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Vorwort

In genetischen Studien Uber entwicklungsbiologisch wichtige Signalkaskaden konnte
gezeigt werden, dass wiederholt eine kleine Anzahl von evolutionar konservierten
Signalwegen, wie die des ,bone morphogenetic protein“ (Bmp), Wnt (Wingless type),
Tyrosinkinaserezeptoren, Notch und der Hedgehog-Familie in einer Vielzahl von
Spezies zur Steuerung der Zellzahl in unterschiedlichen Kontexten herangezogen
werden.

Dabei wird das Schicksal von einzelnen Zellen oder ganzen Zellverbénden durch die
gezielte Aktivierung oder Inhibition dieser Signalwege kontrolliert.

Obgleich die Funktionsweise in unterschiedlichen Spezies verschieden sein kann,
deutet die Mehrzahl der Experimente darauf hin, dass die entscheidenden Elemente
des Signalweges, wie das Vorhandensein von Ligand, Rezeptor, zytoplasmatischem
Signal, Transduktionsmaschinerie und Transkriptionsfaktoren in der Evolution
erhalten geblieben sind. Der Sonic Hedgehog-Signalweg ist ein solches Beispiel.
Obwohl der Grof3teil der hier involvierten Komponenten wahrend der Evolution
unverandert blieb, konnte erst vor nicht all zu langer Zeit eine Vielzahl von Proteinen
identifiziert werden, die scheinbar essentiell fir den Shh-Signalweg in Vertebraten
sind (Huangfu und Anderson, 2006). In der nun folgenden Arbeit soll die Wichtigkeit
des Sonic Hedgehog-Aktivierungsweges in der Entwicklung des menschlichen Grol3-

und Kleinhirnes naher beleuchtet werden.
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1 EINLEITUNG

1.1 Die Entwicklung des menschlichen Zentralen Nervensystems

Die Entwicklung des menschlichen Zentralen Nervensystems (ZNS) wird durch eine
festgelegte Abfolge von =zeitlich und raumlich abh&angigen morphogenetischen
Ereignissen, die unter der Kontrolle von positionsspezifischen Genen stehen,
gepragt. Durch diese festgelegte Genexpression ist die Ausbildung von Zellmustern
(Patterning) des sich entwickelnden ZNS moglich. Diese Expressionsmuster sind fur
die zellulare Ausreifung und somit das anatomische und funktionelle Wachstum der
einzelnen ZNS-Teile essenziell.

Die Ausbildung der einzelnen ZNS-Kompartimente beinhaltet die zeitlich definierte
regionsspezifische Zellproliferation und Apoptose, die Beschrankung der Zell-
differenzierung und schlussendlich die Modulation der Zellmigration.

Fur jede Spezies besteht ein eigener Zeitplan der embryonalen und fetalen
morphologischen  Entwicklung. Wahrend die Bildung des menschlichen
Telenzephalons bis zum Ende des sechsten Schwangerschaftsmonats fast
vollstandig abgeschlossen ist, dauert die Ausreifung des Cerebellums bis Monate
nach der Geburt an (Abraham et al. 2001).

1.2 Allgemeine ZNS-Entwicklung

Am 8. Tag der Embryonalphase, nachdem sich die Blastozyste eingenistet hat,
beginnt die Differenzierung der Keimblatter. Es bildet sich das innere Keimblatt
(primares Entoderm) und das aufRRere Keimblatt (primares Ektoderm). Aus dem
Entoderm entstehen der Magen-Darm-Kanal und andere Organe wie Trachea,
Lunge, Leber, Pankreas, Schilddriise sowie die Nebenschilddrise. Das Ektoderm

bildet die Grundlage fur die aul3ere Haut, die Sinnesorgane und das Nervensystem.

Im Laufe des 15. Entwicklungstages formiert sich im hinteren Drittel, in der Mittellinie
der zweiblattrigen Keimscheibe, der Primitivstreifen. Aus diesem Zellmaterial
entwickelt sich das mittlere Keimblatt, das Mesoderm. Aus dem Mesoderm gehen
unter anderem das Herz, Bindegewebe, Knochen, die Skelettmuskulatur und die

inneren Keimdrisen hervor.

In der 3. Entwicklungswoche verdichtet sich das Ektoderm oberhalb des Primitiv-

knotens zur Neuralplatte. Dieser Vorgang wird durch die darunter liegende Chorda
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dorsalis induziert. Im mittleren Abschnitt beginnt die Aufrichtung der Neuralwiilste zu
den Neuralfalten und die Ausbildung der Neuralrinne. Die Neuralfalten wachsen
aufeinander zu, verschmelzen miteinander und bilden so am 21. und 22.
Entwicklungstag das Neuralrohr. Am kranialen und kaudalen Ende des Embryos
erfolgt die Verschmelzung etwas spater, da die Verschmelzung in der Halsregion im

Bereich des vierten Somiten beginnt.

Anenzephalie s Verschm
Neuroporus des
Hinterhaupts

anteriorer
Neuroporus

\ N& **  VerschiuR 1

VerschluR 1 |

Spina bifida —
occulta

posteriorer
Neuroporus

i

Lumbosakrale
Spina bifida

Kraniorhachischisis

Abbildung 1: Darstellung der Verschmelzung des Neuralrohres. Die wichtigsten
Pathologien der Neuralrohrschlussdefekte sind mit roten Pfeilen dargestellt (Copp et
al. 2003).

Somit entstehen zwei Offnungen, die als Neuroporus anterior und Neuroporus
posterior bezeichnet werden. Uber diese besteht eine kurzzeitige Verbindung
zwischen dem Lumen des Neuralrohres und der umgebenden Amnionhdhle. Der
Verschluss des anterioren Neuroporus erfolgt am 25. Tag, der des posterioren zwei

Tage spater (siehe dazu auch Abbildung 1).
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Das kraniale Ende des Neuralrohres weist drei primare Hirnblaschen auf:

das Prosenzephalon (Vorderhirn),

das Mesenzephalon (Mittelhirn) und

das Rhombenzephalon (Rautenhirn).
Zur gleichen Zeit faltet sich das Neuralrohr nach ventral ein, somit entstehen zwei
Krimmungen: die Nackenbeuge, als Grenze zwischen Rautenhirn und Ruckenmark
und die Scheitelbeuge im Bereich des Mesenzephalons.
In der funften Entwicklungswoche entsteht die Grol3hirnanlage. Dabei teilt sich das
Prosenzephalon in das paarige Telenzephalon (Endhirn) und das unpaarige
Dienzephalon (Zwischenhirn).

Im Bereich des Rhombenzephalons knickt die Neuralanlage nach ventral ab, so
entsteht die Briuckenbeuge. Der vordere Abschnitt des Rhombenzephalons wird
Metenzephalon (Nachhirn) genannt, der hintere Abschnitt Myelenzephalon
(Markhirn).

Die Gehirnventrikel werden aus den embryonalen Hirnblaschen gebildet. Sie sind mit
Liquor gefullt und stehen Uber den Zentralkanal mit dem Rickenmark in direkter
Verbindung.

1.3 Entwicklung der neokortikalen Schichtung

In der 6. Entwicklungswoche beginnt die anfangs dinne Wandung der
Endhirnblaschen, durch sich rasch teilende Zellen in der Ventrikularzone, immer
dicker zu werden (Choi 1988, Mollgard und Schuhmacher 1993, Zecevic 1993). Zu
diesem frihen Zeitpunkt besteht die Hemisphdarenwand aus zwei Schichten, der
Ventrikularzone, in der viele Mitosefiguren zu finden sind (Choi 1988), und einer
superfiziell liegenden, wenig zellreichen Zone, die auch ,Preplate” genannt wird. Die
Mitosefiguren sind vertikal orientiert, was fir eine symmetrische Teilung spricht, bei
der beide Tochterzellen wieder in den Mitosezyklus eintreten und dabei die
Proliferation vorantreiben. Unterstiutzt wird diese Annahme durch das Vorhandensein
von immunhistochemisch nachweisbarer proliferativer Aktivitat (PCNA, proliferation
cell nuclear antigen) in der Mehrzahl der Zellkerne der Ventrikularzone (Mollgard und
Schuhmann 1993). Die Ventrikularzone besteht jedoch nicht nur aus neuronalen
Zellen, sondern beherbergt auch radiale Gliazellen, deren Hauptfunktion in der

Lenkung der migrierenden Neuronen besteht (Rakic 1995). Die radialen Gliazellen
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sind durch die gesamte Zeit der Neurogenese mitotisch aktiv, verschwinden
anschlieBend oder werden zu Astrozyten, wenn die Auswanderung der Neuronen
abgeschlossen ist. Zudem wird vermutet, dass die radialen Gliazellen selbst Neurone
bilden kénnen (Noctor et al. 2001), und somit vielleicht als Wegbereiter flr den
Proliferationsgipfel in der Neokortexentwicklung dienen. Die zum Teil durch
Gliazellen selbst gebildeten Neuronen (Noctor et al. 2001) nutzen wiederum die
Gliazellen als eine Art ,FUhrungsseil“, um zu ihrem Bestimmungsort zu gelangen.
Dort bilden sie funktionale kortikale Einheiten.

Die Subventrikularzone tritt ab der 7. Entwicklungswoche als nicht so zellreiche, aber
dennoch proliferative Zellschicht tber der Ventrikularzone in Erscheinung. Aus dieser
Zone gehen hauptséachlich neuronale und gliale Zellen hervor (Letinic et al. 2002).
Ihre Zellen wandern nicht aus.

Durch die voranschreitende Proliferation von Neuronen aus der Ventrikuldrzone
formiert sich in der 8. Woche in der bereits bestehenden ,Preplate” die Rindenplatte.
Somit ergibt sich ein raumlicher Aufbau, in dem die Marginalzone oberhalb der
Rindenplatte und die Intermediarzone unterhalb zu liegen kommt (Marin und
Rubenstein 2003).

Zudem entsteht unterhalb der Rindenplatte eine weitere zellarme Neokortexschicht,
die ,sekundare Rindenplatte“ genannt wird (Choi 1988, Zecevic 1993). Die Zeit bis
zur 10. Entwicklungswoche ist von Wachstum und Verdickung der Rindenplatte,
sowie der Expansion der Intermedidrzone gepragt (Choi 1988). Die weiterhin
andauernde VergroRerung der Ventrikularzone deutet an, dass die Zahl der
proliferierenden Zellen immer noch die Zahl der auswandernden Zellen Ubersteigt.
Mit der 12. Woche ist der Proliferationsgipfel des humanen Neokortex erreicht
(Simonati et al 1999). Ab jetzt nimmt die Ventrikularzone nicht mehr an Grol3e zu, die
symmetrische Teilung geht in die asymmetrische Proliferation Uber (Simonati et al.
1999). Die Mitosefiguren sind nun horizontal angeordnet, es bleibt nur noch eine
Tochterzelle in der Ventrikularzone zurick, wéhrend die andere Tochterzelle in
Richtung der pialen Oberflache auswandert und dort beginnt sich zu differenzieren
(Chenn und McConnell 1995).

Im Gegensatz zur Ventrikuldrzone ist die proliferative Aktivitat (PCNA) bis zu diesem
Zeitpunkt in der Intermedidrzone und der sekundaren Rindenplatte nur minimal

ausgepragt (Mollgard und Schuhmacher 1993, Simonati et al. 1999).
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Auch in der 16. Woche nehmen die Schichtdicke und das Volumen der Ventrikular-
zone immer weiter ab, die Teilungsaktivitat in der Ventrikular- und der
Subventrikularzone sinkt stetig (Simonati et al. 1999). Die Mehrzahl der Zellen
wandert nun aus.

Dem gegenuber steigt in der Intermediarzone und der sekundaren Rindenplatte die
Proliferationsaktivitat zwischen der 23. und 25. Entwicklungswoche stark an und fallt
erst gegen Ende des letzten Trimenons (30. bis 37. Woche) wieder ab (Kendler und
Golden 1996), was mit dem Verlust der sekundaren Rindenplatte einher geht
(Kostovic und Rakic 1990). Einige Zellen der sekundaren Rindenplatte bleiben
jedoch als permanente interstitielle Zellen in der weil3en Substanz bis ins adulte
Gehirn erhalten (Kostovic und Rakic 1990). Proliferative Aktivitat ist in der
Rindenplatte wahrend der Pranatalphase nicht nachweisbar (Simonati et al. 1999).
Die Subventrikuldrzone verschwindet kurz vor der Geburt fast restlos, jedoch bleibt

ein kleiner Teil bis ins Erwachsenenalter mitotisch aktiv (Goldman 1998, Bernier et
al. 2000). (siehe Abbildung 2).

‘t
Rt
10. Woche MGE
v R =85
8. Woche =e , _ ggr:
7. Woche as
ez DY T | S=
" 3 =
2 5 SEss
'.:_ ‘ }\;E—%
sv SR sv /Y ;.——_3
i 7‘ -r..
24\ =, *’
v, . D (IR,
D E F G

Abbildung 2: Darstellung der Entwicklung der menschlichen Neokortexschichten:
Ventrikularzone (VZ), Preplate (PP), Subventrikularzone (SV), Intermediarzone (12),
Rindenplatte (RP), Marginalzone (MZ), Sekundare Rindenzone (SRZ), Ependym (E),

,weille Substanz® (WS), Kortex (K), Molekularzellschicht (MZS) (Modifiziert nach
Chan et al. 2002).
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1.4 Migration im Neokortex

Wahrend der Entstehung des ZNS basiert die Auswanderung der neuronalen
Vorlauferzellen auf zwei unterschiedlichen Mechanismen, der radialen und der
tangentialen Migration. Bei der radialen Migration handelt es sich um eine Punkt-zu-
Punkt-Beziehung zwischen der kortikalen Ventrikularzone und der pialen Oberflache.
Dabei liegen die Zellkdrper der glialen Zellen in der Ventrikularzone und bilden mit
ihren Auslaufern eine Art ,FUhrungsseil“. Zur Auswanderung bedarf es erst einer
Vorbereitung der Bewegung, dann folgt die Anlagerung der neuronalen
Vorlauferzelle an die radiale Gliafaser. Nach der eigentlichen Bewegung kommt es
zur Ablosung des Neuroblasten an dessen Zielort und der Eingliederung in die dort
entstehende Zellformation (Marin und Rubenstein 2003).

Wahrend die radiale Migration das fihrende Leitsystem in der ZNS-Entwicklung
darstellt, hat man schon frih bemerkt, dass es noch andere Lenksysteme geben
muss. Einige Arbeitsgruppen stellten fest, dass sich manche Zellen unabh&éngig vom
glialen ,Fuhrungsseil“ ausbreiten (Altmann 1969, Austin und Cepko 1990, Rakic und
Sidman 1969). In manchen Féllen benutzen Gruppen von Neuronen sich gegenseitig
fur die Migration, in anderen Fallen folgen sie wachsenden Axonen um ihren
Bestimmungsort zu erreichen. Wieder andere scheinen keiner bestimmten Struktur
zu folgen. Insgesamt respektieren tangential auswandernde Zellen keine regionalen
Grenzen (Marin und Rubenstein 2003).

1.5 Entstehung anderer ausgewahlter Hirnstrukturen

Wahrend der sechsten und siebten Schwangerschaftswoche bildet sich an der Wand
der beiden Seitenventrikel eine Vorwdlbung (Protrusion), der Ganglienhigel
(Hinrichsen 1990). Dieses zellreiche Areal, das aus Zellen der Ventrikular- und
Subventrikularzone besteht, lasst sich wieder in zwei Bereiche unterteilen. Dabei
bildet der laterale Anteil des Ganglienhtigels den Ursprung fur den Nucleus caudatus
und das Putamen, wahrend sich der Globus Pallidus aus dem medialen Anteil
entwickelt. Da Teile des medialen Anteils des Ganglienhiigels an der Entstehung der
Wand des dritten Ventrikels beteiligt sind, wird davon ausgegangen, dass der Globus
Pallidus diencephalen Ursprungs ist (Kuhlenbeck 1954, Richter 1965). Die Amygdala
findet ihren Ursprung im kaudalen, ungeteilten Anteil der intraventrikularen

Protrusion.
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Durch die Entstehung einer kompakten Faserstruktur, auch Capsula interna genannt,
wird der Nucleus caudatus vom Putamen getrennt. Zellen, die mit dem Ziel das
Pallidum zu bilden, aus dem medialen Teil des Ganglienhlgels auswandern,
kommen direkt medial neben den Zellen des zukinftigen Putamen zu liegen. Im
ausgereiften Gehirn werden Pallidum und Putamen dann als Nucleus lentiformis
zusammengefasst. Alle Kerngebiete vereint bilden die sogenannten Basalganglien.
Der Entstehung des Diecephalons liegen funf Zonen zugrunde: der Epithalamus, der
dorsale Thalamus, der ventrale Thalamus, der Subthalamus und der Hypothalamus
(Kahle 1956, Richter 1965). All diese Strukturen kénnen schon vor dem vollendeten
zweiten Schwangerschaftsmonat identifiziert werden (Yamadori 1965, Kostovic
1990). Die Zone des dorsalen Thalamus besteht zu Beginn nur aus einer diinnen
Schicht, die sich jedoch im Laufe der Entwicklung durch ein enormes Zellwachstum
und Zelldifferenzierung zu einem wichtigen Schaltzentrum entwickelt. Dort werden

die Efferenzen und Afferenzen zwischen Telencephalon und Riuckenmark moduliert.

1.6 Entwicklung der Schichten des Cerebellums

Das Kleinhirn entwickelt sich aus zwei Ausstilpungen der Flligelplatte zu beiden
Seiten des Metenzephalons (,rhombenzephale Lippe®), die sich dorsal Uber den
vierten Ventrikel wolben. Die Rautenlippen werden in rostrokaudaler Richtung zur
Kleinhirnplatte zusammengedrickt. In der 12. Entwicklungswoche sind der Vermis
und die beiden lateralen Hemisphéaren bereits zu erkennen. Zu Beginn setzt sich die
Kleinhirnplatte aus der Ventrikularzone sowie aus einer Intermediédrzone und einer
Marginalzone zusammen.

Zwei Zonen, die Ventrikularzone und die AuBere Kornerzellschicht, sind fiir die
Entstehung der Kleinhirnschichtung verantwortlich (Sidman and Rakic 1973, Rakic
1990, Hatten 1999, Wingate und Hatten 1999, Wingate 2001). Die Ventrikularzone
des Kleinhirns ist hauptsachlich zwischen dem zweiten und dem dritten
Entwicklungsmonat aktiv. Sie bringt erst die Zellen der tiefen Kleinhirnkerne und
spater die Purkinjezellen hervor. Die Urspringe (primordia) der Kleinhirnkerne
entstammen der Kleinhirnplatte und sammeln sich durch tangentiale Migration
rostrolateral an. Als eigenstidndige Masse sind diese ab der 10. Woche erkennbar.
Sobald die Neurone der Hirnkerne ausgewandert sind, beginnt die Entwicklung der
Purkinjezellen. Diese sammeln sich erst oberhalb der Ventrikularzone und wandern

spater in den dartber liegenden Kleinhirnkortex. Um die 10. Woche bilden die
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Purkinjezellen innerhalb der Mantelzone eine eigene Schicht. Die einzelnen
Purkinjezellen reifen immer weiter und aus der urspriinglich mehrere Zellen dicken
Schicht entwickelt sich allmahlich die sogenannte Purkinjezellschicht, die nur noch
eine Zelllage umfasst. Neben den Purkinjezellen und den Zellen der Kleinhirnkerne
werden auch die Korbzellen, die Sternzellen und die Golgi-Zellen von der
Ventrikularzone gebildet (Hatten und Heintz 1995) oder gehen aus freien, in der
weilden Substanz liegenden Vorstufen hervor.

Die AuRere Kornerschicht entwickelt sich aus den Rautenlippen des
Metenzephalons. Dabei wandern Neuroblasten aus den Rautenlippen durch die
Marginalzone an die Oberflache des Kleinhirns aus und bilden dort die &ul3ere
Kdrnerschicht. Hier entsteht eine Proliferationszone, die im Gegensatz zum
Neokortex noch Monate nach der Geburt weiter proliferiert, jedoch die héchste
Proliferationsrate zwischen der 28. und 34. Entwicklungswoche der Schwangerschaft
aufweist (Abraham et al. 2001). Die spateren Kdrnerzellen haben ihren Ursprung in
der proliferierenden AuRReren Kornerzellschicht und werden in ihrer Wanderung in die
tieferen Schichten des Kleinhirns durch die Gliazellen geleitet (Rakic 1971, Sidman
und Rakic 1973). Bis zur 28. bzw. 32. Woche der fetalen Entwicklung werden die
Purkinje- und die Innere Kdrnerzellschicht durch eine zellarme Lamina dissecans
getrennt, die danach wieder verschwindet (Rakic und Sidman 1970). Die
Molekularschicht verandert sich zwischen der 30. und 38. Woche nur geringfligig
(Friede 1973) im Vergleich zur der danach einsetzenden Proliferation. Die adulte
Schichtdicke wird anndherungsweise zwischen dem achten und neunten postnatalen
Monat erreicht (Abraham et al. 2001) (siehe Abbildung 3). Die Schichtdicke der
AuReren Kornerzellschicht bleibt zwischen der 28. Schwangerschaftswoche und dem
ersten postnatalen Monat unverandert, danach setzt die Rickbildung ein. Die letzten
Uberreste der AuReren Kornerzellschicht verschwinden zwischen dem achten und

elften Lebensmonat des Kindes (Abraham et al. 2001).
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Abbildung 3: Darstellung der Histogenese des menschlichen Cerebellums in der
achten Schwangerschaftswoche (A), der 13. Woche (B), der 20. Woche (C), der
25. Woche (D), der 30. Woche (E), der 40. Woche (F) und sieben Monate nach der
Geburt (G). Die Pfeile stellen die Hauptmigrationsrichtung dar. Die AuRere
Kdrnerzellschicht und ihre Abkdmmlinge sind rot dargestellt. Bei den nummerierten
Schichten handelt es sich um die Ventrikulare Matrix (1), die Intermediarzone (2), die
Marginalzone (3), die rhombische Lippe (4), die AuRere Kornerzellschicht (5), die
tiefen Kleinhirnkerne (6), die Purkinjezellschicht (7), die Innere Kérnerzellschicht (8),
die Lamina dissecans (9) und die Molekularzellschicht (10) (aus Nieuwenhuys,

Voogd, Van Huijzen 4. Auflage, basiert auf der Darstellung von Fujita 1969).

1.7 Migration im Kleinhirnkortex und Sonic Hedgehoq

Shh scheint den Purkinjezellen bei der Migration von der Ventrikularzone, dem
Geburtsort der Purkinjezellen, gen AuRere Kornerschicht den Weg zu weisen
(Dahmane und Ruiz i Altaba 1999), da das Fehlen des Shh-Signals zur Ausbildung
einer desorganisierten Purkinjezellschicht fuhrt (Lewis et al. 2004).

Das Shh-Signal ,wandert* dann in Richtung AuRere Koérnerzellschicht, lasst die
Vorlauferzellen der AuReren Kornerzellen proliferieren und belasst diese jedoch in
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einer undifferenzierten Form (Stecca und Ruiz i Altaba 2005). Der Ligand Shh fordert
nun die Ausreifung der Bergmann-Glia (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999). Die
ausgereiften Bergmann-Glia hemmen ihrerseits die Shh-Expression (Dahmane und
Ruiz i Altaba 1999) und ermdglichen somit das Auswandern in die Innere
Kornerzellschicht, bzw. die Ausdifferenzierung der Vorlauferzellen (Dahmane und
Ruiz i Albata 1999). (siehe Abbildung 4).

Weiterhin aktivierter
Shh/Gli-Signalweg — Gehirntumor

—| Mitotisch
AuRere

P itotisch Kérnerzell-
ost-mitotisc schicht

Pré-migratorisch

Molekular-
schicht

Migrierend
Kornerzell-
vorlaufer Purkinje-
zellschicht

Reife Innere
Kornerzellen Komerzell-

schicht

Rhombische Lippe

unreife
Purkinjezellen

unreife
Bergmann-Glia —_

Ventrikuléarzone /

Abbildung 4: Darstellung der Rolle von Sonic Hedgehog in der Kleinhirnentwicklung.
(A-D) Neuronale Kérnerzellvorlaufer migrieren tangential von der rhombischen Lippe
und benutzen dabei wahrscheinlich den Shh-Signalweg in Mausen in einer ,transient
autokrinen“ Weise (gestrichelter griner Pfeile). (B) Purkinjezellen und spéter auch
Bergmann-Glia entwickeln sich aus der Ventrikularzone und migrieren gen AuRere
Kornerzellschicht. Dabei kénnten die Purkinjezellen Shh in einer autokrinen Weise
nutzen. (C) Shh aus Purkinjezellen induziert die Reifung der Bergmann-Glia. (D) In
der spateren AuReren Kornerzellschicht proliferieren die Koérnerzellvorlaufer in der
aulReren Schicht durch das von Purkinjezellen exprimierte Shh, sobald die Shh-
Expression in der AuReren Kdrnerzellschicht nachlasst. Zur gleichen Zeit senden
ausgereifte Glia ihre Auslaufer in die innere Schicht der AuReren Kornerzellschicht.

Diese oder andere kortikale Zellen kbnnten dann Faktoren bereitstellen, die die
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Differenzierung von Koérnerzellvorlaufern ermdéglichen und somit im Rickschluss die
Effekte von Shh antagonisieren. Die Kérnerzellen wandern anschlie3end entlang der
glialen Fasern durch die Molekularschicht und die Purkinjezellschicht, um die Innere
Kdrnerzellschicht zu bilden. (D) Das Weiterbestehen des autokrinen Shh-Signals in
der AuReren Kornerzellschicht oder das Unvermogen, die Zelldifferenzierung
einzuleiten, konnte die Entstehung von cerebellaren Tumoren zur Folge haben

(modifiziert nach Dahmane et al.1999).

1.8 Die Hedgehog-Familie

Zum ersten Mal wurde ein Vertreter der Hedgehog-Familie bei der Suche nach
Segment-Polaritats-Mutationen in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt
(NUsslein-Volhard und Wieschaus 1980). Spater stellte sich heraus, dass der
Hedgehog-Signalweg fiir die Entwicklung von vielen Organismen von entscheidender
Bedeutung ist.

Dem Hedgehog-Signalweg wurde eine enorme Bandbreite von Funktionen bei
Entwicklungsereignissen in der Fliege, in Wirbeltieren und in menschlichen
Embryonen nachgewiesen. Zudem spielt der Signalweg eine zentrale Rolle bei der
Tumorgenese (Hammerschmidt et al. 1997, Ingham 1998). Im Gegensatz zur
Drosophila und anderen Wirbellosen (Invertebrata), die nur ein Hedgehog-Gen
besitzen, verfigen Vertebraten Uber eine Familie von homologen Hedgehog-Genen.
Diese umfasst Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hegdehog (Ihh) und Desert Hedgehog
(Dhh) (Echelard et al. 1993).

