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Abklrzungsverzeichnis
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ATF6 activating transcription factor 6
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Nervensystem

Das menschliche Nervensystem besteht aus einer Vielzahl von Neuronen und
Gliazellen und ist gegliedert in ein zentrales Nervensystem (ZNS) und ein peri-
pheres Nervensystem (PNS). Als ZNS bezeichnet man Gehirn und Rickenmark.
Es ist u. a. fur die Verarbeitung von sensorischen Reizen und die Koordination
von motorischen Leistungen zustandig.

Das PNS hingegen umfasst den Teil des Neuronengeflechtes auf3erhalb von Ge-
hirn und Ruckenmark. Es leitet sensorische Reize zum Gehirn hin und motori-
sche Signale vom ZNS in die Peripherie des Kdrpers.

Die Neuronen sind aufgebaut aus mehreren kleinen Auslaufern (Dendriten), die
Reize aufnehmen und zum Zellleib (Soma) weiterleiten. Vom Soma aus leitet ein
Auslaufer (Axon) den Reiz weiter fort (Abb.1). Die Axone sind oftmals von einer
Myelinscheide umhulit und nur an den sogenannten Ranvier-Schnurringen unter-
brochen. Im ZNS bilden Gliazellen vom Typ der Oligodendrozyten die isolierende
Myelinscheide, was im PNS durch die Schwannzellen lbernommen wird.

Der Reiz besteht aus einem elektrischen Signal, das durch aktiven und passiven
lonenaustausch an den Membranen hervorgerufen wird. Wird dadurch das ur-
sprungliche Ruhepotenzial der Zelle bis zu einem kritischen Schwellenwert depo-
larisiert, entsteht das Aktionspotenzial und wird als elektrischer Reiz weitergelei-
tet. Das Axon spaltet sich letztlich in Kollateralen auf, die das Signal z. B. an die

Dendriten eines anderen Neurons Ubertragen (Trepel 1995).



Einleitung

Schwann cell

Endosomal sorting
and cell signalling

Mitochondria

Transcription and
mRNA processing

“~ Myelin

Axon and cell body \
Mitochondria | Channel

‘ Cytoskeleton

Channel

Endosomal sorting \
and cell signalling

O_OL—O

Nuclear envelope Z
mRNA processing Z

ER and Golgi Proteasome and Axonal transport Toxin Synaptic transmission
protein aggregation

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Neurons (modifiziert nach Rossor et al. 2013,
S.565)

1.2 Myeliniserung

Die Axone sind meistens von einer schiitzenden Isolierschicht, der Markscheide,
umgeben. Diese wird von den sogenannten Gliazellen gebildet. Im ZNS sind die-
se Gliazellen Oligodendrozyten. Auch Astrozyten und Mikrogliazellen gehéren zu
den Gliazell-Typen des ZNS haben jedoch keine Myelinisierungsfunktionen. Die
Schwannzellen sind die einzigen Gliazellen des PNS und bilden die Markscheide
aus.

Neben Isolation und Schutz durch die Markscheide haben die Gliazellen auch

eine versorgende Funktion fir das Neuron. Die Isolierschicht umfasst Axone ab
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einem Durchmesser von 1 pm und ist nur an den Ranvier-Schnurringen (auch
Nodien genannt) unterbrochen.

Die Isolierschicht beschleunigt die Erregungsausbreitung und fihrt nur an den
Unterbrechungen zu Aktionspotenzialen. Diese Form der Erregungsweiterleitung
wird ,saltatorische Erregungsausbreitung” genannt, da das Aktionspotenzial von
Schnurring zu Schnurring ,springt”.

Die Schwannzelle lagert eine mehrschichtige, fetthaltige (75 % Lipide) Biomem-
bran um das Axon. Im Gegensatz zu den Oligodendrozyten ist die Schwannzelle
nicht in der Lage, mehrere isolierte Abschnitte (Internodien) zu bilden. Eine
Schwannzelle formt jeweils nur ein Internodium.

Verschiedene Pathologien sind in Bezug auf die Myelinschicht und die Schwann-
zellen erforscht (Lullmann-Rauch 2012). Dazu gehéren die hereditaren, periphe-
ren Neuropathien, wie die am haufigsten vorkommende Charcot-Marie-Tooth-
Krankheit (CMT), auch hereditdre motorisch-sensible Neuropathie (HMSN) ge-
nannt.

Um die Krankheit besser verstehen zu kénnen und Heilungsansatze zu finden,

wurden verschiedene Tiermodelle entwickelt.

1.3 CMT1la

Die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit wurde nach ihren Entdeckern Jean-Martin
Charcot (1825-1893), Pierre Marie (1853-1940) und Howard Tooth (1856—1926)
benannt. Sie gehort zu den hereditéar motorisch-sensiblen Neuropathien (HMSN).
Mit einer Haufigkeit von 1 : 2500 ist die CMT-Erkrankung die am meisten auftre-
tende, erblich bedingte Neuropathie (Nelis et al. 1996). Man kann in eine primar
demyelinisierte und primér axonale Form unterscheiden. Hauptunterscheidungs-
merkmal ist dabei die Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) (Harding und Thomas
1980). Bei normaler NLG >38 m/s spricht man von der primér axonalen oder in-
termediaren Form und bei einer NLG <38 m/s von der primar demyelinisierten
Form (Thomas et al. 1997). Die CMT1-Erkrankung gehort zu der primar demyeli-

nisierten Form und wird autosomal-dominant vererbt.
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Sie kann in verschiedene Subtypen unterteilt werden, wobei der Subtyp CMT1a
bei ca. 68 % der CMT-Erkrankten am haufigsten vorkommt (Wise et al. 1993) und
mit einer Duplikation der Region p11.2-p12 auf Chromosom 17 assoziiert ist. Der
Bereich umfasst ca. 1,5 x 108 Basenpaare und kodiert fiir das periphere Myelin-
Protein 22 (PMP22) (Lupski et al. 1991; Chance et al. 1992). In den meisten Fal-
len ist ein ungleiches Crossing Over wahrend der Meiose der Spermatogenese
fur die partielle Duplikation verantwortlich (Palau et al. 1993).

Der Gendefekt betrifft das Myelin-Gen PMP22, das v.a. in den Schwannzellen
vorkommt. Die Gendosis und Expression von PMP22 hat enorme Auswirkungen
auf die Entwicklung und Versorgung der peripheren Nerven (Lupski et al. 1992) .
Experimente an Knockout-Mausen zeigten, dass PMP22 an der Initiierung der
PNS-Myelinisierung beteiligt ist (Carenini et al. 1999). Bei transgenen Mausen mit
zusatzlichen PMP22-Kopien konnten gestorte Zelldifferenzierungen der
Schwannzelle beobachtet werden (Magyar et al. 1996), sowie eine gesteigerte
Proliferations- und Apoptoserate bei Schwannzellen (Fabbretti et al. 1995;
Sancho et al. 2001).

Es kommt zu De- und Hypermyelinisierung, was sich auch histologisch deutlich
aul3ert. Es werden segmentale Demyelinisierung von grof3kalibrigen motorischen
Axonen und die onion bulbs beobachtet (Dyck 1993). Durch die Demyelinisierung
kommt es im Verlauf der Krankheit zu einem Untergang grol3er, motorischer Axo-
ne (Lewis et al. 2003) und somit zu Muskelatrophie und dem klinischen Erschei-
nungsbild der CMT1a (Abb.2 und Abb.3).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der CMT1a.

Die DNA-Duplikation verursacht eine PMP22 mRNA-Uberexpression. Es folgen Demyelinisierung,
axonaler Verlust, Muskelatrophie und der klinische Phanotyp (adaptiert von Meyer zu Horste und
Sereda 2005, S.25).

Das PMP22 macht sowohl bei Nagetieren als auch beim Menschen ca. 2-5 % der
Proteinmenge des PNS-Myelins aus (Quarles 1997; Bronstein 2000; Garbay et
al. 2000) und ist ein 22 kDa schweres hydrophobes Glykoprotein, das aus 160
Aminosauren besteht (Jetten und Suter 2000).

Durch die Duplikation weisen die Erkrankten eine hthere PMP22 Gendosis auf,
die sowohl mit dem Schweregrad der Erkrankung, als auch mit der mRNA-
Expression korreliert (Yoshikawa et al. 1994; Vallat et al. 1996), wobei jedoch
keine Relation zwischen den neurologischen Ausfallen und dem erhdhten
PMP22-Proteinlevel oder dessen mRNA beobachtet wurde. Vielmehr wird die
sonst fein regulierte PMP22-Expression durch die zusatzliche Kopie gestort. Die
Variabilitdt spielt demnach eine grof3ere Rolle als das absolute Level an PMP22
(Katona et al. 2009). Demnach sollte eine Normalisierung des PMP22-Levels das
Krankheitsbild verbessern kénnen und somit ein Therapieziel sein. Versuche in
diese Richtung sind bereits unternommen worden, z.B. durch den Progesteronan-
tagonisten Onapriston, der die Uberexpression von PMP22 reduziert und im
transgenen Rattenmodel den Phanotyp verbesserte (Sereda et al. 2003; Meyer
zu Hoérste et al. 2007).

Es sind Uber die letzten Jahre jedoch noch eine Vielzahl weitere Gene identifiziert
worden, die mit einer CMT-Erkrankung verbunden sind (Shy und Patzk6 2011).
Unter anderem das Myelin-Protein Zero (CMT1b) und Connexin 32 (CMT1X)
(Hattori et al. 2003), die auch zu den Proteinen des peripheren Myelins zahlen
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(Werner et al. 1998). Eine regelmaf3ig aktualisierte Liste ist verfigbar unter:
http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/default.cfm.

Die Symptome der CMT la-Erkrankung sind allgemeine Schwache, sensorischer
Verlust, Hyporeflexie, Skelettverformungen und Gangabnormalitdten aufgrund
einer Muskelatrophie, welche in den Fuf3en beginnt und nach proximal verlauft.
Auffallend sind zudem Deformierungen der Fuf3anatomie, wie der Hohl- oder
Pferdeful3 und Hammerzehen sowie Atrophien der Hand- und der unteren Bein-
muskulatur (Abb.3).

Die Symptomatik variiert zwischen verschiedenen Patienten stark.

Die ersten Symptome treten meist zwischen dem 10. und 40. Lebensjahr auf.
(Shy et al. 2005).

Abbildung 3: Klinische Symptome der CMT-Erkrankung

Ein CMT-Patient zeigt die typisch klinischen Symptome wie (A,B) Hohlfuf3e mit Hammerzehen,
(C,D) Atrophie der Handmuskulatur, (E,F) Atrophie der Beinmuskulatur (adaptiert von Pareyson
et al. 2006, S.5)
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1.4 Meriva-Curcumin

Laut Herstellerangaben der Firma Indena (Mailand, Italien; Giori A, Franceschi F.
European Patent Application EP1837030) verbindet Meriva® den aktiven Wirk-
stoff Curcumin mit Phospholipiden im Verhaltnis von 1 : 2, um es membrangangi-
ger zu machen. Weiterhin wird Cellulose beigemischt, um die Rezeptur zu ver-
bessern, wobei der Gesamtanteil von Curcumin 20 % betragt.

Curcumin wurde erstmals um 1815 von Vogel und Pelletier aus der Curcuma
longa isoliert. Der Curcuminkomplex besteht aus ca. 77 % Diferuloylmethan,
17 % Demethoxycurcumin und 6 % Bisdemethoxycurcumin (Anand et al. 2007).
Seine hydrophobe Struktur als Diferulolylmethan ist 1910 von J. Milobedzka und
V. Lampe bestimmt worden (Aggarwal und Sung 2009). Durch die Regulation von
verschiedenen Transkriptions- und Wachstumsfaktoren, Entziindungszytokinen,
Proteinkinasen und anderen Enzymen besitzt das Curcumin eine antioxidanti-
sche, entzindungshemmende, antivirale, antibakterielle und antifungale sowie
protektive Wirkung gegen Krebs (Aggarwal et al. 2007). Curcumin ist bekannt
daflr, dass es Entzindungsreaktionen positiv beeinflusst, indem es die Herunter-
regulierung von Entztindungs-Transkriptionsfaktoren bewirkt (Aggarwal und Sung
2009). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Curcumin im ER (endoplasmati-
sches Retikulum) befindliche MPZ (Myelin-Protein Zero) - Mutantenproteine in
das Zytoplasma freildsst und somit die Anzahl apoptotischer Zellen verringert.
Mutationen des MPZ, Hauptbestandteil des peripheren Myelins, verursachen die
CMT1b- Neuropathie. Die mutierten Nonsense-Proteine akkumulieren intrazellu-
lar primar im ER und verursachen die Apoptose. Curcumin entlasst die im ER
befindlichen MPZ-Mutanten an die Plasmamembran und verringert somit den
apoptotischen Effekt und vermag dadurch einen therapeutischen Effekt auf be-
stimmte Formen der peripheren Neuropathien zu haben (Khajavi et al. 2005).

