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I Einleitung

1. Problemstellung

Statine werden zur Senkung eines hohen Cholegpggeds eingesetzt. Die sich
zusatzlich abzeichnenden antiinflammatorischen umechunmodulatorischen Effekte
konnten einen Einsatz bei entzindlich-immunologisciediierten Erkrankungen
rechtfertigen. So werden Statine als Therapeutik&inder Multiplen Sklerose (MS)
diskutiert, bei der es infolge einer Autoimmunréakt zur Schadigung von
Oligodendrozyten und einer Demyelinisierung komrBei der MS-Therapie ist
allerdings neben der Immunmodulation auch eine Rdéimigierung zu bedenken, der
Statine nicht entgegenstehen sollten. Untersuchd wiaher, welchen Einfluss der
bekannte Wirkmechanismus von Statinen auf Oligodeyden hat und ob sie eine

Remyelinisierung beeintrachtigen.

2. Neurale Zellen des Zentralnervensystems

Als neurale Zellen bezeichnet man Neuren und GlezgAbb. 1). Aus ca. 162
Neuren mit je 18* Synapsen pro Zelle entsteht im menschlichen Gelim
gigantisches Netzwerk mit einer groRen Zahl an Hkistellen, bei dem Erregungen
entlang der miteinander verbundenen Neurone mére@eschwindigkeit von bis zu
120 m/s laufen (DEITMER und KREUTZBERG, 2000). Diechitektur des Gehirns
und die Geschwindigkeit der Erregungsleitung sindur@lage fir die schnelle
Informationsverarbeitung.

Gegentber den Nervenzellen gibt es etwa zehmnedlr Gliazellen, die Uber die
Halfte des Nervensystemvolumens ausmachen und kravi@owie Mikrogliazellen
eingeteilt werden (DEITMER und KREUTZBERG, 2000).etttere sind nicht
neuroektodermalen sondern mesodermalen Ursprumyskin der Neurowissenschatft,
2000).

Als zellulares Abwehrsystem des ZNS zeichneh sktivierte Mikrogliazellen u.a.
durch ihre Fahigkeit zur Proliferation, Migratiomdi Antigen-Prasentation aus. Nach
ihrer Aktivierung Ubernehmen sie auch phagozytbgseunktionen (NAKAJIMA und
KOHSAKA, 2001).
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Zu den Makrogliazellen des ZNS gehoren Astrazyted Oligodendrozyten (s. 1.3.).
Bei Astrozyten unterscheidet man aufgrund der Molgpdie die fibrillare von der
protoplasmatischen Form. Die auch als Langstrdideeichneten fibrillaren Astrozyten
besitzen zahlreiche, schlanke und wenig verzweigtsatze und kommen
hauptséachlich in der weil3en Substanz vor. Protom#sche Astrozyten, auch
Kurzstrahler genannt, kommen in der grauen Substanand sind durch dickere, reich
verzweigte Fortsatze gekennzeichnet. In ihrer Membibesitzen Astrozyten neben
lonenkanélen auch Rezeptoren fur Neurotransmbieriibernehmen eine Vielzahl von
Aufgaben, zu denen u.a. Aufrechterhaltung des Kakaushaltes, Detoxifikation
sowie Funktion als Leitstruktur wéahrend der Neurmgge zahlen. Aullerdem
registrieren sie durch ihre Nahe zu Synapsen dig dtattfindenden chemisch
gesteuerten elektrischen Aktivitdten und kénnenr (Regulation des lonen-Milieus
sowie Aufnahme (berschiissiger Transmitter die Whgung elektrischer Impulse an
Synapsen modulieren (STEWART und ROSENBERG, 19ENIBURNI et al., 2001,
SIMARD und NEEDERGARD, 2004).

2 Neuron
B Astrozyt
[ Oligodendrozyt

W Mikroglia

Abb. 1: Schematische Darstellung der im ZNS vorkommnden neuralen Zellen(BAUMANN und
PHAM-DINH, 2001).
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3. Oligodendrozyten (OL) und Myelin

3.1 Historie

OL bilden im ZNS durch spiralféormige Umwicklung déwone eine isolierende
Markscheide, die 1854 von Rudolf Virchow mit demnidan Myelin (griech. myelos =
Mark) belegt wurde (VIRCHOW, 1854). Louis-Antoin@mier erkannte, dass Myelin,
aus Phospholipiden, Cerebrosiden und Sterolen hHmsde eine lipidreiche Huille ist,
welche Axone umgibt und elektrisch isoliert (RAN\RE 1878). Die ringférmigen
Aussparungen der Markscheide, die myelinisierte &xon Internodien (bemarkte
Axonabschnitte bis zu 1 mm L&nge) unterteilen undt fdie saltatorische
Erregungsleitung von fundamentaler Bedeutung diragjen seinen Namen (Ranvier-

Schnirringe oder -Knoten; ~0,5 um Lange).

3.2 Entwicklungsstufen von Oligodendrozyten

Reife, myelinisierende OL entwickeln sich aus Vofé&izellen, deren
Entwicklungsstadien morphologisch und immunzytocisel charakterisiert werden
kdnnen (Abb. 2) (GARD und PFEIFFER, 1990; DUBOIS{IAund ARMSTRONG,
1992; HARDY und REYNOLDS, 1993).

OL-Vorlauferzellen sind durch die Expression detarker A2B5 und GD3
gekennzeichnet. Sie kbnnen sich in vitro in eingjp B Astrozyt oder einen OL
entwickeln, weshalb diese Zellen auch als O-2A-%afidr bezeichnet werden
(PRINGLE et al., 1997). Daraus entstehen multimoRwro-Oligodendroblasten, die, wie
alle anschlieRend folgenden Entwicklungsstadienn déarker O4 exprimieren;
nachfolgend sind unreife OL, ein Netzwerk von Fitten bildend, durch das Auftreten
von Ol1/Galaktocerebrosid (GalC) sowie 2'3'zyklisddekleotid-3’-Phosphodiesterase
(CNP) gekennzeichnet (SOMMER et al.,, 1981). Im tetzDifferenzierungsschritt
entstehen reife OL, die durch Expression des WasiscMyelinproteins (MBP),
Proteolipidproteins (PLP), myelinassoziierten Glykateins (MAG) sowie des Myelin-
OL-Glykoproteins (MOG) charakterisiert sind. (PFEER et al., 1993).

Wahrend der Myelinsynthese gehdren OL zu deralnodisch aktivsten Zellen des
ZNS; ein OL kann dabei bis zu 50 Axonsegmente migéren (BUNGE, 1968; BUTT
und RANSOM 1989; BJARTMAR et al., 1994).
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7~ Vorlaufer- Pro-Oligo- Unreifer Reifer
zelle dendroblast Oligodendrozyt Oligodendrozyt
Stadium
der
Entwicklung
-
(" A2B5 04 o1 o1
GD3 GD3 04 04
PDGF -R NG2 GalC GalC
Expression CNP CNP
der < MBP
Marker PLP
MAG
MOG
&
| Proliferation [ ------ ? | Myelinisierung

Abb. 2: Entwicklungsstadien der OL und ihre spezifschen Marker (STANGEL und HARTUNG,
2002, mod.).

3.3  Steuerung der Entwicklung von OL

Die Steuerung der Entwicklung von OL durch Wachstiakioren spielt auch bei
demyelinisierenden Erkrankungen wie der MS einéhtige Rolle, bei der im Prozess
der Remyelinisierung Uberlebende Vorlauferzellenreiien OL differenzieren und
demyelinisierte Axone wiederbemarken kénnen (BRU@K al., 2003). Bei der
Entwicklung von OL aus Vorlauferzellen konnten eReihe von Wachstumsfaktoren
wie z.B. PDGF (Platelet Derived Growth Factor; RAétRal., 1988; RICHARDSON et
al., 1988), CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor; LG&JEt al., 1993), IGF (Insulin-like
Growth Factor; McMORRIS und DUBOIS-DALCQ, 1988), ®F (basic Fibroblast

Growth Factor; ECCLESTON und SILBERBERG 1984) ot#®G1 (Neuregulin-1;

NAVE und SALZER, 2006) in vitro die Proliferatiomifferenzierung oder Reifung
dieser Zellen beeinflussen. Diese Ergebnisse beaiedich allerdings nur auf von
Nagern (Maus, Ratte) gewonnene OL. Bei der Reggaoeraon Schweine-OL und bei
der Remyelinisierung demyelinisierter Axone desv@&ghehirns erwies sich hingegen
NGF (Nerve Growth Factor), das zur Familie der Né&wphine (NT) gehort, als
effizient, was es folglich zur Behandlung von Entkuagskrankheiten interessant
machte (ALTHAUS et al., 1992; ROHDE, 1998; HEMPSTEANd SALZER, 2002

ALTHAUS, 2004; ROSENBERG et al., 2006).
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3.4 Myelin

3.4.1 Morphologie

Die periodische Struktur des Myelins entsteht ansrespiralférmigen Umwicklung der
Axone durch oligodendrogliale PlasmamembranforesattSJOSTRAND, 1949;
BUNGE et al., 1962; PETERS, 1964; BUTT und RANSQM39). Voraussetzungen
der Myelinisierung sind: Migration von OL zu unbektan Axonen, Auswachsen von
Fortsatzen, Erkennung von Axonen sowie nachfolgekdigasion und Umwickelung.
Nach der Entstehung von 3-4 Lagen bewirkt die \drdung des Grof3teils an
Zytoplasma ein enges Aneinanderliegen der Plasménae@n (McLAURIN und
YONG, 1995). So entstent die Struktur des Myelinsit nalternierenden
elektronendichten Linien, bei denen man die diehtgnajor dense line“, die den
Zellinnenseiten der gegeniberliegenden Membransigricmit Zytoplasma entspricht,
von der ntraperiod line“, welche die Zellaul3etspi der Membran darstellt,
unterscheidet (SJOSTRAND, 1949; RAINE et al., 198ip Myelinisierung beginnt
beim Mensch gegen Ende der ersten Schwangersdiléfskerreicht inren Hohepunkt
innerhalb des ersten Lebensjahres und kann sichinigen Arealen bis zum 20.
Lebensjahr fortsetzen (YAKOVLEV und LECOURS, 196GBTANGEL und
HARTUNG, 2002).

3.4.2 Biochemie

Wahrend der Synthese und Kompaktierung von Myeireine hohe Produktion von
Proteinen und Lipiden sowie deren Transport zu digodendroglialen Fortsatzen
notwendig (BAUMANN und PHAM-DINH, 2001). Biochemise Untersuchungen
haben gezeigt, dass das Trockengewicht des Myelind0-85 % aus Lipiden und zu
15-30 % aus Proteinen besteht (MORELL et al., 1994)

3.4.2.1 Myelinlipide

Mit einem Lipidanteil von 70-85 % (Trockengewichthterscheidet sich Myelin von
allen anderen biologischen Membranen, die nur aa &5-40 % (Trockengewicht) aus
Lipiden bestehen (NORTON und CAMMER, 1984). Myelanthalt Cholesterin,

Phospholipide und Glykolipide in einem molaren \&this von 4:3:2 bis 4:4:2, von
denen einzig die Glykosphingolipide, besonders Kiatzrebroside (GalC) und
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Galactosulfocerebroside (Sulfatide), speziell indlity bzw. OL vorkommen (RAFF et
al., 1978; BAUMANN und PHAM-DINH, 2001).

Einen wesentlichen Anteil bei der Myelinisierutipernimmt Cholesterin per se,
welches 27,7 % der Myelinlipide ausmacht (MORELLaét 1994). Im erwachsenen
Gehirn ist der hohe Cholesterinanteil im Wesendiclauf das Myelin zurickzufihren
(BJORKHELM und MEANEY, 2004). Die enorme Bedeutuiig die Myelinsynthese
konnte an Mausmutanten gezeigt werden, deren Qit maler Lage waren Cholesterin
zu synthetisieren. Das Auftreten von Tremor undxitavar die Folge dieser Defizienz
(SAHER et al., 2005). Wichtig sind aber auch Vdestuwie Farnesylpyrophosphat
(FPP) oder Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), welahr Verankerung von
Membranproteinen dienen (AGRANOFF und HAJRA, 1994er diese Prenylierung
erfolgt neben der Assoziation von kleinen G-Prariauch eine Assoziation von CNP
mit der Plasmamembran (BRAUN et al., 1991).

3.4.2.2 Myelinproteine
Als Hauptvertreter der ZNS-Myelinproteine sind MBRd PLP zu nennen. MBP tritt

beim Mensch in 4 Isoformen auf und macht ~30 % WOyrelinproteine aus
(CAMPAGNONI und MACKLIN 1988; KAMHOLZ et al., 1988BAUMANN und
PHAM-DINH, 2001). Auf der zytoplasmatischen Seitr ddembran exprimiert, tragt
es durch Interaktion mit Membranphospholipiden umdBP-Molekilen der
gegenuberliegenden Seite zur Bildung und Stahilisig kompakter Myelinschichten
bei (DEBER und REYNOLDS, 1991; PFEIFFER et al.,39%LP und DM-20 stellen
mit ~50 % den grofiten Anteil der Myelinproteine (BAUMANN und PHAM-DINH,
2001). Nach der Myelinkompaktierung bewirkt PLP degenseitige Verankerung und
Stabilisierung der gestapelten Myelinschichten (BON et al., 1995; GRIFFITH et al.,
1995, KLUGMANN et al., 1997). Zu einer kleinereneabwichtigen Gruppe der
Myelinproteine gehoéren: Wolfgram Protein (CNP), MAGd MOG. CNP, das etwa
4 % der Myelinproteine ausmacht, ist auf der zydaeplatischen Seite der Membran von
hauptséachlich nicht kompaktiertem Myelin zu find&RAUN et al., 1988; TRAPP et
al, 1988). Die Assoziation mit der Zytoplasmamembrder OL erfolgt durch
Isoprenylierung (BRAUN et al., 1991). MAG macht da% der Myelinproteine aus
und ist bei der Kontaktaufnahme von OL mit AxoneonvBedeutung (MEYER-
FRANKE und BARRES 1994; FILBIN 1996). MOG ist alsN&-spezifisches
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Glykoprotein in den &ufRersten Lamellen von kompakt®lyelin und auf der

Plasmamembran der OL, besonders auf Fortsatzealidiekt (BRUNNER et al., 1989;
LEBAR et al., 1976, LEBAR et al., 1986). Es ist @@szige ZNS-Protein, das in einem
Tiermodell der experimentellen autoimmunen Enzephgtlitis (EAE), einer

induzierbaren MS-&hnlichen Krankheit, gleichzeitigine T-Zell vermittelte

entzundliche Immunreaktion und eine demyelinisideentikorperantwort auslosen
kann (LININGTON et al., 1993; AMOR et al., 1994).

4. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste Ursacmeurologisch bedingter
Erkrankungen bei jungen Erwachsenen, deren erstgt®yne zwischen dem 15. und
40. Lebensjahr auftreten. Schatzungen zufolge dpediié Zahl der weltweit betroffenen
Patienten 2,5 Millionen, wobei Frauen zweimal saflgabetroffen sind wie Manner
(COMPSTON und COLES, 2002).

Das Krankheitsbild der MS, das zu den facetiehsten der Neurologie zahlt, wurde
erstmals von J. M. Charcot 1868 naher beschrieB#hARCOT, 1868). Aus bisher
ungeklarten Grinden kommt es bei der MS zu einetoifkumunreaktion mit
Ausbildung entzundlicher Plaques, die durch Schidjgpder Verlust von OL und OL-
Vorlauferzellen, Myelin (Demyelinisierung) und audxonen gekennzeichnet sind
(BRUCK et al., 1994; STECK et al., 1999; STEINMARQO1; HEMMER et al., 2002).
Frihe Anzeichen der Krankheit sind z.B. Stoérungem Gefuhlswahrnehmung in
Armen und Beinen, des Sehens, Sprechens und dieb@&wichts.

Der Verlauf der Erkrankung ist individuell vengeden. Die schubférmig
remittierende MS (RR-MS) ist die haufigste Form umzeéichnet sich durch
unvorhersehbare Schilbe mit dazwischen liegendenisRiemsphasen aus. Ohne
Behandlung geht die RR-MS bei 50-60 % der Patiemi@ch 10-15 Jahren in eine
sekundar progrediente Form (SP-MS) uUber, die duethe allméhliche und
kontinuierliche Verschlechterung der Symptome gekeichnet ist (LUBLIN und
REINGOLD, 1996).



| Einleitung 8

4.1 Therapeutische Ansatze zur Behandlung der MS

A) Immunmodulation

Da die Ursache fir die Entstehung der MS bishdntrgeklart ist, kann die derzeitige
Therapie nicht spezifisch ausgerichtet sein. E$ giloch Ansétze, die Anzahl der
Schibe zu reduzieren und die auftretenden Sympronbehandeln.

Neben dem kurzfristigen Einsatz von Kortikostgeo beim akuten Schub sind es
langfristig antiinflammatorisch / immunmodulatoisavirkende Medikamente, die
zurzeit zum Einsatz kommen. Eines dieser PrapastteB. Interferon beta (IFN3, ein
Immunglobulin, das bei Entzindungsreaktionen im pgedrausgeschittet wird und
immunmodulatorisch wirkt (MSTKG, 1999; MSTKG, 2001)FN- hindert T-
Lymphozyten, die Blut-Hirnschranke zu passieren Umeinmt die Produktion von
Entzindungsmediatoren. Eine Alternative zur IFNlherapie stellt die Applikation von
Glatirameracetat dar, welches dem MBP ahnelt undlessen Stelle Angriffspunkt
aktiver Immunzellen sein soll (HOHLFELD, 1999; HEat, 2000; COMI et al., 2001).
Da alle diese Medikamente aber nur Teilerfolgeetrhiaben, ist man weiterhin auf der
Suche, die Therapielage zu verbessern. Vor eirdgérbegann man Statine in diese
Uberlegung einzubeziehen, da sie, neben eineratidikals Lipidsenker, aufgrund von
Tierversuchen offensichtlich auch immunmodulatdres&igenschaften entwickeln. Bei
Mausen, die an einer EAE leiden, konnte gezeigtlarerdass lipophile Statine wie z.B.
Simvastatin, die die Blut-Hirnschranke durchquerkdénnen, die Bildung von
spezifischen T-Zellen sowie Entzindungsfaktoren wmekdiatoren reduzieren und
damit eine neue Perspektive in der MS-Therapieteltes (NEUHAUS et al., 2002;
WEKERLE, 2002; YOUSSEF et al., 2002; SENA et ab02; NEUHAUS et al., 2005;
WEBER et al., 2005). In der Tat sind bereits Statlmei MS-Patienten in ersten
Versuchen eingesetzt worden (SENA et al., 2003; M@ER et al., 2004). Eine
immunmodulatorisch / antiinflammatorische Theraghée MS sollte aber auf jeden Fall
SO ausgerichtet sein, dass die fir eine Remyedmisg notwendigen Signalwege und

Prozesse nicht beeintrachtigt werden.

