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1. Einleitung
1.1 Das Nervensystem

Das Nervensystem der Vertebraten besteht aus Neuronen und Gliazellen. Es lasst
sich in das zentrale Nervensystem (Gehirn und Ruckenmark, ZNS) und das
periphere Nervensystem (periphere Nerven und Ganglien, PNS) unterteilen. Das
zentrale Nervensystem dient neben der Verarbeitung von Informationen peripherer
Sinnesorgane unter anderem der Steuerung motorischer Funktionen. Weiterhin ist
das ZNS zu hoheren Hirnfunktionen wie Gedachtnis und Empfinden von Emotionen
fahig. Im PNS sind die Neurone fir die Reizaufnahme und -weiterleitung zum ZNS
verantwortlich. Dort werden ankommende Informationen prozessiert und verschaltet,
um so eine koordinierte Reaktion zu ermoéglichen. Die Reizweiterleitung erfolgt
hierbei elektrisch entlang des Axons, wahrend die Dendriten der Reizaufnahme
dienen. Nervenzellen sind miteinander Uber Synapsen verbunden, die chemische
Transmitter zur Ubertragung nutzen (Kandel et al., 2000).

Zu den Gliazellen im ZNS gehoren Mikroglia, Astrozyten und Oligodendrozyten.
Mikroglia sind residente Immunzellen mesodermalen Ursprungs, die standig ihre
nahere Umgebung auf Pathogene uUberprifen und im Fall einer Verletzung zu
aktivierten Mikroglia werden. Diese proliferieren, sind hdchst beweglich und haben
die Fahigkeit zu phagozytieren (Kettenmann und Verkhratsky, 2011). Astrozyten sind
sternférmige Zellen mit vielen Fortsétzen, die unter anderem an der Regulation des
lokalen pH-Wertes beteiligt sind. Zusétzlich liefern sie den Neuronen Glukose und
andere Substrate und nehmen Uberschissigen Neurotransmitter an Synapsen auf
(Nedergaard et al., 2003). Uber sogenannte EndfiiRe haben Astrozyten engen
Kontakt zu GefalRwanden, was den direkten Austausch von Metaboliten vereinfacht
(Kacem et al., 1998). Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden zentraler Axone,
indem sie ihre Plasmamembran spiralformig verlangern. Sie kbnnen dabei bis zu 40
Axone unterschiedlichen Durchmessers gleichzeitig umhdillen (Del Rio Hortega, 1928).
Die Gliazellen des PNS sind Makrophagen und Schwannzellen. Makrophagen
werden nach einem Trauma aus den endoneuralen Blutgefal3en in den Nerv
rekrutiert und phagozytieren Myelinreste, was schlie3lich Regeneration und
Remyelinisierung ermoéglicht (Gaudet et al., 2011). Schwannzellen kommen in zwei

unterschiedlichen Formen vor. Myelinisierende Schwannzellen bilden die



Myelinscheide peripherer Axone. Im Gegensatz zu Oligodendrozyten gehen sie
jedoch eine Verbindung mit nur einem einzelnen Axon ein, und bilden jeweils nur ein
Myelinsegment. Nichtmyelinisierende Schwannzellen umschliel3en eine Gruppe von
Axonen kleinen Durchmessers und bilden sogenannte Remakbiindel (Friede und
Samorajski, 1968).

Die hochorganisierte lipidreiche Myelinscheide dient hauptsachlich der elektrischen
Isolierung der Axone. Myelinisierte Fasern haben einen hohen Widerstand und eine
niedrige Kapazitat, was zu einer Optimierung der Leitgeschwindigkeit fuhrt. Die
Myelinscheide ist nicht kontinuierlich, sondern in regelmaRigen Abstdnden durch die
sogenannten Ranvierschen Schnurringe unterbrochen, wo ein Austausch von
Metaboliten mdéglich ist, und eine hohe Dichte spannungsgesteuerter Natrium- und
Kaliumkanale vorliegt. Diese lokale Haufung von lonenkanalen ermdglicht die
schnelle saltatorische Reizweiterleitung mit Nervenleitgeschwindigkeiten bis zu 100
m/s (Lodisch et al., 2001). Aktuelle Studien der Remyelinisierung legen zudem nahe,
dass die Myelinscheide neben der isolierenden Eigenschaft auch dazu beitragt,

Axone zu schitzen und zu erhalten (Irvine und Blakemore, 2008).

1.2 Entwicklung von Oligodendrozyten

Wahrend der Embryonalentwicklung  entstehen  Oligodendrozyten  und
Schwannzellen aus unterschiedlichen Zellpopulationen, dennoch bilden beide
Zelltypen Myelin, das morphologisch und biochemisch sehr ahnlich ist.
Oligodendrozyten enstehen aus Vorlauferzellen, die aus der Subventrikularzone
auswandern. Es bildet sich  zunachst eine grolle Anzahl an
Oligodendrozytenvorlauferzellen, von denen einige durch axonalen Kontakt
differenzieren, wahrend die meisten durch Apoptose zugrunde gehen. Verschiedene
trophische Faktoren spielen bei der Reifung von Oligodendrozyten eine Rolle. Ciliary
neurotrophic factor (CNTF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Insulin like growth factor 1
(IGF-1) wirken antiapoptotisch auf Oligodendrozyten (Price, 1994). Platelet derived
growth factor (PDGF) und basic fibroblast growth factor (bFGF) fordern die
Differenzierung von Oligodendrozytenvorlauferzellen (Oligodendrocyteprecursor
cells, OPC) zu reifen Oligodendrozyten (Collarini et al., 1991). Des Weiteren
beeinflussen  Thyroxin,  Glukokortikoide, Retinolsdure und TGFR den
Differenzierungsprozess von OPCs (McKinnon et al., 1993; Barres et al., 1994).