1.8.1 Desert Hedgehog und Indian Hedgehoqg

Desert Hedgehog (Dhh) wirkt regulierend auf die Spermatogenese und beeinflusst
die Organisation des Perineuriums, das die peripheren Nerven umhdllt. Indian
Hedgehog (lhh) hingegen ist involviert in die Proliferation und Reifung der
Chrondrozyten wahrend der Entstehung des Knorpelskeletts (St.-Jacques et al.
1999).

1.8.2 Sonic Hedgehog
Sonic Hedgehog wird von den Purkinjezellen gebildet, zur Proliferation von

Kdrnerzellvorstufen ben6tigt und induziert die Differenzierung von Bergmann-Glia im

Cerebellum. Eine Blockierung der Shh-Funktion flhrt zu einer mangelhaften
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Differenzierung von Kornerzellen und Bergmann-Glia, sowie zu einer abnormen
Purkinjezellentwicklung (Dahmane et al. 1999).

Im menschlichen Embryo konnte Shh in der Chorda dorsalis, der Fligelplatte des
Neuralrohres, im Gehirn und in Zonen polarisierender Aktivitdit der sich
entwickelnden Extremitdten und des Darms nachgewiesen werden (Odent et al.
1999). Eine gewebespezifische Verteilung der anderen Proteine des Sonic-
Hedgehog-Signalweges konnte im menschlichen Embryo bisher noch nicht
nachgewiesen werden, jedoch weil3 man um die Expression von Glil, Gli2 und Gli3-
RNA in adulten menschlichen Gewebe (Ruppert et al.1988).

Das Sonic Hedgehog-Gen kodiert Signalmolekile, die in der Embryonalentwicklung
als kontaktabhangige Faktoren, in ,short range®-, sowie als diffusionsfahige

Morphogene, in ,long range®- Prozesse, involviert sind (Johnson et al.1995).

Eine aktuelle Arbeit von Balordi und Fishell zeigt den Effekt von embryonalem
Smoothened-Verlust als Indikator fir das Fehlen von Shh in der Subventrikularzone
(SVZ). Dabei wurden Stammzellreihen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Telenzephalon der Maus beobachtet. Auf der Basis von vorliegenden Ergebnissen,
dass sowohl im Ruhezustand befindliche adulte neurale Stammzellen (B-Zellen) als
auch teilungsaktive Vorlauferzellen (C-Zellen) auf das Hh-Signal reagieren (Ahn und
Joyner 2005, Palma et al. 2005), wurden folgende Uberlegungen vorgenommen: Die
Arbeitsgruppe ging davon aus, dass in Smo-Null-Mutanten sowohl die B- und die C-
Zellen, jedoch nicht die A-Zellen (Neuroblasten) beeinflusst sind. Die Studie zeigte
eine normale SVZ bei Geburt, jedoch konnte zwei Wochen postnatal eine rapide
Verminderung der B- und C-Zellpopulationen, sowie eine Zunahme der Zelltodrate
beobachtet werden (Machold et al. 2003). Im Gegensatz dazu waren A-Zellen zu
Beginn vermehrt nachweisbar, jedoch kam es nicht zur normalen Migration in die
olfaktorischen Bulbi und ab dem 30. Lebenstag war auch hier ein Untergang der
Zellpopulation zu beobachten. Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass
der Hh-Aktivierungsweg fur die Aufrechterhaltung der B- und C-Zellpopulationen
essenziell ist und des Weiteren indirekt fur die Migration der Neuronen, die in der
adulten Stammzellnische generiert werden, verantwortlich ist (Balordi und Fishell
2007).
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1.8.2.1 Cholesterol und Sonic Hedgehoq

Wie alle Hedgehog-Proteine durchlauft auch Shh eine molekulare Modifikation im
Endoplasmatischen Retikulum. Diese beinhaltet die Spaltung des Signalpeptids,
gefolgt von einer autokatalytischen Teilung des Shh-Proteinvorlaufers in eine ~19
kDa N-terminale Doméane (Shh-N), (Signaldoméne), und eine ~25 kDa C-terminale
Domane (Shh-C), (katalytische Doméane) (Marti et al. 1995). Shh-C besitzt
intermolekulare Cholesterol-Transferaseaktivitdt und ist fir die kovalente Bindung
des Cholesterolmolekiiles an die letzte Aminosaure des Shh-N-Fragments
verantwortlich (Nybakken et al. 2002, Porter et al. 1996a). Die Anheftung des
Cholesterols spielt eine wichtige Rolle bei der Verankerung in die Zellmembran und
konnte bei der Lenkung des intrazellularen Transportes durch das Epithel von
Bedeutung sein (Porter et al. 1996b, McMahon 2000).

Nach der Cholesterolanheftung erfolgt eine weitere Modifikation durch die
Anknupfung einer Palmitinsdure (PAL) an das aminoterminale Ende (Pepinsky et al.
1998, Chamoun et al. 2001) (siehe Abbildung 5).

NH, Fiigt'i‘g"e Signaldomane Katalytische Domane ~ COOH

Signaldoméne Katalytische Doméne

CroL

CroL
croL

Abbildung 5: Die Lipidmodifikation des Sonic Hedgehog-Proteins (Cohen 1999,
Cohen und Shiota 2002).
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Obwohl die duale Lipidmodifikation des Hedgehogproteins die Retention in der
Zellmembran begunstigt, wurde paradoxerweise gezeigt, dass die Anheftung des
Cholesterols ausschlaggebend fir die ,long-range” Aktivitat des Hh-Proteins ist.

Eine Schlusselrolle in der ,long-range“ Signallbermittlung spielt der spezifische
Eintritt in unterschiedliche Phasen des Zellzyklus. Dies geschieht in Abh&ngigkeit von
spezifischen Schwellenwerten der Hh-Aktivitat. Deshalb ist nicht nur die Reichweite,
sondern auch die Starke der Hedgehog-Aktivitat entscheidend. Eine Abspaltung des
Cholesterolrestes vom Protein wirde die schnelle und uneingeschrankte Ausbreitung
des Proteins ermdglichen und somit zu einer Stérung der Verteilung der Signal-
aktivitat fuhren. Durch den Verlust der Signalaktivitatsstarke kann der fir den Eintritt
in die verschiedenen Phasen des Zellzyklus benétigte Schwellenwert nicht mehr
erreicht werden. Deshalb ist die Verbindung des Cholesterols mit dem Hedgehog-
Protein entscheidend fur die kontrollierte Diffusion durch Zellkomponenten, um die
geeignete rdumliche Verteilung der Signalaktivitat zu ermdglichen (Ingham 2008)
(siehe Abbildung 6).

Protein- HhNp
level

Distanz zum Ursprungsort

Abbildung 6: Darstellung der Gewebeverteilung der cholesterolabhangigen
Signalaktivitatsstarke des Hedgehog-Proteins. Die kontrollierte Diffusion des an
Cholesterol gekoppelten Proteins (HhNp) fiihrt zu einer graduierten Verteilung. Dem
gegenuber zeigt sich bei der unmodifizierten Form (HhN) ein rapider Abfall der
Signalaktivitdt am Ursprungsort und daraufhin in der Peripherie eine relativ uniforme

Verteilung der Signalstarke (Ingham 2008).

Um die Ablosung des Cholesterol-modifizierten Hedgehog-Proteins zu
gewahrleisten, bedarf es der Aktivitdt von Dispatched, einem Transmembranprotein
(Burke et al.1999). Dispatched vermag den Einbau von Hedgehog-Proteinen in
mizellenahnliche Komplexe oder in Lipoproteinpartikel voranzutreiben (Ingham
2008). Beide Funktionseinheiten kdnnen den Abtransport des Hedgehog-Molekils

von der produzierenden Zelle ermdglichen (Ingham 2008).
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1.9 Der Sonic Hedgehog-Signalweg
Das Shh-N bindet an das 12-Transmembranprotein Patched (Stone et al. 1996).

Saugetiere besitzen zwei Patched-Proteine, die Hh jedoch mit der gleichen Affinitat
binden (Carpenter et al. 1998). Liegt kein Shh-Ligand vor, interagiert Patched mit
dem 7-Transmembranprotein Smoothened und inhibiert dieses. Ob diese Inhibition
durch die direkte Interaktion zwischen Patched und Smoothened oder durch weitere
Proteinkomponenten geschieht, ist bis jetzt noch ungeklart (Nakano et al.2004,
Huangfu und Anderson 2006). Bindet jedoch Shh an Patched, wird die inhibierende
Funktion von Patched unterdriickt und somit die Hemmung von Smoothened
aufgehoben. Zudem kommt es zu einer Anreicherung von Smoothened in der
Plasmamembran (Incardona et al. 2002, Denef et al. 2000). Es folgt eine Ligand
unabhangige Signalweiterleitung von Smoothened. Smoothened interagiert nun mit
dem Transkriptionsfaktor Cubitus interruptus (Ci) in Drosophila und der Gli-Familie in
Vertebraten. Die Gli-Familie besteht aus 3 Mitgliedern: Glil, Gli2 und GIi3, die in den
Zellkern diffundieren und dort unterschiedliche Aufgaben als Transkriptionsfaktoren
ausuben. Liegt der Hedgehog-Ligand vor, kommt es zu einer Modulierung der
Aktivitat der Gli-Familie (Ingham 2008) (siehe hierzu auch Abbildung 7). Die Rolle der
einzelnen Familienmitglieder der Gli-Familie ist noch nicht eindeutig geklart. In einem
Modell wirken Glil (Lee et al. 1997) und Gli2 (Huangfu und Anderson 2006)
aktivierend auf die Shh-Zielgene, wahrend Gli3 eher hemmend wirkt (Ruiz i Altaba
1997). Ein anderes Modell geht davon aus, dass, analog zu Cubitus interruptus (Ci)
in Drosophila, unterschiedliche Domé&nen des Gli3-Proteins gegensatzliche Effekte
hervorrufen. Dabei vermittelt das Ci-75, welches im Zellkern lokalisiert ist, die
Repressoraktivitat und das ,full-length® Molekll (Ci-155), das im Zytoplasma
beheimatet ist, Ubernimmt die aktivierende Wirkung (Biesecker 1997, Wang et al.
2000) (siehe auch Abbildung 9).

Studien mit Mausmutanten, in denen jeweils zwei Mitglieder der Gli-Familie
ausgeschaltet wurden (double mutant mice), haben gezeigt, dass eine genetische
Interaktion zwischen Glil und Gli2 in der Region des Dienzephalons (Park et al.
2000), Gli2 und Gli3 in der Skelettentwicklung (Mo et al. 1997), sowie in einer Reihe
anderer Entwicklungsprozesse besteht. Jedoch konnten die Interaktions-
mechanismen der Gli-Familie bis dato nicht eindeutig geklart werden.

Im Gegensatz zur Signalweiterleitung in Drosophila spielen bei der Signal-

transduktion in Vertebraten Zilien eine Rolle. Bei Untersuchungen von Maus-
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mutanten, bei denen Zilien abwesend waren, zeigte sich eine stark reduzierte
Prozessierung von GIli3 und ein Verlust der Gli2-Aktivitat (Haycraft et al. 2005,
Huangfu und Anderson 2005, Liu et al. 2005).

Shh

Smoothened : Patched
(Smo) (Ptc)

}

Gli
Complex
-Hh/ \+Hh
Gli Repressor Gli Activator
P 4>p

Abbildung 7: Der Sonic Hedgehog-Signalweg beinhaltet zwei Transmembran-
proteine, Patched (Ptch) und Smoothened (Smo). Shh bindet an Ptch, wahrend Smo
als Signaltbermittler fungiert. Liegt kein Ligand vor, hemmt Ptch Smo. Durch diese
Hemmung wird der Repressor der Transkriptionsfaktor-Familie Gli aktiviert. In der
Anwesenheit des Shh-Liganden wird die Hemmung von Smo durch Ptch
aufgehoben. Daraufhin dringen die Gli-Proteine in den Zellkern ein und fiihren dort

ihre Aufgabe als Transkriptionsfaktoren aus (Gilbert 2000).

1.10 Interaktionen zwischen Patched und Smoothened

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwéhnt, besteht bisher keine Klarheit Gber den
genauen Interaktionsmechanismus zwischen Patched und Smoothened.

H&aufig wird eine Hemmung des Smoothened-Proteins durch Patched innerhalb eines
gemeinsamen Komplexes beschrieben. Bindet nun ein Molekll der Hh-Familie an
Patched, kommt es zu einer Konformationsanderung des Patched-Smoothened-
Komplexes und Smoothened kann nun das Hh-Signal Ubermitteln (Stone et al. 1996)

(siehe Abbildung 8-a). Kalderon beschrieb in einem Review aus dem Jahre 2000 den
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konventionellen Ansatz, sowie drei weitere Moglichkeiten der Interaktion der beiden
Transmembranmolekile.

Im zweiten Modell verursacht die Bindung von Hh an Patched eine Spaltung des
Patched-Smoothened-Komplexes und es kommt somit zur Aktivierung von
Smoothened (Chen und Struhl 1996) (Abbildung 8-b). Dem gegeniber hemmt im
dritten Modell Patched mit Hilfe eines diffusionsfahigen Botenstoffes Smoothened.
Der Botenstoff wiederum wird in der Anwesenheit eines Hedgehogmolekiils
seinerseits gehemmt (Abbildung 8-c) und Smoothened somit aktiviert. Im letzten
Modell inaktiviert ein an Patched gebundenes Enzym (vielleicht eine Kinase oder
Phosphatase), Smoothened innerhalb des Patched-Smoothened-Komplexes. Jedoch
katalysiert das Enzym die folgende Abspaltung von Smoothened, die durch eine
Bindung mit Hedgehog ausgelost wird. Als Folge der Verbindung mit Hh dissoziiert
Smoothened von Patched und dessen assoziierten Enzym ab (Abbildung 8-d)
(Kalderon 2000).

(a) Orthodox (b) Konservativ (c) Radikal (d) Semi- Radikal
Qm Qm QM Qn Dpn Qn /\nﬂﬂ Qr
C IS CWU oo CWU | | — b ) 5.

Abbildung 8: Modell der Regulierung der Smoothened-Aktivitat durch Patched
(Ptch) und Hedgehog (Hh). Zu (a): Patched inhibiert Smoothened innerhalb eines
gemeinsamen Komplexes. Durch die Interaktion mit Hedgehog kommt es zu einer
Konformationsdnderung und somit zur Aktivierung von Smoothened. (b): Hedgehog
aktiviert Smoothened durch eine Abspaltung von Smo aus dem Patched-

Smoothened-Komplex. (c): Patched hemmt Smoothened mit Hilfe eines Botenstoffes
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(gelbes Oval). Die Hh-Bindung hemmt wiederum die Wirkung des Botenstoffes.

(d): Ein mit Patched assoziiertes Enzym (vielleicht eine Kinase oder Phosphatase)
(gelbes Oval) hemmt Smoothened. Durch eine Hh-Bindung katalysiert das Enzym
die Abspaltung von Smoothened aus dem gemeinsamen Komplex und bewirkt somit

dessen Aktivierung (modifiziert nach Kalderon 2000).

1.11 ,,Short- und long-range‘ Signaliibertragung

Sowohl in Drosophila, als auch in Vertebraten, agiert Sonic Hedgehog in der
Mehrheit durch eine Kombination aus ,short- und long-range” Signaltbermittlung.
Dabei spielt in beiden Fallen das N-terminale Peptid die entscheidende Rolle bei der
Signalmodulierung (Roelink et al. 1995, Porter et al. 1995, Porter et al. 1996a). Auf
dem Signalweg kommt es zur Anheftung von Cholesterol an das N-Shh. Durch die
Lipophilie bleibt das Fragment direkt mit der Zellmembran verbunden (Roelink et al.
1995).

,Short-range“ Vorgange lassen sich Uber die Distanz von ein bis zwei
Zelldurchmessern und durch eine kontaktabhangige Kommunikation erklaren.
Schwieriger gestaltet sich die Vorstellung, wie ein membranstandiges Peptid auch in
der Ferne interagieren soll. Dabei kommen mehrere Uberlegungen in Betracht: Die
einfache Diffusion von Shh, ein Schaltmechanismus, bei dem Shh ein zweites
System aktiviert oder die direkte Ubertragung von Shh iber zytoplasmatische
Auslaufer (Zeng et al. 2001). Sowohl in Zellkulturen, als auch in vivo konnte das
Modell der einfachen Diffusion bestarkt werden.

In Studien wurde ein lésliches, am N-terminalen Ende veréandertes Shh verwendet.
Hierbei konnte im Hihnerembryo gezeigt werden, dass dieses veranderte Gen in der
Lage ist, die Induktion von Motoneuronen via ,long-range® Effekten zu steuern
(Roelink et al. 1995). Auch in der Entwicklung der Extremitatenknospen der Maus ist
die Anheftung des Cholesterols flr die normale Signalweiterleitung von grol3er
Bedeutung. Zusatzlich konnte auch hier die einfache Diffusion von Shh tber mehrere
Hundert Mikrometer dargestellt werden (Lewis et al. 2001).

Einer Arbeitsgruppe aus Ohio gelang es, eine frei diffusionsféhige, biologisch potente
und cholesterolmodifizierte (n-ShhNp) Shh-Form nachzuweisen. Zudem konnte die
Notwendigkeit eines Gradientenaufbaus von Shh gezeigt werden, der fir die ,long-
range“ Signallibermittlung von hoher Bedeutung ist (Zeng et al. 2001). Studien mit
dem Fokus auf die Entwicklung des Neuralrohres von Hihnerembryonen konnten

dies ebenfalls bestéatigen. Hierfir wurden durch Deletion veranderte Patched-Gene
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zur Blockierung des Hedgehog-Signalweges verwendet (Briscoe et al. 2001). Die
Visualisierung des Shh-Signals, durch die Verwendung von immunhistochemischen
Verfahren in der Maus, lie® den Schluss zu, dass zur ,long-range® Signalibermittiung
keine sekundaren Mediatoren notwendig sind. Die Signalreichweite konnte in
Abhéangigkeit von jeweiligem Gewebe uber beachtliche Strecken nachgewiesen
werden. Jedoch gelang dies nur nach der Konservierung von
Proteoglykanen/Glycosaminoglykanen (PG/GAG), was den Schluss nahe legt, dass
PG/GAG einen Einfluss auf die Shh-Signaliibermittiung besitzen (Gritli-Linde et al.
2001).

1.12 Die Weggefdhrten des Shh im Sonic Hedgehoqg-Signalweqg

1.12.1 Patched

Das 12-Transmembranprotein Patched (Ptch) (Patched protein homolog 1) ist ein
Rezeptor fur Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) und Desert Hedgehog
(Dhh). In Vertebraten gibt es zwei Patched-Formen, Ptchl und Ptch2. Beide binden
mit der gleichen Affinitat an Hedgehog (Carpenter et al.1998). Ptchl ist beschrankt
auf Zielzellen des Signalweges und wird in Abh&ngigkeit von Shh herauf reguliert. Im
Gegensatz dazu ist Ptch2 mit Shh coexprimiert und die Transkription ist unabhéngig
vom Shh-Signalweg (St.Jacques et al. 1998).

Ptch interagiert mit dem Smoothened-Protein (Smo) (Murone et al. 1999), um die
Hedgehog-Proteine zu modifizieren bzw. den Hedgehog-Signalweg herunterzu-
regulieren (Taipale et al. 2002). Zusatzlich wird die Ausbreitung von Shh reduziert
(Martin et al. 2001). Jedoch wird in Anwesenheit von Shh die Inhibition von
Smoothened aufgehoben und somit der Signalweg wieder aktiviert (Murone et
al.1999).

Die Ausbreitung des Hedgehog-Signals wird tber ein negatives Feedback gesteuert.
Hedgehog bewirkt eine Heraufregulierung der Expression des Transmembran-
proteins Patched. In Vertebraten wird zuséatzlich das Transmembranprotein Hip
(Hedgehog interacting protein) (Chuang und McMahon 1999) heraufreguliert,
welches ebenfalls die Fahigkeit besitzt Hedgehog zu binden. Beide spalten Shh ab
und erhdhen gleichzeitig die rezeptorvermittelte Endozytose, was zu einer Aufnahme
von Shh in die Zelle fuhrt. Auf diesem Wege konnen Zellen, die auf das Hh-Signal
reagieren, die Ausbreitung des Signals dampfen (Chuang und McMahon 1999,

Chuang et al. 2003). Dieser Effekt kann im Prinzip Uber zwei Wege moduliert
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werden, einmal durch die Endozytoserate und zum anderen durch die Starke der
Transkriptionsantwort von Patched und Hip auf die Aktivitat des Hedgehog-

Signalweges (Ingham 2008).

1.12.2 Smoothened
Das Smoothened-Protein, ein 7-Transmembranprotein, ist mit dem Patched-Protein

assoziiert, um die zellulare Antwort des Sonic Hedgehog-Proteins zu vermitteln
(Murone et al. 1999). Dabei wird das Protein fur die Transduktion des Hedgehog-
Proteinsignals uber die Zellmembran in die Zelle benétigt. Patched besitzt die
Moglichkeit Smoothened zu blockieren und somit die Signaltibermittlung von Shh zu
stoppen, jedoch kann diese Blockierung durch die Verbindung mit Shh wieder
aufgehoben werden. Onkogene Formen (Stone et al. 1996, Xie et al. 1998) des
Smoothened Proteins konnen wiederum durch Patched nicht blockiert werden
(Murone et al. 1999). Obwohl eine Ahnlichkeit zu G-Protein-bindenden Rezeptoren
besteht, ist sowohl die molekulare Basis der Smoothened Aktivitat als auch die

endgultige Regulation noch unklar (Nakano et al.2004).

1.12.3 Die Gli-Familie

Das Gli-Protein wurde als Gliom assoziiertes Onkogen benannt, da es mehr als

50-fach verstarkt in malignen Gliomen zu finden ist (Kinzler et al 1987). Das Gen
beinhaltet funf Wiederholungen der Zink-Finger-Sequenz und gehdrt somit in die
Kruppel-Familie (Kr) der Zink-Finger-Proteine. Drei Zink-Finger-Transkriptions-
faktoren Glil, Gli2 und Gli3 sind die Schlisselregulatoren in der Ziel-Gen-
Expression, in Verbindung mit dem Shh-Signal. Dabei vermitteln die
Transkriptionsfaktoren der Polymerase, welches Gen aktiviert bzw. reprimiert werden
soll. Damit die Transkription beginnen kann, tragen sie dazu bei, die RNA-
Polymerase am Promoter in die richtige Position zu bringen und die beiden DNA-
Strdnge zu trennen. Die Aktivatoren funktionieren nach zwei Prinzipien: Sie binden
entweder an den RNA-Polymerasekomplex und verleihen der Polymerase somit eine
hohere Bindungsaffinitdt zum aktivierenden Promoter oder sie haben eine Histon-
Acetyl-Transferase-Funktion. Durch die Acetylierung von Histonen wird das
Chromatin aufgelockert, womit die RNA-Polymerase einen besseren Zugang zur
DNA bekommt und damit effizienter binden bzw. transkribieren kann. Bei den

Repressoren verhalten sich die Prinzipien genau gegenlaufig - die Histon-
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Deacetylasen fuhren zu einer dichteren Verpackung der DNA, und durch die
Blockade von Polymerasebindungsstellen folgt das Absenken der Bindungsaffinitat.
Somit ist die Aktivierung bzw. Inhibition der Transkription das Ende einer langen

Signalubertragungskette, die durch den Liganden Shh ausgelost werden kann.

1.12.3.1Gli 1

Es konnte gezeigt werden, dass das humane Glil eine C-terminale Aktivierungs-
domain besitzt und als Aktivator in Sachen Transkription fungiert (Lee et al. 1997).
Eine hemmende Wirkung von Glil konnte nicht nachgewiesen werden (Lee et al.
1997, Yoon et al. 1998, Dai et al. 1999). In der Maus kommt Gli 1 im ventralen
Neuralrohr vor, wobei die Expression vom Shh-Signal abhangig ist (Bai et al. 2002).
Jedoch zeigen Mausmutanten, denen die Glil Expression komplett fehlt, keine
Entwicklungsdefekte (Park et al. 2000, Bai und Joyner 2001), zumal eher Gli2 initial
auf die Shh-Signal bedingte Zellenantwort reagiert als Glil (Bai et al. 2002).

1.12.3.2Gli 2

Bisher wird davon ausgegangen, dass humanes Gli2 nur als Aktivator fungiert,
wahrend das Gli2-Protein der Maus sowohl die Aufgaben der Aktivierung (C-
terminale Domaén), als auch der Inhibition (N-terminale Doméane) Ubernimmt (Sasaki
et al. 1997, Tanimura 1998, Dai et al.1999, Ruiz i Altaba 1999, Shin et al. 1999).
Mausmutanten ohne Gli2-Funktion zeigen Stérungen bei der Bildung der Bodenplatte
(Matise et al. 1998) und des ventralen Neuralrohres (Ding et al. 1998, Park et al.
2000). Gli2 und auch Gli3 spielen bei der Entstehung vieler Organe eine Rolle, unter
anderem der Lunge, der Trachea und dem Osophagus (Mo et al. 1997, Grindley et
al. 1997, Motoyama et al. 1998).

Roessler et al. schloss aus seiner Studie, dass die N-terminale Repressionsdomane
eine wichtige Rolle in der Modulation der Funktion des Wildtyp Gli2-Proteins spielt
und deshalb essenziell fur die dominant-negative Aktivitat des Gli2-Mutanten in der

Verbindung mit humanen Erkrankungen sein kdnnte (Roessler et al. 2005).

1.12.3.3Gli 3
Unterschiedliche Arbeitsgruppen zeigten, dass Gli3 sowohl aktivierend (Dai et
al.1999), als auch inhibierend (Wang et al. 2000) auf die Glil-Transkription und die

Proteinaktivitat wirkt. Das Gli3-Protein der Maus hat eine C-terminale Aktivierungs-
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doméne, sowie eine N-terminale Repressions-Domain (Kim et al. 2003), die im
Modell scheinbar die Funktionen des Aktivators, als auch des Inhibitors der Gene
HNF-3(3 (Sasaki et al.1999), Glil (aktivieren: Dai et al. 1999, inhibieren: Wang et al.
2000) und Patched (Villavicencio 2000) innehat (siehe Abbildung 9).

Hh
J_ Smo
Ptc —

Ci-akt = Ci-rep
Gli3-akt Gli3-rep

(in voller Lange) (modifiziert)

Abbildung 9: Ci/Gli3 kann entweder als aktivierende (Gli3-akt) oder hemmende
(Gli3-rep) Form agieren. Das Hh-Signal hemmt die Prozessierung von Gli3, in dem
es die Funktion von Patched als Unterdriicker der Smoothened-Funktion hemmt.
Ohne Patched halt Smoothened Gli3 in der aktivierenden Form (Motoyama 2006).

Im Mausembryo wurde gezeigt, dass die Balance zwischen Shh-Signal und der GIi3
Inhibition fur die Entwicklung des Neuralrohrzellmusters entscheidend ist (Litingtung
und Chiang 2000, Persson et al. 2002, Meyer and Roelink 2003). Interessanterweise
kommt es durch eine Minderexpression von Gli3 im Mausembryo im intermediaren

Neuralrohr zu einer dorsalen Expansion (Persson et al. 2002).