B) Remyelinisierung
Wahrend der MS kommt es neben einer Schéadigung dandtérung von OL und
Myelin auch zu einer teilweisen, allerdings physgich insuffizienten

Wiederherstellung von Myelin. Bei der Remyelinisieg werden demyelinisierte Herde
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durch Uberlebende reife oder einwandernde diffeeeerde OL-Vorlauferzellen
wiederbemarkt, was zum Bild der so genannten ,shgalaques” fihrt (BUNGE et al.,
1961; PRINEAS et al., 1993; RAINE und WU, 1993; BRK et al., 2003). Neu

gebildetes Myelin ist diunner als das urspringlichnel weist kirzere internodale
Abstande auf (BLAKEMORE, 1973; STANGEL und HARTUN@Q02; BRUCK et

al., 2003).

Zur Untersuchung der De- und Remyelinisierung Trermodell kdénnen auf
toxischem (Cuprizon — s. 111.10.1, Ethidiumbromid;solecithin), autoimmunem (z.B.
MOG) und viralem Weg (Theiler's Murines Encephalaiitys Virus, TMEV)
Demyelinisierungen hervorgerufen werden (MILLER umRIODRIGUEZ, 1995;
POHLAU et al, 1998, MATSUSHIMA und MORELL, 2001).Die
autoimmunologische Pathogenese der MS kann am EA#&eN] einer T-Zell
vermittelten Autoimmunkrankheit, bei der die Immeaktion gegen Bestandteile des
Myelins gerichtet ist, untersucht werden (BUDDEBER(&I., 2004).

Induktion und Foérderung der Remyelinisierung rden in entsprechenden
Tiermodellen durch Applikation von Wachstumsfaktoreder remyelinisierenden
Autoantikdrpern sowie durch Transplantation von @adaufern oder Stammzellen
gezeigt werden (YAO et al., 1995; ASAKURA und RODRIEZ, 1998; BRUSTLE et
al., 1999; LEARISH et al., 1999; ALTHAUS et al.,@0). Eingang in die Therapie der
MS haben solche Ansétze nicht gefunden, obgleidurda ein wesentlicher Fortschritt

therapeutisch zu erzielen ware.

5. Statine

Statine sind hochpotente Inhibitoren der 3-Hydr8xiytethylglutaryl-CoenzymA
(HMG-CoA) Reduktase, dem Schliusselenzym der Chaiestynthese (Abb. 3). Durch
Hemmung der Mevalonatsynthese wird die Bildung \©@nolesterin und anderen
Intermediaten blockiert. Die gute Vertraglichkertduder spezifische Wirkmechanismus
haben dazu gefuhrt, dass Statine mittlerweile van2& Millionen Menschen weltweit
zur Behandlung der Hypercholesterinamie eingenommerden (GREENWOOD et
al., 2006). Aufgrund des Zusammenhangs zwischeaneihohen Cholesterinspiegel
und dem Risiko einer kardiovaskularen Erkrankungeasich Statine auch in der
Primar- und Sekundarpravention koronarer Herzkraitgkh bewahrt (LA ROSA et al.,
1999; HESS et al., 2000; BAIGENT et al., 2005).
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AcetylCoA + AcetoacetylCoA

3-Hydroxy-3-methylglutarylCoA
(HMG-CoA)

lHMG—CoA-Reduktase |— Statine

Mevalonat

!

Isopentenyt5-pyrophosphat (IPP)

!

Farnesyl-pyrophosphat
(FPP) \ Farnesylierungund/oder

Geranylgeranylisierung
/ \+|PP / kleiner G-Proteine

Squalen
l Geranylgeranyt
pyrophosphat
Cholesterin (GGPP)

Abb. 3: Cholesterinsynthese undHemmung der HMG-CoA Reduktase durch Statine.

5.1  Struktur und Einteilung der Statine

Allen Statinen gemeinsam ist eine strukturelle Komgnte, die dem HMG-Teil von
HMG-CoA entspricht. Sie unterscheiden sich durchn démfang der kovalent
gebundenen Gruppen und den daraus resultierendirscmedlich hydrophoben
Eigenschaften (ISTVAN und DEISENHOFER, 2001; ISTVARDO3). Derzeit sind
sechs verschiedene Statine auf dem Markt: Lovastistevacor), Simvastatin (Zocor),
Pravastatin (Lipostat, Pravachol), Fluvastatin fods Atorvastatin (Sortis, Lipitor) und
Rosuvastatin (Crestor), die strukturell in Typ-1dufyp-2 Statine eingeteilt werden
(Abb. 4) (ISTVAN, 2003). Wéahrend Simvastatin, Lota®, Atorvastatin und
Rosuvastatin hydrophobe Eigenschaften besitzenPravastatin durch seinen stark
hydrophilen Charakter gekennzeichnet.

Die Entwicklung der Substanzklasse begann 19it6der Isolierung des auch als
Kompaktin bekannten Mevastatin aus dem SchimmeRggzicillium citrinum(ENDO
et al., 1976). Das strukturell verwandte Lovastaturd aus Aspergillus-Pilzen
hergestellt (HENWOOD und HEEL, 1988). Simvastatnd iPravastatin sind chemisch
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modifizierte Analoge von Lovastatin, wahrend Flueéis und Atorvastatin rein
chemisch synthetisierte Substanzen darstellen (T@D® GOA, 1990; McTAVISH
und SORKIN, 1991; PLOSKER und WAGSTAFF, 1996; LEAdUMCTAVISH, 1997).
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Abb. 4: Struktur der am Markt zugelassenen Statine(WEITZ-SCHMIDT, 2002). Alle Statine
besitzen eine strukturelle Komponente, die in itaktiven Form dem HMG &ahnlich ist. Typ-1 Statine
(obere Zeile) sind durch das Vorhandensein eineslideRings gekennzeichnet. Typ-2 Statine (untere
Zeile) enthalten neben der HMG-ahnlichen Komponegitee Fluorphenyl- und Methylethylgruppe.

5.2 Pleiotrope Effekte von Statinen

Durch Inhibition des Schlusselenzyms der Cholessgrithese wird die Produktion von
Intermediaten wie Mevalonat, FarnesylpyrophosphaPPR) und Geranylgeranyl-
pyrophosphat (GGPP) gehemmt (Abb. 3), die ihressepichtige biologische
Funktionen haben. So sind FPP und GGPP fur digdsgperung und Funktion kleiner
G-Proteine wichtig. Auf eine Inhibition dieser Imeediate wird eine Vielzahl
cholesterinunabhangiger, so genannter pleiotroffekte, zurtickgefiihrt. Dazu zahlen
eine Verbesserung der Endothelfunktion und desflBises, eine erhdhte Stabilitat
atherosklerotischer Plaques, eine Verringerung voridativem Stress und
Entzindungen mit Effekt auf das Immunsystem (LIAZD0O2; LIAO und LAUFS,
2005). Neben einem antiproliferativen Effekt voat8ten auf Lymphozyten und andere
Zelltypen konnte in den letzten Jahren gezeigt emrdlass sie zusatzlich auch die

Funktion von T-Lymphozyten und Antigen-prasentielem Zellen beeinflussen
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(CHAKRABARTI und ENGLEMAN, 1991; CUTHBERT und LIPSK 1991,
GREENWOOD et al., 2006; PENG et al., 2006). Voratmsgen fur eine Aktivierung
dieser Zellen sind die Expression von Zytokinen, toKinrezeptoren sowie
Adhasionsmolekulen, deren Expression durch Stagmemmt wurde (GREENWOOD
et al., 2006; STANCU und SIMA, 2001; WEITZ-SCHMIDZ002; VAUGHAN et al.,
2000). Zum anderen konnten Statine auch unabh&mgighrer Enzymhemmung eine
Wirkung auf das Immunsystem entfalten. So wurder idiee selektive Bindung und
Hemmung des Leukozytenantigen 1 (LFA-1) via Lovasteberichtet (WEITZ-
SCHMIDT et al., 2001). Hier scheint Lovastatin #ireeine Doméane von LFA-1 zu
blockieren (WEITZ-SCHMIDT et al., 2004).

Die oben aufgefihrten Eigenschaften haben $tatifir die Therapie
immunvermittelter Krankheiten wie MS interessantmgeht (s. 1.4.1). Fiur eine
Wirkung im ZNS durften sich aber nur lipophile $tatwie Simvastatin und Lovastatin
eignen, die in der Lage sind, die Blut-Hirnschramkesinem relevanten Ausmald per
Diffusion zu passieren (BOSEL und ENDRES, 2005).dllardings die Wirkung von
Statinen auf neurale Zellen noch nicht geklart ibteibt deren Einsatz bei
Autoimmunerkrankungen wie der MS jedoch umstritted bedarf weiterer Studien
und Forschungen (GREENWOOD et al., 2006).

6. Kleine G-Proteine — GTPasen

G-Proteine lassen sich in drei Untergruppen eeneiheterotrimere grof3e G-Proteine,
monomere kleine G-Proteine (GTPasen) und Transkfadtoren. Kleine GTPasen
sind monomere GTP-bindende Proteine mit einer Mdéknasse von 20 — 40 kDa.
Zurzeit sind Uber 100 verschiedene GTPasen in Fok&n bekannt, die sich nach
phylogenetischen Gemeinsamkeiten und Unterschied@&Familien einteilen lassen:
Ras, Rho/Rac, Rab, Sarl/Arf und Ran. Sie sind arReégulation der Genexpression
(Ras und Rho), des Zytoskeletts (Rho/Rac), deskeksansports (Rab und Sarl/Arf),
des Transports zwischen Zytoplasma und Nukleusesoler Mikrotubuliorganisation
(Ran) beteiligt (TAKAI et al.,, 2001; McTAGGART, 26Q. Alle kleinen G-Proteine
haben gemeinsame Aminosduresequenzen, die funtiemktion mit GDP und GTP
sowie die GTPase Aktivitat verantwortlich sind (BRNE et al., 1991; VALENCIA et
al., 1991). Ebenso findet man eine Region, die dainh entsprechenden Effektor der
Signalkaskade interagieren kann. Ras, Rho/Rac/Cdod4@ Rab Proteine haben
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zusatzlich an ihrem COOH-Ende Sequenzen, die postational modifiziert werden
kbnnen. Dazu z&hlt das Anhé&ngen von Farnesyl-, ykyaranyl-, Palmitoyl- oder
Methyl-Resten. Diese Modifikationen stellen eindwendige Voraussetzung fir die
Funktion der kleinen GTPasen dar. So sind Ras-iRi#er ihre Farnesylgruppe und
die meisten Rho-Proteine Uber ihre Geranylgeraoplge mit der Membran verankert.
Die kleinen G-Proteine fungieren als molekulare &hemn in einer Vielzahl von
Signalkaskaden (s. 1.6.1 und 1.6.2). Prinzipielrdvidabei das am Protein gebundene
GDP (inaktive Form) mit Hilfe von GEFs (Guanin-Nektid-Austauschfaktoren) gegen
GTP ersetzt (aktive Form). Dies ermdglicht das Bmeines Effektors und damit das
Auslosen einer Signalkaskade. Nach der Signalidmeng wird die aktive Form Uber
GAPs (GTPase-aktivierende Proteine) durch Phosbspadtung wieder in die inaktive
GDP-gebundene Form Uberflhrt.

6.1 Ras-Proteine

Ras-Proteine der Saugetiere haben eine Grof3e vaD&2Ip21Ras) und treten in vier
Formen auf: H-Ras, K-Ras-4A, K-Ras-4B und N-RasEBEL und POLLAK, 1999;
TAKAI et al.,, 2001). Sie regulieren Signalwege, digr Zellwachstums- und
Differenzierungsprozesse sowie fur die Apoptosesadidend sind. Die Aktivierung
von Ras-Proteinen wird durch extrazellulare Signatkiziert, die einen Rezeptor mit
einer intrinsischen oder assoziierten Tyrosinkiraktvitat stimulieren (EGAN et al.,
1993; GALE et al, 1993; LI et al., 1993). So binderB. im Nervensystem
Neurotrophine wie NGF an spezifische Trk-Rezeptgmsinkinasen und aktivieren
den Ras-MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)+&lyveg (Abb. 5) (ALTHAUS
und RICHTER-LANDSBERG, 2000; TAKAI et al., 2001).aB Binden von NGF
bewirkt eine Dimerisierung von TrkA, die mit der t#phosphorylierung der
Tyrosinreste des Rezeptors einhergeht und eineakiien mit dem Adaptorprotein
SHC ermdglicht. An das durch TrkA phosphoryliertdGSbindet im néachsten Schritt
GRB2. Uber zwei SH3-Domanen kann dies mit SOS wedaliken, dem am besten
charakterisierten GEF fur Ras-Proteine, und estait®in Rezeptor-Adaptor-GEF-
Komplex. Auf diesem Weg wird die Aktivierung desa®hamembran-gebundenen Ras
durch SOS ermoglicht. Fur die Funktion von Ras aeste Assoziation mit der
Plasmamembran, die durch Farnesylierung bewerkgtedlird, Voraussetzung. Im

aktivierten Zustand rekrutiert Ras Raf und initieme weiterfihrende, Uiber ERK1/2
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laufende Signalkaskade (VOJTEK et al., 1993; WARNAI., 1993). ERK1/2 gehbren
zu den MAPK, die im aktivierten Zustand Substrate4ytosol oder Transkriptions-
faktoren nach Translokation in den Zellkern phospleren (CREWS et al., 1992;
ROBINSON und COBB, 1997; PEARSON et al., 2001).

Die Aktivierung von ERK1/2 in OL ist ein esselier Schritt fir die Ausbildung der
Fortsatze (STARIHA et al, 1997; STARIHA und KIM, @D). Mit NGF behandelte OL
zeigten ein verstarktes Fortsatzwachstum, das mér eAktivierung von ERK1/2
einherging (ALTHAUS et al., 1992; ALTHAUS et al997).

Abb. 5: Aktivierung und Kaskade des Ras-MAPK-SignalwegesKAl et al., 2001, mod.).

6.2 Rho-Proteine

Die meisten Mitglieder der Rho-Proteinfamilie lassesich anhand ihrer
Aminosauresequenz, Struktur und biologischen Faonktiin eine von sechs
Unterfamilien einteilen: RhoA-verwandte Proteineh¢{®, RhoB, RhoC), Racl-
verwandte Proteine (Racl, Rac2, Rac3 und RhoG}¥Zderwandte Proteine (Cdc42,
TC10, TCL, Chp/Wrch-2, Wrchl), Rnd-Proteine (RnBhd2, RhoE/Rnd3), RhoBTB-
Proteine und Miro-Proteine (Abb. 6) (WENNERBERG ubdR, 2004). Die 20-
30 kDa grof3en Molekiile regulieren ein breites Spekizellularer Funktionen, wie die
Organisation und den Umbau des Aktinzytoskelett®lladhasion, Migration,

Zellpolaritat, Zellteilung, Vesikeltransport und Khgenese. Die von uns untersuchten
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Rho-Proteine werden samtlich posttranslational hklurdas Anhangen von
Geranylgeranyl modifiziert (WENNERBERG und DER, 290

Abb. 6: Phylogenetischer Baum der Rho-Proteine sowi weiterer Vertreter kleiner GTPasen.
Aufgrund der Aminosauresequenzen und funktionelapekte kénnen Rho-Proteine in 6 farblich
gekennzeichnete Unterfamilien eingeteilt werdeno&RWerwandte, Rac-Verwandte, Cdc42-Verwandte,
Rnd-Proteine, RhoBTB-Proteine und Miro-Proteine EMNERBERG und DER, 2004).

Wie alle anderen kleinen G-Proteine haben di¢glder der Rho-Familie im
aktivierten, GTP-gebundenen Zustand eine erhohténiggt zu einer Reihe von
Effektoren und kdonnen durch deren Aktivierung efignalkaskade auslésen. Die
Regulation erfolgt wie bei p21Ras durch GEFs (~7iigh¢der) sowie GAPs (~80
Mitglieder) (SCHMIDT und HALL, 2002; MOON wund ZHENG 2003;
WENNERBERG und DER, 2004). Zusatzlich gibt es eirdnitten Regulations-
mechanismus von Rho-Proteinen dber GDIs (Guaninddtki-Dissoziations-
Inhibitoren) (OLOFSSON, 1999; DER MARDIROSSIAN uB®OKOCH, 2005). Diese
binden als zytoplasmatische Regulatoren den prmgti Teil von Rho-Proteinen. Eine
daraus resultierende Abschirmung dieser Gruppeinagtht die Membranassoziation
und Aktivierung von Rho-Proteinen (Abb. 7). Derzeihd drei humane Rho-GDlIs

identifiziert worden, deren Aktivitdt durch versetlene Proteine und Lipide reguliert
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werden kann (CHUANG et al, 1993; YAMASHITA und TQWAMA, 2003;
McTAGGART, 2006).

Infolge des Netzwerks der Regulationsmechanisiitger GEFs, GAPs und GDls
sowie der zum Teil gewebe- und zellabhangigen Esgive der Rho-Proteine ist die
Hemmung oder Aktivierung bestimmter Signalkaskadanch extrazellulare Stimuli
sehr komplex und nur zum Teil aufgeklart. Zusalvllmestehen zwischen den Rho-
Signalwegen regulatorische Querverbindungen. Sm kh@ gegenseitige Stimulation
der GTPasen, die Aktivierung gemeinsamer Effektaeéer das Wirken unspezifischer
GEF's eine Aktivierung unterschiedlicher GTPasewluimeren, was durchaus zu
ahnlichen aber auch gegensatzlichen Effekten fikaen.

Abb. 7: Regulation kleiner Rho-Proteine (small G-Proteins SGP) durch Guanin-Nukleotid-
Dissoziations-Inhibitoren (GDU), GDI-Verdrangungakioren (GDF), Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (GEF) und GTPase aktivierendeeP® (GAP) (McTAGGART, 2006, mod.).

6.2.1 Zytoskelett und Adhasion

Das fur die mechanische Stabilisierung von eukaryonen Zellen verantwortliche
Zytoskelett lasst sich in drei am Aufbau beteili@eukturfilamente einteilen: Mikro-
bzw. Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermediadimente. Diese setzen sich
wiederum aus jeweils unterschiedlichen Proteinkdaszusammen. Die einzelnen
Komponenten bilden aufgrund ihrer Fahigkeit zu stlen Auf- und Abbauvorgangen
ein hochdynamisches System. Bei der in OL stagfggn Fortsatzbildung,

-verlangerung und -verzweigung sowie der Myelinllg ist das aus Mikrotubuli und
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Aktinfilamenten bestehende Zytoskelett mafRgeblieteibgt (WOOD und BUNGE,
1984; WILSON und BROPHY 1989; BARRY et al.,, 1996AKAI et al.,, 2001).
Wahrend der Myelinbildung in reifen OL stehen digruBturfilamente in enger
Verbindung mit Myelinproteinen (SONG et al., 2001).