Zusatzlich sind axonaler Kontakt und elektrische Aktivitdt von entscheidender



Bedeutung fur die Differenzierung von Oligodendrozyten (Chen SJ und DeVries,
1989; Nordlund et al., 1992).

Wahrend der Myelinisierung, die in den ersten Wochen nach der Geburt stattfindet,
kontaktieren Oligodendrozyten ein Axon (Miller, 2002; Rowitch, 2004). Faktoren auf
der Axonoberflache entscheiden dartber, ob das Axon myelinisiert wird und wie dick
die Myelinscheide sein wird. Eine optimale Leitgeschwindigkeit kann nur erreicht
werden, wenn Axondurchmesser und Dicke der Myelinscheide aufeinander
abgestimmt sind. Dieses Verhéltnis kann durch die Bestimmung des sogenannten G-
ratio numerisch bestimmt werden. Dieser Quotient aus Axondurchmesser und
Gesamtdurchmesser der myelinisierten Faser ist konstant und liegt im ZNS bei etwa
0,8 (Chomiak und Hu, 2009).

1.3 Entwicklung von Schwannzellen

Schwannzellen enstehen aus der Neuralleiste und durchlaufen mehrere
Entwicklungsstadien, bis sie terminal zu myelinisierenden und nichtmyelinisierenden
Schwannzellen differenzieren. Zunachst entstehen Schwannzellvorlauferzellen in der
Maus am Embryonaltag (E) 12 aus migrierenden Neuralleistenzellen. Sie sind
morphologisch bereits eng mit Axonen assoziiert und auf deren Uberlebenssignale
(,survival factors®) angewiesen (Jessen und Mirsky, 2005). Im Unterschied zu
Neuralleistenzellen exprimieren Schwannzellvorlauferzellen GAP-43, CD9 und
bereits in geringem MalRe Myelin-assoziierte Gene wie PO und PMP22 (Jessen und
Mirsky, 2005; Lee et al.,1997; Hagedorn et al., 1999). Zwischen Embryonaltag 13
und 15 entsteht das Bindegewebe des Ischiasnerven und die Vaskularisierung findet
statt (Jessen und Mirsky, 2005). Zeitgleich werden die Schwannzellvorlauferzellen zu
unreifen Schwannzellen, die Uber eine autokrine Uberlebensschleife verfiigen und
nicht mehr auf axonale Signale angewiesen sind (Mirsky et al., 2008). Des Weiteren
exprimieren unreife Schwanzellen Oct-6 und S100 und formen eine Basallamina
(Jessen and Mirsky, 2005). Zum Zeitpunkt der Geburt entstehen schlief3lich zuerst
die myelinisierenden Schwannzellen und schlieBlich die nichtmyeliniserenden
Schwannzellen (Mirsky et al., 2008). Differenzierte Schwannzellen zeigen eine
bemerkenswerte Plastizitat, sodass dieser letzte Differenzierungsschritt nach
Nervenverletzungen teilweise umgekehrt werden kann, und Zellen entstehen, die

wieder einige Merkmale unreifer Schwannzellen aufweisen und remyelinisieren



konnen (Chen ZL et al., 2007; Parkinson et al., 2008; Mirsky et al., 2008). Die
Myelinisierung des Ischiasnerven beginnt in der Maus ebenfalls in etwa zum
Zeitpunkt der Geburt und fuhrt in myelinisierenden Schwannzellen zu einer stark
erhohten Expression der Gene fur die Myelin-assoziierten Proteine und die
Lipidbiosynthese (Jessen und Mirsky, 2005). Im PNS werden Axone mit einem
Durchmesser von weniger als einem Mikrometer nicht myelinisiert (Voyvodic, 1989).
Sie werden in Gruppen zu sogenannten Remak-Biindeln zusammengefasst, und
sind mit einer nichtmyelinisierenden Schwannzelle assoziiert. Axone mit einem
Durchmesser Uber einen Mikrometer sind mit einer myelinisierenden Schwannzelle
assoziiert und werden myelinisiert. Der G-ratio liegt im PNS bei 0,68 (Donaldson und
Hoke, 1905). Wie im ZNS entscheiden auch im PNS axonale Signale daruber, ob
eine Faser myelinisert wird oder nicht (Taveggia et al., 2005). Gleichzeitig bestimmen
sie die Dicke der Myelinscheide. Wir konnten in diesem Zusammenhang zeigen,
dass axonales Neuregulin-1 (Nrg-1) hierbei der entscheidende Faktor ist (Michailov

et al., 2004, siehe Ergebnisse).

1.4 Die Neureguline und ihre Rezeptoren

Die Neureguline gehoéren zu einer Gruppe epidermaler Wachstumsfaktoren. Es gibt
vier Neuregulin-Gene. Das Neuregulin-1-Gen ist mit 1,5 Megabasen eines der
grodten Gene im menschlichen Genom. Es kodiert fir mehr als 16 verschiedene
Isoformen, die durch unterschiedliche Promotoren, alternatives Spleif3en und post-
translationale  Modifikationen (zum Beispiel proteolytische Spaltung und
Glykosylierung) enstehen. Alle Isoformen haben sowohl eine Transmembrandoméane
als auch eine EGF (epidermal growth factor)-ahnliche Doméne, die in einer a- und
einer B-lsoform vorliegen kann (Falls, 2003). Davon abhéangig besteht eine
unterschiedliche Affinitat zu den ErbB-Rezeptoren (Burden und Yarden, 1997). Die [3-
Isoformen zeigen ein Uberwiegend neuronales Expressionsmuster, wohingegen die
a- Isoformen ein mesenchymales Expressionsmuster aufweisen. Die Nrg-1-
Isoformen lassen sich in drei Hauptklassen abhangig von ihrem N-Terminus
einteilen: Nrg-1-Typ | und Il weisen N-terminale Immunglobulin-ahnliche Doméanen
auf, Typ Il hat dagegen eine N-terminale Cystein-reiche Domane (CRD), die als
zweite Transmembrandoméane dient. Nach der proteolytischen Prozessierung durch
die Metalloprotease BACE (B-site APP-cleaving enzyme) (Hu et al., 2008) oder TACE



