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HANS WERNER MULLER, FRANK BOSSE,
PATRICK KURY, KERSTIN HASENPUSCH-THEIL,
NICOLE KLAPKA und SUSANNE GRESCHAT

Die Forschergruppe ,,Molekulare Neurobiologie‘

Die Forschergruppe ,,Molekulare Neurobiologie* unter Leitung von Univ.-Prof. Dr. H-W.
Miiller wurde im Forderrahmen einer DFG-Forschergruppe mit dem Titel ,,Molekularbio-
logie neurodegenerativer Erkrankungen® in der Zeit von 1994 bis 2002 durch die Deutsche
Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. Aus dieser Forderperiode und der anschliefenden
Drittmittelférderung durch andere Verfahren der DFG (Schwerpunktprogramm ,,Moleku-
lare Grundlagen neuraler Reparaturmechanismen®, Projekten in den Sonderforschungs-
bereichen 194 und 590 sowie in den Graduiertenkollegs 320 und 1033 an der Heinrich-
Heine-Universitit), durch das Bundesministerium fiir Forschung und Technologie sowie
Stiftungsmittel (unter anderem durch das Internationale Institut fiir Paraplegie (IFP), Zii-
rich) sind in den vergangenen zehn Jahren insgesamt 105 Publikationen aus dieser Grup-
pe hervorgegangen, davon 80 Originalarbeiten in renommierten internationalen Fachzeit-
schriften.

Die Forschergruppe ist inzwischen auf 16 wissenschaftliche Mitarbeiterinnen und Mit-
arbeiter inklusive einer Nachwuchsgruppe (PD Dr. P. Kiiry) angewachsen und verfolgt fiinf
Forschungsschwerpunkte zu den folgenden Themen:

(1) Molekularbiologie der Nervenregeneration,

(2) molekulare Regulation der Schwannzell-Differenzierung,

(3) Pathomechanismus der Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie,

(4) therapeutische Ansitze zur Regeneration nach ZNS-Verletzung sowie
(5) neurale Differenzierung adulter Stammzellen aus Nabelschnurblut.

Die Forschergruppe hat sich seit ihrem Bestehen zum Ziel gesetzt, aus dem Verstdndnis
der molekularen Grundlagen neuraler Krankheits- und Schidigungsmechanismen des pe-
ripheren und zentralen Nervensystems rationale Therapieansitze zu entwickeln. Im Fall
traumatischer Hirn- und Riickenmarkverletzungen wurde ein neuartiges Therapiekonzept
entwickelt, dass inzwischen von der NEURAXO BIOTEC GmbH, einer Ausgriindung aus
dieser Forschergruppe, der ersten kontrollierten klinischen Studie in Europa zur Behand-
lung akuter Querschnittlihmung zugefiihrt wird.!

Nachfolgend werden die Themenschwerpunkte der Forschergruppe im Einzelnen kurz
vorgestellt.

! Zur Firmengriindung siehe Miiller (2004).
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Molekularbiologie der Nervenregeneration
(Dr. Frank Bosse)

Werden Nervenbahnen durch Verletzungen geschédigt, so fiihrt das in der Regel zu einem
Ausfall der elektrischen Erregungsleitung. Entsprechend leiden viele Patienten an einer
Einschrinkung ihrer Sensibilitit (z. B. Beriihrungsempfinden) oder gar an Lidhmungser-
scheinungen. Nur wenige Krankheitsereignisse beeindrucken uns daher so sehr wie der
Verlust unserer Sensorik und/oder Motorik.

Interessanterweise zeigen die verletzungsbedingten histopathologischen Verdnderungen
von peripheren Nerven ein sehr konstantes Reaktionsmuster. Wird die Nervenfaser (das
Axon) durch eine Verletzung durchtrennt, so resultiert aus dieser Durchtrennung zwangs-
weise im Verlauf der so genannten Waller’schen Degeneration der Zerfall des vom Zell-
korper abgetrennten, distal zur Lision gelegenen Axonabschnittes mitsamt der distalen
Markscheide, was von einer proliferativen Vermehrung der Schwannzellen begleitet wird.
Im Ergebnis stellt das so veridnderte distale Nervensegment fiir die nun einsetzenden spon-
tanen Regenerationsprozesse ein trophisches (forderndes) Milieu dar, so dass die verblie-
benen proximalen Axonstiimpfe in den distalen Stumpf einwachsen konnen und eine ziel-
gerichtete Reinnervation des Zielgewebes ermoglicht wird.

Das periphidre Nervensystem (PNS) ist also zu einer spontanen Regeneration des ver-
letzten Nervs in der Lage. Im Gegensatz dazu fithren Verletzungen von Faserbahnen im
Zentralnervensystem (ZNS: Gehirn und Riickenmark) nicht spontan zur Regeneration, was
meist schwerwiegende und permanente Bewegungs- und/oder Sensibilititsstorungen bei
den Betroffenen zur Folge hat.

Da zelluldre Degenerations- und Reparaturmechanismen auf der sequenziellen Akti-
vierung und Inaktivierung relevanter Gene beruhen, hat unser Labor bereits vor einiger
Zeit mit der systematischen Identifizierung solcher Gene begonnen, deren Aktivierung
oder Inaktivierung infolge einer Nervenverletzung auf spezifische Funktionen wihrend
des Regenerationsprozesses schlieBen lassen.” Durch den Einsatz moderner DNA-Array-
Hybridisierungsmethoden ist es inzwischen moglich, einen umfassenden Einblick in die
durch eine Nervenverletzung induzierten Degenerations- und Regenerationsreaktionen so-
wohl von Nervenzellen als auch ihren Nachbarzellen (z. B. Schwannzellen) zu erhalten.
Der daraus resultierende Informationsgewinn iiber die intrinsischen Vorgénge wihrend
der Nervendegeneration bzw. -regeneration soll als Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien zur Stimulation axonaler Regeneration im PNS und eventuell
auch im ZNS dienen.