In Antwort auf extrazellulare Signale sind RhBac- und Cdc42-Proteine fur eine
Regulation des Zytoskeletts von grol3er Bedeutur@ VBN et al., 1996; TAKAI et al.,
2001). Das infolge der Polymerisation vieler Akkfltenomere entstehende filamentose
Aktin ist Bestandteil von Stressfasern, Lamelligodiund Filopodien. Rho-Proteine
regulieren die Formierung und Kontraktion von Stfasern, Aktinbtindel, die die Zelle
durchziehen und Uber Integrine an der extrazeduldatrix gekoppelt sind (RIDLEY
und HALL, 1992). Durch Stimulation der Rho-Proteiwe#d die Rho-Kinase aktiviert,
welche wiederum u.a. eine Phosphorylierung derhteit Myosin-Ketten reguliert.
Infolge der Phosphorylierung kommt es zu einer idlyosin-Interaktion, welche zu
einer Kontraktion der Stressfasern fuhrt. Cdc42dtne regulieren die Ausbildung von
Filopodien. Diese dinnen langlichen Ausstilpungen Elasmamembran, die man
vorwiegend in beweglichen Zellen findet, bestehes Blindeln von Aktinfilamenten,
welche durch aktinbindende Proteine miteinandenetzt sind (KOZMA et al., 1995;
NOBES und HALL 1995). Bei der Aktivierung von Raorkmt es zur Bildung von
Lamellipodien. Diese flachen Ausstilpungen der Mentbestehen aus netzwerkartig
polymerisiertem Aktin und sind der Lage, neue atledkontakte auszubilden und die
Zelle bei der Migration voranzutreiben (RIDLEY ¢t 4992).

7. Intention der Arbeit

Therapeutische Ansatze sollten bei der MS printigewohl immunmodulatorisch /

antiinflammatorisch als auch remyelinisierend ausbeet sein. Seit kurzem wird der
Cholesterinsenker Simvastatin (Sst) aufgrund sepheptropen Effekte, die u.a. eine
Immunmodulation und Antiinflammation einschlieRBets mogliches Therapeutikum
bei der Behandlung von MS diskutiert. Bei der Theraler MS ist jedoch zu bedenken,
dass durch Sst eine autochthone Remyelinisierucigt tieeintrachtigt werden sollte.
Sst hemmt die Cholesterinsynthese auf der Ebenélayalonat (s. Abb. 3), wodurch

Intermediate wie FPP, GGPP und auch Dolichol nictghr synthetisiert werden.

Dolichol ist fur die Glykosylierung von Rezeptoreotwendig und kénnte deren
Effektivitat bei Mangel herabsetzen (SIDDALS et, &004). Das Hauptaugenmerk
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dieser Arbeit gilt jedoch der Funktion kleiner Goi&ine bei fehlendem Nachschub von
FPP und GGPP. Zum Beispiel kbnnte eine wichtigsn&igaskade, die tUber p21Ras
l&uft und in OL u.a. zum Fortsatzwachstum fihriplge der Sst-Behandlung in ihrer
Effizienz beeintrachtigt sein. Da oligodendroglgld-ortsatzwachstum flr einen
Kontakt zum Axon unabdingbar ist, konnte sich somder gesamte

(Re)Myelinisierungsprozess verzdgern. In vitro undvivo Ergebnisse dieser Arbeit
sollten Hinweise darauf geben, ob Sst die Remygining beeinflusst und sein Einsatz

fur die Behandlung einer MS zu rechtfertigen istzD bestand folgender Arbeitsplan:

A) In vitro Untersuchungen der Effekte von Sst pufnar kultivierte Schweine-OL:
Morphologische Auswirkungen
Einfluss auf die Cholesterinbiosynthese
Effekte auf die Membranassoziation von p21Ras, MA&Ktvitat und
Neusynthese von Myelinproteinen
Beteiligung von RhoA, RhoG, Racl sowie Cdc42 una dariber
vermittelten Signalkaskaden
Auswirkungen auf kultivierte Mause-OL als Grundlafjig in vivo

Untersuchungen

B) In vivo Untersuchungen:

Da in vitro Ergebnisse nicht zwangslaufig mit inaviResultaten korrelieren, sollte auch
der Einfluss von Sst auf die Remyelinisierung movuntersucht werden. Als geeignetes
Modell bot sich eine Demyelinisierung tUber CuprizonC75BL/6N Mausen an. Es
kommt hier zu einer reproduzierbaren Entmarkungtsdchlich im Bereich des corpus
callosum. Nach Absetzen der Diat setzt eine spenRamyelinisierung ein. Ab diesem
Zeitpunkt sollten die Tiere mit verschiedenen Dossst Uber unterschiedliche
Zeitraume behandelt werden. Zur Beurteilung derelE& von Sst auf die

Remyelinisierung wurden folgende Kriterien herarggn:
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LFB-PAS Farbung zur Detektion von Myelin
Elektronenmikroskopische Darstellung axonaler Stmdn anhand von
Ultradiinnschnitten und Quantifizierung der De- lR®myelinisierung,
Bestimmung der G-Ratio

Immunhistochemie: NogoA Farbung — Anzahl von OLegl8chowski-
und APP-Farbung — Darstellung von Axonen und dezeentueller
Schadigung, Mac-3-Farbung — Aktivierung von Mikiiag|

Quantitative Analyse von Myelinproteinen (MBP, PuRd CNP) Uber
Western Blot



Il Material und Methoden

[l Material und Methoden

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Merke wurden als Triplikate oder

zumindest als Duplikate angefertigt.

1. Gerate und Chemikalien
Alle verwendeten Gerate und Chemikalien

Tab. 1Verwendete Geréte

sind in Tabellen 1-3 dargestellt.

Geréate Firma bzw. Hersteller
HPLC bai, Bensheim
Ultrazentrifuge L8-M Beckmann, USA

SW 28 Rotor

SW 41 Rotor

SW 52 Rotor

Mini-Twin-Gelelektrophoresekammer
Trio Thermoblock (PC-Gerat)

Biometra, Gottingen

Mini-TransBlot Cell

Bio-Rad, Minchen

Vakuum Zentrifuge Jota RVC

Christ, Gottingen

Coulter Counter

Coulter Electronics, Krefeld

Superspeed Zentrifuge Servall RC-

Refrigerated

bBuU Pont Instruments, USA

Schittler und Wasserbad

Gebr. Rettberg, Gottingen

Peristaltikpumpe

Ismatec SA Labortechnik, Zurich

Glashomogenisator

Heidolph, Deutschland

Luer-Lock Knopfkanuile, Imm x 4cm

Heiland Med Gmittamburg

Zentrifuge: Omega 70000 mit Rotor SW 3(
Brutschrank Cyperm
Biofuge 13

) Heraeus, Hanau

Slap Gel Trockner Model SE 1160

Hoffer Scientifistruments

pH-Meter

Knick, Deutschland

Autoradiogramm Kassette

Kodak Industrie, Parisr{kraich)
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Schittler

Krannich, Gottingen

MACS-Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mikroplatten-Reader zur
Cholesterinbestimmung

Molecular Devices

Nalgene Rohrchen Ultra Plus

Nalge Company Roch@dteA)

Gelkammern
Elektrophorese Konstant Power ECPS 30(

Pharmacia (Schweden)

D0

Sterilarbeitsbank

Process Techniques, Hannover

Edelstahlfiltrationsvorsatz (SM162 14)
Sterilfilter (0,2uM Porengrol3e)

Sartorius, Gottingen

Kihlzentrifuge 2 KD mit Swing-out-Rotor

Sigma, Mimen

Metallkantlen 12cm, Innendurchmesser
Imm

Anatomische Pinzetten
Préaparierpinzetten

Skalpellhalter und Rasierklingen
Arterienklinge

Magnetruhrer

Ultraschall

Ultraschallbad

Schitt, Géttingen

Feinwaage Mettler

Spoerhase AG, Giel3en

Shimadzu UV-160A-Spektralphotometer

Shimadzu Catpan, Kyoto (Japan)

Dampfsterilisator Typ 300

Varioklav, Miinchen

UV-Kontaktlampe Typ Chromen

Vetter GmbH, Wiesloch

Osmometer

Schlag, Bergisch Gladbach

Axioskop fur Durchlicht und
Auflichtfluoreszenz (Anxiovert 200) mit UV
Lampe, Temperaturkontrolle, Digitalkamg
und Notebook

IM 35 Phasenkontrastmikroskop

=

Novascan 30 Elektronenmikroskop

Zeiss, Gottingen

a
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Tab. 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Reagenziemfiitalien

Reagenz / Chemikalie

Firma bzw. Hersteller

ECL Western Blotting Detection Reagent;
und 2

ECL Plus Western Blottingen Detection
Reagents
Hybond-ECL-Nitrocellulose-Membran
Protein-A-Sepharose Beads
PVDF-Membran

Trockenmilch

5 Amersham Buchler, Braunschweig

[ -*°P]ATP
Methanol Baker, Deventer (Niederlande)
Baypen Bayer, Leverkusen

Trasylol 100 000 KIE

DePeX Einschlussmittel ,Gurf*

BDH Laboratory Supplies, England

Beckmann Ultra-Clear Tube 5x20mm, 5x

mm, 14x89 mm

UBReckman, Coulter, USA

Fotales Kalberserum (FCS)

Ham’s F-10

HEPES

Leucin

Methionin

Minimal Essential Medium-Earle
Minimal Essential Medium-Earle ohne
Leucin und Methionin

Penicillin/Streptomycin (10000ug/ml)

Biochrom KG, Berlin

Dithiothreitol (DTT)

jetSI-Endo Transfektionsreagenz
ML-7

N,N’-Methylenbisacrylamid (BIS)
Rinderserumalbumin (BSA)

Biomol, Hamburg

Bradford Protein Assay Reagents

DC Protein Assay Reagents

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinch¢
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Nuc View™ 488 Caspase-3 Assay Kit Z

Detektion apoptotischer Zellen

uBiotium, Inc., Hayward (USA)

Rho-Kinase Assay Kit

Biozol, Eching

Geranylgeranyltransferaseinhibitor (GGTI)
Sst

Sst, Sodium Salt (aktivierte Form)
Rho-Kinase-Inhibitor (Y27632)

Calbiochem Merck, Darmstadt

Rac/Cdc42 Activation Assay Kit

Cell Biolabs, Sarefo (USA)

Ethanol (EtOH) 95%

Isopropanol

Chemie-Vertrieb, Hannover

Isotone Il Losung

Coulter Diagnostics GmbH, Krefeld

Aquasol DuPont, Boston (USA)
EN°HANCE™
-Mercaptoethanol Fluka, Buchs (Schweiz)

D(+)-Glukose Monohydrat
D(-)-Fruktose
Nonidet-P40 (NP-40)

RX Fuji Medical X-Ray Film

Fuji, Tokio

Protein DOT-Metric Assay-Kit

Geno-Tech, St LouisSA)

Acrylamid

Gerbu, Gailberg

B27-Supplement
Basal Medium Eagle (BME)
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)

Minimal Medium

Gibco (Invitrogen), Leiden

Kulturschalen 35/10 mm (8,8cm?)

Greiner Bio-one Ghmbrickenhauser

Rontgenfilm Entwickler und Fixierer

Kodak Industriearis

Amidoschwarz

Ammoniumperoxidisulfat (N&),S,0g (APS)
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat (CaGx2H,0)
Coomassie Brillant Blue G-250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (WP QOy)

Merck, Darmstadt
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Ethanol reinst

Ethanol vergallt
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure konz. (Eisessig)
Fruktose

Glukose

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiIROy)
Kaliumhydroxid (KOH)
Lithiumchlorid (LiCly)
Magnesiumchlorid (MgG)

Mayers Hamalaun

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NalPOy)
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhydroxid (NaOH)
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorsaure

Saccharose

Salzsaure konz.

Trichloressigsaure (TCA)

Amplex Red Cholesterol Assay Kit
Rhodamin Phalloidin

Molecular Probes (Invitrogen), Euger
Oregon (USA), Leiden

Sterilfilter Millex 22uM

Millipore, Cork (Irland)

SAPK/JINK Assay Kit (Nonradioactive)

New England Bios, Frankfurt

TC-Dish 35x10; 12-, 24-, 48-, 96-

Nunc, Roskilde (Danemark)

Lochplatten
FCS-GOLD PAA, Cdlbe
Percoll Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Agarose

€,
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RhoG siRNA (h)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelbe

Zell Scraper 25cm

Sarstedt, Newton (USA)

Zelluloseacetat-Folie

Sartorius, Goéttingen

595 15 Faltenfilter 270mm

Schleicher&Schuell, Feldba
(Schweiz)

Nylonnetze (Porengréf3en 300, 150 und
70 um)

Schutt, Géttingen

Kupfergrits (Durchmesser 3,05 mm)

SCI Science 8esjyiMUnchen

BSA, krist. reinst
Ethylenglycolbis(2-aminoethylether)-
N’,N’,N’,N’-tetraessigsaure (EGTA)
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethyldiamin
(TEMED)

Paraformaldehyd

Triton X-100

Serva, Heidelberg

Adenosintriphosphat (ATP)
Alkalische Phoshatase

Aprotinin

Avidin (Peroxidase-gekoppelt)
BSA, krist. reinst
Bis(cylohexanone)oxaldihydrazone
(Cuprizone)

Cholesterin-PEG 600

Cytosin-1-beta-D-Arabinofuranosid (Ara-C

DAB-Chromogen (3,3’-Diaminobenzidin)
Farnesylpyrophosphat (FPP)
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP)
Guanidinium-HCI

Insulin

Leucin

Luminol sodium salt

Methionin

MTT (Thiazylol blue)

Sigma, Deisenhofen

=

g
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Myelin Basic Protein (MBP)
Natrium-Orthovanadat (N¥O,)
Natrium-Pyrophosphat
Nerve-Growth-Factor (NGF)
p-Coumarinsaure
Polyethylenglycol 600 (PEG 600)
Poly-D-Lysin

Poly-L-Lysin

Schiff's Reagenz

Transferrin

Tris

Tween 20

Tween 40

Mehlfutter
Pelletfutter

Ssniff, Soest

Catch and Release v2.0
(Immunprézipitations-Kit)
Ras Aktivierungs Assay Kit
Rho Aktivierungs Assay Kit

Upstate Biomol, Hamburg

Tab. 3 VerwendeteAntikérper

Antikorper

Firma bzw. Hersteller

ECL anti-Kaninchen IgG Horseradish
(Peroxidase gekoppelt)

ECL anti-Maus IgG Horseradish
(Peroxidase gekoppelt)

biotinylierter anti-Maus

biotinylierter Esel-anti-Kaninchen
biotinylierter Schaf-anti-Maus
biotinylierter Ziege-anti-Ratte

Amersham Bioscience, England

Anti-Myelin Proteolipid Protein (Myelin
PLP), polyklonale Ig Fraktion

Biotrend Chemikalien GmbH, Koéln

Anti-Pan-Ras (Ab-3), monoklonaler Maus

Calbioch&armstadt
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IgG

Anti-Cdc42, monoklonaler Maus Antikdrpe

Anti-Rac1, monoklonaler Maus Antikdrper

r Cell Biolabs, San Diego, USA

Anti-MOSP (Myelin-Oligodendrocyte-
specific-Protein), monoklonaler Maus IgM
Anti-APP, Klon 22C11, monoklonaler Mau
anti-Mensch

Chemicon, Hofheim

Anti-GFAP (Glial Ficbrillary Acidic
Protein), polyklonaler Kaninchen Ig
Anti-MBP, polyklonaler Kaninchen IgM (fu
Paraffinschnitte)

—

DAKO GmbH, Hamburg

Fab Fragmente Ziege anti Maus

Dianova Jackson Immesrarch,
Suffolk, England

Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus IgG
Alexa Fluor 488 Ziege anti-Kaninchen 1gG
Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus 1gG
Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus IgM
Alexa Fluor 546 Ziege anti-Maus IgM
Alexa Fluor 546 anti-Kaninchen IgG

Molecular Probes (Invitrogen), Leidel

Anti-Akt, polyklonaler anti Kaninchen
Anti-Phospho-Akt, monoklonaler Kaninché
19G

New England Biolabs, Frankfurt

N

Anti Mac-3, Klon M3/84, monoklonalg

Ratte-anti-Maus

rPharmingen, San Diego, USA

Anti-EImo2 (M-551), polyklonaler
Kaninchen IgG

Anti-MBP (C-16), polyklonaler Kaninchen
IgG (fir Western Blot)
Anti-p-MLC2(Ser19), polyklonaler
Kaninchen IgG

Anti-RhoA (26C4), monoklonaler Maus IgG

Anti-RhoG (C-20), polyklonaler Kaninchen
19G

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
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Anti-Rho GDI (A-20), polyklonaler
Kaninchen 1gG

Anti-Rock2 (H-85), polyklonaler Kaninchegn
19G

Anti-Aktin, Kaninchen IgG Sigma, Deisenhofen

Anti-CNPase, monoklonaler Maus IgG

Der NogoA-Antikérper wurde von M.E. Schwab aus EZhrizur Verfligung gestellt
(OERTLE et al., 2003). Der verwendete PLP Antikdrpeammt von der Abteilung
Neurogenetik (K.A. Nave) des MPI fur experimentdedizin Gottingen. Anti-MOG
wurde von Prof. Briick aus dem Institut fir Neurbjdgie der Universitat Gottingen

zur Verfiigung gestellt.

2. Zellkultur

2.1 Losungen und Medien

Alle Lésungen und Medien wurden, soweit nicht asdergegeben, sterilfiltriert.