Mauseembryonen, in welchen keines der 3 Gli-Proteine exprimiert wird, weisen
mehrere Unterbrechungen in der Organisation des ventralen Neuralrohres auf (Bai et
al. 2004, Lei et al. 2004). In diesen Embryonen fehlt die Mehrzahl der ventralen
Zelltypen, genauso wie die rdumlich festgelegte Genexpression, die fur die
Ausbildung des ventralen Neuralrohres essentiell ist. Somit reifen die notwendigen,
fur ihr Zellmuster charakteristischen Zellen nicht mehr an ihrer richtigen Position aus
und es kommt zu einer extrem vermischten Verteilung der unterschiedlichen
neuronalen Zellsubtypen entlang der dorsal-ventral-Achse des Neuralrohres. Diese
Entdeckung lasst den Schluss zu, dass die Entwicklung des dorsal-ventralen
Zellmusters des ventralen Rickenmarks entscheidend vom Vorhandensein der Gli-

Proteine abhéangig ist (Stamataki et al. 2005).
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Um die Funktion der einzelnen Proteine des Signalweges besser verstehen zu
konnen, bedarf es eines Blickes auf deren Fehlfunktionen bzw. das Resultat beim
Ausfall der einzelnen Proteine.

Aus diesem Grund widmet sich das folgende Kapitel der Shh-Signalweg assoziierten

Pathologie.

1.13 Die Pathologie des Sonic Hedgehog-Signalweges

cleavage +

N-Shh

_\l
N-ShheChol

_ Basalzellkarzinom

Patched - 1 Medulloblastom

Slimb
°
Suppressor Basalzellkarzinom
of Fused —L + Glioblastom
Rhabdomyosarkom

LI-1
G Osteosarkom
_l: GLI-2
GLI3 ® CBP

Greig-Syndrom
Pallister-Hall-Syndrom
Postaxiale Polydaktylie A
Praaxiale Polydaktylie IV
Postaxiale Polydaktylie A/B

Abbildung 10: Der bisher bekannte, im Menschen anzutreffende Shh-Signalweg,
wird links dargestellt. Die mit dem Signalweg assoziierten Erkrankungen kommen
rechts zur Darstellung. Die Assoziation der Erkrankungen mit den einzelnen

Proteinen des Signalweges wird durch die gleiche Farbe dargestellt. Die Abfolge des
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Signalweges, sowie die Funktion als Aktivator (Pfeil) oder als Repressor
(Querbalken), konnte im Menschen nachgewiesen werden.

Ausnahmen stellen dar: Die Interaktion zwischen Gli3 und CREB-Binding Protein
(CBP), die durch CBP aus der Maus nachgewiesen wurde (Dai et al. 1999). Die
humanen Gli-Gene wurden in Maus- und Froschzellen getestet (Ruiz i Altaba 1998,
Dai et al. 1999). Der Vollstandigkeit halber wurden die Funktionen des Gli2-Proteins
der Maus dargestellt, da im Menschen noch keine spezifischen Erkrankungen
nachgewiesen werden konnten (Tamimura et al. 1998, Sasaki et al. 1999).

(modifiziert nach Villavicencio et al. 2000).

1.13.1 Sonic Hedgehog-Signalweqg assoziierte Pathologien

1.13.1.1 Holoprosenzephalie

Holoprosenzephalie (HPE) ist eine haufige Ursache fir intrauterinen Fruchttod beim
Menschen. HPE kann in 1/250 Schwangerschaften, aber nur bei 1/16 000 Lebend-
geburten nachgewiesen werden (Cohen 1989). Es besteht ein Mittelliniendefekt mit
Lippenkiefergaumenspalte, fehlerhafte Teilung der Hemispharen, Fehlen der
Riechkolben und des Corpus callosum, Hypotelorismen bis hin zum Zyklopenauge.

Sporadische und vererbte Mutationen im menschlichen Shh-Gen verursachen
Holoprosenzephalie (Roessler et al. 1996, Roessler et al. 1997, Vargas et al. 1998,
Odent et al. 1999, Nanni et al. 1999) (siehe auch Abbildung 10). Dennoch spielen
auch andere Mutationen bei der Entstehung eine Rolle, z. B. ZIC2 (Brown et al.
1998,2001), SIX3 (Wallis et al. 1999), TGIF (Gripp et al. 2000), Ptch (Ming et al.
2002), Gli2 (Dubourg et al. 2007 und TDGF1 (De La Cruz et al. 2002). Jedoch
konnte eine Mutation des Shh-Gens als haufigster Einzel-Gendefekt ausgemacht
werden (Nanni et al. 1999). Es werden verschiedene Formen der HPE

unterschieden. Zu ihnen zahlen:

« alobare Holoprosenzephalie

Es besteht keine Trennung des Telenzephalons in zwei Hemisphéaren, kein
Interhemispharenspalt und nur ein Hirnventrikel ist ausgebildet (Cohen 1989
[Part 1l1]). Der Thalamus und das Corpus striatum verlaufen ungeteilt tGber die
Mittellinie. Die Riechkolben sowie der Tractus olfactorius fehlen, auch das
Corpus callosum ist nicht ausgebildet. Jedoch kdnnen ein paar einzelne

Kommissurenfasern die Mittellinie Gberkreuzen (Cohen 2006). Zudem koénnen
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verschiedene kraniofaziale Anomalien wie Zyklopie oder pramaxillare
Agenesie bestehen (DeMyer 1964, Nanni et al. 2000).

o semilobédre Holoprosenzephalie

Eine teilweise Trennung des Telenzephalons ist vorhanden, daraus ergibt sich
ein hinterer Interhemispharenspalt mit rudimentéaren Hemisphéaren, jedoch
besteht weiterhin nur ein Hirnventrikel. In den meisten Fallen fehlen der
Riechkolben und der Tractus olfactorius. Diese konnen jedoch auch
hypoplastisch ausgebildet sein. Das Corpus striatum lauft ungetrennt tber die
Mittellinie. Das Corpus callosum ist kein vollstandiges Bundel, dennoch
kreuzen einige Kommissurenfasern die Mittellinie (Cohen 2006).

o |obéare Holoprosenzephalie

Bei dieser Form ist die Trennung in zwei Hemisphéren grof3tenteils erfolgt, ein
kompletter Interhemisphéarenspalt ist vorhanden. Es bestehen zwei
Seitenventrikel mit einer rudimentaren Verbindung. Die Riechkolben und der
Tractus olfactorius kénnen fehlen oder sind hypotroph, das Corpus callosum
kann fehlen, hypoplastisch oder normal sein. Die Trennung des Thalamus und
des Corpus striatum kann an der Mittellinie weiterhin unvollstandig sein
(Cohen 2006).

1.13.1.2 Smith-Lemli-Opitz-Syndrom
Defekte bei der Cholesterolanheftung an das Shh-Protein fihren zum autosomal

rezessiv vererbten Smith-Lemli-Opitz-Syndrom (SLOS) (siehe auch Abbildung 10).
Diese Erkrankung hat einige Gemeinsamkeiten mit Defekten der anderen Proteine
des Shh-Signalweges. Dies legt die Uberlegung nahe, ob das Syndrom einfach ein
Produkt aus dem gestorten Signalweg darstellt (Donnai et al. 1987, Tintet al.1994,
Kelley et al.1996). Erkrankte weisen eine Syndaktylie, antevertierte Nasenhdhlen,
Ptosis, Kryptorchismus (Hodenhochstand), ZNS-Hypoplasie, Gedeihstérungen,
gelegentlich eine Polydaktylie und eine Holoprosencephalie auf. Der Grol3teil der

Patienten verstirbt im ersten Lebensjahr (Kelley et al. 1996).

Aktuelle Studien zeigen des Weiteren eine Beziehung zwischen primaren Zilien und
dem Hedgehog-Signalweg der Maus. Diese Ergebnisse regen zu der Uberlegung an,
ob Fehler im Hh-Signalweg auch im Menschen Defekte der Zilien hervorrufen und

somit eine Assoziation mit dem Bardet-Biedl-Syndrom, dem Kartagener-Syndrom,
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den polyzystischen Nierenerkrankungen und der retinalen Degeneration besteht
(Pan et al. 2005).

1.13.2 Patched-Pathologie
Mutationen im Tumorsuppressorprotein Patched wurden in Patienten mit Basalzell-

Navus-Syndrom und in Basalzellkarzinomen identifiziert (Stone et al. 1996, Ora et al.
1997, Reifenberger et al. 2005). Patienten mit vererbten Ptch-Mutationen leiden am
autosomal dominanten Navoid-Basalzell-Karzinom-Syndrom, auch Gorlin-Syndrom
genannt (Hahn et al.1998, Fujii et al. 2003). Dieses Syndrom fihrt zu einer erhéhten
Rate an malignen Entartungen der Basalzell-N&avi und zu einem erhéhten Risiko an
Medulloblastomen und Rhabdomyosarkomen zu erkranken (siehe auch Abbildung
10). Zusatzlich besteht ein erhdhtes Risiko fur ein UbermaRiges Koérperwachstum,
Entwicklungsstérungen in Form von kurzen Metakarpalknochen, Rippendefekten,
einem breiten Gesicht und Zahnmissbildungen (Bale et al. 1991, Gorlin 1995).
Zudem wird vermutet, dass ein Zusammenhang zwischen der Entstehung von
Medulloblastomen (Dahmane et al. 1999) bzw. Rhabdomyosarkomen sowie dem
Verlust des funktionsfahigen Proteins Patched und somit der Uberexpression von
Shh besteht.

1.13.3 Smoothened-Pathologie

Aktivierten Smoothenedmutanten wurde die Funktion als Onkogene nachgewiesen
(Stone et al. 1996, Xie et al. 1998). Zusatzlich lieRen sich Smoothened-Mutationen in
Basalzellkarzinomen (Xie et al. 1998, Tojo et al. 1999, Reifenberger et al. 2005) und
Medulloblastomen ausmachen. Zudem resultiert eine Mutation des Smoothened-
Proteins in einer Dysregulation des weiteren Signalweges und somit der nach-
folgenden Gli-Familie (Villavicencio et al. 2000). In Studien mit Mausmutanten, in
denen die Funktion von Shh und Smo ausgeschaltet war, zeigten sich unter anderem
Fehlbildungen bei der Herz- und Darmanlage, zudem konnte ein Zyklopenauge
beobachtet werden (Zhang et al. 2001).

1.13.4 Gli1-Pathologie
Glil wurde erstmals als amplifiziertes Gen im Glioblastom entdeckt. Spater wurde es

dann auch in einigen Osteosarkomen, Rhabdomyosarkomen und B-Zelllymphomen
detektiert (Roberts et al. 1989, Werner et al. 1997) (siehe auch Abbildung 10).
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Zudem konnte eine Uberexpression von Glil in Basalzellkarzinomen im Vergleich zur
normalen Haut des Erwachsenen nachgewiesen werden (Dahmane et al. 1997,
Ghali et al. 1999). Der Grad der Uberexpression korreliert (unabhangig ob durch
Amplifikation oder Mutation) mit dem Tumorgrad in adulten Knochen oder im
Weichteilsarkom (Stein et al. 1999). Glil wurde als Onkogen klassifiziert, da es die
Fahigkeit besitzt, in Interaktion mit dem Adenovirus E1A Zellen zu transformieren
(Ruppert et al. 1991).

Die Expression von Glil in transgenen Mausen resultierte in einer Reihe von
Entwicklungsstorungen, in Form von Gedeihstorungen und Morbus Hirschsprung-
ahnlichen Dilatationen im Gastrointestinaltrakt (Yang et al.1997).

1.13.5 Gli2-Pathologie

Bis jetzt wurden keine spezifischen Erkrankungen im direkten Zusammenhang mit

Gli2 nachgewiesen. Dennoch ist durch Studien mit Mausen bei einer Gli2-
Unterfunktion ein Zusammenhang mit Basalzellkarzinomen, Skelettdefekten,
Lungendefekten und anderen Fehlbildungen wahrscheinlich (Sasaski et al 1999,
Grachtchouk et al. 2000, Park et al. 2000, Mullor et al. 2002).

1.13.6 Gli3-Pathologie

In diversen Geburtsdefekten konnten Mutationen von Gli3 identifiziert werden.

Translokationen, Deletionen und Punktmutationen im Gli3-Gen verursachen das
,Greig Cephalopolysyndactyly Syndrom* (GCPS) (siehe auch Abbildung 10). Dieses
Syndrom setzt sich aus einer Syndaktylie, einer pradominaten préaaxialen
Polydaktylie, breiten Daumen und Grol3zehen, sowie fazialen Anomalien in Form von
Hypertelorismen und einer deutlich erhdhten Stirnpartie zusammen (Vortkamp et al.
1991, Wild et al.1997, Freese et al. 2003). GIi3 frameshift und nonsense Mutationen
sind mit dem Pallister-Hall-Syndrom (PHS) assoziiert. Das autosomal dominant
vererbte Syndrom beinhaltet hypothalamische Hamartome, zentrale oder postaxiale
Polydaktylie, Syndaktylie, einen verschlossenen Anus, antevertierte Nasenhdhlen,
andere faziale Anomalien und gelegentlich bestehen eine assoziierte
Holoprosenzephalie sowie Malformationen des axialen Skeletts (Kang et al. 1997,
Kalff-Suske et al. 2004). Entgegen friheren Veroffentlichungen korrelieren die Art
und der Ort der Gli3-Mutation nicht mit dem klinischen Phanotyp der Erkrankung
(Kalff-Suske et al. 1999).
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In aktuellen Studien konnte die Verbindung zwischen einer Mutation in Gli3 und dem
NDH-Syndrom hergestellt werden. Dieses Syndrom zeichnet sich durch die Haupt-
symptome neonatalen Diabetes mellitus und einen kongenitalen Hypothyroidismus
aus (Taha et al. 2003, Senee et al. 2006).

1.14 Ziele der Arbeit

Bisher ist zu der Verteilung von Sonic Hedgehog und den Proteinen seines

Signalweges im Menschen noch sehr wenig bekannt. Dennoch weil3 man, dass ein
Verlust der Shh-Aktivitdt zu einer Reihe von fetalen Missbildungen wie Holo-
prosenzephalie, Polydaktylie, kraniofazialen Defekten und Skelettfehlbildungen fuhrt
(McMahon et al. 2003). Verminderte Aktivitat des Hedgehog-Signals ist assoziiert mit
Basalzellkarzinomen, Meldulloblastomen und Rhabdomyosarkomen. Zudem konnte
auch eine Verbindung zu anderen Neoplasien nachgewiesen werden (Pasca di
Magliano und Hebrok 2003).

Da bis jetzt Uber die Verteilung der Molekule des Shh-Signalweges im gesunden,
sich entwickelnden humanen Gehirn wenig bekannt ist, soll in dieser Arbeit eine
umfangreiche Darstellung der im Shh-Signalweg hauptsachlich involvierten Molekile
hinsichtlich ihrer rdumlich-zeitlichen Verteilung erfolgen. Im Fokus der Dissertation
stehen das Sonic Hedgehog-Protein selbst, sowie Patched, Smoothened und die
Molekulle der Gli-Familie mit ihren im humanen Gewebe vorkommenden Vertretern
Gli1, Gli2 und Gli3. Dabei werden die GroRRhirnrindenschichten und die Kleinhirn-
schichtung in ihren verschiedenen Entwicklungsstadien im gesunden fetalen ZNS-
Gewebe, in Abhangigkeit der Proteinexpression des Shh-Signalweges, betrachtet.
Zusammenfassend soll diese Arbeit einen Beitrag zu den Kenntnissen Uber die
raumlich-zeitliche Verteilung des Shh-Proteins und seinen Signalmolekilen im sich
entwickelnden menschlichen Gehirn leisten, und somit eine Vorraussetzung fir ein

besseres Verstandnis pathologischer Alterationen darstellen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientendaten

Fur die vorliegende Arbeit wurden ZNS-Gewebeproben aus einem Kollektiv von 22
Feten zwischen der 12. und der 28. Schwangerschaftswoche, aus dem Institut fur
Hirnforschung Tubingen, ausgewahlt. Eine Zustimmung der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat, unter dem Vorsitz von Prof. Dr. D. Luft, liegt vor.

In die Arbeit gingen nur Gewebeproben ein, die sowohl histologisch als auch
makroskopisch keine neuropathologischen Auffalligkeiten aufwiesen und bei welchen
keine Chromosomenstérungen nachgewiesen wurden. Bei entziindlichen Grund-
erkrankungen der Mutter oder speziell inflammatorischen Veranderungen der
Plazenta wurde explizit darauf geachtet, dass das fetale ZNS-Gewebe nicht mit

betroffen war.

Tabelle 1: Patientendaten mit Ursache des Todes

Fall-Nr. | Hirnregion SSW-Alter | Ursache des Aborts

1 Kleinhirn/ 26 Nach Sectio bei vorzeitiger Plazenta-
Cortex frontal |6sung postpartal verstorben

2 Kleinhirn/Hirnstamm/ | 13 intrauteriner Fruchttod bei
Cortex frontal Chorioamnionitis und Plazentitis

3 Kleinhirn/Hirnstamm/ | 18 intrauteriner Fruchttod bei
Cortex frontal Chorioamnionitis

4 Kleinhirn/Hirnstamm/ | 19 intrauteriner Fruchttod bei
Hemisphare Chorioamnionitis und Plazentitis

5 Kleinhirn/Hirnstamm/ | 21 intrauteriner Fruchttod bei
Hemisphéare Chorioamnionitis und Plazentitis

6 Kleinhirn/Hirnstamm/ | 19 Interruptio bei Anhydramnion und
Hemisphare Geminigraviditat

7 Kleinhirn/Hirnstamm/ | 19 Interruptio bei Anhydramnion und
Hemisphéare Geminigraviditat

8 Kleinhirn/ 17 intrauteriner Fruchttod bei vorzeitiger
Hemisphare Plazentalésung

9 Hirnstamm/ 13 intrauteriner Fruchttod bei vorzeitiger
Hemisphare Plazentalésung
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10 Hirnstamm/ 14 Interruptio auf Wunsch der Eltern
Parietallappen

11 Hirnstamm/ 16 Interruptio auf Wunsch der Eltern
Hemisphare

12 Kleinhirn/Hirnstamm | 28 intrauteriner Fruchttod bei fetofetalen
Cortex frontal Transfusionssyndrom

13 Kleinhirn/ 21 Interruptio bei Anhydramnion und
Cortex frontal Verdacht auf Nierenagnesie

14 Hirnstamm/ 22 Interruptio nach vorzeitigem Blasen-
Hemisphare sprung und Anhydramnion

15 Kleinhirn/Hirnstamm | 18 Interruptio nach vorzeitigem Blasen-
Hemisphare sprung

16 Kleinhirn/Hirnstamm | 14 Interruptio nach vorzeitigem Blasen-
Hemisphare sprung

17 Hirnstamm/ 13 Ausstol3ung in 13. SSW
Hemisphare

18 Kleinhirn/ Hirnstamm | 22 Frihgeburt postpartal verstorben
Hemisphare

19 Kleinhirn/ 12 intrauteriner Fruchttod bei rupturierter
Hemisphare Graviditat

20 Kleinhirn/ 14 Interruptio nach vorzeitigem Blasen-
Hemisphare sprung

21 Kleinhirn/ 16 intrauteriner Fruchttod bei kollabierter
Hemisphére Fruchtblase

22 Hirnstamm/ 20 Interruptio bei schweren kardialen

Cortex frontal

Fehlbildungen

2.2 Makroskopische und histologische Beurteilung

Die verwendeten Hirnpraparate wurden von zwei Facharzten der Neuropathologie

sowohl makroskopisch als auch histologisch (Hamatoxylin-Eosin Farbung) beurteilt.

In die Studie gingen nur Feten ein, die keine Hinweise auf pathologische Alterationen

der

ZNS aufwiesen.

Kein Ausschlusskriterium stellten leichte hypoxische

Veranderungen des Hirngewebes dar, die als natlrliche auftretende préaterminale

Vorgange angesehen werden.
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2.3 Untersuchte Hirnregionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vor allem zwei Regionen des ZNS, die Grol3hirn-
und die Kleinhirnrinde, untersucht. Die Rindenareale wurden wiederum hinsichtlich
ihrer spezifischen altersabhangigen Schichtung beurteilt.
1.) Grol3hirnrinde

- Marginalzone

- Rindenplatte

- Sekundare Rindenzone

- Intermedi&rzone

- Subventrikularzone

- Ventrikuléarzone
2.) Kleinhirnrinde

- AuRRere Kornerzellschicht

- Molekularzellschicht

- Innere Kornerzellschicht

2.4 Herstellung von histologischen Praparaten

In 4%-igem Formalin werden die Gehirne in phosphatgepufferter Kochsalzlésung
fixiert (pH 7,4). Dies geschieht bevor die entnommenen Hirnareale in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 70%, 80%, 96%, 100%, 100%), zweifach in einem
100%-igen Alkohol- und Chloroformgemisch (1:1), sowie zweifach in einem
Chloroformbad entwéssert werden.

Danach werden diese in Paraffin eingebettet und mit einem Mikrotom (Microm HM
355 S, Walldorf, Deutschland) in ca. 3um dicke Scheiben geschnitten und auf
“Superfrost Plus Objekttrager” der Firma R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik
(Teningen, Deutschland) aufgezogen.

Die Vorbehandlung der Praparate fur die immunhistochemischen Untersuchungen
erfolgt durch Entparaffierung in 3 mal 10 Minuten Chloroform, und die anschliel3ende
Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 70%,

destilliertes Wasser) fur jeweils 2 Minuten.
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2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Verwendete Antikdrper

Bei den immunhistochemischen Farbungen wurden Antikérper verwendet, die sich
gegen die untenstehenden Antigene richten.
Die Farbungen wurden bei allen oben aufgeftihrten Féallen, sowohl bei den Kleinhirn-

wie auch bei den Grof3hirnschnitten, durchgefihrt.

2.5.1.1 Sonic Hedgehoqg

Der verwendete Antikorper ist erneut ein polyklonales Immunglobulin der Klasse 1gG

und stammt aus der Ziege. Die Verdinnung des Primarantikdrpers mit TBS betrug in
dieser Arbeit 1:240. Der Antikérper wurde von der Firma Biozol, Eching, Deutschland

geliefert und hatte eine Konzentration von 1.00 mg/ml.

2.5.1.2 Patched

Bei dem Antikorper gegen Patched handelt es sich um ein polyklonales Immun-
globulin aus dem Hasen, das der Klasse IgG angehort. Der Primarantikorper wurde
in einer Verdunnung mit TBS von 1:50 verwendet. Die Konzentration betrug 1.00

mg/ml. Der Antikérper wurde von der Firma Biozol, Eching, Deutschland bezogen.

2.5.1.3 Smoothened

Der Antikdrper gegen Smoothened wurde von der Firma Biozol, Eching, Deutschland
hergestellt. Es handelt sich dabei um ein polyklonales Immunglobulin der Klasse 1gG,
wurde im Hasen hergestellt und in einer Konzentration von 1.00 mg/ml geliefert. Der

Primérantikdrper fand in einer TBS-Verdinnung von 1:200 Anwendung.

2.5.1.4Glil1

Der Transkriptionsfaktor Glil wurde mit einen polyklonalen Immunglobulin der Klasse
IgG detektiert. Die Herstellung des Antikdrpers erfolgte im Hasen (Biozol, Eching,
Deutschland). Es wurde eine Verdinnung mit TBS von 1:300 verwendet.
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2.5.1.5Gli2
Von der Firma Abcam (Cambridge, England) wurde das polyklonale Immunglobulin
der Klasse IgG, das im Hasen geziichtet wurde, bezogen. Die Konzentration betrug

2.00 mg/ml und die verwendete TBS-Verdinnung betrug 1:100.

2.5.1.6 Gli3

Der Antikorper, der gegen das Antigen von Gli3 gerichtet ist, ist ein monoklonales
Immunglobulin der Klasse IgG2a Kappa. Es handelt sich dabei um den Klon 2C9 und
dieser wurde in der Maus hergestellt. Die Firma Biozol, Eching, Deutschland lieferte
das Produkt in einer Konzentration von 1.00 mg/ml, das in dieser Arbeit in einer

Verdinnung von 1:200 Verwendung fand.

Tabelle 2: Verwendete Antikdrper und ihre Eigenschaften (* Bei Glil handelt es sich

um die Proteinkonzentration)

Antikorper | Verdunnung | ANUKOTPET - | spesiitar | Vorbehandiung | Entwicklungszeit Er?tll(ll(Jcr)]rdpaerr
SHH 1:240 1 mg/mi polyklonal Mikrowelle | 2'30” Anti-Ziege
Patched 1:50 1 mg/mi polyklonal Mikrowelle | 11°00” Anti-Hase
Smoothened | 1:200 1 mg/mi polyklonal Mikrowelle |11°00” Anti-Hase
Gli1 1:300 70 mg/ml* | polyklonal Mikrowelle | 10°00” Anti-Hase
Gli2 1:100 2 mg/ml polyklonal Mikrowelle | 10°00” Anti-Hase
Gli3 1:200 1 mg/ml monoklonal | Mikrowelle |11°00” Anti-Maus

2.5.2 Durchfuhrung der Immunfarbung

Die zuvor

entparaffinierten Schnitte werden einer

Mikrowellenvorbehandlung

unterzogen, um die Antigene freizulegen. Dazu werden diese fir 15 min in einem
Citratpuffer bei 750 Watt gekocht.

Nach dem Abkuhlen erfolgt die Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit
einem Gemisch aus 60 ml Wasserstoffperoxid und 190 ml 100%-igem Methanol fur
15 Minuten.

Um die unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern, werden die Schnitte mit
1:10 verdinntem Schweineserum in TBS/BSA-L6sung inkubiert.

Danach erfolgt bei 4° Celsius die Inkubation Uber Nacht mit dem TBS/BSA

verdunnten Primérantikorper (Verdiinnung siehe Tabelle).
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Nach der TBS-Spulung wird der 1:400 (TBS/BSA) verdinnte, entsprechende
biotnylierte F(ab‘),-Briickenantikorper (DAKO) (siehe Tabelle) fur 30 min auf die
Schnitte gegeben. Die Wahl des Sekundarantikorpers ist von der Spezies des
Primarantikdrpers und dessen Klonalitat abhangig.

Es folgt ein weiterer Waschgang mit TBS, nach dem das Gewebe fur weitere 30
Minuten mit einem Peroxidase-gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex (ABC, DAKO)
inkubiert wird. Nach einer erneuten Spilung werden die spezifischen Antigen-
Antikérper-Bindungen mit 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) als Chromogen sichtbar gemacht (Hsu et al. 1981).