Im Einzelnen wurden die folgenden Fragen untersucht:

1. Wie sieht das durch Axonverletzung induzierte genetische Programm im distalen Ner-
venfragment (z. B. des Ischiasnervs) bzw. im neuronalen Zellkorper (z. B. der Hinter-
wurzelganglien) eines regenerierenden peripheren Nervs aus?

2. Weist das genetische Regenerationsprogramm eines peripheren Nervs Ahnlichkeiten
zu seinem Entwicklungsprogramm auf?

3. Wird im ZNS-Neuron ein vergleichbares genetisches ,,Regenerationsprogramm* vor-
iibergehend oder sogar dauerhaft aktiviert?

2 Vgl. Spreyer et al. (1990), Spreyer et al. (1991), Gillen et al. (1995) sowie Bosse et al. (2001).
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Um die als Reaktionen auf eine Verletzung auftretenden Genregulationen detailliert
zu untersuchen, wurden in unserem Labor verschiedene Lisionsparadigmen peripherer
und zentraler Nerven der Ratte etabliert. Das betroffene Gewebe (aus dem PNS oder
ZNS) wurde zu festgelegten Zeitpunkten nach einer definierten traumatischen Verletzung
(a) des Ischiasnervs (PNS-Lision) bzw. (b) einer Faserbahn im Gehirn der erwachsenen
Ratte (postkommissuraler Fornixtrakt; ZNS-Ldsion) entnommen. AnschlieBend wurden
mit Hilfe der DNA-Array-Technologie insgesamt 2.370 ausgewéhlte Gene auf relative
Regulationsunterschiede im Zellkorper des verletzten Neurons, im Lésionsbereich oder
im abgetrennten distalen Nervenabschnitt untersucht (Abb. 1). Als Referenz diente jeweils
der Aktivitdtszustand der untersuchten Gene im entsprechenden unverletzten Gewebe.

An dieser Stelle kann aufgrund der Komplexitit nur ein recht grober Uberblick iiber die
erzielten Ergebnisse gegeben werden. Bei der Charakterisierung des ldsionsinduzierten
Genprogramms im distalen Fragment regenerierender Nerven handelte es sich aufgrund
der gewihlten Zeitspanne (zwischen acht Stunden und vier Wochen nach der Lision) und
der gewihlten sechs Untersuchungszeitpunkte um die bisher mit Abstand umfassends-
te Studie ihrer Art. Aufgrund der reproduzierbaren histopathologischen Phasen wihrend
der De- und Regenerationsprozesse im verletzten peripheren Nerv lassen sich zahlreiche
beobachtete Unterschiede in der Genaktivitit relevanter Gene spezifischen histopathologi-
schen Prozessen zuordnen. Dadurch ist auch eine Zuweisung putativer Genfunktionen fiir
solche Gene moglich, die im Kontext der Nervenregeneration bislang unbekannt waren.
Tatsdchlich wurden einige interessante Gene identifiziert, die aufgrund ihrer regulatori-
schen Funktionen einen wichtigen Einfluss auf den Verlauf des spontanen Regenerations-
potenzials peripherer Nerven ausiiben konnten. Thre exakte Funktion in diesem Kontext
muss nun in weiterfithrenden Analysen charakterisiert werden.

Ein systematischer Vergleich der identifizierten regenerationsassoziierten Regulations-
profile mit solchen, die in einer parallelen Studie wihrend der postnatalen Nerventwick-
lung (Untersuchungszeitraum: zwischen einem Tag und drei Monaten) bestimmt wurden,
ermoglichte uns die Kldrung einer anderen biologisch relevanten Frage: Weist das gene-
tische Regenerationsprogramm eines peripheren Nervs signifikante Ahnlichkeiten zu sei-
nem vorangegangenen postnatalen Entwicklungsprogramm auf? Stellt die Regeneration
im Wesentlichen also eine Rekapitulation der Entwicklung dar?

Ein direkter Vergleich der Genpools regulierter Gene aus beiden Paradigmen resultierte
in einer ca. 50-prozentigen Uberlappung. Dieses Ergebnis lisst sich dahin gehend inter-
pretieren, dass bei der spontanen Regeneration peripherer Nerven eine signifikante Reak-
tivierung von Entwicklungsprozessen stattfindet — ein Umstand, der zuvor bereits anhand
verschiedener entwicklungsbiologischer Studien prognostiziert worden war. Andererseits
bedeutet dieses Ergebnis aber auch, dass ungefihr der Hilfte der beobachteten ldsions-
induzierten Genregulationen ein intrinsisches Genprogramm zugrunde liegen muss, dass
spezifisch fiir De- und/oder Regenerationsreaktionen ist.®> Dieses spezifische Regenerati-
onsprogramm ist vermutlich notwendig, um die wihrend der Regeneration reaktivierten
Entwicklungsprozesse zu komplettieren und den verinderten Bediirfnissen eines verletz-
ten, erwachsenen Nervs so anzupassen, dass regeneratives Axonwachstum, Remyelinisie-
rung und Reinnervierung des Zielgebietes (z. B. Muskel, Haut) stattfinden konnen.