(tumor-necrosis factor-converting enzyme) (Horiuchi et al., 2005) liegen Typ | und Il
als sezernierte Formen vor, und wirken parakrin, wohingegen Nrg-1-Typ Il
membranstandig bleibt und juxtakrin wirkt (Nave und Salzer, 2006). Es gibt Hinweise,
dass es beim Nrg-1-Typ lll zu einer weiteren proteolytischen Prozessierung kommt,
sodass ein sezerniertes Fragment mit der EGF-Doméne ensteht (Frenzel und Falls,
2001). Neureguline sind nicht nur im Nervensystem exprimiert, sondern spielen auch
wahrend der Entwicklung des Herzens eine zentrale Rolle. Genetisch veranderte
Mause, denen Nrg-1 fehlt, sterben bereits vor der Geburt (Meier und Birchmeier,
1995). Neuregulin-1-Typ Il hingegen wird hauptsachlich von Neuronen exprimiert.
Es wirkt auf die Proliferation, Differenzierung und Spezialisierung verschiedener
Zellen im Nervensystem (Topilko et al., 1996; Jessen und Mirsky, 1997; Jessen und
Mirsky, 1998; Lai, 2005).

1.5 Die ErbB-Rezeptoren

Die ErbB- Rezeptoren sind membranstandige Tyrosinkinasen (ErbB1-4). Ihr Name
leitet sich von der Ahnlichkeit mit dem Gen-Produkt des erythroblastosis-Tumor-Virus
(v-erbB) ab. Zur Zeit sind elf verschiedene Liganden der Rezeptoren bekannt, unter
anderem EGF (epidermal growth factor), Betacellulin, Epiregulin sowie die
Neureguline I-IV. Alle vier Rezeptoren haben eine gemeinsame Struktur. Der N -
Terminus liegt extrazellular und ist glykosyliert. Dort findet die Bindung der Liganden
statt. Er zeichnet sich durch viele Cystein-reiche Domanen aus, die Disulfid-Briicken
ausbilden und bei der Dimerisierung eine wichtige Rolle spielen. Nach Bindung eines
Liganden kommt es zu einer Konformationsanderung der Rezeptoren, die dann
dimerisieren (Burgess et al., 2003). Dabei fuhrt die Ligandenbindung zur Bildung von
Homo- oder Heterodimeren, wobei nur ErbB1 und ErbB4 Homodimere ausbilden
konnen (Berger et al., 2004; Citri und Yarden, 2006). Der ErbB2-Rezeptor besitzt
keine Ligandenbindungsstelle (Klapper et al., 1999). Er kann allerdings auch ohne
gebundenen Liganden dimerisieren und ist der bevorzugte Dimerisierungspartner der
anderen ErbB-Rezeptoren (Graus-Porta et al., 1997). Diese Heterodimere besitzen
eine hohe Affinitat zu Liganden und ermoéglichen die Bindung zuséatzlicher Liganden
(Citri et al., 2003). Nach Dimerisierung werden aul3erdem verschiedene
Bindungsstellen fir Adapterproteine wie z.B. Shc oder Grb2, Src Kinasen,
Phosphatidylinositol-3-Kinase und Tyrosin-Phosphatasen (SHP1, SHP2) frei

(Olayioye et al., 2000). Davon und vom Liganden abhéangig werden verschiedene



Signalwege aktiviert, wie die AKT oder die ERK Signalkaskaden (Olayioye et al.,
2000; Carpenter 2003; Citri et al., 2003). Der ErbB3-Rezeptor kann zwar Liganden
binden, besitzt aber eine nicht funktionelle Tyrosin-Kinase. Obwohl beide Rezeptoren
alleine inaktiv sind, bilden sie in vivo das potenteste Dimer. Dieses spielt bei der
Proliferation, Differenzierung und Myelinisierung von Schwannzellen eine
entscheidende Rolle (Citri et al., 2003; Nave and Salzer, 2006; Birchmeier, 2009).
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2. Zielsetzung

Myelin ermdéglicht im Nervensystem der Wirbeltiere eine schnelle saltatorische
Impulsweiterleitung und hat somit die Evolution des komplexen menschlichen
Gehirns ermdoglicht. Der Myelinisierungsprozess wird unter anderem durch
Netzwerke verschiedener Faktoren wie Neureguline, Laminine und Integrine
reguliert. Die Aufgaben der einzelnen Komponenten sind hierbei oft noch unbekannt.
Fur die Familie der Neureguline sind bereits verschiedenste Funktionen in der
Schwannzellentwicklung (PNS) und in der Migration von Neuronen und Entwicklung
von Synapsen (ZNS) bekannt. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte speziell die
Funktion von Neuregulin-1 fur die Myelinisierung des ZNS und im Vergleich zum
PNS untersucht werden. Hierzu wurden verschiedene genetisch veranderte
Mauslinien  histologisch, elektronenmikroskopisch und elektrophysiologisch
analysiert. Dabei wurde sowohl die Inaktivierung als auch die Uberexpression

verschiedener Isoformen von Nrg-1 betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Menge des axonalen Nrg-1-Typs Ill bestimmt die Myelindicke im peripheren

Nervensystem (PNS)

