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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Nervensystem von Lebewesen ist ein komplexes Organ, dass zur Reizwahrnehmung,
Weiterleitung und Verarbeitung dient. Es besteht aus untereinander vernetzten Nervenzellen
und Gliazellen. Wihrend in primitiveren Lebensformen wie Nesseltieren oder Fadenwiir-
mern homogene Nervennetze oder strangférmige Nervensysteme bestehen, kommt es bei
héheren Lebensformen zu einer zunehmenden Spezialisierung von bestimmten Nervenzel-
len mit Ausbildung iibergeordneter Zentren. GliederfiiBer bilden z. B. bereits ein metameres
(strickleiterartiges) Nervensystem mit Cerebralganglien als zentrale Steuereinheiten. Mit der
Evolution fand eine zunehmende Cephalisation mit Ausbildung eines Gehirns statt. Bei ho-
her entwickelten Lebensformen wie den Kopffufiern kommt es zu einer Trennung in zen-
trales Nervensystem, bestehend aus Gehirn und Rickenmark, und peripheres Nervensystem,
wobei eine starre Trennung nach topographischer Lage nicht immer sinnvoll ist. So haben
die motorischen Neurone ihr Soma im Riickenmark, thre Axone ziehen jedoch in die Peri-
pherie und gehéren damit zum peripheren Nervensystem. Umgekehrt haben die sensiblen
Neurone ihr Soma im peripheren Nervensystem, ihre Axone bilden unter anderem die Vor-
der- und Seitenstrangbahnen des Riickenmarks und gehéren damit zum zentralen Nerven-
system. Histologisch teilt sich das Nervensystem in Nervenzellen, die Neurone, sowie in die
Gliazellen. Die Neurone bilden die funktionellen Einheiten des Nervensystems. Sie bestehen
aus einem Zellkérper, dem Soma sowie Nervenzellfortsitzen. Im Soma finden fast alle wich-
tigen Stoffwechselprozesse statt. Stoffwechselprodukte werden aus dem Soma in die Ner-
venzellfortsitze transportiert. Die Nervenzellfortsitze lassen sich in das Axon sowie in
Dendriten aufteilen. Dabei kann jedes Neuron mehrere Dendriten, jedoch nur ein Axon be-
sitzen. Die Dendriten dienen dabei als Afferenz, nehmen also Signale auf oder wirken mo-
dulierend, die Axone bilden die Efferenz und dienen damit der Reizweiterleitung. An threm
Ende befinden sich die synaptischen Endknépfe, die zusammen mit der Zellmembran der
nachfolgenden Zelle die Synapse, den Ort der Signaltbertragung, bilden (Trepel 2004). Die
axonalen Fortsitze einer Nervenzelle werden vom Nervenzellkérper bis hin zur Synapse von
Gliazellen eingehtllt. Wihrend kleine Axone nur von dem glialen Zytoplasma sowie der Zell-
membran umgeben sind, bildet sich um gréflere Axone eine so genannte Myelinscheide.
Hierbei handelt es sich um eine mehrschichtige Membranhiille, die ebenfalls von Gliazellen
gebildet wird. Diese Gliazellen sind im zentralen Nervensystem die Oligodendrozyten, im
peripheren Nervensystem wird diese Aufgabe von den Schwannzellen iibernommen. Die
Myelinscheide ist zum einen die Grundlage der schnellen saltatorischen Erregungsleitung in
myelinisierten Nerven, zum anderen trigt die Myelinscheide zur Beibehaltung der axonalen
Integritit bei und induziert iiber Signale der myelinisierenden Gliazellen z. B. die Verteilung
von lonenkanilen in der Zellwand des Axons (Schafer und Rasband 2000).
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1.1  Myelinisierung im peripheren Nervensystem

Myelin ist eine spezialisierte Zellmembran, die von den myelinisierenden Gliazellen, im pe-
ripheren Nervensystem den Schwannzellen, produziert wird. Wihrend der Entwicklung des
peripheren Nervensystems bilden sich aus Zellen der Neuralleiste Schwannzell-Vorldufer-
zellen, die sich wiederrum zu unreifen Schwannzellen entwickeln (Jessen und Mirsky 2005).
Abhingig vom Durchmesser des Axons, mit dem die unreife Schwannzelle assoziiert ist, und
der damit verbundenen Menge an axonal prisentiertem Neuregulin 1 Typ IIT (Nrgl Typ III),
werden Schwannzellen, die ein groles Axon umhiillen (Axone >1 pum), zu myelinisierenden
Schwannzellen, wiahrend Schwannzellen die mehrere Axone <1 pm Durchmesser in soge-
nannten Remak-Biindeln umgeben, in einem nicht-myelinisierenden Stadium verbleiben
(Taveggia et al. 2005). Im Rahmen des sogenannten radial sorting gehen die myelinisierenden
Schwannzellen ein 1:1 Verhiltnis mit den Axonen des peripheren Nervensystems ein. Diese
Schwannzellen erhalten unter Ausbildung einer Basalmembran sowie in der Interaktion mit
dem Axon eine radiale und longitudinale Polaritit, die fiir den Beginn der Myelinisierung
essentiell ist (Salzer 2003; Simons und Trotter 2007). Die Schwannzellen produzieren gro3e
Mengen von spezifischen Myelinproteinen wie basisches Myelinprotein (MBP), Myelinpro-
tein 0 (MPZ) und peripheres Myelinprotein 22 kDa (PMP22) sowie von Phospholipiden,
Glycosphingolipiden und Cholesterol die mit 70 % einen hohen Teil der Myelinmasse aus-
machen. Myelinproteine und Lipide werden an die Zelloberfliche transportiert, interagieren
in einer einzigartigen Weise miteinander und werden in die Zellmembran eingebaut. Bunge
et al. konnten bereits 1989 zeigen, dass es zu einem Wachstum des inneren axonnahen
Schwannzell-Fortsatz kommt, der das Axon spiralférmig umgibt. Dabei wird die Zellmemb-
ran viele Male um das Axon gewickelt und bildet so die Myelinscheide (Simons und Trotter
2007).

1.2 Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung (CMT)

Neuropathien sind eine uneinheitliche Gruppe von Erkrankungen des peripheren Nerven-
systems. Diese kénnen entweder an einem einzelnen Nerven (Mononeuropathie) oder an
mehreren Nerven (Polyneuropathie) auftreten. Klinisch kénnen sich periphere Neuropa-
thien durch Sensibilititsstérungen und Stérungen der Motorik sowie Beeintrichtigung der
Muskeleigenreflexe dullern. Neurographisch zeigen sich eine Einschrinkung der Nervenleit-
geschwindigkeit (NLG) oder der Muskelsummenaktionspotentiale (MSAP). Die peripheren
Neuropathien koénnen in Axonopathien, das heil3t Schidigungen des Axons bei erhaltener
Nervenscheide und Myelinopathien, Stérungen der Myelinscheide bei zunichst erhaltenem
Axon, unterschieden werden. Neben der Einteilung nach Lokalisation der Schidigung ist
auch eine Einteilung nach der Atiologie der Schidigung méglich. So kénnen die peripheren
Neuropathien nach ihrer Ursache in primire und sekundire Neuropathien eingeteilt werden.
Wihrend die primaren Neuropathien in der Regel genetisch bedingt sind, kénnen die sekun-

diren Neuropathien eine grof3e Zahl an Ursachen haben. Die haufigsten Grinde fiir eine
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sekundare Neuropathie sind metabolische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, neuroto-
xische Substanzen wie Ethanol, zyklische Kohlenwasserstoffe oder Chemotherapeutika so-

wie autoimmunologische Erkrankungen wie das Guillain-Barré-Syndrom.

Die Charcot-Marie-Tooth (CMT)-Erkrankungen oder hereditire motorisch sensible Neuro-
pathie (HMSN) ist ein Oberbegriff fiir eine genetisch und klinisch heterogene Gruppe erb-
lich bedingter Neuropathien. Mit einer Inzidenz von 1:2500 (Skre 1974; Krajewski et al.
2000) ist sie die haufigste genetisch bedingte Erkrankung des peripheren Nervensystems.
Das Krankheitsbild wurde nach den Erstbeschreibern im Jahr 1886, dem franzdsischen Pa-
thologen Jean-Martin Charcot und dem Neurologen Pierre Marie, sowie dem britischen Neu-
rologen Howard Henry Tooth benannt. CMT kann nach dem betroffenen Gen in

verschiedene Typen und Untertypen eingeteilt werden (Lupski et al. 2010).

Tabelle 1: Einteilung der CMT nach Lupski et al. (2010)

Typ Name

CMT/HMSN1 demyelinisierende Form

CMT/HMSN2 axonale Form

CMT/HMSN3 Déjerine-Sottas-Syndrom

CMT/HMSN4 Morbus Refsum

CMT/HMSN5 spastische Paraplegie mit Amyotrophie

CMT/HMSNG hereditire motorisch sensible Neuropathie mit optischer Atrophie
CMT/HMSN7 hereditire motorisch sensible Neuropathie mit Retinitis pigmentosa

Klassifikation der wichtigsten demyelinisierenden, hereditiren Neuropathien. Abktrzungen: CMT Charcot-
Marie-Tooth-Erkrankung. HMSN Hereditire motorisch sensible Neuropathie. Modifiziert nach Lupski et al.
(2010).
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Die CMT/HSMNI1 lisst sich weiterhin einteilen:

Tabelle 2: Unterteilung der CMT/HSMN1 modifiziert nach Suter und Scherer (2003)

Name Merkmal Gen Lokus

CMT1A  hiufigste Form der CMT, symmetri- PMP22-Duplikation 17p11.2-12
sche, distal betonte Muskelatrophie

CMT1B  idhnliche Symptomatik wie bei der MPZ/P0 1922
CMT1A

CMT1C  idhnliche Symptomatik wie bei der LITAF 16p13.3-p12
CMT1A

CMT1D  idhnlich wie CMT1A jedoch breite klini- EGR2 10g21.1-q22.1
sche Ausprigung

HNPP Rezidivierende Drucklihmungen, histo- PMP22-Deletion 17p11.2

logisch Ausbildung von Tomaculae

Untertypen der CMT1. Die CMT1A ist mit ca. 50-60 % aller CMT-Formen die hereditire Neuropathie mit
der groBten klinischen Relevanz (Schenone et al. 2011). Abkutrzungen: HNPP hereditary nenropathy with liability
to pressure palsies; PMP22 peripheral myelin protein 22; MPZ/ PO myelin protein zero; LITAF lipapolysaccharide-induced
tumor necrosis factor-ot, EGR2 early growth response protein 2. Tabelle modifiziert nach Suter und Scherer (2003)

1.2.1 Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1A (CMT1A)

Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1A (CMT1A) ist die haufigste Unterform der
hereditiren Neuropathien. Synonym wird im klinischen Kontext auch der Begriff hereditire
motorische sensible Neuropathie 1A (HMNS1A) verwendet (Schenone et al. 2011). Sie wird
durch eine Duplikation des Gens fiir das periphere Myelinprotein 22 kDa (PMP22) auf Chro-
mosom 17p11.2-12 (Lupski et al. 1991) verursacht und unterliegt einem autosomal domi-
nanten Erbgang, kann jedoch auch durch ein ungleiches Crossing-over neu entstehen (Palau
et al. 1993; Patzko6 und Shy 2011). Die Erkrankung wird in der Regel im jungen Erwachse-
nenalter diagnostiziert. In vielen Fillen haben Patienten jedoch anamnestisch bereits linger
Beschwerden wie mangelnde Leistungsfihigkeit beim Laufen. Die Auspriagung der Erkran-
kung sowie das Alter des Patienten beim Auftreten der ersten Krankheitssymptome sind sehr
variabel. Die Ursache hierfur ist bisher noch nicht abschlieBend geklart. Diskutiert werden
hier unter anderem epigenetische Faktoren (Pareyson und Marchesi 2009; Reilly et al. 2011).
Klinisch zeichnet sich die CMT1A-Erkrankung insbesondere durch eine symmetrische, distal
betonte Muskelschwiche mit einer Betonung der unteren Extremitit aus (Birouk et al.
1997b). Durch die neurogene Muskelatrophie kommt es im langsam progredienten Verlauf
der Erkrankung zu einer Hohlful3- und Krallenzehenausbildung mit einem charakteristi-
schem Steppergang (Dyck et al. 1993). Hinzu kommen sensible Defizite wie mangelnde

Propriozeption oder gestorte Schmerzwahrnehmung. Das Zusammenspiel aus motorischer
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Schwiche und verminderter Propriozeption kann bis zur Bindung an den Rollstuhl fiihren.
Eine Minderung der Lebenserwartung ist tiblicherweise mit der Erkrankung nicht verbun-
den. Elektrophysiologisch zeigt sich in der Regel eine Minderung der NLG < 40 m/s sowie
ein reduziertes MSAP. Histologisch zeigt sich in peripheren Nerven das Bild einer segmen-
talen Demyelinisierung mit axonalem Verlust. Auf3erdem lassen sich so genannte onion-bulb-
Formationen als Zeichen einer gleichzeitig ablaufenden De- und Remyelinisierung nachwei-
sen (Gabreéls-Festen und Wetering 1999). Die Elektrophysiologie und die histologische Un-
tersuchung an Nervenbiopsien aus dem Suralisnerv waren lange Zeit der Goldstandard zur
Diagnostik einer CMT-Erkrankung. Dies wurde in den vergangenen Jahren durch den gene-
tischen Nachweis der PMP22-Duplikation erganzt (Slater et al. 2004).

Der genaue Pathomechanismus von der Duplikation des PMP22-Gens zum Phanotyp der
CMT1A ist noch nicht abschlieBend geklirt. Die Wichtigkeit der genauen Gendosis wird
durch die Tatsache bestirkt, dass das Fehlen einer Kopie des Gens zu einer milderen Form
der CMT, der hereditiren Neuropathie mit Neigung zu Drucklihmungen (HNPP) fihrt.
Mutationen mit mehr als drei Kopien fithren wiederum zur Ausbildung eines sehr schweren
Phinotyps. In-vitro-Experimente haben gezeigt, dass eine erhohte PMP22-Gendosis in
Schwannzellen zu einer geringeren Proliferationsrate und zu einem spiteren Fintritt in die
S-Phase der Mitose fithrt. Dies zeigt, dass PMPZ22 eine Rolle im Zellzyklus und Zellwachstum
spielt (Zoidl et al. 1995). Neuere Studien zeigen zudem, dass Schwannzellen in Pmp22-trans-
genen Ratten einen Differenzierungsdefekt und eine Imbalance im PI3K-AKT und MAPK-
ERK-Signalweg aufweisen (Fledrich et al. 2014). Andere Autoren beschreiben einen Zusam-
menhang zwischen der PMP22-Uberexpression und einer abnormal hohen Konzentration
von intrazellulirem Ca** durch eine Uberexpression des P2X-Kalziumkanals in Schwannzel-
len (Nobbio et al. 2009).

1.2.2 Peripheres Myelinpotein 22 (PMP22)

PMP22 wurde erstmalig aus Maus-Fibroblasten als growth arrest specific gene 3 (G.AS3) isoliert
(Schneider et al. 1988). Nachfolgend wurde das Gen SR73 in Rattennerven identifiziert. Die-
ses zeigte sich homolog zu dem vorher isolierten G453 (Manfioletti et al. 1990). Im weiteren
Vetlauf erkannte man, dass das Protein GAS3/SR13 in kompaktem Myelin lokalisiert ist und
ein Molekulargewicht von 22 kDa aufweist (Snipes et al. 1992). Es wurde daher in peripheres
Myelinprotein 22 (PMP22) umbenannt. PMP22 ist ein hydrophobes Protein, das vom
PMP22-Gen enkodiert wird. Das Protein enthilt vier Transmembrandominen, zwei extra-
zellulire Schleifen und eine intrazellulire Schleife. Es macht etwa 3 — 5 % der Gesamtmasse
des Proteins im peripheren Myelin aus und ist im kompakten Myelin lokalisiert (Suter und
Scherer 2003). PMP22 wird im peripheren Nervensystem von Myelin-bildenden Schwann-
zellen exprimiert (Snipes et al. 1992). Wihrend der Embryogenese gibt es auch eine transiente
Expression in anderen Geweben. So wurde PMP22-Expression unter anderem in Neuronen
der dorsalen Hinterwurzelganglien, dem Hirnstamm, Cortex und dem Ruckenmark

(Parmantier et al. 1995; Taylor et al. 1995) sowie in Geweben aullerhalb des Nervensystems



Einleitung 6

(Baechner et al. 1995) nachgewiesen. Beim Menschen befindet sich das Gen auf dem Chro-
mosom 17p11.2 (15,13 — 15,17 Mb) und umfasst etwa 40 kb. Es besteht aus sechs Exons
und ist zwischen den verschiedenen Spezies hoch konserviert (Patel et al. 1992; Jetten und
Suter 2000). Das erste Exon umfasst zwei verschiedene Transkripte (Exon 1a und Exon 1b),
die sich nicht in ihrer codierenden Sequenz, sondern nur in ihrem untranslatierten 5' Ende
unterscheiden (Suter und Patel 1994). Die codierende Region von PMP22 umfasst die Exons
2 bis 5. In vitro wurde gezeigt, dass PMP22 zunichst als 18 kDa Vorlduferprotein syntheti-
siert und, wie andere Membranproteine auch, vortibergehend im endoplasmatischen Retiku-
lum und Golgi-Apparat verbleibt, dort posttranslational durch N-Glykosylierung zu einem
22 kDa Protein modifiziert wird und erst danach die Zellmembran erreicht (Pareck et al.
1993). PMP22 scheint eine mal3gebliche Rolle in der Bildung und Aufrechterhaltung des
kompakten Myelins zu haben. Zum aktuellen Zeitpunkt ist die Funktion von PMP22 noch
nicht vollstindig verstanden (Watila und Balarabe 2015).

1.2.3 Tiermodelle der CMT

Die Entwicklung neuer Behandlungsmethoden und die Untersuchung von Krankheitsursa-
chen sind aufwendige und kostenintensive Prozesse. Aus praktischen und ékonomischen,

aber auch aus ethischen Griinden ist eine Untersuchung am Menschen héufig nicht moglich.

Transgene Tiermodelle hereditirer Erkrankungen kénnen den Verlauf von Erkrankungen
des Menschen widerspiegeln. In der medizinischen und grundlagenwissenschaftlichen For-
schung dienen sie als Werkzeug zur Untersuchung von Pathomechanismen menschlicher
Erkrankungen und kénnen helfen die Wirksamkeit und Sicherheit neuer Therapien zu tber-
prifen. Fur die verschiedenen Subtypen der CMT gibt es sowohl natiirliche Mutanten, wie
auch kuinstlich erzeugte transgene Tiere (Sereda und Nave 2006; Fledrich et al. 2012b). Ein
Austausch von Leucin 16 mit Prolin in der ersten Transmembrandomine von Pmp22 verur-
sacht bei der natiirlichen Trembler-J-Mausmutante eine periphere Neuropathie und im Men-
schen die schwere Neuropathie Déjerine-Sottas-Syndrom (Jetten und Suter 2000). Daneben
wurden Pmp22-tberexprimierende Miuse- (Huxley et al. 1996; Magyar et al. 1996; Huxley et
al. 1998) und Rattenlinien generiert (Sereda et al. 1996). Die Pmp22-transgene Ratte trigt ein
43 kb grofies Restriktionsfragment, dass das gesamte Pmp22-Transkript enthilt und aus einer
genomischen Maus-Cosmid-Bibliothek kloniert wurde. Southern-Blot-Analysen ergaben,
dass das Pmp22-Transgen aus drei Kopien besteht (Sereda et al. 1996). In verschiedenen
Tiermodellen der CMT1A mit unterschiedlich starker Pmp22-Uberexpression wurde eine
Korrelation zwischen der Schwere der manifesten Erkrankung und der Anzahl ins Genom
integrierter Transgen-Kopien dargestellt (Huxley et al. 1998). Eine stark erhohte Gendosis
(16 — 30 Transgen-Kopien) fihrten in einer transgenen Maus zu einem vollstindigen Fehlen
der Myelinscheiden (Magyar et al. 1996). Auch in homozygot Pmp22-transgenen Ratten sind
die Schwannzellen von Geburt an nicht in der Lage, Myelin zu bilden (Niemann et al. 2000).
Expressionsstudien in heterozygoten transgenen Ratten zeigen eine mifige Uberexpression

von Pmp22 von etwa 1,6 gegentiber den Wildtyp-Tieren (Sereda et al. 2003). Insbesondere
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tir die Pmp22-iberexprimierende Ratte konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass sie
den Krankheitsverlauf der CMT1A im Menschen gut widerspiegelt. Diese Tiere entwickeln
eine Muskelschwiche und eine Gangstérung. Elektrophysiologisch sind die NLG sowie die
Muskelsummenaktionspotentiale reduziert. Histologisch lisst sich eine Demyelinisierung mit
sekundirem axonalen Verlust und Ausbildung von onion-bulb-Formationen zeigen (Sereda et
al. 1996; Niemann et al. 1999; Sereda und Nave 20006; Fledrich et al. 2019). Im Jahr 2012
konnte zudem gezeigt werden, dass die Pmp22-transgene Ratte die aus dem Menschen be-
kannte Variabilitit in der Auspragung der Erkrankung und dem Alter des Erkrankungsbe-
ginns widerspiegelt (Fledrich et al. 2012a).

1.3  Experimentelle Therapien der CMT1A

In den vergangenen 20 Jahren gab es bereits grole Bemithungen eine Therapiemoglichkeit
fir die CMT1A zu finden. Insbesondere die oben beschriebene Entwicklung von Tiermo-
dellen, aber auch der bessere Einblick in die Pathomechanismen der CMT1A und das ge-
nauere Verstindnis der Myelinisierung haben zu groBen Fortschritten gefihrt. Eine

wirkungsvolle Therapie steht in der Klinik nach wie vor jedoch nicht zur Verfiigung.