3 Vgl. Bosse et al. (im Druck).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Analyse neuronaler Genexpressionsprofile nach Verletzung von
Fasertrakten im PNS (Ischiasnerv) und ZNS (postkommissuraler Fornix).

Um die ldsionsinduzierten Genregulationen im ZNS zu untersuchen, wurde das in un-
serem Labor etablierte Modell der postkommisuralen Fornixdurchtrennung (Nervenfaser-
trakt im Hypothalamus des Gehirns) verwendet. Wird eine zentrale Faserbahn durchtrennt,
so ziehen sich die proximalen Axonstiimpfe von der Lisionszone zuriick, um nach weni-
gen Tagen spontan wieder in Richtung der Lisionszone auszusprossen. Wird die Lisions-
zone erreicht, kommt diese partielle Spontanregeneration sofort zum Erliegen (man spricht
vom ,,abortiven Aussprossen‘).

Tatsdchlich konnte in unseren DNA-Array-Analysen des verletzten ZNS-Gewebes erst-
mals eine solche Dynamik der induzierten Zellantworten unter den spezifischen Bedin-
gungen axonalen Wachstums bzw. unter abortivem Wachstumsarrest untersucht und auf
transkriptioneller Ebene dargestellt werden. Betrachtet wurden (a) die akute Phase I nach
Durchtrennung, (b) die Phase II spontaner axonaler Aussprossung und (c) die Phase III
terminaler Wachstumshemmung durch die Lisionsnarbe.*

Es wurden zahlreiche Gengruppen beobachtet, die phasenspezifisch und korreliert re-
guliert werden, so dass die beteiligten Gene ein von uns als ,,STOP-GO-STOP* bezeich-
netes Regulationsmuster auspriigen.’ Teilweise wurden die beteiligten Gene mit Hilfe von

4 Siehe Abbildung 2 und Abschnitt ,,Therapeutische Ansitze zur Regeneration nach ZNS-Verletzung* weiter
unten.
5 Vgl. Abankwa et al. (2002) sowie Kiiry et al. (2004).
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In-situ-Hybridisierung und immunhistochemischen Methoden zelluldr lokalisiert. Als re-
levant eingestufte Gene werden derzeit in definierten Zellkultursystemen und geeigne-
ten Mausmutanten mit modernen molekular- und zellbiologischen Methoden niher unter-
sucht, um so genauere Kenntnis iiber die Bedeutung dieser Gene im Kontext der Nerven-
reparatur zu erhalten.

Lasions-induziertes ,,.STOP — — STOP* Regulationsmuster
Phase | (1Tag) Phase Il (TTage) Phase Ill (21Tage)
» \/ P SV -
S [N | E,_( :|
Genes “kein axonales ‘axonales ‘kein axonales
Wachstum® Wachstum® Wachstum*
Growth factors: NT3, IGFBPS + — +
Small GTPases: Ral A, ARF-like 5 + — ¥
Kinases: FAK, JNK-1 ¥ - +
Cytoskeleton: Cofilin, Tubulin a-1 ¥ 4
B-actin + —
Receptors: DCC (netrin-R) t -
Glu(kainate)}-R ¥ —
Metabolism: Ornithin decarboxylase ¥ ¥

Secreted peptide hormone: GIP

Transcription regulators: myogenin,
Dlx-3, GATAT, CDP2/Cux

Kinases: rac-fi, CAM-2 -

Cell junction/synaptic proteins:
mLIN-7, synatotagmin 3

« == > 11111

Abb. 2: Lasionsinduziertes diskontinuierliches ,STOP-GO-STOP*“-Regulationsmuster differenzieller
Genexpression im Subikulum nach Durchtrennung des postkommissuralen Fornixtraktes.

Uberraschend verlief fiir uns der direkte Vergleich ldsionsinduzierter Reaktionen im
PNS und ZNS. Wir mussten feststellen, dass sich zumindest die von uns untersuchten
peripheren und zentralen Neurone nach Axonverletzung in ihrem Genprogramm funda-
mental unterscheiden, und zwar nicht nur, wie zu erwarten war, wihrend der regenerati-
ven Wachstumsphase peripherer Nerven, sondern auch schon sehr frithzeitig wéahrend der
akuten Phase kurz nach der Lision (siehe Abb. 2). Weitere Experimente sind daher not-
wendig, um zu kldren, ob auch in ZNS-Neuronen ein dem PNS vergleichbares genetisches
,,Regenerationsprogramm* aktiviert werden kann, dass aber aufgrund extrinsischer Rege-
nerationsbarrieren (Bestandteile der Umgebung, z. B. Lésionsnarbe oder myelinassoziierte
Inhibitoren) nicht ausreichend ausgefiihrt wird.

Zusammenfassend erhoffen wir uns von unseren unterschiedlichen Forschungsansitzen
zur Identifizierung und Charakterisierung regenerationsassoziierter Gene, den genetischen
und epigenetischen Ursachen der unterschiedlichen Féhigkeiten von PNS- und ZNS-Neu-
ronen zur Regeneration auf die Spur zu kommen.
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Molekulare Regulation der Schwannzelldifferenzierung
(PD Dr. Patrick Kiiry)

Wirbeltiere verfiigen {iber hoch entwickelte und effiziente Nervensysteme, die sich u. a.
dadurch auszeichnen, dass sowohl zentrale wie auch periphere Axone dazu befdhigt sind,
elektrische Signale mit grofler Geschwindigkeit weiterzuleiten. Physikalisch wird dies
durch die Ausbildung einer elektrischen Isolationsschicht, der so genannten Markschei-
de, ermoglicht. Diese ist in periodischen Abstinden entlang der Axone durch die Ran-
vier’schen Schniirringe unterbrochen, was eine sprunghafte (saltatorische) Ausbreitung
der Erregungsleitung zur Folge hat und diese letztendlich beschleunigt. Die Markscheiden
werden durch spezialisierte Gliazellen — im ZNS handelt es sich dabei um die Oligo-
dendrozyten, im PNS sind es die Schwannzellen — durch Ausprigung der so genannten
Myelinschicht aufgebaut und funktionell aufrechterhalten.

