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1. EINLEITUNG

1.1 Das Medulloblastom

Die Inzidenz von Krebserkrankungen im Kindesalter ist in den vergangenen
Jahrzehnten leicht gestiegen. Zu den haufigsten Neoplasien in der Altersgruppe
von 0 - 14 Jahren gehoren Leukamien, gefolgt von Hirntumoren (Steliarova-
Foucher et al. 2017, Erdmann et al. 2020, Wang et al. 2021). Insgesamt konnte
die Mortalitatsrate von padiatrischen Krebserkrankungen in den letzten Dekaden
reduziert werden. Bei den ZNS-Tumoren wurde dies allerdings nur in
vergleichsweise geringem Ausmal erreicht (Siegel et al. 2022). Dies hat dazu
gefuhrt, dass die padiatrischen Hirntumoren unter den kindlichen
Krebserkrankungen inzwischen die hochste Letalitat aufweisen (Curtin et al.
2016). In der Gruppe der malignen Hirntumoren im Kindesalter ist das
Medulloblastom die haufigste Tumorentitat. Es wird in den ZNS-WHO-Grad 4
eingeordnet und entspricht damit dem Grad der hochsten Malignitat (Louis et al.
2021). Histomorphologisch ist das Medulloblastom ein embryonaler Tumor, der
aus verschiedenen neuronalen Stamm- oder Vorlauferzellen im Kleinhirn,
Hirnstamm oder im 4. Ventrikel entsteht (Taylor et al. 2012, Northcott et al. 2019).
Die Prognose hangt von klinischen Faktoren, der Subgruppe und Histopathologie
sowie genetischen Alterationen ab (Ellison et al. 2011b). Trotz Fortschritten in
der Therapie ist das 5-Jahres-Uberleben vor allem in der Gruppe der
Hochrisikopatienten weiterhin gering mit 21 - 39 % (Dhall et al. 2020, Mynarek et
al. 2020b). Das Medulloblastom wachst lokal infiltrierend oder metastasiert per
continuitatem in den Liquorraum. Haufig ist die Erkrankung bei Erstdiagnose
bereits disseminiert (Wilne et al. 2007).

1.1.1 Klassifikation des Medulloblastoms

Medulloblastome gehdren zu den primitiv neuroektodermalen Neoplasien und
umfassen eine heterogene Gruppe embryonaler Hirntumoren. Die histologische
Klassifikation differenziert zwischen klassischen, desmoplastisch/nodularen,
extensiv nodularen, grofRzelligen und anaplastischen Medulloblastomen
(Abbildung 1). Die beiden letzteren werden haufig als groRzellig anaplastische
Medulloblastome zusammengefasst (Louis et al. 2021). Die Aussagekraft des
histologischen Phanotyps ist allerdings hinsichtlich Erkrankungsalter, Therapie



und Prognose Dbegrenzt, sodass sich inzwischen ein weiteres
Klassifikationssystem etabliert hat: Auf der Basis von globalen
Genexpressionsprofilen konnten vier Subgruppen identifiziert werden, die sich
molekularbiologisch klar voneinander unterscheiden und in Wingless Int-1
(WNT), Sonic Hedgehog (SHH)-, Gruppe 3- und Gruppe 4-Medulloblastome
unterteilt werden (Taylor et al. 2012, Cavalli et al. 2017). Die WNT- und SHH-
Subtypen sind durch die pathologische Uberaktivierung des namensgebenden
Signalwegs charakterisiert. WNT-Medulloblastome zeichnen sich unter den vier
Subgruppen durch die beste Langzeitprognose aus (Ellison et al. 2011a,
Northcott et al. 2019). Sie zahlen histologisch fast ausschlieRlich zu den
klassischen Medulloblastomen und zeigen als molekulares Merkmal eine
nukleare Akkumulation von B-Catenin (Taylor et al. 2012). Ihr Ursprungsort liegt
im Gegensatz zu den anderen Subgruppen auf3erhalb des Cerebellums in der
unteren rhombischen Lippe des Rhombencephalons (Gibson et al. 2010). Die
SHH-Subgruppe weist zumeist eine desmoplastisch/nodulare Histologie und bis
auf Ausnahme der Patienten mit Niedrigrisiko-Konstellation eine schlechtere
Prognose als die WNT-Medulloblastome auf (Northcott et al. 2019, Gajjar et al.
2021). Diese Tumoren gehen auf zerebellare Kornerzellvorlaufer in der oberen
rhombischen Lippe zurluck (Schuller et al. 2008). Die zwei verbleibenden
Subgruppen Gruppe 3 und Gruppe 4 zeigen hingegen keine charakteristische
Uberaktivierung eines bestimmten Signalwegs und besitzen sowohl biologisch
als auch klinisch Uberlappende Merkmale. Fur beide Gruppen wird ein
gemeinsamer Ursprungsort in der subventrikuldaren Zone der rhombischen Lippe
angenommen, von dem sie sich divergent entwickeln (Smith et al. 2022,
Hendrikse et al. 2022). Tumoren der Gruppe 3 sind durch eine hohe genetische
Heterogenitat charakterisiert. MYC-Genamplifikationen finden sich in etwa
15 - 17 % der Tumoren und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert
(Northcott et al. 2017, Cavalli et al. 2017, Gajjar et al. 2021). Allgemein fallen
Gruppe 3-Medulloblastome durch die hochste Letalitat aller vier Subgruppen mit
einer hohen Metastasierungsrate auf (Northcott et al. 2011b). Gruppe 4-
Medulloblastome sind bisher am wenigsten genau charakterisiert, obwohl sie die
haufigste Subgruppe unter den Medulloblastomen bilden (Taylor et al. 2012,
Smith et al. 2022). Zuletzt wurden in diesen Neoplasien verschiedene somatische
Mutationen von Genen beschrieben, die fur Proteine des core binding factor
alpha (CBFA)-Komplex codieren (Hendrikse et al. 2022). Die Langzeitprognose
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von Tumoren der Gruppe 4 entspricht mit einem 5-Jahres-Uberleben von
67 - 83 % etwa der der SHH-Subgruppe (Northcott et al. 2019).
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Abbildung 1: Die vier Subgruppen und ihre klinischen sowie molekularen
Charakteristika.

WNT-, SHH-, Gruppe 3- und Gruppe 4-Medulloblastome unterscheiden sich hinsichtlich
Diagnosealter, Metastasierung bei Diagnosezeitpunkt, Histologie und Prognose. Dargestellt
sind auRerdem die vermuteten Ursprungszellen, genetische Veranderungen und Gene mit
hochregulierter Expression. Abgewandelt nach (Taylor et al., 2012, Cavalli et al., 2017,
Northcott et al., 2017) und erganzt durch (Gajjar et al. 2021, Hendrikse et al. 2022, Smith et
al. 2022).

Altersgruppen (Jahre): # =0 - 4, i=4- 16, $>16. SKK = Sauglinge und Kleinkinder.

Die vier Subgruppen stellen sich mitunter klinisch und molekular heterogen dar
und konnten in den letzten Jahren auf Basis von Genom-, Transkriptom- und
Methylomanalysen weiter differenziert werden (Cavalli et al. 2017, Capper et al.
2018). Innerhalb der SHH-Medulloblastome sind beispielsweise mindestens vier
Subtypen identifiziert, die therapeutische und prognostische Konsequenzen nach
sich ziehen (Skowron et al. 2021, Tonn et al. 2023).



1.1.2 SHH-Medulloblastome
1.1.2.1 Der SHH-Signalweg

Der SHH-Signalweg spielt als hoch konservierter Signalweg insbesondere im
Rahmen der Embryogenese sowie der postnatalen Entwicklung eine wesentliche
Rolle. Das Hedgehog-Gen wurde erstmals in der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster beschrieben (Nusslein-Volhard and Wieschaus 1980). In
Saugetieren sind bisher die drei Homologe sonic hedgehog, indian hedgehog
und desert hedgehog bekannt (Echelard et al. 1993). Im inaktiven Zustand des
Signalwegs interagiert der Transmembranrezeptor Patched (PTCH1) mit dem
G-Protein-gekoppelten-Rezeptor Smoothened (SMO) und inhibiert die
Aktivierung der Signalkaskade. Durch die Bindung des Liganden Hedgehog (Hh)
an die extrazellulare Domane des Rezeptors PTCH1 wird die Inhibition von SMO
aufgehoben und der Signalweg aktiviert (Abbildung 2). Es kommt zur
Translokation von SMO in das primare Zilium der Zelle, wo es die Dissoziation
der Proteinkinase suppressor of fused (SUFU) von den Transkriptionsfaktoren
der Gliom-assoziierten onkogenen (GLI-)Transkriptionsfaktoren induziert
(Huangfu and Anderson 2006, Wang et al. 2009). Infolgedessen wird Uber die
GLI-Transkriptionsfaktoren die Expression verschiedener Zielgene reguliert.
GLI1 und GLI2 fungieren hierbei Uberwiegend als Transkriptionsaktivatoren,
wohingegen GLI3 die Transkription supprimiert (Aza-Blanc et al. 1997, Bai et al.
2002). Die Zielgene des SHH-Signalwegs sind beispielsweise GLI/1, PTCH1,
PTCHZ2 und MYCN. Sie spielen in der Zelle eine wichtige Rolle im Rahmen der
Proliferation, dem Eintritt in den Zellzyklus sowie der Differenzierung (Oliver et
al. 2003, Liu et al. 2012, Cohen et al. 2015).
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Abbildung 2: Der Sonic Hedgehog-Signalweg im inaktiven und aktiven Zustand.

Im inaktiven Zustand wird der Rezeptor Smoothened (SMO) durch Patched (PTCH)
gehemmt und es findet keine Genexpression statt. Unter Prdsenz des Proteins Hedgehog
(Hh) kommt es zur Disinhibition von SMO. Infolgedessen kénnen die Transkriptionsfaktoren
GLI1 und GLI2 in den Zellkern translozieren und die Transkription von Zielgenen initiieren.
GLI - Gliom-assoziierte Onkogen-Familie, Hh — Hedgehog, PTCH - Patched,
SMO - smoothened, SUFU — suppressor of fused.

Aufgrund der wesentlichen Funktion des SHH-Signalwegs in der
Embryonalentwicklung konnen Pathologien an dieser Stelle erhebliche
Auswirkungen haben. So konnen aberrante Repressionen zu schweren
Entwicklungsstorungen wie der Holoprosenzephalie, der haufigsten Fehlbildung
des Gehirns, flhren (Nanni et al. 1999, Ming et al. 2002). Eine Uberaktivierung
des SHH-Signalwegs spielt in der Karzinogenese verschiedenster
Tumorentitaten eine Rolle und wurde unter anderem in Basalzellkarzinomen,
Medulloblastomen, kleinzelligen Lungenkarzinomen und Mammakarzinomen
identifiziert (Johnson et al. 1996, Raffel et al. 1997, Pasca di Magliano and
Hebrok 2003, Park et al. 2011).

1.1.2.2 Entstehung von SHH-Medulloblastomen

Medulloblastome sind embryonale Tumoren, weshalb ihre Entstehung
unmittelbar mit der Kleinhirnentwicklung zusammenhangt, die sich in der Maus

von Embryonaltag (E) 9 bis etwa zum Postnataltag (P) 20 vollzieht (Borghesani



et al. 2002, Leto et al. 2016). Fur SHH-Medulloblastome konnten zerebellare
Kornerzellvorlaufer als Ursprungszellen identifiziert werden (Schuller et al. 2008).
Diese entstehen wahrend der Ontogenese in der rhombischen Lippe, welche
eine der beiden Keimzonen des Kleinhirns darstellt (Wingate 2001). Von dort
wandern sie ab E13 tangential aus und bilden bis in die frihe postnatale Phase
durch klonale Expansion die aullere Kornerzellschicht (Hatten et al. 1997,
Consalez et al. 2020). Die Kornerzellvorlaufer werden dort wesentlich durch das
Mitogen Sonic Hedgehog zur Proliferation angeregt, welches von Purkinjezellen
sezerniert wird (Wechsler-Reya and Scott 1999). Die Entwicklungsperiode der
Kornerzellvorlaufer in der aulderen Kornerzellschicht (E13 - P15) kann anhand
verschiedener differenziell exprimierter Marker in die Phasen der Neurogenese,
Beginn der Differenzierung, Migration und der Bildung synaptischer
Verbindungen gegliedert werden (Hatten et al. 1997, Leto et al. 2016).
Postmitotische Kornerzellvorlaufer wandern schliellich radial entlang der
Bergmann Gliazellen in das Innere des Cerebellums, um dort die innere
Kornerzellschicht zu bilden (Wechsler-Reya and Scott 1999, Lewis et al. 2004).

Der SHH-Signalweg ist ein wesentlicher Mediator fur die Proliferation von
Kornerzellvorlaufern, und Mutationen in involvierten Genen konnen zur
Entstehung von SHH-Medulloblastomen fuhren. Somatische Mutationen in den
Genen PTCH1, SMO oder SUFU koénnen durch eine ligandenunabhangige
Aktivierung des Signalwegs fur die Entwicklung sporadischer Medulloblastome
verantwortlich sein (Hahn et al. 1999, Northcott et al. 2011a). Eine heterozygote
Keimbahnmutation im Rezeptor PTCH1 manifestiert sich im Gorlin-Syndrom
(Farndon et al. 1992, Hahn et al. 1996). Betroffene Patienten zeichnen sich unter
anderem durch eine hohere Inzidenz von Medulloblastomen aus (Evans et al.
1991). Keimbahnmutationenen, die das negativ regulierende Protein SUFU
verandern, sind ebenfalls mit einer Pradisposition fur Medulloblastome assoziiert
(Taylor et al. 2002). Weiterhin konnen veranderte Zielgene des SHH-Signalwegs
Grundlage fur die Tumorentstehung sein. So wurden Amplifikationen in den
Genen GLI/1 und MYCN als ursachlich fur eine konstitutive Aktivierung des
Signalwegs identifiziert (Roussel and Robinson 2013, Kool et al. 2014, Northcott
et al. 2017).



1.1.3 Symptome und Diagnostik des Medulloblastoms

Frah auftretende klinische Symptome des Medulloblastoms sind oft unspezifisch
und zumeist auf einen erhohten intrakraniellen Druck zuruckzufuhren. Haufig
umfassen sie Kopfschmerzen, Ubelkeit, morgendliches Erbrechen sowie geringe
Belastbarkeit. Bei jungen Patienten kann es aufgrund einer Beeintrachtigung der
zerebrospinalen Liquorzirkulation zu der Entwicklung eines Hydrozephalus
kommen. Im Verlauf treten durch die Lokalisation des Tumors im Bereich des
Cerebellums spezifischere Symptome auf, darunter Ataxie, Sehstorungen sowie
die Beeintrachtigung motorischer und koordinativer Fahigkeiten (Wilne et al.
2007). Sind zum Diagnosezeitpunkt bereits spinale Metastasen vorhanden,
konnen sich die betroffenen Kinder mit Rickenschmerzen und Gangstorungen
vorstellen. Die Symptomatik des Medulloblastoms ist progredient und fuhrt
teilweise schon nach Wochen bis Monaten zu einer raschen Reduktion des
Zustands des Patienten (Wilne et al. 2007, Northcott et al. 2019). In der
Diagnostik  spielt die Bildgebung mittels kranialer und spinaler
Magnetresonanztomographie (MRT) eine wichtige Rolle, um die Lokalisation,
Grofde und Ausdehnung des Tumors beurteilen zu konnen. Da auch andere
padiatrische Hirntumoren wie pilozytische Astrozytome, Ependymome und
AT/RTs (atypische teratoide/rhabdoide Tumoren) haufig in der hinteren
Schadelgrube lokalisiert sind, sind fur eine Absicherung der Diagnose
histopathologische sowie molekulare Analysen essenziell (Louis et al. 2021).
Hierfur wird operativ entferntes Tumorgewebe immunhistochemisch und
molekularbiologisch untersucht, was auch die Einordnung in die verschiedenen
Subgruppen ermoglicht. Als Goldstandard fur die molekulare Untersuchung ist
mittlerweile die DNA-Methylierungsanalyse etabliert (Hovestadt et al. 2013,
Schwalbe et al. 2013, Capper et al. 2018). Erganzend zu den bildgebenden
Staging-Untersuchungen erfolgt routinemalig die zytologische Untersuchung
von Liquorproben (Rutkowski 2018, Northcott et al. 2019).

1.1.4 Therapie des Medulloblastoms

Generell bestehen die etablierten Therapieoptionen des Medulloblastoms aus
operativer Entfernung, Radiotherapie und systemischer Chemotherapie (Gerber
et al. 2014, Rutkowski 2018). Primar wird eine totale Resektion angestrebt,
insofern die Lokalisation des Tumors dies zulasst. Durch das infiltrative
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Wachstum und die Nahe zum Ventrikelsystem ist eine radikale Operation jedoch
in einigen Fallen nicht moglich (Rutkowski 2018). Die anschlieBende Therapie
hangt vom Alter des Kindes, der Tumorbiologie und individuellen Faktoren ab.
Eine Bestrahlung wird bei Kindern ab dem Alter von drei bis funf Jahren
angewandt. Hierbei muss individuell zwischen den Erfolgsaussichten und den zu
erwartenden kognitiven und psychomotorischen Stérungen in der fruhkindlichen
Entwicklung abgewogen werden (Rutkowski et al. 2009, Ottensmeier et al. 2020).
Die nationalen Leitlinien sehen bei dem Groldteil der Patienten eine
Chemotherapie vor, welche als Induktions- oder Erhaltungstherapie durchgefuhrt
wird. Zur Verfugung stehen Zytostatika aus der Gruppe der Platinderivate
(Cisplatin, Carboplatin), Mitosehemmstoffe (Vincristin), Topoisomerase-
hemmstoffe (Etoposid), Alkylantien (Cyclophosphamid, Lomustin) und
Antimetabolite (Methotrexat) (Mynarek et al. 2020a). Die Behandlung mit
Zytostatika und die aggressive Strahlentherapie weisen nicht unerhebliche
Langzeitfolgen und Sekundareffekte auf. Dazu zahlen neurokognitive und
neuroendokrine Dysfunktionen, Wachstumsstorungen, Infertilitat und ein
erhohtes Risiko fur Zweitmalignome (Kiltie et al. 1997, Padovani et al. 2012,
Northcott et al. 2019).

