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Einleitung

1. Einleitung

Das Nervensystem

Die Funktionen des Nervensystems sind unter anderem Empfang, Weiterleitung, Verarbeitung von
Signalen aus Organismus und Umwelt sowie das Ausfiihren einer addquaten Reaktion. Es wird in
Zentralnervensystem (ZNS) und peripheres Nervensystem (PNS) unterteilt. Makroskopisch besteht
das ZNS aus Gehirn und Rilckenmark, das PNS wird aus den peripheren Nerven gebildet.
Mikroskopisch werden Nervenzellen und Gliazellen unterschieden. Nervenzellen (Neurone) haben
einen 'Soma' genannten Zellkérper und Fortsatze, die die Erregungsleitung und Interaktion mit
anderen Neuronen ermdglichen. Sie haben eine Polaritdt, die eine festgelegte Richtung der
elektrischen Leitung bedingt. Fortsdtze, die der zum Soma gerichteten Erregungstibertragung
dienen, werden Dendriten genannt, wéhrend die Weiterleitung vom Soma weg durch einen
einzelnen Fortsatz, das Axon, ablduft. Gliazellen sind im ZNS ca. zehn Mal h&ufiger als Neurone
(Pfrieger und Barres 1995) und erflllen spezifische Aufgaben: Mikroglia sind spezialisierte Zellen
der angeborenen Immunabwehr, die sich durch Bewegung und die Fahigkeit zur Phagocytose
auszeichnen. Astrozyten sind die Stutzzellen des ZNS sowohl in mechanischer als auch in
metabolischer Hinsicht, da sie das lonengleichgewicht herstellen. Sie sind zur Signallibertragung
fahig, bilden einen Teil der Blut-Hirn-Schranke und fillen Substanzdefekte mit Narbengewebe.
Ependymzellen kleiden das Ventrikelsystem aus und sind an der Liquorsynthese beteiligt.
Oligodendrozyten ummanteln Axone mit Myelinscheiden. Sie ermdglichen die schnelle saltato-
rische Erregungsleitung und haben unterstiitzende Funktionen fiir das Axon. Erkrankungen des
Myelins wie zum Beispiel Leukodystrophien, Multiple Sklerose oder periphere Neuropathien

unterstreichen seine Bedeutung fiir das Funktionieren des menschlichen Nervensystems.

1.1 Oligodendrozyten bilden das Myelin des ZNS und

unterstitzen Axone

Das Myelin des ZNS wird aus der Plasmamembran von Oligodendrozyten gebildet, die in
mehreren Lagen zirkuldr um Axone gehllt ist. Es zeichnet sich durch einen spezialisierten Aufbau
mit einem hohen Anteil an Lipiden aus, was den Fasertrakten der weillen Substanz ihre Farbe
verleiht. Oligodendrozyten bilden blattférmige Fortsétze aus, die sich um die Axone wickeln. Diese
Zellfortsatze umkleiden Axone in Segmenten, genannt Internodien, von 100 bis 1700pum L&nge und
sind von folgenden Segmenten durch kleine unmyelinisierte Stlicke von 1um Lange, die
Ranvierschen Schnirringe getrennt (Hildebrand et al. 1993). Myelin bedingt eine elektrische
Isolierung und folglich die schnelle, saltatorische Impulsfortleitung Uber die frei liegenden

Axonabschnitte, die Ranvierschen Schnurringe. Es ermdéglicht eine Hochgeschwindigkeitsleitung
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und Ubertragungsgenauigkeit Gber langere Strecken kombiniert mit geringem Platzverbrauch. Die
Myelinisierung ist einer der letzten Prozesse in der Entwicklung des ZNS, der nach dem
neuronalen Wachstum parallel zur Synaptogenese in einer prazise kontrollierten, zeitlichen Abfolge
stattfindet. Hierzu bedarf es einer Kommunikation zwischen Oligodendrozyten und Nervenzellen
(Nave und Trapp 2008). Ein wichtiger Schritt zur Induktion der Myelininbildung ist die Ausbildung
eines Kontaktes zwischen Axon und Oligodendrozyt. Astrozyten partizipieren durch Ausrichten der
Oligodendrozytenfortsdtze bei diesem Vorgang (Meyer-Franke et al. 1999). Ein Oligodendrozyt
myelinisiert gleichzeitig bis zu 50 Axone verschieden stark entsprechend ihres unterschiedlichen
Axondurchmessers. Dies flhrte zur Hypothese, dass axonale Signale die Myelindicke regulieren
(Bansal et al. 1996). Es ist wahrscheinlich, dass I6sliche und membranstdndige Signalmolekiile
dabei zusammenwirken. Kandidaten sind Fibroblastenwachstumsfaktoren (Bansal et al.1996; Qian
et al. 1997), Schilddriisenhormone (Barres et al. 1994) oder Oberflachen-proteine wie Neurales
Zelladhasionsmolekil (NCAM-L1), Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG), und N-Cadherin
(Payne et al. 1996; Trapp 1990). Axonales Neuregulin und sein oligodendroglialer Rezeptor
(ErbB2) beeinflussen Maturation und morphologische Veranderungen in Oligodendrozyten
(Vartanian et al. 1994; Park et al. 2001; Nave und Salzer 2006).

Die Differenzierung der Oligodendroglia und damit einhergehend die Myelingenexpression muss
streng mit der Entwicklung der Neuronen korreliert werden, so dass die generelle Annahme ist,
dass neuronale Signale die Transformation der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen in myelin-
bildende Oligodendrozyten kontrollieren (Simons und Nave 2015). Dabei werden von den Axonen
zunachst inhibitorische Signale ausgesandt iber Oberflachenproteine wie zum Beispiel Jagged und
Polysialic acid neural cell adhesion molecule, die ihrerseits inhibitorische Transkriptionsfaktoren
wie Transcription factor SOX-5/6 oder Inhibitor of DNA binding 2 aktivieren (Piaton et al. 2010;
Taveggia et al. 2010). Zur Initiation der Myelinisierung werden diese inhibitorischen
Transkriptionsfaktoren ihrerseits gehemmt unter anderem von micro-Ribonukleinsdure
(microRNA), Histon-Deacetylasen und dem Wnt-Signalweg (Shin et al. 2005; Fancy et al. 2009;
Budde et al. 2010; Dugas et al. 2010; Kim et al. 2010; Zhao et al. 2010; Tawk et al. 2011).

Die Ausbildung der komplexen Myelinstruktur setzt eine koordinierte Synthese und Arrangement
der Myelinkomponenten, das sind vor allem Proteine und Lipide, voraus (Campagnoni und
Macklin 1988; Madison et al. 1999). Die Interaktionen zwischen Axon und Oligodendroglia sind
bidirektional und beeinflussen sich gegenseitig wahrend der Entwicklung, Degeneration und
Regeneration. So fuhrt Myelinisierung zu lokalen Verénderungen in der Cytoarchitektur des Axons
sowie systemischen Verdnderungen in myelinisierten Neuronen (de Waegh et al. 1992; Brady et al.
1999). Mutationen in Oligodendrozyten kénnen eine axonale Degeneration verursachen, die auf
fehlende nutritive Unterstlitzung schliessen lasst (Edgar und Nave 2009). In Knockout-Mdusen fir
Myelinproteine ist z.B. der schnelle axonale Transport gestért und es kommt zur axonalen
Degeneration bevor eine Demyelinisierung eintritt (Kitagawa et al. 1993; Lappe-Siefke et al.
2003).
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Die spezialisierte Funktion der Impulsfortleitung und die extreme Separierung des Axons von dem
neuronalen Zellkdrper, wo die Proteinbiosynthese stattfindet, tragt wahrscheinlich zu seiner hohen
Vulnerabilitat bei (Edgar und Nave 2009). Die Myelinisierung bedeutet fiir die Oligodendrozyten
eine massive Proteinsyntheseleistung. Wéhrend des Myelinisierungsprozesses sind die Oligoden-
droglia metabolisch sehr aktiv. Ein Einziger myelinisiert bis zu 50 einzelne Internodien, was die
Synthese der Zellmembran, die sich um das Perikarion befindet, um das tausendfache Ubersteigt
(Pfeiffer et al. 1993). Berechnungen zufolge synthetisiert jeder Oligodendrozyt circa 1,75 x 10-7
mg Protein pro Tag, was dem dreifachen Gewicht des Perikarions entspricht (Garbern 2007). Weil
ein Drittel der Trockenmasse des Myelins aus Protein besteht, hat der Oligodendrozyt einen hohen
Proteinbiosynthesebedarf. Daruber hinaus mussen auch Lipide synthetisiert, transportiert und
korrekt in die Lipid rafts eingebaut werden (Schneider et al. 2005; Simons et al. 2000; Taylor et al.
2002; Kim und Pfeiffer 1999).

Durch die Myelinscheide sind die Axone vom extrazelluldren Raum getrennt, so dass sie auch
metabolisch isoliert sind (Simons und Nave 2015). Daher werden sie durch Oligodendroglia mit
Energiesubstraten wie zum Beispiel Lactat versorgt (Filnfschilling et al. 2012). Es besteht eine
oligodendrogliale, metabolische Unterstiitzung fur das Axon, die wie Saab et al. (2016) zeigten,
aktivitatsabhéngig Energiesubstrate zur Verfligung stellt. Axonale Glutamatfreisetzung erhéht die
oligodendrogliale Glucoseaufnahme und Glykolyse, was zeigt, dass Oligodendrozyten ihre

metabolische Aktivitét steigern kénnen, in Abhangigkeit von der Aktivitat der zugehdrigen Axone.

Abb. 1: Schematische Darstellung des Oligodendrozyten

Der Oligodendrozyt (O) myelinisiert mehre Axone (A). Im Langschnitt stellen sich das lamellare Myelin (M)
und das Axoplasma dar: Das Axoplasma bildet dort, wo es nicht von der Myelinscheide umgeben ist, eine
Auftreibung, den Ranvierschen Schnurring (N). Das Myelin ist so dicht gepackt, dass zwischen den
einzelnen Schichten kaum Cytoplasma vorhanden ist. Nur am Rande am Ranvierschen Schniirring enthalten

die Schleifen Cytoplasma.
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1.2 Das Myelinprotein Proteolipid-Protein (PLP)

Ca. 30% der Trockenmasse des Myelins besteht aus Myelinproteinen, die zum groBten Teil
spezifische Komponenten der Myelinscheide und der Oligodendrozyten sind (Campagnoni und
Macklin 1988). Myelin-basisches Protein (MBP) und PLP als kleine Proteine mit geringem
molekularem Gewicht machen im Myelin des ZNS den gréfiten Anteil von ca. 25% der Gesamt-
proteinmasse aus (Jahn et al. 2009). Zudem existieren weitere Myelinproteine, die zum Teil
Enzymaktivitat besitzen, wie die 2,'3'-Cyclic Nucleotide 3'-Phosphodiesterase (CNP) und verschie-
dene Glykoproteine unter anderen das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG).

PLP ist im ZNS das am h&ufigsten vorkommende Myelinprotein (Jahn et al. 2009; Lees et al.
1995). Es wird vom PLP1 Gen (PLP1) kodiert, welches ein evolutiondr hoch konserviertes 17 kB
grolRes Gen ist. Es enthédlt 7 Exons und befindet sich auf dem langen Arm des X-Chromosoms
(Xq21+g22). Durch alternatives Spleifien entsteht das 35 Aminoséuren kiirzere DM20. Es wird vor
allem wahrend der Embryonalentwicklung hauptséchlich von Neuronalen und Oligodendrozyten-
vorlauferzellen exprimiert, wohingegen PLP spezifisch vom maturen Oligodendrozyt gebildet wird
(Timsit et al. 1995; Spassky et al. 1998; Delaunay et al. 2008). Zusammen agieren sie als wichtige
Faktoren bei der oligodendroglialen Entwicklung und der Stabilitat des Myelins (Nadon und West
1998; Klugmann et al. 1997).

Die PLP1-Genexpression unterliegt wahrscheinlich einer komplexen, multimodalen Regulierung
(Tuason et al. 2008). Die Sequenz des humanen PLP-Proteins stimmt zu 100% mit der der Maus
tiberein (Diehl et al. 1986; Macklin et al. 1987). In verschiedenen Spezies wurden sechs evolu-
tionar konservierte Regionen gefunden (Tuason et al. 2008), die es ermdglichen PLP und DM20 in
der nétigen spatio-temporalen Abfolge zu exprimieren.

PLP ist ausgesprochen lipophil und besteht aus vier Transmembrandomanen (Abb. 2). Synthetisiert
wird es im rauhen endoplasmatischen Retikulum und wird dann in den Golgi-Apparat transportiert,
in dem es sich mit anderen Myelinbestandteilen wie Cholesterol in mizellenartigen Strukturen, den
Lipid rafts assoziiert (Gow et al. 1994; Simons et al. 2000). Diese werden dann durch vesikuléaren
Transport an die Plasmamembran gebracht.

Seine genaue biologische Funktion ist bis heute unklar. So fihrt das vollstdndige Fehlen des
Proteins zu funktionell intakten Myelinscheiden und nur geringen ultrastrukturellen Verande-
rungen, sowie verminderter physikalischer Stabilitdt. PLP konnte als Kanal fur kleine Molekiile
dienen (Knapp 1996), als Signalmolekdl bei der Entwicklung der Oligodendroglia wirken (YYamada
et al. 1999; Gow und Lazzarini 1996; Gudz et al. 2002), oder als das Myelin stabilisierende Stlitze
fungieren (Kitagawa et al. 1993). Eine wichtige Aufgabe von PLP kénnte die Transporterleichter-
ung fur andere Myelinbestandteile, vor allem Lipide, in das Myelinkompartiment sein (Werner et
al. 2007).

Interessanterweise werden viele pathologische Vorgdnge bei Mutation des PLP1 Gens besser

verstanden, als die essentielle Rolle von PLP beim Gesunden. So fiihren Punktmutationen des
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PLP1 zu Konformationsédnderungen von PLP, falscher Proteinfaltung, zur Akkumulation, zur Akti-
vierung der Unfolded protein response (Southwood und Gow 2001), der Apoptose von Oligoden-
droglia, Dysmyelinisierung und potentieller axonaler Degeneration (Dhaunchak und Nave 2007).
Das vollstindige Fehlen von PLP filhrt nur zu geringen Anderungen in der Verdichtung der
Myelinlamellen (Klugmann et al. 1997; Rosenbluth et al. 2006; 2009). PLP knockout Mé&use
entwickeln eine spét einsetzende axonale Pathologie (Griffiths et al. 1998), die auf mangelnder
Unterstiitzung durch den Oligodendrozyten beruht, wie durch Zelltransplantationsstudien heraus-
gefunden wurde (Edgar et al. 2004). Es flhrt zur Akkumulation von Organellen bei gestértem
schnellem axonalem Transport und konsekutiv zur Degeneration des distalen Anteils vor allem
langerer spinaler Axone (Edgar und Nave 2009). Die spezifische axoprotektive Rolle von PLP
wurde durch Rescue-Versuche mit peripheren Myelinproteinen dargelegt (Yin et al. 2006; 2008;
Stecca et al. 2000). Interessanterweise fuhrt die Duplikation des PLP1-Gens, wie dessen Punkt-
mutationen, zu einer Gen-Dosis-Erkrankung, der Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung.

Extrazellular

e PLP
® Punktmutationen

Cytosol

Abb. 2: PLP als topologische Modellzeichnung
Das Protein bildet vier transmembrandre Domdanen mit zwei extrazelluldren und einer intrazelluldren
Schleife. Punktmutationen, die zur Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung oder zur spastischen Paraplegie

flhren, sind rot dargestellt.

1.3 Die Myelinproteine CNP und MAG

Der Anteil der 2,'3'-Cyclic Nucleotide 3'-Phosphodiesterase (CNP) an der Gesamtmasse der
Myelinproteine betrégt circa 4% (Baumann und Pham-Dinh 2001). Das CNP-Gen ist 7kb groR,
besteht aus 4 Exons und befindet sich auf Chromosom 17921 (Douglas et al. 1992). Die genaue
Funktion des Molekils ist unklar. Das Protein kann 2,'3'-Cyclische Nucleotide hydrolysieren,

jedoch konnte dieses Substrat im Gehirn bisher nicht nachgewiesen werden (Mogel und Thompson
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1988). CNP kommt im unkompaktierten Myelin und der paranodalen Zone vor (Trapp et al. 1988).
Es besitzt mehrere Bindungsstellen fir GTP, so dass es auch andere Funktionen unabhangig von
der Enzymaktivitat besitzen konnte (Braun et al. 1990). Uberexpression von CNP fihrt zu
Dysmyelinisierung und vermehrter Expansion der Oligodendrozytenmembran (Gravel et al. 1996).
Zudem kommt es hierbei zu einer Vakuolisierung des Myelins, wie sie auch beim Mausmodell der
Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (s.u.) beschrieben wurde (Anderson et al. 1998).

Das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG) macht ca. 1% der Myelinproteine des ZNS aus
(Baumann und Pham-Dinh 2001). Das MAG-Gen hat eine Lange von 16 kb mit 13 Exons und
befindet sich auf dem Chromosom 19 (D’Eustachio et al. 1988). Das MAG-Protein hat eine
molekulare Masse von 100 kDa, wovon circa 30% Polysaccharide sind. Es besteht aus einem
intrazelluldren Teil, einer Transmembrandomane und einen extrazelluléren Teil, der homolog zu der
Immunglobulin-Superfamilie ist (Salzer et al. 1987). MAG wird im periaxonalen Raum des
Oligodendrozyten eingebaut und bindet direkt an Ganglioside des Axons und tragt damit zur
Interaktion zwischen Oligodendrozyten und Axonen bei (Tang et al. 1997; Poltorak et al. 1987).
Durch alternatives Spleiflen von Exon 12 entstehen ein grofles L-MAG und eine kleineres S-MAG,
die sich in ihrem intrazellularen Teil unterscheiden. Bei der Maus konnte gezeigt werden, dass L-
MAG Uber eine Aktivierung einer Tyrosinkinase Teil der Signaltransduktionskaskade der
Myelinisierung ist (Umemori et al. 1994). In MAG-Knockout-Mé&usen wurde ein Absterben von
Oligodendrozyten festgestellt, was durch pathologische Vorgange am Mesaxon, folglich weit
entfernt vom Soma der Zelle seinen Ursprung nimmt (Lassmann et al. 1997). Ein charakteris-
tischer morphologischer Defekt zeigte sich in den Internodien, wo der periaxonale, cytoplasma-
tische Ring fehlte. Ahnliche morphologische Veranderungen wurden von Anderson et al. (1998)

auch beim Mausmodell der Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (s.u.) beschrieben.

1.4 Die Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung

Die Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (PMD) ist eine Gen-Dosis-Erkrankung der Oligodendro-
zyten. Die PMD ist eine x-chromosomal vererbte, schwere Leukodystrophie. Leukodystrophien
sind erblich bedingte Erkrankungen des Myelinaufbaus. Gemeinsam haben sie eine genetisch
determinierte, molekulare Pathologie von Gliazellen, die verantwortlich ist fir metabolische
Defekte des Myelins oder der myelinbildenden Zellen. Aktuell sind 30 Erkrankungen bekannt, die
laut einer Konsensusstudie von Vanderver et al. (2015) zu den Leukodystrophien z&hlen. Die
Pravalenzen jeder einzelnen Leukodystrophie sind gering, wahrscheinlich werden sie jedoch in
ihrer Gesamtheit deutlich unterschétzt, da es bis 2010 keine klaren Diagnosekriterien gab und
neuere Untersuchungen eine héhere Pravalenz zeigen (Bonkowsky et al. 2010). Die bekanntesten
Vertreter der Leukodystrophien sind Adrenoleukodystrophie, Metachromatische Leukodystrophie,
Globoidzell-Leukodystrophie, Alexander-Krankheit, Canavans-Krankheit, Aicardi-Goutieres-
Syndrom und PMD.