Myelinisierende Schwannzellen sind im Verhiltnis 1:1 mit groBen Axonen assoziiert.
Sie exprimieren spezifische Myelinproteine, die an der Plasmamembran der Markscheide
prasentiert werden und zusammen iiber eine spezielle Lipidkomposition die elektrische
Isolation gewéhrleisten. Die Ausbildung eines solch engen zelluldren Verbundes ist zum
einen abhingig von intrinsischen Regulationsprozessen und zum anderen das Resultat von
spezifischen Interaktionen zwischen den Axonen und Gliazellen und dient zur Aufrecht-
erhaltung der Myelinscheide. Letzteres wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass in Folge
einer peripheren Nervenlision dieser Verbund aufgelost wird. Interessanterweise konnen
nun Schwannzellen in dieser Situation dedifferenzieren, proliferieren und bei Kontakt mit
regenerierenden Axonen erneut zu voll funktionsfihigen myelinisierenden Schwannzellen
redifferenzieren. Dieses plastische Verhalten ist fiir einen solch hoch spezialisierten Zell-
typ bemerkenswert, und es ist mittlerweile bekannt, dass diese Zellen somit auch einen
entscheidenden Beitrag zur erfolgreichen Regeneration peripherer Nerven leisten.

Interessanterweise konnen transplantierte Schwannzellen auch einen gewissen Beitrag
zur ZNS-Regeneration leisten und regenerierende zentrale Axone remyelinisieren. Dies
kann dahin gehend interpretiert werden, dass die fehlende Regenerationsbereitschaft des
verletzten ZNS unter anderem auch eine Folge der geringen Plastizitét von Oligodendrozy-
ten beziiglich Dedifferenzierung und Redifferenzierung ist. In der Tat sind Oligodendrozy-
ten im Gegensatz zu Schwannzellen sehr empfindlich und verharren entweder nach einer
Verletzung des adulten ZNS im axotomierten Gewebe oder sterben in Folge des Axonver-
lustes ab. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass die Fahigkeit zur spontanen
Nervenreparatur im adulten Sdugetiernervensystem mit dem Redifferenzierungsverhalten
myelinisierender Gliazellen korreliert. Weshalb sich Oligodendrozyten im Vergleich zu
Schwannzellen so verhalten, ist bislang ungeklirt. Des Weiteren ist auch unklar, welche
Gene die Schwannzellplastizitit regulieren und die damit verbundenen morphologischen
Anderungen steuern und ausfiihren.

Es ist deshalb von grolem Interesse, die entscheidenden molekularen und zelluldren De-
terminanten der Schwannzelldifferenzierung zu beschreiben. Die Entwicklung peripherer
Nerven betreffend, ist schon eine Reihe von Regulatorproteinen beschrieben worden. Ob
diese jedoch auch im Verletzungsfall eine entscheidende Rolle spielen oder ob spezifische
lasionsbedingte Genprogramme initiiert werden, ist nicht bekannt. Um nun zu verstehen,
weshalb Schwannzellen iiber eine solch erstaunlich hohe Plastizitéit verfiigen und ob es
sich hier um rekapitulierte Entwicklungsvorginge handelt, haben wir das Differenzie-
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rungsverhalten dieser peripherer Gliazellen mittels so genannter Genexpressions-Arrays
untersucht. Mittels dieser Methode kann das Expressionsverhalten mehrerer Tausend Ge-
ne gleichzeitig analysiert werden, um auf diese Weise differenzierungsassoziierte Gene
zu identifizieren. Durch den molekularen Vergleich von sich entwickelnden peripheren
Nerven mit de- und regenerierenden Nerven im adulten Tier sowie den Genexpressions-
mustern kultivierter Schwannzellen konnte ein Netzwerk von Genen beschrieben werden,
dessen Aktivitit mit der Schwannzelldifferenzierung korreliert.

Im Mittelpunkt steht der in Schwannzellen von uns neu beschriebene Transkriptionsfak-
tor Mash2,® der teilweise synergistisch mit dem bereits bekannten Schwannzellgenregu-
lator Oct-6 die Expression von vier verschiedenen Zielgenen steuert (Abb. 3). Beim ersten
Zielgen handelt es sich um den Transkriptionsfaktor Krox24. Da es hierbei um einen Mar-
ker fiir Schwannzellvorldufer geht, impliziert dessen Repression, dass Mash2 tatsdchlich
am Reifungsprozess beteiligt ist. Parallel dazu wird der zu Krox24 verwandte Nervenrei-
fungsfaktor Krox20 durch das Oct-6-Protein induziert. Das Mob-1/IP10-Gen wiederum
kodiert fiir ein sezerniertes Chemokin, wird ebenfalls durch Mash2 supprimiert und stellt
eine putative Schnittstelle zwischen Nerven- und Immunsystem dar. Des Weiteren konn-
ten wir auch zwei durch Mash2 und Oct-6 induzierte Gene detektieren. Beim p57kip2-Gen
handelt es sich um einen Cyclinkinaseninhibitor, der im Zellzyklus spezifisch den Phasen-
iibergang von G1 nach S blockiert. Die beobachtete Induktion dieses Gens korreliert mit
der verminderten Proliferationsaktivitdt Mash2-transfizierter Schwannzellen. Beim vier-
ten, ebenfalls induzierten Zielgen handelt es sich um CXCR4. Dieses Gen kodiert fiir
einen Transmembranrezeptor, der {iber die Bindung des Chemokins SDF-1 aktiviert wird.
Es konnte gezeigt werden, dass diese Interaktion zu einer Vielzahl von zelluldren Ant-
worten fithren kann, unter anderem zu chemotaktischer Zellmigration, Zelltodinduktion,
Proliferation oder Modulation der axonalen Wegfindung.