Durch die Gegenfarbung mit Hamatoxylin werden anschlieend die Zellkerne
sichtbar gemacht, zur besseren Differenzierung erfolgt noch eine Spulung in 0,1%-
igem HCI-Alkohol. Zur Entwéasserung durchlauft das Gewebe eine aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 96%, 100%, 100%, je zwei Minuten), sowie drei mal finf Minuten
das Xylolbad, wonach die Schnitte mit einem Deckglas bestiickt werden. Fur die
Uberprifung der durchgefihrten Methode wurden bei jeder Farbung
Negativkontrollen (Fotenhirn) sowie Positivkontrollen (Colon CA) mitgefuhrt. Zur
Herstellung der Negativkontrollen wurden diese Uber Nacht nur mit einer TBS-
Losung inkubiert.

2.5.3 Verwendete Reagenzien

2.5.3.1 Farbstoffreagenzien
e DAB- LGdsung
95 mg DAB (3,3 Diaminobenzidintetrahydrochlorid (Quelle: DAKO, Sigma,
Deisenhofen, Deutschland)) wurden in 180 ml Aqua dest. geldst, es folgten 20
ml Substratpuffer (10-fach) und 700 ul H,O, (Merck, Darmstadt).

e Avidin-Biotin-Komplex

Reagenzien: Advidin (A), biotinylierte Meerrettichperoxidase (B), pH 7,2, 5 pl
Losung (A) und 5 pl Lésung (B) wurden mit 1000 ul TBS-Gebrauchslésung 30
Minuten vor Gebrauch angesetzt.

Quelle: DAKO, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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2.5.3.2 Lésungen

e Citratpuffer-Stammldsung

21,1 g Zitronensaure-Monohydrat (Merck 244, Darmstadt) geldst in 1000 ml
Aqua dest. = 0,1 M und auf pH 6 eingestellt.

Citratpuffer-Gebrauchslésung

Citratpuffer-Stammldsung wurde mit Aqua dest. 1:10 verdiunnt.

Schweineserum (Blockierungslésung)

Gebrauchslésung: Verdiinnung 1:10 mit TBS/ Albuminpuffer

Substratpuffer (10-fach)
21 g Zitronensaure-Monohydrat (Merck, Darmstadt), 34 g Imidazol (Fluka,

Neu-Ulm) und 29,2 g NaCl wurden in 500 ml Aqua dest. geldst. Kontrolle des
pH-Wertes auf 7,0.

TBS-Stammldsung

60,6 g Tris und 163,6 g NaCl wurden in 1500 ml Aqua dest. gelost und mit 25
% HCI auf pH 7,5 eingestellt.

Danach wurde die Losung auf 2 Liter mit Aqua dest. aufgefulit.

TBS-Gebrauchslésung

TBS-Stammlésung wurde mit Aqua dest.1:10 verdinnt.
TBS/ BSA- Puffer
50 mg Albumin Bovine Fraction V (Serva) gel6st in 50ml TBS-Puffer.

2.6 Lichtmikroskopische Auszdhlung und Auswertung

Die Auszahlung der sechs Antikorper erfolgte an einem Lichtmikroskop (Olympus,

VANOX, Hamburg, Deutschland) bei einer 40-fachen Vergrél3erung, anhand eines

histologischen Scores (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Histologischer Score

1 2 3 4
Intensitat | schwach | mittel stark | -——-----
Frequenz | 1% - 10% | 10% - 25% | 25% - 50% | > 50%

Die Auswertung der zu untersuchenden Hirnschichten erfolgte in der Erfassung der

Frequenz sowie der Intensitat. Die Beurteilung der Intensitdt wurde anhand der

Farbintensitat der positiv gefarbten Zellen vorgenommen. Die Frequenz wurde durch
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den prozentualen Anteil der positiv gefarbten Zellen ermittelt. Die Erfassung, sowohl
der Frequenz, als auch der Intensitat, erfolgte dann mit Hilfe eines Score-Systems.
Zuerst wurde jeder Antikorper mit den fur die Region typischen Rindenschichten
separat betrachtet. Danach schloss sich die Gegeniberstellung der einzelnen
Rindenschichten, sowohl fir das Grol3hirn, als auch fir das Kleinhirn, an. Um eine
Assoziation mit dem Alter detektieren zu konnen, wurde anschlieRend die
Expressionsfrequenz als auch die Expressionsintensitat mit der Schwangerschafts-
woche und somit dem Alter des Feten ins Verhéltnis gesetzt.

Zuerst werden die Daten des fetalen GroRR3hirns dargestellt, danach, nach denselben

Kriterien, die des fetalen Kleinhirns.

Die in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden mit einer Digitalkamera, einer DP

72 der Firma Olympus (Hamburg, Deutschland), aufgenommen.

2.7 Statistische Auswertung

In einem linearen Regressionsmodell wurden die Zielvariablen (Frequenz und
Intensitat) in Abhangigkeit von der erklarenden Variablen (Region) beschrieben und
mittels einer anschlieBenden einfaktoriellen Varianzanalyse auf Unterschiede
getestet. Als Schatzmethode wurde die Methode der kleinsten Quadrate angewandt
und anschlieend individuelle paarweise Vergleiche fir die Mittelwerte der kleinsten
Quadrate mittels Tukey-Kramer-Test durchgefihrt. Um eine Assoziation des fetalen
Alters mit der Zielvariablen (Frequenz und Intensitat) zu untersuchen, wurde eine
ordinale logistische Regression durchgefuhrt. Anschlie@end wurde mittels des
likelihood-ratio Chi-Quadrat Tests die Hypothese Uberprift, dass die x-Variable
(Schwangerschaftswoche) keinen Effekt auf die Zielvariable hat. Der Vergleich des
Expressionslevels der untersuchten Faktoren in verschiedenen Regionen wurde
mittels Kontingenz-Analyse und nachfolgendem likelihood-ratio Chi-Quadrat Test
durchgefuhrt. Fur alle Untersuchungen wurde ein alpha-Signifikanzniveau von 0,05
gewahlt. Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms JMP 7.0.

Die graphische Darstellung der statistischen Ergebnisse erfolgte innerhalb der
Tabellen anhand einer Skala von:

* (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Immunhistochemische Verteilung der untersuchten Faktoren im fetalen

GroRhirn

Abbildung 11: Darstellung der Marginalzone, der Rindenplatte, der sekundéaren
Rindenzone und Teilen der Intermediarzone fur die Gro3hirnhirne (14.SSW.) aller
sechs Antikorper (A — F). 20-fache VergroR3erung.
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3.1.1 Statistische Auswertung der Sonic Hedgehog-Immunhistochemie
3.1.1.1 Shh-Frequenz
Die Rindenplatte mit einem Mittelwert von 3,23 (95%-KI von 2,92 bis 3,53) bildet den

hdchsten Wert in der 6-Schichtung, jedoch dicht gefolgt von der Ventrikularzone mit

einem Wert von 3,05 (95%-KI von 2,73 bis 3,37) und der sekundéren Rindenzone mit
2,71 (95%-KI 2,42 bis 3,01). Ubertragt man dies auf den Score, der der Auswertung
zu Grunde lag, ergibt sich eine Immunreaktivitatsrate im Bereich von 25-50%.

Wobei die anderen drei Schichten mit Werten von 2,36 (95%-KI von 2,01 bis 2,71) in
der Subventrikularzone, 2,05 (95%-KI von 1,78 bis 2,31) in der Intermediarzone und
dem Mittelwert von 2,00 (95%-KI 1,74 bis 2,25) in der Marginalzone, im Scorebereich

einer Frequenz von 10-25% liegen (siehe dazu auch Tabelle 3).

4_
3_
Score 2

1_

O_

T T T T T
Marginalzone Rindenplatte Sek. Rindenzone Intermediarzone  Subventrikuldrzone  Ventrikuldrzone

Abbildung 12: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Shh, Uber die einzelnen Rindenschichten des
fetalen Grof3hirnes.

Im Kurvenverlauf der Immunreaktivitatsrate zeigt sich ein signifikanter Anstieg der
Frequenz zwischen der Marginalzone und der Rindenplatte (p<0,0001). Es folgt ein
Abfall der Werte in der sekundaren Rindenzone (p<0,05). Der Tiefpunkt zeigt sich in
der Intermediarzone (p<0,01). In der Subventrikuldrzone fallt eine jedoch nicht
signifikante Zunahme der Werte auf. Die Kurve endet mit einem weiteren Anstieg der

Frequenz in der Ventrikularzone (p<0,01).

3.1.1.2 Shh-Intensitét

Betrachtet man nun die Intensitat, ergibt sich der hochste Mittelwert in der
Ventrikularzone mit einem Wert von 2,41 (95%-KI von 2,11 bis 2,07), danach folgt
die Rindenplatte mit 2,31 (95%-KI von 2,07 bis 2,57). Gleichauf liegen bei einem
Mittelwert von 2,23 die Subventrikularzone (95%-KI von 1,96 bis 2,50) und die
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sekundare Rindenzone (95%-KI von 1,92 bis 2,53). Die Marginalzone erreicht einen
Wert von 2,06 (95%-KI von 1,38 bis 2,37) und die Intermediérzone ein Mittel von
1,91 (95%-KI von 1,74 bis 2,37).

T T T T T
Marginalzone Rindenplatte Sek. Rindenzone Intermediarzone  Subventrikularzone  Ventrikulérzone

Abbildung 13: Mittelwerte mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat von Shh, aufgetragen lber die einzelnen Schichten des
fetalen Neokortexes

Bei der Betrachtung der Abbildung 13 zeigt sich, im Vergleich zur Marginalzone, eine
diskrete Erhdhung der Immunreaktivitatsintensitat in der Rindenplatte. Es folgt ein
Abfall der Intensitat bis in die Intermediarzone, der Wert ist jedoch nicht signifikant
niedriger, als die danach wieder ansteigenden Werte in der Subventrikular- und der

Ventrikularzone.

3.1.1.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fiir Shh

Bei der Beurteilung des Shh-Proteins ergaben sich bei der Gegeniberstellung der

einzelnen Rindenschichten folgende Werte fur Frequenz und Intensitat:
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Tabelle 4: Gegenuberstellung der GrofRhirnschichten unter Beachtung der Frequenz
und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Shh. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitét

<,0001 ***
0,2105

0,0014 ** 10,0132 *
0,4121 0,6469

0,8275 <,0001 *** | 0,0016 **
0,4840 0,0409* 10,1105

0,0946 <,0001 *** | 0,0881 0,1238
0,4121 0,6469 1,0000 0,1105

<,0001 *** | 0,3687 0,1070 <,0001 *** 0,0010 **
0,0927 0,6469 0,3601 0,0128 * 0,3601

Bei der statistischen Auswertung, mittels Varianzanalyse der Immunreaktivitats-
frequenzen fur Shh, unterscheidet sich die Marginalzone signifikant von der
Rindenplatte (p<0,001), der sekundéaren Rindenplatte (p<0,01) und der Ventrikulér-
zone (p<0,001). Die Rindenplatte ihrerseits weist einen statistisch relevanten
Unterschied zur sekundaren Rindenzone (p<0,05), zur Intermediarzone (p<0,001)
und zur Subventrikularzone (p<0,001) auf. In der Gegenuberstellung der sekundaren
Rindenzone mit der Intermediarzone (p<0,01) zeigt sich auch hier eine signifikante
Differenz. Sowohl die Intermediérzone (p<0,001), als auch die Subventrikularzone
(p<0,01) zeigen beim Vergleich mit der Ventrikularzone fir die Immunreaktivitatsrate
ein signifikantes Ergebnis.

Bei der statistischen Beurteilung der Immunreaktivitatsintensitat fur Shh liel3 sich
hingegen ein signifikantes Ergebnis zwischen der Rindenplatte und der Intermediar-
zone (p<0,05), sowie zwischen der Ventrikularzone und der Intermediarzone
(p<0,05) darstellen.

3.1.1.4 Altersabhangige Shh-Immunreaktivitat

Hier wurde nun das fetale Alter zum einen in Verbindung mit der Frequenz und zum
anderen mit der Intensitat analysiert, um eine mogliche Assoziation der Protein-
expression mit dem Alter des menschlichen Feten zu ermitteln. Dabei ergaben sich

folgende Werte:
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Tabelle 5: Darstellung der P-Werte der Grol3hirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fir das Signalmolekil Shh. Zusétzliche Darstellung des
Zeitverlaufes Uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitat im Verlauf

Intensitat

Frequenz Frequenz im Verlauf

Uber die SSW Uber die SSW
Marginalzone 1,0000 — 0,7764 1
Rindenplatte 0,0652 l 0,1912 1
Sek. Rindenzone 0,4140 l 0,1566 1
Intermediérzone 0,7356 l 0,4422 1
Subventrikularzone 0,4315 l 0,1498 l
Ventrikularzone 0,1800 l 0,0478 1

Bei der Betrachtung der altersabhangigen Immunreaktivitatsrate und —intensitat zeigt
sich fur die Frequenz eine stetige Abnahme der Werte, jedoch ohne signifikante
Relevanz. Fur die Shh-Intensitat lasst sich aber in den Ventrikel fernen Schichten
eine Zunahme, in den Ventrikel nahen Schichten eine Abnahme, die in der

Ventrikularzone (p<0,05) einen statistisch relevanten Wert erreicht, beobachten.

3.1.2 Statistische Auswertung der Patched-Immunhistochemie

3.1.2.1 Patched-Frequenz

Der hdchste Mittelwert mit 3,36 (95%-KI von 2,99 bis 3,74) ergibt sich in der
Ventrikularzone, gefolgt von der Rindenplatte mit einem Wert von 3,05 (95%-KI von
2,65 bis 3,44) und der sekundaren Rindenzone mit 2,77 (95%-Kl 2,41 bis 3,13). Die
Subventrikularzone zeigt Werte von 2,50 (95%-KI von 2,20 bis 2,80), die Intermediar-
zone von 2,41 (95%-KI von 2,11 bis 2,71) und die Marginalzone ein Mittel von 2,33
(95%-KI von 1,94 bis 2,72) (siehe Tabelle 3).
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Abbildung 14: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitdtsrate des Rezeptor Patched, Uber die einzelnen

Rindenschichten des fetalen Grof3hirnes.
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In Abbildung 14 lasst sich ein zweigipfliger Verlauf erkennen. Der erste Hohepunkt
zeigt sich in der Rindenplatte (p<0,01), danach fallen die Werte, jedoch nicht mit
einem signifikanten Unterschied bis zur Intermedidrzone weiter ab. Es kommt zu
einem minimalen Anstieg in der Subventrikuldrzone und endet im zweiten Gipfel der

Patched-Immunreaktivitatsrate in der Ventrikularzone (p<0,001).

3.1.2.2 Patched-Intensitat

Bei der Auswertung konnte die hochste Intensitat in der Marginalzone mit einem
Mittelwert von 2,62 (95%-KI von 2,35 bis 2,89) errechnet werden. Im Kontrast dazu
wurden alle anderen funf Schichten mit den Werten 2,27 (95%-KI von 2,03 bis 2,52)
fur die Rindenplatte, 2,27 (95%-KI von 2,03 bis 2,52) fur die sekundare Rindenzone,
2,09 (95%-KI von 1,90 bis 2,28) fur die Intermediarzone und einem Mittel von 2,09
(95%-KI von 1,96 bis 2,22), sowohl fur die Subventrikularzone, als auch fir die

Ventrikularzone, mit der Intensitat ,mittel“ eingestuft.
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Abbildung 15: Mittelwerte mit zugehoérigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat von Patched, aufgetragen Uber die einzelnen Schichten

des fetalen Neokortexes.

Bei der graphischen Beurteilung der Immunreaktivitatsintensitat ergibt sich eine
stetige Abnahme der Intensitatsstarke. Die hodchste Intensitdt bietet die
Marginalzone, mit einem signifikanten Abfall zur Rindenplatte (p<0,05). Es folgt ein
Plateau zwischen der Rindenplatte und der sekundaren Rindenzone, der sich ein
weiterer, jedoch nicht signifikanter Abfall in der Intermediarzone anschliel3t. Der
Kurvenverlauf endet in einem erneuten Plateau. Dieses erstreckt sich von der

Intermediar-, Gber die Subventrikular-, bis zur Ventrikularzone.
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3.1.2.3 Statistische Auswertung der Frequenz und Intensitat fir Patched

Bei der Auswertung von Patched ergab sich im Vergleich der Rindenschichten:

Tabelle 6: Statistische Analyse der Frequenz und Intensitat in Bezug auf die kortikale
Schichtung fir den Rezeptor Patched. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

0,0040 **
0,0162 *
0,0731 0,2586
0,0162* |1,0000
0,7559 0,0091 ** | 0,1327
0,0003 *** 10,1980 0,1980
0,4943 0,0249 * 10,2586 0,7058
0,0003 *** 10,1980 0,1980 1,0000
<,0001 *** 10,1879 0,0153 * 0,0001 *** 0,0005 ***
0,0003 *** 10,1980 0,1980 1,0000 1,0000

Zur Immunreaktivitatsfrequenz ergab sich bei der statistischen Auswertung ein
signifikanter Unterschied zwischen der Marginalzone und der Rindenplatte (p<0,01),
sowie der Ventrikularzone (p<0,001). Die Rindenplatte ihrerseits unterschied sich
von der Intermediar- (p<0,01) und der Subventrikularzone (p<0,05) in statistisch
interessantem Male. Zudem lie3 sich ein statistisch relevanter Unterschied der
Immunreaktivitatsrate zwischen der Ventrikuldrzone und der sekundéren Rindenzone
(p<0,05), der Intermediarzone (p<0,001) und der Subventrikularzone (p<0,001)
zeigen.

Bei der statistischen Beurteilung der Intensitat ergab die Gegenuberstellung der
Marginalzone mit jeweils allen anderen funf Schichten des Neokortex signifikante
Werte, Rindenplatte (p<0,05), sekundare Rindenzone (p<0,05), Intermediarzone
(p<0,001), Subventrikularzone (p<0,001) und Ventrikularzone (p<0,001).

3.1.2.4 Altersabhangige Patched-Immunreaktivitat

Tabelle 7: Darstellung der P-Werte der GrofR3hirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fiir den Rezeptor Patched. Zuséatzliche Darstellung des
Zeitverlaufes uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).



ERGEBNISSE -53 -

Intensitat im Verlauf
uber die SSW

Intensitat
& SSW

Frequenz Frequenz im Verlauf
& SSW Uber die SSW

Marginalzone 0,9582 — 0,6864 l
Rindenplatte 0,8638 l 1,0000 —
Sek. Rindenzone 0,9352 — 0,5202 1
Intermediarzone 0,0398 T 0,0384 T
Subventrikularzone 0,0032 L 0,2881 1
Ventrikularzone 0,0003 e 0,2881 1

Bei der Einbeziehung des fetalen Alters zeigte sich in der Rindenplatte eine nicht
signifikante Abnahme uber den Verlauf der Zeit. Eine signifikante Zunahme der
Immunreaktivitatsrate bietet die Intermediarzone (p<0,05). Gefolgt von statistisch
relevant fallenden Frequenzwerten in den Ventrikel nahen Schichten, Subventrikular-
zone (p<0,01), Ventrikularzone (p<0,001).

Die Immunreaktivitatsintensitat zeigt in der Marginalzone einen Abfall der Werte. In
der Rindenplatte ist keine Verdnderung zu detektieren, jedoch bietet die
Intermediarzone (p<0,05) eine statistisch interessante Zunahme im Verlauf tUber die
Schwangerschaft. Auch in der Subventrikular- und der Ventrikularzone ist eine

Zunahme zu verzeichnen.

3.1.3 Statistische Auswertung der Smoothened-Immunhistochemie

3.1.3.1 Smoothened-Frequenz

Die Ventrikularzone stellt in der Auswertung des Antikérpers fir Smoothened mit
einem Mittelwert von 3,40 (KI von 3,02 bis 3,78) die hdchste relative
Immunreaktivitatsrate fur Smoothened dar. Es folgt die Rindenplatte mit einem Wert
von 3,00 (Kl von 2,66 bis 3,35), die sekundéare Rindenzone mit 2,77 (Kl von 2,47 bis
3,08) und die Subventrikularzone mit 2,57 (KI von 2,26 bis 2,88). Die Intermediar-
zone mit 2,18 (KI von 1,96 bis 2,40) und die Marginalzone mit einem Mittel von 1,95
(KI von 1,73 bis 2,18) erreichen, Ubertragen auf den Auswertungsscore, eine

Frequenz von 10-25% (siehe dazu auch Tabelle 3).
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Abbildung 16: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Smoothened, Uber die einzelnen Rindenschichten

des fetalen Grof3hirnes.

Die Immunreaktivitatsrate fir Smoothened, in der Verteilung Uber die kortikalen
Rindenschichten, zeigt in Abbildung 16 einen Anstieg der Werte in der Rindenplatte
(p<0,001) gegeniiber der Marginalzone. Dieser Wert fallt im weiteren Verlauf bis zur
Intermediarzone (p<0,01) wieder ab. Bei steigender raumlicher Nahe zum Ventrikel
nimmt die Immunreaktivitat wieder zu und Ubertrifft in der Ventrikularzone (p<0,001)

dabei sogar den Wert der Rindenplatte.

3.1.3.2 Smoothened-Intensitat

Der hochste Mittelwert konnte bei der Rindenplatte mit einem Wert von 2,00 (95%-KI
von 1,87 bis 2,13) festgestellt werden. Die sekundére Rindenzone erbrachte einen
Wert von 1,95 (95%-KI von 1,79 bis 2,12), die Marginalzone von 1,90 (95%-KI von
1,71 bis 2,10), sowie die Ventrikularzone von 1,90 (95%-KI von 1,69 bis 2,11). Aus
der Subventrikularzone lie3 sich ein Mittel von 1,81(95%-KI von 1,63 bis 1,99) und
aus der Intermediérzone von 1,68 (Kl von 1,47 bis 1,89) errechnen.

T T T T T
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Abbildung 17: Mittelwerte mit zugehotrigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat des Rezeptor Smoothened, dargestellt Uber die einzelnen

Schichten des fetalen Neokortexes.
Auffallig bei der graphischen Betrachtung ist die sehr gleichmaRige Auspragung der
Immunreaktivitatsintensitat Uber alle sechs Neokortexschichten. Es zeigt sich nur ein

geringfugiger Abfall Gber der Intermediarzone (p<0,05).

3.1.3.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fiir Smoothend

Tabelle 8: Gegenuberstellung der Grol3hirnschichten unter Beachtung der Frequenz
und der Intensitdt. Erhebung der Daten fir Smoothened. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

<,0001 ***

0,4419

0,0001 *** |0,2610

0,6906 0,7100

0,2673 <,0001*** | 0,0044 **

0,0764 0,0102 * |0,0288 *

0,0036 ** |0,0374* |0,3302 0,0608

0,4520 0,1254 0,2474 0,3081

<,0001 *** | 0,0549 0,0032 ** <,0001 *** 0,0001 ***
0,9703 0,4254 0,6667 0,0867 0,4803

Bei der statistischen Beurteilung der Immunreaktivitatsrate fir den Rezeptor
Smoothened ergibt sich hier ein signifikanter Unterschied zwischen der Marginalzone
und der Rindenplatte (p<0,001), der sekundaren Rindenzone (p<0,001), der
Subventrikular- (p<0,01) und der Ventrikularzone (p<0,001). Zusatzlich besteht eine
signifikante Differenz zwischen der Rindenplatte mit der Intermediar- (p<0,001) und
der Subventrikularzone (p<0,05). Die sekundare Rindenzone zeigt einen statistisch
interessanten Unterschied zur Intermediar- (p<0,01) und zur Ventrikularzone
(p<0,01). Zusatzlich ist noch ein signifikantes Ergebnis zwischen der Ventrikularzone

Intermediar- (p<0,001), sowie der Subventrikularzone (p<0,001) zu

und der

vermerken.
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Demgegenuber lield sich bei der statistischen Auswertung der Immunreaktivitats-
intensitat ein signifikanter Unterschied zwischen der Intermediarzone und der

Rindenplatte (p<0,05), sowie der sekundaren Rindenzone (p<0,05) darstellen.

3.1.3.4 Altersabhangige Smoothened-Immunreaktivitét
Tabelle 9: Darstellung der P-Werte der Grol3hirnschichten in Verbindung mit der

Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der Schwanger-
schaftswoche fur Smoothened. Zusatzliche Darstellung des Zeitverlaufes tUber die

Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitéat Intensitat im Verlauf

Uber die SSW

Frequenz Frequenz im Verlauf
Uber die SSW

Marginalzone 0,7642 | 0,1035 1
Rindenplatte 0,9125 —_— 0,0696 1
Sek. Rindenzone 0,7037 ) 0,1368 1
Intermediérzone 0,4169 1 0,4770 1
Subventrikularzone 0,6495 ) 0,1230 1
Ventrikularzone 0,1577 ) 0,2505 |

Es zeigt sich fur die Smoothened Immunreaktivitatsrate sowie -intensitat keine
statistisch relevante Assoziation mit dem fetalen Alter. Bei der Frequenz ist erst eine
Abnahme Uber die Schichten zu vermerken, in der Intermedidrzone kommt es dann
zu einer Zunahme, jedoch gefolgt von einer weiteren Abnahme in den Ventrikel
nahen Schichten. Die Intensitat zeigt eine durchgehende Abnahme der Werte tber

den Verlauf der SSW, nur in der Ventrikuldrzone ist das Gegenteil zu beobachten.
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Abbildung 18: Darstellung der Ventrikularzone, der Subventrikularzone und von
Teilen der Intermediarzone der Gro3hirnrinde (14.SSW.) fur Shh (A), Patched (B),
Smoothened (C), Glil (D), Gli2 (E) und Gli3 (F). 20-fache Vergrol3erung.
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3.1.4 Statistische Auswertung der Glil-immunhistochemie

Die isolierte Betrachtung des ersten Vertreters der Transkriptionsfaktorfamilie Gl

ergab:

3.1.4.1 Glil-Frequenz
Die Rindenplatte erreichte mit einem Mittelwert von 2,62 ( 95%-KI von 2,23 bis 3,01)

den hoéchsten Wert, dicht gefolgt von der sekundaren Rindenzone mit 2,14 (Kl von
1,73 bis 2,56), der Ventrikularzone mit 2,10 (KI 1,65 bis 2,55) und der Subventrikular-
zone mit dem Mittel von 2,00 (KI von 1,57 bis 2,43). Geringere Mittelwerte finden sich
bei der Intermediarzone mit 1,44 (Kl von 1,09 bis 1,79) und der Marginalzone mit
1,40 (Kl von 1,12 bis 1,68) (siehe Tabelle 3).
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Abbildung 19: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehérigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Glil-lImmunreaktivitatsrate, Uber die einzelnen Rindenschichten des fetalen
Grof3hirns.

In Abbildung 19 zeigt sich ein zweigipfliger Verlauf in der Betrachtung der
Immunreaktivitatsrate. Der erste Anstieg findet sich in der Rindenplatte (p<0,001). Es
folgt ein Abfall bis zur Intermediarzone (p<0,05) und dann ein erneuter Anstieg in der

Subventrikuldrzone (p<0,05), der seinen Hohepunkt in der Ventrikularzone findet.