Einleitung

Die PMD st definiert durch Mutationen im PLP1-Gen, das fur das Proteolipid-Protein (PLP)
kodiert. Die haufigste Ursache ist eine Duplikation des PLP1-Gens (Mimault et al. 1999). Des
Weiteren sind Missense-Mutationen und Deletionen bekannt. Durch die Erkrankung sind Oligoden-
drozyten nicht mehr in der Lage, ausreichend funktionsfahiges Myelin zu bilden, was elektronen-
mikroskopisch als Dysmyelinisierung zu erkennen ist (siehe Abb. 3). Im Verlauf kommt es sekun-
dar zum Untergang des fehlerhaft aufgebauten Myelins, was als Demyelinisierung bezeichnet wird
(Abb. 3). Die fehlende Unterstlitzung des Oligodendrozyten fur das Axon fihrt schlieflich zur
axonalen Degeneration und zum Funktionsverlust (Abb. 4). Dabei fiihrt die Uberepression von
PLP1- Boten-Ribonukleinsdure (MRNA) zur Akkumulation von PLP im endosomalen/lysosomalen
Kompartiment und den daraus folgenden Konsequenzen zur Toxic Gain of function (Simons et al.
2002). PLP1 entwickelt folglich bei einer Duplikation neben den physiologischen Funktionen eine
toxische Wirkung.

Wéhrend der Myelinisierung ist der Oligodendrozyt metabolisch duRerst aktiv (Pfeiffer et al. 1993).
Die téagliche Proteinbiosyntheseleistung betragt circa 1.75 x 10-7 mg Protein pro Tag, das
entspricht der dreifachen Proteinmasse des Perikaryons (Garbern 2007). Im Falle der PLP1-
Duplikation wird ebenso vermehrt PLP synthetisiert (Anderson et al. 1998), der Energiebedarf
eines Oligodendrozyten ist folglich wahrend der Myelinisierung zusétzlich erhéht. Dies kdnnte
einer der Mechanismen sein, der zur Toxic gain of function bei der PLP1-Duplikation beitragt.

Der Energiebedarf eines Axons ist aufgrund der enormen Distanz zum Soma und den damit
verbundenen Transportprozessen hoch. Kommt es zur Demyelinisierung erhéht sich dieser
aufgrund der gestorten Verteilung der lonenkanale (Campbell und Mahad 2011; Andrews et al.
2006). Das Gehirn ist wahrend des Reifungsprozesses besonders anfallig fiir Schadigungen durch
freie Radikale, da es eine hohe Verfugbarkeit von Eisen, jedoch ein unvolistandig entwickeltes
System von Radikalfangern hat (Blomgren und Hagberg 2006). Bei PLP1-Uberexpression spielen
Mitochondrien eine zentrale Rolle bei der Apoptose des Oligodendrozyten, wobei Anderungen des
intrazellularen pH-Wertes gefolgt von oxidativem Stress zum Zelltod fiihren kénnen (Cerghet et al.
2001).
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Abb. 3: ‘Ultrastrukturelle Pathologien der PMD im M.ausr‘nodell
EM-Aufnahmen des Tractus corticospinalis (Riickenmark) der Maus links Wildtyp (Wt), rechts PMD-
Mausmodell (tg) bei 12000 x: Beim Wildtyp sind eng gepackte, myelinisierte Axone sichtbar; Das PMD-
Mausmodell zeigt nur wenige, ausschlieBlich hypomyeliniserte Axone (X) mit einer Ablésung des Myelins

vom Axon (Pfeile), demylinisierte Axone (x) und Aussprossung von Astrozytenfortsatzen (A).

PLP1 Duplikation
l Progesteron-

/ antagonist

PLP1/DM20 mRNA Uberexpression

!

Akkumulation von PLP1/DM20 im
endosomalen/lysosomalen Vesikeln

N

Fehlende Unterstiitzung
des Axons durch den O

N\ L
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Dysmyelinisierung

Abb. 4: Schema der Pathogenese der PMD bei der Duplikation des Gens PLP1

Die PLP1-Duplikation fiihrt zu einer toxischen Uberexpression von PLP1/DM20-mRNA und Proteinen, was
eine Akkumulation von PLP und DM20 in endosomalen oder lysosomalen Vesikeln erzeugt. Dies bewirkt
morphologisch eine Dysmyelinisierung und funktionell eine fehlende, vor allem metabolische, Unterstiitzung
der Axone durch die Oligodendrozyten. In der Folge kommt es zur axonalen Degeneration. Der Progesteron-
antagonist verringert die Transkription von PLP1 wihrend Curcumin die metabolische Uberforderung des
Oligodendrozyten reduzieren soll. (A = Axon; dA = axonale Degeneration; dM = Dysmyelinisierung; ER =

Enodplasmatisches Retikulum; G = Golgi-Apparat; M= Myelin; N = Nukleus; sE = Endosom; sL = Lysosom)
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Aufgrund der Vielzahl unterschiedlicher PLP1-assoziierter Gendefekte und der Lokalisation auf
dem X-Chromosom werden ganzlich unterschiedliche klinische Manifestationen beobachtet. Neben
asymptomatischen, weiblichen Tragern werden klinisch zwei verschiedene Krankheiten die PMD
einerseits und Spastische Paraplegie Typ 2 (SPG2) anderseits unterschieden. Bei der SPG2 sind die
Symptome auf das Ruckenmark beschrénkt. Sie duRert sich in einer spastischen Paraparese der
Beine und autonomen Dysfunktionen. Die PMD zeigt darlber hinaus Beeintrachtigungen der
Hirnfunktionen mit unter anderem kognitiven Einschrankungen, epileptischen Anféllen, Ataxie,
Dystonie und Nystagmus. Die PMD hat verschiedene Verlaufsformen, die nach ihren
Erstbeschreibern in ,,konnatal“ (Seitelberger 1954), , klassisch* (Pelizaeus 1885; Merzbacher 1910)
und PLP1 Null Syndrom eingeteilt werden (siehe Tabelle 1). Haufig sind jedoch auch Misch-
formen, so dass PMD und SPG2 als Enden eines Kontinuums gesehen werden koénnen (Inoue
2005). Punktmutationen verursachen meist schwerere Verldufe als Duplikationen, Deletionen
haben die beste Prognose. Von der Klinik eines Betroffenen kann jedoch nicht auf den
zugrundeliegenden Genotyp geschlossen werden, da es eine weitgehend komplette Uberlappung
gibt.
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Tabelle 1: Spektrum der PLP1-assozierten Erkrankungen

Seitelberger (Seitelberger 1970) unterschied eine konnatale Verlaufsform der PMD im Unterschied zu den
Erstbeschreibern (Pelizaeus 1885; Merzbacher 1910), die die klassische PMD beschrieben. Den einzelnen
Verlaufsformen kann keine zugrundeliegende Mutation des PLP1 zugeordnet werden. (modifiziert nach Wolf
et al. 1993)

Erkrankung Beginn  Neurologische Befunde Gang Sprache Todeszeit
-punkt
Schwere Neugebor Nystagmus, Hypotonie, nicht moglich  fehlend Sauglings
konnatale PMD | -enenalter Spastik, Stridor, kognitive -alter bis
Einschrankung 3.
Dekade
Klassische PMD 0-5 Nystagmus wahrend der mit Hilfe vorhanden 3.-7.
Jahre ersten 2 Monate, maoglich, Dekade
Hypotonie, spastische wéhrend der
Tetraparese, Ataxie Jugend Verlust
Dystonie, Athetose, der
kognitive Einschrankung  Gehfahigkeit
PLP1 Null 0-5 Kein Nystagmus, milde vorhanden vorhanden 5.-7.
Syndrom Jahre spastische Tetraparese, Dekade

Ataxie, Polyneuropathie,
leichte bis mittelschwere
mentale Retardierung.

,Komplizierte” 0-5 Nystagmus, Ataxie, vorhanden vorhanden 4.-7.
spastische Jahre autonome Dysfunktion, Dekade
Paraplegie spastisches Gangbild,
(SPG2) leichte bis keine mentale
Retardierung.

,,Unkomplizierte* Normaler autonome Dysfunktion, vorhanden vorhanden | Normal
spastische -weise spastisches Gangbild
Paraplegie 0-5 Jahre,
(SPG2) selten

3.-4.

Dekade

1.5 Das Mausmodell der PMD

Es gibt klare Unterschiede zwischen Leukodystrophien bei Menschen und Tiermodellen aufgrund
von Grolke, Lebensspanne und kognitiver Entwicklung. Jedoch existieren verschiedene Mausmo-
delle fir die PMD, die den Verlauf der humanen PMD gut nachbilden. Es gibt Spontanmutationen
mit Deletion genannt , Jimpy*“ (Nave et al. 1986) und Missense- Punktmutationen , Rumpshaker
(Schneider et al. 1992). Fir komplette Deletionen (Boison und Stoffel 1994; Klugmann et al. 1997)
und Duplikationen (Kagawa et al. 1994; Readhead et al. 1994) wurden transgene Maduse kreiert.
Diese bilden den humanen Krankheitsverlauf klinisch und histologisch gut ab und haben sich bei
der Erforschung der Pathogenese der PMD als sehr wertvoll erwiesen. Da die PLP1-Duplikation
die hdufigste Form der PMD darstellt (Mimault et al. 1999), wurden fur die vorliegende Arbeit
homozygote Tiere der Linie 72 verwendet (Readhead et al. 1994; Anderson et al. 1998), die folgend
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PMD-Méuse genannt werden. Diese tragen drei extra Kopien des kompletten PLP1-Gens der Maus
inklusive der 3,5 kb 5 regulatorischen Region per haploidem Genom, welche hochwahrscheinlich
Tandem integriert sind, da sich eine Cosegregation in den Folgegenerationen zeigte (Readhead et
al. 1994). Sie weisen einen der klassischen PMD beim Menschen vergleichbaren Phanotyp auf und
der Verlauf der Erkrankung ahnelt am ehesten dem von Patienten, die eine Xq22 Mikroduplikation
tragen. Die erhohte PLP1-Expression verursacht eine schwere Neuropathologie mit vorzeitigem
Abbruch der Oligodendrozytendifferenzierung, Dysmyelinisierung und Astrogliose, aber
vergleichsweise geringer glialer Apoptose (Cerghet et al. 2001). Nachdem die Mduse bei Geburt
Klinisch unauffallig sind, entwickeln sie mit zunehmendem Alter eine Ataxie, dann Tremor und
schlieBlich Krampfanfélle. Die PMD-M&use haben im Vergleich zu Wildtypmausen ein geringeres
Gewicht. Sie versterben vorzeitig im Alter von 5-6 Monaten. Der Prozess der Myelinerhaltung
nach Abschluss der Myelinisierung, der bei Mdusen im Alter von ca. 60 Tagen eintritt, lasst sich
mit diesem Tiermodell im Vergleich zu anderen, die bereits wahrend der Myelinisierung versterben,

gut untersuchen.

1.6 Der Progesteronrezeptor als Zielstruktur therapeutischer
Strategien bei der PMD

Progesteron hat als Sexualhormon eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen in der Steuerung der
Reproduktion. Gemeinsam mit Ostrogen reguliert es (iber Feedback-Mechanismen im Hypothala-
mus und der Hypophyse den menstruellen Zyklus, Schwangerschaft und reproduktives Verhalten.
Daneben hat es aber noch reproduktionsunabhédngige Effekte im ZNS, die unter anderem Kogni-
tion, Stimmung, Entziindung, mitochondriale Funktion, Neurogenese, Neuroregeneration und Mye-
linisierung beeinflussen.

Progesteronrezeptoren (PR) kommen im gesamten ZNS in Neuronen, Oligodendrozyten, Astro-
zyten und Mikroglia vor. Unter anderem wurden sie im Hippocampus, Hypothalamus, Thalamus,
Kortex, Cerebellum, Bulbus olfactorius und Riickenmark nachgewiesen (Guerra-Araiza et al. 2001;
Kato et al. 1993; Labombarda et al. 2000). Dabei werden 4 verschiedene Rezeptoren unterschieden
(Brinton et al. 2008): Die klassischen nukleédren Isoformen, Progesteronrezeptor Isoform A (PRA)
und Isoform B (PRB) und SpleiBvarianten dieser, der transmembrandse PR (7TMPRf) und
membran-assoziierte PR (PGRMCL1). Die Zinkfingerproteine PRA und PRB sind durch Liganden
aktivierte Transkriptionsfaktoren. Nach Bindung von Progesteron &ndern sie ihre Konformation,
bilden ein Dimer und binden an spezifische Sequenzen den Progesterone response elements (PRES)
in der Promotorregion von Zielgenen (Leonhardt et al. 2003; Edwards et al. 1991; Allan et al.
1992). Klassische PREs sind jedoch nicht essentiell, da Progesteron auch die Expres-sion von
Genen induzieren kann, die nicht lber diese Elemente verfligen (Groshong et al. 1997; Richer et al.
1998; Owen et al. 1998). Der 7-Transmembran-Protein-Rezeptor p (7TMPRp) dagegen ist ein

membranstandiger G-Protein gekoppelter Rezeptor. Wenn Progesteron an ihn bindet, blockiert er
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die Aktivitat der Adenylatcyclase und verhindert so den Anstieg von intrazellularem, cyclischen
Adenosinmonophosphat (cAMP), einem Second Messenger. Ein weiterer membranstandiger
Rezeptor ist der sogenannte 25-DX PR, der ebenfalls eine nicht-genomische Wirkungsweise hat.
Das bei der Ratte charakterisierte 25 kDa, aus 223 Aminosauren bestehende Protein (25-DX),
entspricht beim Menschen zwei orthologen Genen hrp6.6 (X-Chromosom, 195 Aminosduren) und
Dg6 (Chromosom 4, 223 Aminosauren). Nach Aktivierung dieses Rezeptors steigt die intrazellulére
Calciumkonzentration (Falkenstein et al.,, 1999). Die unterschiedlichen Effekte der
Progesteronwirkung im ZNS lassen sich zusammenfassend durch drei prinzipielle Mechanismen
erklaren: Regulation der Genexpression, Modulation von Neurotransmittersystemen und
Aktivierung von Signalkaskaden (Brinton et al. 2008).

In sdmtlichen Neuroglia des ZNS werden durch Progesteron verursachte Verdnderungen beobach-
tet. In Nervenzellen werden Neuroprotektion, Neurogenese, Zellproliferation, Exzitabilitat und syn-
aptische Plastizitat stimuliert (Leonelli et al. 2007; Giachino et al. 2003; Wang et al. 2005; Gibbs
2000; Gould et al. 1990; Feng et al. 2004). Astrozyten verandern ihre Grolze (Klintsova et al. 1995;
Cashion et al. 2003) und bilden vermehrt GFAP (Saures Gliafaserprotein) unter Progesteroneinfluss
(Stone et al. 1998; Giachino et al. 2004). Progesteron kann Mikroglia von einem
proinflammatorischen Status in einen neuroprotektiven, antiinflammatorischen Zustand versetzen
(Habib und Beyer 2015).

Progesteron fordert die Oligodendrozytenproliferation, Differenzierung und Maturation
(Labombarda et al. 2009). Oligodendrozyten exprimieren vermehrt Myelinproteine nach Progeste-
rongabe (Schumacher et al. 2007a; 2007b; Baulieu und Schumacher 2000). Induziert wird MBP
(Ghoumari et al. 2003) durch Kklassische Aktivierung und Aktivierung des Gamma-
Aminobuttersdure-Rezeptors (GABAa-R). Labombarda et al. (2009) zeigten, dass bei Langzeit-
progesteronbehandlung die PLP1- Expression sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene ansteigt.
Auch die 2',3'-Cyclic nucleotide-3'-Phosphodiesterase (CNP) wird durch Progesteron ebenfalls
vermehrt exprimiert (Jung-Testas und Baulieu 1998).

Mit Lonaprisan (ZK230211) steht ein Progesteronantagonist (PA) zur Verfligung, der verglichen
mit Mifepriston und Onapriston eine starke und anhaltende Bindung zum PRE ausbildet und eine
geringere agonistische Aktivitdt zeigt (Afhippe et al. 2010). Das Einfiligen einer 17a-Pentafluor-
ethyl Seitenkette erzeugte eine Kombination von hoher antiprogestiner Aktivitat mit nur sehr
geringen endokrinologischen Nebenwirkungen (Fuhrmann et al. 2000). Lonaprisan ist ein potenter
Antagonist bei beiden PR Isoformen PR-A und PR-B und hat nur marginale antiglucocorticoide
Wirkung (Fuhrmann et al. 2000).

In Pilotexperimenten zeigte Prukop (2008), dass Lonaprisan bei subkutaner Injektion die Blut-
Hirn-Schranke (berwindet. Hierzu wurde Hirngewebe von Wildtypmé&usen 1,3,9 und 24 Stunden
nach der letzten Gabe von Lonaprisan mittels Massenspektroskopie untersucht, wobei die hdchste
Konzentration mit circa 11umol/l nach 9h erreicht wurde. Wegbereitend war eine zehntdgige

Kurzzeitstudie mit Lonaprisan an PMD-Mausen, bei der die mRNA-Expression von PLP1 bei einer
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Dosis von 125 mg/d signifikant reduziert werden konnte. Nach taglicher, subkutaner Gabe wurde
nach 10 Tagen im Hirngewebe eine Reduktion der Transkription von PLP1 in Richtung Wildtyp-
Niveau demonstriert (Prukop 2008). Hiermit war der Nachweis gelungen, dass Lonaprisan die

toxische Uberexpression von PLP1 senken kann.

1.7 Curcumin als pleiotroper Wirkstoff gegen die

Demyelinisierung bei der PMD

Curcumin (Diferuloylmethan, CU) ist ein pflanzliches Polyphenol, gewonnen aus dem Rhizom der
Curcuma longa. Das Mehl, das aus der Wurzel der Curcuma longa gewonnen wird, wird Turmeric
genannt und enthalt als biologisch aktivsten Bestandteil 2-8% Curcumin (Sharma et al. 2007). Es
wird in der Lebensmittelindustrie als Farbstoff E100 oder als Currygewirz verwendet. Die orale
Bioverflgbarkeit von Curcumin ist gering, aufgrund einer Kombination aus ausgepréagtem First-
Pass-Effekt, schlechter gastrointestinaler Resorption, schneller Elimination und der hohen
Hydrophobizitét (Epstein et al. 2010).

Die glucuronidierten und sulfatierten Metabolite besitzen eine reduzierte Aktivitat (Ireson et al.
2001). Ein Metabolit, Tetrahydrocurcumin, jedoch besitzt eine grofere antioxidative Potenz als
Curcumin (Okada et al. 2001; Naito et al. 2002). In verschiedenen Mausmodellen wurde gezeigt,
dass Curcumin nach oraler Gabe die Blut-Hirn-Schranke tberwindet (Lim et al. 2001; Perry et al.
2010; Purkayastha et al. 2009). Begum et al. (2008) beschreiben nach einmaligen sowie
Langzeitgaben messbare Curcuminspiegel im Gehirn nach der Gabe von circa 83 mg/kg
Kdrpergewicht Curcumin pro Tag.

Curcumin hat antiinflammatorische (Srimal und Dhawan 1973; Satoskar et al. 1986),
antioxidativen (Reddy und Lokesh 1994), antimikrobielle (Negi et al. 1999), antifungizide
(Apisariyakul et al. 1995) und antitumordse (Kuttan et al. 2007) Eigenschaften. Die Wirkung ist
dabei abhangig vom Zelltypus und wird durch unterschiedliche molekulare Mechanismen
Ubertragen. Curcumin bildet Chelatkomplexe mit Eisen oder Kupfer (Hegde et al. 2011), reguliert
die Genexpression (Aggarwal et al. 2003), interagiert direkt mit Bestandteilen (Thiolen) der
Mitochondrienmembran (Morin et al. 2001) und absorbiert Sauerstoffradikale (Singh et al. 2011).
Bei der PMD konnte Curcumin folglich als Antioxidans und direkter Radikalfanger, aber auch als
Chelator von Eisen fungieren und so die Lipidperoxidation verhindern (Sreejayan et al., 1994). Bei
neurodegenerativen Erkrankungen wurde eine exzessive Akkumulation von Eisen und Kupfer fest-
gestellt, die einerseits die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen induzieren und anderseits die
Reparatur-Enzyme der Desoxyribonukleinsédure (DNA) hemmen (Li et al. 2009). Curcumin konnte
als Chelator und Antioxidans beide Effekte in Neuroblastomzellen nahezu egalisieren (Hegde et al.
2011).