Hexose-Phosphat (HP)-Puffer:

Fruktose 5% (w/iv) (=277,5 mM)
Glukose 5,5 % (w/v) (=277,5 mM)
KH2PO, 10 mM

in wassriger Losung
pH 7,3 mit 1 N KOH einstellen
630 +15 mOsm

Transportpuffer:
200 ml HP-Puffer mit 400 U/ml Penicillin und 400/pd Streptomycin

Fotales Kéalberserum (FCS):

FUr die Lagerung bei -20°C wurde das Serum bei 5&8fC30 min inaktiviert und
portionsweise eingefroren. Vor dem Gebrauch wurdgeiveilige Portion sterilfiltriert.
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Cytosin-1-beta-D-Arabinofuranosid (Ara-C)-freies dilem:
Minimal Essential Medium-Earle (MEM) 4,805 g

Ham'’s F10 4,945 ¢
NaHCO 1,79
Transferrin 10 mg
Insulin 5 mg
Mezlocillin (Baypen) 40 mg
HEPES 3,58 ¢
H20bidest. ad 1000 ml

pH 7,3 mit 1 N KOH einstellen
300 +10 mOsm

Cytosin-1-beta-D-Arabinofuranosid (Ara-C)-Medium:

wie Ara-C-freies Medium, Zugabe von 4 mg/l Cyto&hieta-D-Arabinofuranosid
(Ara-C)

Kulturmedium:

Ara-C-Medium mit 5 % (v/v) FCS

Zu Beginn der Behandlung mit Sst &gditiva) wurde das Kulturmedium gegen Ara-C-
freies Medium mit 1 % (v/v) FCS-GOLD ausgetauscht.

Sst-Lésung:
Stammldsung: 10 mM in Ethanol

effektive Endkonzentration: 5 puM, falls nicht amlangegeben

Percoll:
Am Praparationstag frisch auf pH 7,3 mit 1 N HCligastellt (ca. 6 Tropfen auf 45 ml,
filtriert).

Poly-D-Lysin:
Am Préaparationstag wurden 2 mg/100 ml Poly-D-Lysiimgewogen und eine wassrige

Losung hergestellt. Fur die Beschichtung der Kslthalen wurde die Losung filtriert.
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2.2 Praparation von Schweine-OL

Die Praparation von Schweine-OL erfolgte nach dmm GEBICKE-HARTER et al.
(1984) in diesem Labor etablierten Methode. Als garggsmaterial fur die Praparation
dienten Gehirne von 6 bis 8 Monate alten HaussatemeSus scrofg die von einem
ortsansassigen Schlachtbetrieb (Schlachterei EedeimReyershausen) sowie dem
Institut fUr Tierzucht und Haustiergenetik Gottinggezogen wurden. Nach Betdubung
der Tiere mit der Elektrozange erfolgte das Toterchl Offnen der Halsschlagader. Auf
das intensive Abflammen der Kopfregion wurde mdglic verzichtet, um eine
Schadigung der Hirnzellen zu verhindern. Der Zaimazwischen dem Tod der Tiere
und der Entnahme der Gehirne sollte 20 min niclargdhreiten. Die Lagerung der
Hirne erfolgte in Transportpuffer bei 4°C (auf EiB)lie Praparation der Schweine-OL
erfolgte unter sterilen Bedingungen auf Eis. Allerwendeten Ldsungen wurden
ebenfalls auf Eis gelagert. Die Gehirne wurden dasn Transportgefald in eine
Petrischale uberfiihrt und Reste des Rickenmarksesdas Kleinhirn entfernt. Mit
einem Skalpell wurden die Gehirnhalften in der Fatebene in 2-3 mm dicke Scheiben
geschnitten und in HP-Puffer aufbewahrt. Anschinel3erfolgte die Préparation der
weilden Substanz unter Vermeidung des ventrikelaikhden Ependyms. Die weil3e
Substanz wurde in eine neue Petrischale mit HPePutberfihrt, zweimal gewaschen
und gewogen. An jedem Praparationstag wurden vierhélften weiRe Substanz (2 x
14 g) prapariert und fur jeden Dichtegradientenld2y eingesetzt. Nach einer groben
Zerkleinerung der Substanz mit einer Rasierklingelgte die Zugabe von 15 ml HP-
Puffer und die Aufnahme in einer 30 ml Einwegsgritzlr eine weitere Zerkleinerung
wurde die Zellsuspension moéglichst luftblasenfrad umit geringem Druckaufwand
durch zwischen zwei Einwegspritzen befindliche Etidilfiltrationsvorsatze gepresst.
Diese waren mit Nylonnetzen der Maschenweiten 260,und 70 pm bestlckt, wobei
das Durchpressen der Substanz nacheinander duectFilter, beginnend mit der
Maschenweite 300 um, erfolgte. Nach dem letztencBpressen wurde die Substanz
mit HP-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 30 ml afife Die Fraktionierung der
Suspension erfolgte in einem diskontinuierlicheriEBtufen-Percoll-Dichtegradienten
(in 30 ml Zentrifugenréhrchen):

1. 25 ml HP-Puffer + 5 ml Percoll (5:1, 10 ml je R¢Hnen)

2. 30 ml Zellsuspension + 10 ml Percoll  (3:1, 13 mRj@hrchen)

3. 12 ml HP-Puffer + 6 ml Percoll (2 :1, 5 ml jelR6hen)
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Die Zentrifugation des Gradienten erfolgte fur 3 tmei 10.000 rpm und 4°C in einem
SW 28 Swing-out-Rotor. Nach der Zentrifugation waudle Fraktion mit den OL, die
sich direkt Uber den sedimentierenden Erythrozytefand, entnommen und zweimal
mit Ara-C-freiem Medium gewaschen. Dazu wurden deflen im ersten Schritt bei

500 x g und 4°C fur 10 min pelletiert. Der zweit@a¥e¢hschritt erfolgte bei 130 x g und
4°C ebenfalls fir 10 min. Das Pellet wurde in ArdM&dium aufgenommen und die
Zellzahl mithilfe eines Coulter Zell-Counters bewtit. Die Zellzahl wurde auf 5x£0

Zellen / 2 ml Medium eingestellt.

2.3 Anlegen einer Monolayer-Zellkultur

Fur das Anlegen einer Monolayer-Zellkultur wurderellidulturschalen (32 mm
Durchmesser), 24-, und 48-Lochplatten fir mindest@) min mit Poly-D-Lysin
beschichtet und anschlieBend mit sterilem Wasseragghen. Pro Schale wurden ca.
5x1CF, in einer 24-Lochplatte ca. 1,25¥10nd in einer 48-Lochplatte ca. 600.000
Zellen pro Schacht ausgesat. Die Kultivierung et®im Inkubator bei 37°C, 5 % GO
und 90 % Luftfeuchtigkeit (ALTHAUS et al., 1984; BIGISSER et al., 1988). Ca. 18-
22 h nach Aussaat der Zellen wurde das Medium mSthalen durch Ara-C-Medium
mit 5 % (v/v) FCS ersetzt. Danach erfolgte der Medvechsel alle 3-4 Tage. In allen
Experimenten, bei denen die Zellen Sst ausgesetztdem, oder aber auch
Stimulationsexperimenten, erfolgte ein Austausck tediums gegen Ara-C-freies
Medium, dem 1 % (v/v) FCS-GOLD zugesetzt wurde.

2.4  Praparation von Mause-OL

Préparation:
Die Praparation von Mause-OL erfolgte in der Arbgitippe von Dr. Simons des MPI

fur experimentelle Medizin Goéttingen. Fur die Isoling primarer Mause-OL wurden
das Mittelhirn und die Hemispharen von Mausembrypo(@ter E15-17) enthommen
und in HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, Gibeatrogen) bei 37°C abgelegt.
Nach Inkubation in einer 0,5 %-igen Trypsin-EDTAdumng fir 5-10 min bei 37°C
wurde das Material zweimal mit HBSS gewaschen umstladieRend mit 10 ml BME
(Basal Medium Eagle, Gibco/Invitrogen, + 10 % (vRjerdeserum + 1 % (w/v)

Glutamat + 1% (v/v) Pen/Strep; 37°C) versetzt. Zerkleinerung des Materials
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erfolgte mit einer 10 ml Pipette (grob) und anss®éind durch wiederholtes Aufziehen
mit einer leicht verengten Glaspasteurpipette {fddanach konnte die Zellsuspension

in vorbereitete Zellkulturflaschen verteilt werdga 3-4 Hirne pro Flasche)

Vorbereitung der Zellkulturflaschen, Petrischaled IDeckglaser:

Deckglaser wurden 0.N. in 65 %-iger HBlGnkubiert, anschlieRend dreimal mit
H2Obigest. gewaschen, fir 5 min in Methanol geschwenkt undhnalocschlielendem
dreimaligem Waschen in Jigest. €inzeln getrocknet und sterilisiert. Die
Zellkulturflaschen, Petrischalen und Deckglaser dear mit einer 0,1 %-igen (w/v)
PLL-L6sung (Poly-L-Lysin, Sigma) U.N. bei 37°C imrugschrank beschichtet.
Zusatzlich wurden die Petrischalen und Deckglaseentsprechendem Kulturmedium

versehen und im Brutschrank aquilibriert.

OL-Kultur:

Zwischen Tag 4 und Tag 6 nach Aussaat erfolgtéN@eronenkill (Neuronenantikorper
AK 358 + Komplement 60 min auf die Zellen geben ut@imal mit Medium
waschen). Am Tag 8 wurde das Medium zur Halfte ghselt. Das Entfernen der
Makrophagen erfolgte am Tag 11 durch leichtes Idopf an der
Zellkulturflaschenwand. Durch diesen Schritt wurdsie abgeldst, anschliel3end
abgesaugt und die Kulturflasche mit neuem Mediufgefullt. Dieser Vorgang wurde
am Tag 14 wiederholt. Fur die anschlieBende Absehiity der OL wurde die
Kulturflasche in horizontaler Richtung 20 x krafagschuttelt, die Suspension in 50 ml
Falcon-Tubes gegeben und zentrifugiert (10 mindB@i rpm). Das Pellet wurde einmal
gewaschen und im Anschluss die Zellen gezahlt. atdh nweiterer Kulturbedingung
wurden die Zellen in folgenden Dichten ausgesat:

150.000 — 200.000 Zellen je Deckglas mit 15 mm Doresser

500.000 — 600.000 Zellen je Deckglas mit 32 mm Boresser

200.000 Zellen je 12-Loch-Platte

Bei Zusatz von Sst wurde das Medium gegen HippoiB2dium + 1 % (v/v) FCS-
GOLD ausgetauscht.
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Hippo-B27-Medium:
10 x MEM 10 ml

5,5 %-ige Bicarbonatlésung 4 ml

20 %-ige Glukoselésung 3ml
1,1 %-ige Pyruvatlosung 1ml
Penicillin / Streptomycin 1mi

Glutamax 1ml
B27-Supplement 2ml
H2Obidest. ad 100 ml

sterilfiltrieren

2.5 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die unter verschiedenen Bedingungen behandeltew@den mit 2,5 % Glutaraldehyd
in 0,1 M Cacodylatpuffer fur 30 min fixiert und amtiel3end in 0,2 M Cacodylatpuffer
gewaschen. Fir die Nachfixierung wurden die Zeflerl h mit 1 % Osmiumtetroxid /
0,1 % Cacodylatpuffer behandelt. Nach der Dehydnigrund Trocknung wurde das
Objekt mit Hilfe eines Sputter-Gerates mit Goldi&®dium beschichtet. Die
anschlieende Betrachtung der Objekte erfolgte emtem Zeiss Novascan 30

Rasterelektronenmikroskop.

Cacodylatpuffer (0,2 M Stamml&sung):

Natriumcacodylat-trinydrat 20,15¢
Hzobidest. 250 ml
pH 7,4 mit HCI einstellen

2.6 Lebendzellfarbung

2.6.1 MTT-Assay

Dem MTT-Assay liegt eine enzymatische Reaktion ande, bei der ein Substrat nur
von lebenden Zellen umgewandelt werden kann (MOSMANO983). Die in den
Mitochondrien lokalisierte Succinatdehydrogenase tabisiert den gelben,
wasserloslichen Farbstoff Diphenyltetrazoliumbromi@TT) in ein violettes,

wasserunlésliches Produkt (MTT-Formazan), das phetosch erfasst werden kann.
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MTT-LG6sung:
5 mg/ml MTT in PBS l6sen und sterilfiltrieren

Lysepuffer:
SDS 1lg
DMSO 9.4 ml

Eisessig 30 pl

Durchfihrunag:
Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde die MTTHdg im Verhaltnis 1:10

(200 pl/ 2 ml Medium) in die jeweilige Kulturschategegeben. AnschlielRend erfolgte
eine Inkubation fur 30-60 min im Brutschrank, natdr im Phasenkontrastmikroskop
bei lebenden Zellen die Bildung von schwarzen ldlieh deutlich sichtbar sein sollte.
Die Zellen wurden mit einem Spatel von der Kulthiede abgekratzt und pelletiert.
Nach Zugabe von 200 pl Lysepuffer wurde die Suspans0 min gerthrt und die

Extinktion des Lysats in einer 96-Loch-Platte béd im bestimmit.

2.7 Detektion apoptotischer Zellen im Caspase-Assay

Bei dem verwendeten Caspase-3 Assay (Nuc View™Fdera Biotium, Inc.) wird ein
DEVD Substrat, das weder fluoresziert noch als DRgAbstoff funktional ist, im
Zytoplasma durch eine aktive Caspase-3 gespalten.fidiwerdende DNA-Farbstoff
wandert anschlieBend in den Zellkern, wo er ihradotf Diese Farbung ist als griine
Fluoreszenz mikroskopisch sichtbar. Die Durchfllgrues Assays erfolgte nach

Angaben des Herstellers.

3. Immunzytochemische Farbungen

3.1 Losungen

Phosphate-buffered Saline (PBS):

NaCl 154 mM
NaoHP Oy 6,5 mM
KCI 2,7 mM

KH.PO, 1,5mM in wassriger Losung
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Paraformaldehydlsung:

Fur eine 3 %-ige Paraformaldehydlésung wurden 7% dar Substanz in 3,5 ml
H20pigest. UNd 2 Tropfen 1 N NaOH erhitzt, bis das Parafod®ayd vollstandig gelost
war. Nach Abkuhlen der Lésung wurden 3,5 ml 10x PB§egeben und mit Bhigest.

auf ein Gesamtvolumen von 25 ml aufgefillt. Diesgigfungslosung wurde bei

Verwendung immer frisch angesetzt.

Methanol / Eisessig (-20°C):
Methanol 90 ml

Eisessig 10 ml

Antikérper-Verdinnungspuffer (AVP):
0,5 % (w/v) BSA in PBS (AVP-P) bzw. 0,5 % (w/v) BSA Ara-C-freiem Medium
(AVP-M)

3.2 MOSP- (Myelin-OL-spezifisches Protein) und MOG- (Myelin-OL-
Glykoprotein) Farbung
Die entsprechenden Kulturen wurden nach mindest@n®IV einmal in PBS
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation M#&us anti-MOSP (1:5000 in
AVP-M) bei RT fur 30 min auf der Wippe. Nach Entien der Antikérperldsung
wurden die Zellen dreimal mit Ara-C-freiem Mediunevgaschen und in Methanol /
Eisessig (95:5, v/v) fur 15 min bei 4°C fixiert. ZWetektion von MOSP im
Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen anschlie3end einem fluoreszierenden
sekundaren Antikorper (Alexa Fluor 488 IgM Maug,a00 in AVP) fur 30 min bei RT
geschaukelt. Nach Entfernen der Antikdrperlésundolgie ein abschlieRendes
dreimaliges Waschen mit PBS.
Zur Darstellung von MOG wurde wie oben beschrieberfiahren, anstelle von MOSP
wurde der von Prof. Brick (Institut fir Neuropatfiel Universitat Gottingen) zur

Verfigung gestellte Anti-MOG verwendet.
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3.3 GFAP- (Glial fibrillary acidic protein) Farbung

Die Inkubation mit Kaninchen anti-GFAP (1:1000 ivR-M) erfolgte bei RT fir 30
min auf der Wippe. Nach dreimaligem Waschen mit-Brteiem Medium wurden die
Zellen mit Methanol / Eisessig fur 15 min bei 4°@&idrt. Nach Entfernen der
Fixierungslosung und dreimaligem Waschen erfolgie d¢hkubation mit dem
sekundéaren, Rhodamin gekoppelten Antikorper (Al&taor 546 1gG Kaninchen,
1:1000 in AVP) fur 30 min bei RT auf der Wippe. AbhselRend wurde Uberschissiger
Antikodrper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfer

Die Kopplung der sekundaren Antikdrper zur Detaktimn MOSP und GFAP mit
unterschiedlichen Farbstoffen (FITC fur MOSP bzwoBamin fir GFAP) ermoglichte
die Doppelfarbung innerhalb einer Kulturschale. &aurde zunéchst die MOSP-
Farbung (s. 11.3.2) vorgenommen. Bei der anschtidBe GFAP-Farbung erfolgte nach
der Inkubation der Zellen mit dem Primé&rantikérpad anschlieBendem Waschen mit
PBS direkt die Inkubation mir dem sekundaren Anfles.

3.4  Aktinfarbung

Die zu farbenden Zellen wurden zunachst mit 3 %-igaraformaldehydl6sung fir
10 min bei RT auf der Wippe fixiert. Nach dreimaligy Waschen mit PBS erfolgte die
Permeabilisierung der Zellen mit einer 0,1 %-igeion X-100 Lésung in PBS fir 3-
5 min bei RT. AnschlieRend konnte Aktin durch Zugader in AVP-P verdinnten
Rhodamin-Phalloidin-Stammldsung (1:200) angefarbtden (30 min bei RT auf der
Wippe). Nach Entfernen der Farbelésung und dregeali Waschen mit PBS erfolgte
die mikroskopische Auswertung. Dies musste zlgigsclgehen, da die

Fluoreszenzintensitat relativ rasch zurtickging.

4. HPLC

FUr die Auftrennung von Sst-Lacton und Hydroxy-S&er RP-HPLC wurde eine
Superspher-RP-18 mit einer Partikelgrof3e von 4 prvendet.

Laufmittel:
Puffer A: Acetonitril — Ammoniumacetat (1:9, v/v)

Puffer B: Acetonitril — Ammoniumacetat (9:1, v/v)
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Die Elution erfolgte isokratisch mit 15 % Pufferuld 85 % Puffer B. Zwischen jedem
Lauf wurde die Saule mit einer 1 %-igen Ethanolfigsgespdlt. Fur die Bestimmung
der Elutionszeit wurden Losungen der beiden Statsdé®st-Lacton und Hydroxy-Sst,
je 0,1 mg/ml) hergestellt und je 2,5 ul auf die IBagegeben. Die jeweilige
Retentionszeit wurde durch einen am Saulenendeseahipgssenen UV-Detektor bei
einer Wellenlange von 238 nm (AbsorptionsmaximurndéreStandards) erfasst. Um
das eventuelle Auftreten von Zwischenprodukten md&inem anderen
Absorptionsmaximum zu erfassen wurde als zweiteléiigéinge 210 nm gewahlt. An
den UV-Detektor war fur die spatere Auswertung®chreiber angeschlossen.