Im Zuge der Klassifikation in die vier molekularbiologischen Subgruppen ergaben
sich auch neue medikamentdose Therapieansatze. Die direkten SHH-
Signalweginhibitoren Sonidegib (LDE225) und Vismodegib (GDC-0449) sind
derzeit Bestandteil praklinischer (Kresbach et al. 2023, Romer et al. 2004, Kool
et al. 2014) und klinischer Forschung (Low and de Sauvage 2010, Robinson et
al. 2015). Der Wirkmechanismus dieser Substanzen basiert auf einer
allosterischen Bindung an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor SMO, die zu
einer Inhibition der Aktivierung von nachfolgenden Komponenten des SHH-
Signalwegs fiihrt (Kool et al. 2014). Tumoren mit SHH-Uberaktivierung sprechen
zwar gut auf die Substanzen an, jedoch wurden praklinisch und in prapubertaren
Patienten irreversible vorzeitige Verschlusse der epiphysaren Wachstumsfugen
beobachtet (Kimura et al. 2008, Robinson et al. 2017, Kieran et al. 2017). Aus
diesem Grund bilden die SMO-Inhibitoren bis dato noch keine adaquate

Alternative zu konventionellen Therapieoptionen.



1.2 Mausmodelle in der Krebsforschung

In der Forschung ist die Maus unter den Saugetieren der am haufigsten
verwendete Modellorganismus (Vandamme 2014). Eine schon seit den 1920er
Jahren etablierte und vielfach eingesetzte Mauslinie ist die C57BIl/6J-Linie. Sie
dient als Wildtyp sowie als genetischer Hintergrund fur transgene Veranderungen
des Genoms (Beck et al. 2000). Genetisch veranderte Tiere kbnnen in der
Krebsforschung dazu dienen, den Einfluss bestimmter Gene und Proteine in
verschiedenen Tumoren zu untersuchen. Dies geschieht durch die Zucht von
Tieren, denen das betreffende Gen auf einem oder beiden Allelen fehlt, was als
Knockout bezeichnet wird. Analog hierzu ist auch die Uberexpression von
Onkogenen moglich, welche in Tumoren amplifiziert vorliegen (Bedell et al.
1997).

1.2.1 Das Cre/loxP-Rekombinationssystem

Mittels konventioneller Knockouts in transgenen Tieren konnte in den letzten
Dekaden ein groRer Informationsgewinn erzielt werden. Diese Modelle besitzen
jedoch Limitationen. Spielt das Zielgen zum Beispiel eine entscheidende Rolle in
der embryonalen Entwicklung, ist ein homozygoter Knockout in vielen Fallen
letal. Das Cre/loxP-Rekombinationssystem ermdglicht eine Elimination des Gens
in spezifischen Geweben oder zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten (Branda
and Dymecki 2004). Die Cre-Rekombinase gehort zu den Topoisomerasen und
katalysiert die Spaltung der DNA zwischen zwei spezifischen
Erkennungssequenzen  (loxP-Sequenzen) sowie die  anschlielende
Rekombination der Abschnitte (Meinke et al. 2016). Die beiden loxP-Sequenzen
flankieren das Gen und fungieren als Bindungsstelle der Cre-Rekombinase. Die
Rekombination  fuhrt zur  Entfernung des sich  zwischen den
Erkennungssequenzen befindlichen Gens. Eine Spezifitat fur bestimmte Gewebe
kann durch die Kopplung der Cre-Rekombinase an Promotoren erreicht werden,
welche nur in den gewunschten Geweben und ab einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt vorhanden sind. Infolgedessen wird die Cre-Rekombinase
nur bei Aktivierung des Promotors exprimiert (Abbildung 3). Soll der Knockout zu
einem bestimmten Zeitpunkt erfolgen, kann ein induzierbarer Promotor
eingesetzt werden. Hierfir wurde die Cre-Rekombinase mit der
Ligandenbindungsdomane des Estrogenrezeptors fusioniert. Dieser Komplex
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befindet sich unter normalen Umstanden im Zytoplasma der Zelle. Bei
Administration des synthetischen Estrogens Tamoxifen kommt es zur Aktivierung
und Translokation des Komplexes in den Zellkern, wo die Cre-Rekombinase die
Entfernung der DNA-Sequenz katalysiert (Kim et al. 2018).

— Math1 = Cre — —\f:\fh
X

— Math1 = Cre —--- —’\f; Ptch1 - —
0 / In Math1+*-Zellen: \

Cre-Rekombinase
In Zellen ohne ;\3\ )o
Math1-Expression: —’ ,, PETTTrT

_’/’~ ’/\:> ....... \@ - D

Abbildung 3: Das Cre/loxP-Rekombinationssystem am Beispiel von Mausen des
Genotyps Math1-cre::Ptch1™",

Durch Verpaarung von Tieren mit einer an den Math1-Promotor gekoppelten Cre-
Rekombinase mit Tieren, in denen das Gen Ptch1 durch loxP-Sequenzen flankiert ist,
besitzen einige Nachkommen der nachsten Generation den Genotyp Math1-cre::Ptch1™.
Die Cre-Rekombinase wird nur in Zellen exprimiert, in denen der Math1-Promotor aktiv ist
(v.a. in der Genese von Koérnerzellvorlaufern). Es kommt zur Entfernung des Gens Ptch1
zwischen den beiden loxP-Sequenzen und einer anschlieRenden Rekombination des
DNA-Strangs. Es resultiert ein Knockout von Ptch1. In allen Zellen ohne Math1-Aktivitat und
folglich ohne Cre-Expression bleibt der DNA-Strang intakt und Ptch1 kann exprimiert
werden. Abgewandelt nach (Branda und Dymecki 2004).

1.2.2 Mausmodelle des SHH-Medulloblastoms

Um die Entstehung, Eigenschaften und mogliche Therapien von
Medulloblastomen besser untersuchen zu konnen, existieren fur diese
Tumorerkrankung verschiedene Mausmodelle. Fur SHH-Medulloblastome
basieren die Modelle auf veranderten Genen des SHH-Signalwegs. Seit einigen
Jahren etabliert ist der Knockout von Ptch1 (Goodrich et al. 1997). Da der SHH-
Signalweg in der Embryonalentwicklung essenziell ist, ist ein homozygoter
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Verlust von Pfch1 letal, und die Tiere versterben bereits im Embryonalalter. Ein
heterozygoter Knockout (Ptch1*-) hingegen fiihrt zu Tumoren, die eine grofke
Ahnlichkeit zu humanen Medulloblastomen aufweisen (Yang et al. 2008, Péschl
et al. 2014). Ein weiteres Mausmodell basiert auf einer Mutation des fur den
Rezeptor Smoothened codierenden Gens. Diese verursacht ebenfalls eine
konstitutive Aktivierung des SHH-Signalwegs, wodurch heterozygote Tiere

zuverlassig Medulloblastome entwickeln (Mao et al. 2006).

Weiter optimiert wurden diese Mausmodelle durch den Einsatz des Cre/loxP-
Systems. Auf diese Weise wird die Mutation an einen zelltypspezifischen
Promotor geknupft, wodurch nur bestimmte Zellpopulationen die veranderten
Gene aufweisen. In Kornerzellvorlaufern eignet sich  hierfur der
Transkriptionsfaktor Math1, der fur dessen Genese in der auleren
Kornerzellschicht essenziell ist (Ben-Arie et al. 1997, Machold and Fishell 2005).
Unter Verwendung des Math1-Promotors wird die Cre-Rekombinase ab E14 bis
zu einem postnatalen Alter von 2 - 3 Wochen exprimiert, wahrend in
differenzierten Kornerzellen adulter Mause keine Cre-Expression mehr
vorhanden ist (Yang et al. 2008). Durch die Math1-Cre vermittelte Rekombination
von aktivierenden Komponenten des SHH-Signalwegs konnten Mausmodelle mit
hundertprozentiger Tumorpenetranz generiert werden, die die humanen
Tumoren in Histologie und Transkriptom widerspiegeln (Yang et al. 2008,
Schiller et al. 2008, Pdschl et al. 2014).

1.3 Methotrexat als Zytostatikum
1.3.1 Einsatz und Wirkmechanismus

Der Folsaureantagonist Methotrexat (MTX) ist als Zytostatikum seit Mitte des
20. Jahrhunderts im Einsatz. Die strukturell fast identische Vorgangersubstanz
Aminopterin wurde bereits 1948 im Rahmen der Behandlung der akuten
lymphatischen Leukamie eingesetzt (Farber et al. 1948). Im Jahr 1956 wurde fur
Methotrexat in Mausstudien ein hoherer therapeutischer Index gezeigt, woraufhin
Aminopterin im klinischen Gebrauch durch MTX ersetzt wurde (Goldin 1968).
Erste Therapieerfolge wurden bei Patientinnen mit Chorionkarzinom erzielt. Nach
der Behandlung mit MTX wiesen sie im 5-Jahres-Follow-up keine Residuen mehr
auf (Hertz et al. 1956, Hertz et al. 1961). Heutzutage kommt MTX in der
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Behandlung von einigen Tumorerkrankungen zum Einsatz, unter anderem der
akuten lymphatischen Leukamie, Non-Hodgkin-Lymphomen, Urothel- und
Mammakarzinomen, Osteosarkomen und Medulloblastomen (Kozminski et al.
2020). Neben der intravendsen und oralen Applikation kann MTX intrathekal
verabreicht werden, worauf insbesondere bei der Behandlung von Leukamien
und ZNS-Tumoren zuruckgegriffen wird (Rutkowski et al. 2005, Horton and
Steuber 2020, Mynarek et al. 2020a).

Fast ebenso lange wie der klinische Gebrauch ist auch der Wirkmechanismus
von MTX bekannt: Die Substanz weist strukturell eine hohe Ahnlichkeit zu
Folsaure auf und inhibiert Uber verschiedene Wege die de novo Synthese von
Purin- und Pyrimidinnukleotiden. Zunachst gelangt MTX uber den aktiven
Transporter reduced folate carrier 1 (RFC1) in die Zelle (Genestier et al. 2000,
Kozminski et al. 2020). Dort wird es mehrfach polyglutaminiert, was die
biologische Aktivitat des Wirkstoffs erhoht. Polyglutaminiertes MTX (PG-MTX)
besitzt eine hohere Affinitat zu den zu hemmenden Enzymen und eine langere
Verweildauer in der Zelle (Baugh et al. 1973, Chabner et al. 1985). Den grofiten
Teil der Wirkung entfaltet MTX Uber eine reversible Bindung an die
Dihydrofolatreduktase (DHFR), welche die Umwandlung von Dihydrofolsaure in
Tetrahydrofolsaure  katalysiert.  Tetrahydrofolsaure fungiert in vielen
Stoffwechselwegen als wichtiger Kohlenstoffdonator. Bei Inhibition der DHFR
durch MTX werden Prozesse beeintrachtigt, die von Tetrahydrofolsaure
abhangig sind. Hierzu zahlen die Synthese von Purinen und des
Pyrimidinnukleotids desoxy-Thymidinmonophosphat (dTMP) (Genestier et al.
2000). Verstarkt wird dieser Effekt durch die ebenfalls PG-MTX-vermittelte
Inhibition der Thymidilat-Synthase (Allegra et al. 1985). Es resultiert ein Mangel
an Nukleotiden, welche im Zuge der DNA-Replikation zwingend bendtigt werden.
Insbesondere sich schnell teilende Zellen werden somit in ihrer Proliferation
beeintrachtigt, was schlussendlich zu einer Apoptose der Zellen fuhrt und die
zytotoxische Wirkung von MTX erklart (Genestier et al. 1998). Die Elimination
von MTX erfolgt vor allem Uber die Familie der ATP-binding cassette (ABC)-

Transporter, die in der Zelle als Efflux-Pumpen fungieren (Assaraf 2006).
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Abbildung 4: Die Wirkweise von MTX auf den Folsaure-Stoffwechsel.

MTX gelangt Gber den RFC1 in die Zelle und wird dort polyglutaminiert. PG-MTX hemmt die
Dihydrofolatreduktase. Infolgedessen kommt es zu einem Mangel an 5,10-
Methylentetrahydrofolat, welches essenziell in der Purinbiosynthese ist. Durch weitere
Hemmung der Thymidilat-Synthase steht weniger dTMP flr die Pyrimidinbiosynthese bereit.
5-CHs-THF — Methyltetrahydrofolat, 5,10-CH2>-THF — Methylentetrahydrofolat, ABC —
ATP-binding cassette, DHF — Dihydrofolat, DHFR - Dihydrofolatreduktase, dUMP -
Desoxyuridinmonophosphat, dTMP — Desoxythymidinmonophosphat, MTX — Methotrexat,
PG-MTX — polyglutaminiertes MTX, RFC1 — reduced folate carrier 1, THF — Tetrahydrofolat,
TS — Thymidilat-Synthetase.

Daruber hinaus konnen zunehmend Erkenntnisse Uber nicht-DHFR-vermittelte
Wirkungen von MTX gewonnen werden, welche einen Einfluss auf maligne
Zellen haben. Einer dieser Aspekte ist die Stimulation der Zelldifferenzierung. In
Plattenepithelkarzinomen und kolorektalen Karzinomen wurde beobachtet, dass
es nach Gabe von MTX zur Hochregulation von Genen kommt, die fur
Differenzierungsmarker wie E-Cadherin codieren (Anand et al. 2009, Hirano et
al. 2013). Die MTX-Behandlung von Osteosarkomzellen fuhrt zu einer
Mineralisation der Knochenmatrix, was ebenfalls als Marker osteogener
Differenzierung beschrieben ist (Sramek et al. 2016). Als weiterer nicht-DHFR-
vermittelter Wirkmechanismus von MTX wird eine Funktion als Histon-
Deacetylase-Inhibitor diskutiert. Diese Substanzklasse wird bereits in der
Therapie von Thymomen, Melanomen, verschiedenen soliden Tumoren sowie
kutanen T-Zell-Lymphomen eingesetzt (West and Johnstone 2014). In Lungen-
und Zervixkarzinomzellen konnte unter MTX eine Inhibition der Histon-
Deacetylase und eine Induktion der Histon-Acetylierung beobachtet werden
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(Yang et al. 2010). Weiterhin ist auch ein Anstieg der Acetylierung von p53 durch
MTX bekannt, was zu einer hoheren Akkumulation und Stabilisierung des
Tumorsuppressorproteins fuhrt (Huang et al. 2011). Zusatzlich beeinflusst MTX
vermutlich auch weitere Signalwege, welche an der Krebsentstehung beteiligt
sind. Hierzu gehodren eine Suppression des JAK/STAT-Signalwegs, eine
Inhibierung der NF-kB-Aktivitat und eine hohere Phosphorylierung der
Proteinkinase ERK1/2, was zu einer erhohten Aktivitat ebendieser fuhrt (Spurlock
et al. 2014, Nabai et al. 2015, Thomas et al. 2015).

1.3.2 Nebenwirkungen von MTX

MTX weist, wie alle Zytostatika, eine Vielzahl von Nebenwirkungen auf. Darunter
finden sich zum einen bei Chemotherapeutika haufig beobachtete Symptome wie
gastrointestinale Beschwerden, Alopezie, Fatigue, Fieber, Leukopenie,
Nierenschadigungen und Anamie (Howard et al. 2016). Da MTX die Blut-Hirn-
Schranke Uberwindet, kommt es daruber hinaus zu neurotoxischen Effekten.
Eine schwere zentralnervose Nebenwirkung ist die Leukenzephalopathie
(Bhojwani et al. 2014). Sie kann akut, subakut und chronisch auftreten, wobei die
akute Form meist transient ist. Typische Symptome umfassen Verwirrtheit,
Kopfschmerzen, Sprachstorungen, Paresen, Ataxie und Krampfanfalle (Vezmar
et al. 2003, Inaba et al. 2008). Haufig verlauft die Leukenzephalopathie
subklinisch und ist lediglich in der zerebralen Bildgebung erkennbar. Das
Ausmal der Schadigung der weillen Substanz ist dosisabhangig. Bei Kindern
mit Medulloblastom liegt die Pravalenz nach Abschluss der Therapie je nach
Schweregrad bei 9,5 - 21,4 %. Die schwere Form ist mit der Kombination aus
MTX und Radiotherapie assoziiert (Wagner et al. 2022). Bei etwa 25 % der
betroffenen Patienten kommt es im Verlauf zu einer Remission, haufig sind die
Substanzdefekte allerdings irreversibel (Reddick et al. 2005, Bhojwani et al.
2014).

1.3.3 Die Rolle von MTX in der Therapie des Medulloblastoms

Etwa 25 - 35 % der padiatrischen Medulloblastome treten bei Kindern auf, die
junger als drei Jahre alt sind (Rutkowski et al. 2009). Die Behandlung dieser
Patientengruppe findet zumeist in Rahmen von Studien statt. Die Chemotherapie
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ist ein wesentliches Element der Therapie, um die Strahlentherapie und ihre
Langzeitfolgen vermeiden oder hinauszogern zu konnen. Gleichzeitig muss der
je nach Subgruppe schnell voranschreitenden und frih metastasierenden
Erkrankung mit einer aggressiven Therapie entgegnet werden. Zu diesem Zweck
wird insbesondere in nordamerikanischen klinischen Studien auf die Hochdosis-
Chemotherapie zurlckgegriffen. Diese Therapieprotokolle beinhalten haufig
MTX (Mazewski et al. 2020, Dhall et al. 2020). In Deutschland, Osterreich und
der Schweiz erfolgt die Behandlung Uberwiegend gemall den Leitlinien der
Studienzentrale zur Behandlung von Kindern und Jugendlichen mit einem
Medulloblastom, Ependymom und Diversen aggressiven Hirntumoren (HIT-
MED). Diese empfehlen zur Therapie des Medulloblastoms den intravendsen
und intraventrikularen Einsatz von MTX (Mynarek et al. 2020a). Studienkollektive
zeigen, dass im Zuge des Radiotherapie vermeidenden Ansatzes die Addition
von intraventrikularem MTX insbesondere in der SHH-Subgruppe zu einem
besseren 5-Jahres-Uberleben fiihrt (Rutkowski et al. 2005, Pompe et al. 2015,
Mynarek et al. 2020b). Weiterhin ist MTX auch in der Induktionstherapie der
Gruppe 3- und Gruppe 4-Tumoren sowie bei vorhandenen Metastasen zum
Diagnosezeitpunkt ein Bestandteil der Chemotherapie-Schemata (Mynarek et al.
2020a). Diese Aspekte verdeutlichen, dass MTX in der Therapie des
Medulloblastoms und vor allem des SHH-Subtyps einen groRen Stellenwert
besitzt. Obwohl MTX schon seit einigen Jahren in den Therapieprotokollen
inkludiert ist, werden die verabreichten Dosen und Intervalle weiterhin optimiert
(Pompe et al. 2015, Mynarek et al. 2020b).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Methotrexat ist als Antimetabolit seit Jahrzehnten im Einsatz und fester
Bestandteil in der Therapie von Medulloblastomen. Die grundlegenden
Wirkmechanismen von MTX auf SHH-Medulloblastome sind allerdings bis heute
nicht vollstandig geklart, und es existieren zunehmende Hinweise auf die
Involvierung verschiedenster Signalwege. In den HIT-MED-Studienkollektiven
konnte beobachtet werden, dass die intraventrikulare Behandlung mit MTX bei
Kindern mit SHH-Medulloblastomen einen deutlichen Uberlebensvorteil mit sich
bringt (Rutkowski et al. 2005, Pompe et al. 2015, Mynarek et al. 2020b). Dies
wirft die Hypothese einer Uber den SHH-Signalweg vermittelten Wirkung von
MTX auf. In diesem Kontext dient eine Aufklarung der Wirkweise von MTX, um
diejenigen Patienten mit Medulloblastomen zu identifizieren, die von der
Behandlung profitieren werden. Daruber hinaus kann mit einer besseren
Kenntnis der Wirkweise die verabreichte Dosis und die Therapiedauer optimiert
werden. Dies ist bei padiatrischen Patienten von entscheidender Bedeutung, da
die die Behandlung mit MTX mitunter schwere Nebenwirkungen aufweist.
Insgesamt soll diese Arbeit mithilfe von in vitro Experimenten zum weiteren
Verstandnis der grundlegenden biologischen Prozesse im Zusammenhang von
MTX und SHH-Medulloblastomen beitragen. Die gewonnenen Ergebnisse
konnen genutzt werden, um im nachsten Schritt weitere in vitro- und in vivo-

Studien zur Therapie von Medulloblastomen zu konzipieren und zu optimieren.