Die PMD hat eine inflammatorische Komponente, wobei kontrovers diskutiert wird, ob diese

sekundar auftritt und deshalb ein Epiphdnomen darstellt. Tatsachlich werden bei PLP1-liberexpri-
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mierenden Mausen im ZNS ein vermehrtes Auftreten von Immunzellen insbhesondere Mikroglia
und eine Erhéhung von Entziindungsmarkern noch vor der Myelinisierung festgestellt (Tatar et al.
2010). Diese werden folglich nicht reaktiv durch den Untergang von Myelin, sondern durch die
toxische Uberexpression von PLP1 induziert. Die Entziindung kann ebenfalls zur axonalen
Degeneration beitragen (Groh et al. 2016). Die antiinflammatorische Wirkung von Curcumin wird
vor allem durch die Hemmung von Lipoxigenase und Cyclooxygenase (Rao 2007) auf der Ebene
der Genexpression vermittelt. Ein Teil der antiinflammatorischen Wirkung ist zudem auf die
antiproliferative Eigenschaft von Curcumin zurlickzufiuhren (Gautam et al. 1998). Es kann in den
Zellzyklus eingreifen, indem es die Genexpression von Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen
beeinflusst (Mackenzie et al. 2008; Cai et al. 2009). Zusétzlich wurde in verschiedenen Zelllinien
die Hemmung der Nuclear factor kappaB-Signalkaskade und damit Hemmung der von Tatar et al.
(2010) beschriebenen Chemokinen TNF-alpha und 1L-6 Expression in PLP1-Uberexprimierenden
Mausen festgestellt (Reuter et al. 2009; Spiller et al. 2011; Lee et al. 2007; Jin et al. 2007).

Der Effekt von Curcumin auf die Genexpression im Gehirn ist zelltypspezifisch divers. Curcumin
ist ein potenter Inhibitor des Activating Protein-1 (Sikora et al. 1997) und blockiert hierdurch die
von Glutamat induzierte Apoptose von Neuronen (Chen et al. 2003). In aktivierten Mikroglia
unterdriickt Curcumin die Expression der NADPH-Oxidase und der Nitritoxid-Synthetase und
erhéht somit die Anzahl der Uberlebenden Oligodendrozyten (He et al. 2010). In Astrozyten
bewirkt Curcumin den Efflux von Glutathion und wirkt damit neuroprotektiv (Stridh et al. 2010).
Die Genexpression von Oligodendrozyten wird vor allem in der oxidativen Stressantwort, der
Kontrolle des Zellzyklus, der DNA-Transkription, und dem DNA-Metabolismus beeinflusst
(Panchal et al. 2008). Ein Effekt auf die Myelingenexpression ist bisher nicht bekannt.

Dariiber hinaus wurde Curcumin in verschiedenen Mausmodellen von neurodegenerativen
Erkrankungen angewandt und erzielte zum Teil vielversprechende Ergebnisse bei Modellen fiir den
M. Alzheimer (Lim et al. 2001; Baum und Ng 2004), oder M. Parkinson (Mythri et al. 2011; Pal et
al. 2011). Yu et al. (2012) demonstrierten eine Verlangerung der Uberlebenszeit sowie eine
Verringerung der Apoptoserate von Oligodendrozyten bei einem Mausmodell fiir Punktmutationen
der PMD nach Curcumingabe. Jedoch konnte hier kein Hinweis auf die funktionelle

Wirkungsweise von Curcumin gefunden werden.

1.8 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war, den potentiell therapeutischen Effekt von Lonaprisan, einem
Progesteronantagonisten, und Curcumin, einem pleiotropen Wirkstoff, auf die PMD zu unter-
suchen, einer Leukodystrophie, fur die bisher keine kausale Therapie bekannt ist. Langfristiges Ziel
der vorliegenden Untersuchung war einen kausalen Therapieansatz zu entwickeln, der
perspektivisch zur Verbesserung der Behandlung von PMD-Patienten beitragen kénnte. Da ein
Mausmodell vorhanden war, welches den Verlauf der humanen PMD gut nachahmt (Readhead et

al. 1994), wurden zeitaufwendige Zellkulturexperimente ber-sprungen, um Zeit im Sinne der
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PMD-Patienten einzusparen.

Die PMD ist eine schwere Leukodystrophie, die definiert ist durch Mutationen des auf dem X-
Chromosom befindlichen Gens PLP1, welches fiir das Proteolipid-Protein kodiert. Die PMD wird
in den meisten Fallen durch eine PLP1-Genduplikation (Mimault et al. 1999) und daraus folgender
schadlicher Uberexpression von PLP, dem Hauptbestandteil der Myelinptoteine des ZNS,
verursacht.

Bei der PMD wird ein axonaler Verlust beobachtet (Anderson et al. 1998), welcher mit den neuro-
protektiven und antioxidativen Eigenschaften von Curcumin (Mazaheri et al. 2015; Tegenge et al.
2014) aufgehalten werden sollte. Curcumin hat bereits bei einem anderem Mausmodell fir die
PMD, mit einer Punktmutation fiir PLP1, einen positiven Effekt auf die Uberlebenszeit gezeigt (Yu
et al. 2012).

Die Strategie mit Lonaprisan einer hormon-basierten, pharmakologischen Behandlung der PLP1-
Uberexpression in vivo entgegenzuwirken, entspringt der Proof-of-principle Studie von Sereda et
al. (2003). In dieser wurde ein Progesteronantagonist (Onapriston, Bayer-Schering) im PNS
verwendet, um die Uberexpression des peripheren Myelinproteins 22 (PMP22) in Schwannzellen in
einem transgenen Tiermodell der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (CMT1A) zu verringern.

Das vorliegende Projekt wurde in 3 konsekutiven Schritten ausgefuhrt:

1)  Etablierung von notwendigen Applikationsformen und molekularen Methoden zur Analyse.
Die Entwicklung einer klinischen Untersuchungsmethode, um interindividuelle Unterschiede im
Schweregrad der Erkrankung auszumachen.

2)  Durchfiihrung der Behandlungsstudie mit vier Armen: mit Placebo behandelte Wildtyp-
Mause, mit Placebo behandelte PMD-Mause, mit Lonaprisan behandelte PMD-Mause und mit
Curcumin behandelte PMD-Mé&use. Téagliche, subkutane Injektionen wvon Placebo- oder
Wirkstoffsuspension. Zu Beginn, am Ende und im Verlauf der Studie erfolgten regelméaRige
klinische Untersuchungen und Uberpriifung der Motorik mittels Grid Test.

3)  RNA-Expressionanalyse, histologische Untersuchung des ZNS und Auswertung.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien und Hersteller
Agarose

Amylalkohol

Azur-11-Farbstoff

Benzylbenzoat

Blei-1I-Nitrat

bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroform

Chlorhydrat

DAB (3-3'-Diaminobenzidin)

DDSA (2-Duodecenyl-succinicacidanhydrid)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat
(NazHPO4*2 H20)

DMP-30 (2,4,6-tris-Dimethylaminomethyl-Phenol)
DTT (1,4-Dithiotreitol)

Ethanol

Ethidiumbromid

Formvar

Glutardialdehyd

Glycidether

Hémalaun

HBSS (Hanks Balanced Salts Solution)
Isopropanol

Kalialaun

Kaliumhydrogencarbonat
Magermilchpulver

Magnesiumsulfat

Methylenblau

Methylnadicanhydrid (MNA)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-hydrat
(NaH,PO,*H,0)

Natriumhydroxid (NaOH)

Bio-Rad, Hercules, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Hamburg

Merck, Darmstadt
Sigma, Hamburg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Dako, Hamburg

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Naturaflor Topfer
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Natriumjodid
Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd
Propylenoxid
RNA-Marker

Salzséure (HCI)

Sesamol

Standard-RNA (eukaryot)
Stickstoff, flussig
Tris-Acetat mit Ethylendiamintetraacetat (TAE)
Tag-Polymerase Puffer
Tribrommethanol
Trinatriumcitrat-dihydrat
Uranylacetat

Xylol

Ziegenserum

Zitronensaure

2.2 \Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Verbrauchsmaterial und Bezugsquellen
CO,-Gas

Einmalhandschuhe

Einschlussmittel Eukitt

Eppendorfgefale

Injektionskandilen, GroRe: 17G, 20G, 23G

Obijekttrager
Obijekttrager Histobond
PCR-Muikrotiterplatten
PCR-Plattenfolie Air Pore Sheet
Pipettenspitzen
Préparationsbesteck:
chirurgische Pinzette
gerade Schere
gebogene Schere
Serum-Monovette, GroRe: 2,6 ml
Spritzen NormInjekt, GroRe: 1ml

Transferpipetten

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Agilent-Technologies, Bdblingen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Promega, Mannheim

Air Liquide, Dusseldorf
Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Messer-Griesheim, Krefeld

Hartmann, Heidenheim

Kindler, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Becton & Dickinson, Le Pont De Claix,
Frankreich

Menzel-Gléser, Braunschweig
Marienfeld, Kénigshofen

ABgene, Surrey, UK

ABgene, Surrey, UK

Molecular Bioproducts, San Diego, USA

Fine Science Tools, Heidelberg
Fine Science Tools, Heidelberg
Fine Science Tools, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht

Henke Saas Wolf, Tuttlingen
Bio-Rad, Hercules, USA
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Trockeneis Messer-Griesheim, Krefeld

Weichholzgranulateinstreu Bedding S8/15 Ssniff Spezialdiaten, Soest

2.3 Losungen und Puffer

Avertin-Narkoseldsung:

Tribrommethanol 1 g

Amylalkohol 0,81 ml

H2O (destilliert) 71,49 ml

Wasser auf 40 °C erwarmen. Amylalkohol und Tribrommethanol abwiegen und mit dem Wasser
mischen. Circa 10 min auf dem Magnetruhrer riihren lassen. Die fertige Losung steril filtrieren und
im Kuhlschrank lagern, vor Sonneneinstrahlung in dunklem GefaR schiitzen. Dosierung: 0,2 ml /

10g Korpergewicht. Intraperitoneale Injektion.

Bleicitrat (Reynolds 1963):

H.O (frisch abgekocht, frei von COz) 30 ml

Blei-ll-nitrat 1.33 g

Trinatriumcitrat-dihydrat 1.76 ¢

Das Gesamte gut schiitteln und 30 min stehen lassen. Dann unter Schwenken tropfenweise max. 8
ml 1N NaOH zugeben, bis die Losung klar wird. Losung mit H.O auf 50 ml auffillen und bei 4 °C
ca. 3 Wochen maximal haltbar.

DEPC-H:0:
H>0 1000 ml
DEPC 1 ml

Uber Nacht bei 37 °C inkubieren, dann autoklavieren bei 121 °C fiir eine Stunde.

Fixativ fur die Licht- und Elektronenmikroskopie (Karlsson und Schultz 1965):

Glutardialdehyd (25%) 100 ml
H-0 500 ml
Paraformaldehydldsung (10 %) 400 ml
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat 155¢
Natriumchlorid 5090
Natriumdihydrogenphosphat-hydrat 189

Das Paraformaldehyd (50 g) auf 500 ml mit H.O vermengen und auf 60°C erhitzen. Danach mit 1
M Natronlauge klar filtrieren. Die restlichen Bestandteile hinzugeben. Mit dem Magnetriihrer ca.
30 min rihren. Danach abkihlen lassen und steril filtrieren. Den pH-Wert dann mit HCI auf 7,2 bis

7.4 einstellen.
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Fixierungsldsung fir die Immunhistochemie (1000 ml):
0,2 M Natriumdihydrogenphosphat 100 ml

0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat 400 ml

37% Formol, abfiltriert durch zwei Faltenfilter 100 ml

aqua bidestillata 400 ml.

Formvar-L6sung zum Befilmen von Kupfergrids:

Formvar 0,25 g in eine dunkle Flasche geben. Chloroform 100 ml durch einen getrockneten

Papierfilter in die Flasche laufen lassen. Flasche verschlieBen und 24 h lang bis zur kompletten

Auflosung des Formvars stehen lassen.

Kunstharzmischung Epon (Luft 1961):
Glycidether 21,49

DDSA 14,49

MNA 11,39

10 min mit Magnetrihrer rithren
DMP-30: 0,84 ml zugeben.

20 min mit Magnetruhrer rihren.

Methylen-Azur-11-Farbelésung (Richardson et al. 1960):
Methylenblau-L6sung: 1% Methylenblau in 1% wassriger Boraxlésung
Azur-11-Lésung: 1% Azur Il in H20

Beide Ldsungen in einem Verhéltnis von 1:1 mischen.

PBS/BSA:

0,2 M Natriumdihydrogenphosphat 20 ml
0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat 80 ml
NaCl 1,8 ¢

BSAlg

aqua bidestillata 100 ml.

Saures Hamalaun:

Hémalaun 1 g

Natriumjodid 0,1 g

Kalialaun 50 g

Unter Schiitteln in 1 | aqua bidestillata Idsen.
Chlorhydrat 50 g

Zitronenséure 1 g
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zugeben und mischen.

Scotts Lésung:
Kaliumhydrogencarbonat 2 ¢
Magnesiumsulfat 20 g

aqua bidestillata ad. 1000 ml.

Trispuffer:

Stammlésung (0,5 M, pH 7,6):

TRIS (hydroxymethyl)-aminomethan 60,75 g
in 500 ml aqua bidestillata 16sen, mit 1 M HCI auf pH 7,6 einstellen und mit H.O auf 1000 ml
auffillen.

Gebrauchslésung (0,05 M, pH 7,6):
Stammlésung 100 ml

NaCl9g

mit H,O auf 1000 ml auffullen.

Trispuffer + 2% Milchpulver (1000 ml)
Trispuffer Gebrauchslésung 1000 ml
Magermilchpulver 20 g

Uber Faltenfilter abfiltrieren.

2.4 Enzyme

Tabelle 4: Enzyme und Hersteller

DNase freie Ribonuklease (RNase) H Invitrogen, Karlsruhe
Proteinase K (Lyophilisat; auf 10 U/pul einstellen) Roche Diagnostics, Mannheim,
RedTag DNA Polymerase (5 U/ul) Sigma, Hamburg

2.5 Reaktionskomplettausstattungen

Tabelle 5: Reaktionskomplettausstattungen

Absolute QPCR ROX Mix Abgene, Hamburg

DNeasy 96 Kit Qiagen, Hilden

LSAB2 Kit fir die Immunhistochemie Dako, Hamburg

RedTaq PCR Reaction Buffer, 10x Sigma, Hamburg

RNasin RNase-Inhibitor Promega, Mannheim

RNA 6000 Nano Assay Agilent Technologies, Boblingen
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit Quiagen, Hilden

Superscript 111 Reverse Transcriptase Kit Invitrogen, Karlsruhe
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2.6 Nukleinsauren und Nukleotide

Tabelle 6: Nukleinsauren und Nukleotide

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPS) Roche Diagnostics, Mannheim
DNA-GroRenmarker Lambda/Hindll1 Promega, Walldorf
DNA-GroRenmarker PhiX174/Haelll Promega, Walldorf

zuféllige Nonamerprimer Sequenzierungsabteilung, Max-Planck-

Institut (MP1) fiir exp. Med.

2.7 Oligonukleotide

Mithilfe des Programms DNAstar SeqMan und Primer Express 1.65 wurden Primer konstruiert.
Die Herstellung erfolgte in der Abteilung Sequenzierung des MPI fiir experimentelle Medizin
(Gottingen). Die mit den Farbstoffen 6-Carboxy-Fluorescein (FAM), Tetrachloro-6-carboxy-
fluorescein (TET) und 6-Carboxy-tetramethylrhodamin (TAMRA) markierten Sonden stammten
von Eurogentec (Brissel, Belgien).

Primer von CNP;
CNP Fwd: 5°>-GACCTGGCTGGCTACTGCC
CNP Rev: 5°-CCGCTCGTGGTTGGTATCAT

Primer und TagMan-Sonde von Exonl1B des PMP22-Gens:

ExonlB Fwd: 5°-GCTGTCCCTTTGAACTGAAA-3’

ExonlB Rev: 5’-GAACAGGATCCCCAACAAGAGTAG-3’

ExonlB Sonde: 5’-TET-AGCCCAACTCCCAGCCACCATG-TAMRA-3’

Primer von MAG:
MAG Fwd: 5>-TCTACCCGGGATTGTCACTG
MAG Rev: 5°>-GCAGCCTCCTCTCAGATCC

Primer und TagMan-Sonde zur Unterscheidung hetero- und homozygoter transgener Mause:
Neuregulinl Fwd: 5"-GTTTGACAGGTCCTTCACCATG-3

Neuregulinl Rev: 5'-GTGTGCGGAGAAGGAGAAAACT-3

Neuregulinl Sonde: 5’-FAM-TCTGTGTGAATGGACGCGAGTGCTTC-TAMRA-3’

Primer zur Genotypisierung transgener Mduse:

PLP1 Fwd: 5’-CAGGTGTTGAGTCTGATCTACACAAG-3’
PLP1 Rev: 5’-GCATAATACGACTCACTATAGGGATC-3’
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Primer und TagMan-Sonde zur Unterscheidung hetero- und homozygoter transgener Mause:
PLP1 Fwd: 5"-TCAGGCAGATCTTTGGCGAC-3

PLP1 Rev: 5-TGTTACCGTTGCGCTCAGG-3

PLP1 Sonde: 5’-FAM-ACAAGACCACCATCTGCGGCAAG-TAMRA-3’

Primer und TagMan-Sonde von PLP1:

PLP1 Fwd: 5"-GGCTAGGACATCCCGACAAG-3’

PLP1 Rev: 5-GCAAACACCAGGAGCCATACA-3’

PLP1 Sonde: 5"-FAM-TTGTGGGCATCACCTATGCCCTGA-TAMRA-3’

2.8 Antikorper

Tabelle 7: Antikdrper

Antikorper Hersteller Verdiinnung
CD3 (monoklonal, Ratte) Serotec 1:150
GFAP (monoklonal, Maus) Novocastra 1:200
MAC-3 (monoklonal, Ratte) PharMingen 1:400
OLIG-2 (polyklonal, Haase) Dana-Farber Cancer Institute 1:200

2.9 Pharmaka

Tabelle 8: Pharmaka

Curcumin HALDI Turmeric Powder,
TRS Wholesale Co. LTD. Southhall
Middlesex, UK
Lonaprisan Bayer Pharma, Berlin
2.10 Gerate
Tabelle 9: Geréate
Agarose-Gelkamm MPI exp. Med. wiss. Werkstatt
Agarose-Gelkammer MPI exp. Med. wiss. Werkstatt
Agarose Geldokumentation ImageMaster VDS Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Agilent Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies, Béblingen
Ausgielstation AP 280 Microm, Walldorf
Diamantmesser Ultrathin Diamond Knife 45° Diatome U.S., Fort Washington, USA
Drucker Color Laser Jet 4650 Hewlett-Packard, Boblingen
7500 Fast RealTime PCR System Applied Biosystems, Darmstadt
Feinwaage Heraeus Instruments, Langenselbold
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Frése fur Epon-Praparate Leica EM Trim
Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -85 °C Ultra Low Freezer
Gelladestation fur Agilent Bioanalyzer
Gewebe-Einbettautomat Lynx el
Gewebehomogenisierer Ultraturrax T8
Gewebeinfiltrationsautomat (Paraffin) HMP 110
Glaswaren
Grid Test
Inova 4000 Incubator Shaker
Magnetriihrer RCT basic Ikamag
Lichtmikroskop Leica DM RXA2
Elektronenmikroskop Zeiss EM 900
PCR-Thermocycler T3
PCR-Versiegeler Combi Thermosealer
Peristaltikpumpe
Pipetten, GroRen: 10ul, 20ul, 200ul, 1000ul
Préparationsbesteck, chirurgisch
Quarzkuivette
Rotationsmikrotom Reichert Ultracut S
Reinstwasseranlage Arium 611 VF
Schlittenmikrotom HM400
Spannungsgeréte Elektrophorese
Spektralphotometer
Stangentesteinrichtung
Thermomixer comfort
Tierkafige
Trocknungszentrifuge Speed Vac
Videomikroskopie-Kamera
Probenmischgerat Vortex Genie 2
Zentrifugen

Centrifuge 5403 bis -10 °C

Biofuge pico

Mikrozentrifuge

Zentrifuge 4K15C

Leica Microsystems, Wetzlar

Liebherr, Ochsenhausen

New Brunswick Scientific, Nurtingen
Agilent Technologies, Béblingen
Vision BioSystems Inc, Norwell, USA
IKA Labortechnik, Staufen

Microm, Walldorf

Schott, Mainz

MPI exp. Med. wiss. Werkstatt

New Brunswick Scientific, Nurtingen
Omnilab, Bremen

Leica Microsystems, Wetzlar

Zeiss, Oberkochen

Biometra, Gottingen

Advanced Biotechnologies, Surrey, UK
Heraeus Instruments, Langenselbold
Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Fine Science Tools, Heidelberg
Hellma, Millheim (Baden)

Reichert, Wien, Osterreich

Sartorius, Gottingen

Microm, Walldorf

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
MPI exp. Med. wiss. Werkstatt
Eppendorf, Hamburg

Tecniplast, Buguggiate, Italien
Eppendorf, Hamburg

Hamamatsu, Herrsching

Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Instruments, Langenselbold
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Osterode am Harz
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2.11 Software

Tabelle 10: Software

DNAstar SegMan DNAstar Inc., Madison, USA

Excel fur Windows 10 Professional Microsoft Corporation, Redmond, USA
ImagelJ www.rsb.info.nih.gov/ij/

Illustrator CS4 Adobe Systems Software, Saggart, Irland
Photoshop CS4 Adobe Systems Software, Saggart, Irland
PrimerExpress v1.65 Applied Biosystems, Foster City, USA
PYyRAT Scionics Comp. Innovation GmbH, Dresden
Statistica 7.0 StatSoft Europe, Hamburg

Word fur Windows 10 Professional Microsoft Corporation, Redmond, USA

Samtliche Daten wurden mit Excel fiir Windows 10 Professional verarbeitet und mit Statistica 7.0
ausgewertet. Zum Vergleich der Placebo- und Behandlungsgruppen wurden die Ergebnisse mit dem
Student s ¢-Test fiir unverbundene Stichproben untersucht, wobei Abweichungen mit einem p<0,05
als signifikant gewertet wurden. Die Korrelationen wurden mit dem Spearman’s Rang Korrela-
tionstest Uberpriift, wobei ein p<0,05 als signifikant gewertet wurde. In allen Abbildungen wurden

jeweils der Mittelwert und der Standardfehler dargestellt.