Die Bioverfugbarkeit scheint, belegt durch niedrige Serumlevels von purem Cur-
cumin, eher gering zu sein. Das geringe Serumlevel geht aber mit einer pharma-
kologischen Sicherheit einher, da Uber 12 g pro Tag toleriert werden (Lao et al.
2006) und auch sonst keine negativen Effekte bei langerer Einnahme zu ver-

zeichnen sind (Burns et al. 2009).
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Curcumin gehdrt zu den Phenolen, die in Wasser und Fetten schwer I6slich sind.

Curcumin

Abbildung 4: Struktur des Curcumins.
Aus , The Indian Solid Gold® (adaptiert von Aggarwal et al. 2007, S.5).

Phenole zeigen eine hohe Affinitat zu biologischen Membranen und kénnen -mit
Phospholipiden gekoppelt- in eine Lipidmatrix eingekapselt werden. Diese schutzt
vor hydrolytischer Degeneration. Gleichzeitig kann der schnelle Austausch von
Phospholipiden zwischen biologischen Membranen ausgenutzt werden und eine
hohere Aufnahme in die Zelle bewirken.

Dieses Prinzip der Phytosome wird genutzt, um die Bioverfiigbarkeit von Cur-
cumin zu verbessern (Belcaro et al. 2010a; Kidd 2009; Semalty et al. 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass Curcumin in Verbindung mit einem Phos-
phatidylcholin-Carrier eine 29-fach hthere Plasmakonzentration aufweist als pur
eingenommenes Curcumin (Cuomo et al. 2011) und somit systemisch in hdherer
Konzentration vorliegt (Marczylo et al. 2007).

Auch in anderen Teilbereichen der Medizin wurde mit Meriva® geforscht, und es
konnten positive Ergebnisse bei beispielsweise Arthrose (Belcaro et al. 2010b),
Mikroangiopathien und Retinopathien bei Diabetikern (Steigerwalt et al. 2012)
gezeigt werden.

Verschiedene Studien lassen vermuten, dass Curcumin missgefalteten Proteinen
im ER zur Verschmelzung mit der Plasmamembran verhilft (Khajavi et al. 2005).
Dadurch kann die Toxizitat durch die akkumulierten mutierten Proteine vermindert
werden, die fir die Schwannzellmyelinisierung kritisch ist (Naef und Suter 1999;
Colby et al. 2000). Auch aus dem Bereich der heriditdren Neuropathien gibt es
Studien mit Curcumin. Diese zeigen u.a. bei Trembler-Méausen, die eine PMP22-
Misssense-Mutation aufweisen, eine verringerte Apoptoseneigung der Schwann-

zellen sowie eine steigende Anzahl und VergrofRerung von myelinisierten Axonen

8
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im Nervus ischiadicus. Dies fuhrt zu verbesserten motorischen und histologischen
Ergebnissen (Khajavi et al. 2007).

Das zusatzlich im Meriva®-Pulver enthaltene Phosphatidylcholin gehért zu den
Phospholipiden und wird auch Lecithin genannt. Phospholipide sind wichtige Be-
standteile biologischer Membranen sowie des Myelins und intrazellularer Signal-
molekile. Gleichzeitig sind sie Bestandteil des Surfactant der Lunge und der Gal-
lenflissigkeit. Das Glyzerin bildet die Grundstruktur der Phospholipide und somit
auch des Phosphatidylcholins. Ort der Phosphatidylcholin-Biosynthese ist das ER
(Horn 2012; Lullmann-Rauch 2012).

1.5 Cholesterol

Cholesterol ist ein Steroid und wichtiger Bestandteil des Korpers. Es wird in Zell-
membranen eingebaut, zu Gallensauren umgebaut und ist notig fur die Biosyn-
these von Steroidhormonen und herzwirksamer Glykoside.

Es ist aufgebaut aus Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff nach der Summen-
formel C27H460. Es besitzt eine hydrophile OH-Gruppe und einen apolaren Rest.
Die Biosynthese des Cholesterols endet am ER, wo auch die Zellmembran syn-
thetisiert wird. Cholesterol kann sowohl vom Kérper synthetisiert als auch tber
die Nahrung aufgenommen werden und unterliegt dem Prinzip der Feedback-
Regulation (Horn 2012).

HO
Cholesterol

Abbildung 5: Chemische Struktur von Cholesterol

Aus: ,Direct Regulation of Prokaryotic Kir Channel by Cholesterol” (adaptiert von Singh et al.
2009, S.5)

Cholesterol ist wie auch die Phospholipide und Glykolipide Bestandteil des Mye-
lins (Lullmann-Rauch 2012; Saher et al. 2005).
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Verschiedene Arbeitsgruppen haben mit Cholesterol gearbeitet, wenn es um de-
generative Myelinisierungserkrankungen geht, beispielsweise beziglich Demyeli-
nisierungen der Oligodendrozyten im ZNS bei der Pelizaeus-Merzbacher- Er-
krankung. Hier wurde durch eine erhdhte Cholesterolaufnahme der Myelingehalt
gesteigert, Entzindungen reduziert und motorische Verbesserungen erzielt
(Saher et al. 2012). Experimente mit Mausmutanten mit geringer eigener Cho-
lesterolbiosynthese haben gezeigt, dass Schwannzellen in der Lage sind, Cho-
lesterol aus der Umgebung aufzunehmen und in Myelinmembranen einzubauen.
Gleichzeitig ist die Transkription von Myelinproteinen an das intrazellulare Cho-
lesterol-Level gekoppelt. Auch eine Veranderung des Lipid-Protein- Mengenver-
haltnisses fuhrt zu Veranderungen der peripheren Myelinmembranen, da der
MPZ-Transport vom ER zur Membran an das Vorhandensein von Cholesterol
gekoppelt ist (Saher et al. 2011; Saher et al. 2009).

Zudem begunstigt Cholesterol die Schwannzell-Differenzierung (Saher et al.
2009) und ist ein nicht verzichtbarer Bestandteil von Myelinmembranen (Saher et
al. 2005).

1.6 Tiermodell der CMT1a

Tiermodelle kénnen entscheidend bei der Untersuchung verschiedener Krankhei-
ten am Menschen beitragen.

Um die CMTla-Erkrankung besser untersuchen zu kénnen, wurden Mause
(Huxley et al. 1996) und Ratten (Sereda et al. 1996) gentechnisch so manipuliert,
dass auch sie eine Pmp22-Uberexpression aufweisen (CMT-transgene Ratten).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit ist es, die Auswirkungen von Curcumin und Cholesterol
auf den Phénotyp der CMT-transgenen Ratten zu untersuchen. In der Vergan-
genheit haben Experimente bereits einen positiven Effekt der beiden Substanzen
hinsichtlich neuro-degenerativer Erkrankungen gezeigt.

Cholesterol als Bestandteil des Myelins und anderer Membranen kodnnte der

Demyelinisierung entgegenwirken (Saher et al. 2005, 2012).
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Das antiinflammatorisch wirkende Curcumin soll evtl. beteiligte Entzindungspro-
zesse gunstig beeinflussen und wie bei Khajavi et al. 2007 bereits gezeigt, die
mutations-akkumulationsinduzierte Apoptose der Schwannzellen verhindern.
Auch bei Versuchen mit CMT1b-Méausen zeigte Curcumin einen gunstigen Effekt
auf die Schwannzellproliferation (Patzké et al. 2012). Pures Curcumin jedoch
weist nur eine geringe Serumkonzentration auf, wohingegen es gekoppelt an ei-
nen Phospholipidcarrier eine héhere Bioverfugbarkeit erreicht (Belcaro et al.
2010a; Kidd 2009). Weiterhin sollen diverse Gewebeproben gewonnen werden
um auch histologische Untersuchungen in der Zukunft zu erméglichen. Weitere
Hinweise und Erkenntnisse zum Pathomechanismus und eventuelle Heilungsan-

satze sollen dadurch gewonnen werden.

1.8 Tiere

1.8.1 Rattenzucht

Die Versuchstiere stammen aus der Rattenzucht CMT-Ratte (Spraque-Dawley)
des Max-Planck-Instituts fur Experimentelle Medizin in Gottingen, die als CMT1a-
Tiermodell von M. Sereda (Sereda et al. 1996) charakterisiert worden ist. Ver-
paart wurden Wildtypen und heterozygot transgene Tiere, wobei nur mannliche
Tiere verwendet wurden.

Die Genotypisierung erfolgte durch die PCR aus DNA der Schwanz- und Ohrge-

webe-Biopsien.

1.8.2 Haltung der Versuchstiere

Die 72 Versuchstiere wurden unter standardisierten Bedingungen im Tierhaus
des MPI fur Experimentelle Medizin, Goéttingen, entsprechend den Empfehlungen
der deutschen Gesellschaft flr Versuchstierkunde in Gruppen gehalten. An je-
dem Kafig war eine Karte mit Tiercodenummer, Geburtsdatum, Geschlecht und

Elterntiernummer befestigt.
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1.8.3 Die Identifizierung der Tiere

Zur ldentifizierung der Ratten wurden Ohrcodierungen an p(postnatal)21 vorge-
nommen. Die letzten beiden Ziffern eines siebenstelligen Codes wurden nach

folgendem Schema in beide Ohrmuscheln gelocht:

linkes Ohr:
1
. S 5
\( 6 \,,
//v‘\ h;‘_ﬁ

( Y - ( \f' *\/’ ‘\f
; )

rechtes Ohr:

20 O 50_)/ L/\/_W/
7:& "‘_
.

”Ub\/“\/ M
)L X
“ v

Abbildung 6: Ohrlochcode der Ratten

80

Aus den Léchern im linken Ohr ergibt sich die Einerstelle und aus den Lochern des rechten Ohrs

die Zehnerstelle. Zur vollstandigen Zuordnung zum Ausgangscode muss zudem die Kafignummer
bekannt sein.

1.8.4 Genotypisierung der Tiere

An p21 wurden eine Ohrcodierungshautbiopsie und auch eine Schwanzprobe fur
die Genotypisierung entnommen.
Diese wurde bei -20 °C gelagert, und mittels einer PCR wurden Wildtypen und

transgene Tiere unterschieden.
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1.8.5 Therapieverlauf

An p21 wurden alle geworfenen transgenen Tiere mittels Griffstarke-Test stratifi-
ziert und ihren Therapiegruppen zugeordnet. Die Gruppenzuordnung erfolgte
durch eine dritte Person (T. Prukop), um die Verblindung der Studienuntersuche-
rin zu gewahrleisten. Die Kafige wurden mit einem Verblindungsschlissel verse-
hen, um eine Erkennung der Tiere im Studienverlauf auszuschlieRen. Die zu un-
tersuchenden Tiere wurden jeweils am Versuchstag von der Tierpflegerin des
Tierhauses bereitgestellt.

Als Therapiesubstanzen wurden dem reguléaren Futter von Ssniff (RZ, 15 mm)
Cholesterol (5 %) und Meriva® (0.1 %) beigemischt. Zudem liefen eine Place-
bogruppe (tg) und eine Wildtyptiergruppe mit regularem Futter zum Vergleich mit.
Das Therapiefutter wurde eingefarbt, um ein Vertauschen auszuschlieen. Das
Futter wurde jeweils rechtzeitig entfernt, bevor die Untersucherin die Tiere sah.
Bis auf die WT-Gruppe mit zwdlf Tieren beinhalten die Therapiegruppen 15 Tiere.
Das Aktenzeichen des Tierschutzantrages lautet: 33.9-42502-04-11/0601. Die
Antragsnummer ist die 29. Aufgrund von Tod durch zu tiefe Inhalationsnarkose
oder Verwechselung der Tiere mussten funf Tiere bei den Versuchsauswertun-
gen vernachlassigt werden.

Zu den Zeitpunkten p26, p71, p91 und pl12 wurden die Muskelmessungen an
Vorder- und Hinterlaufen gemessen. An p112 wurde zusatzlich nach der Mus-
kelmessung noch der Hotplate-Test durchgefihrt.
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AlterinTagen
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Abbildung 7: Schematischer Studienverlauf

Die Tiere wurden ab p26 bis p112 mit Meriva-Curcumin (0,1 %), Cholesterol (5 %) oder normalem
Futter gefittert. Alle drei Wochen wurden das Gewicht und die Griffstarke gemessen. An p112
wurde zusatzlich der Hotplate-Test durchgefiihrt, um die sensorische Leitféahigkeit zu erfassen.
Anschlie3end erfolgte die Praparation der Tiere, um biologisches Material flr weitere Analysen zu
gewinnen.

