Aus der Abteilung Neurogenetik
(Leiter: Prof. Dr. rer. nat. K.-A. Nave)
des Max-Planck-Instituts fiir experimentelle Medizin

in Gottingen

Therapeutische Anwendung des Progesteronantagonisten
,»Onapriston“ im transgenen Rattenmodell der

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

INAUGURAL - DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizinischen Fakultit

der Georg-August-Universitdt zu Gottingen

vorgelegt von
Gerd Meyer zu Horste
aus

Georgsmarienhiitte

Gottingen 2005



Dekan: Prof. Dr. med. W. Briick
1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. M. Bahr
II. Berichterstatter / in:

II1. Berichterstatter / in:

Tag der miindlichen Priifung:



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis

L BINICTIUNG .ottt ettt ettt e et ete et e esbeessaesnseesseassseensaesaseenseennns 1
1.1 Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung..............cccoecuieviiiniiieniiniiiiecieeieeee e 2
1.1.1 Klassifikation der hereditiren peripheren Neuropathien..............ccceeeerunenneen. 2
1.1.2 KHNIK der CMTT .ottt 5
1.1.3 Die Duplikation 17p11.2-p12 und PMP22 ......cccooiiiiiiiiiiiieeeeeee 7
1.1.4 Mechanismen der CMT LA ......oooiiiiiiiiiiieeeeee e 11
1.1.5 Therapie der CMTITA ....cociiiiiiiiieeeeee et 14
1.1.6 Tiermodelle der CMTTA ......ooiiiiie e 15
1.2 Steroidhormone im NervenSYSIEM ......c..ccvieruierieeriieniieriieeieesieeereesieeereenseeeneens 17
1.2.1 Synthese von Steroidhormonen im Nervensystem.........cccceeveevereeneereeneene 17
1.2.2 Neurosteroide im zentralen Nervensystem..........ccceceerveerieriiieneeeiieeneeeieans 19
1.2.3 Neurosteroide im peripheren Nervensystem .........ccceeeevveeecvveerciveeriveeenveeennnes 19
1.2.4 Progesteronantagonisten und ihre Anwendung............cceevevvieiieniieneennnnns 21
1.3 Zielsetzung und Hypothese ..........coocviiiiiiiiiiiiiiiiiciiececeeee e 23
2. Material und MethOden ...........ocooiiiiiiiiiiii e 24
2.1 MALETIAL ..ottt ettt ettt s 24
2.1.1 Chemikalien und Bior€agenzien............cccccueerieeriieniienieeiieeieeiee e 24
2.1.2 Verbrauchsmaterial............ccccoeiiiiiiiiiienieiiiee et 25
2.1.3 GOTALE ettt st 26
2.1.4 Losungen und PUffer .........cccoeiiiiiiiiiiiiie e 27
2.1.5 Enzyme und Reaktionskomplettsysteme............ccoecveevieriiienieeniienieeiieies 29
2.1.6 Nukleinsduren und NuKIleotide .........ceeouieiiiiiieiiiiiiienieeieec e 29
2.1.7 RadiochemiKalien ..........cccevieriiriinieiiniesieeeeee s 29
2.1.8 OlGONUKICOtIAR ......eeeiiieiiieiieiie ettt ettt st 30
2.1.9 VETrSUCKSLIETE ......eeuiiieiiieiie ettt ettt et sttt e 30
2.1.10 COMPULETSOTEWATE ....cueviieiiieeiiieeiie ettt sae e e ae e e e s e e sraeeeees 30
2.2 METROAEN ...ttt ettt ettt 31
2.2.1 Manipulation und Analyse von Versuchstieren.........c..ccoceevevcierveneneeneenne. 31
2.2.2 Bestimmung der Pharmakokinetik von Progesteron ............cccccceeveieniennnnn. 35
2.2.3 Histologische Methoden...........cccoeciiiiiiiieeiiieciieeceeee e 37
2.2.4 Molekularbiologische Methoden.............cccveeieeiieniiniiienieciieeecee e 40

2.2.5 StatistisSChe MethOdeN.......ooovviiiiiiiiii 45



Inhaltsverzeichnis 1I

3. BIEDNISSE. .ttt et ettt ettt ens 47
3.1 Das transgene Rattenmodell der CMTIA .......coooviiiiiiiiiiiiee e 47
3.1.1 Beurteilung der CMT-Ratten durch den Stangentest .............cccceovervrennennee. 47
3.1.2 Beurteilung der CMT-Ratten durch das Punktesystem...........ccccceevervenennee. 49
3.1.3 Variable Muskelatrophie der CMT-Ratten.........c..ccccovveeverviiniencnnenicneenne. 49
3.1.4 Variable Demyelinisierung der CMT-Ratten ...........ccccoevviveecieencieeeieeene, 50
3.1.5 PMP22-Expression im peripheren Nervensystem..........ccceecveevveerveerveennnennn. 52

3.2 Behandlung von CMT-Ratten mit Steroiden..........cccceeevveeriierieniieeniienieesiie e 53
3.2.1 Behandlung mit Progesteron und Onapriston............cccceveeeeneeneriecneenueenne. 53
3.2.2 Myelingenexpression nach Steroidbehandlung..........c..ccccoveveivinciiieninnnnnee. 55
3.2.3 Histologie der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung.............c.ccccoeevennennne. 56
3.2.4 Phénotyp der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung............cccccoceenvirnnnnnne. 59
3.2.5 Korrelation der Ergebnisse .........c.coceiiiieiiiiiiiiniieieeeecee e 62

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse.........cccveevierieiiiienieeiierieeieeeie e 64

4. DISKUSSION ..ttt ettt ettt et e et e st e e bt e enbeebeeeateebeesneeeneeas 65
4.1 Charakterisierung der CMT-Ratten..........cccueeviiieieiiiieeiie e 65
4.1.1 Der klinische Phénotyp der CMT-Ratten.........c.cccceevvievieeieenieeiieieeieenee. 65
4.1.2 Histologische Charakteristika der CMT-Ratten ..........ccccooveeverenienceiennene. 66
4.1.3 Expression von PMP22 im peripheren Nervensystem ............ccccceeeveeeneennnen. 67

4.2 Steroidtherapie der CMT-RaAtten ........cceeeviiieiiieeeiieeiee e 68
4.2.1 Charakterisierung der Steroidbehandlung ............ccccccvvevieiciiiniieniienieeieenen, 68
4.2.2 Myelingenexpression nach Steroidbehandlung..........c..cceceeveriniinicninnnne 70
4.2.3 Histologie der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung..............cccceeeiinee 76
4.2.4 Phénotyp der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung.............ccccvevevernnnnnn. 79
4.2.5 Korrelation der untersuchten CMT1A-Charakteristika..........c.ccccceveenennnne. 82

4.3 Schlussfolgerungen und Konsequenzen.............ccceeveecieenieeniienieinieenieeiee e 86

5. ZUSAMMENTASSUNE ...cc.eviieiiiieciieeeiee et e et e ettt eereaeeetaeeetaeeestaeessseeesssaeesnseeensseeennseens 87
6. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis ...........ceevverieeiieniieiieeie e 88

WA D115 ¢ 1000 e w4 (o] 010§ 1D 89



Abkiirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzungen im Text, die abgeleiteten SI-Einheiten (Systéme International d'Unités)

entsprechen, werden nicht gesondert aufgefiihrt.

verwendete SI-Einheiten Prifixe:

Symbol

B 3 0°0cx

Abb.

AD

AR

3BHSD

bp

ca.
CaC12*2H20
cAMP
cDNA
CHM

cm

cm’

CMT

CMTI1
CMTIA
CMTI1A-REP
CMT-Ratten
CMTX

CO,

Ct

Cx32

dCTP
DDSA
DEPC
DHEA
dHMN

Faktor
10°
102
107
10
10°

DH-Progesteron

DMP30
DNA
dNTP
dsDNA
DSS
DTT
EDTA
EGR2
EMG

Prifix
kilo
centi
milli
mikro
nano

Abbildung
autosomal-dominant
autosomal-rezessiv

3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase / A5-A4-Isomerase

Basenpaare

circa

Kalziumchlorid-2-Hydrat

zyklisches Adenosin-Monophosphat
komplementire DNA

kongenitale Hypomyelinisierung
Zentimeter

Quadratzentimeter
Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung
Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1
Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1A
CMT1A repeat; Wiederholungs-Sequenzen
PMP22 transgenes Tiermodell der CMT1A
X-chromosmal vererbte CMT
Kohlendioxid

Threshold-Cycle

Connexin 32 kDa
Desoxy-Cytosintriphoshat
2-Duodecenylsuccinicacidanhydrid
Diethylpyrocarbonat
Dehydroepiandrosteron

distale hereditdre motorische Neuropathie
Sa-Dihydroprogesteron
2,4,6-tris-dimethylaminomethyl-Phenol
Desoxyribonukleinsidure
Desoxyribonukleosid-Triphosphat
doppelstriangige DNA
Dejerine-Sottas-Syndrom
1,4-Dithiotreitol

Ethylendiamintetraacetat

Early Growth Response 2
Elektromyographie



Abkiirzungsverzeichnis v

FAM

f.c.

Fwd

G

g

GABA
GARS
GDAP1
HBSS
HCI
HMG-CoA
HMSN
HNPP
Hzo
HSAN
HSP27
kb

KClI

kDa

kg
KH,PO,
KIF1Bp
LxBxH
LITAF
LMNA
M

M.

MAG
MBP
MEZ
MFN2
mg

min

ml

mm
MNA
MPI
MPZ /PO
mRNA
MTMRI13

n
ng

ul

um

M

n

n

N.

Na

Na,HPO,
Na,HPO,*2 H,0

6-Carboxy-Fluorescein

final concentration; Endkonzentration
Forward; Vorwértsprimer

Gauge; Mal} des Kaniilenaulendurchmessers
Gramm

Gamma-Aminobuttersidure

glycyl-tRNA synthetase

ganglioside-induced differentiation-associated protein 1
Hanks Balanced Salts Solution; Perfusionslosung
Salzsédure
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A
hereditare motorisch-sensible Neuropathie
hereditdre Neuropathie mit Neigung zu Druckparesen
Wasser

hereditire sensorische autonome Neuropathie
heat shock protein 27 kDa

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kilogramm

Kaliumdihydrogenphosphat

kinesin family member 1B

Lénge mal Hohe mal Breite
lipopolysaccharide induced tumornecrosis _factor
lamin A/C transcript variant 1

molar

musculus; anatomische Muskelbezeichnung
Myelin-assoziiertes Glycoprotein
Myelin-basisches Protein

mitteleuropdische Zeit

Mitofusin 2

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Methylnadicanhydrid

Max-Planck-Institut

Myelin Protein Zero, Myelinprotein Null
messenger-; Boten-Ribonukleinsiure
Myotubularin-related

Mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

mikromolar

Anzahl

nano

nervus; anatomische Nervenbezeichnung
Natrium

Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat



Abkiirzungsverzeichnis

NaCl
NaOH
NDRGI
NEFL
ng

nM

n.s.

p

PBS
PCR
PLP
PMP22
PNS
PRX
P450scc
r

RAB7
Rev
RIA
RNA
RNAIi
rpm

RT
RT-PCR
RU-486
S

SMA
S.0.
ssDNA
S.U.
TAE
TAMRA
TE

TET
TH-Progesteron
Tris

U

\%

X

XD

XR
7XK98299
ZNS

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

N-myc downstream regulated gene 1
neurofilament light polypeptide 68 kDa
Nanogramm

nanomolar

nicht signifikant
Wahrscheinlichkeit

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Proteolipid-Protein

peripheres Myelin-Protein 22 kDa
peripheres Nervensystem
Periaxin

Cholesterol side-chain cleavage-Enzym
Korrelationskoeffizient

member RAS oncogene family 7
Reverse; Riickwirtsprimer
Radioimmunoassay
Ribonukleinsdure
Ribonukleinsiure Interferenz
Umdrehungen pro Minute

reverse Transkriptase
Reverse-Transkriptase-PCR
Mifepriston

Sekunde

spinale Muskelatrophie

siehe oben

einzelstringige DNA

sieche unten

Tris/Acetat-Puffer mit EDTA
6-Carboxy-tetramethylrhodamin
Puffer mit Tris-Cl und EDTA
Tetrachloro-6-carboxyfluorescein
3a-,5a-Tetrahydroprogesteron
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Base
Unit; Enzymeinheit

Volt

vielfach
X-chromosomal-dominant
X-chromosomal-rezessiv
Onapriston

zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

Das Nervensystem des Menschen steuert die Reaktion auf dulere Reize, verarbeitet Informationen und
kontrolliert komplexe Verhaltensweisen. Es gliedert sich in das zentrale Nervensystem (ZNS),
bestehend aus Gehirn und Riickenmark, und das periphere Nervensystem (PNS). Die mikroskopische
Struktur des Nervensystems wird gebildet aus Nervenzellen und Gliazellen. Die einzelne Nervenzelle
(Neuron) besteht anatomisch aus einem Zellkdrper, mehreren informationsempfangenden Fortsdtzen

(Dendriten) und einem informationsaussendenden Fortsatz (Axon).

Die Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikrogliazellen sind die Gliazellen des ZNS und die
Schwannzellen die des PNS. Diese Gliazellen dienen unter anderem dem Schutz und der Versorgung
der Nervenzellen. Dariiber hinaus bilden die Schwannzellen im PNS und die Oligodendrozyten im
ZNS bei einem Teil der Neurone die so genannte Myelin- oder Markscheide. Diese Myelinscheide
besteht aus spezialisierten, konzentrischen Zellmembranschichten der Gliazelle um das Axon. Sie
wirkt als Isolator fiir lonenstrome, wodurch die Entstehung von Aktionspotentialen auf die nicht
myelinisierten Abschnitte der Axone (Nodien) beschriankt wird. Durch diese Isolation ist eine schnelle,

saltatorische Erregungsleitung im Axon mdoglich.

Das genetisch bedingte Unvermdgen der Schwannzellen, eine geordnete Myelinstruktur zu bilden,
definiert die Gruppe der hereditdren, peripheren Neuropathien. Unter diesen hereditdren Neuropathien
hat die Gruppe der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung (CMT) oder hereditdre motorisch-sensible
Neuropathie (HMSN) die grofite Priavalenz. Verschiedene Gendefekte wurden als mogliche Ausloser
dieser Erkrankung identifiziert und unterschiedliche Tiermodelle wurden hergestellt, um ihre

Pathophysiologie niaher zu untersuchen.
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1.1 Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung

1.1.1 Klassifikation der hereditaren peripheren Neuropathien

Vererbliche Neuropathien des peripheren Nervensystems gehdren zu den hiufigsten Erbkrankheiten
des Menschen iiberhaupt. Mit einer geschétzten Privalenz von bis zu 1:2500 (Skre 1974; Emery 1991)
sind sie hiufiger als Myasthenia gravis oder die Duchenne’sche Muskeldystrophie (Eagle et al. 2002;
Cooper und Stroehla 2003). Zuerst wurde von Charcot und Marie eine hereditire, langsam
progrediente, distal betonte, symmetrische Muskelatrophie der Fiile und Beine als eigene
Krankheitsentitdt charakterisiert (Charcot und Marie 1886). Zeitgleich und unabhéngig beschrieb
Tooth einen peroneal betonten Typ der hereditdren, progressiven Muskelatrophie mit essentiell
tibereinstimmenden klinischen Befunden (Tooth 1886). Obwohl schon frither &hnliche Symptome
dargestellt worden waren (Eulenburg 1856), behielt die Krankheit die Eigennamen Charcot, Marie und
Tooth (CMT). Klinisch wird sie auch hereditire motorisch-sensible Neuropathie (HMSN) genannt.

Beide Begriffe werden in dieser Arbeit synonym gebraucht.

Klasse Gruppe Merkmale
HMSN HMSN1 demyelinisierende Form
HMSN2 axonale, neuronale Form
HMSN3 Dejerine-Sottas-Syndrom
HMSN4 M. Refsum
HMSN5 spastische Paraplegie mit Amyotrophie
HMSNG6 CMT mit optischer Atrophie
HMSN7 CMT mit Retinitis pigmentosa
Sonderformen |CHN kongenitale Hypomyelinisierung
HNPP hereditdre Neuropathie mit Neigung zu Druckparesen
dHMN dHMN-2 motorische Ausfalle
bis
dHMN-7
HSAN HSAN-1 Sensibilitdtsausfalle, autonome Stérungen
bis
HSAN-6

Tabelle 1: Die hereditéaren Neuropathien
Hereditdre Neuropathien werden klinisch klassifiziert nach der primdr betroffenen Nervenfaserqualitit als motorisch-
sensible, motorische und sensibel-autonome Neuropathien (Modifiziert nach Kuhlenbdumer et al. 2002, S. 1632).

Mit der Zeit wurden verschiedene Formen hereditidrer Neuropathien beschrieben. Eine Klassifikation
nach den betroffenen Nervenfasertypen wurde vorgeschlagen (Dyck und Lambert 1968). Diese
unterschied neben der HMSN seltenere Klassen hereditirer Neuropathien (Tabelle 1). Stehen klinisch
die sensiblen und autonomen Ausfille im Vordergrund, wird dies als hereditére sensible und autonome
Neuropathie (HSAN) bezeichnet, die in sechs Gruppen weiter unterteilt werden kann (Harding 1993).
Neuropathien mit motorischen Defekten werden dementsprechend distale hereditire motorische
Neuropathie (lHMN) oder auch distale spinale Muskelatrophie (SMA) genannt. Vier verschiedene
Typen der dHMN wurden definiert (Harding 1993).
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Die viel héaufigere HMSN wird nach klinischen Gesichtspunkten in sieben Gruppen eingeteilt
(Harding 1993) (Tabelle 1). Unter HMSN1 werden die demyelinisierenden Formen der HMSN
zusammengefasst, die durch eine verminderte Nervenleitgeschwindigkeit gekennzeichnet sind.
Unterschieden wird davon die axonale oder neuronale HMSN2 mit normaler
Nervenleitgeschwindigkeit. Die HMSN3 wird auch Dejerine-Sottas-Syndrom genannt und zeigt eine
besonders schwere Klinik. Die weiteren Formen der HMSN4-7 sind sehr selten. Dariiber hinaus
wurden Sonderformen beschrieben, die nicht den Kriterien einer HMSN entsprechen. Dies sind die
kongenitale Hypomyelinisierung (CHM) und die hereditire Neuropathie mit Neigung zu
Druckparesen (HNPP).

Diese klinisch orientierte Einteilung hereditdrer peripherer Neuropathien wurde in den letzten Jahren
zunechmend erweitert durch Erkenntnisse der Molekularbiologie und Genetik. Verschiedene
genomische Loci wurden mit hereditdren Neuropathien assoziiert und unterschiedliche genetische
Defekte wurden als Ursache identifiziert (Tabelle 2). Dabei wurde deutlich, dass klinisch
vergleichbare Symptome durch Mutationen in ganz unterschiedlichen Genen verursacht werden
konnen. Umgekehrt konnen Mutationen im gleichen Gen eine sehr unterschiedliche Klinik
hervorrufen. Daher muss eine adidquate Klassifikation der CMT sowohl nach klinischen als auch nach
genetischen Kriterien erfolgen (Martini et al. 2000).

Eine regelmiBig aktualisierte Liste der hereditdren Neuropathien und der verantwortlichen Mutationen

ist verfligbar unter: http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/. An dieser Stelle wird die genetische

Unterteilung hereditirer Neuropathien dargestellt (Tabelle 2).


http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/

CMT Form typische Charakteristika Vererbung Pravalenz |Locus mutiertes Gen
CMT1 hypertroph demyelinisierende CMT (MNLG < 38 m/s) AD

CMT1A typische CMT1, Beginn in der 2. Lebensdekade AD haufig 17p11.2 PMP22 Duplikation / Punktmutation
HNPP wiederkehrende schmerzlose Druckparesen, histologisch: Tomaculae, variabler Beginn AD haufig 17p11.2 PMP22 Deletion
CMT1B wie CMT1A aber schwerere Auspragung AD haufig 1g22-g23 PO/ MPZ
CMT1C typische CMT1 AD selten 16p13.1-p12.3 |LITAF
CMT1/CMTI1D wie CMT1A aber oft schwerere und frihere Auspragung AD selten 10g21.1-q22.1 |EGR2
CMT4 rezessiv hypertroph demyelinisierende CMT (mMNLG < 38 m/s) AR

CMT4A schwere Neuropathie, Beginn in der 1. Lebensdekade, tunesische Familien AR selten 8013-g21 GDAP1
CMT4B1 fokal gefaltetes Myelin, Beginn im Kindesalter, italienische Familien AR selten 11923 MTMR2
CMT4B2 fokal gefaltetes Myelin, Beginn in der 1. oder 2. Lebensdekade, tunesische Familien AR selten 11p15 SBF2
CMT4 (C) CMT1 ahnliche Klinik, Beginn in der 1. oder 2. Lebensdekade, algerische Familien AR selten 5023-933 unbekannt
CMT4D (HMSN-L) progressive Taubheit, Beginn in der 1. Lebensdekade, bulgarische Familien AR selten 8g24 NDRG1
CMT4E (CHN) schwere Neuropathie, Hypomyelinisierung, Beginn schon bei Geburt AR selten 10921.1-g22.1 |EGR2
CMT4F (DSS) schwere Neuropathie, Hypomyelinisierung, Beginn in friher Kindheit AR selten 19g13.1-gq13.3 |PRX
CCFDN kongenitale Katarakte, faziale Dysmorphien, Neuropathie AR selten 18qg23-qter unbekannt
HMSN-R schwere Neuropathie, Beginn in der 1. oder 2. Lebensdekade, bulgarische Familien AR selten 10923 unbekannt, EGR2
DI-CMT dominant vererbte Zwischenformen, mNLG um 38 m/s AD

DI-CMTA typische CMT, axonale und Myelinpathologie, mNLG um 38 m/s, Beginn in der 1. Lebensdekade AD selten 10924.1-g25.1 Junbekannt
DI-CMTB typische CMT, axonale und Myelinpathologie, mMNLG um 38 m/s, Beginn in der 1. Lebensdekade AD selten 19p12-p13.2 unbekannt
HMSN-P proximale CMT, mNLG um 38 m/s, Beginn in der 3. Lebensdekade, rapider Verlauf AD selten 3q14.1-q13 unbekannt
CMT2 autosomal dominant vererbte CMT, mNLG > 38 m/s AD

CMT2A (1) ahnlich der klassischen CMT, Beginn im Erwachsenenalter AD selten 1p35-p36 KIF1B beta
CMT2A (2) ahnlich der klassischen CMT, Beginn im Erwachsenenalter AD selten 1p35-p36 MFN2
CMT2B v.a. sensorische Neuropathie, akrale Ulzerationen, Beginn in der 2. oder 3. Lebensdekade AD selten 3913-g22 RAB7
CMT2D motorische Neuropathie der oberen Extremitét, Beginn in der 2. oder 3. Lebensdekade AD selten 7plad GARS
CMT2E typische CMT, mNLG um 38 m/s, Beginn in der 2. oder 3. Lebensdekade AD selten 8p21 NEFL
CMT2F ahnlich der klassischen CMT, trophische Veranderungen, 2. oder 3. Lebensdekade AD selten 7911-21 HSP27
CMT2 Horverlust, Pupillendysfunktion, Beginn in der 4. oder 5. Lebensdekade AD selten 1922-923 PO/ MPZ
CMT4C / AR-CMT2 autosomal rezessive Formen der CMT2 AR

CMT4C1 (AR-CMT2A) schwere Neuropathie mit prox. Muskelbeteiligung, Beginn in 2. Lebensdek., marrokanische Familien AR selten 1¢g21.2-921.3 LMNA
CMT4C2 Beteiligung des 1. Motoneurons, Beginn in 1. Lebensdekade, (entspr. evtl. CMT4C4 oder CMT4A) AR selten 8021.3 unbekannt
CMT4C3 typische CMT, Beginn in der 4. Lebensdekade AR selten 19q13.3 unbekannt
CMT4C4 schwere Neuropathie, Beginn in der Kindheit, Stimmbandlahmung AR selten 8021 GDAP1
CMTX X-chromosomale Formen der CMT, meist mit mNLG um 38 m/s XR und XD

CMTX oder CMT1X klassische X-chromosomale CMT, Frauen weniger stark betroffen XR/XD haufig Xq13.1 Cx32
CMT2X schwere Behinderungen, Taubheit, mentale Retardierung, friiher Beginn XR selten Xg24-026 unbekannt
CMT3X mentale Retardierung , frher Beginn XR selten Xp22.2 unbekannt
CMT4X Pyramidenbahnzeichen, Beginn in der 2. Lebensdekade XR selten Xq26-928 unbekannt
distale HMN hereditéare Motorneuropathien, keine sensorischen Ausfalle, normale NLG AD und AR [selten

HSANTHSN hereditare sensorische und autonome Neuropathie AR selten

Tabe”e 2: genetiSChe KIaSSiﬁkation der hereditéren Neu rOpathien: AD autosomal-dominant, AR autosomal-rezessiv, XD X-chromosomal-dominant, XR X-chromosomal-rezessiv,

LITAF lipopolysaccharide induced TNF factor, EGR2 Early Growth Response 2, GDAP1 ganglioside-induced differentiation-associated protein I, MTMR2 myotubularin related protein 2, MTMR13 Myotubularin-
related 13, NDRG1 N-myc downstream regulated gene 1, PRX Periaxin, KIF1Bf kinesin family member 1B, MFN2 Mitofusin 2, RAB7 member RAS oncogene family 7, GARS glycyl-tRNA synthetase, NEFL

neurofilament light polypeptide 68kDa, HSP27 heat shock protein 27kDa, LMNA lamin A/C transcript variant 1, Cx32 Connexin 32kDa (Modifiziert nach Kuhlenbdumer et al. 2002, S. 1632)
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1.1.2 Klinik der CMT1

Durch ihre groBe Pridvalenz sind hauptsichlich CMT Typ 1 und Typ 2 von klinischer
Bedeutung. Bei der haufigsten CMT-Form, der demyelinisierenden CMT Typ 1, beeintrachtigt
der zu Grunde liegende Gendefekt primér die Schwannzellen. Im Falle der selteneren CMT2
degenerieren initial die Axone (s.u.). Die einzelnen, genetisch definierten Unterformen der
CMT Typ 1 zeigen trotz Variationen der Ausprigung iibereinstimmende Symptome. Die Klinik

aller genetisch definierten Subtypen der CMT Typ 1 wird im Folgenden dargestellt.

Klinisches Hauptmerkmal der CMT1 ist eine von distal nach proximal progrediente,
symmetrische Muskelatrophie der unteren Extremitit. Zundchst wird die Muskulatur im Bereich
der Unterschenkel und FiiBe schwicher mit einer Betonung der ,kleinen” Fulmuskeln sowie
der Peronacusmuskeln, was klinisch als ,,Steppergang® auffillt (Abbildung 1A). Bei manchen
Patienten kann eine distal betonte Atrophie der oberen Extremitét hinzukommen (Harding 1993;
Birouk et al. 1997). Es bilden sich pathologische Verdnderungen der FuBanatomie aus, wie
HohlfuB, Pferdefull und Hammerzehen (Dyck et al. 1993). Die Muskeleigenreflexe der unteren
Extremitdten konnen teilweise erloschen sein (Garcia et al. 1998). Neben den motorischen
Einschrankungen werden in ausgeprigten Féllen der CMT1A auch sensorische Ausfille vor
allem im Bereich der Hénde und Fiile beschrieben (Dyck et al. 1993).

Die Klinik der CMT-Erkrankung ist durch eine starke Variabilitit zwischen verschiedenen
Patienten gekennzeichnet. Das Alter beim Auftreten erster vom Patienten wahrgenommener
Symptome kann zwischen 10 Jahren und 40 Jahren variieren (Dyck et al. 1993). Auch der
Schweregrad der Erkrankung unterscheidet sich zwischen einzelnen Patienten. Einerseits kann
die Verringerung der Nervenleitgeschwindigkeit trotz gesicherter genetischer Diagnose das
einzige Symptom sein (Kaku et al. 1993; Birouk et al. 1997). Andererseits kommen auch Fille
starker korperlicher Behinderung vor, so dass manche Patienten auf einen Rollstuhl angewiesen
sind. Interessanterweise bestehen diese Unterschiede auch zwischen Geschwistern (Kaku et al.
1993) und eineiigen Zwillingen (Garcia et al. 1995). Die Ursache dieser Variabilitit ist nicht
bekannt. Eine Verschlechterung der CMT wéhrend der Schwangerschaft wurde beschrieben
(Bellina und Deming 1973; Pollock et al. 1982; Rudnik-Schoneborn et al. 1993). Die wéhrend
der Schwangerschaft verdnderte endogene Hormonproduktion wurde als ein moglicher

modulierender Faktor der CMT angenommen.
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Abbildung 1: Genetik und Klinik der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1

A Klinische Befunde der CMT1A: Wadenmuskulatur (I.) und Handmuskulatur (II, III.) atrophieren. So genannter
"pes cavus" und Hammerzehen sind sichtbar (I.) (rote Pfeile). Die Thenaratrophie (II.) und eingefallene Tabatiere
(I11.) fallen auf (rote Pfeile) (Modifiziert nach Kuhlenbdumer et al. 2002, S. 1631).

B Der CMT1A-Mutations-"hotspot". Das PMP22-Gen wird auf zentromerer und telomerer Seite flankiert von so
genannten CMT1A-Wiederholungssequenzen (CMTI1A-REP), die zu ca. 98% homologe Sequenzabschnitte
enthalten. Diese Homologien begiinstigen ein ungleiches "Crossing-Over" wiahrend der Meiose, was die hohe
Spontaninzidenz der CMT1A-Mutation erklért (Modifiziert nach Boerkoel et al. 1999, S.24).

Aufgrund der starken Variabilitit der CMT1 wurde eine Aufteilung in zwei verschiedene
Patientengruppen vorgeschlagen, die jeweils durch einen frithen oder spiten Erkrankungsbeginn
gekennzeichnet sind (Birouk et al. 1997). Trotz aller interindividuellen Unterschiede in der
Auspriagung handelt es sich jedoch immer um eine progrediente Erkrankung. Eine frithe
Manifestation von Symptomen wurde als ein negativer prognostischer Faktor fiir den Verlauf
der Erkrankung beschrieben (Birouk et al. 1997).

Neben den klinischen Merkmalen liefern auch elektrophysiologische Untersuchungen wichtige
diagnostische Befunde bei der CMT. Durch Messung der Nervenleitgeschwindigkeit wird
zwischen den demyelinisierenden (HMSN / CMT 1) und den axonalen (HMSN / CMT 2)

hereditdren Neuropathien unterschieden (Harding und Thomas 1980). Bei einer deutlich
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reduzierten Nervenleitgeschwindigkeit im N. medianus von weniger als 38 m/s, spricht man von
einer demyelinisierenden CMT Typ 1 (Dyck et al. 1993) (Thomas et al. 1997). Im Falle der
axonalen CMT Typ 2 ist die Nervenleitgeschwindigkeit nicht oder nur wenig reduziert und
grofer als 38 m/s.

Die Verianderungen der Nervenleitgeschwindigkeit bei der CMT1 sind schon vor den klinischen
Symptomen zu detektieren (Nicholson 1991; Garcia et al. 1998) und bleiben im Verlauf des
Lebens konstant (Killian et al. 1996; Birouk et al. 1997). Von manchen Autoren wird eine
Korrelation der Nervenleitgeschwindigkeit und der Klinik der CMT1 beschrieben (Dyck et al.
1989; Hoogendijk et al. 1994), wihrend andere dies ablehnen (Dyck und Lambert 1968;
Harding und Thomas 1980; Bouche et al. 1983). Da die Nervenleitgeschwindigkeit bereits in
jungen Patienten verdndert ist und dann relativ konstant bleibt, ist sie fiir eine friihe Diagnose,
nicht aber fiir eine Verlaufsbeurteilung der CMT1 geeignet.