Ein vielversprechender Therapieansatz ergab sich durch die Beobachtung, dass Ascorbin-
saure die Myelinisierung in vitro unterstiitzt (Eldridge et al. 1987). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass Ascorbinsdure in der Lage ist, Giber eine Reduzierung der cAMP (zyklisches
Adenosin-Monophosphat)-Level die Przp22-Expression zu hemmen (Kaya et al. 2007). In
einem Mausmodell der CMT1A fithrte eine Hochdosistherapie mit Ascorbinsdure zu einer
signifikanten Verbesserung der motorischen Fahigkeiten. Die in diesem Experiment verwen-
dete Pmp22-tberexprimierende Mauslinie zeigte eine reduzierte Lebenserwartung gegentiber
Wildtyp-Madusen. Die Behandlung mit Ascorbinsiure konnte die Lebenserwartung der trans-
genen Tiere annihernd verdoppeln (Passage et al. 2004). Mehrere, randomisierte, doppelt
geblindete Studien mit unterschiedlichen Dosierungen an Patienten verschiedener Alters-
gruppen konnten jedoch keinen signifikanten Effekt einer Therapie mit Ascorbinsdure zei-
gen (Burns et al. 2009; Micallef et al. 2009; Verhamme et al. 2009; Pareyson et al. 2011; Lewis
et al. 2013).

Ein weiterer pharmakologischer Ansatz zur Behandlung der CMT1A ist die Verwendung
eines Progesteronantagonisten. Der Progesteronrezeptor wird von Schwannzellen expri-
miert (Jung-Testas et al. 1996) und Progesteron von Schwannzellen synthetisiert (Robert et
al. 2001). Progesteron spielt eine wichtige Rolle in der Myelinisierung des peripheren Ner-
vensystems (Schumacher et al. 2001) und fithrt zu einer gesteigerten Expression vom Pmp22
in Schwannzellen (Sereda et al. 2003). Die Behandlung transgener Ratten mit einem Proges-
teronantagonisten ist in der Lage die Uberexpression von Pp22 zu reduzieren und den Phi-
notyp der Tiere zu verbessern (Sereda et al. 2003; Meyer zu Horste et al. 2007). Eine
Langzeittherapie mit dem verwendeten Progesteronrezeptorantagonisten Onaptristone schei-

terte jedoch bisher an den damit verbundenen Nebenwirkungen.



Einleitung 8

In HelLa-Zellen wurde beobachtet, dass Pmp22-Protein mit der Trembler- oder Trembler-]-
Mutation (Punktmutationen im Pzp22-Gen) im endoplasmatischen Retikulum akkumuliert
und eine Apoptose der Zellen einleitet. Eine Behandlung der Zellen mit Curcumin, einem
Gewiirz- und Aromastoff aus der Wurzel der Kurkumapflanze, konnte die Apoptoserate der
Zellen vermindern. Eine Behandlung von neugeborenen Trembler-J-Mausen mit Curcumin
konnte ebenfalls die Apoptose von Schwannzellen reduzieren, die motorischen Fihigkeiten
verbessern sowie die Myelindicke erhéhen (Khajavi et al. 2007). Eine Therapiestudie in der
Pmp22-transgenen Ratte konnte jedoch bisher keinen tiberzeugenden Effekt von Curcumin
nachweisen (Weiss 2014).

1.4  Lithium

1.4.1 Einsatz von Lithium in der Medizin

Lithium ist ein chemisches Element mit der Ordnungszahl 3. Es ist das erste Alkalimetall im
Periodensystem. Aufgrund seiner hohen Reaktivitit kommt Lithium in der Natur nicht ge-
diegen vor. Lithium wird in Form seiner Salze klinisch seit den 50er Jahren erfolgreich fiir
die Behandlung psychiatrischer Erkrankungen eingesetzt. Der genaue Wirkmechanismus ist
jedoch bisher weitgehend unverstanden. Zahlreiche Studien haben sich mit der Rolle von
Lithium fiir verschiedene neurologische Erkrankungen befasst. Insbesondere sind neuropro-
tektive Figenschaften von Lithium im Zusammenhang mit M. Alzheimer, Amyotropher La-
teralsklerose, Chorea Huntington und traumatischen Hirnverletzungen beschrieben worden
(Rowe und Chuang 2004; Aghdam und Barger 2007; Yu et al. 2012). Auch zeigt Lithium
positive Effekte auf axonale, Chemotherapie-induzierte Neuropathien im Tiermodell
(Alimoradi et al. 2012; Mo et al. 2012). Weiterhin wurden in mehreren Studien immunmo-
dulatorische und antientziindliche Effekte von Lithium beschrieben. So reduziert Lithium
die Immunantwort von Miusen mit experimenteller autoimmuner Encephalomyelitis, dem
Tiermodell fir Multiple Sklerose, und verbessert den Krankheitsverlauf der Tiere (De Sarno
et al. 2008; Rowse et al. 2012). Bei der Einnahme von Lithium besteht keine Abhingigkeits-
gefahr und in richtiger Dosierung zeigt sich eine gute Vertriglichkeit. Die therapeutische
Breite von Lithium ist, vermutlich aufgrund der geringen Affinitit zu Ionenpumpen und der
resultierenden Gefahr einer intrazelluliren Akkumulation, relativ schmal, so dass in der kli-
nischen Praxis regelmiBige Kontrollen der Lithiumspiegel im Serum erfolgen missen (Delva
und Hawken 2001). Lithium-Intoxikationen kénnen zu Neurotoxizitit, Kardiotoxizitit so-
wie Nephrotoxizitit fithren (Delva und Hawken 2001). Sehr selten kénnen Lithium-Intoxi-
kationen das periphere Nervensystem mit einer axonalen Affektion betreffen (Chan et al.
2012). Die neurologischen Symptome sind nach Absetzen der Medikation reversibel (Delva
und Hawken 2001; Chan et al. 2012). Am haufigsten treten zu Beginn der Behandlung mit

Lithium gastrointestinale Nebenwirkungen auf.
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1.4.2 Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung im peripheren und zentralen

Nervensystem

Ein Effekt von Lithium auf myelinbildende Zellen des Nervensystems wurde erstmals 1987
in In-vitro-Experimenten zur Schwannzell-Proliferation (Yoshino und DeVries 1987) be-
schrieben. Einen direkten Einfluss von Lithium auf die Remyelinisierung von Schwannzellen
zeigten Analysen nach einer akuten peripheren Nervenschidigung. In experimentellen Ner-
ventraumata des Facialis- sowie des Ischiasnerven in Ratten konnte nachgewiesen werden,
dass eine Therapie mit Lithium die Remyelinisierung verletzter Nerven férdert und die funk-
tionelle Wiederherstellung der betroffenen Nerven verbessert. Dabei induziert Lithium tber
eine Inhibition der Glykogensynthasekinase 3 beta (GSK3b) und konsekutive Aktivierung
des Wnt/B-Catenin-Signalwegs die Expression der Myelingene Myelinprotein 0 (Mpz) und
Pmp22 (Makoukji et al. 2012). Eine wichtige Rolle des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fir die
Differenzierung und Myelinisierung wurde in den letzten Jahren sowohl fir Schwannzellen
als auch fur Oligodendrozyten beschrieben (Tawk et al. 2011). Eine Dysregulation des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs wurde dabei als wichtige Komponente fur die fehlende Remyeli-
nisierung im zentralen Nervensystem beschrieben (Fancy et al. 2009). Lithium entfaltet seine
Wirkung jedoch nicht nur tiber den Wnt/B-Catenin-Signalweg. Weitere wichtige, durch Li-
thium aktivierte intrazelluldre Signalkaskaden sind der PI3K/AKT- sowie dert MAPK/ERK-
Signalweg (Einat et al. 2003; Pardo et al. 2003; Sinha et al. 2005; Pasquali et al. 2010). Beide
Transduktionswege sind fiir die Entwicklung des peripheren Nervensystems und die Myelin-
bildung essentiell (Taveggia et al. 2010; Salzer 2012). Der Effekt von Lithium auf die
PI3K/AKT- und MAPK/ERK-Signalwege in Schwannzellen wihrend der physiologischen
Myelinisierung wie auch in demyelinisierenden Erkrankungen ist bisher nicht untersucht
worden. Auch wurde die Bedeutung des Lithium-Wnt/B-Catenin-Signalwegs wihrend der
Entwicklung von Schwannzellen und in chronisch demyelinisierenden Neuropathien in vivo
bisher nicht analysiert. Verschiedene Autoren konnten aulerdem eine Erhéhung des brain-
derived neurotrophic factors (BDNF) durch eine Behandlung mit Lithium im Blut von Menschen
(Leyhe et al. 2009) bzw. im Hirn von Ratten (Fukumoto et al. 2001) zeigen. BDNF hat wie-
derum zahlreiche Effekte auf Neurogenese und neuronale Plastizitit (Foltran und Diaz 2016)

sowie auf die Myelinisierung (Funakoshi et al. 1993; Chan et al. 2001; Cosgaya et al. 2002).

1.5 Ziele der Arbeit

Lithium kann vielfiltige Einfliisse auf das zentrale und periphere Nervensystem haben. Ver-
schiedene Studien konnten einen neuroprotektiven Effekt von Lithium zeigen. Im periphe-
ren Nervensystem ist Lithium in der Lage die Remyelinisierung nach Nervenverletzungen zu
verbessern oder eine Chemotherapie-induzierte Neuropathie abzumildern. Der Einfluss von
Lithium auf zahlreiche, fir die Myelinisierung wichtige Signalwege wurde bereits gezeigt
(Gabreéls-Festen und Wetering 1999). Auch eine direkte Beeinflussung der Expression von
Myelinproteinen durch Lithium wurde publiziert (Makoukji et al. 2012).



Einleitung 10

In der vorliegenden Arbeit soll zunachst der Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung in
Wildtyp-Ratten untersucht werden. Dazu sollen Ratten mit Lithium behandelt und der Ein-
fluss von Lithium auf das periphere Nervensystem zu zwei Zeitpunkten wihrend der Myeli-
nisierung sowie zu einem Zeitpunkt nach Abschluss der Myelinisierung histologisch und
molekularbiologisch untersucht werden. In einem zweiten Schritt soll die Kultivierung von
primiren Schwannzellen und die Analyse des Einflusses von Lithium auf die Expression von
ausgewihlten Genen sowie die Aktivierung von myelinassoziierten Signalwegen erfolgen.
AuBlerdem soll der Einfluss von Lithium auf die In-vitro-Myelinisierung in einer Co-Kultur
aus primiren Schwannzellen und Neuronen aus dorsalen Hinterwurzelganglien der Ratte
untersucht werden. Im klinischen Alltag wird Lithium als zugelassenes Medikament regelhaft
zur Behandlung der bipolaren Storung eingesetzt. Seine Vertriglichkeit und Sicherheit sind
bereits mehrfach gezeigt worden. Fir die CMTT1A ist trotz grofler Fortschritte in der For-
schung noch keine Therapie verfugbar. Um die Méglichkeit einer bereits verfiigharen und
gut vertriglichen medikamentdsen Behandlung zu untersuchen, soll der Einfluss von Li-
thium auf den Krankheitsverlauf in einem Rattenmodell der CMT1A histologisch und mo-

lekularbiologisch untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien

Tabelle 3: Chemikalien und Bioreagenzien

Chemikalien und Bioreagenzien Hersteller Stadt/Land
Acrylamid Sigma-Aldrich Schnelldorf
Agarose Bio-Rad Hercules, USA
Ammoniumacetat Merck Darmstadt
Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Merck Darmstadt
Ascorbinsdure Sigma-Aldrich Schnelldorf
Aqua-Poly/Mount Polysciences, Inc. ~ Eppelheim
Azur-II-Farbstoff Merck Darmstadt
Bromphenolblau International Eldersburg, USA
Biotechnology Inc.
Beta-Mercaptoethanol Merck Darmstadt
Bleicitrat Merck Darmstadt
Bovines Pituitary Extract (BPE) Sigma-Aldrich Schnelldorf
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Schnelldorf
Chloroform Merck Darmstadt
3-3'-diaminobenzidin (DAB) Zytomed Betlin
4' ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT) Boehringer Mannheim
2-Duodecenyl-succinicacidanhydrid (DDSA)  Serva Heidelberg
1,4-Dithiotreitol (DTT) GibcoBRL Karlsruhe
Essigsaure Merck Darmstadt
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck Darmstadt
Ethanol Merck Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Schnelldorf
Eukitt (Einbettmedium) Kindler GmbH Freiburg
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Chemikalien und Bioreagenzien Hersteller Stadt/Land
Fetales Kilberserum (FCS) PAN Biotech Aidenbach
Ficoll (Typ 400) Sigma-Aldrich Schnelldorf
Formol Merck Darmstadt
Formvar Merck Darmstadt
Forskolin Sigma-Aldrich Schnelldorf
Gelatine Sigma-Aldrich Schnelldorf
Glutardialdehyd Merck Darmstadt
GlutaMax GibcoBRL Karlsruhe
Hanks Balanced Salts Solution (HBSS) GibcoBRL Karlsruhe
Isopropanol Merck Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI) Merck Darmstadt
Ketamin (Ketanest®) Parke-Davis Berlin
Lithiumcarbonat (Li>COs5) Merck Darmstadt
Magnesiumchlorid Merck Darmstadt
Methanol Merck Darmstadt
Modified Eagle's Medium (MEM) Invitrogen Darmstadt
Methylenblau Merck Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy) Merck Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat Merck Darmstadt
(Na,HPO, 2 H,O)

Natriumchlorid (NaCl) Merck Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-hydrat Merck Darmstadt
(NaH.PO.H:O)

Natriumhydroxid (NaOH) Merck Darmstadt

Nerve growth factor (NGF)
Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd

Phosphatase Inhibitor PhosSTOP

Proteinase Inhibitor

Alamone Labs

Serva
Serva
Roche

Roche

Jerusalem, Israel
Heidelberg
Heidelberg
Grenzach

Grenzach
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Chemikalien und Bioreagenzien Hersteller Stadt/Land
Salzsdure (HCI) Serva Heidelberg
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) Sigma-Aldrich Schnelldorf
Sucrose Sigma-Aldrich Schnelldorf
Taq-Polymerase Puffer Promega Walldorf
Tris-HCI Base Sigma-Aldrich Schnelldorf
Triton X 100 Sigma-Aldrich Schnelldorf
Trypsin Merck Darmstadt
Uranylacetat Merck Darmstadt
Xylol Merck Darmstadt
Xylazin (Rompun®) Bayer Leverkusen
Ziegenserum Invitrogen Darmstadt
2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 4: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller Stadt/Land
CO2-Gas Air Liquide Ludwigshafen
Coverplates fiir Immunhistochemie Dako Cytomation Hamburg

Deckglischen
Einmalhandschuhe
Falcon Roéhrchen

Injektionskantlen

Kupfergrids fir Elektronenmikroskopie

Mikroreaktionsgefil3e
NuPage 4-12 % Bis-Tris Gele
Objekttriger

Objekttriger

Papierticher

PCR-Mikrotiterplatten 96well

Marienfeld
Hartmann

Becton & Dickinson
Becton & Dickinson
Plano

Eppendorf
Invitrogen

Gerhard Menzel
Marienfeld

Wepa Professional

ABgene

Lauda-Ko6nigshofen
Heidenheim
Heidelberg
Freiburg

Wetzlar

Hamburg
Darmstadt
Braunschweig
Lauda-Ko6nigshofen
Arnsberg

Surrey, UK
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Verbrauchsmaterial Hersteller Stadt/Land
PCR-Mikrotiterplatten 384-well Roche Mannheim
PCR-Plattenfolie ABgene Surrey, UK
Pipettenspitzen Molecular Bioproduct ~ San Diego, USA
Priparationsbesteck Fine Science Tools Heidelberg
PVDF-Membran Hybond-PTM GE Healthcare Freiburg
Spritzen Henke Saas Wolf Tuttlingen
Spritzen Becton & Dickinson Freiburg
Sterilfiltrationseinheit Corning Amsterdam, NL
Stickstoff flussig Air Liquide Ludwigshafen
Tierfutter SSniff Spezialdidten Soest
Trockeneis Air Liquide Ludwigshafen
Zellkulturplatten Becton & Dickinson Freiburg
Zellkulturplatten und -schalen Thermo Fisher Scientific Braunschweig
Inc.
2.1.3 Gerite
Tabelle 5: Gerite
Gerite Hersteller Stadt/Land

Agarose-Gelkammer mit Kimmen

Hauswerkstatt MPI exp. Med. Goéttingen

Agarosegeldokumentation Image Master Amersham Pharmacia Biotech Freiburg

VDS
Blotkammern fur Western Blots
Binokular M125

CCD Kamera fur EM

Diamantmesser Diatome Ultra 35°

Elektronenmikroskop EM900

Invitrogen Darmstadt
Zeiss Jena

TRS Moorenweis
Diatome Biel, CH
Zeiss Hamburg
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Gerite Hersteller Stadt/Land
Elektrophysiologiegerit Neuroscreen  Jaeger Toennies, Erich Jaeger Ho6chberg
GmbH
Feinwaage Heraeus Instruments Langenselbold
Frise fiir Epon-Priparate EM TRIM  Reichert Wien, AT
Gefrierschrank —20 °C Liebherr Ochsenhausen
Geftierschrank —80 °C New Brunswick Scentific Nurtingen
Gewebe-Einbettautomat Lynx el Vision BioSystems Inc Norwell, USA
Gewebe-Einbettautomat EM TP Leica Microsystems Wetzlar
Gewebehomogenisierer Ultraturrax IKA Labortechnik Staufen
PT3000
Gewebehomogenisator Precellys 24 PEQLAB Biotechnologie Erlangen
Glaswaren Schott Mainz
Griffstirkemesser Hauswerkstatt MPI exp. Med. Goéttingen
Kaffeemaschine Bar Mellita Minden
Laborwaagen Sartorius Gottingen
Lichtmikroskop Axio Imager Z1 Zeiss Jena
Lichtmikroskop Obsetrver Z Zeiss Jena
Magnetrithrer RCT basic Ikamag Omnilab Bremen
NanoDrop200 Spectraphotometer Thermo Fisher Scientific Inc. Braunschweig
Thermomax microplate reader MWG-Biotech Ebersberg
Thermomixer 5436 Eppendorf Hamburg
Pipettierhilfe Pipetboy Integra Biosciences Fernwald
PCR-Thermocycler T3 Biometra Gottingen
PCR Versiegler 4s> 4titude Berlin
Pipettenspitzen Gilson Villiers-le-Bel, FR
Probenmischgerit Vortexer Bender & Hobein Minchen
Real-Time-PCR-System LightCyclet®  Roche Applied Sciences Mannheim
480
Reinstwasseranlage Sartorius Gottingen
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Gerite Hersteller Stadt/Land
Rotationsmikrotom Leica RM 2155 Leica Microsystems Wetzlar
SDS-Page Kammer X-cell sure lock Invitrogen Darmstadt
Wasserbad Memmert Schwabach
Western Blot Gel Imager Intas Gottingen
Zellkulturinkubator Function Line Heraeus Instruments Langenselbold
Zentrifuge Heraeus Biofuge 13 Heraeus Instruments Langenselbold

Zentrifuge Laboratory Centrifuge 4K15

Sigma Laborzentrifugen

Osterode Harz

Zentrifuge Labofuge 400 Heraeus Instruments Langenselbold
Kihlzentrifuge 5415R Eppendorf Hamburg
Zentrifuge Optima TLX Beckman Krefeld

2.1.4 Reaktionkomplettaustattungen

Tabelle 6: Reaktionskomplettausstattungen

Reaktionskomplettausstattungen Hersteller Stadt/Land
Chemilumineszenzkit (Western Blot) Perkin Elmer Rodgau
Desoxyribonukleosid-Triphosphate Boehringer Mannheim
(dNTPs)

DNA-GroBenmarker Lambda/HindIII  Promega Mannheim
DNA-GroBenmarker PhiX174/Haelll  Promega Mannheim
DNeasy 96™ Kit fiir DNA-Isolation Qiagen Hilden
GoTagq™ DNS-Polymerase Promega Mannheim
Lowry Assay Bio-Rad Hercules, USA

nexttec™ Genomic DNA Isolation Kit
Power Sybr® Green PCR Master Mix

Precision Plus Protein™ Standard Dual
Color

Proteinase K

randomisierte Nonamer-Primer

nexttec Biotechnologie GmbH

Applied Biosystems

Bio-Rad

Boehringer

DNA Core Facility MPI exp.

Med.

Hilgertshausen

Waltham, USA

Hercules, USA

Mannheim

Goéttingen
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Reaktionskomplettausstattungen Hersteller Stadt/Land
RNeasy™Mini Kit fir RNA-Isolation ~ Quiagen Hilden
Superscript III™ RT-Kit Invitrogen Darmstadt
Taqg-Polymerase Puffer Promega Mannheim
Taq-DNA-Polymerase (5 U/pl) Boehringer Mannheim
QIAzol Lysis Reagent Quiagen Hilden
2.1.5 Lésungen und Puffer

Tabelle 7: Lésungen und Puffer

DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25 ¢
Xylenxyanol 0,25 ¢

Ficoll (Typ 400) 5 gin 100 ml HO

Blocking-Losung fir Immunzytochemie

BSA 2¢g
Horse Serum 2g
Gelatine 0,1¢g
In 100 ml d-PBS 16sen.

TAE-Puffer (50x Losung, 1000 ml)

Tris-HCI Base 242 ¢
Essigsaure 100 % 57,1 ml
EDTA (0,5 M; pH 8) 100 ml

auf 1000 ml mit ddH,O auffillen
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PBS (phosphat-gepufferte Salzlésung (10x Stammlésung, 1000 ml)

NaCl 100 g
KCl 25¢
Na,HPO, 2 H,O 72¢
KH,PO, 250

auf 900 ml mit H,O auffillen; pH 7,2 mit 10 N NaOH einstellen; auf
1000 ml mit H,O auffillen; autoklavieren; zur Verwendung die

Stamml6sung 1:10 verdiinnen (1x PBS)

TBS (1000 ml)

Tris-HC1 1 M, pH 8,8 50 ml (50 mM)
NaCl (5 M) 30 ml (150 mM)

auf 1000 ml mit ddH»O auffillen, pH 7,4 mit 1 M HCl einstellen

Sucrosepuffer

Sucrose 320 mM
Tris-HCl 1 M, pH 8,8 10 mM
NaHCO:s 1 mM
MgCl, 1 mM

6x Sample Buffer/Loading Buffer

0.5 M Tris (pH 6.8) 7 ml
Glycerol 2.6 ml
DTT lg
10 % Brom Blue 60 pl

10 % SDS 400 pl
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K&S Fixans nach Karlsson und Schultz (1965) fir Licht- und Elek-

tronenmikroskopie

Natriumdihydrogenphosphat x HO 0,36 g
Dinatriumhydrogenphosphat x 2 HO 31¢g
NaCl lg
Glutardialdehydlésung 25 % 20 ml
Paraformaldehyd (PFA) 8¢

PFA in 60 ml ddH>O 16sen. Unter Riuhren auf 60 — 70 °C erhitzen.
Mit ddH,O auf 80 ml auffillen. Langsam 1 M NaOH zugeben bis
Lésung klar wird. Losung steril filtrieren und mit 1 M HCL auf pH
7,4 einstellen. Salze in 100 ml ddH,O l6sen und zu PFA geben. An-
schlieBend 20 ml Glutardialdehydlésung zugeben.