Zunachst wurden genetisch veranderte Mause untersucht, die nur ein Allel des Gens
fur Nrg-1 tragen. Diese zeigten im Ischiasnerv dinneres Myelin im Vergleich zu
wildtypischen Mausen (Hypomyelinisierung). Dieser Effekt war fur alle
Axonduchmesser gleich, die Anzahl an myelinisierten Fasern blieb jedoch
unverandert. Es wurde kein Verlust von Axonen beobachtet. Durch
elektrophysiologische Untersuchungen konnte eine signifikant verlangsamte
Nervenleitgeschwindigkeit als Folge der Hypomyelinisierung festgestellt werden.
Durch die Analyse heterozygoter ErbB2-Mause konnte des Weiteren bewiesen
werden, dass tatsachlich die Verfiigbarkeit von Nrg-1 der limitierende Faktor fur die
Myelindicke darstellt, und nicht die Anzahl der Rezeptoren auf der
Schwannzelloberflache. Die untersuchten ErbB2-Mutanten zeigten keine
Verdanderung der Myelindicke. Tiere, die nicht nur heterozygot fur Nrg-1 waren,
sondern auch nur ein Allel fur ErbB2 und ErbB3 trugen, zeigten keine starkere
Hypomyelinisierung, wodurch ein zusatzlicher Effekt der beiden Rezeptoren
ausgeschlossen werden konnte (Michailov et al., 2004).

Neben den Folgen einer verminderten Menge an Nrg-1 wurde im Rahmen dieser
Arbeit auch die Uberexpression des entsprechenden Genes in transgenen Mausen
untersucht. Hierzu wurden transgene Mause generiert, in denen Nrg-1-Typ | und llI
unter Kontrolle des Thy-1.2-Promotors spezifisch in Neuronen uberexprimiert
wurden. Die Uberexpression des Nrg-1-Proteins im PNS konnte mit Hilfe von
Western Blots in Proteinextrakten des Ischiasnervens bestétigt werden. Durch
morphologische Untersuchung der Ischiasnerven transgener Tiere wurde das G-ratio
bestimmt, der Quotient aus dem Axondurchmesser und dem Gesamtdurchmesser
(Axon und Myelin) gebildet. Dabei zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Myelindicke in transgenen Tieren, welche die Typ-lll-lsoform des Nrg-1
uberexprimieren. Die Uberexpression der Nrg-1-Typ-I-Isoform hatte dagegen keinen
Einfluss auf die Myelindicke. Ein verringerter Axondurchmesser konnte im Falle der
Uberexpression von Nrg-1-Typ |ll als Ursache des niedrigeren G-ratios
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ausgeschlossen werden; die Axondurchmesser transgener Tiere waren gegentber
den wildtypischen Kontrollen unverandert.

Man konnte annehmen, dass dickeres Myelin zu einer Beschleunigung der
Leitgeschwindigkeit fuhrt. In der elektrophysiologischen Untersuchung der Nrg-1-Typ
Il Uberexprimierenden Mause lieR sich allerdings eine verlangsamte
Nervenleitgeschwindigkeit messen. Wahrscheinlich ist bei einem G-ratio von 0,68
das optimale Verhaltnis von Axondurchmesser und Myelindicke erreicht, und ein
kinstlicher Zuwachs der isolierenden Hulle fiihrt somit zu keiner verbesserten
elektrischen Leitung (Abb. 1).
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Abbildung 1: Die Nervenleitgeschwindigkeit in Neure gulin-1-Typ-lll-transgenen Ma&usen ist

verlangsamt. Die Muskelsummenaktionspotentiale der intrinsischen FuBBmuskulatur wurden nach
Reizung des Ischiasnerven am Foramen intrapiriforme und oberhalb des Kndchels gemessen. Aus
der Strecke und dem Laufzeitunterschied wurde die Nervenleitgeschwindigkeit errechnet. Diese ist in
den Nrg-1-Typ-lll-transgenen Mausen signifikant (p<0,05) niedriger als in den wildtypischen

Kontrollen.

Die Schlisselrolle der Nrg-1-Typ-lll-lIsoform wéhrend der Myelinisierung des PNS

konnte weiterhin durch Analyse von Mausen bestatigt werden, die jeweils nur ein
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Allel der Typ-I- oder der Typ-lll-Isoform trugen. Wie im Falle der Uberexpression
zeigte sich der Effekt auch hier nur fur die Tiere, die weniger Nrg-1-Typ-lli
exprimierten, sie hatten signifikant dinnere Myelinscheiden im Ischiasnerven.
Zusammenfassend lasst sich hieraus schlieRen, dass die axonal exprimierte Nrg-1-
Typ-lll-Isoform im PNS die Dicke der von Schwannzellen gebildeten Myelinscheide
reguliert.

3.2 Axonales Nrg-1 hat keinen Einfluss auf die Myelinisierung des zentralen
Nervensystems (ZNS)

Im zweiten Teil der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Rolle von Nrg-1 fur die
Myelinisierung des ZNS untersucht. Hierzu wurden zunéchst Nrg-1-heterozygote
Mause analysiert. Die Myelindicke erschien in allen untersuchten Regionen
(Ruckenmark, Corpus callosum und optischer Nerv) normal, das G-ratio und die
Verteilung der Axondurchmesser waren gegeniber wildtypischen Tieren unverandert
(Abb. 2 A und B).