Zur Darstellung der Umwandlung von Sst-Lacton zudtdyy-Sst wurde die
Stammldsung der inaktiven Form (Sst-Lacton, 10 mginiEthanol) auf 0,1 mg/ml in
PBS verdunnt. Dieser Ansatz (300 ul) wurde bei 3iffklibiert und nach festgelegten
Zeiten jeweils ein Aliquot (5 pl) entnommen, das gpateren Analyse eingefroren oder
direkt auf die Saule gegeben wurde. Eine quantdairfassung der Umwandlung zu

Hydroxy-Sst erfolgte Uber die FlachenberechnundPaeaks.

5. Proteinbiochemische Methoden

5.1 Herstellung des Zelllysats

5.1.1 Proteaseinhibitoren

Fur die Detektion von Proteinen im Western Blot eaur bei Herstellung des Zelllysats

die folgenden Proteaseinhibitoren zugegeben:

PMSF (100 mM):
17,4 mg PMSF in 1 ml Isopropanol bei RT I6sen

Endkonzentration 1 mM, immer frisch angesetzt

NaF (100 mM):
4,2 mg NaF in 1 ml bDpigest. bei RT 16sen

Endkonzentration 1 mM, immer frisch angesetzt

Aprotinin (1 mg/ml);

1 mg Aprotinin in 1 ml HOyigest. Bei RT 16sen, Lagerung portionsweise bei -20°C
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Endkonzentration 1 pg/mi

Leupeptin (1 mg/ml):

1 mg Leupeptin in 1ml bOpigest. bei RT 16sen, Lagerung portionsweise bei -20°C

Endkonzentration 1 pg/mi

Natriumorthovanadat (N¥O,4, 100 mM):
92 mg NaVO, in 5 ml HOpigest bel RT 16sen

Vor der Verwendung musste N&D, aktiviert werden. Der Ausgangs — pH-Wert der

Losung lag bei ~12. Mit 1 N HCI wurde ein pH-Wednv10 eingestellt, wodurch sich
die Losung gelb farbte. Durch kurzes Aufkochen weudie Losung wieder farblos.
Nach Abklhlen auf RT wurde der pH-Wert mit 1 N Hidler 1 N NaOH wieder auf 10
eingestellt und die Losung erneut aufgekocht. Digshritte wurden wiederholt, bis
nach Aufkochen und Abkthlen der Losung der pH-Wat 10,0 konstant blieb.
AnschlieRend konnte die Natriumorthovanadat-Losupgrtionsweise bei -20°C
eingefroren werden.

Endkonzentration 1 mM

5.1.2 Zellernte

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Kultateohzunéchst auf Eis mit PBS
(+ NagVO,4) gewaschen und anschliel3end die Zellen mit einefhStraper von der
Kulturschale gelost. Nach Zentrifugation bei 50@ xund 4°C fir 5-10 min konnte

Uberschussiger Waschpuffer abgesaugt werden.

5.1.3 Trennung Zytosol- und Membranfraktion

Zur Trennung der oligodendroglialen Membranfraktiam der zytosolischen Fraktion
wurden die geernteten und in PBS gewaschenen Zglled® mM Tris-HCI Puffer
(pH 7,4) aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgiecd Ultraschall (4 x 5 s). Durch
Zentrifugation bei 100.000 x g und 4°C fur 45 monkten die Fraktionen voneinander
getrennt werden. Der Uberstand (= zytosolischetinakwurde abgenommen, untes N
eingeengt, und anschlieRend ebenso wie das Pellbtembranfraktion) in 2 %-iger

SDS-Ldsung aufgenommen und mit einem Magneten gerth
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10 mM Tris-HCI-Puffer:
121,14 mg Tris in 100 ml #ypigest/OSEN
pH 7,4 mit 1 N HCI einstellen

2 %-ige SDS-L6sung:
2 g SDS in 100 ml bDpigest/0SEN

5.1.4 Detektion von GTP-gebundenem p21Ras, RhoA, Racl drCdc42

Nach der Ernte wurden die Zellen in folgendem Ruifsiert:

HEPES 298 mg (25 mM) pH 7,4 mit 1 N NaOH einstell
NacCl 438 mg (150 mM)

NP-40 500 pl (1 %)

Na-deoxycholat 125 mg (0,25 %)

MgCl, 102 mg (10 mM)

EDTA 18,6 mg (1 mM)

H2Obidest. ad 50 m|

Nach einer 15 minidtigen Rotation des Lysats bei 4%urden die
Proteinkonzentrationen bestimmt und die Werte eatdend mit Lysepuffer
angeglichen. Die Gesamt-Endvolumina sollten datdentisch sein. Zur Bestimmung
der GTP-gebundenen Form der kleinen G-Proteine evuRLlIlI-Down-Assays genutzt.
Das Prinzip beruhte darauf, dass die Bindedomasgesieiligen Effektors, welche die
GTP-gebundene Form der GTPase erkennt, als Fusatespan Glutathion-Agarose-
Beads gekoppelt war (Raf-1 RBD Agarose fur p21RRisptekin RBD Agarose fur
RhoA, PAK1 PBD Agarose fur Racl und Cdc42). Entslpead der Angaben der
Hersteller wurden die Lysate mit einer definierMange Agarosebeads unter Rotation
bei 4°C inkubiert (fur p21Ras u.N., fur RhoA, Racthd Cdc42 3 h). Nach
Zentrifugation der Agarose-Beads wurden diese dakimit Lysepuffer gewaschen und
anschlieBend in 2x Probenpuffer resuspendiert, dimdPissoziation des Proteins von
der Agarose bewirkte. Das Anfertigen von Positind INegativkontrollen erfolgte nach
dem jeweiligen Protokoll des Herstellers. Vor denftfagen der Probe wurde diese fir
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5 min gekocht. Der Nachweis der Proteine erfolgtehnAuftrennung im SDS-Gel Uber
Western Blot.

5.1.5 Interaktion von RhoA mit RhoGDI
Fur die Darstellung der Interaktion von RhoA mitdd@DI wurde das Zelllysat (bei

mehreren Proben jeweils gleiche Proteinmengen)PnateinA-Sepharose-Beads sowie
dem RhoGDI-Antikorper fuir 3 h bei 4°C unter Rotatiankubiert. Anschliel3end
wurden die Beads durch kurze Zentrifugation patetiund 3x mit Lysepuffer
gewaschen. Nach Resuspendieren der Beads mit Berpoffer und Kochen flir 5 min
wurden die Proben in einem 15 %-igen SDS-Gel atdgat. Der Nachweis von RhoA
erfolgte nach Transfer auf die PVDF-Membran im WasBlot. Die Detektion von
RhoA bei dieser Methode zeigte nur den Anteil,aleRhoGDI gekoppelt war.

Lysepuffer:

Tris 20 mM (242,28 mg) pH 7,4 mit 1N HCI ein&tel
NaCl 137 mM (800,6 mg)

SDS 0,1 % (w/v, 100 mg)

Na-deoxycholat 0,5 % (w/v, 500 mg)

Triton X-100 1% (v/v, 1 ml)

EDTA 2 mM (74,448 mg)

H2Opidest. ad 100 ml

5.1.6 Interaktion von RhoG mit EImo2 zur Bestimmung des Auteils von GTP-
gekoppeltem RhoG

FUr einen Nachweis der Aktivierung von RhoG wurgeldteraktion mit EImo2, einem
spezifischen Adaptorprotein von RhoG, das nur dieP@ekoppelte Form bindet,
untersucht. Die Herstellung des Zelllysats erfolgiee unter 11.5.1.4. Nach dem
Angleich der Proteinmengen durch Lysepuffer wurdégiche Mengen mit ProteinA-
Sepharose und dem RhoG-Antikérper fur 3 h bei 4%@em Rotation inkubiert.

AnschlieRend wurden die Beads durch kurze Zentiiog pelletiert und 3x mit

Lysepuffer gewaschen. Das Ablosen der an die Begaélsppelten Proteine erfolgte
durch resuspendieren in 2x Probenpuffer. Nach dafkothen wurden von jeder Probe

20 pl auf einem 12 %-igen SDS-Gel aufgetrennt. ImschlieRenden Western-Blot
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wurde als Primarantikdrper EImo2 verwendet, umata®hoG-GTP gekoppelte EImo2
nachzuweisen. Der Vergleich von Sst behandelterz®tiner Kontrolle konnte daher
Aufschluss tiber eine Anderung der Aktivitat von Bhmfolge einer Sst-Behandlung

geben.

5.1.7 SDS - Zelllysate

Fur die Aufarbeitung des Gesamtzellproteins fir 8[@S-PAGE wurden die Zellen
nach der Ernte fir 20 min in 2 %-iger SDS-LOsungvjw Proteaseinhibitoren bei RT

geruhrt und lysiert.

5.2 Proteinbestimmung

5.2.1 Bradfordtest

Fur den quantitativen Nachweis von Proteinen ireregtetergenzfreien Losung wurde
der ,Protein-Assay-Kit* von Bio-Rad verwendet, derf der kolorimetrischen Methode
von Bradford (BRADFORD, 1976) basiert. Proteine umkptide mit einer
Molekularmasse von > 3 kDa bilden mit dem in sal@ung anionisch vorliegenden
Farbstoff Coomassie Brillant Blue G250 einen blad@mbstoff, der photometrisch
gemessen werden kann. Die untere Nachweisgrengesdieests liegt bei 1 pg.

Mit der nach Angaben des Herstellers angefertidi@érelésung wurde zunachst eine
Eichgerade mit BSA im Bereich von 1-10 pg ProteinAnsatz erstellt. Die
Proteinlésung wurde dazu mit 200 ul Farbeldésungetet, der Ansatz gemischt und fur
10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieRendrdei die Extinktion bei 595 nm in
einem Mikroplatten-Reader abzlglich eines Leergedbne Protein gemessen. Die
Proteinkonzentration einer unbekannten Probe konaté folgender Formel bestimmt

werden:

Protein [mg/ml] = ORgsx m / V m = Steigung der Eichgeraden

V = Probevolumen [ul]
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5.2.2 Tupfelprobe

Fur die Erstellung einer Eichgerade bei der Tuptddp nach NEUHOFF et al., 1979
wurden BSA-LOsungen im Bereich von 0,5-5 mg/ml lestgllt (in NaCl-Losung). Von

jedem Ansatz wurden 2 pl auf ein Stick Zellulosesteleolie getupfelt und in einer
Amidoschwarz-Farbeldésung, die Proteine gleichzédtigt und fixiert, fur 5 min bei RT

inkubiert. Uberflussiger Farbstoff wurde durch draliges Waschen mit einer
Entfarbeldsung entfernt (3 x 10 min bei RT auf Wéppe). In gleicher Weise konnte
man mit den zu bestimmenden Proben verfahren. BiteiRwertbestimmung erfolgte

durch visuellen Vergleich mit der Eichgerade.

NaCl-Ldsung:
0,9 % NaCl (w/v) in HOpjgest.

Amidoschwarz-Féarbelésung:
0,5 % Amidoschwarz (w/v) in Methanol / Eisessig (Natnis 9:1)

Entfarbeldésung:

Methanol / Eisessig im Verhéaltnis 9:1

5.2.3 DC - Protein-Assay

Das auf dem Prinzip von Lowry (LOWRY et al., 195igruhende Proteinassay der
Firma Bio-Rad kann ebenso wie die TupfelmethodeBastimmung des Proteinwertes
detergenzhaltiger Zelllysate genutzt werden. Zuséfthdet eine Reaktion des Proteins
mit Kupfer in alkalischem Medium statt. Die so nfaderten Proteine kénnen in einer
zweiten Reaktion zugegebenes Folin reduzieren. iadentsteht ein blauer Farbstoff
mit einem Absorptionsmaximum von 750 nm, das phetoiscth erfasst werden kann
(PETERSON et al., 1979). Der Vorteil gegeniberldassischen Methode nach Lowry
ist, dass 90 % der Farbentwicklung innerhalb desteer 15 min der Inkubation
entstehen und dieser Wert innerhalb einer Stundeemer Abweichung von 5 %
konstant bleibt. Fur die Erstellung einer Eichgeradurden BSA-LOsungen mit einer
Proteinkonzentration zwischen 0,2 mg/ml und 1,42mhgprstellt. 3 pl jeder Lésung
wurden in den Schacht einer 96-Lochplatte pipéttMon den im Assay mitgelieferten

Loésungen wurden pro Ansatz 1 pl Reagenz S mit Z8galgenz A gemischt und zu der
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Proteinlésung gegeben. Nach Zugabe von 200 pl Redgeind Mischen des Ansatzes
erfolgte eine Inkubation fur 15 min bei RT, bevae &xtinktion in einem Bereich von
650-750 nm gemessen werden konnte. Die Proteinkbrag®n einer unbekannten
Probe konnte nach der unten aufgefihrten Formeintres werden. Dabei war jedoch
zu beachten, dass das Probevolumen den Volumingidgesetzten Standardansatze
zur Bestimmung der Eichgerade identisch sein muBsé&eEichgerade wurde bei jeder

Messung unbekannter Proben parallel angefertigt.

Protein [mg/ml] = ORsox M m = Steigung der Eichgeraden

5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Acrylamid (AA)-Stammlésung:

Acrylamid 30 % (wiv)

N,N’-Methylenbisacrylamid (BIS) 0,8 % (w/v)

In wassriger Losung, mit Aktivkohle mindestens e8tende rihren und anschlie3end

filtrieren.
Tris/HCI-Puffer pH 8,8 (Puffer B):
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 in wassriger Losung

Tris/HCI-Puffer pH 6,8 (Puffer D):
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 in wassriger Lésung

Ammoniumperoxidsulfat-Stammldsung (APS):

10 % (w/v) APS in wassriger Lésung

SDS-Stammldsung

10 % (w/v) SDS in wassriger Losung

Trenngel:
Abhangig von der GroRe des nachzuweisenden Protemnsden Gele mit

unterschiedlichem Vernetzungsgrad, d.h. unterstbiexh Acrylamidkonzentrationen,

hergestellt. Proteine mit einem hohen Molekulargé&ivwurden auf niedrigprozentigen,
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Proteine mit niedrigem Molekulargewicht auf hoclgmotigen Gelen aufgetrennt

(Tab.4).

Tab. 4 Zusammensetzung der Trenngele verschiedener Kaatienen

il

Trenngel 5% 6 % 7,5 % 10 % 12 % 15%
AA-
Stammidsung 1mi 1,2 ml 1,5 mi 2 ml 2,4 ml 3ml
B-Puffer 1,5 ml 1,5 mi 1,5 mi 1,5 mi 1,5 mi 1,5m
SDS-
60 pul 60 ul 60 ul 60 pl 60 pl 60 pl
Stammldsung
H2>Opidest. 3,44 ml 3,24 ml 2,94 ml 2,44 m 2,04 m|l 1,44 n
TEMED 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
APS-
30 pl 30 pl 30 pl 30 pl 30 pl 30 ul
Stammldsung
Sammelgel:
AA-Stammldsung 0,99 mi
D-Puffer 1,5 ml
10 %-ige SDS-LAsung 60 pl
H2Opidest. 3,45 ml
APS-Stammlésung 50 pl
TEMED 10 pl
Probenpuffer (1x):
8 %-ige SDS-LOsung 1mi
Glycerin 1ml
D-Puffer 2 ml
-Mercaptoethanol 80 ul
Bromphenolblau 100 ug
H20bidest. ad 4 ml

Probenpuffer (3x):

Tris

0,114 g (62,5 mM)
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SDS 03¢
Glycerin 1,5ml
DTT 0,116 g
Bromphenolblau 100 pg
H20bidest. ad 4 ml

pH 6,8 mit 1 N HCI einstellen

Laufpuffer:

Tris 30 g (49,5 mM)
Glycin 144 g (383,6 mM)
SDS 59 (3,5 mM)
H2Opidest. ad 5|

pH 8,6

Herstellen der Gele:

Ein 1 mm dickes Trenngel wurde zwischen zwei duglacer getrennte Glasplatten,
die durch eine Gummidichtung und drei Klammern rmus&ngehalten wurden,
gegossen und mit 0,1 %-iger SDS-LAsung UberschicNi@ch einer Polymerisations-
dauer von mindestens 20 min und Entfernen der @bietsteten SDS-Losung wurde
das Sammelgel eingeflllt. Zur Taschenbildung wuede Kamm in das Sammelgel

eingefuhrt. Anschliel3end erfolgte eine weitere Rasisationsdauer von 20 min.

Probenvorbereitung:

Die Proteinproben wurden mit Probenpuffer gemigdhi) und anschlie3end, falls

nicht anders angegeben, flr 2 min bei 95°C dersturi

Elektrophorese:

Das Gel wurde in die mit Laufpuffer geflllte Elephoresekammer eingesetzt und der
Kamm vorsichtig entfernt. Um Gberflissige Gelreateentfernen, wurden die Taschen
mit Laufpuffer gespult und mit den Proben beladgir. das Einwandern der Proben in
das Sammelgel wurde zunachst eine Stromstarke 9dtb InA / Gel angelegt. Nach

etwa 10 min wurde der Gellauf bei 25 mA / Gel fedgtzt, bis die Lauffront das Ende

des Gels erreicht hatte.
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Fur die Detektion aller im Gel aufgetrennten Pro¢eivurde es nach der Elektrophorese
angefarbt. FUr den spezifischen Nachweis einesnti@sén Proteins im Western Blot
wurden die Proteine im Anschluss an die Elektropserauf eine Nitrozellulose- (oder

PVDF-) Membran tbertragen.

5.4 Coomassie-Farbung von Proteinen

Nach Beenden der Elektrophorese wurden die SDS4@e@0-60 min bei RT auf der
Wippe inkubiert. Nach Spulen mit,Byigest Wurde das Gel in Entfarbelésung G.N. bei
RT geschwenkt. Zum Aufsaugen des Uberflissigen dk@affbs wurden
Schwammsticke auf die Entfarbeldsung gelegt.

Fur eine Konservierung der SDS-Gele wurden diedtbldsenfrei zwischen zwei

befeuchtete Dialysierfolien gelegt und mit Hilfenes Gel-Dryers unter Vakuum

getrocknet.