1.8.6 Phanotypisierung der Tiere

Um den Auspragungsgrad der Krankheit der Tiere im Therapieverlauf zu messen
und zu beurteilen, wurden zu vier Untersuchungszeitpunkten Muskelmessungen
mittels Griffstarke-Test an Vorder- und Hinterlaufen durchgefihrt.

Der Untersuchungszeitpunkt lag immer zwischen 5.30 Uhr und 7.00 Uhr und
wurde immer von derselben Person, geblindet hinsichtlich der Behandlung und
des Genotyps, durchgefuhrt. Das Gerat misst in Newton und es wurde von der
internen Werkstatt des MPI fur Experimentelle Medizin in Goéttingen gebaut und
geeicht. An jedem Untersuchungszeitpunkt wurden pro Extremitat funf Messun-
gen durchgefihrt und ein Mittelwert berechnet. Die Tiere wurden dabei am
Schwanz festgehalten. Die Messung erfolgte unter Zug (Vorderlaufe) bzw. Druck
(Hinterlaufe) bis zum Loslassen der Tiere von der Messstange. Die Messstange
war an ein Newtonmessgerat angeschlossen, das die Maximalkraft digital auf-
zeichnete.

Die Methode geht auf den etablierten Stangentest fiir Phé&notypisierung zurtick
(Meyer et al. 1979).
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Abbildung 8: Phanotypisierung der Ratten

Messung der Vorderlaufergriffstarke in Newton mit Hilfe einer Apparatur aus der hauseigenen
Werkstatt des MPI. Es wurden jeweils sieben Mal die Griffstarke der Vorder- und Hinterlaufe in N

gemessen, wobei der jeweils hochste und niedrigste Wert nicht berticksichtigt wurden und ein
Mittelwert errechnet wurde.
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Abbildung 9: Geréat zur Messung der Griffstarke

Die Apparatur aus der Hauswerkstatt des MP| umfasst eine Haltestange, verbunden mit einem
Newtonmessgerat. Die Tiere halten sich reflexartig an der Stange fest, sobald sie diese zu fassen
kriegen und werden bis zum Loslassen am Schwanz gezogen. So wird die Maximalkraft der Griff-
starke erfasst.
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1.8.7 Hotplate-Test

Am Tag der Praparation wurde nach der Phanotypisierung ein Hotplate-Test
durchgeflihrt. Die Messung erfolgte geblindet hinsichtlich Genotyp und Behand-
lung.

Der Hotplate-Test soll die sensible Nervenleitfahigkeit erfassen, die Rickschlisse
auf den Myelinisierungsgrad zulasst. Dafiir wird eine Heizplatte auf 58 °C vorge-

warmt und ein Glaskasten dartber gestellt.

o
<

ey
<l

a

‘\

Abbildung 10: Heizplatte flr den Hotplate-Test

Die Heizplatte wird auf 58 °C erwarmt und unter eine Plexiglasvorrichtung gestellt, sodass die
Tiere keine Mdglichkeit haben die Platte zu verlassen. Sobald die Laufer Kontakt mit der Platte
haben wir die Zeit in Sekunden erfasst bis das Ablecken oder Anheben der Laufer zu sehen ist.
Danach wurde das Tier sofort von der Platte entfernt.

Erfasst werden jedoch eher die kleinen sensorischen Axone und nicht die grof3en
motorischen Axone, die vor allem bei der CMT 1a betroffen sind.

Jedes Tier wird einzeln am Schwanz gefasst und auf die Platte gesetzt.

Sobald die Tiere die Erwdrmung spuren, antworten sie mit dem Ablecken oder
Anheben der Vorder-oder Hinterlaufe.

Die Zeit vom ersten Kontakt zur heil3en Platte bis zum Ablecken der Laufe wurde
fur jede Ratte einzeln erfasst und in Sekunden notiert, danach wurde die Ratte

sofort von der warmen Platte entfernt.
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1.8.8 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologischen Messungen wurden von Dr. rer. nat. Robert Fledrich
(PNS-Arbeitsgruppe, MPI fur Experimentelle Medizin, Goéttingen) geblindet hin-
sichtlich der Gruppenzuordnung der Tiere, durchgefihrt. Die Tiere wurden zuvor
mittels Inhalationsnarkose mit Isofluran und einer Injektionslosung sediert. Die
narkotisierende und analgesierende Injektionslésung bestand aus Rompun® 2 %
und Ketanest® 10 % im Verhéltnis 1:3. Jedes Tier bekam 0,4 ml i. p. appliziert.
Mittels Jaeger-Toennis Neuroscreen wurden die Nervenleitgeschwindigkeit und
Muskelsummenaktionspotenziale am Schwanz der Ratten gemessen. Die Ner-
venleitgeschwindigkeit wurde durch zwei Reizungen im Abstand von 2 cm am
proximalen Schwanzende durchgefuhrt und von einer Elektrode erfasst und vom
Messgerat automatisch berechnet. Durch elektrische Reizung der Schwanznerven
fur 0,1 Millisekunden wurden die Muskelsummenaktionspotenziale ausgeltst und
durch subkutane Elektroden abgeleitet. Die Amplitude zwischen dem minimalen und

maximalen Ausschlag wurde gemessen.

1.8.9 Praparation der Tiere

Die Versuchstiere wurden an p112 durch Kohlenstoffdioxid-Zufuhr getétet so, wie
es das niedersachsische Tierschutzgesetzt vorschreibt.

Anschlie3end wurden den Ratten folgende Gewebeproben entnommen:

Nervus tibialis, Nervus ischiadicus, Musculus tibialis cranialis, Plexus brachialis,

Haut vom Schwanz und den Vorderlaufen.

1.8.10 Messung der Muskelmasse

Im Zuge der Praparation wurde der Musculus tibialis cranialis jeder Ratte ent-
nommen, von subcutanem Fettgewebe und Haut entfernt und in 4 % PFA (Paraf-
ormaldehyd) eingelegt. Nach zehn Tagen Lagerung wurde jeder Muskel einzeln
auf einer Feinwaage gewogen und der Wert notiert. Eventuelle Unterschiede soll-
ten das Ausmal3 der Muskelatrophie quantifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Alle nicht naher gekennzeichneten laboriblichen Materialien wurden von den

Herstellern Roche, Falcon, Merck, Sigma-Aldrich und Eppendorf bezogen. Alle

weiteren Produkte und ihre Hersteller sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Abdeckfolie fir PCR-Platten
CO2-Gas
Einmalhandschuhe

Elektrophysiologiegerat Jaeger-Toennis
Neuroscreen

Kosmetiktiicher
OP-Vlies-Mundschutz

Parafilm

PCR-Mikrotiterplatten (96-well)
PCR-Plattenfolie ,Air Pore Sheet”

Pipettenspitzen

Praparationsbesteck
Rattenstandarddiat ssniff R/Z V1325-0
Stickstoff, flissig

Trockeneis

Roth, Karlsruhe
Messer-Griesheim, Krefeld
Hartmann, Heidenheim

Jaeger-Toennis, Wirzburg

wepa, Germany
Medical care and serve, Hamburg

Pechiney Plastic Packing,
Menasha, WI, USA

Applied Biosystems, USA
ABgene, Surrey, UK

Molecular Bioproducts, San Diego,
CA, USA

Fine Science Tools, Heidelberg
ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest
Messer-Griesheim, Krefeld

Messer-Griesheim, Krefeld
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2.1.2 Chemikalien und Substanzen

Es wurden die in Tabelle 2 aufgeftihrten Chemikalien und Substanzen verwendet.

Tabelle 2: Chemikalien und Substanzen

Produkt Hersteller
Agarose AppliChem, Darmstadt
Cholesterol Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Curcumin (Meriva®)

DNeasy 96 Kit fur DNA-Isolation
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Isofluran

Ketamin (Ketanest®)
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)
Tag-Polymerase Puffer
Trihydroxymethyl-aminomethan (TRIS)

Xylazin (Rompun®)

Indena, Mailand, Italien
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt

Actavis

Parke-Davis, Berlin
Boehringer, Mannheim
Promega, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Bayer, Leverkusen

2.1.3 Gerate

Es wurden die in Tabelle 3 aufgeflihrten Geréte verwendet.
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Tabelle 3: Gerate

Produkt

Hersteller

Agarosegeldokumentation ,ImageMas-
ter VDS*

Agarosegelkammern mit Kdmmen
Concentrator 5301

Elektrophoresis constant power supply
Feinwaage (digital)

Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-85 °C) Ultra Low
Freezer

Glaswaren

Handkraftmessgeratstativ

Kihlschrank (4 °C)

Kihlzentrifuge Sigma Laborzentrifugen
Mikrowellengerat

Newtonmeter Erichsen Typ 708
PCR-Thermocycler

PCR-Versiegler

Pipetten (2/10/100/200/1000 pl)

Spannungsgerate Elektrophorese
Amersham

Stangentestmessgerat
Tierkéafige Ratten
Warmeschuttler Titramax 1000

Zentrifuge

Amersham Pharmacia Bio-
tech,Freiburg

Hauswerkstatt MPI fur Exp. Medizin
Eppendorf, Germany

Pharmacia Fine Chemicals
Sartorius, Gottingen

Liebherr, Ochsenhausen

New Brunswick Scientific, Nirtingen

Schott, Mainz

Hauswerkstatt MPI fur Exp. Medizin
Liebherr, Ochsenhausen
Osterode/Harz

AEG, Frankfurt a.M.

Erichsen, Wuppertal

Biometra, Gottingen

4titude Ltd., Berlin

Gilson, Middelton, WI, USA

Pharmacia Biotech, Freiburg

Hauswerkstatt MPI flr Exp. Medizin
Tecniplast, Hohenpeil3enberg
Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Germany
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2.1.4 Nukleinsauren

Es wurden die in Tabelle 4 aufgeftihrten Nukleinsduren verwendet.

Tabelle 4: Nukleinsauren

Produkt Hersteller
Desoxyribonukleosid-Triphosphate Boehringer, Mannheim
(dNTPSs)

DNA-Gr6Renmarker Fermentas St. Leon-Roth
Randomisierte Nonamerprimer F Benseler, MPI fur Exp. Med.
2.1.5 Primer

Primer zur Genotypisierung transgener Ratten:
pmp22 Fwd: 5'“-CCAGAAAGCCAGGGAACTC-3'

pmp22 Rev: 5-GACAAACCCCAGACAGTTG-3'
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2.1.6 Puffer und Lésungen

Fixans fur Licht- und Elektronenmikroskopie nach Karlsson und Schultz (Schultz
und Karlsson 1965):

Es werden 0,36 g Natriumdihydrogenphosphat H20 und 3,1 g Dinatriumhydro-
genphosphat - 2 H20 mit 1 g Natriumchlorid mit aqua dest. auf 100 ml aufgefullt.
20 ml Glutardialdehydlésung zum Phosphatpuffer hinzugeben.

8 g Paraformaldehyd in 60 ml aqua dest. I6sen und unter Ruhren auf 60 — 70 °C
erhitzen. AnschlieBend mit aqua dest. auf 80 ml auffillen. Tropfchenweise
1 M NaOH zugeben, bis die Losung klar wird. Losung steril filtrieren und mit
1 M HCI pH 7,4 einstellen. Zum Phosphatpuffer geben.

Kunstharzmischung Epon (Luft 1961):

Fur die Epon-L6sung A werden 67,5 g Glycidether und 88,2 g DDSA eine Stunde
mit dem Magnetrihrer verrihrt. Fur die Epon-Losung B werden 82,3 g Glyci-
dether und 73,3 g MNA fiir eine Stunde mit dem Magnetrihrer verrihrt. Fir die
fertige Epon-Gebrauchslésung werden Epon-Losung A und B im Verhaltnis 1:1
gemischt und 1,8 % DMP30 dazugeben.

Methylen-Azur-11-Farbeldsung (Richardson et al. 1960):

Fur die Methylenblau-Lésung werden 1 % Methylenblau in 1 % wassriger Borax-
l6sung geldst. Fur Azur-1I-Lésung werden 1 % Azur 1l in aqua dest. gelost. Beide

Losungen im Verhaltnis 1:1 mischen.