1.5 Versuchsplanung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie MTX auf zerebellare
Kornerzellvorlaufer und Medulloblastomzellen in vitro wirkt und ob dieser Effekt
moglicherweise uber den Sonic Hedgehog-Signalweg vermittelt ist.

Den methodischen Schwerpunkt der Arbeit bilden Primarkulturen von
zerebellaren Kornerzellvorlaufern und Medulloblastomzellen der Maus. Die
primaren Kornerzellvorlaufer werden aus C57/BI6-Wildtyp-Mausen isoliert. Fur
die Generierung der Tumorzellen (im Folgenden auch als ,primare
Medulloblastomzellen® bezeichnet) kommt ein bereits etabliertes Mausmodell
des Genotyps Math1-cre::Ptch1”" zum Einsatz. Diese Tiere weisen einen
homozygoten Verlust beider Ptch1-Allele in zerebellaren Kornerzellvorlaufern
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auf, was zu einer konstitutiven Aktivierung des SHH-Signalwegs in den
Ursprungszellen des SHH-Medulloblastoms fuhrt. Es kommt im postnatalen Alter
von wenigen Tagen mit vollstandiger Penetranz zur Entwicklung von
Medulloblastomen (Schuller et al. 2008, Yang et al. 2008). Diese Tumoren
besitzen histologisch, genetisch und transkriptionell eine hohe Ahnlichkeit zu den
entsprechenden humanen SHH-Medulloblastomen (Poschl et al. 2014).

Primare  Kornerzellvorlaufer und  Medulloblastomzellen werden  mit
verschiedenen MTX-Konzentrationen behandelt, bevor Viabilitatsassays
durchgefuhrt werden und ihre Proliferation durch immunzytochemische
Farbungen analysiert wird. Die Aktivitat des SHH-Signalwegs wird mittels
Genexpressionsanalysen gemessen. Diese schlielen auch den p53/p21-
Signalweg ein.

Die Versuche zur Messung von Viabilitat und Proliferation sollen analog an
verschiedenen Zelllinien durchgefuhrt werden, was zur weiteren Einordnung der
Ergebnisse dient. Hierzu kommen zum einen die drei Medulloblastomlinien Daoy,
UW473 und SJMM4 und zum anderen die Neuroblastomlinie SH-SY5Y sowie
NIH-3T3-Zellen zum Einsatz.

Um eine Involvierung des SHH-Signalwegs besser beurteilen zu kdnnen, soll die
Reaktion der primaren Zellen und Zelllinien auf weitere Substanzen getestet
werden: Der direkte SHH-Signalweginhibitor LDE225 ist klinisch unter dem
Namen Sonidegib im Einsatz und inhibiert SHH-Medulloblastomzellen Uber eine
Hemmung von Smoothened (Pan et al. 2010). Das Zytostatikum Vincristin ist
neben MTX in der Therapie von Medulloblastomen fast aller Subtypen und
Altersgruppen vorgesehen (Mynarek et al. 2020a). Die Experimente mit Vincristin
sollen dazu dienen, den Effekt eines weiteren Chemotherapeutikums auf die
untersuchten Zellen zu zeigen. In Zusammenschau sollen die Ergebnisse der
drei verwendeten Substanzen einen besseren Ruckschluss darauf ermdglichen,
ob die Wirkung von MTX auf SHH-Medulloblastome primar auf der bekannten
DHFR-Inhibition basiert oder ob dariber hinaus eine spezifische Hemmung des
SHH-Signalwegs eine Rolle spielt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Losungen

Die verwendeten Chemikalien wurden bei Merck, Carl Roth und Sigma Aldrich

erworben. Zur Ansetzung aller Puffer und Losungen wurde ddH20 genutzt.

Tabelle 1: Auflistung aller Chemikalien, Reagenzien und Lésungen

Chemikalien, Reagenzien und Losungen Hersteller
4'6'-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich
5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) Sigma-Aldrich
Agarose Gibco/Life Technologies
Borax Puffer Sigma-Aldrich
Chloroform Merck Millipore
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich
Ethanol Merck Millipore

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich

Formaldehyd (4 %, gepufferte Losung)

Chemsolute/Th. Geyer GmbH

Hank's balanced salt solution (HBSS)

Gibcol/Life Technologies

Isopropanol

Chemsolute/Th. Geyer GmbH

Kaliumchlorid (KCI)

Thermo Scientific

Magnesiumchlorid (MgCI2)

Promega

Methanol

Carl Roth GmbH

Polyvinylalkohol (Mowiol)

Carl Roth GmbH

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH

Natriumaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate - SDS)

Carl Roth GmbH

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH

Normales Ziegenserum (normal goat serum - NGS)

Merck Millipore

Phosphate-buffered saline (PBS, 10x)

Biochrom/Merck

Poly-L-Ornithin

Sigma-Aldrich

Proteinase K

Carl Roth GmbH

RQ1 RNase-freie DNase

Promega

Salzsaure (Hydrochlorid acid - HCI, 25 %)

Merck Millipore

Sonic Hedgehog Protein

Eigene Herstellung

Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer (50x)

PanReac Applichem
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Tris (1 M)

Carl Roth GmbH

Triton X100

Sigma-Aldrich

TRIzol Reagenz

Life Technologies

Trypanblaue Lésung 0,4 %

Gibcol/Life Technologies

Trypsin Inhibitor

Carl Roth GmbH

2.1.2 Reagenzien-Kits

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Kits

Reagenzien-Kit Hersteller Anwendung
CellTiter-Glo™ Luminescent Cell L
Viability Assay Promega Viabilitatsassay
miScript Il RT Kit Qiagen cDNA-Synthese

NiDA 200 packed columns Kit

Macherey-Nagel

Protein-Purifikation

Protino Ni-IDA 2000

Macherey-Nagel

Protein-Purifikation

SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit

Meridian Bioscience

qRT-PCR

Vivaspin™ 6

Zentrifugalkonzentratoren Sartorius

Protein-Konzentration

2.1.3 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 3: Verwendete Zellkulturmedien und -zusitze

Zellkulturmedien und Zuséatze Hersteller
Accutase™ Zelldissoziationsreagenz Gibco/Life Technologies
B27 Supplement Gibcol/Life Technologies
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH
DNase | aus boviner Pankreas Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)/F12 Gibco/Life Technologies
grdi):l\c/:lc:)’(s Modified Eagle Medium (DMEM)/F12 GibcolLife Technologies
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Gibcol/Life Technologies
Fetales bovines Serum (FBS) Gibco/Life Technologies
HEPES Puffer Gibcol/Life Technologies
L-Glutamin Gibcol/Life Technologies
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MEM Nicht essenzielle Aminosauren-Lésung (100%) | Sigma-Aldrich

N2 Supplement Gibcol/Life Technologies
Penicillin-Streptomycin Gibcol/Life Technologies
Rekombinantes humanes EGF PeproTech
Rekombinantes humanes FGF PeproTech

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) Gibcol/Life Technologies
Trypsin (0,05 % Trypsin EDTA) Gibcol/Life Technologies

2.1.4 Medikamente

Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden verschiedene
Medikamente verwendet, welche in Tabelle 4 aufgefuhrt sind.

Tabelle 4: Verwendete Medikamente, ihre Wirkstoffklasse und Hersteller

Substanz Wirkstoffklasse Hersteller
Methotrexat Hydrat Zytostatikum: Folsaure-Antagonist Abcam
NVP-LDE225 (Sonidegib) | Direkter SHH-Signalweginhibitor Selleck

Chemicals
Vincristin Sulfat Zytostatikum: Mitosehemmestoff Selleck
' Chemicals
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2.1.5 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden funf verschiedene Zelllinien eingesetzt. In Tabelle 5 sind

ihre Charakteristika, Herkunft sowie die zur Kultivierung verwendeten Medien

aufgelistet.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie | Charakteristika | Kulturmedium Herkunft Literatur
Humane . e
Medulloblastom- RPMIO Tumor <.a|nes vierjahrigen Jacobsen

Daoy Zelllinie +10 % FBS Jungen; Scott Pomeroy, ot al.1985
. +1% P/S Harvard Medical School '
(desmoplastisch)
. Fibroblasten von
Murine DMEM )
NIH-3T3 | Fibroblasten- | +109%FBS | \iaisemoyonenAG - Todaro et
o o iebner, Edinger Institut | al. 1963
Zelllinie +1% P/S
Frankfurt
Sublinie aus der
Humane RPMI Neuroepithelom-Zelllinie Biedler et
SH-SY5Y | Neuroblastom- +10 % FBS SK-N-SH (aus dem al. 1978
Zelllinie +1% P/S Knochentumor eines )
vierjahrigen Jungen)
Tumor einer drei Monate
Murine DMEM alten Maus: Ptch1*~ Li et al
SJMM4 Medulloblastom- | + 10 % FBS Tp53 WT; Tom Curran, 2003 ’
Zelllinie +1% P/S The Children‘s Mercy
Hospital, Kansas City
Humane DMEM
Medulloblastom- o Tumor eines flunfjahrigen | Bobola et
uw473 . +10 % FBS S
Zelllinie o Jungen; Michael Bobola | al. 2005
) +1% P/S
(klassisch)
2.1.6 Gerate
Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Gerite
Gerat Hersteller

Agarose Gelelektrophoresekammer (Compact XS/S)

Biometra

Heraeus Multifuge 3 S-R Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific

Heraeus Pico17 Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific

Infinite M200 plate reader

Tecan

Leica DM IL LED Mikroskop

Leica

21



Leica M165 FC Mikroskop

Leica

LightCycler 480 System

Roche

MilliQ-Anlage (Synthesis A10)

Millipore

Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific
Neubauer Zahlkammer Carl Roth

Nikon Eclipse Ti2 Mikroskop Nikon
PCR-Thermocycler (T3 Thermocycler) Biometra

Pipetus Hirschmann

Sterilbank Heraeus HERAsafe Thermo Fisher Scientific
Thermomixer comfort Eppendorf

Vortex Mixer SA8 Stuart

Waage (Sartorius extend) Sartorius

Wasserbad Lauda

Zellinkubator Heraeus HERAcell 240

Thermo Fisher Scientific

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
Drigalskispatel Hartenstein
Eppendorf Réhrchen: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf

Falcon-Roéhrchen (15 ml, 50 ml)

Thermo Fisher Scientific

Kryorohrchen

Thermo Fisher Scientific

MicroAmp optische 96-Well gPCR Platten

Applied Biosystems

Nunclon Petrischale 10x35 mm

Thermo Fisher Scientific

PCR-Gefalte Deckel

Thermo Fisher Scientific

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt

Zellkulturflaschen Adharent/Suspension: T25, T75, T175

Sarstedt

Zellkulturplatten Adharent/Suspension: 6-, 12-, 24-, 96-
Well-Format

Sarstedt

Zellsieb 40 ym

Corning Life Sciences
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturarbeiten
2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 %
Luftfeuchtigkeit in einem Zellkulturinkubator in entsprechendem Medium (siehe
Tabelle 5). Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Zellkulturbank
durchgefuhrt. Um die Zellen zu passagieren, wurden sie zunachst mit PBS
gewaschen und bei Adharenz anschliefend mittels 0,05 % Trypsin/EDTA geldst.
Durch Zugabe von Kulturmedium (inklusive FCS) wurde die Trypsin-Reaktion
gestoppt. Nach Zentrifugation bei 300xg fur 5 Minuten wurden die Zellen je nach
Linie in einem Verhaltnis zwischen 1:5 bis 1:30 in frischem Medium ausgesat.
Zellzahlungen wurden unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer nach

Anfarbung der Zellen mit Trypanblau durchgefinhrt.

2.2.2 Tierexperimentelle Arbeiten

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden von der Hamburger Tierschutzbehdrde
genehmigt (Referenz N099/2019) und nach nationalen Standards durchgefuhrt.
Die Tiere wurden bei einem konstanten Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils
zwOIf Stunden gehalten. Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfugung.
Jungtiere bis zum Alter von 13 Tagen wurden durch Dekapitation getotet.

2.2.2.1 Mauslinien

Fur diese Arbeit wurden Wildtyp-Tiere der Linie C57/BI6 verwendet. Weiterhin
kamen transgene Maus-Modelle des Genotyps Math1-cre::Ptch1" zum Einsatz.
Diese Tiere entwickeln mit vollstandiger Penetranz im Alter von wenigen Tagen
Medulloblastome (Schuller et al. 2008, Yang et al. 2008).

2.2.2.2 Genotypisierung

Zur Genotypisierung wurde den Jungtieren frih postnatal eine Gewebeprobe von
der Schwanzspitze entnommen. Das Gewebe wurde mit 500 pl Lysepuffer,
bestehend aus 200 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8,3, 5 mM EDTA, 0,2 % SDS
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und 200 pg/ml Proteinase K in ddH20, versetzt und mindestens 2 Stunden bei
56 °C und 1200 rpm verdaut. Anschliel3iend wurden die Proben fur 5 Minuten
zentrifugiert (4 °C, 14000 rpm) und der Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefal
mit 500 pl Isopropanol Uberfuhrt. Hierbei kommt es zum Ausfallen der
genomischen DNA, welche erneut bei 4°C und 14000 rpm fur 5 Minuten
zentrifugiert wurde. Das Pellet wurde anschlieend in TE-Puffer (20 mM Tris-HCI
pH 8.3, 1 mM EDTA in ddH20) geldst und bei 4 °C aufbewahrt.

Die Genotypen der Mause wurden anhand der genomischen DNA bestimmt.
Hierfur wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) spezifische Regionen
des Genoms amplifiziert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Die PCR wurde nach dem in Tabelle 9 aufgefuhrten Programm durchgefuhrt.

Tabelle 8: Primer fiir die Genotypisierung

Primer Sequenz (5° 2 39)
Cre Fw TCCGGGCTGCCACGACCAA
Cre Rv GGCGCGGCAACACCATTTT
Ptch Fw TTCATTGAACCTTGGGGAAC
Ptch Rv AGTGCGTGACACAGATCAGC

Tabelle 9: PCR-Programm fiir die Genotypisierung

Reaktionsabschnitt | Anzahl Zyklen | Temperatur (°C) Zeit (s)
Initiale Denaturierung 1 95 120
Denaturierung 95 30
Primerhybridisierung 35 60/65 30
Elongation 72 60
Finale Elongation 1 72 120
Stop 4 0
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Im Anschluss wurde eine Gelelektrophorese unter Verwendung eines
2 %-Agarose-Gels bei 150 mA fur 30 Minuten durchgefuhrt, um die

Fragmentgrofien der PCR-Produkte zu analysieren.

2.2.3 Primarzellkultur
2.2.3.1 SHH-Protein-Herstellung

Far die Herstellung des fur die Primarzellkultur benétigten SHH-Proteins wurden
SHH exprimierende kompetente Bakterien (BL21/pEXP-DEST-LRC4) Uuber
Nachtin LB (Lysogeny broth)-Amp (Ampicillin) Medium bei 37 °C angezogen. Die
Vorkultur wurde anschlielend im Verhaltnis 1:20 in LB-Amp-Medium bis zum
Erreichen einer optischen Dichte (ODsoonm) von 0,4 - 0,6 bei 37 °C inkubiert. Die
Expression von SHH wurde durch die Zugabe von 1M Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (Endkonzentration 1 mM in LB-Amp-Medium) induziert.
Nach einer 2-stindigen Inkubationszeit wurden die Zellen pelletiert und durch
2,5-minutige Sonifizierung homogenisiert. Das SHH-Protein wurde durch die
Verwendung der Protino Ni TED 2000 oder NilDA 200 Kits (Macherey Nagel)
aufbereitet und mittels Vivaspin ™6-Zentrifugalkonzentratoren aufkonzentriert.
Die Quantifikation der aufbereiteten Proteine erfolgte durch den
Bicinchoninsaure-Assay (Smith et al. 1985) und die qualitative Analyse des
finalen Lysats per SDS-PAGE (Laemmli et al. 1970). Das SHH-Protein besitzt
hierbei eine GrolRe von etwa 30 kDA. Die Lagerung erfolgte in SHH-Puffer
(5mM NazHPOQO4, 150mM NaCl in ddH20) mit 0,5 mM Dithiothreitol bei -80 °C.