Der Befund, dass Schwannzellen CXCR4 exprimieren, ist neu und aufgrund der mul-
tiplen Funktionen, die mit diesem Signaltransduktionsweg assoziiert sein konnen, fiir die
Schwannzellbiologie von groem Interesse. Interessanterweise iiben die Zytokine TNFa
und TGFf1 einen Einfluss auf die Expression mehrerer dieser Gene aus (Abb. 3). Da diese
beiden Zytokine im verletzten Nerv ausgeschiittet werden, ist es sehr wahrscheinlich, dass
dieses Gennetzwerk tatsdchlich mit dem ldsionsbedingten Differenzierungsverhalten von
Schwannzellen in Einklang steht. Unsere aktuellen Studien befassen sich mit der funktio-
nellen Analyse dieser Regulator- und Effektorgene.

Pathomechanismus der Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie
(Dr. Kerstin Hasenpusch-Theil)

Degenerative Erkrankungen peripherer Nerven treten in unterschiedlichsten Erscheinungs-
formen auf. Neben den erblichen (hereditiren) Formen sind insbesondere die diabetischen
und toxischen Formen peripherer Neuropathien weit verbreitet. In den letzten drei bis vier
Jahrzehnten konnten jedoch im Bereich der hereditiren Neuropathien insbesondere mit
Hilfe der Elektrophysiologie und der Molekulargenetik grole Fortschritte bei der Aufkla-
rung der unterschiedlichen Krankheitstypen erzielt werden.” Durch verfeinerte Untersu-

6 Vgl. Kiiry ez al. (2001), Kiiry et al. (2002) sowie Kiiry ef al. (2003).
7 Vgl. Suter und Scherer (2003).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der beobachteten genregulatorischen Effekte in Schwannzellen so-
wie die damit nachweislich verknlipften bzw. postulierten zellbiologischen Funktionen. Pfeile
stellen Aktivierungsschritte dar, stumpfe Linien verdeutlichen inhibitorische Einflisse.

chungsmethoden wurde offensichtlich, dass es sich dabei um eine sehr heterogene Gruppe
von Erkrankungen handelt, deren gemeinsames Merkmal lediglich die Schiadigung der pe-
ripheren Nerven ist. Eine der hdufigsten Formen (Pridvalenz bis zu 1:2.500) wird nach
ihren Erstbeschreibern als ,,Charcot-Marie-Tooth“-Erkrankung des Typs 1A (CMTI1A)
bzw. ,hereditdre motorisch sensible Neuropathie 1A*“ (HMSN1A) bezeichnet. Patienten
mit CMT1A weisen als klinisches Charakteristikum eine langsam progrediente, symme-
trische Muskelatrophie auf. Die Schwichung insbesondere der Muskulatur der unteren Ex-
tremititen fithrt sowohl zur Bildung von Fu3deformationen wie Hohlfufl und Hammerzeh
als auch zu Storchenbeinen (,,Steppergang*). Neben diesen klinischen Merkmalen treten
gelegentlich auch eine Atrophie der Handmuskulatur sowie distale Sensibilitétsstorungen
auf.

Molekulargenetisch wird CMT1A hauptséchlich durch eine 1,5 Megabasenpaare grofe
Genduplikation auf Chromosom 17 (17p11.2) verursacht. Diese Region umfasst den Gen-
ort fiir das Periphere Myelinprotein 22 KD (PMP22), das nachweislich bei CMT1A-Pa-
tienten im Friihstadium in erhohtem Mafe exprimiert wird® und in den ersten beiden Le-
bensdekaden zur phénotypisch sichtbaren Erkrankung fiihrt.

Zur weiteren Charakterisierung von PMP22 wurden in unserer Arbeitsgruppe zahlreiche
molekular- und zellbiologische Untersuchungen durchgefiihrt. So konnten wir unter Ver-
wendung eines Protein-Zell-Adhisionstests zeigen, dass dieses 4-transmembranstindige
Strukturprotein der Schwannzellen in der Lage ist, homophile und heterophile doménen-
spezifische Interaktionen mit dem Myelinprotein Zero (MPZ/P0) einzugehen (Abb. 4).°

8 Vgl. Hanemann et al. (1994).
% Vgl. Hasse et al. (2004).
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Abb. 4: Modell der domé&nenspezifischen Trans-Proteininteraktionen zwischen den beiden Myelinpro-
teinen PMP22 und PO.

Dennoch blieb bislang ungeklirt, welche frithen molekularpathogenetischen Ereignisse
bei der Krankheitsentstehung der initialen Uberexpression von PMP22 nachfolgen.