TAE-Puffer (50x, 1000ml):

Es werden 242 g Tris-HCI Base mit 57,1 ml Essigsaure 100 % und 100 ml EDTA
(0,5 M; pH 8) gemischt und mit aqua dest. auf 1000 ml aufgefulit.
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Paraformaldehyd, 4 % (PFA) in PBS:

40 g PFA-Pulver mit 500 ml ddH20 auffullen. Fir 15 min auf 60 °C erhitzen, an-
schlieBend bis zum Aufklaren der Lésung tropfenweise 1 M NaOH hinzugeben.
Steril filtrieren, den pH-Wert auf 7,4 einstellen und 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer

hinzugeben.

PBS 10x:

100 g NaCl, 2,5 g KClI, 7,2 g Na2HPOa4 - H20 und 2,5 g KH2PO4 - 2 H20 in 900 ml
ddH20 Iésen. Mit 1 M NaOH auf pH-Wert 7,2 einstellen.

2.1.7 Computersoftware

Excel 2010 Microsoft

Graphpad

Image J

Statistika StatSoft Europe, Hamburg
Word 2010 Microsoft

Mendeley
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNA-Isolierung aus Schwanzhautproben zur Genotypisierung

Um die Tiere zu re-genotypisieren, wurde bei der Praparation eine Schwanzprobe
entnommen und bei -20 °C gelagert. Die DNA-Isolierung wurde mit dem Kit
,Nexttect DNA-Prep“ durchgefihrt.

1. Pro Schwanzprobe benétigt man 300 pl Lysis-Puffer, der laut Kit aus G1 (265
pl), G2 (10 pl) und G3 (25 pl) Puffer bestehen soll. Mit einer Eppendorfer Mul-
tistepper und 5-ml-Combitips werden je 300 ul in die Tubes mit den
Schwanzproben Uberfuhrt. Die Tubedffnungen werden mittels Parafilm ver-
schlossen und bei 1100 rpm und 62 °C ca. 30 min auf den Warmeschiittler
Titramax gestellt. Danach sollten die Schwanzproben aufgel6st sein. Die an-
schlielBende Zentrifugation (1 min, 750 G) diente der Sedimentation der Zell-
fragmente.

2. Nun sollte die DNA aus dem Lysat gefiltert werden. Dies geschieht durch Auf-
tragen von 350 pl Préaparationspuffer auf jedes Well einer Clean-Plate aus
dem Kit. Nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wird die Clean-
Plate ca. 1 min bei 350 G zentrifugiert, um die Uberschissige Flussigkeit der
Saulen zu entfernen.

3. Die Clean-Plate wird nun auf neu beschriftete Tubes gestellt. 120 pl von dem
Zellverdau-Lysat werden nun auf die vorbereitete Cleanplate mit dem Prapa-
rationspuffer gegeben, die nur die DNA durchlaufen lasst und andere Zellbe-
standteile auffangt. Durch das Zentrifugieren fir 1 min bei 700 G wird dieser

Vorgang beschleunigt. Die isolierte DNA kann bei 4 °C gelagert werden.
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2.2.2 PCR zur Genotypisierung

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine standardisierte Methode zum Ampli-
fizieren bestimmter Genabschnitte in vitro, die mittels Primer gefunden werden.
Diese Methode geht auf Mullis (Mullis et al. 1992) zurlck. Durch diese Methode
sollen transgene Tiere von Wildtypen unterschieden werden, da die transgenen
Tiere eine zusatzliche PMP22-Gen-Kopie aufweisen. Um diese Genkopie zu ver-
vielfaltigen, wurden die pmp22-spezifischen Primer 2201 und 2202 verwendet.

Fir den Mix der CPMP-PCR wurde nach folgendem Protokoll gearbeitet:
Fiar 100 Proben werden folgende Substanzen bendtigt:

1290 pl ddH20

400 pul Puffer 5x

100 pl dNTPs

100 pl Primer 2201 (5 pmol/ul)
100 pl Primer 2202 (5 pmol/ul)
10 pl GoTagqg

Diese werden in einem 2-ml-Eppendorfgefal3 gemischt und 20 pl davon in eine
PCR-Platte pipettiert. Mit einer 8er-Multipipette wird von dem DNA-Lysat 1 pl da-
zu gegeben. Die Platte wird mit Folie zugeschweil3t und 30 s zentrifugiert, um
sicherzugehen, dass der 1 pl wirklich den PCR-Ansatz erreicht. In der PCR-
Maschine ,, Thermocycler (Biometra) wird das entsprechende Programm ,CPMP*

eingestellt und folgende Schritte werden durchlaufen:

95 °C 3 min
56 °C 45 s
72 °C 1 min
95°C30s
56 °C 1 min
72°C10s
4°C

N o gk~ wDbdhdE
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Die Schritte 1. bis 4. werden 32 Mal wiederholt, bevor die Schritte 5 bis 7 durch-
laufen werden.

Im ersten Schritt wird die DNA-Doppelhelix bei 95 °C in Einzelstrange getrennt.
Bei 56 °C lagern sich die Primer an ihre spezifische Basensequenz und fungieren
als Anlagerungsort fur die dNTPs. Die verwendete GoTaqg-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus hat ihr Temperaturoptimum bei 72 °C und verbin-
det die dNTPs zu einem neuen DNA-Abschnitt. Diese Schritte werden 32 Mal
wiederholt, sodass letztlich genug DNA vorliegt, um in der Gelelektrophorese

sichtbar gemacht werden zu kdnnen.

2.2.3 Agarosegel-Elektrophorese

Die in der PCR amplifizierte DNA kann nun ihrer Gré3e nach aufgetrennt werden.
Dazu benotigt man ein 1,5 %-Agarosegel aus 350 ml 1x TAE-Puffer (TRIS-
Acetat-EDTA-Puffer), 5,2 g Agarose-Pulver und 35 pl Ethidiumbromid.

Das Pulver wird mit dem Puffer vermischt und in der Mikrowelle fir ca. 4 min ge-
kocht, bis es klar wird und sich gelost hat. Dann wird das Ethidiumbromid hinzu-
gegeben und eine Platte mit 3 x 28 Kdmmen damit befullt. Die abgekuhlte, fertige
Platte wird in ein Bad aus 1x TAE-Puffer gelegt und an 2 Elektroden angeschlos-
sen. 100 bp-GroRBenmarker (8 ul) und die DNA-Proben (20 ul) werden in die
Kammern pipettiert.

Der Strom von 120 V wird angestellt, sobald sich Marker und DNA-Proben in den
Kammern befinden. Nach 20 min kann man die Ergebnisse unter der UV-Lampe
sehen, da das Ethidiumbromid in die DNA interkaliert und diese fluroszieren l&sst.
Das amplifizierte Gen soll eine Bande bei 501 bp bilden, die anhand des Markers
Uberprufbar ist. Bei Wildtypen fehlt diese Bande.

Die Gele werden unter der Kamera ,ImageMaster VDS* (Amersham Pharmacia
Biotech) abfotografiert (siehe Abb.11).
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Abbildung 11: Ergebnisse bei der Agarose-Gelelektrophorese.

Die jeweils erste Kammer (mit dem Stern markiert) enthalt den 100-bp-Marker.

Die Zahlen sind als Orientierungshilfe der Tierlisten in regelmaRigen Abstanden eingefligt. Die
DNA der transgenen Tiere fluoresziert deutlich. Die Kontrollen tg, Wt, aqua dest., tg sind unten
rechts.

2.3 Histologische Methoden

2.3.1 Praparation peripherer Nerven

Die Ratten wurden, wie vom Tierschutzgesetz vorgeschrieben mit Kohlenstoffdi-
oxid-Begasung getttet und anschliel3end durch die Doktorandin und eine weitere
Mitarbeiterin des Instituts prapariert. Es wurden unter anderem der Nervus tibia-
lis, Nervus ischiadicus, Plexus brachialis sowie Hautbiopsien von Schwanz und
Vorderlaufen und der gesamte Musculus tibialis cranialis entnommen. Die Nerven
wurden mittig quer geteilt und an den Enden durch 45°-Winkelschnitte kenntlich
gemacht. Fur die histologische Untersuchung wurden die Nerventeile in phos-
phatgepuffertem Glutaraldehyd nach Karlsson und Schultz (Schultz und Karlsson
1965) eingelegt. Die Proteine werden durch dieses Fixans fester und irreversibel

fixiert, indem die Losung mit den beiden aktiven Enden sich selbst und die akti-
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ven Endgruppen der Aminosauren der Proteine bindet. Die Proben wurden bei

4°C gelagert.

2.3.2 Einbettung in Kunstharz

Die Einbettung der Nerven in Kunstharz erfolgte nach dem Protokoll von Luft (Luft
1961). Die Nerventeile wurden in die entsprechenden Behalter fir die Einbettma-
schine eingelegt, mit Osmiumtetroxid fixiert und mit aufsteigender Ethanolkon-
zentration dehydriert. Danach folgt eine schrittweise Auswaschung durch Propy-
lenoxid und im letzten Schritt ein Uberzug mit Epon.

Die Einbettmaschine ,Lynx el vollzieht all diese Schritte automatisch. Im An-
schluss werden die Proben 24 h bei 60 °C in einem Trockenofen zur Polymerisa-

tion des Epons aufbewahrt.
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Reagenz Dauer Temperatur
Puffer 15 min 4°C

2 % 0sOq4 4 h 4°C

Aqua dest. 20 min Raumtemperatur
Aqua dest. 20 min Raumtemperatur
Aqua dest. 20 min Raumtemperatur
30 % Ethanol 30 min Raumtemperatur
50 % Ethanol 30 min Raumtemperatur
70 % Ethanol 30 min Raumtemperatur
90 % Ethanol 30 min Raumtemperatur
100 % Ethanol 30 min Raumtemperatur
100 % Ethanol 15 min Raumtemperatur
100 % Ethanol 15 min Raumtemperatur
100 % Ethanol 15 min Raumtemperatur
100 % Ethanol 15 min Raumtemperatur
Propylenoxid 15 min Raumtemperatur
Propylenoxid 15 min Raumtemperatur
Propylenoxid 15 min Raumtemperatur
Propylenoxid/Epon 2:1 2h Raumtemperatur
Propylenoxid/Epon 1:1 2h Raumtemperatur
Propylenoxid/Epon 1:2 4 h Raumtemperatur
Epon (rein) 4h Raumtemperatur
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2.3.3 Mikrotomie: Herstellung von Semidinnschnitten

Die fertigen Eponbldocke wurden getrimmt und am Ultramikrotom (Ultracut S) ge-
schnitten. Die Schnittdicke betrug 0,5 um. Die fertigen Schnitte wurden mit Hilfe
eines Wassertropfens und einer Glaskugel auf Objekttrager Uberfihrt und ge-
trocknet. Danach wurden die Schnitte mittels einer Methylen-Azur-II-L6sung nach
dem Protokoll von Richardson (Richardson et al. 1960) gefarbt. Nach der Trock-
nung fur 30-60 min bei 60 °C auf einer Heizplatte wurden die Schnitte auf dem

Objekttrager mit Kleber und Deckglas konserviert.

2.3.4 Lichtmikroskopie

Die Bilder wurden hauptsachlich von einem Mitarbeiter des Max-Planck-Instituts
angefertigt und befinden sich derzeit in der internen Auswertung der Arbeitsgrup-
pe. Begonnen wurde mit der Anfertigung der Aufnahmen am Lichtmikroskop (Lei-
ca) mit einer Digitalkamera (Kappa). Auf eine Ubersichtsaufnahme bei 20-facher
VergroRerung folgten Bilder in 100-facher Vergréf3erung, die mittels Bildbearbei-
tung (Image J, Photoshop, lllustrator) zusammengefugt wurden. Die Quantifizie-
rung und weitere Aufnahmen erfolgten durch den Doktoranden L. Rasch in der
Arbeitsgruppe.

Eine reprasentative Auswabhl der Bilder wurde getroffen (siehe Abb.12).
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Abbildung 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen des Nervus tibialis cranialis

Am Ende der Therapie (p112) in 100-facher Vergré3erung von (A) Wildtyp, (B) Placebo,
(C) Cholesterol und (D) Meriva-Curcumin. Der Maf3stab entspricht 10 um. Die Bilder sind in Zu-
sammenarbeit mit L. Rasch entstanden.

2.4 Datenverarbeitung

Die vorliegenden Daten wurden mit Excel 2010 verwaltet und mit Statistika und
Graphpad statistisch ausgewertet. Alle Analysen wurden mit einer One-Way Ano-
va und independent T-Test durchgefuhrt. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p<0,05(*) und p<0,01(**) wurden die Unterschiede zwischen den Gruppen als
signifikant betrachtet. Wenn nicht anders gekennzeichnet wurde die Standardab-

weichung (SD) mit £ angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Gewicht

Das Gewicht aller Ratten wurde wahrend der gesamten Studie Uberwacht.