Da Mause, die kein funktionales Nrg-1-Gen besitzen, nicht Uberlebensfahig sind,
wurden zur Analyse der Folge einer Inaktivierung von Nrg-1 speziell in Neuronen
verschiedene konditionale Mauslinien verwendet. Um zu untersuchen, ob Nrg-1
bereits zu friheren Entwicklungszeitpunkten eine Funktion in Neuronen hat, wurde
zunéchst die Nestin-Cre-Linie benutzt. Hier findet die Rekombination bereits in
neuronalen Vorlauferzellen (E 8,5) statt (Tronche et al., 1999). Diese konditionalen
Mutanten starben wie der komplette Nrg-1-,Knockout® bereits zum Zeitpunkt der
Geburt. Bei immunhistochemischer Analyse konnte allerdings eine normale Dichte
MBP-positiver Strukturen im Rickenmark festgestellt werden (Abb. 3A). Auf
Querschnitten des Ruckenmarks inklusive der ventralen Wurzel war der Unterscheid
zwischen unmyelinisiertem PNS und normal myelinisiertem ZNS deutlich erkennbar
(Abb. 3B). Im Gegensatz zu den konditionalen Mutanten zeigten Kontrolltiere
gleichen Alters zu diesem Zeitpunkt keine MBP-positiven myelinisierten Axone im
PNS, wahrend im ZNS eine normale Anzahl an MBP-positiven Strukturen vorhanden
war (Abb. 3C).
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Abbildung 2: Die Myelindicke Neuregulin-1-heterozyg  oter Mause ist im ZNS unverandert.

(A) Elektronenmikroskopische Bilder von Querschnitten des Corpus callosums, des optischen Nerven
und des Rickenmarks wildtypischer und Nrg-1-heterozygoter Tiere. (B) Darstellung des G-ratios in
Abhangigkeit vom Axondurchmesser. Es zeigte sich in den untersuchten Regionen kein Unterschied
zwischen wildtypischen und Nrg-1 heterozygoten Méausen. Die Verteilung der Axone abhangig vom

Axondurchmesser war in beiden Genotypen ebenfalls unveréandert. Modifiziert aus Brinkmann et al.,
2008,suppl.
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Nrg1 F/+ Nes-Cre*Nrg1 F/F

Abbildung 3: Fehlende Myelinisierung des peripheren , aber nicht des zentralen

Nervensystems. (A) Normale Dichte MBP-positiver Strukturen im ventralen Rickenmark (SC) an
Postnataltag 0. Die immunhistochemische Farbung fiir NeuN zeigt neuronale Strukturen. (B)
Querschnitte des Ruckenmarks, auf denen die ventrale Wurzel (VR) zu erkennen ist, zeigen bei
Kontrolltieren (Nrg-1 F/+) MBP-positive Strukturen im PNS und ZNS. Im Gegensatz dazu zeigen die
Mutanten keine MBP-positiven Strukturen im PNS, jedoch im ZNS. (C) Interkostalnerven mutanter
Méause zeigen nur ein sehr schwach ausgepragtes Signal fur PO, was auf fehlende Myelinisierung

hindeutet. Modifiziert aus Brinkmann et al., 2008,586.
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Des Weiteren wurden Mause analysiert, die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle
des Nex Promotors exprimieren. Hierbei sind alle postmitotischen Neurone nach
Embryonaltag (E) 12 rekombiniert. In diesen konditionalen Mutanten liel3en sich
durch immunhistochemische Untersuchungen ebenfalls keine Unterschiede in der
Architektur und Myelinisierung des ZNS feststellen. Auch auf
elektronenmikroskopischer Ebene konnte bei 2 und 20 Monate alten Tieren kein
Unterschied in der Myelindicke gemessen werden (Abb. 4).
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Abbildung 4: Die Myelindicke im Corpus callosum jun ger und alter M&use ist trotz Fehlens von
Neuregulin-1 unverandert . (A) Elektronenmikroskopische Bilder von Querschnitten des Corpus
callosums bei 2 und 20 Monaten in den Kontrollen und Mutanten. (B) Darstellung des G-ratios in
Abhangigkeit vom Axondurchmesser. Es zeigte sich in der untersuchten Region und in den beiden
Altersstufen kein Unterschied zwischen Kontrollen und mutanten Mausen. Modifiziert aus Brinkmann
et al., 2008,584.
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Nrg-1 wird im ZNS nicht nur von Neuronen, sondern auch von Astrozyten und
Oligodendrozyten exprimiert (Buonanno and Fischbach, 2001). Um auszuschliel3en,
dass von Astrozyten gebildetes Nrg-1 das fehlende neuronale Nrg-1 kompensiert ,
wurden die ErbB-Rezeptoren 3 und 4 in myelinisierenden Gliazellen mit Hilfe der
CNP-Cre-Maus (Lappe-Siefke et al., 2003) inaktiviert. Die Rekombination findet
hierbei sowohl in Oligodendrozyten, als auch in Schwannzellen statt. Da ErbB2 keine
Ligandenbindungsdomane besitzt und somit nur im Heterodimer mit ErbB3 wirken
kann, sind in dieser konditionalen Maus alle ErbB-Rezeptoren inaktiviert. Wie bereits
nach Inaktivierung des Nrg-1-Gens durch Nestin-Cre war auch in diesen Mutanten
der morphologische Unterschied zwischen PNS und ZNS deutlich zu erkennen.

Wahrend es im optischen Nerven und Corpus callosum normal myelinisierte Axone
gab, waren die Fasern im Ischiasnerv unmyelinisiert. Die Myelindicke im ZNS war im
Vergleich zu wildtypischen Mausen unverandert. Aus diesen Ergebnissen lasst sich
schlieBen, dass eine funktionale Nrg-1/ErbB-Signalkaskade fir die Myelinisierung
des ZNS im Gegensatz zum PNS nicht bendtigt wird. Dies gilt sowohl flr neuronale
Vorlauferzellen, als auch fir postmitotische Neurone. Dennoch sind alle

Komponenten im ZNS exprimiert.