2.12 Studiendesign

Die vorliegende Therapiestudie ist randomisiert eingeteilt und Uber die gesamte Studiendauer
geblindet, placebokontrolliert durchgefiinrt worden (Abb. 5). Im Alter von 3 Wochen wurden
ausschlieBlich mannliche Tiere gewogen und der Phanotyp mit dem Grid Test untersucht. Anhand
der Gewichtsdaten, der Phéanotypergebnisse und der Wurfzugehdrigkeit sind die transgenen (tg)
Mause gleichmaRig auf die Placebo-Kontrollgruppe und Behandlungsgruppen zugeordnet worden.
Zudem wurden Wildtypmause, die fir die Gesamtwildtypgruppe reprasentativ waren, als eine
weitere Placebo- Kontrollgruppe hinzugefigt.

Die Blindung erfolgte (ber ein Doppelbenennungssystem fiit die Tiere. Die Identifizierung eines
einzelnen Tieres und die damit verbundene Zugehdrigkeit zu einer Behandlungsgruppe war bei sich
wiederholenden Ohrlochmarkierungen und damit Tiernummern nur mit einer zugehérigen Identifi-
zierungskarte uber die darauf vermerkte Wurfzugehdrigkeit moglich (siehe 2.13.1). Die Wurfzuge-
horigkeit wurde durch ein fortlaufendes Zahlensystem verschliisselt und Tiere unterschiedlicher
Waurfe wurden im selben Kéfig zusammengesetzt. Somit war die Wurfzughdrigkeit nicht nachvoll-
ziehbar und damit die Tieridentifikation dem verantwortlichen Untersucher (D.B. Epplen) nicht
mdoglich. Vermieden wurde Tiere gleicher Ohrlochmarkierungen in denselben Kéfig zu setzen,
sonst wére die Tieridentifikation auch der verblindenden Person (T. Prukop) nicht mehr mdglich

gewesen.
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Alter in Wochen
w x ) ]

3 7 10 13

Behandlung

| 1 | |
Phanotypanalysen

\

Grid Test Grid Test Grid Test  Grid Test (Phénotyp)
Gehirn (mRNA, Histologie)
Ruckenmark (Histologie)

Behandlungsgruppen: Plp1 tg Mause (Lonaprisan, Curcumin)
Kontrollgruppen: Wt Mause (Placebo); Plp1 tg Mause (Placebo)

Abb. 5: Studiendesign mit Darstellung der zeitlichen Abfolge der Analysen

Die Studie bestand aus 4 Armen: mit Placebo behandelte Wildtyp-Mause (Wt), mit Placebo behandelte
transgene (tg) PMD-Mause, mit Lonaprisan behandelte PMD-Mause und mit Curcumin behandelte PMD-
Mause. Samtliche Tiere waren mannlich. PMD-Mause wurden ab einem Alter von 3 Wochen fiir die Dauer
von 10 Wochen oral mit Curcumin und dem Progesteronantagonisten (PA) Lonaprisan durch tégliche
subkutane Applikationen behandelt. Die Studienbedingungen waren definiert durch: 1. Studienbeginn im
Alter von 3 Wochen. 2. Behandlung tber 10 Wochen; 3. Quantifizierung des pathologischen Phanotyps durch
den Grid Test und die klinische Untersuchung (im Alter von 3, 7, 10, 13 Wochen); 4. Histologische und
MRNA-Expressionsanalysen des ZNS.

Studienbeginn war im Alter von 3 Wochen mit der tdglichen Gabe von Curcumin Uber das Futter
und taglichen, subkutanen Injektionen von Placebo oder Lonaprisan. Im Abstand von 3 oder 4
Wochen wurde der Phanotyp mittels Gewichtsmessung, klinischer Untersuchung und Grid Test,
jeweils bei 3, 7, 10 und 13 Wochen Alter der Tiere untersucht. Histologische Analysen (s.u.) und

MRNA-Expressionsanalysen (s.u.) erfolgten zum Studienende im Alter von 13 Wochen (Abb. 5).

2.13 Tierhaltung und Analyse
2.13.1 Mauszucht und Maushaltung

AusschlieBlich mannliche Mduse vom Stamm C57/Black6N aus homozygoter Zucht der zuvor
beschriebenen PLP1-transgenen (tg) Mé&use der Linie #72 (Readhead et al. 1994) wurden
eingesetzt. Sie werden in dieser Arbeit als PMD-Mduse bezeichnet. Die Tierhaltung erfolgte unter

standar-disierten Bedingungen im Tierhaus des MPI fur experimentelle Medizin (Gottingen)
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entsprechend den Empfehlungen der deutschen Gesellschaft fir Versuchstierkunde. Die Haltung

der Méuse erfolgte in Gruppen von 2 bis 4 Tieren.

2.13.2 Identifikation der Versuchstiere

Im Alter von 3-4 Wochen wurden die Méuse durch ein Ohrstanzgerat mit einer Lochkodierung
versehen. Die ldentifizierung der einzelnen Tiere erfolgte durch die Ohrlochmarkierung in
Kombination mit einer jeweils an jedem Kafig befestigten Karte. Auf dieser waren fur jedes im
Kéfig befindliche Tier die fortlaufende Tiernummer, das Geschlecht, das Geburtsdatum und die
Nummern der Elterntiere vermerkt. Zur Verwaltung der Zucht wurde das Datenbankprogramm

PYRAT (Scionics Computer Innovation GmbH, Dresden) verwendet.

2.13.3 Schwanzbiopsie

Fur Schwanzbiopsien wurde eine Kurzinhalationsnarkose mit CO. durchgefiihrt. Schwanzbiopsien
wurden im Alter von 3-4 Wochen wéhrend des Absetzens von der Mutter durchgefiihrt, um daraus
genomische DNA zur Genotypisierung zu gewinnen. Dabei wurde ein etwa 0,5 cm langes
Schwanzstiick mit einer Schere entfernt. Die Schwanzbiopsie wurde in einem Reaktionsgefal bei

minus 20°C gelagert.

2.13.4 Stangenhaltetest (Bar Test)

Der Stangenhaltetest im Alter von 4 und 8 Wochen wurde von demselben Untersucher unter
Blindung fiir den Genotyp durchgefiihrt. Die Tiere wurden auf die Mitte einer runden Stange mit
einem Durchmesser von 1,2 cm und griffiger Oberflache gesetzt. Die Hoéhe (iber dem Boden betrug
25 cm. An beiden Enden war die Stange begrenzt, auf einer Lange von 50 cm konnten die Mause
sich frei bewegen. Gemessen wurde die Haltezeit auf der Stange bis zum Herunterfallen in
Sekunden bei jedem Tier 3 Mal. Die Messung wurde nach einem Maximalwert von 180 Sekunden

abgebrochen. Aus den 3 Versuchen pro Tier wurde der Mittelwert berechnet.

2.13.5 Rotarod Test

Die Tiere wurden unter Blindung fur den Genotyp auf ein elektrisch angetriebenes Laufrad gesetzt
(Durchmesser 10 cm, Laufbreite 7 cm). Die Messzeit betrug maximal 5 min. Die Umdrehungs-
anzahl wurde von der Apparatur automatisch gesteigert. Wenn die Méause nicht mehr so schnell
laufen konnten, wie sich das Laufrad drehte, fielen sie nach hinten herunter, was den Endpunkt der

Zeitmessung bedeutete. Aufgetragen wurde der Mittelwert von 3 Versuchen.

2.13.6 Grid Test

Der Grid Test ist eine Methode zur Erfassung der koordinativen Leistungsfahigkeit von Mausen.
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Unter Blindung fur die Behandlungsgruppe und den Genotyp wurden die Tiere auf ein 50 cm
langes Gitter gesetzt. Das Gitter bestand wahrend der Studie aus in 1 cm Abstand entfernten
Gitterstaben. In Vorbereitung auf die Studie wurden auch Untersuchungen mit Gitterstaben in 2 cm
Abstand durchgeflihrt. Die Tiere mussten dieses viermal in Folge Uberqueren. Hierbei bestimmten
die Mause selbst ihre Geschwindigkeit. Auf der Wegstrecke von zwei Metern wurde die Anzahl an
Fehltritten gezahlt (Abb. 6).

Abb. 6: Untersuchung der Motorik mit dem Grid Test
Die Mause wurden auf ein Ende des Gitters gesetzt und die Anzahl der Fehltritte wurde gezéhlt. Das Gitter
musste viermal Uberquert werden, so dass insgesamt eine Strecke von 2 Metern zurlickgelegt wurde.

Fotografiert wurde eine Maus seitlich zur Laufrichtung.

2.13.7 Phéanotypanalyse mit der klinischen Bewertungsskala

Die klinische Bewertungsskala ist eine Methode zur Erfassung der charakteristischen, klinischen
Symptome des PMD Tiermodells. Unter Blindung fiir die Behandlungsgruppe und den Genotyp
wurden die Tiere auf eine Platte gesetzt und ihre spontanen Bewegungen einer Punkteskala
zugeordnet:

1 = normaler Bewegungsablauf, sicherer Gang, ohne Auffalligkeiten

2 = ataktisches Gangbild

3 =Tremor

4 = Krampfanfall

5=Tod

2.13.8 Futterung von Curcumin

Die Gabe von Curcumin erfolgte iber das Futter. Hierzu wurde Turmericpulver aus dem Rhizom
der Curcumuma longa als 1:6 Mischung in normales Futter (pelletierte Standarddiét: Ssniff R/M-H
V1535) mit Wasser eingearbeitet. Curcumin stellt den hauptséchlich aktiven Bestandteil des
Turmericpulvers mit ca. 3% dar (Goel et al., 2008). Dies entspricht einem Anteil von ca. 0,5% im
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Mausefutter. Die PMD-Mause erhielten Futter ad libitum. Die Gabe erfolgte nach der
Gruppeneinteilung im Alter von 3 Wochen bis zum Ende der Studie. Fir die Phanotypisierung
wurden die Tiere wie die anderen Behandlungssgruppen zur Verblindung in andere Kafige ohne

Futter umgesetzt.

2.13.9 Injektion von Placebo- und Lonaprisansuspension

Lonaprisan ist subkutan gewichtsadaptiert mit einer Zieldosis von 125 mg/kg Koérpergewicht
injiziert worden. Die Placebosuspension wurde im Verhaltnis 9:1, Sesamdél zu Benzylbenzoat,
angesetzt und als Basis flr die Wirkstoffsuspension verwendet. Die Wirkstoffsuspension enthielt
2,5 mg Lonaprisan pro 100 pl Suspension und 40 ul Injektionsvolumen pro 10 g Korpergewicht
wurden appliziert. Die Gabe erfolgte taglich nach der Gruppeneinteilung im Alter von 3 Wochen

bis zum Endpunkt der Studie.

2.13.10 Narkose und Tétung von Mausen

Zur Probengewinnung am Endpunkt der Studie wurden die Versuchstiere durch eine
intraperitonealen Avertininjektion getotet. Unmittelbar anschlieBend wurden die Gewebe fir
MRNA-Analysen enthommen und danach die Perfusionsfixierung der Versuchstiere zwecks

histologischer Probengewinnung eingeleitet (s.u.).

2.13.11 Hirn- und Ruckenmarkspraparation
13 Wochen alte PMD-Mause und Wildtyp-Kontrollen wurden 6 Stunden nach der letzten Applika-

tion getdtet. Die Hirnentnahme erfolgte Uber das Offenlegen des Foramen magnum durch
Dekapitation der Versuchstiere. Mit einer Schere wurde die Schéadelkalotte entfernt. Das offen
liegende Hirn wurde entnommen und sofort in flissigen Stickstoff tberfuhrt. Die Gehirne wurden
bis zur mRNA-Expressionsanalyse im Tiefklhlschrank bei -80°C gelagert. Es folgte die Eréffnung
des Wirbelkanals nach distal durch Laminektomie. Die Prdparation wurde bis zum Vertebra
prominens C7 bei der Kreuzung der beiden Musculi rhomboidei durchgefiihrt. Das gesamte
zervikale Ruckenmark wurde entnommen. Die Fixierung durch Diffusion erfolgte fur den kranialen
Teil, der immunhistologisch untersucht werden sollte in 4% Paraformaldehydlésung. Der kaudale
Teil wurde in Fixativ nach Karlsson und Schulz (1965) bei 4 °C nachfixiert um somit fir die

weitere Verarbeitung zur elektronenmikroskopischen Untersuchung vorbereitet zu werden.

2.14 Genotypisierung von Mausen

2.14.1 Gewinnung von DNA aus Mausschwanzgewebe

Die Genotypisierung von Mé&usen zur Unterscheidung von Wildtyp- und transgenen Tieren ist mit

genomischer DNA aus Schwanzbiopsien mithilfe des ,,DNeasy 96 Kits* durchgefuhrt worden. Die
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Schwanzbiopsien wurden in einer Mischung aus 180 ul Puffer ATL und 20 ul Proteinase K bei 55
°C Uber Nacht verdaut. Nach kurzer Zentrifugation wurde die Proteinase K durch 10-mintige
Inkubation bei 95°C in einem Wasserbad inaktiviert. Dem Lysat wurden 400 ul Puffer AL/E
hinzugegeben und nach kurzer Zentrifugation (1 min, 3000 Umdrehungen pro Minute (rpm))
wurde der Uberstand (maximal 900 ul) auf die Silicamembran der Siulchen pipettiert. Bei der
anschlieBenden Zentrifugation (10 min, 6000 rpm) wurde die DNA an der Silicamembran
aufgefangen. Die Silicamembran wurde folgend zweimalig durch 500 pl Puffer AW1 und 500 pl
Puffer AW2 gewaschen und nachfolgend zentrifugiert (5 min, 6000 rpm). Zur Elution der
gebundenen DNA wurden 200 ul vorgewarmter Puffer AE zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei
60 °C erfolgte die Zentrifugation (2 min, 6000 rpm) mit Auffangen der DNA in einem
Eppendorfcup. Der gleiche Vorgang wurde mit weiteren 100 ul Puffer AE wiederholt. Fir die
weitere Verwendung wurde die genomische DNA bei 4°C gelagert.

2.14.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren

Mithilfe eines Spektralphotometers wurde die DNA- bzw RNA-Konzentration einer Lésung durch
Messung der optischen Dichte bestimmt. Dazu wurde die Ldsung 1:1000 verdinnt und die
Extinktion in einer Quarzkivette bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Verunreinigungen
wurden durch das Messen der Extinktion bei einer Wellenldnge von 280 nm detektiert. Ein Wert
von 1.5-2.0 fur das Verhaltnis der optischen Dichte 260 nm/ 280 nm, war das Einschlusskriterium

flr duBerst gering verunreinigte Proben.

2.14.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNA

Fur die PCR nach Mullis et al. (1986) wurde ein Reaktionskit von Sigma verwendet. Die Reaktion
basierte auf zwei spezifischen Oligonukleotiden, die als Primer bezeichnet werden, und an
komplementare Bereiche denaturierter DNA binden. Durch die hitzestabile DNA-Polymerase aus
dem Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) wurde anschlieRend die molare Menge der
eingesetzten Matrizen-DNA in jedem Zyklus verdoppelt. Zur Unterscheidung von Wildtyp- und
transgenen Mausen wurde eine fur das transgene PLP1-Gen der Maus spezifische Sequenz
amplifiziert (Readhead et al. 1994). Verwendet wurde ein Reaktionsvolumen von 20 pl pro DNA-
Probe.

1 ul Matrizen-DNA

2 ul 10x RedTaq Reaction Buffer

2 ul dNTPs (je Nukleotid f.c. 200 uM)

0,5 ul PLBH Forward-Primer (f.c. 150 nM)

0,5 ul PLBH Reverse-Primer (f.c. 150 nM)

1 ul RedTag DNA-Polymerase (f.c.1,6 U/50 ul)

15 ul H20
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Die DNA-Amplifikation enthielt 20 Zyklen nach folgendem Protokoll:
3 min—-95°C

30s-56°C

30 s—72°C 32 Zyklen

30s-95°C

60 s —56°C

10 min —72°C

2.14.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um die DNA-Fragmente nach ihrer GroR3e aufzutrennen, wurden 0,5-2% Agarose-Gele verwendet.
Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer erhitzt. Nach Abkiihlen wurde Ethidiumbromid (f.c. 1ug/ml)
hinzugegeben und das Gemisch in eine Flachgelkammer gegossen. Die Geltaschen wurden durch
das Einsetzen verschiedener Ké&mme erhalten. Als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die mit 1/10
\Volumen Probenpuffer gemischten DNA-Proben wurden in die Geltaschen pipettiert und
anschliefend eine Spannung von 50-180 V angelegt. Aufgrund der Interkalation von Ethidium-
bromid in die DNA konnten die DNA-Fragmente anschlieRend auf einem UV-Illuminator sichtbar
gemacht werden. Als GroRenmarker wurden 70-1350 bp Marker (Promega) verwendet.

2.14.5 Genotypisierung mithilfe der TagMan-RealTime-PCR

Die TagMan-Real Time-PCR wurde urspriinglich fiir mMRNA-Expressionsanalysen auf der Basis von
cDNA entwickelt, die Methode wird unter 2.15 mRNA-Expressionsanalyse beschrieben. Diese
Methode kann jedoch auch verwendet werden, um die Anzahl an Genkopien in genomischer DNA
zu quantifizieren. Homozygote PMD-Mause weisen im Vergleich zu heterozygoten Tieren doppelt
so viele Kopien des transgenen PLP1 auf. Das Neuregulin 1 wurde als Housekeeping-Gen zur

Kontrolle verwendet.

2.15 Quantifizierung der mRNA-EXxpression
2.15.1 Isolation von RNA

Die Gehirnhdlften, die bei -80°C eingefroren waren, wurden mit dem Gewebehomogenisierer
Ultraturrax zerkleinert. Die anschlieRende Isolation von mRNA erfolgte mithilfe des RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit (Quiagen) nach Protokoll des Herstellers. Die Konzentration der RNA wurde
spektrometrisch bei OD260 gemessen. Um degradierte und kontaminierte Proben auszuschlieRen,
wurde die Qualitat der gewonnenen RNA mit dem Agilent Bioanalyzer mit dem RNA 6000 Nano

Assay untersucht. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.
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2.15.2 Synthese komplementarer DNA (cDNA)

Die Quantifizierung von RNA-Transkripten ist nur indirekt durch Messung der cONA maglich. Die
cDNA muss daher zunéchst durch reverse Transkription aus RNA hergestellt werden. cDNA wurde
mit dem Superscript Il Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des
Herstellers synthetisiert. Zu 2 pg isolierter RNA in einem sterilen Eppendorfgefa3 wurden 40 U
Ribonuklease (RNase)-Inhibitor RNasin und 100 pmol zufallige Nonamerprimer gegeben und dann
bei 70 °C fiir 10 min inkubiert und anschlieBend auf Eis fir 2 min gekdhlt. Es folgte die Zugabe
von:

8 ul 5x Erststrangpufter,

10 ul 2,5 mM dNTP-Mix,

4 ul 0,1 M DTT und

1 ul (1 U) des Enzyms Superscript III RT reverse Transkriptase.