An p21, p72, p91 und p112 wurden die Tiere vor der Griffstarkemessung jeweils

einmal gewogen. Das Gewicht der Tiere in den Therapiegruppen zeigt zu keinem

Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zwischen den Therapiegruppen

(Abb.13), sodass bei der Griffstarkemessung von der tatsachlichen Kraft

auszugehen ist und nicht etwa von einer Beeinflussung des Wertes durch das

Gewicht.
500~
450+
400+

£ i
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S 300-
o

£ 2504
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100-

504
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Gewicht der Therapiegruppen uber die Zeit

Wildtyp (n=9)
tg-Placebo (n=15)
tg-Cholesterol (n=13)

tg-Meriva-Curcumin
(n=12)

50 100
Zeit in Tagen

150

Abbildung 13: Gewichtszunahme aller Studientiere in g Giber die Zeit nach Gruppen einge-

teilt.

Alle Gruppen entwickeln sich Uber die Zeit gesehen &hnlich ohne signifikanten Unterschied.
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Tabelle 5: Mittelwerte des Gewichtes in Gramm mit jeweiliger SD zu den Zeitpunkten p26, p72,

p91 und p112.

Therapie-

p21 p72 p91l pl12
gruppen
Wildtyp 82,57+56 338,78+19,7 387,00+30,6 418,33 33,0
tg-Placebo 78,42 +8,3 313,6 +14,7 387,00 £ 14,8 386,00 £ 18,1
tg-Cholesterol 73,65+ 10,1 323,46+20,5 372,00+£28,7 406,31 +32,0
tg-Meriva 76,25+ 11,1 329,62 +33,5 344,00+ 25,7 375,00 £ 29,6
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3.2 Phanotypisierung

3.2.1 Vorderlaufe Uber die Zeit

Die Griffstarkebestimmung der Tiere wurde zu vier Zeitpunkten der Studie durch
die jeweils selbe Person zur gleichen Zeit mit einer eigens der Hauswerkstatt vom
MPI gebauten Vorrichtung vorgenommen und in Newton (N) gemessen. Nach
sieben Messungen wurden jeweils der hdchste und niedrigste Wert gestrichen
und aus den verbleibenden Werten der Mittelwert gebildet.Die WT-Tiere bleiben
Uber den gesamten Studienverlauf mit p<0,05 signifikant starker als die tg-
Kontrollgruppen. Unter den tg-Therapiegruppen ist kein Unterschied feststellbar,
auch wenn man an p71 einen Trend erkennen kann. Die mit Cholesterol und Me-
riva-Curcumin behandelten Tiere erscheinen an p71 etwas starker als die Place-
bo-Tiere, jedoch ohne jegliche Sigifikanz (Abb.14).

Griffstarke der Vorderlaufer Uber die Zeit

- 20 -~ Wildtyp (n=11)
Fg’ 15 ] tg-Placebo (n=15)
2 ]* -+ tg-Cholesterol (n=13)
- - tg-Meriva-Curcumin
o 10- ]* (n=12)
S
£ 51
G}

0 T T T T

° > 3> N

Zeit in Tagen

Abbildung 14: Griffstarkebestimmung der Vorderlaufe

Griffstarke in Newton zu allen Zeitpunkten der Studie. Zu Studienbeginnt an p26 besteht zwischen
den tg-Therapiegruppen kein signifikanter Unterschied untereinander. Alle Therapiegruppen un-
terscheiden sich signifikant zu der WT-Gruppe mit p<0,05 und bleiben Gber die Studienzeit von 12
Wochen hinweg schwécher als die Wildtyptiere.
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3.2.2 Vorderlaufe zum Therapiebeginn an p26

Zu Therapiebeginn sind die Wildtyptiere signifikant (WT:PL p<0,0002; WT:CH
p<0,0001; WT:ME p<0,0001) starker als alle tg-Therapiegruppen, die zu diesem
Zeitpunkt noch mit keiner Substanz behandelt wurden (Abb.15). Die transgenen
Therapiegruppen weisen wie erwartet keinen signifikanten Kraftunterschied un-
tereinander auf. Die Mittelwerte + SD betragen WT:4,26 N+0,16, PL:3,17 N %
0,16, CH:2,9 N + 0,12, ME:2,99 N+0,14.

Griffstarke der Vorderlaufe an p26 (Therapiebeginn)

Griffstarke in Newton

Therapiegruppen

Abbildung 15: Griffstarkebestimmung der Vorderldufe an p26 (Therapiebeginn)

Zum Therapiebeginn ist ein signifikanter Kraftunterschied zwischen den Wildtyptieren und den tg-
Therapiegruppen messbar (jeweils p<0,01). Die transgenen Therapiegruppen sind zu diesem
Zeitpunkt noch unbehandelt und weisen wie erwartet untereinander keinen signifikanten Kraftun-
terschied an den Vorderlaufern auf.
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3.2.3 Vorderlaufe zum Endzeitpunkt p112 (Therapieende)

Zum Endzeitpunkt an p112 sind die Cholesterol- (p=0,0007), Meriva-Curcumin-
(p=0,0016) und Placebogruppe (p=0,002) signifikant schwacher als die Wildtyp-
tiere. Die Therapiegruppen im Vergleich weisen auch nach 12 Wochen Behand-
lung mit der jeweiligen Substanz keinen signifikanten Unterschied untereinander
auf (Abb.16). Ein Grund hierfir kdnnte die Tatsache sein, dass sich die Erkran-
kung starker auf die Hinterlaufe auspragt.

Die Mittelwerte £ SD betragen WT:17,15 N+ 1,9, PL:14,38 N+ 1,8, CH:14,29 N
1,4, ME:14,09 N £ 1,8.

Griffstarke der Vorderlaufe an pl112 (Therapieende)

Nn.S.

Griffstarke in Newton

S
Therapiegruppen

Abbildung 16: Griffstarkebestimmung der Vorderlaufe an p112

Am Ende der Therapie zeigte sich bei der Griffstarke der Vorderlaufe kein signifikanter Unter-
schied unter den Therapiegruppen und der Placebogruppe. Alle Gruppen waren signifikant
(p<0,01) schwacher als die Wildtypgruppe.
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3.2.4 Hinterlaufe Uber die Zeit

Nach dem Erfassen der Griffstarke fur die Vorderlaufe wurde die Griffstarke der
Hinterlaufe gemessen. An p72 gab es technische Probleme, sodass diese Werte
nicht in die Auswertung mit einflieBen konnten. Bei den Hinterlaufen lasst sich
insgesamt ein deutlicher Trend hinsichtlich verbesserter Griffstarke bei den mit
Cholesterol und Meriva-Curcumin behandelten Tieren erkennen. Der anfangliche
signifikante Kraftunterschied der Therapiegruppen zu den WT-Tieren bleibt Uber

die Therapiedauer hinweg bestehen (Abb.17).

Griffstarke der Hinterlaufer Gber die Zeit

8-
c -o- Wildtyp (n=9)
S tg-Placebo (n=15
£ o 1% g ( )
g -+ tg-Cholesterol (n=13)
c 1% I -¥- tg-Meriva-Curcumin
o 41 (n=12)
4
G
o

O L] L] 1

0 50 100 150

Zeit in Tagen

Abbildung 17: Griffstarkebestimmung der Hinterlaufe

Zum Studienbeginn besteht an p26 zwischen den tg-Therapiegruppen kein signifikanter
Unterschied. Alle Therapiegruppen sind im Vergleich zur WT-Gruppe signifikant schwéacher. Der
anféngliche Kraftunterschied wurde an p112 bertcksichtigt. Nach 12 Wochen Therapiedauer sind
alle Therapiegruppen zum WT weiterhin signifikant schwécher. Der signifikante Kraftunterschied
bleibt also bestehen. Eine deutliche Verbesserung der Griffstérke ist zwischen den Gruppen
Cholesterol/Meriva-Curcumin (p<0,05) und der Placebogruppe zu sehen.
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3.2.5 Hinterlaufe zu Therapiebeginn an p26

Zu Therapiebeginn an p26 sind die Wildtyptiere signifikant starker als die tg-
Therapiegruppen (WT:PL p<0,0001, WT:CH p<0,0001, WT:ME p<0,0001). Die
transgenen Therapiegruppen weisen wie erwartet keinen signifikanten Kraftun-
terschied untereinander auf (Abb.18). Die Mittelwerte £ SD betragen WT: 1,35 N
+ 0,07, PL:0,87 N £ 0,09, CH:0,8 N + 0,06, ME:0,85 N £ 0,05.

Griffstarke der Hinterlaufe an p26 (Therapiebeginn)
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Abbildung 18: Griffstarkebestimmung zu Therapiebeginn an p26

Die Griffstarke der Wildtyptiere an den Hinterlaufen sind zu Therapiebeginn an p26 signifikant
(jeweils p<0,0001) starker als die der transgenen Therapiegruppen. Die transgenen Therapie-
gruppen untereinander sind nahezu gleich stark ohne signifikanten Unterschied.
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3.2.6 Hinterlaufe zum Endzeitpunkt an p112

Zum Endzeitpunkt p112 sind die Wildtyptiere mit 6,56 N immer noch hoch signifi-
kant starker (p=0,0001) als die Placebotiere mit 4,83 N. Die mit Cholesterol und
Meriva-Curcumin behandelten Tiere sind nach 12 Wochen Behandlung mit 5,64
N und 5,66 N nahezu gleich stark. Auch wenn sie immer noch signifikant schwa-
cher als die Wildtyptiere (jeweils p=0,02) sind, so zeigt sich doch ein deutlicher
Therapieeffekt durch die signifikante Kraftsteigerung gegentiber den unbehandel-
ten Placebotieren (jeweils p=0,02) (Abb.19). Die MW + SD betragen fur die WT
6,56 N+0,7, PL4,83N+0,7 CH5,64 N £0,8 und ME 5,66 N = 0,8.

Griffstarke der Hinterlaufe an p112 (Therapieende)

Griffstarke in Newton

Therapiegruppen

Abbildung 19: Griffstarkebestimmung der Hinterlaufe an p112

Am Ende der Therapie zeigt sich ein deutlicher Therapieeffekt. Die mit Cholesterol und Meriva-
Curcumin behandelten Tiere sind nahezu gleich stark und signifikant (p<0,05) starker sind als die
unbehandelte Placebogruppe. Das Wildtyptierniveau wird nicht erreicht, und es besteht immer
noch ein signifikanter Unterschied (p<0,05).
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3.3 Hotplate-Test

Der Hotplate-Test dient der Messung der Reaktionsgeschwindigkeit auf Wéarme
und lasst somit Rickschlisse auf die Nervenleitgeschwindigkeit der sensiblen
Nervenfasern zu. Auch wenn die Cholesterol-Gruppe mit 10,52 s einen Trend
aufweist, sind die behandelten tg-Therapiegruppen im Vergleich zu den Placebo-
tieren mit 11,01 s nicht signifikant schneller gewesen (Abb.20). Die Wildtyptiere
haben mit 8,63 s jeweils signifikant schneller reagiert als die Cholesterol-
(p=0,0473), Meriva-Curcumin- (p=0,0224) und die Placebogruppe (p=0,0449).
Bezuglich der sensiblen Nervenleitgeschwindigkeit ist somit kein Therapieeffekt
feststellbar. Die MW % SD betragen WT: 8,63 s+ 1,9, PL: 11,01 s £ 2,9, CH:10,52
s+1,9und ME: 12,32 s £ 4,0.
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Hotplate-Test zur Bestimmung der sensiblen
Nervenleitgeschwindigkeit an p112
(Therapieende)
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Abbildung 20: Hotplate-Test

Der Hotplate-Test dient zur Bestimmung der sensiblen Nervenleitgeschwindigkeit in Sekunden bei
58 °C. Die Therapiegruppen zeigen alle ein signifikant langsameres Reaktionsverhalten als die
Wildtyptiere (p<0,05). Auch wenn die Werte der Cholesterolgruppe einen Trend aufzeigen, sind
sie im Vergleich zu den Werten der Placebogruppe nicht signifikant schneller.