Kunstharzmischung Epon nach Luft (1961)

Epon Losung A:
Glycidether 67,5 ¢
Dodecenylsuccinicanhydrid (DDSA) 88,2 g

eine Stunde mit Magnetrihrer rithren

Epon Losung B:
Glycidether 823 ¢g
Methylnadicanhydrid (MNA) 73,3 g

eine Stunde mit Magnetrihrer rithren
Gebrauchslésung Epon:

Epon Losungen A und B im Verhiltnis 1:1 mischen; 1,8 % 2,4,6-
Trisdimethylaminomethylphenol (DMP 30) zuftigen.

Laufpuffer fir Polyacrylamidgele (20x):

MOPS 1M
Tris Base 1M
SDS 69,3 mM

EDTA 20,5 mM
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Lysepuffer fir Proteinlysaten aus Ischiasnerven:

Sucrose 320 mM
Tris 10 mM
NaHCO; 1 mM
MgCl, I mM

Proteinase-Hemmer (Complete, Roche) und Phosphatase-Hemmer
(PhosSTOP, Roche), je eine Tablette fiir 10 ml Losung

Protein-Probenpuffer (2x):

Glyzerin 20 %
SDS 46 %
Bromphenolblau 0,4 %
Tris-Base 125 mM

auf 50 ml mit ddH,»O auffillen. Mit HCL auf pH 6,8 einstellen. Zu
20 pl Probenpuffer vor Probenzugabe 1 ul 3-Mercaptoethanol (5 %)

zugeben.

2.1.6 Nukleinsiuren und Nukleotide

2.1.6.1 Primer zur Genotypisierung transgener Ratten

Tabelle 8: Primer zur Genotypisierung transgener Ratten

PMP22
Sense: 5'-GACAAACCCCAGACAGTTG-3
Antisense: 5'-CCAGAAAGCCAGGGAACTC-3'

2.1.6.2 Primer fir semiquantitative Real-Time-PCR

Primer fir semiquantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) wurden mit Hilfe des Roche Uni-
versal ~ ProbeLibrary  Assay  Design  Center  https://www.roche-applied-sci-
ence.com/sis/rtpcr/upl/index.jsprid=uplct_030000 (abgerufen 16.08.2020) designed.
Dabei wurden Primer so gewihlt, dass sie Introns umspannen, um die Gefahr der Amplifi-
kation genomischer DNA zu vermindern. Die Primer wurden mit Hilfe der Software Oligo-

Analyzer auf Bildung von Hairpins und Self- oder Heterodimeren untersucht und soweit


https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000
https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000
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moglich Oligonukleotide mit einem AG > -3 kcal/mol ausgewihlt. AnschlieBend wurden
die Primer mit NCBI/ Primer-BLAST http://www.ncbinlm.nih.gov/tools/primer-
blast/(abgerufen 16.08.2020) auf ihre Spezifitit getestet. Die Oligonukleotide wurden durch
die DNA Core Facility des MPI fiir experimentelle Medizin hergestellt.

Tabelle 9: Primer fiir qRT-PCR

Bdnf

Sense: 5'-GACAAACCCCAGACAGTTG-3'
Antisense: 5'-CCAGAAAGCCAGGGAACTC-3'
Cyclophillin

Sense: 5-AGCACTGGGGAGAAAGGATT-3'
Antisense: 5-AGCCACTCAGTCTTGGCAGT-3'
Cx43/Gjal

Sense: 5"TCCACTCTCGCCTATGTCT-3'
Antisense: 5-GTAGTTCGCCCAGTTTTGC-3'
Gsk3b

Sense: 5-GCCACAGGAAGTCAGTTAC-3'
Antisense: 5'-GCAATCGGACTATGTTACAG-3'
Himger

Sense: 5-CACAGTGCCACATACAATTCG-3'
Antisense: 5-CACAGTGCCACATACAATTCG-3'
Krox20/ Egr2

Sense: 5'-CTACCCGGTGGAAGACCTC-3'
Antisense: 5 TCAATGTTGATCATGCCATCTC-3'
Mbp

Sense: 5'-CCATGGGAGATCCAGAGC-3'
Antisense: 5-GGCACGCTTTCCAAAATCT-3'
Mpz

Sense: 5"TGCCCTGCTICTICICTTCTT-3'
Antisense: 5-TCCCTGTCCGTGTAAACCAC-3'
Oazl

Sense: 5"-GCCTGAGGGCAGTAAGGAC-3'
Antisense: 5-GGAGTAGGGCGGCTCTGT-3'


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Sense:

5-GAGCGCAGACCCTCTCTG-3'

Antisense: 5-CATTTTTCGTTTCGTTTTACCC-3'
Periaxin

Sense: 5-AGAGCTATGGAGGCCAGGA-3'
Antisense: 5'-CTCCACGATAATCTCCACCAA-3'
Pmp22

Sense: 5"TGTACCACATCCGCCTTGG-3'
Antisense: 5-GAGCTGGCAGAAGAACAGGAAC-3'
Rpip0

Sense: 5-GATGCCCAGGGAAGACAG-3'
Antisense: 5-CACAATGAAGCATTTTGGGTAG-3'
Scap

Sense: 5-AAACAAGGAGAGCCCAGTGA-3'
Antisense: 5-CGAATATCTGCTGGATGTATGC-3'
K7

Sense:

Antisense:

5"TGATGCTAAACTGGAAAATGGA-3'
5-CATCTGCTGCTGCTTCTCCT-3'
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2.1.7 Antikorper

Tabelle 10: Antikérper

Epitop Verdiinnung Spezies Hersteller und Artikelnummer
Primirantikorper:

Anti-Actin 1:5000 Maus Sigma \#A3853
Anti-pAKT 1:1000 Kaninchen Cell signaling \#3787
Anti-AKT 1:1000 Kaninchen Cell signaling \#4691
Anti- GAPDH 1:5000 Maus Stressgene \H#CSA-335
Anti-pMAPK 1:1000 Kaninchen Cell signaling \#9101
Anti-MAPK 1:1000 Kaninchen Cell signaling \#4695
Anti-Tujl 1:400 Kaninchen Covance \#PRB-435P
Anti-MBP 1:5000 Kaninchen Dako \#A0623
Sekundirantikorper:

Maus-HRP 1:5000 Ziege Dianova \#115035003
Kaninchen-HRP 1:5000 Ziege Dianova \#111035003
Mouse-A488 1:2000 Affe Invitrogen \#A21202
Mouse-A555 1:2000 Affe Invitrogen \#A31570
Rabbit-A488 1:2000 Affe Dianova \#711545152
Rabbit-A555 1:2000 Affe Dianova \#111545144
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2.1.8 Software

Tabelle 11: Software

Typ Software Hersteller Stadt/Land

Bildanalysesoftware Fiji/Image] 1,5 Wayne Rasband, NIH Bethesda, USA

Bildbearbeitung Gimp 2.8 The GIMP Team Berkeley, USA

Mikroskopsoftware ImageSP TRS image SysProg Moorenwies

Elektronenmikroskopie

Mikroskopsoftware Zeiss ZEN 2.1 Carl Zeiss Microscopy Jena

Lichtmikroskopie GmbH

Oligoanalyzer OligoAnalyzer 3.1 Integrated DNA Tech- Coralville, USA
nologies, Inc.

Statistiksoftware Graph Pad PRISM 6 Graphpad Software,  La Jolla, USA
Inc.

Text und Tabellenverar- Microsoft Office fir =~ Microsoft Corporation Redmond, USA
beitung Mac 16

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Die Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen und entsprechend der
Empfehlungen der deutschen Gesellschaft fiir Versuchstierkunde im Tierhaus des Max-
Planck-Instituts fir Experimentelle Medizin in Géttingen. Die Raumtemperatur lag fiir alle
Tiere bei 22 £ 1 °C, die relative Luftfeuchtigkeit bei 55 + 10 %. Die Luftwechselrate lag bei
15-fach pro Stunde. Die Beleuchtung erfolgte mit Kunstlicht von 4:30 bis 16:30 Uhr MEZ
mit einer Lichtintensitidt von 300 Lux, gemessen in einer Héhe von einem Meter iiber dem
FuBlboden in der Raummitte. Futter und Wasser waren zu jeder Zeit ad libitum verfiigbar.
Alle Versuche erfolgten entsprechend des Tierversuchsantrags 33.9.42502-04-017/09 beim

Niedersachsischen Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit.

2.2.1.1 Identifikation der Tiere und Schwanzbiopsien

Zur Genotypisierung der Versuchstiere wurde im Alter von drei Wochen beim Absetzen von
der Mutter eine circa 0,5 cm lange Schwanzbiopsie entnommen und bis zur weiteren Verar-
beitung bei —20 °C gelagert. Gleichzeitig wurden die Tiere mit einer Ohrlochmarkierung zur

spateren Identifikation versehen. Jede Ohrlochmarkierung wurde einem eindeutigen Identi-
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fikationscode, bestehend aus einer Kennziffer fiir die jeweilige Tierlinie und einer fortlaufen-
den Nummer, zugeordnet. Dieser Identifikationscode wurde zusammen mit dem Geburts-
datum, Geschlecht und der Tierlinie auf einer Karte vermerkt und diese am Kifig befestigt.
Fir den Zeitraum der Versuche wurden diese Karten durch handgeschriebene Karten er-

setzt, die keine Zuordnung zu Genotyp oder Behandlungsgruppe erméglichten.

2.2.1.2 Einteilung der Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen Wildtyp-Ratten, zum anderen Pmp22-trans-
gene Ratten verwendet. Wildtyp-Tiere wurden zu den Alterszeitpunkten postnataler Tag O
bis postnataler Tag 6, postnataler Tag 0 bis postnataler Tag 21 und postnataler Tag 30 bis
postnataler Tag 117 untersucht (im Folgenden p0 — p6 bzw. entsprechend genannt). Fiir die
Behandlung der juvenilen Wildtyp-Tiere (pO — p6 und p0 — p21) wurden neugeborene Wild-
typ-Ratten randomisiert in zwei Gruppen eingeteilt. Fur die Gruppe der adulten Tiere von
p30 — p117 wurden die Tiere gewogen und in jeweils zwei gleich schwere Gruppen eingeteilt.

Diese Einteilungen wurden von Herrn Dr. Bernhard G. Weiss durchgefiihrt.

Vor Behandlung der Pmp22-transgenen Versuchstiere sowie deren Wildtyp-Kontrollen wur-
den im Alter von 28 Tagen der Griffstirketest und eine Bestimmung des Korpergewichts
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden durch Herrn Dr. Bernhard G. Weiss ausgewertet und
transgene Tiere und Wildtyp-Kontrollen in jeweils zwei in Gewicht und Muskelkraft ver-

gleichbare Gruppen eingeteilt.

2.2.1.3 Kraftmessung/Griffstirke

Mit Hilfe des Griffstirketests wurde die maximale Kraft der Versuchstiere untersucht. Die
Messung der Griffstirke der vorderen und hinteren Extremitit erfolgte im Alter von 3, 10,
13 und 16 Wochen. Alle Messungen wurden im Verlauf der Studie unter Blindung von Ge-
notyp und Gruppenzugehérigkeit durchgefiihrt. Jede Messung wurde pro Extremitit sieben
Mal wiederholt. Der minimale und maximale Wert worden zur Vermeidung von Ausreillern
eliminiert. Aus den verbleibenden finf Werten wurde ein Mittelwert berechnet. Zur Messung
der Griffstirke wurden die Tiere mit der Vorder- bzw. Hinterpfote auf eine horizontale, mit
einem Kraftmesser verbundene Stange gesetzt. Nach dem Zugreifen der Tiere wurde ein
horizontaler Zug auf den Schwanz ausgetibt und die maximale Kraft bis zum Loslassen des

Tieres durch den Kraftmesser registriert (siche Meyer zu Horste et al. 2007).

2.2.1.4 Elektrophysiologische Analyse

Die elektrophysiologische Analyse der Lithium-behandelten Pmp22-transgenen Ratten und
Kontrolltiere erfolgte geblindet fiir Genotyp und Gruppenzugehorigkeit im Alter von
16 Wochen. Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketaminhydrochlo-
rid (100 mg/kg/KG) und Xylazinhydrochlorid (8 mg/kg/KG) anisthesiert. Zur Aufrecht-

erhaltung der Kérpertemperatur wurden die Tiere umgehend auf eine 37 °C temperierte
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Wirmematte gelegt. Die Messung der Muskelsummenaktionspotentiale (MSAP) und der
Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) wurde am Schwanz durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der motorischen NLG wurden zwei Stahlelektroden zur Stimulation an der
Basis des Schwanzes (proximale Stimulation), sowie 2 cm distal davon (distale Stimulation)
subkutan eingebracht. Die Ableitung erfolgte durch zwei weitere, 3 cm distal der Schwanz-
basis eingebrachte Stahlelektroden. Die Stimulation durch supramaximale, 100 us dauernde
Reize, sowie die Aufzeichnung erfolgte mittels eines Toennis Neuroscreen Elektrophysiolo-
gie-Gerits. Als Amplitude wurde die Differenz zwischen maximalem und minimalem Aus-
schlag definiert. Die NLG wurde automatisch aus der Differenz der Latenzen von
proximaler und distaler Stimulation und der Strecke zwischen distaler und proximaler Stimu-

lation berechnet.

Die Messung der sensiblen NLG erfolgte wiederum mittels des Toennis Neuroscreen Elek-
trophysiologie-Gerits in orthodromer Technik. Es wurden zwei Ableitungselektroden an der
Schwanzbasis subkutan eingestochen. Eine Erdungselektrode wurde subkutan in der Haut
des Ruckens eingebracht. Die Stimulation erfolgte 2 cm distal durch zwei weitere Stahlelekt-
roden. Zur Ableitung wurden die Summennervenaktionspotentiale aus 20 — 30 Stimulatio-
nen gemittelt. Die sensible NLG wurde aus der Distanz zwischen Stimulations- und

Ableitungselektroden und der Latenz errechnet.

2.2.1.5 Totung von Versuchstieren und Praparation von Gewebe

Zur Gewinnung von Proben wurden die Tiere durch Einleiten von CO»,-Gas in einen gas-
undurchlissigen Kifig getotet. Direkt nach T6tung der Tiere wurde durch Punktion des
rechten Herzventrikels Blut zur Messung des Lithiumspiegels gewonnen. Fir histologische
und molekularbiologische Untersuchungen wurden Ischias- und Tibialisnerven entnommen.
Nervenpriparate fur molekularbiologische Untersuchungen wurden von Bindegewebe und
Perineurium befreit, in flissigen Stickstoff tiberfithrt und bis zur weiteren Verwendung bei
—80 °C gelagert. Biopsien zur histologischen Analyse wurden bis zur Einbettung in Fixativ

nach Karlsson und Schultz fixiert.

2.2.1.6 Bestimmung des Lithium-Serumspiegels

Die Bestimmung des Lithium-Serumspiegels wurde durch ein kommerzielles Labor (Labor
Lademannbogen, Dr. med. Limmel, Hamburg) fir den Untersucher geblindet durchgefiihrt.
Die Bestimmung erfolgte nach dem Verfahren der ionenselektiven Elektrode (Potentio-

metrie).
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2.2.2 Lichtmikroskopie und Elektronenmikroskopie

2.2.2.1 Einbettung und Schneiden von Gewebe zur histologischen Untersuchung

Zur Anfertigung von Semi- oder Ultradiinnschnitten wurden die fixierten Nerven in das
Epoxydharz Epon eingebettet. Das Epon wurde aus 21,4 ml Glycidether 100, 14,4 ml DDSA,
11,3 ml MNA und 0,84 ml DMP-30 nach der Methode nach Luft (1961) hergestellt. Es er-

folgte eine Vorkontrastierung mit Osmiumtetraoxid, sowie die Entwisserung und Eponinfil-

tration mit Hilfe der automatischen Einbettmaschine Leica EM TP entsprechend des

folgenden Schemas:

Tabelle 12: Protokoll Epon-Einbettung von Gewebe zur Licht- und Elektronenmikroskopie

Loésung: Dauer:  Temperatur:
Phosphatpuffer 0,1 M 15 Minuten 4°C
1 % OsOq4 2 Stunden 4°C
Phosphatpuffer 0,1 M 20 Minuten 20 °C
Phosphatpuffer 0,1 M 20 Minuten 20 °C
Phosphatpuffer 0,1 M 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
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Im Anschluss wurden die infiltrierten Nerven in Epon eingegossen und zur Polymerisation
fir 24 h auf 60 °C erhitzt. Die Epon-Bléckchen wurden mit Hilfe einer Leica EM TRIM
Frise in Form gefrist und mit einem Reichert Ultracut S Rotationsmikrotom und einem
Diatome Ultra 35° Diamantmesser 0,5 um Semidiinnschnitte fiir Lichtmikroskopie angefer-
tigt. Diese wurden auf einen Objektriger transferiert und bei 60 °C auf einer Wirmeplatte
getrocknet. Zur elektronenmikroskopischen Analyse wurden Ultradiinnschnitte in einer Di-
cke von 50 nm angefertigt. Diese wurde auf Formvar-befilmte Kupfergrids tiberfihrt und

getrocknet.

2.2.2.2. Farbung der Semidinnschnitte

Die Firbung der Semidiinnschnitte erfolgte mit der Methylen-Azur-II-Farbung (Richardson
et al. 1960). Die Methylenblau-Losung und Azur-II-Lésung wurden im Verhiltnis 1:1 ge-
mischt und filtriert. Die fertige Losung wurde auf die Schnitte gegeben und fiir 1 min bei
60 °C inkubiert und mit destilliertem Wasser abgespult. Die gefirbten Schnitte wurden
10 min bei 60 °C getrocknet und anschlieend mit dem histologischen Einschlussmittel

Eukitt® mit einem Deckglas verklebt.

2.2.2.3 Lichtmikroskopie und Auswertung der Semidinnschnitte

Zur histologischen Auswertung und Beurteilung von axonalem Verlust und Demyelinisie-
rung wurden mikroskopische Bilder der Semidiinnschnitte angefertigt. Die mikroskopischen
Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiophot Lichtmikroskop mit einer Videomikrosko-
pie-Kamera und der Software Zeiss Zen angefertigt. Dabei wurde der Nerv in einer Vergro-
Berung von 100x Gbetlappend abfotografiert und von der Zeiss Bildverarbeitungssoftware
zu einem Bild zusammengefigt. Die Quantifizierung der myelinisierten Axone erfolgte mit
Hilfe der Software Fiji/Image] 1.5 (http://tsb.info.nih.gov/ij/) und dem Cell-Counter
Plugin.

2.2.2.4 Befilmen von Kupfergrids fir Elektronenmikroskopie

Vorgeputzte Objekttriger wurden in einer speziellen Glaskivette mit Ablaufvorrichtung mit
0,25 % Formvar-Losung benetzt. Das Ventil der Kuivette wurde geoffnet, sodass die Form-
var-Losung in einem gleichmaf3igen Tempo an dem Objekttriger entlanglief. Nach kurzem
Trocknen wurde der so entstandene Formvar-Film an allen vier Seiten des Objekttrigers mit
einer Rasierklinge abgeschnitten. Schlieflich wurde der Film durch Eintauchen im Winkel
von ca. 25° mit der Schmalseite in eine bis zum Rand mit destilliertem Wasser geftllte
Kivette vom Objekttriger abgelost. Nach Abschwimmen der Formvar-Folie wurden die
Kupfergrids mit der Unterseite nach oben auf den schwimmenden Film gelegt. AnschlieBend
wurde der Film mit den Grids durch ztgiges Eintauchen eines mit Papier beklebten Objekt-
trigers von der Wasseroberfliche aufgenommen und zum Trocknen auf ein Papiertuch ge-

stellt.


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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2.2.2.5 Kontrastierung von Ultradiinnschnitten fiir Elektronenmikroskopie

Biologische Gewebe streuen die vom Elektronenmikroskop auftreffenden Elektronen nur
leicht. Daraus resultieren ein unzureichender Kontrast und ein flaues Bild. Zur Steigerung
des Kontrastes konnen die Gewebe mit Schwermetallen behandelt werden. Die Kontrastie-

rung der Ultradiinnschnitte erfolgte fur 30 min mit Uranylacetat und fiir 6 min mit Bleicitrat
nach Reynolds (1963).

2.2.2.6 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem Zeiss EM 900 Transmissi-
ons-Elektronenmikroskop mit einer wide-angle dual speed 2K-CCD-Kamera (TRS, Moo-
renweis) und der ImageSP Software (TRS, SysProg). Pro Nerv wurden 20 — 30 reprisentative
Bilder tiber die gesamte Fliache des Nervens verteilt in einer Vergro3erung von 3000x aufge-
nommen. Zur Analyse der Kompaktierung des Myelins bzw. Messung der Abstinde der
Myelin-Hauptlinien (#ajor dense lines) wurden zusitzlich Auftnahmen von myelinisierten Axo-

nen mit einer Vergroflerung von 12000x angefertigt.

2.2.2.7 g-ratio

Die g-ratio ist das Verhiltnis zwischen Axondurchmesser und Myelindicke und ein Maf3 fiir
die Myelinisierung der Axone (Quotient aus dem Durchmesser des Axons und der gesamten
Faser). Als Standardwert fiir die g-ratio in gemischten Nerven der Ratte gilt ein Wert von ca.
0,68 (Fahrenkamp und Friede 1987). Pro Tier wurde auf elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen des Tibialisnerven mit der Software Image] 1.5 der Umfang und die Fliche von 150

bis 200 Axonen pro Versuchstier gemessen und daraus die g-ratio berechnet.

