. Vor der weiteren Verarbeitung wurde das Gewebe in HBSS-Puffer (Hank’s

buffered saline solution, 1 mg/| Glukose) gewaschen.

Fir die selektive Kultivierung von cerebelldaren Kornerzellen wurden die Cerebella in
Lysepuffer (Trypsin/EDTA mit 10ug/ml DNase 1) bei 37 °C fiir 10 min inkubiert. AnschlieRend
wurde das Trypsin durch FCS (10 % fotales Kalberserum in DMEM-F12) inaktiviert und 1500
rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Gewebe in 5 ml HBSS-
Puffer resupendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml HBSS-Puffer mit
einer 1 ml Pipette vereinzelt und abzentrifugiert. In der Folge wurden die Zellen in
Kulturmedium (DMEM-F12, 1% N2 Supplement, 1% Penicillin/Streptomycin, 0.25 mM KCI) mit
10 % FCS resuspendiert und zu 750.000 Zellen/cm? auf poly-L-Ornithin (20 pug/ml in PBS)
beschichtete 24 Well Platten ausgesat. Nach einer Ruhephase von 6 bis 12 Stunden wurde das
Medium abgenommen und durch Kulturmedium mit Shh-Protein (3 pg/ml) ersetzt. Durch die
Kultivierung in diesem Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden verlassen alle Zellen,
auller den cerebelldaren Koérnerzellen den Zellzyklus und hinterlassen eine homogene
proliferierende Kérnerzellpopulation. Fir die Transduktion der Kérnerzellen mit /RES-GFP und
Cre-IRES-GFP Viren wurde das Medium abgenommen und Virusliberstand (siehe 2.4.6) fir
zwei Stunden auf die Zellen gegeben. Da die hier genutzten Retroviren lediglich
proliferierende Zellen transduzieren konnen, konnte durch die Kultivierung in selektivem Shh-
Medium verhindert werden, dass andere Zelltypen als Kérnerzellen von den Viren transduziert
werden und unspezifische Ergebnisse erzielt werden. Nach der Virus-Transduktion wurden die
Zellen abermals fir 24 Stunden in Kulturmedium mit Shh-Protein kultiviert. Zur Analyse der
Proliferationsrate wurde dem Medium Bromodesoxyuridin (BrdU, 25 pg/ml) zugebenen, und

die Zellen nach weiteren zwei Stunden mit 4 % Paraformaldehyd fixiert.

Die Kultivierung und Proliferationsanalyse von Tumorzellen wurde in Anlehnung an das eben
beschriebene Protokoll durchgefiihrt. Hierbei wurde fiir die Kultur der Tumorzellen jedoch ein
anderes Medium (Neurobasal Medium, 1% B27 Supplement, 1% Penicillin/Streptomycin, 20

ng/ml humanes FGF, 20 ng/ml humanes EGF, 2 mM Glutamin) verwendet. Hierbei konnte auf
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die Zugabe von Shh-Protein zum Medium verzichtet werden, da die kultivierten Tumorzellen
aus den verwendeten Mausmodellen fiir Shh-assoziierte Medulloblastome ohnehin schon
einen konstitutiv aktiven Shh-Signalweg haben. Die Population an Gliazellen in der Kultur ist

aufgrund der Kornerzellexpansion im Tumor vernachlassigbar.

Die Auswertung der Experimente an primaren Koérner- und Tumorzellkulturen wurde immer
nach dem gleichen Prinzip durchgefiihrt. Eine primdre Zellkultur wurde immer in zwei
Versuchskonditionen aufgeteilt, wobei diese im Laufe des Experiments mit zwei
verschiedenen GFP-kodierenden retroviralen Partikeln (siehe 2.4.6) behandelt wurden. Das
Kontrollvirus tragt dabei keine andere Information als die zur GFP-Expression in der
transduzierten Zelle (IRES-GFP). Das andere Virus kodiert zusatzlich zum GFP auch noch fir die
Cre-Rekombinase, die bei Zellen mit loxP-Sequenzen zur Rekombination der entsprechenden
Sequenzen fuhrt (Cre-IRES-GFP). Einen Tag nach der Transduktion mit den viralen Partikeln
werden alle Kulturen mit dem Basenanalogon BrdU behandelt, wobei anschlieRend der Einbau
von BrdU in die DNS der primadren Zellen als MaR fiir deren proliferative Aktivitat verwendet
werden kann. Nach der Fixierung der Kultur werden Doppelfarbungen durchgefiihrt, die der
Darstellung der transduzierten Zellen (GFP-positiv) dienen. Neben der Farbung auf das virale
GFP wird je nach Fragestellung auf BrdU (Proliferationsanalyse) oder Sox2 (Kontrolle des
Knockouts oder der Uberexpression) gefarbt. Ausgezihlt werden anschlieBend nur retroviral
transduzierte, GFP-positive Zellen, um Kontroll- und Experimentalkondition vergleichbar zu
halten. Einerseits kann so gewahrleistet werden, dass nur rekombinierte Zellen der Cre-
Bedingung in die Auswertung mit aufgenommen werden, andererseits werden nur
proliferierende Zellen von Retroviren transduziert. So kann man zusatzlich sicher gehen, dass
nur Kornerzellvorlaufer ausgewertet werden, denn die Gliazellen der Kultur wurden, wie
beschrieben, durch die Wartezeit von 24 Stunden nach der Kultivierung und vor der
Transduktion in den Proliferations-Stopp getrieben und stehen so nicht fir die Retroviren zur

Verfigung.
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2.2.4 Intraperitoneale Injektionen

Die induzierbaren Mausmodelle wurden mit Tamoxifen induziert. Hierfir wurde Tamoxifen
(Sigma-Aldrich, Hamburg) zunéachst in 100% Ethanol p. a. angeldst und anschlieBend in einem

addquaten Volumen Maisol (Sigma-Aldrich, Hamburg) unter Schiitteln bei 55°C gel6st.

Far intraperitoneale (i. p.) Injektionen fiir Proliferationsanalysen wurde BrdU in

physiologischer Kochsalzlésung (NaCl) gelost

Fiir die Injektion selbst wurde die Substanz auf Kérpertemperatur erwarmt und in einer 1 ml
Insulinspritze aufgezogen. Fir die Injektion von trachtigen Mausen und fir die Injektion von
friih postnatalen Mausen wurden 26G x % Kanillen (Braun-Melsungen AG, Melsungen)
verwendet. Die Maus wurde zundchst auf dem Kafiggitter am Schwanz und dann durch
Umgreifen zusatzlich am Nackenfell fixiert und auf den Ricken gedreht. Der Injektionspunkt
befindet sich im unteren Quadranten, ca. 1 cm von der Mittellinie und parallel zu den
Hinterbeinen. Das Tier wird in der fixierenden Hand mit dem Kopf eher nach unten gelagert,
um den Einstichwinkel moglichst flach halten zu kdnnen und versehentliche Punktionen von
Organen zu vermeiden. Vor der Injektion sollte kurz aspiriert werden, um auch eine Punktion
von groBeren Blutgefdafen ausschlieBen zu konnen. Die Substanz wurde langsam und
gleichmaRBig injiziert und die Kaniile nach kurzer Verweildauer im Stichkanal langsam entfernt.
Es bietet sich an kurz zu kontrollieren, ob Flissigkeit aus dem Stichkanal hervortritt. Ist dies
nicht der Fall, kann das Tier behutsam in den Kafig gesetzt werden, tritt Flissigkeit aus, muss

abgewogen werden, ob eine erneute Injektion zweckmalig ist.
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2.3 HISTOLOGISCHE METHODEN

2.3.1 Allgemeine Gewebevorbereitung und Analyse

Gewebe fur Hamatoxylin/Eosin (H&E) Farbungen und Immunhistochemie wurde wie in 1.2
beschrieben prapariert und in 4 % Paraformaldehyd in PBS tiber Nacht fixiert und nachfolgend
in Paraffin eingebettet. Gewebe fir Kryoschnitte wurde nach Fixierung durch eine
Glucosereihe (10% - 20 % - 30% Glucose/PBS) dehydriert und in OCT (TissueTek) eingefroren.
Paraffinschnitte wurden in 4 um und Kryoschnitte in 8 um Dicke geschnitten und auf
Superfrost Plus Objekttragern (Fisher) aufgebracht. Paraffinschnitte wurden vor Gebrauch in
Xylol entparaffiniert und in absteigender Alkoholreihe rehydriert. Die allgemeine Morphologie
des Gewebes wurde anhand von H&E Farbungen analysiert. H&E Farbungen wurden nach
einem Standardprotokoll angefertigt. Alle Bilder chromogener histologischer Prdparate
wurden mit einem Olympus Bx50 Mikroskop mit Hilfe des ColorView Soft Imaging Systems

(Olympus) angefertigt.

2.3.2 Immunhistochemie

Die primaren Antikorper fiir die Immunhistochemie und die Immunzytochemie sind in Tabelle

2.3-1 zusammengefasst.

Antigen Spezies Katalognummer Firma

BrdU Maus 10198 Bioscience Products

BrdU Ratte ab6326 Abcam

BLBP Kaninchen - C. Birchmeier und T. Miller, Max-Delbriick Center, Berlin
Calbindin Maus C8666 Sigma

Cre Kaninchen PRC106C Covance

GFAP Kaninchen 20334 DAKO

GFP Kaninchen sc-9334 Santa Cruz

Ki67 Kaninchen ab16667 Abcam

Map2 Maus M4403 Sigma

NeuN Maus MAB377 Millipore

NeuN Kaninchen ab128886 Abcam

Olig2 Kaninchen DF308 Millipore

Parvalbumin Maus P3088 Sigma

Pax2 Kaninchen 71-6000 Zymed

Pax6 Maus Pax6 Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB)
RFP Kaninchen AA234 Antibodies Online

S100 Kaninchen 4C4.9 RDI

Sox2 Maus ab79351 Abcam

Sox2 Kaninchen ab97959 Abcam

Tabelle 2.3-1 Primare Antikorper fiir die Immunhistochemie und der Inmunzytochemie
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2.3.2.1 DAB
Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in der absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. Antigendemaskierung erfolgte Uber mehrmaliges Kochen der Schnitte in
Citratpuffer (pH 6). Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurden alle Schnitte in 5 %
H,0; in Methanol inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS gewaschen, fiir 30 min
in I-Block Blockingreagenz (Invitrogen) blockiert und lber Nacht mit einer adaquaten
Verdiinnung des primaren Antikorpers bei 4 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Schnitte
mit dem EnVision™ System-HRP (DAB)-Kit (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) nach
Herstellerangaben entwickelt. Bei allen chromogenen Farbungen wurde eine Kernfarbung mit

Hamalaun als Gegenfarbung durchgefiihrt.

2.3.2.2 Immunfluoreszenz
Fir Immunfluoreszenzfarbungen wurden sowohl Paraffin- als auch Kryoschnitte verwendet.
Die Paraffinschnitte wurden wie fir die DAB-Farbung entparaffiniert und rehydriert. Bei
Kryoschnitten wird die Entparaffinierung durch ausgiebiges Waschen der Schnitte in PBS
ersetzt, um Reste von OCT vom Praparat zu entfernen. Bei beiden Schnitten wird wiederum
eine Hitze-Antigendemaskierung in Citratpuffer (pH 6), sowie eine Permeabilisierung des
Gewebes mit 1% PBS-Triton durchgefiihrt. AnschlieRend werden die Schnitte in I-Block
Blocking-Reagenz gebracht, um unspezifische Antikdrperbindungen zu blockieren. In der
Regel wurde eine Doppelfluoreszenzfarbung, also eine gleichzeitige Farbung zweier Antigene
in einem Schnitt, durchgefihrt. Daflr wurden zwei Antikorper aus unterschiedlichen Spezies
auf den Schnitten belassen und nach 24 Stunden und zweimaligem Waschen in PBS fir eine
Stunde mit zwei entsprechend Spezies-spezifischen, Fluorophor-gekoppelten sekundaren
Antikorpern (Alexa 488 und Alexa 546, Invitrogen) inkubiert. Die Kerngegenfarbung erfolgte
hierbei mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI; Roth). Fiir fluoreszente Farbungen von
Zellkulturen kam das gleiche Protokoll wie fiir die Immunfluoreszenzfarbungen zum Einsatz,
wobei hier die Entparaffinierung und Rehydrierung entfiel. Aufnahmen von
Fluoreszenzfarbungen wurden mit einem Olympus IX50 Mikroskop und mit dem ColorView

Soft Imaging System angefertigt.
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2.3.3 BrdU-Farbung

Der immunhistochemische Nachweis der Inkorporation des Basenanalogons BrdU in die DNS
anstelle des physiologischen Nukleosids Thymidin, bedarf einer weiteren Vorbehandlung vor
der Inkubation mit dem Primarantikérper. Um dem BrdU-spezifischen Antikérper den Zugang
zum Antigen zu ermoglichen, muss die DNS zunachst durch Behandlung mit 2N HCI fiir 10 min
denaturiert werden. AnschlieBend wird die Sdure mit 0.1M Natriumborat Puffer (pH 8.5)

neutralisiert, um die Struktur der Primarantikorper nicht zu beeintrdchtigen.

2.3.4 X-Gal Farbung

Fir den Nachweis der Cre-vermittelten Expression der [R-Galaktosidase wurde die
enzymatische Katalyse von X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid; Peqlab)
in ein indigoblaues Produkt verwendet. X-Gal Farbungen auf Gewebeschnitten wurden auf
Kryoschnitten von unfixiertem Gewebe durchgefiihrt. X-Gal Losung (2 mg/ml X-Gal, 5 mM
K4Fe(CN)6, 5 mM K3Fe(CN)6, 2 mM MgCl2, 0.02% NP40 und 0.1% Natriumdeoxycholat in PBS)
wurde dafiir auf die Schnitte aufgebracht, fir 24 Stunden bei 37°C und unter standigem
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde entweder eine Gegenfarbung mit Eosin
durchgefiihrt, um grobe Ubersichten zu erhalten, oder eine Doppelfluoreszenzfirbung
angeschlossen, um das X-Gal Signal auf Einzelzellebene untersuchen zu kdénnen. Zur
Kolokalisierung des X-Gal Signals mit fluoreszenten Farbstoffen wurde das chromogene X-Gal

Signal aus der Hellfeldaufnahme mit Hilfe der Photoshop Software (Adobe) pseudo-kolorisiert.
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2.4 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.4.1 RNS-Isolation

Die Isolierung von RNS aus Gewebe, wie auch aus Zellen, erfolgte nach der sauren Phenol-
Chloroform-Methode (Chomczynski 1993). Zur Isolierung von cerebelldrer RNS wurden die
Cerebella der Mause prapariert, in Trizol aufgenommen (1 ml/100 mg Gewebe) und mit einem
Dounce-Homogenisator homogenisiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) wurden 0,2 ml Chloroform pro ml Trizol zugegeben und das GefaR kurz
geschittelt. Die Proben wurden fur 3 Minuten bei RT inkubiert und zur anschlieRenden
Phasentrennung bei 12000 x g und 4°C flir 15 min zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in
ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt und mit 0,5 ml Isopropanol/ml Trizol Anfangsvolumen
vermengt. Nach weiteren 10 min Inkubation bei RT wurden die Proben zur RNS-Prazipitation
bei 12000 x g und 4°C fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt
und das Pellet mit kaltem 75% Ethanol-DEPC gewaschen und wieder fiir 5 min bei 7500 x g
und 4°C zentrifugiert. Nach der Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet fir 10 min bei
RT getrocknet, in 50ul H;O-DEPC aufgenommen und bei 60°C fiir 10 min geldst. Die
Konzentration wurde anschlieBend in einem Spektrophotometer (Nanodrop) bestimmt. RNS-

Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.4.2 cDNS Synthese

Vor Durchfiihrung der c¢cDNS Synthese wurden alle RNS-Proben einem DNase-Verdau
unterzogen (RNase-freie DNase, Promega), um Kontaminationen mit gDNS Resten zu
verhindern. Nach photometrischer Bestimmung der RNS Konzentration nach DNase-Verdau
wurden jeweils 5 ug Gesamt-RNS mit dem SuperScript Ill First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen) nach Herstellerangaben in cDNS umgeschrieben. Zur Verbesserung der Effizienz
wurde hierbei mit einer Kombination aus oligo(dT)20- und random hexamer-Primern

gearbeitet. Die Proben wurden anschlielfend bei -20°C gelagert.
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2.4.3 Relative Quantifizierung mittels qRT-PCR

Mit der gewonnenen cDNS wurde die Expression der Zielgene durch relative Quantifizierung
bestimmt. Hierfiir wurde das LightCycler 480-System mit dem LightCycler 480 SYBR Green |
Master Mix (Roche Diagnostics GmbH) verwendet. Die Prozedur wurde nach
Herstellerangaben in Triplikaten durchgefiihrt. Alle verwendeten Primer wurden fir die qRT-
PCR mit dem offentlich verfligbaren Programm Primer-BLAST
(http://ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) generiert und von Eurofins MWG GmbH
bezogen. Die relative Quantifizierung wurde mittels der Normalisierung des Zielgens auf das
Housekeeper-Gen 32m (beta-2-Mikroglobulin) vollzogen. Durch den Einsatz einer konstanten
Probe, des Kalibrators, konnten unterschiedliche PCR-Laufe miteinander verglichen werden.
Fiir alle Proben wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Spezifitdt der PCR-
Reaktion zu bestatigen. Eine Effizienzkorrektur wurde anhand einer individuellen
Standardkurve fiir jedes Primerpaar durchgefiihrt. Die relativen Expressionswerte wurden wie

folgt berechnet:

nEx = ET[CpT(K)—CpT (SN y EH[CpH (S) = CpH (K)]

Hierbei stehen nEx fiir den normalisierten Expressionswert, E flr die Effizienz, T flr das Zielgen
(target), H fiir das Housekeeper-Gen (82m), K fiir den Kalibrator, S fir die Probe (sample) und
Cp beschreibt die jeweilige Zyklusanzahl, bei der es zu einem signifikanten Anstieg der
Fluoreszenzintensitat kam. Die verwendeten Primerpaare und die bestimmten Effizienzwerte

fir die Amplifikation der Zielgene sind in Tabelle 2.4-1 zusammengefasst.