Verwendet wurde folgendes Inkubationschema: 10 min bei 25 °C, 50 min bei 42 °C, 15 min bei 70
°C und ca. 5 min auf Eis. Anschlielend wurden 2 ul DNase freie RNaseH addiert und 20 min auf
37 °C erwarmt. Die fertige cDNA wurde auf ein Gesamtvolumen von 100 pl mit bidestilliertem
Wasser aufgefiillt.

2.15.3 Quantitative RealTime-PCR (QRTPCR)

Die gRTPCR wurde mit Hilfe des ABI Prism 7700 Sequence Detection System durchgefiihrt.
Dabei wurden zwei verschiedene Methoden die TagMan-RealTime-PCR (Holland et al. 1991; Lee
et al. 1993) und die SYBR-Green-RealTime-PCR (Huang et al. 1995) nach Angaben der Hersteller
verwendet. Die PCR-Reaktion erfolgte in einer 96-Loch-Platte. Alle Reaktionen erfolgten als
Triplikate, deren Amplifikationskurven nahezu identisch waren. Alle quantitativen RealTime-PCRs
wurden zweimalig durchgefiihrt und der Mittelwert der Expression beider Ergebnisse wurde fur die
weitere Interpretation verwendet.

Fur die Durchfiihrung der TagMan- Real Time-PCR wurden verwendet:

5 ul Mastermix (Eurogentec)

1 pl Forwardprimer (f.c. 900nM)

1 pl Reverseprimer (f.c. 900nM)

0,5 ul TagMan-Probe (f.c. 250nM)

0,5 ul H.0

2 ul Proben cDNA

Fur die Durchfiihrung der SYBR-Green- RealTime-PCR wurden verwendet:
5 ul SYBR-Green Master Mix

0,1 pl Forwardprimer (10 pmol/pl)

0,1 pl Reverseprimer (10 pmol/pl)
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4,8 wl cDNA

Die TagMan- RealTime-PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchge-
fuhrt: Prainkubation fir 2 min bei 50 °C und 10 min bei 95 °C zur Aktivierung der HotStart
AmpliTag Gold Tag Polymerase folgend 40 Zyklen mit einem Denaturierungsschritt fur 15
Sekunden bei 95 °C und einem kombinierten Annealing-/ Extensionsschritt fiir 60 Sekunden bei 60
°C. Fur alle SYBR-PCR- RealTime-Reaktionen wurde folgendes Amplifikationsprotokoll verwen-
det: 10 min 95°C, 40 Zyklen: 15 s 95°C, 20 s 60°C, 40 s 72°C. Die SYBR-Green-Fluoreszenz
wurde bei 72°C gemessen. Die relative RNA-Menge wurde in Bezug auf die jeweiligen
Housekeeping-Gene (ExonlB; Neuregulin 1) berechnet.

2.16 Histologische Auswertung

2.16.1 Ganzkdorperfixierung von Mausen durch Perfusion

Anschliefend an die Totung der Versuchstiere und Praparation von Hirn und Rickenmark (siehe
2.13.11) wurde die Ganzkorperfixierung der M&use nach Karlsson und Schulz (1965) durchgefihrt.
Hierzu wurde in der Medianlinie zundchst das Abdomen, dann das Diaphragma und die
Thoraxwand erdffnet und das Herz frei prépariert. Danach wurde ein Schnitt in den rechten Vorhof
gesetzt und eine Kaniile in den linken Herzventrikel eingefithrt. Uber ein Infusionssystem wurde
mit einer Peristaltikpumpe (Flussrate 2-5 ml/min) zun&chst mit 25 ml HBSS und dann mit 50 ml
Fixierlosung perfundiert. Zur Nachfixierung wurde der gesamte Korper fur 24h in Fixans gelegt.

2.16.2 Immunbhistologische Analyse von in Paraffin eingebettetem

Ruckenmark

2.16.2.1 Paraffineinbettung und Herstellung von Paraffinschnitten
Das zervikale Riickenmark wurde nach Diffusionsfixation (siehe 2.13.11) durch den Gewebeinfil-

trationsautomaten MICROM HMP 110 nach folgendem Programm (Tabelle 11) paraffiniert:

Tabelle 11: Paraffineinbettung

Ldsung: Dauer:
50% Ethanol 1h
70% Ethanol 2h
70% Ethanol 2h
96% Ethanol 1h
96% Ethanol 1h
100% Ethanol 1h
100% Ethanol 1h
Isopropanol 1h
Xylol 2h
Xylol 2h
Paraffin 2h
Paraffin 2h
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AnschlieBend wurden die Gewebeproben mithilfe einer Ausgiestation mit Paraffin ausgegossen.

Die Paraffinschnitte wurden mit einem Schlittenmikrotom in einer Dicke von 5 pum hergestellt.

2.16.2.2 Immunhistochemische Farbung des zervikalen Rickenmarks

Zur immunhistochemischen Farbung wurde das DAKO-LSAB2 System an Paraffinschnitten
verwendet. 5 um dicke Querschnitte von in Paraffin eingebettetem zervikalem Riickenmark wurden
angefertigt, auf beschichtete Objekttrager (Histobond) aufgenommen und zum Trocknen Uber
Nacht bei 37°C gelagert. Zur Entparaffinisierung erfolgten eine zehnmintige Inkubation bei 60°C
und eine absteigende Alkoholreihe. Danach wurden eine Inkubation Gber finf Minuten in
Zitratpuffer durchgefuhrt. Darauffolgend wurden die Schnitte zehn Minuten lang in Zitratpuffer bei
650 Watt in der Mikrowelle erwarmt und zwanzig Minuten lang bei Raumtemperatur abgekihlt.
Dann wurden die Schnitte in Tris - Puffer mit 2% Milchpulver inkubiert. AnschlieBend wurden die
Obijekttrager in das Coverslip-System (DAKO) eingesetzt und in Tris-Puffer mit 2% Milchpulver
gewaschen. Daraufhin wurde die endogene Peroxidase durch funfminitige Inkubation mit 100 pl
3% H,0- inaktiviert. Danach wurde Tris-Puffer mit 2% Milchpulver zum Spilen verwendet. Es
folgte die Inkubation mit 1:5 verdiinntem Ziegenserum (100 pl) fiir 10 Minuten, um die
unspezifische Hintergrundfarbung zu reduzieren. Das Ziegenserum wurde abgegeossen und der
primére Antikorper (Mac3, GFAP, CD3, Olig2) in PBS/BSA aufgegeben. Die Schnitte wurden tber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte zunachst mit Tris-Puffer mit 2 % Milchpulver abgespult und
dann flir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit dem biotinylierten Briickenantikorper (DAKO)
inkubiert. Es erfolgte ein erneutes Spiilen mit Tris-Puffer mit 2% Milchpulver. Schlielich wurde
der Horseradish-Peroxidase-Streptavidin-Komplex (DAKO) hinzugegeben und fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Ein erneutes Spilen mit Tris-Puffer wurde durchgefiihrt. Um eine hy-
drophobe Barriere um das Gewebe zu setzen, wurde es mit dem DAKO Cytomation Pen umkreist.
SchlieBlich wurde 100 ul Diaminobenzidin (DAB) in Substratpuffer hinzugegeben, welches die
enzymhistochemische Reaktion einging. Nach 10 Minuten wurde die DAB-L6sung entfernt. Es
folgte zweimaliges Spulen in Wasser. AnschlieBend wurden die Schnitte fur 30 Sekunden in Hdma-
laun gefarbt, kurz in HCI-Alkohol differenziert und in Scotts-Lésung gefarbt. Zum Schluss wurden
die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und mit Eukitt eingedeckt.

2.16.3 Einbettung in Kunstharz und Herstellung von Semi- und
Ultradiinnschnitten

Das zervikale Riickenmark wurde nach der Methode von Luft (1961) mit dem Kunstharz Epon
infiltriert und eingebettet. Der Einbettautomat Lynx el flihrte die Eponinfiltration des Rickenmarks

vollautomatisch durch. Hierzu wurde das Gewebe nach folgendem Protokoll (Tabelle 12) in die
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entsprechenden Lésungen getaucht:

Tabelle 12: Einbettung in Epon

Losung: Dauer: Temperatur:
Phosphatpuffer 0,1M 15 Minuten 4°C
1%-0s04 / Osmiumtetroxid 2 Stunden 4°C
Phosphatpuffer 0,1M 20 Minuten 20°C
Phosphatpuffer 0,1M 20 Minuten 20°C
Phosphatpuffer 0,1M 20 Minuten 20°C
30% Ethanol 30 Minuten 20°C
50% Ethanol 30 Minuten 20°C
70% Ethanol 30 Minuten 20°C
90% Ethanol 30 Minuten 20°C
100% Ethanol 15 Minuten 20°C
100% Ethanol 15 Minuten 20°C
100% Ethanol 15 Minuten 20°C
100% Ethanol 15 Minuten 20°C
Isopropanol 15 Minuten 20°C
Propylenoxid 15 Minuten 20°C
Propylenoxid 15 Minuten 20°C
Propylenoxid: Epon 2:1 2 Stunden 20°C
Propylenoxid: Epon 1:1 2 Stunden 20°C
Propylenoxid: Epon 1:2 4 Stunden 20°C
Epon 4 Stunden 20°C

AnschlieBend an die Infiltration wurde das Rickenmark in eine Ausgiel3form gelegt, mit fliissigem
Epon (ibergossen und fiir 24 Stunden bei 60 °C auspolymerisiert. Danach wurde der Eponblock mit
einer Frase an der Spitze zu einer Pyramidenform angeschliffen. SchlieBlich wurden mit einem
Rotationsmikrotom 0,5 um dicke Semidunnschnitte fur die lichtmikroskopische und ca. 60 nm
dicke Ultradunnschnitte fur die elektronenmikroskopische Analyse hergestellt. Die Semidiinn-
schnitte wurden auf Objekttrdger aufgenommen und nach Richardson (1960) geféarbt. Hierdurch
wurde die Qualitét des eingebetteten Gewebes (berprift und der Tractus corticospinalis lokalisiert.

Die Ultradiinnschnitte wurden auf mit Formvar befilmten Kupfergrids aufgefangen.

2.16.4 Befilmen von Kupfernetzen mit Formvar

Gereinigte Objekttrdger wurden in eine spezielle Glaskiivette mit 0,25% Formvar-L6osung gestellt.

Wichtig war, dass nach dem Offnen des Ventils der Kiivette, die Formvarlosung gleichméaRig ablief,
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um einen ebenmafigen Formvar-Film zu erhalten. Nach dem Trocknen wurde der Formvar-Film an
allen vier Seiten des Objekttragers mit einer Rasierklinge angeritzt. Dann wurde der Objektréger im
45°-Winkel in eine mit Wasser gefillte Klvette getaucht. Nach Abschwimmen des Formvarfilms
wurden die Kupfergrids mit der Unterseite nach oben auf den schwimmenden Film gelegt. Mithilfe
eines mit Papier beklebten Objekttragers wurde der Film mit den Grids aufgenommen und zum
Trocknen aufgestellt.

2.16.5 Kontrastierung von Ultradiinnschnitten

Die Grids mit den Ultradiinnschnitten wurden mit einer wéassrigen Losung von zweiprozentigem
Uranyl-Acetat fur 26 Minuten kontrastiert. Nach dem Waschen mit Wasser erfolgte im zweiten

Schritt die Kontrastierung mit Bleicitrat fir 6 Minuten nach Reynolds (1963).

2.16.6 Quantifizierung und Auswertung der Histologie

Zur GroRenberechnung des Tractus corticospinalis von PMD-Mausen wurde von Semidinnschnit-
ten des Rickenmarksquerschnitts lichtmikroskopische Fotografien mit einer VergréRerung von
160x erstellt und die Einzelbilder mit Photoshop zusammengesetzt. Die Flachenberechnung erfolg-
te mit ImageJ. Die Fotografien wurden an einem Lichtmikroskop (Leica DM RXA2) mit einer
Videomikroskopie-Kamera angefertigt.

Auch bei der Immunhistochemie wurden lichtmikroskopische Fotografien ausgewertet. Diese
Aufnahmen wurden mit demselben Lichtmikroskop angefertigt. Bei den immunhistologischen
Farbungen wurden vier zuféllig ausgewahlte Fotografien des Tractus corticospinalis in der Hohe
des Wirbelkdrpers C5 mit einer VergréRerung von 160x aufgenommen und der Mittelwert der
Gesamtanzahl der positiv gefarbten Zellen berechnet.

Zur Quantifizierung myelinisierter und unmeyliniserter Axone und der G-Ratio-Analyse (s.u.) im
Tractus corticospinalis wurde das Elektronenmikroskop Zeiss EM 900 verwendet. Ausgewertet
wurden die Bilder mit den Programmen Photoshop CS4 und dem Plugin Cell Counter von ImagelJ.
Nach Blindung fur die Behandlungsarme wurden myelinisierte Axone auf vier zufallig ausge-
wahlten Aufnahmen bei einer \ergrofRerung von 4400x gezdhlt und die Anzahl addiert.
Unmyelinisierte Axone wurden nach Blindung bei einer VergréRerung von 12000x in vier zuféllig
ausgewahlten, elektronenmikroskopischen Bildern ausgewertet. Die Dicke des Myelins in Relation
zum Axondurchmesser wurde durch Analyse von elektronenmikroskopischen Bildern bestimmit.
Hierbei wurde der innere und der &ufere Umfang des Myelins aller Axone von 3 zuféllig
ausgewdhlten Bildern pro Tier im Tractus corticospinalis des Riickenmarkes bei einer VergroRer-
ung von 12000x vermessen. Der Quotient aus dem inneren und dem &ufReren Umfang wird als G-
Ratio bezeichnet und ist ein dimensionsloses MaR fir die Myelindicke (Abb. 7). Der innere
Umfang der Myelinscheide entspricht dem Umfang des Axons. Der axonale Durchmesser als Mal3

flr die AxongroRe wurde hieraus berechnet.
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Myelin

G-Ratio = Umfang A/ Umfang M = A/M

M
Abb. 7: G-Ratio zur Beurteilung der Dicke der Myelinscheide

Das sogenannte G-ratio ist das numerische Verhaltnis zwischen Axondurchmesser und Durchmesser des
myelinisierten Axons. Der Quotient aus Axon- (A) und Myelindurchmesser (M) ergibt ein Mal3 fur die Dicke
der Myelinscheide. Da Axone und Myelin eine nicht ideal runde Struktur haben, wurde der Quotient aus
Axonumfang und Myelinumfang zur G-Ratio-Bestimmung gebildet. Unmyelinisierte Axone haben ein G-
Ratio von 1, mit zunehmender Myelindicke werden die G-Ratios kleiner 1.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswahl eines geeigneten Testverfahrens zur

Phanotypisierung

Die Motorik von PMD-Mausen wurde im Rotarod, Grid Test und Bar Test untersucht, um ein
geeignetes Testverfahren zur Messung der Schwere der Beeintrachtigung zu finden. Zur
Vorbereitung der Therapiestudie wurden hierzu PMD-Mause im Alter von 4 und 8 Wochen mit
Wildtyp-Kontrollen verglichen.

3.1.1 Grid Test mit 1 cm Abstand zwischen den Gitterstaben

Die Mause mussten ein 50 cm langes Gitter mit Gitterstaben im Abstand von 1 cm vier Mal in
Folge passieren, um eine Strecke von 2 Metern zu bewaltigen. Dabei wurden die Fehltritte gezahlt.
Die Wildtypen (Anzahl (n) = 8; Mittelwert (MW) = 4,62; Standardfehler (Stdf) = 0,56) schnitten im
Alter von 4 Wochen signifikant besser (p = 0,0037) ab als die transgenen (tg) Tiere (n = 6; MW =
7,83; Stdf = 0,70). Mit Progress der Erkrankung im Alter von 8 Wochen nahm der Unterschied
zwischen Wildtyp-Kontrollen (n = 8; MW = 4,00; SE = 0,38) und PMD-Mausen (n = 6; MW =
8,50; Stdf = 0,34) zu (p = 0,000002) (Abb. 8).

Grid Test 1cm Grid Test 1cm
10 10
9 9
8 : 8
7 7
6 = e 6
5 5
3 —— 3
o Mittelwert o Mittelwert
2 [ sstdf. 2 % t:l:l,b
Wtdw g 4w o Wtw  tg 8w e
(n=8) (n=6) (n=8) (n=6)

Abb. 8: Grid Test mit 1 cm Abstand zwischen den Gitterstében

Grid Test von Wildtyp-Méausen (Wt) und transgenen PMD-Mausen (tg) mit einem Abstand der Gitterstabe
von 1cm im Alter von 4 Wochen (4w) links und 8 Wochen (8w) rechts (Y-Achse: Anzahl der Fehltritte).
PMD-Ma4use schnitten zu beiden Zeitpunkten signifikant schlechter ab. Mit zunehmendem Alter und

Fortschreiten der Erkrankung wurde der Unterschied groRier.

3.1.2 Grid Test mit 2 cm Abstand zwischen den Gitterstaben

Wildtyp und PMD-M&use mussten vier Mal ein 50 cm langes Gitter mit Abstdnden von 2 cm
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tiberqueren. Hierbei wurden die Fehltritte gezéhlt. Die Wildtypen (n = 8; MW = 6,75; Stdf = 0,61)
waren im Alter von 4 Wochen signifikant besser (p = 0,029) als die transgenen Tiere (n = 6; MW =
10,67; Stdf = 1,65), jedoch war die Standardabweichung deutlich groer und die Tiere bendtigten
deutlich mehr Zeit und wirkten zdgerlicher, als beim Grid Test mit 1cm Gitterabstand. Mit Progress
der Erkrankung im Alter von 8 Wochen zeigte sich auch hier eine Zunahme des Unterschiedes
zwischen Wildtyp-Kontrollen (n = 8; MW = 7,37; Stdf = 0,53) und PMD-Mausen (n = 19; MW =
13,74; Stdf = 0,44) zu (p < 0,05). Allerdings war hier eine hohere Standardabweichung trotz
hoherer Anzahl an transgenen Tieren als bei 1cm Gitterabstand festzustellen (Abb. 9).

Grid Test2 cm Grid Test 2cm
16 16
14 14
12 12
10 10
8 8 %}
6 - 6
o0 Mittelwert o Mittelwert
[ 1stdf. ] sstaf.
4 T +Stdabw. 4 T +Stdabw.
Wt 4w tg 4w Wt 8w tg 8w
(n=8) (n =6) (n=8) (n=19)

Abb. 9: Grid Test mit 2 cm Abstand zwischen den Gitterstaben

Grid Test von Wildtyp-Mé&usen (Wt) und PMD-Mausen (tg) mit einem Abstand der Gitterstdbe von 2cm im
Alter von 4 Wochen (4w) links und 8 Wochen (8w) rechts (Y-Achse: Anzahl der Fehltritte). Die transgenen
Tiere zeigten eine signifikant erhdhte Anzahl an Fehltritten in beiden Altersgruppen. Im Vergleich zum Grid
Test mit 1cm Abstand wurde fiir die Durchfiihrung des Tests deutlich mehr Zeit benétigt und die

Standardabweichung war groRer.

3.1.3 Rotarod Testverfahren

Beim Rotarod Test wurde die Zeit in Sekunden automatisch gemessen, bis die Tiere von der
rotierenden Walze heruntergefallen oder gesprungen waren. Wildtypen schnitten im Alter von 4
Wochen signifikant besser ab (h = 8; MW = 197,38s; Stdf = 16,79s; p < 0,011) als die transgenen
Tiere (n = 6; MW = 137,67s; Stdf = 3,94s). Jedoch kehrte sich das Ergebnis im Alter von 8 Wochen
um, so dass die Wildtyp-Mduse kiirzere Zeiten aufwiesen (n = 8; MW = 156,88s; Stdf = 8,36s),
wahrend die PMD-Méuse langer oben blieben (n = 18; MW = 234,89s; Stdf = 13,67s) (Abb. 10).
Dabei liefen die Wildtypen muhelos auf der Walze mit und sprangen vermutlich absichtlich
herunter. Die PMD-Maduse jedoch hoérten auf zu laufen und klammerten sich an der Walze fest,

sobald sich das Gerat schneller drehte, um dann schlieflich herunterzufallen.
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Abb. 10: Rotarod Test

Rotarod Test von Wildtyp-Mausen (Wt) und transgenen PMD-M&usen (tg) im Alter von 4 Wochen (4w) links
und 8 Wochen (8w) rechts (Y-Achse: Zeit in Sekunden). Im Alter von 4 Wochen liefen die Wildtypen
signifikant l&nger auf dem Rotarod als die PMD-Méuse. Im Alter von 8 Wochen ergab sich ein paradoxes
Ergebnis, da die Wildtyp-Kontrollen spontan vom Rotarod heruntersprangen und die PMD-Maduse sich

aufgrund der Bewegungsstérung am Rotarod festklammerten und erst spéter hinunterfielen.