Die Amplitude der Muskelsummenaktionspotentiale korreliert im Gegensatz zur
Nervenleitgeschwindigkeit mit der Klinik der CMT1 (Krajewski et al. 2000) und nimmt im
Verlaufe der CMT]1 ab (Killian et al. 1996). Die Elektromyographie (EMQG) zeigt Zeichen einer
Denervierung wie pathologische Spontanaktivitit in Form von Fibrillationen und positiven
scharfen Wellen. Die Muskelpotentiale sind verbreitert, polyphasisch und hochamplitudig bei
gelichtetem Interferenzbild (Dyck et al. 1993). Obwohl im Falle der CMT1 der genetische
Defekt primér die Schwannzellen betrifft, zeigt die Elektrophysiologie Korrelate eines
Axonuntergangs, der die Klinik der CMT]1 verursacht (Krajewski et al. 1999; Berciano et al.
2000).

Zu den histologischen Befunden der CMT1 gehoren eine segmentale Demyelinisierung von
vornehmlich ~ groBkalibrigen, = motorischen = Axonen und die so  genannten
»Zwiebelschalenformationen® (,,onion bulbs®) (Abbildung 4C, D) (Dyck et al. 1993). Diese
Strukturen dhneln Zwiebelschalen, weil Axone pathologischerweise nicht von jeweils einer
myelinisierenden Schwannzelle umgeben werden, sondern von mehreren Lagen konzentrisch
angeordneter Zellen und ihren Fortsdtzen. Diese Zellen zeigen Merkmale undifferenzierter,
promyelinisierender Schwannzellen (Guenard et al. 1996), was die Folge eines parallel
ablaufenden Prozesses von De- und Remyelinisierung sein konnte. Neuropathologische
Umbauprozesse lassen Nerven von CMTI1-Patienten makroskopisch gelegentlich verdickt
erscheinen (Dyck et al. 1993). Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es als Folge der
Demyelinisierung zu einem Untergang insbesondere grofler, motorischer Axone (Lewis et al.
2003).

1.1.3 Die Duplikation 17p11.2-p12 und PMP22

Mit zunehmender Aufkliarung der Genetik wurde die CMT1 weiter nach den assoziierten
Genloci eingeteilt. Autosomal-dominant vererbt werden die mit Chromosom 17p11.2 assoziierte
CMTI1A und die mit Chromosom 1q22-q23 assoziierte CMTIB. Eine X-chromosomale
Vererbung wird als CMTX bezeichnet.

Es wurde gezeigt, dass die CMTI1 in einem Grofteil der Félle durch eine stabile DNA-
Duplikation von 1,5 Millionen Basenpaaren Linge auf dem humanen Chromosom 17p11.2-12
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verursacht wird (Lupski et al. 1991). Diese DNA-Duplikation entsteht in fast allen Fillen durch
ungleiches ,,Crossing-Over” wihrend der Spermatogenese (Palau et al. 1993). Die Region wird
auf beiden Seiten flankiert durch hochgradig homologe Wiederholungssequenzen, genannt
»CMT1A-repeat” (Abbildung 1B), die das ungleiche ,,Crossing-Over* wihrend der Meiose
begiinstigen (Pentao et al. 1992). Es handelt sich um einen so genannten Mutations-,,Hot-Spot*,
an welchem de-novo-Mutationen bevorzugt auftreten, was die hohe Privalenz der Duplikation
begriindet (Boerkoel et al. 1999). Unter den in der genomischen Region enthaltenen und
duplizierten Genen wurde das Gen flir das periphere Myelin-Protein 22 (PMP22) als
verantwortliches Gen fiir die CMT1A identifiziert (Lupski et al. 1991; Raecymackers et al. 1991;
Matsunami et al. 1992; Timmerman et al. 1992). In 60-70% der Félle wird die Klinik der CMT1
durch diese PMP22-Duplikation verursacht (Wise et al. 1993; lonasescu 1995; Kurihara et al.
2002; Morocutti et al. 2002).

Das PMP22-Transkript wurde urspriinglich in zwei verschiedenen Zusammenhéingen
identifiziert. Als Myelinprotein des PNS, das nach Nervenverletzung herunterreguliert wird
(Kitamura et al. 1976; Spreyer et al. 1991; Welcher et al. 1991) und als ,,Growth-Arrest Gene 3*
(gas-3) in wachstumsarretierten Fibroblasten (Manfioletti et al. 1990). Es ist ein hydrophobes
Protein mit vier Transmembrandominen (Abbildung 2B) und trigt ca. 3-5% zu der
Gesamtmenge der Strukturproteine des peripheren Myelins bei (Suter und Snipes 1995; D'Urso
und Muller 1997). Es ist es bisher nicht gelungen, die physiologische Rolle von PMP22
aufzukldren (Naef und Suter 1998). Im kompakten Myelin wurde eine Interaktion von PMP22
mit MPZ / PO mit fraglicher physiologischer Relevanz demonstriert (D'Urso et al. 1999; Hasse
et al. 2004). Sowohl eine Aufgabe in der Wachstumsregulation von Schwannzellen, als auch
eine strukturelle Funktion im Myelin werden diskutiert (Suter und Scherer 2003).

Die Myelinscheide ist eine multi-lamellére Spirale hoch spezialisierter Zellmembran, die im
PNS von Schwannzellen gebildet wird. Axone mit einem Durchmesser von mehr als einem
Mikrometer werden von Myelin umbhiillt, wiahrend kleinere Axone von nicht-myelinisierenden
Schwannzellen umgeben werden (Abbildung 2A). Die Myelinscheide besteht zu ca. 70% aus
Lipiden und zu 30% aus Myelinproteinen. Zu den Proteinen des Myelins des peripheren
Nervensystems zdéhlen unter anderem das Myelin Protein Zero (MPZ / P0), das periphere
Mpyelin-Protein 22 (PMP22) und Myelin-basisches Protein (MBP) (Abbildung 2A) (Werner et
al. 1998).
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Abbildung 2: Myelinproteine des PNS.

A Schematische Darstellung einiger Myelinproteine des peripheren Nervensystems. Das Myelin bildet ultrastrukturell
die "intraperiod line", die dem extrazelluldiren Raum entspricht, und die "major dense line", die durch das
kompaktierte Zytoplasma der Schwannzelle gebildet wird. Vor allem in diesen Regionen des kompakten Myelins
sind die Myelinproteine MPZ / PO, PMP22 und MBP lokalisiert (Modifiziert nach Werner et al. 1998, S. 772).

B Das PMP22-Protein bildet vier transmembrandre Doménen und zwei extrazelluldre Schleifen. Erstere wird
glykosiliert (roter Pfeil). Die markierten Punktmutationen verursachen menschliche Erkrankungen (Modifiziert nach
Naef und Suter 1998, S. 360).

Entscheidend fiir das Verstindnis der CMT1A-Genetik ist die Tatsache, dass die Art und
Schwere der Neuropathie von der Anzahl der genomischen PMP22-Kopien abhéngig ist. Der
mutationsbedingte Verlust eines funktionellen PMP22-Allels fiihrt zu einer verminderten
PMP22-Gendosis (0,5-fach) und zum Krankheitsbild der ,,hereditdren Neuropathie mit Neigung
zu Druckparesen” (HNPP) im Menschen (Stogbauer et al. 2000) (Abbildung 3). Eine 1,5-fach
erhohte PMP22-Kopienanzahl verursacht die CMTI1A. Eine auf beiden Allelen vorhandene
PMP22-Duplikation (2,0-fache Gendosis) verschlechtert den Krankheitsverlauf und verursacht
in einem Teil der Fille das ,,Dejerine-Sottas-Syndrom* (DSS) (Lupski et al. 1991). Die PMP22-
Gendosis korreliert mit der PMP22-mRNA-Expression und mit der Schwere der CMTI1A.
Tatséchlich konnte in Nervenbiopsien von CMT1A-Patienten eine PMP22-Uberexpression auf
mRNA- und Proteinebene gezeigt werden (Yoshikawa et al. 1994; Vallat et al. 1996). Ein
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normales Gen wird allein durch erhohte Kopienanzahl und mRNA-Uberexpression zum
»Krankheitsgen®. Dies wird als Gendosiseffekt bezeichnet. Interessanterweise ist ein solches
pathophysiologisches Konzept auch von der Myelinisierung des ZNS bekannt. Verdnderte
Gendosis des Proteolipid-Proteins (PLP) fiihrt zum Phénotyp der Pelizacus-Merzbacher-
Erkrankung (Ellis und Malcolm 1994). Im Vergleich zu PMP22 weist PLP Ahnlichkeiten der
Struktur (Popot et al. 1991; Inouye und Kirschner 1994), aber nicht der Sequenz auf (Anderson
et al. 1999). Offensichtlich ist fiir einige Myelinproteine eine verdnderte Gendosis fatal. Die zu

Grunde liegenden Mechanismen sind jedoch bisher ungeklart.

200%

150%
0
(7]
(@]
©
o
(O]

q 100%
o
=
o

50%

0%

HNPP normal CMTIA CMTIA /
DSS

Abbildung 3: Gendosiseffekt der PMP22-Duplikation und -Deletion

Eine verminderte Gendosis von PMP22 (Deletion) fiihrt zur ,hereditédren Neuropathie mit Neigung zu Druckparesen®
(HNPP). Umgekehrt verursacht eine erhohte PMP22-Gendosis die CMT1A. Die PMP22-Gendosis korreliert mit der
Schwere der Erkrankung. Eine homozygote PMP22-Duplikation verursacht in einem Teil der Fille das Dejerine-
Sottas-Syndrom (DSS).
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1.1.4 Mechanismen der CMT1A

Verschiedene Hypothesen versuchen zu erkliren, warum die Uberexpression des nicht
mutierten PMP22-Gens ausreicht, um eine demyelinisierende Neuropathie auszuldsen
Abbildung 4A, B). Als mogliche Ursachen fiir den Myelinscheidenverlust werden eine
Fehlregulation der Schwannzellproliferation, des intrazelluldren Aufbaus der Schwannzellen
und eine gestorte Struktur der Myelinscheide diskutiert. Diese unterschiedlichen Hypothesen

werden hier néher dargestellt.

Fiir das PMP22-Protein werden zwei verschiedene Funktionen angenommen. Einerseits dient
das PMP22-Transkript als strukturelles Myelinprotein und andererseits beeinflusst es das
Zellwachstum (Bosse et al. 1994). Es existieren fiir diese beiden Funktionen zwei verschiedene
Promotorregionen und zwei verschiedene untranslatierte erste Exone (Suter et al. 1994; van de
Wetering et al. 1999).

Eine PMP22-Uberexpression im Tiermodell behindert die Differenzierung von Schwannzellen.
Diese zeigen Merkmale promyelinisierender Schwannzellen (Magyar et al. 1996). Die
Proliferation und Apoptose dieser Zellen wird gesteigert (Sancho et al. 2001). Auch die
»Zwiebelschalen Formationen der CMT1A konnen als Zeichen einer Fehldifferenzierung von
Schwannzellen interpretiert werden, da die Axone pathologischerweise von mehreren Lagen
konzentrisch angeordneter Zellen und ihren Fortsdtzen umgeben werden (Abbildung 4C, D).
Diese Zellen exprimieren zellulire Marker undifferenzierter, promyelinisierender
Schwannzellen (Guenard et al. 1996). Die Ursache der Demyelinisierung infolge der PMP22-
Uberexpression konnte demnach ein Differenzierungsarrest der Schwannzellen im

,Promyelinstadium® sein.

In Schwannzellkulturen fiihrt die Uberexpression von PMP22 zur Bildung von
Proteinaggregaten. Diese so genannten Aggresomen zeigen Immunoreaktivitit gegen PMP22
und proteasomale Marker (Notterpek et al. 1999a). Auch nach Inhibition des proteasomalen
Abbauweges normaler Schwannzellen entwickeln sich diese intrazelluldren Strukturen
(Notterpek et al. 1999a). Dariiber hinaus wurde eine vermehrte Expression lysosomaler Marker
in Nerven PMP22 iiberexprimierender Ratten beschrieben (Sereda 1999). Beide Protein
abbauenden Systeme der Zelle, Lysosom und Proteasom, werden also durch PMP22-
Uberexpression aktiviert.

PMP22 wurde mit verschiedenen intrazelluliren Sortierungsprozessen assoziiert. In
Zellkulturexperimenten akkumuliert das PMP22-Protein nach Uberexpression in spiten
Endosomen (Chies et al. 2003). Ein gestorter intrazelluldirer Membrantransport wurde im
gleichen Zusammenhang beschrieben. Interessanterweise zeigt ein Strukturprotein der
Myelinscheiden des zentralen Nervensystems ein dhnliches Verhalten. Das dem PMP22
strukturell dhnliche Proteolipid-Protein (PLP) akkumuliert bei Uberexpression in Lysosomen.
Eine zentrale Demyelinisierung ist die Folge (Simons et al. 2002). Eventuell wirken die
Proteinaggregate toxisch oder der normale Proteintransport der Schwannzellen wird gestort und
dies schidigt sekundir die Myelinscheiden.
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Das PMP22-Protein ist eines der Strukturproteine der Myelinscheide des peripheren
Nervensystems (Snipes et al. 1992). Elektronenmikroskopisch wurde in den Myelinscheiden
von CMT1A-Patienten libermidBig viel PMP22-Protein dargestellt (Vallat et al. 1996). Dies
spricht fiir eine fehlerhaft aufgebaute Myelinscheide. PMP22 interagiert mit dem ,,Myelin
Protein Zero*“ (MPZ / PO) (D'Urso et al. 1999; Hasse et al. 2004). Moglicherweise verdndert die
PMP22-Uberexpression das Verhiltnis beider Interaktionspartner im Myelin. Strukturelle

Defekte konnten die Myelinscheide destabilisieren und zur Demyelinisierung fiihren.

Demyelinisierung infolge einer PMP22-Uberexpression ist das Merkmal der CMTI1A. Die
Klinik dieser hereditdren Neuropathie wird allerdings durch den Verlust der Axone verursacht
(s.0.). Die Muskeln erhalten keine Nervensignale und atrophieren. Warum schédigt eine
Demyelinisierung die Axone? Eine Reihe kiirzlich identifizierter Mutationen hereditérer
Neuropathien erlaubt eine mogliche Antwort auf diese Frage und interessante Einblicke in
gemeinsame Pathomechanismen der verschiedenen CMT-Formen.

Das Protein Dynactin ist am schnellen retrograden Transport im Axon beteiligt. Die Mutation
des Dynactin-Gens (DCTNI1) fiihrt zu einer lingenabhingigen axonalen Degeneration (Puls et
al. 2003) und zu einer hereditéren Neuropathie ({HMN). Punktmutationen im Mitofusin 2 - Gen
(MFN2) und in einem Kinesin-Gen (KIF1Bp) wurden mit der CMT2A assoziiert (Zhao et al.
2001; Zuchner et al. 2004). Beide Gene werden in Neuronen exprimiert und sind am
intrazelluldren Transport beteiligt. Die Mutation des Mitofusin 2 - Gens beeintrichtigt die
Morphologie und den Transport der Mitochondrien am Zytoskelett entlang (Chen et al. 2003).
Diese Bewegung der Mitochondrien an den Mikrotubuli ist Teil des schnellen anterograden
Transports im Axon. Das intrazelluldre ,Motorprotein® KIF1Bf transportiert Vorldufer
synaptischer Vesikel und Mitochondrien im Axon (Zhao et al. 2001). Es wird vermutet, dass die
Transportbehinderung von Mitochondrien zu einem Mangel in der Energieversorgung des

distalen Axons und zu dessen Degeneration fiihrt.

Es ist naheliegend, dass Mutationen axonaler Transportproteine die Energieversorgung des
Axons einschrinken. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass auch primére Schwannzelldefekte
die Struktur und den Transport des Axons beeintrichtigen. In Nerven von so genannten
»trembler“-Méusen, die eine natiirlich vorkommende PMP22-Mutation tragen, wurde eine
verminderte Phosphorylierung von Neurofilamenten, eine gesteigerte Neurofilamentdichte im
Axon und ein reduzierter axonaler Transport gezeigt (de Waegh et al. 1992). In
Xenotransplantationsversuchen konnte demonstriert werden, dass Schwannzellen von CMT1A-
Patienten die Struktur ,,gesunder Axone verdndern (Sahenk et al. 1999). Die Axone zeigten im
Abschnitt, der von pathologischen Schwannzellen umgeben war, eine erhdhte

Neurofilamentdichte und distal davon eine Degeneration.
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Abbildung 4: Pathomechanismen der CMT1A.

A Verschiedene Hypothesen versuchen zu erkliren, wie eine PMP22-Uberexpression eine Demyelinisierung
verursacht. Auch der Schritt von Myelinverlust zu axonalem Untergang ist unklar.

B Schematische Darstellung des Pathomechanismus der CMT1A. Aus der DNA Duplikation resultiert eine PMP22-
mRNA-Uberexpression. Es folgen Demyelinisierung, axonaler Schaden und Muskelatrophie.

C Histologische Merkmale der CMT1A im Tiermodell: demyelinisierte Axone (A), Hypomyelinisierung (T) und
Zwiebelschalenformationen (OB) (Modifiziert nach Sereda et al. 1996, S. 1054).

D VergroBerung einer Zwiebelschalenformation. Schwannzellfortsidtze umhiillen ein Axon, ohne Myelin zu bilden
(Modifiziert nach Sereda et al. 1996, S. 1054).
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Ein @hnliches Phinomen wurde in den myelinbildenden Gliazellen des zentralen Nervensystems
(Oligodendrozyten) beschrieben. In nullmutanten Maiusen des zentralen Myelinproteins
Proteolipid-Protein (PLP) ist der axonale Transport beeintrdchtigt und es kommt zu einer
langenabhéngigen axonalen Degeneration (Edgar et al. 2004). Auch primére Defekte der
Gliazellen konnen folglich die Ultrastruktur und den intrazellulédren Transport des Axons storen.
Dieser Pathomechanismus erscheint als gemeinsames Merkmal verschiedener Formen
hereditidrer Neuropathien.

Dies ist eine mogliche Erklarung fiir die distale Betonung der Muskelatrophie bei der CMT1A.
Durch ihre langen Transportwege sind die langen Axone der distalen Muskeln besonders
anfillig fiir eine Behinderung des axonalen Transports und degenerieren zuerst. Bisher ist es
jedoch nicht gelungen, diese Erkenntnisse zur axonalen Pathologie in therapeutische Konzepte

zu libersetzen.

1.1.5 Therapie der CMT1A

Verschiedene Therapiemoglichkeiten sind in Anbetracht der dargestellten Pathophysiologie der
CMTI1A theoretisch denkbar. Die bisherige Therapie beschridnkt sich auf symptomatische
Konzepte, wie Physiotherapie und Vermeidung von korperlich belastenden Situationen (Shy
2004). Verschiedene experimentelle Therapiekonzepte wurden angedacht (Young und Suter
2001). Genetisch nicht klassifizierte CMT-Formen wurden mit Glukokortikoiden positiv
beeinflusst (Dyck et al. 1982). Immundefizienz fiihrt im Tiermodell der CMT Typ 1B zu einer
deutlich abgeschwichten Neuropathie (Schmid et al. 2000). Das Immunsystem moduliert somit
den Verlauf hereditdrer Neuropathien. Fiir die CMT1A ist keine Wirksamkeit belegt und die
Anwendung immunmodulatorischer Substanzen in Anbetracht starker Nebenwirkungen kritisch
zu Dbeurteilen. Nervenwachstum stimulierende Faktoren (Neurotrophine) wurden in
Tiermodellen von Motorneuronerkrankungen therapeutisch eingesetzt (Haase et al. 1997). Sie
konnten den axonalen Verlust bei der CMT1A vermindern, sind von einem tatsdchlichen
Einsatz aber weit entfernt.

Bei der CMTI1A handelt es sich um eine so genannte Gendosiserkrankung. Daher sollte eine
mogliche Therapie auf die Normalisierung der PMP22-Expression ausgerichtet sein. Eine
genetische Therapie wurde in anderen Zusammenhédngen getestet mit Hilfe der so genannten
RNA-Interferenz (RNAi). Die Zufuhr kleiner, nicht kodierender RNAs kann dabei die
Expression spezifischer Gene vermindern (Soutschek et al. 2004). Diese Technik steht derzeit
vor allem vor pharmakologischen Problemen. AuBerdem wiirde selbst eine wirksame Therapie
mit RNAi Schwierigkeiten der Dosierung bereiten. Uberdosierungen kénnten durch verminderte
PMP22-Expression zu einem der HNPP dhnlichen Krankheitsbild fiihren (siche 1.1.3).

Invasive oder nebenwirkungsreiche Therapien erscheinen im Falle der CMTI1A kritisch. Die
Erkrankung geht nur in einem Teil der Félle mit schweren Behinderungen einher und miisste als
genetischer Defekt langfristig und konstant behandelt werden. Eine anzustrebende Therapie fiir
CMT1A sollte also insbesondere die Kriterien erfiillen, einerseits langfristig anwendbar zu sein

und andererseits moglichst kausal zu wirken, also die PMP22-Uberexpression zu senken. Bei
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der Erprobung neuer Therapieansdtze und -moglichkeiten menschlicher Erkrankungen sind

Tiermodelle unverzichtbar geworden.

1.1.6 Tiermodelle der CMT1A

Tiermodelle menschlicher Erkrankungen helfen, deren Pathomechanismen auf zelluldrer Ebene
besser zu verstehen. Sie erlauben auch, mogliche neue Therapien vor ihrer Anwendung im
Menschen auf ihre Wirksamkeit und Vertréglichkeit zu tiberpriifen. Es wurden PMP22 transgen
iiberexprimierende Méauselinien (Huxley et al. 1996; Magyar et al. 1996; Huxley et al. 1998)
und eine Rattenlinie (Sereda et al. 1996; Niemann et al. 1999) als Tiermodelle der CMT1A
entwickelt.

Gerade Tiermodelle mit einer geringen Uberexpression von PMP22 weisen Symptome auf, die
denen betroffener Menschen vergleichbar sind (Sereda et al. 1996; Huxley et al. 1998). Stark
iiberexprimierende Tiermodelle bilden teilweise iiberhaupt kein Myelin, so dass sie nicht als
Tiermodell der CMT1A verwendet werden konnen. Im Modell der PMP22 transgenen Ratten
(,,CMT-Ratten*) kommt es bei einer Uberexpression von PMP22 in Schwannzellen zu einer
Demyelinisierung (Sereda et al. 1996) mit den histologischen Charakteristika der CMT1A. Ein
axonaler Verlust und eine Muskelatrophie vor allem der distalen Extremitédten ist die Folge.
Dies ist verbunden mit verringerter Muskelkraft und verminderter —motorischer
Leistungsfahigkeit der Tiere (Sereda et al. 1996).

Dieser Ablauf ist der menschlichen CMTI1A sehr édhnlich. Daher ist die CMT-Ratte von
besonderem Interesse fiir die Analyse des Pathomechanismus und fiir die Evaluation eventueller
Therapieckonzepte der CMT1A. Zu bemerken ist eine der menschlichen Erkrankung &hnliche
starke Variabilitit in der Krankheitsausprigung zwischen einzelnen Tieren mit gleicher
Transgendosis. Die schwankende Auspragung des Phénotyps wurde mit einer variablen PMP22-
Uberexpression korreliert, ohne systematisch untersucht zu werden (Abbildung 5) (Sereda et al.
1996). Da sehr schwach iiberexprimierende CMT-Ratten fast keine Symptome der CMT1A
zeigen, wurde ein Schwellenwert der PMP22-mRNA-Uberexpression postuliert. Erst wenn
dieser erreicht ist, manifestiert sich das klinische Bild der Erkrankung (Abbildung 5). Die
genannte Variabilitdt wurde auch in anderen Tiermodellen der CMT1A beobachtet. In einem
CMT1A-Mausmodell wurde eine Aufteilung in schwach und stark betroffene Tiere anhand
ihres Krankheitsphianotyps vorgeschlagen (Norreel et al. 2003). Die fiir die Variabilitdt der
menschlichen CMTI1A und des Phénotyps entsprechender Tiermodelle verantwortlichen

Mechanismen sind unklar (siche 1.1.2).
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Abbildung 5: Myelingenexpression im PNS von CMT-Ratten

Die PMP22-mRNA-Expression im PNS transgener Ratten liegt im Durchschnitt hoher als in den Wildtypen bei
hoherer interindividueller Varianz. Homozygot transgene Ratten zeigen eine noch hohere PMP22-Expression und
schwerere CMT1A-Symptome. Der Phénotyp korreliert mit der PMP22-Expression (Modifiziert nach 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 Transgenkopien dargestellt (Huxley et al. 1998). Eine stark erhohte
Gendosis (16-30 Transgenkopien) fiihrt im Mausmodell zu einem &uBlerst schweren,
amyelinisierten Phianotyp (Magyar et al. 1996). Auch in homozygot PMP22 transgenen Ratten
sind die Schwannzellen von Geburt an nicht in der Lage, Myelinscheiden zu bilden (Niemann et
al. 2000).

Auf der anderen Seite fiihrt die Deletion eines der Allele von PMP22 in Tiermodellen zu einer
Pathologie vergleichbar mit der menschlichen HNPP mit den typischen Befunden von
begrenzter Hypermyelinisierung (Tomaculae) und durch mechanische Belastung induzierbarer
Demyelinisierung (Adlkofer et al. 1995; Adlkofer et al. 1997). Sowohl Uber- als auch
Unterexpression von PMP22 fithren im Tiermodell zu einer Neuropathie. Offensichtlich
existiert auch im Tiermodell die physiologische Notwendigkeit, die PMP22-Expression genau
zu regulieren.

Interessanterweise sind die Symptome eines Tiermodells bei Normalisierung der PMP22-
Expression im adulten Tier riickldufig (Perea et al. 2001). Die pathologischen Verianderungen
der CMTI1A sind somit im Prinzip reversibel, wenn die Expression von PMP22 normalisiert
wird. Daher sollte eine mogliche Therapie der CMT Typ 1A darauf ausgerichtet sein, die

Expression von PMP22 wieder auf ein physiologisches Niveau zu bringen.
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1.2 Steroidhormone im Nervensystem

1.2.1 Synthese von Steroidhormonen im Nervensystem

Die Gruppe der auf dem Sterangeriist des Cholesterins basierenden Steroidhormone reguliert
wichtige Funktionen des menschlichen Korpers: das Immunsystem (Glukokortikoide), den
Wasser- und Elektrolythaushalt (Mineralokortikoide) und die Fortpflanzung (Ostrogene,
Gestagene und Androgene) (Abbildung 6A) (Loffler 1996b). Produziert werden diese Hormone
in der Nebennierenrinde und in den Gonaden.

Neben diesen seit langem bekannten Aufgaben wurden Synthese und Funktion von
Steroidhormonen im Nervensystem beschrieben und Steroidhormone mit diesen Charakteristika
als ,,Neurosteroide* definiert (Baulieu und Robel 1990; Baulieu et al. 2001). Einer ganzen Reihe
verschiedener Steroidhormone wurden bisher Effekte im zentralen Nervensystem zugeordnet.
Unter anderem gehoren Allopregnenolon, Dehydroepiandrosteron, 11-Desoxycorticosteron,

Pregnenolon und verschiedene Progesteron-Derivate zu dieser Gruppe (Dubrovsky 2005).

Im zentralen Nervensystem werden Progesteron, Pregnenolon und deren Sulfatester unabhingig
vom restlichen Korper aus Cholesterin synthetisiert (Baulieu 1997). Diese Steroide wurden in
hoéheren Konzentrationen als im Plasma aus dem ZNS isoliert (Corpechot et al. 1993; Baulieu et
al. 2001) Pregnenolon wird durch das Enzym ,,Cholesterol side-chain cleavage™ (P450scc) aus
Cholesterin synthetisiert. Die Umwandlung in Progesteron wird vermittelt durch die 3p3-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase / A5-A4-Isomerase (3BHSD) (Abbildung 6A). Diese beiden
entscheidenden Enzyme der Progesteronsynthese wurden in Gliazellen und Neuronen des
zentralen Nervensystems nachgewiesen und sind dort funktionell aktiv (Jung-Testas et al. 1999;
Stoftel-Wagner 2001).

Im peripheren Nervensystem wird Progesteron in Schwannzellen synthetisiert. Die notwendigen
Enzyme P450scc und 3HSD werden in Schwannzellen exprimiert (Chan et al. 1998), und die
lokale Synthese von Progesteron im peripheren Nerven erfolgt unabhéngig vom restlichen
Korper (Koenig et al. 1995). In kultivierten Schwannzellen ist dabei die Synthese von
Progesteron abhingig vom Kontakt der Gliazellen mit Axonen und zeitlich gekoppelt an die
Expression von Myelingenen (Robert et al. 2001). Die Wirkung von Progesteron im

Nervensystem kann theoretisch iiber verschiedene Rezeptorsysteme vermittelt werden.
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Abbildung 6: Synthese und Struktur von Steroidhormonen.

A Synthesewege wichtiger Neurosteroide. Pregnenolon ist der gemeinsame Vorldufer aller Steroidhormone. An der
Regulation des Nervensystems sind unter anderem Dehydroepiandrosteron (DHEA), Progesteron und dessen
reduzierte Metaboliten Di- und Tetrahydroprogesteron beteiligt. Kursiv sind wichtige Enzyme der
Neurosteroidsynthese abgebildet. Abkiirzungserkldarungen im Text (Modifiziert nach Baulieu et al. 2001, S. 5).

B Strukturformeln von Progesteron und Progesteronrezeptorantagonisten. Ein para-substituierter Phenylring am C-
Atom 11 ist notwendig fiir die blockierende Wirkung am Progesteronrezeptor (Neef et al. 1984). Typ-I- und Typ-II-
Antagonisten unterscheiden sich in der Art ihrer Rezeptorblockade (siehe Text).
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1.2.2 Neurosteroide im zentralen Nervensystem

Bei den Effekten von Neurosteroiden ist zu differenzieren zwischen spezifischen, {iber den
jeweiligen intrazelluldren Steroidrezeptor vermittelten Wirkungen und andererseits
modulierenden Einfliissen auf Neurotransmitterrezeptoren.

Diese letzteren, nicht-genomischen Mechanismen regulieren unterschiedlichste ZNS-
Funktionen (Ubersichtsarbeit (Simoncini und Genazzani 2003)). Neurosteroide binden und
modulieren unter anderem GABA 4-Rezeptoren (Puia et al. 1990; Puia et al. 1993), nikotinerge
Acetylcholin-Rezeptoren (Bullock et al. 1997), Glycin aktivierte Chloridkanéle (Prince und
Simmonds 1992), NMDA-Glutamat-Rezeptoren, AMPA-Glutamat-Rezeptoren (Wu et al. 1991;
Weaver et al. 1997a; Weaver et al. 1997b) und 5-HT; Rezeptoren (Wetzel et al. 1998). Diese
pharmakologischen Eigenschaften werden als mdgliche Grundlage der Schlaf induzierenden,
anxiolytischen, antikonvulsiven, antipsychotischen und antidepressiven Wirkungen einzelner
Neurosteroide gesehen (Ubersichtsarbeit (Rupprecht 2003)).

Dariiber hinaus vermitteln auch die klassischen, intrazelluldre Steroidrezeptoren Signale im
zentralen Nervensystem. Bei diesen Rezeptoren handelt es sich um ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren, die nach Bindung des entsprechenden Steroids Homodimere bilden.
Nach Translokation in den Zellkern erkennen die Liganden-Rezeptor-Komplexe DNA-
Abschnitte, so genannte ,,steroid responsive elements™, in den Promotorregionen spezifischer
Gene, deren Transkription sie aktivieren (Beato 1989). Der intrazellulire Progesteronrezeptor
wird exprimiert in verschiedenen Bereichen des zentralen Nervensystems (MacLusky und
McEwen 1980; Lauber et al. 1991; Hagihara et al. 1992; Labombarda et al. 2000). Besonders im
Bereich des Hypothalamus, des Hippocampus und in der weillen Substanz ist der Rezeptor
funktionell aktiv. Eine vermehrte Steroidproduktion wurde im ZNS von ,jimpy“- und
»shiverer“-Mausmodellen demonstriert, deren Phinotyp durch eine zentrale Demyelinisierung
gekennzeichnet ist (Le Goascogne et al. 2000). Daher wird angenommen, dass Progesteron die

zentrale Myelinisierung {iber den intrazelluldren Progesteronrezeptor mitreguliert.