3.4 Musculus tibialis craniali- Gewicht

Die Muskelmasse des Musculus tibialis cranialis wurde nach zehn Tagen Lage-
rung in 4 % PFA auf einer Feinwaage gemessen. Eine durch die CMT-Pathologie
verursachte geringere Myelinisierung und dadurch geringe Innervation der Mus-
keln, baut sich Muskelmasse ab. Die Gewichtsmessung der Muskelmasse lasst
demnach Rickschlisse auf den Myelinisierungsgrad und das Ausmald der Atro-
phie zu. Am Ende der Studie sind nur die Muskelmassen der Placebogruppe mit
0,60 g (p=0,03) signifikant leichter als die der WT-Tiere mit 0,66 g. Die Muskel-

massen des Musculus tibialis cranialis der mit Cholesterol (0,65 g) und Meriva-
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Curcumin (0,62 g) behandelten tg-Therapiegruppen zwar nicht signifikant schwe-
rer als die der unbehandelten Placebotiere, aber auch nicht signifikant leichter als
die der Wildtyptiere. Daher ist ein deutlicher Trend sichtbar (Abb.21). Die absolu-
ten MW £ SD pro Gruppe betragen WT:0,66 g + 0,05, PL:0,60 g = 0,05, CH:0,65
g + 0,09 und ME:0,62 g £ 0,09.

Gewicht des Musculus tibialis cranialis
an pll12 (Therapieende)

Gewicht in Gramm

Therapiegruppen

Abbildung 21: Messung des Gewichtes des Musculus tibialis cranialis in g

Hier zeigt sich am Ende der Studie nach 12 Wochen Therapie nur ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Gewicht des Muskels der Wildtyptiere und dem der Placebogruppe (p<0,05). Die
Cholesterol- und Meriva-Curcumin-Gruppe haben mit 0,65 g und 0,62 g weder signifikant leichtere
Werte als die Wildtyptiere mit 0,66 g noch signifikant schwerere als die Placebotiere mit 0,60 g.
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3.5 Semidiunnschnitte des Nervus tibialis

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen des proximalen Nervus tibialis werden an
dieser Stelle exemplarisch gezeigt. Erste Auswertung und Quantifizierung wurden
innerhalb der Arbeitsgruppe vorgenommen.

Histologische Effekte sind bereits zu sehen. Die Wildtyptiere sind besonders
durch die homogenen myelinisierten Axone zu erkennen. Die Placebotiere hinge-

gen weisen viele demyelinisierte und hypomyelinisierte Axone auf (Abb.22).

Abbildung 22: Lichtmikroskopische Aufnahmen des Nervus tibialis cranialis

Am Ende der Therapie (p112) in 100-facher Vergrof3erung der Nervus tibialis cranialis von (A)
Wildtyp, (B) Placebo,(C) Cholesterol und (D) Meriva-Curcumin. Der Mal3stab entspricht 10 pum.
Die Bilder sind in Zusammenarbeit mit L. Rasch entstanden. Deutlich erkennbar sind die homo-
gen myelinisierten Axone der Wildtyptiere. Die Placebogruppe zeigt hypomyenilisierte Axone und
auch eine geringere Dichte. Sowohl die Cholesterol- als auch die Meriva-Curcumin-Gruppe zei-
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gen auf den ersten Blick gegeniiber dem Placebobild eine verbesserte Myelinisierung und Axon-
dichte. Ergebnisse der histologischen Auszahlung siehe unten.

3.6 Histologische Auswertung des Nervus tibialis

3.6.1 Histologische Auswertung der Cholesterol-Therapiegruppe

Die histologische Auszéhlung der Cholesterolgruppe im Vergleich zur Wildtyp-
und Placebogruppe wurde von L. Rasch (Doktorand der PNS-Arbeitsgruppe am

MPI) vorgenommen. Die Absolutwerte sind der Tabelle (Tab.6) zu entnehmen.

Tabelle 6: Mittelwerte der Axonauszahlung des Nervus tibialis (Cholesterol) mit SD

Axone Wildtyp (n=8) tg-Placebo (n=15) tg-Cholesterol (n=13)
total 3125 + 44,36 2901 + 31,47 2893 + 63,08
myelinisiert 3097 + 47,93 2857 + 29,58 2873 + 59,80
demyelinisiert 0,4 +£0,18 42 + 4,43 24 £ 2,75

Die Auszéhlung ergab eine signifikant hhere Axongesamtanzahl der Wildtyptiere
mit 3125 im Vergleich zu den mit Cholesterol behandelten Tieren (p=0,0165) mit
2893 und hoch signifikant mehr Axone im Vergleich zu den unbehandelten Pla-
cebotieren (p=0,0005) mit 2901.

Auch bei der Anzahl der myelinisierten Axone wiesen die Wildtyptiere mit 3097
signifikant mehr Axone auf als die Placebotiere (p<0,0001) mit 2857 und die Cho-
lesterol-Gruppe (p<0,01) mit 2873. Die Anzahl demyelinisierter Axone ist zwar
nach Cholesterolbehandlung mit 24 immer noch signifikant héher als die der
Wildtyptiere (p<0,0001), mit 0,4 jedoch signifikant niedriger als bei den unbehan-
delten Placebotieren (p<0,0001) mit 42 (siehe Abb.23+24 und Tab.6). Die histo-
logische Verbesserung beim Nervus tibialis nach Therapie mit Cholesterol ist so-
mit deutlich durch eine fast halbierte Anzahl demyelinisierter Axone nach Thera-

pie geworden.
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Histologische Auswertung des Nervus tibialis
nach Cholesterol-Behandlung
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Abbildung 23: Histologische Auswertung des Nervus tibialis.

Die histologische Auswertung des Nervus tibialis zum Therapieende wurde durch L. Rasch
vorgenommen und ergab bei den Wildtyptieren signifikant mehr Axone in der Gesamtanzahl als
auch hinsichtlich der myelinisierten Axone gegenlber der transgenen Placebo- und
Cholesterolgruppe. Gleichzeitig wiesen die Wildtyptiere signifikant weniger demyelinisierte Axone
auf als die beiden transgenen Gruppe. Sowohl bei der Gesamtanzahl als auch der Anzahl
myelinisierter Axone ergaben sich zwischen der Placebo und Cholesterolgruppe keine
signifikanten Unterschiede. Die Auszahlung der demyelinisierten Axone hingegen ergab einen
signifikanten Unterschied (p<0,0001) und zeigte eine histologische Verbesserung bei den mit
Cholesterol behandelten Tieren.
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Anzahl demyelinisierter Axone nach Therapie mit Cholesterol
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Abbildung 24: Anzahl deymelinisierter Axone nach Behandlung mit Cholesterol

Die Wildtyptiere zeigen nahezu keine demyeliniserten Anxone. Die tg-Placebogruppe (p<0,0001)
und die tg-Cholesterolgruppe (p<0,0001) haben signifikant mehr demyeliniserte Axone als die
Wildtyptiere. Signifikant weniger demyeliniserte Axone haben die mit Cholesterol behandelten
Tiere gegenliber der unbehandelten Placebogruppe (p<0,0024). Hier reduzierte sich die Anzahl
fast um die Halfte. Die Auswertung der Axonanzahl wurde durch L. Rasch vorgenommen.

3.6.2 Histologische Auswertung des Nervus tibialis der Meriva-Curcumin-
Therapiegruppe
Die histologische Auszahlung des Nervus tibialis erfolgte bei den mit Meriva-
Curcumin behandelten Tieren durch Thomas Prukop. Die totale Anzahl der Axo-
ne war bei den Wildtyptieren mit 3061 gegentber den Placebotieren mit 2847
hoch signifikant (p=0,01) und bei den mit Meriva-Curcumin behandelten Tieren
mit 2812 signifikant (p=0,03) hoher. Die Auszahlung ergab auch bei der Anzahl
der myelinisierten Axone einen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyptieren
mit 3059 zur Placebogruppe (p=0,0046) mit 2806 und der Meriva-Curcumin-
Gruppe (p=0,02) mit 2769, jedoch nicht zwischen Placebo- und Meriva-Curcumin-
Tieren. Auch bei der Anzahl der demyelinisierten Axone haben die Wildtyptiere
mit 3 signifikant weniger als die Placebo- (p=0,0008) mit 41 und Merivagruppe

(p=0,001) mit 43. Die unbehandelten Placebotiere und die mit Meriva-Curcumin
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behandelten Tiere haben ungeféhr gleich viele deymelinisierte Axone. Es besteht
hier kein signifikanter Unterschied (Abb.25+26) und somit ist kein Therapieeffekt
hinsichtlich der Axonauszéhlung sichtbar. Die absoluten Werte + SD sind der Ta-

belle (Tab.7) zu entnehmen.

Histologische Auswertung des Nervus tibialis nach
Meriva-Curcumin-Behandlung
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001 B tg-Meriva-Curcumin (n=6)

2000+

1000+
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Abbildung 25: Histologische Auswertung des Nervus tibialis nach Meriva-Curcumin-
Behandlung

Deutlich erkennbar sind die signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtyptieren und den
transgenen Placebo- und mit Meriva-Curcumin behandelten Tieren sowohl bei der totalen Anzahl
der Axone als auch der Anzahl myelinisierter und demyelinisierter Axone. Der Unterschied zwi-
schen der Placebo- und der Meriva-Curcumingruppe ist jeweils nicht signifikant. Die histologische
Auswertung wurde von T. Prukop vorgenommen.
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Anzahl demyelinisierter Axone nach
Therapie mit Meriva-Curcumin
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Abbildung 26: Anzahl demyelinisierter Axone nach Behandlung mit Meriva-Curcumin

Die Wildtyptiere weisen signifikant weniger demyelinisierte Axone auf als die Placbo- (p=0,0008)
und Meriva-Curcumin-Gruppe (p=0,001). Mit Meriva-Curcumin behandelte und unbehandelte
Placebotiere zahlen ahnlich viele demyelinisierte Axone und weisen keinen signifikanten Unter-
schied auf. Die Auszéhlung der Axone wurde von T. Prukop vorgenommen.

Tabelle 7:Mittelwerte der Axonauszahlung des Nervus tibialis (Meriva-Curcumin) mit SD

Axone Wildtyp tg-Placebo tg-Meriva-Curcumin
(n=4) (n=11) (n=6)

total 3061 + 85,58 2847 + 30,97 2812 = 55,64

myelinisiert 3059 + 85,76 2806 + 32,97 2769 + 58,08

demyelinisiert 3+ 0,85 41 +5,13 43 + 6,62
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3.7 Elektrophysiologische Auswertung

3.7.1 Nervenleitgeschwindigkeit

Die Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) gibt an, wie schnell elektrische Impulse in
der Nervenfaser weitergeleitet werden und wird in m/s angegeben. Sie gilt als
Malf3 fur den Myelinisierungsgrad. Die Messungen wurden von R. Fledrich erho-
ben. Er war hinsichtlich der Gruppenzuordnung geblindet und hat die Tiere nach
dem Zufallsprinzip ausgewéhlt. Die Messungen wurden am Schwanz der jeweili-
gen Ratte abgeleitet. Die Wildtyptiere haben bekanntlich als gesunde Tiere eine
normale NLG. Nach Behandlung haben alle tg-Therapiegruppen eine ahnliche
NLG. Sie liegt bei der Placebogruppe bei 10,12 m/s, der Cholesterolgruppe bei
10,9 m/s und der Meriva-Curcumingruppe bei 11,24 m/s. Auch nach 12 Wochen
Therapie ist die NLG um mehr als 50 % vermindert und somit signifikant langsa-
mer (Abb.27) Die Absolutwerte betragen fir die WT: 26,69 + 7,00, PL: 10,12 +
0,76, CH: 10,9 + 0,65, ME: 11,24 + 2,55 (siehe Tab. 8).
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Nervenleitgeschwindigkeit an p112 (Therapieende)

b.v.d
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Abbildung 27: Nervenleitgeschwindigkeit nach Behandlung zum Therapieende an p112

Die NLG der Wildtyptiere ist gegenuber der Cholesterol- (p<0,0001), der Meriva-Curcumin-
Gruppe (p=0,0003) und der Placebogruppe (p<0,0001) hoch signifikant erhéht. Innerhalb der
transgenen Therapiegruppen besteht auch nach Behandlung zum Therapieende an p112 kein
signifikanter Unterschied. Die Daten wurden von R. Fledrich erhoben.