2.2.3.2 Kornerzellkultur

Fur die Kultivierung von Kornerzellvorlaufern wurden C57/BI6 Wildtyp-Mause im
postnatalen Alter von 5 - 8 Tagen dekapitiert und das gesamte Hirn unter sterilen
Bedingungen prapariert. Die Praparate wurden wahrend der gesamten Prozedur
auf Eis gelagert. Unter einem Stereomikroskop wurden die Meningen und
sichtbare GefalRe weitestgehend entfernt und das Cerebellum vom Grof3hirn
getrennt. Das Kleinhirngewebe wurde zerkleinert und anschlieBend in HBSS-
Puffer (Hank’s buffered saline solution, mit 6 g/l D-Glukose, 1x) bei 70xg fur
5 Minuten zentrifugiert. Im folgenden Schritt wurde der Uberstand entfernt und
das Pellet in Lysepuffer (1,8 ml Trypsin/EDTA und 200 pl DNase (10x)) far
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10 Minuten bei 37 °C inkubiert und wahrenddessen einige Male manuell
invertiert. Durch Zugabe von 10 % fetalem Kalberserum (FCS) in
Kornerzellmedium (s. Tabelle 10) wurde das Trypsin anschlielend inhibiert.
Nach einer Wartezeit von 30 - 60 Sekunden setzte sich unverdautes Gewebe am
Boden ab und die Zellsuspension konnte in ein neues Gefal} Ubertragen und bei
200xg fur 5 Minuten zentrifugiert werden. Nach Abnahme des Uberstands und
erneutem Waschen in HBSS (200xg, 5 Minuten) wurde das Pellet in Medium inkl.
FCS resuspendiert. Anschlieend wurde die Zellsuspension durch ein
40 um Zellsieb pipettiert und in Kdrnerzellmedium inkl. FCS in einer Dichte von
1500 - 2000 Zellen/pl auf poly-L-Ornithin (15 pg/mlin PBS) beschichtete 24-Well-
Platten ausgesat. Nach einer Ruhephase von 6 - 12 Stunden wurde das Medium
abgenommen und durch Kornerzellmedium ohne FCS ersetzt, welches SHH-
Protein (3 png/ml) enthielt. SHH induziert die Proliferation von
Kornerzellvorlaufern, wahrend andere Zellen den Zellzyklus verlassen, sodass

eine homogene Kornerzellkultur entsteht.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Kornerzellmediums

Kornerzellmedium

DMEM-F12

+ 1 % Penicillin/Streptomycin

+ 1 % N2 Supplement

+ 1 % L-Glutamin

+ 1,25 % 2M KCI (Finale Konzentration.: 25 mM)
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Medium:
+ SHH-Protein —
-FCS

—> Behandlung
der Zellen

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Isolation von Kérnerzellvorlaufern.
Verwendet wurden Cerebella von Mausen im Alter von P5-8. Das Kleinhirngewebe
wurde mechanisch zerkleinert, zu einer Zellsuspension aufbereitet und ausgesat. Nach
einer Inkubationszeit von 12 - 24 Stunden fand ein Mediumwechsel mit Zugabe von
SHH-Protein und Entfernung von FCS statt. Die Zellen wurden erneut fiir einige Stunden
inkubiert und anschlieRend behandelt. h = Stunden, FCS = fetales Kalberserum,
SHH-Protein = Sonic Hedgehog-Protein.

2.2.3.3 Tumorzellkultur

Far die Tumorzellkulturen wurden Mause mit homozygotem Knockout von Ptch1
(Math1-cre::Ptch1”") im postnatalen Alter von 8 - 12 Tagen eingesetzt. Diese
wiesen zumeist einen bereits makroskopisch sichtbaren Tumor im Bereich des
Kleinhirns auf. Die Praparation und das weitere Vorgehen erfolgte angelehnt an
die in Kapitel 2.2.3.1 beschriebene Prozedur. Nach der Praparation des Tumors
wurde dieser mechanisch zerkleinert und bei 70xg fir 5 Minuten in HBSS
zentrifugiert. Zur  Dissoziation der Zellen wurde  Accutase™
Zelldissoziationsreagenz eingesetzt und fur 15 Minuten auf den Zellen belassen.
Nach 5 und 10 Minuten wurde die Zellsuspension jeweils vorsichtig

resuspendiert. Die weiteren Schritte erfolgten analog zur Kornerzellkultur. Am
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Ende der Prozedur wurden die Zellen in einer Dichte von 500 Zellen pro pl in
24- oder 96-Well-Suspensionsplatten ausgesat und bei 37 °C, 5 % CO2 sowie
95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das verwendete Medium besal} die in Tabelle 11
beschriebene Zusammensetzung. Auf die Zugabe von SHH-Protein wurde
verzichtet, da die Tumorzellen durch den Ptch1-Knockout ohnehin einen
konstitutiv aktivierten Sonic Hedgehog-Signalweg besitzen. Die Tumorzellen
wachsen in Spharen und lassen sich Uber einen Zeitraum von etwa drei Wochen
in Kultur halten. Die Wachstumsfaktoren EGF und FGF wurden alle zwei Tage

erneut supplementiert.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Tumorzellmediums

Tumorzellmedium

DMEM-F12 Glutamax

+ 1 % Penicillin/Streptomycin

+ 2 % B27 Supplement

+ 1 % MEM (Nicht essentielle Aminosauren)

+ EGF (Finale Konzentration.: 20 ng/ml)

+ FGF (Finale Konzentration 10 ng/ml)

2.2.3 In vitro Experimente
2.2.3.1 Vorbereitung der Zellen

Um das Ansprechen von primaren Kornerzellvorlaufern, primaren
Medulloblastomzellen sowie funf verschiedener Zelllinien auf die Medikamente
MTX, LDE225 und Vincristin zu testen, wurden in vitro Experimente durchgefuhrt.
Hierfur wurden die Kornerzellvorlaufer und die Medulloblastomzellen direkt nach
Isolation in einer Dichte von 8x10° bzw. 5 x 10° Zellen pro Well in 96-Well-Platten
ausgesat und nach 24-stiindiger Inkubationszeit bei 37 °C, 5 % CO. sowie 95 %
Luftfeuchtigkeit mit den zu testenden Substanzen behandelt. Die
Kornerzellvorlaufer erhielten zuvor einen Mediumwechsel mit Zugabe des
SHH-Proteins (3 ug/ml). Die Zelllinien wurden in einer Dichte von 5x10° Zellen
pro Well in 96-Well-Platten ausgesat und ebenfalls fur 24 Stunden inkubiert.
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2.2.3.2 Behandlung der Zellen mit MTX, LDE225 und Vincristin

Im nachsten Schritt wurden die Primarzellen und Zelllinien mit den Zytostatika
MTX und Vincristin sowie mit dem direkten SHH-Signalweginhibitor LDE225
behandelt. Das MTX wurde zunachst in 1 M NaOH geldst und mit ddH20 zu einer
Stammldsung mit einer Konzentration von 100 mM MTX verdunnt. Diese wurde
bei -20 °C gelagert. Fur die Behandlung der Zellen erfolgte die weitere
Verdinnung der Stammldsung in Zehnerpotenzen mit entsprechendem
Kulturmedium. Die Endkonzentration auf den Zellen betrug zwischen 1 nM und
1 mM. Der Signalweginhibitor LDE225 wurde in 1 % DMSO zu einer
20 mM Stammldsung gelost, bei -20 °C gelagert und bei Verwendung in
Kulturmedium verdunnt. Das Zytostatikum Vincristin wurde in ddH20 gel6st, in
einer Stammkonzentration von 20 mM bei -20 °C gelagert und ebenfalls in
Kulturmedium weiter verdinnt. Nach 24-stindiger Inkubationszeit bei 37 °C,
5 % CO2 sowie 95 % Luftfeuchtigkeit wurden die zu testenden Substanzen MTX,
LDE225 und Vincristin in das Medium appliziert und bis zum jeweiligen
Endzeitpunkt der Experimente auf den Zellen belassen. Die jeweiligen Kontrollen
enthielten entsprechende Konzentrationen von NaOH und DMSO.

2.2.4 Viabilitatsbestimmungen

Als Maly fur die Zellviabilitat wurde der ATP-Umsatz der Zelllinien und
Primarzellen gemessen. Dies erfolgte mittels des CellTiterGlo®-Assays, der auf
einer Luciferase-Reaktion basiert: Hierbei wird Luciferin zu Oxyluciferin
umgewandelt, wodurch messbare Lumineszenz entsteht. Fur diese Reaktion
wird ATP bendtigt, welches von metabolisch aktiven Zellen gebildet wird und
demzufolge kdnnen nur ebendiese das lumineszente Signal generieren. Fur den
Assay wurden die Zellen im 96-Well-Format kultiviert und je Well
100 pl CellTiterGlo®-Reagenz hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen
fur 2 Minuten geschuttelt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Lumineszenz wurde in einem Mikroplatten-Reader (Infinite M200 plate reader,
Tecan) gemessen und verhalt sich direkt proportional zur Anzahl der vitalen
Zellen in einer Zellkultur. Eine weitere Verwendung der Zellen nach Durchfuhrung
des Assays war nicht moglich, da fur die Freisetzung des ATP eine Lyse
erforderlich ist. Die relative Zellviabilitat fur jeden Zelltyp wurde als Viabilitat im

Verhaltnis zu den nur mit dem jeweiligen Losungsmedium behandelten Zellen
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determiniert. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) ist definiert als
diejenige Konzentration, bei der 50 % des maximalen Effekts der Substanz auf

die Viabilitat beobachtet wurden.

2.2.5 Immunhistochemie
2.2.5.1 Bromdesoxyuridin-lImmunfarbungen

Zur Markierung proliferierender Zellen in einer Zellkultur wurden
Bromdesoxyuridin  (BrdU)-Immunfarbungen durchgefuhrt. Das Thymidin-
Analogon BrdU wird in proliferierenden Zellen wahrend der S-Phase in die neu
synthetisierte DNA inkorporiert und kann anschlie3end
fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden. Die hierfur verwendeten Antikorper
sind in Tabelle 12 aufgefuhrt. Zunachst wurden die Zellen auf Deckglasern in
24-Well-Platten ausgesat und am Fixierungszeitpunkt nach Zugabe des BrdU fur
2 Stunden bei 37 °C inkubiert, anschlieend mit PBS gewaschen und durch
10-minutige Behandlung mit 4 % Formalin fixiert. Nach erneutem Waschen mit
PBS erfolgte die 5-minutige Permeabilisierung mit PBS-Triton 0,3 % (PBS-T).
Vor Beginn der weiteren Farbeschritte war zum Nachweis von BrdU eine
Denaturierung der DNA durch eine Behandlung mit 4 N HCI fur 10 Minuten
erforderlich. AnschlieBend wurden die Zellen fur 10 Minuten in Borax-Puffer
neutralisiert. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch
Inkubation mit 10 % normalem Ziegen-Serum in PBS fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Es folgte die Zugabe des Primarantikorpers, welcher zuvor im
Verhaltnis 1:100 in Blockierungslosung verdunnt wurde, uber Nacht bei 4 °C. Die
Zellen wurden im Folgenden 3-fach mit PBS-T gewaschen und fur mindestens
eine Stunde lichtgeschutzt bei Raumtemperatur mit dem Sekundar-Antikorper
inkubiert. Zur Anfarbung der Zellkerne wurde DAPI (5 mg/ml Stammldsung) im
Verhaltnis 1:1000 hinzugegeben. Der Sekundarantikorper sowie DAPI wurden in
PBS-T inkl. 3 % normalem Ziegen-Serum gelost. Abschlielend wurden die Zellen
2-fach mit PBS gewaschen und die Deckglaser mittels Mowiol auf Objekttragern
fixiert. Die Auswertung erfolgte am Nikon Ti2 Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der

Software NIS elements unter Verwendung der automatischen Zahlfunktion.
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Tabelle 12: Fiir die Immunfarbung verwendete Antikorper, ihre Herkunft und
Verdinnung

Ei Katalog-
Antikorper Herkunft ingesetzte Hersteller atalog
Verdiinnung nummer
Primar- anti-BrdU Maus 1:100 Invitrogen | B35128
antikorper
Sekundar alpha-mouse Cell
o ' Ziege 1:500 Signaling | CST4409
antikorper Alexa Fluor 555 Technology

2.2.6 Molekularbiologische Methoden
2.2.6.1 RNA-Extraktion

Zur RNA-Extraktion wurde die Trizol-Methode nach Chomczynski angewandt
(Chomczynski 1993). Die Zellen wurden in Trizol homogenisiert und 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde Trichlormethan hinzugefugt,
erneut 3 Minuten inkubiert und die Phasen durch Zentrifugation (14000 rpm fur
15 Minuten bei 4 °C) separiert. Die obere Phase mit der enthaltenen RNA wurde
mit demselben Volumen Isopropanol homogenisiert und fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zentrifugation (14000 rpm fur 10 Minuten bei
4 °C) wurde die RNA ausgefallt, das Pellet nachfolgend mit 75 % Ethanol
gewaschen und wiederum zentrifugiert (8000 rpm fur 10 Minuten bei 4 °C). Das
Pellet wurde nach Entfernung des Uberstands bei Raumtemperatur getrocknet
und anschlieRend in DEPC-behandeltem Wasser gelost. Die Konzentration der
RNA wurde mittels eines Spektrophotometers (Nanodrop 1000, Thermo Fisher
Scientific) bestimmt. Die extrahierte RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.6.2 cDNA-Synthese

Zunachst wurden alle RNA-Proben eines DNase-Verdaus unter Verwendung der
RQ1 RNase-Free DNase (Promega) unterzogen, um eine Verunreinigung mit
DNA zu vermeiden. Hierfir wurde die RNA mit dem Reaktions-Puffer
(400 mM Tris-HCI [pH 8,0 bei 25 °C], 100 mM MgSQOs4, 10 mM CaCly),
1 u/ug RNA DNase und nukleasefreiem Wasser fur 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Stop-Losung (20 mM EGTA [pH 8,0 bei 25 °C])
hinzugegeben und fuar 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Die verbliebene
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RNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt und mithilfe des
miScript Il RT Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers in cDNA
umgeschrieben. Die Lagerung der cDNA-Proben erfolgte bei -20 °C.

2.2.6.3 gqRT-PCR

Die Expression der Zielgene in den Proben wurde durch relative Quantifizierung
mittels qRT-PCR bestimmt. Hierfur wurde das LightCycler 480-System (Roche)
mit dem SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit nach Herstellerangaben verwendet.
Die folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung des Ansatzes:

Tabelle 13: Zusammensetzung des qRT-PCR-Ansatzes

Komponente Menge Endkonzentration
SybrGreen 5l 1X
Primer Fw 0,4 pl 400 nM
Primer Rv 0,4 pl 400 nM
Ggf. MgCl, 0,26 pl
DEPC-Wasser 27 ul

Zur  Normalisierung der  Messergebnisse  fungierte = GAPDH als
Housekeeping-Gen und als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit DNAse-freiem
Wasser anstelle von cDNA verwendet. Die verwendeten Primer wurden von
Metabion bezogen und mit einer Konzentration von 10 pmol/pl in ddH20 geldst.
Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 14 aufgefuhrt.
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Tabelle 14: Primer fiir die gqRT-PCR

Primer Sequenz (5° 2 3Y)
Gapdh Fw GAGAAACCTGCCAAGTATG
Gapdh Rv GGAGTTGCTGTTGAAGTC
pS3 Fw GTATTTCACCCTCAAGATCC
p53 Rv TGGGCATCCTTTAACTCTA
Cdkn1a Fw CTTGCACTCTGGTGTCTG
Cdkn1a Rv CTTGGAGTGATAGAAATCTGTCA
mGli1 Fw CGCCCCGACGGAGGTCTCTT
mGli1 Rv GCTGGCCGTCCCAACTGCTT

Fir eine gqRT-PCR-Reaktion wurden 100 ng cDNA eingesetzt. Hierfur wurden die
cDNA-Proben jeweils unter Verwendung von DEPC-Wasser auf eine
Konzentration von 33,3 ng/ul verdunnt. Pro Reaktionsansatz wurden
anschliefend 7 ul des qRT-PCR-Ansatzes (Tabelle 13) und 3 yl der verdinnten
cDNA-Probe pipettiert. Die qRT-PCR wurde nach folgendem Schema in
Triplikaten durchgefuhrt:

Tabelle 15: LightCycler-Programm der qRT-PCR

Reaktionsabschnitt | Anzahl Zyklen | Temperatur (°C) Zeit (s)
Initiale Denaturierung 1 95 120
Denaturierung 95 5
Primerhybridisierung 40 62 10
Elongation 72 15
Stop 4 0
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Auf den gqRT-PCR-Prozess folgte eine Schmelzkurvenanalyse von 60 - 95 °C,
um doppelstrangige DNA der spezifischen PCR-Produkte von unspezifisch
entstehenden Primerdimeren zu unterscheiden. Die Auswertung der gqRT-PCR-
Ergebnisse fand mit Hilfe der AACt-Methode statt (Livak and Schmittgen 2001).
Hierfur wurden die threshold cycle-Werte der Zielgene p53, Cdkn1a und Gli1
jeweils folgendermalRen auf das Housekeeping-Gen Gapdh normalisiert:
ACt = 2-(Ct(Probe)-Ct(Housekeeper)) - m einen Unterschied in der Genexpression
zwischen behandelten und unbehandelten Zellen zu detektieren, wurde
anschlielend AACt nach der Formel AACt = ACt(behandelt) - ACt(unbehandelt)
berechnet.

2.2.7 Datenerhebung und -analyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Microsoft Excel Version 16.43,
SPSS Statistics Version 28.0.1.1 sowie GraphPad Prism Version 8. Es wurden
Mittelwerte der Replikate gebildet und abhangig vom experimentellen Design
eine univariate Varianzanalyse oder ein ungepaarter t-Test angewandt. Im Fall
von multiplen Testungen wurde nach Bonferroni korrigiert. |Cso-Werte wurden
unter Verwendung von GraphPad Prism berechnet. Es wurde ein
Signifikanzniveau von a = 0,05 gewahlt und in den Abbildungen folgendermalien
dargestellt: n.s. = nicht signifikant; * = p <0,05; ** = p <0,1; *** = p < 0,001. In
den Abbildungen sind die Standardfehler (SEM) gezeigt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Effekt der MTX-Behandlung auf murine Kornerzellvorlaufer
3.1.1 Zellviabilitat unter MTX-Behandlung

Um den Einfluss einer MTX-Behandlung auf die Viabilitat zu testen, wurden
murine Kornerzellvorlaufer Uber Zeitraume von 24, 72 und 144 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen des Zytostatikums behandelt (Abbildung 6). Zu
keinem der Zeitpunkte war ein signifikanter Effekt der MTX-Behandlung zu
beobachten. Nach 24 Stunden Behandlungszeit lag die Viabilitat unter allen
getesteten Konzentrationen im Bereich der unbehandelten Kontrollen. An den
Messzeitpunkten 72 Stunden und 144 Stunden reduzierte sich der Metabolismus
der murinen Kornerzellvorlaufer bei Konzentrationen von 1 uM lediglich auf 97 %
respektive 95 % und unter 1 mM MTX auf 86 % respektive 83 %.

n.s. n.s. n.s.
-2 1nM MTX

100-—! u
1 = == 1M MTX
E - 1 mM MTX

504

Viabilitat (% der Kontrolle)

T
0 24 72 144

Behandlungsdauer (Stunden)

Abbildung 6: Viabilitat von Kérnerzellvorlaufern unter MTX-Behandlung.

Die Viabiliat von Kérnerzellvorlaufern sank weder nach 24, 72 oder 144 Stunden signifikant
unter MTX-Konzentrationen von 1 nM - 1 mM. Auf der X-Achse sind die verschiedenen MTX-
Konzentrationen im Verhaltnis zur Viabilitdt auf der Y-Achse aufgetragen. Die Messwerte
wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf die Kontrollen normalisiert; eine Viabilitat von 100
% entspricht dem Wert der mit NaOH behandelten Kontrollen. n.s. = nicht signifikant.