Farbel6sung:

Coomassie Brillant Blue 250 0,01 % (w/v)
Essigsaure 7,5 % (vIv)
Methanol 50 % (v/v)

in wassriger Losung

Entfarbeldésung:

Essigsaure 1,5 % (viv)
Methanol 5 % (v/v)
Glycerin 5 % (v/Iv)

in wassriger Losung

5.5 Western-Blot

Fur die Ubertragung der in der Elektrophorese dtdgaten Proteine wurde das
Verfahren des Tankblotting angewendet (TOWBIENIgt1®79, BURNETTE, 1981).
Dazu wurden Gel und Blotfolie luftblasenfrei zwisch Filterpapieren und
Schwammtiichern in Gitterkassetten geklemmt unden ohit Blot-Puffer gefullten

Tank eingehangt. Ein ebenfalls in den Tank einggt&inEis-Akku sorgte fur die
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Kihlung des Systems. Der Transfer der ProteinedaifMembran erfolgte bei einer
konstanten Stromstarke von 350 mA fiur 1 h. Erfoldje2 Immundetektion nicht direkt
im Anschluss, konnte die Nitrozellulosemembran 426°C und die PVDF-Membran

bei 4°C gelagert werden.

Loésungen und Puffer:

Verbrauchsmaterialien:

dT M

Hybond ™-ECL-Nitrozellulosemembran mit einer Porengrof3e #6rmum

Hybond-ECL-PVDF-Membran mit einer PorengréRRe von 45 pm

Blot-Puffer:

Glycin 14,4 g (192 mM)
Tris 3,03 g (25 mM)

10 %-ige SDS-LAsung 4 ml

Methanol 200 ml (20 %, v/v)
H2Obidest. ad 1l

PBS-Tween-20 (Waschldsung):

NaHP O, 28,4 g (80 mM)
NaHPOy 5 g (20 mM)
NaCl 11,68 g (0,1 M)
Tween-20 1 mi (0,1 %, v/v)
H2Opidest. ad 2|

TBS-Tween-20 (abgewandelte Waschldsung, besonder®eatektion phosphorylierter

Proteine):

Tris 10 mM pH 7,4 mit 1 N HCI einstellen
NaCl 150 mM

Tween-20 0,05 % (v/v)

In wassriger Lésung
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Blockierungslésung:
5 % (w/v) Trockenmilch in PBS- (TBS-) Tween-20

Blockierung und Antikdrperinkubation:

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen veudie Membran fir 1 h bei RT
oder U.N. bei 4°C in Blockierungslosung geschwerktschlielend erfolgte die
Inkubation mit dem Primarantikdrper. Dazu wurde eeintikdrperldsung mit der
entsprechenden Verdinnung des PrimarantikorpeBlaokierungslésung hergestellt
und zusammen mit der Membran in Folie eingeschwBiigt Inkubation erfolgte fiir 1 h
bei RT oder U.N. bei 4°C unter Schwenken. Nach énén der Losung wurde die
Membran einmal fur 15 min und zweimal fur 5 min BBS- (TBS-) Tween-20
gewaschen. Im folgenden Schritt wurde an den Paniébrper ein Horseradish-
Peroxidase-gekoppelter ~ Sekundarantikérper gebunddbafir wurde eine
Antikorperlosung (falls nicht anders angegeben &r d&/erdinnung 1:2000) in
Blockierungslosung hergestellt, zusammen mit dembBlan in Folie eingeschweil3t
und fur 1 h bei RT oder U.N. bei 4°C unter Schwenik&ubiert. Im Anschluss wurde
die Membran einmal fur 15 min und viermal fur 5 mm PBS- (TBS-) Tween-20

gewaschen.

Immundetektion:

Verbrauchsmaterial:
RX Fuji Medical X-ray Film

Detektionslésung 1+2 (Amersham)

Der Rontgenfilm wurde nach der Exposition im Entdecbad fir ca. 3 min entwickelt
und nach Abspulen im Wasserbad in Fixiererlosung déi. 10 min fixiert. Nach
erneutem Waschen im Wasserbad wurde der Film zuockiien aufgehdngt. Die
GroRenzuordnung der sichtbaren Banden erfolgte hdusbertragen der auf der
Membran sichtbaren Banden des Molekularmarkersl@ufRontgenfilm.

Da die ECL-Exponierungszeiten fur den RontgenfiimAbhéngigkeit der Antikorper
variierten, mussten sie fur jeden Antikdrper nestioemt werden. Ein zu starkes oder
zu schwaches Signal konnte durch Variation der Wendng der Antikérper oder
Variation der ECL-Exponierungszeiten kompensiertrdea. Trat ein zu hoher
Hintergrund auf, wurde der Sekundarantikorper heedinnt.
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Wenn infolge der Sst-Behandlung eine Verschiebunggchen membrangebundenen
und zytosolischen G-Proteinen stattfand, wurdenj beren Nachweis, zur
Hervorhebung des jeweils schwacheren Anteils dipoBlerungszeiten fir Membran
bzw. Zytosol variiert. Eine Berechnung der Verhigée von membrangebundenem zu
zytosolischem Anteil des jeweiligen Proteins konnéder nur bei gleicher
Exponierungszeit erfolgen.

Quantifizierung der Banden des Réntgenfilms

Fur eine vergleichende Analyse der im Western Blustandenen Banden wurde das
Programm ,Scion Image fur Windows" angewendet, ohfm eine Messung der

Bandenintensitat vorgenommen werden konnte. Flg genaue Quantifizierung der

Banden wurde auch die Intensitat des jeweiligentdtigrundes bestimmt und von den

zu vergleichenden Intensitatswerten abgezogen.

6. MAPK-In-Gel-Kinase-Assay

LOosungen:

LOosung 1:
Tris 3,03 g (50 mM)

Isopropanol 100 ml (20 %, v/v)
H>Opidest. ad 500 ml
Mit 1 N HCI auf pH 8,0 einstellen

L6sung 2:

Tris 3,03 g (50 mM)
-Mercaptoethanol 175 ul (5 mM)

H2Opidest. ad 500 ml

Mit 1 N HCI auf pH 8,0 einstellen
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Lésung 3:
Tris 1,21 g (50 mM)

-Mercaptoethanol 70 ul (5 mM)
Guanidinium-HCl 114,64 g (6 M)
H2Obidest. ad 200 ml
Mit 1 N HCI auf pH 8,0 einstellen

L6sung 4:

Tris 9,09 g (5 mM)
-Mercaptoethanol 525 ul (5 mM)

Tween-40 60 ul (0,04 %, viv)

H2Opidest. ad 1,51

Mit 1 N HCI auf pH 8,0 einstellen

L6sung 5:

TCA 100 g (5 %, wiv)
Na-Pyrophosphat 20 g (1 %, wiv)
H2Opidest. ad 2|

Reaktionspuffer:

Tris 0,606 g (50 mM)
MgCl, 0,102 g (5 mM)
EDTA 0,038 g (1 mM)
DTT 0,077 g (5 mM)
H2Obidest. ad 100 ml

Mit 1 N HCI auf pH 8,0 einstellen

HeiRer" Reaktionspuffer:

Reaktionspuffer 10 ml
ATP 10 pl einer 50 mM Loésung (2,8 mg ATP in 100 KdOpigest.
l6sen)

[ -P-ATP 50-60 Ci (6-7 pl)
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MBP-Trenngel:

H2Obidest. 1,84 ml

MBP 600 pl (3 mg MBP in 600 pul Puffer B l16sen)
Puffer B 1,5ml

AA-Stammlbsung 2 mi

10 %-ige SDS-L6sung 60 pl

APS 30 ul

TEMED 5ul

Sammelgel:

s. 11.5.3

Mit Hilfe dieses Assays konnte eine Aktivierung ddAPK ERK1/2 nachgewiesen
werden. Bei vorhandener Aktivitat der Kinasen wiadioaktiv markiertes Phosphat in
das Substrat MBP eingebaut, was sich tUber einetngBdiilm nachweisen lasst. Nach
Aufarbeitung der Proben wurden etwa 10 pug Prot@elfasche aufgetragen.
Basierend auf dem Protokoll von KAMESHITA und FUBISA (1989) wurde im
Anschluss an die Gelelektrophorese das SDS ausGimantfernt und die MAPK de-
bzw. renaturiert. Der Nachweis von renaturierten RKAAKktivitaten erfolgte, leicht
modifiziert, nach einem Protokoll von VIRDEE und IKOVSKY (1995). Der Ablauf
l&sst sich wie folgt zusammenfassen:

1) SDS-Entfernung: Gel 2 x 60 min in je 250 ml Lidgu. bei RT schwenken

2) Aquilibrierung:  Gel 2 x 60 min in je 250 ml Lasw 2 bei RT schwenken

3) Denaturierung: Gel 2 x 60 min in je 100 ml Loguhbei RT schwenken

4) Renaturierung: Gel 6 x 60 min in je 250 ml Logudinbei 4°C schwenken,

auch tber Nacht mdglich

Danach wurde das Gel fur 45 min in 20 ml Reaktioffegp auf Eis aquilibriert. Die
Inkubation in 10 ml ,heilem” Reaktionspuffer erfigbei 30°C fur 60 min. Um
Uberschiussige Radioaktivitat zu entfernen, wurde @al 5 x 60 min in je 500 ml
Losung 5 bei RT gewaschen. AnschlieBend wurde dasz@ischen angefeuchtete
Dialysierfolie gelegt und im Gel-Dryer getrocknBfas getrocknete Gel wurde in einer
Kassette befestigt und ein Rontgenfilm eingelegt, loei -70°C flr mindestens drei

Tage exponiert wurde.
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7.  SAPK/INK Assay Kit

Der Nachweis einer Aktivierung der SAPK/INK erf@lghach dem Protokoll des
nichtradioaktiven Assay-Kits der Firma Cell Signgli Mit Hilfe des mitgelieferten

Lysepuffers wurde ein Zelllysat hergestellt und dreoteinkonzentrationen der
verschiedenen Proben angeglichen. Im Anschlussgefanter Rotation bei 4°C eine
Inkubation des Zelllysats mit Agarose-Beads, an di@UN als Fusionsprotein
gekoppelt war. Da c-JUN ein Substrat der SAPK/JN&stellt, konnte Uber eine
anschlieBende Zentrifugation der Beads die an ddxstfat gebundene Kinase vom
Zelllysat getrennt werden. Unter Zugabe von Kinaffiep sowie ATP konnte die

SAPK/JINK in der folgenden Inkubation bei 30°C dadSrat c-Jun phosphorylieren.
Durch Zugabe von Probenpuffer wurde die Reaktiageatoppt, die Probe gekocht und
in einem 12 %-igen SDS-Gel aufgetrennt. Uber eispazifischen Phospho-c-Jun
Antikorper konnte im anschlieenden Western BlaoteeAktivitat der SAPK/INK

nachgewiesen werden.

8. Rho-Kinase Assay

RhoA kann in der GTP-gebundenen Form die Rho-Km&®CK 1 und 2 aktivieren.
Die Bestimmung der Aktivitat von ROCK erfolgte nadém Protokoll des Rho-Kinase
Aktivitatsassay-Kits der Firma Biozol. Eine im Kahthaltene 96-Lochplatte war dabei
mit einem Substrat beschichtet, das dem C-Termuters rekombinanten Myosin-
Bindestelle (MBS) der Myosin Phosphatase entspricBer darin enthaltene
Threoninrest wird von ROCK in Anwesenheit von ¥Mgnd ATP phosphoryliert und
kann dann von einem spezifischen Antikdrper (AF2fRannt werden. Dieser HRP-
gekoppelte Antikorper wandelt das im Anschluss getene Chromogen-Substrat
Tetramethylbenzidin (TMB) um, wodurch sich die uiBmlich farblose Ldsung
zunachst blau, und nach Zugabe der Stopplosung felii. Die Farbung kann
photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nmsstfaverden.

9. Myelinextraktion

Die Extraktion von Myelin aus Schweinehirn erfolgtach dem Protokoll von
NORTON (1974). Dafiur wurden 3 g weil3e Hirnsubstprigoariert, zunachst in 30 ml
einer 0,32 M Saccharoseldsung mit Hilfe eines Glastgenisators zerkleinert und das
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Gesamtvolumen letztlich auf 60 ml erhoht. Anscléied® wurden drei 30 ml Tubes mit
je 10 ml einer 0,85 M Saccharoselésung geflillt m@1 ml der Hirnsubstanzlésung
dartiber geschichtet. In der darauf folgenden Zegation bei 23.000 rpm (70000 g)
und 4°C in einem SW-28-Rotor entstand eine Intesphalie mit einer Spritze
aufgenommen und in ein neues Tube gegeben wurdsh Nafflllen der Tubes mit
H.Opiqest. €rfolgte eine erneute Zentrifugation bei 23.000 momal 4°C fur 15 min. Der
entstandene Uberstand wurde abgesaugt, das Reblétdr geringen MengeByigest.
dispergiert, das Tube mit Byigest aufgefillt und bei 10.000 rpm und 4°C fir 10 min
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wieddthim Anschluss wurde das Pellet in
40 ml der 0,32 M Saccharoselbésung gel6st, erneuhobenisiert und auf ein
Gesamtvolumen von 65 ml aufgefullt. Fir den folgam&radienten wurden erneut in 3
Tubes je 10 ml 0,85 M Saccharoselosung gefullt,®1ldes Homogenisats dartber
geschichtet und bei 27.000 rpm und 4°C fur 30 nentafugiert. Die entstandene
Interphase wurde mit einer Spritze abgenommen,innneues Tube Uberfuhrt, mit
H2Opigest. aufgefullt und far 15 min bei 23.000 rpm und 4°Cntzéugiert. Das
entstandene Pellet wurde mit@iigest dispergiert, das Tube mit,Byigest aufgefillt und
bei 10000 rpm und 4°C fur 10 min zentrifugiert. §#e Schritt wurde wiederholt, wobei
die Zentrifugation bei 23.000 rpm und 4°C fur 15nnstattfand. Nach Entfernen des
Uberstandes konnte das Pellet getrocknet und beC-2ingefroren werden.

Zur Kontrolle der Reinheit der isolierten Myelinpgone wurde 1 mg des getrockneten
Pellets in 200 pl 2 %-iger SDS-LOsung aufgenommea gerthrt, mit 200 pl
Probenpuffer versetzt und anschlie3end gekocht.PDa¢eine wurden in einem 12 %-
igen SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend Uber €m@massie-Farbung (s.11.5.4)

sichtbar gemacht.

0,32 M Saccharoselésung:
10,954 g Saccharosep®ligestad 100 mi

0,85 M Saccharoselésung:
29,095 g Saccharose;®higest.ad 100 ml
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10. Nachweis neu synthetisierter Proteine durch Einbau von
L-[U-**C]-Leucin

LOosungen:

Ara-C-freies Medium ohne Leucin und Methionin (MEMLeu/Met):

MEM ohne Leucin/Methionin 9,55¢
NaHCO; 1,79
Transferrin 10 mg
Insulin 5mg
Mezlocillin (Baypen) 40 mg
HEPES 3,58 ¢
H20bidest. ad 1000 ml

pH 7,3 mit 1 N KOH einstellen
300 mOsm #0

Leucin-Stammldsung:
2 mM (0,262 mg/ml) in kDpigest., Endkonzentration 20 uM

Methionin-Stammldsung:
2 mM (0,298 mg/ml) in KDpigest. I6S€N, ENndkonzentration 20 uM

L-[U-*C]-Leucin:
11,2 GBg/mmol, 50 pCi/ml, Endkonzentration 0,75 € 2 ml Kulturmedium

Methodik:

Zellbehandlung:
Die Zellkulturen (32 mm Kulturschalen) wurden n&cfi DIV in Ara-C-Medium + 5 %
(v/v) FCS einem Mediumwechsel zu Ara-C-freiem Medi(MEM o. Leu/Met, Zusatz
von 20 uM Leucin und 20 uM Methionin) + 1 % (v/IMCB-GOLD unterzogen und fur
24, 48, 72 und 96 h mit 5uM Sst behandelt. Gleiitlizerfolgte die Zugabe vol'C-

Leucin zu den Kulturen. Am Ende der Behandlung wardlie Zellen geerntet, das

Pellet in 300 pl 1 %-iger SDS-Lésung aufgenommed @nh mit einem Magneten
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geruhrt. Nach Bestimmung der Radioaktivitaten unotdtwerte wurde ein fur zwei
SDS-Gele ausreichendes Aliquot der Proben mit Pyaliiéer versetzt und aufgekocht.

Quantitative Bestimmung der inkorporierten Radioatkéit und Proteinbestimmung:

Je 2 pl der Probe wurden mit 400 pQdigestund 10 ml Aquas6! (universeller Liquid
Counter Cocktail fur die Messung der Radioaktivagtuatischer Proben) versetzt. Die
enthaltenen Radioaktivitatswerte wurden mittelseginLKB Liquid Scintillation
Counters bestimmt. Gleichzeitig wurden die Protere nach der DC-Methode
(s.11.5.2.3) bestimmt.

Autoradiogramm der radioaktiven Proben:

Fur den Nachweis der inkorporierten RadioaktivithtAutoradiogramm wurden zwei
12 %-ige SDS-Gele angefertigt. Im ersten Gel wurdenche Proteinmengen und im
zweiten die jeweils gleiche Menge nachgewiesenedid@ativitat aufgetragen.
Gleichzeitig wurde als Referenz eine Probe desruiit®. aufgereinigten Myelins
aufgetragen. Im Anschluss an den Trennlauf wurdeGi fir 1 h in 30 % Methanol /
10 % Eisessig (v/v in Hpigest) fixiert. Nach einer weiteren Stunde in eiskaltem
EN*HANCE™ (Enhancer fiir die Autoradiographie, zur Verkiirzaleg Exponierdauer)
wurden die Gele in eiskaltem Wasser fir eine Stuyelgaschen. Die beiden letzten
Schritte wurden schwenkend auf Eis durchgefuhrtschiieRend wurden die Gele
getrocknet und ein Autoradiogramm auf einem RX Mgdical X-ray Film angefertigt.
Der Film wurde bei -70°C fur mindestens 10 Tageosgrt. Anhand der Referenz

konnten die entstehenden Banden den Myelinprotedngeordnet werden.

11. Cholesterinbestimmung

Methodik:

Fir die Cholesterinbestimmung wurde das AmPl&ed Cholesterol Assay Kit der
Firma Molecular Probes verwendet. Das Assay baseft einer enzymatischen
Reaktion, bei der freies Cholesterin und CholestEster detektiert werden kdnnen.
Cholesterin-Ester werden durch die Cholesterintaste zu Cholesterin hydrolysiert,
das im nachsten Schritt durch die Cholesterin-Gsadau dem korrespondierenden
Ketonprodukt und Wasserstoffperoxid oxidiert wikdit der Amplex Red Reagenz (10-

acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) wird das entstamd&®asserstoffperoxid detektiert,
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indem es in Anwesenheit einer Horseradish-PerogidadkP) mit der Amplex Red
Reagenz in einer 1.1 Stochiometrie zu einem stdnordszierenden Resorufin
umgewandelt wird. Das Absorptions- und FluoresZemissions-Maximum liegt
zwischen 560 und 590 nm und konnte mit einem Milatbpn-Reader bestimmt

werden.