1.2.3 Neurosteroide im peripheren Nervensystem

Im Gegensatz zu der Vielfalt der Neurosteroide des Zentralnervensystems wurden bedeutende
Funktionen im peripheren Nervensystem nur fiir Progesteron demonstriert. Zwei verschiedene
Untersuchungsmethoden sind zu unterscheiden. Einerseits wurden Wirkungen von kiinstlich
zugefiihrtem Progesteron analysiert, andererseits wurde die Rolle von endogen gebildetem

Progesteron untersucht.

Endogenes Progesteron wird im peripheren Nerven in Schwannzellen synthetisiert (s.0.). Im
Tiermodell einer peripheren Nervenldsion wurde die Funktion von Progesteron bei der
Remyelinisierung untersucht. Die Expression der Progesteron bildenden Enzyme P450scc und
3BHSD (Abbildung 6A) korreliert dabei zeitlich streng mit der der Myelingene (Robert et al.
2001). Erfolgt keine Remyelinisierung im Nerventranssektionmodell, so unterbleibt auch die

Expression dieser Enzyme (Robert et al. 2001). Die Menge des Progesterons im peripheren
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Nerven ist darliber hinaus an die Myelinbildung gekoppelt. In posttraumatisch
remyelinisierenden Nerven ist mehr Progesteron vorhanden als in unverletzten (Koenig et al.
1995).

PMP22-Protein
MPZ / PO-Protein

Cholesterin

EGR2-Protein

Transkriptions-
faktorgene

Onapriston

I

endogenes Progesteron /
exogenes Progesteron

Progesteron-
rezeptor

Abbildung 7: Funktion von Progesteron in Schwannzellen.

Progesteron wird in Schwannzellen aus Cholesterol synthetisiert. Progesteron aus endogener Synthese oder aus
exogenen Quellen aktiviert die Transkription der Myelinproteingene PMP22 und MPZ / P0O. Eine Signalvermittlung
iiber den intrazelluldren Progesteronrezeptor und iiber den Transkriptionsfaktor EGR2 / Krox-20 wird angenommen.

In Schwannzell-Neuronen-Kokulturen fiihrt eine Induktion der Myelinisierung zu einer
Induktion der Enzyme P450scc, 3HSD und des Progesteronrezeptors (Chan et al. 1998). Die
3BHSD wird in vitro sowohl in Neuronen als auch in Schwannzellen exprimiert (Guennoun et
al. 1997). Auch im normalen unversehrten Nerven ist dieses Enzym vorhanden (Robert et al.
2001), und die Progesteronsynthese erfolgt dadurch unabhingig vom restlichen Korper (Koenig
et al. 1995). In Schwannzellen des PNS kommt der intrazelluldre Progesteronrezeptor vor und
ist dort funktionell aktiv (Jung-Testas et al. 1996). Die strenge zeitliche Korrelation von
Myelinisierung und Progesteronsynthese legt eine Funktion von endogenem Progesteron fiir das
Myelin nahe. Daher wird angenommen, dass Progesteron aufler der Remyelinisierung auch die

normale Myelinentwicklung mitreguliert.

Neben der dargestellten Funktion des im Korper synthetisierten Progesterons nimmt zusétzliche,
exogene Zufuhr von Progesteron Einfluss auf die Myelinisierung und Myelingenexpression
(Abbildung 7). In Zellkultur stimuliert das Steroidhormon die Promotoren der Myelingene MPZ
/ PO und PMP22 (Desarnaud et al. 1998). Im Falle von PMP22 gilt dies nur fiir den Promoter
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des myelinspezifischen PMP22-Transkripts (Exon 1A) (Suter et al. 1994; van de Wetering et al.
1999). Nur das fiir das Myelin bestimmte Genprodukt wird also durch Progesteron reguliert.

In Zellkulturexperimenten steigert die Zufuhr von Progesteron die Expression von PMP22 und
MPZ / PO (Notterpek et al. 1999b). Auch in vivo zeigen Ratten, die mit Progesteron behandelt
wurden, eine erhohte Expression von PMP22 und MPZ / PO im peripheren Nervensystem
(Melcangi et al. 1999). In Schwannzellen des PNS ist der intrazelluldre Progesteronrezeptor
funktionell aktiv (Jung-Testas et al. 1996) und die Myelingenexpression wird lber diesen
Rezeptor mitreguliert. Dafiir spricht unter anderem, dass eine Blockade dieses Rezeptors die
Myelingenexpression und die Myelinisierung veridndert (Koenig et al. 1995; Desarnaud et al.
1998). Von manchen Autoren wurde ein alternativer Wirkmechanismus fiir Progesteron in
Schwannzellen vorgeschlagen. Progesteron soll die Expression von PMP22 iiber den GABA4
Rezeptor durch seinen reduzierten Metaboliten 3a-,50-Tetrahydroprogesteron verdndern
(Melcangi et al. 1999) (Abbildung 6A).

Es wurde ein Konzept entwickelt, iiber welche intrazelluldre Signalkaskade Progesteron die
Myelinisierung beeinflussen kénnte (Abbildung 7). Progesteronzufuhr erhoht die Expression
des Transkriptionsfaktors ,,Early-Growth-Response-2“ (EGR2 / Krox-20) in Schwannzellen
(Guennoun et al. 2001; Mercier et al. 2001). In der Promotorsequenz des EGR2 / Krox-20
wurden Regionen mit hoher Homologie zu den Zielsequenzen des Progesteronrezeptors
gefunden (Guennoun et al. 2001). Viral vermittelte Uberexpression dieses Transkriptionsfaktors
wiederum induziert die Expression aller wichtigen Myelinproteine in Schwannzellkulturen
inklusive PMP22 (Nagarajan et al. 2001). Nullmutante Mause fiir EGR2 / Krox-20 zeigen einen
Differenzierungsarrest von Schwannzellen und eine schwere Dysmyelinisierung im PNS
(Topilko et al. 1994; Zorick et al. 1999). Mutationen des menschlichen EGR2 / Krox-20-Gens
filhren zu bestimmten Formen hereditirer Neuropathien (Warner et al. 1998; Timmerman et al.
1999). Der Signalweg vom Progesteronrezeptor iiber EGR2 zu den Myelingenen konnte die

beschriebenen Wirkungen von Progesteron auf die Myelinisierung erkléren.

Die Funktion von Progesteron im peripheren Nervensystem ldsst sich folgendermafBen
zusammenfassen. Progesteron wird in Schwannzellen synthetisiert und stimuliert die
Myelingenexpression liber den Progesteronrezeptor und den Transkriptionsfaktor EGR2 / Krox-
20. Die Expression des Myelingens PMP22 wird gesteigert und die Myelinisierung wird
verstdrkt. Die Frage, ob Progesteron bei der Regulation der PMP22-Expression iiber den
intrazelluldren Progesteronrezeptor oder iiber den GABA, Rezeptor wirkt, ist filir die

pharmakologische Beeinflussung von Bedeutung.

1.2.4 Progesteronantagonisten und ihre Anwendung

Verschiedene Typen von Progesteronantagonisten sind theoretisch denkbar, um die periphere
Mpyelinisierung zu beeinflussen. Zum einen existieren Inhibitoren der Progesteronsynthese, die

durch Blockade der Progesteron bildenden Enzyme die Progesteronmenge vermindern, zum
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anderen Progesteronrezeptorantagonisten, die allosterisch oder kompetitiv die Wirkung des
Progesterons am intrazelluldren Rezeptor blockieren.

Der Wirkstoff , Trilostane hemmt die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3HSD) und
vermindert damit die Progesteronbildung. Da Progesteron jedoch die Synthesevorstufe fiir fast
alle weiteren Steroidhormone darstellt, ist dieser Effekt nicht spezifisch fiir Progesteron
(Abbildung 6A). In der Gruppe der Progesteronrezeptorantagonisten wurden verschiedene
Substanzen entwickelt. Die urspriinglichen Indikationen lagen unter anderem in der Therapie
des Mammakarzinoms, der Endometriose und hormonsensibler Meningeome. AuBerdem
wurden sie fiir den hormonellen Abort und die hormonelle Kontrazeption erwogen (Jang und
Benet 1997). Von den Progesteronrezeptorantagonisten ist bisher nur Mifepriston (RU-486) in
die breitere klinische Anwendung beim Menschen gekommen und bekannt geworden als
hormonelles Abortivum (Van Look und von Hertzen 1995). Im préklinischen Bereich sind

weitere Substanzen entwickelt und charakterisiert worden (Fuhrmann et al. 2000).

Bei normaler Signaltransduktion fiihrt die Bindung von Progesteron an den intrazelluldren
Rezeptor zu einer Dimerisierung der Rezeptormonomere. Die Progesteron-Rezeptor-Komplexe
werden in den Kern transloziert und binden an spezifische DNA Sequenzen (Beato 1989). Diese
S0 genannten ,,progesterone responsive elements® liegen in den Promotorregionen bestimmter
Gene, deren Transkription aktiviert wird (Jenster et al. 1997). Progesteronrezeptorantagonisten
konnen auf unterschiedliche Weise diesen Ablauf blockieren. Nach dem pharmakologischen
Mechanismus der Hemmung werden zZwei verschiedene Typen von
Progesteronrezeptorantagonisten klassifiziert: Typ-I und Typ-II (Abbildung 6B).

Beide Antagonistenklassen fithren zur Dimerisierung der Progesteronrezeptormonomere.
Danach stéren Typ-I-Antagonisten wie ,,Onapriston” (ZK 98299) die Rezeptorbindung an die
DNA. Typ-lI-Antagonisten wie ,,Mifepriston (RU-486) hingegen fordern die Bindung der
Rezeptordimere an die DNA, verhindern dann aber die Transkriptionsaktivierung (Bocquel et
al. 1993; Edwards et al. 1995).

Dies ist von Bedeutung, da Typ-II-Progesteronrezeptorantagonisten in in-vitro-Modellen durch
erhohte intrazellulire cAMP-Spiegel und infolgedessen gesteigerte Aktivitdt der Proteinkinase
A zu funktionellen Agonisten werden konnen (Sartorius et al. 1993; Nordeen et al. 1995). Durch
einen ,,cross-talk der Signaltransduktion des Progesteronrezeptors und der Proteinkinase A
verlieren die Typ-II-Antagonisten also ihre antagonistische Wirkung und steigern im Gegenteil
die Transkription nach Bindung an "progesterone responsive elements" noch. In
Schwannzellkultur aktiviert Mifepriston (RU-486) die Promotoren der Myelinproteine PMP22
und MPZ / PO bei erhhten cAMP Spiegeln (Desarnaud et al. 1998). Der klinisch verbreitete
Typ-1I-Progesteronrezeptorantagonist Mifepriston kann also agonistische Wirkung vermitteln

und ist daher fiir eine spezifische Hemmung der Progesteronwirkung nicht geeignet.

Der selektive Typ-I-Progesteronrezeptorantagonist Onapriston (ZK 98299, Schering)
(Abbildung 6B) zeigt keinen partiellen Agonismus (Neef et al. 1984; Edwards et al. 1995). Die
Anwendung von Onapriston im Menschen beschrinkte sich bisher auf grundlegende

pharmakologische und pharmakokinetische Untersuchungen (Jang und Benet 1997), sowie auf
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eine Phase II klinische Studie (Robertson JF et al. 1999). In die breite klinische Anwendung
kam Onapriston bisher nicht. Dieser Progesteronrezeptorantagonist bietet jedoch die
Moglichkeit, die Wirkung von Progesteron auf den intrazelluldren Rezeptor selektiv zu
blockieren. Dadurch ist eine Untersuchung der Funktionen von Progesteron mdglich und im Fall

der CMT1A eine Beeinflussung der Schwannzellen.

1.3 Zielsetzung und Hypothese

Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1A (CMTI1A) ist eine hereditdre Neuropathie des
peripheren Nervensystems des Menschen. Sie wird verursacht durch eine DNA Duplikation auf
Chromosom 17p11.2-p12, die mit einer erhdhten Gendosis des peripheren Myelin-Proteins 22
(PMP22) einhergeht. Schwannzellen liberexprimieren in Folge dessen PMP22 und verlieren die
Féhigkeit, addquate Myelinscheiden zu bilden. Es kommt zu einer Demyelinisierung, zu einem
axonalen Verlust und schlieBlich zu einer Muskelatrophie mit entsprechender Klinik.
Steroidhormone nehmen auf vielfiltige Weise an der Regulation des Nervensystems teil.
Insbesondere Progesteron steuert die Myelinisierung in Schwannzellen und steigert die

Expression des PMP22 und anderer Myelinproteine.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit basierte darauf, dass eine Blockade der
Progesteronrezeptoren die Expression von PMP22 senken und damit die CMTI1A positiv
beeinflussen konnte. Ein etabliertes Tiermodell der CMT1A, die CMT-Ratte, wurde mit dem
selektiven Progesteronrezeptorantagonisten ,,Onapriston* behandelt und auf Verédnderungen der
PMP22-Expression, der CMT-Pathologie und des Phénotyps untersucht. Als Gegenkontrolle

erhielt eine andere Versuchstiergruppe eine Progesteronbehandlung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, eine experimentelle Therapie der Charcot-Marie-
Tooth-Erkrankung Typ 1A im transgenen Rattenmodell zu testen und zu etablieren. Es sollte
der prinzipielle Beweis geliefert werden, dass iiber die PMP22-Expression die Ausprigung der
CMTI1A zu beeinflussen ist und der Progesteronrezeptor hierfir ein mdgliches
pharmakologisches Ziel ist. Dieser Ansatz der Behandlung hereditirer Neuropathien war

géinzlich neu und untersuchte gleichzeitig das Progesteronsignalsystem in Schwannzellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien

Agarose
Ammoniumacetat
Azur-11-Farbstoff
Bromphenolblau
Chloroform

DDSA (2-Duodecenyl-succinicacidanhydrid)

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

DMP30 (2,4,6-tris-dimethylaminomethyl-Phenol)

DTT (1,4-Dithiotreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Eosin Farbstoff

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

»Ficoll (Typ 400)

Glutardialdehyd

Glycidether

Haematoxylin

HBSS (Hanks Balanced Salts Solution)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Ketamin (Ketanest®)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kalziumchlorid-2-hydrat (CaCl,*2H,0)
Na-Cacodylat

Methylenblau

Methylnadicanhydrid (MNA)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat
(Na,HPO4*2 H,0)
Natrium-Cacodylat-Trihydrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-hydrat
(NaH,PO4*H,0)

Natriumhydroxid (NaOH)

Onapriston

Osmiumtetroxid

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
International Biotechnology Inc.
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Serva, Heidelberg
GibcoBRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Parke-Davis, Berlin

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Schering, Berlin

Serva, Heidelberg
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Paraformaldehyd

Progesteron

Propylenoxid

RNA-, Leiter*

Xylazin (Rompun®)

Salzséure (HCI)

Sesamol
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
Standard-RNA (eukaryot)
Szintillationsflissigkeit ,,EcoLume*
Taq-Polymerase Puffer
Tris-HCI Base

Xylencyanol

Xylol

2.1.2 Verbrauchsmaterial
CO,-Gas

Einmalhandschuhe
Eppendorfgefifie
Falconrohrchen, Grofe: 15ml, 50 ml

Falconrohrchen Rundboden 6 ml

histologisches Einschlussmittel ,,Eukitt‘
Injektionskaniilen, GroBe: 17G, 20G, 23G

Objekttrager
PCR-Mikrotiterplatten
PCR-Plattenfolie “Air Pore Sheet”
Pipettenspitzen

Priparationsbesteck
chirurgische Pinzette
gerade scharf/stumpfe Schere
gebogene scharf/scharfe Schere
Rattenstandarddiat ,,Ssniff R/M-H V1535«
Serum-Monovette, GroBe: 2,6 ml
Spritzen ,,NormInjekt™, Grofle : 1ml
Transferpipetten
Trockeneis

Weichholzgranulateinstreu ,,Bedding S8/15%

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Serva, Heidelberg
Agilent-Technologies, Béblingen
Bayer, Leverkusen

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Promega, Mannheim

ICN, Irvine, CA, USA
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Messer-Griesheim, Krefeld
Hartmann, Heidenheim
Eppendorf, Hamburg

Becton & Dickinson,

Le Pont De Claix, Frankreich
Becton & Dickinson,

Le Pont De Claix, Frankreich
Kindler, Freiburg

Becton & Dickinson,

Le Pont De Claix, Frankreich
Menzel-Gliser, Braunschweig
ABgene, Surrey, UK
ABgene, Surrey, UK
Molecular Bioproducts,

San Diego, CA, USA

Fine Science Tools, Heidelberg
Fine Science Tools, Heidelberg
Fine Science Tools, Heidelberg
Ssniff Spezialdidten, Soest
Sarstedt, Niimbrecht

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

Ssniff Spezialdidten, Soest
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2.1.3 Gerate
ABI Prism 7700 Sequence Det. System

Agarose-Gelkamm
Agarose-Gelkammer

Agarosegeldokumentation ,,ImageMaster VDS

Agilent Bioanalyzer 2100
Diamantmesser ,,Ultrathin Diamond Knife 45°

Drucker ,,Apple LaserWriter 16
Drucker ,,Minolta-QMS magicolor 2

Feinwaage, digital

Frése fiir Epon-Priparate
Gefrierschrank —20°C
Gefrierschrank —80°C

Gelladestation fiir Agilent Bioanalyzer

Gewebe-Einbettautomat “Lynx el”

Gewebehomogenisierer ,,Ultraturrax T8

Gewebeinfiltrationsautomat ,,Microm HMP 110

Glaswaren

Magnetriihrer ,,RCT basic Ikamag*
Mikroskop ,,Leica DM RXA2*
Paraffin-AusgieBstation ,,Microm AP 280
PCR-Thermocycler ,, T3

PCR-Versiegler ,,Combi Thermosealer*

Peristaltikpumpe

Pipetten, GroBen: 10ul, 20ul, 200ul, 1000ul
Quarzkiivette

Reinstwasseranlage ,,SeralPur Pro 90 CN*
Rotationsmikrotom ,,L.eica RM 2155
Schlittenmikrotom ,,Microm HM 400*
Spannungsgerite Elektrophorese
Spektralphotometer

Stangentesteinrichtung

Szintillationsmessgerit ,, TopCount*

Applied Biosystems

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

Agilent Technologies, Boblingen
Diatome U.S.,

Fort Washington, PA, USA
Apple Macintosh,

Minolta, Miinchen

Heraeus Instruments,
Langenselbold

Reichert, Wien, Osterreich
Liebherr, Ochsenhausen

New Brunswick Scentific,
Niirtingen

Agilent Technologies, Boblingen
Vision BioSystems Inc,
Norwell, MA USA

IKA Labortechnik, Staufen
Leica Microsystems, Wetzlar
Schott, Mainz

Omnilab, Bremen

Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Biometra, Gottingen

Advanced Biotechnologies,
Surrey, UK

Heraeus Instruments,
Langenselbold

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich
Hellma, Miillheim / Baden
Seral, Ransbach

Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

wissenschaftliche Werkstatt des
MPI fiir experimentelle Medizin
Perkin-Elmer Deutschland, Rodgau
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Thermomixer Eppendorf, Hamburg
Tierkdfige Ratten Tecniplast, Buguggiate, Italien
Trocknungszentrifuge ,,Speed Vac* Eppendorf, Hamburg
UV-Illuminator Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg
Videomikroskopie-Kamera Hamamatsu, Herrsching
Probenmischgerit ,,Vortexer* Bender & Hobein, Miinchen
Zentrifugen
,Laboratory Centrifuge 4K15% Sigma Laborzentrifugen,
Osterode am Harz
,Heraeus Biofuge 13 Heraeus Instruments,
Langenselbold

2.1.4 L6sungen und Puffer

2.1.4.1 Molekularbiologie

DEPC-H,0O
H,O 1000 ml
DEPC 1 ml

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

DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanol 0,25%
»Ficoll (Typ 400)« 15%in H,O

Erststrangpuffer (Teil des Superscript 11 RT-Kits) GibcoBRL, Karlsruhe

Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben

PBS (10x Stammlésung, 1000ml)

NaCl 100 g
KCl 25¢g
Na,HPO4*2 H,0O 72¢g
KH,PO, 25¢g

auf 900 ml mit H,O auffiillen; pH 7,2 mit 10 N NaOH einstellen; auf 1000 ml mit H,O
auffiillen; autoklavieren; zur Verwendung die Stammldsung 1:10 verdiinnen (1x PBS)

Puffer AE, AL/E, ATL, AW1, AW?2 Qiagen, Hilden
(Teile des DNeasy 96 Kit)

Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben

SDS-DEPC-H,O

Sodium-Dodecyl-Sulfat 10g

auf 1000 ml mit DEPC-H,0O auffiillen
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TAE (50x, 1000ml)

Tris-HCIl Base 242 ¢
Essigsédure 100% 57,1 ml
EDTA (0,5 M pH 8) 100 ml

auf 1000 ml mit H,O auffiillen

TE-Puffer
Tris-HCl (pH 7,4) 10 mM
EDTA (0,5 M) 1 mM

in H,O; fur DEPC-TE DEPC-H,O verwenden

2.1.4.2 Histologie
Fixativ fiir die Elektronenmikroskopie (Karnovsky 1965)

Paraformaldehydlosung (8%) 250 ml
Glutardialdehyd (25%) 100 ml
CaCl,*2H,0 0,33 ¢
Na-Cacodylat-Puffer (0,08 M) 150 ml

Fixativ fiir die Paraffineinbettung
Paraformaldehyd 40 g (4%)
auf 500 ml mit H,O auffiillen; auf 60°C erhitzen und tropfenweise 1M NaOH zugeben bis die

Losung klar wird; 500 ml 0,2 M Sérensenpuffer zugeben; steril filtrieren; auf pH 7,2 einstellen

Kunstharzmischung Epon (Luft 1961)

Epon Losung A

Glycidether 67,5¢g
DDSA 88,2¢g
eine Stunde mit Magnetriihrer rithren

Epon Losung B

Glycidether 823 ¢
MNA 733 g

eine Stunde mit Magnetriihrer rithren
Gebrauchslésung Epon
Epon Losungen A + B im Verhéltnis 1 : 1 mischen; 1,8% DMP30 zugeben

Methylen-Azur-1I-Fdrbelosung (Richardson et al. 1960)
Methylenblau-Losung: 1% Methylenblau in 1% wissriger Boraxldsung
Azur-1I-Lésung: 1% Azur II in H,O

beide Losungen in einem Verhiltnis von 1 : 1 mischen

Natrium-Cacodylat-Puffer (0,08 M) pH 7,2
Natrium-Cacodylat (8,56 g) auf 500 ml mit H,O auffiillen; pH 7,2 einstellen; steril filtrieren
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Paraformaldehydlésung (8%)
Paraformaldehyd (40 g) auf 500 ml mit H,O auf 60°C erhitzen, 1 M NaOH bis zum Aufklaren
zusetzen, steril filtrieren, pH 7,2 mit 1 M HCI einstellen

Sérensenpuftfer

Lésung A

NaH,PO,*H,0 6,9 g (0,2 M)
in 250 ml H,O

Lésung B

Na,HPO, 28,4 g (0,2 M)
in 1000 ml H,O

Losung A 196 ml
Losung B 804 ml
mischen und pH 7,4 einstellen

2.1.5 Enzyme und Reaktionskomplettsysteme

2.1.5.1 Enzyme

Proteinase K (Lyophilisat; auf 10 U/ul einstellen) Boehringer Mannheim
RNase-Inhibitor ,,RNasin‘“ Promega, Mannheim
Tagq-DNA-Polymerase (5 U/ul) Boehringer Mannheim

2.1.5.2 Reaktionskomplettsysteme

»DNeasy 96 Kit Qiagen, Hilden
PCR-Komplettansatz Promega, Mannheim
Progesterone-11-RIA “Elecsys Analysis E170” Hoffman-La Roche, Bern

»RNA 6000 Nano* Assay Agilent Technologies, Boblingen
»auperscript II RT*-Kit GibcoBRL, Karlsruhe
»TagMan* PCR-Mastermix Eurogentec, Briissel, Belgien
»TRIzol*“ Reagent GibcoBRL, Karlsruhe

2.1.6 Nukleinsauren und Nukleotide

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (AINTPs) Boehringer Mannheim, Mannheim
DNA-Gro3enmarker ,,Lambda/HindIII* Promega, Mannheim
DNA-GroBenmarker ,,PhiX174/Haelll Promega, Mannheim

zufillige Nonamerprimer F. Benseler, MPI fiir exp. Med.

2.1.7 Radiochemikalien
a[**P]-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) Amersham Pharmacia,

Braunschweig
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2.1.8 Oligonukleotide

Primeroligonukleotide wurden mit Hilfe des Programms DNAstar SeqMan und Primer Express
1.65 entworfen und von F. Benseler (Abt. 501 des MPI fiir exp. Medizin, Gottingen) hergestellt.
Mit Farbstoffen markierte Sonden wurden von Eurogentec (Briissel, Belgien) synthetisiert. Als
Farbstoffe wurden FAM, TET und TAMRA verwendet. Deren jeweilige Position in der Sonde
ist angegeben.

Primer zur Genotypisierung transgener Ratten
CPMP Fwd 5’-GACAAACCCCAGACAGTTG-3’
CPMP Rev 5’-CCAGAAAGCCAGGGAACTC-3’

Primer und TagMan-Sonde von Gesamt-PMP22

PMP22 Fwd: 5’-TGTACCACATCCGCCTTGG-3’

PMP22 Rev: 5’-GAGCTGGCAGAAGAACAGGAAC-3’

PMP22 Sonde: 5’-FAM-CCATGATCCTGTCTGTCATCTTCAGCGTC-TAMRA-3’

Primer und TagMan-Sonde von ExonlB des PMP22-Gens

ExonlB Fwd: 5’-GCTGTCCCTTTGAACTGAAA-3’

Exonl1B Rev: 5’-GAACAGGATCCCCAACAAGAGTAG-3’

Exon1B Sonde: 5’-TET-AGCCCAACTCCCAGCCACCATG-TAMRA-3’

Primer und TagMan-Sonde von S-Actin

B-Actin Fwd: 5’>-CTCTGAACCCTAAGGCCAACC-3’

B-Actin Rev: 5°>-GGCATACAGGGACAACACAGC-3’

3-Actin Sonde: 5’-TET-ACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACC-TAMRAZ’

Primer und TagMan-Sonde von MPZ / PO

MPZ / PO Fwd: 5’-CACCGGACATAGTGGGCA A-3’

MPZ / PO Rev: 5’-AGGATGCCACCGATCACG-3’

Sonde: 5’-FAM-ACGTCTCAGGTCACGCTCTATGTCTTTGAAA-TAMRA-3’

2.1.9 Versuchstiere

Wildtyp-Ratten vom Stamm Sprague-Dawley.
PMP22-transgene Ratten, ,,CMT-Ratten* (Sereda et al. 1996)

2.1.10 Computersoftware

DNAstar SeqMan DNAstar Inc., Madison, W1, USA
Excel 2000 Microsoft Europe, Berlin
[lustrator 9.0 Adobe Systems Software,

Saggart, Irland
Openlab 2.1 Improvision, Heidelberg
Photoshop 6.0 Adobe Systems Software,
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PrimerExpress v1.65

Scion Image Beta 4.0.2

Statistica 6.0
Word 2000

Saggart, Irland

Applied Biosystems
Foster City, CA, USA
Scion Corporation U.S.,
Frederick, MD, USA
StatSoft Europe, Hamburg

Microsoft Europe, Berlin

2.2 Methoden

2.2.1 Manipulation und Analyse von Versuchstieren

2.2.1.1 Erzeugung von Versuchstieren

Fiir die vorliegende Arbeit wurden ausschlieflich ménnliche Ratten vom Stamm Sprague-
Dawley aus der Zucht des MPI fiir experimentelle Medizin verwendet. Diese Tiere stammten
aus heterozygoter Zucht der zuvor generierten und beschriebenen PMP22-transgenen Ratten, im
folgenden ,,CMT-Ratten* genannt (Sereda et al. 1996). Verwendet wurden Wildtyp-Ratten und
heterozygot transgene Ratten, die genotypisiert wurden durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

auf genomische DNA, die aus Gewebebiopsien der Tiere gewonnen worden war (s.u.)

2.2.1.2 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen im Tierhaus des MPI fiir
experimentelle Medizin (G6ttingen) entsprechend den Empfehlungen der deutschen
Gesellschaft fiir Versuchstierkunde. Die Ratten wurden in Gruppen von 2 bis zu 6 Tieren in
Makrolonkéfigen Typ HI (Typ HI H: 1291H, 425x266x185mm (L x B x H), Grundfliche
800cm?) oder IV (Typ IV: 1354G, 595x380x200 mm (L x B x H), Grundfliche 1820cm?) je
nach WurfgroBe gehalten, die zweimal pro Woche gewechselt wurden. Die Haltung erfolgte auf
staubfreiem Weichholzgranulateinstreu (Ssniff Bedding S8/15). Die Ratten wurden mit einer
pelletierten Standarddiat gefiittert (Ssniff R/M-H V1535). Futter war zu jeder Zeit ad libitum fiir
die Tiere verfiigbar. Zur Wasserversorgung wurde Leitungswasser aus Triankeflaschen ebenfalls
ad libitum bereitgestellt. 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 Lichtintensitdt von
300 Lux, gemessen in einer Hohe von einem Meter iiber dem FuBboden in der Raummitte.

Die Markierung und Identifizierung der einzelnen Tiere erfolgte durch Ohrlochmarkierung
(Abbildung 8). AuBlerdem wurden auf einer individuellen Karte fiir jedes Tier die fortlaufende
Tiernummer, Geschlecht, Geburtsdatum und Nummern der Elterntiere notiert. Die

Tieridentifikationskarten wurde fiir alle Tiere im Kéfig von auflen am Kifig befestigt.
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Abbildung 8: Ohrlochcode der Rattenzucht.

Die Identifikation einzelner Ratten ist durch die Tieridentifikationsnummer moglich, die sich aus der Wurfnummer

und der oben abgebildeten Tiernummer zusammensetzt.

2.2.1.3 Identifikation der Tiere und Schwanzbiopsien

Zur Genotypisierung der Versuchstiere wurden Schwanzbiopsien entnommen. Diese erfolgten
im Alter von drei bis vier Wochen beim Absetzen vom Muttertier unter leichter CO,-Narkose
(s.u.) gleichzeitig mit der Ohrlochmarkierung und Erstellung der Identifikationskarten. Es
wurde ein ca. 0,5 cm langes Stiick der Schwanzspitze mit einer Schere entfernt. Dies wurde
danach bis zur weiteren Verarbeitung (s.u.) in einem Eppendorfgefdfl bei —20°C gelagert. In
einem Zuchtprotokoll wurden fiir jeden Wurf die Anzahl der Nachkommen, das Geburtsdatum,
das Geschlecht der Einzeltiere, die Identifikationsnummern der Elterntiere und eventuelle
Auffilligkeiten notiert.

2.2.1.4 Narkotisierung und Tétung von Versuchstieren

Zur histologischen Probengewinnung, die eine Perfusionsfixierung erforderte, erhielten die
Ratten eine Injektionsnarkose durch intraperitoneale Injektion einer Kombination aus 5 mg/kg
Korpergewicht Ketamin (Ketanest®) und 2 mg/kg Korpergewicht Xylazin (Rompun®). Fiir
kleinere Eingriffe wie Schwanzbiopsien erhielten die Ratten eine Inhalationsnarkose mit CO,
durch kurzes Einbringen in ein mit CO, gefiilltes Glasgefal. Fiir eine Probengewinnung, die
keine Perfusion erforderte, wurden die Tiere durch Einleiten von CO, in einen
gasundurchlissigen Kifig getdtet.