3.1.4.2 Glil-Intensitat
Auch hier erbrachte die Rindenplatte mit 1,86 (95%-KI von 1,60 bis 2,12) den
hochsten Mittelwert im Vergleich mit den finf anderen Schichten. Es folgt die

Marginalzone mit 1,62 (95%-KI von 1,35 bis 1,89), die sekundére Rindenzone mit
1,57 (95%-KI von 1,30 bis 1,84) und die Ventrikularzone mit einem Wert von 1,50
(95%-KI von 1,22 bis 1,78). Sie alle wurden mit einer ,mittleren” Intensitat bewertet.
Die Subventrikularzone ergab ein Mittel von 1,45 (95%-KI von 1,17 bis 1,73) und die
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Intermediarzone von 1,14 (95%-KI von 0,84 bis 1,44) womit beide als ,schwach”

eingeordnet wurden.
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Abbildung 20: Mittelwerte mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat von Glil, aufgetragen lUber die einzelnen Schichten des

fetalen Neokortexes.

Bei der Betrachtung der Intensitét in der Abbildung 20 zeigt sich erst ein Anstieg von
der Marginalzone zur Rindenplatte (p<0,05). Gefolgt von einem Abfall Uber die
sekundéare Rindenzone bis zum niedrigsten Wert im Verlauf der Kurve, in der
Intermediarzone (p<0,05). In Ventrikelndhe ergibt sich jedoch wieder eine Zunahme

der Intensitat fir Glil, jedoch ohne statistische Relevanz.

3.1.4.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fir Glil

Tabelle 10: Gegeniberstellung der Grof3hirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Glil. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

<,0001 ***
0,0247 *

0,0055 ** | 0,0690
0,7991 0,1286
0,8710 <,0001 *** | 0,0110 *
0,0120* | 0,0002 *** | 0,0235 *
0,0259* |0,0201* |0,5876 0,0443 *
0,3730 0,0333* 10,5219 0,1068

0,0096 ** |0,0506 0,8707 0,0180 * 0,7075
0,5300 0,0613 0,7062 0,0613 0,7943
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Bei der statistischen Auswertung der Immunreaktivitatsrate unterscheidet sich die
Marginalzone signifikant von der Rindenplatte (p<0,001), der sekundaren Rinden-
zone (p<0,01), der Subventrikular- (p<0,05) und der Ventrikularzone (p<0,01). Die
Rindenplatte unterschied sich wiederum signifikant von der Intermediar- (p<0,001)
und der Subventrikularzone (p<0,05). Es zeigte sich des Weiteren eine statistisch
interessante Differenz zwischen der sekundaren Rindenzone und der Intermediér-
zone (p<0,05). Die Intermedidrzone unterscheidet sich ihrerseits von der
Subventrikular- (p<0,05) und der Ventrikularzone (p<0,05) signifikant.

Die statistische Bewertung der Intensitat ergab im Vergleich zwischen der Marginal-
zone mit der Rindenplatte (p<0,05) und der Intermedidrzone (p<0,05) einen
statistisch relevanten Wert. Die Rindenplatte unterschied sich zusatzlich noch von
der Intermediarzone (p<0,001), sowie der Subventrikularzone (p<0,05). Auch die
sekundéare Rindenzone bietet einen signifikanten Unterschied zur Intermediarzone
(p<0,05).

3.1.4.4 Altersabhangige Glil-immunreaktivitat

Tabelle 11: Darstellung der P-Werte der GrofR3hirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fir den Transkriptionsfaktor Glil. Zusatzliche Darstellung
des Zeitverlaufes Uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitat
& SSW

Intensitéat im Verlauf
Uber die SSW

Frequenz Frequenz im Verlauf
& SSW tber die SSW

Marginalzone 0,2790 ! 0,7324 !
Rindenplatte 0,3122 l 0,3628 l
Sek. Rindenzone 0,4735 1 0,7199 1
Intermediarzone 0,0475 1™ 0,2241 1
Subventrikularzone 0,3003 ! 0,6441 !
Ventrikularzone 0,5630 1 0,3935 !

Fur die Immunreaktivitatsrate zeigt sich im Verlauf Gber die Zeit eine Abnahme der
Werte in der Marginalzone und der Rindenplatte. Die sekundére Rindenzone und die
Intermediarzone (p<0,05) erfahren eine Frequenzerhdhung. In Ventrikelndhe zeigt
sich fur die Subventrikularzone eine Ab- und fir die Ventrikularzone eine Zunahme
der Werte. Die Immunreaktivitatsintensitat weist ein sehr &hnliches Muster wie die
Immunreaktivitatsrate im Verlauf Uber die SSW auf. Der einzige Unterschied ist in der
Ventrikularzone zu finden, in der es zu einer Abnahme der Intensitat im Verlauf tber

die Zeit kommit.
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3.1.5 Statistische Auswertung der Gli2-Immunhistochemie

3.1.5.1 Gli2-Frequenz

Den hodchsten Mittelwert mit 3,32 (KI von 3,00 bis 3,64) erreicht auch hier die
Rindenplatte, des Weiteren erreicht die Sek. Rindenzone einen Wert von 3,27 (KI
von 2,93 bis 3,61) und die Ventrikularzone ein Mittel von 2,91 (KI von 2, 52 bis 3,29).
Damit liegen diese 3 Rindenzonen im Scorebereich von 25-50%. Im Gegensatz dazu

weisen die drei anderen Zonen Werte von 2,36 (KI von 2,11 bis 2,62) in der
Subventrikularzone, 2,27 (Kl 2,03 bis 2,52) in der Intermediarzone und Werte von
2,25 (Kl von 2,04 bis 2,46) in der Marginalzone auf.
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Abbildung 21: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Gli2, Uber die einzelnen Rindenschichten des

fetalen GroRRhirnes.

In der Betrachtung der Abbildung 21 zeigt sich zwischen der Marginalzone und der
Rindenplatte (p<0,001) eine signifikante Zunahme der Immunreaktivitatsrate. Im
weiteren Kurvenverlauf fallt eine fast als Plateau zu bezeichnende Ebene zwischen
der Rindenplatte und der sekundaren Rindenplatte auf. Die Ebene endet mit dem
Abfall in der Intermediarzone (p<0,001). Es kommt zu einem geringen Anstieg der
Werte in der Subventrikularzone und einer statistisch relevanten Zunahme in der

Ventrikularzone (p<0,01).

3.1.5.2 Gli2-Intensitat
Die Marginalzone liel3 sich hier als Zone mit der héchsten Intensitat ermitteln. Dabei

erreichte sie einem Mittelwert von 2,70 (95%-KI von 2,48 bis 2,92). Die Rindenplatte
erbrachte ein Mittel von 2,68 (95%-KI von 2,47 bis 2,89) und die Intermediarzone
einen Wert von 2,55 (95%-KI von 2,32 bis 2,77). Wahrend die Ventrikularzone einen
Wert von 2,41 (95%-KI von 2,15 bis 2,67), die sekundare Rindenzone 2,27 (95%-KI



ERGEBNISSE

-62 -

von 2,03 bis 2,52) und die Subventrikularzone ein Mittel von 2,14 (95%-KI von 1,98

bis 2,29) bot.
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Abbildung 22: Mittelwerte mit zugehoérigem 95%-Konfidenzintervall,

Rindenplatte

Sek. Rindenzone

Intermediarzone

Subventrikularzone

T
Ventrikularzone

fur die

Immunreaktivitatsintensitat von Gli2, aufgetragen lUber die einzelnen Schichten des

fetalen Neokortexes.

In der Abbildung 22 zeigt sich erst ein Plateau zwischen der Marginalzone und der

Rindenplatte. Es ergibt sich eine Abnahme der Immunreaktivitatsintensitat in der

sekundéaren Rindenzone (p<0,01), auf die eine Zunahme in der Intermediarzone

folgt. Der weitere Kurvenverlauf zeigt einen erneuten Abfall der Intensitat in der

Subventrikularzone (p<0,01), gefolgt von einem Zuwachs in der Ventrikularzone.

3.1.5.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fir Gli2

Tabelle 12: Gegenuberstellung der Grol3hirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Gli2. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

<,0001 ***

0,9060

<,0001 *** | 0,8231

0,0063 ** 10,0073 **

0,9131 <,0001 *** | <,0001 ***

0,3167 0,3651 0,0715

0,5857 <,0001 *** | <,0001 *** 0,6549

0,0004 *** 10,0004 ** 10,3651 0,0073 **

0,0019 ** |0,0459* |0,0756 0,0021 ** 0,0082 **
0,0608 0,0715 0,3651 0,3651 0,0715
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Die Varianzanalyse, die zur statistischen Bewertung der Immunreaktivitatsrate
verwendet wurde, zeigte aus der Sicht der Marginalzone, sowohl gegentber der
Rindenplatte (p<0,001), der sekundaren Rindenzone (p<0,001), als auch der
Ventrikularzone (p<0,01), einen signifikanten Unterschied auf. Betrachtet man nun
die Rindenplatte, so weist diese eine signifikante Differenz zur Intermediarzone
(p<0,001), zur Subventrikularzone (p<0,001), sowie zur Ventrikularzone (p<0,05) auf.
Auch die sekundéare Rindenzone unterscheidet sich signifikant, sowohl von der
Intermediar- (p<0,001), als auch von der Subventrikularzone (p<0,001). Die
Ventrikularzone ihrerseits bietet noch zusatzlich einen statistisch interessanten
Unterschied zur Intermediér- (p<0,01) und zur Subventrikul&arzone (p<0,01).

Bei der statistischen Auswertung der Immunreaktivitatsintensitat von Gli2 unterschied
sich die Marginalzone signifikant von der sekundaren Rindenzone (p<0,01) und der
Subventrikularzone (p<0,001). Die Rindenplatte zeigte eine relevante Differenz,
sowohl zur sekundaren Rindenzone (p<0,01), als auch zur Subventrikuldrzone
(p<0,01). Zusatzlich fiel ein weiterer Unterschied zwischen der Intermediar- und der

Subventrikularzone (p<0,01) auf.

3.1.5.4 Altersabhangige Gli2-Immunreaktivitat

Tabelle 13: Darstellung der P-Werte der GroRhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fur den Transkriptionsfaktor Gli2. Zusatzliche Darstellung
des Zeitverlaufes Uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitat im Verlauf
Uber die SSW

Intensitat
& SSW

Frequenz @ Frequenz im Verlauf
& SSW Uber die SSW

Marginalzone 0,1070 | 0,6375 1
Rindenplatte 0,2219 1 0,6771 1
Sek. Rindenzone 0,2950 1 0,6304 1
Intermediérzone 0,8103 | 0,0041 ¥
Subventrikularzone 0,8201 1 0,9500 —
Ventrikularzone 0,0820 | 0,2094 |

Die Betrachtung der Immunreaktivitatsrate, im Verlauf Uber die Zeit, zeigte in der
Marginalzone eine Abnahme der Werte. Demgegeniber kam es in der Rindenplatte
und der Sekundaren Rindenzone zu einem Zuwachs. In der Intermediarzone liel3
sich eine Abnahme verzeichnen, gefolgt von einer Zunahme der Frequenz in der

Subventrikularzone. Die Ventrikularzone zeigte im Verlauf eine Abnahme.
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Die Immunreaktivitatsintensitat ergab bei der Auswertung des zeitlichen Zusammen-
hangs einen Zuwachs der Werte fur die Marginalzone, die Rindenplatte, die
sekundéare Rindenzone und die Intermediarzone (p<0,01). In der Subventrikuldrzone
liel3 sich keine Veranderung Uber die Zeit ausmachen, wobei es in der Ventrikular-

zone zu einer Abnahme kam.

3.1.6 Statistische Auswertung der Gli3-Immunhistochemie

3.1.6.1 Gli3-Frequenz

Es fallt auf, dass sich bei der F&rbung des Transkriptionsfaktors Gli3 in der
Ventrikularzone der hochste Mittelwert mit 3,05 (KI von 2,61 bis 3,49) ergibt. In der
Rindenplatte ist ein Wert von 2,71 (Kl 2,36 bis 3,07) erhebbar.

Dem gegentuber siedeln sich die Subventrikularzone bei einem Mittel von 2,45 (KI
von 2,21 bis 2,69), die sekundare Rindenzone von 2,33 (KI von 2,03 bis 2,63), die
Marginalzone mit einem Mittelwert von 2,21 (KI von 1,83 bis 2,59) und die

Intermediarzone von 2,05 (Kl von 1,82 bis 2,27) an.
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Abbildung 23: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate des Transkriptionsfaktors Gli3, Uber die einzelnen

Rindenschichten des fetalen Grof3hirns.

Der Kurvenverlauf in der Abbildung 23 zeichnet sich durch einen eher flachen Verlauf
aus. Dabei lasst sich ein erster Anstieg zwischen der Marginalzone und der
Rindenplatte (p<0,05) verzeichnen, gefolgt von einem Abfall bis in die Intermediar-
zone. Daraufhin steigt die Kurve jedoch noch einmal an und findet ihren hochsten
Punkt in der Ventrikuldrzone (p<0,01).
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3.1.6.2 Gli3-Intensitét
Bei der Auswertung der Intensitat lieR sich der hochste Mittelwert in der

Marginalzone, mit einem Wert von 2,60 (95%-KI von 2,25 bis 2,95), ermitteln. Im
Kontrast dazu ergaben die anderen funf Schichten, mit der Rindenplatte mit einem
Wert von 2,43 (95%-KI von 2,20 bis 2,66), der Ventrikularzone mit 2,26 (95%-KI von
2,04 bis 2,48), der Subventrikularzone mit 2,25 (95%-KI von 1,99 bis 2,51), der
sekundaren Rindenzone mit 2,14 (95%-KI von 1,88 bis 2,40) und der
Intermediarzone mit dem Wert 2,10 (95%-KI von 1,85 bis 2,34) eine Einstufung im

Auswertungsscore in der mittleren Intensitat.
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Abbildung 24: Mittelwerte mit zugehodrigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat von Gli3, aufgetragen lUber die einzelnen Schichten des

fetalen Neokortexes.

Bei der Betrachtung der Abbildung 24 zeigt sich eine abfallende Tendenz im Verlauf
Uber die Rindenschichten. Die hodchste Immunreaktivitatsintensitat bietet die
Marginalzone, es folgt ein stetiger Abfall bis zur Intermediarzone. In Ventrikelndhe ist
ein minimaler Anstieg zu verzeichnen. Dabei liel3 sich bei keinem der Werte ein

signifikanter Unterschied zeigen.
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3.1.6.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fur Gli3

Tabelle 14: Gegenuberstellung der GroR3hirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Gli3. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

0,0257 *
0,3382
0,5826 0,0821
0,0116* ]0,1074
0,4662 0,0027 ** 10,1910
0,0055 ** | 0,0608 0,7873
0,2904 0,2319 0,5967 0,0699
0,0548 0,3185 0,5490 0,3871
0,0003 *** | 0,1317 0,0016 ** <,0001 *** 0,0086 **
0,0679 0,3617 0,5068 0,3545 0,9427

Die Immunreaktivitatsrate ergab bei der statistischen Bewertung einen signifikanten
Unterschied zwischen der Rindenplatte und der Marginal- (p<0,05), sowie der
Intermediarzone (p<0,01). Die Ventrikularzone zeigte eine statistisch relevante
Differenz zur Marginalzone (p<0,001), zur sekundéaren Rindenzone (p<0,01), zur
Intermediar- (p<0,001) und zur Subventrikularzone (p<0,01).

Die statistische Auswertung der Intensitat erbrachte signifikante Ergebnisse fir den
Vergleich zwischen der Marginalzone mit der sekundaren Rindenzone (p<0,05),

sowie der Intermediarzone (p<0,01).

3.1.6.4 Altersabhangige Gli3-Immunreaktivitat

Tabelle 15: Darstellung der P-Werte der Grof3hirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fir Gli3. Zusatzliche Darstellung des Zeitverlaufes Uber die
Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz @ Frequenz im Verlauf
& SSW Uber die SSW

Intensitat im Verlauf
Uber die SSW

Intensitat
& SSW

Marginalzone 0,6432 ! 0,1087 1
Rindenplatte 0,9857 — 0,5229 1
Sek. Rindenzone 0,3018 1 0,9903 —
Intermediérzone 0,9178 — 0,1640 1
Subventrikulérzone 0,0751 1 0,3872 1
Ventrikularzone 0,3843 1 0,4418 1
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Fir Gli3 war bei der statistischen Bewertung keine signifikante Verdnderung in
Verbindung mit der altersabhéngigen Immunreaktivititsrate und —intensitat
ermittelbar. Die Frequenz bietet in der Marginalzone eine Abnahme der Werte Uber
den Zeitverlauf. Die Rindenplatte sowie die Intermediarzone zeigen keine Verander-
ungen, wobei es in der raumlich dazwischen liegenden sekundaren Rindenzone zu
einer Zunahme kommt. Auch die Subventrikular- und die Ventrikularzone zeigen
einen Zuwachs im Verlauf Uber die Zeit.

Bei der Betrachtung der Intensitéat ergibt sich im Zusammenhang mit der Zeit eine
Zunahme der Intensitdt in allen Rindenschichten, aufer in der sekundaren

Rindenzone, in der keine Veranderung auszumachen ist.
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3.2 Immunhistochemische Verteilung der untersuchten Faktoren im fetalen

Kleinhirn

Patched

Smoothened

Abbildung 25: Darstellung der AuReren Kornerzellschicht, der Molekularschicht und
der Inneren Kérnerzellschicht der Kleinhirnrinde (18.SSW.) fir Shh (A), Patched (B),
Smoothened (C), Glil1 (D), Gli2.(E) und Gli3 (F). 20-fache Vergrol3erung.
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3.2.1 Statistische Auswertung der Shh-Immunhistochemie

3.2.1.1 Shh-Frequenz

Die AuBere Kornerzellschicht ergab einen Mittelwert von 3,50 (95%-KI von 3,22 bis
3,78), die Innere Koérnerzellschicht erbrachte einen Wert von 2,85 (95%-KI von 2,54
bis 3,16). Dem gegenuber steht die Molekularschicht mit einem Wert von 2,45 (95%-
Kl von 2,13 von 2,77) (siehe auchTabelle 3).
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Innere Kdrnerzellschicht Molekularschicht AuRere Kérnerzellschicht
Abbildung 26: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehoérigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate des Liganden Shh, tber die einzelnen Rindenschichten

des fetalen Kleinhirns.

Es zeigt sich ein leichter Abfall zwischen der Inneren Kornerzellschicht und der
Molekularschicht. Gefolgt von einem starken Anstieg zur AuReren Kornerzellschicht
(p<0,001).

3.2.1.2 Shh-Intensitéat

Der hochsten Mittelwert ist in der AuRere Kornerzellschicht mit 2,65 (95%-KI von

2,42 bis 2,88) zu finden und erreicht somit eine ,starke® Intensitat. Die Innere
Kornerzellschicht erreicht einen Wert von 2,45 (95%-KI von 2,17 bis 2,73) und die
Molekularschicht ein Mittel von 2,10 (95%-KI von 1,96 bis 2,24).
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Innere Kérnerzellschicht Molekularschicht AuRere Kornerzellschicht
Abbildung 27: Mittelwerte mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat von Shh, aufgetragen lber die einzelnen Schichten der

fetalen Kleinhirnrinde.
Der Kurvenverlauf stellt sich hier eher flach dar. Es ist ein leichter Abfall zur
Molekularschicht (p<0,05) und dann ein Anstieg zur AuReren Kornerzell-schicht

(p<0,001) zu beobachten.

3.2.1.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitét fiir Shh

Tabelle 16: Gegenuberstellung der Kleinhirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Shh. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

0,0587

0,0257 *

0,0027 ** <,0001 ***
0,1957 0,0007 ***

Bei der statistischen Bewertung der Frequenz ergab sich eine signifikante Differenz
zwischen der Inneren und der AuReren Kornerzellschicht (p<0,01), sowie zwischen
der Molekularschicht und der AuRReren Kornerzellschicht (p<0,001).

Bei der Auswertung der Immunreaktivitatsintensitat lie3 sich im Vergleich zwischen
der Inneren Kornerzellschicht und der Molekularschicht (p<0,05) und des Weiteren
zwischen der AuReren Kornerzellschicht und der Molekularschicht (p<0,001) eine

Differenz detektieren.
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3.2.1.4 Altersabhangige Shh-Immunreaktivitat

Tabelle 17: Darstellung der P-Werte der Kleinhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der Schwanger-
schaftswoche fur das Signalmolekil Shh, sowie der Darstellung des Zeitverlaufes
Uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz | Frequenz im Verlauf Intensitat Intensitat im Verlauf
Uber die SSW & SSW uber die SSW

Innere
Kornerzellschicht 0,6879 1 0,2429 1

Molekularschicht 0,3442 1 0,1789 )

AuRere
Kornerzellschicht 0,2233 ) 0,0150 1

Die Beurteilung der Altersabhéangigkeit mit der Immunreaktivitatsrate zeigte fur die
Innere Kornerzellschicht und die Molekularschicht eine Zunahme der Werte im
Zeitverlauf. In der AuBeren Kornerzellschicht kam es zu einer Abnahme.

Die Immunreaktivitatsintensitdt ergab fur Shh eine Zunahme in der Inneren
Kdrnerschicht, jedoch einen Abfall in der Molekularschicht und eine signifikante
Abnahme in der AuReren Kornerzellschicht (p<0,05) im Verlauf Uber die

Schwangerschatft.

3.2.2 Statistische Auswertung der Patched-Immunhistochemie
3.2.2.1 Patched-Frequenz
Die AuRere Kornerzellschicht bildet mit einem Wert von 3,48 (95%-KI von 3,20 bis

3,75) den hdchsten Mittelwert der drei Kleinhirnschichten. Die Innere Kornerzell-
schicht ergab einen Wert von 2,71 (95%-KI von 2,42 bis 3,01), die Molekularschicht
erbrachte hingegen einen von Wert 2,33 (95%-KI von 2,07 bis 2,60).
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Innere Kornerzellschicht Molekularschicht AuRere Kornerzellschicht
Abbildung 28: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Patched, Uber die einzelnen Rindenschichten des

fetalen Kleinhirns.
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Bei der Betrachtung der Abbildung 28 zeigt sich tber den Verlauf der Rinden-
schichten erst eine geringe Abnahme der Immunreaktivititsrate im Vergleich
zwischen der Inneren Koérnerzellschicht zur Molekularschicht (p<0,05), jedoch gefolgt

von einem Anstieg in der AuBeren Kornerzellschicht (p<0,001).

3.2.2.2 Patched-Intensitat

Bei der Ermittlung der Mittelwerte fir die Intensitat ergab sich der hochste Wert in der
Inneren Kornerzellschicht mit 2,43 (95%-KI von 2,20 bis 2,66), gefolgt von der
AuBeren Kornerzellschicht mit 2,33 (95%-KI von 2,07 bis 2,60) und der
Molekularschicht mit 2,24 (95%-KI von 2,04 bis 2,44).
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Abbildung 29: Mittelwerte mit zugehoérigem 95%-Konfidenzintervall, fir die
Immunreaktivitatsintensitat von Patched, aufgetragen Uber die einzelnen Schichten

der fetalen Kleinhirnrinde.

Hier zeigt sich bei der Beurteilung der Kurve, die die Immunreaktivitatsintensitat
darstellt, eine leicht abfallende Tendenz. Diese beginnt in der Inneren Kdérnerzell-
schicht und fallt dann kontinuierlich zur Molekularschicht ab, endet jedoch mit einem
minimalen Anstieg in der AuBeren Kornerzellschicht. Dabei ergaben sich keine

statistisch relevanten Unterschiede.

3.2.2.3 Statistische Beurteilung von Freguenz und Intensitat fiir Patched

Hier wurden folgende Werte erhoben:

Tabelle 18: Gegenuberstellung der Kleinhirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Patched. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).
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Frequenz
Intensitat

0,0468 *

0,2311

0,0001 *** <,0001 ***
0,5476 0,5476

Mit Hilfe der Varianzanalyse liel3 sich fur die Frequenz ein signifikanter Unterschied
zwischen der Inneren Kornerzellschicht und der Molekularschicht (p<0,05), sowie der
AuReren Kornerschicht (p<0,001) zeigen. Zudem unterscheidet sich die Molekular-
schicht signifikant von der AuRere Kérnerzellschicht (p<0,001).

Die statistische Bewertung der Immunreaktivitatsintensitat ergab fur die Daten von

Patched keine signifikanten Unterschiede.

3.2.2.4 Altersabhangige Patched-Immunreaktivitat

Tabelle 19: Darstellung der P-Werte der Kleinhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fir den Rezeptor Patched, sowie der Darstellung des
Zeitverlaufes tUber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitat im Verlauf
Uber die SSW

Intensitat
& SSW

Frequenz | Frequenz im Verlauf
& SSW uber die SSW

Innere
Kornerzellschicht 0,9471 — 0,2409 1

Molekularschicht 0,2931 1 0,9740 —

AuRere
Kornerzellschicht 0,7132 | 1,0000 —

Auch bei der Auswertung der Kleinhirnschichten liel3 sich keine statistisch relevante
Zu- oder Abnahme der Patched-Immunreaktivitdt im Zusammenhang mit der SSW
errechnen. Dabei zeigte sich fir die Immunreaktivititsrate keine Veranderung der
Werte in der Inneren Koérnerzellschicht im Verlauf Uber die Zeit, wobei es in der
Molekularschicht zu einer Zunahme und in der AuReren Kdrnerzellschicht zu einer
Abnahme kam. Die Immunreaktivitatsintensitat zeigte fur Patched eine Zunahme in
der Inneren Koérnerzellschicht. Fur die beiden anderen untersuchten Rindenschichten

lielR sich kein Unterschied im Verlauf erkennen.
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3.2.3 Statistische Auswertung der Smoothened-Immunhistochemie

3.2.3.1 Smoothened-Frequenz

Die AuBere Kornerzellschicht zeichnet sich durch einen sehr hohen Mittelwert von
3,74 (95%-KI von 3,52 bis 3,95) aus. Somit ergibt sich aus der Ubertragung in den
Auswertungsscore eine Immunreaktivitatsrate von durchschnittlich mehr als 50%. Die
Innere Koérnerzellschicht bietet einen Wert von 2,60 (95%-KI von 2,32 bis 2,88),
wahrend die Molekularschicht ein Mittel von 2,34 (95%-KI von 2,13 bis 2,61) erreicht.
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Abbildung 30: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehoérigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Smoothened, tUber die einzelnen Rindenschichten

des fetalen Kleinhirns.

Im Verlauf der Immunreaktivitatsrate zeigt sich fir Smoothened erst ein geringer
Abfall zwischen der Inneren Kornerzellschicht und der Molekularschicht. Jedoch
kommt es in der an der Kleinhirnoberflache gelegenen AuReren Kdrnerzellschicht zu

einem massiven Anstieg (p<0,001).