Zur Klirung dieser Frage wurden in den letzten Jahren verschiedene transgene Tier-
modelle in Ratte und Maus etabliert, um mit Hilfe dieser Modellsysteme den CMT1A-
Pathomechanismus zu analysieren.'? Jedoch handelt es sich in den meisten Fillen um ex-
trem stark PMP22 iiberexprimierende, transgene Tiere, die sich nicht als Modellsystem fiir
die humane CMT1A-Erkrankung eignen, da ihre histopathologischen Verdnderungen eher
einer besonders schweren Ausprigung der Krankheit entsprechen, wie sie beim Déjerine-
Sottas-Syndrom beobachtet werden. Die von uns verwendete transgene Mauslinie C61
erscheint uns besonders geeignet, da sie der humanen Situation sehr nahe kommt. Die-
se C61-Linie wurde von Claire Huxley!! etabliert und enthilt als Transgen das humane
PMP22-Gen. In der heterozygoten Variante weist sie eine der menschlichen CMT1A ver-
gleichbare, moderat erhohte PMP22-Expression auf. Diese Tiere zeigen im spiteren Alter
histopathologische und motorische Defekte, die auch bei CMT1A-Patienten beobachtet
werden (Abb. 5).

Mit Hilfe der DNA-Array-Technologie konnten wir im Ischiasnerv von zwei Monate
alten C61-heterozygoten Mausmutanten im Vergleich zum Wildtyp insgesamt zwolf si-
gnifikant und differenziell regulierte Gene identifizieren. Darunter befanden sich in guter
Ubereinstimmung mit friiheren immunhistologischen Untersuchungen an Suralisnerven-
biopsien auch der p75-Rezeptor fiir Neurotrophine und das Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP)."?

Weiterhin wurden mit Cyclin D1 (Proliferationsmarker) und dem Chemokine Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP1) (Makrophagenaktivator) wichtige Gene identifiziert,
denen bereits eine funktionelle Rolle im Verlauf der CMT1A-Erkrankung zugeschrieben

10 vgl. Suter und Nave (1999).
1'vgl. Huxley ef al. (1998).
12 Vgl. Hanemann e al. (1996).
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Abb. 5: Im Gegensatz zur Wildtyp-Maus (wt, links) zeigt die C61-Mausmutante (rechts) signifikante
lokomotorische Defizite (sie kann z. B. ihre Hinterpfoten nicht auf dem Rundstab positionieren)
und Gewichtsverlust durch Muskelatrophie.

wird. Anschliefende Validierungsexperimente mit der quantitativen Polymerasen-Ketten-
reaktion (qQPCR) bestitigten die differenzielle Regulation dieser Gene (Abb. 6).
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Abb. 6: Detektion von Makrophagen in zwei Monate alten C61-M&usen. A: Validierung der ge-
steigerten Genexpression des Makrophagen aktivierenden Chemokins MCP1 mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (wt = Wildtyp; tg = transgen). B: Immunelektronenmikroskopische
Aufnahme eines phagozytierenden Makrophagen im Endoneurium einer morphologisch intak-
ten Myelinscheide. Der Pfeil weist auf das F4/80*-makrophagenspezifische Immunprodukt
hin (M®: Makrophage; My: Myelin). C: Quantifizierung der Anzahl von F4/80+-Makrophagen
in drei verschiedenen peripheren Nerven (Quadriceps, Saphenus und Plantaris) in Wildtyp-
und transgenen Mausen (modifiziert nach Kobsar et al. 2005).

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Rudolf Martini (Neuro-
logische Klinik, Universitit Wiirzburg) konnten wir das Auftreten von Immunzellen (T-
Lymphozyten und Makrophagen) bereits in einem frithen Krankheitsstadium nachweisen,
in dem erste histopathologische Verdnderungen zwar sichtbar wurden, aber die Méduse we-
der klinische Symptome noch Anzeichen einer Degeneration peripherer Nerven zeigten.'?
Diese frith in Erscheinung tretenden Immunzellen beeinflussen offenbar in erheblicher
Weise die Ausprigung der primir genetisch verursachten Schiddigung der Schwannzelle
bzw. des Myelins und leiten die Demyelinisierung ein. Der Einfluss von Immunzellen

13 Vgl. Kobsar er al. (2005).
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ist nicht auf ein einziges Tiermodell peripherer Neuropathien beschrinkt, sondern konnte
auch bei zwei weiteren CMT-Tiermodellen (CMT1B und CMT1X) nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse unseres Pilotprojektes haben gezeigt, dass wir zur Darstellung der in-
itialen molekularen Prozesse bei der Krankheitsentstehung die Expressionsprofile von
noch erheblich fritheren Entwicklungsstadien erstellen miissen. Weiterfithrende Experi-
mente sind deshalb mit Ischiasnerven von neugeborenen und sieben Tage alten C61-Miu-
sen durchgefiihrt worden. Erste Resultate der neuen Genexpressionsanalysen mit mehr als
20.000 annotierten Genen weisen bereits zum Zeitpunkt der Geburt signifikante Veridnde-
rungen in den Expressionsprofilen auf. Zurzeit werden diese Verdnderungen mittels der
gqPCR validiert.

Inwieweit wir uns mit unseren Expressionsanalysen den initialen Ereignissen der
Krankheitsentstehung genédhert haben und welches die ersten fehlgesteuerten Regulati-
onswege nach der Uberexpression von PMP22 sind, muss im weiteren Verlauf dieses Vor-
habens geklirt werden.