2.2.1.5 Praparation der Ischiasnerven von Versuchstieren

Um das periphere Nervensystem zu beurteilen, wurde den getdteten Versuchstieren der Nervus
ischiadicus, der groB3te periphere Nerv, entnommen. Zur Priaparation wurde die Haut im Bereich
der Hiifte und dorsalen Teil der unteren Extremitét abpripariert und die Muskulatur freigelegt
(Abbildung 10A). Durch Inzisur der Glutealmuskulatur wurde der Nervus ischiadicus freigelegt
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und proximal nach Austritt aus dem Foramen infrapiriforme sowie distal auf Hohe der
Aufteilung in Nervus tibialis und Nervus peronaeus durchtrennt. Nach Resektion wurde der
Nerv auf einer sauberen Unterlage mit einer Pinzette von Binde- und Fettgewebe befreit und je
nach geplanter Verwendung weiterbehandelt. Nerven, die fiir die RNA-Extraktion bestimmt
waren, wurden sofort auf Trockeneis tiberfithrt und dann weiter bei —80°C aufbewahrt. Nerven
zur histologischen Analyse wurden nach Ganzkdrperfixierung (s.u.) in Fixativ nach Karnovsky

auf 4°C gelagert.

2.2.1.6 Subkutane Injektion von Steroidhormonen

Sowohl Wildtypen als auch heterozygot transgene Tiere erhielten subkutane Injektionen von
Onapriston (Schering) oder Progesteron (Sigma-Aldrich) in Sesamdl (Sigma-Aldrich)
suspendiert oder Sesamdl allein. Die Behandlung erfolgte dem Injektionsschema entsprechend (
Abbildung 9). Innerhalb eines Wurfes wurde zufillig ausgewéhlt, welche Tiere welche Substanz
erhielten. Dazu wurde jedem Versuchstier in der Reihenfolge der Tieridentifikationsnummern
eine Zufallszahl zugeordnet anhand einer Liste mit Zufallszahlen von 1 bis 1000. Tiere mit
Zufallszahlen kleiner 333 erhielten die Onapristonbehandlung, solche mit Zufallszahlen
zwischen 334 und 666 erhielten die Kontrollbehandlung mit Sesamdl alleine. Solche mit
Zufallszahlen groBer 667 erhielten die Progesteronbehandlung.

Die mit Morser und Pistill pulverisierten Steroidhormone Progesteron und Onapriston wurden
abgewogen und in Sesamol suspendiert. Dabei wurde eine Stammsuspension von 40 mg / ml
erstellt. Diese wurde nach dem Wiegen der Tiere auf einer digitalen Waage (Heraeus
Instruments) mit weiterem Sesamdl verdiinnt, so dass jedes Tier entsprechend seinem Gewicht
eine subkutane Injektion von 20 mg / kg Korpergewicht Steroidhormon immer geldst in 0,2 ml
Sesamdl erhielt. Kontrolltiere erhielten 0,2 ml Sesamdl ohne Steroidzusatz. Die Injektionen
erfolgten in allen Gruppen vom 5. postnatalen Tag an tdglich am frithen Nachmittag bis zum 49.
postnatalen Tag. Die Injektionen wurden mit 1 ml Spritzen ,NormlInjekt“ durch 17G
Injektionskaniilen durchgefiihrt.

Das Tierversuchsvorhaben wurde von der Bezirksregierung Braunschweig unter dem Titel
,»Therapie von PMP22 transgenen Ratten, einem etablierten Tiermodell fiir die CMT (Charcot-
Marie-Tooth) Erkrankung, mit Onapriston (ZK 98.299) mit der Genehmigungsnummer ,,AZ
509.42502/02 genehmigt.
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Abbildung 9: Zeitschema der Steroidbehandlung
Vom fiinften bis zum 49sten postnatalen Tag wurden Steroide tiglich subkutan injiziert. Im Alter von
drei, fiinf und sieben Wochen erfolgten Phianotypanalysen.

2.2.1.7 Beurteilung der Versuchstiere durch den Stangentest

Mit Hilfe des Stangentests wurde die korperliche Leistungsfahigkeit der behandelten Tiere
beurteilt. Dies erfolgte nach Blindung des Untersuchers im Alter der Ratten von drei Wochen,
fiinf Wochen und sieben Wochen immer am frilhen Nachmittag. Fir die
Phinotypuntersuchungen wurden die Tieridentifikationskarten von den Kéfigen entfernt.
Stattdessen wurden die Kéfige von einer versuchsfremden Person mit A, B, C usw. benannt.
Der Code, welcher Buchstabe welchen Tieren entsprach wurde notiert und unzugénglich fiir den
Untersucher aufbewahrt. Auf diese Weise geblindet wurde der Phianotyp der Tiere vom immer
gleichen Untersucher analysiert.

Beim Stangentest wurden die Ratten in die Mitte einer runden Stange mit rauer Oberfliche ca.
70 cm iiber dem Boden gesetzt. Die Stange war auf einer Linge von ca. 40 cm fiir die Ratten
begehbar. Die Seiten der Stange waren fiir die Ratten uniiberwindbar abgesperrt. Der
Durchmesser der Stange wurde entsprechend dem Alter der Tiere variiert. Im Alter von 3
Wochen betrug er 1,5 cm, im Alter von 5 Wochen 2,5 cm und im Alter von 7 Wochen 3,0 cm.
Es wurde mit Hilfe einer Stoppuhr gemessen, wie lange (in Sekunden) sich jede Ratte auf der
Stange halten konnte. Insgesamt hatte jedes Tier sechs Versuche, auf der Stange sitzen zu
bleiben, wobei ein Versuch nach maximal 300 Sekunden abgebrochen wurde. Die erreichten
Sekunden in jedem Versuch wurden notiert und nach der Analyse aller Tiere die Blindung

aufgelost und die erreichten Sekunden den Tiernummern zugeordnet.

2.2.1.8 Beurteilung der Versuchstiere durch ein klinisches
Punktesystem

Neben dem Stangentest wurde ein klinisches Punktesystem angewendet, um den Phénotyp der
CMT-Ratten zu messen. Im Alter von 3, 5 und 7 Wochen wurde jedem Tier vom geblindeten

Untersucher eine Zahl zugewiesen als Mal fiir die Ausprigung der CMT-Erkrankung. Jede

Ratte wurde vom Untersucher aufgenommen und fiir ca. 30 Sekunden in der Hand sitzen lassen.
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Bei der Beurteilung wurde die Kraft beim Festhalten auf der Hand des Untersuchers
beriicksichtigt und die Kraft, mit der sich die Ratte gegen den Zugriff des Untersuchers wehrte.
AuBerdem wurde die Ratte beobachtet, wihrend sie in einem leeren Kéfig fiir ca. 30 Sekunden
frei lief. Hierbei wurden besonders die Ausprigung der Gangbildverdnderungen und das
spontane Aufrichten an der Kéfigwand beurteilt. Den Ratten wurde ein Punktwert zugeteilt auf
einer Skala von 10 bis 1. Der Wert 10 entsprach Wildtyp-Niveau und der Wert 1 starker
Behinderung (Tabelle 3). Dieser Punktewert wurde in den Altersstufen 3, 5 und 7 Wochen fiir
jedes Tier notiert.

Punktwert Klinischer Phanotyp
10-9 kein sichtbarer Phanotyp
keine Behinderungen
8-7 leichte Kraftminderung
6-5 mittlere Beeintrachtigung der Kraft
Auf3enrotation der Extremitaten
4-3 schwere Behinderung
noch begrenzt lauffahig
2-1 vollige Unfahigkeit, die Extremitaten zu verwenden

Tabelle 3: Kriterien des klinischen Punktesystems

2.2.1.9 Messung der Muskelmasse der Versuchstiere

Zur Quantifizierung der Muskelatrophie der CMT-Ratten wurde der Umfang der Hinterbeine im
Alter von sieben Wochen gemessen. Den getdteten Versuchstieren wurde dazu die Haut der
unteren Extremitit abprépariert und der maximale Umfang des Beines wurde 3,5 cm proximal
der FuBspitze, also auf Hohe des Oberschenkels gemessen (Abbildung 10A). Dazu wurde ein
Faden um das gestreckte Bein gewickelt und am Faden ein ganzer Beinumfang eingezeichnet.

Diese Lange wurde mit einem Lineal gemessen und notiert.

2.2.2 Bestimmung der Pharmakokinetik von Progesteron

2.2.2.1 Gewinnung von Blut

Zur Gewinnung von Blutproben der CMT-Ratten wurde innerhalb einer Minute nach Tétung
der Tiere (s.0.) der Thorax erdffnet. Das Herz wurde frei pripariert und aus dem rechten
Ventrikel wurde Blut in eine 2,6 ml Serum-Monovette entnommen. Das Blut wurde bei 4°C
gelagert und am folgenden Tag gekiihlt verschickt zur Bestimmung des Progesterongehalts im
Blut.

2.2.2.2 Bestimmung des Progesterongehalts im Serum

Die Bestimmung der Progesteronspiegel im Blut der Tiere erfolgte in einem kommerziellen
Labor (Labor Prof. Arndt & Partner, Lademannbogen 61-63, 22339 Hamburg) geblindet fiir die
Untersucher. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach dem Prinzip eines so genannten
Radioimmunoassay nach dem ECLIA-Verfahren (= ElektroChemilumineszenz-lmmunoAssay)

im Kompetitionsprinzip.
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Es wurden 30 pl Serumprobe mit Danazol (zur Freisetzung von Progesteron) in Gegenwart
eines biotinylierten monoklonalen fiir Progesteron spezifischen Antikdrpers (Maus) und eines
mit Ruthenium-Komplex-markierten Progesteronderivats inkubiert. Probenprogesteron und mit
Ruthenium markiertes Progesteron konkurrierten dabei um die Antikdrperbindungsstellen.
Streptavidin-beschichtete magnetische Mikropartikel wurden zugegeben. Es erfolgte eine
,bound-free-Trennung“ durch Fixation der Mikropartikel auf der Oberfliche einer
Messelektrode. Die ungebundenen Substanzen wurden durch Puffer abgetrennt. Nach Anlegen
einer Spannung wurde die spannungsinduzierten Chemilumineszenz mit dem Photomultiplier
gemessen. Die Konzentrationsbestimmung von Progesteron erfolgte anhand einer
Kalibrationskurve.

Testname: Progesterone I, Elecsys Systeme Modular Analysis E170, Roche.

Umfangsmessung

Abbildung 10: Anatomie des Hinterbeins der Ratte.
A Das Rattenhinterbein ist nach Entfernung von Haut und Fell in der Ansicht von kranio-dorsal dargestellt. In rot ist
die Lokalisation markiert, an welcher der Umfang des Hinterbeins gemessen wurde.

B Préparationn des Nervus ischiadicus von dorsal. Der M. gastrocnemius wurde reseziert und histologisch analysiert.
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2.2.3 Histologische Methoden

2.2.3.1 Ganzkdrperfixation von Ratten durch Perfusion

Zufillig ausgewdihlte Tiere aus allen Behandlungsgruppen wurden perfusionsfixiert. Dazu
wurde nach tiefer Anésthesie durch intraperitoneale Injektion von Ketamin / Xylazin (s.o.) das
Herz der Ratten freipripariert und eine 23G ,,Venofix“-Kaniile in den linken Ventrikel
eingefiihrt. Die Vena cava inferior gerade distal des rechten Vorhofs wurde erdffnet. Uber die
Kaniile, verbunden mit einer Peristaltikpumpe (Heracus SR70, Flussrate 2-5 ml/min), wurde der
Kreislauf des Tieres mit 50ml HBSS perfundiert, gefolgt von 50ml Fixativ fiir Epon- oder
Paraffineinbettung (Karnovsky 1965). Der ganze Korper des Versuchtieres wurde dadurch
perfusionsfixiert. Darauf folgte eine Immersionsfixierung durch Lagerung im Fixativ flir weitere

24 Stunden. Die zu untersuchenden Gewebe wurden entnommen.

2.2.3.2 Semidunnschnitte von in Kunstharz eingebetteten Nerven

Die fixierten Ischiasnerven wurden zur Herstellung von Semidiinnschnitten in das Kunstharz
Epon eingebettet nach der Methode von Luft (1961). Dazu wurden die Ischiasnerven aus den
perfundierten Ratten reseziert (s.0.) und ein 0,5 cm langes Stiick wurde auf immer gleicher
Hohe aus dem Nerven herausgeschnitten. Diese Nervenstiicke wurden in gleicher Ausrichtung
in vorgefertigte Korbchen des Einbettautomaten ,,Lynx el” gelegt und dann mit Epon infiltriert.
Dabei wurden die Kérbchen bei 4°C nach folgendem Schema in den entsprechenden Losungen

geschwenkt.

Ldsung Dauer
Na-Cacodylatpuffer 2 x 30 Minuten
1%-0s04 / Osmiumtetroxid 2 Stunden
Na-Cacodylatpuffer 2 x 15 Minuten
30%-Ethanol 15 Minuten
50%-Ethanol 15 Minuten
70%-Ethanol 15 Minuten
80%-Ethanol 15 Minuten
90%-Ethanol 15 Minuten
100%-Ethanol 2 x 15 Minuten
Isopropanol 15 Minuten
Propylenoxid 2 x 15 Minuten
Propylenoxid : Epon 2 : 1 Mischung 2 Stunden
Propylenoxid : Epon 1 : 1 Mischung 2 Stunden
Propylenoxid : Epon 1 : 2 Mischung 4 Stunden
Epon 4 Stunden

Nach der Infiltration wurden die Nerven in Epon eingebettet. Dazu wurden sie in
Ausgieflformen mit reinem Epon gegeben welches durch Erhitzen auf 60°C fiir 24 Stunden

polymerisierte, so dass feste Epon-Kunstharzblocke entstanden. Die Eponblocke wurden mit
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einer Frise an der Spitze zu Pyramidenform angeschliffen. Von diesen Eponblocken wurden an
einem Rotationsmikrotom mit einem Diamantmesser 1um dicke Schnitte angefertigt. Diese

Semidiinnschnitte wurden auf Objekttrager transferiert und eine Stunde lang getrocknet.

2.2.3.3 Methylenblaufarbung von Semidinnschnitten

Die Semidiinnschnitte wurden gefdrbt mit der Methylen-Azur-1I-Farbung (Richardson et al.
1960). Die Methylenblau-Losung und Azur-II-Lésung wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und
filtriert. Die fertige Farbelosung wurde auf die Schnitte der Ischiasnerven gegeben und nach
einer Minute bei 60°C mit destilliertem Wasser abgewaschen. Die geférbten Schnitte wurden

fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und dann mit Eukitt-Kleber eingedeckt.

2.2.3.4 Paraffinschnitte von Beinmuskeln

Nach Ganzkorperfixation von Ratten (s.0.) mit achtprozentiger Paraformaldehydlésung wurde
der M. biceps femoris des Unterschenkels freiprépariert und reseziert (Abbildung 10B). Der
Muskel wurde mit Hilfe eines Gewebe-Infiltrationsautomaten (Leica Microsystems)
paraffiniert. An einer Paraffin-Ausgieflstation (Leica Microsystems) wurden die Préparate in
Paraffinblocke ausgegossen. Von den Paraffinblocken wurden 5 um dicke Schnitte an einem
Schlittenmikrotom (Leica Microsystems) angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager

aufgezogen und mit Haematoxilin-Eosin gefarbt.

2.2.3.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Paraffinschnitten

Hématoxylin ist azidophil und farbt Chromatin in den Zellkernen blau, wihrend Eosin das
Zytoplasma rot farbt. Fir die Hamatoxylin / Eosin-Farbung wurden Paraffinschnitte bei
Raumtemperatur zunéchst entparaffiniert, indem die Schnitte zweimal 10 Minuten in Xylol und
je zweimal 2 min in 100%, 96% und 70% Ethanol rehydriert wurden. Fiir die Farbung wurden
die Schnitte zundchst zweimal mit H,O gespiilt und anschlieBend fiir 3-5 Minuten in saurem
Hématoxylin gefarbt. Dann wurden die Schnitte 10 Minuten in Leitungswasser gebldut und 5
Minuten in Eosin gefarbt. Zuletzt wurden die Paraffinschnitte mit H,O gespiilt und eine Minute
in 50%, eine Minute in 70%, zweimal eine Minute in 80% und zweimal 5 Minuten in 100%
Ethanol dehydriert. Nach zweimal 5 Minuten Inkubation in Xylol wurden die Schnitte mit
Eukitt-Kleber eingedeckt. Mikroskopische Bilder der Muskelschnitte wurden an einem
Lichtmikroskop (Leica DM RXA2) mit einer Videomikroskopie-Kamera angefertigt. Die
weitere Analyse der Photografien der Priparate erfolgte mit Photoshop 6.0.

2.2.3.6 Histologische Analyse von Ischiasnerven

Im peripheren Nerven von CMT-Ratten lassen sich verschiedene histologische Charakteristika
der CMTI1A nachweisen. Dazu gehdren eine Demyelinisierung und ein axonaler Verlust. Um
diese untersuchen zu konnen, wurden von den Semidiinnschnitten der Ischiasnerven
mikroskopische Bilder angefertigt. Die Aufnahmen wurden an einem Lichtmikroskop (Leica
DM RXA2) mit einer Videomikroskopie-Kamera und dem Programm Openlab 2.0 angefertigt.
Die Weiterbearbeitung erfolgte mit den Programmen Photoshop 6.0 und Scionlmage.
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Die Gesamtzahl aller Axone der Ischiasnerven wurde gezéhlt. Dazu wurden auf immer gleicher
Hohe Gesamtquerschnitte der Ischiasnerven von CMT-Ratten fotografiert. Diese Fotos wurden
unterteilt in analysierbare Abschnitte. Nach Blindung wurden alle solche Axone gezéhlt, die der
GroBe nach physiologischerweise eine Myelinisierung erwarten lielen, also Axone, mit einem
Durchmesser von 1 pum und mehr (Abbildung 21A). Die Gesamtzahl aller in den Ischiasnerven
vorhandenen Axone wurde erfasst.

Um den Prozentsatz von unphysiologischerweise unmyelinisierten Axonen feststellen zu
konnen, wurden in Photos einer 40x VergroBerung der Ischiasnerven die nicht myelinisierten
Axone mit Pfeilen markiert (Abbildung 21C). Der gesamte Querschnitt der Nerven wurde auf
diese Weise ausgezéhlt. Aus der Anzahl der demyelinisierten Axone pro Nerv und der Anzahl

aller Axone im Nerven ergab sich der Anteil demyelinisierter Axone.

A B

Schwannzelle

UAxon D = Durchmesser
U = Umfan
UMyeIin 4

Axon

. D
g-ratio = =
Myelin

Abbildung 11: Das "'g-ratio™ als Mal3 der Myelindicke.

A Der Quotient aus innerem (X) und &uflerem (Y) Durchmesser der Myelinscheide wird als so genanntes "g-ratio"
bezeichnet und dient als Maf fiir die Dicke des Myelins. Bei nicht ganz kreisrunden Myelinscheiden kann der
Quotient aus innerem (roter Kreis) und duBerem (griiner Kreis) Umfang als ausreichendes MaB fiir das Verhéltnis der
Durchmesser gelten.

B Beispiel einer g-ratio-Bestimmung im histologischen Schnitt eines Ischiasnerven. Die Lénge des &ufleren und

inneren Umfangs der Myelinscheide wird gemessen und das Verhéltnis aus beiden berechnet.

Als drittes histologisches Kriterium der Krankheitsauspragung der CMT1A wurde die Dicke des
verbliebenen Myelins bestimmt. Dazu wurde in 100x VergroBerungen von Ischiasnerven der
innere und der dullere Umfang der Myelinscheide von zufillig ausgewéhlten Axonen gemessen
(Abbildung 11B). Der Quotient aus innerem und &uBlerem Umfang wurde gebildet. Dieser
Quotient wird als g-ratio bezeichnet. Wenn kein Myelin vorhanden ist, ergibt das g-ratio den
Wert 1,0. Dickeres Myelin bedeutet ein kleineres g-ratio. Das g-ratio variiert in einzelnen
Nerven der Ratte. Als Standardwert fiir das g-ratio im gemischten Nerven der Ratte gilt ein g-
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ratio von ca. 0,68 (Fahrenkamp und Friede 1987). Das g-ratio ist als Quotient aus zwei

Léngenangaben dimensionslos (Abbildung 11A).

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Isolation von DNA

Zur Genotypisierung der geziichteten Ratten in Wildtyp- oder transgene Tiere wurde
genomische DNA der Tiere gewonnen. Mit Hilfe des ,,DNeasy 96 Kits*“ wurde nach dem
Protokoll des Herstellers genomische DNA aus den Schwanzbiopsien (s.o.) extrahiert. Die bei -
20°C gelagerten Biopsien wurden aufgetaut und eine Mischung aus Puffer ATL (180ul) und
Proteinase K (20ul) wurde zugegeben. Nach intensivem Mischen und einer kurzen
Zentrifugation bei 3000 rpm in einer ,,Laboratory Zentrifuge 4K 15 erfolgte durch Inkubation
iiber Nacht bei 55°C die Lyse des Gewebes durch die Proteinase. Am néchsten Tag wurden
400ul Puffer AL/E zu den lysierten Proben gegeben. Nach Mischen und kurzer Zentrifugation
bei 3000 rpm wurde der Uberstand (maximal 900 ul) auf die Silicamembran der DNeasy
Saulchen pipettiert. Die DNeasy Platte wurde mit einem ,,Air Pore Tape Sheet™ verschlossen
und 10 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Es folgten 500 pl Puffer AW1 und eine weitere
Zentrifugation fiir 5 min bei 6000 rpm. Nach Zugabe von 500 ul Puffer AW2 wurde wieder 5
min bei 6000 rpm zentrifugiert und die DNeasy Platte 15 min bei 70°C inkubiert. Zur Elution
der DNA, die nun an die Silicamembran der S&ulchen gebunden war, wurden 200 pl
vorgewarmter Puffer AE auf die Sdulchen gegeben, 5 min bei 60°C inkubiert und 2 min bei
6000 rpm zentrifugiert. Der gleiche Vorgang wurde mit weiteren 100 pl Puffer AE wiederholt.
Die so eluierte genomische DNA wurde bei 4°C gelagert.

2.2.4.2 Isolation von RNA

Fiir die Genexpressionsmessung wurde Gesamt-RNA aus Ischiasnerven mit Hilfe von TRIzol
Reagenz (GibcoBRL) nach Angaben des Herstellers extrahiert. Die Methode basiert auf der
sauren Guanidiniumthiocyanat-RNA-Praparation (Chomczynski und Sacchi 1987). Die bei —
80°C gelagerten Ischiasnerven (s.0.) wurden in ein 6ml Rundboden Falconréhrchen zusammen
mit 1 ml TRIzol Reagenz gegeben und mit Hilfe eines Gewebehomogenisierers ,,Ultraturrax*
zerkleinert. Zwischen und vor den Homogenisierungen wurde das Gerét mit 1% SDS in DEPC-
H,0 und DEPC-H,0 allein gespiilt. Das Homogenisat wurde in Portionen von je 0,5 ml in 2ml-
Eppendorfgefiafle aufgeteilt (weitere Mengenangaben pro Eppendorfgefdfl) und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. 200 pl Chloroform wurden zugegeben und es wurde 15 Sekunden
lang mit der Hand geschiittelt. Nach weiteren 3 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde in
einer Tischzentrifuge 15 Minuten bei 4°C und 11'000 rpm zentrifugiert. Die entstandene obere,
wissrige Phase mit der RNA wurde in ein neues Eppendorfgefdl3 iiberfiihrt. Nach Zufuhr von
250 ul Isopropanol wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und 10 min bei 4°C und 11'000
rpm zentrifugiert. Durch diese Féllung bildete sich ein weillliches RNA-Prizipitat. Der
Uberstand wurde mit Transferpipetten abgesaugt und verworfen. Die RNA wurde mit 500 pl
75% Ethanol in DEPC- H,0O gewaschen. Nach Zentrifugation mit 3'700 rpm fiir 5 min bei 4°C
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wurde der Ethanoliiberstand abgesaugt und verworfen. Das RNA-Prizipitat trocknete bei
Rautemperatur und gedffnetem Eppendorfgefal 10 Minuten lang. Die gewonnene RNA wurde
in DEPC-TE fiir 10 min bei 60°C gel6st und bei —80°C gelagert.

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die DNA- bzw. RNA-Konzentration einer Losung wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers
durch Messung der Extinktion (optische Dichte / OD) bestimmt. Es wurde dabei die Extinktion
einer Nukleinsdurelosung nach Verdiinnung (1:1000) in einer Quarzkiivette bei einer
Wellenldnge von 260 nm gemessen Die Konzentration ergibt sich nach dem Lambert-
Beer'schen-Gesetz:

Lambert-Beer-Gesetz: E, =¢, ¢ -d

E, = Extinktion bei der Wellenlénge A

&, = molarer Extinktionkoeffizient bei der Wellenldnge A in M

¢ = Konzentration der Teilchen in der Losung in mol/l

d = Schichtdicke der durchstrahlten Lésung in cm
Fiir die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration lautet die abgeleitete Formel :

c=Eyg - k/d

¢ = Konzentration der Nukleinséure in pg/ml

E,¢o = Extinktion bei 260 nm

d=0,5 cm (Dicke der verwendeten Quarzglas-Kiivette)

k = nukleinsdurespezifischer Koeffizient in pg/ml

Wobei als Werte fiir £ je nach untersuchter Nukleinséureart eingesetzt werden:

dsDNA: 50 pg/ml
ssDNA: 33 pg/ml
RNA: 40 pg/ml

Mittels Extinktionsmessung bei einer Wellenldnge von 280 nm, dem Absorptionsmaximum der
meisten Proteine, lieB3 sich der Quotient E,40/Esg9 berechnen. Mit diesem kann die Reinheit einer
Nukleinséurelosung beurteilt werden. In weiteren Versuchen wurden nur solche

Nukleinsdurelosungen verwendet, deren E,4¢/E50-Quotient zwischen 1,6 und 2,0 lag.

2.2.4.4 Analyse von RNA im Agilent Bioanalyzer

Neben der Konzentration ist die Integritéit einer RNA fiir deren weitere Verwendung von grofer
Bedeutung. Hierzu wurde die gewonnene RNA im Agilent Bioanalyzer mit dem RNA 6000
Nano Assay untersucht. Das System basiert auf einer kapilldren Elektrophorese auf einem Chip,
daher werden nur sehr geringe Mengen Proben-RNA bendtigt (Mueller et al. 2000). Durch den
Vergleich des Laufmusters der RNA mit dem einer Standard-RNA lésst sich eine eventuelle
Degradation oder eine Kontamination der RNA ausschlieBen. Beim Lauf durch das kapillére
Gel bindet die RNA einen fluoreszenten Farbstoff. Aus dem Vergleich der fluoreszenten
Signalintensitit der Proben-RNA mit der einer Referenz-RNA-Losung (RNA-Leiter) bekannter
Konzentration lisst sich die Konzentration der Proben-RNA bestimmen.

Entsprechend dem Protokoll des Herstellers wurde das Gel-Farbstoffgemisch fiir den Chip
vorbereitet, indem 400 pul RNA Gelmatrix durch ein Zentrifugenfilterréhrchen mit 2500 rpm in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert wurden. Nach Zugabe von 130 pl RNA Farbstoff diente
diese Gel-Farbstoff-Mischung als Grundlage fiir das kapilldre Gel. In einer Gelladestation
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(Agilent Technologies) wurden 9 pl der Mischung eine Minute lang in die Kapillaren eines
RNA-Chips gepresst und bildeten das Gel fiir die weitere Analyse. Nach Zugabe eines Nano
Markers, der als Ausrichtungsreferenz des kapilliren Gels diente, wurde die RNA-Leiter als
RNA-Mengen- und GroBenreferenz zugegeben. Es konnten 12 RNA-Proben pro Chip geladen
und analysiert werden. Nur entsprechend dem Laufmuster nicht degradierte und nicht

kontaminierte RNA-Proben wurden in den weiteren Versuchen verwendet.

2.2.4.5 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genomischer DNA

Durch eine PCR ist es moglich, kleinste DNA-Mengen in vitro zu amplifizieren (Mullis et al.
1986). Das Prinzip dieser Reaktion basiert auf der hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase), die bei ihrem Temperaturoptimum von 72°C
ausgehend von sequenzspezifisch bindenden Oligonukleotiden (Primern) einen DNA-Strang
komplementdr zum denaturierten Matrizenstrang synthetisiert. Durch zyklisch ablaufende
Reaktionsschritte von DNA-Denaturierung bei 95°C, Binden der Primer bei 56°C (Annealing)
und Synthese der neuen DNA bei 72°C (Elongation) lassen sich spezifische DNA-Bereiche
exponentiell vervielfachen.

Die Standard-PCR wurde zur Amplifikation eines DNA-Abschnitts verwendet, der spezifisch
fiir das transgene PMP22-Gen der Maus war (Abbildung 16A). Dadurch war eine
Unterscheidung der Ratten in transgene und Wildtyp-Tiere moglich (Sereda et al. 1996). Fiir die
Reaktionen wurde ein Reaktionskit (Promega) verwendet in einem Reaktionsvolumen von 50 pl
pro DNA-Probe. Der Reaktionsansatz bestand aus:

1 ul Matritzen-DNA

5 ul 10x PCR-Puffer Promega

5 wl ANTPs (je Nukleotid f.c. 200 pM)

1 ul CPMP Forward-Primer (f.c. 300 nM)

1 ul CPMP Reverse-Primer (f.c. 300 nM)

0,3 ul Tag DNA-Polymerase (f.c.1,6 U/ 50 ul)

Die DNA-Amplifikation erfolgte nach folgendem Protokoll:

3 min — 95°C

30 s—56°C

90 s—72°C :| 35 Zyklen
60 s —95°C

60 s —55°C
10 min — 72°C

2.2.4.6 Agarosegelelektrophorese von PCR Produkten

Die Agarosegelelektrophorese ermdglicht es, DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grofie
aufzutrennen und sichtbar zu machen. Die Auftrennung erfolgte auf 0,7-4%igen Agarosegelen.
Die Agarose wurde in 1x TAE Puffer zum Losen aufgekocht und nach Zusatz von

Ethidiumbromid (f.c. 1 pg/ml) in eine Gelkammer gegossen. Verschiedene Gelkdmme, die in
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die Agarose ragten, formten beim Erstarren der Agarose Taschen im Gel. Das Gel wurde in
einer Laufkammer platziert und mit 1x TAE Laufpuffer iiberdeckt. Die DNA-Proben wurden
mit 1/10 Volumen Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen eingefiillt. Es wurde eine
Spannung zwischen 30-180 V (5-10V/cm) angelegt, abhidngig von der erwarteten GroBe der
DNA-Fragmente und Agarosekonzentration des Gels. Durch die Interkalation von
Ethidiumbromid in die DNA konnte diese nach der Elektrophorese auf einem UV-Illuminator
sichtbar gemacht und fotografiert werden. Als GroBenmarker dienten je nach GroBe des
untersuchten Fragments entweder 1pg mit Hind III verdaute DNA des Bakteriophagen A (0,5-23
kb) (Promega) oder 1ug mit Hae III verdaute DNA des Phagen ¢X174 (70-1350 bp) (Promega).