3.2.3.2 Smoothened-Intensitat

Die Intensitat erreicht bei der Auswertung des Antikorpers fur Smoothened in der
AuReren Kornerzellschicht mit 2,21 (95%-KI von 1,95 bis 2,47) den hdchsten
Mittelwert. Die Innere Kornerzellschicht ergab einen Wert von 1,80 (95%-KI von 1,56
bis 2,04) und die Molekularschicht ein Mittel von 1,79 (95%-KI von 1,59 bis 1,99).
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Abbildung 31: Mittelwerte mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall fir die
Immunreaktivitatsintensitat von Smoothened, aufgetragen uber die einzelnen

Schichten der fetalen Kleinhirnrinde.
Zwischen der Inneren Kdrnerzellschicht und der Molekularschicht zeigt sich in der
Abbildung 31 keine Veranderung der Immunreaktivitatsintensitat, jedoch kommt es in

der AuReren Kornerzellschicht zu einer Zunahme (p<0,05).

3.2.3.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitét fiir Smoothened

Die Auswertung des Antikorpers fur Smoothened bei der Betrachtung der

Kleinhirnschichtung ergab:

Tabelle 20: Gegenuberstellung der Kleinhirnschichten unter Beachtung der

Frequenz und der Intensitdt. Erhebung der Daten fir Smoothened.
(*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

0,1706

0,9474

<,0001 *** <,0001 ***
0,0124 * 0,0114 *

Bei dem hier betrachteten Antikorper zeigte sich bei der statistischen Auswertung der
Immunreaktivitatsrate ein signifikanter Unterschied zwischen der Inneren Kérnerzell-
schicht und der AuReren Kérnerzellschicht (p<0,001), sowie zwischen der Molekular-
schicht und der AuReren Kornerzellschicht (p<0,001). Auch die Immunreaktivitéts-

intensitat der AuReren Kérnerzellschicht von Smoothened unterscheidet sich von den
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beiden anderen Schichten in signifikantem Mal3e, Innere Kdornerzellschicht (p<0,05)
und Molekularschicht (p<0,05).

3.2.3.4 Altersabhangige Smoothened-Immunreaktivitat

Tabelle 21: Darstellung der P-Werte der Kleinhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der Schwanger-
schaftswoche fir den Rezeptor Smoothened, sowie der Darstellung des
Zeitverlaufes tUber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitat im Verlauf
Uber die SSW

Intensitat

Frequenz Frequenz im Verlauf
Uber die SSW

Innere
Kornerzellschicht 0,3090 l 0,4912 1

Molekularschicht 0,7324 1 0,2371 1

AuRere
Kornerzellschicht 0,4980 l 0,1210 1

Bei der Betrachtung der altersabhéngigen Frequenz zeigte sich eine Abnahme der
Werte in der Inneren und der AuReren Kornerzellschicht. Dem gegeniiber wies die
Molekularschicht einen Zuwachs tber den Verlauf der Zeit auf. Bei der Intensitat
ergab sich eine allgemeine Zunahme in allen drei Rindenschichten.

Fir keine der Kleinhirnrindenschichten liel3 sich ein signifikante Zu- oder Abnahme

im Zusammenhang mit dem fetalen Alter zeigen.

3.2.4 Statistische Auswertung der Glil-Immunhistochemie
3.2.4.1 Glil-Frequenz
Bei der Beurteilung von Glil zeigte sich der hochste Mittelwert mit 3,10 (95%-KI von

2,76 bis 3,44) in der Inneren Kornerzellschicht. Die AuBere Kornerzellschicht bot
einen Wert von 2,75 (95%-KI von 2,27 bis 3,23), wahrend die Molekularschicht ein
Mittel von 1,50 (95%-KI von 1,22 bis 1,78) erbrachte (siehe auch Tabelle 3).
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Innere Kornerzellschicht Molekularschicht AuRere Kornerzellschicht
Abbildung 32: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Glil, Uber die einzelnen Rindenschichten des

fetalen Kleinhirns.

Bei der Betrachtung der Abbildung 32 zeigt sich ein starker Abfall zwischen der
Inneren Kornerzellschicht und der Molekularschicht (p<0,01), gefolgt von einer
starken Zunahme der Immunreaktivitatsrate in der AuReren Kornerzellschicht
(p<0,001).

3.2.4.2 Glil-Intensitat
Die Innere Kdrnerzellschicht ergibt einen Mittelwert von 2,10 (95%-KI von 1,89 bis

2,31), die AuRere Kornerzellschicht einen Wert von 2,05 (95%-KI von 1,69 bis 2,41)
und die Molekularschicht von 1,55 (95%-KI von 1,31 bis 1,79).
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Innere Kdrnerzellschicht Molekularschicht AuRere Kornerzellschicht

Abbildung 33: Mittelwerte mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall fir die
Immunreaktivitatsintensitat von Glil, aufgetragen lber die einzelnen Schichten der

fetalen Kleinhirnrinde.

Die Innere Kornerzellschicht bildet den héchsten Punkt in der Kurve, die den Verlauf

der Immunreaktivitatsintensitat fur Glil darstellt. Es zeigt sich ein Abfall zur
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Molekularschicht (p<0,01) hin, der dann aber in der AuReren Kornerzellschicht
(p<0,01) wieder in eine Zunahme der Werte Ubergeht.

3.2.4.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitét fur Glil

Es folgt die Betrachtung des ersten Transkriptionsfaktors der Gli-Familie:

Tabelle 22: Gegenlberstellung der Kleinhirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Glil. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

<,0001 ***

0,0045 **

0,1723 <,0001 ***
0,7889 0,0094 **

Bei der statistischen Bewertung der Frequenz besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen der Molekularschicht und der Inneren Koérnerzellschicht (p<0,001), sowie
zwischen der Molekularschicht und der AuReren Koérnerzellschicht (p<0,001).

Die Beurteilung der Immunreaktivitatsintensitat ergibt ebenfalls ein signifikantes
Ergebnis zwischen der Molekularschicht und der Inneren Koérnerzellschicht (p<0,01)
und des Weiteren zwischen der Molekularschicht und der AuBeren Kornerzellschicht
(p<0,01).

3.2.4.4 Altersabhangige Glil-immunreaktivitat

Tabelle 23: Darstellung der P-Werte der Kleinhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der Schwanger-
schaftswoche fir das Signalmolekul Glil, sowie der Darstellung des Zeitverlaufes
Uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Intensitat
& SSW

Intensitat im Verlauf
Uber die SSW

Frequenz | Frequenz im Verlauf
& SSW Uber die SSW

Innere
Koérnerzellschicht 0,5052 ) 0,7794 l

Molekularschicht 0,0502 ! 0,0019 L

AuRere
Kdérnerzellschicht 0,0014 1 0,0221 L*
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Zwischen dem fetalen Alter und der Glil Immunreaktivitat zeigt sich eine Abnahme
der Immunreaktivitatsfrequenz im Zeitverlauf, um dann in der AuBeren Kornerzell-
schicht (p<0,01) in einer signifikanten Abnahme zu enden. Auch bei der Erfassung
der Intensitat Uber den Schwangerschaftsverlauf ergibt sich eine kontinuierliche
Abnahme, die sowohl in der Molekularschicht (p<0,01), als auch in der AuReren

Kdrnerzellschicht (p<0,05) ein statistisch relevantes Ergebnis zeigt.

3.2.5 Statistische Auswertung der Gli2-lImmunhistochemie
3.2.5.1 Gli2-Frequenz

Die Auswertung der Daten erbringt fur die AuBere Kérnerzellschicht einen Mittelwert

von 3,62 (95%-KI von 3,31 bis 3,92) und somit eine Immunreaktivitatsrate von tber
50%. Die Innere Kdrnerzellschicht bietet einen Wert von 3,29 (95%-KI von 2,99 bis
3,58). Die Molekularschicht ergibt ein Mittel von 2,43 (95%-KI von 2,12 bis 2,74)
(siehe Tabelle 3).
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Innere Kornerzellschicht Molekularschicht AuRere Kérnerzellschicht
Abbildung 34: Darstellung der Mittelwerte mit zugehoérigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Gli2, Uber die einzelnen Rindenschichten des

fetalen Kleinhirns.

Der Kurvenverlauf in der graphischen Darstellung in der Abbildung 34 zeigt zu
Beginn eine Abnahme bis zum Erreichen der Molekularschicht (p<0,001), gefolgt von
einer erneuten Zunahme der Immunreaktivitatsrate in der AuBeren Kornerzell-schicht
(p<0,001).

3.2.5.2 Gli2-Intensitat

Fur die Intensitat von Gli2 lassen sich folgende Werte ermitteln: Die AuRere
Kdrnerzellschicht bietet einen Mittelwert von 2,90 (95%-KI von 2,77 bis 3,04), die



ERGEBNISSE - 80 -

Innere Kornerzellschicht einen von 2,38 (95%-KI von 2,11 bis 2,65) und die
Molekularschicht ein Mittel von 2,38 (95%-KI von 2,11 bis 2,65).
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Innere Kérnerzellschicht Molekularschicht AuRere Koérnerzellschicht
Abbildung 35: Mittelwerte mit zugehérigem 95%-Konfidenzintervall fur die Immun-
reaktivitatsintensitat von Gli2, aufgetragen uber die einzelnen Schichten der fetalen

Kleinhirnrinde.
Die Abbildung 35 zeichnet sich durch ein Plateau zwischen der Inneren Kérnerzell-
schicht und der Molekularschicht aus. Dem Plateau folgt ein Anstieg zur Kleinhirn-

oberflache, der AuRReren Koérnerzellschicht (p<0,01), hin.

3.2.5.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fur Gli2

Legt man nun den Fokus auf den Antikorper fur Gli2, ergibt sich:

Tabelle 24: Gegeniberstellung der Kleinhirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Gli2. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

<,0001 ***

1,0000

0,1086 <,0001 ***
0,0016 ** 0,0016 **

Hier bietet sich bei der statistischen Auswertung der Immunreaktivitatsrate das
gleiche Bild wie bei Glil. Die AuBere Kdrnerzellschicht (p<0,001), sowie die Innere
Kdrnerzellschicht (p<0,001) unterscheiden sich signifikant von der Molekularschicht.
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Die statistische Analyse der Intensitat zeigt signifikante Unterschiede zwischen der
AuBeren Kornerzellschicht und der Inneren Kornerzellschicht (p<0,01), sowie

zwischen der AuReren Kornerzellschicht und der Molekularschicht (p<0,01).

3.2.5.4 Altersabhanqgige Gli2-Immunreaktivitat

Tabelle 25: Darstellung der P-Werte der Kleinhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der
Schwangerschaftswoche fir Gli2, sowie der Darstellung des Zeitverlaufes tber die
Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz Frequenz im Verlauf
uber die SSW

Intensitat im Verlauf
Uber die SSW

Intensitat
& SSW

Innere
Kdérnerzellschicht 0,8248 l 0,1425 1

Molekularschicht 0,5898 l 0,6194 1

AuRere
Kornerzellschicht 0,1077 ! 0,8312 1

Bei der Bewertung der erstellten Daten von Gli2, unter der zusétzlichen Beachtung
des fetalen Alters, lasst sich eine allgemeine Abnahme der Expressionsfrequenz
Uber alle drei Kleinhirnschichten zeigen, jedoch ohne statistischen Zusammenhang.
Dem gegeniber weist die Intensitat einen Zuwachs im Verlauf Gber die Zeit in allen

Schichten auf.

3.2.6 Statistische Auswertung der Gli3-Immunhistochemie

3.2.6.1 Gli3-Frequenz

Den hochsten Mittelwert bei der Auswertung erbringt die AuRere Kérnerzellschicht
mit 3,57 (95%-KI von 3,34 bis 3,80), die Molekularschicht zeigt einen Wert von 2,71
(95%-KI von 2,33 bis 3,10), die Innere Kornerzellschicht ein Mittel von 2,52 (95%-KI
von 2,15 bis 2,89) (Tabelle 3).
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Innere Kornerzellschicht Molekularschicht AuRere Kornerzellschicht
Abbildung 36: Darstellung der Mittelwerte, mit zugehorigem 95%-Konfidenzintervall
fur die Immunreaktivitatsrate von Gli3, Uber die einzelnen Rindenschichten des

fetalen Kleinhirns.

Der Kurvenverlauf zeigt den niedrigsten Wert fir die Immunreaktivitatsrate von Gli3
in der Inneren Kdornerzellschicht. Es folgt ein erst geringer, dann etwas gréRerer
Anstieg im Verlauf tber die Molekularschicht bis zur AuReren Kornerzellschicht
(p<0,001).

3.2.6.2 Gli3-Intensitat

Beim Vergleich der drei Kleinhirnschichten erbringt die AuRere Kornerzellschicht mit
2,76 (95%-KI von 2,56 bis 2,96) den grof3ten Mittelwert. Die Molekularschicht ergibt
ein Mittel von 2,67 (95%-KI von 2,45 bis 2,89) und die Innere Kérnerzellschicht einen
Wert von 2,57 (95%-KI von 2,34 bis 2,80).
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Abbildung 37: Mittelwerte mit zugehdrigem 95%-Konfidenzintervall, fur die
Immunreaktivitatsintensitat von Gli3, aufgetragen tber die einzelnen Schichten der

fetalen Kleinhirnrinde.
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Die graphische Darstellung der Immunreaktivitatsintensitat fur Gli3 zeigt einen
minimalen Anstieg im Verlauf zwischen der Inneren Kornerzellschicht, der Molekular-

schicht und der AuReren Kornerzellschicht, ohne jegliche statistische Relevanz.

3.2.6.3 Statistische Beurteilung von Frequenz und Intensitat fir Gli3

Fur GIi3 lie3en sich aus der Gegenuberstellung der Rindenschichten folgende Werte

ermitteln:

Tabelle 26: Gegenuberstellung der Kleinhirnschichten unter Beachtung der
Frequenz und der Intensitat. Erhebung der Daten fur Gli3. (*(p<0,05),**(p<0,01),
***(p<0,001)).

Frequenz
Intensitat

0,4062

0,5169

<,0001 *** 0,0004 ***
0,2001 0,5169

Es lasst sich bei der statistischen Auswertung der Immunreaktivitatsrate mit Hilfe der
Varianzanalyse ein signifikanter Unterschied zwischen der AuReren Koérnerzell-
schicht und der Inneren Kérnerzellschicht (p<0,001), sowie zwischen der AuReren
Kdrnerzellschicht und der Molekularschicht (p<0,001) ermitteln. Die statistische

Beurteilung der Intensitat lasst keine signifikanten Werte detektieren.

3.2.6.4 Altersabhangige Immunreaktivitat fir Gli3

Tabelle 27: Darstellung der P-Werte der Kleinhirnschichten in Verbindung mit der
Frequenz und der Schwangerschaftswoche, sowie der Intensitat und der Schwanger-
schaftswoche fur das Signalmolekul Gli3, sowie der Darstellung des Zeitverlaufes
Uber die Schwangerschaft. (*(p<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)).

Frequenz Frequenzim Verlauf Intensitat Intensitéat im Verlauf
& SSW Uber die SSW & SSW uber die SSW

Innere
Kornerzellschicht

Molekularschicht
AuRere
Kornerzellschicht
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Die Auswertung des Antikorpers fur Gli3, unter der zusatzlichen Betrachtung der
altersabhangigen Immunreaktivitat, ergab fur die Immunreaktivititsrate eine
Zunahme der Werte in der Inneren Kornerzellschicht und der Molekularschicht,
wahrend sich in der AuBeren Kornerzellschicht eine Abnahme im Verlauf tber die
Zeit zeigt. Legt man aber den Fokus auf die Intensitat, ergibt sich eine allgemeine
Zunahme der Werte, wobei sich in der Molekularschicht (p<0,05) ein signifikantes

Ergebnis zeigen lasst.
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Abbildung 38: Darstellung der Kleinhirnrindenschichtungen im Zeitverlauf fur alle
sechs Antikérper. (A,D,G,J,M,P) Kleinhirnschichtung in der 12.SSW. (B,E,H,K,N,Q)
Kleinhirnschichtung in der 19.SSW. (C,F,l,.L,O,R) Kleinhirnschichtung in der 28.SSW.
20-fache VergroRerung.
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3.3 Rhombische Lippe

Smoothened

Abbildung 39: Darstellung der rhombischen Lippe in der 12. SSW. fur Shh (A),
Patched (B); Smoothened (C), GLil1 (D), Gli2 (E) und Gli3 (F). Grof3e Bilder in 2-
facher Vergro3erung, kleine Bilder im Bild in 10-facher VergréRerung.
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3.4 Auswertung der Kontrollschnitte

Die Negativkontrollen der jeweiligen Antikorper fiur Sonic Hedgehog, Patched,
Smoothened, Glil, Gli2 und Gli3 ergibt kein positives Signal auf den parallel
mitgefarbten Kontrollschnitten.

Abbildung 40: Negativkontrolle exemplarisch fur Glil. 20-fache Vergrof3erung.
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4 DISKUSSION

Da bis dato sehr wenig Uber die physiologische Verteilung von Sonic Hedgehog und
seinen Hauptsignalmolekilen im sich entwickelnden menschlichen ZNS bekannt ist,
war das Ziel dieser Arbeit eine mdglichst genaue zeitlich-raumliche Darstellung der
Verteilung zu erarbeiten.

Dabei wurde die GroRRhirn- und Kleinhirnschichtung von gesunden menschlichen
Feten zwischen der 12. und der 28. Schwangerschaftswoche betrachtet. Der Arbeit
liegt die Erhebung der Immunreaktivitatsrate und der Immunreaktivitatsintensitat der
positiv angefarbten Zellen der einzelnen Rindenschichten im Verlauf dber die
Schwangerschaftswochen zugrunde. Dazu wurde jedes Signalmolekil getrennt
voneinander beurteilt. In die Arbeit gingen folgende Molekile mit ein: Sonic
Hedgehog selbst, die membranstandigen Molekile Patched und Smoothened sowie
die Transkriptionsfaktoren Glil, Gli2 und Gli3.

Die bisherigen Arbeiten befassten sich hauptsachlich mit der Betrachtung von
Mausembryonen. Unter Einbeziehung der Veroéffentlichungen soll nun die
physiologische Verteilung im humanen ZNS diskutiert werden. Dabei werden jedoch
das Grol3hirn und das Kleinhirn getrennt voneinander betrachtet.

Die Diskussion wird das Hauptaugenmerk auf die Immunreaktivitatsrate und somit
auf die Anzahl der exprimierenden Zellen legen, da die Immunreaktivitatsrate eine
schlissigere Aussage Uber die Aktivitdt des Signalweges im Vergleich zu der
Immunreaktivitatsintensitat zu geben scheint. Dennoch ist die Aussage fur die
Aktivitat nur eingeschrankt zu sehen, da mit der hier verwendeten Methode nur eine
Aussage Uber das Vorhandensein des Molekills zu machen ist. Uber den
Aktivierungszustand und das Bindungsverhaltnis kann keine Aussage gemacht

werden, eine Quantifizierung ist ebenfalls nicht mdglich.

Zu hohe Bewertung der Immunreaktivitdtsintensitat?

Durch die gleichbleibenden Werte der Immunreaktivitatsintensitat im Verlauf Gber die
einzelnen Rindenschichten, sowohl im Kleinhirn, als auch im GroRRhirn, kann man
davon ausgehen, dass wenn eine Uberbewertung der Immunreaktivitatsintensitat in

den zellreicheren Rindenschichten vorhanden sein sollte, diese sehr gering ausfallt.
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4.1 Proliferation und Differenzierung im GrofRRhirnkortex

Bereits Choi, der sich in den 80iger Jahren des letzten Jahrhunderts mit den
Proliferationszonen im physiologischen embryonalen bzw. fetalen Grof3hirn
beschaftigte, konnte in der Ventrikularzone, der Subventrikularzone und der
Intermediarzone mit dem Lichtmikroskop mitotische Figuren erkennen (Choi 1988).
Simonati und seine Arbeitsgruppe zeigte 1999 ebenfalls die proliferative Aktivitat der
drei Rindenzonen in dem er sowohl den immunhistochemischen Nachweis des
,proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA), als auch den Nachweis von Teilungs-
figuren erbrachte (Simonati et al. 1999). Kendler und Golden beschrieben 1996
jedoch zusétzlich eine erhdhte Proliferationsrate gegen Mitte der Schwangerschatft in
der Intermediarzone und der sekundéaren Rindenplatte, die dann zum Ende der
Schwangerschaft hin wieder stark abféllt (Kendler und Golden 1996).

In der vorliegenden Arbeit lieBen sich in den proliferationsreichen Rindenschichten
(Ventrikularzone, Subventrikularzone) sowie in der Rindenplatte und der sekundaren
Rindenzone die héchsten Farbesignale detektieren. Dabei ist zu bedenken, dass die
Ventrikularzone direkt am Seitenventrikel und auch die Rindenplatte nahe am
Gewebsrand liegen.

Somit lasst sich eine zu hohe Einstufung der Frequenz nicht ausschlie3en, da durch
die verwendete Farbemethode im Randbereich mit vermehrt unspezifischen
Farbungen zu rechnen ist. Der niedrigste Frequenzbereich lie3 sich im Gegensatz
dazu immer in der Intermediar- oder der Marginalzone ermitteln. Da die
Marginalzone Uberwiegend die Randzone des Gewebsstickes bildet und einen
niedrigen Frequenzbereich aufweist, ist die Gefahr der Uberbewertung von

randstandigen Hirnschichten nur relativ zu sehen.

4.1.1 Proliferation bzw. Differenzierung und Sonic Hedgehoqg

Mehrere Arbeitsgruppen konnten darstellen, dass Shh fur die Proliferation von
Vorlauferzellen zustandig ist (Rowitch et al. 1999, Lai et al. 2003, Machold et al.
2003, Palma et al. 2005). Rowitch beobachtete im Vergleich zum Wildtyp eine
enorme Hyperplasie des dorsalen Rickenmarks und der Ventrikuldrzone im Kortex
von transgenen Shh-Mauseembryonen (Rowitch et al. 1999). Die Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass es sich nur um ein erhéhtes Proliferationsniveau handelte und
nicht um eine Verminderung des programmierten Zelltodes. Die Zellen in der

vergroRerten Ventrikularzone wiesen eine verzogerte oder gar gehemmte
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Differenzierung auf, zudem zeigte sich eine Hochregulation von Patched und Glil
(Rowitch et al. 1999). Im Gegenzug ergaben die Versuche von Palma 2005 mit
einem selektiven Shh-Inhibitor eine Verminderung der Subventrikularzone im
signifikanten Bereich (Palma et al. 2005). Konsistent zu diesen Ergebnissen konnte
Dahmane 2001 in den GroRRhirnen von Shh-/-Mausemutanten eine verringerte
Proliferation in der Subventrikular- und Ventrikularzone detektieren (Dahmane et al.
2001).

Diese Erkenntnisse lassen sich gut mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten
vereinbaren. Es zeigt sich eine hohe Immunreaktivitit von Shh und seinen
synergistisch wirkenden Signalmolekilen, sowohl in der Ventrikularzone, als auch in
der Subventrikuldrzone. Die Shh-Signalantwort nimmt im Schwangerschaftsverlauf
ab. Dabei ergibt sich fir die Ventrikularzone sogar eine signifikante Reduktion der
Immunreaktivitatsintensitat. Shh scheint somit auch in der humanen Ventrikular- und
Subventrikularzone fir die Proliferation noétig zu sein. Die Abnahme der
Immunreaktivitat im Verlauf der fetalen Entwicklung lasst sich gut mit dem Rickgang
der proliferativen Aktivitat und der Zuwendung der Zellen zur Migration in die
oberflachlicheren Rindenschichten erklaren.

In der Intermediarzone ist, im Gegensatz zu den oben genannten Verotffentlichungen,
eher ein niedriger Wert zu beobachten. Jedoch lasst sich im zeitlichen Verlauf eine
Zunahme der Immunreaktivitatsintensitat fur alle sechs Signalmolekile beobachten.
Dies konnte dem Zustand Rechnung tragen, dass der untersuchte Zeitraum nur
Feten bis zur 28.SSW einschliel3t, der von Kendler und Golden beschriebene
Proliferationsanstieg jedoch erst zwischen der 23. und 25.SSW beginnt (Kendler und
Golden 1996). Ubereinstimmend mit diesen Daten konnte Harter, der den gleichen
Patientenstamm wie in dieser Arbeit verwendete, mit Hilfe der Anfarbung des
Proliferationsmarkers Ki-67-Antigen die proliferative Aktivitat in der Ventrikularzone,

der Subventrikul&rzone und der Intermediarzone aufzeigen (Har08).

4.1.2 Proliferation bzw. Differenzierung und Patched / Smoothened

Fiur Patched, der in Anwesenheit von Shh inhibiert wird, zeigte sich ein ahnliches
Verteilungsmuster wie fir Shh. Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis konnte die
Arbeitsgruppe um Charytoniuk eine Expression von Patched und Smoothened

MRNA in der Subventrikularzone der adulten Ratte, in der Anwesenheit von Shh
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darstellen (Charytoniuk et al. 2002). Konsistent hierzu ergab sich bei der Shh-/-
Mutante ein Ruckgang der Patched-Expression in der RT-PCR (Palma und Ruiz i
Altaba 2004). In einer Verodffentlichung von 1996 interpretiert Chen die erhdhte
Transkription von Patched, verursacht durch Shh, mit der zuséatzlichen Fahigkeit von
Patched, das extrazellulare Shh wie einen Schwamm aufzusaugen und somit das
slong-range-Signaling® von Shh unterbinden zu koénnen (Chen und Struhl 1996).
Somit konnten Zellen mit einer erhdohten Expression von Patched oder Hip
(Hedgehog interacting protein) das Ansprechen auf Shh vermindern und damit
anderen Signalwegen eine Regulation ermoglichen (Ruiz i Altaba et al. 2004). Die
Uberlegung der ,Schwamm-Funktion“ von Patched lieRe sich mit der erhdhten
Immunreaktivitét in der Rindenplatte vereinbaren. Damit wirde Patched die hohe
Expression von Shh ,aufsaugen und somit den Zellen in der Rindenplatte die
Moglichkeit der Differenzierung gewahren (Rowitch et al. 1999).

Dennoch lasst sich mit dieser These die hochsignifikante Reduktion der Patched-
Immunreaktivitdtsrate in der humanen Ventrikular- und Subventrikuldrzone im
Zeitverlauf nicht erklaren. Es kommt zwar auch bei Shh zu einem Rlckgang der
Immunreaktivitatsrate, jedoch nicht in einem signifikanten Rahmen. Fur dieses
Ungleichgewicht zwischen Ligand und Rezeptor kdnnte es viele unterschiedliche
Ursachen geben. Es besteht die Moglichkeit, dass beide Partner gemeinsam
herunterreguliert werden, jedoch kann es auch nur zur Verminderung eines der
beiden Partner kommen. Zusatzlich gilt es jedoch zu bedenken, dass, wie bereits
erwahnt, durch die immunhistochemische Methode nur eine Aussage Uber das
Vorhandensein, jedoch keine Aussage Uber den Aktivierungszustand bzw. das
Bindungsverhaltnis gemacht werden kann. Somit kann das durch die verwendete
Methode gewonnene Patched-Signal nur die Gegenwart des membranstandigen
Rezeptors eindeutig belegen.