Primername Sequenz5'-3' Primereffizienz amplifiziertes Produkt
Sox2-Fw CTCGCCCACCTACAGCAT

Sox2-Rv CCTCGGACTTGACCACAGAG 2,3 86 bp
Sox1-Fw ATCTGCCCCCATCACCTT

Sox1-Rv AAAACGCTGTGTGCCTCCT 2,05 120 bp
Sox3-Fw ACGCATCAGGTGAGAGAAGC

Sox3-Rv GTCGGAGTGGTGCTCAGG 1,7 115 bp
B2M-Fw TGTCTTTCAGCAAGGACTGG

B2M-Rv GATGCTGCTTACATGTATCG 2 109 bp

Tabelle 2.4-1 Primerpaare fiir die qRT-PCR
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Die Standardbedingungen fir die RT-PCR sind in Tabelle 2.4-2 zusammengefasst.

Schritt Detektionsmodus Temperatur [°C] Zeit [s]
Vorinkubation 95 300
Denaturierung 95 10
Primer-Hybridisierung einfach 60 10 45 Zyklen
Elongation 72 20
fortlaufend 40-95 300

Schmelzkurvenanalyse

Stop 4 oo
Tabelle 2.4-2 Bedingungen fiir die qRT-PCR

2.4.4 Proteinexpression und Konzentrationsbestimmung

Fir die Zellkultur-Experimente bendtigtes Shh-Protein wurde durch die Transformation
kompetenter Bakterien mit einem Expressionsplasmid und anschlieBender Extraktion,

Aufreinigung und Konzentration des Proteins hergestellt.

2.4.4.1 Transformation und Proteinexpression
Fir die Transformation wurden kompetente XL-2 blue Zellen vom Stamm Escherichia coli (E.
coli) verwendet. Es wurden pro 50 ul Bakterienlésung ca. 50 ng Plasmid (pEXP2-DEST-LRC4 (C-
terminales Fusionsprotein mit N-terminaler Shh Form und Ampicillin-Resistenzgen)) hinzu
pipettiert und anschlieBend fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock zur thermischen
Permeabilisierung der bakteriellen Zellwand wurde bei 42°C durchgefiihrt und die Proben
anschlieend wieder auf Eis gebracht. Nach drei Minuten wurden 500 pl LB-Ndahrmedium
hinzugegeben und mindestens 1 Stunde bei 37°C geschittelt. 100 pl der Vorkultur wurden auf
eine LB-Agarplatte einem der Plasmidresistenz entsprechenden Antibiotikum (hier Ampicillin)
ausplattiert, um positiv auf Klone zu selektionieren, die das Plasmid aufgenommen haben. Die

Agarplatte wurde bei 37°C iber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Platten auf Einzelkolonien untersucht. Eine Kolonie wurde vom
Agar abgenommen und in 500 ml LB-Medium mit Ampicillin fiir 4-5 Stunden bei 37°C und
unter standigem Schiitteln wachsen gelassen. Bei einer gemessenen optischen Dichte (OD600)
von 0,5 wurde die Proteinexpression induziert. Dies geschah mittels Zugabe von Isopropyl-B-
D-thiogalactopyranosid (IPTG), welches als kiinstlicher Aktivator des Lactose-Operons bei E.

coli fungiert. Durch die IPTG-induzierte Konformationsanderung des bakteriellen Lac-
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Repressors wird die Transkription und Translation des Fusionsproteins aktiviert. Die
Bakterienkultur mit IPTG wird weitere 2 Stunden bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien werden
vom LB-Medium abzentrifugiert und in kaltem PBS Puffer gewaschen. Nach erneuter

Zentrifugation wird das Gewicht der Bakterien-Pellets bestimmt.

2.4.4.2 Proteinextraktion und Konzentration
Die Extraktion des Proteins wurde mit dem Ni-NTA Puffer Kit (Novagen) nach
Herstellerangaben ausgefiihrt. Grob wurde ein Aufschluss der Bakterien mit Lysozym und
Ultraschall durchgefiihrt und die Suspension auf eine fiir das Protein spezifische Saule
geladen. Die Saule enthadlt ein makropordéses Silikatharz mit hohem Gehalt an Tetradentat-
chelatiertem Nickel (> 20mmol Ni/ml abgesetztem Harz). Das Harz ist dazu bestimmt,
bakterielle Polyhistidin-markierte (His-tag) Proteine aufzureinigen. Das Lysat flieit gemaR der
Schwerkraft Uber eine Saule aus gepacktem Silikatharz, wobei eine Gewinnung und
Auswaschung der His-markierten Proteine aus dem bakteriellen Lysat erfolgt. Die Reinigung
und Konzentration des gewonnenen Shh-Proteins erfolgte durch mehrmalige Zentrifugation
in Centricon plus-20 Filtersdaulen nach Herstellerangaben. Die Endkonzentration sollte um 3

mg/ml im Elutionspuffer liegen.

2.4.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Proteinkonzentration wurde mit der BCA-Methode bestimmt. Hierfiir wurden
Bicinchoninsaure und 4% (w/v) CuSO4 im Verhéltnis 50:1 gemischt. Jeweils 10 pl der
Proteinprobe wurden mit 140 ul des BCA-Gemisches versetzt und mindestens 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Absorptionsrate des entstehenden violetten Farbstoffes (Molybdanblau) wurde
bei einer Wellenlange von 562 nm in einem Photometer (FLUOstar Optima, BMG Labtech)
bestimmt. Die absolute Proteinkonzentration konnte vergleichend mittels einer

Standardreihe von bovinem Serumalbumin (BSA) ermittelt werden.

2.4.4.4 Spezifitatsbestimmung und Funktionalitat
Die Proteinspezifitdt wurde mittels Auftrennung des Protein-Eluats im Polyacrylamid-Gel und
anschlielender Coomassie-Farbung untersucht. Coomassie-Blau ist ein
Triphenylmethanfarbstoff, der sich an die basischen Seitenketten der Aminosauren anlagert
und damit Proteine im Gel unspezifisch anfarbt. Shh-Protein hat eine molekulare Masse von
30kDa. Durch die unspezifische Anlagerung des Farbstoffes an alle Proteine ist die Farbung

auch ein MaR fir die Reinheit der erhaltenen Proteinfraktion.
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Die Funktionalitat des Shh-Proteins wurde direkt auf primaren Kérnerzellkulturen untersucht,
indem BrdU-Proliferationsassays von Shh-behandelten und unbehandelten Kulturen
verglichen wurden. Funktionales Shh-Protein fiihrt zu einem signifikanten Anstieg der

Proliferationsaktivitat in Kornerzellen.

2.4.5 Klonierung von Expressionsvektoren

Zur Untersuchung der Auswirkung einer Uberexpression von Sox2 in Kérner- und Tumorzellen
wurde ein Sox2-Expressionplasmid hergestellt. Als Basis diente ein in der Arbeitsgruppe
bereits vorhandenes Plasmid, mit einer IRES-GFP Sequenz als Reportergen (Reporterplasmid)
und gut charakterisierten Restriktionsschnittstellen. Bei der durchgefihrten Klonierung wurde
das Reporterplasmid mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol versetzt geschnitten,
so dass Uberhangende Enden (sticky ends) entstanden. Das zu inserierende Sox2-Fragment
wurde ebenfalls mit EcoRl und Xhol aus einem Spenderplasmid herausgeschnitten, um
komplementére sticky ends zu erhalten. Mittels Gelelektrophorese wurde das kurze Sox2-
Fragment (980 bp) rdaumlich vom Rest des nun linearisierten Spenderplasmids (6480 bp)
getrennt und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gemaR Herstellerangaben isoliert.
Die isolierte DNS wurde nun mit dem linearisierten Reporterplasmid zusammengebracht. Die
Ligation der beiden DNS-Fragmente wurde mit einer T4 DNS Ligase (Thermo Scientific) und
einem entsprechenden Puffer nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das resultierende
Plasmid wurde in kompetente Zellen transformiert (siehe 1.4.4.1) und diese gemaR der auf
dem Plasmid enthaltenen Ampicillin-Resistenz auf Ampicillin-haltigen Agarplatten
selektioniert. Aus den gewachsenen Einzelkolonien wurde mit dem QlAprep Spin MiniPrep Kit
(Qiagen) die Plasmid-DNS isoliert und zur Sequenzierung auf Insertion und korrekte

Orientierung des Sox2-Fragments an Eurofins MWG GmbH gegeben.
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2.4.6 Produktion retroviraler Partikel

Retrovirale Partikel zur Transduktion von primaren murinen Kérnerzellen wurden durch
Transfektion von humanen HEK293T-Zellen (American Type Culture Collection, ATCC) mit
Expressionsplasmiden produziert. Die Arbeiten mit eukaryotischen Zellen erfolgten mit
sterilen GefdaRen und Losungen in einer sterilen Umgebung (HERAsafe, Thermo). Die HEK293T-
Zellen wurden in Brutschranken bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Fur die Produktion retroviraler
Partikel wurden HEK293T-Zellen in einer Tripel-Transfektion mit zwei Helferplasmiden (pCM V-
VsVg und pCMV-gag-pol) und jeweils einem retroviralen Konstrukt mit Hilfe des
Transfektionsreagenz X-tremeGENE HP (Roche) nach Herstellerangaben transfiziert. Bei den
Expressionsplasmiden handelte es sich entweder um einen Vektor mit einer /RES (internal
ribosome entry site)-GFP, einer Cre (Cre-Rekombinase)-/IRES-GFP Sequenz, oder einer Sox2-
IRES-GFP Sequenz. Die HEK293T-Zellen waren zum Zeitpunkt der Transfektion ca. 70%
konfluent gewachsen, um eine moglichst haufige Ernte zu ermdglichen. Das
Transfektionsmedium wurde hierfir 24 Stunden nach Transfektion durch normales
Kulturmedium (DMEM Medium, 10% fotales Kdlberserum, 1% Glutamax) ersetzt und
retroviraler Mediumilberstand wurde bis zu 4 Tage nach Transfektion geerntet. Das
virushaltige Medium wurde mit Hilfe von 0.45 mm-Filtern von Zellschrott gesdubert und bis

zur Benutzung bei -80°C aufbewahrt.
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2.5 STATISTISCHE ANALYSEN

Alle statistischen Auswertungen wurden mit der Prism5.02 Software (GraphPad)
durchgefiihrt. Zum Vergleich von Parametern zwischen Gruppen wurden die
Stichprobenmengen zuerst auf Normalverteilung getestet. Folgten die Werte der Gaul3‘schen
Normalverteilung wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test durchgefiihrt. Lag keine
GauB‘sche Normalverteilung vor, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Um
Verteilungen zwischen zwei Gruppen auf ihre Signifikanz hin zu testen, wurde der 2 Test
angewendet. Korrelationen wurden nach Spearman bestimmt. Uberlebensraten von M&usen
und Patienten wurden mittels Kaplan-Meier Kurven analysiert. Mit Hilfe des Log-Rank-Tests
wurden Uberlebenskurven auf ihre Signifikanz hin untersucht. Bei allen Tests wurden p-Werte

kleiner 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 DIE EXPRESSION VON SOX2 IN HUMANEN MEDULLOBLASTOMEN

Medulloblastome kdnnen auf zwei Arten in Subgruppen eingeteilt werden. So ergeben sich
die traditionelle Einteilung in histologische Gruppen aufgrund histomorphologischer
Eigenschaften des Tumorgewebes und die modernere Gruppierung aufgrund molekularer
Expressionsdaten. Fur klar fundierte Aussagen im Hinblick auf Diagnostik und Therapie ist ein
integrativer Ansatz beider Einteilungen zweckmaRig. Daher wird aktuell daran gearbeitet,
Marker zu finden, die ein Bindeglied zwischen beiden Einteilungen zulassen, um von der
histologischen Untersuchung erste Rickschlisse auf die molekulare Subgruppe zu
ermoglichen, die in Zukunft immer mehr an Wichtigkeit gewinnen wird. Durch die
Untersuchung von SOX2 in humanen Medulloblastomen ist in dieser Arbeit ein weiterer

Schritt zur Verbindung von histologischer und molekularer Subgruppe gelungen.
3.1.1 Immunhistochemie

Der Proteinnachweis von SOX2 auf zelluldrer Ebene erfolgte mit einem Antikérper gegen SOX2
auf tissue micro arrays (TMA) von formalinfixiertem Tumormaterial aus Biopsien. Hierfir
wurden zylindrische Proben aus dem Tumorgewebe in einen Paraffinblock gegossen und so
mit exakt vergleichbaren Bedingungen histologisch untersucht. Insgesamt konnte so eine
Stichprobe von 65 humanen Medulloblastomen begutachtet werden. Histologische und
klinische Parameter der Patientenproben sind in Anhang 6.1-1 aufgefiihrt. Die SOX2-
Expression erzeugt in immunhistochemischen Farbungen ein nukledres Signal. Stark SOX2-
positive Tumore sind vor allem in der Gruppe der desmoplastischen Medulloblastome (dMB)
und der Medulloblastome mit extensiver Nodularitat (MBEN) vertreten. Abbildung 3.1-1 A
zeigt die Starke der SOX2 Proteinexpression in drei histologischen Subgruppen. Deutlich ist zu
sehen, dass dMB und MBEN zusammen eine signifikant hohere Falldichte mit starker SOX2-
Expression aufweisen als die grof3te histologische Gruppe der Medulloblastome, die Tumore
mit klassischer Histologie (cMB; p = 0,002). Insgesamt wurde in 27 von 65 Féallen eine
schwache SOX2-Expression (,,-“, 41,5 %), in 20 von 65 Féllen eine intermediare Expression (,,+,

30,8 %) und in 18 von 65 Fallen eine starke Expression von SOX2 (,,++“, 27,7 %) gefunden. Im

55



Anhang ist in der Abbildung 6.1-2 ein Vergleich des SOX2-Expressionsprofils eines stark SOX2-

positiven dMB und eines cMB in der Histologie exemplarisch dargestellt.

Schlisselt man die Gruppe der dMB und MBEN nach dem Alter der Patienten (Gruppierung
nach Northcott et al., 2010) auf, ergibt sich auch hier eine ungleichmaRige Verteilung der
Falldichte. Abbildung 3.1-1 B zeigt, dass die SOX2-Expression in den adulten Féllen signifikant

hoher ist als in infantilen Patienten (p = 0,0013).

3.1.2 SOX2 in RNS-Expressionsdaten

Zur Analyse der Expression von SOX2 in humanen Medulloblastomen wurden Microarray-
Daten einer veroffentlichten Patientenkohorte untersucht (Cho et al., 2011). Die Kohorte
umfasste insgesamt 188 Medulloblastome, zu denen jeweils klinische Parameter und
histologischer Subtyp bekannt waren. Bei der Untersuchung der Expression von SOX2 auf
MRNS-Ebene wurde auch hier in dMB eine signifikant erhohte Expression im Vergleich zu cMB
nachgewiesen (p = 0,0003; Abbildung 3.1-1 C). Untersucht man die SOX2-Expression Uber die
Gesamtheit der molekularen Subgruppen nach dem aktuellen Konsens von Taylor und
Northcott (Taylor et al., 2012) wird deutlich, dass SOX2 mRNS wird in Tumoren der Gruppe 3,
Gruppe 4 und der WNT-Gruppe etwa gleich stark exprimiert. In der SHH-assoziierten Gruppe
hingegen ist die Expression von SOX2 gegeniiber den anderen Gruppen signifikant erhoht (p <
0,0001; Abbildung 3.1-1 D). Die Altersverteilung von stark SOX2-exprimierenden Tumoren aus
der histologischen Einteilung wurde ebenfalls bestdtigt: In adulten SHH-abhdngigen
Medulloblastomen ist die Expression von SOX2 deutlich hoher als in frihkindlichen Tumoren
dieser molekularen Subgruppe (p=0.0129; Abbildung 3.1-1 E). Die altersabhéngige Verteilung
von stark SOX2-positiven Tumoren wird auch deutlich, wenn man alle Expressionsdaten von
SOX2 in der SHH-Gruppe mit dem jeweiligen Alter der Patienten korreliert. Es besteht ein
positiver Zusammenhang zwischen der Expression von SOX2 und dem Alter, wie in Abbildung

3.1-1 F dargestellt (r = 0,5441, p < 0,0001).
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Abbildung 3.1-1 SOX2 wird besonders stark in humanen desmoplastischen und SHH-assoziierten Medulloblastomen (MB)
exprimiert. Tragt man die Falldichte der Medulloblastomfalle in Abhéngigkeit der Stérke der SOX2-Expression auf, wird deutlich,
dass SOX2 in dMBs und MBENs zusammen starker exprimiert wird, als in cMBs (A). Tragt man die Anzahl der Félle von dMBs und
MBENSs in Abhangigkeit des Alters der Patienten auf fallt eine starke SOX2-Expression mit einem hohen Alter der Patienten
zusammen (n=40; B). In RNS-Expressionsanalysen fir SOX2 zeigt sich im Vergleich von dMBs und cMBs, dass SOX2 in dMBs starker
exprimiert wird (C). Untersuchungen der mRNS-Expression (iber alle vier molekularen Subgruppen der Medulloblastome zeigen eine
starke SOX2-Expression in der SHH-assoziierten Subgruppe im Vergleich zu den anderen molekularen Subgruppen (D).Vergleicht
man die SOX2-Expression in Abhdngigkeit des Patientenalters, ist wiederum eine stdrkere Expression in dlteren Patienten zu
erkennen (n=50; F). Korrelationsanalysen von SOX2-Expression und dem Patientenalter in SHH-assoziierten MBs ergeben ebenfalls
eine hochsignifikante positive Korrelation der Expression von SOX2 mit zunehmendem Alter der Patienten (n=50; E). n. s., nicht
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3.2 SOX2 IN DER FRUHEN KLEINHIRNENTWICKLUNG

Aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass Medulloblastome aus den friihen
Vorldufern von cerebelldren Koérnerzellen entstehen koénnen, wenn in diesen der Shh-
Signalweg konstitutiv aktiviert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wann und
wo Sox2 in Kornerzellvorlaufern exprimiert wird und welche Rolle Sox2-positive

Vorlauferzellen bei der Tumorigenese spielen.