Therapeutische Ansétze zur Regeneration nach ZNS-Verletzung
(Dr. Nicole Klapka)

Querschnittlihmung ist eine bislang nicht therapierbare Folge einer Riickenmarksverlet-
zung, die jahrlich ca. 3.000 bis 4.000 neue Fille in Deutschland und ca. 11.000 in den USA
fordert und eine weitaus groflere Anzahl chronischer Patienten iiber mehrere Jahrzehnte
hinweg zur Folge hat. Allein in den USA leben derzeit ca. 280.000 chronisch Querschnitt-
geldhmte. Je nach Lage der Verletzung im Riickenmark kommt es bei den Patienten zu
einer Lahmung der unterhalb der Lisionsstelle liegenden Muskelpartien, einem Ausfall
jeglicher Empfindung dieses Areals und einer voriibergehenden oder dauerhaften Stdrung
der Reflexe und der Darm-, Blasen- und Sexualfunktionen. Wihrend im PNS eine spon-
tane Regeneration der Nervenfasern und somit auch die Wiederherstellung der Funktionen
moglich ist, ist das ZNS (bis auf die Ausnahme des Riechhirns) nicht regenerationsfihig.
Der Grund fiir die fehlende spontane Regenerationsfihigkeit des ZNS ist bislang unbe-
kannt und wahrscheinlich ein Zusammenspiel vieler Faktoren.

Aguayo et al. (1979) konnten in Implantationsversuchen erstmals zeigen, dass zentral-
nervose Nervenbahnen grundsitzlich die Fihigkeit haben, nach einer Verletzung erneut
auszuwachsen. Aus diesem Grunde geht man davon aus, dass Faktoren in der Umge-
bung der verletzten Neurone am Scheitern der Regeneration beteiligt sein miissen.'* In
der aktuellen Literatur zur Grundlagenforschung des Wachstumsversagens von verletzten
ZNS-Neuronen werden insbesondere das Lasionsareal selbst und die entstehende Wund-
heilungsnarbe im Riickenmark betrachtet.!> Man unterscheidet zwischen einer fibrosen
Narbe im Lisionszentrum'® und einer weitreichenden Glianarbe im Perilisionsgebiet.!’

Wihrend die Glianarbe aus reaktiven Astrozyten (Stiitzzellen) besteht, die sich durch die
Uberexpression des glialen fibrilldren sauren Proteins GFAP auszeichnen, ist die fibrose
Narbe durch eine dichte Extrazelluldrmatrix (EZM) und einige zellulédre Elemente charak-
terisiert. Es konnte beobachtet werden, dass zentralnervose Axone (projizierende Ausldu-

14vgl. Stichel und Miiller (1998).

15 Vgl. Silver und Miller (2004).

16 vgl. Klapka et al. (2002) sowie Shearer und Fawcett (2001).
17 Vel. Silver und Miller (2004).
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fer der Neurone) nach einer Verletzung anfinglich zwar retrahieren, aber nach kurzer Zeit
wieder aussprossen und an der Grenze zur fibrosen Narbe anhalten.'® Die fibrose Narbe
ist mit einer Vielzahl Wachstum inhibierender Molekiile assoziiert, wie z. B. Chondroitin-
sulfat-Proteoglykanen, Semaphorinen und Ephrinen. Die wichtigste Strukturkomponente
der fibrosen Narbe ist ein Netzwerk aus Kollagen des Typs IV, wie es nur in den so ge-
nannten Basalmembranen vorkommt. Untersuchungen unseres Labors haben gezeigt, dass
eine pharmakologische Behandlung zur Verzogerung der Kollagen-1V-Netzwerkbildung
im liddierten Riickenmark der adulten Ratte fiihrt, wodurch es zentralnervosen Faserbahnen
ermdglicht wird, nach ihrer Durchtrennung wieder zu regenerieren.!® Diese Behandlung
besteht aus der lokalen Injektion eines Eisenchelators (Bipyridin-Dikarboxylat) und einem
Derivat des zyklischen Adenosinmonophosphats unmittelbar ins verletzte Riickenmark.?”
Die so behandelten Ratten zeigten eine bemerkenswerte funktionelle Erholung der Moto-
rik und sensomotorischen Koordination in verschiedenen Verhaltenstests. Unsere Studien
deuten darauf hin, dass sich in das fibrose Netzwerk bestehend aus Kollagen-IV-Molekii-
len regenerationshemmende Substanzen, wie z. B. das Proteoglycan NG2, einlagern kon-
nen.?! Eine temporire Hemmung der Kollagen-IV-Netzwerkbildung verzogert somit auch
die Akkumulation von axonalen Wachstumsinhibitoren im Lisionszentrum und damit die
Ausbildung der Regenerationsbarriere. Die Behandlung fiihrt zur Offnung eines Zeitfens-
ters von etwa zwolf bis 14 Tagen nach der Lision, in dem die fibrose Wundheilungsnarbe
noch nicht ausgebildet wird, und erlaubt z. B. den verletzten Axonen des untersuchten
motorischen Kortikospinaltraktes, weit iiber die Lision hinweg (bis zu 2 cm) zu regene-
rieren. In Abbildung 7 ist die lokomotorische Funktionserholung nach pharmakologischer
Reduktion der Narbenbildung im Riickenmark gezeigt.

Neben der Narbenhemmung fiihrt der therapeutische Ansatz auch zu neuroprotektiven
Effekten, die Gegenstand aktueller Untersuchungen unseres Labors sind und vermutlich
auf eine Minderung des oxidativen Stresses durch die Verwendung von Eisenchelatoren
zuriickgefiihrt werden konnen. Weiterfithrende aktuelle Studien in unserem Labor befas-
sen sich dariiber hinaus mit der Adaptation des Therapieverfahrens fiir die Behandlung
chronischer Riickenmarkverletzungen.