3.1.4 Stangenhaltetest (Bar Test)

Beim Bar Test wurde die Zeit in Sekunden gemessen, die sich die Tiere auf einer Stange festhalten
kdnnen, bis sie herunterfallen. Hier zeigte sich unerwarteter Weise, dass die Wildtypen (n = 8; MW
= 10,25s; Stdf = 3,77s) im Alter von 4 Wochen sich signifikant kiirzer (p < 0,008) auf der Stange
als die transgenen Tiere (n = 6; MW = 16,50s; Stdf = 3,94s) halten konnten. Die Wildtyp-
Kontrollen zeigten hierbei deutlich mehr Aktivitat, wahrend die transgenen Tiere regungslos auf
der Stange verharrten, was eine mogliche Storvariable sein konnte. Im Alter von 8 Wochen gab es
keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp-Méausen (n = 8; MW = 16,88s; Stdf = 5,30s)
und den PMD-Mausen (n = 11; MW = 21,00s; Stdf = 10,60s). Hierbei war die Standardabweichung
bei PMD-Méusen groRer, obwohl mehr Tiere untersucht wurden (Abb. 11). Erneut bewegten sich
die Wildtyp-Kontrollen deutlich mehr als die transgenen Tiere.
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Abb. 11: Stangenhaltetest (Bar Test)

Bar Test von Wildtyp-Mausen (Wt) und PMD-Mausen (tg) im Alter von 4 Wochen (4w) links und 8 Wochen
(8w) rechts (Y-Achse: Zeit in Sekunden). Trotz des motorischen Defizits blieben die PMD-Mause im Alter
von 4 Wochen signifikant langer auf der Stange. Im Alter von 8 Wochen konnte die Beeintréchtigung der

Motorik ebenfalls nicht durch den Stangenhaltetest abgebildet werden.

3.2 Analyse der PLP1-mRNA-Expression im Gesamthirn

Die Expression von PLP1-mRNA war im Vergleich zu den Wildtypmadusen (n = 15; MW = 1,00;
Stdf = 0,043) bei den PMD-Mausen (n = 12; MW = 1,78; Stdf = 0,05) um den Faktor 1,78 erhoht.
Nach 10 Wochen Behandlung mit dem Progesteronantagonisten Lonaprisan war die mittels
gRTPCR gemessene PLP1-Expression im Gehirn um circa 15% reduziert (n = 11; MW = 1,57; Stdf
= 0,05; p < 0,005), verglichen mit den Placebo Kontrollen (Abb. 12). Die Curcumingruppe zeigte
im Vergleich zur Placebogruppe das gleiche Expressionsniveau (n = 9; MW = 1,80; Stdf = 0,06).
Gemessen wurde die PLP1-Expression von Gesamthirn in Relation zum ubiquitar exprimierten,

steroidunabhangigen Exonl1B des PMP22- Gens.

ns
' p <0.05

rel. PLP1-mRNA-Expression
(MW # Stdf)

1,0 -

Wildtyp  tg Placebo tg PA tg Cu
(n=15) (n=12) (n=11) (n=9)

Abb. 12: Relative PLP1-mRNA-Expression im Gesamthirn
PMD-M@duse (tg Placebo) exprimierten 1,78-fach PLP1-mRNA im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Der
Progesteronantagonist (PA) Lonaprisan verringerte die toxische Uberexpression von PLP1-mRNA um circa
15%. Curcumin (Cu) hatte keinen signifikanten Effekt auf die Transkription von PLP1 (nicht signifikant: ns).
(Y-Achse: PLP1-mRNA-Expression von Gesamthirn gemessen durch gqRTPCR im Verhéltnis zum ubiquitér
exprimierten steroidunabhéngigen Exon1B des PMP22-Gens).

40



Ergebnisse

3.3 Positiver Effekt auf den Phanotyp durch Lonaprisan und

Curcumin

Die Storung der Bewegungskoordination (Ataxie) wurde mit dem Gridtest gemessen. Im Alter von
3 Wochen schnitten die Wildtypen (n = 30; MW = 6,77; Stdf = 0,39; p < 0,05) deutlich besser ab
als die transgenen Tiere (Placebogruppe (tg Placebo): n = 12; MW = 8,67; Stdf = 0,58; p < 0,05/
Lonaprisangruppe (tg PA): n = 11; MW = 8,36; Stdf = 0,53; p < 0,05/ Curcumingruppe (tg Cu): n
= 9; MW = 9,11; Stdf = 0,90), wahrend klinische Symptome bei den PMD-Mausen nicht sichtbar
waren (Abb. 13, vgl. Abb. 15). Am Ende der Therapiestudie, das Alter der Tiere betrug 13 Wochen,
zeigten die mit Lonaprisan behandelten PMD-Mause eine signifikant bessere Motorikleistung (n =
11; MW = 12,36; Stdf = 0,65; p < 0,01) als die Placebo-gruppe (n = 12; MW = 15,25; Stdf = 0,71).
Auch die PMD-Mause, die mit Curcumin geflttert wurden, waren signifikant besser (n = 9; MW =
11,33; Stdf = 0,88; p < 0,01) als die Kontroll-gruppe. Die Behandlungs-gruppen erreichten jedoch
nicht Wildtypniveau (n = 30; MW = 8,63; Stdf = 0,54). Die Ergebnisse des Grid Tests korrelierten
in den Behandlungsgruppen Placebo und Lonaprisan mit der PLP1-mRNA-Expression im Gehirn
(rz2 = 0,2676; r = 0,5173; p < 0,05; Abb. 14), was einen direkten Gen-Dosis-Effekt auf den
klinischen Phanotyp demonstrierte (Abb. 14).
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Abb. 13: Grid Test zu Beginn und am Ende der Studie

Die Motorik der Wildtypmause war signifikant besser als die der transgenen Tiere, bereits zu Studienbeginn
im Alter von 3 Wochen (links). Am Ende der Behandlung, im Alter von 13 Wochen (rechts), zeigten die
Lonaprisan- (tg PA) und die Curcumingruppe (tg Cu) eine Verbesserung der Koordinationsstérung im

Vergleich zu Placebo (tg Placebo), erreichten jedoch nicht Wildtypniveau.
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Abb. 14: Gen-Dosis-Effekt auf den Phanotyp

Hierzu wurden ausschlielich die Behandlungsgruppen Placebo (tg Placebo) und Lonaprisan (tg PA) heran-
gezogen. Die Anzahl der Fehltritte gemessen im Grid Test (Y-Achse) am Ende der Studie im Alter von 13
Wochen korrelierte mit der PLP1-mRNA-Expression (x-Achse: PLP1-mRNA in Relation zu ExonlB des
PMP22-Gens).

Dariiber hinaus wurde eine klinische Bewertungsskala (Clinical Score) angewendet, um den
therapeutischen Effekt der Behandlungen mit einem zweiten klinischen Test zu Uberprifen (Abb.
15). Am Anfang der Studie konnten keine Unterschiede zwischen Wildtypen, Placebo- und
Behandlungsgruppen festgestellt werden. Nach 10 Wochen Behandlung verbesserte Lonaprisan den
Prozentsatz von PLP1-transgenen Méausen mit einem Skalenwert 2 (ataktischer Gang) oder besser
signifikant (tg PA = 90,91%; n = 11; MW = 2,18; Stdf = 0,18; p = 0,027) verglichen mit Placebo-
Kontrollen (tg pl = 50% n = 12; MW = 2,5; Stdf = 0,15). Die Gabe von Curcumin verbesserte
ebenfalls den Prozentsatz des Clinical Score signifikant (tg Cu = 88,89%; n = 9; MW = 2,0; Stdf =
0,17; P =0,015). Wildtyp-Mause erreichten konstant einen Wert von 1 (WT = 100%; n = 30; MW =
1; Stdf = 0).
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Klinische Bewertungsskala:
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Abb. 15: Klinische Bewertungsskala am Anfang und am Endpunkt der Studie

Anhand der oben genannten Kriterien wurden die Tiere untersucht. Am Anfang der Studie (links, Alter 3
Wochen) konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Am Ende der Untersuchung (rechts, Alter 13
Wochen) zeigte sich der groBte Unterschied zwischen den Skalenwerten 2 (ataktischer Gang) und 3
(Tremor). Die Lonaprisan- (tg PA) und Curcumingabe (tg Cu) erhéhten den Prozentsatz der Tiere mit einem

Skalenwert von < 2, reduzierten folglich das Auftreten von Tremor.

3.4 Einfluss der Therapien auf das Kérpergewicht

Bereits bei Beginn der Studie war das Gewicht der transgenen Mduse gegentber den Wildtypen (n
= 30; MW = 11,14¢g Stdf = 1,09g; p < 0,005) signifikant reduziert. Placebo-Kontrollen (n = 12;
MW = 9,65¢; Stdf = 0,88g), Lonaprisan- (n = 11; MW = 10,10g; Stdf = 1,62g) und Curcumin-
gruppe (n = 9; MW = 10,08g; Stdf = 1,28g) unterschieden sich am Anfang der Behandlung nicht
(Abb. 16A, links).

Am Ende der Behandlung waren die Wildtyp-Kontrollen weiterhin signifikant schwerer als die
transgenen Tiere (n = 30; MW = 30,45¢g Stdf = 1,72g; p < 0,005). Placebo Kontrollen (n = 12; MW
= 27,65g; Stdf = 1,699) unterschieden sich nicht von mit Lonaprisan behandelten Tieren (n = 11;
MW = 26,84g; Stdf = 2,08g) und mit Curcumin behandelten PMD-Méusen (n = 9; MW = 26,45g;
Stdf = 3,03g) (Abb. 16A, rechts).

Mit Curcumin behandelte Mé&use hatten im Alter von 7 Wochen tendenziell im Durchschnitt ein
geringeres Gewicht (n = 9; MW = 19,26¢; Stdf = 1,93g) als Placebo-Kontrollen (n = 12; MW =
21,02g; Stdf = 2,64g) und mit Lonaprisan behandelte Tiere (n = 11; MW = 21,49g; Stdf = 2,24q),
jedoch nicht signifikant (Cu vs pl: p > 0,11 bzw Cu vs PA: p > 0,66) (Abb. 16B). Einige Tiere in
der Curcumingruppe hatten ein niedrigeres Gewicht verglichen mit den anderen M&usen innerhalb
dieser Gruppe. Um einen Effekt des niedrigen Gewichts auf die Verbesserung des Phanotyps und
den Verlauf der PMD auszuschliel3en, wurde die Leistung der mit Curcumin gefitterten Tiere beim
Grid Test untersucht (Abb. 17). Die schwerere Hélfte der Tiere (Uber dem Mittelwert; n = 4; MW =
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7,5 Fehltritte; Stdf = 0,96 Fehltritte) wurde mit der leichteren Hélfte (unter dem Mittelwert; n = 5;
MW = 9 Fehltritte; Stdf = 0,95 Fehltritte) verglichen. Hieraus ergab sich kein Unterschied der
Motorikleistung (p = 0,31).
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Abb. 16: Kérpergewichtsmessung im Verlauf

(A) Gewichtsmessung in Gramm zum Anfang (links) und Ende (rechts) der Untersuchung zeigten bekannte,
signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-Tieren und transgenen Mdusen. Mit Curcumin behandelte Tiere
nehmen zunéchst im Mittel weniger schnell zu als die Placebo-Gruppe, holen diesen nicht signifikanten

Unterschied im Verlauf aber wieder auf (B).
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Abb. 17: Auswirkungen des Gewichts auf die Motorik der mit Curcumin gefitterten Tiere

Grid Test im Alter von 7 Wochen. Um einen Effekt des niedrigen Gewichts auf die \Verbesserung des
Phénotyps und den Verlauf der PMD auszuschliefen, wurde die Koordinationsfahigkeit, der mit Curcumin
gefitterten Tiere beim Grid Test untersucht. Die schwerere Halfte der Tiere ({iber dem Mittelwert, links; n =
4) wurde mit der leichteren Halfte (rechts; n = 5) verglichen. Hieraus ergab sich kein Unterschied der Motor-
koordination (p = 0,31).

3.5 Quantitative elektronenmikroskopische Analyse des Tractus

corticospinalis

3.5.1 Erhalt myelinisierter Axone durch Lonaprisan und Curcumin

Um den strukturellen Effekt der Behandlungen im ZNS-Gewebe zu evaluieren, wurde eine Region
ausgewahlt, die von der PMD stark beeintréchtigt wird. Der Tractus corticospinalis als eine klar
begrenzte Region im zervikalen Riickenmark (Abb. 18) wurde fiir eine quantitative, elektronenmi-
kroskopische Analyse untersucht. Vier elektronenmikroskopische Bilder mit einer VergréRerung
von 4400x (Abb. 19) wurden zufallig ausgewahlt, um die myelinisierten Axone zu zahlen (Abb.
20). Wildtyp-Mause (n = 3; MW = 1258,33; Stdf = 42,98) hatten durchschnittlich 1258 myelini-
sierte Axone pro Flache. In der PMD-Situation (Placebo: n = 10; MW = 297,20; Stdf = 23.10) ist
die Anzahl drastisch reduziert auf 297 (p < 0,0001). Erstaunlicherweise konnten durch die Lonapri-
sanbehandlung circa 30% mehr myelinisierte Axone erhalten werden (p < 0,05; n = 11; MW =
380,82; Stdf = 23,60). Durch die Gabe von Curcumin konnten sogar circa 37% myelinisierte Axone
erhalten werden (p < 0,05; n = 9; MW = 408,22; Stdf = 27,48).
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Dorsal

Ventral

Abb. 18: Lichtmikroskopische Darstellung des Tractus corticospinalis

Querschnitt durch das zervikale Ruckenmark einer Maus (links, VergroRerung 20x) und lichtmikroskopische
VergroRerung der Hinterstrange (VergroBerung zundchst 160x, nachtréglich zusammengesetzt mit Adobe
Photoshop). Der Tractus corticospinalis ist rot gekennzeichnet. (Methylenblau-Azur-11-Farbung).
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Abb. 19: Tractus corticospinalis bei elektronenmikroskopischer VergrofRerung von 4400x

Beispielausschnitte elektronenmikroskopischer Bilder des zervikalen Ruckenmarks mit einer VergréfRerung
von 4400x (der Balken entspricht 1,7um). Auffallig sind die dicht gepackten Axone in den Wildtyp-Tieren im
Gegensatz zu den transgenen Mausen. Durch die PMD gehen viele Axone zugrunde, sind demyelinisiert oder

angeschwollen. Lonaprisan- und Curcumingabe verringerten den Verlust von myelinisierten Axonen.
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Abb. 20: Quantifizierung der myelinisierten Axone im Tractus corticospinalis

Ausgewertet wurden jeweils vier zuféallig ausgewdhlte, elektronenmikroskopische Bilder im Tractus cortico-
spinalis des zervikalen Ruckenmarks pro Tier bei einer Vergréfierung von 4400x. Die PMD verursacht einen
massiven Verlust von myelinisierten Axonen. Lonaprisan und Curcumin kdnnen diesen Verlust reduzieren.

(Y-Achse: Anzahl myelinisierter Axone/ 850um?2 2 4 elektronenmikroskopischen Bildern)

3.5.2 Berechnung der elektronenmikroskopisch untersuchten Flache

Um eine Einschatzung der elektronenmikroskopisch analysierten Flache im \erhdltnis zum
Gesamtquerschnitt des Tractus corticospinalis im zervikalen Rickenmark der PMD-Mause zu
erlangen, wurde lichtmikroskopisch bei einer VergréRerung von 160x die Gesamtflache des Tractus
corticospinalis bei PMD-Méausen gemessen. Hierzu wurden die einzelnen Bilder mit der Merge-
Funktion von Photoshop zusammengefiigt und dann mit ImageJ vermessen. Es wurden 8 Tiere aus
allen transgenen Gruppen verwendet (tg Placebo: n = 5; tg PA: n = 3; tg Cu: n = 1). Bei PMD-
M@ausen betrug der Gesamtquerschnitt auf Hohe C7 durchschnittlich 0,012373mm? (Abb. 21) (n =
8; MW = 0,012373mm?; Stdf = 0,001101mm?). Elektronenmikroskopisch wurde eine Flache von

850um? analysiert, was somit circa 6,8% der Gesamtflache entspricht.
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Abb. 21: Messung der Gesamtflache (in mm2) des Tractus corticospinalis des zervikalen Rickenmarks
bei PMD-Mé&usen

Hierzu wurde das Rlckenmark lichtmikroskopisch von 8 transgenen Tieren aus allen Gruppen analysiert (tg
Placebo: n = 5; tg PA: n = 3; tg Cu: n = 1). Bei einer VergroRerung von 160x wurden die Hinterstrange abfo-

tografiert, mit Photoshop zusammengesetzt und mit ImageJ abgemessen.

3.5.3 Quantifizierung unmyelinisierter Axone im Tractus corticospinalis

Die Anzahl der unmyelinisierten Axone war erhdht bei der PMD und wurde durch die Behand-
lungen nicht beeinflusst. Unmyelinisierte Axone wurden bei einer VergréRerung von 12000x in 4
zufallig ausgewahlten, elektronenmikroskopischen Bildern des Tractus corticospinalis des
zervikalen Rickenmarks gezahlt, was einer Flache von 484umz2 entspricht (Abb. 22). Wildtyp-
Mause (n = 3) zeigten 42 unmyelinisierte Axone (Stdf = 26,5). Diese Zahl war bei den PMD Tieren
deutlich erhéht (p < 0,05). Placebo (n = 7) wiesen 246 unmyelinisierte Axone pro Flache (Stdf =
43,5) auf. Die Gabe von Lonaprisan (n = 7; 246 unmyelinisierte Axone; Stdf = 15,48) und
Curcumin (n = 7; 261 unmyelinisierte Axone; Stdf = 37,18) hatten keinen Effekt auf die Anzahl der
unmyelinisierten Axone (Abb. 23).
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Abb. 22: Tractus corticospinalis bei elektronenmikrosko

entspricht 0,7um) des zervikalen Ruckenmarks. Bei den Wildtyp-Tieren sind kaum unmyelinisierte Axone
vorhanden. Auffallend ist der ausgepragte Zelluntergang, die Dysmyelinisierung und reaktive Gliose bei den

transgenen Tieren (tg).
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Abb. 23: Quantifizierung unmyelinisierter Axone im Tractus corticospinalis
Quantifizierung der Anzahl unmyelinisierter Axone im Tractus corticospinalis des zervikalen Riickenmarks
in vier elektronenmikrsokopischen Bildern bei einer Vergroferung von 12000x (Y-Achse: Anzahl
myelinisierter Axone/ 484um2 2 4 elektronenmikroskopischen Bildern). Bei den Wildtyp-Mausen war der
Anteil an unmyelinisierten Axonen sehr gering. Die transgenen Tiere (tg) hatten einen erhéhten Anteil an

unmyelinisierten Axonen. Die Therapien beeinflussten die Anzahl unmyelinisierter Axone nicht.
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3.5.4 Korrelation der Anzahl myelinisierter Axone mit dem Phanotyp

Die Anzahl myelinisierter Axone im Tractus corticospinalis korrelierte negativ mit der Anzahl der
Fehltritte im Grid Test (r? = 0,3207; r = -0,5663, p < 0.05) (Abb. 24). Je mehr myelinisierte Axone
erhalten blieben, um so besser war die Koordinationsfahigkeit der PMD-Mause. Somit ist es wahr-
scheinlich, dass die motorischen Defizite unter anderem auf der Schadigung des Tractus cortico-
spinalis des Riickenmarks beruhen und flr die histologische Auswertung eine klinisch relevante

Region des ZNS herangezogen wurde.