Tabelle 8: Absolutwerte der Nervenleitgeschwidigkeit in m/s und SD

Elektro- Wildtyp tg-Placebo tg-Cholesterol tg-Meriva-
physiol. (n=8) (n=15) (n=10) Curucmin (n=11)
Messung

NLG 3558+5,31 10,12+0,76 10,9+0,65 11,24 + 2,55

in m/s £ SD
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3.7.2 Muskelsummenaktionspotenziale (proximal) nach Therapieende an
pl12

Die Muskelsummenaktionspotenziale (MSAP) kdnnen als Mal3 fur die axonale
Degeneration angesehen werden. Die Daten wurden im gleichen Zuge wie die
NLG von Robert Fledrich aus der PNS-Arbeitsgruppe am Schwanz der Ratten
erhoben. Die Wildtyptiere haben mit 5,41 mV das starkste MSAPA im Vergleich
zu den Placebo-Tieren mit 2,17 mV (p<0,0001), den Cholesterol-Tieren mit 2,26
mV (p=0,001) und den Meriva-Curcumin-Tieren mit 3,22mV (p=0,01). Im Ver-
gleich der tg-Therapiegruppen untereinander ist eine signifikante Verbesserung
des MSAP der Meriva-Curcumin-Gruppe zu verzeichnen. Die MSAP der Cho-
lesterol-Gruppe hingegen sind gegenuber der Placebo-Gruppe nicht signifikant
verbessert. Die Absolutwerte mit SD betragen WT: 5,41 + 0,70, PL: 2,17 + 0,28,
CH: 2,26 £ 0,47, ME: 3,22 + 0,43 (Abb.28 + Tab.9).
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Muskelsummenaktionspotenzial (proximal)
an pl12 (Therapieende)

Amplitude proximal in mV
|
|

Therapiegruppen

Abbildung 28: Muskelsummenaktionspotenzial proximal an p112

Die MSAP am Ende der Therapiestudie der Wildtyptiere sind mit 5,41 + 0,70 mV signifikant héher
als das der transgenen Gruppen. Die reprasentative Meriva-Curcumin-Ratte hat mit 3,22 + 0,43
mV jedoch eine signifikant hohere proximale Amplitude als die Tiere der Placebo- und mit Cho-
lesterol behandelten Gruppe. Die Daten wurden von R. Fledrich erhoben.

Tabelle 9: Absolutwerte des Muskelsummenaktionspotenzials mit SD

Elektro- Wildtyp Tg-Placebo Tg- Tg-Meriva-
physiol. (n=8) (n=15) Cholesterol Curcumin
Messung (n=10) (n=11)
MSAP 541+0,70 2,17+0,28 2,26+0,47 3,22+0,43
inmV £ SD
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4 Diskussion

Fir die Studie wurden nur Ratten aus der Zucht des MPI-Tierhauses verwendet.
Es wurden nur mannliche Ratten ausgewéhlt, um hormonelle Schwankungen
auszuschliel3en. Die Tiere waren alle gleich alt und wurden von einer dritten Per-
son in Gruppen eingeteilt, um eine Verblindung der Doktorandin zu gewahrleis-
ten. Es wurde auf Homogenitat der Gruppen geachtet, indem nach Kraft, Gewicht
und Wurfzugehorigkeit eine stratifizierte Randomisierung vorgenommen wurde.
Die Griffstarke an Vorder- und Hinterlaufen wurden zu mehreren Zeitpunkten ge-
messen. Fir die statistische Auswertung verglich man Anfangs- und Endzeit-
punkt. Die Gruppenstarke betrug anfangs bei den Therapiegruppen 15 Tiere, die
Wildtypgruppe umfasste 12 Tiere. Aufgrund von Tod oder Verwechselung sind
letztlich funf Tiere aus der statistischen Auswertung ausgeschlossen worden.

Die kontinuierliche Wirkstoffverabreichung wurde gewahrleistet, indem Cho-
lesterol (5 %) bzw. Meriva-Curcumin (0,1 %) dem Rattenfutter beigemengt wur-
den. Die Konzentration von Meriva-Curcumin wurde so niedrig gewahlt, da das in
Meriva-Curcumin enthaltende Curcumin eine héhere Bioverfugbarkeit als normal
verabreichtes Curcumin aufweist (Cuomo et al. 2011). Da sich das Gewicht aller
Therapietiere ohne signifikanten Unterschied entwickelte (Abb.13), ist von einer
gleich aufgenommen Futtermenge aller Tiere auszugehen. Die téagliche Fut-
teraufnahme einer adulten Ratte liegt bei ca. 20 g, wie bereits intern von der Ar-
beitsgruppe festgestellt wurde.

In vorherigen Studien, die zu signifikanten Ergebnissen kamen (Saher et al.
2012; Khajavi et al. 2005) wahlte man einen a&hnlichen Studienaufbau und Ablauf.
Die Tiere wurden Uber drei Monate hinweg behandelt. Alle drei Wochen wurde
die Griffstarke der Vorder- und Hinterlaufe gemessen. Das Gewicht kontrollierte
man zeitgleich zu diesen Zeitpunkten. Auch wenn am Ende das Absolutgewicht
zwischen den Therapiegruppen (WT zu ME) um ca. 25 g voneinander abwich, ist
dies nicht signifikant (Tab.5).

Die Ergebnisse der Griffstarke der Vorderlaufe lassen bis auf einen Trend an p72
keinen signifikanten Unterschied erkennen (Abb.14). Die mit den Substanzen be-

handelten Tiere sind zum Endzeitpunkt nicht starker als die Placebogruppe

54



Diskussion

(Abb.15). Die Griffstarke der Hinterlaufe hingegen entwickelt sich im Laufe der
Therapie signifikant (Abb.17).

Zum Endzeitpunkt p112 sind sowohl die mit Cholesterol (p=0,015) als auch die
mit Meriva-Curcumin (p=0,016) behandelten Tiere hinsichtlich der Hinterlaufe
signifikant starker als die Placebogruppe. Die Muskelstéarke der Hinterlaufe hat
sich im Vergleich zu der Placebogruppe bei den mit Cholesterol behandelten Tie-
ren um 16,8 % und bei den mit Curcumin behandelten Tieren um 17,2 % gestei-
gert.

Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse von Vorder- und Hinterlaufen mag
sein, dass die Muskelatrophie gewdhnlich an den Hinterlaufen starker auftritt (Shy
et al. 2005) und die Pathogenese durch die langenabhéngige axonale Degenera-
tion charakterisiert ist. Somit kann hier eine Therapie auch einen deutlicheren
Effekt aufzeigen. Gleichzeitig wurde bei den Messungen beobachtet, dass die
Tiere sich an das Griffstarke-Prozedere gewdhnten und lustlos erschienen. Bei
der Arbeit mit Tieren ist man in gewisser Weise auf die Mitarbeit angewiesen, die
jedoch v. a. bei intelligenten Tieren nicht immer gewahrleistet ist.

Die hoheren Absolutwerte der Vorderlaufe lassen sich mit dem Versuchsaufbau
begriinden. Die Tiere hielten reflexartig mit den Vorderlaufen an der Stange fest,
da ein Loslassen ein Fallen nach sich zog. Bei der Messung der Hinterlaufwerte
waren die Tiere mit den Vorderlaufen auf einer Platte abgestlitzt und witterten
keine Gefahr (siehe Abb.8+9).

Nach der signifikanten Kraftsteigerung an den Hinterlaufen ware auch mit einer
Muskelmassenerhéhung des Musculus tibialis cranialis zu rechnen, jedoch zeigt
das Muskelgewicht hier keine signifikanten Unterschiede. Die Werte der Cho-
lesterol- und Meriva-Curcumin-Gruppe sind mit 0,65 g bzw 0,62 g weder signifi-
kant leichter als die der Wildtyptiere mit 0,66 g noch sind sie signifikant schwerer
als die der Placebotiere mit 0,60 g. Die Ursache hierfir kann auch bei Praparati-
onsfehlern liegen, da die Muskeln teilweise von einer eingewiesenen zweiten
Hilfsperson entnommen wurden. In einer Folgestudie ware darauf zu achten, das
Praparationsprozedere zu optimieren.

Der Hotplate-Test wurde auf einer 58 °C warmen Platte und einem Plastikbehal-

ter herum durchgefihrt, um eine Flucht der Tiere zu verhindern (Abb.10). Das
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Lecken der Hinterlaufe wurde als Zeichen der Reaktion auf die hei3e Platte ge-
wertet und die Zeit bis dahin gestoppt. Je schneller die Reaktionszeit, desto bes-
ser die sensible Leitgeschwindigkeit der Nerven. Dies wirde mit einer verbesser-
ten Myelinisierung und sensibler Leitfahigkeit einhergehen. Wie Abb.20 zeigt, ist
kein signifikanter Unterschied zwischen der Placebogruppe und den Therapie-
gruppen Cholesterol und Meriva-Curcumin erkennbar. Die Wildtyptiere hingegen
zeigen ein signifikant schnelleres Reaktionsverhalten als die anderen drei Grup-
pen.

Die CMT1a-Pathologie betrifft vor allem die gro3en motorischen Axone, die mit
dem Hotplate-Test nicht direkt untersucht werden, sodass die nicht signifikanten
Ergebnisse auf diese Tatsache zurtckfuhrbar sein kbénnen.

Die histologische Auswertung des Nervus tibialis wurde fur die Cholesterol-
Gruppe von L. Rasch vorgenommen. Hinsichtlich der Gesamtanzahl der Axone
und der Anzahl myelinisierter Axone ist kein signifikanter Therapieeffekt sichtbar.
Betrachtet man jedoch die Anzahl der demyelinisierten Axone, zeigt sich eine
deutliche Reduzierung um 57 % im Vergleich zu den Placebotieren. Auch wenn
das Wildtyptierniveau nicht erreicht wird, ist doch ein deutlicher Therapieeffekt
sichtbar (Abb.23+24).

Die histologische Auswertung des Nervus tibials fir die Meriva-Curcumin-Gruppe
wurde von T. Prukop vorgenommen. Hier war weder bezogen auf die Gesamtan-
zahl der Axone noch auf die Anzahl myelinisierter oder deymelinisierter Axone
eine Effekt zu sehen (Abb.26). Diese Tatsache kann dadurch begrindet sein,
dass Meriva-Curcumin einen Effekt auf vorhandene Schwannzellen und deren
Aufrechterhaltung hat, statt Einfluss auf die Bildung von Schwannzellen zuneh-
men (siehe unten).

Die elektrophysiologischen Daten wurden von R. Fledrich erhoben. Es wurden
das proximale Muskelsummenaktionspotenzial und die Nervenleitgeschwindigkeit
untersucht. Hinsichtlich der NLG ist auch nach 12 Wochen Therapie mit Cho-
lesterol und Meriva-Curcumin keine signifikante Verbesserung feststellbar. Die
NLG, die indirekt das Mal} der Demyelinisierung widerspiegelt, sollte hier in Zu-
kunft noch durch die g-Ratio-Auswertung (Verhaltnis des Axondurchmessers zum
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Myelinumfang) komplettiert werden, um eine definitive Aussage treffen zu kon-
nen.

Im gleichen Zuge wie die NLG wurde auch das proximale Muskelsummenakti-
onspotenzial gemessen.

Auch wenn das proximale Muskelsummenaktionspotenzial der Meriva-Curcumin-
Gruppe noch gut 2 mV niedriger als das der Wildtyptiere ist, so ist es mit 1 mV
Unterschied zur Placebogruppe signifikant verbessert (Abb.28). Die Cho-

lesterolgruppe zeigt keinen signifikanten Effekt.

Curcumin gilt in der Literatur als antiinflammatorisch, neuroprotektiv, antimikrobi-
ell, antifungal, antiviral, chemoprotektiv und antioxidativ. Zudem ist es ungiftig und
auch in hohen Dosen sehr gut vertraglich (Hatcher et al. 2008; Zorofchian
Moghadamtousi et al. 2014).

Curcumin hat bereits bei Trembler-J-Mausmodellen (CMT1-Modell) gezeigt, dass
eine orale Verabreichung die Schwannzellapoptose signifikant vermindert und
eine gesteigerte Anzahl und GroRe myelinsisierter Axone bewirken kann, was
wiederum den Phéanotyp verbessert. Gleichzeitig wurde das ER im N. isch. vom
Zellstress befreit (Okamoto et al. 2013; Khajavi et al. 2007).

Die zellulare Homoostase ist entscheidend und kann bei Ungleichgewicht wie
z. B. der Ansammlung missgefalteter Proteine mit neurodegenerativen Erkran-
kungen assoziiert sein (Fortun et al. 2007). Verschiedene Kontrollmechanismen
wie z. B. der gezielte Abbau durch UPS (ubiquitin-proteasome system) sollen
dieses Verhindern (Goldberg 2003). Auch Lysosomen und Makrophagen tragen
zur Aufrechterhaltung der Homoostase bei und lassen bei einer Anhaufung dieser
Enzyme pathologische neurodegenerative Erkrankungen vermuten (Ciechanover
and Brundin 2003).