3.2.1 Histologie

Sox2 wird in der normalen Embryonalentwicklung des Kleinhirns in beiden Keimzonen
exprimiert. In der ersten Keimzone, der Ventrikuldrzone, sind nahezu alle Zellen Sox2-positiv,
wahrend in zweiten Keimzone, der rhombischen Lippe nur eine Subpopulation von
Kornerzellvorldufern Sox2 exprimiert (Abbildung 3.2-1 B). Bei genauerer Untersuchung der
Sox2-positiven Zellen der rhombischen Lippe fallt auf, dass auch diese Zellen Charakteristika
von Vorldufern cerebelldrer Kornerzellen aufweisen. So zeigen sie neben der Expression von
Sox2 auch eine Expression von Pax6 und Ki67 als Marker fiir anhaltende Proliferation
(Abbildung 3.2-1 D und E). Sox2-positive Zellen in der rhombischen Lippe kdnnen nur von
e13.5 bis €18.5 immunhistochemisch nachgewiesen werden (Abbildung 3.2-1 A bis C). Ab
e18.5 ist weder in der dulReren, noch in der inneren Kérnerzellschicht eine Sox2-Expression
zu finden (Abbildung 3.1-2 C). Im gesamten Cerebellum gibt es nach abgeschlossener
Entwicklung nur wenige Populationen Sox2-exprimierender Zellen. Sox2-Expression
beschrankt sich auf Zellen in der Bergmann Gliazellschicht und in der weifen Substanz. In
Abbildung 6.2-1 im Anhang finden sich immunhistochemische Farbungen fir Sox2 in
postnatalen bis adulten Stadien der Kleinhirnentwicklung der Maus, in denen deutlich wird,

dass Sox2 in postnatalen Kérnerzellen nicht exprimiert wird.
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Sox2 |

Abbildung 3.2-1 Sox2 wird in friihen Kornerzellvorldaufern exprimiert. Sox2-Expression in cerebelldren
Kornerzellvorlaufern beginnt nicht vor e13.5 (A und Pfeile in B) und geht um e18.5 verloren (C).
Immunfluoreszente Ko-Farbungen fiir Sox2 und neuronale (Pax6; D) sowie proliferative (Ki67; E)
Markerproteine verdeutlichen die Vorldaufernatur von Sox2-exprimiernden Zellen in der rhombischen
Lippe an e14.5 (Pfeile in D und E).MaRstabe in kleinen VergroRerungen entsprechen 100 um, MaRstabe
in hohen VergroRBerungen und Detailaufnahmen entsprechen 50 um. EGL, externe Kérnerzellschicht;
RL, rhombische Lippe; VZ, Ventrikularzone; IV, vierter Ventrikel.

3.2.2 Fate-mapping

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, welche Rolle die Subpopulation von
Sox2-positiven Kornerzellvorldufern in der rhombischen Lippe bei der Kleinhirnentwicklung
und bei der Entstehung von Medulloblastomen spielt. Um das Schicksal von Sox2-
exprimierenden Zellen genau verfolgen zu kénnen, wurde ein System verwendet, bei dem
eingeflihrte Mutationen nur in Zellen mit aktivem Sox2-Promotor exprimiert werden und an
Tochterzellen weitergegeben werden. Eine mit einem Ostrogenrezeptor gekoppelte Cre-
Rekombinase wird hierfiir unter dem Sox2-Promotor exprimiert und gelangt nach der Bindung

von Tamoxifen in den Zellkern. Tiere aus dieser induzierbaren Sox2-creER™-Linie wurden mit
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Mausen verpaart, die entweder Sequenzen fiir ein rot fluoreszierendes Protein (tdTomato,
Variante von RFP), oder fir das Enzym [-Galaktosidase tragen. Die Besonderheit an diesem
System ist die Irreversibilitdt der Cre-abhdngigen Rekombination am ROSA26-Locus, in dem
die Reporterproteine kodiert sind. Mit dem Cre-LoxP-System ist es moglich, durch Cre-
vermittelte Rekombination zwischen zwei eingefligten loxP-Sequenzen, spezifisch
dazwischenliegenden Sequenzen auszuschneiden. Im hier verwendeten System ist die
ausgeschnittene Sequenz eine Polyadenylierungssequenz, also ein Stopp-Codon, nach dessen
Verlust die Expression der codierten Reporterproteine stattfinden kann. Der ROSA26-Locus
wird in Mause konstitutiv und ubiquitar abgelesen, daher manifestieren sich genetisch
eingefiihrte Verdnderungen in der Proteinexpression auch nach der Zellteilung und
unabhangig von der weiteren Differenzierung der Nachkommenschaft. So exprimieren auch
alle Tochterzellen einer primar rekombinierten Zelle weiterhin RFP (red fluorescent protein)
oder P-Galaktosidase. Wegen der Verfolgbarkeit des Schicksals einzelner Zellen und

Populationen mit diesem System spricht man hier von ,fate-mapping“-Experimenten.

Durch Aktivierung der Expression (Induktion) eines Reportergens mittels Tamoxifengabe,
kdnnen Zellpopulationen, die von Sox2-positiven Vorlaufern ausgehen, verfolgt und ihr
Beitrag zum erwachsenen Kleinhirn untersucht werden. In Versuchen an Sox2-
creER™::ROSA26lacZ/*-Mausen wurde Tamoxifen an verschiedenen Zeitpunkten wahrend
der Sox2-Expression in Kornerzellvorldufern der rhombischen Lippe verabreicht. Hier zeigte
sich, dass im adulten Cerebellum der Versuchstiere ein groBer Anteil der reifen Kérnerzellen
rekombiniert ist, also B-Galaktosidase exprimiert und folglich aus Sox2-positiven Vorlaufern
der rhombischen Lippe entstanden sein muss. AuBerdem liegt offenbar ein
zeitpunktspezifisches Verteilungsmuster der Nachkommen dieser Vorlaufer vor. In Abbildung
3.2-2 A bis C ist nach Auswertung aller durchgefiihrten zeitlich gestaffelten Experimente
schematisch dargestellt, wo sich die nach der embryonalen Induktion rekombinierten Zellen
im adulten Cerebellum befinden. Deutlich zu sehen ist, dass Sox2-positive Vorlaufer an e13.5
und e14.5 am Aufbau der rostralen Lobuli beteiligt sind (Abbildung 3.2-2 A und B), wahrend
bei spaterer Induktion der GroRteil der Nachkommen in den caudalen Anteilen liegt
(Abbildung 3.2-2 C). In Detailaufnahmen des Gewebes aus fate-mapping Experimenten ist
gezeigt, dass verschiedene Zelltypen des Kleinhirns aus Sox2-positiven Vorlaufern entstehen,
die wahrend ihrer Entwicklung und Differenzierung auch die Expression von Sox2 verlieren. In

Abbildung 3.2-2 D ist an der positiven X-Gal-Farbung in mehreren Zellkernen zu sehen, dass
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der Reporter 3-Galaktosidase in der weiBen Substanz in Sox2-positiven Zellen exprimiert wird.
Im cerebelldaren Cortex hingegen konnte X-Gal in der Sox2-positiven Bergmann Glia in der
Purkinjezellschicht (Pfeilspitze in Abbildung 3.3-1 E) und in der inneren Kornerzellschicht und
in der Molekularschicht in rekombinierten Zellen detektiert werden, die im Gegensatz zu
Bergmann Glia kein Sox2 mehr exprimieren (Pfeile in Abbildung 3.2-1 E). X-Gal-positive reife
Kérnerzellen sind im Detail nochmals in Abbildung 3.2-2 F durch Farbung fiir den neuronalen
Marker NeuN dargestellt. So konnte gezeigt werden, dass Sox2-positive Zellen der Ursprung
fiir verschiedene Zelltypen des Kleinhirns sind, die wahrend ihrer Reifung und Differenzierung

die Fahigkeit verlieren kénnen, Sox2 zu exprimieren.

Kornerzellen werden in der Maus noch bis zu zehn Tage nach der Geburt in der dulBeren
Kornerzellschicht gebildet. Um herauszufinden, ob auch hier Sox2-positive Zellen noch eine
Rolle spielen, wurden die fate-mapping-Experimente mit Sox2-creER™::tdTomato/*-
Reportermausen auf die friihen postnatalen Stadien ausgedehnt. Hier hat sich gezeigt, dass
mindestens bis p3 der Sox2-Promotor noch zuverlassig in Kérnerzellvorlaufern der EGL aktiv
ist. In Abbildung 3.2-2 G ist zu sehen, dass am Ubergang der EGL zur IGL rekombinierte, also
RFP exprimierende Zellen liegen (rotes Fluorophor), die deutlich NeuN-positiv (griines
Fluorophor), also der Kornerzelllinie zugehorig sind. Die gezeigte Zelle kann also erst seit der
Induktion mit Tamoxifen an p3 aus einer Sox2-positiven Zelle entstanden und ausdifferenziert
sein. Das ist der erste Beweis, dass wahrend der Kleinhirnentwicklung auch noch postnatal
neuronal differenzierte Zellen aus Sox2-positiven Vorldaufern der duReren Kornerzellschicht

entstehen kdnnen.

Welche Auswirkungen dieser Befund auf die Forschung an adult entstandenen

Medulloblastomen hat, wird im folgenden Kapitel untersucht.
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Abbildung 3.2-2 Sox-positive Kérnerzellvorldufer tragen zum Aufbau des reifen Cerebellums bei.
Schematische Darstellung der Verteilung von reifen Kérnerzellen, die zu definierten Zeitpunkten aus
Sox2-positiven Vorlauferzellen entstanden sind (Induktion an €13.5 — A; e14.5 — B; e16.5 — C). Friihe
Sox2-positive Vorldufer bauen rostrale Anteile, spate Vorldufer caudale Anteile des adulten
cerebelldren Cortex auf (blaue Schattierung in A - C). Aus Sox2-positiven Vorlduferzellen entstehen
Sox2-positive Zellen der weilen Substanz (Pfeile in D) und in der PCL (Pfeilspitze in E), aber auch Sox2-
negative Zellen der inneren Kornerzellschicht und der Molekularschicht (Pfeile in E). Nachkommen von
Sox2-positiven Vorlduferzellen kdnnen zu reifen Kérnerzellen ausdifferenzieren (F). Postnatal liegen
vereinzelt noch Kérnerzellvorldaufer mit latent aktivem Sox2-Promotor in der EGL vor. Bei Induktion des
Reporters in Sox2-positiven Zellen an p3 findet man an p6 rekombinierte (RFP, rot) Kérnerzellen (NeuN,
griin) am Ubergang der inneren EGL zur IGL (Pfeil in G). EGL, duRere Kérnerzellschicht; IGL, innere
Kornerzellschicht; ML, Molekularschicht; PCL, Purkinjezellschicht; RL, rhombische Lippe; VZ,
Ventrikuldrzone; WM, weiRe Substanz.



3.3 Sox2 IM MAUSMODELL FUR MEDULLOBLASTOME

Um die im humanen System gewonnenen Daten zur Expression von SOX2 in
Medulloblastomen klinisch und entwicklungsbiologisch besser einordnen zu kénnen, wurde

auf ein bereits etabliertes Mausmodell fiir SHH-assoziierte Medulloblastome zurlickgegriffen.
3.3.1 Immunhistochemie

Mause, die eine Mutation des Smoothened Rezeptors (SmoM2) unter der Kontrolle des
humanen GFAP-Promotors exprimieren, entwickeln bereits embryonal Tumoren und
Uberleben nur etwa drei Wochen nach der Geburt (Schiiller et al., 2008). Bereits durch eine
heterozygote SmoM2 Mutation wird der mitogene Shh-Signalweg konstitutiv aktiviert und
fihrt so zur Hyperproliferation von Koérnerzellvorldaufern. In so entstandenen murinen
Tumoren wird im Gegensatz zu Kornerzellen des gesunden Kleinhirns Sox2 exprimiert.
Abbildung 3.3-1 zeigt eine Sox2-Farbung in einem hGFAP-cre::SmoM2/* Tumor (Abbildung
3.3-1 A) und eine anteilsmaRige Quantifizierung der Sox2-positiven Zellen im Tumor (iber die
Zeit (Abbildung 3.3-1 B). Hier zeigt sich, dass in friihen Stadien (iber 30% der Tumorzellen Sox2
exprimieren, die Expression aber im Laufe der Zeit signifikant abnimmt und zwischen p8 und
p31 auf 3,1% fallt (p = 0,0031; Abbildung 3.3-1 B). Sox2-positive Zellen kénnten einerseits
wichtig fur die Initiation des Tumorwachstums wichtig sein, andererseits aber auch fir die
Erhaltung des Tumors durch Generierung von Tumorzellen. Aufféllig im Hinblick auf die
Funktion dieser Sox2-positiven Zellen ist das Bild, das sich in Ko-Farbungen von Sox2 und
Markern fiir die Vorlauferidentitdt von unreifen Neuronen im Tumor ergibt. In Abbildung 6.3-
1 im Anhang ist zu sehen, dass DCX-positive Zellen meist in Inseln um Gruppen von Sox2-
positiven Zellen liegen (6.3-1 A), und dass Tujl und Sox2 immer kolokalisiert im Tumor
vorliegen (6.3-1 B). Diese Assoziation von Sox2-positiven Zellen mit den Vorldufermarkern der
Koérnerzelllinie ldsst eine Rolle von Sox2-positiven Zellen beim Wachstum von
Medulloblastomen vermuten. Die folgenden Experimente wurden durchgefiihrt, um zu

Uberprifen, ob und wann aus Sox2-positiven Kérnerzellvorlaufern Tumore entstehen konnen.
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3.3.2 Tumorentstehung

Um zu (berprifen, ob aus Sox2-positiven Vorlaufern der rhombischen Lippe auch
Medulloblastome entstehen koénnen, wurde ein Mausmodell zur zell- und
zeitpunktspezifischen Aktivierung der Smoothened-Mutation verwendet. In Sox2-
creER™::SmoM2f/*-Mausen fiihrt die Gabe von Tamoxifen zur Aktivierung des Shh-
Signalweges in Zellen, die einen aktiven Sox2-Promotor haben und anschlieBend in allen

Zellen, die aus dieser Population hervorgehen.
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Abbildung 3.3-1 Onkogenes Potential Sox2-positiver Kérnerzellvorlaufer wahrend der Kleinhirnentwicklung. Konstitutive Aktivierung des
Shh-Signalweges unter dem hGFAP-Promotor flihrt zur Bildung von Shh-assoziierten Medulloblastomen im Mausmodell mit verstreut im
Tumor liegenden Sox2-positiven Zellen (A). Der Anteil der Sox2-positiven Zellen an den Tumorzellen nimmt mit zunehmendem Alter ab (B).
Sox2-positive Zellen in der rhombischen Lippe haben das Potential nach Aktivierung des Shh-Signalweges Tumoren auszubilden (1mg
Tamoxifen an e14.5; C). Aus Zellen der duReren Koérnerzellschicht mit aktivem Sox2-Promotor konnen bis p3 zuverldssig Tumoren induziert
werden (1mg Tamoxifen an p3; D). RL, rhombische Lippe; IV, vierter Ventrikel VZ, Ventrikluarzone.
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Bei diesen Versuchen zeigte sich zunachst, dass Sox2-positive Kornerzellvorlaufer der
rhombischen Lippe das Potential besitzen, Tumoren auszubilden. In Abbildung 3.3-1 C’ ist ein
Tumor zu sehen, der nach embryonaler Aktivierung des Shh-Signalweges an e14.5 in Sox2-
positiven Kornerzellvorlaufern der rhombischen Lippe entstanden ist (RL; Pfeile in der
Detailansicht in Abbildung 3.3-1 C). Wie in Abbildung 3.3-1 E zu sehen ist, konnte die
Tumorentstehung nicht nur zwischen e13.5 und e18.5 initiiert werden, sondern durchaus auch
bis in die frihen postnatalen Tage. Eine konsistente Tumorinduktion aus Sox2-positiven Zellen
war bis p3 moglich (Abbildung 3.3-1 D‘). Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen aus
dem friih postnatalen fate-mapping, bei dem gezeigt werden konnte, dass einzelne Zellen der
auBeren Kornerzellschicht noch einen aktiven Sox2-Promotor haben, auch wenn das Protein

immunhistochemisch nicht mehr nachweisbar ist (Abbildung 3.2-2 G).

Weil die Induktion von Tumoren aus Sox2-positiven Zellen offenbar nicht auf die embryonalen
Stadien beschrankt ist, sollte untersucht werden, ob auch in adulten Tieren Tumoren aus Sox2-
positiven Zellen erzeugt werden koénnen. Hierzu wurde wiederum das induzierbare
Mausmodell Sox2-creER™::SmoM2f/* verwendet, durch das ausschlieRlich in Zellen mit
aktivem Sox2-Promotor der Shh-Signalweg aktiviert wird. Tiere wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Geburt und deutlich nach Abschluss der cerebelldren Entwicklung (p21)
mit Tamoxifen induziert und bis zur Ausbildung von Symptomen am Leben gelassen. Bei
ataktischem Phanotyp wurden die Tiere getdtet, das Gehirn entnommen und histologisch
aufgearbeitet. Die Uberlebensdaten sind in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt (Abbildung 6.3-2
A). Auffallig ist hier die Zeitspanne zwischen p7 und p25, in der offenbar keine Induktion von
Tumoren aus Sox2-positiven Zellen moglich ist. Eine analoge biphasische Altersverteilung zeigt
sich auch bei der Analyse von dMBs und MBENs, den Subtypen des Medulloblastoms mit
signifikant erhohter SOX2-Expression (Abbildung 6.3-2 B), wie sie auch schon fiir die SHH-
assoziierten Medulloblastome gezeigt werden konnte (Northcott et al., 2011a). Die besondere
Assoziation der SHH-Medulloblastome mit der Expression von SOX2 wird auch auf molekularer
Ebene deutlich. Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von SOX2 und
SHH in SHH-assoziierten Medulloblastomen (Abbildung 6.3-2 C). Welche Funktion Sox2 in

Medulloblastomzellen hat, soll im folgenden Kapitel untersucht werden.
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3.4 FUNKTIONELLE ASPEKTE VON SOX2 IN TUMORZELLEN

Das aullergewoOhnlich haufige Vorkommen von SOX2-exprimierenden Zellen in SHH-
assoziierten Tumoren wirft die Frage auf, welche Funktion diese Zellen bei der
Tumorentstehung und der Erhaltung des Tumors haben. Fir die Klarung dieser Frage waren
zunichst die Folgen von Verlust und Uberexpression von Sox2 in der Tumorentwicklung

interessant.
3.4.1 Knockout von Sox2 in Kornerzellvorlaufern

Der Verlust von Sox2 in Kérnerzellvorldufern wurde in vivo zunachst wahrend der normalen
Kleinhirnentwicklung und anschlieRend bei der Entstehung von Shh-assoziierten

Medulloblastomen untersucht.

3.4.1.1 Knockout von Sox2
Zur Untersuchung der Konsequenzen eines friihen Verlustes von Sox2 in Kérnerzellvorlaufern,
wurden transgene Mause verwendet, bei denen die Cre-Rekombinase unter dem humanen
GFAP-Promotor exprimiert wird. Die Sox2-Sequenz ist in diesem Modell von zwei loxP-
Sequenzen flankiert und wird dementsprechend mit der Aktivierung des hGFAP-Promotors in

Kornerzellvorlaufern durch Rekombination entfernt.