227

201

Grid Test

—_—
/1 . . ) . . ) . . . ® tgPlacebo
I/ = tgPA

0 200 250 300 350 400 450 500 550 600 tg Cu

Anzahl myelinisierter Axone

Abb. 24: Korrelation von Phénotyp und Axonanzahl im Tractus corticospinalis

Je mehr myelinisierte Axone im Tractus corticospinalis erhalten blieben, desto besser war die Leistung der
PMD-Maduse im Grid Test. Die elektronenmikroskopische Quantifizierung spiegelte die Koordinations-
fahigkeit wider. (X-Achse: Anzahl myelinisierter Axone im Tractus corticospinalis, des zervikalen Ricken-
markes; Y-Achse: Anzahl der Fehltritte auf 2m Distanz im Grid Test.)

3.5.5 Korrelation von PLP1-mRNA-Expression mit der Anzahl

myelinisierter Axone

In den Gruppen Placebo und Lonaprisan korrelierte die Anzahl myelinisierter Axone direkt mit
dem PLP1-Expressionsniveau (r2 = 0,3693; r = -0,6077; p < 0,005). Mit steigender PLP1-
Expression kam es zum Axonverlust. Wie in der Phanotypanalyse (Abb. 14) ist die Schwere der
PMD Erkrankung in unserem Tiermodell eine Funktion des PLP1-Expressionsniveaus (Abb. 25).
Bei der Curcumingruppe konnte keine Korrelation der Axonanzahl mit dem Expressionsniveau
festgestellt werden (n = 9; r2 = 0,0195; r = -0,1396, p = 0,72012) (Abb. 26). Dies deutet auf einen

von der Transkription von PLP1 unabhé&ngigen, protektiven Mechanismus hin. Gemessen wurde
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die PLP1-Expression von Gesamthirn im Vergleich zum ubiquitér exprimierten, steroidunabhangi-
gen ExonlB des PMP22-Gens.
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Abb. 25: Korrelation der myelinisierten Axone mit der PLP1-mRNA-Expression

Mit steigender PLP1-mRNA-Expression kam es zum Axonverlust. Dargestellt wurden ausschlief3lich die
Gruppen Placebo und Lonaprisan. X-Achse: relative PLP1-mRNA-Expression im Gehirn (in Bezug auf
ExonlB des PMP22-Gens); Y-Achse: Anzahl myeliniserter Axone im Tractus corticospinalis des Riicken-
marks.
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Abb. 26: Keine Korrelation myelinisierter Axone mit der PLP1-mRNA-Expression in der

Curcumingruppe
In der Curcumingruppe wurde keine Korrelation der PLP1-mRNA-Expression mit der Axonanzahl im
Tractus corticospinalis festgestellt. Dies deutet auf einen von der PLP1-mRNA-Expression unabhéngigen,

protektiven Mechanismus hin.

3.5.6 Untersuchung der Myelinbeschaffenheit

G-Ratio Analysen der myelinisierten Axone im Tractus corticospinalis im zervikalen Riickenmark
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zeigten keine Auswirkungen von Lonaprisan oder Curcumin auf die Myelindicke. Die G-Ratio der
Wildtyp-Tiere wurde bei 0,79 ermittelt (n = 3; MW = 9,79; Stdf = 0,003). Die Myelindicken der
transgenen Mause unterlagen wegen hypo- und hypermyelinisierten Axonen starkeren Schwankun-
gen. Die durchschnittliche Myelindicke von Placebo Kontrollen betrug 0,80 (n = 4; MW = 0,80;
Stdf = 0,03), wéahrend mit Lonaprisan behandelte Tiere eine G-Ratio von 0,81 (n = 4; MW = 0,81,
Stdf = 0,01; p = 0,60) hatten. Die G-Ratio der Curcumingruppe betrug 0,81 (n = 5; MW = 0,81,
Stdf = 0,005; p = 0,6) (Abb. 27). Vermessen wurden alle myelinisierten Axone von 3 zufallig
ausgewahlten Bildern pro Tier im Tractus corticospinalis des Riickenmarkes in der \ergroRerung
von 12000x.
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Abb. 27: Messung der G-Ratio im Tractus corticospinalis

Transgene Mause (B) zeigten aufgrund von Hypo- und Hypermyelinisierung eine breitere Streuung der Mye-
lindicke als Wildtypmaduse (A) auf. Die Behandlungen (C) und (D) hatten keinen Einfluss auf die G-Ratio im

Tractus corticospinalis des zervikalen Riickenmarks.

3.6 Quantitative immunhistochemische Untersuchung des

Tractus corticospinalis

Zur néheren Untersuchung des oben beschriebenen Zelluntergangs wurden weitere bekannte
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Charakteristika der PMD i.e. Inflammation, Astrogliose und Oligodendrozytenanzahl lichtmikros-
kopisch analysiert. Immunhistochemische Farbungen des Tractus corticospinalis des zervikalen
Rickenmarks wurden mit den Antikérpern Mac-3 Antigen (Mac3) fir Mikroglia, saures
Gliafaserprotein (GFAP) fiir Astrozyten, Cluster of Differentiation 3 (CD3) fiir Lymphozyten und
Oligodendrocyte transcription factor 2 (Olig2) fur Oligodendrozyten durchgefihrt. Die Quantifi-
zierung stellt positive Zellen pro Flache (30.000pum?) dar:

Mac3 wird von mononukleéren Phagozyten exprimiert und entspricht am ehesten dem lysosomal
assoziierten Membranprotein 2 (CD107b). Wildtyp-Kontrollen (n = 3) zeigten erwartungsgemal
nur wenige Mikroglia im Tractus cortico-spinalis (n = 3; MW = 5; Stdf = 1,2). In Placebo behan-
delten PMD-Mausen (n = 6), wurden 91,8 Mac3 positive Zellen detektiert (Stdf = 15,2; p < 0,01).
Die Behandlung mit Lonaprisan fuhrte zu einer Reduktion auf 31 Mac3 positive Zellen pro Flache
(n = 6). Dies war signifikant (p < 0,01) mehr als in den Wildtyp-Kontrollen, aber auch signifikant
(p < 0,01) weniger als in den mit Placebo behandelten PMD-M&usen. Die Curcumingruppe (n = 7)
zeigte mit 33,6 Mac3 positiven Zellen signifikant (p < 0,01) weniger als die Placebo-Kontrollen
und signifikant (p < 0,01) mehr als die Wildtyp-Kontrollen (Abb. 28).

Die Astrozytenanzahl war im Rickenmark Placebo behandelter Tiere signifikant erhéht (n = 6;
MW = 11; Stdf = 1,1; p < 0,05) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (n = 3; MW = 5; Stdf =
1,5). Mit Lonaprisan behandelte Tiere zeigten signifikant (p < 0,05) weniger GFAP positive Zellen
(n =6; MW = 7,5; Stdf = 0,8) als Placebo behandelte PMD-Mause, wobei ein signifikanter Unter-
schied zu Wildtyp-Mausen nicht bestand (p = 0.14). Auch Curcumin konnte das Auftreten von
GFAP positiven Zellen signifikant senken (n = 6; MW = 7,05; Stdf = 0,6; p < 0,05) (Abb. 29).

Mit CD3 Antikdrpern konnten bei Wildtyp-Tieren im Tractus corticospinalis keine Zellen ange-
farbt werden (n = 3; MW = 0). Bei Placebo-Kontrollen zeigten sich 3,2 positive Lymphozyten (n =
6; Stdf = 0,78; p < 0,05). Nach 10 Wochen der Lonaprisanbehandlung wurden signifikant (p <
0,01) weniger positive Zellen (n = 6; MW = 0,67; Stdf = 0,47) detektiert. Die Curcumingruppe
zeigte ebenfalls einen signifikanten (p < 0,01) Ruckgang mit 0,6 CD3 positiven Lymphozyten (n =
7; Stdf = 0,23) (Abb. 30).

Die Dichte der Oligodendrozyten war um mehr als 50% reduziert bei den PMD-M&usen, wie die
Z&hlung der Olig-2-positiven Zellen ergab (tg Placebo: n = 6; MW =7; Stdf = 0.7; p < 0.001).
Lonaprisangabe reduzierte den Verlust von Oligodendrozyten signifikant, ohne jedoch Wildtyp-
Niveau zu erreichen (tg PA: n = 6; MW = 11; Stdf = 1.4; p < 0.05) (Abb. 31). Das Futtern mit
Curcumin (n = 6; MW = 13; Stdf = 1.5; p < 0.01) jedoch flihrte zur vollstandigen Erholung bis auf
die Oligodendrozytenanzahl der Wildtyp-Mause (n = 3; MW = 16; Stdf = 0.9; p < 0.001).
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Abb. 28: MAC3 positive Zellen pro 30.000um?
Représentative Ausschnitte des Tractus corticospinalis des zervikalen Riickenmarks (A). PMD-Mause

demonstrierten einen deutlich erhdhten Anteil an Mikroglia (B). Dieser wurde durch Lonaprisan und

Curcumin deutlich reduziert, erreichte jedoch nicht Wildtypniveau.
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Abb. 29: GFAP positive Zellen pro 30.000pum?

Reprasentative Ausschnitte des Tractus corticospinalis des zervikalen Rickenmarks (A). PMD-Mause hatten
einen signifikant erhdhten Anteil an Astrozyten (B). Dieser wurde durch Lonaprisan und Curcumin signi-
fikant gesenkt.
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Abb. 30: CD3 positive Zellen pro 30.000um?

Représentative Ausschnitte des Tractus corticospinalis des zervikalen Rickenmarks (A). Bei den Wildtyp-
Tieren wurden keine Lymphozyten im ZNS vorgefunden. PMD-M@4use zeigten hingegen eine Lymphozyten-
infiltration (B). Diese wurde durch Lonaprisan und Curcumin deutlich reduziert, erreichte jedoch nicht

Wildtypniveau.
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Abb. 31: Olig2 positive Zellen pro 30.000um?2
Reprasentative Ausschnitte des Tractus corticospinalis des zervikalen Riickenmarks (A). PMD-Mause
wiesen eine deutlich reduzierte Anzahl an Oligodendrozyten (B) auf. Diese erhdhte sich durch Lonaprisan

signifikant. Unter Curcumineinfluss erreichte die Oligodendrozytenanzahl sogar Wildtypniveau.
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3.7 Analyse der mRNA-Expression weiterer Myelinproteine

Die mRNA-Expression von MAG war bei PMD-Mausen (n = 8; MW = 0,463; Stdf = 0,03; p <
0.01) um 53% reduziert im Vergleich zu den Wildtypen (n = 8; MW = 1,00; Stdf = 0,11; p < 0.01).
Lonaprisan verringerte diese Reduktion der Transkription von MAG signifikant (n = 8; MW = 0,58;
Stdf = 0,02; p < 0,05), so dass im Verhéltnis zu Placebo 24% mehr MAG-mRNA exprimiert wurde
(Abb. 32). Gemessen wurde die MAG-Expression von Gesamthirn im Vergleich zum ubiquitér
exprimierten, steroidunabhéngigen ExonlB des PMP22- Gens. Einen Einfluss von Lonaprisan auf
die mRNA-Expression von CNP, einem Myelinprotein, welches sich ebenfalls im unkompaktierten
Myelin befindet, zeigte sich jedoch nicht (tg Placebo: n = 8; MW = 1,005; Stdf = 0,003; tg PA: n =
8; MW = 1,073; Stdf = 0,004; p > 0,18) (Abb. 33).
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Abb. 32: Effekt von Lonaprisan auf die MAG-mRNA-Expression
Standard war das ubiquitdr exprimierte, steroidunabhdngige ExonlB des PMP22- Gens. PMD-Méuse
exprimierten weniger als 50% MAG-mRNA im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Der Progesteron-

antagonist erhéhte die Expression von MAG-mRNA signifikant.
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Abb. 33: CNP-mRNA-Expression nach Lonaprisangabe
Standard war das ubiquitdr exprimierte, steroidunabhéngige ExonlB des PMP22-Gens. Der Progesteron-
antagonist hatte keinen Einfluss auf die Expression der CNP-mRNA. Die relativen Werte sind auf die

Placebogruppe normiert.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war den Effekt von zwei potentiell forderlichen Substanzen Lonaprisan und
Curcumin auf das Mausmodell der PMD zu untersuchen. Da ein Mausmodell vorhanden war,
welches die menschliche PMD gut nachahmt (Readhead et al. 1994; Anderson et al. 1998), wurden
zeitaufwendige Zellkulturexperimente ibersprungen, um direkt in vivo Strategien zu entwickeln.
Diese Therapieansatze sollten schlieBlich zu einer Behandlung von an PMD erkrankten Patienten
fiihren, die eine PLP1-Duplikation im Erbgut tragen. Bekannt war, dass Lonaprisan bei subkutaner
Applikation das ZNS erreicht und dort die mMRNA-Expression von PLP1 in einer Kurzzeitstudie
dosisabhéngig reduziert (Prukop 2008). In Vorbereitung auf die Studie wurde zun&chst ein
geeignetes Testverfahren zur Charakterisierung des Phénotyps etabliert.

4.1 FOrderung der axonalen Unterstitzung durch
Oligodendrozyten und Induktion der mRNA-EXxpression von

MAG durch Lonaprisan

Im Fall von Lonaprisan wurde die Hypothese geprift, ob eine Reduktion der toxischen
Uberexpression von PLP1 durch einen Progesteronantagonisten, den Verlauf der PMD im Maus-
modell positiv beeinflussen kann.

Eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, die die Myelingenexpression aktivieren, wurden in Zell-
kulturexperimenten identifiziert. Hierzu zéhlen unter anderen Transkriptionsfaktor Yin Yang 1,
Homeobox protein Nkx-2.2, Oligodendrocyte transcription factor 1 und Myelin Gene Regulatory
Factor (He et al. 2007; Wegner 2008; Meijer et al. 2012; Emery et al. 2009). Sobald die
Myelinisierung initiiert wurde, wird sie Uber den Phosphatidylinositol-3-Kinase-Proteinkinase B-
Signaltransduktionsweg und den MAP-Kinase-Signalweg angetrieben (Flores et al. 2008; Goebbels
et al. 2010; Ishii et al. 2012). Neben bekannten Transkriptionsfaktoren wurden verschiedene
potentielle Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren oder Enhancer-Elemente in der 5 -Region
(Nave und Lemke 1991; Janz und Stoffel 1993; Berndt et al. 2001) und im Intron 1 des Mausgens
(Dobretsova et al. 2004; Tuason et al. 2008) nachgewiesen.

Ein weithin verbreiteter Transkriptionsfaktor, der in Oligodendrozyten exprimiert (Jung-Testas et
al. 1999) und pharmakologisch adressiert werden kann, ist der nukleére Progesteronrezeptor. Er ist
ein durch Liganden aktiviertes Zinkfingerprotein, das durch Progesteron aktiviert wird und durch
bestimmte synthetische Antagonisten inhibiert werden kann. Der nukledre Progesteronrezeptor ist
Teil der deutlich groReren Steroidrezeptor-Familie, die an palindromische Sequenzen, sogenannte
Response-Elemente in den Promotorregionen steroidresponsiver Gene bindet (Blaustein 2003).
Progesteron wird im Gehirn von Neuronen und Gliazellen synthetisiert (Baulieu und Schumacher

1997; Schumacher et al. 2004) und der Progesteronrezeptor wird durch Nervenzellen und Oligo-
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dendrozyten exprimiert (Labombarda et al. 2009; Jung-Testas et al. 1999; MacLusky und McEwen
1980; Lauber et al. 1991; Hagihara et al. 1992). Steroidresponsive Elemente inklusive Progesteron-
rezeptor-Bindungsstellen (Beato et al. 1989; Beato und Klug 2000; Sandelin und Wasserman 2005)
kénnen in der Promotorregion des PLP1-Gens vorhergesagt werden (Prukop et al. 2014). Zudem
steigern tagliche Injektionen von Progesteron die Expression von PLP1-mRNA im Nervus
ischiadicus der Ratte (Sereda et al. 2003). Im PNS ist der aktivierende Effekt von Progesteron auf
Schwannzelldifferenzierung und transkriptionelle Aktivierung von den Myelingenen Pmp22 und
Myelinprotein Null (PO, MPZ) bekannt (Martini et al. 2003; Schumacher et al. 2001). Der
Progesteronrezeptorantagonist Onapriston und das spater entwickelte Lonaprisan, inhibieren
spezifisch den Effekt von Progesteron bei der Aktivierung der Transkription (Fuhrmann et al.
2000). Allerdings gibt es keine Daten tiber die funktionelle Rolle des Progesteronrezeptors bei der
Plp1-Transkription.

Lonaprisan ist ein selektiver Progesteronantagonist und besitzt keine partiell agonistische Aktivitat
im Vergleich zu anderen Progesteronantagonisten (Afhuppe et al. 2010). Es besitzt ein glnstiges
Nebenwirkungsprofil, so dass eine tatsdchliche Anwendung bei Patienten realistisch ist (Jonat et al.
2013). Lonaprisan Uberwindet die Blut-Hirn-Schranke und flhrte in der zehntdgigen Dosis-
Findungs-Studie bei 125 mg/kg zu einer Reduktion der PLP1-Uberexpression von 1,8 um ca. 37
Prozent auf 1,5 (Prukop et al. 2014). Sogar nach einer zehnwdchigen Behandlung betrug die
relative PLP1-Uber-expression lediglich 1,6. Weil PLP1 im ZNS vor allem durch Oligoden-
drozyten exprimiert wird und PLP1-transgene Mause keine ektope PLP1- Expression zeigen
(Readhead et al. 1994), ist die Reduktion vor allem auf die Oligodendrozyten zuriickzufiihren.

Eine Quantifizierung des PLP-Proteins wurde nicht durchgefiihrt, da die PLP1-Dosis die Myelini-
sierung direkt beeinflusst (Readhead et al. 1994). Bei den transgenen Mausen ist das PLP-Protein
umso niedriger je hoher die PLP1-Dosis ist (Readhead et al. 1994). Histologisch wurde nach
Behandlung eine erhohte Anzahl erhaltener myelinisierter Axone im Rickenmark nachgewiesen.
Eine Messung von Proteinen wiirde deshalb wahrscheinlich eine im Verhéltnis erhdhte Expression
von Myelinproteinen und deshalb auch PLP-Protein ergeben und folglich zu einem paradoxen
Ergebnis fihren.

Unter der Gabe von Lonaprisan reduzierte sich die Zunahme der Koordinationsstérung im Grid
Test um circa 50%. In der Kklinischen Bewertungsskala (Clinical score) zeigte sich eine geringere
Beeintrachtigung. Analog hierzu reduzierte der Progesteronantagonist den Verlust myelinisierter
Axone, so dass circa 30% mehr myelinisierte Axone im Tractus corticospinalis erhalten blieben.
Hierbei korrelierten die Anzahl myeliniserter Axone mit der Leistung im Grid Test. Ein negativer
noch héherer Korrelationskoeffizient zeigte sich fir die Anzahl myelinisierter Axone in Vergleich
mit der PLP1-mRNA-Expression. Dies bestétigte die Beobachtungen von Anderson et al. (1998),
dass die Schwere der PMD Erkrankung in unserem Tiermodell eine Funktion des PLP1-
Expressionsniveaus ist. Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Regulation der

Transkription von PLP1. Sie unterstiitzen die Hypothese, dass eine \Verringerung der toxischen
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Uberexpression von PLP1 der Wirkmechanismus fiir den positiven Effekt von Lonaprisan sein
konnte.

Die Anzahl unmyelinisierter Axone jedoch blieb unverdndert. Auch die Dicke der Myelinscheide
zeigte sich nicht alteriert. Es kam zu keiner Veranderung der Anzahl von Myelinpathologien im
Sinne von Hyper- oder Hypomyelinisierung oder Schwellung der Myelinscheide (Dyer 2002;
Merrill und Scolding 1999).