2.2.4.7 Synthese von cDNA durch reverse Transkription von RNA

Die Quantifizierung von RNA-Transkripten ist nach reverser Transkription der RNA in
komplementire DNA (cDNA) mdglich. Die Inkorporation radioaktiver Nukleotide wéahrend der
reversen Transkription erlaubt die Quantifizierung der Gesamtmenge der cDNA.

cDNA wurde mit dem Superscript-11-Kit (GibcoBRL) synthetisiert. Zu 2ug isolierter RNA in
einem sterilen Eppendorfgefdl wurden 40 U RNase-Inhibitor RNasin gegeben und 100 pmol
zufillige Nonamerprimer (random Nonamers). Nach Auffiillen auf 26 pl mit DEPC-H,0O wurde
10 min bei 70°C inkubiert und die Probe danach 2 min auf Eis gestellt. Es folgten 8 ul 5x
Erststrangpuffer, 10 pl 2,5 mM dNTP-mix und 4 pl 0,1 M DTT und eine fiinfminiitige
Inkubation bei 42°C. Nach Zugabe von 1 pl (1 U) des Enzyms ,,Superscript II RT* reverser
Transkriptase und 0,3 pl P32-dCTPs wurde gemischt und 10 min bei 25°C inkubiert. Als
weitere Temperaturschritte folgten 50 min bei 42°C, 15 min bei 70°C und ca. 5 min auf Eis.
Durch Zugabe von 250 ul DEPC-H,O, 150 pl 7,5 M Ammoniumacetat und 1050 pl 100%
Ethanol wurde ein Gesamtvolumen von 1500 pl erreicht, von dem 5 ul zur ersten Messung im
SzintillationsmefBgerdt entnommen wurden (s.u.). Nach 30 min bei —20°C zum Féllen der
gewonnenen ¢cDNA wurde 10 min auf 4°C bei 13'000 rpm zentrifugiert. Das entstandene
Préizipitat wurde zweimal mit 1 ml 80% Ethanol gewaschen und anschlieend 10 min in einer
Trocknungszentrifuge getrocknet. AnschlieBend wurde es in 100 ul TE-Puffer gelost, wovon 10

ul zur zweiten Messung im SzintillationsmeBgeridt abgenommen wurden (s.u.).

Zur Bestimmung der Konzentration der radioaktiv markierten cDNA wurde die Aktivitét fiir
beide entnommenen Proben in einem SzintillationsmeBgerdt als so genannte ,,Cerenkov-
Counts® (Schneider PB 1971) gemessen. Die Messung der ersten Probe diente als Mal} fiir die
Gesamtmenge eingesetzter Radioaktivitit und die zweite Messung als ein MaB fiir die in der
cDNA gebundene Radioaktivitit. Das Verhéltnis von ,,Counts nach der Reaktion“ zu ,,Counts

vor der Reaktion entspricht dem Anteil inkorporierter Nukleotide von den Gesamtnukleotiden.

Konzentration cDNA — inkorporierte Nukleotide

- « einges. Nukleotidmasse (in ng)
Gesamtnukleotide

. Count h Reakti ) )
Konzentration cDNA =~ NACH RCAKHON - einges. Nukleotidmasse (in ng)

Counts vor Reaktion
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Da die Masse der eingesetzten Nukleotide und der Anteil der davon inkorporierten Nukleotide
bekannt war, lie} sich die Masse der synthetisierten cDNA berechnen. Eine konstante Menge

c¢DNA wurde zur Expressionsmessung in der quantitativen PCR eingesetzt.

2.2.4.8 Quantitative TagMan-RealTime-PCR

Bei der konventionellen PCR erfolgt der Nachweis der amplifizierten Zielsequenz durch Gel-
elektrophorese des PCR Produktes. Die TagqMan-PCR erlaubt dariiber hinaus eine
Quantifizierung der vorhandenen DNA Transkripte. Das System macht sich die Spaltung
fluorogener Sonden (TagMan-Sonden) durch die 5°-3’-Exonukleaseaktivitit der Tag-
Polymerase zunutze (Holland et al. 1991).

Die TagMan-Sonden sind am 5°-Ende mit einem fluoreszenten Reporterfarbstoff (FAM oder
TET; Fluoreszin-Derivate) und am 3’-Ende mit einem Quencherfarbstoff (TAMRA; Rhodamin-
Derivat) markiert. Der Quencherfarbstoff verhindert durch einen Fluoreszenz-Energietransfer
(FET) bei rdumlicher Ndhe zum Reporterfarbstoff dessen Fluoreszenz (Lee et al. 1993), so dass
eine intakte TagMan-Sonde nicht fluoresziert (Abbildung 12A). Erst wenn ein spezifisches
PCR-Produkt synthetisiert wird, spaltet die Tag-Polymerase die bereits an die DNA gebundene
Sonde. Dadurch kommt es zur rdumlichen Trennung beider Farbstoffe und ein
Fluoreszenzsignal wird erzeugt. Durch kontinuierliche Messung der Fluoreszenzintensitit
wihrend der PCR, ldsst sich diejenige PCR-Zyklenzahl bestimmen, bei der das
Fluoreszenzsignal die zehnfache Standardabweichung der Grundaktivitit {iiberschreitet
(Abbildung 12B). Diese Zyklenzahl wird als Ct-Wert (Threshold-Cycle) definiert und ist umso
kleiner, je grofer die eingesetzte Menge an DNA-Zielsequenz war.

Neben dem zu quantifizierenden Gen wird ein so genanntes ,,Housekeeping-Gen* amplifiziert.
Dessen Expression wird als konstant in allen untersuchten Proben vorausgesetzt und dient als
Mal fiir die Menge der eingesetzten DNA. Aus der Differenz zwischen dem Ct-Wert der
Zielsequenz und dem Ct-Wert des Housekeeping-Gens wird der so genannte ACt-Wert
berechnet.

ACt'\NertZiel / Kalibrator — CtZielsequenz - CtHousekeeping

Eine der in der PCR amplifizierten Proben dient als relative Referenz (Kalibrator). Deren

Expression wird als ,,1*“ definiert. Nach der Formel
AACt= ACtZiel - ACtKalibrator

errechnet sich der AACt-Wert. Dieser gibt die Ct-Wertdifferenz relativ zu einer gewiahlten Probe
an, ergibt also den Unterschied zwischen ACt der gesuchten Probe (ACtz) und dem ACt einer
als relative Referenz gewihlten Probe (ACtyaiibrator)- Aus diesem AACt-Wert kann die Expression
des Zielgens berechnet werden nach der Formel:

mRNA-Konzentration = 2724,
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Die berechnete Konzentration wurde damit normalisiert auf ein ,,Housekeeping-Gen“ und

ausgedriickt als ein Vielfaches der Expression einer beliebig gewihlten Probe.
Fiir die Durchfiihrung der TagMan-PCR wurden

5 pl Mastermix (Eurogentec)

1 pl Forwardprimer (f.c. 900nM)

1 pl Reverseprimer (f.c. 900nM)
0,5 pl TagMan-Probe (f.c. 250nM)
0,5 ul H,O

2 pl Proben cDNA

eingesetzt. Die Primer und die TaqMan-Sonde waren spezifisch fiir das zu untersuchende
Gentranskript (s.0.). Fiir jede cDNA-Probe wurde eine Mischung der dreifachen Menge
angesetzt und auf drei Reaktionsgefifie verteilt. Der Mittelwert der drei unabhédngig gemessenen
AACt-Werte wurde fiir die weiteren Berechnung verwendet, um Schwankungen innerhalb einer
PCR herauszumitteln. Alle quantitativen PCRs wurden zweimal durchgefiihrt und der
Mittelwert der Expression beider Ergebnisse wurde fiir die weitere Interpretation verwendet. Fiir
alle TagMan-PCR-Reaktionen wurden folgende Zyklusbedingungen gewdhlt, die einer
sogenannten Zwei-Schritt PCR entsprechen: Pridinkubation fiir 2 min bei 50°C und 10 min bei
95°C zur Aktivierung der ,,HotStart AmpliTaq Gold Taq Polymerase* gefolgt von 40 Zyklen
mit einem Denaturierungsschritt fiir 15 Sekunden bei 95°C und einem kombinierten Annealing-
/ Extensionsschritt fiir 60 Sekunden bei 60°C. Die Reaktion wurde im ABI PRISM 7700

Sequence Detector durchgefiihrt.

2.2.5 Statistische Methoden

Alle in den Analysen erhobenen Daten wurden mit Excel 2000 weiterbearbeitet. Die statistische
Auswertung erfolgte mit Statistica 6.0. Bei der Analyse der Expressionsdaten und der
histologischen Ergebnisse wurden die Ergebnisse mit dem Student’s t-test fiir unverbundene
Stichproben auf Signifikanz gepriift. Fiir die Testung der statistischen Signifikanz der
Phénotypanalysen wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Abweichungen der
Behandlungsgruppen von der Kontrollgruppe mit einem p < 0,05 wurden jeweils als signifikant
gewertet. Zur Uberpriifung der Korrelationen auf Signifikanz wurde Spearman’s Rang

Korrelationstest verwendet, wobei ein p < 0,05 als signifikant gewertet wurde.
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Das PCR-Produkt wird vollstandig generiert und die Farbstoffe werden In Abhangigkeit von der Menge synthetisierter PCR-Produkte und

getrennt. damit der Menge freigesetzter Reportermolekile wachst die Intensitat
des Reportersignals.

Fluoreszenzintensitat

T 1T R R W TA T B W W11 B R W

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Zyklusnummer

Abbildung 12: Die quantitative Real-Time PCR nach dem TagMan-Prinzip

A Schematische Darstellung des Reaktionsablaufs einer TagMan-PCR. I.: Die mit Reporterfarbstoff (R) markierte,
intakte Sonde emittiert bei rdumlicher Nahe zum Quencher (Q) kein Signal. II. und III.: Nach Extension des Primers
durch die Taqg-Polymerase kommt es zur Hydrolyse der Sonde und zur rdumlichen Trennung von Fluorogen und
Quencher. IV.: Mit der Menge an PCR-Produkt steigt die Fluoreszenzintensitdt (Modifiziert nach Schild 1999, S. 5).
B Beispielhafte graphische Darstellung der Datenerfassung einer TagMan-PCR. Wihrend der ersten ca. 15 Zyklen
bleibt die Intensitdt der Fluoreszenz unterhalb der Detektionschwelle. Die Zyklusanzahl, bei welcher die Fluoreszenz
einen definierten Schwellenwert {iberschreitet, wird als sogennanter Ct-Wert bezeichnet und ist ein MaB fiir Menge
der vor der Reaktion vorhandenen cDNA.
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3. Ergebnisse
3.1 Das transgene Rattenmodell der CMT1A

Die Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 1A wird durch eine genetisch bedingte Stérung des

Aufbaus der Myelinscheiden hervorgerufen. Thr liegt urséchlich eine Duplikation des Gens des
peripheren Myelin-Proteins von 22KDa (PM22) zugrunde. Da drei anstelle von zwei Allelen
des Gens vorliegen, spricht man von einer Gendosiserkrankung. In den Schwannzellen wird
PM22 iiberexprimiert und fiihrt zu einer Demyelinisierung, einem axonalen Verlust und zu einer
Muskelatrophie. Tiermodelle der CMT1A helfen, deren molekulare Pathogenese zu verstehen

und mogliche Therapien auf Wirksamkeit zu tiberpriifen.

Es wurden PMP22 transgen iiberexprimierende Mauselinien (Huxley et al. 1996; Magyar et al.
1996; Huxley et al. 1998) und eine Rattenlinie (Sereda et al. 1996; Niemann et al. 1999) als
Tiermodelle der CMTI1A entwickelt. Tiermodelle mit einer geringen Uberexpression von
PMP22 weisen Symptome auf, die denen von CMT1A-Patienten vergleichbar sind (Huxley et
al. 1998). Besonders stark iiberexprimierende Tiermodelle hingegen bilden fast kein Myelin
(Magyar et al. 1996) und sind eher Modelle fiir das Dejerine-Sottas-Syndrom (DSS).

Im Modell der PMP22 transgenen Ratten (,,CMT-Ratten*) kommt es bei einer 1,5-fachen
Uberexpression von PMP22 in Schwannzellen zu einer Demyelinisierung (Sereda et al. 1996).
Es folgen ein axonaler Verlust und eine distal betonte Muskelatrophie (Sereda et al. 1996).
Dieser Ablauf ist der menschlichen CMT1A sehr dhnlich, so dass die CMT-Ratte fir die
Analyse des Pathomechanismus und die Evaluation neuer Therapieoptionen besonders geeignet
ist. Das Progesteronsignalsystem ist ein bekannter Regulator der Myelingenexpression in
Schwannzellen in vitro und in vivo. Ziel dieser Arbeit war es, diesen moglichen Kandidaten
einer Therapie der CMTI1A im transgenen Rattenmodell der CMT1A auf Wirksamkeit zu
liberpriifen. Vor der Analyse der Steroidbehandlung in den CMT-Ratten wurde ihr Phénotyp
durch verschiedene Testverfahren néher charakterisiert

3.1.1 Beurteilung der CMT-Ratten durch den Stangentest

Der Phanotyp der CMT-Ratten wurde mit dem von Wildtyp-Ratten verglichen mit Hilfe des so
genannten ,,Stangentests”, der geblindet und standardisiert durchgefiihrt wurde. Im Alter von
drei, fiinf und sieben Wochen wurden die Tiere auf eine runde Stange gesetzt und es wurde
gemessen, wie viele Sekunden sie auf der Stange blieben (Abbildung 13A). Jedes Tier hatte
sechs Versuche, sich fiir je maximal 300 Sekunden auf der Stange zu halten.

Wildtyp-Ratten erreichten in allen Alterstufen die maximale Zeit auf der Stange (Abbildung
13B). Nur einzelne Tiere hielten sich in einem der Versuche fiir weniger als 300 Sekunden, so
dass die Schwankungsbreite innerhalb der Wildtypgruppe klein war. Im Altersvergleich von
drei zu fiinf und zu sieben Wochen nahm die durchschnittliche Haltezeit geringfiigig zu
(Abbildung 13B).

Die transgenen CMT-Ratten zeigten deutlich geringere Haltezeiten, die sich {iber den gesamten
Skalenbereich (1 — 300 Sekunden) verteilten (Abbildung 13B). Maximale, aber auch minimale
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Werte wurden von einzelnen Tieren erreicht, so dass die Schwankungsbreite innerhalb der
transgenen Gruppe groBer war als in der Wildtypgruppe. Im Durchschnitt erreichten CMT-
Ratten geringere Haltezeiten als Wildtyp-Tiere. Im Altersverlauf nahm die Leistung der
transgenen Ratten ab, was insbesondere von fiinf zu sieben Wochen auffiel. Zum
Beobachtungszeitpunkt fiinf Wochen teilten sich die Transgenen in eine schwer und eine
schwach betroffene Gruppe auf.

Zusammenfassend konnten mit Hilfe des Stangentests Wildtyp- und transgene Tiere
differenziert werden. Letztere zeigten kiirzere Haltezeiten, eine groBere interindividuelle

Varianz und eine mit dem Alter abnehmende Leistung.
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Abbildung 13: Ph&notyp der CMT-Ratten:

A Die maximale Haltezeit auf einer runden Stange wurde bei Ratten verschiedenen Genotyps und verschiedenen
Alters gemessen. Wahrend sich Wildtyp-Ratten nahezu beliebig lange halten konnten, fielen transgene Ratten nach
gewisser Zeit von der Stange. In dieser Gruppe bestand eine deutliche interindividuelle Varianz des klinischen
Phénotyps. Stark (I.), aber auch schwach betroffene transgene Tiere (II.) wurden beobachtet.

B Die durchschnittliche Haltezeit im Stangentest im Alter von drei, fiinf und sieben Wochen ist dargestellt. CMT-
Ratten zeigten durchgéngig kiirzere Haltezeiten bei groBerer interindividueller Schwankungsbreite. Im Altersverlauf
nahm ihre Leistung deutlich ab.

C Beim Punktesystem entsprach ein hoherer Punktwert grofBerer Kraft und besserer Bewegungsfahigkeit. Der
durchschnittliche Punktwert der CMT-Ratten lag deutlich unter dem der Wildtypen und nahm im

Beobachtungszeitraum ab.
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3.1.2 Beurteilung der CMT-Ratten durch das Punktesystem

Die motorische Leistungsfahigkeit der CMT-Ratten wurde zusétzlich zum Stangentest durch ein
Punktesystem bewertet (Tabelle 3). Auf einer Punkteskala von eins bis zehn entsprachen
groflere Zahlen mehr Leistung. Die Punkte wurden geblindet, standardisiert und vom gleichen
Beobachter verteilt im Alter von drei, fiinf und sieben Wochen. Die Ergebnisse waren denen im
Stangentest dhnlich.

Fast alle Wildtyp-Tiere erreichten an den drei Untersuchungszeitpunkten die beiden hochsten
moglichen Punktwerte von neun und zehn. Die interindividuellen Unterschiede waren gering.
Mit zunehmendem Alter nahmen die Werte leicht zu.

Die transgenen Ratten zeigten eine breite Streuung des klinischen Phidnotyps. Maximale, aber
auch minimale Werte traten auf (Abbildung 13C). Der durchschnittliche Punktwert der
transgenen Gruppe war im Vergleich zu Wildtyp-Tieren geringer. Im Verlauf von drei zu fiinf
und zu sieben Wochen nahm dieser ab. Die Zweiteilung der Gruppe in schwach und stark
betroffene Tiere war weniger offensichtlich als beim Stangentest.

Zusammenfassend demonstrierte das klinische Punktesystem eine schlechtere und abnehmende
korperliche Leistungsfahigkeit der transgenen Tiere bei groBer Schwankungsbreite innerhalb

dieser Gruppe.

3.1.3 Variable Muskelatrophie der CMT-Ratten

Die Muskelatrophie ist ein prominentes Merkmal der menschlichen CMT1A. Daher wurde auch
die Muskulatur der CMT-Ratten histologisch untersucht. Transgene Ratten zeigten eine
neurogene Muskelatrophie, wobei eine Vielzahl kleiner und atrophierter Muskelfasern einige
hypertrophierte Fasern umgab (Abbildung 14A). Diese histologischen Merkmale der CMT1A
variierten interindividuell. Die Muskelatrophie war in einzelnen Versuchstieren deutlich
ausgepragt (Abbildung 14Ai.), wihrend sie in anderen nur geringgradig imponierte (Abbildung
14Aii.).

CMT-Ratten mit schlechten Phénotypdaten hatten auch eine histologisch stark atrophierte
Muskulatur. Umgekehrt erschien die Atrophie gering ausgebildet in klinisch leistungsfédhigen
Tieren. Die Muskelatrophie korrelierte also mit dem klinischen Phédnotyp. Um diesen
Zusammenhang auch zu quantifizieren, wurde der Hinterbeinumfang stellvertretend fiir die
gesamte Muskelmasse einzelner transgener Tiere (n = 10) gemessen. Sowohl die Ergebnisse des
Stangentests (r = 0,83; p < 0,005), als auch des Punktwertes (r = 0,87; p < 0,005) korrelierten
signifikant mit dem gemessenen Hinterbeinumfang (Abbildung 14B, C). Bei schlechten
Phinotypwerten kann somit von einer starken Muskelatrophie ausgegangen werden und
umgekehrt.



Ergebnisse 50

>
o

9

o [+] 8
% 120 Spearman's p < 0.005 7 Spearman's p < 0.005
4] -
£100 £
@ c 6
2 a
E 80 & s
vy =
E 60 Z4
= T 3
& 40 -
S 2
1]
I 20 1

0o 0
o Yf L
0° 44 46 48 50 52 54 56 0 44 46 48 50 52 54 56
Hinterbeinumfang (mm) Hinterbeinumfang (mm)

Abbildung 14: Muskelatrophie der CMT-Ratten:

A Die Muskulatur der Hinterbeine klinisch stark betroffener CMT-Ratten zeigt eine neurogene Muskelatrophie (I.).
Gruppen atrophierter Muskelfasern (rote Pfeile) liegen neben hypertrophierten Fasern (griine Pfeile). Ein klinisch
schwach betroffenes Tier zeigt histologisch keine Muskelatrophie (IL.).

B Zur Beurteilung der Muskelatrophie wurde der Hinterbeinumfang von CMT-Ratten gemessen. Dieser zeigte eine
interindividuelle Schwankung und korrelierte mit der Haltezeit im Stangentest.

C Der Hinterbeinumfang korrelierte signifikant mit den Ergebnissen des klinischen Punktesystems.

3.1.4 Variable Demyelinisierung der CMT-Ratten

Die menschliche CMT1A ist eine demyelinisierende Neuropathie. Histologisch fallen diinneres
oder ginzlich fehlendes Myelin und so genannte ,,Zwiebelschalenformationen® auf. Der axonale
Schaden und die Muskelatrophie sind Folgen des Myelindefekts. Daher wurden auch die
peripheren Nerven von CMT-Ratten histologisch analysiert.

Diese Nerven zeigen eine demyelinisierende Neuropathie mit unphysiologischerweise
demyelinisierten Axonen (Abbildung 15A, Stern) neben normal myelinisierten Axonen
(Abbildung 15A, Kreis). Die histologischen Charakteristika variierten erheblich zwischen
einzelnen Tieren. Eine schwere Demyelinisierung (Abbildung 15B 1i.), aber auch ein den
Wildtypen &hnlicher Phinotyp (Abbildung 15B ii.) kamen vor.

Auch die Demyelinisierung liel sich in Zusammenhang bringen mit dem klinischen Phénotyp

der CMT-Ratten. Dazu wurde der Prozentsatz demyelinisierter Axone in den Ischiasnerven
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transgener Ratten (n = 14) bestimmt. Zwischen zwei und siebzehn Prozent aller Axone der
Nerven waren demyelinisiert. Es ergab sich eine signifikante Korrelation (r = -0,75; p<0,001)
zwischen der Leistung im Stangentest und dem Grad der Demyelinisierung (Abbildung 15C).
Auch die Werte des klinischen Punktesystems lieBen sich signifikant mit der Demyelinisierung
korrelieren (r = -0,82; p<0,001) (Abbildung 15D).

Zusammenfassend lieBen sich die histologischen Merkmale der CMT1A im PNS von CMT-

Ratten mit groBer interindividueller Varianz nachweisen und sie korrelierten mit dem Phénotyp.
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Abbildung 15: Demyelinisierende Neuropathie der CMT-Ratten.

A Demyelinisierende Neuropathie im peripheren Nerven von CMT-Ratten. Charakteristika sind demyelinisierte
Axone (Pfeil) und so genannte "Zwiebelschalenformationen" (Stern) neben normal myelinisierten Axonen (Kreis).

B Die Demyelinisierung ist unterschiedlich stark ausgeprégt in einzelnen CMT-Ratten. Periphere Nerven klinisch
stark betroffener Tiere zeigen eine Vielzahl demyelinisierter Axone (I.), wéhrend diese in klinisch leistungsfahigen
Ratten selten sind (II.).

C Die Varianz der Demyelinisierung steht in Zusammenhang mit dem klinischen Phénotyp der CMT1A. Die
Haltezeit im Stangentest korreliert signifikant mit dem Anteil demyelinisierter Axone.

D Die Ergebnisse des Punktesystems korrelieren signifikant mit dem Anteil demyelinisierter Axone.
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3.1.5 PMP22-Expression im peripheren Nervensystem

Der menschlichen CMT1A liegt eine mRNA-Uberexpression des PMP22-Gens zugrunde. Das
Rattenmodell der CMTI1A iiberexprimiert PMP22 als Transgen mit einer relativ groBen
Schwankung zwischen einzelnen Individuen (Sereda et al. 1996), wobei Expression und
klinischer Phénotyp korrelieren (Abbildung 5). Die Expression von PMP22 wurde mit Hilfe
einer ,,Realtime-PCR*“ nach dem TagMan-System gemessen (Abbildung 16A) und diese

Ergebnisse mit den vorbeschreibenen verglichen.

A

Exon-Nummer

I:I@W“ ]

1A1B 2 3 4 5 » <

Genotypisierung

» 4 gesamt PMP22-mRNA

»> « fiir Exon 1B spezifische mRNA

2.5

<0.05
20 P

1.5

PMP2-mRNA-Expression

0.5

Wildtyp-Ratten CMT-Ratten
n=20 n=20

Abbildung 16: Myelingenexpression im PNS von CMT-Ratten:

A Schematische Darstellung der Exon- / Intronstruktur des PMP22-Gens. In schwarz die translatierte Region. Die
ersten beiden untranslatierten Exone bilden die Grundlage fiir die gewebsspezifischen mRNA-Transkripte von
PMP22. Die durch schwarze Pfeile markierte PCR-Strategie unterschiedet zwischen gesamt und Exon-1B
spezifischen PMP22-Transkripten.

B Die PMP22-mRNA-Expression von heterozygoten CMT-Ratten wurde im Vergleich zu Wildtyp-Ratten gemessen.
CMT-Ratten iiberexprimierten PMP22 ca. 1,6-fach. Die PMP22-Expression schwankte in der transgenen Gruppe
starker als in der Wildtyp-Gruppe.



Ergebnisse 53

Zum Vergleich zwischen Wildtyp- und transgenen Ratten wurde die PMP22-Expression relativ
zur Menge von [-Actin mRNA gemessen. Die B-Actin Expression wurde in den einzelnen
Tieren als konstant vorausgesetzt und diente als so genanntes ,,Housekeeping“-Gen. CMT-
Ratten (n = 20) zeigten eine ungefdhr 1,6-fach hohere PMP22-mRNA-Expression als Wildtyp-
Ratten (n = 20) (Abbildung 16B). Anders als in der homogenen Wildtypgruppe bestanden
relativ grofle interindividuelle Unterschiede in der PMP22-Expression zwischen einzelnen
transgenen Tieren. Der PMP22-Expressionsunterschied war nicht in allen transgenen Tieren
gegeben, aber statistisch signifikant (p < 0,05) (Abbildung 16B).

3.2 Behandlung von CMT-Ratten mit Steroiden

Die PMP22-Uberexpression in den Schwannzellen der CMT-Ratten verursacht den CMT1A-
dhnlichen Phinotyp. Eine mdgliche Therapie der Erkrankung sollte auf die Modulation der

PMP22-Expression ausgerichtet sein. In verschiedenen in vitro und in vivo Untersuchungen
wurde eine vermehrte PMP22-Expression durch Zufuhr des so genannten ,,Neurosteroids®
Progesteron gezeigt. Daher wurde untersucht, ob Progesteron und der selektive
Progesteronantagonist ,,Onapriston* die PMP22-Expression und damit die Neuropathie der

CMT-Ratten gegenldufig beeinflussen konnen.

3.2.1 Behandlung mit Progesteron und Onapriston

Mainnliche CMT-Ratten (n = 84) wurden randomisiert in drei Gruppen aufgeteilt und vom
fiinften postnatalen Tag an 44 Tage lang mit entweder Progesteron (n = 31), Onapriston (n = 18)
oder der Injektionslosung Sesamdl (n = 35) behandelt (Abbildung 9).

Nach fast siebenwdchiger subkutaner Injektion von Progesteron wurde den CMT-Ratten 24
Stunden nach der letzten Injektion Blut abgenommen. Die Konzentration von Progesteron im
Blut wurde mit Hilfe eines ,,Radioimmunoassays* bestimmt. Im Blut der mit Sesamol allein
behandelten Ratten (n = 6) wurde eine durchschnittliche Konzentration von 8,9 ng/ml
Progesteron gefunden. Das Blut der mit Progesteron behandelten Ratten (n = 6) zeigte mit
durchschnittlich 27,7 ng/ml eine deutlich hohere Konzentration (Abbildung 17). Dieser

Unterschied war auch fiir jedes einzelne Tier gegeben und statistisch signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 17: Progesteronkonzentration im Plasma Progesteron-behandelter Ratten
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Abbildung 17 (fortgesetzt): Nach siebenwdchiger subkutaner Injektion von Progesteron wurde deutlich mehr
Progesteron im Plasma behandelter Tiere gemessen. Die absolute Spitzenkonzentration war vergleichbar mit der, die
im Verlauf des Zyklus weiblicher Ratten erreicht wird.

Das Gewicht der Tiere wurde téglich gemessen und notiert. Zu keinem Untersuchungszeitpunkt
verdnderte die Behandlung mit Steroidhormonen das Korpergewicht der CMT-Ratten
signifikant im Vergleich zu den mit Sesamol behandelten transgenen Kontrolltieren (Abbildung
18B). Auch die identisch behandelten Wildtyp-Ratten verdnderten ihr Gewicht durch die
Steroidbehandlung nicht signifikant (Abbildung 18A). Keine sonstigen toxischen Wirkungen
der Steroide waren an den CMT-Ratten oder an den Wildtyp-Ratten erkennbar. Der Phénotyp

der Wildtyp-Ratten und ihre Leistung im Stangentest oder dem klinischen Punktesystem waren
nicht verdndert (keine Abbildung).
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Abbildung 18: Kdrpergewicht der Versuchstiere nach Steroidbehandlung
A Das Gewicht der Wildtyp-Ratten wurde durch die Steroidbehandlung nicht signifikant verdndert. Wildtyp-Ratten
hatten ein hoheres Gewicht als die CMT-Ratten.

B Das Gewicht von CMT-Ratten unterschied sich bei verschiedenen Altersstufen nicht signifikant zwischen den
Behandlungsgruppen.
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3.2.2 Myelingenexpression nach Steroidbehandlung

Die PMP22-Expression im peripheren Nerven nach Steroidbehandlung wurde gemessen. Dazu
wurde eine ,,Realtime-PCR* nach dem TagMan-Prinzip etabliert. Als ,,Housekeeping“-Gen
diente das Exon 1B des PMP22-Gens. Dieses wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert
und ist damit nicht Schwannzell-spezifisch. Die Expression des Exon 1B wird nicht durch
Steroidhormone moduliert (Desarnaud et al. 1998).

Eine siebenwochige Behandlung von Wildtyp-Ratten (n = 8) mit Progesteron fiihrte zu einer um
ca. 25% erhohten Expression von PMP22 (p < 0,05) im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-
Ratten (n = 8) (Abbildung 19). Progesteron erhdhte somit die PMP22-Expression im

Nervensystem von ,,normalen‘ Ratten.

Wildtyp-Ratten

p <0.05

PMP22-mRNA-Expression

Progesteron  unbehandelt
n=8 n==8

Abbildung 19: Erhéhte Wildtyp-PMP22-Expression nach Progesteronbehandlung

Nach diesen Vorergebnissen wurde die PMP22-Expression im peripheren Nerven von
transgenen Ratten untersucht. Nach siebenwochiger Behandlung mit Progesteron zeigten CMT-
Ratten (n = 16) eine um ca. 30% erhohte PMP22-Expression im Vergleich zu Sesamdl
behandelten CMT-Ratten (n = 16) (Abbildung 20A). Dieser Unterschied war signifikant (p <
0,0005). Die PMP22-Expression von CMT-Ratten, die sieben Wochen lang mit Onapriston
behandelt worden waren (n = 16), lag um ca. 15% unter der der Kontrollgruppe (p < 0,05)
(Abbildung 20A). Trotz der relativ groBen Schwankungen, lie sich die PMP22-Expression im
peripheren Nervensystem von CMT-Ratten durch Steroidhormone signifikant modulieren.

Progesteron erhohte die PMP22-Expression und Onapriston senkte sie.

Auch die Expression des Myelinproteins MPZ / PO (,Myelin Protein Zero*) wurde nach
Steroidbehandlung im peripheren Nervensystem quantifiziert, da MPZ / PO dhnlich dem PMP22
reguliert wird. Die Zufuhr von Progesteron (n = 16) steigerte die Expression von MPZ / PO um
50% im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05) (Abbildung 20B). Die mit Onapriston
behandelten Tiere (n = 16) zeigten keine signifikant verdnderte MPZ / PO-Expression
(Abbildung 20B). Das Exon 1B des PMP22-Gens diente auch hier als interner Standard.
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Zusammenfassend lieB sich die Myelingenexpression im PNS durch Zufuhr von
Steroidhormonen modulieren. Das krankheitsverursachende Gen des PMP22 wird dabei
gegenldufig beeinflusst: Progesteron erhoht seine Expression und Onapriston verringert sie. Das
nur sekundér, aber nicht kausal an der Erkrankung beteiligte Gen des MPZ / PO wird nur nach
Progesteronzufuhr vermehrt exprimiert. Die Blockade der Progesteronrezeptoren durch

Onapriston beeinflusst seine Expression nicht.
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Abbildung 20: Myelingenexpression nach Behandlung mit Steroidhormonen.