In Abbildung 3.4-1 A und B sind Ubersichtsfarbungen der sich entwickelnden Kleinhirnen von
hGFAP-cre::Sox2/*- (Kontrolle) sowie hGFAP-cre::Sox2/F Mausen zu sehen. Die Farbungen
fir die Cre-Rekombinase dienen als interne Kontrolle fur die Enzymaktivitat (Abbildung 3.4-1
A’ und B’), wahrend jene fiir Sox2 den friihen Verlust von Sox2 in der rhombischen Lippe schon
ab e13.5 als vollstéandig nachweisen (Abbildung 3.4-1 B”). In der Kontrollsituation ist sowohl
die Cre-Expression, als auch Sox2 deutlich an der braunen Farbung aus der DAB-Reaktion zu
erkennen (Abbildung 3.4-1 A" und A”’), wahrend im homozygoten Knockout Cre-Expression
vorhanden ist, aber kein Sox2 mehr nachgewiesen werden kann (Abbildung 3.4-1 B und B”').
Allerdings ist sowohl in der H&E-Ubersichtsfiarbung einer adulten Altersstufe (Abbildung 3.4-
1 D) als auch in den Detailaufnahmen anderer charakteristischer Marker zu beiden
Zeitpunkten keine unmittelbare Auswirkung des friihen Verlusts von Sox2 auf den zelluldren

Aufbau oder die grobe Morphologie des Cerebellums zu erkennen (Anhang 6.4-1 A - N).
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Abbildung 3.4-1 Friither Verlust von Sox2 in Kornerzellvorldufern hat keinen Einfluss auf die Entwicklung des Kleinhirns.
Nachweis des friihen Cre-abhdngigen Verlusts von Sox2 unter dem hGFAP-Promotor in der rhombischen Lippe an €13.5 (A und
B). Im adulten Cerebellum ist die grobe Morphologie des Cerebellums im Vergleich mit der Kontrolle, trotz vollstandigem
Verlust von Sox2 normal (C und D). Auch im Modell fiir Shh-assoziierte Medulloblastome hat der frithe Verlust von Sox2
keinerlei Auswirkung auf die Entstehung des Tumors (E und F).
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Unter Umstanden ist Sox2 in friihen Stadien der Embryonalentwicklung also nicht essentiell
fiir die normale Entwicklung des Cerebellums. Aufgrund der vorliegenden Expressionsdaten
aus humanen Tumoren und dem Mausmodell fiir Medulloblastome, die eine Rolle von Sox2
im oder in der Tumorentstehung vermuten lassen, sollte die Bedeutung von Sox2 fir die
Entwicklung von Shh-assoziierten Tumoren untersucht werden. Es wurde das oben erwdhnte
konditionelle Knockout-System verwendet, wobei zusatzlich zum Verlust von Sox2 die
SmoM2-Mutation Cre-abhdngig exprimiert wird. Auch hier zeigten sich jedoch im direkten
Vergleich von hGFAP-cre::Sox2™/FiSmoM2F/* -Gehirnen (Abbildung 3.4-1 F) mit hGFAP-
cre::Sox2/*SmoM2f/* Kontrollgewebe (Abbildung 3.4-1 E) keine grob morphologischen
Unterschiede. Die Expression der Cre-Rekombinase in beiden Konditionen, sowie der Sox2-
Verlust in der homozygoten Knockout-Maus sind deutlich (Abbildung 3.4-1 Vergleich von E’
und F’, sowie E”" und F”’), dennoch sind weder makroskopisch noch mikroskopisch essentielle
Veranderungen in der Tumorentwicklung zu erkennen. In Anhang 6.4-1 O - Z sind
Ubersichtsfarbungen und weiterfithrende Farbungen im Detail gezeigt, an denen zu erkennen
ist, dass aulRer dem vollstandigen Verlust von Sox2 keine entscheidenden Unterschiede im

zytologischen Aufbau des Tumors vorliegen.

Um diese Befunde zu unterstreichen und eventuelle Unterschiede in der zeitlichen
Entwicklung der Tumoren mit und ohne Sox2-Expression aufzudecken, wurden vergleichende
Uberlebensanalysen der Tiere mit normaler Sox2-Expression und bei Sox2-Verlust im Shh-
abhangigen Tumor durchgefiihrt. Die Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 3.4-2 A zeigt keinen

Unterschied im Uberleben zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p = 0,6039).

Die Ergebnisse aus den Versuchen zum embryonalen Verlust von Sox2 in vivo lassen zwei
Interpretationen zu, zum einen, dass Sox2 keine Rolle in der Initiation von Medulloblastomen
hat, zum anderen, dass unter Umstanden in friihen Entwicklungsstadien kompensatorische
Mechanismen eingreifen, wenn wichtige Faktoren verloren gehen. Da dhnliche Phanomene
besonders innerhalb der groBen Familie der Sox-Gene bereits bekannt sind (Graham et al.,
2003, Matsui et al., 2006), wurde die Expression der anderen beiden Mitglieder der SoxB1-
Gruppe mittels relativer Quantifizierung bestimmt. Abbildung 3.4-2 B und C zeigen die Analyse
der RNS fir die Expression von Sox1, Sox2 und Sox3 in Shh-assoziiertem Tumorgewebe in
unterschiedlichen Altersstufen. Der komplette Verlust von Sox2 ist jeweils gut an der
fehlenden RNS-Expression zu erkennen und dient in diesen Versuchen auch als interne

Kontrolle fiir die technische Ausflihrung der Versuche. Im Kontrollgewebe fanden sich jeweils
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konstante Level aller SoxB1-Gene in Bezug auf die RNS-Transkription. Als Reaktion auf den
vollstdndigen Verlust von Sox2 ist jedoch sowohl an p0 als auch an p5 klar der Anstieg in der
Transkription von Sox3 RNS zu erkennen (p = 0,029; Abbildung 3.4-2 B; p = 0,031; Abbildung
3.4-2 C). Im Expressionsprofil dlterer Tiere ist der relative Anstieg in der RNS fiir Sox3 nicht
mehr nachzuweisen, wie in Abbildung 6.4-2 A - C nochmals im Vergleich zu den beiden
friheren Altersstufen dargestellt ist. Im Anhang sind ebenfalls Analysen zur Sox3-Expression
Uber die Subgruppen von Medulloblastomen (6.4-2 D) und die Korrelation mit der Expression
von Sox2 (6.4-2 E) dargestellt. Die Expression von Sox3 ist analog zu Sox2 auch in der SHH-
Gruppe der Medulloblastome signifikant erhoht. So findet man auch eine signifikante

Korrelation zwischen der Expression der beiden SoxB1-Gene in Medulloblastomen.
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Abbildung 3.4-2 Der friihe Verlust von Sox2 in murinen Shh-assoziierten Medulloblastomen wird durch eine erhéhte Expression
von Sox3 kompensiert. Der vollstandige Verlust von Sox2 in Medulloblastomen mit einer SmoM2-Mutation zeigt keine Wirkung auf
das Uberleben der Miuse (A). Regulatorische Expression von Sox3 kompnsiert fiir den frithen Verlust von Sox2, wie in der relativen
Quantifizierung fur die Expression der Gene der SoxB1-Gruppe an p0 (B) und p6 (C) gezeigt. Schattierte Balken: hGFAP-
cre::Sox27*SmoM2/* (Kontrolle); weiRe Balken: hGFAP-cre::Sox2f/F'SmoM2f/+, n. s., nicht signifikant.

Um diese frihen kompensatorischen Mechanismen zu umgehen, wurde in einem nachsten

Schritt der akute Verlust von Sox2 in primaren Kérnerzellkulturen untersucht.
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3.4.1.2 Primare Kornerzellkultur
In primdren Koérnerzellkulturen wurden zum Zeitpunkt der groRten klonalen Expansion der
Kornerzellvorldufer (p5 — p7) gleichzeitig die Shh-aktivierende SmoM2-Mutation und der Sox2-
Knockout durch viral eingebrachte Cre-Rekombinase eingefiihrt. Die Auswirkung des auf diese
Weise eingebrachten akuten Verlusts von Sox2 kann so ohne friihen kompensatorischen

Eingriff redundant exprimierter Sox-Gene untersucht werden.

In Vorversuchen zur Funktionalitdt primarer Koérnerzellkulturen hat sich herausgestellt, dass
eine gewisse positive Selektion der Kornerzellvorlaufer gegeniiber den abundant zu findenden
Gliazellen zweckmaRig ist, um die Zahl der vitalen neuronalen Vorlauferzellen méglichst hoch
und die Aussagekraft der Kultur in Bezug auf die Eigenschaften von Kornerzellen moglichst
groR zu halten. Daher wird bakteriell synthetisiertes Shh-Protein (siehe 2.4.4) ins
Zellkulturmedium gegeben, um Kornerzellvorlaufer weiter proliferativ zu halten, wie es im
Umfeld der Shh-sezernierenden Purkinjezellen physiologisch ist (Dahmane et al., 1999).
Wahrend der 24-stiindigen Inkubation in Shh-haltigem Medium gehen Gliazellen in der Kultur
in die GO-Phase Uber. So wird verhindert, dass Retroviren Gliazellen transduzieren und so
Aussagen Uber Kornerzellen durch kontaminierende Glia verfalscht werden. Abbildung 3.4-3
A - D zeigt den Effekt von Shh-Protein auf die proliferative Aktivitat von Kornerzellen. Die
Proliferation der Kérnerzellvorldufer steigt mit erhéhter Shh-Konzentration im Medium bis zur
physiologischen Konzentration von 3 pg/ml in vitro (Lai et al., 2003) auf das Finffache
gegenilber der unbehandelten Kulturen an (Abbildung 3.4-3 D). In Abbildung 6.4-3 im Anhang
ist durch Ko-Farbungen von viralem GFP zusammen mit den neuronalen Markern Pax6 und
NeuN zu sehen, dass in unserem Protokoll tatsachlich fast ausschlielich Kérnerzellen in der
Kultur von den retroviralen Partikeln transduziert werden. Bei Versuchen an Kérnerzellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Shh-Protein im Medium konnte gezeigt werden, dass
mit steigender Shh-Konzentration auch die Zahl der Sox2-positiven Kérnerzellen in der Kultur
ansteigt. Abbildung 3.4-3 E - H zeigt durch Ko-Farbungen von Sox2 mit dem Marker fir
Koérnerzellvorlaufer Pax6, dass in normalen Kérnerzellvorldaufern der Anteil an Sox2-positiven
Zellen auf das Vierfache ansteigt, wenn die Shh-Konzentration von 0 pg/ml auf 3 pg/ml erhéht
wird (p < 0,0001; Abbildung 3.4-3 G und H). Fir diesen Versuch wurde zusatzlich
ausgeschlossen, dass es sich bei der Erhéhung der Zahl Sox-positiver Zellen um eine Expansion
cerebellarer Gliazellen handelt. In Abbildung 6.4-4 im Anhang ist durch Ko-Farbungen von

Sox2 mit neuronalen Markern gezeigt, dass in der Versuchskondition mit aktiviertem Shh-
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Signalweg tatsachlich die Zahl an Sox2-positiven Neuronen im Vergleich zu den drei

Kontrollkonditionen ansteigt.
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Abbildung 3.4-3 Konstitutive Aktivierung des Shh-Signalweges treibt die Expression von Sox2 in vitro. Mit ansteigender Konzentration
von exogen zugefiihrtem Shh-Protein in primaren Koérnerzellkulturen steigt auch die Proliferation (A-D) sowie die Sox2-Expression in
Kérnerzellen an (E-H, Pfeile in F und G). Ahnliche Befunde beobachtet man, wenn der Shh-Signalweg in Kérnerzellvorliufern retroviral
aktiviert wird. Cre-IRES-GFP-Viren induzieren die Rekombination einer Poly-Adenylierungssequenz stromaufwarts der SmoM2-
Mutation, die daraufhin exprimiert und der Shh-Signalweg aktiviert wird. Daraufhin steigt sowohl die Proliferation (I-K, Pfeile in | und J)
als auch der Anteil Sox2-positiver Zellen in der Kultur (L-N, Pfeile in M). MaRstdbe: 10 um
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Die Auswertung der primaren Korner- und Tumorzellkulturen erfolgte wie in Kapitel 2.2.3

beschrieben.

Vergleichbare Ergebnisse wie in den Vorversuchen mit ansteigender Shh-Konzentration im
Zellkulturmedium, wurden in Kornerzellkulturen erlangt, bei denen endogen der Shh-
Signalweg durch retrovirale Partikel aktiviert wurde, die Sequenzen fiir die Expression der Cre-
Rekombinase enthalten. In primaren Kérnerzellvorldufern vom SmoM2f/*-Genotyp stieg
entsprechend sowohl die Proliferation (p < 0,0001) als auch der Anteil Sox2-positiver Zellen (p
= 0,01) in der Kornerzellkultur signifikant an, wenn durch Cre-IRES-GFP Viren der Shh-
Signalweg in proliferierenden Koérnerzellen konstitutiv aktiviert wurde (Abbildung 3.4-3 K und
N). Beim Vergleich von Kontrollen (Abbildungen 3.4-3 | und L) mit den Konditionen mit
aktiviertem Shh-Signalweg (Abbildung 3.4-3 J und M) ist deutlich der groRere Anteil von
transduzierten GFP-positiven Zellen zu erkennen, die gleichzeitig BrdU inkorporiert haben
(Abbildung 3.4-3 | und J) oder Sox2 exprimieren (Abbildung 3.4-3 L und M). Endogene
Aktivierung des Shh-Signalweges fiihrt also in Kérnerzellvorlaufern sowohl zum Anstieg der

Proliferation als auch zur Erhéhung der Sox2-Expression.

Dieses Zellkultursystem zeigt den charakteristischen Proliferationsschub in Kérnerzellen auf
Aktivierung des Shh-Signalweges hin sowie die ektope Expression von Sox2 in Kérnerzellen. Es
kann also als in vitro Modell fiir Shh-assoziierte Medulloblastome dienen, um den Einfluss
eines akuten Sox2-Verlustes auf die proliferative Aktivitdt von Medulloblastomzellen zu
untersuchen. Bei diesen Versuchen wurden Kornerzellvorldufer von Mausen verwendet, die
jeweils Cre-abhdngig den mutierten Transmembranrezeptor SmoM2 exprimieren und
gleichzeitig die Fahigkeit verlieren, Sox2 zu exprimieren. Wird zu diesen Sox2/FiSmoM2F/*
Zellen das Cre-exprimierende Retrovirus gegeben, kann man beobachten, wie im Vergleich zur
Kontrollsituation (Abbildung 3.4-4 A) der Anteil der Sox2-positiven Zellen in der Population
der transduzierten Kornerzellen auf nahezu Null zuriickgeht (p = 0,005; Abbildungen 3.4-4 B
und C). Fir die Validitat der Auswertung der Ergebnisse aus dem Zellkultursystems ist das
essentiell, denn nur so kann man davon ausgehen, dass in GFP-positiven, also viral
transduzierten Zellen ein vollstandiger Verlust der Sox2-Expression vorliegt. Bei der
Proliferationsanalyse der transduzierten und somit Sox2-defizienten Zellen wird beim
Vergleich mit der Kontrollsituation (Abbildungen 3.4-4 D und E) deutlich, dass der Anteil an
transduzierten proliferativen Zellen in der Kultur signifikant zurilickgeht (p = 0,0002; Abbildung
3.4-4 F). In Abbildung 3.4-4 D sind exemplarisch GFP- und BrdU-positive Zellen in einer Kultur
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mit aktiviertem Shh-Signalweg zu sehen. In dieser Versuchskondition proliferieren
durchschnittlich 23,7 % der transduzierten Zellen. Das entspricht auch der Proliferationsrate
in vorherigen Versuchen an Kérnerzellen mit aktiviertem Shh-Signalweg (Abbildung 3.4-3 K).
Bei vollstandigem Verlust von Sox2 fallt der Anteil proliferierender Zellen mit aktiviertem Shh-
Signalweg um fast ein Viertel auf 15,6 % im Vergleich zur Kondition, in der Sox2 vorhanden ist

(Abbildung 3.4-4 F).

| Cre-IRES-GFP |

GFP/DAPI " Sox2/DAPI ” GFP/Sox2/DAPI

C p = 0,005
S 30
S X
5 £ g2
T =
& N g
3 8
Rt
L & 15
L N
z 3
3 2 10
5 2
2 &0
;j 0 . =
xR ri‘:\‘ X ,\\j\'\\ X
S S+ S+
2 o ov@ e o@r\'
S S
2 F
(N — 30 =0,0002
3 & —
£ 25 25
g -
X 5 s 20
& 2 T
5 2 15
z3
T 2 10
S -
: .
& 0 . :
N & £«
> RN O
5} & $+ Q
4 S T
S S

Abbildung 3.4-4 Sox2 ist notwendig, um die Proliferation von Medulloblastomzellen zu modulieren. In priméaren
Kérnerzellkulturen aus Sox27/F'SmoM2f/+ Mausen konnte durch retrovirale Transduktion mit Cre-IRES-GFP-Viren ein
vollstandiger Verlust von Sox2 erzielt werden (A, B und C). Cre-Virus abhdngige Aktivierung des Shh-Signalweges mit
gleichzeitigem Verlust von Sox2 fiihrt zu einer signifikant niedrigeren Proliferation, im Vergleich zur SmoM2-mutierten
Situation mit normaler Sox2-Expression (Pfeile in D und E, F). MaRstabe: 10 um.

Somit konnte zum ersten Mal ein funktioneller Effekt von Sox2 in Zellen von Shh-assoziierten
Medulloblastomen gezeigt werden. Der akute Verlust von Sox2 in Kornerzellvorlaufern mit

aktiviertem Shh-Signalweg fihrt zu einer verringerten proliferativen Aktivitat.
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3.4.2 Uberexpression von Sox2 in Tumorzellen

Die Uberexpression von Sox2 in Medulloblastomzellen wurde in vitro in Tumorzellen des

Mausmodells fir Shh-assoziierte Medulloblastome untersucht.