2.2.2.8 Messung Abstinde der Myelin-Hauptlinien (major dense lines)/ Kompaktierung des
Myelins

Zur Bestimmung der Dicke der einzelnen Myelinschichten wurde in elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen von myelinisierten Nerven in einer Vergroflerung von 12000x die Dicke
der Myelinschicht gemessen und durch Zahlung der major dense lines die Anzahl der Myelin-
schichten bestimmt. Aus der Myelindicke und der Schichtanzahl wurde die durchschnittliche

Dicke einer Myelinschicht bestimmt.

2.2.3 Zellkultur

2.2.3.1 Kultivierung primirer Schwannzellen aus Ratten

Ratten im Alter von zwei Tagen wurden durch Dekapitation getétet. AnschlieSend wurde der
Korper mit 70 % Ethanol desinfiziert und beide Ischiasnerven pripariert und in eine Zell-
kulturschale mit DMEM tberfithrt. Die Nerven wurden mit 0,03 % Collagenase und 0,25 %
Trypsin fiir 30 min bei 37 °C lysiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von fetalem Kilberserum
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(FCS) gestoppt und die Zellen durch Zentrifugation fir 5 min bei 800 rpm pelletiert. An-
schlieBend wurden die Zellen in DMEM mit 10 % FCS resuspendiert und auf Poly-L-Lysin
beschichtete Zellkulturplatten oder Schalen ausplattiert. Da die Schwannzellen im Gegensatz
zu Fibroblasten ohne Stimulation nur sehr langsam proliferieren, wurde nach 24 h fiir drei
Tage auf DMEM mit 10 % FCS und 0,01 mM Cytarabin als Mitosegift gewechselt, um
Fibroblasten zu entfernen. Im Anschluss wurdendie Zellen mit PBS gewaschen,um noch vor-
handenes Cytarabin zu entfernen und auf das Expansionsmedium (DMEM, 10 % FCS,
0,77 % Rinder-Hypophysenextrakt und 4 uM Forskolin) gewechselt. Zur Behandlung der Rat-
tenschwannzellen mit Lithium wurde in konfluenten Kulturen dem Medium fiir 72 h entwe-
der 1 mM/1 Li»C0s;, 1 mM/1 Li;CO; und Forskolin oder nur Forskolin zugegeben. Forskolin
ist ein Aktivator der Adenylatcyclasen und fihrt zu einer Erhohung des intrazelluliren cyc-
lischen Adenosinmonophosphats (cAMP). Ein erhohter intrazellulirer cAMP-Spiegel fiihrt
in Schwannzellen zu Proliferation (Sobue et al. 19806), Differenzierung (Morgan et al. 1991)

sowie zur Expression von Myelingenen (LeBlanc et al. 1992).

2.2.3.2 Einfrieren, Auftauen und Passagieren von Ratten-Schwannzellen

Konfluente Zellkulturschalen wurden mit PBS gewaschen und fiir 5 min bei 37 °C mit
Trypsinlésung inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von DMEM mit FCS gestoppt, die
Zellen resuspendiert und durch Zentrifugation fir 5 min bei 800 rpm pelletiert. Danach wur-
den die Zellen in Medium resuspendiert und in der gewiinschten Dichte auf Zellkulturplatten
oder -schalen ausplattiert. Zum Einfrieren der Zellen wurden diese in DMEM mit
10 % DMSO und 12,5 % FCS resuspendiert und bei —80 °C, bzw. —196 °C fiir lingere La-
gerzeiten, eingefroren. Zum Auftauen wurden gefrorene Zellen ziigig in warmem Medium
resuspendiert, durch Zentrifugation pelletiert, in frischem Medium resuspendiert und auf
Zellkulturplatten ausplattiert. Zur Vermehrung der Schwannzellen wurden diese maximal

dreimal passagiert.

2.2.3.3 Praparation von DRG-Neuron-Schwannzell-Co-Kulturen aus Ratten

Co-Kulturen aus Schwannzellen und DRG-Neuronen wurden nach einer modifizierten Me-
thode nach Kleitman et al. (1998) pripariert. Trichtige E18 Rattenweibchen wurden durch
Einleiten von CO; in einen gasundurchlissigen Kifig getétet, der Uterus entfernt und in
gekiihltes MEM tberfuhrt. Die E18 Rattenembryonen wurden vorsichtig aus dem Uterus
entfernt und die dorsalen Hinterwurzelganglien pripariert und fir 45 min bei 37 °C in
5 % Trypsin lysiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von FCS gestoppt und 10 pl Suspension
zur Zihlung in einer Neubauer Zihlkammer entnommen. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugation bei 800 rpm fiir 8 min pelletiert und in MEM mit 10 % FCS und 50 ng/ml NGF
resuspendiert. Es wurden 200000 Zellen in 40 pl Medium pro Deckglas ausplattiert. Nach
24 h wurde 1 ml Medium pro Deckglas aufgefiillt und fiir sieben Tage wachsen gelassen.
Nach einer Woche wurde die Myelinisierung in vitro durch Wechsel auf MEM mit 10 %
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FCS, 50 ng/ml NGF und 50 pg/ml Ascorbinsdure induziert. Wihrend der Induktion der

Myelinisierung wurde das Medium dreimal pro Woche gewechselt.

2.2.3.4 Immunzytochemie von DRG-Neuron-Schwannzell-Co-Kulturen aus Ratten

16 Tage nach Induktion der Myelinisierung wurden die Zellen fiir 10 min bei Raumtempe-
ratur mit 4 % PFA fixiert und dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
durch 10 min Inkubation bei —20 °C in 95 % Methanol und 5 % Azeton permeabilisiert,
erneut mit PBS gewaschen und unspezifische Antikérperbindungen durch zweistiindige In-
kubation mit 2 % Pferdeserum, 2 % BSA und 0,1 % Gelatine in PBS abgesittigt. Zur Dar-
stellung von myelinisierten Segmenten erfolgte die Inkubation mit den Primarantikérpern
anti-MBP, polyclonal rabbit (DAKO) 1:500 und Tuj-1, monoclonal mouse (Babco) 1:250 in
2 % Pferdeserum, 2 % BSA und 0,1 % Gelatine in PBS iiber Nacht bei Raumtemperatur.
Als Sekundirantikorper kamen Alexa-488-goat-anti-rabbit (Invitrogen) 1:400 und Cy3-goat-
anti-mouse (Jackson Immuno Research) 1:1000 fiir 45 min zum Einsatz. Gleichzeitig er-
folgte eine Kernfirbung mit 4’,6-Diamidin-2- phenylindol (DAPI) 1:20000. Die myelinisier-

ten Segmente wurden mit Hilfe eines Zeiss Observer Z Mikroskop gezihlt.

2.2.4 Molekularbiologie

2.2.4.1 Isolierung von genomischer DNA

Zur Genotypisierung der Versuchstiere wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien ge-
wonnen. Die DNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe des nexttec™ [ DNA Isolation Kit for
Tissue and Cells cleanPlates96* entsprechend des Herstellerprotokolls. Dazu wurden die ge-
frorenen Biopsien aufgetaut und durch Proteinase K in dem Kit beiliegendem Puffer fir 30
Minuten bei 56 °C und 200 rpm auf dem Schiittelinkubator verdaut. Das Lysat wurde auf
die nexttec™cleanPlate tiberfiihrt und die DNA nach einer Inkubationszeit von drei Minu-

ten per Zentrifugation eluiert

2.2.4.2 Genotypisierungs-Polymerasekettenreaktion aus genomischer DNA

Die Genotypisierung der Versuchstiere erfolgte durch Polymerasekettenreaktion (PCR) nach
Mullis et al. (1986). Hierfiir wurde das GoTag-Reaktionssystem von Promega verwendet.
Zur Anwendung kamen Primer, die spezifisch ein 495 Nukleotide langes Produkt des trans-
genen Maus-Pmp22 amplifizieren, jedoch an keine komplementiren Bereiche innerhalb des
Rattengenoms binden. Auf diese Weise konnte sicher zwischen transgenen und Wildtyp-

Tieren unterschieden werden. Fir die PCR wurde ein Reaktionsvolumen von 20 ul verwen-

det:
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Tabelle 13: Protokoll Genotypisierungs-PCR fur Pmp22-transgene Tiere

DNA 1ul
5’-Primer (5 pmol/ pl) 1ul
3’-Primer (5 pmol/ ul) 1l
dNTPs (je Nukleotid 2,5 mM) 1ul
5x Buffer 4ul
GoTaq 0,1 ul
ddH,O 11,9 w
Die Amplifikation der DNA erfolgte nach folgendem Schema:
3 min @ 95 °C

45 s @ 56 °C

60 s @ 72°C 32 Zyklen

30s @ 95 °C

60 s @ 55 °C

10 min @ 72 °C

2.2.4.3 Agarosegelelektrophorese und Detektion zur Genotypisierung

Zur Detektion der amplifizierten DNA wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt.
Zur Verwendung kamen 1,5%ige Gele. Es wurde TAE-Puffer in der Mikrowelle erwirmt
und die Agarose gelost. Nach dem Zugeben von Ethidiumbromid (1 pg/ml) wurde die Aga-
rose in eine Gelkammer gegossen und Gelkimme zur Herstellung von Probentaschen ein-
gesetzt. Nach dem Erstarren der Agarose wurde das Gel mit TAE-Puffer Gibergossen und
die PCR-Proben in die Taschen pipettiert. Zur spiteren Identifizierung der Banden wurde
zusatzlich ein Grélenmarker verwendet (Promega 1 kb DNA Ladder). Nach dem Anlegen
einer Spannung wandern die negativ geladenen Nukleinsdure-Molekdle im elektrischen Feld
zur Kathode. Unterschiedlich lange Molekiile haben eine unterschiedliche Wanderungsge-
schwindigkeit und lassen sich auf diese Weise nach ihrer Grof3e auftrennen. Durch Interka-
lierung des Ethidiumbromids in die DNA konnte diese unter UV-Licht sichtbar gemacht
und abfotografiert werden. Alternativ zu Ethidiumbromid wurde der nicht mutagene Fluo-

reszenzfarbstoff GelRed™ (Biotium) verwendet.

2.2.4.4 Praparation von RNA

Die Isolierung von RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit von Quiagen entsprechend
des Herstellerprotokolls. Zur Isolierung von RNA aus bei —80 °C gelagerten Ischiasnerven
wurden diese in einem 2 ml Eppendorf Reaktionsgefa3 in 1 ml Quiazol Lysis Reagenz mit
einem Ultra-Turrax Homogenisator zerkleinert. Der Homogenisator wurde nach jeder Probe
dreimal mit destilliertem Wasser zur Vermeidung von Kontamination gereinigt. Anschlie-
Bend wurden die Proben fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit 200 pl Chloro-

form versetzt. Nach Mischen mit dem Vortex und einer weiteren Inkubation von 3 min bei



Material und Methoden 33

Raumtemperatur erfolgte die Zentrifugation fir 15 min bei 12000 g und 4 °C mittels Kuhl-
zentrifuge. Anschlieend wurde die wissrige, RN A-haltige Phase in ein neues Gefal3 iber-
fithrt, mit derselben Menge 70 % Ethanol versetzt, gemischt und auf die Silikat-Membran
einer RNeasy-Siule pipettiert. Die RNA bindet an die Silikat-Membran der Siule, wiahrend
die Lésung mit Hilfe des QuiVac24 Vakuumsystems durch die Sdule gesaugt wurde. Es folg-
ten Waschschritte mit den mitgelieferten Puffern RW1 und RPE. AnschlieBend wurde die
Sdule in ein 2 ml Gefil3 Gberfihrt, durch Zentrifugation bei 8000 g getrocknet, in ein neues
1,5 ml Gefil3 Gberfithrt und die RNA mit 50 ul RN Ase freiem Wasser eluiert. Zur Isolierung
von RNA aus kultivierten Schwannzellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit
PBS gewaschen. Danach erfolgte die Lyse der Zellen mit RL'T-Puffer und 3-Mercaptoetha-
nol (10 ul/ml RLT). Das Lysat wurde in ein neues 2 ml Gefil3 tberfithrt und mit derselben
Menge 70 % Ethanol versetzt. Diese Losung wurde auf die Membran einer RNeasy Sdule

pipettiert. AnschlieBend wurde wie vorher beschrieben fortgefahren.

2.2.4.5 Reverse Transkription von RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch anhand der OD260 mit
Hilfe des NanoDrop 2000 Spectrophotometers (Thermo Scientific). Zur Synthese von kom-
plementirer DNA (cDNA) wurden 500 ng RNA eingesetzt. Die Synthese erfolgte mit dem
Reaktionssystem Superscript-III™RT (Invitrogen) entsprechend der Herstellerangaben. Zur
spezifischen Transkription von messenger RNA (mRNA) wurden poly-Thymidin-Primer
(dT-Primer 0,6 uM) verwendet. Zusitzlich wurden random nonamer primer (N9-Primer
120 uM) zur Effizienzsteigerung der reversen Transkription verwendet. Das Annealing er-
folgte fiir 2 min bei 70 °C. AnschlieBend wurden 4 ul 5x 7sz strand buffer, 2 pl Dichlordiphe-
nyltrichlorethan (DDT, 100 mM), 1pul gemischte Nukleotide (10 mM), sowie 1 ul
Supersctipt-III™RT-Polymerase mit einer Aktivitit von 200 U/ul zugefigt. Die Elongation
erfolgte fiir 10 min bei 25 °C, 45 min bei 45 °C und 45 min bei 55 °C.

2.2.4.6 Semiquantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR dient der relativen Quantifizierung von mRNA eines Gens im Vergleich zu
einem konstant exprimierten Gen (Housekeeping-Gen). Die gqRT-PCR erfolgte dabei nach
dem Prinzip der PCR nach Mullis et al. (1986). Die Detektion der entstandenen PCR-
Produkte erfolgte durch den asymmetrischen Cyanin-Farbstoff Sybt®Green, der in doppel-
strangige Nukleinsduren interkaliert und griines Licht bei Amax = 521 nm emittiert. Die In-
tensitit der Fluoreszenz ist dabei proportional zur Menge der doppelstringigen
Nukleinsduren (Rye et al. 1992). Die Registrierung erfolgte am Ende jeder Elongationsphase.
Die Anzahl der PCR-Zyklen, bis zu der ein definierter Grenzwert der Fluoreszenz tber-
schritten wird, wird als Ct (zhreshold ¢ycle) definiert. Die Auswertung der PCR erfolgte nach
der 2—AACt-Methode (Livak und Schmittgen 2001). Dabei wird der Ct-Wert des Standard-
gens von dem Ct-Wert des untersuchten Gens abgezogen und der ACt eines Kalibrators von

allen ACt-Werten abgezogen. Dieser AACt-Wert wird in die Formel ,,Expression = 2744
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eingesetzt. Die Expression wird dabei als n-fache Expression des Kalibrators angegeben. In
der Regel wurden die Werte auf die Kontrollgruppe normalisiert. Die qRT-PCR wurde mit
einem LightCycler© 480 von Roche im 384 well Format mit dem SYBR® Green PCR Mas-
ter Mix (Applied Biosystems) durchgefithrt. Pro Gen und Probe wurden vier technische
Replikate erstellt und der Mittelwert gebildet. Es wurde der von Applied Biosystems emp-

fohlene Reaktionsansatz verwendet:

Tabelle 14: Protokoll qRT-PCR fiir Genexpressionsanalysen

cDNA 2wl
5-Primer (50 pmol/ ul) 0,2 ul
3’-Primer (50 pmol/ pl) 0,2 ul
SYBR®-Green Master Mix 5ul
H20 2,6 ul
Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Schema:

10 min @ 95 °C

15s @ 56 °

20's @72° 45 Zyklen

40 s @95°

2.2.4.7 Isolierung von Proteinen

Zur Durchftihrung von Western-Blot-Analysen wurden Proteine aus Ischiasnerven isoliert.
Bei —80 °C gefrorene Ischiasnerven wurden in 2 ml Eppendorfgefiie mit 200 ul Sucrose-
puffer (Sucrose 320 mM, Tris 10 mM, NaHCO; 1 mM, MgCl, 1 mM, Proteinaseinhibitor
und Phosphataseinhibitor) und 25 mm Keramikkugeln tberfihrt und mit einem Precellys 24
Homogenisator (PeqlLab) zweimal bei 3000 rpm fir 10 s homogenisiert. Die Homogenisate
wurden fir 10 min bei 15000 rpm bei 4 °C in der Kiihlzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand
in ein 1,5 ml Eppendorfgefil3 iberfihrt und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert. Kul-
tivierte Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem Cell Scraper
in 100 pl Sucrosepuffer gescrapt. Die Zellsuspension wurde durch mehrfaches pipettieren
mit einer 200 ul Pipette homogenisiert und fiir 10 min bei 15000 rpm und 4 °C in der Kiihl-

zentrifuge zentrifugiert und der Uberstand wiederum bei —20 °C gelagert.

2.2.4.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad DC Protein
Assay Kit nach der Methode von Lowry et al. (1951) entsprechend des Herstellerprotokolls.
Die Proteinmessung erfolgte photometrisch mit einem Thermo-Max Microplate reader bei
A = 600 nm auf einer 96-well Mikrotiterplatte. Die Standardisierung erfolgte mit einer Stan-
dardreihe mit 0,1 pg/ul, 0,2 pg/ul, 0,4 pg/ul, 0,8 ng/ul, 1,2 ueg/ul, 1,6 pg/ul, 2,0 png/ul und
3,0 ug/ul bovines Serum-Albumin (BSA). Von der Standardreihe wurden zwei technische
Replikate durchgefiihrt, von jeder Probe drei technische Replikate.
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2.2.4.9 Western Blot

Proteinextrakte wurden mit dem Probenpuffer versetzt und bei 80 °C fiir 10 min denaturiert.
Es wurden 20 pg einer denaturierten Probe mit jeweils 4 pl 3-Mercaptoethanol und 10 pl
Loading Dye fiir die Gelektrophorese eingesetzt. Fir die SDS-PAGE-Gelektrophorese
wurde das NuPAGE-Gelektrophoresesystem von Invitrogen mit dem Kammersystem Xcell
SureLock und mit NuPAGE-Gelen mit zehn Taschen verwendet. Der Aufbau der Xcell
SureLock Kammer erfolgte gemil3 dem Herstellerprotokoll von Invitrogen. Die PVDF-
Membran wurde vor dem Einsatz fiir 30 s in 100 % Methanol aktiviert und danach kurz in
Transfer-Puffer gewaschen. Nach Anlegen der Spannung, wandern die Proteine von der Ka-
thode zur Anode und werden auf der PVDF-Membran durch hydrophobe und elektrostati-
sche Bindungen fixiert. Die gesamte Western-Blot-Apparatur wurde zur Kihlung in ein
Eisbad gestellt. Bei 400 mA und 30 V wurden die Proteine fiir 2 h transferiert. Nach Been-
digung des Blottes wurde die Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur in Blocking-Puffer in-
aktiviert. Nun wurde die Membran mit dem primiren Antikérper in entsprechender
Verdinnung in Blocking-Puffer bei 4 °C tiber Nacht inkubiert, gefolgt von vier Waschschrit-
ten fiir je 10 min mit TBS-T. Folgend wurde der sekundire HRP-konjugierte Antikérper
(1:5000 verdinnt in TBS-T) fiir 60 bis 90 min appliziert. Nach erneutem Waschen mit TBS-T
wurde die PVDF-Membran mit ECL-Loésung (Parkin-Elmer) fiir 1 min nach Angaben des
Herstellers inkubiert und in einer Plastikschutzfolie verpackt. Unter Lichtabschluss wurde
die Membran je nach Signalstarke fir unterschiedliche Zeiten (10 s bis 30 min) einem auto-
matischen Western-Blot-System der Firma Intas exponiert. Zum erneuten Detektieren mit
einem weiteren primaren Antikérper, wurde die PVDF-Membran in einem Stripping-Puffer
fir 2 h bei 60 °C behandelt, zweimal 20 min mit TBS-T bei Raumtemperatur gewaschen.
Die Auswertung der Western-Blot-Aufnahmen erfolgte mittels des Plug-in Gel-Analyser der
Software Image].
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung im peripheren

Nervensystem von Wildtyp-Ratten

Um den Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung zu untersuchen wurden zwei Zeit-
punkte wihrend der Myelinisierung (p0 — p6 und p0 — p21) sowie ein spaterer Zeitpunkt
nach Abschluss der Myelinisierung (p30 — p117) gewihlt. Mannliche, neugeborene Ratten
wurden nach Geburt randomisiert in Gruppen aufgeteilt. Aufgrund der altersabhingigen Er-
nihrung der neugeborenen Ratten iiber die Muttermilch hitte sich bei oraler Applikation
von Lithium an die Muttertiere eine sehr unsichere Dosis von Lithium in den untersuchten
Tieren ergeben. Daher wurde sich zu einer intraperitonealen Gabe von Lithiumchlorid ent-
schieden. Hierzu wurden die Tiere tiglich gewogen und 1 mMol LiCl/kg/KG
(50 mg/kg/KG) intraperitoneal injiziert. Am 6. bzw. 21. Lebenstag wurden die Tiere getotet
und Gewebe zur histologischen und molekularbiologischen Untersuchung entnommen.
Minnliche Ratten im Alter von 30 Tagen wurden in je zwei gleich schwere Behandlungs-
und Kontrollgruppen aufgeteilt und ab dem 30. Lebenstag entweder mit Standardfutter
(n = 20, Durchschnittsgewicht Tag 33 = 117 g), mit 0,12 % Lithiumcarbonat (Li>CO5)
(n =10, Durchschnittsgewicht = 118 g) oder 0,24 % Li,CO; (n = 10, Durchschnittsge-
wicht = 117 g) angereichertem Futter ernidhrt (Abbildung 1).