In einer Arbeit Uber die Funktion von DCC (deleted in colorectal cancer) als
,dependence”-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass es durch die Herabregulation
des Liganten Netrin-1 zur Apoptose im Darmlumen kommt (Bernet und Mehlen
2007). Auch dem Rezeptor Patched wird die Funktion als ,dependence”-Rezeptor
zugesprochen (Thibert et al. 2003). Somit konnte eine einseitige Herabregulation des
Liganten Shh zur Apoptose der Zellen fihren (Jenkins 2009).

Rowitch beschreibt jedoch auch eine enorme Uberexpression von Patched und Glil

in der hyperplastischen Ventrikularzone der transgenen Shh-Mausmutante (Rowitch
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et al. 1999). Dies deutet Rowitch als Hinweis, dass die Zellen im undifferenzierten,
jedoch postmitotischem Stadium immer noch auf das Shh-Signal reagieren. Dabei
wird die Hochregulation von Patched darauf zurlickgefuhrt, dass es bei Patched-
Mutationen zu hochproliferativen cerebellaren Tumoren kommen kann (Goodrich et
al. 1997).

Hier konnte nun das Vorhandensein eines ,non-canonical® Shh-Signalweges ins
Spiel kommen (Jenkins 2009). Dabei konnte in der embryonalen Entwicklung der
Nieren eine Regulation des Zellzykluses durch die direkte Interaktion zwischen
Patched und Cyclin B1 beobachtet werden (Barnes et al. 2001), wobei es bei
Abwesenheit des Liganten Shh zu einer Hemmung der spaten G2-Phase und somit
zum Stopp der Proliferation kommt (Jenkins 2009).

Somit scheint Patched nicht nur fur die Interaktion mit Smoothened zu stehen,
sondern auch noch in einer Reihe von anderen Steuerungsmechanismen involviert
zu sein, die sowohl den Zellzyklus (Barnes et al. 2001), als auch die Regulation der
Apoptose (Thibert et al. 2003) einbeziehen. Dabei konnte eine These dieser
zusatzlichen Aufgaben von Patched im Rahmen der ,non-canonical“ Signalwege
sein, dass diese den herkdbmmlichen Signalweg vor mdglichen Fluktuationen bzw.
Stérungen der Signalibermittlung schitzen oder als eine Art Kontrollinstanz
fungieren (Jenkins 2009).

Fur den Transmembranrezeptor Smoothened, welcher in Anwesenheit von Shh
aktiviert wird, zeigt sich, wie erwartet das gleiche Verteilungsmuster wie fur Shh. Die
selektive Inhibition von Smoothened durch Cyclopamine (Chen et al. 2002, Palma
und Ruiz i Albata 2004) oder durch genetische Ablation vom Smoothened in
neuronalen Vorlaufern aus der Subventrikularzone (Stecca 2005) zeigen die gleichen
Ausfalle wie die Inhibition von Shh selbst (Stecca 2005).

4.1.3 Proliferation bzw. Differenzierung und die Gli-Familie

Die Transkriptionsfaktoren Glil und Gli2, denen im Menschen aktivierende
Funktionen nachgesagt werden, zeigen sich in dieser Arbeit in einem &hnlichen
Verteilungsmuster wie Shh. Bai spricht Glil in seiner Arbeit von 2002 eine
Schlisselrolle als Transkriptionsfaktor zu, da Glil die Funktion von Shh in der
Anregung der Proliferation und die Aktivierung der Shh-Target-Gene ubernehmen
kann, aber fir diese nicht zwingend notwendig ist (Matise et al. 1998, Bai et al.

2002). Das ahnliche Verteilungsmuster von Glil und Shh lasst sich durch die
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Beobachtung von mehreren Arbeitsgruppen weiter untermauern, die die Expression
von Glil in der Nahe von Shh sowie die Erhdhung der Glil-Transkription durch Shh
belegen konnten (Grindley et al. 1997, Hynes et al.1997, Lee et al. 1997).
Ubereinstimmend zu den in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen Daten, konnte
Dahmane die Expression von Glil und Gil2 in der Subventrikular- sowie der
Ventrikularzone des perinatalen Neokortex der Maus darlegen (Dahmane et al.
2001). Trotz Studien, die darstellen, dass die Hochregulation von Glil zu einer
verstarkten Proliferation im neonatalen Mausehirn fuhrt (Hynes et al. 1997), konnte
Rowitch aufzeigen, dass die Hochregulation von Glil alleine nicht ausreichend fur die
Proliferation von neuronalem Gewebe ist (Rowitch et al. 1999).

Die Gli2-/- Mausmutante von Palma zeigte vor allem in den Proliferationszonen eine
erhebliche Verminderung. Die gréf3te Reduktion lie3 sich in der Subventrikularzone
beobachten. Die Neuroblasten und SVZ/VZ spezifischen Zellen waren bis zu 50% im
Vergleich zum Wildtyp reduziert. Zudem lie3en sich in der mittleren und spéaten
Schwangerschaft weniger Vorlauferzellen im Kortex nachweisen, was die Vermutung
von Defekten sowohl neuronaler, als auch glialer Zellpopulationen nahe legt (Palma
und Ruiz i Altaba 2004).

Der Transkriptionsfaktor Gli3, der sowohl eine aktivierende, als auch eine
inhibierende Form besitzt (Kim et al. 2003), weist ebenfalls ein vergleichbares Muster
zum Kurvenverlauf des Liganden Shh tber die Grof3hirnrinde auf. Somit muss man
davon ausgehen, dass wahrend des untersuchten Zeitraums mehrheitlich die
aktivierende Form Uberwiegt. Auch die Literatur belegt einen Zusammenhang
zwischen der Gli3-Expression und der Proliferation. So konnten Palma und Ruiz i
Altaba, wie auch die Arbeitsgruppe um Franz und Theil vor ihnen, bei ihren GIi3-/-
Mutanten einen stark verminderten Neokortex der Maus zeigen (Franz et al.1994,
Theil et al.1999, Palma und Ruiz i Altaba 2004).

Der nicht signifikante Zuwachs der Immunreaktivitatsrate sowie der Immun-
reaktivitatsintensitat in den Proliferationszonen bei der Betrachtung Uber die Zeit
lieRe sich mit der inhibierenden Form von Gli3 (Wang et al. 2000) erklaren. Diese
Form wird in Abwesenheit von Shh starker exprimiert, ist jedoch in der hier

gewahlten Methode nicht separat zu erfassen.
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4.1.4 Proliferation in der Intermediarzone?

In der Literatur wird im Zuge der proliferationsreichen Rindenschichten auch immer
die Intermediérzone als solche beschrieben (Choi 1988, Simonati et al. 1999). In der
vorliegenden Arbeit lie3 sich diese generelle proliferative Aktivitat, anhand einer
hohen Shh-Immunreaktivitatsrate in der Intermediarzone, jedoch nicht beobachten.
Dabei zeigten die ermittelten Werte aller sechs untersuchten Signalmolekile tberein-
stimmend, im Vergleich zu den anderen Rindenschichten der Gro3hirnrinde, mit die
niedrigste Immunreaktivitatsrate. Ein Erklarungsversuch kénnte sein, dass es sich
bei der Intermedidrzone um eine Mischpopulation handelt. Es zeigen sich unter
anderem Populationen von Neuroblasten und Radiéarglia. Die Neuroblasten kdonnten
weniger Shh exprimieren und somit eine Ursache der niedrigen Signalantwort sein.
Zudem Ubernehmen die glialen Fasern hauptsachlich die Funktion der Fuhrungs-
struktur und stehen somit vordergriindig nicht mit der Shh-Expression im Zusammen-
hang.

Jedoch lasst sich bei der Betrachtung tber die Zeit fir Shh und Gli2 ein Zugewinn in
der Signalintensitat (fir Gli2 hoch signifikant) beobachten. Fir Patched ist ein
signifikanter ~Zuwachs sowohl der Immunreaktivitatsrate, als auch der
Immunreaktivitdtsfrequenz zu erkennen. Smoothened und Glil erbringen eine
signifikante  Zunahme der Signalrate. Somit kodnnte diese Uber den
Schwangerschaftsverlauf beobachtete Entwicklung gut mit dem in der Literatur
beschriebenen Proliferationshéhepunkt zwischen der 23. bzw. 25. SSW (Kendler und
Golden 1996) in Einklang gebracht werden.

415 Zusammenschau

Bei der generellen Ubersicht tber die Verteilung der untersuchten Signalweg-
molekile zeigt sich ein stetiges Vorhandensein aller Molekile tber alle Grof3hirn-
schichten. Dies ist zusatzlich Uber den kompletten untersuchten Zeitraum
darzustellen. Daraus lasst sich die Vermutung ableiten, dass die einzelnen
Komponenten, vor allem die Transkriptionsfaktoren, nicht nur Uber den ,canonical”
Shh-Signalweg direkt reguliert werden, sondern auch Uber andere Regulations-
mechanismen wie die ,non-canonical® Shh-Signalwege (Jenkins 2009) und
zusatzlich Uber andere Signalkaskaden, wie z. B. den Wnt-R-Catenin-Signalweg
(Mullor JL.et al. 2001, Watt FM 2004, Ulloa F et al. 2007) gesteuert werden. Dabei

kommt es teilweise zu einer Aufregulierung der Gli-Funktion, z. B. durch die Kinase
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Dyrkl (Mao J et al. 2002) oder das Actin-Bindungsprotein MIM (Missing in
Metastasis) (Callahan CA et al.2004). Eine Negativ-Regulation kann z.B. durch
Numb, eigentlich ein Notch-Inhibitor (Di Marcotulli L et al. 2006), Sufu (Suppressor of
fused) (Kogermann P et al.1999, Svard J et al.2006) bzw. REN (Di Marcotulli L et al.
2004) eintreten.

4.2 Proliferation und Differenzierung im Kleinhirnkortex

Wechsler-Reya und Scott stellten in ihrer Arbeit dar, dass Shh mitogen auf
Kornerzell-Vorlauferzellen wirkt. Zudem konnten sie zeigen, dass es bei einer
Blockierung von Shh in vivo zu einer Reduzierung der AuBeren Kornerzellschicht
kommt (Wechsler-Reya und Scott 1999). In vitro konnte derselbe Effekt der
verminderten Proliferation an Vorlauferzellen der AuReren Kornerzellschicht aus der
Maus bestatigt werden (Dahmane und Ruiz i Albata 1999). Ubereinstimmend ergab
eine in situ Hybridisierung von Wallace im sich entwickelnden Mausekleinhirn, dass
Shh von den Purkinjezellen exprimiert wird und die sich teilenden Zellen in der
AuReren Kornerzellschicht darauf mit einer Exprimierung von Patched und Glil
reagieren (Wallace et al.1999). Die Wissenschaftlerin fiihrt somit den Hinweis, dass
Shh die Proliferation von Vorlauferzellen der AuReren Kdrnerzellschicht induziert.
Des Weiteren vertritt sie die These, dass das von den Projektionsneuronen gebildete
Shh die Teilung der neuronalen Vorlauferzellen vorantreibt, die im Verlauf zu
Neuronen ausreifen. Sie sieht darin einen gangigen Entwicklungsmechanismus, da
sich derselbe Mechanismus auch in der Entwicklung der Retina (Jensen und Wallace
1996) darstellen liel3.

Ein ahnliches Bild zeigen die Daten, die in dieser Arbeit ermittelt wurden. Dabei lie3
sich ebenfalls wie in anderen Studien (Wallace et al.1999, Dahmane und Ruiz i
Altaba 1999) eine Expression von Shh, Patched, Smoothened, Gli1, Gli2 und Gli3 in
der AuBeren Kornerzellschicht darstellen. Passend zu der These aus der Literatur
lasst sich bei der Betrachtung Uber den zeitlichen Verlauf eine Abnahme der
Immunreaktivitatsrate von allen untersuchten Signalmolekillen in der AuReren
Kdrnerzellschicht, der Proliferationszone des Kleinhirns, zeigen. Bunz konnte bei der
Untersuchung des gleichen Patientenstamms die proliferative Aktivitat der AuReren
Kdrnerzellschicht anhand des Nachweises des Proliferationsmarkers Ki-67-Antigen
erbringen (Bun09).
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In der hier vorliegenden Arbeit lasst sich fur Shh, zuséatzlich zur Abnahme der
Immunreaktivitatsrate im Zeitverlauf, ein signifikanter Ruckgang der Immun-
reaktivitatsintensitat ausmachen. Im Konsens damit sind der hochsignifikante
Ruckgang der Glil-Immunreaktivitatsrate und die signifikante Abnahme der Intensitat
fur Glil zu sehen.

Im Kontrast dazu steht die Veroffentichung von Abraham, die den
Proliferationshohepunkt der AuReren Kornerzellschicht zwischen der 28. und 34.
Entwicklungswoche der Schwangerschaft ausweist (Abraham et al. 2001).

Da die Daten in der vorliegenden Arbeit nur den Zeitraum von der 12. bis zur 28.
SSW umfassen, ware eine Zunahme des Shh- bzw. Glil-Signals zum Ende des
untersuchten Zeitraumes zu erwarten. Ein Erklarungsversuch koénnte ein zwei-
gipfliger Expressionsverlauf tber die Schwangerschaft sein. Dabei kbnnte der erste
Expressionshéhepunkt eher im ersten bzw. zu Beginn des zweiten Trimenons liegen,
wenn die bereits differenzierten Projektionsneuronen Shh exprimieren, um die
Teilung der neuronalen Vorlauferzellen voranzutreiben (Wallace 1999). Der zweite
Expressionshohepunkt kénnte dann der erhéhten Proliferation gegen Ende der
Schwangerschaft Rechnung tragen (Abraham et al. 2001).

Der zweite Erklarungsversuch bezieht sich auf den Umstand, dass die proliferative
Aktivitat der AuRReren Kornerzellschicht bis weit nach der Geburt anhalt (Abraham et
al. 2001), und dass es somit ein zusatzliches Signal geben muss, welches die
Differenzierung der Kdrnerzellen wahrend der Schwangerschaft vermittelt. Deshalb
kann man davon ausgehen, dass die Drosselung der Proliferation nicht alleine mit
der Verminderung des Shh-Konzentrationsniveaus zu erklaren ist. Das extrazellulare
Matrixglykoprotein Vitronectin besitzt die Fahigkeit, das Ansprechen von Vorlaufern
der AuReren Kornerzellschicht auf Shh zu reduzieren. Dieser Vorgang involviert
zusatzlich die Phosphorylierung des ,cAMP response element binding protein®
(CREB), welches die Shh vermittelte Proliferation terminiert und die Differenzierung
der Kornerzellen vorantreibt (Pons et al. 2001). Jedoch sind auch andere
Mechanismen zur Beendigung der Proliferation der AuReren Kornerzellschicht
denkbar. In embryonalen Nierenzellen lasst sich zum Beispiel, wie bereits im
vorherigen Abschnitt erwéhnt, eine direkte Interaktion zwischen Patched und Cyclin

B1 beobachten, welche dort die Zellzyklusprogression reguliert (Barnes et al.2001).
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4.2.1 Innere Kdrnerzellschicht

Die hohen Mittelwerte, sowohl der Immunreaktivitatsrate, als auch der -intensitat, die
in der Inneren Kdrnerzellschicht fir Shh, Patched, Smoothened, Glil und Gli2
ermittelt wurden, lassen sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf neuronale Zellen, der
spateren Purkinjezellschicht, zurtckfihren. Die Purkinjezellschicht wurde hier nicht
getrennt ausgewertet, da diese zu Beginn des untersuchten Zeitraumes, ab der
12.SSW, noch nicht zu erfassen ist (siehe hierzu Abbildung 38, (A,D,G,J,M,P)).
Jedoch lasst sich in reiferen Grof3hirnschichten eine Schicht mit sich beginnend
differenzierenden Purkinjezellen ausmachen (siehe hierzu Abbildung 38,
(B,E,H,K,N,Q) fur die 19.SSW, sowie (C,F,I,L,O,R) fir die 28. SSW).

Bemerkenswert erscheint bei der Betrachtung der Inneren Koérnerzellschicht der
hohe Mittelwert der Glil-lImmunreaktivitatsrate, der sogar noch den der
Immunreaktivitatsrate der AuReren Kornerzellschicht tibersteigt. Auch in der Literatur
lasst sich eine Expression von Glil in der Inneren Kornerzellschicht der Maus- und
des Huhnerembryos finden (Lin und Cepko 1998, Dahmane und Ruiz i Altaba 1999).
Da sich diese Anreicherungen in der Literatur eher auf die frihe Phase der
Entwicklung beziehen (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999), und es auch in dieser
Arbeit zu einer Frequenzreduktion von Glil im Schwangerschaftsverlauf kommt,
konnte dies als friihe Proliferationsreaktion, z. B. der Bergmann-Glia (Wallace 1999,
Dahmane und Ruiz i Altaba 1999), auf das Shh-Signal gewertet werden. Zudem fand
Wallace in der Purkinjezellschicht kleine runde Zellen, die Glil und Patched
exprimierten, jedoch war es ihr nicht moglich diese Zellen zu charakterisieren
(Wallace 1999).

Gli2 zeigt einen ahnlichen Verlauf wie Shh, was sich gut mit der Funktion als
Aktivator des Signalweges (Shin SH et al. 1999, Sasaki H et al. 1999) vereinbaren
lasst. Gli3 hingegen weist in der Inneren Koérnerzellschicht, im Gegensatz zu den
anderen funf untersuchten Signalmolekilen, einen niedrigeren Wert als die
Molekularschicht auf. Passend dazu beschreibt Dahmane auch nur ein schwaches
Signal (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999), wahrend Wallace GIli3 in der
Purkinjezellschicht gar nicht nachweisen konnte (Wallace 1999). Dies legt die
Vermutung nahe, dass hier die antagonistischen Wirkungen von Gli3 (Wang et al.
2000) zum Tragen kommen, was die Beobachtung des Anstieges von GIli3 im

Zeitverlauf noch unterstutzt.
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4.2.2 Bergmann-Glia und Sonic Hedgehoqg

Dahmane und Ruiz i Altaba konnten in einer Arbeit von 1999 darlegen, warum, wie
schon Arbeitsgruppen (Fisher et al. 1993, Sotelo et al. 1994) vor ihnen beschrieben
hatten, die Purkinjezellen fur die Ausreifung Bergmann-Glia notwendig sind
(Dahmane und Ruiz i Altaba 1999). Die Bergmann-Glia bendtigen das von den
Purkinjezellen exprimierte Shh-Signal zu deren Ausdifferenzierung. Daraus ergab
sich die These, ob Bergmann-Glia, die durch das Shh-Signal ausgereift sind,
ihrerseits einen negativen Effekt auf das Shh-Signal besitzen. Dieses negative
Feedback kénnte dann die Proliferation in der AuReren Kornerzellschicht drosseln
und somit die Zellzahl kontrollieren (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999). Diese
Uberlegung ist vereinbar mit dem hemmenden Effekt von Bergmann-Glia auf die
Vorlauferzellen der AuReren Kornerzellschicht in vitro (Gao et al. 1991). Dahmane
kommt in ihrer Arbeit zu diesem Gedankenspiel: Somit wirde Shh einen
Regulationskreislauf betreiben, in dem er direkt die Proliferation der oberflachlich
liegenden Kornerzellvorlaufer der AuReren Kornerzellschicht vorantreibt und
gleichzeitig indirekt die Differenzierung der tiefer liegenden Kérnerzellvorlaufer in
reifere Zellstufen induziert. Diese Differenzierung erfolgt dann mediatorvermittelt
durch Nachbarzellen, zum Beispiel Bergmann-Glia, die ihrerseits das Shh-Signal zur

Ausreifung bendétigen (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999).

Der Nachweis von Shh und seinen Signalmolekilen in Rindenzonen, in denen keine
proliferative Aktivitdit nachgewiesen werden konnte, wie der Marginalzone,
sekundaren Rindenzone, sowie der Rindenplatte (Har08) lasst schon erahnen, dass
die Rolle des Shh-Signalweges weit Uber die der Proliferation hinausgeht. Deshalb
befasst sich der folgenden Abschnitt mit den Aufgaben von Shh im Rahmen der

Auswanderung der Zellen.

4.3 Migration
Lange Zeit ahnte man, dass der Shh-Signalweg in die Migration involviert sein muss,

da man zeigen konnte, dass ein fehlerhafter Shh-Signalweg Migrationsdefekte nach
sich zieht (Roessler et al. 1996, Vargas et al. 1998, Cohen 2006). Jedoch liel3 sich
ein eindeutiger Nachweis lange nicht erbringen. Nun konnte Angot in einer aktuellen
Arbeit die Notwendigkeit von Shh bei der Migration von Neuroblasten aus der

Subventrikularzone in den Riechkolben der adulten Maus darstellen (Angot et al.
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2008). Dabei zeigt die Arbeitsgruppe, dass migrierende Neuroblasten der SVZ, den
Shh-Rezeptor Patched exprimieren und somit auf dessen Signal reagieren kénnen.
Konsistent zu diesen Beobachtungen zeigte sich bei Uberexpression von Shh eine
erhohte Anzahl von Neuroblasten im Riechkolben und bei Blockierung des Shh-
Signalweges das gegenlaufige Verhalten. Im Einklang dazu konnte die Arbeitsgruppe
bei der Beobachtung der aus der SVZ stammenden Neuroblasten ein Abweichen der
auswandernden Zellen auf die ektope Shh-Uberexpression hin darstellen (Angot et
al. 2008).

Im folgenden Abschnitt werden die méglichen Funktionen des Shh-Signalweges im
Rahmen der Migration im sich entwickelnden menschlichen Gehirn dargestelit.

4.3.1 Migration im Neokortex

Betrachtet man die Mittelwerte der Immunreaktivitatsrate von Shh im Verlauf tber die
Rindenschichten, so bietet sich eine zweigipflige Kurve. Den ersten Hohepunkt bildet
die Ventrikularzone, den zweiten die Rindenplatte. Dies lasst nun die Uberlegung
einer bereits in der Entwicklung des Rickenmarks beschriebenen Mdglichkeit der
Zellmigration anhand eines Shh-Gradienten zu (Goulding und Lamar 2000, Ho und
Scott 2002). Dabei konnte gezeigt werden, dass die im dorsalen Teil des
Ruckenmarks gebildeten Axone gen Bodenplatte und somit auf das wachsende Shh-
Niveau zu migrieren (Briscoe und Ericson 2001). Dort angekommen drehen die
Kommissurenfasern ab und migrieren von hohen Shh-Gradienten weg gen rostral
(Bourikas V et al. 2005, Jenkins 2009). Dieses Migrationsmodell kdnnte auch in der
GroRhirnrinde zum Tragen kommen. Dabei wirde der vorliegende hohe Level von
Shh in der Ventrikularzone als repulsiver Faktor dienen und damit das Abwandern
der Zellen bei abfallendem Gradienten bedingen. In der Intermediarzone angelangt,
dem niedrigsten Shh-Niveau, kdnnte nun Shh seine kontrare Funktion nutzen und als
Chemoattraktor die auf der Wanderschaft befindlichen Zellen, anhand eines nun

steigenden Gradienten, in die Rindenplatte locken.

Bei der Betrachtung der Immunreaktivitatsintensitat tber den Schwangerschafts-
verlauf zeigt sich fir Shh eine Abnahme der Intensitat in den proliferationsreichen
Schichten des Neokortex, der Subventrikular- und der Ventrikularzone, wobei in den
anderen vier eher ventrikelfernen Kortexschichten die Shh-Intensitat zunimmt. Hierzu

passend zeigt sich eine Zunahme der Patched-Signal-Intensitdt in den
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Proliferationszonen, welche durch die Abwesenheit der inhibitorischen Wirkung von
Shh zu erklaren wéare. Somit ginge die Proliferation zuriick und die Migration wirde
beginnen.

Die Migration, weg von den Proliferationszonen hin zur Rindenplatte, konnte sich in
einer Erh6hung der Immunreaktivitatsintensitat im Verlauf der Schwangerschaft
darstellen. Fur Shh ergibt sich ab der Intermediarzone bis hin in die Marginalzone
eine Zunahme mit steigendem fetalen Alter. Synchron zeigt sich dieses Muster auch
fur Smoothened, Glil und Gli2. Dabei fallt auf, dass eine steigende Immun-
reaktivitatsintensitat fur Glil nur bis zur sekundaren Rindenplatte zu beobachten ist.
Dies fuhrt zu dem Gedankenspiel, ob Glil nur fur die rdumlich n&here Migration
zustandig sein konnte. Durch die Abnahme der Glil-Immunreaktivitat in der
Rindenplatte und der Marginalzone kénnte sich wahrend des Schwangerschafts-
verlaufs der Migrationsradius der auf der Auswanderung befindlichen Zellen
verringern. Diese Uberlegung lieRe sich durch die Veroffentlichungen stiitzen, in
denen das Vorkommen von Glil eher in raumlich naheren Regionen zum Shh-
Expressionsort beschrieben wird, wahrend Gli2 und Gli3 in weiterer Entfernung zum
Shh-Expressionsort zu finden sind (Hui et al. 1994, Marigo et al. 1996, Lee et al.
1997). Gegen diesen Gedankengang einer isolierten Funktion von Glil in der
Migration spricht zumindest im Tiermodell die Beobachtung, dass es bei Versuchen
mit Glil-/- Mutanten zu keinen detektierbaren Entwicklungsstérungen kam (Ding et
al. 1998, Park et al. 2000). Somit geht man zumindest im Tiermodell davon aus, dass
die DNA-Bindungsaktivitat von Glil nicht fur die Shh-Signalverarbeitung notwendig
ist (Matise et al. 1998, Bai et al. 2002). Passend dazu lie3 sich in den Neuroblasten
der SVZ der Maus ebenfalls eine Abwesenheit der Glil-Expression zeigen (Ahn und
Joyner 2005, Balordi und Fishell 2007).

Fur Gli3 trifft dieses oben beschriebene Verteilungsmuster nur teilweise zu, da tber
alle sechs Grof3hirnschichten eine Zunahme oder ein Gleichbleiben der Immun-
reaktivitatsintensitat im Zeitverlauf zu verzeichnen ist. Hier ergibt sich wieder das
technische Problem, dass die immunhistochemische Methode keine Differenzierung
zwischen dem aktivierenden und dem hemmenden Gli3-Molekil zulasst. Somit
konnte die Zunahme der Immunreaktivitatsrate und der Immunreaktivitatsintensitat in
den Proliferationszonen im Schwangerschaftsverlauf auch auf die inhibierende Form

des Gli3-Molekiils zuriickgehen.
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Jedoch zeigt sich bei der Betrachtung der Mittelwerte der Immunreaktivitatsrate bzw.
-intensitat fur Gli3 und den dazugehdrigen Kurvenverlaufen in der Grof3hirnrinde im
Vergleich zu Shh sowie den synergistisch wirkenden Signalmolekilen Smoothened,
Glil und Gli2 ein &hnlicher Kurvenverlauf. Somit handelt es sich mit hoher
Wahrscheinlichkeit bei dem detektierten Signal hauptsachlich um die aktivierende
Form, da man bei einem Uberwiegen der hemmenden Form von Gli3 einen gegen-
laufigen Kurvenverlauf im Vergleich zu den aktivierenden Kurvenverlaufen erwarten

wirde.