Nach der erwiesenen Funktionalitdit von Sox2 in Medulloblastomzellen, wurde nun
untersucht, ob das Expressionslevel von Sox2 einen direkten Einfluss auf die proliferative
Aktivitdat von Tumorzellen hat, oder ob der Regulationsmechanismus nur in eine Richtung
wirkt. Hierfiir wurde ein System gewahlt, bei dem Tumorzellen aus hGFAP-cre::SmoM2/*
Tieren in Kultur genommen und mit einem Sox2-exprimierenden Retrovirus behandelt
wurden (siehe 2.4.5 und 2.4.6). Zunachst wurde die Effizienz des selbst hergestellten
Retrovirus getestet. In transduzierten Tumorzellkulturen steigt der Anteil der Sox2-positiven
Zellen auf nahezu 100% (Abbildung 3.4-5 C; p < 0,0001) im Vergleich zu einer mit GFP-
exprimierendem Kontrollvirus behandelten Tumorzellkultur (Abbildung 3.4-5 A und B). Misst
man die proliferative Aktivitdt der transduzierten Zellen mittels des bereits beschriebenen
BrdU-Inkorporationsassay, steigt in der Sox2-IRES-GFP-Virus behandelten Kultur der Anteil an
BrdU-positiven, also proliferierenden Zellen gegeniliber der IRES-GFP-Kontrolle signifikant an
(Abbildung 3.4-5 F; p =0,0022). In der Quantifizierung sowie im Vergleich der aufgenommenen
Bilder aus der Tumorzellkultur wird deutlich, dass die Uberexpression von Sox2 in Shh-
aktivierten Zellen zu einer durchschnittlichen Erhéhung der Proliferation um 33% im Vergleich
zur Kontrollbedingung fiihrt (Abbildung 3.4-5 D und E). Diese Daten legen nahe, dass die
Expression von Sox2 in Medulloblastomzellen ausreicht, um deren Proliferation signifikant zu

steigern.

Ein friiher Verlust von Sox2 wahrend der Kleinhirn- und Medulloblastomentwicklung kann also
von anderen Sox-Genen erfolgreich kompensiert werden. Trotzdem konnte sowohl im akuten
Knockout von Sox2 in Medulloblastomzellen als auch in Uberexpressionsversuchen von Sox2
in Tumorzellen gezeigt werden, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der

Proliferationsaktivitdt der Shh-abhangigen Tumorzellen und der Expression von Sox2 besteht.
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Abbildung 3.4-5 Sox2 ist ausreichend, um die Proliferation von Medulloblastomzellen zu modulieren. Durch die
Transduktion von Tumorzellen mit einem Sox2-Expressionsvirus konnte die Population von Sox2-positiven Zellen in der
Tumorzellkultur von 20% auf knapp 100% der transduzierten Zellen gesteigert werden (A, B und C). In der Folge konnte
mit der Uberexpression von Sox2 ein signifikanter Anstieg der Proliferation durch BrdU-Inkorporation in der
transduzierten Population (Pfeile in D und E) gemessen werden (F). MaRstabe: 25 um.

SOX2 hat, wie die eingangs gezeigten humanen Arraydaten andeuten, wohl eine gréRere
Bedeutung in adulten Medulloblastomen, als in infantilen Tumoren (Abbildung 3.1-1). Welche

Bedeutung Sox2 im adulten Cerebellum allgemein hat, soll im folgenden Kapitel untersucht

werden.
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3.5 So0x2 IM ADULTEN KLEINHIRN

Die groRte Sox2-positive Population im adulten cerebelldren Cortex ist die Bergmann Glia, wie
in Abbildung 3.5-1 A in der DAB-Farbung fur Sox2 dargestellt. Weiterhin wird der
Transkriptionsfaktor in Astrozyten und Oligodendrozyten der inneren Kérnerzellschicht und
der Molekularschicht exprimiert. In der cerebellaren weien Substanz von friih postnatalen
Mause wurde erst kirzlich eine Population von CD133-positiven Sox2-positiven
Vorlauferzellen gefunden (Lee et al., 2005), die neben Sox2-positiven Oligodendrozyten in der
weillen Substanz liegen. Grundsatzlich ist also bekannt, dass Sox2 im gesunden adulten
Cerebellum vor allem in Gliazellen exprimiert wird. Bis jetzt ist allerdings noch ungeklart,
warum besonders in der adulten Form von Medulloblastomen Sox2 abundant in Tumorzellen

exprimiert wird (vgl. Abbildung 3.1-1 B und D).

3.5.1 Sox2-positive neuronale Vorlaufer im murinen cerebelldaren Cortex

Im Folgenden sollte die Frage geklart werden, ob es im adulten Kleinhirn Sox2-positive Zellen
gibt, die auch nach der vollstandigen Reifung des Cerebellums noch die Fahigkeit besitzen,

neue Zellen zu generieren, oder nach onkogener Verdanderung Tumorzellen zu produzieren.

3.5.1.1 Histologie
Sox2 wird im adulten cerebelldren Cortex vorwiegend in Gliazellen exprimiert. Wie bereits
erwahnt, ist die auffalligste Sox2-positive Population die Bergmann Glia (Abbildung 3.5-1 A).
Zwischen den Purkinjezellen liegend reichen die Fortsitze der Zellen durch die
Molekularschicht in Richtung der pialen Grenzschicht an der Oberflache des Cerebellums.
Vereinzelt findet man Sox2-exprimierende Astrozyten und Oligodendrozyten in der IGL und in
der Molekularschicht, wo man sie durch immunhistochemische Farbungen mit den glialen
Markern GFAP als Astrozyten oder Olig2 als Oligodendrozyten darstellen kann. Wie bereits
erwahnt, kommt Sox2 im adulten Kleinhirn nicht in reifen Kérnerzellen vor. In Abbildung 3.5-
1 B ist eine immunfluoreszente Doppelfarbung von Sox2 und dem neuronalen Marker NeuN
in allen Schichten des cerebelldren Cortex gezeigt. Deutlich zu sehen ist, dass die Expression
von Sox2 (rotes Fluorophor) und NeuN (griines Fluorophor) niemals in der gleichen Zelle

vorkommt.
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hGFAP-cre

Abbildung 3.5-1 Charakterisierung von Sox2-positiven Zellen in der Purkinjezellschicht. Sox2-positive Zellen liegen im
adulten cerebelldren Cortex hauptsachlich in der Purkinjezellschicht als Bergmann Gliazellen vor (A). Sox2-positive
Zellen exprimieren weder in der Purkinjezellschicht, noch in der inneren Kérnerzellschicht NeuN (B), einen Marker fir
reife Kérnerzellen. Sox2-Expression kommt in der Purkinjezellschicht auch nicht in Oligodendrozyten (Olig2, C), in
cerebelldren Interneuronen (Parvalbumin, D), oder in unreifen Interneuronen (Pax2, E) in der Purkinjezellschicht vor.
Die Malstdbe in B-E entsprechen 10 um. IGL, innere Kornerzellschicht; ML, Molekularschicht, PCL, Purkinjezellschicht.
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AuBerdem kommt Sox2-Expression in der direkten Umgebung der Purkinjezellschicht speziell
nie in Oligodendrozyten (Olig2; Abbildung 3.5-1 C), in reifen Interneuronen (Parvalbumin;
Abbildung 3.5-1 D) oder in Vorlduferzellen inhibitorischer Interneurone (Pax2; Abbildung 3.5-
1 E) vor.

Ein Protein, das in allen cerebelldren Gliazellen exprimiert wird, ist S100. Es kann so zur
einfachen Abgrenzung der reifen cerebelldren Gliazellen gegeniber Neuronen und
Interneuronen in und um die Purkinjezellschicht verwendet werden. Wie in Abbildung 3.5-2 A
zu erkennen ist, kolokalisiert das Markerprotein S100 fur reife Glia in der Purkinjezellschicht
mit Sox2, das bekanntermaBen in Bergmann Gliazellen exprimiert wird. Was allerdings
auffallt, ist, dass umgekehrt nicht alle Sox2-positiven Zellen der Purkinjezellschicht auch S100
exprimieren. In Abbildung 3.5-2 A ist Sox2-Expression durch immunhistochemische Doppel-
Fluoreszenzfarbung mit einem roten Fluorophor markiert, wahrend S100-positive Zellen griin
markiert wurden. Deutlich sind mindestens zwei rote, also Sox2-positive Zellen zu erkennen,
die nicht gleichzeitig auch griin, also S100-positiv sind. Ein dhnliches Bild ergibt sich bei
Doppelfarbungen fir Sox2 zusammen mit anderen Reifemarkern der Gliazellpopulation. Auch
bei Kolokalisationsversuchen von Sox2 mit Cre-Rekombinase, was im hGFAP-cre-Mausmodell
als nukledrer Ersatzmarker fiir GFAP-Expression verwendet werden kann (Abbildung 3.5-2 B),
und BLBP, einem weiteren Reifemarker fiir die Bergmann Glia (Abbildung 3.5-2 C), sind immer
wieder Sox2-positive Zellen zu erkennen, die neben Sox2 keinen Marker fir reife Gliazellen
exprimieren. Alle diese Zellen sind in Abbildung 3.5-2 mit Pfeilen gekennzeichnet. Zur
Orientierung wurde die Lage der Purkinjezellen in den Einzelbildern mit Sternchen markiert.
Die Vermutung, dass es sich bei den undifferenzierten Zellen, von denen bis jetzt nur die
Expression des potenten Stammzellmarkers Sox2 bekannt ist, um cerebelldare Vorlauferzellen
handeln kdnnte, wird durch weitere Farbungen an adulten Kleinhirnen bekraftigt. An Nestin-
GFP-Mausen, bei denen GFP unter dem Nestin-Promotor exprimiert wird, kann somit noch ein
Stammzellmarker neben Sox2 markiert werden. In Tripelfarbungen fiir Sox2 (rot), GFP fur
Nestin (grin) und den glialen Markern BLBP (blau; Abbildung 3.5-2 D) und S100 (blau;
Abbildung 3.5-2 E) wird deutlich, dass es Sox2-positive Zellen in der Purkinjezellschicht gibt,
die weder S100 noch BLBP exprimieren, dafiir aber eine GFP-Farbung fir Nestin-Expression
zeigen. Somit konnte die Existenz von Zellen im adulten cerebelldaren Cortex nachgewiesen
werden, die neben der Ko-Expression von zwei anerkannten Stammzellmarkern auch einen

Mangel an Reifemarkern zeigen. In Abbildung 3.5-2 F ist ein weiterer Hinweis auf die
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Vorlauferidentitat einiger Sox2-positiver Zellen in der Purkinjezellschicht dargestellt. In Zellen,
die Sox2 und GFP fiir Nestin exprimieren, kommt auch der Proliferationsmarker Ki67 vor. Das
spricht flir eine proliferative Vorldaufernatur dieser Sox2-positiven Population im adulten

cerebellaren Cortex.

hGFAP-cre

Nestin-GFP

Abbildung 3.5-2 Sox2-Expression im adulten gesunden Cerebellum. Im normalen cerebelldren Cortex wird Sox2 hauptsachlich
in reifer Bergmann Glia exprimiert. Daher findet man in Ko-Farbungen auf Sox2 und Marker fir reife Gliazellen wie S100 (A),
Cre als Ersatz fiir GFAP (B) und BLBP (C) immer eine Vielzahl an doppelt markierten Zellen. Einzelne Zellen sind aber in allen Ko-
Farbungen auf Sox2 und gliale Reifemarker nur Sox2-positiv (Pfeile in A-C). Diese Population zeigt zusatzlich Nestin-Expression,
die durch Nestin-abhdngige GFP-Expression nachgewiesen wurde, in Sox2-positiven Zellen ohne Reaktivitat fir gliale
Reifemarker (D und E). Zusatzlich zeigen Sox2+ Nestin+ Zellen in der Purkinjezellschicht proliferatives Potential, wie die
Tripelfarbung auf Sox2, GFP fiir Nestin, und Ki67 zeigt (F). Sternchen zeigen die Position der Purkinjezellen an. Gestrichelte
Linien zeigen die Grenzen der Purkinjezellschicht. Die MaRstabe in A-C stehen fiir 10 um, die MaRstdbe in D-F stehen fiir 25 um.
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In Anlehnung an die Koexpression von Sox2, Nestin und Ki67 wurden weitere Farbungen auf
Sox2 und Ki67 im reifen Kleinhirn ausgewertet. Hier zeigt sich eine klare Tendenz zur
Kolokalisation von Ki67 mit Sox2 in vielen adulten Altersstufen (Abbildungen 3.5-3 B — D).
Besonders interessant ist, dass Proliferation in der Purkinjezellschicht des adulten Kleinhirns
in 79,9% der Falle mit der Expression von Sox2 assoziiert ist (Abbildung 3.5-3 A). Zusatzlich
konnte in Doppelfarbungen fiir Sox2 zusammen mit Doublecortin (DCX), einem Marker fiir
neuronale Vorlduferzellen, eine regionale Assoziation dargestellt werden. In Abbildung 3.5-3
E ist eine Sox2-positive Zelle (rot) mit deutlich DCX-positivem Zytoplasma (griin) direkt am

Rande der Purkinjezellschicht gezeigt.

Um die bisher unbekannten undifferenzierten Sox2-positiven Zellen der Purkinjezellschicht im
adulten cerebelldaren Cortex genauer zu charakterisieren und entwicklungsbiologisch zu
verstehen, wurden auch in adulten Mausen fate-mapping Versuche durchgefiihrt. Die

Ergebnisse hierzu sind im Folgenden dargestellt.
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Abbildung 3.5-3 Proliferation im adulten cerebelldren Cortex. Im normalen Cerebellum proliferieren nur
sehr wenige Zellen. Allerdings ist proliferative Aktivitat im adulten cerebelldaren Cortex haufig mit Expression
von Sox2 assoziiert (A). Besonders in der Purkinjezellschicht fallt diese Assoziation auf, die auch in Ko-
Farbungen von Sox2 mit dem Proliferationsmarker Ki67 in verschiedenen Altersstufen nach dem Abschluss
der cerebelldren Entwicklung deutlich wird (B-C). Ko-Farbungen fir Sox2 und den neuronalen
Vorlaufermarker Doublecortin (DCX) zeigen, dass eine Subpopulation von Sox2-positiven Zellen auch im
adulten Cerebellum die Fahigkeit behdlt, neue Neurone zu generieren (Pfeil in E). MaRstabe: 10um. IGL,
innere Kérnerzellschicht; ML, Molekularschicht; PCL, Purkinjezellschicht.
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3.5.1.2 Fate-mapping
Nachdem die Funktion der zuvor beschriebenen undifferenzierten Sox2-positiven Zellen in der
Purkinjezellschicht noch nicht untersucht wurde, sollen im Folgenden erste fate-mapping
Studien zeigen, inwiefern diese Zellen an der Homdostase des adulten Cerebellums beteiligt

sind.

Da seit langerem bekannt ist, dass radiale Gliazellen, wie die Bergmann Glia, bestimmte
Charakteristika und Funktionen mit Stammzellen gemeinsam haben (Malatesta et al., 2003),
wurden entwicklungsbiologische Experimente zum neurogenen Potential der Sox2-positiven,
aber doch nicht glial differenzierten Zellen inmitten der Bergmann Glia durchgefiihrt. Mit dem
bereits bekannten Sox2-creER™::tdTomatof/*-Reportersystem wurden die Sox2-positiven

Zellpopulationen im Kleinhirn auf eventuelle Nachkommen untersucht.

Sox2-creER™::tdTomato/*-Tiere bekamen nach abgeschlossener Kleinhirnentwicklung
Injektionen mit Tamoxifen und BrdU. Tamoxifen aktiviert hier das fiir die Expression von RFP
kodierende Reporterallel in Zellen mit aktivem Sox2-Promotor. Die BrdU-Injektion dient dem
Nachweis der proliferativen Eigenschaften von entstandenen Zellen. BrdU wird in der S-Phase
der Mitose statt des Nukleosids Thymidin in die replizierende DNS eingebaut und ist
anschlieflend, abhangig von der Zellteilungsrate, (iber mehrere Wochen bis zu einem Jahr
nachweisbar (Kempermann et al., 2003). Ob Sox2-positive Zellen auch postnatal noch das

Potential besitzen Nachkommen zu produzieren, kann so eindeutig geklart werden.

In Vorversuchen an Wildtyp-Mausen konnte das BrdU-Protokoll etabliert werden. Mausen
wurde an p21 BrdU injiziert und diese dann zu definierten Zeitpunkten (4 Stunden, 24
Stunden, 60 Tage) aus dem Versuch entnommen und histologisch aufgearbeitet. Hier konnte
bestatigt werden, was in Proliferationsfarbungen mit Ki67 schon gezeigt wurde. Akut
proliferativ sind nach 4 und 24 Stunden im cerebelldaren Cortex fast ausschlieBlich Sox2-
positive Zellen und keine reifen Neurone oder Gliazellen, wie in Abbildung 3.5-4 durch Ko-
Farbungen von BrdU mit Sox2 (Abbildung 3.5-4 A und D), S100 (Abbildung 3.5-4 B und E) und
NeuN (Abbildung 3.5-4 C und F) gezeigt wird. Nach 60 Tagen zeigt sich ein anderes Bild, bei
dem BrdU-Inkorporation kaum noch in Sox2-positiven Zellen nachgewiesen werden kann,
dafiir aber umso mehr in der NeuN-positiven Kérnerzellpopulation (Abbildung 3.5-4 G und ).