3.1.2 Proliferation unter MTX-Behandlung

Murine Kornerzellvorlaufer wurden Uber einen Zeitraum von 144 Stunden mit
verschiedenen MTX-Konzentrationen behandelt, anschlieRend fixiert und einer
BrdU-Farbung unterzogen. Im Zusammenhang mit der Gesamtzellzahl sollten
die BrdU-gefarbten Zellen Aufschluss Uber die Proliferation unter Einfluss von
MTX geben. In Abbildung 7(a) sind die Gesamtzellzahl (DAPI) sowie die Anzahl
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der proliferierenden Zellen (BrdU*) in Abhangigkeit der eingesetzten MTX-
Konzentrationen dargestellt. Hier ist ersichtlich, dass die Gesamtzellzahl unter
MTX-Einfluss weitestgehend unverandert bleibt. Die Proliferation der Zellen sinkt
unter der hochsten MTX-Konzentration von 1 mM auf 71 %, wobei dieser Effekt
nicht signifikant ist (p=0,72). Weder die GroRRe der Zellpopulation noch die Zahl
der proliferierenden Zellen wird somit durch MTX signifikant beeinflusst.
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Proliferation von Kornerzellvorlaufern unter MTX-Behandlung
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Abbildung 7: Proliferation von Kérnerzellvorlaufern unter MTX-Behandlung.

(a) Eine Behandlung mit MTX zeigte weder einen Einfluss auf die Gesamtzellzahl (DAPI)
noch auf die Anzahl der proliferierenden Zellen (BrdU*) in einer Population von
Kornerzellvorlaufern. Die gezahlten Zellzahlen wurden auf die NaOH-behandelten Kontrollen
normalisiert. (b-c) Vergleich der Kontrolle (1 mM NaOH) mit der hdchsten eingesetzten MTX-
Konzentration. Die Zahl der DAPI gefarbten Zellen (blau) war unter MTX-Behandlung
vergleichbar, die BrdU™ (rot) Zellen waren nur leicht reduziert.
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3.1.3 Genexpression von Gli1, Tp53 und Cdkn1a unter MTX-Behandlung

Um die Wirkung von MTX auf Kornerzellvorlaufer auf molekularer Ebene weiter
zu untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen mittels gRT-PCR
durchgefuhrt (Abbildung 8). Zur Beurteilung der Aktivitat des SHH-Signalwegs
diente die Messung der mRNA-Level des Zielgens Gli1. Nach 144 Stunden
Behandlung mit 1 yM MTX war die Expression von Gli1 signifikant um das etwa
4-fache erniedrigt (p=0,0169). Um weitere potenzielle Angriffspunkte von MTX zu
betrachten, wurden auerdem die mRNA-Level der Gene Tp53 und Cdknia
bestimmt. In Abbildung 8 ist ersichtlich, dass sich in Kornerzellvorlaufern die
Expression von Tp53 unter MTX-Behandlung nicht signifikant von der Kontrolle
unterscheidet. Die Expression von Cdkn1a ist leicht, aber nicht signifikant, erhoht
(p=0,3882).

Kornerzellvorlaufer
= (1 pMm MTX)

n =3 Unbehandelte Kontrolle

il ﬁm r}ﬁ

N
N
N
ob

Relative mRNA Level
normalisiert auf GAPDH
*

Abbildung 8: Genexpression in Kornerzellvorlaufern unter MTX-Behandlung.

Eine Behandlung von Kérnerzellvorlaufern mit 1 yM MTX hatte einen signifikanten Einfluss
auf die Expression des Transkriptionsfaktors Gli1. Die Expression von Tp53 sowie Cdkn1a
war nicht signifikant verandert. n.s.= nicht signifikant, * p < 0,05.

3.2 Effekt der MTX-Behandlung auf primare murine Medulloblastomzellen
3.2.1 Zellviabilitat unter MTX-Behandlung

Murine Medulloblastomzellen des Genotyps Math1-cre::Ptch1™ wurden mit
MTX-Konzentrationen im Bereich von 1 nM - 1 mM behandelt (Abbildung 9).
Nach 72 Stunden sowie nach 144 Stunden wurden Viabilitatsmessungen
durchgefuhrt. Wahrend nach 72-stundiger Behandlung fur keine der
Konzentrationen ein signifikanter Effekt messbar war, konnte nach 144 Stunden
ein deutlicher Abfall der Viabilitat auf 26 % der Werte der NaOH behandelten

Kontrollen  beobachtet werden (p<0,001). Dieser Effekt war ab
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MTX-Konzentrationen von 100 nM messbar. Der ICso-Wert liegt nach
144 Stunden MTX-Behandlung bei 26 nM. Somit hat die Expositionsdauer von
MTX einen entscheidenden Effekt auf den ATP-abhangigen Zellmetabolismus

von primaren Medulloblastomzellen.

100 -~ 72 h MTX

=+ 144 h MTX

(2]
o
1

*kk *kk *kk

Viabilitat (% der Kontrolle)

MTX-Konzentration

Abbildung 9: Viabilitdit von primaren murinen Medulloblastomzellen unter MTX-
Behandlung.

Unter Exposition von MTX reduzierte sich bei primadren Medulloblastomzellen die Viabilitat
nach 144 Stunden signifikant ab einer Konzentration von 100 nM, wahrend nach 72 Stunden
Behandlung noch kein Effekt auftrat. Die Messwerte wurden zur besseren Vergleichbarkeit
auf die Kontrollen normalisiert; eine Viabilitat von 100 % entspricht dem Wert der mit NaOH
behandelten Kontrollen. h = Stunden. *** p < 0,001.

3.2.2 Proliferation unter MTX-Behandlung

Populationen von primaren Medulloblastomzellen des Genotyps Math1-
cre::Ptch1" wurden Uber einen Zeitraum von 144 Stunden mit MTX behandelt
und einer BrdU-Immunfarbung unterzogen. Hier zeigten diese eine signifikante
Reduktion der Proliferation. Die Anzahl der BrdU* Zellen war unter einer
Konzentration von 100 nM MTX um 97 % geringer als in den unbehandelten
Kontrollen (p<0,001) (Abbildung 10a). Die Gesamtzellzahl blieb hingegen auch
bei hohen MTX-Konzentrationen unverandert. Somit ist anzunehmen, dass MTX
die Tumorzellpopulation in deren Proliferation inhibiert und dabei allerdings nicht
in der Grol3e reduziert. Dies resultiert in einer reduzierten Proliferationsrate von
15 - 20 % auf ca. 1 % (Abbildung 10b).
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Proliferation von primaren Medulloblastomzellen unter MTX-Behandlung
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Abbildung 10: Proliferation von primaren murinen Medulloblastomzellen unter MTX-
Behandlung.

(a) Eine Behandlung von primaren Medulloblastomzellen mit MTX hatte keinen Einfluss auf
die Gesamtzellzahl (DAPI), reduzierte aber signifikant die Anzahl der proliferierenden Zellen
(BrdU") ab einer MTX-Konzentration von 100 nM. Die gezahlten Zellzahlen wurden auf die
NaOH-behandelten Kontrollen normalisiert. *** p < 0,001. (b-c) Unter MTX-Behandlung
reduzierte sich die Zahl der BrdU* (rot) Zellkerne, jedoch nicht die der DAPI gefarbten
Zellkerne (blau). Die Proliferationsrate sank von 15-20 % auf etwa 1 %.

39



3.2.3 Genexpression von Gli1, Tp53 und Cdkn1a unter MTX-Behandlung

Analog zu den in Abbildung 8 dargestellten Experimenten wurden die primaren
Medulloblastomzellen hinsichtlich der Expression der Gene Gli1, Tp53 und
Cdkn1a untersucht (Abbildung 11). Die Zellen wurden zuvor Uber einen Zeitraum
von 144 Stunden mit einer MTX-Konzentration von 1 yM behandelt. In den
Ergebnissen der Genexpressionsanalysen ist ersichtlich, dass die mRNA-Level
von Gli1 in den MTX-behandelten Zellen signifikant auf 0,02 reduziert sind
(p<0,001). Die Expression von Tp53 unterschied sich nicht signifikant von den
Kontrollen, wahrend die mRNA-Level von Cdkn7a in den behandelten primaren
Medulloblastomzellen signifikant um das 4-fache gestiegen sind (p<0,001).
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Abbildung 11: Genexpression in primdren murinen Medulloblastomzellen unter MTX-
Behandlung.

Eine 144-stiindige Behandlung von primaren Medulloblastomzellen mit 1 yM MTX reduzierte
signifikant die Expression des Transkriptionsfaktors Gli17 und erhohte signifikant die
Expression von Cdkn1a, wahrend sich die Expression von Tp53 nicht signifikant &nderte.
n.s. nicht signifikant, *** p < 0,001.

3.3 Effekt der MTX-Behandlung auf etablierte permanente Zelllinien
3.3.1 Zellviabilitat unter MTX-Behandlung

Die etablierten permanenten Zelllinien Daoy, UW473, SUMM4, NIH-3T3 und
SH-SYS5Y (Tabelle 5) wurden Uber einen Zeitraum von 144 Stunden mit MTX-
Konzentrationen zwischen 1 nM und 1 mM behandelt. Alle funf Linien reagierten
mit einer signifikanten Reduktion der Viabilitat (Abbildung 12). Am starksten
ausgepragt zeigte sich dies in UW473-Zellen, in denen der ATP-abhangige
Metabolismus unter 100 nM MTX bei etwa 11,7 % im Vergleich zu unbehandelten
Zellen lag (p<0,001). In ahnlichem Ausmald reduzierte sich die Viabilitat der
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NIH-3T3-Zellen auf 12,6 % (p<0,001) und die der Neuroblastomzelllinie
SH-SY5Y auf 15,8 % (p<0,001). Neben den UW473-Zellen wurden zwei weitere
Medulloblastomzelllinien untersucht: Die Viabilitat der Daoy-Zellen lag unter einer
MTX-Konzentration von 100 nM bei etwa 22,9 % (p<0,001). Lediglich die
SJMM4-Zellen reagierten erst ab einer Konzentration von 1 pM mit einer
signifikanten Reduktion der Viabilitat auf 47,6 % (p<0,001). Die
durchschnittlichen ICso-Werte betrugen 37 nM fur die Zelllinie UW473, 78 nM fur
die NIH-3T3-Zellen, 47 nM fur SH-SY5Y-Zellen und 53 nM fur die Zelllinie Daoy.
Der hochste ermittelte ICso-Wert lag bei 451 nM in SUIMM4-Zellen. Unter einer
weiteren Erhohung der MTX-Dosis ist die Viabilitat in allen Zelllinien nur
geringfugig gesunken und ab einer Konzentration von 1 yM auf einem ahnlichen
Level stagniert, etwa 27 % im Falle der SUIMM4-Zellen und 6 - 16 % in den

weiteren untersuchten Zelllinien.
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Abbildung 12: Viabilitit von etablierten permanenten Zelllinien unter MTX-
Behandlung.

Die Zellviabilitat unter MTX-Behandlung sankt bei Daoy-, UW473, NIH-3T3- und SH-SY5Y-
Zellen signifikant ab einer MTX-Konzentration von 100 nM und bei SUIMM4-Zellen ab einer
MTX-Konzentration von 1 pyM. ICso-Werte in Klammern. *** p < 0,001.
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3.3.2 Proliferation unter MTX-Behandlung

Die Zelllinien Daoy, UW473, SUMM4, NIH-3T3 und SH SY5Y wurden nach
144-stindiger Behandlung mit MTX einer BrdU-Immunfarbung unterzogen.
Hierbei war in allen Zelllinien sowohl eine Abnahme der Gesamtzellzahl als auch
der proliferierenden Zellen sichtbar. Die Abbildung 13(a-e) zeigt das Verhaltnis
der behandelten Zellen zu den unbehandelten Kontrollen. Die Zellkerne und
somit die gesamte Anzahl der Zellen wurden in den Experimenten mit DAPI
gefarbt und die proliferierenden Zellen sind durch BrdU markiert.
SH-SYS5Y-Zellen und NIH-3T3-Zellen reagierten ab einer MTX-Konzentration von
100 nM mit einer Abnahme der Gesamtzellzahl auf 5,2 % (p<0,001) respektive
9,6 % (p<0,001). Die Anzahl der proliferierenden Zellen reduzierten sich
signifikant auf 8,4 % (p<0,001) in den SY5Y-Zellen und auf 3,4 % (p<0,001) im
Falle der NIH-3T3-Zellen. In Daoy-Zellen sank nach 144 Stunden MTX-
Behandlung die Gesamtzellzahl auf 20,8 % (p=0,018) und die Zahl der
proliferierenden Zellen auf 19,9 % (p<0,001) im Verhaltnis zu unbehandelten
Daoy-Zellen. UW473-Zellen reagierten bei einer MTX-Dosis von 100 nM
ebenfalls mit einer signifikanten Reduktion der Zellzahl (21,9 %, p=0,005) und
der BrdU* Zellen (29,4 % p=0,029), wobei sich beide Werte mit steigenden MTX-
Konzentrationen weiter verringerten. In SUMM4-Zellen kam es unter 100 nM MTX
bereits zu einer weniger starken, aber signifikanten Reduktion der
Gesamtzellzahl auf 44 % (p=0,042), die sich unter 1 yM MTX weiter auf 3,2 %
(p<0,001) reduzierte. Die Zahl der proliferierenden Zellen sank ab 1 yM MTX

signifikant auf 6,7 % (p<0,001) verglichen mit der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 13: Proliferation von etablierten permanenten Zelllinien unter MTX-
Behandlung.

(a-e) Unter MTX-Behandlung reduzierte sich in Daoy-, UW473, SUIMM4-, NIH-3T3- und SH-
SY5Y-Zellen sowohl die Gesamtzellzahl als auch die Anzahl der proliferierenden Zellen
(BrdU") ab einer MTX-Konzentration von 100 nM respektive 1 uM (SIMM4) signifikant. Auf
der X-Achse sind die verschiedenen Konzentrationen an MTX dargestellt. * p < 0,05 ** p <
0,01 *** p < 0,001. (f-g) Dargestellt ist die Proliferation von Daoy-Zellen unter 10 nM MTX
und 100 nM MTX. Blau gefarbte Zellkerne = DAPI, rot geféarbte Zellkerne = BrdU".
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3.4 Kontrollexperimente mit LDE225
3.4.1 Effekt der LDE225-Behandlung auf murine Kornerzellvorlaufer

Die potenzielle Veranderung einer SHH-Signalwegaktivitat sollte in murinen
Kornerzellvorlaufern mittels des direkten SHH-Signalweginhibitors LDE225
untersucht werden. Die primaren Zellen wurden fur 144 Stunden mit LDE225
behandelt und anschliefend Viabilitatsmessungen unterzogen, die auf dem ATP-
abhangigen Metabolismus der Zellen basieren (Abbildung 14). Bei einer Dosis
von 1 uM war die Reduktion der Viabilitat auf einen Wert von 66,6 % im Vergleich
zu unbehandelten Kornerzellvorlaufern signifikant (p=0,025). Unter weiterer
Konzentrationserhnohung auf 10 uM LDE225 fiel der ATP-abhangige
Metabolismus auf unter 30 % (p=0,0012). Dies deutet darauf hin, dass die SHH-
Signalwegaktivitat in Kornerzellvorlaufern durch LDE225 deutlich gesenkt

werden kann.
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Abbildung 14: Viabilitat von Kérnerzellvorldufern unter LDE-Behandlung.
Kdrnerzellvorlaufer, in denen der SHH-Signalweg aktiv ist, reagierten ab einer Konzentration
von 1 uM signifikant auf den direkten Signalweginhibitor LDE225 mit einer Reduktion der
Viabilitét auf 66 %. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.

Der Effekt von LDE225 auf die Proliferation von Kornerzellvorlaufern ist in
Abbildung 15 dargestellt. Mit Erhdhung der LDE225-Konzentration sank die
Anzahl der proliferierenden Zellen (BrdU*) in einer Population von
Kornerzellvorlaufern. Bei einer Konzentration von 100 nM entsprach die Anzahl
der proliferierenden Zellen 70,1 % (p=0,004) der Werte der unbehandelten
Kontrolle. Je hoher die LDE225-Dosis, desto weiter reduzierte sich die
Proliferation; unter 10 yM LDE225 lag diese bei 20,9 % (p<0,001). Der ICso-Wert
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betrug 2,5 yM. Die Gesamtzellzahl (DAPI) nahm unter LDE225-Behandlung
weniger stark ab. Bei Konzentrationen von 100 yM und 200 uM war diese
signifikant auf 54,2 % (p=0,014) und 46,8 % (p=0,017) reduziert. Durch eine
starkere Abnahme der Brdu*-Zellen im Verhaltnis zu den DAPI gefarbten Zellen
verringert sich auch die Proliferationsrate (Abbildung 15b-c).
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Abbildung 15: Proliferation von Kérnerzellvorlaufern unter LDE225-Behandlung.

(a) Eine Behandlung von Kornerzellvorlaufern mit LDE225 reduzierte signifikant die
Gesamtzellzahl (DAPI) bzw. die Anzahl der proliferierenden Zellen (BrdU*) ab einer LDE225-
Konzentration von 1 uM respektive 100 uM. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001. (b-c)
Dargestellt ist die Proliferation von Koérnerzellvorlaufern unter 1 yM LDE und der
entsprechenden DMSO-Kontrolle. Blau gefarbte Zellkerne = DAPI, rot gefarbte Zellkerne =
BrdU*.
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3.4.2 Effekt der LDE225-Behandlung auf primare murine
Medulloblastomzellen

In primaren murinen Medulloblastomzellen des Genotyps Math1-cre::Ptch1™?,
die sich durch eine Uberaktivierung des SHH-Signalwegs auszeichnen, sollte der
Einfluss auf dessen Aktivitat durch den direkten Signalweginhibitor LDE225
untersucht werden. Die Medulloblastomzellen wurden Uber einen Zeitraum von
144 Stunden mit LDE225 in Konzentrationen zwischen 1 nM und 200 uM
behandelt (Abbildung 16). Erwartungsgemal zeigten diese im anschlieRenden
Viabilitatsassay eine signifikante Reaktion: Die Viabilitat war ab einer LDE225-
Konzentration von 100 nM signifikant auf 75,5 % reduziert (p=0,019), sank mit
steigender Konzentration weiter und war unter 10 yM LDE225 um etwa 73 %
niedriger als in den unbehandelten Kontrollen (p<0,001). Bei weiterer Erh6hung
der LDE225-Konzentration auf 100 pM reduzierte sich der ATP-abhangige
Metabolismus auf 4,6 %. Der ICso-Wert betrug in diesen Experimenten 1,5 uM.
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Abbildung 16: Viabilitdt von primdren murinen Medulloblastomzellen unter LDE225-

Behandlung.

In primaren Medulloblastomzellen, in denen der SHH-Signalweg Uberaktiviert ist, nahm die

Viabilitdt unter Behandlung mit dem direkten Signalweginhibitor LDE225 signifikant ab einer
Konzentration von 100 nM ab. * p < 0,05 *** p < 0,001.