4.3.2 Migration im Kleinhirnkortex

Betrachtet man die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zur Immunreaktivitatsrate
sowie zur Intensitat im Kleinhirn, so zeigt sich fir Shh eine &hnliche Verteilung wie im
GroRhirn. In der AuReren Kornerzellschicht, die im Kleinhirn die Proliferationszone
darstellt, zeigt sich eine Verminderung der Shh-Frequenz und eine signifikante
Abnahme der Shh-Intensitat im Verlauf der Schwangerschaft. Somit werden auch
hier die Abnahme der Proliferation und ein Auswandern der Zellen deutlich.
Zusatzlich ist in der Molekularschicht eine Abnahme der Immunreaktivitatsintensitat
zu verzeichnen, was daflr sprechen konnte, dass die Zellen nicht in der zellarmen
Molekularschicht verharren, sondern weiter in die Innere Koérnerzellschicht ziehen.
Wie bereits von Dahmane und Ruiz i Altaba 1999 beschrieben, konnte auch in dieser
Arbeit die Expression von Shh durch Purkinjezellen dargestellt werden. Somit kdnnte
ein weiterer Erklarungsversuch fir die Abnahme des Shh-Signals in der
Intermediarzone die Reduktion der Shh-Expression der Purkinjezellen, durch das
negative Feedback der Bergmann-Glia sein (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999).
Damit wirden, wie bereits im Text erwahnt, die durch das Shh-Signal ausgereiften
Bergmann-Glia ihrerseits das Auswandern bzw. die Ausdifferenzierung der
Vorlauferzellen ermgglichen (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999).

Vor diesem Hintergrund scheint der Beitrag von Sonic Hedgehog zur Migration der

Vorlauferzellen in der Ausreifung der Bergmann-Glia zu liegen.

Uberraschenderweise zeigt sich, im Gegensatz zum Verteilungsmodell von
Dahmane und Ruiz i Altaba (Dahmane und Ruiz i Altaba 1999), in der Inneren
Kdrnerzellschicht eine Zunahme, sowohl der Shh-Frequenz, als auch der Shh-

Intensitat. Dies fuhrt zu der Uberlegung, ob auch hier eine Migration der Zellen auf
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eine Shh-Anreicherung zu von Bedeutung ist. Dies wurde schon von Angot im
GrofR3hirn der adulten Maus beobachtet (Angot et al. 2008). Ebenfalls passend dazu
ware die Hypothese der Auswanderung der Zellen anhand eines konzentrations-

abhangigen Shh-Niveaus (Lipinski et al. 2008).

Fur Glil ergeben sich ahnliche Werte wie fir Shh, wobei in allen drei Schichten eine
Abnahme uber die Zeit zu beobachten ist, die in der AuReren Kornerzellschicht und
in der Molekularschicht signifikante Werte erbringt. Die Abnahme der Glil-Rate und
Intensitdt in der Inneren Kornerzellschicht wirde zu der These aus den
Beobachtungen im Gro3hirn passen, dass die Verminderung des Glil-Signales eine
Reduktion des Migrationsradiuses zur Folge haben konnte und somit die Glil-
Expression nur fir die Migration in raumlicher Nahe zum Shh-Expressionsort eine
Rolle spielt (Hui et al. 1994, Marigo et al. 1996, Lee et al. 1997).

Bei der Betrachtung der anderen Signalmolekile wie Smoothened, Gli2 und GIi3
kommt es zwar zu der erwarteten Abnahme der Immunreaktivitatsrate in den
proliferationsreichen Schichten im Zeitverlauf, jedoch zeigt sich eine durchgehende
Zunahme der Intensitat. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass die Migration im Kleinhirn
anderen Regulationsmechanismen als im Grof3hirn unterliegt. Wobei auch hier
wieder die Problematik zu Buche schlagt, dass keine Differenzierung der
maoglicherweise hemmenden Molekile des Gli3-Signales mdglich ist.

Jedoch gilt es bei der Interpretation der Verteilung der Gli-Transkriptionsfaktoren die
Moglichkeit zu bedenken, dass diese tUiberhaupt keine Rolle in der Migration, sowohl
des GrofR3hirnes, als auch des Kleinhirnes, spielen kénnten. Hierzu konnte Lipinski in
seinen Beobachtungen des Hh induzierten Migrationsverhaltens von Fibroblasten der
Maus einen entscheidenden Hinweis geben.

Lipinski zeigte 2008 in seiner Arbeit mit embryonalen Gli2-/- und Gli3-/- Maus-
mutanten, dass in der Muskelzelle generell Gli2 oder Gli3 fur die transkriptionale
Signalantwort von Shh notwendig ist. Die Hh induzierte Migration der Fibroblasten
jedoch unabhangig von der Gli-Transkritionsfaktoraktivitat stattfindet (Buttitta et al.
2003, McDermott et al. 2005, Lipinski et al. 2006). Die Migration wird dabei durch
einen alternativen Signalweg vermittelt, der weiterhin von der Smoothened-Funktion
abhangig ist, jedoch keine Transkription durch die Gli-Familie benétigt (Bijlsma et al.
2007, Bijlsma et al. 2008). Der alternative Signalweg vermittelt die Auswanderung

der Zellen durch ein konzentrationsabhangiges Shh-Niveau (Lipinski et al. 2008).
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Wie im Text bereits erwéahnt, liel3 sich auch im ZNS der Maus zumindest fur Glil
keine isolierte Aufgabe im Rahmen der Migrationsvorgange nachweisen (Ding et al.
1998, Park et al. 2000, Ahn und Joyner 2005, Balordi und Fishell 2007).

4.4 Rhombische Lippe und Sonic Hedgehoqg

Die Rhombische Lippe liegt, wie bereits beschrieben, im Rhombencephalon und
setzt sich aus einem oberen und einem unteren Anteil zusammen. Aus der unteren
rhombischen Lippe entstehen verschiedene pracerebellare Nuclei (Harkmark 1954,
Rodriguez und Dymecki 2000). Der obere Anteil beinhaltet drei proliferative Zonen,
aus denen die Kornerzellvorlaufer stammen, die dann entlang der pialen Oberflache
auswandern, um die AuRere Kdrnerzellschicht zu bilden (Lin et al. 2001, Wingate
und Hatten 1999).

Im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen fir Shh und seinen Signalweg
liel? sich fur alle sechs untersuchten Signalmolekile ein Fehlen des Anfarbesignals in
der oberen und unteren rhombischen Lippe beobachten (siehe hierzu Abbildung 39).
Dieses Phanomen konnte bei einem Feten in der 12.SSW dargestellt werden. Da
dieser Fall dem frihesten Zeitpunkt des hier untersuchten Zeitraumes entspricht, ist
leider keine Aussage Uber die friheren Entwicklungsstadien méglich. Daraus lasst
sich die Vermutung ableiten, dass zumindest zu diesem Zeitpunkt der Shh-
Signalweg in der rhombischen Lippe des humanen ZNS nicht aktiviert ist.

In einer aktuellen Studie an Méausen konnte ein &hnliches Phanomen beobachtet
werden. Dabei zeigte die Arbeitsgruppe um Huang in der in situ Hybridisierung ein
Fehlen von Shh in der unteren rhombischen Lippe und die zuséatzliche Abwesenheit
des Shh-Proteins. Die in der Publikation veroffentlichten Bilder zeigen die untere
rhombische Lippe in der E12.5 (Huang et al. 2009). Dies entspricht nach den
Carnegie Stadien dem Stadium 16, und somit dem 40. Entwicklungstag (6. SSW), in
der humanen Embryonalentwicklung (O Rahilly 1979, Theiler 1972). Daraus kdnnte
sich im Hinblick auf oben beschriebene Daten der Hinweis ableiten, dass der Shh-
Signalweg auch zu einem friheren Entwicklungszeitpunkt im Menschen nicht aktiv
sein konnte.

Ubereinstimmend mit den in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen Daten konnte
die Arbeitsgruppe um Huang bei Mausen zusatzlich ein negatives Signal fur Glil in

der unteren rhombischen Lippe, sowohl in E12.5, E14.5, als auch in E16.5 zeigen.
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Im Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit lield sich jedoch fur Gli3 in E14 ein
positives Signal detektieren (Huang et al. 2009). Daraus kdnnte geschlossen werden,
dass in der Maus der Transkriptiobsfaktor Gli3 in diesem Zusammenhang von
anderen Signalwegen stimuliert wird.

Zusammenfassend konnten die Beobachtungen in der rhombischen Lippe den
Hinweis geben, dass die Kornerzellvorlaufer erst bei der Migration entlang der pialen
Oberflache, wie Dahmane vermutet (Dahmane et al.1999), oder gar erst in der
AuReren Kornerzellschicht selbst mit dem Shh-Signal in Beriihrung kommen.

Die Wichtigkeit eines funktionsfahigen und somit fehlerfrei funktionierenden Signal-
weges, weit Uber die embryonale Entwicklung des Gehirnes hinaus, zeigt der

folgende Abschnitt.

45 Medulloblastome und der Sonic Hedgehog-Aktivierungsweq

Die erste Verbindung zwischen dem Shh-Aktivierungsweg und der Entstehung von
Tumoren ergab sich Mitte der 90er Jahre aus der Entdeckung, dass Patienten mit
Gorlin- oder Basalzellnavus-Syndrom vermehrt Medulloblastome, Rhabdomyo-
sarkome und Basalzellkarzinome entwickeln (Gorlin 1995). In diesen Tumoren liel3
sich zusatzlich eine Patched-Mutation nachweisen (Hahn et al. 1996, Johnson et al.
1996). Passend dazu zeigten Mause mit nur einem funktionsfahigen Patchedallel
eine abnorm hohe Frequenz an Tumoren des Kleinhirns und der Muskeln (Goodrich
et al. 1997, Hahn et al. 1998). Der Verlust der Patched-Funktion fiihrt zu einer
Aktivierung des Shh-Signalweges (Goodrich et al. 1997,1998) und somit
konsequenterweise zu einer Aktivierung der Glil-Funktion (Lee et al. 1997). Dies
konnte durch den Zustand, dass Patched-/- Mause und Menschen ohne
funktionsfahiges Patchedallel Medulloblastome entwickeln weiter untermauert
werden (Johnson et al. 1996, Hahn et al. 1996, Goodrich et al. 1996).

Eckpfeiler im Verstandnis der Entstehung dieser Tumorentitét bildet die Entdeckung
der Shh-induzierten Proliferation und dem mitogenen Effekt von Shh auf
Kornerzellvorlaufer (Wechsler-Reya und Scott 1999) im sich physiologisch
entwickelnden Kleinhirn. Somit kénnte die Entstehung von Medulloblastomen durch
das Unvermogen, den Shh-Aktivierungsweg herunter zu regulieren und eine damit
verbundene Ubermalige Proliferation der Kérnerzellvorstufen induziert werden.

In aktuelleren Studien liel3 sich beobachten, dass das Shh-Signal auch fur das

Wachstum und die Erhaltung von Stammzellen notwendig ist (Ahn und Joyner 2006,
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Balordi und Fishell 2007), und viele Medulloblastome Stammzellmarker exprimieren
(Hemmati et al. 2003, Singh et al. 2003). Dies wirft nun die Frage auf, ob
Medulloblastome ihren Ursprung aus Kornerzellvorstufen oder aus Stammzellen
nehmen. Die Arbeitsgruppe um Yang konnte in einer Studie aus dem Jahre 2008
zeigen, dass sowohl Koérnerzellvorlaufer, als auch Stammzellen Ursprung des Shh-
Aktivierungsweges assoziierten Medulloblastoms sein kdnnen (Yang et al. 2008).

Jedoch wurden auch andere Mutationen innerhalb des Shh-Aktivierungsweges in
Medulloblastomen und in primitiven neuroektodermalen Tumoren des ZNS
nachgewiesen. Es wurde berichtet, dass Kinder mit Medulloblastomen teilweise
Mutationen in Suppressor of Fused (SUFU) zeigten. SUFU stellt eine weitere
Komponente des Shh-Signalweges dar, der fur die Verteilung von Glil innerhalb der
Zellen verantwortlich gemacht wird (Ding et al. 1999, Pearse et al. 1999, Stone et al.
1999). Einige Mutationen von SUFU scheinen in einem mutierten Protein zu enden,
das unfahig ist, Gli aus dem Zellkern zu transportieren und somit der Shh-Signalweg

in einem standig aktivierten Zustand verbleibt (Taylor et al. 2002).

Die Arbeitgruppe um Kool beschatftigte sich 2008 ebenfalls mit dem Medulloblastom
und dessen genetischen bzw molekularen Hintergrund. Dabei erarbeiteten sie funf
genetische Subtypen, welche sich durch unterschiedliche Aktivitat von Signalwegen
unterscheiden lieRen. Der Subtyp A zeigte einen aktiven WNT (wingless type) und
TGF(Transforming growth factor)-Signalweg. Dabei liel3en sich zusétzlich R-catenin-
Mutationen darstellen. Die Subgruppe B zeichnet sich durch die Aktivitat des Shh-
Signalweges und Mutationen in Transmembranprotein Patched aus. Die Subtypen C
und D erbrachten eine Aktivitdt von neuronal differenzierten Zellen, wobei sich die
Subtypen D und E durch eine Aktivitat der Fotorezeptorgene auszeichneten (Kool et
al. 2008).

Es konnte gezeigt werden, dass es in den Medulloblastomen des Subtypen B zu
einer Uberexpression der in den Shh-Signalweg involvierten Gene wie Pachted, Gli2
und Glil kommt. Zudem zeigte sich eine Hochregulation der fir den Zellzyklus
spezifischen Gene, sowie eine vermehrte Proteinbiosynthese.

Interessanterweise liel3 sich in der Gruppe B das niedrigste durchschnittliche Alter
bei Diagnosestellung (3.0 Jahre) ermitteln (Kool et al. 2008). In der Histologie der
Medulloblastome mit hochreguliertem Shh-Signalweg fiel Uberwiegend ein

desmoplastischer Tumor auf (Thompson et al. 2006, Kool et al. 2008). Studien an
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desmoplastischen Tumoren im Sauglingsalter zeigen eine sehr gute Prognose
(Giangaspero et al. 1999, McManamy et al. 2007), was sich wiederum gut mit der
Abwesenheit des Oncogenes OTX2 in den Medulloblastomen des Subtypen B
vereinbaren lasst (Kool et al. 2008).

In der pharmakologischen Behandlung des Medullobastoms mit aktivem Shh-
Signalweg beschreiben die ersten Studien vielversprechende Erfolge mit dem Shh-
Signhalweg-Hemmer GDC-0449 (Rudin et al. 2009, Dlugosz und Talpaz 2009). Dabei
konnten durch die Hemmung von Smoothened sowohl bei metastasierten
Medulloblastomen, wie auch bei metastasierten Basalzellkarzinomen eine
Verkleinerung des Tumors sowie ein Rickgang der Symptome erreicht werden
(Rudin et al. 2009, Dlugosz und Talpaz 2009).

4.6 Schlussfolgerung

Aus der hier vorliegenden Arbeit ergeben sich folgende entscheidende
Schlussfolgerungen:

e Sonic Hedgehog und seine in dieser Studie untersuchten Signalmolekile
konnten zu jeder Zeit, in jeder der untersuchten embryonalen Rindenschichten
nachgewiesen werden. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Anwesenheit
des Signalweges in der physiologischen Ausbildung des menschlichen
Gehirnes von Bedeutung ist.

e Die vermehrte Anwesenheit von Shh und seinen Signalmolekilen in den
proliferationsreichen Rindenschichten und die Reduktion der Immunreaktivitat
im Schwangerschaftsverlauf kdnnten einen Hinweis auf die Wichtigkeit in der
Zellproliferation, auch im humanen ZNS, geben.

e Die bereits in friheren Studien beschriebene Bedeutung von Patched, in der
direkten Interaktion mit Cyclin B1, zur Steuerung der Zellzyklusprogression,
sowie die zusatzliche Funktion von Patched als ,dependence®-Rezeptor in der
Regulation der Apoptose, kdnnte, durch die gemeinsame Expression mit Shh,
noch weiter unterstrichen werden.

e Die hohe Immunreaktivitatsrate von Glil zu Beginn des untersuchten
Zeitraumes in der Inneren Kdrnerschicht des Kleinhirnes kénnte als eine frithe
Proliferationsreaktion, z.B. der Bergmann-Glia auf das Shh-Signal, gewertet

werden.
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In der Studie kann gezeigt werden, dass die Zellmigration im Rickenmark
anhand eines konzentrationsabhangigen Shh-Niveaus erfolgt. Dabei agiert
Shh sowohl als repulsiver Faktor, als auch als Chemoattraktor, wobei die
Zellen entlang eines Shh-Gradienten auswandern. In der hier vorliegenden
Arbeit kann sowohl in der Grof3hirnrinde, als auch der Kleinhirnrinde, ein Shh-
Gradient dargestellt werden. Dies konnte somit Hinweis auf ein vergleichbares
Migrationsverhalten geben.

Da in der 12.SSW in der rhombischen Lippe keines der sechs untersuchten
Signalmolekile des Shh-Signalweges dargestellt werden konnte, kdnnte dies
Anhalt fur die Hypothese sein, dass zu diesem Zeitpunkt der Shh-Signalweg
inaktiv ist und die Kdrnerzellvorlaufer erst zu einem spateren Zeitpunkt dem

Shh-Signal exponiert sind.

4.7 Ausblick

Inhalte bzw. Fragestellungen zukinftiger Studien im Zusammenhang mit dem Sonic

Hedgehog-Signalweg kénnten sein:

Lassen sich die in dieser Arbeit erhobenen Daten durch andere Methoden,
z.B. Western Blot, oder durch eine hdéhere Fallzahl bestéatigen?

Welches Ausmald umfasst die Rolle von Shh als ,non-canonical Signalweg?
L&sst sich hierzu eine genaue Charakterisierung erarbeiten?

Wie werden die unterschiedlichen Funktionen von Patched reguliert,
insbesondere die dichotome Rolle, sowohl als ,dependence receptor” bei der
Apoptose, als auch bei der Ausdifferenzierung von Vorlauferzellen, da beides
in Abwesenheit des Liganden Shh erfolgt?

Wodurch wird die Migrationsrichtung der auswandernden Zellen in der
Intermediarzone beeinflusst, da in den beiden angrenzenden Rindenschichten
ein ansteigender Gradient von Shh zu erkennen ist, die Zellen jedoch meist
nur in eine Richtung migrieren?

Migrieren die Zellen auch in anderen ZNS-Arealen (aufer dem Ruckenmark)
anhand eines Shh-Gradienten?

Welche weiteren Signalwege stehen in einem Zusammenhang mit dem Shh-
Signalweg und wie interagieren sie mit diesem?

Welche Zusammenhange bzw. Gegensatze ergeben sich zwischen der

physiologischen Verteilung des Shh-Signalweges Uber die embryonalen
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Rindenschichten im Vergleich zu der Verteilung in einem an
Holoprosencephalie erkrankten menschlichen Gehirn?

e LielRe sich durch einen gezielten Einsatz von Shh als proliferationsfordernder
Faktor eine Proliferation von Zellen in zerstértem Gewebe, z. B. dem Kleinhirn
bei Zustand nach Schlaganfall, induzieren? Oder kodnnten vorhandene
Stammzellen zum Wachstum animiert werden?

e Welche weiteren Ansatzpunkte ergeben sich in der Therapie des Shh-
Aktivierungsweg assoziierten Medulloblastom? LieRen sich durch die
maogliche Stimulation von anderer Signalmolekilen oder Steuerelementen des
Shh-Aktivierungsweges Nebenwirkungen der Therapie umgehen? Und wie
lassen sich mogliche Resistenzen gegenuber pharmakologischen

Behandlungs-regimen vermeiden?
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Dem Sonic Hedgehog-Signalweg kommt in der embryonalen Entwicklung sowohl des
Menschen, als auch des Tieres, eine enorme Bedeutung zu. Gleichermal3en kénnen
jedoch auch Neoplasien mit Fehlfunktionen im Shh-Signalweg in Einklang gebracht
werden. Im zentralen Nervensystem umfassen die Aufgaben von Shh die Zell-

proliferation, die Migration, sowie die Steuerung der Apoptose.

Bislang existieren jedoch kaum Daten Uber die Verteilung von Sonic Hedgehog (Shh)
und seinen Signalmolekilen im sich entwickelnden normalen humanen ZNS.
Deshalb wurden in der vorliegenden Studie 22, neuropathologisch unaufféllige,
humane Grof3- und Kleinhirne zwischen der 12.-28. Schwangerschaftswoche die
zeitlich-raumliche Verteilung dieser Molekile untersucht. Dabei wurden neben dem
Liganden Shh, auch dessen Transmembranrezeptoren Patched und Smoothened,
sowie die Transkriptionsfaktoren Glil, Gli2 und Gli3 mittels immunhistochemischen

Methoden untersucht.

In den fetalen Rindenschichten des Grol3hirnes lasst sich eine starkere
Immunreaktivitat, fur alle untersuchten Signalmolekile, in der Ventrikular- und
Subventrikuldrzone zeigen. Diese nimmt, mit steigender Schwangerschaftswoche
signifikant ab. Das auf den Shh-Signalweg hemmend wirkende Patched zeigt, im
Vergleich zu Shh und seinen synergistisch wirkenden Signalmolekiilen, ein &hnliches
Verteilungsmuster. Dies macht die zusatzliche Funktion von Patched, als direktes
sowie indirektes Steuerelement im Verlauf des Zellzyklus und der Apoptose deutlich.
Smoothened sowie Glil, Gli2 und Gli3 ergeben ein zu Shh analoges Verteilungs-
muster Uber die Rindenschichten des GroRR3hirns. Der Anstieg der Gli3-Immun-
reaktivitdtsintensitat, in den proliferationsreichen Schichten, zum Ende des
untersuchten Zeitraumes lasst sich am ehesten mit dem hemmenden Anteil des
Transkriptionsfaktors Gli3 erklaren.

Das Migrationsverhalten der Zellen des Grol3hirnes, in Abhangigkeit von Shh, weist
Parallelen zu einem bereits beschriebenen Muster in der Entwicklung des
Ruckenmarks auf. Auch in der GroR3hirnrinde kdnnten die auswandernden Zellen von
der Ventrikularzone, wo sich eine starke Shh Immunreaktivitat zeigt, entlang eines
fallenden Shh-Gradienten in Richtung Intermediarzone migrieren. Von dort wirden

sie, aufgrund eines nun ansteigenden Gradienten, auf die Rindenplatte zuwandern.
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Die Hypothese zur Migrationsrichtung konnte durch die Beobachtung des Abfalls der
Immunreaktivitatsintensitat des Shh-Signalweges Uber den proliferationsreichen
Zonen im Grof3hirn gestitzt werden. Im zeitlichen Verlauf folgt ein Anstieg der
Intensitatswerte in den ventrikelfernen Schichten, mit den hdchsten Mittelwerten in
der Rindenplatte. Glil scheint dabei eine Sonderstellung ein-zunehmen, da es als
Transkriptionsfaktor seinen Intensitatsgipfel in der sekundaren Rindenplatte zeigt und
maoglicherweise fir eine rdumlich nahere Migration zustandig sein kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die Molekile des Shh-Signalweges in der
humanen Kleinhirnentwicklung ein zur murinen Verteilung analoges Muster. Die
AuRere Kornerzellschicht, als Proliferationszone, zeichnete sich durch eine starke
Immunreaktivitat aller untersuchten Signalmolekile aus. Das von den Projektions-
neuronen gebildete Shh koénnte dabei mitogen auf die Kdrnerzellvorlaufer wirken.
Moglicherweise nutzen die Purkinjezellen das Shh-Signal, um sich als eigene
Rindenschicht zu formieren und anschlie3end selbst Shh zu expimieren. Dieses Shh-
Signal kénnte daraufhin die Ausdifferenzierung der Bergmann-Glia induzieren. In der
Folge wirden diese, im Sinne eines negativen Feedbacks, hemmend auf die Shh-
Expression und somit auf die Proliferation wirken, um den Vorlauferzellen die
Ausreifung zu ermoglichen. Der Abschluss der Proliferationphase zeichnet sich durch
einen Rickgang der Immunreaktivitat von Shh und Glil aus.

Die Zellen wandern physiologischerweise an den Purkinjezellen vorbei und kénnten
anhand des aufsteigenden Shh-Gradienten auf die Innere Kornerzellschicht zu
migrieren. Dem gegeniber verringern Uberraschenderweise die restlichen
synergistisch wirkenden Signalmolekile ihre Signalintensitat in der Proliferationszone
nicht. Fraglich ist, ob sie durch andere Signalwege mit reguliert werden, oder wie in
anderen Teilen des ZNS, keine isolierte Funktion bei der Migration Gbernehmen.

Das Shh-Signal wirkt mitogen auf Kornerzellvorstufen und ist auch fir das Wachstum
und die Erhaltung von Stammzellen essentiell. Dies belegt, dass beide Zelltypen
Ursprung des Shh-Aktivierungsweg assoziierten Medulloblastom sein kdnnen. Erste
Studien beschreiben Erfolge in der pharmakologischen Behandlung dieses
Medulloblastomsubtyps durch den Shh-Signalweg-Hemmer GDC-0449. Hieraus
ergibt sich die enorme Wichtigkeit der genauen Kenntnis des Shh-Aktivierungsweges
und zeigt dartber hinaus die Notwendigkeit fur weiterfihrende Forschung am Shh-
Signalweg selbst, sowie seine Interaktion mit anderen Signalwegen.
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6 ANHANG

6.1 Abkirzungsverzeichnis

ABC Avidin-Biotin-Komplex

CBP CREB-Binding Protein

Ci Cubitus interruptus

DAB 3,3 Diaminobenzidintetrahydrochlorid

DCC deleted in colorectal cancer

Dhh Desert Hedgehog

Disptch Dispatched

GAG Glycosaminoglykanen

GCPS Greig Cephalopolysyndactyly Syndrome

Gli Gliom assoziiertes Onkogen

Hh Hedgehog

HhN unmodifizierte Form des Hedgehogproteins

HhNp Cholesterol gekoppeltes Hedgehogprotein

Hip Hedgehog interacting protein

HPE Holoprosenzephalie

1gG Immunglobulin G

Ihh Indian Hedgehog

V4 Intermediarzone

Kr Krippel-Familie

MRNA messenger Ribonucleid acid

n-ShhNp frei diffusionsfahige, biologisch potente und
cholesterolmodifizierte Shh-Form

PAL Palmitinsaure

PCNA proliferation cell nuclear antigen

PG Proteoglykanen

PHS Pallister-Hall-Syndrom

PP Preplate

Ptch Patched

RNA Ribonucleid acid

RP Rindenplatte

RT-PCR Real time Polymerase Kettenreaktion



ANHANG

-112 -

Shh
Smo
SLOS
Sufu
SRZ
SSW
Svz
VZ
wks
Wnt
ZNS

Sonic Hedgehog
Smoothened
Smith-Lemli-Opitz-Syndrom
Suppressor of fused
Sekundéare Rindenzone
Schwangerschaftswoche
Subventrikularzone
Ventrikularzone

weeks

wingless type

Zentrales Nervensystem
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