In Gliazellen konnte zu keinem Zeitpunkt BrdU detektiert werden (Abbildung 3.5-4 B, E, H).
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Abbildung 3.5-4 Sox2-positive Zellen als Ursprung von adulter Neurogenese im Cerebellum. Bei zeitlich gestaffelten BrdU-Puls Versuchen
ist nach 4 h BrdU (rotes Fluorophor) bevorzugt in Sox2-positive Zellen inkorporiert (A), nie in S100-positive Bergmann Glia (B) und nie in
reifen Kornerzellen (C). In Tieren, die 24 h nach dem BrdU-Puls get6tet wurden, wurde mehr BrdU in Sox2-positiven Zellen in der
Purkinezellschicht nachgewiesen (D), allerdings noch immer kein S100 (E), oder NeuN (F). Tiere, die 60 Tage nach dem BrdU-Puls getotet
wurden, zeigen kaum noch BrdU in Sox2-positiven Zellen (G), wiederum kein BrdU-Signal in S100-positiven Gliazellen (H), dafiir eine Vielzahl
von BrdU-positiven neuronal differenzierten Zellen in der inneren Koérnerzellschicht (1). Ein analoges Versuchsprotokoll mit dem fate-
mapping System zeigt, dass nach 12 h ausschlieRlich nicht-neuronal differenzierte Zellen rekombiniert sind (RFP-rot; J). Zwei Tage nach der
Induktion mit Tamoxifen sind bereits rekombinierte Zellen am Rand der IGL nachweisbar, die neuronale Differenzierung aufweisen (NeuN-
griin, K). 20 Tage nach Induktion kénnen ganze Gruppen von NeuN-positiven rekombinierten Zellen in der IGL nachgewiesen werden (L).
Sternchen zeigen die Position der Purkinjezellen. Die MaRstdbe stehen fir 10um. d, Tage; h, Stunden.
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Erste Versuche mit dem Sox2-creER™::tdTomato™/*-fate-mapping Modellsystem und einem
analogen Versuchsprotokoll erbrachten &hnliche Ergebnisse. Zwolf Stunden nach der
Induktion konnte RFP-Detektion noch mit der Expression von Sox2 gleichgesetzt werden.
Rekombination und somit Expression des Reporterproteins konnte nur in Zellen nachgewiesen
werden, in denen anerkanntermallen der Sox2-Promotor aktiv ist, wie in der Bergmann Glia
(Abbildung 3.5-4 J). Zwei Tage nach Induktion mit Tamoxifen konnte erstmals Rekombination
in NeuN-positiven Zellen detektiert werden (Abbildung 3.5-4 K). Der in Abbildung 3.5-4 K zu
sehende lokale Zusammenhang der RFP-positiven, daher vermutlich primér rekombinierten
Sox2-positiven Zelle mit der RFP- und NeuN-positiven Kérnerzelle konnte als erster Hinweis
auf adulte Neurogenese im murinen Kleinhirn gewertet werden. 20 Tage nach der Induktion
mit Tamoxifen sind bereits ganze Ansammlungen von sekundar rekombinierten Kérnerzellen
mit zytoplasmatischer RFP-Markierung und nukledrem NeuN, in der IGL zu sehen (Abbildung

3.5-41).

Um eindeutig nachzuweisen, dass es sich hierbei um eine expansive Population mit Sox2-
positiven Vorldaufern als Ursprungszelle handelt, wurde das fate-mapping System mit dem
BrdU-Assay kombiniert. Sox2-creER™::tdTomatof/*-Mausen wurde ab p25 jeweils eine
einzelne Dosis Tamoxifen und BrdU verabreicht und die Tiere anschlieBend wieder zu
definierten Zeitpunkten aus dem Versuch entnommen. Zur Kontrolle wurde wiederum sechs
Stunden nach der Injektion von BrdU und Tamoxifen ein Tier aus dem Versuch genommen.
Hier konnte die Expression des Reporters RFP nur in Sox2-positiven Zellen nachgewiesen
werden, wahrend zusatzlich die Inkorporation von BrdU wieder nur auf Sox2-positive Zellen
in der Purkinjezellschicht beschrankt ist. Exemplarisch ist in Abbildung 3.5-5 A eine
Tripelfarbung auf Sox2 (griin), RFP (rot) und BrdU (blau) zu sehen. Bereits zwei Tage nach den
Injektionen konnten bei einem Tier, dass an p25 Tamoxifen und BrdU bekommen hatte,
mehrere Zellen mit neuronaler Differenzierung nachgewiesen werden, die BrdU inkorporiert
hatten, sich also in den vergangenen zwei Tagen geteilt haben mussten. Gleichzeitig waren
diese Zellen fiir die RFP-Expression rekombiniert, waren also seit der Induktion aus einer Sox2-
positiven Population entstanden (Abbildung 3.5-5 B). In der konfokalen Rekonstruktion der
Seitenansichten der Zelle konnte nachgewiesen werden, dass alle drei Markierungen

tatsachlich in derselben Zelle sind (Abbildung 3.5-5 C).

Dies ist der erste Beweis fiir adulte Neurogenese im murinen Kleinhirn.
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Sox2-creER™::tdTomato/*
Tamoxifen + BrdU p25

Sox2 RFP RFP BrduU | Sox2 RFP BrdU

P25 + 6h

Sox2-creER™::tdTomatof’*
Tamoxifen + BrdU p25

NeuN RFP RFP BrdU NeuN RFP BrdU

Abbildung 3.5-5 Neurogenese aus Sox2-positiven Stammzellen des Cerebellums. 6h nach
Induktion mit Tamoxifen sind nur Zellen mit akut aktivem Sox2-Promotor (Sox2, griin)
rekombiniert (rot) und haben BrdU-inkorporiert (blau; Pfeile in A). 2 Tage nach der Induktion
(B) sind rekombinierte Zellen (RFP, rot) am Rande der Purkinjezellschicht vorhanden, die
neuronal differenziert sind (NeuN, griin). Zusatzlich kann in solchen Zellen auch BrdU-
Inkorporation nachgewiesen werden (BrdU, blau), was bedeutet, dass diese Kérnerzelle seit
der Induktion durch Proliferation aus einer Sox2-positiven Zelle entstanden sein muss. Dass es
sich bei dieser Tripelmarkierung jeweils um ein Signal in derselben Zelle handelt wird in der
konfokalen Rekonstruktion der Seitenansichten der Zelle deutlich (C). MaRstdbe: 10 um.
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3.5.2 SOX2-positive Vorlaufer im humanen cerebellaren Cortex

Um die Relevanz des Befundes der adulten Neurogenese im murinen Kleinhirn zu
verdeutlichen, sollte die Sox2-positive Population mit Stammazellcharakter auch im humanen

Kleinhirn identifiziert werden.

3.5.2.1 Normalgewebe
In post mortem Gewebe von Patienten ohne pathologischen Befund im Kleinhirn (Abbildung
3.5-6 A) wurden Doppelfirbungen analog den im Mausgehirn verwendeten Markern
angefertigt. Auch hier konnte die zuvor in der Maus beschriebene Population von
undifferenzierten Sox2-positiven Zellen in der Purkinjezellschicht nachgewiesen werden, wie
in Abbildung 3.5-6 B in Doppelfarbungen auf SOX2 und den glialen Marker S100 zu sehen ist.
Die Pfeile deuten auf SOX2-positive Zellen, die trotz ihrer regionalen Zugehdrigkeit zur

Bergmann Glia keine Reifemarker der glialen Population exprimieren.

3.5.2.2 Infarktgewebe
In humanem Kleinhirngewebe mit neuropathologisch diagnostiziertem Infarkt im Cerebellum
(exemplarisch in Abbildung 3.5-6 C) wurden die gleichen Doppelfarbungen, wie fir das
Kontrollgewebe beschrieben wieder durchgefiihrt, um eventuelle Veranderungen in der
Struktur, Verteilung oder Anzahl der SOX2-positiven undifferenzierten Zellen im cerebelldren
Cortex zu untersuchen. Als Folge von Infarkten im ZNS sind in unmittelbarer Nachbarschaft
hadufig reaktive Gliosen zu beobachten. Im Cerebellum findet man speziell die reaktive
Bergmann Gliose, die durch eine starke Expansion der Bergmann Glia Population
charakterisiert ist. Es galt hier zu untersuchen, welchen Anteil die SOX2-positiven und nicht
anderweitig differenzierten Zellen an der Expansion der Gliazellen haben. Durch erneute
Doppelfarbungen auf SOX2 und S100 im pathologischen Gewebe konnte so ein signifikanter
Anstieg der Anzahl an SOX2-positiven S100-negativen Zellen, im Vergleich zum
Kontrollgewebe ohne Infarkt nachgewiesen werden (p = 0,003; Abbildung 3.5-6 E, Pfeile in D).
Dies ist ein erster Nachweis fir das reaktive Potential von SOX2-positiven Vorlauferzellen auch

im humanen System.
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Abbildung 3.5-6 Proliferation von SOX2-positiven/S100-negativen Zellen in der Purkinjezellschicht nach
cerebellirem Infarkt. In humanem cerebellirem Gewebe (A) konnten ebenfalls SOX2+ S100- Zellen in der
Purkinjezellschicht nachgewiesen werden (B). Auf Verletzung des Gewebes hin, zum Beispiel durch cerebelldren
Infarkt, bildet sich haufig eine reaktive Gliose (Bergmann Gliose; C), die durch eine massive Expansion der Bergmann
Glia gekennzeichnet ist. Diese Expansion geht hauptsachlich von SOX2+ S100- Zellen aus (D), deren Anteil an der
Population differenzierter S100+ Gliazellen signifikant zunimmt (E). Quantifiziert wurde die Anzahl der S100- Zellen
in der gesamten SOX2+ Population im Bereich der Gliose (gestrichelte Linie in C). MaRstdbe: 10 um.

Die Entdeckung, dass reaktive Gliosen im Kleinhirn nicht von reifer Glia allein vermittelt wird,
sondern von undifferenzierten SOX2-positiven Zellen auszugehen scheint, ist vollkommen
neu. Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob mit einem maoglichen neurogenen Potential
dieser Zellen, wie es in dieser Arbeit im adulten murinen Cerebellum gezeigt werden konnte,

regenerative Therapien bei cerebelldren Infarkten als mogliche Behandlung in Frage kommen.
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4. Diskussion

4.1 SOX2 IN DER ENTSTEHUNG VON MEDULLOBLASTOMEN

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Medulloblastome in Bezug auf die Expression
von SOX2 ein distinktes Expressionsprofil lber die verschiedenen Subgruppen und in
unterschiedlichen Altersgruppen aufweisen. Diese Ergebnisse passen zu den Daten, die
Northcott und Kollegen vor kurzem ver6ffentlicht haben. Es wird angenommen, dass die
infantilen und adulten Falle innerhalb der SHH-Subgruppe von Medulloblastomen molekular
und klinisch unterschiedliche Charakteristika aufweisen (Northcott et al., 2011a). Der Fund
eines Markers, der wie SOX2 zuverlassig histologische und molekulare Subgruppen verbindet
und dabei auch noch eine altersspezifische Verteilung aufweist, kann fiir die diagnostische
Neuropathologie sehr wertvoll sein. So lieRen beispielsweise Medulloblastome des
desmoplastischen Subtyps mit starker SOX2-Reaktivitdt auf eine Zugehorigkeit zur SHH-
Subgruppe schlieffen, ohne zusatzliche globale Expressionsanalysen durchfiihren zu missen.
Ebenso konnte bei dlteren Patienten mit starker immunhistochemischer SOX2-Reaktivitat
auch bei nicht eindeutiger Morphologie auf einen desmoplastischen Subtyp geschlossen

werden.

Die distinkte Expression von SOX2 in bestimmten Subgruppen und Altersgruppen lasst auf eine
nicht zufdllige Verteilung in Medulloblastomen schlieBen. Ob die unterschiedlichen
Expressionsprofile von SOX2 innerhalb der SHH-Subgruppe auch auf unterschiedliche zellulare
Ursprungspopulationen der infantilen und adulten Tumoren schliefen lassen, muss in

weiteren Studien untersucht werden.

Die Bedeutung von Sox2 als wichtiger Stammzellfaktor und weit verbreiteter Marker in
Tumoren des ZNS ist bereits aus anderen System, wie Glioblastomen und
Oligodendrogliomen, bekannt und wird auch aktuell weiter erforscht (Annovazzi et al., 2011,
Amini etal., 2014, Favaro et al., 2014). Wahrend der Entwicklung wird Sox2 in allen Keimzonen
des Gehirns stark exprimiert (Bergsland et al., 2011). Zu den eindriicklichen Ergebnissen aus
den Untersuchungen von humanen Medulloblastomproben auf SOX2 kommt, dass
Medulloblastomen embryonal ihren Ursprung in Vorlauferzellen der cerebelldren

Kornerzellen haben kdnnen. Es ist bekannt, dass eine Aktivierung des Shh-Signalweges in
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Kornerzellvorldufern der rhombischen Lippe und der &duReren Kornerzellschicht zur
Entstehung von Shh-assoziierten Medulloblastomen fiihren kann (Schiiller et al., 2008). Die
Expression von Sox2 in diesen Kornerzellvorlaufern ist aufgrund deren undifferenzierten
Status wahrscheinlich und sollte deswegen in dieser Arbeit untersucht werden. Die Expression
von Sox2 in Kornerzellvorlaufern konnte nachgewiesen werden und weiterhin gezeigt werden,
dass die Expression von Sox2 lediglich auf einen kurzen Zeitraum wéahrend der cerebelldren
Entwicklung begrenzt ist. Der Anteil dieser kleinen und nur kurz vorhandenen Population am
Aufbau des adulten Kleinhirns sollte im Hinblick auf eventuelle Aussagen Uber die
Tumorlokalisation untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass Sox2-positive
Kornerzellvorldufer nach der gleichen zeitlich-6rtlichen Achse zum rostro-caudalen Aufbau
des Cerebellums beitragen wie auch Sox2-negative Kornerzellvorlaufer (Machold et al., 2005,
Wang et al, 2005). Es muss natlrlich beachtet werden, dass mit den fate-mapping
Experimenten unter dem Sox2-Promotor nicht nur Zellen der rhombischen Lippe getroffen
werden, sondern auch die groRe Population der Ventrikuldarzone, die dann zum Aufbau von
Purkinjezellschicht, Bergmann Glia, Molekularschicht und weiBer Substanz beitragen (Sudarov
et al., 2011). Es ist bekannt, dass in der weillen Substanz des friihen postnatalen Kleinhirns
Sox2-positive CD133-positive Stammzellen liegen, die das Potential haben, Neurospharen zu
bilden, deren Funktion im normalen Cerebellum bis heute aber nicht genau geklart ist (Lee et
al., 2005). Unter Umstdnden kénnten die Nachkommen der kleinen Population von Sox2-
positiven Kornerzellvorldaufern der rhombischen Lippe auch ein groBeres Potential besitzen,
als schlicht zu reifen Kérnerzellen zu differenzieren. Um zu Gberprifen, welchen Einfluss Sox2-
exprimierende Zellen auf die Entwicklung des Kleinhirns haben, wurden die fate-mapping
Experimente auf frihe postnatale Stadien ausgeweitet. So konnte gezeigt werden, dass der
Sox2-Promotor weiterhin in neuronalen Vorlaufern der duRReren Kornerzellschicht aktiv ist,
auch wenn kein nachweisbares Protein mehr produziert wird. Mindestens bis p3 sind noch
Zellen mit einer gewissen Aktivitat des Sox2-Promotors in der Keimzone des postnatalen
Kleinhirns vorhanden. Das Herunterfahren der Promotoraktivitat ist bei Stammzellfaktoren
ein verbreitetes Phdnomen, das den reaktiven Eigenschaften von Stammzellen geschuldet ist
(Hirabayashi et al., 2010). In einer Subpopulation im postnatalen Kleinhirn ist also latent der
Sox2-Promotor aktiv und damit unter Umstanden weiterhin angreifbar fiir tumorauslosende,

Shh-aktivierende Mutationen. Das onkogene Potential von Sox2 in der Entwicklung von
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Medulloblastomen sowie funktionelle Eigenschaften von Sox2-positiven Zellen im Tumor

sollten daher im nachsten Schritt untersucht werden.

Im Mausmodell fiir Medulloblastome kénnen die Befunde liber die Sox2-Expression im Shh-
assoziierten Medulloblastom aus dem humanen System bestatigt werden (Kapitel 3.1).
Obwohl von Sutter und Kollegen gezeigt wurde, dass Medulloblastome aus
Kornerzellvorlaufern tendenziell keine Stammzellmarker wie Nestin, Sox9 oder Sox2
exprimieren (Sutter et al., 2010), konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Sox2 sehr wohl
in Tumoren exprimiert wird, die auf die Vorlaufer der Koérnerzelllinie zurlickgehen. Ein
klassisches Beispiel sind Tumoren, die aus dem Modellsystem fiir Shh-assoziierte
Medulloblastome hervorgehen und, wie im Menschen auch, eine vergleichsweise hohe
Immunopositivitat fiir Sox2 aufweisen. Im verwendeten hGFAP-cre::SmoM2f/*-Modell fiir
Shh-assoziierte Medulloblastome konnte dementsprechend in den entstehenden Tumoren
eine starke Immunoreaktivitat fir Sox2 nachgewiesen werden. Sox2-positive Zellen liegen
verstreut im ganzen Tumor, wobei mit zunehmendem Alter der Anteil an Sox2-positiven Zellen
an der gesamten Tumormasse abnimmt. Der abnehmende Anteil an Sox2-exprimierenden
Zellen im Tumor kdnnte einerseits durch ein sukzessives Abschalten des Sox2-Promotors nach
der initialen Entstehung des Tumors und daher fiir eine eher initiierende Funktion von Sox2-
positiven Zellen bei der Tumorentwicklung erkldrt werden. Andererseits spricht die
anteilsmalige Abnahme der Sox2-Expression im Tumor fir eine zahlenmaRig konstant
angelegte Population von Vorlauferzellen, die durch ihre weiterhin undifferenzierten
Eigenschaften an der Erhaltung des Tumors beteiligt sind. Fir ersteres sprechen Ergebnisse
von Oliver und Kollegen, die zeigen konnte, dass die Expression von Sox2 in praneoplastischen
Lasionen in einem dhnlichen Modell fiir Shh-assoziierte Medulloblastome starker ist als in
Tumoren (Oliver et al., 2005). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass Sox2 im Tumor mit einem Marker fir neuronale Vorldufer (Tuj-1) kolokalisiert und es
einen regionalen Zusammenhang von Sox2-positiven Zellen und unreifen Neuronen (DCX) im
Tumor gibt (Abbildung 6.3-1). Eine zuséatzliche tumorerhaltende Natur der Sox2-positiven
Zellen kann daher nicht vollends ausgeschlossen werden und kénnte durch Untersuchungen