Die Behandlung mit LDE225 zeigte ebenfalls signifikante Einflusse auf die
Gesamtzellzahl und die Proliferation in einer Population von
Medulloblastomzellen (Abbildung 17a). Ab einer LDE225-Konzentration von
10 uM kam es zu einer signifikanten Reduktion der Gesamtzellzahl (DAPI) um
53 % (p<0,001). Noch deutlicher ausgepragt war die Abnahme der
proliferierenden Zellen (BrdU*) um 86 % (p<0,001) im Vergleich zu den
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unbehandelten Medulloblastomzellen. Der |Cso-Wert betrug in diesem Fall
1,4 uM. Durch einen starkeren Verlust der BrdU* Zellen im Verhaltnis zu den
DAPI gefarbten Zellen reduziert sich die Proliferationsrate im Rahmen der
LDE225-Behandlung, was in Abbildung 17(b-d) ersichtlich ist.
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Abbildung 17: Proliferation von primaren murinen Medulloblastomzellen unter
LDE225-Behandlung.

(a) Eine Behandlung von primaren Medulloblastomzellen mit LDE225 reduzierte ab einer
Konzentration von 1 uM signifikant die Anzahl der proliferierenden Zellen (BrdU*) sowie ab
10 uM die Gesamtzellzahl (DAPI). * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 (b-d) Dargestellt ist die
Proliferation von Kérnerzellvorlaufern unter der DMSO-Kontrolle, 1 uM LDE225 und 10 uM
LDE225. Blau gefarbte Zellkerne = DAPI, rot gefarbte Zellkerne = BrdU".
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3.4.3 Effekt der LDE225-Behandlung auf etablierte permanente Zelllinien

Um den Einfluss von LDE225 auf Zellen zu untersuchen, in denen der SHH-
Signhalweg im Gegensatz zu den zuvor betrachteten primaren Zellen nicht
konstitutiv Uberaktiv ist, wurden die Viabilitats- und Proliferationsexperimente
analog an weiteren Zelllinien durchgefuhrt. Bei Behandlung der permanenten
Medulloblastomlinien Daoy, UW473 und SJMM4, der Neuroblastomlinie
SH-SY5Y sowie der Fibroblastenlinie NIH-3T3 mit dem direkten
Signalweginhibitor LDE225 anderte sich die Viabilitat bis zu einer Konzentration
von 10 uyM jeweils nicht signifikant. Bei weiterer Konzentrationserhohung auf
100 pM bzw. 200 uM reduzierte sich die Viabilitat in allen Zelllinien signifikant auf
0,5 - 3 % (p<0,001).

1001 i g—

-o— Daoy (22 pM)

—— UW473 (15,8 uM)
—— SJMM4 (19,6 uM)
- NIH-3T3 (38,9 uM)
- SH-SY5Y (207,7 pM)

Viabilitét (% der Kontrolle)
(3.
s

e‘p LDE225-Konzentration

Abbildung 18: Viabilitit von etablierten permanenten Zelllinien unter LDE225-
Behandlung.

Die Zellviabilitat unter LDE225-Behandlung ist bei Daoy-, UW473, SIMM4-, NIH-3T3- und
SH-SY5Y-Zellen bis zu einer Konzentration von 10 yM unverandert und sinkt signifikant ab
einer LDE225-Konzentration von 100 pM. ICso-Werte in Klammern. *** p < 0,001.

Die Zelllinien wurden weiterhin einer BrdU-Immunfarbung unterzogen und
hinsichtlich ihrer Proliferation untersucht, woraufhin die Linien unterschiedliche
Reaktionen zeigten (Abbildung 19). In Daoy-Zellen sank nach 144-stindiger
LDE225-Behandlung die Gesamtzellzahl ab einer Konzentration von 10 uM
signifikant auf 54,9 % (p=0,043) und die Zahl der proliferierenden Zellen unter
10 uM auf 26,6 % (p=0,004) im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen.
UW473-Zellen reagierten bei einer LDE225-Dosis von 10 yM ebenfalls mit einer
signifikanten Reduktion der Zellzahl (6 %, p=0,005) und der BrdU* Zellen
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(29,4 %, p=0,029). In SUIMM4-Zellen kam es unter 1 yM LDE225 bereits zu einer
Reduktion der proliferierenden Zellen auf 60,2 % (p=0,018), die sich unter
100 uM weiter auf 28,7 % (p<0,001) reduzierte. Die Gesamtzellzahl sank erst ab
100 uM LDE225 signifikant auf 11,3 % (p<0,001). In NIH-3T3- und SH-SY5Y-
Zellen kam es im Konzentrationsbereich bis 10 yM zu keiner signifikanten
Veranderung der Zahl der DAPI sowie BrdU* gefarbten Zellen. Erst ab 100 uyM
LDEZ225 reagierten diese mit einer Abnahme der Gesamtzellzahl auf 2,7 %
(p<0,001) respektive 4,0 % (p<0,001). Die proliferierenden Zellen reduzierten
sich auf 2,7 % (p<0,001) bei den NIH-3T3-Zellen und 7,6 % im Falle der
SH-SY5Y-Zellen (p<0,001).
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Abbildung 19: Proliferation von etablierten permanenten Zelllinien unter LDE225-
Behandlung.

(a-e) Unter LDE225-Behandlung reduzierte sich in den Medulloblastomzelllinien Daoy,
Uw473 und SUIMM4 die Proliferation in niedrigeren Konzentrationsbereichen als in den
Zelllinien NIH-3T3 und SH-SY5Y. * p <0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001. (f-h) Dargestellt ist die
Proliferation von Daoy-Zellen unter DMSO-Kontrolle, 10 yM LDE und 100 yM LDE. Blau
gefarbte Zellkerne = DAPI, rot gefarbte Zellkerne = BrdU*.
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3.5 Kontrollexperimente mit Vincristin

3.51 Effekt der Vincristin-Behandlung auf primare murine

Kornerzellvorlaufer

Nachdem die primaren murinen Kornerzellvorlaufer in den MTX-Experimenten
kein signifikantes Ansprechen zeigten, wurde der Einfluss eines weiteren
Zytostatikums untersucht. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 144
Stunden mit Vincristin behandelt (Abbildung 20). Im Viabilitatsassay war
ersichtlich, dass sich der ATP-abhangige Metabolismus der Zellen bereits unter
einer Konzentration von 10 nM um 50 % (p=0,025) im Gegensatz zu
unbehandelten Zellen reduzierte. Im Konzentrationsbereich von 100 nM bis 10
MM lagen die Werte bei 18 - 20 % (p<0,001) und verringerten sich bei weiterer
Konzentrationserhohung auf 0,5 - 2 % (p<0,001).
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Abbildung 20: Viabilitdt von primaren murinen Koérnerzellvorlaufern unter Vincristin-
Behandlung.

Unter Behandlung mit Vincristin verringerte sich in Kérnerzellvorlaufern bereits ab einer
Konzentration von 10 nM die Zellviabilitat signifikant. * p < 0,05 *** p < 0,001.
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3.5.2 Effekt der Vincristin-Behandlung auf primare murine
Medulloblastomzellen

Weiterhin wurden primare Medulloblastomzellen des Genotyps Math1-
cre::Ptch1”" (iber einen Zeitraum von 144 Stunden mit Vincristin behandelt und
anschlielend einem Viabilitatsassay unterzogen (Abbildung 21). Unter 10 nM
Vincristin verringert sich die Viabilitat der Zellen bereits um 95 % im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen (p<0,001). Bei weiterer Konzentrationserhohung
bis 100 uM Vincristin stagnierten die Werte bei 2 - 5 %.
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ek Fekk ek Fekk ek ek

Viabilitat (% der Kontrolle)

) e e e
1nM 10nM 100nM 1pM  10pM 100 uM 200 uM

Vincristin-Konzentration

Abbildung 21: Viabilitat von primdren murinen Medulloblastomzellen unter Vincristin-
Behandlung.
Unter Behandlung mit Vincristin verringerte sich in primdren Medulloblastomzellen bereits
ab einer Konzentration von 10 nM die Zellviabilitat signifikant auf 5,1 %. * p < 0,05 ** p < 0,01
***p <0,001.

3.4.3 Effekt der Vincristin-Behandlung auf etablierte permanente Zelllinien

Die Behandlung der Zelllinien Daoy, UW473, SUIMM4, NIH-3T3 und SH-SY&5Y
fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der Viabilitat aller Zelllinien ab einer
Vincristin-Konzentration von 10 nM (p<0,001). Die ICso-Werte der Daoy-,
UW473-, NIH-3T3 und SH-SY5Y-Zellen lagen hierbei in einem Bereich von
1,0 - 4,1 nM. SUIMM4-Zellen zeigten ab einer Vincristin-Konzentration von 1 pM
eine signifikante Reduktion ihrer Viabilitat (p<0,001), der ICso-Wert betrug in
dieser Zelllinie 562 nM.
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Abbildung 22: Viabilitit von etablierten permanenten Zelllinien unter Vincristin-
Behandlung.

Die Zellviabilitdt unter Vincristin-Behandlung sank bei Daoy-, UW473, NIH-3T3- und SH-
SY5Y-Zellen ab einer Konzentration von 10 nM, und bei SIMM4-Zellen ab einer Vincristin-
Konzentration von 1 uM signifikant. ICso-Werte in Klammern. *** p < 0,001.
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3.6 Zusammenfassende Analysen

Primare murine Kornerzellvorlaufer, primare murine Medulloblastomzellen
(Math1-cre::Ptch1"") und die Zelllinien Daoy, UW473, SIMM4, NIH-3T3 und SH-
SY5Y wurden auf ihre Reaktion auf die MTX-Behandlung untersucht. Generell
besteht eine Differenz zwischen dem Verhalten der Kérnerzellvorlaufer und dem
der anderen untersuchten Zellen (Abbildung 23): Die Viabilitat der
Kornerzellvorlaufer unterschied sich ab einer MTX-Konzentration von 100 nM
signifikant von der der primaren Medulloblastomzellen sowie der Zelllinien Daoy,
UW473 und NIH-3T3. Ab einer MTX-Konzentration von 1 yM bestand aul3erdem
eine signifikante Differenz zu den SUMM4-Zellen. Somit kann an dieser Stelle von
einer signifikant niedrigeren Sensibilitdt der Kornerzellvorlaufer fur MTX
gesprochen werden.

Wird die Proliferation der getesteten Zelltypen unter MTX-Behandlung
gegenubergestellt, ergeben sich Analogien zu den Viabilitatsexperimenten. Unter
einer MTX-Konzentration von 100 nM war das Verhaltnis der Proliferation der
behandelten zu unbehandelten Zellen fur die Kornerzellvorlaufer signifikant
hoher als im Falle der primaren Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1"%) und
der Zelllinien Daoy, UW473, NIH-3T3 und SH-SY5Y. Von den SUMM4-Zellen
wich die Proliferation der Kornerzellvorlaufer ab einer Konzentration von 1 uM
MTX signifikant ab. Unter steigender MTX-Konzentration stagnierte die Zahl der
BrdU* Zellen bei den primaren Medulloblastomzellen und permanenten Zelllinien
auf einem ahnlich niedrigen Level bzw. war nicht mehr detektierbar. Die
Proliferation der Kornerzellen hingegen sank noch leicht, unterschied sich aber
auch unter der hochsten eingesetzten Konzentration von 1 mM noch signifikant
von allen anderen getesteten Zellen. Zusammenfassend zeigten sich sowohl
bezlglich der Viabilitat als auch der Proliferation signifikante Unterschiede
zwischen den Kornerzellvorlaufern und allen anderen getesteten Zellen. Die
primaren Medulloblastomzellen des Genotyps Math1-cre::Ptch1”" hingegen

wiesen ahnliche Reaktionen wie die permanenten Zelllinien auf.
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Abbildung 23: Vergleich der verschiedenen Reaktionen auf MTX-Behandlung.

(Legende auf der folgenden Seite)
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(a) Eine MTX-Behandlung von 144 Stunden bewirkte nur einen geringen Einfluss auf die
Viabilitdt von  primdren  Kdrnerzellvorlaufern, wahrend diese bei primaren
Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1™) sowie etablierten permanenten Zelllinien
signifikant abnahm. *** p <0,001. ICso-Werte in Klammern. (b) Eine MTX-Behandlung
bewirkte keinen Einfluss auf die Proliferation (BrdU* Zellen) von primaren
Kdrnerzellvorlaufern, wahrend diese bei primaren Medulloblastomzellen sowie etablierten
permanenten Zelllinien signifikant abnahm. *** p < 0,001. ICso-Werte in Klammern. (c) Eine
MTX-Behandlung reduzierte sowohl die Viabiiltdt als auch die Proliferation von primaren
Medulloblastomzellen signifikant ab einer Konzentration von 100 nM, wahrend diese auf
primare Kérnerzellvorlaufer keinen Einfluss hatte. *** p < 0,001.

In den Viabilitatsexperimenten unter Einsatz von MTX war zu beobachten, dass
die Expositionsdauer unterschiedliche Auswirkungen auf die primaren Zellen
hatte. Die Kornerzellvorlaufer zeigten nach 72 Stunden und 144 Stunden
Behandlung ein vergleichbares Verhalten. Die Viabilitat reduzierte sich erst unter
hohen MTX-Konzentrationen, und selbst dort nur marginal. Auch bei den
Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1”") war nach 72 Stunden noch keine
signifikante Reduktion der Viabilitat vorhanden. Zu diesem Messzeitpunkt waren
fur keine der eingesetzten Konzentrationen signifikante Unterschiede zu den
Kornerzellvorlaufern ersichtlich. Nach 144 Stunden MTX-Behandlung hingegen
kam es zu einer Abnahme der Viabilitat auf 26 %. Im Konzentrationsbereich von
100 nM - 1 mM MTX zeigte sich die Viabilitat signifikant verandert gegentber den
Kornerzellvorlaufern sowie den Medulloblastomzellen, die Uber einen Zeitraum
von 72 Stunden behandelt wurden (p<0,001).
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Abbildung 24: Einfluss der Expositionsdauer von MTX.

Die Exposition von MTX fiihrte bei primaren Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1™")
nach 144 Stunden zu einer signifikanten Reduktion der Viabilitat ab einer Konzentration von
100 nM, wahrend nach 72 Stunden Behandlung noch kein Effekt auftritt. In primaren
Kdrnerzellvorlaufern zeigte die MTX-Behandlung sowohl nach 72 Stunden als auch nach
144 Stunden Behandlung keinen Einfluss auf die Viabilitat. h = Stunden. *** p < 0,001.
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Unter Einfluss des SHH-Signalweginhibitors LDE225 reagierten die
Kornerzellvorlaufer und die Medulloblastomzellen sensibler in der Reduktion ihrer
Viabilitat als die restlichen getesteten Zelllinien (Abbildung 25a). Bei einer
LDE225-Konzentration von 100 nM war fur die Medulloblastomzellen ein
signifikanter Unterschied gegenuber allen Zelllinien gegeben (p<0,001) und fur
die Kornerzellvorlaufer gegenuber den UW473-, SUIMM4- und NIH-3T3 Zellen
(p=0,0085, p=0,0311, p=0,011). Unter 1 yM LDE225 unterschieden sich die
Kornerzellvorlaufer ebenfalls signifikant von den Daoy- (p=0,0109) und SIMM4-
Zellen (p=0,0425). Die ICso-Werte lagen fur Kornerzellvorlaufer und
Medulloblastomzellen bei 2,4 yM und 1,8 uM und bei den permanenten Zelllinien
zwischen 15,8 pyM wund 207,7 pM. Unter den Zelllinien wiesen die
Medulloblastomlinien UW473, SUIMM4 und Daoy die geringsten 1Cso-Werte auf.

In den Immunfarbungen der Zellen nach LDE225-Behandlung zeigten die
Kornerzellvorlaufer und Medulloblastomzellen eine signifikant starkere Reduktion
der Proliferation als die Zelllinien mit Ausnahme der SUJMM4-Zellen (Abbildung
25b). Letztere lagen mit einem ICso-Wert von 1,5 uM in einem ahnlichen Bereich
wie die primaren Zellen mit 1,8 pM (Kornerzellvorlaufer) und 1,2 uM
(Math1-cre::Ptch1™"). Insgesamt zeigten die primaren Zellen mit einer starken
SHH-Signalwegaktivitat eine hohere Sensibilitat fur LDE225 als die permanenten

Zelllinien.
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Abbildung 25: Kérnerzellvorlaufer und Medulloblastomzellen sind sensibel gegeniiber
LDE225.

(a) Primare Koérnerzellvorldufer sowie primare Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1™")
reagierten bezogen auf die Viabilitat signifikant sensibler auf eine LDE225-Behandlung als
etablierte permanente Zelllinien. (b) Primadre Kdornerzellvorlaufer sowie primare
Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1”") reagierten bezogen auf die Proliferation
signifikant sensibler auf eine LDE225-Behandlung als etablierte permanente Zelllinien mit
Ausnahme der SUMM4-Zellen. |Cso-Werte in Klammern. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p <0,001.
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In Abbildung 26 ist der Einfluss von Vincristin auf die Viabilitat vergleichend
dargestellt. Unter steigender Vincristin-Konzentration reduzierte sich in allen
untersuchten Zelllinien die Viabilitat. Die ICso-Werte der primaren
Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1"") und der Zelllinien Daoy, UW473, SH-
SY5Y sowie NIH-3T3 betrugen 0,9 - 4,1 nM. Kornerzellvorlaufer waren ebenfalls
in geringen Konzentrationsbereichen sensibel fur Vincristin mit einem |Cso-Wert
von 15,9 nM. Von den zuvor genannten Zelllinien unterschieden diese sich darin,
dass die Viabilitat erst bei Konzentrationen ab 100 uM gegen Null konvergierte.
In SUIMM4-Zellen nahm die Viabilitdt erst unter hoheren Konzentrationen ab,
wodurch diese sich im Konzentrationsbereich von 10 nM - 10 pM signifikant von
den primaren Zellen und Zelllinien unterschieden (p<0,001). lhr ICso-Wert betrug
562 nM.
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Abbildung 26: Vincristin reduziert die Viabilitat von primaren Zellen und Zelllinien.
Unter 72-stindiger Behandlung mit Vincristin verringerte sich in  primaren
Kornerzellvorlaufern und priméaren Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1") bereits ab
einer Konzentration von 10 nM die Zellviabilitat signifikant. In etablierten primaren Zelllinien
zeigte sich dieser Effekt ebenfalls ab 10 nM, wobei die SUIMM4-Zellen mit signifikanten
Ergebnissen ab 1 uM eine Ausnahme darstellten. ICso-Werte in Klammern. *** p < 0,001.
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4. DISKUSSION

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse haben gezeigt, dass die Behandlung mit
den Substanzen MTX, LDE225 und Vincristin je nach untersuchtem Zelltyp
unterschiedliche Reaktionen bewirkt. Zentral war die Beobachtung, dass die
primaren Medulloblastomzellen des Genotyps Math1-cre::Ptch1™ ein sehr gutes
Ansprechen auf MTX und Vincristin gezeigt haben, wahrend die Wildtyp-
Kornerzellvorlaufer hinsichtlich Viabilitat und Proliferation kaum oder keineswegs
reagibel fur MTX waren. Im Gegensatz dazu konnte bereits unter geringen
Konzentrationen von Vincristin auch in den Kornerzellvorlaufern eine Reduktion
der Viabilitat erreicht werden. In allen funf getesteten permanenten Zelllinien
reduzierte MTX grundlegende zellulare Funktionen wie den Metabolismus und
die Proliferation. In Daoy-Zellen ahneln die berechneten ICso-Werte von 53 nM
den Ergebnissen friherer Studien, die fur die gleiche Zelllinie ICso-Werte
zwischen 70 und 95 nM ermittelten (Najim et al. 2009, Neradil et al. 2015).