3.3 Die Uberexpression von Nrg-1 fuihrt zu einer Zunahme der Myelindicke im ZNS

Um zu untersuchen, ob eine kinstliche Stimulation von Nrg-1 die Myelinisierung
verandert, wurden Rickenmark und Corpus callosum transgener Mause untersucht,
die Nrg-1 Uberexprimieren (unter Kontrolle des Thy-1.2-Promotors, s.0.). Es zeigte
sich eine signifikante Zunahme der Myelindicke in beiden untersuchten Strukturen
(Abb. 5 A und B). Erstaunlicherweise traf dies, im Gegensatz zum PNS, auch auf
Mause zu, die die Typ-l-Isoform Uberexprimierten (Abb. 5 C). Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass im Kortex dieser Tiere nicht nur hypermyelinisierte Axone
vorlagen, sondern auch die Gesamtanzahl myelinisierter Fasern signifikant erhdht
war.

Letzteres ging allerdings nicht mit einer erhéhten Anzahl an Oligodendrozyten einher,
was zu der Hypothese fiihrte, dass die Oligodendrozyten transgener Tiere mehr
Myelinsegmente bilden missen als die der entsprechenden Kontrolltiere. Mit Hilfe

dreidimensionaler Rekonstruktionen immunhistochemischer Farbungen konnte
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gezeigt werden, dass die Oligodendrozyten der transgenen Mause tatséchlich ein
vergroRertes Soma hatten und mit ihren Fortséatzen ein grol3eres Gebiet abdeckten
als die der Kontrolltiere. Somit kann angenommen werden, dass eine einzelne Zelle
in diesem Fall mehr Myelinsegmente bildet. Allerdings ist durch die vorliegenden
Ergebnisse nicht auszuschlieRen, dass es gleichzeitig zu einer Zunahme der
Internodienlange gekommen sein kénnte.

Um den Einfluss der verstarkten kortikalen Myelinisierung elektrophysiologisch zu
untersuchen, wurde in den transgenen Mausen die kortikale Streudepolarisierung
(cortical spreading depression) gemessen. Hierbei werden mit Hilfe einer
Kaliumlésung die kortikalen Neurone hyperpolarisiert. AnschlieBend wird an zwel
verschiedenen Punkten erfasst, wie sich eine Welle der Repolarisierung ausbreitet
und die Latenz bestimmt. Es ist bekannt, dass es bei chronischer kortikaler
Demyelinisierung, z.B. bei Multipler Sklerose, zu einer Latenzverkirzung kommt
(Merkler et al., 2009). Analog dazu zeigten die transgenen Mause durch die

vermehrte kortikale Myelinisierung eine deutlich langere Latenz.

20



08 . 0.8 . L
o8 - [ T
ooy [ ' v “
0.5 gu LA
maE (1
044w swi b4 wwit
2 typeltg 4 “type feg
0 2 4 B B 10 12 14 18 0 02 04 04 08 10 12 14 16
axen diametar (pm) axon diameter (jm)
B 46+ 4B -
= |-|l-- .l-\“-
E £ a8 LR
@ g L
M =
%ﬂl- gm,
e 184 £ 184
10 2_1!-
[ 5
[ 0 -
< | 38 BT TA o4 <4 0406 0608 084 51
axon diametar (pm) axon diamater (pm)
C _ spinal cord corpus callosum
1 1
0.8 - 08 'y
o 08 o 08
o7 0T
Eu LT
0.8 1.3
04 wwi o4 Wi
3 “type i ig a Type il g
@ 2 4 B & 10 12 14 16 0 02 04 08 OB 10 12 14 18
axon diameter (pm) axon diameter (um)
B0 45 -
2 B8 - -
B = B =
E-_q.-. ﬁ.u'
L] a4 -m
g ELE gu-
Y 20 1
Ha
i 2 gﬂ-
Eu- g‘ﬂ_
1 -
5 - B
o o
<3 %8B BT T& 8 obd 0406 0608 084 >4
axon diamater (um) axon diamater {um)

Abbildung 5: Uberexpression von Nrg-1-Typ | und llI fihren zu einer erhdhten Myelindicke im

ZNS (A) Elektronenmikroskopische Bilder von Querschnitten des Corpus callosum zeigen sowohl
hypermyelinisierte, als auch normal myelinisierte Axone, sehr wahrscheinlich aufgrund mosaischer
Expression des Transgen-Konstruktes. Das G-ratio in Abhangigkeit vom Axondurchmesser zeigt
Unterschiede zwischen wildtypischen und Nrg-1-Typ-I-(B)- bzw. Typ-IlI-(C)-transgenen Mausen im
Hinblick auf die Myelindicke. Die Verteilung der Axone abhangig vom Axondurchmesser zeigte

zwischen den Genotypen keinen Unterschied. Modifiziert aus Brinkmann et al., 2008,588.
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3.4 Die Uberexpression von Nrg-1 fiihrt zu einer verfriihten Myelinisierung, hat aber

keinen Einfluss auf die Remyelinisierung

Ein weiterer Effekt der Uberexpression von Nrg-1 konnte eine verfriihte
Myelinisierung verschiedener Bereiche des ZNS sein, da das Transgen bereits zum
Zeitpunkt der Geburt exprimiert wird. In optischen Nerven transgener Mause konnte
bereits bei P6 eine erhdohte Anzahl myeliniserter Axone festgestellt werden. Die
Anzahl der Oligodendrozyten im Vergleich zu Kontrolltieren war dabei unverandert.
Dies deutet darauf hin, dass durch Uberexpression von Nrg-1 im ZNS die
Myelinisierung friher initiiert wurde.

Interessanterweise scheint die Uberexpression in adulten Tieren nach Abschluss der
Myelinisierung jedoch keinen Effekt mehr zu haben. So konnten wir in
Remyeliniserungsexperimenten mit transgenen Mausen und Kontrolltieren keine
Unterschiede in der Anzahl remyelinisierter Axone oder in der Dicke des neu
gebildeten Myelins feststellen (Brinkmann et al., 2008; Fig. S7 in Zusammenarbeit
mit Ruth M. Stassart).