A In den CMT-Ratten wurde die 1,6-fache Uberexpression (siche Abbildung 16B) als Ausgangsexpression der
unbehandelten Gruppe definiert. Die Behandlung mit Progesteron fiithrte zu einer um ca. 30% hoheren
Uberexpression von PMP22. Onapriston verringerte die Uberexpression von PMP22 um ca. 20%.

B Die Expression des Myelinproteins MPZ / PO nicht behandelter CMT-Ratten wurde als 1.0 definiert.
Progesteronbehandlung erhdhte die Expression von MPZ / PO um 50%. Die Zufuhr von Onapriston hatte keinen
signifikanten Effekt auf die MPZ / PO-Expression.

3.2.3 Histologie der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung

Verschiedene Merkmale sind typisch fiir die CMT1A. Im peripheren Nerven kommt es zu
Demyelinisierung und axonalem Verlust. Der Einfluss der Steroidbehandlung auf diese

histologischen Charakteristika wurde untersucht.

Die Dicke des verbliebenen Myelins in den Ischiasnerven behandelter CMT-Ratten wurde
bestimmt. Dazu wurden im histologischen Bild der innere und der &duflere Umfang der
Myelinscheide zufillig ausgewidhlter Axonen gemessen (Abbildung 21A). Der Quotient aus
innerem und duferem Umfang wurde gebildet: das so genannte ,,g-ratio®. Ist kein Myelin
vorhanden, ergibt das g-ratio den Wert 1,0. Dickeres Myelin bedeutet ein kleineres g-ratio und
umgekehrt (Abbildung 11A, B).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 6) zeigten die mit Progesteron behandelten CMT-Ratten
(n = 4) eine signifikant (p < 0,001) diinnere Myelinscheide, beziechungsweise ein hoheres g-ratio
(Abbildung 21B). Die Schwankungsbreite innerhalb dieser Gruppe war deutlich geringer als in

den beiden anderen. Die mit Onapriston behandelten CMT-Ratten (n = 5) wiesen keine
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signifikante Verdnderung der Myelindicke relativ zu den Kontrollen (n=6) auf. Die
Progesteronbehandlung verdnderte die Myelindicke der CMT-Ratten, wahrend Onapriston

keinen Einfluss hatte.

Neben der Dicke des verbliebenen Myelins wurde der Anteil pathologischerweise nicht
myelinisierter Axone gezdhlt. Dies waren Axone, die ihrer Grofe nach eine Myelinscheide
erwarten lielen bei einem Durchmesser von mehr als 1 um, aber nur von Schwannzellfortséitzen
und nicht von einer Myelinscheide umgeben waren (Abbildung 21C, Stern). Aus dem
Verhiltnis von gesamt Axonen zu demyelinisierten Axonen wurde der Prozentsatz der
demyelinisierten Axone bestimmt.

Es bestanden deutliche Unterschiede im Prozentsatz demyelinisierter Axone, der zwischen 1,2%
und 16,9% variierte (Abbildung 21D). In den Nerven der mit Progesteron behandelten Tiere (n
= 4) waren prozentual mehr Axone demyelinisiert als in der Kontrollgruppe (n = 5). Die
Onapristontiere (n = 5) zeigten weniger Demyelinisierung (Abbildung 21D). Ein Trend war

erkennbar, aber diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

Als drittes histologisches Merkmal der CMT1A wurde die Gesamtzahl aller Axone der
Ischiasnerven nach Steroidbehandlung untersucht. Es wurden Axone mit einem Durchmesser
von iliber 1 um gezdhlt, die der GroBe nach physiologischerweise eine Myelinisierung erwarten
lieBen. (Abbildung 21E). Die Anzahl der Axone variierte zwischen ca. 5000 bis 8000 und
unterschied sich nicht signifikant zwischen Progesteron- (n = 4) und Kontrollgruppe (n = 6)
(Abbildung 21F). Die mit Onapriston behandelten Tiere (n = 5) zeigten jedoch eine signifikant
(p <0,05) hohere Axonanzahl im Ischiasnerven als die Kontrolltiere (n = 6) (Abbildung 21F).
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Abbildung 21: Histologische Charakteristika der CMT1A nach Steroidbehandlung.

A Die durchschnittliche Dicke des Myelins in den Nerven von CMT-Ratten wurde als so genanntes ,,g-ratio*

handelt Onapriston
=6 n=5

gemessen (siche 2.2.3.6). Dazu wurde der Quotient aus innerem und &duBlerem Umfang von zufdllig ausgesuchten

Myelinscheiden bestimmt. Hoheres ,,g-ratio® (bis zu 0,72) entspricht einem diinneren Myelin und umgekehrt.

B Die ,,g-ratios* steroidbehandelter CMT-Ratten sind dargestellt. Das Myelin der Progesterongruppe war signifikant

diinner als das der Kontrollgruppe. Die Behandlung mit Onapriston hatte keine verdnderte Myelindicke zur Folge.

C Die unphysiologischerweise unmyelinisierten Axone (Stern) wurden gezdhlt und mit der Anzahl der myelinisierten

Axone (Kreis) in Verhiltnis gesetzt.
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Abbildung 21 (fortgesetzt):

D Der Anteil demyelinisierter Axone unterschied sich nicht signifikant zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen

E Die gesamte Axonanzahl im Ischiasnerven behandelter CMT-Ratten wurde bestimmt. Eine beispielhafte
Nervenregion ist dargestellt.

F Die Axonanzahl auf definierter Hohe im Ischiasnerven von CMT-Ratten variierte zwischen 5000 und 8000
Axonen. Die Progesterongruppe unterschied sich nicht signifikant von der unbehandelten Kontrollgruppe. In den
Nerven Onapriston behandelter Ratten waren signifikant mehr Axone vorhanden.

3.2.4 Phanotyp der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung
Die Steroidzufuhr verdnderte die PMP22-Expression und die Nervenpathologie der CMT-

Ratten. Mit Hilfe der etablierten Testverfahren (s.0.) wurde iiberpriift, inwieweit dies auch den
CMTI1A-dhnlichen Phéinotyp beeinflusste. Die CMT-Ratten wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten wihrend ihrer Behandlung mit Hilfe des Stangentests und des klinischen
Punktesystems beurteilt (

Abbildung 9).

3.2.4.1 Der Stangentest

Im Alter von drei Wochen, also nach 16 Tagen Behandlung, unterschied sich die Leistung im
Stangentest nicht signifikant zwischen den drei Untersuchungsgruppen (Abbildung 22A). In
allen Gruppen schwankte die Haltezeit stark. Maximale, aber auch minimale Leistungswerte
wurden von einzelnen Tieren erreicht. Die mit Progesteron behandelten Ratten zeigten eine

leichte Tendenz zu hoheren Leistungswerten.

Beim Stangentest nach weiteren zwei Wochen, also im Alter von fiinf Wochen, lag die Leistung
der mit Progesteron behandelten Gruppe (n = 31) deutlich und signifikant (p < 0,05) unter der
der Kontrollgruppe (n = 35) (Abbildung 22B). Dabei war sowohl die durchschnittlich erreichte
Zeit, als auch die maximal von einem Tier der Gruppe erreichte Zeit geringer als in den
Kontrollen.

Die mit Onapriston behandelten CMT-Ratten (n = 18) erreichten zu diesem Zeitpunkt eine
durchschnittlich hohere Leistung im Stangentest (p < 0,05) als die Kontrolltiere (Abbildung
22B). Die Anzahl der Tiere im oberen Leistungsbereich des Tests war in der Onapristongruppe
deutlich groBer. Die Onapristontiere teilten sich auf in eine Tiergruppe mit lédngerer (>150
Sekunden) und eine Tiergruppe mit kiirzerer (<150 Sekunden) Haltezeit. Die Leistung der
Kontrollen verteilte sich {iber das ganze Spektrum des Tests mit einer Hiufung im unteren
Skalenbereich.

Die durchschnittlichen Testergebnisse nach sieben Wochen lagen deutlich unter denen nach
fiinf Wochen (Abbildung 22C). Die maximal und die durchschnittlich erreichte Haltezeit sanken
stark ab. Die Progesterongruppe (n = 31) unterschied sich beim Stangentest in diesem Alter
nicht mehr signifikant von der Kontrollen (n = 35), obwohl sie immer noch eine Tendenz zu
schwicherer Leistung zeigte. Die mit Onapriston behandelte Gruppe (n = 17) erreichte
signifikant hohere Werte zu diesem Zeitpunkt (p< 0,01) (Abbildung 22C).
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Die Leistung der Ratten im Stangentest nahm also generell, unabhingig von der Behandlung
mit Steroidhormonen, deutlich ab. Die Symptome des CMT1A-Tiermodells waren progredient.
Ebenfalls unabhidngig von der Behandlung war die relativ groBe Schwankungsbreite in der
Haltezeit. Dennoch unterschieden sich die einzelnen Behandlungsgruppen. Bei fiinf Wochen
zeigte die Progesterongruppe eine verringerte und die Onapristongruppe eine verlangerte
durchschnittliche Haltezeit. Nach sieben Wochen war der Unterschied zwischen Progesteron-
und Kontrollgruppe nicht mehr signifikant. Die Onapristontiere hielten sich hingegen immer

noch deutlich ldnger.
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Abbildung 22: Stangentestphénotyp nach Steroidbehandlung.

A Die durchschnittliche Haltezeit im Stangentest behandelter CMT-Ratten unterschied sich im Alter von drei
Wochen nicht signifikant bei den Behandlungsgruppen. Die Varianz war hoch.

B Im Alter von finf Wochen hielten sich die Progesteron behandelten CMT-Ratten signifikant kiirzer als die
Kontrollgruppe. Die Leistung dieser Tiere hatte deutlich abgenommen und die gruppeninterne Schwankung war
geringer. Die mit Onapriston behandelten Tiere zeigten eine signifikant 1angere Haltezeit als die Kontrollen.

C Nach sieben Wochen hatte die Haltezeit in allen Gruppen deutlich abgenommen. Die Progesterongruppe
unterschied sich nicht mehr von den Kontrollen. Die mit Onapriston behandelten Tiere hielten sich signifikant ldnger
als die unbehandelten Ratten.
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3.2.4.2 Das klinische Punktesystem

Neben dem Stangentest wurde ein klinisches Punktesystem verwendet, um die Auspragung des
Phinotyps der CMT-Ratten wihrend und nach der Behandlung zu quantifizieren (s.o.). Im Alter
von drei Wochen unterschieden sich die Behandlungsgruppen bei groBBer Schwankungsbreite
nicht (Abbildung 23A). Mit fiinf Wochen héuften sich die Werte der mit Progesteron
behandelten Tiere (n = 31) im unteren Bereich der Skala und ergaben einen signifikant (p <
0,05) reduzierten Punktewert im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 35). Die Onapristongruppe
(n = 18) hatte durchschnittlich hohere Werte (p < 0,05) (Abbildung 23B).

Im Alter von 7 Wochen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der
Progesterongruppe (n = 31) und der Kontrollgruppe (n = 35) (Abbildung 23C). Beide Gruppen
hatten mit ihren Punktwerten das untere Ende der Skala erreicht. Die mit Onapriston
behandelten Tiere (n = 18) zeigten signifikant (p < 0,005) hohere Werte als die Kontrollen
(Abbildung 23C).
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Abbildung 23: Klinischer Phéanotyp nach Steroidbehandlung:.
A Die Auspriagung der CMT1A wurde mit Hilfe eines klinischen Punktesystems beurteilt. Ein hoherer Punktwert
entsprach dabei weniger Krankheitssymptomen. Im Alter von drei Wochen unterschieden sich die

Behandlungsgruppen nicht.
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Abbildung 23 (fortgesetzt):

B Im Alter von fiinf Wochen erreichte die Progesterongruppe einen geringeren Punktwert und die Onapristongruppe
signifikant hhere Werte. Die Durchschnittswerte von Progesteron- und Kontrollgruppe nahmen im Zeitverlauf ab.

C Nach sieben Wochen unterschied sich die Progesterongruppe nicht signifikant von der unbehandelten Gruppe. Die
Onapristontiere zeigten hohere Punktwerte.

3.2.5 Korrelation der Ergebnisse
Die Ausprigung des CMTI1A-dhnlichen Phénotyps des Tiermodells wurde auf mehreren

Ebenen quantifiziert. Dazu wurden die Myelingenexpression, verschiedene histologische
Parameter und der Phinotyp der CMT-Ratten analysiert. Da alle erfassten Daten numerischen
Charakter hatten, konnten sie auf Korrelationen liberpriift werden. Es ergaben sich aus den
sechs untersuchten Parametern der CMT1A fiinfzehn mdgliche Korrelationen (Abbildung 24A).
Einige dieser Zusammenhénge waren fiir die Hypothese der vorliegenden Arbeit von besonderer
Bedeutung (Abbildung 24B) und sind daher gesondert dargestellt (Abbildung 24C, D, E).
Einzelne Parameter korrelierten nicht signifikant miteinander. Diese sind schematisch in rot
dargestellt (Abbildung 24B). Alle in dieser Abbildung in schwarz gezeigten Korrelationen
waren signifikant (Abbildung 24B).

Die Ergebnisse der PMP22-Expressionsmessung und des Stangentests bei sieben Wochen
korrelierten nicht signifikant in der transgenen unbehandelten Gruppe. Nur die Analyse der
Progesteron- und Onapristongruppe zeigte eine signifikante, negative Korrelation zwischen
beiden Werten (Abbildung 24C) (r = -0,282, p < 0,05). Es kann somit davon ausgegangen
werden, dass ein Tier mit vermehrter PMP22-Expression eine schlechtere korperliche Leistung
zeigt und umgekehrt. Interessanterweise erreichte auch die Korrelation zwischen der
Stangentestleistung im Alter von fiinf Wochen und der PMP22-Expression bei sieben Wochen
Signifikanz (r = -0,369, p < 0,05) (keine Abbildung). Offensichtlich weisen Tiere mit einer
niedrigen PMP22-Expression im Alter von sieben Wochen auch zu anderen Zeitpunkten einen

weniger starken CMT1A-Phéanotyp auf.

Die Histologie der CMT1A und der klinische Phinotyp zufillig ausgewahlter Tiere aus allen
Behandlungsgruppen wurden in Beziehung gesetzt. Die histologisch quantifizierte
Demyelinisierung im PNS von steroidbehandelten CMT-Ratten lie sich mit der
Stangentesthaltezeit signifikant korrelieren (p < 0,001) (Abbildung 24D). Tiere mit einer
Demyelinisierungsrate zwischen ca. sechs bis ca. achtzehn Prozent demyelinisierter Axone
unterscheiden sich fast nicht in Bezug auf ihre Stangentesthaltezeit. Der Stangentest hat eine

geringe Trennschérfe im unteren Leistungsbereich.

Auch die PMP22-Expression wurde mit der Histologie der CMT1A korreliert. Der Prozentsatz
demyelinisierter Axone korrelierte signifikant (p < 0,001) mit der PMP22-Expression in zufillig
ausgewihlten CMT-Ratten aus allen Behandlungsgruppen (Abbildung 24E).
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Abbildung 24: Korrelation der Untersuchungsergebnisse

A Die verschiedenen untersuchten Charakteristika der CMT-Ratten konnen miteinander korreliert werden. Die

fiinfzehn theoretischen Moglichkeiten der Korrelation sind dargestellt.

B Die drei in rot dargestellten Korrelationen waren nicht signifikant. Alle anderen Korrelationen erreichten

Signifikanz, worunter die in schwarz dargestellten Korrelationen von besonderer theoretischer Bedeutung sind.

C Die Stangentestergebnisse nach Behandlung mit Onapriston (blau) und Progesteron (rot) korrelierten signifikant

mit der PMP22-Expression.

D Die signifikante Korrelation zwischen dem Anteil unmyelinisierter Axone und der PMP22-Expression ist

dargestellt.

E Abgebildet ist die signifikante Korrelation zwischen Haltezeit im Stangentest und dem Anteil unmyelinisierter

Axone. Farben markieren Behandlung mit Onapriston (blau), Progesteron (rot) und Kontrolle (schwarz).
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

In ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Phanotyp der PMP22 transgenen CMT-Ratten
genauer charakterisiert. Die periphere Demyelinisierung, die Muskelatrophie und die
korperlichen Behinderungen variierten erheblich zwischen einzelnen CMT-Ratten. Dariiber

hinaus korrelierten die einzelnen Parameter signifikant.

Der zweite Teil der Arbeit lieferte den prinzipiellen Beweis, dass das Neurosteroid Progesteron
und dessen Antagonist Onapriston die periphere Myelinpathologie der CMTI1A modulieren
kann. Progesteron steigerte die physiologische, aber auch die pathologisch erhdhte, PMP22-
Expression im peripheren Nervensystem, wihrend Onapriston die PMP22-Uberexpression
verminderte. Progesteron verstirkte die periphere Hypomyelinisierung und Muskelatrophie.
Onapriston hingegen reduzierte den axonalen Untergang und das Fortschreiten der klinischen
Behinderungen im Tiermodell der CMT1A.
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4. Diskussion
4.1 Charakterisierung der CMT-Ratten

Die héufigste hereditire periphere Neuropathie des Menschen, die Charcot-Marie-Tooth-
Erkrankung Typ 1A (CMT1A), wird verursacht durch Duplikation des Gens des peripheren
Myelin-Proteins 22 (PMP22). Transgene Uberexpression von PMP22 in der so genannten
CMT-Ratte erzeugt eine der menschlichen Erkrankung sehr &hnliche Pathologie. In der
vorliegenden Arbeit wurde deren Klinik mit Hilfe phénotypischer, histologischer und
molekularbiologischer Methoden genauer charakterisiert und eine experimentelle Therapie der
CMTI1A in diesem Tiermodell etabliert.

Die menschliche CMT1A zeigt eine distal betonte Atrophie der Muskulatur des Unterschenkels,
der FiiBe und der Hénde (Abbildung 1A). Die Behinderungen beginnen meist in der zweiten
Lebensdekade und zeigen eine progrediente Verschlechterung (Birouk et al. 1997). Dabei
variieren sowohl Patientenalter bei Manifestation, als auch die Intensitit der Klinik betrachtlich
zwischen einzelnen Patienten (Kaku et al. 1993; Garcia et al. 1995; Thomas et al. 1997).
Histologisch kann eine Demyelinisierung der peripheren Nerven nachgewiesen werden (Fabrizi
et al. 1998), sowie in der Muskelbiopsie Zeichen der neurogenen Muskelatrophie (Dyck et al.
1993). Die Uberexpression von PMP22 ldsst sich im peripheren Nerven demonstrieren
(Yoshikawa et al. 1994; Vallat et al. 1996).

Diese beim Menschen bekannten Charakteristika der CMT1A werden auf bemerkenswerte
Weise in der CMT-Ratte nachgeahmt (Sereda et al. 1996). Der zeitliche Verlauf und die
interindividuelle Varianz des Phénotyps der CMT-Ratten war jedoch bisher ungeniigend

beschrieben worden. Daher wurden diese Parameter im Tiermodell detailliert untersucht.

4.1.1 Der klinische Phanotyp der CMT-Ratten

Der Phinotyp der CMT-Ratten wurde zu verschiedenen Alterszeitpunkten mit Hilfe des
Stangentests und des klinischen Punktesystems quantifiziert. Die Wildtyp-Ratten erreichten
deutlich hohere Leistungsdaten als die CMT-Ratten, die sich im Zeitverlauf verbesserten. In der
transgenen Gruppe nahm die Leistung ab und schwankte stirker zwischen einzelnen Tieren.
(Abbildung 13B, C).

Normale Ratten haben keine Probleme, sich auf der Stange zu halten und werden mit
zunehmendem Alter durch ihr natiirliches Wachstum stirker und leistungsfahiger. CMT-Ratten
sind schon mit drei Wochen deutlich schwicher. Die weiter abnehmende Leistung dieser Tiere
entspricht dem bekannten progredienten Charakter der menschlichen CMT1A (Dyck et al. 1989;
Birouk et al. 1997). Das klinische Punktesystem liefert in dieser Hinsicht iibereinstimmende
Ergebnisse. Die Analysen Stangentest und Punktesystem sind zur Quantifizierung der

klinischen Auspridgung der CMT1A geeignet. Wihrend des Stangentests werden vor allem die
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Hinterldufe beansprucht, die den GroBteil des Korpergewichts tragen (Abbildung 13A).
Dementsprechend atrophieren bei CMT1A-Patienten besonders die distalen Anteile der unteren
Extremitét. Dies Testverfahren quantifiziert somit den Grad der Behinderung der CMT-Ratten,
die die menschliche Pathologie nachahmt.

Die starke Schwankung des Phénotyps zwischen einzelnen CMT-Ratten hat ebenfalls ein
menschliches Korrelat. Der Krankheitsbeginn (Birouk et al. 1997), der Grad der klinischen
Behinderung (Thomas et al. 1997) und auch die histologischen Charakteristika (Gabreels-Festen
et al. 1995; Fabrizi et al. 1998) variieren stark zwischen einzelnen Patienten und zwischen
betroffenen eineiigen Zwillingen (Garcia et al. 1995). Die Variabilitit der CMT1A ist in Bezug
auf Elektrophysiologie und Klinik unter Zwillingen genauso hoch wie unter nicht verwandten
Patienten (Garcia et al. 1995; Thomas et al. 1997). Nicht genetische (,,epigenetische®) Ursachen
wurden daher unter anderem als Erkldrung der Varianz angenommen.

Welche Ursachen den starken Unterschieden zwischen einzelnen CMT-Ratten zu Grunde
liegen, ist bisher ungekldrt. Es handelt sich hochstwahrscheinlich nicht um ein Artefakt des
transgenen Tiermodells, da ein dhnliches Phdnomen von CMT1A-Patienten bekannt ist (s.0.).
Auch hier eignet sich die CMT-Ratte zur Analyse des Pathomechanismus der CMTI1A. Im
Tiermodell konnen Risikofaktoren einer schwer oder mild verlaufenden Neuropathie
identifiziert werden. Als praktische Konsequenz konnte sich hieraus die Moglichkeit bieten,
Patienten als Hoch- oder Niedrigrisikopatienten zu einzustufen. Die individuelle Prognose der
CMT1A zu kennen, wire hilfreich fiir Patienten, aber auch fiir eventuelle Therapieversuche.

4.1.2 Histologische Charakteristika der CMT-Ratten

Neben dem klinischen Phénotyp wurden periphere Demyelinisierung und Muskelatrophie der
CMT-Ratten quantifiziert, die beide deutlich zwischen einzelnen Tieren variierten (Abbildung
14A, Abbildung 15B). Der Umfang der Hinterbeine als Mal} fiir die Atrophie lieB sich
signifikant mit den Ergebnissen in beiden Phinotyptests korrelieren (Abbildung 14B, C). Auch
die histologisch bestimmte Demyelinisierung korrelierte mit dem Phénotyp (Abbildung 15C,
D).

Ein in den Phénotypanalysen schlecht abschneidendes Tier leidet also auch an einer schweren
Muskelatrophie und einem schweren Myelinschaden. Das Umgekehrte gilt flir ein
leistungsstarkes Tier. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die verwendeten Phénotyptests in
der Tat die Ausprigung der CMT1A messen. Wiirden nur Testartefakte wie Nervositit oder
Ungeschicklichkeit der Ratten gemessen, stinden Histologie und Atrophie in keinem
Zusammenhang mit den klinischen Daten. Dariiber hinaus entspricht die Varianz der Klinik der
CMT-Ratten offensichtlich der von Muskelatrophie und Histologie. Auch auf mikroskopischer
Ebene imitiert die CMT-Ratte somit die menschliche CMT1A (Thomas et al. 1997; Fabrizi et

al. 1998). Die Einflussfaktoren und Ursachen der Varianz bediirfen weiterer Abklarung (s.o.).
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4.1.3 Expression von PMP22 im peripheren Nervensystem

Die Duplikation des PMP22-Gens verursacht die CMTI1A. Diese geht mit einer relativ milden
(durchschnittlich 1,7-fachen) Uberexpression von PMP22 auf mRNA-Ebene (Yoshikawa et al.
1994) und histologisch dargestellt auf Proteinebene einher (Vallat et al. 1996; Gabriel et al.
1997). In den CMT-Ratten fiihrt transgene PMP22-Uberexpression zu einem CMT1A-ihnlichen
Phénotyp. Die PMP22-Expression zeigte eine groflere Schwankung in Nerven transgener Ratten
und lag ungefdahr 60% iiber der von Wildtyp-Ratten (Abbildung 16B). Eine besonders variable
1,6-fache PMP22-Uberexpression war in CMT-Ratten bereits beschrieben worden (Sereda et al.
1996). Auch in Bezug auf PMP22-Expression reproduziert die CMT-Ratte Charakteristika der
CMTIA. Die in dieser Arbeit dargestellte PMP22-Uberexpression und auch die Varianz

zwischen einzelnen Tieren stehen somit in Ubereinstimmung mit Daten der Literatur.

Daraus lassen sich methodische Riickschliisse ziehen. In der verwendeten PCR diente ein so
genanntes ,,Housekeeping“-Gens als Mall der mRNA-Konzentration der analysierten Probe
(Schild 1999). Dessen Expression musste als konstant vorausgesetzt werden. Die Auswahl des
richtigen ,,Housekeeping“-Gens wurde in der Literatur diskutiert (Tricarico et al. 2002). Im
vorliegenden Fall wurde B-Actin verwendet, welches in dhnlichen Zusammenhingen etabliert
wurde (Medhurst et al. 2000). Da die Ergebnisse im erwarteten Bereich liegen, sind
methodische Fehler oder Artefakte unwahrscheinlich.

AuBlerdem liefert dies Ergebnis eine Erkldrung fiir die starke Varianz in den Analysen von
Phénotyp und Histologie. Offensichtlich unterscheiden sich einzelne transgene Ratten stark in
der Menge ihrer PMP22-Uberexpression, was sich entsprechend fortsetzt in die anderen
Charakteristika der CMT1A. Ein stark iiberexprimierendes Tier wird also unter einer schweren
Demyelinisierung und Muskelatrophie leiden. Das Gegenteil gilt fiir eine schwach
iiberexprimierende CMT-Ratte. Diese Korrelation von Phénotyp und PMP22-Expression war
bereits zuvor angedeutet worden, ohne systematisch untersucht worden zu sein (Sereda et al.
1996). Sogar ein Schwellenwert der PMP22-Expression wurde vorgeschlagen. Wird dieser
theoretisch geforderte Wert iiberschritten, kommt es zur Manifestation der Krankheitssymptome
(Abbildung 5).

Die Ursachen der ausgepridgten Schwankungen der PMP22-Expression in genetisch gleich
ausgestatteten Individuen sind unbekannt (s.o0.). Jedoch legen die Ergebnisse nahe, dass eine
Reduktion der PMP22-Expression unter den geforderten Schwellenwert die Neuropathie positiv
beeinflussen kann. Wenn bekannt ist, welche Faktoren die PMP22-Expression in manchen
Individuen niedrig hélt, konnten diese fiir experimentelle Therapieansitze der CMTIA
verwendet werden. Ein solcher Modulator der PMP22-Expression sind Steroidhormone, die im

folgenden Teil untersucht wurden.
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4.2 Steroidtherapie der CMT-Ratten

Bisher existiert keine effektive Therapie der CMT1A (Young und Suter 2001). In Anbetracht
der Haufigkeit dieser vererblichen Erkrankung (Guzzetta et al. 1995; Blair et al. 1996;
Kuhlenbaumer et al. 2002; Morocutti et al. 2002) erschien die Moglichkeit, sie in Verlauf und
Auspriagung beeinflussen zu kénnen, von grofler klinischer und praktischer Relevanz. Diese
Gendosiserkrankung wird durch geringe Uberexpression eines nicht mutierten Myelingens
verursacht. Daher sollte das Ziel einer moglichen Therapie die Normalisierung der PMP22-

Expression sein.

Progesteron war als Modulator der PMP22-Expression identifiziert worden. Verschiedene
Autoren beschrieben eine vermehrte PMP22-Expression im peripheren Nerven nach Zufuhr von
Progesteron. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Signalsystem fiir experimentelle Therapie
der CMT1A verwendet.

4.2.1 Charakterisierung der Steroidbehandlung

Vor der Behandlung wurde die Pharmakokinetik der Steroidhormone untersucht. Nach fast
siebenwochiger subkutaner Injektion von Progesteron erreichte dessen Konzentration 24
Stunden nach der letzten Injektion einen dreifach hheren Wert als in der unbehandelten Gruppe
(Abbildung 17). Die Konzentration entsprach dabei Maximalwerten wahrend des Zyklus
weiblicher Ratten. Die tdgliche Behandlung mit Steroidhormonen hatte keine sichtbaren
toxischen Effekte. Auch das Gewicht von Wildtyp- und von transgenen Ratten war nicht
signifikant verdndert durch eine der Behandlungen (Abbildung 18A, B).

Daraus lésst sich schlussfolgern, dass Progesteron aus den subkutanen Behandlungsdepots
freigesetzt wird und in den Blutkreislauf gelangt. Auch 24 Stunden nach der letzten Injektion ist
die Depotwirkung offensichtlich noch ausreichend, um den Plasmaspiegel des Steroids zu
erhohen. Die Aufnahme von Progesteron ins Plasma aus subkutanen Depots wurde
nachgewiesen (Warwick und Parkes 1940). Trotz des schnellen Abbaus dieses Steroids (s.u.) ist
noch geniigend Progesteron vorhanden. Die absoluten Konzentrationen unbehandelter Ratten
(ca. 8 ng/ml) liegen dabei im Bereich der in anderen Verdffentlichungen bereits beschriebenen
(Butcher et al. 1974; Dohler und Wuttke 1975). Eine korrekte Bestimmung kann somit
angenommen werden.

Die verhédltnismafig schnelle Metabolisierung von Progesteron durch die Leber bedingt dessen
kurze Halbwertzeit im Serum von ungefahr 20 Minuten (Neumann et al. 1996). Nach Reduktion
zu 3a-200-Pregnandiol und Glukuronierung wird Progesteron im menschlichen Korper
vorwiegend renal eliminiert (Taylor W 1971; Neumann et al. 1996). In der Ratte erfolgt eine
primér bilidre Ausscheidung iiber die Fazes (Shen et al. 1954; Taylor W 1971) mit ebenfalls
kurzer Halbwertzeit (ca. 40 Minuten) (Robinson et al. 1981). Es ist somit unwahrscheinlich,
dass Progesteron durch die hdufige Verabreichung im Korper der Tiere akkumuliert. Sonst

wiren nach siebenwdchiger Behandlung deutlich hohere Konzentrationen zu erwarten. In der
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Literatur werden bei Ratten nach intramuskuldrer Injektion von Progesteron hdohere
Plasmaspiegel erreicht als in der vorliegenden Arbeit, die sich jedoch nach relativ kurzer Zeit
wieder normalisieren (Corpechot et al. 1993). Dies ist mit der schnelleren Resorption aus dem
Muskel- als aus dem subkutanen Fettgewebe zu erkléren.

Da die Progesteronkonzentration nach Behandlung vergleichbar war mit weiblichen
Maximalwerten, lag sie folglich nicht in einem fiir Ratten prinzipiell toxischen Bereich (Butcher
et al. 1974) (Abbildung 17). Dies stimmt mit dem klinischen Befund iiberein, dass keine
Nebenwirkungen der Behandlung beobachtet wurden. Offensichtlich ldsst sich der CMT1A-
Phinotyp schon durch geringfiigig, also in einem ,,physiologischen* Bereich, erhohtes
Progesteron verdndern. Die beobachteten Effekte sind nicht die Folge einer unverhdltnisméBig
iiberhohten Progesteronmenge. Geringe Unterschiede der Progesteronkonzentration konnen
Unterschiede des CMTI1A-Phénotyps verursachen. Somit konnte die endogene
Progesteronproduktion von CMT1A-Patienten eine Ursache der klinischen Variabilitit sein.
Eine Korrelation von endogener Steroidproduktion und CMT1A-Phéinotyp sollte angestrebt

werden.