Alter in Tagen: | |
Behandlungszeitraum: 0 6 21 30 117

p30 — p117 } i

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Behandlung von Wildtyp-Ratten mit Lithium. Behand-
lungszeitrdume p0 — p6 (n = 5 je Gruppe) und p0 — p21 (n = 8 je Gruppe) wihrend der Myelinisierung. Diese
Tiere erhielten tagliche intrapetitoneale Injektionen mit 1 mM LiCl/kg/KG (50 mg/kg/KG) bzw. physiologi-
sche Kochsalzlosung in der Kontrollgruppe. Behandlungszeitraum p30 — p117 (n = 10 je Gruppe) nach Ab-
schluss der Myelinisierung. Diese Tiere erhielten Futter mit 0,12 % LixCO; bzw. 0,24 % Li»CO3, Die
entsprechende Kontrollgruppe erhielt Standardfutter. Zum Abschluss des jeweiligen Behandlungszeitraums

wurden die Tiere getétet und Gewebe zur histologischen und molekularbiologischen Analyse entnommen.

Die Tiere, die 0,24 % Li»COs erhielten, zeigten einen deutlichen Gewichtsverlust (Abbildung
2) sowie eine rapide Verschlechterung des Allgemeinzustandes. Das Gewicht der Tiere mit
0,24 % Li;CO5 betrug an Lebenstag 47 durchschnittlich nur 72 g (Tiere mit Standardfutter:
196 g, Tiere mit 0,12 % Li;COs: 156 g). Daher wurde beschlossen die Versuchsgruppe mit
0,24 % zu beenden. Diese Tiere sowie die entsprechende Kontrollgruppe wurden getotet

und Blut zur Bestimmung der Lithiumkonzentration entnommen. Aus technischen Grinden
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(geringe Blutmenge) war nur bei vier Tieren aus der 0,24 % Li»C0Os-Gruppe eine Konzentra-
tionsbestimmung von Lithium im Blut méglich. Auf eine weitere histologische und moleku-
larbiologische ~ Untersuchung der entnommenen Gewebe wurde aufgrund des
Gewichtsverlustes und des schlechten Allgemeinzustandes der Tiere verzichtet. Am 117. Tag
wurden die ubrigen Ratten gewogen und nach dem Toten Blut aus dem rechten Ventrikel
entnommen. Aul3erdem wurden Gewebe zur histologischen und molekularbiologischen Un-
tersuchung gewonnen. In der Gruppe mit 0,12 % Li>CO; zeigte sich an Tag 117 im Durch-
schnitt ein Korpergewicht von 329 g (Standardfutter 351 g) und eine Serumkonzentration
von 0,33 mmol/l, in der Gruppe mit 0,24 % Li-COs eine Serumkonzentration von
1,57 mmol/1 (Tag 47) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Gewicht und Serum-Lithiumkonzentration in Wildtyp-Ratten nach Lithiumbehandlung.
a) Darstellung des Gewichtsverlaufs nach oraler Gabe von Lithiumcarbonat (0,12 % und 0,24 % Li»C03 sowie
entsprechende Kontrollgruppen) tiber die Nahrung. Tiere aus der Gruppe mit 0,24 % Li>C0s zeigten einen
deutlichen Gewichtsverlust im Vergleich zu den anderen Gruppen (Gewicht an Tag 47: Mittelwert Kon-
trolle 1 =196 g, 0,12 % Li2CO3; = 156 g, Kontrolle 2 = 201 g, 0,24 % LixC0; = 72 g, n = 10) b) Bestimmung
der Serum-Lithiumkonzentration mittels ionenselektiver Elektrode (durchgefiihrt durch Labor Lademannbo-
gen, Hamburg). Kontrolle n = 16, Mittelwert Serum-Lithiumkonzentration 0,12 % Li>C03; = 0,33 mmol/1 (Tag
117), n = 10, 0,24 % Li»C03 = 1,57 mmol/1 (Tag 47), n = 4.

3.1.1 Histologische Analyse von Tibialisnerven

Tibialisnerven wurden in Losung nach Karlsson und Schultz (1965) fixiert, in Epoxidharz
eingebettet und Schnitte fiir Elektronenmikroskopie angefertigt. Es wurden reprisentative
Ausschnitte der Tibialisnerven mit dem Elektronenmikroskop in einer 3000x Vergro3erung
abfotografiert, der Umfang von Axon und Myelinscheide gemessen und daraus die g-ratio
als Mal3 fuir die relative Myelindicke (Fahrenkamp und Friede 1987) berechnet. Zu den bei-
den frithen Zeitpunkten wihrend der Myelinisierung, pO — p6 und p0 — p21, zeigte sich kein
Unterschied in der g-ratio zwischen behandelten Tieren und der Kontrollgruppe. Die
Gruppe der langzeitbehandelten Tiere nach Abschluss der Myelinisierung, p30 — p117, zeigte

eine statistisch signifikant kleinere g-ratio (Mittelwert Kontrolle 0,6428, Mittelwert Lithium
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0,5936, p < 0,01) als Ausdruck einer dickeren Myelinscheide im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Histologische Analyse der relativen Myelindicke (g-ratio) in Tibialisnerven von Wildtyp-
Ratten nach Lithiumbehandlung. griin: Wildtyp-Ratten ohne Lithiumbehandlung (Kontrolle), schwarz:
Wildtyp-Ratten nach Lithiumbehandlung. a) Auftragung der Myelindicke (g-ratio) auf den Axondurchmesser.
In den Altersgruppen p0 — p6 und p0 — p21 fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied. In der Gruppe
p30 — p117 zeigte sich ein statisch signifikanter Unterschied der Héhe der linearen Regression (p < 0.0001).
Die Steigung der linearen Regression unterschied sich nicht. b) In den Altersgruppen p0 — p6 bzw. p0 — p21
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied des mittleren g-ratios. In der Gruppe p30 — p117 zeigte
sich nach Lithiumbehandlung ein statistisch signifikanter Unterschied des g-ratios, entsprechend einer Zu-
nahme der Myelindicke nach Lithiumbehandlung. Boxplots mit Median, Quartil, Min./Max.. Mann-Whitney-
U-Test (** p < 0,01). p0 — p6 n = 3 je Gruppe; p0 — p21 Kontrolle n = 3, Lithium n = 5; p30 — p117 Kontrolle
n = 6, Lithium n = 7.

Schwannzellen umgeben die Axone mit ihrer Zellmembran spiralf6rmig und bilden so das
Myelin. Die direkt aneinander liegenden Zellmembranen ohne dazwischen befindliches Zy-
toplasma bilden das kompakte Myelin. Die gegentiberliegenden Anteile der intrazelluliren
Membran stellen dabei die sogenannte wajor dense line, die gegentiberliegenden extrazelluliren
Anteile die zntraperiod line dar. Der Abstand zwischen zwei major dense lines betrigt im periphe-
ren Nervensystem ca. 15 nm (Kirschner und Blaurock 1992). Um zu bestitigen, dass es sich
bei der Abnahme der g-ratio um eine echte Zunahme der Myelindicke und nicht um eine
Verbreiterung der einzelnen Schichten des Myelins bzw. eine Verinderung der Kompaktie-
rung des Myelins handelte, wurden von Tieren aus der Gruppe p30 — p117 mikroskopische
Aufnahmen der Myelinschicht von Tibialisnerven mit einer Vergrof3erung von 12000x ange-
fertigt. Die Dicke der Myelinschicht wurde gemessen und durch die Anzahl der wajor dense
lines geteilt. Es zeigte sich ein durchschnittlicher Abstand der major dense lines von 14,23 nm
in der Kontrollgruppe und 14,08 nm in der Lithiumgruppe (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,9).

Es gab also keinen Unterschied in dem durchschnittlichen Abstand zwischen zwei zajor dense
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lines zwischen behandelten und unbehandelten Tieren. Daraus ldsst sich schlieBen, dass es
sich um eine Zunahme der Myelindicke und nicht um eine Verinderung der Myelinkompak-
tierung handelte (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Histologische Analyse der Myelinkompaktierung in Tibialisnerven von Wildtyp-Ratten
nach Lithiumbehandlung. grin: Wildtyp-Ratten p30 — p117 ohne Lithiumbehandlung (Kontrolle), schwarz:
Wildtyp-Ratten p30 — p117 nach Lithiumbehandlung. a) Reprisentative, elektronenmikroskopische Aufnahme
eines Axons mit Myelinscheide aus dem Tibialisnerv einer 117 Tage alten Ratte. 12000x VergroBerung. b) Ver-
groBerter Ausschnitt aus a). Die Dicke der Myelinschicht wurde gemessen und durch die Anzahl der major dense
lines dividiert. ¢) Durchschnittlicher Abstand der major dense lines als Maf3 fiir die Dicke der einzelnen Myelinla-
mellen (Myelinkompaktierung). Ein Unterschied zwischen Lithium-behandelten- und Kontrolltieren ergab sich

nicht. Mann-Whitney-U-Test, n = 3 je Gruppe.

3.1.2 Genexpressionsanalysen aus RNA-Isolaten von Ischiasnerven

Aus entnommenen Ischiasnerven wurde RNA isoliert und nach erfolgter cDNA-Synthese
die relative Expression verschiedener Gene normalisiert auf konstant exprimierte Gene mit-
tels qRT-PCR in den Altersgruppen p0 — p21 und p30 — p117 gemessen. Hierbei wurde die
Expression verschiedener Gene fiir Myelinproteine sowie der fiir die Cholesterinbiosynthese
essentiellen Gene HMG-CoA-Reduktase (Hmger) und sterol regulatory element-binding protein
cleavage-activating protein (Scap) untersucht. AuBerdem wurde die relative Expression von Peri-
axin (Prx), der Transkriptionsfaktoren Oct6/Pou3f1 und Krox20/Egr sowie des Neurotro-
phins brain-derived nenrotrophic factor (Bdnf) bestimmt. Es zeigte sich nach 21 Tagen Behandlung
eine statistisch signifikant héhere Expression des Myelinproteins 0 (Mpg) (Abbildung 5c)
sowie tendenziell eine erhohte Expression des basischen Myelinproteins (Mbp) (Abbildung
5d) sowie der fur die Cholesterinsynthese geschwindigkeitsbestimmenden HMG-CoA-
Reduktase (Abbildung 5a). Die Expression von Bdnfwar in der Gruppe p0 — p21 statistisch
signifikant auf etwa 50 % der Kontrollgruppe erniedrigt (p = 0,021) wihrend sich in der
Gruppe p30 — p117 kein Unterschied in der Bdnf-Expression verglichen mit der Kontroll-
gruppe fand (Abbildung 5h). Das periphere Myelinprotein Pzp22 (Abbildung 5e), der Tran-
skriptionsfaktor Krox20/Egr (Abbildung 5i) sowie Connexin 43 (Cx43) (Abbildung 5j), als
Indikator fir eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs, waren lediglich zum Zeit-
punkt p30 — p117 differentiell reguliert, wihrend sich zu dem frihen Zeitpunkt kein signifi-

kanter Unterschied fand. Die Expression von Sewp, Prx, sowie des Transkriptionsfaktor



Ergebnisse 40

Oct6/ Pou3f1 waren weder in der Altersgruppe p0 — p21 noch in der Gruppe p30 — p117 nach
Behandlung der Wildtyp-Ratten mit Lithium signifikant differentiell reguliert (Abbildung

5b,f,g).
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Abbildung 5: Genexpressionsanalysen aus Ischiasnerven von Wildtyp-Ratten nach Lithiumbehand-
lung. Relative mRNA-Expression normalisiert auf unbehandelte Wildtyp-Ratten. Standardisiert auf die kon-
stant exprimierte Gene Rp/p0 und Oagl. Wildtyp-Kontrolle: unbehandelte Wildtyp-Ratten n = 11; Lithium
p0 — p21: Wildtyp-Ratten mit 1mM LiCl/kg/KG intraperitoneal behandelt n = 6; Lithium p30 — p117: Wild-
typ-Ratten mit 0,12 % LixCOj3 p. o. behandelt n = 6. Mittelwert und Standardabweichung, One-way-ANOVA

mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01).

3.1.3 Proteinanalysen aus Proteinlysaten von Ischiasnerven

Lithium ist in der Lage tber die Inhibition von GSK3b den Abbau von B-Catenin zu hem-
men (Phiel und Klein 2001). Der Wnt/B-Catenin-Signalweg stimuliert die Myelingenexpres-

sion. Eine Hemmung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fiihrt zu einer Hypomyelinisierung

(Tawk et al. 2011). Neben diesem bekannten Signalweg ist Lithium auch in der Lage den
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PI3K/AKT-Signalweg (Sinha et al. 2005) sowie den MAPK/ERK-Signalweg (Einat et al.
2003; Pardo et al. 2003) zu beeinflussen. Der PI3K/AKT-Signalweg spielt eine entschei-
dende Rolle in der Myelinisierung. So steuert der AKT-Signalweg die Umhiillung des Axons
und reguliert die Dicke des Myelins im peripheren Nervensystem (Norrmén und Suter 2013;
Domenech-Estevez et al. 2016). Bei einer Uberaktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs in
Schwannzellen kommt es zu einer fokalen Hypermyelinisierung, Myelin outfoldings (zusitzli-
che Myelinschleifen, die sich innerhalb des Schwannzell-Zytoplasmas befinden oder das A-
xon auflerhalb der normalen Myelinscheide umgeben) und Ausbildung von Tomaculas
(abnormale, fokale Verdickungen des Myelins) (Goebbels et al. 2012). Der MAP/ERK-
Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des peripheren Nervensystems. De-
letion von ERK7/2 in Schwannzell-Vorlauferzellen in Knock-Out-Mausen fuhrt zu einer
Hypomyelinisierung (Newbern et al. 2011). Um zu tiberpriifen, inwiefern Lithum tber einen
dieser beiden Signalwege die Myelinisierung beeinflusst, wurden Western-Blot-Analysen aus
Proteinlysaten von Ischiasnerven Lithium-behandelter Wildtyp-Ratten (p30—p117 mit
0,12 % Li,CO;5 p. 0.) auf AKT/phopho-AKT sowie auf die 42 kDa und 44 kDa Isoformen
der MAPK/phospho-MAPK durchgefiihrt (Abbildung 6a). Um zu untersuchen, ob es zu
einer Aktivierung der unterschiedlichen Signalwege kommt, wurde nach Normalisierung auf
die Ladekontrolle Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase der Quotient aus unphos-
phorylierter und phosphorylierter Form gebildet. Hier zeigte sich eine statistisch signifikante
Aktivierung der p42MAPK als Ausdruck einer Aktivierung des MAPK/ERK-Signalwegs
(Abbildung 6¢). Es zeigte sich ebenfalls eine Aktivierung der p44MAPK-Isoform, aufgrund
einer hoheren Standardabweichung war der Unterschied jedoch statistisch nicht signifikant.
Der Anteil des phospho-AKT war nach Lithiumbehandlung ebenfalls statistisch signifikant
erhoht (p = 0,01), normalisiert auf das Gesamt-AKT zeigte sich jedoch nach Lithiumbe-
handlung kein statistisch signifikanter Unterschied (Abbildung 6b).
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Abbildung 6: Proteinanalyse aus Ischiasnerven von adulten Wildtyp-Ratten nach Lithiumbehandlung.
a) Reprisentative Western Blots mit Proteinlysaten aus Ischiasnerven adulter Wildtyp-Ratten mit Lithiumbe-
handlung (p30 — p117, 0,12 % Li»CO3) und Kontrollgruppe ohne Lithiumbehandlung (p30 — p117). Alle Blots
wurden auf GAPDH als Ladekontrolle normalisiert. Nach Lithiumbehandlung zeigte sich eine statistisch sig-
nifikante Aktivierung der p42-Isoform der MAPK sowie eine tendenzielle Aktivierung der p44-Isoform. n =7
je Gruppe, Mann-Whitney-U-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01).
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3.2  Einfluss von Lithium auf die Schwannzell-Differenzierung und

Myelinisierung in vitro

3.21 Genexpressionsanalysen aus primiren Schwannzell-Kulturen

Primire Schwannzell-Kulturen wurden aus Ischiasnerven zwei Tage alter Ratten pripariert.
Nach Behandlung mit Cytarabin zur Elimination von Fibroblasten wurden die Zellen auf
Zellkulturschalen ausplattiert und zur Vermehrung maximal dreimal passagiert. Forskolin ist
ein Aktivator der Adenylatcyclasen und fiithrt zu einer Erhéhung des intrazelluliren cycli-
schen Adenosinmonophosphats (cAMP). Ein erhohter intrazellularer cAMP-Spiegel fiihrt in
Schwannzellen zu Proliferation (Sobue et al. 1986), Differenzierung (Morgan et al. 1991)
sowie zur Expression von Myelingenen (LeBlanc et al. 1992). Um die Wirkung von Lithium
auf Schwannzellen in vitro zu untersuchen, wurde in konfluenten Kulturen dem Medium fiir
72 Stunden entweder keine Zusitze, 1 mM Li,C0;, 1 mM Li,C0; und 4 uM Forskolin oder
nur 4 uM Forskolin zugegeben. Nach 72 Stunden Behandlung der Zellen wurde gemif3 Her-
stellerprotokoll RNA isoliert, cDNA synthetisiert und Genexpressionsanalysen mittel qRT-
PCRs durchgefiihrt.

Das Gap-Junction-Protein Connexin 43 (Cx43) ist ein bekanntes Target des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs (Van der Heyden et al. 1998) und ist selbst fiir die Aufrechterhaltung einer nor-
malen Myelinscheide im peripheren Nervensystem notwendig (Anzini et al. 1997). Lithium
wiederrum ist in der Lage tGber die Inhibition der Glykogensynthasekinase 3 beta (GSK3b)
den Wnt-Signalweg zu aktivieren (Hedgepeth et al. 1997). Eine Behandlung mit Lithium
1 mM/1 fur 72 h fuhrte nicht zu einer erhohten Expression von Cx43. Durch die Erhéhung
des intrazelluliren cAMP kam es zu einer etwa 5-fach erthohten Expression von Cx43. Eine
Kombination von Forskolin und Lithium fihrte zu keiner weiteren Erhchung der Cx43-
Expression (Abbildung 7a). Die Expression von Gsk3b wurde weder durch die Gabe von
Lithium noch durch Forskolin verandert (Abbildung 7i).

Untersuchungen haben wiederholt gezeigt, dass die Gabe von Lithium in der Lage ist die
Expression von Myelingenen zu induzieren (Makoukji et al., 2012; Fang et al., 2016). Nach
Behandlung der Schwannzellen mit 1 mM Li>CO; zeigte sich eine signifikant ethéhte Expres-
sion von Pmp22 (p = 0,0317, Abbildung 7b). Die Expression des Myelinproteins 0 (Mpz)
wurde durch die Zugabe von 1 mM Li>CO; nicht beeinflusst (Abbildung 7c). Erwartungsge-
mif} kam es durch die Erhéhung des intrazelluliren cAMPs durch Forskolin zu einer erhoh-
ten Expression beider Myelinproteine. Die Zugabe von 1 mM Lithium und Forskolin
zusammen fithrte nicht zu einer erhéhten Expression der Myelinproteine Mpg und Pmp22
gegeniiber der alleinigen Gabe von Forskolin (Abbildung 7b,c). Die mRNA-Level der HMG-
CoA Reduktase (Hmger) sowie von Sterol regulatory element-binding protein cleavage activating protein
(Seap), einem Schlisseltranskriptionsfaktor der Cholesterinbiosynthese, sowie des Prolifera-
tionsmarkers K767, wurden weder durch die Gabe von 1mM Lithium noch durch Forskolin
beeinflusst (Abbildung 7d,e,f).
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Die Expression der Schwannzell-Differenzierungsmarker Krox20/Egr! und Oct6/Pou3f1
wurde durch die Gabe von Forskolin stimuliert. Die Gabe von 1 mM Lithium fihrte weder
in der Anwesenheit noch in der Abwesenheit von Forskolin zu einer Verinderung der Ex-

pression (Abbildung 7g,h).
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Abbildung 7: Genexpressionsanalysen aus primiren Schwannzell-Kulturen unter dem Einfluss von
1 mM Lithiumcarbonat und Forskolin. Relative mRNA-Expression normalisiert auf die Kontrollgruppe
(Lithium 0/Forskolin —). Fir 72 Stunden wurden dem Nihrmedium entweder keine Zusitze (Li-
thium 0/Fotskolin —), nur 1 mM LixCO3 (Lithium 1/Forskolin —), 1 mM Li>C0; und 4 pM Forskolin (Li-
thium 1/ Forskolin +) odet nur 4 pM Forskolin (Lithium 0/Forskolin +) zugegeben. Die Ethohung des
intrazelluliren cAMPs mit Forskolin fithrte zu einer Induktion von Pmp22 (b), Mpz (c) sowie der Transkripti-
onsfaktoren Oct6/POU3F1 (g) und Krox20/Egr2 (h). Signifikante Induktion der Expression von Pmp22 nach
Behandlung mit 1 mM Li,C03 ohne Forskolin (b). Eine statistisch signifikante Anderung der Expression durch
Gabe von LiCOs zeigte sich in keinem anderen der untersuchten Gene. n = 6 je Gruppe, One-way-ANOVA

mit Tukey post-hoc-Test (*p < 0,05).

Um zu tberpriifen, inwieweit die Beeinflussung der Genexpression durch Lithium dosisab-
hingig war, wurden zusitzlich Schwannzell-Kulturen fir 72 Stunden mit 5 mM Li,COs
(* Forskolin) behandelt. Hier zeigte sich gegentiber der Behandlung mit 1 mM eine statis-

tisch signifikant erhéhte Expression von Cx43 sowohl in Abwesenheit als auch Anwesenheit
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von Forskolin (p = 0,0238 — Forskolin bzw. p = 0,0067 + Forskolin, Abbildung 8a). Die
Expression von Pmp22 stieg nach Behandlung mit 5 mM Lithium gegeniiber der unbehan-
delten Kontrollgruppe um etwa den Faktor 4,5 bzw. 5 nach zusitzlicher Stimulation mit
Forskolin. Der Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,049 — Forskolin bzw.
p = 0,0357 + Forskolin, Abbildung 8b). Die Expression von Mpz war nach Behandlung der
Schwannzell-Kulturen mit 5 mM Li>;C03; ohne zusitzliche Stimulation mit Forskolin nicht
statistisch signifikant verdndert. Nach Behandlung der Zellen mit 5 mM Li>C0; und Forsko-
lin zeigte sich eine statistisch signifikante Induktion der Mpz-Expression um den Faktor 3
(p = 0,0238, Abbildung 8c).
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Abbildung 8: Genexpressionsanalysen aus primiren Schwannzell-Kulturen unter dem Einfluss von
1 mM und 5 mM Lithiumcarbonat und Forskolin. Fir 72 Stunden wurden dem Nihrmedium zusitzlich
zur vorhergehenden Untersuchung der Genexpression in Schwannzellkulturen (vgl. Abbildung 7) zwei Dosie-
rungsstufen hinzugefugt: nur 5mM Li>CO0;3 (Lithium 5/Forskolin —) und 5 mM Li,C03 und 4 uM Forskolin (Li-
thium 5/Fotskolin +). Es zeigte sich nach Gabe von 5 mM Li,C0;3 cine dosisabhingige Lithium-bedingte
Induktion von Cx43 (a), Pmp22 (b) und Mpz (c). Alle Werte normalisiert auf die Kontrollgruppe (Li-
thium 0/Fotskolin -), n = 3 je Gruppe, One-way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01).