22



4. Diskussion

4.1 Axonales Nrg-1-Typ Il reguliert die Myelindicke im PNS

Myelinisierung im PNS ist ein fein regulierter Prozess und Verdnderungen des
Myelins, z.B. aufgrund von demyelinisierenden Erkrankungen, fuhren zu
Neuropathien. Diese gehen mit einer verlangsamten Leitgeschwindigkeit (NLG)
einher. Im Rahmen dieser Dissertation konnte axonales Neuregulin-1 als der
entscheidende Faktor fur die Regulation der Myelindicke im PNS identifiziert werden
(Michailov et al., 2004). Dabei ist die Menge an axonal exprimiertem Nrg-1-Typ-IlI
direkt proportional zum Axondurchmesser. Diese Kodierung ermdglicht es der
Schwannzelle, die Dicke der Myelinscheide optimal auf die GroRe des Axons
abzustimmen. Die glialen ErbB-Rezeptoren sind dabei nicht limitierend, sodass
tatsachlich die Menge an Nrg-1-Typ Il der limitierende Faktor des Axon-Glia Signals
ist. Die vorliegenden Ergebnisse passen zu bereits bekannten Funktionen von Nrg-1-
Typ-1 an der neuromuskulédren Synapse und der gestérten Myelinisierung in Mausen,
denen der ErbB2-Rezeptor in Schwannzellen fehlt (Garratt et al., 2000). Es konnte
gezeigt werden, dass Schwannzellen in vitro Axone von Nrg-1-Typ-llI-Knockout-
M&ausen nicht myelinisieren (Taveggia et al., 2005). Die Wirkung von Nrg-1 wird im
PNS durch Wechselwirkung mit weiteren Signalkaskaden wéahrend der Entwicklung
modifiziert. Eine davon ist die Integrin-Laminin-Signalkaskade. Laminine sind
Bestandteile der extrazellularen Matrix im PNS. Integrine stellen die entsprechenden
Rezeptoren auf der Schwannzelloberflache dar. Es konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion beider Komponenten den Phosphorylierungsgrad der ErbB2- und 3-
Rezeptoren beeinflusst. In Méausen, denen das Gen fir Laminin-yl fehlt, ist die
Phosphorylierung von ErbB2 und 3 drastisch reduziert, obwohl die Anzahl an
Rezeptoren unverandert ist (Yu et al., 2005). Diese Kontext-abhangige Modulierung
des Nrg-1 Signals kénnte auch erklaren, warum die Uberexpression von Nrg-1 in
vivo zu einer Hypermyelinisierung fuhrt, wahrend Zugabe von Nrg-1 zu
Schwannzellen in vitro eine Demyeliniserung und den Zelltod induziert. In vivo
werden gleichzeitg noch andere Signalkaskaden, wie z.B. das Laminin-Integrin-

System aktiviert im Gegensatz zur in-vitro-Situation.
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Eine wichtige Frage lautet: Wie konnte die Information Uber den Axondurchmesser

die Schwannzelle erreichen?

Wahrend der Differenzierung von Schwannzellen wird der Phosphatidyl-Inositol-3-
Phosphat(PI-3)-Kinase Signalweg durch ErbB2/3-Rezeptoren aktiviert. Es ware
vorstellbar, dass wahrend der Myelinisierung durch aktive PI3-Kinase phosphorylierte
Lipide entstehen, die durch die adaxonale Myelinmembran diffundieren und so das
Schwannzellsoma  erreichen  kbnnten. Eine  weitere  Mdglichkeit  der
Signaltransduktion ware die Diffusion kleiner Molekile an Schmidt-Lanterman-
Inzisuren oder durch Zell-Zell-Verbindungen (gap junctions). Der PI-3-Kinase-
Signalweg spielt auch fir die terminale Differenzierung der Schwannzellen eine
Rolle. Die beobachtete Hypomyelinisierung in Nerven von Mausen, denen ein Allel
fur  Nrg-1-Typ 1l fehlt, koénnte daher eine Folge unvollstandiger
Schwannzellentwicklung sein.

Ein wichtiges Ziel zukinftiger Studien ware es, zu verstehen, wie Neurone die
Oberflachenexpression von Nrg-1 abhangig von ihrer eigenen Grol3e regulieren.
Auch andere Molekile, z.B. spannugsgesteuerte Natrium- und Kaliumkandle,
missen abhéngig von Axondurchmesser und -lange exprimiert werden.
Erkenntnisse Uber den entsprechenden Kontrollmechanismus wirden weiter zum

Verstandnis der Myelinisierung beitragen.

4.2 Axonales Nrg-1 spielt keine Rolle fur die Myelinisierung des ZNS

Die wichtige Rolle von Nrg-1 in der peripheren Myelinisierung lie3 vermuten, dass
Nrg-1 auch an der Regulation der Myelindicke im ZNS beteiligt sein konnte. Es ist
bekannt, dass Oligodendrozyten in vitro und ex vivo durch Nrg-1 stimuliert werden
kénnen. Die spontane Remyelinisierung von Lasionen bei Multipler Sklerose kdnnte
Nrg-1-abhangig sein (ffrench-Constant et al.,, 2004). Fur das komplexe
Krankheitsbild der Schizophrenie, das auch mit Veranderungen des Myelins
einhergehen kann, konnte eine Assoziation mit bestimmten Nrg-1-Haplotypen
festgestellt werden (Hall et al., 2006; Davis et al.,, 2003). Die Kontrolle der
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subkortikalen Myelinisierung durch Nrg-1 konnte daher eine Verbindung zwischen
verschiedenen neurologischen Erkrankungen darstellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von Nrg-1
keine Auswirkungen auf die Myelinisierung des ZNS hat (Brinkmann et al., 2008).
Durch kiinstliche etwa 5-fache Uberexpression von Nrg-1 in transgenen M&usen
konnte allerdings im ZNS eine Hypermyelinisierung erzielt werden. Hier kdnnte die
Modulation des Systems durch andere Signalkaskaden eine Rolle spielen. So fuhrt
die Wechselwirkung von Integrinen der Oligodendrozyten mit Lamininen auf der
Axonoberflache dazu, dass Nrg-1 nicht mehr als Uberlebenssignal wirkt, sondern die
Differenzierung der Oligodendrozyten erlaubt (Colognato et al., 2002).
Interessanterweise fuhrt die Aktivierung des Contactin-Systems zu einer starkeren
Myelinisierung in vitro durch Oligodendrozyten. Im Gegensatz dazu fihrt eine
Blockierung des Integrins zu einer verminderten Myelinisierung in vitro (Laursen et
al., 2009).