Neuronale Differenzierung adulter Stammzellen aus humanem
Nabelschnurblut (Dr. Susanne Greschat)

Stammzellen aus menschlichem Nabelschnurblut stellen eine viel versprechende zellu-
lare Quelle fiir Zellersatztherapien bei neurodegenerativen Erkrankungen oder traumati-
schen Verletzungen des Nervensystems dar. Im Stammzellprojekt dieser Forschergruppe
wird das Differenzierungspotenzial nicht-hdmatopoetischer Stammzellen aus humanem
Nabelschnurblut (USSCs) studiert, die am hiesigen Institut fiir Transplantationsdiagnos-
tik und Zelltherapeutika isoliert wurden.?? In der Zellkultur konnten wir durch Inkuba-
tion der Stammzellen in einer Mischung aus verschiedenen Wachstums- und Differen-

18 ygl. Stichel er al. (1999) sowie Klapka er al. (2005).

19 Vgl. Hermanns et al. (2001) sowie Klapka et al. (2005).
20 vgl. Hermanns et al. (2001).

21 ygl. Klapka et al (2005).

22 Vgl. Kogler et al. (2004).
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Abb. 7: Gridwalk-Verhaltenstest: Im Lauftest Uber eine horizontale Leiter mit variablem Sprossenab-
stand macht die unverletzte gesunde Ratte keine Fehltritte (A), wahrend verletzte Kontrolltiere
auch 15 Wochen nach Durchtrennung des Kortikospinaltraktes im Riickenmark haufig Fehl-
tritte zeigen (B). D: Versuchstiere, in denen verletzte Axone nach der pharmakologischen Be-
handlung zur Hemmung der Narbenbildung erneut auswachsen kénnen (in C Beispiel eines
regenerierenden Axons jenseits der L&sionsstelle), zeigen nur noch selten Fehltritte in diesem
Verhaltenstest.

zierungsfaktoren (XXL-Medium) die neuronale Differenzierung der USSCs einleiten.”
Unter dem Einfluss des XXL-Mediums verlassen die USSCs den Zellzyklus und begin-
nen mit der neuralen Differenzierung. Mittels immunzytochemischer Analysen konnte die
Entwicklung eines neuronalen sowie transienten glialen Phénotyps in vitro verfolgt werden
(ADbD. 8).

Dabei wurde die Expression verschiedener neuronaler Markerproteine, wie Neurofila-
ment, B-III-Tubulin und Synaptophysin, sowie der neuronale Progenitormarker Double-
cortin signifikant heraufreguliert.>* Nach Inkubation der USSCs im XXL-Medium konnte
nicht nur die Expression verschiedener Neurotransmitter synthetisierender Enzyme, wie
z.B. die Tyrosinhydroxylase (TH), das Schliisselenzym dopaminerger Neurone, sondern
auch die Ausschiittung des Neurotransmitters Dopamin beobachtet werden.

Um das Potenzial der USSCs in Hinblick auf Zellersatztherapien weiter abschétzen zu
konnen, wurden die mit einem Fluoreszenzfarbstoff (PKH26) gekennzeichneten Stamm-
zellen stereotaktisch in adulte intakte Rattenhirne implantiert und in Hirnschnitten cha-

2 Vgl. Miiller und Rosenbaum (2001).
24 Vgl. Greschat et al. (2003).



492 H.W. Miiller, F. Bosse, P. Kiiry, K. Hasenpusch-Theil, N. Klapka und S. Greschat
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Abb. 8: Expression neuronaler Markerproteine in adulten Stammzellen (USSCs) aus humanem Nabel-
schnurblut unter dem Einfluss von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (DCX: Double-
cortin).

rakterisiert. Bis zu einer Woche konnten die so markierten Zellen im Hirn der Ratte iden-
tifiziert und mittels zusétzlicher immunhistochemischer Farbungen phinotypisch analy-
siert werden. Durch diese Pilotexperimente ergaben sich zum ersten Mal Hinweise auf
das neuronale Differenzierungspotenzial der USSCs in vivo. So konnten eine Woche nach
Implantation der USSCs exakt im Bereich der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus, ei-
nem Hirnareal in der Hippocampusregion, NeuN exprimierende PKH26 markierte Zellen
nachgewiesen werden. Analysen mit einem gegen das humane Tau-Protein gerichteten An-
tikorper (hTau) ergaben dariiber hinaus immunpositive Zellen in verschiedenen Regionen
des Rattenhirns, wie z. B. dem Hippocampus und dem Kortex. Die regionale Verteilung
der implantierten USSCs im Rattenhirn bietet weiterhin erste Hinweise auf ein migrato-
risches Potenzial dieser Zellen im ZNS. Unter dem Gesichtspunkt der Unbedenklichkeit
einer potenziellen Zellersatztherapie mit Stammzellen wurden die implantierten Versuchs-
tiere auch auf Hinweise beziiglich Tumorbildung untersucht. Aus Implantationsversuchen
ergaben sich dabei jedoch keine Anzeichen fiir proliferatives Tumorwachstum der Stamm-
zellen im Rattenhirn.

Weiterfithrende aktuelle Studien der Forschergruppe befassen sich mit elektrophysiolo-
gischen Funktionsanalysen und der Implantation dieser humanen adulten Stammzellen in
Tiermodelle neurodegenerativer Erkrankungen.
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