Die beiden primaren murinen Zelltypen wurden in dieser Arbeit eingesetzt, da
diese jeweils eine Uberaktivierung des SHH-Signalwegs aufweisen: In
Kornerzellvorlaufern, die nach ihrer Isolation mit SHH-Protein stimuliert werden,
sind Gene des SHH-Signalwegs vermehrt exprimiert und die Proliferationsrate ist
erhoht (Wechsler-Reya and Scott 1999). Die primaren Medulloblastomzellen
besitzen durch den homozygoten Knockout von Ptch1 eine Uberaktivierung des
SHH-Signalwegs und weisen eine erhohte Expression von Hedgehog-Zielgenen
auf (Yang et al. 2008). Sowohl die Kornerzellvorlaufer als auch die primaren
Medulloblastomzellen reagierten in dieser Arbeit sensibler auf den SHH-
Signalweginhibitor LDE225 als die permanenten Zelllinien, was eine erhohte
SHH-Signalwegaktivitat in diesen Zellen bestatigt. Die erhaltenen ICso-Werte
ahneln dabei vorherigen Beobachtungen, bei denen eine LDE225-Konzentration
von 1 uyM in Tumorzellen aus Math1-cre::Ptch*--Mausen die Viabilitat auf unter
50 % reduzierte (Pak et al. 2019). Die weiteren getesteten Zelllinien dienten als
Negativkontrolle, da diese keine erhohte Aktivitat des SHH-Signalwegs besitzen.
Eine Ausnahme stellen die SUMM4-Zellen dar: Aufgrund ihres Ursprungs in
Mausmodellen mit heterozygotem Ptch-Knockout ware eine verbleibende SHH-
Aktivitat in Betracht zu ziehen. Die Ergebnisse der LDE225-Experimente geben
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hierauf keine eindeutige Antwort. Obwohl die Proliferationsrate der SJMM4-
Zellen in einem vergleichbaren Mal} wie die der primaren Zellen reduziert war,
lagen die Werte fur die Viabilitat im Bereich der permanenten Zelllinien. Eine
Uberaktivitat des SHH-Signalwegs ist in dieser Zelllinie daher fraglich und musste
ggf. weiter untersucht werden. Weiterhin wurde auch an anderer Stelle
beschrieben, dass Medulloblastomzelllinien nach Iangerer Kultivierung inre SHH-
Aktivitat verlieren (Sasai et al. 2006).

Im Folgenden wird erortert, wie die Ergebnisse im klinischen Kontext zu
interpretieren sind und welche klinische Relevanz MTX besitzt. AuRerdem
werden mogliche Erklarungsansatze fur die Wirkweise von MTX auf
Medulloblastome, insbesondere im Zusammenhang mit dem SHH-Signalweg,
diskutiert. Die Diskrepanz zwischen der Reaktion der Kornerzellvorlaufer auf der
einen Seite und der Medulloblastomzellen und Zelllinien auf der anderen Seite
soll ebenfalls Gegenstand dieser Diskussion sein. Die erhaltenen Ergebnisse
legen zudem nahe, dass die Expositionsdauer mit MTX das Ansprechen von
Medulloblastomzellen beeinflusst. Dies wirft die Frage auf, inwiefern diese
Beobachtung auf kunftige Studien und die praktische Anwendung in der

klinischen Umgebung Ubertragbar ist.

4.1 Uberlebensvorteil bei SHH-Medulloblastomen durch MTX

Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt vor dem Hintergrund der klinischen
Studienlage bei Medulloblastomen im Kleinkindalter, die zur Einordnung an

dieser Stelle kurz zusammengefasst ist.

In Deutschland und Osterreich wurde im Zuge der ,HIT-SKK87¢-Studie
begonnen, bei Kindern mit neu diagnostizierten malignen Hirntumoren in
spezialisierten Zentren MTX intraventrikular zu applizieren (Rutkowski et al.
2005). In den zuletzt veroffentlichen Ergebnissen der ,HIT-2000“-Kohorte konnte
unter der Therapie mit intraventrikularem MTX in Kindern mit SHH-
Medulloblastomen ein progressionsfreies 5-Jahres-Uberleben von 93 % erzielt
werden (Mynarek et al. 2020b). Die Relevanz der intraventrikularen MTX-
Anwendung verdeutlichen zwei weitere Studien: Lafay-Cousin et al. behandelten
junge Patienten nach dem ,HIT-SKK2000"-Protokoll, jedoch ohne Verwendung
von intraventrikular appliziertem MTX. Diese Studie wurde wegen eines
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progressionsfreien Uberlebens von lediglich 52 % nach zwei Jahren vorzeitig
abgebrochen (Lafay-Cousin et al. 2020). In der Studie SJYC07 am St. Jude
Children’s Research Hospital wurden unter alleiniger Verwendung von
konventioneller Chemotherapie ebenfalls keine zufriedenstellenden Ergebnisse
erreicht. Das progressionsfreie 5-Jahres-Uberleben lag fiir die SHH-Subgruppe
bei 51,1 % (Robinson et al. 2018). Ein besseres Resultat wurde in der jungsten
.,Head Start® lll-Studie unter Anwendung von Hochdosis-Chemotherapie in
Kombination mit autologer Stammzelltransplantation beobachtet: Hier lag das
progressionsfreie 5-Jahres-Uberleben mit 89 % in einem &hnlichen Bereich der
Ergebnisse der ,HIT-2000“-Studie (Dhall et al. 2020). Fur eine erfolgreiche
Therapie ist demnach laut aktuellem Forschungsstand ein intensivierter Einsatz
von MTX unabdingbar; entweder via intraventrikularer Applikation oder im
Rahmen der Hochdosis-Chemotherapie.

4.2 Die Wirkung von MTX auf den SHH-Signalweg

Das auldergewohnlich gute klinische Ansprechen von SHH-Medulloblastomen
auf die intraventrikulare MTX-Therapie lasst einen Zusammenhang zwischen der
Wirkweise von MTX und dem SHH-Signalweg vermuten. Der Einfluss von MTX
auf den Signalweg wurde zuvor bereits in Basalzellkarzinomen untersucht,
welche sich ebenfalls durch eine Uberaktivierung des SHH-Signalwegs
auszeichnen. Diese Studien konnten zeigen, dass eine MTX-Behandlung von
Basalzellkarzinomzelllinien in analogen Konzentrationen sowohl die Viabilitat der
Zellen als auch die Genexpression von Ptch1 und Gli1 reduziert, was auf einen
direkten Einfluss von MTX auf den SHH-Signalweg hindeutet (Olesen et al.
2017).

In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass auch murine SHH-
Medulloblastome auf zellularer Ebene positiv auf MTX ansprechen. Die
Behandlung mit MTX bewirkte eine deutliche Reduktion von Viabilitat und
Proliferation. Eine zentrale Erkenntnis der Behandlungsversuche der
zerebellaren Kornerzellvorlaufer war die Tatsache, dass diese im Gegensatz zu
den primaren Tumorzellen kaum auf MTX reagieren. Dies spricht zunachst gegen
eine SHH-Beteiligung an der Wirkweise von MTX, da anzunehmen ware, dass
sowohl die stimulierten  Wildtyp-Zellen als auch die primaren
Medulloblastomzellen eine Reaktion zeigen. In den Proliferationsexperimenten
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dieser Arbeit fiel jedoch auf, dass die basale Proliferationsrate der
Kornerzellvorlaufer geringer ist als die der anderen untersuchten Zellen. Diese
lag bei den Kornerzellvorlaufern im Bereich von 2 - 12 %, wahrend sie bei den
primaren Medulloblastomzellen 10 - 30 % betrug. Somit muss hinterfragt werden,
inwiefern Kornerzellvorlaufer ein geeignetes Modell fur die Untersuchung des
Einflusses von Chemotherapeutika sind. Diese Beobachtung konnte zumindest
erklaren, warum die Kornerzellvorlaufer weniger empfindlich auf einen
Antimetaboliten wie MTX reagieren. Ware die niedrigere Proliferationsrate als
primarer Grund fur das Nichtansprechen auf MTX anzunehmen, musste zu
erwarten sein, dass Kornerzellvorlaufer auf andere Chemotherapeutika, welche
die Zellteilung inhibieren, ebenfalls nicht reagieren. Zumindest fur die Substanz
Vincristin konnte diese Annahme jedoch widerlegt werden (Abbildung 20).

In den Genexpressionsexperimenten zeigt sich wiederum ein Hinweis darauf,
dass auch in Kornerzellvorlaufern moglicherweise eine Affektion des SHH-
Signalwegs besteht. Unter Behandlung mit 1 yM MTX war die Expression des
SHH-Zielgens Gli1 signifikant erniedrigt. Dies konnte darauf hinweisen, dass
Kornerzellvorlaufer in dieser Arbeit aufgrund ihrer geringen Proliferationsrate
moglicherweise weniger anfallig fur die DHFR-vermittelten Effekte von MTX sind,
aber dennoch eine Wirkung auf den SHH-Signalweg besteht. Es ist allerdings zu
beachten, dass die in dieser Arbeit durchgefihrten Genexpressionsanalysen
nicht ausreichend sind, um diese Hypothese umfassend bewerten zu kdnnen.
Eine sinnvolle Erweiterung dieser Experimente waren globale RNA-
Sequenzierungs-Analysen, die weitere Komponenten und Zielgene des SHH-
Signalwegs wie Ptch1 und MYCN sowie zusatzliche Konzentrationsbereiche von
MTX enthalten.

Die vorliegende Diskrepanz in der Sensibilitat fur MTX wurde zuvor von Sramek
et al. auf bemerkenswert ahnliche Weise beobachtet: Die permanente
Osteosarkomzelllinie Saos-2 reagiert analog zu den in dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien ab derselben Konzentration von 100 nM MTX mit einer signifikanten
Reduktion der Viabilitat und Proliferation. In dieser Studie wurden aufRerdem funf
weitere Zelllinien aus Tumorgewebe isoliert und untersucht. In keiner dieser
Linien konnte jedoch eine Reduktion der Viabilitat unter den ICso-Wert durch
Konzentrationen bis 100 yM MTX erreicht werden. Die Autoren begrinden dies

ebenfalls mit einer erhohten Verdopplungszeit der funf Zelllinien gegenuber
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Saos-2-Zellen, schlieRen aber weitere Resistenzmechanismen nicht aus.
Interessanterweise waren trotzdem sowohl in allen Linien als auch in Saos-2-
Zellen Veranderungen zu beobachten, die auf einer nicht-DHFR-vermittelten
Wirkung von MTX basieren. Hierzu gehorten eine Induktion der DNA-
Methylierung und eine Erhdhung der globalen Histon H3-Acetylierung (Sramek
et al. 2016). Auch fur direkte Hedgehog-Antagonisten sind Beobachtungen
beschrieben, die mit der hier vorliegenden Ergebnislage der Kornerzellvorlaufer
ubereinstimmen: In mit SHH stimulierten NIH-3T3-Zellen bendtigt es hohe
Konzentrationen fur eine Hemmung des Zellwachstums, wahrend eine
Suppression von Gli1 schon unter kleinen Konzentrationen detektierbar ist
(Romer et al. 2004).

In den primaren Medulloblastomzellen (Math1-cre::Ptch1”") deuten die
Ergebnisse insgesamt ebenfalls auf eine Verminderung der SHH-
Signalwegaktivitat unter MTX-Behandlung hin: Neben der Reduktion von
Viabilitat und Proliferation war unter MTX-Behandlung auch die Expression des
SHH-Zielgens Gli1 signifikant erniedrigt. Jedoch muss auch hier angemerkt
werden, dass fur eine umfassende Aussage neben Gli1 weitere beteiligte Gene
des SHH-Signalwegs untersucht werden mussten. Weiterhin kdonnte vermutet
werden, dass die Medulloblastomzellen analog zu den LDE225-Experimenten
sensibler auf MTX reagieren als die funf Zelllinien, in denen keine SHH-
Uberaktivierung bekannt ist. Dies hat sich jedoch nicht bestatigt und auch in den
Experimenten mit Vincristin zeigte sich der 1Cso-Wert auf ahnlich niedrigem
Niveau wie in den Zelllinien, was auf ein generell gutes Ansprechen auf
Zytostatika aufgrund der hohen Proliferationsrate der Medulloblastomzellen

zuruckzufuhren sein konnte.

Innerhalb der permanenten Zelllinien ergaben sich ebenfalls Unterschiede: Die
SJMM4-Zellen hoben sich unter Behandlung mit MTX und Vincristin durch
hohere 1Cso-Werte von den restlichen Zelllinien ab. Da sich die SUIMM4-Zellen
ebenfalls durch eine niedrigere Proliferationsrate von etwa 11 % auszeichnen,
legen diese Beobachtungen nahe, dass MTX in den getesteten Zelllinien

vorrangig uber eine Hemmung der DHFR wirkt.
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4.3 DHFR-vermittelte und weitere Wirkmechanismen von MTX

Werden SHH-Medulloblastome im Zusammenhang mit der schon lang
bekannten Wirkweise von MTX Uber den Folsaurestoffwechsel betrachtet,
ergeben sich in der Literatur folgende Annahmen: Kornerzellvorlaufer, die durch
das Mitogen SHH stimuliert wurden, weisen einen erhohten replikativen Stress
auf. Dieser unterscheidet sich grundlegend von onkogen ausgelostem
replikativem Stress: Letzterer fuhrt zu einer Verlangsamung der
Replikationsgabel, wohingegen eine hohe SHH-Signalwegaktivitat eine
Erhohung der Replikationsgeschwindigkeit bewirkt. Dies fuhrt wiederum zu einer
Verkurzung der S-Phasen (Macheret and Halazonetis 2015, Tamayo-Orrego et
al. 2020). Weiterhin fordert der SHH-induzierte replikative Stress den Verlust der
Heterozygotie am Locus von Ptch1 und somit die Entstehung von SHH-
Medulloblastomen (Tamayo-Orrego et al. 2020). Die uber den SHH-Signalweg
vermittelte erhohte Replikationsgeschwindigkeit erfordert vor allem in den sich
schnell teilenden Medulloblastomzellen eine zusatzlich erhohte Menge an
Substraten, wie den Nukleotiden. Fur deren Bereitstellung ist eine erhohte
Aktivitat der Dihydrofolatreduktase erforderlich. In diesem Sachverhalt konnte
eine  mogliche Erklarung fur das gute Ansprechen von primaren
Medulloblastomzellen auf MTX liegen: Durch eine Hemmung der DHFR wird der
Nukleotid-Pool erschopft und die hohe Replikationsgeschwindigkeit kann nicht
aufrechterhalten werden. Moglicherweise ist in dieser Arbeit die Reaktion der
primaren Medulloblastomzellen aus diesem Grund starker ausgepragt als die der
Kornerzellvorlaufer, da der replikative Stress in den Tumorzellen grundsatzlich

hoher ist.

Der p53/p21-Signalweg ist in vielen biologischen Prozessen involviert und stellt
einen wichtigen Mediator der Zellseneszenz dar, die wiederum ein
tumorsuppressiver Mechanismus ist (Braig et al. 2005, Chen et al. 2005). Das
Protein p21 ist ein CDK (cyclin dependent kinase)-Inhibitor und wird durch das
Gen Cdkn1a codiert. In Mausen mit heterozygotem Verlust von Ptch1 konnte
gezeigt werden, dass die Expression von Cdkn7a in praneoplastischen Lasionen
erhoht, aber in fortgeschrittenen Medulloblastomen nicht mehr detektierbar ist.
Somit scheint der Verlust von p21 und damit des Mechanismus der
Zellseneszenz einer der Treiber fur den Ubergang einer préaneoplastischen

Lasion zum malignen Tumor zu sein (Tamayo-Orrego et al. 2016). Im Kontext mit
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MTX existieren Hinweise, dass der p53/p21-Signalweg von MTX beeinflusst wird.
Es wird angenommen, dass MTX Uber eine Stabilisierung des
Tumorsuppressorproteins p53 eine erhohte Expression von Cdkn1a bewirkt, was
in Tumorzellen die Apoptose induziert (Huang et al. 2011). In den im Zuge dieser
Arbeit durchgefuhrten Genexpressionsexperimenten konnte in den primaren
Medulloblastomzellen eine Veranderung in der Expression von Cdkn1a gezeigt
werden: Unter der Behandlung mit MTX war die Expression von Cdkn1a in den
Medulloblastomzellen  signifikant erhoht, wahrend dieser Effekt in
Kornerzellvorlaufern nicht nachweisbar war. Dies konnte darauf hindeuten, dass
MTX eine Wiederherstellung der Mechanismen der Zellseneszenz bewirkt und
somit einer weiteren Proliferation der Tumorzellen entgegenwirkt. Dieser
Zusammenhang konnte in Mausmodellen mit zusatzlichem Tp53-Knockout
jedoch noch besser untersucht werden. Weiterhin ware auch das klinische
Ansprechen von Patienten mit Tp53-Mutation auf MTX von Interesse. Die
Fallzahlen sind allerdings in der Gruppe der SHH-Medulloblastome mit einem
Anteil von 10 % &ulerst begrenzt, was die Durchfuhrung einer umfassenden
Evaluierung erschwert (Northcott et al. 2019).

4.4 Resistenzmechanismen gegentiber MTX

Das geringe Ansprechen der Kornerzellvorlaufer auf MTX wirft weiterhin die
Frage auf, ob in diesen Zellen ein bestimmter Resistenzmechanismus vorliegt.
Generell sind die am besten untersuchten Mechanismen gegeniuber MTX eine
verminderte Aufnahme durch den RFC1-Transporter, eine kurzere Retention
aufgrund verminderter Polyglutaminierung, eine erhohte Aktivitat und eine
veranderte Bindungsdomane der Dihydrofolatreduktase sowie ein erhodhtes
Ausschleusen des Wirkstoffs aus der Zelle (Bertino et al. 1996, Fotoohi et al.
2004). Neradil et al. beobachteten ebenfalls eine MTX-Resistenz der
Medulloblastomzelllinie MBL-02. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass diese
Resistenz vermutlich auf einer verminderten Expression von RFC1 beruht. Im
Gegensatz dazu war in Daoy-Zellen die Expression von RFC1 erhoht. In diesen
Zellen ist moglicherweise eine hohe Aktivitat der DHFR und Thymidilat-Synthase
ursachlich fur eine MTX-Resistenz (Neradil et al. 2015). Erganzend zu den
Ergebnissen dieser Arbeit konnte eine Untersuchung der Kornerzellvorlaufer und
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Medulloblastomzellen hinsichtlich der Expression von RFC1, DHFR und TS

weitere Erkenntnisse liefern.