in einem induzierbaren fate-mapping System im Tumor aufgeklart werden.
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In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass aus Sox2-positiven Vorldufern
allein Tumoren entstehen kdnnen. In der Zeitspanne, wahrend der in der embryonalen
Kleinhirnentwicklung in der rhombischen Lippe Sox2 exprimiert wird, kénnen durch
zeitpunktspezifische Aktivierung des Shh-Signalweges mit Tamoxifen in nahezu 100% der Falle
Tumoren induziert werden. Eine Tumorentstehung in lediglich 40% der Falle bei einer frihen
Induktion an e12.5 ist wahrscheinlich auf die geringe Anzahl der rekombinierbaren Sox2-
positiven Zellen zu diesem Zeitpunkt zurlickzufihren. Wie in Abbildung 3.1-2 A bis C in
immunhistochemischen Farbungen gezeigt ist, beginnt eine zuverldssige Expression von Sox2
in der rhombischen Lippe erst um e13.5, was bei friheren Induktionen zu einer geringeren
Rekombinationseffizienz fiihrt. Ahnliches ist bei spateren Induktionen ab e16.5
wahrscheinlich. Es konnte immunhistochemisch an e18.5 keine Expression von Sox2 in der
dulleren Kornerzellschicht mehr nachgewiesen werden, was nahelegt, dass die
Rekombinationsrate nicht mehr bei 100% liegt. Ein weiterer Unsicherheitsfaktor bei
embryonalen Induktionen ist die Zugdnglichkeit von Tamoxifen bei indirekter Gabe durch
Injektion der Mutter. Allerdings konnten trotz Sox2-Negativitdt in der Immunhistochemie in
Zellen der dulReren Kornerzellschicht noch bis p3 zuverlassig und bis p6 noch unregelmaRig
Tumoren aus Sox2-positiven Zellen erzeugt werden. Es konnte bereits durch friihe postnatale
fate-mapping Experimente gezeigt werden, dass der Sox2-Promotor in neuronalen Vorlaufern
der duRReren Kornerzellschicht weiterhin aktiv ist, auch wenn kein nachweisbares Protein mehr
produziert wird. Der Zeitraum flr den die postnatale Aktivitat des Sox2-Promotors mittels
fate-mapping nachgewiesen wurde, deckt sich mit dem Zeitraum, in dem postnatal noch
Tumoren aus Sox2-exprimierenden Zellen erzeugt werden kénnen. Hier kommt vermutlich
zusatzlich der Vorteil einer direkten Induktion des Tieres mit Tamoxifen zum Tragen, was die
Rekombinationseffizienz erhoht. Es ist vereinzelt moglich in adulten Tieren Tumoren aus Sox2-
positiven Zellen zu erzeugen, wenn auch nicht mit der gleichen Konsistenz, wie bei friihen
Induktionen. Vereinzelt entwickelten auch Tiere einen Tumor, die primar kein Tamoxifen
erhalten hatten. Mdoglicherweise ist dies aber ein sekundarer Effekt, der bei gemeinsamer
Haltung von Geschwistern in einem Kafig auftritt, wenn einzelne Geschwister induziert
werden und andere nicht. Bei der gegenseitigen Fellpflege zum Beispiel konnten Reste der
Tamoxifenlosung von Geschwistern oral aufgenommen werden und so auch zu einer
Rekombination von Sox2-positiven Zellen fihren. Orale Induktion mittels Tamoxifen ist

prinzipiell moglich (Kiermayer et al., 2007). Tumoren, die ohne aktive Induktion mit Tamoxifen
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entstanden sind, wurden nicht in die Auswertung aufgenommen, da hier der genaue Zeitpunkt
der Aktivierung der SmoM2-Mutation nicht genau bestimmt werden konnte. Trotzdem sind
auch diese unspezifisch entstanden Tumoren aus Sox2-positiven Zellen hervorgegangen, da
nur in Zellen mit aktivem Sox2-Promotor die Cre-Rekombinase exprimiert wird. Unter
bestimmten Umstanden kdnnte die Rekombinase ohne Bindung an Tamoxifen in den Kern
wandern und zur Expression der SmoM2-Mutation fiihren. Bei der endgiltigen Auswertung
aller Daten ergibt sich ein eindeutiger Trend in Richtung einer méglichen Entstehung adulter
Tumoren aus Sox2-positiven Zellen. Es bleibt festzuhalten, dass die Anzahl der aus Sox2-
positiven Zellen entstandenen Tumoren stark vom Zeitpunkt der Induktion abhangt. Es sollte
in zukilinftigen Studien untersucht werden, ob die Expression von Sox2 vielleicht alleine nicht
ausreicht, um eine Zelle des adulten Kleinhirns zuverldssig angreifbar fiir Mutationen des Shh-
Signalweges zu machen und so zu Tumoren zu fihren. Obwohl es scheint, dass im reifen
Zustand kaum noch Induktion von Tumoren aus Sox2-positiven Zellen moglich ist, sollte doch
diskutiert werden, ob die Altersverteilung der induzierten Tumoren auf funktionelle Parallelen
mit der im Anhang dargestellten Altersverteilung von humanen desmoplastischen und
extensiv-nodularen Medulloblastomen schlieBen ldsst, die ebenfalls fir SHH-abhangige
Medulloblastome gezeigt wurde (Northcott et al., 2011a). Weitere Analysen an Proben von
humanen adulten Medulloblastomen werden nétig sein, um eventuelle Partner von SOX2 zu
identifizieren, die die Entstehung von adulten Medulloblastomen beglinstigen. Ein weiterer
Hinweis auf die essentielle Rolle von SOX2 in SHH-assoziierten Medulloblastomen ist, dass es
auch auf molekularer Ebene eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von SOX2
und SHH in SHH-assoziierten Medulloblastomen gibt. Ein funktioneller Zusammenhang
zwischen dem Shh-Signalweg und Sox2 wurde fiir die Entwicklung des Hippocampus bereits
beschrieben (Favaro et al.,, 2009). In der vorliegenden Arbeit werden haufig Parallelen
zwischen dem Cerebellum und dem Hippocampus gezogen, vor allem was relevante
Signalwege und Entwicklungsprozesse angeht. Aufgrund des ahnlichen zelluldren Aufbaus mit
Koérnerzellen, radialer Glia und Sox2-positiven Vorlauferzellen (Barry et al., 2008, Favaro et al.,
2009, Lugert et al., 2010) ist es sinnvoll Hinweise aus dem hippocampalen System im Hinblick
auf die Entwicklung des Cerebellums und der Entstehung von SHH-assoziierten

Medulloblastomen nicht aus den Augen zu verlieren.

Um eine Aussage (iber den Nutzen von Sox2 als Angriffspunkt fiir wachstumsregulierende

Substanzen zu machen, ist es wichtig, den Einfluss von Verdanderungen in der
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Expressionsstarke von Sox2 in der Kleinhirn- und Tumorentwicklung zu kennen. Weiterhin
sollte mit Bedacht auf die distinkte Altersverteilung der Expression von SOX2 in humanen
Medulloblastomen bedacht werden, dass ein therapeutischer Angriff an dem
Transkriptionsfaktor unter Umstdnden nur in einer bestimmen Altersgruppe

erfolgversprechend sein konnte.

Die Versuche zum friihen Verlust von Sox2 in Kérnerzellvorlaufern haben gezeigt, dass Sox2
offenbar nicht unmittelbar notwendig fiir die normale Entwicklung des Kleinhirns oder fir die
Entstehung von frilhen Shh-assoziierten Medulloblastomen zu sein scheint. Dieser Befund
konnte mit Kompensationsmechanismen durch redundant exprimierte frithe Sox-Gene erklart
werden. Die Expression von Sox3 wird bei friihem Verlust von Sox2 hochreguliert und kénnte
bedeuten, dass Sox3 Funktionen von Sox2 Ubernimmt und so fur den Verlust kompensiert.
Dieser Fund wird durch die Korrelationsanalysen zwischen der Expression von Sox2 und Sox3
im Tumorgewebe zusatzlich gestiitzt. Es ist bereits bekannt, dass Sox-Gene untereinander
Redundanz in Expression und Funktion zeigen (Archer et al., 2011) und im Besonderen, dass
Sox3 in Sox2-defizienten Zellen verstarkt exprimiert wird (Miyagi et al., 2009). Interessant fur
die Untersuchungen in dieser Arbeit war, dass diese Kompensation an p0 am starksten war,
bis zur Messung an p6 leicht nachlieR und an p15 nicht mehr nachweisbar war. Das ist nicht
erstaunlich, da die Expression von Sox-Genen als friihe Entwicklungsgene mit dem Alter
nachlasst und so kompensatorische Mechanismen wegfallen. Allerdings kénnte das bedeuten,
dass eine akute Veranderung in der Expression von Sox2 in postnatalen Kérnerzellvorlaufern
oder reifen Koérnerzellen fir die Ausbildung und die Entwicklung von Shh-assoziierten
Medulloblastomen entscheidend sein konnte. Das wiirde sich mit unseren Ergebnissen aus
den Untersuchungen an humanen Medulloblastomproben decken, die zeigen, dass SOX2 in

adulten Medulloblastomen bedeutender ist als in infantilen und frihkindlichen Tumoren.

Um zu untersuchen, welche Auswirkung ein akuter Verlust von Sox2 in Kérnerzellvorlaufern
und Tumorzellen hat, wurde ein primares Zellkultursystem verwendet. Der Befund, dass die
konstitutive Aktivierung des Shh-Signalweges sowohl die Expression von Sox2 als auch die
Proliferation von Medulloblastomzellen in vitro antreibt, ldsst Vermutungen in Bezug auf
einen direkten Zusammenhang zwischen Sox2, Shh und proliferativer Aktivitdit von
Kornerzellen zu. Einen dhnlichen Zusammenhang haben schon Favaro und Kollegen im
Hippocampus festgestellt. Hier fliihrte der Verlust von Sox2 in neuralen Stammzellen des

Hippocampus zum Verlust der Shh-Expression sowie zum Proliferationsarrest der
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hippocampalen Stammzellen (Favaro et al., 2009). Die erhohte Sox2-Expression in den
primaren Zellkulturen nach der Aktivierung des Shh-Signalweges passt zur ektopen Expression
von Sox2 in Tumoren aus Mausmodellen fir Shh-assoziierte Medulloblastome, obwohl
nachweislich nach e18.5 keine Immunoreaktivitat fur Sox2 mehr in reifen Kérnerzellen
vorhanden sein sollte. In humanen SHH-assoziierten Medulloblastomen besteht ein positiver
Zusammenhang zwischen der Expression von SHH und SOX2, wobei mehr SOX2, wie mehr
SHH, moglicherweise zu einer erhoéhten Proliferation und so im Endeffekt zu einer héheren
Aggressivitat des Tumors und einer schlechteren Prognose fiihren kénnte. Der Beleg fiir einen
Einfluss der SOX2-Expression auf das Uberleben der Patienten konnte bisher nicht erbracht
werden, da in der zu Verfiigung stehenden Kohorte nur sechs Datenséatze zu adulten Patienten
zur Verflgung standen. Moglicherweise ldsst sich aber an einer angemessen groRen
Stichprobe ein Zusammenhang zwischen SOX2-Expression und dem Uberleben von Patienten

mit SHH-abhangigen Medulloblastomen nachweisen.

Kann die Proliferationsrate in Shh-assoziierten Tumoren durch Regulation der Sox2-Expression
moduliert werden? In vitro konnte in ersten Versuchen gezeigt werden, dass dies tatsachlich
moglich ist. Der Verlust von Sox2 in Kornerzellvorlaufern fiihrt zu einer Verringerung der
Proliferation in Kérnerzellen mit aktiviertem Shh-Signalweg, die Uberexpression von Sox2 in
primdren Tumorzellen aus Shh-assoziierten Tumoren fiihrt zu einer Erhohung der
Proliferation. Sox2 alleine ist also ausreichend, aber auch notwendig, um die Proliferationsrate
in Shh-abhangigen Medulloblastomzellen zu modulieren. Ein funktionell-regulatorischer
Zusammenhang zwischen Sox2 und dem Shh-Signalweg wurde bereits von Favaro und
Kollegen fiir die Entwicklung des Hippocampus beschrieben, wobei Sox2 stromaufwarts von
Shh liegen soll und die Aktivierung des Shh-Signalweges steuern kann (Favaro et al., 2009).
Aufgrund der Bedeutung von SOX2 in adulten Medulloblastomen, ist nicht auszuschliel3en,
dass SOX2-exprimierende Zellen eventuell eine Quelle fir SHH-assoziierte Tumoren im
adulten Kleinhirn und einen therapeutischen Ansatzpunkt fir die Behandlung von SHH-

assoziierten Medulloblastomen darstellen konnten.
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4.2 SOX2 IM ADULTEN KLEINHIRN

Eine Besonderheit des Kleinhirns ist, dass die Entwicklung der Gehirnregion nicht mit der
Geburt abgeschlossen ist, sondern besonders postnatal noch plastischen Veranderungen
unterworfen ist. Die Entwicklung des Kleinhirns beschrankt sich daher nicht nur auf die
embryonale Entwicklung, sondern besonders auf die postnatale und sogar adulte Struktur des
Cerebellums. Die Daten, die in humanen Medulloblastomen in Bezug auf SOX2-Expression
gesammelt wurden, deuten allesamt auf eine Bedeutung von SOX2 in adulten SHH-
assoziierten Tumoren hin. Um zu untersuchen, welche Funktion Sox2-positive Zellen
allgemein im adulten Kleinhirn haben, wurde die Expression von Sox2 im murinen

cerebelldren Cortex genauer untersucht.

Die stark Sox2-positive Bergmann Glia zwischen der inneren Koérnerzellschicht und der
Molekularschicht ist besonders auffallig. Die Bergmann Glia ist eine Population von radialer
Glia, die bei der corticalen Entwicklung des Cerebellums als Leitungssystem fiir die Migration
der Kornerzellen von der duReren in die innere Kdrnerzellschicht dient. Es wurde bereits
gezeigt, dass radiale Gliazellen ein gewisses Stammzellpotential besitzen kénnen (Robel et al.,
2011, Malatesta et al., 2013). Daher wurde in dieser Arbeit die Population von Sox2-positiven
Zellen im Hinblick auf ihre Bedeutung als potentieller Ursprung fiir adulte Medulloblastome

genauer untersucht.

Der erste und wichtigste Befund im Hinblick auf spatere Ergebnisse und deren Interpretation
ist, dass es weder in der Purkinjezellschicht, in der sich die Sox2-positive Bergmann Glia
befindet, noch in der inneren Koérnerzellschicht Sox2-positive, reife Kérnerzellen gibt. Das
bedeutet also, dass sich im cerebelldren Cortex eine ausdifferenzierte neuronale Identitat und

Sox2-Expression immer ausschlief3en.

In der Purkinjezellschicht konnten in dieser Arbeit Sox2-positive Zellen gefunden werden, die
(1) keinerlei Immunoreaktivitat fiir Reifemarker des adulten Cerebellums zeigen und (2)
diverse Proliferationsmarker exprimieren. Diese Ergebnisse sind vielversprechend auf der
Suche nach Zellen, die unter Umstanden einen gewissen Vorlaufercharakter zeigen und somit

reaktiver und eher angreifbar fiir onkogene Verdanderungen im reifen Kleinhirn sein kdnnten.
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Unabhadngig vom bereits diskutierten Potential Tumoren zu generieren, sollte die bisher
unbekannte undifferenzierte Sox2-positive Population in der Purkinjezellschicht besonders im
Hinblick auf ihre proliferativen Eigenschaften genauer charakterisiert werden. Es konnte nicht
nur gezeigt werden, dass akute Proliferation in rund 80% der Falle Sox2-positive Zellen betrifft,
sondern auch, dass diese Proliferation neuronale Nachkommen zur Folge hat. Um den
Ubergang des BrdU-Signals von Sox2-positiven Zellen auf ausdifferenzierte Kérnerzellen sicher
auf eine Sox2-exprimierende Ursprungszelle zurlickverfolgen zu kénnen, wurde der BrdU-
Assay mit dem fate-mapping System kombiniert. Es konnte nachgewiesen werden, dass RFP-
positive Zellen nicht aufgrund eines latent aktiven Sox2-Promotors primar durch Tamoxifen
rekombiniert wurden. Vielmehr miissen sie bei inkorporiertem BrdU durch Zellteilung seit der
Injektion von BrdU und Tamoxifen entstanden sein. Aus eben diesem Grund wurde
entschieden durch eine einzelne BrdU-Injektion zusammen Tamoxifen nur genau die Zellen
mit dem Basenanalogon zu markieren, die zum Zeitpunkt der Induktion mit Tamoxifen

proliferativ aktiv sind.

So konnte eindeutig gezeigt werden, dass Sox2-positive Zellen im adulten Kleinhirn das

Potential haben, neuronale Nachkommen zu erzeugen.

Die Frage nach dem Ursprung dieser adult generierten Neurone ist dennoch nicht endgiiltig
geklart. Die Bergmann Glia wurde aufgrund ihrer radialen Eigenschaften schon als eine
Population von Stammzellen im cerebelldren Cortex diskutiert (Alcock et al., 2007). Méglich
ware, dass nicht die gesamte Bergmann Glia, aber unter Umstanden eine kleinere
Subpopulation, wie die in dieser Arbeit gefundene fiir diese Funktion in Frage kommt. Obwohl
vieles auf eine Sox2-positive Population von cerebelldaren Vorlaufer- oder sogar Stammzellen
innerhalb der Bergmann Glia hindeutet, kann mit dem jetzigen Stand der Experimente nicht
ausgeschlossen werden, dass eine andere Sox2-positive Population des Kleinhirns der
Ursprung der adulten Neurogenese ist. In der weiRen Substanz des friih postnatalen
Cerebellums wurden Sox2-positive Stammzellen beschrieben, allerdings hier nur das Potential
in vitro Neurosphédren zu bilden (Lee et al., 2005). In Bezug auf die bis jetzt unbekannten,
undifferenzierten Sox2-positiven Zellen innerhalb der Purkinjezellschicht gilt es zu klaren, ob
es sich bei der Bergmann Glia tatsachlich um eine heterogene Population von Sox2-positiven
reifen Gliazellen und Sox2-positiven Vorlauferzellen handelt, oder ob Bergmann Gliazellen
eventuell transient in einen Vorlauferstatus Gbergehen und ohne weitere Stimulation wieder

ausdifferenzieren. Bisher war adulte Neurogenese bei Sdugetieren nur in zwei Bereichen des
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reifen Gehirns bekannt, und zwar in den Subventrikuldrzonen der Seitenventrikel und im
Hippocampus. In Invertebraten ist bereits seit langerem bekannt, dass in den Pilzkérpern, dem
funktionellen Analogon des hippocampalen Systems, auch im reifen Nervensystem noch
Neurone gebildet werden (Cayre et al., 2002). In evolutionar alteren Vertebraten, wie den
Teleostei wurde allerdings bereits adulte Neurogenese in kleinhirndahnlichen Strukturen
nachgewiesen (Zupanc 2001). Auch in Kaninchen wurde eine Art von adulter Neurogenese im
Kleinhirn beschrieben, wobei hier die neugeborenen Neurone nicht aus Zellen des reifen
cerebelldren Cortex hervorgehen, sondern aus den Resten der duReren Kérnerzellschicht, die
in Kaninchen ungewohnlich lange erhalten bleibt (Ponti et al., 2008). Mit den Ergebnissen aus
dieser Arbeit kommt eine weitere Zellpopulation des reifen zentralen Nervensystems von
Sdugetieren dazu, die auch adult weiterhin die Fahigkeit besitzt Neurone zu generieren.
Besonders interessant sind wiederum die Parallelen, die sich mit der adulten Neurogenese im
Gyrus dentatus des Hippocampus ergeben. Auch hier ist die neurogene Zellpopulation Sox2-
positivund generiert Kdrnerzellen, die in das neuronale Netzwerk des Hippocampus eingebaut
werden (van Praag et al., 2002, Suh et al., 2007, Favaro et al., 2009). In Anlehnung an diese
Arbeiten sind weitere Experimente notig, um die adulte Neurogenese im Kleinhirn genauer zu
charakterisieren und funktionelle Aspekte fiir eventuelle therapeutische Anwendungen zu

untersuchen.