Diese Beobachtungen zeigen analoge Ergebnisse wie sie bei einer Therapiestudie mit einem
Progesteronantagonisten bei einer Gendosis assoziierten Erkrankung des PNS, der CMTI1A,
gefunden wurden (Sereda et al. 2003; Meyer zu Horste et al. 2007). Die CMT1A wird durch eine
Duplikation des Gens fur das periphere Myelinprotein 22 (PMP22) ausgel6st und fiihrt zu einer
Demyelinisierung der Axone peripherer Nerven. Das PMP22 Protein ist als hydrophobes Protein
mit vier Transmembrandomanen strukturell sehr &hnlich dem PLP und ist Teil des Myelins von
Schwannzellen. Die Gabe des Progesteronantagonisten Onapriston verminderte die Uberexpression
von PMP22, reduzierte den axonalen Verlust und verbesserte den klinischen Phénotyp von einem
transgenen Tiermodell fiir die CMT1A, der CMT1A-Ratte. Analog zu der vorliegenden Arbeit
zeigte sich auch hier ein verminderter Verlust von Axonen, chne dass Onapriston einen Effekt auf
die Starke der Myelinscheide hatte. Die Schlussfolgerung hieraus war, dass der
Progesteronantagonist die toxische Uberexpression von Pmp22 soweit reduzierte, dass der
axosupportive Effekt der Schwannzellen, jedoch nicht die Myelinisierung beeinflusst wurden.
Inflammation im Sinne von Aktivierung von Mikroglia, Infiltration des ZNS durch Lymphozyten
und Astrogliose sind beschriebene Pathologien bei PMD-Mausen (Readhead et al. 1994; Anderson
et al. 1998; Anderson et al. 1999; Cerghet et al. 2001). Lonaprisan reduzierte signifikant die Anzahl
von Mikroglia, Lymphozyten und Astrozyten im Tractus corticospinalis. Dies konnte als Sekundér-
effekt ein Hinweis auf eine Abnahme von Pathologien und damit verminderter Krankheitsaktivitat
sein, da Méuse ohne funktionalen Progesteronrezeptor Zeichen einer aktivierten Entziindung
zeigten (Tait et al. 2008).

Aus Studien mit zu Funktionsverlust fuhrenden Mutationen des PLP1-Gens (Gruenenfelder et al.
2011; Klugmann et al. 1997) ist bekannt, dass diese zu axonalen Pathologien fiihren, ohne den
Aufbau der Myelinstruktur zu storen. Daher scheint die Aufgabe von PLP eher die Unterstiitzung
der axonalen Funktionen zu sein und nicht die Myelinisierung. Die Verminderung der Uber-
expression von PLP1 durch Lonaprisan ist somit ein Therapieansatz, der es den Oligodendrozyten
ermoglicht, die ummantelten Axone besser, am ehesten metabolisch, zu unterstitzen.

Es existieren bislang nur wenige Therapieansétze, bei denen eine Verringerung der Krankheits-
aktivitdt und eine positive Wirkung auf den Verlauf der Erkrankung erzielt worden sind. Eine
cholesterinreiche Diét, die die Akkumulation von PLP intrazelluldr reduziert und gleichzeitig den
Transport und die Aufnahme in die Myelinschicht erhoht, zeigte therapeutische Effekte (Saher et al.
2012). Hier wurde auf den weiteren Synthese- und Transportweg von PLP Einfluss genommen,

unter der Vorstellung, dass ein Missverhéltnis der einzelnen Bestandteile des Myelins zur Patho-
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genese beitragt.

Anderson et al. (1999) berichteten von einer abnormalen, intrazelluldaren \erteilung von
Myelinproteinen, vor allem PLP, MAG und Myelin/Oligodendrozytenspezifisches Protein
(MOSP) in homozygoten, PLP1-iberexprimierenden Méausen der Linie 66. Diese befinden sich vor
allem im Zellsoma anstatt in der Myelinmembran. Karim et al. (2007) machten die Beobachtung,
dass in PMD-M&usen der Linie 66 andere Myelinproteine in Abhéngigkeit von der PLP1-Gendosis
in reduzierter Menge synthetisiert werden. So sank mit steigender PLP1-Gendosis die mMRNA- und
die Proteinkonzentration der Myelinproteine MBP, CNP und MAG bei myelinisierenden
Oligodendrozyten. Kleinere Gendosen flihrten zu einer vorubergehenden Erhéhung des PLP-
Proteins im Zellsoma ohne die Proteinzusammensetzung und Struktur des Myelins zu beeinflussen.
Hypomyelinisierung und pathologische Alterationen in der intrazellularen Verteilung des PLP-
Proteins traten nur bei hoher PLP1 Gendosis auf. MAG Protein war hierbei nur bei Mausen, die
eine hohe Gendosis an PLP1 hatten, erniedrigt, wahrend MBP und CNP auch bei geringeren
Gendosen erniedrigt waren. Die Autoren berichten von einem transitorischen Effekt auf mRNA-
Ebene, der bei P60 nicht mehr messbar war. In der vorliegenden Arbeit bei PMD-Mausen der Linie
72 wurde eine Reduktion der MAG-mRNA bei P91 auf 46% festgestellt, die unter Lonaprisangabe
auf 58% der Expression der Wildtypen anstieg. MAG ist fir seine axoprotektive Rolle bekannt
(Yin et al. 1998; Lassmann et al. 1997; Weiss et al. 2000). Interessanterweise war fur das
Myelinprotein CNP keine Anderung auf mRNA-Ebene messbar, entegegen den Ergebnissen von
Jung-Testas und Baulieu (1998), die eine Steigerung der CNP-Expression unter Progesteron
feststellten. Dies spricht fur eine differenzielle Regulation der mRNA-Expression von Myelingenen
unter Lonaprisan. Ein direkter Effekt von Progesteron auf die Transkription von MAG wurde
zumindest unter bestimmten Bedingungen wie traumatischer ZNS-Schadigung beschrieben (Tyagi
et al., 2014). Es konnte sich daher anstatt um ein Epiphdnomen, eher um einen direkten Effekt des
PA handeln.

Elitt et al. (2020) zeigten bei Mausen mit einer PLP1-Punktmutation, dass sowohl auf zellularer
Ebene als auch in vivo eine Suppression der PLP1-mRNA-Expression mittels CRISPR/Cas-
Methode (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-Endonuklease Cas9) oder
eine massive Reduktion der PLP1-mRNA-Translation mit Antisense oligonucleotides (ASOs)
gelingen kann. Dies flihrte zu einer Verbesserung des Phanotyps und einer erheblich

langeren Lebensspanne.

4.2 Curcumin verlangsamt den Progress der PMD im

Mausmodell

Curcumin ist im Vergleich zu Lonaprisan ein Stoff, der im PMD-Modell eher unspezifisch wirkte.

Es hatte keinen Effekt auf die Expression von PLP1-mRNA. Hier wurden keine Rezeptoren direkt
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angesprochen, sondern die Expression bestimmter Gene, am ehesten der Signalwege fur oxidativen
Stress, Zellzykluskontrolle und Pentosephosphat, in Neuroglia induziert (Panchal et al. 2008).
Curcumin verbesserte die Bewegungskoordination der transgenen Mause im Vergleich zur Placebo-
Gruppe gemessen mit dem Grid Test. Im Tractus corticospinalis waren am Endpunkt der Studie
mehr myelinisierte Axone erhalten. Als wichtige Kontrolle zeigte sich, dass trotz bekannter
Anfalligkeiten von Ph&notyp-Untersuchungen, die Anzahl myelinisierter Axone direkt mit dem
Koordinationsvermdgen der Tiere Kkorrelierte. Die Anzahl pathologisch unmyelinisierter Axone
blieb hingegen unverandert. Die Dicke der Myelinscheide wurde von Curcumin nicht beeinflusst.
Der verminderte Untergang myelinisierter Axone und nicht die Beschaffenheit des Myelins war am
ehesten fir die Verbesserung der Koordinationsdefizite der PMD-M&use verantwortlich. Hier zeigte
sich erneut, dass die Funktion des Oligodendrozyten Axone zu erhalten, am ehesten getrennt ist von
der Fahigkeit Myelin korrekt zu bilden.

Die Gabe von Curcumin verminderte auch die bekannte inflammatorische Reaktion und Narben-
bildung in der weiflen Substanz, ndmlich die Aktivierung von Mikroglia, die Lymphozyten-
infitration und die Astrogliose. Curcumin ist fur seine antiinflammatorische Wirkung durch Beein-
flussung des Arachidonsduremetabolismus unter anderem durch Hemmung der Cyclooxygenase 2
(Plummer et al. 1999; Hong et al. 2004) bekannt. Unklar ist jedoch, ob es sich hierbei um eine
direkte Wirkung von Curcumin auf Entziindungszellen und -Faktoren handelt oder diese Beobach-
tung das Resultat einer insgesamt weniger starken Inflammation ist, da mehr Gewebe erhalten
blieb. Da auch unter der Behandlung mit Lonaprisan oder durch cholesterinreiche Erndhrung
(Saher et al. 2012), die keine direkte immunmodulatorische Wirkung haben, eine &hnliche
Abnahme von inflammatorischer Aktivitat festgestellt wurde, ist am ehesten von einem
Sekundareffekt auszugehen.

Oligodendrozyten versorgen Axone mit Energiesubstraten. Sie kdnnen dazu abhé&ngig von der
Aktivitat des Axons (iber eigene NMDA- Rezeptoren die Glycolyse steigern, um Laktat zu generie-
ren, welches sie den Axonen zur Verfligung stellen, um auf diese Weise den axonalen Ernergie-
stoffwechsel zu unterstiitzen (Saab et al. 2016). Anderson et al. (1999) postulierten einen
. metabolischen  Burnout bei PLP1-Uberepression als Folge der konstant erhohten
Syntheseleistung und damit metabolischen Aktivitat der Oligodendrozyten bei der PMD. Oligoden-
drozyten miissen zum Zeitpunkt der Myelinisierung massiv Myelinmembranen herstellen (Garbern
2007) und gleichzeitig aktivitdtsabh&ngig Energiesubstrate dem Axon zur Verfligung stellen. Diese
Fahigkeit konnte in der PMD-Situation verringert sein und gerade in den langen und aktiven
Axonen, die vermehrt Energiesubstrate bendtigen, zu metabolischer Unterversorgung fiihren.
Demnach konnte abgesehen von der Dysmyelinisierung die ,,metabolische Uberforderung® des
Oligodendrozyten zur oxidativen Imbalance fuhren. Gleichzeitig kdnnte auf diese Weise nicht nur
eine Storung der saltatorischen Erregungsleitung, sondern ein Energiedefizit fir die Stoérung der
neuronalen Aktivitdt sein und schliellich auch zur Apoptose von Axonen fiihren. Ruiz et al. (2018)

zeigten den Zusammenhang zwischen metabolischer Homdostase und Fehlfunktionen in
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Redoxsystemen der Mitochondrien bei der PMD auf.

Die Curcumingabe zeigte bereits bei Mausen mit einer PLP1-Punktmutation eine Verlangerung der
Lebenszeit um 25% und eine geringere Anzahl an apoptotischen Oligodendrozyten (Yu et al. 2012).
Jedoch konnte kein molekularer Mechanismus, insbesondere keine Auswirkung auf die bei der
Punktmutation als pathogenetisch ursachliche Akkumulation von fehlgebildetem PLP im endoplas-
matischen Retikulum festgestellt werden. Dies lasst auch hier den Schluss auf eine eher allgemeine
Wirkung als Antioxidans zu.

Curcumin wurde aufgrund seiner verschiedenen, potentiell pharmakologischen Eigenschaften in
einer Fulle von humanen Studien bereits eingesetzt und zeigte sich in einem weiten Dosisbereich
als gut vertraglich (Sharma et al. 2005). Deshalb ist ein Einsatz bei der humanen PMD denkbar,
dem steht jedoch eine geringe systemische Bioverfugbarkeit bei oraler Einnahme gegentber
(Sharma et al. 2007).

Unter Curcumingabe kam es zu einer verringerten Gewichtszunahme einzelner Tiere im Vergleich
zu Placebo (Abb. 16). Um auszuschlieBen, dass Hungern oder Gewichtsabnahme den Verlauf der
Erkrankung moglicherweise positiv beeinflussen, wurden die leichteren Tiere der Curcumingruppe
mit den schwereren verglichen. Es zeigte sich kein Unterschied in der Bewegungskoordination im
Grid Test (Abb. 17), so dass diese Abweichung am ehesten keine Stérvariable fiir die Untersuchung
darstellt.

4.3 Ausblick

Derzeit sind mehrere Therapiestudien bei PMD-Mausen verdffentlicht (Prukop et al. 2014; Saher et
al. 2012; Epplen et al. 2015), die ihren Angriffspunkt an jeweils unterschiedliche Zielstrukturen
haben und deshalb unterschiedliche Stoffwechselprozesse im Oligodendrozyten beeinflussen.
Zudem fihrt jede Therapie fur sich nur zu einer Verlangsamung des Fortschreitens der Erkrankung.
Aus diesem Grunde erscheint eine Kombination der einzelnen Therapieansatze sinnvoll, um ein
besseres Ergebnis fiir die Patienten und einen moglichen additiven oder potenzierenden Effekt zu
erzielen.

Fur die Kombinationsbehandlung von Curcumin und Lonaprisan konnten jedoch ebensolche
positiven Effekte nicht gezeigt werden. Hierfiir konnte eine Interaktion beim hepatischen
Metabolismus verantwortlich sein: Curcumin induziert das Cytochrom P450 3A4 (Cyp3A4) (Hsieh
et al. 2014). Lonaprisan wird maRgeblich von Cyp3A4 abgebaut, da die Behandlung mit Cyp3A4-
Inhibitoren ein Ausschlusskriterium fur eine Behandlung mit Lonaprisan ist (ClinicalTrials.gov), so
dass bei gleichzeitiger Gabe Lonaprisan schneller abgebaut wird und wahrscheinlich keinen
ausreichenden Wirkspiegel aufbauen kann.

In Microarray-Untersuchungen (Prukop et al. 2014), die nicht Teil dieser Arbeit sind, wurde nach
Lonaprisanbehandlung eine verringerte C-Jun- Expression festgestellt. Immunhistochemisch zeigen

sich bei der PMD viele proliferierende Zellen, wie mit dem Proliferationsmarker Ki67 demonstriert
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wurde (Prukop et al. 2014). Durch Lonaprisangabe verringerte sich die Anzahl proliferiender
Zellen auf Wildtyp-Niveau. C-Jun-Expression ist ein Charakteristikum fir undifferenzierte
Oligodendrozyten (Schreiner et al. 2015; Vardimon et al. 1999; Santra et al. 2016). Durch Runter-
regulation der PLP1-Expression durch Lonaprisan kénnte die verminderte Expression von C-Jun
ein MaR fir die vermehrte Differenzierung von Oligodendrozyten sein. Die Differenzierung
schlieRt bei Oligodendrozyten auch Myelinisierung mit ein. Ob C-Jun bei Oligodendrozyten aber
wie bei Schwannzellen als negativer Regulator der Myelinisierung (Parkinson et al. 2008; Salzer
2008) wirken kann, ist bisher nicht bekannt.

Weitere Experimente, die nicht Teil dieser Arbeit sind, zeigten, dass bei PMD-Mé&usen ein
oxidatives Ungleichgewicht herrscht, da erhdhte Gluthationkonzentrationen in der weifl3en Substanz
festgestellt wurden (Epplen et al. 2015). Diese Imbalance konnte durch die Gabe von Curcumin als
Antioxidans ausgeglichen werden. Welche molekularen Mechanismen jedoch hierflr verantwort-
lich sind, ist weiter unklar.

Bei der Maus ist die Myelinisierung im Alter von 60 Tagen abgeschlossen, im Alter von 21 Tagen
hat sie bereits den Zenit erreicht. Oligodendrozyten-Vorlaufer-Zellen machen ca. 5-10% aller Glia
des adulten Gehirns aus (Trotter et al. 2010). Bei der vorliegenden Arbeit wurde mit der Behand-
lung im Alter von 21 Tagen begonnen, einem Alter, in dem verschiedene Pathologien bereits
vorhanden sind (Readhead et al. 1994; Anderson et al. 1998). Um den therapeutischen Effekt zu
vergroiern, ware die Gabe von Lonaprisan und Curcumin zu einem friiheren Zeitpunkt moéglicher-
weise mit einem Effekt auf die Dysmyelinisierung zu untersuchen.

Um die moégliche Anwendung beim Menschen vorzubereiten, wére eine intrathekale Applikation
von Lonaprisan im Mausmodell in einer Kurzzeitstudie denkbar. Hiermit kénnte die eingesetzte
Menge an Lonaprisan reduziert und die systemischen Nebenwirkungen deutlich verringert werden.
Problematisch bei der Gabe von Progesteronantagonisten an PMD-Patienten kénnte das maégliche
Herabsenken der Krampfschwelle sein (Shiono et al. 2019), eine unerwinschte Arzneimittel-
wirkung, die durch intrathekale Gabe jedoch nicht verhindert werden kann.

Die intrathekale Gabe von Antisense oligonucleotides wie sie bei Mausen mit einer PLP1-
Punktmutation erfolgreich angewendet wurde (Elitt et al. 2020), konnte auch bei PLP1-
Uberexpression untersucht werden. Gerade aufgrund der massiven Reduktion der PLP1-
MRNA-Expression, verglichen mit der vorliegenden Studie, kénnte der therapeutische

Effekt entsprechend grof3er sein.
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5. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von zwei potentiell protektiven Substanzen,
Lonaprisan und Curcumin, auf ein Mausmodell fur die Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (PMD)
untersucht. Die PMD ist eine hereditare Leukodystrophie, fir die es derzeit keine kausale Therapie
gibt. Die PMD wird X-chromosomal meist durch eine Duplikation des PLP1-Gens vererbt
(Mimault et al. 1999), was zu einer toxischen mRNA-Uberexpression des PLP1-Gens fiihrt, in
dessen Folge Oligodendrozyten nicht mehr in der Lage sind, ausreichend funktionsfahiges Myelin
zu bilden. Oligodendrozyten bilden mit den ummantelten Axonen nicht nur eine funktionelle
Einheit, sie unterstiitzen diese auch unter anderem metabolisch, weswegen bei der PMD auch eine
axonale Degeneration erfolgt. Dies fiihrt bei den betroffenen Patienten zu kognitiver Einschrén-
kung, epileptischen Anféllen, Ataxie, Dystonie, Nystagmus und vorzeitigem Tod. Das Mausmodell
der PMD nach Readhead et al. (1994) ahmt den Verlauf der menschlichen PMD sehr gut nach. Es
enthalt zusatzliche Kopien des gesamten PLP1-Gens der Maus inklusive der 3,5 kb der 5°-
regulatorischen Region, welche zu einer toxischen Uberexpression des PLP1-Gens auf mRNA-
Ebene mit dem Faktor von circa 1,8 in Hirngewebe von homozygoten Tieren der Linie 72 fuhren.
Durch téagliche, subkutane Injektionen von Lonaprisan Uber 10 Wochen konnte die toxische
Uberexpression von PLP1-mRNA um 15% gesenkt werden. Die Motorik der mit Lonaprisan
behandelten Tiere, gemessen mit dem Grid Test, verbesserte sich verglichen mit den Placebo-Kon-
trollen, erreichte jedoch nicht Wildtyp-Niveau. Ebenso demonstrierte die klinische Bewertungs-
skala, dass die Mause nach Lonaprisangabe weniger stark betroffen waren. Lonaprisan konservierte
den Erhalt myelinisierter Axone im Tractus corticospinalis, wie die quantitative, elektronenmikros-
kopische Analyse ergab, ohne die Myelindicke zu beeinflussen. Immunhistochemisch untersuchte
Kennzeichen der Pathologie der PMD wurden durch Lonaprisan verbessert: Die Immunantwort
war abgeschwacht aufgrund der reduzierten Anzahl an Mikroglia und T-Lymphozyten. Zudem war
die Astrogliose weniger stark ausgepragt und die Anzahl an Oligodendrozyten nahm im Vergleich
zu Placebo zu. Die Ergebnisse der PLP1-mRNA-Expression, des Grid Testverfahrens und der
myelinisierten Axone im Tractus corticospinalis korrelierten miteinander signifikant, was die
Hypothese tber den Wirkmechanismus von Lonaprisan stutzt.

Bei der Gabe von Curcumin hingegen ergab sich keine Korrelation der Expressionsdaten mit dem
Phanotyp oder der elektronenmikroskopischen Auswertung. Die Wirkung von Curcumin ist eher
mit einer Reduktion der anfallenden Radikale bei metabolischer Uberforderung der
Oligodendrozyten bei der PMD zu erklaren. Die tagliche Gabe von Curcumin lber 10 Wochen
reduzierte die Ataxie gemessen mit dem Grid Test im Vergleich zu Placebo. Curcumin fiihrte zu
einem signifikanten Erhalt myelinisierter Axone im Tractus corticospinalis des Rickenmarks. Die
Astrogliose, gemessen durch GFAP-positive Zellen, wurde durch Curcumin ebenso wie die
Inflammation, analysiert durch CD3 und MAC3-Féarbung, gemindert. Olig-2-positive Zellen

zeigten sich durch Curcuminfiitterung vermehrt im Vergleich zu Placebo.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass sowohl Lonaprisan als auch Curcumin

vielversprechende Ansétze zur Behandlung der PMD bieten.
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