3.2.2 Myelinisierung in Schwannzell-DRG-Neuron-Co-Kulturen

Co-Kulturen aus Neuronen der dorsalen Hinterwurzelganglien (DRG-Neurone) und
Schwannzellen sind in vitro in der Lage Myelin zu bilden. Diese myelinisierenden Co-Kultu-
ren bieten die Moglichkeit den Einfluss von Substanzen auf die Myelinisierung in vitro zu
untersuchen. Es wurden Kulturen nach einer modifizierten Methode nach Kleitman et al.
(1998) pripariert. Mit Initialisierung der Myelinisierung mittels Ascorbinsaure (Eldridge et al.
1987) an Tag 7 wurden dem Medium 0 mM, 1 mM oder 5 mM Li,CO0; zugegeben. Nach 16
Tagen wurden die Kulturen fixiert und das neuron-specific class 111 [-tubulin (Tujl) zur Darstel-
lung der Axone sowie Mbp zur Darstellung des Myelins gefirbt. Das Experiment wurde an
jeweils drei unabhingigen Kulturen durchgefithrt. Auf jeweils drei Coverslips pro Gruppe
wurde die Anzahl myelinisierter Segmente gezahlt. Hier zeigte sich eine statistisch signifi-
kante Zunahme der myelinisierten Segmente nach Behandlung mit 1 mM Li»COs. Die
Gruppe mit 5 mM Li,CO; zeigte nahezu keine Myelinisierung sowie einen Untergang der

DRG-Neurone (nicht quantifiziert) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Histologische Analyse der Myelinisierung von Schwannzell-DRG-Neuron-Co-Kulturen
nach Lithiumbehandlung. a) Immunfluoreszenzdreifachfirbung, rot: Tujl (Axone), grin: Mbp (Myelin),
blau: DAPI-Kernfirbung. 1000x VergroBerung. Reprisentativer Ausschnitt einer Schwannzell-DRG-Neuron-
Co-Kultur, rote Pfeile markieren myelinisierte Segmente. b) Quantifizierung der myelinisierten Segmente von
Schwannzell-DRG-Neuron-Co-Kulturen pro Coverslip. Zugabe von 0mM, 1mM oder 5mM Li>CO3 mit Initia-
lisierung der Myelinisierung. Statistisch signifikante Zunahme der Anzahl myelinisierter Segmente nach Zugabe
von 1 mM LixC03 ab Tag 7. n = 3 je Gruppe, One-way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05).
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3.3 Therapieversuch mit Lithium im transgenen Rattenmodell der
CMT1A

In Nouri et al. (2009) und Makoukiji et al. (2012) wurde der positive Einfluss von Lithium
auf die Regeneration bzw. Remyelinisierung nach Nervenverletzungen im Rattenmodell dar-
gestellt. Pourmohammadi et al. (2012) konnten eine Abmilderung einer Paclitaxel-induzier-
ten Neuropathie durch eine Behandlung mit Lithium zeigen. Aufgrund der in der Literatur
beschriebenen Einfliisse von Lithium auf Neuropathien und Nerventraumata sowie der viel-
versprechenden Ergebnisse aus der Voruntersuchung in Wildtyp-Tieren, entschlossen wir
uns zu einem Therapieversuch im Rattenmodell der CMT1A (Pmp22-transgene Ratten;
Sereda et al. 1996). Da sich in den Vorexperimenten bei Wildtyp-Ratten, wihrend des Pro-
zesses der Myelinisierung (p0 — p6 und p0 — p21), keine Unterschiede zeigten, entschlossen
wir uns im Alter von 30 Tagen mit der Behandlung zu beginnen (vgl. Abbildung 3). Es wurde
ein Behandlungszeitraum von insgesamt zwolf Wochen bis zum Alter von 16 Wochen ge-
wihlt, da sich zu dem spiteren Zeitpunkt ein stirker ausgepragter Phinotyp der transgenen
Ratten zeigt (Sereda et al. 1996; Fledrich et al. 2012a) (Abbildung 10). Hierzu wurden 30
Pmp22-transgene Ratten und 24 Wildtyp-Kontrolltiere im Alter von 28 Tagen gewogen und
die Griffstirke der Vorder- und Hinterbeine gemessen. Danach wurden die transgenen Rat-
ten und die Wildtyp-Tiere in jeweils zwei durchschnittlich gleich starke und schwere Grup-
pen eingeteilt. Ab dem Alter von 30 Tagen bekamen jeweils eine Gruppe transgene Ratten
(n=15) und Wildtyp-Ratten (n=12) fir insgesamt zwolf Wochen Futter mit
0,12 % Li;COs. Als Placebo-Kontrollen erhielten je eine Gruppe transgene Tiere (n = 15)
und Wildtyp-Ratten (n = 12) Standardfutter. Im Alter von 10, 13 und 16 Wochen wurde die
Griffstirke an Vorder- und Hinterldufen getestet. Im Alter von 16 Wochen wurde zusitzlich
eine elektrophysiologische Untersuchung der peripheren Nerven am Schwanz der Tiere
durchgefithrt. Im Anschluss wurden die Tiere durch Einleitung von CO; Gas getotet und

Gewebe zur histologischen und molekularbiologischen Untersuchung entnommen.
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d) Elektrophysiologie, Toten der Tiere, -I-

Entnahme von Gewebe zur weiteren
Analyse

c) Messung Gewicht und Griffstarke

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Lithiumbehandlung von PmpZ2-transgenen Ratten.
a) Binteilung im Alter von vier Wochen nach Gewicht und Griffstirke in jeweils zwei gleichwertige transgene
(n = 15) bzw. Wildtyp-Gruppen (n = 12). b) Ab dem 30. Tag Behandlung der Tiere mit Li>CO3 bzw. Standard-
futter. ¢) Messung von Griffstirke und Gewicht im Alter von 10 und 13 Wochen. d) Im Alter von 16 Wochen
Messung von Griffstirke und NLG. Im Anschluss T6tung der Tiere und Entnahme von Gewebe zur weiteren

Analyse.
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3.3.1 Phinotypische Untersuchung PmpZ22-transgener Ratten

Wie auch bei Lithium-behandelten Wildtyp-Tieren (Abbildung 2) kam es bei den transgenen
Tieren im Verlauf der Behandlung mittels Lithiumcarbonat zu einem Gewichtsverlust. Die-
ser war sowohl in der Gruppe der transgenen Ratten als auch bei den Wildtyp-Tieren zum
Abschluss der Studie signifikant (transgene Ratten p = 0,0237, Wildtyp p = 0,0437, Abbil-
dung 11).
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Abbildung 11: Gewichtsverlauf bei PmpZ22-transgenen Ratten nach Lithiumbehandlung. a) Im Alter
von drei Wochen erfolgte die Einteilung der Gruppen nach Griffstirke und Gewicht, sodass die einzelnen
Gruppen hier keinen Unterschied zeigten. Im Verlauf zeigte sich ein zunehmender Gewichtsverlust bei den
Lithium-behandelten Ratten im Vergleich zu den Kontrollgruppen. b) Zum Abschluss der Studie (Alter von
16 Wochen) statistisch signifikanter Gewichtverlust der Lithium-behandelten Ratten im Vergleich zu den Kon-
trollgruppen. Mittelwerte: Wildtyp-Kontrolle 246,5 g, Wildtyp-Lithium 231,7 g, Transgen-Kontrolle 236,4 g,
Transgen-Lithium 221,9 g. Wildtyp-Kontrolle und Wildtyp-Lithium je n = 12, Transgen-Kontrolle und Trans-
gen-Lithium je n = 15. Boxplot mit Median, Quartil, Min./Max.. One-way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test
(*p <0,05).

Im Alter von drei Wochen zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Griff-
stirke der Vorder- und Hinterldufe zwischen Pmp22-transgenen und Wildtyp-Ratten, der im
weiteren Verlauf konstant war (Abbildung 12). Wihrend die Messung der Vorderldufe allen-
falls eine geringe Verbesserung der Griffstirke der Lithium-behandelten transgenen Tiere
ergab, zeigte sich an den Hinterldufen ab der 13. Woche eine signifikante Zunahme der Griff-
stirke bei den Lithium-behandelten transgenen Ratten im Vergleich zu den unbehandelten
transgenen Tieren. Zum Abschluss der Therapie im Alter von 16 Wochen war dieser Unter-
schied signifikant (p = 0,0128). Die Griffstirke der Wildtyp-Ratten mit Standardfutter und
mit Lithium-Futter unterschied sich wihrend des gesamten Verlaufs nicht, trotz eines zum
Abschluss der Untersuchung statistisch signifikanten Gewichtsverlustes der Lithium-behan-
delten Tiere (Abbildung 11).
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Abbildung 12: Verlauf der Griffstirke von Vorder- und Hinterldufen bei Pmp22-transgenen Ratten
nach Lithiumbehandlung. a+c) Im Alter von drei Wochen zeigte sich bereits ein Unterschied in der Griff-
stirke von Vorder- und Hinterldufen zwischen Pmp22-transgenen- und Wildtyp-Ratten. Im Verlauf zunehmen-
der Kraftverlust an Vorder- und Hinterldufen. b + d) Zum Abschluss der Studie (Alter von 16 Wochen) zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und Pmp22-transgenen Ratten. Nach Therapie mit Li>CO3
der Pmp22-transgenen Tiere statistisch signifikanter Unterschied der Kraft an den Hinterldufen (d) sowie sta-
tistisch nicht signifikanter Unterschied an den Vorderldufen im Vergleich zur transgenen Kontrollgruppe (b).
Wildtyp-Kontrolle und Wildtyp-Lithium je n = 12, Transgen-Kontrolle und Transgen-Lithium je n = 15. Box-
plot mit Median, Quartil, Min./Max.. One-way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01,
K p < 0,001).

3.3.2 Elektrophysiologische Untersuchung an Schwanznerven PmpZ2-transgener
Ratten

Aus Untersuchungen an CMT1A-Patienten (Pareyson et al. 2006) sowie aus Experimenten
am transgenen Rattenmodell der CMT1A (Sereda et al. 1990) ist eine Verringerung der Ner-
venleitgeschwindigkeit (NLG) sowie der Amplituden der Muskelsummenaktionspotentiale
(MSAP) bei elektrophysiologischen Untersuchungen bekannt. Vor Abschluss der Therapie
wurden die Tiere analgosediert, zur Erhaltung der Kérpertemperatur auf einer Wiarmematte
gelagert und eine Messung der motorischen und sensiblen NLG an den Schwanznerven der
Ratten durchgefiihrt. Erwartungsgemil zeigte sich ein deutlicher Unterschied der NLG und
der MSAP zwischen transgenen und Wildtyp-Ratten. Eine Verbesserung der MSAP zeigte

sich zum Abschluss der Studie im Alter von 16 Wochen in den Lithium-behandelten Tieren
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im Vergleich zu der Kontrollgruppe nicht. Durch die Behandlung mit Lithium lief3 sich je-
doch im Alter von 16 Wochen eine statistisch signifikante Verbesserung der NLG bei den
transgenen Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielen (Abbildung 13a). In der Mes-
sung der sensiblen Neurographie in orthodromer Richtung zeigte sich ebenfalls ein hoch
signifikanter Unterschied der NLG sowie der sensiblen Nervenaktionspotentiale (SNAP)
zwischen Wildtyp-Kontrollen und Pmp22-transgenen Tieren. In der Gruppe der Wildtyp-
Kontrollen zeigte sich kein Unterschied zwischen Lithium-behandelten Tieren und Tieren
mit Standardfutter. In der Gruppe der transgenen Tiere lie3 sich durch die Lithiumbehand-
lung eine leichte, statistisch nicht signifikante Verbesserung der sensiblen NLG erzielen. Ein
Unterschied in der Amplitude des SNAP zeigte sich nicht (Abbildung 13b).
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Abbildung 13: Messung der motorischen und sensiblen NLG bei PmpZ22-transgenen Ratten nach Li-
thiumbehandlung. Zum Abschluss der Studie (Alter von 16 Wochen) erfolgte die Messungen der Muskel-
summenaktionspotentiale (MSAP) und Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) am Schwanz der transgenen und
Wildtyp-Ratten mit und ohne Lithiumbehandlung (0,12 % Li>CO03). a) Statistisch signifikanter Unterschied der
MSAP und NLG zwischen transgenen und Wildtyp-Ratten. Nach Behandlung mit 0,12 % Li>COs lief3 sich eine
Verbesserung der NLG im Vergleich zu unbehandelten transgenen Ratten erzielen. In Wildtyp-Ratten verin-
derte die Lithiumbehandlung weder MSAP noch NLG. b) statistisch signifikanter Unterschied der sensiblen
NLG und Summennervenaktionspotentiale (SNAP) zwischen unbehandelten transgenen und Wildtyp-Ratten.
Kein signifikanter Unterschied durch Lithiumbehandlung sowohl in transgenen als auch in Wildtyp-Ratten.
Wildtyp-Kontrolle und Wildtyp-Lithium je n = 12, Transgen-Kontrolle und Transgen-Lithium je n = 15. One-
way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05, ¥** p < 0,0001).
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3.3.3 Histologische Untersuchung von Tibialisnerven Pmp22-transgener Ratten

Bei der CMT1 kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einer Demyelinisierung und zu einem
axonalen Verlust (Sereda et al. 1996; Meyer zu Horste et al. 2007). Daher wurden die nach
Studienende entnommenen Tibialisnerven histologisch analysiert. Dazu wurden Tibialisner-
ven unter 100x VergroB3erung lichtmikroskopisch vollstindig abfotografiert, mittels der Zeiss
Mikroskopiesoftware zu einem vollstindigen Bild des Nervens zusammengefiigt und die Ge-
samtanzahl myelinisierter Axone quantifiziert. Hier zeigte sich nach Abschluss der Behand-
lung ein statistisch signifikanter Verlust myelinisierter Axone der transgenen Tiere im

Vergleich mit Wildtyp-Tieren.
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Abbildung 14: Histologische Analyse der Anzahl myelinisierter und demyelinisierter Axone in Tibia-
lisnerven von Pmp22-transgenen Ratten nach Lithiumbehandlung. Reprisentative, lichtmikroskopische
Aufnahmen von Tibialisnerven der Wildtyp-Ratte (a) und Pmp22-transgenen Ratte (b) 100x VergroBerung.
Hypomyelinisierung und axonaler Verlust als Zeichen der Neuropathie. Rote Pfeile zeigen Beispiele demyeli-
nisierter Axone c) transgene Ratten zeigten einen statistisch signifikanten Verlust myelinisierter Axone im Ver-
gleich zu Wildtyp-Ratten. Ein statistisch signifikanter Unterschied der Anzahl myelinisierter Axone zwischen
den Gruppen mit Lithiumbehandlung und den Kontrollgruppen zeigte sich nicht. d) Nach Lithiumbehandlung
zeigte sich eine verminderte Anzahl demyelinisierter Axone in Tibialisnerven von transgenen Ratten. Wildtyp-
Ratten n = 12 je Gruppe, transgene Ratten n = 10 je Gruppe. One-way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test
(** p < 0,01).
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In beiden Gruppen zeigte sich jedoch tendenziell eine erhéhte Anzahl myelinisierter Axone
(Abbildung 14). In der gleichen Untersuchung wurden ebenfalls demyelinisierte Axone ge-
zihlt. Wihrend sich in den Wildtyp-Gruppen erwartungsgemal3 nahezu keine demyelinisier-
ten Axone nachweisen lieBen, zeigten Lithium-behandelte transgene Tiere jedoch eine
verminderte Anzahl demyelinisierter Axone im Vergleich zu den unbehandelten transgenen
Ratten (p = 0,0026, Abbildung 14d). Neben der Quantifizierung myelinisierter Axone in
lichtmikroskopischen Aufnahmen erfolgten auflerdem Messungen der relativen Myelindicke
auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Tibialisnerven mit einer VergroBerung von
3000x. Hierzu wurden bei jeweils 100 — 200 Nervenfasern pro Tier der Quotient aus dem

Umfang von Axon und Myelin bestimmt (g-ratio).
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Abbildung 15: Histologische Analyse der relativen Myelindicke (g-ratio) in Tibialisnerven von Pmp22-
transgenen Ratten nach Lithiumbehandlung. Die Auswertung erfolgte an elektronenmikroskopischen Bil-
dern in 3000x VergroBerung. a-c) Auftragung der Myelindicke (g-ratio) auf den Axondurchmesser. a) Die Wild-
typ-Kontrollgruppe (rot) zeigte eine physiologische Verteilung der Myelinschichtdicke. In der Gruppe der
transgenen Kontrollen (griin) zeigte sich eine Hypomyelinisierung von groflen und eine Hypermyelinisierung
kleiner Axone. b) Lithium-behandelte Wildtyp-Ratten (blau) zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe (rot) eine
Zunahme der Myelinschichtdicke. Zu einer Verinderung der Verteilung der Myelinschichtdicke kam es nicht.
¢) Lithium-behandelte transgene Ratten (schwarz) zeigten eine Zunahme der Myelinschichtdicke bei weiterhin
unphysiologischer Hypomyelinisierung von groB3en und Hypermyelinisierung von kleinen Axonen. d) Mittel-
werte der g-ratios aus a-c. Statistisch, signifikanter Unterschied des mittleren g-ratios nach Lithiumbehandlung
sowohl in der Wildtyp- wie auch in der transgenen Gruppe. Kein Unterschied des mittleren g-ratios zwischen
Wildtyp- und transgenen Kontrollratten. n = 5 — 9 je Gruppe, mind. 100 Axone pro Tier. Boxplot mit Median,
Quartil, Min./Max.. One-way-ANOVA mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05, *** p <0,001).
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Hier zeigte sich in den Pmp22-transgenen Ratten insbesondere die von Meyer zu Horste et
al. (2007) bekannte unphysiologische Hypermyelinisierung kleinerer Axone und Hypomyeli-
nisierung grof3erer Axone im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 152). Ein statis-
tisch signifikanter Unterschied in der gemittelten g-ratio zwischen transgenen- und Wildtyp-
Kontrollen zeigte sich nicht (Abbildung 15d). Insgesamt zeigte jedoch die Gruppe der Li-
thium-behandelten Tiere, sowohl in dem Studienarm mit Wildtyp-Tieren als auch bei trans-
genen Tieren unabhingig von der Axongréfie eine Zunahme der Myelindicke (Abbildung
15). Eine Anderung der unphysiologischen Verteilung der Myelindicke mit Hypermyelinisie-
rung kleinerer Axone und Hypomyelinisierung groflerer in Prp22-transgenen Ratten liel3 sich

durch eine Behandlung mit Lithium nicht erzielen (Abbildung 15c).