Die Untersuchung der Pharmakokinetik von Onapriston ist im Gegensatz zu Progesteron nicht
moglich, da kein ,,Radioimmunoassay* zur Konzentrationsbestimmung existiert. Daher kann
man eine Freisetzung aus den subkutanen Depots nur voraussetzen und unterstellen. Fiir die
Aufnahme ins Blut spricht der lipophile Charakter von Onapriston und seine &hnliche
Molekiilstruktur im Vergleich zu Progesteron (Abbildung 6B). Subkutane Applikation von
Onapriston in gleicher (Michna et al. 1996) oder dhnlicher (Schneider MR et al. 1990; Michna
et al. 1991; Nishino et al. 1992) Konzentration erzielte in anderen Indikationsgebieten
experimentelle Effekte. In Tiermodellen fiir Brustkrebs wurden Wirkungen von Onapriston
nach subkutaner Injektion demonstriert. Die Plasmahalbwertzeit von Onapriston ist mit zwei bis
vier Stunden deutlich langer als die von Progesteron (Van Look und Von Hertzen 1993), so dass
eine ausreichend hohe Onapristonkonzentration anzunehmen ist. Auch die Aufnahme aus dem
Blut in den peripheren Nerven kann nur vorausgesetzt werden entsprechend der &hnlichen
Molekiilstruktur und Lipophilitdt von Onapriston (s.0.). Vor einer Anwendung von Onapriston
beim Menschen sind weiterfithrende Untersuchungen zur Pharmakokinetik, insbesondere im

Nervensystem, notig.

Der endgiiltige Nachweis einer erhohten Steroidkonzentration im Nerven selbst ist schwierig.
Einerseits bestehen die dargestellten Probleme bei der Analyse von Onapriston. Andererseits
wiirde die Progesteronbestimmung an der Interferenz von endogenem Progesteron der
Schwannzellen und zugefiihrtem Progesteron scheitern. Exogen zugefiihrtes Progesteron
erreicht trotz der Blut-Hirn-Schranke in hoher Konzentration das Gehirn (Corpechot et al.
1993). Das Progesteron im peripheren Nerven stammt sowohl aus der lokalen Synthese im
Nerven als auch aus dem Plasma. Die Progesteronkonzentration im Nerven reduziert sich
deutlich nach Entfernung der Progesteron produzierenden Gewebe wie Gonaden und
Nebennierenrinde (Corpechot et al. 1993; Koenig et al. 1995). Folglich findet ein reger
Austausch von Steroidhormonen zwischen Blut und Nerv statt. Die sehr lipophilen

Steroidhormone diffundieren relativ frei zwischen Plasma und Nervengewebe. Auf die
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Pharmakokinetik von Onapriston kann in diesem Zusammenhang nur geschlossen werden. Der
Progesteronantagonist Mifepriston hat eine vergleichbare Molekiilstruktur (Abbildung 6B) und
reduzierte das Wachstum nicht resektabler, menschlicher Meningeome (Koide 1998). Diese sehr
dhnliche Substanz erreicht somit das zentrale Nervensystem, so dass eine Aufnahme von

Onapriston ins periphere Nervensystem angenommen werden kann.

Zu den typischen Nebenwirkungen einer lingerfristigen Gestagenbehandlung im Rahmen der
Kontrazeption gehort im Menschen eine Zunahme des Gewichts (Neumann et al. 1996). Daher
wurde tdglich das Gewicht der Ratten gemessen. Interessanterweise verdnderte Progesteron
weder das Gewicht der transgenen noch der Wildtyp-Tiere signifikant (Abbildung 18A, B).
Dies konnte an der im Vergleich zur menschlichen hormonellen Kontrazeption geringen
Gesamtdauer und Gesamtdosis liegen (Neumann et al. 1996) oder an der ausschlieBlichen
Verwendung von minnlichen Ratten. Uber Effekte von Progesteron auf den minnlichen
Organismus ist wenig bekannt.

Auch die Onapristonbehandlung bewirkte keine signifikante Gewichtsverdnderung bei beiden
Genotypen. In anderen Studien fiihrte verhéltnismaBig kurzfristige Behandlung mit Onapriston
zu einem verringerten Korpergewicht junger Ratten (van der Schoot et al. 1991). Eventuell
handelte es sich dabei um eine nur tempordre Wirkung in der postnatalen Periode. Insgesamt
wogen die CMT-Ratten weniger als die Wildtyp-Ratten, was als Korrelat der bekannten
Muskelatrophie zu interpretieren ist. Der Gewichtsunterschied zwischen den Genotypen
vergroferte sich mit zunechmendem Alter sowohl absolut als auch prozentual als Zeichen des
progressiven Charakters der CMT1A (Abbildung 18A, B). Dies bietet eine andere Erklarung fiir
das unverdnderte Gewicht nach Onapriston in den transgenen Tieren. Durch die Behandlung
wird die Atrophie der Muskulatur vermindert und dementsprechend das Gewicht der CMT-
Ratten erhoht. Es wiirden sich also Wirkung von Onapriston direkt auf das Gewicht und indirekt
iiber die Pathologie der CMT1A gegenseitig auftheben.

Zusammenfassend sind ausreichende Konzentrationen der Wirkstoffe im Blut ohne bedeutende
Nebenwirkungen anzunehmen, die Aufnahme in das Nervensystem muss jedoch vorausgesetzt

werden.

4.2.2 Myelingenexpression nach Steroidbehandlung
Nach der Charakterisierung der Steroidbehandlung wurden deren Effekte in Wildtyp- und

CMT-Ratten untersucht. Die mit Progesteron behandelten Wildtyp-Ratten zeigten eine um ca.
25% erhohte PMP22-Expression im peripheren Nerven im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen (Abbildung 19B).

Die Expression zweier wichtiger Myelinproteingene wurde in steroidbehandelten CMT-Ratten
gemessen. Progesteron erhohte die Uberexpression von PMP22 weiter, wihrend Onapriston sie
senkte (Abbildung 20A). Das Gen des ,,Myelin Protein Zero“ (MPZ / P0) zeigte ein anderes
Verhalten in den transgenen Ratten. Progesteron erhdhte dessen Expression um ca. 50%. Die
Blockade des Progesteronrezeptors durch Onapriston hingegen hatte keinen Einfluss auf die
MPZ / PO-Expression (Abbildung 20B).



Diskussion 71

Die Expression der Myelingene wurde relativ zum nicht translatierten Exon 1B des PMP22-
Gens gemessen (Abbildung 16A). Die verwendete TagMan-PCR benoétigt dies Referenzgen als
Mab fiir die Menge der Ausgangs-DNA. Jedes ,,Housekeeping®-Gen kdnnte durch Steroide oder
durch einen verdnderten Phinotyp der CMT1A mitreguliert werden. Fiir das Exon 1B des
PMP22-Gens war eine unveridnderte Expression nach Progesteron gezeigt worden (Desarnaud et

al. 1998) und es war daher als Referenz besonders geeignet.

4.2.2.1 Die PMP22-Expression nach Steroidbehandlung

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen erscheinen gering. Kann eine
15%ige Reduktion der PMP22-Expression Auswirkungen auf die CMT1A-Pathologie haben?
Bereits eine ca. 1,5-fache Uberexpression von PMP22 fiihrt zur CMTIA (s.0.) und eine
Reduktion der Gendosis um 50% zur HNPP (Adlkofer et al. 1995; Schenone et al. 1997a;
Schenone et al. 1997b). Verdnderungen der PMP22 und MPZ / PO-Expression um bis zu 50%
nach Progesterongabe wurden in dhnlicher Form zuvor beschrieben (Melcangi et al. 1999).
Somit konnen bereits geringe Verdnderungen der PMP22-Expression zu gravierenden

Veranderungen des peripheren Nervensystems fithren, wie im vorliegenden Fall gezeigt.

Was sind Schlussfolgerungen aus der verdnderten PMP22-Expression? Die PMP22-
Uberexpression als Ursache der CMTIA st prinzipiell beeinflussbar und der
Progesteronrezeptor ist ein mogliches pharmakologisches Ziel fiir die Therapie der CMT1A.
Die Ursache der CMT1A kann moduliert werden, auch wenn der zugrunde liegende Gendefekt
nicht geheilt wird. Einerseits sollten Therapien der CMTI1A auf eine Normalisierung der
PMP22-Expression ausgelegt sein. Andererseits sollte die Anwendung von Progesteron, zum
Beispiel in Form von oralen Kontrazeptiva, in CMT1A-Patienten vermieden werden, um deren
PMP22-Expression nicht weiter zu erhdhen. Auch bei anderen Gendosiserkrankungen konnte

dieser Strategie anwendbar sein.

Dariiber hinaus wird die Rolle des Progesterons in Schwannzellen durch die Resultate
hervorgehoben. Dieses Signalsystem ist an der Regulation der Myelingenexpression beteiligt
(Desarnaud et al. 1998; Melcangi et al. 1999). Wenn die Blockade der Progesteronrezeptoren
die PMP22-Expression senkt, muss Progesteron, neben anderen Signalwegen, fiir die
Aufrechterhaltung eines gewissen Anteils der PMP22-Expression verantwortlich sein
(Abbildung 25). Dies gilt zumindest fiir die pathologische Situation der CMT1A, da schliellich
nicht die Wirkung von Progesteron umgekehrt, sondern nur der normale Signalweg blockiert
wird. Fiir die Normalsituation lésst sich dies ebenfalls vermuten.

Umgekehrt ist die pathologische Uberexpression von PMP22 noch weiter durch Progesteron zu
aktivieren (Abbildung 25). Man hitte annehmen konnen, dass sich die Schwannzelle durch
negative Feedback-Mechanismen vor noch weiterer Erhdhung ihrer iibermiBigen Expression
schiitzen kann. Offensichtlich ist dies nicht der Fall und Progesteron kann ihr diesen Effekt

Laufzwingen®.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Auswirkung der Steroidbehandlung.

Die PMP22-Expression im peripheren Nervensystem der CMT-Ratten setzt sich zusammen aus Wildtyp- und transgener
Expression. Die Prozentangaben der Expression sind schematisch. Ein gewisser Anteil der PMP22-Uberexpression wird durch
Progesteron reguliert. Onapriston kann diesen Teil der PMP22-Expression vermindern und Progesteron kann ihn vergroflern. Eine

Reduktion auf Wildtyp-Niveau ist unmoglich.

Beim Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur lassen sich grundsétzlich in vitro und in vivo
Untersuchungen unterscheiden, die teilweise variierende Meinungen iiber Wirkung und
Mechanismus von Progesteron in Schwannzellen vertreten. Nach Progesteronzufuhr wurde in
einem in-vitro-Promotorassay eine Aktivierung des fiir Schwannzellen spezifischen Promoters
des PMP22-Gens gezeigt (Desarnaud et al. 1998). In anderen Veroffentlichungen erhohte
Progesteron die PMP22-Expression (Notterpek et al. 1999b). Die Ergebnisse der
Expressionsuntersuchung nach Progesteronzufuhr in vitro stehen also in Ubereinstimmung mit

den Befunden der vorliegenden Arbeit.

In der Literatur wurde nur der Progesteronantagonist Mifepriston (RU-486) in Schwannzellen
untersucht, der anders als zu erwarten den Promoter des PMP22-Gens noch weiter aktivierte.
Das erscheint auf den ersten Blick paradox, ist aber durch das experimentelle Vorgehen zu
erkldren. In Schwannzellkulturen wird eine hohe cAMP-Konzentration durch Forskolin erzeugt.
Die groBlere cAMP Menge verwandelt so genannte Typ-I-Antagonisten, wie Mifepriston, nach
Bindung des Antagonisten-Rezeptor-Komplexes an die DNA in funktionelle Agonisten
(Nordeen et al. 1995). Dies geschieht iiber eine aktivierende Phosphorylierung des
Progesteronrezeptors durch die Proteinkinase A (PkA) (Sartorius et al. 1993; Edwards et al.
1995), die unter dem Einfluss der cAMP-Konzentration steht (Loffler 1996a). Eine solche
funktionelle Umwandlung ist von Typ-II-Antagonisten, wie Onapriston, nicht zu erwarten
(Sartorius et al. 1993; Edwards et al. 1995), weil sie die Bindung des Progesteronrezeptors an
die DNA inhibieren (Bocquel et al. 1993) und folglich nicht nach Bindung phosphoryliert
werden konnen. Daher gilt Onapriston als reiner Antagonist (Typ-II), was die verringerte

PMP22-Expression nach Onapristongabe erklart.
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Auch in vivo wurde eine vermehrte PMP22-Expression im peripheren Nervensystem nach
Progesteronzufuhr gezeigt (Melcangi et al. 1999; Magnaghi et al. 2001), was in
Ubereinstimmung mit den Befunden dieser Arbeit steht. Von den Autoren wurde allerdings ein
alternativer Signaltransduktionsmechanismus fiir Progesteron auf die PMP22-Expression
gefordert. Demnach soll Progesteron nach Umwandlung in seine reduzierten Metaboliten Di-
Hydro-Progesteron (DH-Progesteron) durch die 5Sa-Steroidreduktase und weiter in Tetra-Hydro-
Progesteron (TH-Progesteron) durch die 3a-Hydroxysteroid-Oxidoreduktase (Abbildung 6A)
iiber eine Modulation des GABA s-Rezeptors auf die periphere Myelingenexpression wirken. Es
wird dabei eine Steigerung der PMP22-Transkription ausschlieBlich tiber TH-Progesteron und
den GABAj4-Rezeptor gefordert.  Schlussfolgernd  diirfte  Onapriston dann  als
Progesteronrezeptorantagonist keinen Effekt auf die PMP22-Expression haben. In der Tat
wurde eine Wirkung von Progesteron und weiteren Neurosteroiden auf den GABA-Rezeptor
im zentralen Nervensystem im Zusammenhang mit Lern- und Verhaltensregulation beschrieben
und untersucht (Engel und Grant 2001; Vallee et al. 2001; Van Broekhoven und Verkes 2003).

Verschiedene Argumente sprechen jedoch gegen diesen Steuerungsmechanismus des peripheren
Myelin:

- Erstens wurde in der vorliegenden Arbeit ein signifikanter Effekt von Progesteron selbst auf
die PMP22-Expression in vivo demonstriert mit verbesserter Messtechnik (Abbildung 19).

- Zweitens wurde die funktionelle Bedeutung der in Schwannzellen exprimierten Untereinheiten
des GABA-Rezeptors (o, 03, B1, P2, B3) nicht gezeigt, sondern nur ihre mRNA-Expression
durch eine RT-PCR nachgewiesen (Melcangi et al. 1999).

- Drittens kann TH-Progesteron in DH-Progesteron zuriickverwandelt werden und somit auch
iiber den intrazelluldren Progesteronrezeptor wirken (Abbildung 6A) (Mellon und Vaudry
2001).

- Viertens bindet und aktiviert auch TH-Progesteron den intrazelluliren Progesteronrezeptor
(Rupprecht et al. 1993).

- Flinftens ist ein Signalweg vom plasmamembranstindigen GABAa-Rezeptor zum PMP22-Gen
unbekannt, ganz im Gegensatz zum Progesteronrezeptor vermittelten Signalweg (s.u.).

- Sechstens wurden in der genannten Verdffentlichung falsche Schliisse aus den Ergebnissen
gezogen. Die PMP22-Expression wurde sowohl von TH-Progesteron, als auch von
unmodifiziertem Progesteron und DH-Progesteron erhoht, wobei nur der Effekt von TH-
Progesteron Signifikanz erreichte (p < 0,01) (Melcangi et al. 1999). Es wurde ecine alleinige
Expressionserhohung durch TH-Progesteron gefordert, weil nur diese signifikant war im
Vergleich zur unbehandelten Gruppe (Melcangi et al. 1999). Daraus lésst sich jedoch nicht
umgekehrt schlussfolgern, dass die mit Progesteron und DH-Progesteron behandelte Gruppe
keine erhohte Expression zeigen oder die TH-Progesteron Gruppe signifikant mehr Wirkung
zeigt als die beiden anderen Gruppen. Fiir solche Schlussfolgerungen wire ein umgekehrter

Versuchsautbau nétig.

Fiir eine Regulation der peripheren Myelinisierung iiber den intrazellulidren Progesteronrezeptor
spricht auBerdem ein bekannter intrazelluldrer Signalweg. Progesteron verstirkt iiber den

intrazelluldren Rezeptor vermittelt die Expression des Transkriptionsfaktors EGR2 / Krox-20
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(Guennoun et al. 2001; Mercier et al. 2001). Dieser wiederum ist von zentraler Bedeutung fiir
die periphere Myelinisierung. Im Tiermodell ohne EGR2 / Krox-20-Expression bleibt die
Transkription von Myelingenen aus und kein peripheres Myelin wird generiert (Topilko et al.
1994). Mutationen im menschlichen EGR2 / Krox-20-Gen konnen eine demyelinisierende
Neuropathie verursachen (Warner et al. 1998; Bellone et al. 1999; Timmerman et al. 1999). Die
Adenovirus vermittelte Uberexpression von EGR2 / Krox-20 fiihrt in vitro zu einer
Expressionssteigerung aller wichtigen Myelingene, wie MPZ / PO und auch PMP22 (Nagarajan
et al. 2001). Damit ergibt sich eine zusammenhédngende Signalkaskade fiir die Wirkung von

Progesteron auf die Myelingenexpression in Schwannzellen.

Die Vorstellung von Progesteron als Ligand des GABA,-Rezeptors in Schwannzellen ist also
nicht in allen Punkten schliissig. Aber auch die Funktion des Progesteronrezeptors an dieser
Stelle bedarf noch weiterer Untersuchung. Die Frage nach dem Wirkmechanismus von
Progesteron in Schwannzellen ist von so grofer Bedeutung, weil beide dargestellten Theorien
eine unterschiedliche Vorgehensweise zur Behandlung der CMTI1A bedingen wiirden.
Einerseits miisste die PMP22-Uberexpression durch Modulatoren am GABA,-Rezeptor
behandelt werden. Andererseits miissten Antagonisten am klassischen Progesteronrezeptor zur

Anwendung kommen.

Die beiden Theorien iiber den Wirkmechanismus von Progesteron in Schwannzellen miissen
sich dartiber hinaus nicht gegenseitig ausschlieBen. Es ist durchaus denkbar, dass sowohl der
intrazelluldre Progesteronrezeptor durch Progesteron selbst und der GABAs-Rezeptor durch die
Metabolite von Progesteron aktiviert werden. Beide konnten simultan oder zumindest
synergistisch auf PMP22 wirken. Dies konnte ein neues hypothetisches Konzept fiir die Rolle
von Progesteron in Schwannzellen bilden, in dem dasselbe Hormon iiber verschiedene

Rezeptorsysteme auf dasselbe Zielgen wirkt.

4.2.2.1 Die MPZ / PO-Expression nach Steroidbehandlung

Die Expression des Myelinproteins MPZ / PO reagierte anders als die von PMP22 auf die
Steroidzufuhr. Nach Progesteronbehandlung der CMT-Ratten zeigten diese eine um ca. 50%
erhohte MPZ / PO-Expression (Abbildung 20B). Die Tiere, die Onapriston erhalten hatten,
verdnderten ihre MPZ / PO-Expression nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es
wurde wie zur Quantifizierung der PMP22-Expression der nicht steroidregulierte Teil des
PMP22-Gens als Referenz verwendet.

Offensichtlich reguliert exogen zugefiihrtes Progesteron auch die Expression von MPZ / P0. In
der Promotorsequenz von MPZ / PO existiert eine Sequenz, die eine 50-prozentige Homologie
zu dem so genannten ,progesterone responsive element zeigt (Magnaghi et al. 1999).
AuBlerdem konnte iiber den oben beschriebenen Signalweg des Transkriptionsfaktors EGR2 /
Krox-20 auch die MPZ / P0O-Expression mitreguliert werden (s.0.). Verschiedenen Autoren
beschrieben sowohl in vitro (Chan et al. 1998; Desarnaud et al. 1998; Jung-Testas et al. 1999)
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als auch in vivo (Melcangi et al. 1999) eine erhohte MPZ / PO-Expression durch Progesteron.

Das Ergebnis ist also mit der Literatur vereinbar.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der MPZ / PO-Expression nach Steroidbehandlung

Die MPZ / PO-Expression wird durch Progesteron erhoht, durch Onapriston aber nicht vermindert. Somit ist
Progesteron nicht notwendig fiir die MPZ / PO-Expression im unbehandelten Zustand.

Anders als beim PMP22 ist die Steroidwirkung jedoch offensichtlich nicht fiir die ,,steady-state*
Grundexpression von MPZ / PO notwendig. Sonst wiirde die Blockade des Systems durch
Onapriston die Expression von MPZ / PO verringern (Abbildung 26). Onapriston kann nur eine
transgene Uberexpression des PMP22-Gens, nicht aber eine ,,normale* Expression des MPZ /
PO-Gens reduzieren. Eventuell ist eine Myelingeniiberexpression leichter oder durch andere
Mechanismen zu vermindern als die Normalexpression.

Eine weitere Erklarung konnte sein, dass sich der positive Effekt der Onapristonbehandlung auf
die Nervenpathologie und der senkende Effekt auf die Expression von MPZ / PO gegenseitig
aufheben. Ein PMP22 transgenes Mausmodell zeigt eine verringerte MPZ / PO-Expression
(Magyar et al. 1996). Der Verlust der Myelinscheiden konnte die Expression der
Mpyelinbausteine reduzieren. Weniger Myelin bedeutet weniger Myelingenexpression. Somit
bedeutet mehr Myelin nach Onapristonbehandlung (s.u.) auch mehr Myelingenexpression, die
den vermuteten vermindernden Effekt von Onapriston auf MPZ aufheben konnte.

Aus der Literatur ist wenig bekannt zur MPZ / PO-Expression nach Blockade von
Progesteronrezeptoren. In vitro fiihrte der Typ-lI-Progesteronantagonist Mifepriston (s.0.) zu
einer erhohten MPZ / PO-Expression. Dies ist wieder durch die partiell agonistische Wirkung
von Mifepriston zu erkliren (s.0.). Analysen zur MPZ / PO-Expression in vivo nach Behandlung

mit einem Progesteronantagonisten wurden nicht veréffentlicht.
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4.2.3 Histologie der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung

Die Auswirkungen der Steroide auf die CMTIA wurden auf histologischer Ebene weiter
untersucht. Drei verschiedene Charakteristika der Pathologie der peripheren Nerven wurden
quantifiziert (Abbildung 21A, C, E). Zwischen g-ratio und Demyelinisierung muss dabei genau
unterschieden werden. Das g-ratio dient als MaBl der Myelindicke von ,,immer noch*
myelinisierten Axonen (Abbildung 11A, B). Ein erhohtes g-ratio ist also Zeichen einer
Hypomyelinisierung. Fiir die Analyse der Demyelinisierung wurden Axone gezéhlt, die keine
Myelinscheide mehr aufwiesen.

Die Dicke des noch vorhandenen Myelins, gemessen als ,,g-ratio”, war nach Behandlung mit
Progesteron deutlich geringer als in den Kontrollen. Die mit Onapriston behandelten CMT-
Ratten zeigten keine verdnderte Myelindicke (Abbildung 21B). Die Schwankung zwischen
Einzeltieren in Onapriston- und Kontrollgruppe war sehr gro3 und in der Progesterongruppe
deutlich kleiner. Dariiber hinaus entsprachen die g-ratios in Kontroll- und Onapristongruppe
denen in Wildtyp-Ratten.

Der Anteil nicht myelinisierter Axone zeigte ebenfalls eine groe Varianz zwischen
individuellen Tieren, wobei sich jedoch keine signifikanten Verdnderungen durch die Steroide
nachweisen lieBen (Abbildung 21D). Ein Trend zu mehr Demyelinisierung in der Progesteron-
und weniger in der Onapristongruppe war zu verzeichnen.

Die Gesamtanzahl aller Axone in den Ischiasnerven lag zwischen 5000 und 8000 mit geringster
Schwankung in der Progesterongruppe. Dabei zeigten die mit Onapriston behandelten Tiere
signifikant mehr Axone als die Kontrollen, wahrend sich die Tiere der Progesterongruppe nicht
unterschieden (Abbildung 21F). Zusammenfassend fiihrte die Behandlung mit Onapriston zu
mehr Axonen und die Behandlung mit Progesteron zu diinnerem Myelin in Ischiasnerven der
CMT-Ratten.

4.2.3.1 Hypomyelinisierung durch Progesteron

Warum verstirkt die durch Progesteron erhohte PMP22-Expression selektiv die
Hypomyelinisierung, aber nicht die Demyelinisierung und den axonalen Verlust? Warum
reduziert Onapriston zwar den axonalen Verlust, hat aber auf die Myelindicke und die
Demyelinisierung keinen Einfluss? Obwohl also beide Steroide den Phénotyp und die PMP22-
Expression gegensinnig verdndern, modulieren sie nicht die Histologie. Eine Schlussfolgerung
konnte sein, dass Steroide auf die Histologie der CMT1A anders wirken als auf die anderen
Krankheitsparameter. Fiir PMP22 wurde eine duale Funktion in der Myelinisierung und
Schwannzelldifferenzierung vorgeschlagen (Suter et al. 1994; Suter und Snipes 1995; Taylor V
et al. 1995). Eventuell beeinflussen Onapriston und Progesteron unterschiedliche Funktionen
von PMP22. Moglicherweise wird der Einfluss auf die g-ratios nicht tiber die PMP22-
Expression vermittelt, sondern iiber andere, unbekannte Signalwege. Es konnte sich dariiber

hinaus um Artefakte der geringen Tierzahlen in allen Gruppen handeln.

Die Degeneration von Myelinscheiden ist ein entscheidendes Charakteristikum der
menschlichen CMT1A. Die Dicke des noch vorhandenen Myelins wurde in CMT1A-Patienten
untersucht und korreliert mit deren Alter, aber nicht mit ihrer Klinik (Fabrizi et al. 1998). Das g-
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ratio konnte also zur Charakterisierung der CMT1A ungeeignet sein. Die Mischung von Hypo- /
und Hypermyelinisierung einzelner Axone (Gabreels-Festen et al. 1995) kdnnte im Durchschnitt
das g-ratios ausgleichen. Sogar dickere Myelinscheiden wurden in einigen CMT1A-Patienten
beschrieben (Gabreels-Festen et al. 1995). Dickeres Myelin wurde in CMT1A-Mausmodellen
beschrieben (Norreel et al. 2003) und von anderen Untersuchern eine im Durchschnitt normale
Mpyelindicke gefunden (Sancho et al. 1999). Auch das Rattenmodell der CMT1A zeigt eine
Mischung aus Hypo- / und Hypermyelinisierung (Sereda et al. 1996). Zusammenfassend
existieren in der Literatur allein schon fiir den Vergleich zwischen normaler und CMTI1A-
Situation in Tieren bzw. Patienten sehr widerspriichliche Angaben. Teilweise dickeres,
normales oder diinneres Myelin. Die verwendete Methode ist also kritisch zu beurteilen und
eventuell ungeeignet fiir die Quantifizierung der Klinik der CMT1A nach Behandlung mit
Steroiden.

4.2.3.2 Unverdnderte Demyelinisierung

Warum gibt es einen Trend aber keine signifikante Verdnderung des Anteils demyelinisierter
Axone nach Steroidbehandlung in den CMT-Ratten? Aus der Histologie von CMT-
Tiermodellen sind unterschiedliche Ausprigungen der Demyelinisierung bekannt (Huxley et al.
1996; Sereda et al. 1996; Robertson AM et al. 2002). Die Vergleichsdaten fiir den Prozentsatz
demyelinisierter Axone sind schwierig einzuordnen, da die generierten transgenen Tiermodelle
eine jeweils unterschiedliche PMP22-Uberexpression aufweisen (Huxley et al. 1998). Ahnliche
(Norreel et al. 2003), aber auch unterschiedliche (Robertson AM et al. 2002) Anteile
demyelinisierter Axone im peripheren Nerven wurden vorbeschrieben. Auch der Vergleich mit
menschlichen Werten liefert variierende Ergebnisse. Einerseits wurden in CMT1A-Patienten
iibereinstimmende Prozentzahlen demyelinisierter Axone (Fabrizi et al. 1998), aber auch
ginzlich andere Werte beschrieben (Gabreels-Festen et al. 1995).

Die groB3e interindividuelle Varianz der Demyelinisierung ist vergleichbar mit den Expressions-
und Phénotypanalysen. Aus den histologischen Analysen menschlicher Nervenbiopsien
(Gabreels-Festen et al. 1995; Fabrizi et al. 1998) und von CMT-Tiermodellen (Robertson AM et
al. 2002; Norreel et al. 2003) sind ebenfalls starke Schwankungen der Histologie bekannt (s.0.).
Um einen Effekt der Behandlung darstellen zu konnen, wurden in anderen
Untersuchungsmethoden groBe Tierzahlen (n = 14 - 35 pro Gruppe) verwendet. Die
histologische Untersuchung zeigt einen Trend zu verstirkter Demyelinisierung durch
Progesteron und verringerter Demyelinisierung durch Onapriston. Dieser Trend spricht fiir
ungeniigend groBe Tierzahlen bei den histologischen Analysen (n = 4 - 6 pro Gruppe).

Erweiterte Gruppengrofien hitten die Steroidwirkung deutlicher werden lassen.

Der Anteil demyelinisierter Axone konnte dariiber hinaus zu diesem Zeitpunkt auch das falsche
Mal der Auspragung der CMT1A sein. Die Demyelinisierung kdnnte bereits zu einem fritheren
Zeitpunkt abgelaufen sein und im Alter von sieben Wochen in allen Gruppen ihren Endpunkt
erreicht haben. Auch koénnten die Axone, die demyelinisiert waren, bereits abgestorben sein

(s.u.). Dann wiren vor allem die myelinisierten Axone im Alter von sieben Wochen iibrig und
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ein Unterschied nicht mehr sichtbar. Schlussfolgern konnte man andererseits auch, dass
Steroidhormone keinen Einfluss auf den Prozentsatz demyelinisierter Axone haben und nur die
Myelingenexpression, den axonalen Verlust und den klinischen Phéinotyp verdndern. Dies

erscheint jedoch wenig nahe liegend.

In der Literatur zum Einfluss von Progesteron auf das periphere Myelin steigert
Progesteronzufuhr die Remyelinisierung nach Kryoldsion (Koenig et al. 1995). Dies steht auf
den ersten Blick im Widerspruch zum Ergebnis, dass Progesteron im vorliegenden Fall
tendenziell die Hypomyelinisierung verstirkt (Abbildung 21B). Der Unterschied zwischen
beiden Systemen ist dabei die eigentliche Ursache des Myelinuntergangs. Nach Kryolésion ist
eine vermehrte Expression aller Myelingene von Vorteil und die Remyelinisierung wird
beschleunigt (Koenig et al. 1995; Chan et al. 1998). Im vorliegenden Fall einer hereditaren
Neuropathie ist jedoch gerade die Uberexpression von PMP22 der krankheitsauslésende Faktor
(Lupski et al. 1991; Yoshikawa et al. 1994; Vallat et al. 1996). Dementsprechend muss noch
mehr PMP22 nach Progesteron negativ wirken, wéhrend es im Kryoldsionsmodell positive
Effekte hat.

4.2.3.3 Reduzierter axonaler Verlust durch Onapriston

Warum zeigen die mit Onapriston behandelten CMT-Ratten mehr Axone in ihren Ischiasnerven
als die Kontrolltiere? Vermutlich wird der axonale Untergang durch Onapriston verringert. Ein
vermehrtes Auswachsen von Axonen durch Onapriston, was die andere theoretische
Erklarungsmoglichkeit wire, diirfte so gut wie ausgeschlossen sein. Die direkte Zéhlung aller
Axone in den Ischiasnerven sollte dabei ein exaktes Mal} des axonalen Verlustes liefern. Eine

Normalisierung der PMP22-Expression (s.0.) fiihrt zu einem reduzierten Absterben der Axone.