Auch wenn es bis jetzt nicht moglich war, zuverldssig Shh-assoziierte Tumoren aus Sox2-
positiven Zellen des adulten Kleinhirns zu generieren, gab es eine Moglichkeit, dennoch eine
reaktive Natur dieser Zellen nachzuweisen. Mit Gewebe von Patienten mit cerebelldren
Infarkten war es sogar moglich, dies direkt im humanen System zu untersuchen. Im Gewebe
der reaktiven Bergmann Gliose wurde tatsdchliche eine anteilsmaflige Vermehrung der
undifferenzierten SOX2-positiven Zellen gemessen. Das Phanomen der reaktiven Gliose als
Antwort auf Verletzungen des Gehirns ist in der Stammzellforschung gut dokumentiert und
gilt als eine Quelle von vielversprechenden Reparaturmechanismen des Gehirns. Dabei
werden neurogene Prozesse im Anschluss an die reaktive Expansion der Gliazellpopulation
diskutiert (Robel et al., 2011). Auch wenn weitere Untersuchungen nétig sein werden, ist dies
ein erster Hinweis auf eine reaktive Funktion von SOX2-positiven Zellen im humanen Kleinhirn,
die in der regenerativen Medizin nutzbar gemacht werden kénnte. Es ware moglich, dass
reaktive Neurogenese durch bestimmte Stimuli angeregt und verstarkt werden kénnte, um so

beschadigte neuronale Netzwerke zu stabilisieren und eventuell wieder aufzubauen.
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In Abbildung 4.2-1 ist schematisch dargestellt, welche entwicklungsbiologisch wichtigen
neuen Funktionen von Sox2-positiven Zellen in dieser Arbeit entdeckt wurden. Zunachst
konnte gezeigt werden, dass Sox2-exprimierende Koérnerzellvorlaufer langer und auch
postnatal noch in der duBeren Koérnerzellschicht vorliegen und Neurone produzieren als bisher
angenommen. Ferner behalten diese Zellen bis in postnatale Stadien das Potential, bei
Aktivierung des Shh-Signalweges Tumoren zu produzieren (Abbildung 4.2-1 A). AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass eine bisher unbekannte Population von Sox2-positiven Zellen in
der Purkinjezellschicht inmitten der Bergmann Glia liegt. In dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass Sox2-positive Zellen im adulten Cerebellum noch neue Zellen

generieren konnen (Abbildung 4.2-1 B), die zu reifen Kérnerzellen ausdifferenzieren.

—

= innere
Kornerzellschicht

A el

aullere
Kornerzellschicht

Abbildung 4.2-1 Zusammenfassung der neu entdeckten neurogenen Prozesse aus Sox2-positiven Zellen in der Kleinhirnentwicklung (rot, A) und
im adulten cerebelldren Cortex (rot, B). In weiteren Experimenten soll untersucht werden, ob adult geborene Kérnerzellen (blau mit rotem Rand)
vollstéandig in das neuronale Netzwerk des Cerebellums integriert werden (C).
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Weitere Charakterisierungen im Hinblick auf synaptische Integration der neu geborenen

Zellen und der Funktion der Neurogenese werden folgen (Abbildung 4.2-1 C).

In dieser Arbeit ist nicht nur der Nachweis von adulter Neurogenese im Cerebellum gelungen,

sondern auch, dass Sox2-positive Zellen der Ursprung dieser adulten Neurogenese sind.

100



5. Ausblick fiir weitere Arbeiten

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen im
Bereich der Medulloblastomforschung. Selbstverstandlich sollten alle Analysen an humanen
Expressionsdaten immer auf dem aktuellen Stand der verfiigbaren Kohorten gehalten werden,
um Maskierungseffekte oder Uberinterpretation von Ergebnissen aus kleinen Stichproben zu

vermeiden.

Durch den in dieser Arbeit erbrachten Nachweis der besonderen Bedeutung von SOX2 in SHH-
assoziierten Medulloblastomen und der Entdeckung des proliferationssteigernden Effekts von
Sox2 in Medulloblastomzellen des Shh-Subtyps, kann zukiinftig untersucht werden auf
welcher Ebene des Shh-Signalweges Sox2 seine regulatorische Funktion ausibt. Fur den
Hippocampus wurde bereits beschrieben, dass Sox2 stromaufwarts von Shh liegt und damit
indirekt die Aktivierung des Shh-Signalweges steuern kann (Favaro et al., 2009). Im System der
cerebelldren Kérnerzellen kénnten Versuche in primdren Kornerzellkulturen mit Inhibitoren
fir spezifische Komponenten des Signalweges (zum Beispiel Arsentrioxid fur Glil) zeigen,

inwiefern eine Uberexpression von Sox2 der Inhibition noch entgegen wirken kénnte.

Erst mit der Auswertung von SOX2-Expressionsdaten in Medulloblastomen unter Bezugnahme
auf das Alter der Patienten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass SOX2 eine besondere
Bedeutung in den aggressiven adulten Medulloblastomen hat. Um ein tieferes Verstandnis fur
die Rolle von SOX2 in der Entstehung und Erhaltung von Medulloblastomen im
Erwachsenenalter zu erhalten, wiren Versuche zur Uberexpression in adulten Kleinhirnen
denkbar. Man konnte sich vorstellen, das fiir dieses Projekt entwickelte Sox2-Expressionsvirus
in das Kleinhirn von gesunden adulten M&usen zu injizieren und das tumorfreie Uberleben zu

dokumentieren.

In vivo konnte eine groRere Stichprobe von postnatal und adult induzierten Sox2-
creER™::SmoM2F/*-Tieren helfen, zu verstehen, ob und wann postnatal noch Tumoren aus
Sox2-positiven Zellen entstehen kénnen. Aullerdem ist es nicht unwahrscheinlich, dass neben
der Aktivierung des Shh-Signalweges in Sox2-positiven Vorldufern des adulten Cerebellums
noch weitere tumorigene Ereignisse eintreten missen, um eine zuverlassige Entstehung von

Medulloblastomen zu erreichen. Die Moglichkeit, aus diesem System ein Modell fur die
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Untersuchung von adulten Shh-assoziierten Medulloblastome zu generieren, sollte weiter

verfolgt werden.

Die in dieser Arbeit entdeckte undifferenzierte Sox2-positive Zellpopulation in der
Purkinjezellschicht bietet viel Raum fiir weiterfiihrende Forschung. Es sind Versuche zur
exogenen Verstarkung der Neurogenese im Cerebellum geplant. Durch motorisches Training
von induzierbaren Reportermausen auf dem RotaRod, soll gezeigt werden, dass adulte
Neurogenese aus Sox2-positiven Vorlauferzellen durch duBere Stimulation verstarkt werden
kann. Ahnliche Versuche wurden bereits fiir die Neurogenese im Hippocampus durchgefiihrt
und zeigten erstaunliche Ergebnisse in Bezug auf die reaktive Proliferation von Sox2-positiven
Stammzellen des Gyrus dentatus (Suh et al., 2007). Ferner sind genauere Untersuchungen der
neu gebildeten Neurone in der inneren Kornerzellschicht geplant. Durch
elektrophysiologische Experimente soll die synaptische Integration der entstandenen
Kornerzellen in das neuronale Netzwerk des cerebellaren Cortex nachgewiesen, wie es bereits

im Hippocampus gemacht wurde (van Praag et al., 2002).

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal neurogene und regenerativen Prozesse im reifen
Kleinhirn nachgewiesen und bis auf ihre Sox2-positive Ursprungspopulation zuriickverfolgt.
Die reaktive Natur undifferenzierter Sox2-positiver Zellen im adulten cerebelldren Cortex
kdnnte ein wertvolles System zur Untersuchung neoplastischer Veranderungen im Cerebellum
sein. Aullerdem konnte die Fahigkeit dieser Population, adult Neurone zu generieren, eine
Chance fiir die translationale Etablierung von Reparaturmechanismen bei
neurodegenerativen Erkrankungen darstellen. Es gilt zu untersuchen, ob aus den bisher
unbekannten undifferenzierten Sox2-positiven Zellen neben reifen Neuronen auch andere
Zelltypen entstehen konnten. Im Hinblick auf die onkologische Forschung konnte diese
Population durch das Einbringen von bekannten tumorspezifischen Mutationen auch auf die

Fahigkeit untersucht werden andere Tumoren auRer Medulloblastomen auszubilden.
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6. Anhang

6.1 SOX2IN HUMANEN MEDULLOBLASTOMEN

Patienten-

Geschlecht Alter [Jahre] Histologischer Subtyp =~ SOX2-Status
nummer

1 M 0,5 extensiv nodular -
2 M 0,6 extensiv nodulér +
3 W 0,7 extensiv nodulér -
4 M 0,8 extensiv nodular +
5 M 0,9 desmoplastisch ++
6 M 0,9 desmoplastisch -
7 M 1,1 desmoplastisch +
8 w 1,6 desmoplastisch ++
9 M 1,7 desmoplastisch +
10 W 1,8 klassisch -
11 w 1,8 klassisch -
12 M 2 desmoplastisch -
13 w 2,2 desmoplastisch -
14 w 2,2 extensiv nodular -
15 M 2,4 klassisch -
16 M 2,5 desmoplastisch +
17 M 2,7 extensiv nodular -
18 W 2,9 extensiv nodular -
19 w 3,6 klassisch ++
20 M 37 klassisch -
21 w 39 klassisch +
22 M 4,1 klassisch -
23 w 4,5 desmoplastisch -
24 w 4.8 klassisch -
25 M 49 klassisch ++
26 M 53 desmoplastisch ++
27 M 54 klassisch +
28 M 6,2 klassisch -
29 M 6,5 klassisch -
30 w 6,5 klassisch +
31 M 6,7 klassisch +
32 M 6,8 desmoplastisch -
33 M 74 desmoplastisch +
34 M 75 desmoplastisch +
35 W 7,5 klassisch -
36 w 79 klassisch -
37 M 8,5 klassisch +
38 M 9 klassisch +
39 w 9,4 desmoplastisch +
40 M 11,5 klassisch +
41 w 14,3 desmoplastisch ++
42 w 14,3 desmoplastisch +
43 W 14,4 klassisch -
44 w 17,2 klassisch -
45 M 19 desmoplastisch +
46 M 22,3 klassisch -
47 M 22,8 desmoplastisch ++
48 w 23,7 desmoplastisch +
49 w 25,5 klassisch +
50 w 25,5 desmoplastisch ++
51 M 25,6 desmoplastisch ++
52 w 26,5 desmoplastisch +
53 M 27,8 desmoplastisch -
54 M 29,6 desmoplastisch ++
55 M 30,3 desmoplastisch ++
56 w 30,5 desmoplastisch ++
57 M 30,6 desmoplastisch ++
58 w 30,7 desmoplastisch ++
59 M 33,3 desmoplastisch ++
60 w 34,9 desmoplastisch ++
61 w 35,8 desmoplastisch -
62 w 36,8 klassisch -
63 M 37,5 klassisch -
64 w 40,4 desmoplastisch ++
65 M 51,8 desmoplastisch ++

Abbildung 6.1-1 Zusammenfassung der Tumorpathologie und klinischer
Daten in humanen Medulloblastom Fallen. -, + und ++ stehen fur keine bis
schwache, intermedidre und starke SOX2-Expression im Tumor.
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SOX2

; : i o
Abbildung 6.1-2 Beispiele fiir die SOX2-Expression in Medulloblastomen des

klassischen (cMB) histologischen Subtyps (A und B) und des desmoplastischen
(dMB) Subtyps (C und D).
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6.2 SOX2 IN DER KLEINHIRNENTWICKLUNG

Sox2

Abbildung 6.2-1 Ubersicht iiber die Expression von Sox2 in der murinen Kleinhirnentwicklung, bis hin zum
adulten Cerebellum. Sox2 kann in Kérnerzellvorlaufern nur zwischen e13.5 und e18.5 in der rhombischen Lippe
und der EGL nachgewiesen werden (A-D). Im adulten cerebelldren Cortex wird Sox2 nur in Bergmann Glia
exprimiert (E und Pfeile in F) Die MaRstibe in den Ubersichtsaufnahmen stehen fiir 100 um, die MaRstibe in
Detailaufnahmen stehen fir 50 um). EGL, externe Kornerzellschicht; PCL, Purkinjezellschicht; RL, rhombische
Lippe; IV, vierter Ventrikel.
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6.3 Sox2 IM MAUSMODELL FUR MEDULLOBLASTOME
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hGFAPcre::SmoM2f7*

Abbildung 6.3-1 Im Mausmodell fir Shh-assoziierte Medulloblastome scheint es, dass Sox2-
Expression und die Expression von Markern fir Kornerzelldifferenzierung sich gegenseitig
ausschlieRen. Sox2-positive Zellen (griin) liegen verstreut im ganzen Tumor vor, aber diese Zellen
kolokalisieren nie mit dem Marker fur neuronale Vorlaufer Doublecortin (DCX), liegen aber lokal

immer in der Ndhe DCX-positiver Zellansammlungen (A). Haufige Ko-Expression findet man fiir Sox2
und den neuronalen Vorlaufermarker Tuj-1 (B). MaRstdbe: 100 um.
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Abbildung 6.3-2 Postnatale Induktion der Tumorentstehung aus Sox2-positiven Zellen. Im Mausmodell kénnen nach p3 nicht mehr
zuverldssig Tumore durch Aktivierung des Shh-Signalweges in Sox2-positiven Zellen erzeugt werden. Nach einer langen Altersperiode, in der
keine Tumorformation aus Sox2-positiven Zellen moglich ist, ist ab dem Abschluss der Kleinhirnentwicklung in Einzelféllen das Potential
wieder vorhanden. Eine Analyse der Tumorformation in allen postnatal induzierten Sox2-creER™::SmoM2"/*-M3use ist in A dargestellt. Friihe
Induktionen mit Tamoxifen flihren deutlich hdufiger zu Tumorentstehung, allerdings ist ab einem gewissen Alter kein signifikanter
Unterschied zur Entwicklung in den Kontrollen festzustellen. Indiziert ist der Zeitpunkt der Entnahmen aus dem Versuch, ein Tumor bei der
Entnahme wird als Abfall der Kurve dargestellt. Eine biphasische Altersverteilung mit einem frithen (schwarzer Pfeil) und einem spaten
Inzidenzmaximum (roter Pfeil) zeigt sich auch bei den desmoplastischen und extensiv-nodularen Medullobastomen im humanen System (B).
Der direkte Zusammenhang der Expression von SOX2 und SHH in der SHH-assoziierten Subgruppe von Medulloblastomen ist in C dargestellt.
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6.4 FUNKTIONELLE ASPEKTE VON SOX2 IN TUMORZELLEN

hGFAP-cre::
Sox2f/+

hGFAP-cre::
Sox. 2FI/FI

hGFAP-cre::
Sox2fI/+

hGFAP-cre::
Sox2f/Fl

hGFAP-cre::
Sox2f/*SmoM2FI/*

hGFAP-cre::

GFAP

S100

Sox2f/*SmoM2FI/*
R B

Abbildung 6.4-1 Der Verlust von Sox2 in neuralen Vorlduferzellen hat keine Auswirkungen auf die grobe Kleinhirnentwicklung oder die

Entwicklung von Shh-assoziierten Medulloblastomen im Mausmodell.
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Abbildung 6.4-2 Kompensation des friihen Verlustes von Sox2 in der Tumorentwicklung. Hochregulation der Sox3-Expression auf den Verlust von
Sox2 hin kann nur in frihen Stadien der postnatalen Entwicklung festgestellt werden (A und B). 15 Tage nach der Geburt sind keine
kompensatorischen Effekte in der RNS-Expression zu erkennen (C). Untersuchungen an mRNS-Expressionsdaten von SOX3 ergaben eine dhnliche
Verteilung der Expressionsstarke in Bezug auf die molekularen Subgruppen von Medulloblastomen wie fiir SOX2 (D). AuRerdem besteht eine
hochsignifikante Korrelation zwischen der Expression von SOX2 und SOX3 in Medulloblastomproben (E).
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Abbildung 6.4-3 Transduzierte Zellen in Koérnerzellkulturen sind neuronalen Ursprungs. Viral transduzierten Zellen in primare Kulturen von

Kornerzellvorlaufern sind fast ausschlieflich neuronalen Ursprungs, wie durch immunfluoreszente Ko-Farbungen auf virales GFP und neuronale
Markerproteine Pax6 und NeuN gezeigt wurde.
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Abbildung 6.4-4 Sox2-positive Zellen exprimieren neuronale Marker nach Aktivierung des Shh-Signalweges. Der Anteil von Sox2-positiven Zellen
mit neuronalen Eigenschaften in primdren Kornerzellkulturen stieg signifikant an, wenn der Shh-Signalweg aktiviert wurde, wie in
Doppelfarbungen auf Sox2 und die neuronalen Marker Pax6 und NeuN gezeigt wurde.
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6.5 STANDARDREAGENZIEN

Im Folgenden sind

Wasser.

10 x PBS-Puffer

1 % PBS-Triton

LB-Medium

LB-Medium mit Agar

10 x Citratpuffer:

0.1M Borat Puffer

112

die verwendeten Standardlosungen aufgefiihrt. Alle verwendeten
Chemikalien besallen die hochste kommerziell erhaltliche Reinheit. Einmal verwendbare
Materialien wurden vor der Verwendung autoklaviert. Die Basis der verwendeten L6sungen
und Puffer war mit einem Milli-Q Synthesis A10 System (Millipore, MA, USA) aufbereitetes

82,3 g Na;HPOq4

23,5 g NaH,PO4 ¢ H2O
40 g NaCl

ad 1000 ml H20

pH 7,3

1000 ml PBS

10 ml Triton X-100

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NacCl

ad 1000 ml H20

pH 7,1

1000 ml LB-Medium
15 g Agar Agar

entsprechendes Antibiotikum zugeben

3,78 g Citronensaure

24,21 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
ad 1000 ml H20

pH 6,0

6,2 g Dinatriumtetraborat-Decahydrat
1000 ml H,0
pH 8,5
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