Ein weiterer moglicher Resistenzmechanismus konnte durch die ABC-
Transporter bedingt sein, die in der Zelle als Efflux-Pumpen fungieren. Das fur
ABCG2 codierende Gen ist in verschiedenen malignen Erkrankungen, die
gegenuber Zytostatika resistent sind, haufig hochreguliert. Auch MTX ist als
Substrat dieses Transporters bekannt und wird Uber diesen aus der Zelle
transportiert (Volk and Schneider 2003). Ein gutes Ansprechen auf MTX ist mit
einer geringen Expression von ABCG2 assoziiert (Muto et al. 2021). Es gibt
Hinweise in der Literatur, dass ABCG2 wahrend der Kleinhirnentwicklung
exprimiert wird, was eine mogliche Erklarung fur die Resistenz von
Kornerzellvorlaufern gegenuber MTX ware (Zhou et al. 2006). Daher ware es
interessant, die Expression von ABCGZ2 in Kornerzellvorlaufern direkt zu
bestimmen und vergleichend zu untersuchen, wie sich dieser Sachverhalt in
Medulloblastomzellen verhalt. Aullerdem ist ein direkter Einfluss des SHH-
Signalwegs auf den ABCG2-Transporter beschrieben: Das zugrundeliegende
Gen des ABCG2 besitzt eine direkte Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors
Gli1 (Singh et al. 2011). In Osophagus-, Prostata- und Plattenepithelkarzinomen
sowie in Tumorstammzellen des Magens ist eine erhohte ABCG2-Expresson
durch einen aktivierten SHH-Signalweg zu beobachten (Sims-Mourtada et al.
2007, Xu et al. 2015). Wenn dies auch fur Medulloblastome zutrifft, konnte
angenommen werden, dass eine Inhibierung des SHH-Signalwegs zu einer
Verminderung der ABCG2-Transporterdichte fuhrt und damit zu einer
Akkumulation von Substraten wie MTX und anderen Chemotherapeutika. Eine
durch MTX verursachte Hemmung der SHH-Aktivitat hatte in diesem
Zusammenhang den weiteren Effekt, dass sich wiederum die Verweildauer von
MTX in der Zelle verlangert. Dies konnte dazu fuhren, dass DHFR-vermittelte
Wirkungen besser zum Tragen kommen. Wahrend die Hypothese fur eine SHH-
Signalweg-Inhibition durch MTX weiter zu untersuchen ist, ist dies fur SHH-
Antagonisten wie Sonidegib bereits gesichert (Romer et al. 2004, Kool et al.
2014). Dies konnte eine Bedeutung fur mogliche Kombinationstherapien haben,
indem durch den Einsatz von SHH-Antagonisten Uber eine Hemmung des
ABCG2 die Sensibilitat fur Zytostatika erhoht wird. Anhand von
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Lungenkarzinomzellen konnte dieser Effekt unter Verwendung von Sonidegib
bereits gezeigt werden (Zhang et al. 2022).

4.5 Toxizitat und Nebenwirkungen von MTX

Obwohl die Ergebnisse dieser Arbeit keine definitive Erklarung fur die
verminderte Sensibilitat von Kornerzellvorlaufern gegeniber MTX bieten,
konnten sie dennoch bedeutsame Anhaltspunkte bezuglich der Toxizitat liefern.
Letztlich stellt im klinischen Kontext eine Substanz, die nur Tumorzellen schadigt
und gesundes Gewebe nicht beeintrachtigt, die Idealvorstellung dar. Sicherlich
entspricht dies im Fall von MTX klinisch nicht der Realitat, da es eine Reihe teils
gravierender Nebenwirkungen aufweist (s. Kapitel 1.3.2). Im Rahmen der HIT-
MED-Studien wurde das Nebenwirkungsprofii und die Toxizitat der
intraventrikularen MTX-Therapie untersucht. Direkte toxische Effekte zeigten
sich nur selten und die Therapie war im Allgemeinen gut tolerabel, wobei hierzu
noch keine Langzeitdaten existieren (Pompe et al. 2015). Die
neuropsychologischen Auswirkungen waren in etwa vergleichbar mit denen der
Hochdosis-Chemotherapie und alleiniger Resektion, wahrend unter
Radiotherapie schlechtere Ergebnisse erzielt wurden (Mynarek et al. 2020Db,
Ottensmeier et al. 2020). Es ist allerdings weiterhin unklar, wie stark der Einfluss
von intraventrikular appliziertem MTX auf die Neurokognition ist, da auch in der
Therapie von Leukamien diesbezuglich kontroverse Ergebnisse vorliegen (Butler
et al. 2013, Moleski 2000).

4.6 Einfluss der Expositionsdauer von MTX

Die Viabilitatsexperimente haben gezeigt, dass die Reaktion der primaren
Medulloblastomzellen auf eine Behandlung mit MTX malgeblich von der
Expositionsdauer abhangt und ein signifikanter Effekt erst nach 144 Stunden
eintritt (Abbildung 9). Interessanterweise ist auch in der Behandlung von
Basalzellkarzinomzellen mit MTX eine Steigerung der Expositionsdauer von
24 Stunden auf 72 Stunden erforderlich, um signifikante Effekte in der Reduktion
der Viabilitat zu erzielen. Hingegen erreichen andere Chemotherapeutika wie
Cisplatin, 5-FU und Bleomycin bei Behandlung derselben Zellen schon nach
24 Stunden signifikant niedrigere [Cso-Werte (Olesen et al. 2017). Diese
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Beobachtung konnte auf die Tatsache zurickzufuhren sein, dass die Toxizitat
von MTX aufgrund des Einflusses auf die DNA-Replikation stark von der
Proliferationsrate der Zellen abhangt (Genestier et al. 2000). Das in der
klinischen Praxis beobachtete gute Ansprechen auf intraventrikular verabreichtes
MTX konnte mit diesem Sachverhalt zusammenhangen: Die Exposition nach
intraventrikularer Gabe mit 60 - 120 Stunden ist ebenfalls deutlich langer als nach
intravendser Gabe mit einer Expositionsdauer von weniger als 48 Stunden. Dies
hat den Vorteil, dass durch die intraventrikulare Therapie mit kleineren Dosen
verhaltnismalig hohere Konzentrationen im ZNS erreicht werden konnen
(Fleischhack et al. 2005, Pompe et al. 2015).

Bezlglich der optimalen MTX-Dosis sollten die in dieser Arbeit gezeigten
ICso-Werte zurlckhaltend betrachtet werden, da eine adaquate Konzentration im
Organismus hochstwahrscheinlich hiervon abweicht. Die klinisch unter
Hochdosis-Chemotherapie maximal erreichten Plasmakonzentrationen liegen
bei etwa 40 uM (Sterba et al. 2006). In den in vitro Experimenten war ersichtlich,
dass die Medulloblastomzellen schon in sehr niedrigen Konzentrationsbereichen
auf MTX reagieren. Der 1Cso-Wert von 38 nM liegt in einem ahnlichen Bereich
wie die Reaktion von Basalzellkarzinomzellen mit 8 - 31 nM (Olesen et al. 2017).
Nichtsdestotrotz konnten sich hier Parallelen zur klinischen Anwendung
darstellen: Der Kurvenverlauf in den Viabilitatsexperimenten mit den primaren
Medulloblastomzellen ist im Konzentrationsbereich bis 100 nM sehr steil und
flacht dann deutlich ab (Abbildung 9). Eine weitere Steigerung der MTX-Dosis
fuhrt also nicht zu signifikant starkeren Effekten. Auch in den Ergebnissen von
Neradil et al. war dieser Zusammenhang zu beobachten: Konzentrationen ab
1 yM MTX konnten die Proliferation von Medulloblastomzelllinien nicht weiter
reduzieren (Neradil et al. 2015). Fur die klinische Anwendung konnten diese
Beobachtungen darauf hindeuten, dass die intraventrikulare Therapie mit MTX
durch eine verlangerte Wirkungsdauer bei niedrigeren Dosen eine hohe
Effektivitat aufweist, und das maoglicherweise bei geringerer Toxizitat.
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5. AUSBLICK

In Studiengruppen wurde beobachtet, dass insbesondere in der vulnerablen
Patientengruppe von Kindern unter drei bis funf Jahren der Einsatz von
intraventrikular appliziertem MTX einen Uberlebensvorteil bewirkt (s. Kapitel 4.1).
Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass Medulloblastomzellen in vitro
ein gutes Ansprechen auf MTX zeigen, und ergaben sich Hinweise darauf, dass
der SHH-Signalweg hieran beteiligt ist. Um dies noch besser bewerten zu
konnen, konnten die Genexpressionsanalysen durch globale RNA-

Sequenzierungs-Analysen erweitert werden (s. Kapitel 4.2).

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz bietet sich die FortfUhrung des Projekts
durch in vivo Experimente an. Hierbei konnten verschiedene Dosen von
systemischem wund intrathekalem MTX hinsichtlich ihres Einflusses auf
Tumorwachstum und Uberleben in Mausen mit SHH-Medulloblastom untersucht
werden. Dazu wurde sich das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell des
Genotyps Math1-cre::Ptch1" eignen.

Basierend auf den vorliegenden in vitro Ergebnissen lasst sich ableiten, dass
schon minimale Konzentrationen von MTX einen messbaren Effekt erzielen
konnen. Daher konnte in den in vivo Experimenten eine Strategie mit geringen
Dosen und einer langeren Expositionsdauer in Erwagung gezogen werden. In
diesem Zusammenhang sollte auch Augenmerk auf die Toxizitat von
intraventrikularem MTX gelegt werden, da hierzu noch keine klinischen
Langzeitdaten existieren. Die Ergebnisse der Experimente mit den
Kornerzellvorlaufern deuten darauf hin, dass MTX moglicherweise ein
vorteilhaftes Nebenwirkungsprofil in Bezug auf benigne Zellen aufweist. Um
diese Hypothese weiter zu prufen, konnten zusatzliche Analysen der murinen
Grol3hirnstruktur mittels MRT oder post mortem hinsichtlich Zeichen einer
Leukenzephalopathie erfolgen. Ein weiterer bedeutsamer Aspekt im klinischen
Kontext ist die Beeintrachtigung der Neurokognition unter MTX-Therapie, welche
auch in klinischen Studien miterfasst wird (Ottensmeier et al. 2020, Mynarek et
al. 2020b). Daher konnte es von zusatzlichem Interesse sein, die in vivo

Experimente durch neurokognitive Testungen zu erweitern.

Ebenso konnte auch die Integration einer Kombinationstherapie aus direkten
Signalweginhibitoren und MTX in vivo wichtige Erkenntnisse liefern. Diese
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Strategie hat in anderen Tumorentitaten bereits zu einer erhohten
Chemosensitivitat gefuhrt und konnte somit von Relevanz sein (s. Kapitel 4.4).

Weitere Ursachen fur die Sensibilitat von Medulloblastomzellen fur MTX hangen
moglicherweise mit einem erhohten replikativen Stress und der Zellseneszenz
zusammen (s. Kapitel 4.3). Diese Aspekte konnten ebenfalls als Grundlage fur
die Planung zukunftiger Studien dienen, um die Wirkweise von MTX weiter zu

verstehen und Therapieoptionen zu optimieren.

Die in vitro Ergebnissen dieser Arbeit haben bereits potenzielle Parallelen zu
klinischen Beobachtungen aufgezeigt. Falls sich diese Ubereinstimmungen im
Mausmodell bestatigen, konnten die positiven klinischen Ergebnisse der
intraventrikularen MTX-Therapie biologisch genauer erklart werden. Dies wurde
ermoglichen, davon profitierende Patienten besser zu identifizieren. Insgesamt
wurden wichtige Erkenntnisse fur die Therapie von Medulloblastomen
resultieren, und nicht zuletzt konnte der hohe Stellenwert der intraventrikularen

Therapie von SHH-Medulloblastomen mit MTX weiter begriundet werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Medulloblastome sind die haufigsten malignen Hirntumoren im Kindesalter und
lassen sich in die vier molekularen Subgruppen WNT, SHH, Gruppe 3 und
Gruppe 4 unterteilen. Die Basis der Therapie bilden die operative Resektion,
Chemotherapie und ggf. Radiotherapie. Besonders bei Kindern im Alter unter drei
bis funf Jahren wird versucht, die Radiotherapie aufgrund der zu erwartenden
Langzeitfolgen zu vermeiden. Das Zytostatikum Methotrexat (MTX) ist als
Folsaureantagonist bekannt und ein fester Bestandteil der Chemotherapie. Unter
der additiven Gabe von intraventrikularem MTX wurde in der Gruppe der SHH-
Medulloblastome in klinischen Studien ein besseres Uberleben erreicht. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten der Einfluss von MTX auf SHH-Medulloblastome in
vitro untersucht sowie mogliche Konsequenzen fur die Klinik dargestellt werden.
In primaren murinen Medulloblastomzellen konnte eine hohe Sensibilitat
gegenuber MTX bestatigt werden. Die Rolle des SHH-Signalwegs konnte in
diesem Zusammenhang nicht abschlieRend geklart werden, da die erhaltenen
ICs0-Werte vergleichbar zu denen der Referenz-Zelllinien waren. Die Expression
des SHH-Zielgens GIi1 war unter MTX-Behandlung deutlich erniedrigt, was einen
Einfluss auf den SHH-Signalweg nahelegt. In Kornerzellvorlaufern, die als
Ursprungszellen fur SHH-Medulloblastome gelten, waren die Ergebnisse
kontrovers. Das Zellwachstum konnte durch MTX nur wenig eingeschrankt
werden, in den Genexpressionsanalysen gab es hingegen Hinweise auf eine
mogliche Affektion des SHH-Signalwegs.

Aus den Experimenten an primaren Medulloblastomzellen ergab sich, dass fur
einen signifikanten Effekt eine langere Behandlungsdauer von 144 Stunden
erforderlich war. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits geringe Konzentrationen an
MTX ausreichend, um die Viabilitat der Zellen zu reduzieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben die hohe Sensibilitdt von SHH-
Medulloblastomen gegenuber MTX weiter verdeutlicht. Fur die Kklinische
Anwendung koénnte von wichtiger Bedeutung sein, dass eine langere Exposition
mit niedrigeren Dosen moglicherweise vorteilhaft ist. Die Beteiligung des SHH-
Signalwegs an der Wirkung von MTX lasst sich aufgrund der durchgefuhrten
Experimente weiterhin annehmen und sollte sowohl in vitro als auch in vivo noch

weiter evaluiert werden.
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7. ABSTRACT

Medulloblastoma is the most common malignant brain tumor of childhood and
can be divided into four molecular subgroups named WNT, SHH, Group 3 and
Group 4. The general treatment options comprise surgical resection,
chemotherapy and radiotherapy. However, children under the age of three to five
often show detrimental long-term effects after radiotherapy, which is therefore
aimed to be avoided. The cytostatic agent methotrexate (MTX), known to act as
a folate antagonist, is regularly implemented in chemotherapy schedules of
medulloblastoma. It has been shown that addition of intraventricular MTX
increases survival in children with SHH medulloblastoma. In this work, the
objective was to examine the impact of MTX on SHH medulloblastoma in vitro
and derive potential clinical implications.

We were able to confirm a strong response of primary murine medulloblastoma
cells to MTX. The role of MTX on the SHH-signaling pathway could not be
completely clarified, as the 1Cso values were comparable to the ones obtained in
the reference cell lines. However, gene expression analyses showed a noticeable
decrease in the expression of the SHH target gene Gli1 proposing an interaction
with the SHH pathway. Granule cell precursors (GCPs), the cells of origin for SHH
medulloblastoma, showed controversial reactions to MTX. Cell viability and
proliferation were only slightly decreased, while gene expression analyses
indicated a potential suppression of the Hedgehog signaling pathway.
Furthermore, we observed that a treatment duration of 144 hours was necessary
to obtain significant results in medulloblastoma cells. Then, low concentrations of
the substance were sufficient for a markable decrease of cell viability.

The findings of this work have pointed out that murine SHH medulloblastomas
are highly sensitive for MTX. The fact that a longer exposition with lower doses
is potentially beneficial, might be relevant for the clinical use of MTX. Based on
our results, an involvement of the SHH signaling pathway in the mechanism of
action can still be assumed and should further be examined by in vitro and in vivo

experiments.

73



8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

5-FU
ACB
ATP
ATRT
BET
BrdU
Bzw
CDK
CO2
Cre
DAPI
ddH20
DHFR
DMEM
DNA
dTMP
E
EGF
ERK
FCS
FGF
GAPDH
GCPs
Ggf
GLI

Hh

5-Fluoruracil

ATP-binding cassette
Adenosintriphosphat

Atypischer teratoider/rhabdoider Tumor
Bromo- und extraterminale Domane
Bromdesoxyuridin

beziehungsweise

cyclin dependant kinase
Kohlenstoffdioxid

causing recombination
4'6'-Diamidino-2-phenylindol

Doppelt destilliertes Wasser
Dihydrofolatreduktase

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxythymidinmonophosphat
Embryonaltag

Epidermaler Wachstumsfaktor
extracellular-signal regulated kinases
Fetales Kalberserum
Fibroblasten-Wachstumsfaktor
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Kornerzellvorlaufer (granule cell precursors)
gegebenenfalls

Gliom-assoziierte Onkogen-Familie

Hedgehog
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h Stunde(n)

H20 Wasser

ICs0 mittlere inhibitorische Konzentration
JAK Januskinase

KCNA Kaliumkanal A

loxP locus of crossing-over(x) in P1

MB Medulloblastom

mM millimolar

MRT Magnetresonanztomographie

MTX Methotrexat

NaOH Natriumhydroxid

NF-kB nuclear factor kappa B

nM nanomolar

n.s. nicht signifikant

0.9. oben genannt

P Postnataltag

PCR Polymerase-Kettenreaktion
PG-MTX Polyglutaminiertes Methotrexat
PTCH Patched

Ptch Murine Medulloblastomzellen des Genotyps

Math1-cre::Ptch 1™

RFC1 reduced folate carrier 1

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Saos sarcoma osteogenic

SHH Sonic Hedgehog

SKK Sauglinge und Kleinkinder

SMO Smoothened



STAT
SUFU
TS
Trizol
uM
v.a.
WHO
WNT

ZNS

Signal Transducers and Activators of Transcription
Suppressor of Fused

Thymidilat-Synthase
Guanidin-Thiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion
mikromolar

vor allem

Weltgesundheitsorganisation

Wingless Int-1

Zentrales Nervensystem
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