Die Demyelinisierung der CMT1A verursacht iiber unbekannte Mechanismen den Untergang
der Axone. Die Reduktion der Axonanzahl wurde in CMT1A-Patienten indirekt nachgewiesen
durch die Messung der Muskelsummenaktionspotentiale (Dyck et al. 1993; Krajewski et al.
2000) und die Schitzung motorischer Einheiten in der Hypothenarmuskulatur (Lewis et al.
2003). Dieser axonale Verlust korreliert mit der Klinik der CMT1A (Krajewski et al. 1999).
Auch ein CMT1A-Mausmodell reproduziert dieses Symptom im peripheren Nerven (Sancho et
al. 1999), das mit einem Untergang der Neurone im Riickenmark assoziiert ist (Norreel et al.
2003). Der axonale Verlust ist also typisches Merkmal der CMT1A und wird in CMT-Ratten
durch die Zufuhr von Onapriston verringert. Da Progesteron nicht zu einer weiteren Abnahme

der Axonanzahl fiihrt, ist dieser Prozess offensichtlich nicht noch weiter zu beschleunigen.

Bei der CMT1A wurde ein behinderter axonaler Transport als einer der zugrunde liegenden
Mechanismen des axonalen Verlustes identifiziert (Sahenk et al. 1999). Auch primire
Schwannzelldefekte wie PMP22-Uberexpression und Demyelinisierung konnen somit den
Aufbau des Axons und dessen intrazelluliren Transport behindern. Die Ergebnisse der
Steroidbehandlung lassen nun annehmen, dass die Schwannzellpathologie der Myelinscheide

und die axonale Pathologie jeweils anderen Regulationsvorgéngen unterliegen. Bisher wurde
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angenommen, dass die De- und Hypomyelinisierung das Axon schidigt. FEinerseits
beeintrachtigt erhohte PMP22-Expression durch Progesteron jedoch die Myelinscheide, nicht
aber die Axone. Andererseits mildert erniedrigte PMP22-Expression durch Onapriston die
axonale Pathologie, nicht aber den Myelindefekt selbst. Offensichtlich laufen Myelin- und
Axonschaden getrennt von einander ab und eventuell beruhen beide auf unterschiedlichen
Wirkungen von PMP22.

Eine mdgliche Erkldrung fiir den fehlenden Effekt der Progesteronbehandlung auf die
Axonanzahl konnte eine ,,Sdttigung™ der Pathologie sein. Eventuell sind bereits in den
unbehandelten CMT-Ratten alle Axone abgestorben, die degenerieren konnen.
Ubereinstimmend damit unterscheidet sich der klinische Phinotyp der Progesteron- und
Kontrollgruppe nicht. Dies legt ebenfalls die Vermutung nahe, dass nur das Fortschreiten der
CMTI1A durch Progesteron beschleunigt wird, der Endpunkt im Alter von sieben Wochen aber
bereits erreicht ist und deshalb unverdndert bleibt (Abbildung 27).

4.2.4 Phanotyp der CMT-Ratten nach Steroidbehandlung

Die Auswirkung der Steroidbehandlung auf den Phinotyp wurde mit Hilfe des Stangentests und
des klinischen Punktesystems beurteilt. Insgesamt verschlechterte sich der Phianotyp in allen
Gruppen im Laufe der Zeit.

Die drei Gruppen behandelter CMT-Ratten zeigten im Alter von drei Wochen keine
Phénotypunterschiede (Abbildung 22A, Abbildung 23A). Moglicherweise ist die Evaluation des
klinischen Phinotyps von CMT-Ratten durch den Stangentest in diesem jungen Alter
ungeniigend, weil die Ratten wegen ihres geringen Korpergewichts nicht ausreichend
beansprucht werden, um auffillig zu werden. Auch kénnte der CMT1A-Phinotyp noch nicht
ausreichend entwickelt sein, um Effekte der Behandlung darzustellen. Die Unterschiede in den
Phinotypanalysen zwischen transgenen und Wildtyp-Ratten nehmen im Zeitverlauf zu
(Abbildung 22B, Abbildung 23B). Erst wenn sie fortgeschritten sind, trennen sich die Gruppen
ausreichend auf. AufBlerdem wird die mRNA-Expression der CMT-Ratten therapeutisch
beeinflusst, wihrend die Klinik als ,,Read-Out® dient. Wahrend die mRNA kurzfristig reguliert
wird, muss sich der Effekt der Therapie iiber axonalen Verlust und Muskelatrophie erst in die
Klinik fortsetzen.

Im Alter von fiinf Wochen schneidet die Progesteron behandelte Gruppe signifikant schlechter
ab in beiden Analysen (Abbildung 22B, Abbildung 23B). In dieser Gruppe treten keine Tiere im
oberen Bereich der Leistungsskala auf. Durch ihre erhohte PMP22-Expression entwickeln die
CMT-Ratten eine schwerer verlaufende Neuropathie, die zu einer stirkeren klinischen
Behinderung fithrt. Es wurde vorgeschlagen, dass die CMT1A zum Ausbruch kommt, sobald
die PMP22-Expression einen gewissen Schwellenwert tiberschreitet (Abbildung 5) (Sereda et al.
1996). Die Progesteronbehandlung ,,hebt* alle Tiere {iber diesen Wert und erzeugt damit bereits
im Alter von fiinf Wochen eine schwere Beeintrachtigung. Der Effekt von transgener
Uberexpression und Progesteron induzierter Uberexpression addieren sich und fiihren zu einer

stiarkeren und fritheren Auspragung der Symptome (Abbildung 25).
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Abbildung 27: Schematische Darstellung des Phanotyps der CMT-Ratten

Schematische Darstellung der Entwicklung des CMT1A-Phénotyps wéhrend der Behandlung mit Steroidhormonen.
Die Verbindungen zwischen den Zeitpunkten und die relative Leistung sind hypothetisch gewéhlt. Im Alter von drei
Wochen unterscheiden sich die Behandlungsgruppen nicht voneinander. Die Progesteronbehandlung beschleunigt die
progrediente Verschlechterung des Phénotyps. Onapriston verlangsamt sie. Nach sieben Wochen haben auch die
Kontrolltiere den erfassbaren klinischen Endpunkt erreicht. Daher unterscheiden sich Progesteron- und
Kontrollgruppe nicht mehr. Die Onapristongruppe zeigt immer noch eine deutlich héhere Leistungsféhigkeit.
Vermutlich wiirden alle Tiere die maximale Ausprigung der Neuropathie erreichen bei weiterer Fortsetzung der

Analysen.

Demgegeniiber zeigte die Onapristongruppe im gleichen Alter bessere Stangentestleistung und
bessere klinische Punktwerte (Abbildung 22B, Abbildung 23B). Die verminderte PMP22-
Expression ldsst den CMT1A-&hnlichen Phinotyp nur abgeschwicht zum Ausbruch kommen.
Offensichtlich wird durch die Onapristonbehandlung die Erkrankung hinausgezogert, wéihrend
sie durch Progesteron frither auffillig wird. Der Effekt der Behandlung ist nur modulierend und
nicht alle Tiere zeigen einen besseren Phénotyp (Abbildung 22B, Abbildung 23B). Die CMT1A
wird nicht geheilt, sondern nur positiv beeinflusst.

Die Ausprigung der CMT1A ist im Tiermodell derart variabel, dass PMP22 transgene Miuse
nach phénotypischen Kriterien in eine schwach und eine stark betroffene Gruppe eingeteilt
wurden (Norreel et al. 2003). Auch transgene Ratten bilden eine Gruppe mit von Anfang an
tendenziell niedrigerer und eine mit hoherer PMP22-Expression (Abbildung 5, Abbildung 16B).
Nach Onapristongabe erhoht sich die Anzahl der Tiere, die weniger PMP22 exprimieren und
geringe Behinderungen zeigen. Es sprechen also nicht alle Tiere auf Onapriston an. Eventuell

konnte es niitzlich sein, noch vor Manifestation der Klinik der CMT1A-Individuen aufzuteilen
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anhand ihrer PMP22-Expression und somit diejenigen zu identifizieren, die besonders gut auf
eine Behandlung ansprechen wiirden. Konstitutionelle ,,PMP22-Wenig-Exprimierer® hitten
moglicherweise eine hohere Chance einer effektiven Krankheitsbeeinflussung. Prognostische
und therapeutische Aussagen wéren also moglich durch Messung der PMP22-Expression am

Beginn der Erkrankung.

Im Verlauf von fiinf zu sieben Wochen reduzieren sich Stangentestleistung und Punktwerte in
allen Behandlungsgruppen deutlich. Die Neuropathie behélt ihren progredienten Charakter. Die
mit Progesteron behandelten Ratten unterscheiden sich im Alter von sieben Wochen in beiden
Analysen nicht mehr von den Kontrolltieren (Abbildung 22C, Abbildung 23C). Der Phéanotyp
der unbehandelten Tiere hat sich so stark verschlechtert, dass kein Unterschied mehr zwischen
beiden Gruppen detektierbar ist. Beide haben das untere Ende der Testskala erreicht. Entweder
sind die verwendeten Methoden im unteren Skalenbereich nicht mehr trennscharf oder die
CMTI1A hat bereits zu diesem Zeitpunkt ihre maximale Auspridgung erreicht. Fiir ein
methodisches Problem spricht die menschliche Pathologie, die in unterschiedlicher
Geschwindigkeit, aber doch kontinuierlich immer weiter fortschreitet (Dyck et al. 1993).
Andererseits unterscheidet sich die Axonanzahl bei siecben Wochen ebenfalls nicht zwischen
Progesteron- und Kontrollgruppe und konnte als Mall der CMTI1A ein Maximum erreicht
haben.

Im Vergleich zu den Kontrollen erreichen die Onapriston behandelten Ratten im Alter von
siecben Wochen hohere Ergebnisse, obwohl auch ihre Leistung abgenommen hat (Abbildung
22C, Abbildung 23C). Der Krankheitsausbruch der CMTIA wird durch Onapriston
hinausgezdgert und die Symptome relativ verbessert.

Somit ist anzunehmen, dass auch CMTI1A-Patienten von einer Onapristonbehandlung
profitieren konnten. Bisher wurde Onapriston nur in einer Phase II klinischen Studie zur
Therapie des Mammakarzinoms getestet (Robertson JF et al. 1999). Dabei wurden transiente
Leberenzymerhohungen festgestellt. Insbesondere bei Frauen hitte auBerdem ein derart
schwerer Eingriff in den Hormonhaushalt weit reichende Folgen (Jang und Benet 1997). Im
Falle von Mifepriston filihrte die langfristige Anwendung zu einer Stérung der
Nebennierenrinden- und Schilddriisenfunktion (Heikinheimo et al. 1997). Unter anderem sind
Amenorrhoe, Zyklusdysregulationen und unerwiinschte Kontrazeption als Folgen anzunehmen.
Eine langfristige Behandlung von CMT1A-Patienten konnte durch diese schlecht abschétzbaren
Nebenwirkungen erschwert werden. Generell stellt sich fiir Therapien der CMT1A die Frage der
VerhéltnismaBigkeit. Da es sich um einen genetischen Defekt handelt, ist eine wirkliche
»Heilung® bisher nicht moglich. Die nur teilweise schwer verlaufende Erkrankung aggressiv zu
behandeln, ist kritisch zu beurteilen. Neue Hoffnung weckt in diesem Zusammenhang ein neu
entwickelter Progesteronrezeptorantagonist (ZK230211) (Fuhrmann et al. 2000) mit
verbesserter Vertraglichkeit.

Ein nahe liegender Schluss aus der vorliegenden Arbeit wire der Verzicht auf Progesteron in
CMT1A-Patienten. Exogenes Progesteron verschlechtert den Verlauf und die Auspriagung der
Neuropathiesymptome im Tiermodell (Abbildung 27). Vor allem in oralen Kontrazeptiva wird
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regelmiBig Progesteron angewendet (Neumann et al. 1996), so dass deren Anwendung bei
CMTI1A-Patienten eingeschrinkt werden sollte. Ist diese Theorie korrekt, miissten Frauen
stiarker von der CMT1A betroffen sein. Dies ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden
(Hoogendijk et al. 1994; Killian et al. 1996; Birouk et al. 1997), wird aber von einigen
Untersuchern in personlicher Korrespondenz bestitigt (personliche Korrespondenz mit C.
Verhamme (Amsterdam)). Auch die deutliche Verschlechterung der CMT1 und CMTI1A in der
Schwangerschaft, die mit vielfach erhohter Progesteronkonzentration einhergeht (Neumann et
al. 1996), spricht fiir diesen Mechanismus (Bellina und Deming 1973; Pollock et al. 1982;
Rudnik-Schoneborn et al. 1993). CMT-Ratten zeigen keine offensichtlichen
Geschlechtsunterschiede im Phénotyp. Es konnten jedoch zur Verschlechterung der CMTI1A
hohere Progesterondosen notig sein, als wihrend des normalen reproduktiven Zyklus freigesetzt

werden, und diese erst in der Schwangerschaft erreicht werden.

4.2 5 Korrelation der untersuchten CMT1A-Charakteristika

Eine signifikante Korrelation ist kein Beweis fiir einen kausalen Zusammenhang. Sie erklért nur
einen gewissen Anteil der Varianz des einen Merkmals durch die Varianz des anderen. Oder
anders formuliert gibt sie eine Wahrscheinlichkeit an, mit der bei bekanntem x-Wert ein
gewisser y-Wert erwartet werden kann. Eine signifikante Korrelation kann daher nur die
Hypothese unterstiitzen, dass die beobachtete Verdnderung eines Wertes auf die ebenfalls
beobachtete Verdnderung eines anderen Wertes zuriickzufiihren ist. Eine Kausalitit dieses
Zusammenhangs muss entweder vorausgesetzt werden oder in anderen Untersuchungen
bewiesen werden. Es war anzunehmen, dass eine CMT-Ratte mit hoher PMP22-Expression
auch schwere klinische und histologische Zeichen der Neuropathie aufweist und das
Umgekehrte fiir ein Tier mit geringer PMP22-Expression gilt. Die analysierten
Krankheitsparameter wurden daher auf Korrelationen tiberpriift.

Aus den sechs untersuchten Charakteristika der CMTI1A, die MPZ / PO-Expression
ausgenommen, ergeben sich fiinfzehn mogliche Korrelationen. Die Befunde sind sinngemif
aufteilbar in die drei Klassen Expression, Histologie und Phinotyp (Abbildung 24A). Zuerst
werden hier die Korrelationen innerhalb dieser Klassen besprochen. Die Ergebnisse der beiden
Phénotyptests und der drei histologischen Untersuchungen werden jeweils untereinander
verglichen. Danach werden die Resultate der verschiedenen Ebenen der Pathologie
gegeniibergestellt.

Die beiden phinotypischen Analysen lassen sich sehr eindeutig miteinander korrelieren. Daher
lasst sich vermuten, dass beide Tests auf dhnliche Weise die Merkmale der Neuropathie messen.
Es ist nahe liegend, dass der klinische Aspekt eines einzelnen Tieres mit seiner Kraft beim
Halten auf einer Stange zusammenhingt. Beide Testmethoden werden dadurch gegenseitig
iiberpriift. Entsprechend lassen sich die Konsequenzen der Steroidbehandlung mit beiden
Verfahren deutlich darstellen (Abbildung 22B, Abbildung 23B).

Innerhalb der Histologie lésst sich der Anteil demyelinisierter Axone nicht signifikant mit der
Gesamtaxonanzahl korrelieren (Abbildung 24B). Es haben also Tiere mit ausgeprigtem

Myelinverlust nicht unbedingt wenig Axone, wie zu erwarten gewesen wére. Hieraus lésst sich



Diskussion 83

moglicherweise schlussfolgern, dass die Demyelinisierung nicht der direkte Vorldufer des
axonalen Untergangs ist. Insbesondere verdndert Onapriston die Axonanzahl, aber nicht die
Demyelinisierung signifikant (siehe 4.2.3). Beide Folgen der Uberexpression, Myelinverlust
und Axonuntergang, konnten unabhingig voneinander verursacht werden. Eine andere
eventuelle Erkldarung der Befunde wire, dass zum Untersuchungszeitpunkt die urspriinglich
besonders demyelinisierten Axone bereits abgestorben sind. Somit wiren die Messungen
sozusagen durch den Krankheitsverlauf selbst verdndert worden und nicht mehr reprisentativ
fiir den eigentlichen Zustand. Dies konnte sich in jiingeren CMT-Ratten anders darstellen.

Diese zweite Begriindung wird unterstiitzt durch die signifikante Korrelation von gemessener
Mpyelindicke (g-ratio) und der Axonanzahl. Folglich haben behandelte CMT-Ratten mit wenig
verbliebenem Restmyelin auch wenige Axone. Warum hat ein Myelinscheidenverlust keinen
Einfluss auf den axonalen Verlust, auf die Myelindicke aber schon? Eventuell verdndert der

axonale Verlust die Ergebnisse beider Untersuchungen.

Die Myelindicke (g-ratio) und der Anteil nicht myelinisierter Axone korrelieren. Tiere mit
vielen iberhaupt nicht myelinisierten Axonen haben also auch diinne verbliebene
Mpyelinscheiden. Dies ist verstdndlich und einleuchtend, steht aber in Konflikt mit den
Ergebnissen der Behandlung. Progesteron beeinflusst eben nur die Dicke des verbliebenen
Myelins (Abbildung 21B), aber nicht den Anteil demyelinisierter Axone (Abbildung 21D).
Warum korrelieren beide Parameter, werden aber nicht in gleicher Weise durch Progesteron
verdandert? Die nahe liegende Erkldrung diirfte die zu geringe Probenanzahl in den
Behandlungsgruppen sein. Der Effekt auf die Myelindicke konnte stirker sein als auf den
Prozentsatz demyelinisierter Axone und somit leichter zu detektieren. Daher wiirden beide
Parameter korrelieren und beide auf Progesteron reagieren, aber der Behandlungseffekt in der

Varianz untergehen.

Zu diskutieren sind neben den Vergleichen innerhalb der Histologie und des Phéanotyps auch die
Korrelationen zwischen den pathophysiologischen Ebenen der CMTI1A. Zuerst werden
diejenigen Befunde erortert, die sich nicht signifikant korrelieren lassen. Die PMP22-
Expression steht mit der Axonanzahl in den Ischiasnerven und der Dicke des verbliebenen
Myelins nicht in signifikantem Zusammenhang (Abbildung 24B). Eine mdogliche Begriindung
konnte die kurzfristige Regulation der PMP22-Expression im Vergleich zur Histologie sein. Die
mRNA einer Zelle wird kurzfristig reguliert und metabolisiert. Die Dicke des Myelins und die
Anzahl aller Axone hingegen sind langfristige Resultate der PMP22-Expressionsregulation im
Verlauf der CMT1A. Eine andere Erklirung wiren wiederum die geringen Tierzahlen der
histologischen Analysen. Die inhaltlich bedeutendsten und signifikanten Korrelationen

zwischen Phénotyp, Histologie und PMP22-Expression werden im folgenden Teil dargestellt.

4.2.5.1 Korrelation von PMP22-Expression und Phanotyp

Die in den Ischiasnerven der CMT-Ratten gemessene PMP22-Expression korreliert signifikant
mit dem Phinotyp der Tiere beurteilt durch zwei klinische Untersuchungsmethoden. Zur

Vereinfachung ist nur die Korrelation von Stangentest und Expression abgebildet (Abbildung
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24C). Interessanterweise waren diese Korrelationen nur innerhalb der mit Progesteron und
Onapriston behandelten Gruppen herzustellen. Erst die Modulation der PMP22-Expression
erzeugt also einen Zusammenhang zwischen Expression und Klinik. Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass die Klinik der CMT1A {iber eine verdnderte PMP22-Expression moduliert
wird.

Die nicht signifikante Korrelation in der unbehandelten Gruppe ist erkldarbar durch die lange
Kette von Ereignissen, die zwischen der PMP22-Expression und der Auspriagung der Klinik von
CMTI1A steht. Sowohl experimentell als auch biologisch existieren viele Variablen von der
PMP22-Expression iiber Demyelinisierung, axonalen Verlust und die Muskelatrophie bis zur
Klinik. Die Korrelation zwischen Expression und Klinik wird durch die biologische Varianz
schwieriger zu detektieren und erst in den Extremsituationen deutlich, nachdem die Behandlung
die Expression deutlich angehoben oder gesenkt hat.

Ein Zusammenhang zwischen Klinik und PMP22-Expression wurde in der CMT-Ratte bereits
beschrieben (Sereda et al. 1996). Auch in einem Mausmodell, das eine pharmakologisch
regulierte PMP22-Uberexpression ermdglicht, konnte der direkte Zusammenhang zwischen
PMP22-Expression und den Merkmalen der CMTI1A gezeigt werden (Perea et al. 2001).
Mauslinien mit unterschiedlicher PMP22-Transgenanzahl zeigen eine Korrelation zwischen
PMP22-Expression und Klinik (Huxley et al. 1998). Die Ergebnisse bestitigen das Konzept der
CMTI1A als Gendosiserkrankung und den kausalen Zusammenhang zwischen Verinderungen
der PMP22-Expression und der Klinik der CMT1A nach Steroidbehandlung.

4.2.5.2 Korrelation von PMP22-Expression und Histologie

Die PMP22-Expression wurde signifikant mit dem Anteil demyelinisierter Axone korreliert
(Abbildung 24D). Dies weist darauf hin, dass die PMP22-Uberexpression den
Schwannzellschaden und die Demyelinisierung bedingt, auch wenn die Demyelinisierung nicht
signifikant durch die Steroidbehandlung beeinflusst werden konnte. Offensichtlich ist der Grad
der Uberexpression zum Myelinschaden proportional. Dies bestitigt auch den Zusammenhang
zwischen beiden. Die menschliche PMP22-mRNA-Uberexpression wurde ebenfalls mit dem
Grad der Demyelinisierung korreliert (Yoshikawa et al. 1994), aber nicht eindeutig mit der
Klinik (Hanemann et al. 1994).

4.2.5.3 Korrelation von Phanotyp und Histologie

Einerseits sollte iiberpriift werden, inwieweit die Phinotypanalysen tatsdchlich die Auspragung
der CMTI1A messen. Andererseits sollte nachvollzogen werden, wie die Klinik der behandelten
CMT-Ratten mit der Histologie der CMT1A in Zusammenhang steht. Beide Phinotypanalysen
korrelierten signifikant mit dem Prozentsatz demyelinisierter Axone (Abbildung 24E). Zur
Vereinfachung ist nur die erste Korrelation abgebildet.

Offensichtlich bietet der Stangentests im unteren Skalenbereich (<50 Sekunden) nur eine
geringe Trennschérfe. Unter den Tieren, die weniger als 50 Sekunden im Stangentest erreichen,
verbergen sich solche mit 5% aber auch solche mit 17% demyelinisierten Axonen. Das

klinische Punktesystem zeigt ein dhnliches Problem. Mdglicherweise unterscheidet sich die
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Progesterongruppe im Alter von sieben Wochen klinisch nicht mehr von den Kontrollen, weil
die Analysemethoden fiir besonders schwer betroffene CMT-Ratten ungeniigend sind. Trotz
dieser Einschrinkung bestitigt die Korrelation mit der Histologie die Phianotypanalysen als Mal3
der CMT1A. Die Klinik der CMT-Ratten kann im Gegensatz zur Histologie zu jedem Zeitpunkt
im Verlauf der Erkrankung beurteilt werden. Die Demyelinisierung kann erst nach dem Tod der
CMT-Ratten gemessen werden. Die verdnderte Klinik ist ein Resultat der veridnderten
Demyelinisierung im peripheren Nerven. Die klinischen Analysen wurden also sowohl

methodisch, als auch inhaltlich Giberpriift.

Neben der Demyelinisierung verursacht der axonale Verlust die Symptome der CMTIA.
Sowohl der Stangentest als auch das klinische Punktesystem lieen sich signifikant mit der
Axonanzahl in den Ischiasnerven korrelieren. Da die Ergebnisse grundsitzlich vergleichbar
waren mit denen der Demyelinisierung, ist zur Vereinfachung keine Abbildung eingefiigt.
Behandelte CMT-Ratten mit vielen Axonen in den Ischiasnerven sind also besonders
leistungsfahig im Stangentest und klinischen Punktesystem. Dies bestétigt den Zusammenhang
zwischen axonalem Untergang und der Klinik der Neuropathie. In Ubereinstimmung damit
werden im Alter von sieben Wochen Axonanzahl und Phénotyp auf gleiche Weise durch
Onapriston moduliert (Abbildung 21F, Abbildung 22C, Abbildung 23C). Beide Parameter der
CMT1A stehen augenscheinlich in Zusammenhang.

In anderen Arbeiten wurde fiir CMT1A-Patienten eine Korrelation zwischen Demyelinisierung
und Klinik gezeigt (Thomas et al. 1997). Vor allem die Nervenleitgeschwindigkeit wurde als
MaB des Myelinverlusts herangezogen (Hoogendijk et al. 1994; Birouk et al. 1997). Dennoch
korreliert der axonale Verlust und die folgende Muskelatrophie stirker als die Demyelinisierung
mit dem Phénotyp (Krajewski et al. 1999; Krajewski et al. 2000; Lewis et al. 2003). Teilweise
konnte die histologisch gemessene Demyelinisierung nicht mit der klinischen Auspragung der
CMTI1A korreliert werden (Krajewski et al. 1999). Stattdessen findet sich eine deutlichere
Korrelation zwischen jeweils dem axonalen Verlust und der folgenden Muskelatrophie mit den
klinischen Auspriagungen. Offensichtlich verursacht nicht die Demyelinisierung und die
Verringerung der Nervenleitgeschwindigkeit die eigentlichen Symptome, sondern erst die
Muskelatrophie. Diese Befunde stimmen mit den vorliegenden Ergebnissen liberein. Sowohl die
Demyelinisierung, als auch der axonale Verlust korrelieren in der vorliegenden Arbeit mit dem
Phinotyp. Zusammenfassend konnen die Ergebnisse der phanotypischen Analysen sehr deutlich
mit denen der Histologie korreliert werde. Dies bestitigt einerseits die Verwendung der
klinischen Testmethoden. Andererseits spricht es fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen

der histologischen und der klinischen Auspriagung der CMTI1A.



Diskussion 86

4.3 Schlussfolgerungen und Konseguenzen

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich verschiedene Erkenntnisse iiber die
hereditdre Neuropathie CMTIA und iiber die Rolle von Progesteron im peripheren

Nervensystem.

Dieses steroidbasierte Signalsystem reguliert die Myelingenexpression. Progesteron ist in der
pathologischen Situation der CMT1A fiir die Aufrechterhaltung eines gewissen Anteils der
PMP22-Expression verantwortlich. Dariiber hinaus kann die PMP22-Expression durch
Progesteron aktiviert werden. Dies gilt sowohl fiir die Wildtyp- als auch fiir die transgene
Situation. Auch das Myelinprotein MPZ / PO wird auf diese Weise beeinflusst. Offensichtlich ist
Progesteron ein wichtiger Regulator der Myelingenexpression, wobei zusétzliches Progesteron

weiter reichende Effekte hat als die Blockade der Steroidrezeptoren.

Wie bereits demonstriert, ist die Rate der Uberexpression von PMP22 proportional zur Schwere
der CMTI1A. Einerseits wurde somit die durch eine chromosomale Duplikation verursachte
PMP22-Uberexpression als Ursache der CMT1A wiederum bestitigt. Andererseits wurde die in
vielen Studien demonstrierte Variation in der Klinik von CMTI1A auf eine Variation in der
PMP22-Expression zuriickgefiihrt. Dies erklért die Schwere der Klinik als quantitatives Resultat
der PMP22-Expression. Moglicherweise begriinden individuelle Unterschiede der
Hormonproduktion die Varianz zwischen einzelnen CMTI1A-Patienten. Die genauen

Mechanismen der Varianz bleiben jedoch unklar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen einerseits nahe, dass die Anwendung von
Progesteron oder entsprechenden Agonisten in CMT1A-Patienten vermieden werden sollte.
Andererseits sollte in einer experimentellen Therapie der CMT1A die Modulation der PMP22-
Expression primdres Ziel sein. Die PMP22-Expression transgener Ratten wurde durch
Progesteron gesteigert und durch Onapriston vermindert. Dieser Effekt setzte sich fort in den
CMTI1A-dhnlichen Phénotyp. Progesteron beschleunigte die Progression der hereditdren
Neuropathie, wihrend Onapriston sie verlangsamte und abschwéchte. Hier wurde somit zum
ersten Mal die prinzipielle Wirkung einer experimentellen Therapie der CMT1A im Tiermodell
bewiesen. Das Progesteronsignalsystem ist dabei ein viel versprechendes pharmakologisches
Ziel.
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5. Zusammenfassung

Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung (CMT) ist die hiufigste vererbliche Neuropathie
des Menschen und im Grofteil der Félle (60-70%) mit einer partiellen Duplikation des
Chromosoms 17p11.2 assoziiert (CMT Typ 1A). Das in dieser Region lokalisierte Gen
des peripheren Myelin-Proteins 22 (PMP22) wird in Schwannzellen {iberexprimiert,
was zu einem Verlust der Myelinscheiden des peripheren Nervensystems fiihrt. Der
resultierende axonale Schaden bedingt die progrediente, distal betonte Muskelatrophie
der CMT1A. Diese Symptome werden durch transgene Uberexpression von PMP22 im
Rattenmodell (CMT-Ratten) zutreffend imitiert. Die CMT-Ratte ist dank ihrer geringen
PMP22-Transgendosis besonders geeignet fiir die Analyse des Pathomechanismus und
moglicher experimenteller Therapien der CMTI1A. Progesteron ist ein bekannter
Regulator des peripheren Myelins. Exogen zugefiihrtes Progesteron steigert die PMP22-

mRNA-Expression in Schwannzellen in vitro und in vivo.

Daher wurde dieses Signalsystem in der vorliegenden Arbeit ausgenutzt, um auf die
CMT1A-Pathologie Einfluss zu nehmen. Die PMP22-mRNA-Uberexpression der
CMT-Ratten konnte durch Anwendung des Progesteronantagonisten Onapriston
reduziert werden. Dies verringerte den axonalen Verlust und verlangsamte die klinische
Progredienz der CMT1A. Im Gegensatz dazu erhdhte Progesteron selbst die PMP22-
mRNA-Expression. Die Hypomyelinisierung wurde dadurch verstirkt und der
neuropathische Phidnotyp der CMT-Ratten entwickelte sich frither und stirker. Die
Verdnderung und die Varianz der Klinik wurden dabei als Ergebnis einer veranderten
und individuell unterschiedlichen PMP22-Expression interpretiert. Dies lieferte den
prinzipiellen experimentellen Beweis, dass die CMTIA im Tiermodell therapeutisch
beeinflusst werden kann. Der Progesteronrezeptor ist ein viel versprechendes

pharmakologisches Ziel einer Therapie dieser Gendosiserkrankung.
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Abstract

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) is the most frequent inherited neuropathy. The
predominant subtype CMTI1A accounts for more than 60% of all patients and is
associated with a chromosomal duplication of 17pl2. This region contains the
responsible disease gene encoding the peripheral myelin protein of 22 kDa (PMP22).
Patients are affected by myelin degeneration, axonal loss and slowly progressive,
distally pronounced muscle atrophy. Transgenic rats carrying extra copies of PMP22

appropriately reproduce these clinical symptoms.

Here, we utilized this model to test whether progesterone, a known regulator of the
myelin genes PMP22 and MPZ / PO, can modulate the progressive neuropathy.
Administration of the selective progesterone receptor antagonist “Onapristone” reduced
overexpression of PMP22 and improved the CMT phenotype. Disease progression was
decelerated and axonal loss was reduced. In contrast, progesterone itself elevated the
steady-state levels of PMP22 mRNA and MPZ / PO mRNA in the sciatic nerve,
resulting in enhanced Schwann cell pathology and a more progressive clinical
neuropathy. Taken together, this provides proof-of-principle that the progesterone
receptor of myelin-forming Schwann cells is a promising pharmacological target in the
search for a therapy of CMT1A.
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