Wird die Akkumulation von missgefalteten Proteinen im ER von den Transmemb-
ranrezeptoren PERK (PKR-like ER kinase), ATF6 (activating transcription factor)
und IRE1 (inositol-requiring enzyme) bemerkt, so ist eine Aktivierung des UPR
(unfolded protein response) zu beobachten, die den Zellstress vermindern soll.
Kann dies nicht erreicht werden, so aktivieren PERK, AFT6 und IRE1 auch die

Signalwege, die zum Zelltod fuhren (Jager et al. 2012).
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Das UPR triggerte in Versuchen mit Trembler-J-M&ausen die gesteigerte Regulati-
on der Apoptose-Gene wie Caspase 1 und Fas, die demnach zur Schwann-
zellapoptose fuhrten (Okamoto et al. 2013). Auch andere Studien mit CMT1b-
Mausmodellen (MPZ-Mutation) zeigten, dass die UPR-Aktivierung der pathogene
Mechanismus bei der Demyelinisierung sein kann (Pennuto et al. 2008; Saporta
et al. 2012). Bei Curcumingabe wurde eine signifikante Verminderung des Ex-
pressionslevels von UPR-Komponenten im Vergleich zu der unbehandelten Pla-
cebogruppe verzeichnet (Okamoto et al. 2013).

Weiterhin wird vermutet, dass Curcumin und seine Derivate an einer Reihe weite-
rer Signalwege positiven Einfluss nehmen (Wang et al. 2011) wie z.B. mit modu-
lierendem Einfluss auf Signalibertragungswege der Myelingenexpressionsregula-
tion, direktem Einfluss auf Signaltransduktionswege der Neuronen, die den
Wachstum der Schwannzellen stimulieren und den Axondurchmesser vergrof3ern
(Khajavi et al. 2007; Okamoto et al. 2013). Ob ein vergrof3erter Axondurchmesser
und eine Verdickung der Myelinschicht auch nach der Gabe von Meriva-
Curcumin und Cholesterol zu verzeichnen ist, muss durch histologische Auswer-

tung und Erfassung der g-Ratio noch geklart werden.

Mogliche Wirkmechanismen von Cholesterol auf die CMT1a-Pathologie lassen
sich aus ahnlichen Studien im Bereich der degenerativen Neuropathien ableiten.

Es wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von Cholesterol als wichtiger Be-
standteil des Myelins eine unerlassliche Rolle spielt und in einer moglichst phy-
siologischen Stdchiometrie zu den anderen Myelinproteinen vorliegen muss
(Saher et al. 2005). Somit konnte eine erhdhte Verfluigbarkeit von Cholesterol der
Hypomyelinisierung, wie bei der CMT1la-Patholgie beobachtet, entgegenwirken.
Die Transkription von Myelinproteinen ist an das intrazellulare Cholesterollevel
gekoppelt und Schwannzellen sind in der Lage, Cholesterol aus ihrer Umgebung
aufzunehmen und in Myelin einzubauen. Bei einem niedrigem Cholesterollevel
sind Schwannzellen im PNS in der Lage, Cholesterol selbst zu synthetisieren
(Saher et al. 2011; Fu et al. 1998), nur offensichtlich nicht in ausreichender Men-
ge wenn Myelinprotein-Uberexpression vorliegt, sodass externe Cholesterolzu-

gabe dieses kompensieren kénnte (Saher et al. 2012).
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Gleichzeitig scheinen der Myelinisierungsprozess und die Cholesterolbiosynthese
miteinander zu korrelieren. Cholesterol aktiviert Neuregulinl in den Schwannzel-
len, sodass diese Myelin bilden und die 3-Hydroxy-3-Methylglutarylcoenzym A-
Reduktase aktivieren. Die Reduktase ist das geschwindigkeitsbestimmende En-

zym in der Cholesterol-Biosynthese (Pertusa et al. 2007).

Cholesterol

MNeuregulin 1

/, 3-Hydroxy-3Methylglutarylcoenzym A-Reduktase

Schwannzellen .
==— Myelin

Abbildung 29: Transkriptionskontrolle der Cholesterol-Biosynthese durch axonales
Neuregulinl (vereinfachte eigene Darstellung).

Dies konnte auch erklaren, warum die Myelindicke proportional zur axonalen
Konzentration von Neuregulinl in Schwannzellen ist (Michailov et al. 2004;
Taveggia et al. 2005)

Schwannzellapoptose wurde beobachtet, wenn viele mutierte und missgefaltete
Proteine das ER-Kontrollsystem nicht verlassen kdnnen. Ein weiterer Wirkme-
chanismus von Cholesterol kénnte Teil dieses Kontrollsystems sein, da Studien
gewisse Hinweise darauf gaben, dass das periphere Hauptprotein PO Cholesterol
benotigt um das ER zu verlassen und die Myelinschicht zu erreichen. Mutanten-
mause mit verminderter Cholesterol-Biosynthese in den Schwannzellen, litten
unter Hypomyelinisierung und undichten Myelinabschnitten (Saher et al. 2009).
Ist die Cholesterol-Biosynthese durch z. B. Tellurium blockiert, konnte eine ver-
mehrte Apoptose der Schwannzellen vermerkt werden (Berciano et al. 1998).
Denkbar ist also der Ansatz, dass sowohl Curcumin, als auch Cholesterol nicht
direkt auf die PMP22-Regulierung Einfluss nehmen, sondern Uber die Stressbe-
freiung des ER die Schwannzellapoptoserate so verringern, sodass letztlich mehr

Myelin gebildet werden kann.
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Auch bei der Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit (PMD), die durch eine Mutation
des PLP (proteolipid protein gene 1) in den Oligodendrozyten des ZNS verur-
sacht wird, wurde der Einfluss von Cholesterol untersucht. Das PLP ist das wich-
tigste Myelin-Protein im ZNS und spielt eine wichtige Rolle bei der Formation und
Aufrechterhaltung der multilaminare Struktur des Myelins.

Das PLP befindet sich in der Membranlipiddoméane. Es bindet Cholesterol, wobei
das Cholesterollevel der geschwindigkeitslimitierende Faktor bei der Myelinsyn-
these im ZNS ist. Ist durch eine Mutation wie bei der PMD die PLP-Expression
gesteigert, so findet man vermehrt PLP und Cholesterol in Endosomen und Lyso-
somen akkumuliert (Edgar et al. 2010; Kramer et al. 2001; Karim et al. 2007,
Simons et al. 2002). Das dadurch veranderte intrazellulare Cholesterollevel im
ER minimiert scheinbar die endogene Cholesterolsynthese und beeinflusst den
vesikularen Transport in der Zelle, was zu Akkumulation und Unordnung fuhrt.
Auch die Membranzusammensetzung scheint negativ beeinflusst (Bauer et al.
2009). Externe Cholesterolgabe scheint durch eine Verbesserung der Stdchio-
metrie zwischen PLP und Cholesterol in der Plasmamembran die blockierte
Myelinisierung bei PMD-Mausen zu helfen. Sobald PLP an genligend Cholesterol
gebunden ist, wird es in die Myelinmembran integriert. Dieser Effekt hat zur Fol-
ge, dass das intrazellulare Cholesterol- und PLP-Level reduziert wird und die ei-
gene intrazellulare Cholesterolsynthese wieder ansteigen lasst. Damit kann dies
letztlich als wichtiger Bestandteil der Myelinschicht die Myelinmembransynthese
vorantreiben und den Krankheitssymptomen entgegen wirken (Saher et al. 2012).
Auch dieser Ansatz wére bei der CMT1a denkbar.

Um dieses anschliel3end zu klaren, sind die zuklnftigen histologischen Auswer-
tungen abzuwarten. Wie bei bei der Arbeitsgruppe von Saher (Saher et al. 2012)
ware mit einer normalen Anzahl an Schwannzellen zu rechnen sowie mit norma-

len Axondurchmessern und weniger grof3en Lysosomen.
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5 Zusammenfassung

Die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (CMT) ist die am haufigsten auftretende heri-
ditare motorisch-sensible Neuropathien (HMSN) beim Menschen. Bedingt durch
eine Duplikation des PMP22-Gens kommt es vor allem in den Schwannschen
Zellen der peripheren motorischen Nerven zu Myelinisierungsstérungen
(CMT1A). Durch die verminderte Reizweiterleitung und axonalen Verlust werden
die entsprechenden Muskeln schlecht innerviert und atrophieren. Typische Symp-
tome wie Ganganomalien und atrophierte Hand- und Beinmuskulatur sind die
Folge. Da noch keine Therapie verfugbar ist, wird an verschiedenen Therapiean-
satzen geforscht. Hilfreich kdnnen hierbei Tiermodelle sein, die durch eine Gen-
veranderung auch eine Duplikation von PMP22 aufweisen. Die transgenen Tiere
zeigen ahnliche Symptome wie das menschliche Krankheitsbild. Das Ziel meiner
Arbeit bestand darin, die Wirkung von Cholesterol und Meriva-Curcumin auf den
Phanotyp der CMT-Ratten zu untersuchen und Gewebeproben fir zukinftige Un-
tersuchungen zu gewinnen.

Sowohl Curcumin als auch Cholesterol haben bereits in der Vergangenheit einen
positiven Einfluss auf unterschiedliche Neuropathien gezeigt.

Untersucht wurden insgesamt 72 Tiere, die in Wildtyp-, Placebo-, Cholesterol-
und Meriva-Curcumin-Gruppe eingeteilt wurden. Sie bekamen die jeweilige Sub-
stanz dem Futter untergemischt bzw. normales Futter. Alle drei Wochen wurden
Griffstarkemessungen an Vorder- und Hinterlaufen durchgefihrt und das Gewicht
gemessen. Am Ende der Studie wurde zusatzlich ein Hotplate-Test vorgenom-
men sowie Gewebeproben entnommen und elektrophysiologische Daten (durch
R. Fledrich) erhoben.

Das Gewicht aller Tiere wies zu keinem Zeitpunkt Schwankungen oder Auffallig-
keiten auf, sodass von einer einheitlichen Futtermengenaufnahme ohne Neben-
wirkungen auszugehen ist. Die Griffstarkemessungen an den Hinterlaufen zeigten
am Ende der Studie, dass die mit Cholesterol und Meriva-Curcumin behandelten
Tiere signifikant starker waren als die unbehandelten Placebo-Tiere. Damit wurde

ein positiver Therapieeffekt auf den motorischen Phanotyp in CMT-Ratten nach-
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gewiesen, ohne Wildtypniveau zu erreichen. Die Behandlung mit Cholesterol und
Meriva-Curcumin hatte hingegen keine Therapieeffekte hinsichtlich der Mus-
kelatrophie (Muskelmesseung des Musculus tibialis cranialis) sowie des sensori-
schen Phéanotyps (Hotplate-Test). Die Bilder der Semidinnschnitte proximaler
Nerven zeigen nur nach der Behandlung mit Cholesterol eine signifikant geringe-
re Anzahl demyelinisierter Axone, nicht aber nach der Behandlung mit Meriva-
Curcumin. Durch elektrophysiologische Versuche nach der Therapie konnten kei-
ne verbesserte NLG festgestellt werden. Die MSAP jedoch waren nach Behand-
lung mit Meriva-Curcumin signifikant verbessert. Die entnommenen Gewebepro-
ben gilt es in Zukunft zu untersuchen, um weitere Aussagen zur Wirkweise der
Substanzen treffen zu kénnen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
Meriva-Curcumin und Cholesterol einen positiven Effekt auf den motorischen
Phanotyp der CMT-Ratten hatten und weitere Untersuchungen den Weg zur
Translation in CMT1A-Patienten vorbereiten kénnen.
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Lebenslauf

Ich wurde am 18.03.1988 in Gottingen geboren. Die schulische Ausbildung be-
gann an der Hermann-Nohl-Schule, Gottingen, und endete mit der Allgemeinen

Hochschulreife am Felix-Klein-Gymnasium, Gottingen.

Von Juli 2007 bis Méarz 2008 absolvierte ich einen Auslandsaufenthalt in den
USA.

Im April 2008 begann ich das Studium der Zahnmedizin in Goéttingen. Mit der

Zahnarztlichen Prifung im Juli 2013 beendete ich das Studium mit der Note 1.

Meine wissenschaftliche Arbeit begann 2011 am Max- Plack-Institut fur Experi-
mentelle Medizin Goéttingen in der Abteilung Neurogenetik (Direktor: Prof. Dr. rer.
nat. K.-A.Nave) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. M. Sereda. Meine expe-
rimentelle Doktorarbeit mit dem Titel ,Experimentelle Studie eines transgenen
Tiermodells der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit mit Meriva-Curcumin und Cho-

lesterol” wurde unter der Leitung von Prof.Dr. med. M. Sereda durchgefuhrt.

Seit Oktober 2013 arbeite ich als Assistenzzahnarztin in der Praxis Dres. Koch,

Fricke und Umlauf in Witzenhausen.
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