Die vorliegenden Daten legen nahe, dass die Myelinisierung des ZNS von Nrg-1
L=unabhangig” wurde, wahrend es im evolutionsgeschichtlich alteren PNS weiterhin
der entscheidende Faktor fur die Myelinisierung ist. Bisher ist nicht bekannt, ob es
ein vergleichbares zentrales Signalsystem gibt. Aufgrund der héheren Komplexitat
des ZNS, sind im ZNS mehrere redundante Regulationsmechanismen fir die
Steuerung des Myelinisierungsprozesses vorstellbar. Potentielle Kandidaten sind der
Wnt/3-catenin Signaltransduktionsweg (Fancy et al., 2009) und die Faktoren Notch
(Wang et al., 1998), Jagged und Lingo-1 (Chong und Chan, 2010). Dariiber hinaus
spielen Transkriptionsfaktoren wie Sox-10, Nkx 2.2, Olig-1 und Myelin gene
regulating factor (MRF) eine Rolle. Neuere Studien zeigen, dass sogenannte micro
RNAs (miRNAs) die Entwicklung und Myelinisierung von Oligodendrozyten ebenfalls
beeinflussen kdnnen (Emery et al.,, 2009). Interessanterweise fihrt jedoch die
Inaktivierung des Neuregulin-1 durch die Uberexpression eines dominant- negativen
ErbB4-Rezeptors zu einer verstarkten Apoptose von Oligodendrozyten. Weiterhin
kommt es in diesen Tieren zu einer veranderten Oligodendrozytenmorphologie,
sowie zu einer Hypomyelinisierung (Fernandez et al., 2000; Roy et al., 2007). Diese
Diskrepanz zu den hier erhobenen Daten koénnte durch eine Stérung des
Zusammenspiels verschiedener ErbB-Rezeptorkombinationen durch einen einzelnen

dominant-negativen Rezeptor zu erklaren sein. Weiterhin haben ErbB-Rezeptoren
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verschiedene Affinitaten zu unterschiedlichen Neuregulin-Isoformen, sodass es
durch fehlende Interaktion zu einem relativen Verlust des Effektes einer Neuregulin-

Isoform kommen kann.

Bei verschiedenen Erkrankungen des ZNS kommt es zu einer Zerstbrung der
Myelinscheide. So wird bei multipler Sklerose (MS) das Myelin im ZNS vermutlich auf
Grund von Autoimmunphanomenen abgebaut (Gandhi et al., 2010). Im
Nervensystem konnen Mutationen der Myelinproteine zu einer Dysmyelinisierung
und Demyelinisierung fuhren (Niemann et al., 2006). Im Gegensatz dazu zeigen die
hier untersuchten Mutanten mit verringertem Nrg-1-Level im PNS eine
Hypomyelinisierung mit unveranderter Zusammensetzung des Myelins. In den
Neuregulin-1-heterozygoten Maéausen kommt es im PNS aufgrund der
Hypomyelinisierung zu einer verlangsamten Nervenleitgeschwindigkeit, ahnlich wie
bei der hereditaren motorisch-sensorischen Neuropathie (HMSN) Typ 1. Wéhrend
die Demyelinisierung bei HMSN-Patienten jedoch progressiv verlauft und zu einer
Verschlechterung der Leitgeschwindigkeit fuhrt, zeigen Nrg-1-heterozygote Mause
eine ,definierte* Hypomyelinisierung. lhnen fehlt durch die halbierte Menge an
axonalem Nrg-1 eine ganz bestimmte Menge an Myelin. Dies zeigt sich in einem
konstanten G-ratio.

Die cortical spreading depression (CSD) ist ein elektrophysiologisches Phanomen
und ermdglicht die Messung der Kkortikalen Repolarisation nach erfolgter
Hyperpolarisation und dadurch die Bestimmung der Repolarisationsgeschwindigkeit.
Aufgrund der Demyelinisierung bei multipler Sklerose kommt es zu Veranderungen
der CSD ebenso bei der Migrane (Merkler et al., 2009).

Auch aufgrund der Uberexpression von Nrg-1 kommt es im ZNS zu Veranderungen
der CSD. Dies konnte auf eine erhdohte Anzahl myelinisierter Axone oder eine
starkere Myelinisierung einzelner Fasern hindeuten. Das Neuregulin-Signalsystem
wirkt sich aber nicht nur auf den Myelinisierungsprozess aus, sondern spielt
bekannterweise auch eine Rolle bei der synaptischen Ubertragung (Zhong et al.,
2008; Fazzari et al.,, 2010). Veranderte Wechselwirkung verschiedener Signale an
der Synapse konnten also eine weitere Erklarung fur die beobachteten
Verdanderungen sein. Dagegen spricht allerdings, dass die CSD bei einer

Demyelinisierung genau entgegengesetzt verandert ist.
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