Zur Bestimmung der Cholesterinwerte wurde mit ei@kolesterin-Referenz (2 mg/ml)
eine Eichgerade im Bereich 0-20 pg/ml Cholesterstedt.

Die geernteten Zellen, deren Cholesterinwert bestimerden sollte, wurden in 100 pl
Reaktionspuffer durch Ultraschallbehandlung auf Igssert. 50 pl der Probe wurden
anschlieBend mit 50 ul Working-Solution in einerl3&hplatte gemischt und fur 30
min bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurde die Bktion zwischen 560 und 590 nm
gegen einen entsprechenden Leerwert (50 pl Reakudfer + 50 pl Working-
Solution) gemessen. Anhand der Eichgerade konmegdmessene Extinktion einer
Cholesterinkonzentration zugeordnet werden. FumBdieechnung der absoluten Werte
war jedoch die Verdinnung der eingesetzten Prolimaahten. Um Schwankungen der
Werte, die auf eine unterschiedliche Zelldichte idaelturschalen zurickzufiihren sind,
zu vermeiden und Vergleiche zwischen Proben zu ergctwvurden gleichzeitig die
Proteinwerte nach der Bradford-Methode (5.2.1)ibest und die Cholesterinwerte auf

den jeweiligen Proteingehalt bezogen (g Cholestemg Protein).

Immunzytochemische Detektion der Aufnahme von Gliekin:

Um nachzuweisen, dass primare OL in der Lage sixbgenes Cholesterin
aufzunehmen, wurde fluoreszierendes  Cholesterin uo(Escin-gekoppeltes
Polyethylenglycol-50 (FPEG-Cholesterin)), zur Vediag gestellt von Kobayashi) in
einer Endkonzentration von 1 uM (ISHITSUKA et &005) fur 24 h auf OL-Kulturen
gegeben. Die Cholesterinaufnahme konnte anschlie3en mittels

Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden.

12. Transfektion

In OL konnte unter Verwendung des TransfektionseaagjetSI-Endo eine hohe
Transfektionseffizienz erzielt werden (SCHMITZ, B)0 Dabei wird die zu
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transfizierende Substanz in positiv geladene Rarti&rpackt, die anschliel3end mit der
Membran interagieren und tber Endozytose aufgenanmweeden kdnnen.

12.1 Transfektion mit RhoG-siRNA

Fur die Transfektion wurden zunachst 8 ul Transbelsreagenz in 200 ul Gibco
Minimal Medium gegeben, 5 min bei RT inkubiert und RhoG siRNA (8 pl einer 10
UM Losung) vermengt. Zwecks membrangéngiger Koniplédng wurde dieser
Ansatz fur 15-20 min bei RT inkubiert und anschéie@® auf die Zellen gegeben. Diese
wurden zunachst mit MEM gewaschen und anschlie®@hd ml MEM Uberschichtet
(2,3 cm Kulturschale). Zusammen mit dem Transfeldgamsatz erfolgte eine Inkubation
der Zellen fur 6 h oder U.N. bei 37°C im BrutsclkaBanach wurde das Medium

vollstandig entfernt und gegen neues Medium (ME®M% FCS) ausgetauscht.

12.2 Transfektion mit FPP

Um den kompensatorischen Effekt von FPP auf dieaBelung mit Sst zu untersuchen,
wurde das schlecht membrangangige FPP durch Tkaiasfen die Zelle eingeschleust.
Die Prozedur erfolgte analog zu I11.12.1. An Stellen RhoG-siRNA wurden dem
Ansatz jedoch 9 ul der FPP-Stammlésung (Endkonagotr 10 puM) zugegeben.
AulRerdem wurde das Medium nach der TransfektiormgddeEM + 1 % FCS-GOLD
ausgetauscht. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte ebendlidl Zugabe von Sst (5 pM).

13. In vivo Untersuchungen

Alle in vivo Versuche wurden in Kooperation mit denstitut fir Neuropathologie der

Universitat Gottingen durchgefihrt.

13.1 Versuchstiere und Versuchsablauf

FUr das in vivo Projekt, dass in Kooperation mit Beuropathologie der Universitéat
Gottingen durchgefihrt wurde, standen fur die ek&esuchsreihe 104 und fur die
zweite Versuchsreihe 48 weibliche C57BL/6N Mauseaies River) zur Verfligung.
Die Unterbringung der Tiere erfolgte in 6-er Boxin Tierhaus des Max-Planck-
Instituts fur experimentelle Medizin Goéttingen. Dleere waren zum Zeitpunkt der
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Lieferung 28 d alt. Das Gewicht wurde von diesentpzmkt an regelmaliig bestimmt.
In dieser Zeit erhielten die Tiere normales Pelkigir. Nach einer Gewdhnungsphase
von 1-2 Wochen und einem Gewicht von je 15-17 gnkenmit den Versuchen

begonnen werden.

13.1.1 Versuchsreihe 1

104 weibliche C57BL/6N Mause wurden in 16 Grupparjez6 Tieren und 2 Gruppen
zu je 4 Tieren eingeteilt (Tab. 5). 16 der 6-er gp@en (1-16) wurden fur 6 Wochen mit
einer 0,02 %-igen (w/v) Cuprizon-Diat gefuttert utas Gewicht der Tiere einmal pro
Woche kontrolliert. Die Behandlung mit Cuprizon fiilzu einer reproduzierbaren
Demyelinisierung hauptsachlich im Bereich des cermallosum. Wird die Diat

abgesetzt, beginnen die Tiere mit einer spontanemyRlinisierung. Nach Absetzen
von Cuprizon wurden die Mause wieder mit normalestiefutter gefittert. Zu diesem
Zeitpunkt startete die tagliche Behandlung mit @st1, 10 und 50 mg/kg b.wt.) fur
verschiedene Zeitrdume (1-4 Wochen). Zur Kontralky Entmarkung wurde eine
Gruppe (17) direkt nach Absetzen der Cuprizon-Dgibtet. Eine weitere Gruppe (18)
erhielt weder Cuprizon noch Sst und diente als @Glage fur die Bewertung der
Bemarkung gesunder Tiere (,age-matched” Kontrolldpds Toten der Tiere dieser

Gruppe erfolgte zusammen mit den Gruppen 13-16 age Ber Versuchsreihe.

Tab. 5: Gruppeneinteilung C57BL/6N Versuchsreihe 1

G Cupri Kon- 1 mg Sst/ | 10 mg Sst/| 50 mg Sst/| Dauer der
ruppe
PP -zon trollen kg b.wit. kg b.wit. kg b.wt. | Applikation
1 X X
2 X X
1 Woche
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
2 Wochen
7 X X
8 X X
9 X X 3 Wochen
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10 X X

11 X X

12 X X

13 X X

14 § X 4 Wochen
15 X X

16 X X

17 X Kontrolle der Entmarkung, téten nach Absetzen €oprizon
18 ~Age-matched” Kontrollen

0,02 %-ige Cuprizon-Diat:

2 g Bis(cyclohexanone)oxaldihydrazone (Cuprizon)1zikg Pulverfutter geben und
kraftig mischen

Das Futtergemisch wurde jede Woche neu angesetztban4°C gelagert. In jeden
Kafig wurde ein Keramiknapf mit je 30-40 g des Gsrhies gestellt und das Futter alle
3-4 Tage gewechselt.

Sst-Suspension:
Basierend auf dem Protokoll von KIRSCH et al. (2008urden aus dem

wasserunléslichen Sst 0,2 %-ige (w/v) Agarosesuspaan (in HOpigest)
verschiedener Konzentrationen hergestellt:

1) 0,05 mg/ ml Sst-Suspension fur 1 mg/kg b.wt.

2) 0,5 mg /ml Sst-Suspension fir 10 mg/kg b.wit.

3) 2,5 mg/ ml Sst-Suspension fur 50 mg/kg b.wt.
Die Agarose wurde dazu aufgekocht und nach Abkumegmer entsprechenden Menge
Sst vermischt. Je nach Gewicht der Tiere betrugag@éizierte Volumen 300-500 pl.
Das Durchschnittsgewicht jeder Gruppe wurde einpnal\WWoche bestimmt und das zu
applizierende Volumen darauf eingestellt.
Die entsprechende Sst-Suspension wurde in eine 3pmnitize aufgenommen und Uber
eine aufgesteckte Schlundsonde direkt in den MalgerTiere appliziert. Kontrolltiere
erhielten ein dem Gewicht entsprechendes Volumemerei0,2 %-igen (w/v)

Agaroselosung. Die Applikation erfolgte taglich tigrschiedene Zeitrdume.
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13.1.2 Versuchsreihe 2

48 weibliche C57BL/6N Méause wurden in 8 Grupperjez6 Tieren eingeteilt(Tab. 6).
Sieben der 6-er Gruppen (1-4) wurden fir 6 Wochéremer 0,02 %-igen Cuprizon-
Diat gefiuttert und das Gewicht der Tiere einmal YWoche kontrolliert. Nach Absetzen
der Diat wurden die Mause wieder mit normalem PRfelteer gefittert. Zu diesem
Zeitpunkt startete die tagliche Behandlung mit @st10 und 50 mg/kg b.wt., Sst-
Suspension s. 11.13.1.1) fur verschiedene Zeitra@@nend 6 Wochen). Zur Kontrolle
der Entmarkung wurde eine Gruppe (5) nach AbseatizerCuprizon-Diat getotet. Eine
weitere Gruppe (6) erhielt weder Cuprizon noch (88t diente als Grundlage fir die
Bemarkung gesunder Tiere (,age-matched“-Kontrolleas Toéten der Tiere dieser

Gruppe erfolgte zusammen mit den Gruppen 13-16 age Ber Versuchsreihe.

Tab. 6: Gruppeneinteilung C57BL/6N Versuchsreihe 2

Gruppe Cupri- Kontrollen 10 mg Sst/kg | 50 mg Sst/kg| Dauer der
zon b.wt. b.wt. Applikation

1 X X
2 X X 3 Wochen
3 X X
4 X X
5 X X 6 Wochen
6 X X
7 X Kontrolle der Entmarkung, toten nach Absetzen €oprizon
8 »<Age-matched” Kontrollen

13.2 Praparation der Tiere

13.2.1 Perfusion zur Gewebefixation

Um eine Schadigung des Hirngewebes zu verhindeundem die M&ause mit einem
Fixativ perfundiert. Die Tiere wurden dazu durclblautane Injektion mit 300 pl einer
14 %-igen (w/v in HOpigest) Chloralhydratlosung betaubt, auf Styropor fixiemd

durch Offnen des Brustkorbes das Herz freiprapgarierden linken Ventrikel wurde
eine Kanule eingefiuihrt, die mit einem Schlauch Uéne Pumpe mit dem

Vorratsbehalter fir PBS bzw. Fixativ verbunden whliach Offnen des rechten
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Vorhofes wurde der Kreislauf der Tiere Uber die ifeltikpumpe (Ismatec SA,
Flussrate 0,2 — 0,5 ml / min) zun&chst mit 50 mBRBd anschlieRend mit 50-100 ml
Fixativ perfundiert. Fur Paraffineinbettungen deedt% (w/v in PBS) Paraformaldehyd
als Fixativ, wahrend fur die Einbettung in Aralditir elektronenmikroskopischen
Auswertung eine 4 %-ige (w/v in PBS) Glutaraldeldgding verwendet wurde. Nach
der Perfusion wurde der Kopf der Tiere freiprapanmd in dem jeweiligen Fixativ fur
24 h nachfixiert. Das Fixativ wurde anschlieRendeaye PBS ausgetauscht und nach
weiteren 24-48 h das Hirn freiprapariert.

Fur die Lichtmikroskopie wurden von den in Parafaldehyd fixierten Hirnen
Querschnitte angelegt. Von den in Glutaraldehydieften Hirnen wurden flr

elektronenmikroskopische Auswertungen Langsschaittelegt.

13.2.2 Praparation von Hirngewebe fur die Biochemie

Fur die Praparation von frischem Hirn wurden dier&i zunachst durch subkutane
Injektion mit 300 pl einer 14 %-igen (w/v) Chlorgtiratiésung betaubt. AnschlieRend
wurde der Kopf abgetrennt und das Hirn zlgig undjliniist ohne Schadigung des
Gewebes freiprapariert. Das Gehirn wurde auf em@ffnplatte gelegt und mit einer
Rasierklinge der zu untersuchende Teil herausgéasamnDafir wurde das Hirn einmal
an der Ubergangsstelle zum Kleinhirn quer durcmreBer andere Schnitt wurde in
Hohe der Stelle gesetzt, and der sich die Sehnemm&inigen. Von dem verbleibenden
Hirnstiick wurde jeweils lateral sowie basal dieugr&ubstanz bis zum Ubergang zu
den Auslaufern der Strukturen des corpus callosurtfemt. Das so erhaltene
guaderférmige Hirnstiick wurde in flissigem Stickistechockgefroren und bis zur

weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

13.3 Aufarbeitung des Hirngewebes
13.3.1 Aufarbeitung fir die Lichtmikroskopie

13.3.1.1 Einbettung und Schneiden

Das fixierte Hirn wurde mit einer Rasierklinge querScheiben geschnitten. Der erste
Schnitt wurde an der Stelle gesetzt, an der didemeSehnerven sich vereinigen. Die

folgende Scheibe sollte eine Dicke von ~1 mm habén.Scheiben wurden zunéchst in
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kleinen Plastiksieben fur 2-3 h gewéassert. Danactden die Blocke nach folgendem
Schema entwassert und eingebettet:

50 % Isopropylalkohol 3h

70 % Isopropylalkohol 3h

90 % Isopropylalkohol 3x3h
100 % Isopropylalkohol 3x3h
Xylol 2x3h
Paraplast 2x3h

Einbettung in frischem Paraplast

Entwasserung und Einbettung dauerten in der Re§eh.3Nach Durchkihlen der
Paraffinblécke wurden mit einem Ultramikrotom Sdtenmit einer Dicke von ~0,5 um
angefertigt. Zur voribergehenden Aufbewahrung wurdesse einzeln in eine mit
kaltem Wasser geflllte Glaspetrischale Uberfuhut. @lattung der Schnitte wurden sie
in eine mit warmem Wasser gefillte Petrischale fiilber und auf Objekttrager
aufgebracht. Zur besseren Anhaftung der Schnittelevudie Objekttrager mit Poly-L-
Lysin beschichtet. AnschlieBend konnten die Objagtr mit den aufgebrachten
Schnitten im Warmeschrank bei 37°C getrocknet werde

13.3.1.2 LFB-PAS-Farbung zur Darstellung von Myelin

Die Paraffinschnitte wurden zunachst dreimal fU8 jein in Xylol, 2 min in Iso-Xylol
und anschlie3end in einer absteigenden Alkoholréteanol, 100 % - 100 % - 90 %,
je 2 min) entparaffiniert. Nach einer InkubationLinxol-Fast-Blue-Ldsung fur 24h bei
60°C erfolgte die Differenzierung in einer 0,05 &em Lithiumcarbonatlésung, 70 %-
igem Alkohol und schliel3lich ¥Dpigest. Diese Differenzierungsschritte wurden bis zum
Erreichen des optimalen Farbeergebnisses wiederRah die anschlieRende PAS-
Farbung wurden die Objekttrager fir 5 min in 1 %ridPerjodsaure inkubiert. Die
Farbeldsung wurde durch grindliches Waschen uh&ffehdem Leitungswasser und
mit HoOpigest. €Ntfernt. Danach folgte die Inkubation mit SclifReagenz fir 30 min.
Nach Abspullen der Losung mit Leitungswasser wurdienObjekttrager fir 2 min in
Mayers Hamalaun inkubiert und nach Absptlen deubhgsmit HOpigest. Kurz in 1 %
HCI-Alkohol differenziert. AnschlieRend erfolgtesiBlauen der Schnitte fur 10 min in

Leitungswasser. Zur Dehydrierung wurden die Objagir in eine aufsteigende
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Alkoholreihe (HOpigest. 50 % - 70 % - 90 % -100 %) jeweils kurz eingetaumdvor sie
fur 3 min in Xylol inkubiert wurden. Zur Konservieng der Schnitte wurden diese mit
DePeX Einschlussmittel , Gt eingedeckt.

13.3.1.3 Axonfarbung — Versilberung nach Bielschowsky

Nach dem Entparaffinieren (s. 11.13.3.1.2) wurd@nSkchnitte fir 20 min in einer frisch
angesetzten 20 %-igen Silbernitratldsung inkubibidch Spuilen in bOpigest. Wurde
tropfenweise 25 %-ige Ammoniakldsung zugegeben got geschuttelt, bis der
entstandene Niederschlag verschwunden war. Im Aumsshwurden zwei weitere
Tropfen Ammoniak zugefiigt und die Schnitte darin I6 min im Dunkeln inkubiert.
In einer neuen Kivette wurde,Ghigest Mit 3 Tropfen Ammoniak versetzt und die
Schnitte darin geschwenkt. In die Kivette mit denrAoniak-Silber-Losung wurden 3
Tropfen Entwicklerlésung gegeben und gut geschitie Schnitte wurden in diese
Kilvette gestellt und 1-3 min entwickelt, bis sieestabakbraune Farbe bekamen und
die Fasern bei mikroskopischer Betrachtung schveamszhienen. Nach Waschen in
H2Opiqest. €rfolgte die Inkubation in 2 %-iger Natrium-ThiofattLosung. Im Anschluss
erfolgte nach erneutem Waschen igOblqest. die Dehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und das Eindecken der Schnitte ($31B.1.2).

13.3.1.4 NogoA-Farbung

Mit Anti-NogoA kdnnen OL markiert werden. Der prireaMausantikérper (11C7)
wurde von M. E. Schwab (Zirich) zur Verfigung gis(©@ERTLE et al., 2003).