3.3.4 Genexpressionsanalysen aus RNA-Isolaten von Ischiasnetven Pmp22-

transgener Ratten

Aus entnommenen und bei —80 °C gelagerten Ischiasnerven wurde RNA isoliert. Nach re-
verser Transkription wurden durch qRT-PCR mittels SYBR®Green Genexpressionsanaly-
sen durchgefiithrt. Bestimmt wurden die relativen Expressionen von Connexin 43 (Cx43),
der Myelinproteine Peripheres Myelinprotein 22 (Pmp22), Myelinprotein 0 (Mpzg), und Basi-
sches Myelinprotein (Mbp). AuBlerdem wurden die relative Expression der Transkriptions-
faktoren Oct6/Pou3fl und Krox20/Egr2, des Regulatorproteins der Cholesterinbiosynthese
Scap, der HMG-CoA-Reduktase (Hmger), des Neurotrophins Bdnfund des Myelin-Stabilisie-
rungsproteins Periaxin (Prx) durchgefithrt. Die Werte wurden jeweils auf die konstant expri-
mierten Gene omithine decarboxylase antizyme 1 (Oaz1), 605 acidic ribosomal protein PO (Rp/p0) und
Cyclophilin standardisiert und auf die Wildtyp-Kontrollgruppe normalisiert. Sobue et al. (1998)
haben gezeigt, dass Bdnf nach Nervenverletzungen und bei peripheren Neuropathien diffe-
rentiell reguliert ist. In den transgenen Tieren zeigte sich eine statistisch signifikante Ernied-
rigung der BdnfmRNA-Level. Durch die Behandlung mit Lithium lieBen sich die mRNA-
Level in den transgenen Tieren auf Wildtyp-Level bringen (Abbildung 16h). Krox20/Egr ist
ein fir die Myelinisierung essentieller Transkriptionsfaktor. Er ist zusammen mit anderen
Transkriptionsfaktoren fiir den Ubergang von der pro-myelinisierenden Schwannzelle zur
myelinisierenden Schwannzelle zustindig. Mutationen im Krox20/Egr2-Gen fuhren auf-
grund der Differenzierungsstoérung der Schwannzellen zu hereditiren Myelinopathien
(CMT1D) (Topilko et al. 1994; Warner et al. 1998). In den Pmp22-transgenen Tieren zeigte
sich Krox20/ Egr2 signifikant erniedrigt. Eine Behandlung mit Lithium fithrte zu einer Erho-
hung der Krox20/Egr2-mRNA-Level in transgenen Tieren, welche jedoch statistisch nicht
signifikant war (Abbildung 16i). Periaxin ist ein Myelinprotein und fir die Aufrechterhaltung
der Myelinscheide notwendig (Dytrych et al. 1998). Mutationen im Prx-Gen fihren zu einer
petipheren Neuropathie (Boerkoel et al. 2001). In den transgenen Ratten zeigte sich eine
signifikante Verringerung der Prx-mRNA-Level. Die Behandlung mit Lithium hatte keinen
Einfluss auf die Prx-Expression (Abbildung 16f). Oct6/Pou3f1 ist ein Transkripitionsfaktor
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der gemeinsam mit Krox20/ Fgr2 fiir den Ubergang von der nicht myelinisierenden Schwann-
zelle zur myelinisierenden Schwannzelle notwendig ist (Jaegle et al. 1996). Eine veridnderte
Expression von Oct6/Pou3fl ist damit Ausdruck einer Differenzierungsstérung der
Schwannzellen. In den transgenen Ratten war die Expression von Oc#6/Pou3f1 deutlich et-
hoht. Ein Unterschied durch die Therapie mit Lithium lie sich nicht erzielen (Abbildung
16g). Aus Sereda et al. (2003) ist eine etwa 1,6-fache Prp22-Uberexpression in heterozygoten
Pmp22-transgenen Ratten bekannt. Dies lief3 sich in unserem Tierkollektiv ebenso darstellen.
Eine signifikante Anderung der Pmp22-Expression lieB sich durch die Behandlung mit Li-
thium jedoch nicht erreichen (Abbildung 16e). Cholesterin ist mit ca. 25 % das hidufigste
Lipid in der Myelinscheide. Die HMG-CoA-Reduktase ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der Cholesterinbiosynthese. In den transgenen Tieren war die mRNA-Expression
der Hmger signifikant reduziert. Die Behandlung mit Lithium hat in dieser Gruppe keinen
Einfluss auf die Expression der Hmger (Abbildung 16a). Stero/ regulatory element-binding protein
cleavage-activating protein (Scap) bindet an stero/ regulatory element binding-Proteine (Srebp) und er-
moglicht so die Translokation in den Golgi-Apparat. Dort wird der Srebp-Komplex durch
proteolytische Kaskaden gespalten. Das N-terminale Fragment kann anschliefend in den
Kern gelangen und aktiviert dort Lipidsynthese und Cholesterolmetabolismus. Wihrend der
Myelinisierung ist die mRNA-Expression von Scap stark hochreguliert (Leblanc et al. 2005).
Miuse mit einem Schwannzell-spezifischen Scap-Knock-Out zeigen eine kongenitale Hypo-
myelinisierung (Verheijen et al. 2009). Pmp22-transgene Ratten zeigten im Vergleich zu Wild-
typ-Tieren eine verminderte Scap-Expression als Ausdruck der Myelinisierungsstérung. Nach
Lithiumtherapie zeigte sich ein Anstieg der Scap-Expression, der jedoch statistisch nicht sig-
nifikant war (Abbildung 16b). Wihrend das Myelinprotein 0 (Mpz) im zentralen Nervensys-
tem nicht exprimiert wird, bildet es im peripheren Nervensystem eines der wichtigsten
Strukturproteine. Es ist ein Glykoprotein und wird durch das Mpz-Gen codiert (Lemke et al.
1988). Mpz und Pmp22 interagieren miteinander und formen gemeinsam Komplexe in der
Myelin-Membran (D’Urso et al. 1999; Sereda 1999). Sereda (1999) mutmaBte, dass es durch
die Pmp22-Uberexpression zu einem gestorten Verhiltnis von Pmp22 und Mpz kommt. In
Proteinextrakten von Pmp22-transgenen Ratten sind im Alter von 30 Tagen und 2,5 Monaten
die Proteinlevel von Mpz signifikant verringert (Sereda 1999). AuBlerdem zeigt sich eine Er-
niedrigung der Mpz-mRNA-Expression (Sociali et al. 2016). Normalisiert auf die Expression
der Wildtyp-Ratten ohne Behandlung zeigten die transgenen Tiere eine statistisch signifi-
kante Verringerung der Mpz-Expression von etwa 0,29. Die mit Lithium behandelten Tiere
zeigten eine erhohte Expression von 0,47. Der Unterschied war statistisch signifikant
(Abbildung 16¢). Basische Myelinproteine (Mbp) machen etwa 15 — 20 % der Proteine des
peripheren Nervensystems aus. Sie sind eine Gruppe von Proteinen, die durch unterschied-
liches Splicing und posttranslationale Modifikation aus demselben Transkript entstehen.
Mbp interagieren im Myelin mit Lipiden und stabilisieren die Struktur des Myelins (Deber
und Reynolds 1991). Die Expression von Mbp war als Ausdruck einer Myelinisierungsst6-

rung in den beiden transgenen Tiergruppen ebenfalls deutlich erniedrigt. Eine Behandlung
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mit Lithium konnte keinen statistisch signifikanten Unterschied verursachen. Cx43 ist ein
target gene des Wnt/B-Catenin-Signalwegs. Bei einer Lithium-bedingten Aktivierung des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs ist ein Anstieg der Cx43-Expression zu erwarten. Im vorliegen-
den Fall zeigte sich zwar ein leichter Anstieg um 39,5 %. Anders als in vitro (vgl. Abbildung

8a), war der Unterschied hier jedoch statistisch nicht signifikant (Abbildung 16;).
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Abbildung 16: Genexpressionsanalysen aus Ischiasnerven von PmpZ22-transgenen Ratten nach Lithi-
umbehandlung. Relative mRNA-Expression normalisiert auf unbehandelte Wildtyp-Ratten. Standardisiert
auf die konstant exprimierten Gene Rpfp0, Oaz1 und Cyclophylin. Vergleich von unbehandelten Wildtyp-Kon-
trollen mit Pmp22-transgenen Ratten mit und ohne Lithiumbehandlung. n = 5 je Gruppe. One-way-ANOVA
mit Tukey post-hoc-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ¥+ p < 0,0001).

3.3.5 Proteinanalyse aus Proteinlysaten von Ischiasnerven PmpZ22-transgener
Ratten

Wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben, sind die PI3K/AKT- und MAPK/ERK-Signalwege es-

sentiell fur die Myelinisierung und kénnen durch Lithium beeinflusst werden. Analog zu Ab-

schnitt 3.1.3 wurden nach Lithiumbehandlung von Pmp22-transgenen Ratten Western-Blot-

Analysen auf AKT und phosphoryliertes AKT sowie die 42 kDa und 44 kDa Isoformen
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ERK/phospho-ERK durchgefiihrt. Zu einer statistisch relevanten Aktivierung dieser Signal-
wege kam es in der Gruppe der Pmp22-transgenen Tiere nach Lithiumbehandlung nicht
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Proteinanalyse aus Ischiasnerven von PmpZ22-transgenen Ratten nach Lithiumbehand-
lung. a) Reprisentative Western Blots mit Proteinlysaten aus Ischiasnerven Pmp22-transgener Ratten mit Li-
thiumbehandlung und ohne Lithiumbehandlung (Kontrolle). b-d) Semiquantitative Auswertung der Western
Blots, standardisiert auf GAPDH als Ladekontrolle. In transgenen Ratten zeigte sich keine statistisch signifi-
kante Aktivierung des PI3K- oder MAPK-Signalwegs. n = 7 je Gruppe. Mann-Whitney-U-Test (* p < 0,05).



Diskussion 57

4 Diskussion

4.1  Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung in Wildtyp-Ratten

In Ratten findet die Myelinisierung im peripheren Nervensystem frith postnatal statt und ist
mit 21 Tagen weitgehend abgeschlossen (Garbay et al. 2000). Zur Untersuchung des Ein-
flusses von Lithium auf die Myelinisierung von Wildtyp-Ratten wurden drei verschiedene
Alterszeitpunkte analysiert. Dabei wurde mit p0 —p6 ein frither Zeitpunkt wihrend der
Myelinisierung sowie mit p0 — p21 ein Zeitraum gewihlt, der die wesentliche Myelinisierung
umspannt. Der Zeitraum p30 — p117 umfasst ein Alter mit abgeschlossener Myelinisierung.
Aus praktischen Grunden wurde in dieser Gruppe die orale Applikation von Lithium ge-
wihlt. Wird fur adulte Ratten eine tigliche Futtermenge von 100 bis 140 g/kg/KG ange-
nommen (Kennedy und Mitra 1963; Laaksonen et al. 2013) entspricht dies bei 0,12 % Li»CO;
im Futter einer Lithiumaufnahme von ca. 120 bis 170 mg/kg/KG. Nach Abschluss der Stu-
die wurde eine Serumkonzentration von 0,33 mmol/l in der Gruppe mit 0,12 % Li,CO5 im
Futter erreicht, in der Gruppe mit 0,24 % Li,CO; eine Serumkonzentration von 1,57 mmol/1
(Tag 47). In der Literatur wird eine Plasma-Lithiumkonzentration von 0,2 bis 0,3 mmol/1 als
neuroprotektiv und neurotroph angenommen (Ledoux 2003). Die therapeutische Breite von
Lithium ist sehr gering. In der Gruppe mit 0,24 % Li,CO0s ist von einer Akkumulation des
Lithiums und einer chronischen Intoxikation als Ursache fir den Gewichtsverlust und die

Verschlechterung des Allgemeinzustandes auszugehen.

Oral verabreichtes Lithium wird in die Muttermilch sezerniert (Oruch et al. 2014). Eine Be-
handlung junger, noch gesaugter Ratten via Muttermilch nach oraler Lithiumapplikation an
die siugenden Muttertiere ist so grundsatzlich méglich. Viguera et al. (2007) zeigten beim
Menschen, dass in der Muttermilch stillender Miitter eine Lithiumkonzentration zwischen
16,7 und 73,3 % (Mittelwert 52,2 %) der Blut-Serumkonzentration erreicht wird. In den ge-
stillten Kindern war eine Lithium-Serumkonzentration zwischen 4,9 und 56,1 % (Mittelwert
23,2 %) der mitterlichen Lithiumkonzentration nachweisbar. Um eine Lithium-Serumkon-
zentration von ca. 0,3 mmol/l zu erreichen, wite daher ein Lithiumspiegel von etwa
1,5 mmol/l in den Muttertieren notwendig. Diese liegen in einem potentiell toxischen Be-
reich. Die in der Muttermilch sowie in gestillten Kindern nachgewiesenen Lithiumspiegel
waren sehr variabel. Es ist anzunehmen, dass diese Ergebnisse aus dem Menschen auf Nager
Ubertragbar sind. Die tatsichlich erreichbare Dosis in den Gruppen p0 — p6 und p0 — p21
wire daher nach oraler Lithiumgabe sehr unsicher. Daher wurde sich in den Gruppen
p0 — p6 und p0 — p21 zu einer intraperitonealen Gabe von Lithium entschieden. Makoukji
et al. (2012) konnten nach intraperitonealer Gabe von Lithiumchlorid 50 mg/kg/KG (ent-
sprechend 1,17 mmol/kg/KG) eine schnellere klinische und histologische Regeneration
nach Verletzung des Facialisnerven sowie eine Induktion der Expression von Mpz und

Pmip22 zeigen. Daher wurde eine Dosis von 1 mmol/kg/KG/d i. p. gewihlt. Leider war in
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dieser Gruppe die Bestimmung der Lithium-Serumkonzentration aufgrund der geringen

Blutmenge bei den erst 6 bzw. 21 Tage alten Tiere technisch nicht moglich.

Histologisch kam es nach einer Behandlung von adulten Wildtyp-Ratten zu einer statistisch
signifikanten Zunahme der Myelinschichtdicke gegentiber unbehandelten Kontrolltieren.
Eine Auflockerung des Myelins oder eine Verdickung der einzelnen Myelinschichten als Hin-
weis auf eine Verdnderung der Myelinkompaktierung konnte durch eine Messung der Ein-
zelschichtdicke auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen ausgeschlossen werden. In der
Literatur ist ebenfalls eine Zunahme der Myelinschichtdicke (Verringerung der g-ratio) in
Lithium-behandelten Tieren nach Verletzung des Ischias- und Facialisnerven (Makoukji et
al. 2012) sowie nach traumatischem Ausriss und Re-Implantation der Vorderwurzel aus dem
Riickenmark (Fu et al. 2014; Su et al. 2014; Fang et al. 2016) beschrieben. Interessanterweise
zeigte sich in unseren Versuchstieren keine Veranderung der Myelindicke in jungen Wildtyp-
Tieren, die im Verlauf der Myelinisierung mit Lithium behandelt wurden (Gruppen p0 — p6
und p0 — p21).

Wihrend die édlteren Ratten der Gruppe p30 — p117 mit Lithiumcarbonat behandelt wurden,
erfolgte in den Gruppen p0 — p6 und p0 — p21 eine Applikation von Lithiumchlorid. Lithi-
umsalze dissoziieren jedoch in wissriger Losung in Li" und ClI' bzw. COs. Li*-Ionen, ent-
sprechen in ihrer Permeabilitit der von Natrium-Ionen und werden gut im Magen-Darm-
Trakt sowie im Peritoneum resorbiert. Lediglich die Dissoziationsgeschwindigkeit der ver-
schiedenen Lithiumsalze unterscheidet sich (Oruch et al. 2014). Daher sollte die Art der ver-
schiedenen Lithiumsalze (Lithiumchlorid, Lithiumcarbonat) keinen wesentlichen Einfluss
auf die Wirkung haben.

Neureguline sind eine Gruppe von transmembranen oder sekretierten Proteinen, die tber
eine epidermal growth factor (EGF)-like-Domine verfiigen. Die transmembranen Neureguline
werden von einer Metalloproteinase abgespalten und wirken als paracrines Signalmolekiil
oder bleiben im Fall von Nrgl Typ III als juxtacrines Signalmolekiil Giber eine zweite trans-
membrane Domaine an die Zelle gebunden. Die EGF-Domine bindet an ErbB-Rezeptoren,
die auf der Schwannzell-Oberfliche exprimiert werden (Nave und Salzer 2006). ErbB-Re-
zeptoren sind Rezeptortyrosinkinasen die eine Vielzahl von Downstream-Signalwegen wie
z. B. Phospholipase C, MAPK und JNK aktivieren kénnen (Ceresa und Vanlandingham
2008). Auf der Axonoberfliche prisentiertes neuronales Nrgl Typ III scheint einer der ent-
scheidenden Faktoren der Myelinisierung zu sein. Wird eine bestimmte Schwelle an axonal
prasentiertem Nrgl Typ III Gberschritten, so wird das Axon von einer Schwannzelle myeli-
nisiert (Taveggia et al. 2005). Aullerdem reguliert die Menge des axonal prisentierten Nrgl
Typ III die Dicke der Myelinscheide (Michailov et al. 2004). Wihrend autonome unmyelini-
sierte Axone geringe Mengen Nrgl Typ III exprimieren, exprimieren z. B. Bdnf-und Nt3-
abhingige, stark myelinisierte DRG-Neurone hohe Mengen Nrgl Typ I1I. Wang et al. (2015)
konnten zeigen, dass Bdnf in der Lage ist die Expression von Nrg? Typ III-mRNA zu indu-

zieren. Sowohl in der Wildtyp- als auch in der transgenen Gruppe der adulten Tiere, die nach
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Lithiumbehandlung eine dickere Myelinscheide aufwiesen, zeigte sich ebenfalls eine erhohte
Bdnf-mRNA-Expression, wihrend sich in den juvenilen Tieren keine Erhohung der Bdnf-
mRNA-Expression zeigte. Es ist daher moglich, dass die Zunahme der Myelindicke auf einer
Bdnf-vermittelten Erhohung des axonal prasentierten Nrgl Typ III beruht. Hier wiren wei-
tere Untersuchungen zur immunhistochemischen oder molekularbiologischen Quantifizie-

rung des Nrgl Typ III sinnvoll.

Eine weitere denkbare Erklarung fir die unterschiedliche Wirkung von Lithium in juvenilen
Tieren wihrend der Myelinisierung und adulten Tieren nach Abschluss der Myelinisierung
liegt in der Applikationsform von Lithium. Méglicherweise wird in den adulten Tieren auf-
grund der regelmifigen Applikation von Lithium tber die Nahrung ein gleichmi@ig hoher
Lithiumspiegel im Serum erreicht, wihrend die einmal tagliche intraperitoneale Gabe eine
geringere mittlere Serumkonzentration erzielt. Aufgrund der technisch zu geringen Blut-
menge zur Lithiumbestimmung in den beiden Gruppen juveniler Tiere mit intraperitonealer
Applikation von Lithium, bleibt die letztlich erzielte Serumkonzentration jedoch unklar.
Auch die Zeitdauer der Behandlung kann in diesem Rahmen als moglicher Einflussfaktor
gesehen werden. So reicht gef. eine Behandlung von nur 6 bzw. 21 Tagen nicht aus, um einen
signifikanten Einfluss auf die Myelinisierung zu erzielen. Dem steht gegeniiber, dass
Makoukji et al. (2012) in Médusen bereits nach einer 4-tigigen intraperitonealen Behandlung
mit 50 mg/kg/Tag eine signifikante klinische und histologische Verbesserung nach

nerve crush-Experimenten des Facialisnerven zeigen konnten.

Neben der Zunahme der Myelindicke in vivo konnte in der vorliegenden Arbeit in einer
myelinisierenden Co-Kultur aus Schwannzellen und DRG-Neuronen eine Zunahme der
myelinisierten Segmente nach Behandlung der Kulturen mit 1 mM Lithiumcarbonat fir 16
Tage gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe mit Standardmedium gezeigt werden.
Nach Behandlung mit 5 mM Lithium zeigten sich nahezu keine myelinisierten Segmente.
Hier ist am ehesten von einer toxischen Wirkung des Lithiums auszugehen, da sich hier ne-
ben der fehlenden Myelinisierung ebenfalls eine starke Verminderung der kultivierten Neu-
rone zeigte (nicht quantifiziert). Wihrenddessen lie} sich in den primiren Schwannzell-
Kulturen eine relevante Aktivierung der Myelingenexpression sowie eine Induktion der Ex-
pression von Cx43 als Target des Wnt/B-Catenin-Signalwegs etst bei einer Lithiumchlorid-
Dosis von 5 mM nachweisen, wohingegen sich bei einer Behandlung der Kulturen mit 1 mM
Lithiumchlorid keine relevante Aktivierung von Myelingenen oder mit Myelinisierung asso-
zilerter Gene fand. Um den Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung in vitro zu untersu-
chen, wiren zusitzliche Untersuchungen mit weiteren Dosierungen und verinderten

Behandlungszeitraumen sinnvoll.

Es konnte in der Literatur gezeigt werden, dass intrazellulire Signalkaskaden, wie z. B. der
PI3K/AKT-Signalweg und MAPK/ERK-Signalweg eine wichtige Rolle in der Initiierung
und Aufrechterhaltung der Myelinisierung spielen (Norrmén und Suter 2013). Lithium ist in
der Lage die Aktivitit dieses Signalwegs zu beeinflussen (Phiel und Klein 2001; Pasquali et
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al. 2010). Baraban (1994) wiederum beschrieb, dass es in vivo bei Sdugetieren erst bei toxi-
schen Lithiumdosierungen zu einer relevanten Beeinflussung des PI3K/AKT-Signalweg
kommt. Zusitzlich wurde von den Autoren beschrieben, dass der Einfluss von Lithium auf
den MAPK/ERK-Signalweg sich je nach Zelltyp unterscheidet und zeit- und dosisabhingig
ist. Dies ist eine mégliche Erklirung dafir, dass sich in der vorliegenden Arbeit lediglich in
der Gruppe p30—pll7 ecine statistisch signifikante Aktivierung des MAPK/ERK-
Signalwegs durch Lithium gezeigt hat.

In vivo zeigte sich in Wildtyp-Tieren bis auf eine miBig erhéhte Mpz-Expression nach 21
Tagen Behandlung weder in der Gruppe p0 — p21 noch in der Gruppe p30 — p117 eine sta-
tistisch signifikante Regulation der Expression der Myelinproteine Pmp22, Mbp oder Prx, so-
wie der Hmger und von Seap. Im Gegensatz dazu wurde von Makoukji et al. (2012) eine
dreifach erhohte Expression von Mpz sowie eine sechsfach erhohte Expression von Pmp22
in Ischiasnerven von acht Wochen alten Mausen nach Lithiumgabe (0,2 % LiCl im Trink-
wasser fur sieben Tage) gezeigt. In Facialisnerven konnte in derselben Publikation nach int-
raperitonealer Injektion von Lithiumchlorid (50 mg/kg/d uber vier Tage) eine Verdopplung
der Expression von Prp22 und Mpz gezeigt werden. In beiden Gruppen war eine experi-
mentelle Verletzung des Nervens vorangegangen. Es handelte sich hier um einen demyelini-
sierten und konsekutiv in Remyelinisierung begriffenen Nerven. Es kommt zunichst zu einer
wallerischen Degeneration mit Fragmentierung der Axone und Kollaps der Myelinscheiden
(Stoll und Miiller 1999). Die Folge ist eine Dedifferenzierung der Schwannzellen und eine
Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden (Jessen und Mirsky 2002). Dies fihrt wiederum
zu einer Hochregulation der Expression von neurotrophischen Faktoren und Oberflichen-
proteinen, die ein erneutes Auswachsen der Axone férdern. Dazu gehoren glial cell line-derived
nenrotrophic factor (GDNF), brain-derived neurotrophic factor  BDNF), Neurotrophin-3 (N'T3), nerve
growth factor INGF), vascular endothelial growth factor VEGF), Erythropoetin und weitere (Jessen
und Mirsky 2016). Dies ermdglicht ein erneutes Auswachsen der Axone. Méglicherweise ist
dieses durch Verletzung bedingte neurochemische Milieu zur Lithium-vermittelten Induk-

tion von Myelingenen notwendig.

Oct6/Pou3fl und Krox20/Egr2 sind Transkriptionsfaktoren, die fur den Ubergang von
Schwannzell-Vorlauferzellen zu myelinisierenden Schwannzellen notwendig sind. Thre Ex-
pression ist ein Marker fir unreife bzw. pro-myelinisierende Schwannzellen (Jaegle et al.
1996; Svaren und Meijer 2008). Die Expression beider Transkriptionsfaktoren war in Wild-
typ-Tieren durch die Behandlung mit Lithium nicht beeinflusst. Folglich scheint die Therapie

mit Lithium in Wildtyp-Tieren keinen Einfluss auf die Reifung von Schwannzellen zu haben.

In der vorliegenden Arbeit konnte in vivo im Gegensatz zu anderen Arbeiten (vgl. Meffre et
al. 2015) keine wesentliche Induktion von Myelingenen durch Lithium in Wildtyp-Ratten
gezeigt werden. Neben den oben beschriebenen Erklirungsansitzen kann es sich bei der
Induktion der Myelingene auch um ein temporires Ereignis handeln, dass mit den durchge-

fihrten Experimenten nicht erfasst wurde. Kontrir dazu zeigte sich in Kulturen primirer
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Schwannzellen dosisabhingig eine Induktion der Myelinproteine Pzp22 und Mpz. Aullerdem
stellte sich in vitro eine Induktion der Expression von Connexin 43 (Cx43) dar. Cx43 wird
durch den Wnt/B-Catenin-Signalweg reguliert (Ai et al. 2000; Du et al. 2008). Lithium ist
wiederum in der Lage den Wnt/B-Catenin-Signalweg zu aktivieren (Hedgepeth et al. 1997).
Hieraus ldsst sich schlieBen, dass die Wirkung von Lithium auf die Myelin-Genexpression

zumindest teilweise auf der Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs beruht.

4.2  Einfluss von Lithium auf den Phinotyp und die Myelinisierung

in einem transgenen Rattenmodell der CMT1A

Im Tiermodell hat es mehrere vielversprechende Ansitze zur Behandlung der CMT gegeben
(Passage et al. 2004; Meyer zu Horste et al. 2007; Meyer zu Horste et al. 2011; Fledrich et al.
2014). Aufgrund positiver Ergebnisse aus dem Tierversuch wurden mehrere Studien mit As-
corbinsdure zur Behandlung der CMT1A beim Menschen durchgefiihrt. Ein 2015 publizier-
tes systematisches Review der Cochrane Library aller Studien mit Ascorbinsiure bei
Menschen zeigte mit hoher Evidenz, dass Ascorbinsaure den Krankheitsverlauf der CMT1A
nicht positiv beeinflusst. Nach wie vor ist keine wirkungsvolle Therapie fiir die CMT1TA bei

Menschen verfiighar.

Salze des Lithiums werden bereits seit 1850 medizinisch eingesetzt. Neben den bekannten
Anwendungen bei bipolaren Affektstérungen, Manie, Depression und Cluster-Kopfschmerz
(Phiel und Klein 2001) wurden in der Vergangenheit auch wiederholt neuroprotektive
(Zhong et al. 2006) und antiapoptotische Effekte (Chuang 2005; Zhong et al. 2000) z. B. bei
Alzheimer-Demenz (Noble et al. 2005; McBride et al. 2010) oder Morbus Parkinson
(Youdim und Arraf 2004) beschrieben. Im Bereich des peripheren Nervensystems wurden
vielversprechende Ergebnisse, z. B. nach Nervenverletzungen (Makoukji et al. 2012; Fang et
al.  2016) oder Chemotherapie-induzierter Neuropathie (Alimoradi et al. 2012;
Pourmohammadi et al. 2012) erzielt. Neben grundlagenwissenschaftlichen und tierexperi-
mentellen Studien zur Wirkung von Lithium auf das Nervensystem gibt es mittlerweile auch
erste klinische Ansitze zur Behandlung neurologischer Stérungen mit Lithium. Eine Phase-
ITI-Studie zu den neurotrophischen Effekten von Lithiumcarbonat nach Schlagantall (Clini-
calTrials.gov Identifier: NCT01112813) wurde im Juli 2017 abgeschlossen. Eine erste Publi-
kation aus dem Jahr 2019 zeigte nach 60-tigiger Lithiumbehandlung von Patienten nach
Schlaganfall eine Korrelation zwischen einer héheren Lithiumdosis und MR-tomographisch
einem erh6hten Volumen der grauen Substanz im Hirn sowie einer besseren verbalen Erin-
nerungsleistung (Sun et al. 2019). Eine longitudinale randomisierte doppelblinde Placebo-
kontrollierte Phase-IV-Studie zum priventiven Effekt von Lithiumcarbonat auf kognitive
Stérungen im Alter wird aktuell durchgefiihrt (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03185208).
Erste Ergebnisse werden fir das Jahr 2022 erwartet. Neben der langen Erfahrung in der

Behandlung von bipolaren Stérungen konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass die
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Behandlung mit Lithiumcarbonat trotz der geringen therapeutischen Breite nebenwirkungs-
arm und sicher ist (Delva und Hawken 2001; Macdonald et al. 2008).

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Effekte von Lithium sowie der Ergebnisse aus
der Behandlung in Wildtyp-Tieren, wurde eine experimentelle Therapiestudie mit Lithi-
umcarbonat in Pmp22-transgenen Ratten durchgefithrt. Pp22-transgene Ratten sind ein an-
erkanntes Modell fir die CMT1A (Sereda et al. 1996; Niemann et al. 1999; Fledrich et al.
2012a). Klinisch kommt es bei betroffenen Patienten wie auch bei den transgenen Ratten zu
einer durch den sekundiren axonalen Verlust bedingten neurogenen Muskelatrophie. Diese
lisst sich im Rattenmodell gut anhand der Griffstirke von Vorder- und Hinterbeinen messen
(Sereda et al. 2003; Meyer zu Horste et al. 2007). Im Verlauf des Behandlungszeitraumes von
16 Wochen kam es erwartungsgemal3 zu einem statistisch signifikanten Verlust der Griff-
starke in Vorder- und Hinterldufen in der Gruppe der transgenen Tiere im Vergleich mit der
nicht betroffenen Kontrollgruppe. Die Therapie mit Lithium bewirkte in den transgenen
Tieren eine Zunahme der Griffstirke, die jedoch bei einer groBen Variabilitit der Griffstirke
der Vorderbeine, nur bei den Hinterldufen zum Abschluss der Studie statistisch signifikant
war. Dies ist insbesondere unter dem Aspekt zu beachten, dass Lithium-behandelte Tiere
gegeniiber Tieren mit Standardfutter einen statistisch signifikanten Gewichtverlust von ca.
6 % zeigten und damit mutmalllich auch eine geringere Muskelmasse besalen. Lithium-be-
handelte Wildtyp-Tiere zeigten keine Zunahme der Griffstirke gegentiber Tieren mit Stan-

dardfutter, so dass ein reiner anaboler Effekt von Lithium unwahrscheinlich ist.

Die verminderte NLG ist ein weiteres Merkmal der CMT1A (Birouk et al. 1997a). In der
vorliegenden Untersuchung zeigten Pmp22-transgene Ratten analog zu menschlichen Patien-
ten eine deutlich erniedrigte NLG. Nach Behandlung mit Lithium zeigten Pmp22-transgene
Ratten eine signifikant erhéhte NLG gegentber ihrer nicht behandelten Vergleichsgruppe.
Die Muskelsummenaktionspotentiale in den Lithium-behandelten Gruppen waren leicht ver-
ringert. Dies ist im Zusammenhang mit dem Gewichtsverlust am ehesten als Zeichen einer
geringeren Muskelmasse zu sehen. Passend zu der ethohten NLG wiesen die behandelten
Tiere eine signifikant geringere g-ratio als Ausdruck einer dickeren Myelinscheide auf. Dies
entspricht den Ergebnissen aus der Behandlung der Wildtyp-Tiere. Die von Meyer zu Horste
et al. (2007) beschriebene Hypermyelinisierung kleinkalibriger Axone und Hypomyelinisie-
rung grofler Axone Pmp22-transgener Ratten zeigte sich ebenfalls in den beiden transgenen
Gruppen. Eine Beeinflussung der pathologischen Hyper- bzw. Hypomyelinisierung lie3 sich

durch die Behandlung mit Lithium nicht erzielen.

Histologisch zeigt sich in der CMT ein axonaler Verlust als Folge der Demyelinisierung.
Meyer zu Horste et al. (2007) zeigten, dass es durch die therapeutische Gabe des Progeste-
ronantagonisten Onapristone moglich ist, den axonalen Verlustes abzumildern, ohne die
Myelinpathologie der CMT zu verindern. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich im Unter-
schied zu Meyer zu Horste et al. (2007) nach Behandlung mit Lithium nun eine Verbesserung

des Phinotyps, eine Zunahme der Myelindicke und eine verringerte Anzahl demyelinisierter
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Axone, ohne den axonalen Verlust der CMT statistisch signifikant aufhalten zu kénnen. Im
Gegensatz dazu finden sich in der Literatur Beispiele bei denen durch die Behandlung mit
Lithium eine Zunahme der Anzahl myelinisierter Axone nach Nervenverletzung erzielt wer-
den konnte (Makoukji et al. 2012; Fang et al. 2010).

Auf mRNA-Level zeigte sich in Pmp22-transgenen Ratten im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
eine statistisch signifikante Induktion der Expression des Transkriptionsfaktors Oct6/ Pou3f1
sowie eine Runterregulation von Krox20/Egr2 und Prx. Gleichzeitig war die Expression
myelinassoziierter Gene in den Pmp22-transgenen Tieren als Ausdruck einer Differenzie-
rungs- und Myelinisierungsstérung der Schwannzellen deutlich erniedrigt. Durch eine Be-
handlung der transgenen Ratten mit Lithium kam es zu einer statistisch signifikanten
Induktion von Mpg sowie einer statistisch nicht signifikanten Erhchung der tibrigen Myelin-
assoziierten Gene. Die Expression der Schwannzell-Differenzierungsmarker war nicht ver-
indert. Es ist davon auszugehen, dass Lithium die Myelinbildung stimuliert, ohne einen sig-
nifikanten Einfluss auf den Schwannzell-Defekt zu nehmen (Jessen und Mirsky 2002;
Fledrich et al. 2014).

Die transgenen Tiere zeigten eine Uberexpression von Pmp22 von etwa 1,6 gegeniiber der
Wildtyp-Gruppe. Dies entspricht den Literaturangaben zu der Pmp22-transgenen Ratte
(Sereda et al. 1996). Eine Verinderung der toxischen Pmp22-Uberexpression durch Lithium-

behandlung konnte nicht erreicht werden.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist ein endogener neurotropher Wachstumsfaktor.
Strukturell ist er mit dem nerve growth factor NGF) verwandt (Hohn et al. 1990). Er bindet mit
hoher Affinitit an den #ropomyosin-related kinase receptor B (TtkB) (Barbacid 1995) sowie mit
geringerer Affinitit an den p75 neurotrophin receptor (p75NTR) (Rodriguez-Tébar et al. 1990).
P75NTR gehort zur Gruppe der Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptoren. Er hat in etwa die glei-
che Affinitit zu allen Neurotrophinen (Terenghi 1999). P75SNTR vermittelt unter anderem
tiber nuclear factor xB (NF-kB) das Uberleben von Neuronen (Hamanoue et al. 1999) und ist
in der Lage tber die Jun-Kinase/c-Jun-Kaskade p53 und andere proapoptotische Gene
(Reichardt 2006) zu aktivieren. Aullerdem wurde gezeigt, dass p75NTR tber die Rho-
GTPase RhoA ligandenabhingig das axonale Wachstum reguliert (Yamashita et al. 1999).
Der TrkB bildet nach Aktivierung Dimere und initiiert die Autophosphorylierung intrazellu-
lirer Tyrosinreste (Kaplan und Miller 2000). Phosphoryliertes TrkB ist wiederum in der Lage
die Enzyme Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13K), #itogen-activated protein kinase (MAPK) und
Phospholipase C (PLC) zu aktivieren. Hiertiber wird eine Vielzahl von Prozessen, unter an-
derem synaptische Plastizitit, Proteinbiosynthese, eine Steigerung des Dentritenwachstum
sowie die Verzweigung von Axonen und vieles mehr beeinflusst (Kowianski et al. 2018).
BDNF ist involviert in einer groflen Anzahl neurophysiologischer Prozesse. Die bedeutends-
ten Funktionen von BDNF umfassen die Regulation von Neuro-, Glia- und Synaptogenese,

Neuroprotektion, Entwicklungsprozesse des Nervensystems sowie die Beeinflussung von
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Lernen und Kognition (Foltran und Diaz 2016). In der Vergangenheit konnte gezeigt wer-
den, dass BDNF neben den bekannten Aufgaben bei der neuronalen Plastizitit und dem
Uberleben von Neuronen maBgebliche Funktionen in der Myelinisierung des peripheren
Nervensystems hat. So ist exogen hinzugefiigtes Bdnf in Co-Kulturen aus DRG-Neuronen
und Schwannzellen in der Lage die Expression von Myelingenen zu induzieren. In vivo
konnte gezeigt werden, dass subkutane Injektionen von Bdnf zu einer vermehrten Myelini-
sierung des Ischiasnerven fithren, wihrend eine Blockierung von Bdnf mittels eines Fusions-
proteins aus der extrazelluliren Domine des TrkB-Rezeptors und Fc-Fraktion von IgG zu
einer verminderten Myelinisierung fithrte (Chan et al. 2001). Bdnf-tiberexprimierende Mause
zeigen eine Zunahme der Myelindicke, ohne dass es zu einer Erh6hung der Anzahl myelini-
sierter Axone kommt (Tolwani et al. 2004). AuB3erdem publizierten Funakoshi et al. (1993),
dass Schwannzellen nach Nervenverletzung Bdnf produzieren. Cosgaya et al. (2002) konnten
zeigen, dass die pro-myelinisierende Wirkung von Bdnf tiber den p75NT-Rezeptor vermittelt
wird. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pmp22-transgene Ratten eine
gegentiber Wildtyp-Ratten um ca. 70 % reduzierte Bdnf-Expression aufweisen. Ob es sich
dabei um einen Teil des Pathomechanismus der CMT1A handelt, oder ob die verminderte
Bdnf-Expression ein sekundirer Effekt ist, der durch die Schwannzell-Dedifferenzierung her-
vorgerufen wird, sollte Ziel zukiinftiger Untersuchungen sein. Lithium ist in der vorliegenden
Arbeit in der Lage die erniedrigte Bdnf-Expression in Pmp22-transgenen Tieren annahernd
auf Wildtyp-Niveau zu bringen. Ein dhnlicher Effekt wurde von Leyhe et al. (2009) bei Pa-
tienten mit einem Frithstadium der Alzheimer Erkrankung beschrieben. Betroffene Patien-
ten zeigten einen erniedrigten BDNF-Spiegel im Serum. Nach Behandlung mit Lithium
erhohte sich der BDNF-Serumspiegel und der klinische Zustand besserte sich statistisch sig-
nifikant. In Ratten konnte eine Erhéhung des Bdnf-Spiegels im Gehirn nach oraler Lithi-
umgabe gezeigt werden (Fukumoto et al. 2001; Jornada et al. 2010; Wu et al. 2014). Die
Erhohung der Bdnf-mRNA-Expression wird epigenetisch iiber eine Verringerung der Me-
thylierung des Bdnf-Promoters-IV reguliert (Dwivedi und Zhang 2014). Yasuda et al. (2009)
beschrieben, dass die Aktivierung des Banf-Promoter-IV nach Behandlung mit Lithium tiber
eine Inhibition der Glykogensynthasekinase 3 beta sowie nachfolgend die Histon-Deacety-

lase vermittelt wird.

Aus den vorliegenden Daten lisst sich schlussfolgern, dass die Lithium-vermittelte Induktion
der Expression des Neurotrophins Bduf ein moglicher Mechanismus der Zunahme der
Myelindicke ist.

Insgesamt zeigte sich klinisch ein statistisch signifikanter Effekt von Lithiumcarbonat auf die
Griffstirke sowie elektrophysiologisch auf die NLG. Molekularbiologisch lief3 sich eine In-
duktion von Myelingenen sowie eine erh6hte Expression des Neurotrophins Bdnf nachwei-
sen. Histologisch zeigte sich eine Zunahme der Myelindicke sowie eine verminderte Anzahl
demyelinisierter Axone. Die Auspriagung der klinischen, elektrophysiologischen und histolo-

gischen Verbesserung ist allerdings nur gering. Fir eine medikament6se Therapie mit LiCOs
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in menschlichen Patienten mit CMT1A sind daher weitere Experimente mit anderen Be-
handlungszeitriumen und Dosierungen notwendig, um die Moglichkeit einer verbesserten
Wirkung auf den Phinotyp der CMT1A zu untersuchen. Schlussendlich ist eine effektive
Therapie der CMT1A nur moéglich, wenn es gelingt den sekundiren axonalen Verlust zu

verringern.
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5 Zusammenfassung

Salze des Lithiums werden im klinischen Alltag zur Prophylaxe der bipolaren affektiven St6-
rung sowie zur Behandlung von Major-Depressionen angewendet. Daneben gibt es vielfil-
tige experimentelle Ansitze zur Behandlung von kognitiven Stérungen und
neurodegenerativen Erkrankungen mit Lithium. Die Anwendung von Lithium ist trotz der
geringen therapeutischen Breite sicher und nebenwirkungsarm. In der Literatur werden zahl-
reiche neuroprotektive und neurotrophische Effekte von Lithium beschrieben. So ist Li-
thium in der Lage die Induktion von Myelingenen sowie dem Neurotrophin Bduf zu
induzieren, die Remyelinisierung nach Nervenverletzungen zu verbessern und Chemothera-
pie-induzierte Neuropathien abzumildern. In der vorliegenden Arbeit wurde nun in einem
ersten Schritt der Einfluss von Lithium auf die Myelinisierung im peripheren Nervensystem
von Wildtyp-Ratten untersucht. Hierzu wurden junge Wildtyp-Ratten von Geburt bis zum
6. bzw. 21. Lebenstag durch tigliche intraperitoneale Injektionen von Lithiumchlorid
50 mg/kg/KG behandelt. Eine Gruppe adulter Ratten wurden vom 30. bis 117. Lebenstag
durch orale Zufuhr von 0,12 % Lithiumcarbonat im Futter behandelt. Im Anschluss erfolgte
die histologische und molekularbiologische Analyse des peripheren Nervensystems. Waih-
rend sich in jungen Tieren, innerhalb des Prozesses der Myelinisierung, kein Einfluss auf die
Myelindicke durch Lithium zeigte, kam es in alteren Tieren, die erst nach Abschluss der phy-
siologischen Myelinisierung mit Lithium behandelt wurden, zu einer Zunahme der relativen
Myelindicke. In Kulturen primirer Schwannzellen von Wildtyp-Ratten lief3 sich eine Induk-
tion der Myelingenexpression von Pmp22 und Mpz sowie von Cx43 als Marker fir eine Ak-
tivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs nach 72-stiindiger Behandlung mit Lithiumchlorid
nachweisen. Der Wnt/(3-Catenin-Signalweg ist entscheidend fiir die Regulation der embryo-
logischen Entwicklung, Zellproliferation und Zelldifferenzierung. Co-Kulturen aus primaren
dorsalen Hinterwurzel-Neuronen (DRG-Neurone) und Schwannzellen von Wildtyp-Ratten
zeigten nach Induktion der Myelinisierung und zeitgleicher Behandlung mit Lithium eine

Zunahme der Anzahl myelinisierter Segmente.

Um in einem weiteren Schritt Lithium als Therapieansatz bei einer peripheren Neuropathie
zu testen, fihrten wir eine Therapiestudie in einem transgenen Rattenmodell der Charcot-
Marie-Tooth-Erkrankung 1A (CMT1A) durch. Die CMT1A ist die hdufigste genetisch be-
dingte periphere Neuropathie. In den meisten Fillen ist eine Duplikation des Gens fiir das
periphere Myelinprotein 22 kDa (Pmp22) die Ursache der CMT1A. Hierdurch kommt es zu
einer Demyelinisierung der Axone mit einem sekundiren axonalen Schaden und fihrt in
betroffenen Patienten zu einer progredienten, distal betonten Muskelatrophie. Die Prp22-
transgene Ratte zeigt eine miBige Uberexpression von Pmp22 und spiegelt den Krankheits-
verlauf im Menschen gut wider. Pmp22-transgene Ratten wurden ab dem Alter von vier Wo-
chen fir zwolf Wochen (bis zum Alter von 16 Wochen) mit 0,12 % Lithiumcarbonat p. o.
behandelt. Im Verlauf des Behandlungszeitraums erfolgten regelmiflige Untersuchungen der

Muskelkraft sowie zum Abschluss der Behandlung die elektrophysiologische Untersuchung
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des peripheren Nervensystems. Nach Totung der Tiere erfolgte die histologische und mole-
kularbiologische Untersuchung des peripheren Nervensystems. Im Vergleich zur unbehan-
delten transgenen Kontrollgruppe zeigten die Tiere nach Lithiumbehandlung eine grof3ere
Kraft der Hinterbeine sowie elektrophysiologisch eine schnellere Nervenleitgeschwindigkeit
in den Nerven des Schwanzes. Histologisch konnte eine Zunahme der Myelindicke bei un-
verindert pathologischer Hypermyelinisierung kleiner und Hypomyelinisierung grof3er A-
xone in Tibialisnerven festgestellt werden. Die Anzahl demyelinisierter Axone war in der
behandelten transgenen Gruppe signifikant verringert, wihrend sich kein Unterschied in der
Gesamtanzahl der myelinisierenden Axone fand. Auf molekularbiologischer Ebene zeigten
Lithium-behandelte Tiere eine Induktion der Expression des Myelingens Mpz sowie des
Neurotrophins Bduf in Ischiasnerven. Die Induktion der Bdnf-Expression ist ein moglicher
Mechanismus fiir die Zunahme der Myelindicke sowie fir die neuroprotektive Wirkung von

Lithium.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die Behandlung mit Lithium zu einer Zunahme
der Myelindicke in adulten Wildtyp-Ratten sowie zu einer Induktion von Myelingenen und
des Neurotrophins Bdnf fuhrte. In einer myelinisierenden Co-Kultur aus DRG-Neuronen
und Schwannzellen fithrte Lithium zu einer Zunahme der myelinisierten Segmente. Aul3er-
dem zeigte sich ein positiver Einfluss von Lithium auf den Krankheitsverlauf in einem Rat-
tenmodell der CMT1A. Fiir ein besseres Verstindnis des Wirkungsmechanismus von
Lithium auf das periphere Nervensystem sowie fiir die Evaluation von Lithium als mégliche
medikamentdse Therapie peripherer Neuropathien beim Menschen sind jedoch noch weitere

Untersuchungen notwendig.
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