Nach der Entparaffinierung (s. 11.13.3.1.2) wurdelle Schnitte zunachst mit
Citratpuffer (10 mM, pH 6) vorbehandelt. Dazu wurddie Objekttrager in eine
Klvette mit Citratpuffer gestellt und in der Mikrele 5 x fir 3 min gekocht.
Verdampfte Flussigkeit wurde zwischen jedem Schiitch Zugabe von ®pigest.
aufgefullt. Zum Blockieren der endogenen PeroxideBetat wurden die Schnitte fur
20 min in 3 %-iger KHO,-L6sung (in PBS) im Kihlschrank inkubiert. Nach #mimit
PBS erfolgte die Inkubation mit Ziege-anti-Maus frabgmenten (1:100 in PBS) fur 1
h bei RT. Ungebundene Fragmente wurden im Anschiiussh Waschen mit PBS
entfernt. Das Blockieren erfolgte in einer 10 %AgeCS-Losung (in PBS) fur 1 h
ebenfalls bei RT. Nach Abklopfen der FCS-Losunglgté die Kopplung des priméren
NogoA-Antikdrpers (1:20000 in FCS-PBS) U.N. im Ksttirank. Die Inkubation mit
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dem sekundaren biotinylierten Maus-Antikorper egfel fur 1 h bei RT. Fur die
Darstellung des detektierten Antigens wurde diee@(Avidin)-Biotin-Methode
verwendet. An den antigenspezifischen Primaranpgodrwurde ein biotinylierter
Sekundarantikérper gebunden. AnschlieRend erfadggelnkubation mit Peroxidase-
gekoppeltem Avidin, das eine hohe Affinitat zu Biobesitzt. Die Sichtbarmachung
erfolgte mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB), dass durdle Peroxidase zu einem braunen
Endprodukt oxidiert wird. Die Bindung von Peroxidagekoppeltem Avidin erfolgte
fur 1 h bei RT (1:1000 in FCS-PBS). Nach anschleféen Spilen erfolgte die
Farbreaktion durch Zugabe der Chromogen-Substrsatrii@g (DAB) fur etwa 5 min.
Durch Zugabe von ¥Dpiqest. WUrde die Reaktion abgestoppt.

13.3.1.5 Mac-3-Farbung

Aktivierte Mikrogliazellen lassen sich in Paraffaimitten mit Anti-Mac3 darstellen.
Die gesamte Prozedur bis hin zur Farbreaktion gidolanalog 13.3.1.4. Als
Primérantikdrper wurde der monoklonale Ratte-arddll Mac-3 (1.200 in FCS-PBS)
verwendet, an den im n&chsten Schritt der biotngi Ziege-anti-Ratte
Sekundarantikorper (1:200 in FCS-PBS) gekoppeltewur

13.3.1.6 APP-Farbung

Die Detektion des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APgtk als Nachweis einer axonalen
Schadigung. APP wird infolge eines schnellen axamdlransports beférdert und lasst
sich so immunzytochemisch nicht darstellen. Kommtzei einer Schadigung des
Transports, so akkumuliert APP an der Stelle dedha&ns und Ilasst sich
immunzytochemisch nachweisen (FERGUSON et al., 19Bfe Farbung bis

einschliel3lich der Farbreaktion erfolgte analo3I13.1.4. Als Primarantikérper wurde
der monoklonale Maus-anti-Human APP in einer Verding von 1:2000 (in FCS-

PBS) eingesetzt. Der Schaf-anti-Maus Sekundaramegkdwvurde 1:200 (in FCS-PBS)

eingesetzt.
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13.3.2 Aufarbeitung fir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

13.3.2.1 Einbettung und Schneiden

Das mit Glutaraldehyd fixierte und préaparierte Gehwurde nach dem folgenden

Schema nachfixiert, dehydriert und eingebettet:

Nachfixieren:
1 % Osmiumtetroxid (2 % Os@w/v) + PBS zu gleichen Teilen) 1h im Kihlschrank

Auswaschen in Tris-Puffer 2 X 5 min
Dehydrieren:

50 % (v/v) Ethanol 1 x 10 min

0,5 % Uranylacetat ((w/v) in 70 % (v/v)Ethanol) h1m Kuhlschrank
80 % (v/v) Ethanol 10 min

96 % (v/v) Ethanol 10 min

100 % Ethanol 2 x 15 min
Propylenoxid 2 X 20 min
Einbettung:

Araldit + Propylenoxid (1:1) 35 min

Araldit + Propylenoxid (2:1) 35 min

Araldit 1 h, davon 40 min im

Brutschrank bei 40°C

Anschlie3end wurden die vorgetrockneten Kapselrr &tiechformchen mit frischem

Araldit geflllt, die Gewebestickchen eingelegt umdndestens 48 h bei 60°C
getrocknet. Fur die Anfertigung von Ultradiinnsctamtwurde die Schnittflache, die in
Form eines Trapezes gebracht wurde, auf ca. 1mimfget. Mit der kurzen Seite nach
oben wurde der Block eingespannt und mit einem Rr@enmesser Schnitte mit einer
Dicke von 800-1000 A angefertigt. Diese wurden #&ufpfergrits aufgezogen und
luftgetrocknet. Durch Auftropfen von Bleicitrat, rBinttiger Einwirkzeit und

anschlieBendem Spulen mit®hiqgest. €rfolgte die Kontrastierung.
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13.3.3 Herstellung von Hirnlysaten fur den Western Blot

Die bei -80°C gelagerten Hirne wurden auf Eis atsfigeund das Gewicht bestimmit.
Pro mg Gewebe wurden 5 pl 10 mM Tris-HCI-Puffer (65.1.3) und alle
Proteaseinhibitoren (s. 11.5.1.1) zugegeben. Dasegbe wurde im Glashomogenisator
zerkleinert und in ein Eppendorf-Gefald Gberflhiir Eine weitere Zerkleinerung und
das AufschlieBen des Materials wurden die Homog#mig x fir 5 s auf Eis mit
Ultraschall behandelt. Je nach Ausgangsvolumen evuethe definierte Menge
entnommen und % des Volumens einer 10 %-igen (BWB-LOsung zugegeben,
sodass die SDS-Endkonzentration 2 % betrug. Naghlzieines Magneten wurden die
Ansatze fur 20 min auf Eis gerthrt und fur 10 miei RT stehen gelassen. Nach
Zentrifugation bei 14 000 rpm und 4°C fiir 25 minrdai der Uberstand abgenommen
und aliquotiert. Ein Aliquot wurde sofort weiterweendet, die Ubrigen wurden in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80tdbawahrt.

Der Proteingehalt der Proben wurde mit dem DC-Agsa¥l.5.2.3) bestimmt. Je nach
Proteinwert wurden die Proben mit einem entspresderyolumen 10 mM Tris-HCI +
SDS + Proteaseinhibitoren verdinnt, im Verhaltnis rhit Probenpuffer versetzt und
aufgekocht. Fur die Darstellung der MyelinproteimeWestern-Blot (s. 11.5.5) wurden
SDS-Gele verschiedener Konzentrationen angefeutigt fir jedes nachzuweisende
Myelinprotein eine definierte Proteinmenge aufggtra (MBP-1 g, PLP-5 pug, CNP-
20 pg). Nach Ubertragung der Proteine auf die Mambkonnten durch Einsatz
spezifischer MBP-, PLP- und CNP-Antikdrper die jdigen Myelinproteine detektiert
werden. Aufgrund der Probenzahl mussten fur jedsgliNprotein mehrere Blots
angefertigt werden; fir eine spatere Quantifizigruder Bandenintensitaten des
Rontgenfilms war daher zu beachten, dass die Bletshzeitig ECL-exponiert wurden.

13.4 Bewertung der Schnitte und Western Blots

13.4.1 LFB-PAS-Farbung

Die LFB-PAS Farbungen wurden mit dem Lichtmikroskagtrachtet und analysiert.
Zur Bewertung der (Re)Myelinisierung und Demyeligiang wurden die beiden
lateralen Bereiche des corpus callosum betracimeétder Grad der Demyelinisierung
dieser Bereiche Uber einen Score bestimmt. DereS8osteht flr eine komplette

(Re)Myelinisierung, wie sie in ,age-matched” Tieram finden ist, und ein Score 0 fur
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eine vollstandige Demyelinisierung. Ein Score vaosteht fir 0-1/3 Myelinisierung, ein
Score von 2 fur 1/3 — 2/3 Myelinisierung. Der Scangde von 3 Personen unabhéangig

voneinander bestimmt.

13.4.2 NogoA-, Mac-3- und APP-Farbung

Die gefarbten Schnitte wurden lichtmikroskopischréehtet. Positive gefarbte Zellen
Zellen wurden bei geeigneter VergroRerung (1.000&ach) gezéahlt und die Flache
des betrachteten Areals mit Hilfe des Programmsaly@iS Docf System* (Soft

Imaging System GmbH, Deutschland) berechnet. FaM#zgleich verschiedener Tiere

und Behandlungen wurde die Anzahl positiver Zelletm2 Gewebe bestimmt.

13.43 TEM

Von jedem Schnitt wurde elektronenmikroskopisch &eld ausgesucht und in
4.000facher VergroRerung ein Ubersichtsbild gemddieses Feld wurde anschlieRend
in 20.000-facher Vergré3erung in 35-50 Einzelfabs$otografiert. Von jedem zweiten
Foto wurden mit Hilfe des Programms ,analySIS Do8ystem“ (Soft Imaging System
GmbH, Deutschland) der Axondurchmesser und der lDoesser der dazugehérigen
Markscheide bestimmt. Pro Tier wurden so ca. 80iB1@Axone und die jeweils
dazugehorige Markscheide vermessen. Bewertungs&ntefir die TEM-Schnitte
waren die Dicke der Markscheiden, das Verhéltnis wabemarktem zu bemarktem
Axon (G-ratio) und das Verhaltnis der myelinisiarteur demyelinisierten Fraktion
(MERKLER et al., 2005).

13.4.4 Scion-Image
Die auf den Western Blots sichtbaren ProteinbamderMyelinproteine MBP, PLP und

CNP wurden mit dem Programm ,Scion Image“ quanéfiz In den ersten drei
Durchgéngen wurden jeweils gleiche ProteinmengenSiDS-Gel aufgetrennt. Die
dazugehorigen verschiedenen Behandlungen der kienaten so direkt nach der
Quantifizierung der Banden des Western-Blots vehgih werden. In den folgenden
drei Durchgangen wurden jeweils gleiche Voluminaleje Probe im SDS-Gel
aufgetrennt. Neben dem Nachweis der Myelinproteinede der Aktingehalt mit einem
spezifischen Antikbrper im Western-Blot bestimmt. nter Annahme einer
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unveranderten Aktinexpression wurde der quantifigieMyelinproteinwert zum
quantifizierten Aktinwert ins Verhaltnis gesetztariach konnte ebenfalls der Vergleich

zwischen den Behandlungsgruppen erfolgen.

14. Standardabweichung und Signifikanz

Von quantifizierten Daten wurden die Standardablueigen berechnet und in
Diagrammen dargestellt. Bei zu vergleichenden Wiederen prozentualer Unterschied
innerhalb der biologischen Schwankungsbreite lagide die Signifikanz nach dem
Student T-Test geprift. Lag eine solche vor, wisidein den Diagrammen mit einem
.~ und Angabe der Wahrscheinlichkeit gekennzeidhrigei Unterschieden von mehr
als 30 % und SAbweichungen unter 10 % wurde auf eine BerechrdergSignifikanz

verzichtet.
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Il Ergebnisse

1. Kultivierung und Charakterisierung von Schweine-
Oligodendrozyten unter Standardbedingungen

Bei der Isolation von OL aus den Hirnen von 6-8 Mi@nalten Hausschweinen konnten
pro Hirn ca. 30-50 Millionen Zellen isoliert werdebie nach ca. 1 h angehefteten
Zellen hatten infolge des Préparations-VorgangsFkdirtsatze verloren und stellten sich
im Phasenkontrastmikroskop als flache abgerundeli&&Zper dar (Abb. 8 A). Dieser
~Schockzustand” hielt etwa 3-4 Tage an, bevor diedineut begannen, Fortsétze zu
bilden (Abb. 8 B-D). Nach 8-10 DIV waren die Zell&ir diverse Versuche am besten
geeignet, da sie zu diesem Zeitpunkt bereits klEmrésétze ausgebildet hatten und die
Reinheit der Kulturen unter diesen Bedingungendaei95 % lag (ALTHAUS et al.,
1991). Um das Wachstum und die Vermehrung von koimiarenden Zellen zu
verhindern, wurde dem Medium der Mitosehemmer ArauGegeben. Bei den wenigen
kontaminierenden Zellen handelte es sich meist laghé Astrozyten-&hnliche Zellen
(ALTHAUS et al., 1984; GEBICKE-HARTER et al., 1984)ie Reinheit der Kulturen
lie sich immunzytochemisch durch Anfarbung der der oligodendroglialen
Plasmamembran exprimierten Proteine MOSP und MQGfaweisen (Abb. 8 E+F), die
in Astrozyten und anderen glialen Zellen nicht @xjert werden (PFEIFFER et al.,
1993; DYER und MATTHIEU, 1994).
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Abb. 8: Praparation von Schweine-OL.Aus dem adulten Schweinehirn isolierte OL verlongfolge

der Préaparation ihre Fortsatze (A). Nach diesehg8kphase” begannen die Zellen erneut Fortsatze zu
bilden (B, C: 8 DIV), deren Lange mit der Kulturdggwwunahm (D: 14 DIV). Die Reinheit der Kulturen
lie sich durch Anfarben der spezifischen OL-PriaeMOSP (E: 14 DIV) sowie MOG (F: 10 DIV)
nachweisen. A, B, D: phasenkontrastmikroskopischénahmen in 200facher VergréRerung; C: raster-

elektronenmikroskopische Aufnahme; E, F: AufnahmdenFluoreszenz in 200facher VergréRerung.

2. HPLC-Analyse zur Umwandlung der inaktiven Sst-Lactaform in

die aktive Hydroxyform

Simvastatin ist nur in der Hydroxyform in der Laghe HMG-CoA Reduktase zu
hemmen. In vivo wird die Lactonform durch unspesfie Esterasen in der Leber und
anderen Geweben sowie durch nichtenzymatische Hpgdroin die aktive Form
uberfihrt (PREGENT, 2000). In Untersuchungen anrblaastomzellen konnte gezeigt
werden, dass zugegebenes inaktives Mevastatin to \grol3tenteils bereits im
Kulturmedium in die Hydroxyform UUberfihrt wird (KUNR et al., 2002). Fur
Versuche mit Simvastatin stand neben der aktivamFdie inaktive Lactonform zur

Verfugung. Eine HPLC-Analyse sollte Aufschluss demtigeben, ob und in welchem
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Zeitraum eine Umwandlung der Sst-Lactonform inakéve Form zu erwarten ist. Um
die genaue Erfassung und Zuordnung der Peaks z@ahgemsten, wurde fir die
Inkubation von Sst-Lacton eine PBS-Losung verwendatnachst wurden die
Retentionszeiten der beiden Standards bestimmt.réfidhdie Hydroxyform bereits
nach 6 min detektiert wurde, eluierte die Lactomfoerst nach 10 min. Eine
Auftrennung der zu definierten Zeitpunkten entnomeameAliquots zeigte, dass bereits
nach 1 h die Hydroxyform auftrat. Nach 26 h stanblereits ~63 % Sst als aktive Form
zur Verfugung (Abb. 9). Da es neben der Umwandluing Kulturmedium
wahrscheinlich auch intrazellular zu einer Metadielung in die aktive Form kommt,
ist damit gewahrleistet, dass relativ rasch eirraaclsender Anteil des aktiven HMG-
CoA Reduktase-Inhibitors zur Verfiugung steht. Dalkennte fir alle weiteren

Versuche die Sst-Lactonform verwendet werden.
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Abb. 9: HPLC-Analyse zur Umwandlung von Sst-Lactonin die aktive Hydroxyform. Bereits nach
einstiindiger Inkubation war die aktive Sst-Hydrawyh messbar. Der Anteil stieg nach 26 h auf ~63 %.

3. Simvastatin-Effekte auf primar kultivierte Schweine-Oligo-

dendrozyten

3.1 Hemmung der Cholesterinsynthese

Ausgangspunkt der Untersuchungen war die Voraussgizlass Sst in der Lage ist, die
HMG-CoA Reduktase in OL zu hemmen, was mit einernkBag des
oligodendroglialen Cholesterinspiegels einhergelsetite. Der Cholesterinwert in

Kontroll-OL betrug nach 10 DIV zwischen 10-20 pg/Mgotein. Unter Verwendung
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des fur die Kultivierung von OL angegebenen herkdiocirean Serums konnte nach
Zugabe von 5 pM Sst keine Reduktion der Cholestgnitihhese gemessen werden. Die
Ursache lag in dem hohen Cholesteringehalt desn®&ehegriindet, der je nach Charge
zwischen 30-120 mg/100 ml schwankte. Das durch Hemgmder HMG-CoA
Reduktase fehlende Cholesterin konnte von den Zells dem Medium aufgenommen
und damit ausgeglichen werden. Deshalb wurde @malleiteren Versuchen mit Sst das
.nhormale” fétale Kalberserum durch 1 % FCS-GOLDetz dessen Cholesteringehalt
bei jeder Charge definiert war und bei rund 3 m@/ifl lag. Unter Einsatz von FCS-
GOLD war nach 96 h Sst der Cholesteringehalt um%I&duziert (Abb. 10).
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Abb. 10: Messung des oligodendroglialen Cholesteringehaltedie Hemmung der HMG-CoA
Reduktase in OL durch Sst (5 uM) fuhrte zu eingnidikanten Senkung des Cholesterinspiegels um rund
15 % nach 4 Tagen (p=0,021), wenn das ,normale” B@8h FCS-GOLD ersetzt wurde.

3.2  Morphologische Auswirkungen

Fur eine Untersuchung der morphologischen Auswiglketnn auf OL wurde Sst in

verschiedenen Endkonzentrationen (1, 2, 5 und 10 adM die Zellen gegeben. Bei
einmaliger Zugabe von Sst mit den Konzentrationeh @owie 10 uM waren die ersten
Anzeichen morphologischer Veranderungen lichtmikopgsch nach 48 h durch eine
beginnende Fortsatzretraktion erkennbar, die sicten folgenden 24 h fortsetzte (Abb.
11 B, D). Hingegen waren diese Effekte bei 1 pM @stdann erkennbar, wenn nach
24 h Inkubation erneut 1 UM Sst zugegeben wurdeasterelektronenmikroskopischen

Abbildungen von OL zeigte sich bereits nach 24 h GsuM) eine beginnende
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Verminderung membranflachiger Fortséatze. Nach téildiger Retraktion der Fortsatze
kugelten sich die OL ab (Abb. 11 C) und beganna, vom Boden der Kulturschale
abzulésen. Um nicht nur morphologische Auswirkungarerzielen, sondern auch um
den biochemischen Hintergrund einer Sst-Applikateteuchten zu kénnen, wurde im
folgenden zur Sicherstellung eines Sst-Effekts aligrb uM Sst zugegeben. Diese Sst-
Konzentration lag in ihrem Initialwert ca. 2,5fabbher als ein physiologischer ZNS-
Wert nach einer oralen Sst-Aufnahme zur Behandéimgr MS.

Ob etwa Proteinkomponenten des Serums die dasthusgelésten morphologischen
Verdnderungen modifizieren, wurde unter 5 pM Ssd uem Kulturmedium
zugesetztem 5 % FCS oder BSA untersucht. Die duBst ausgelosten
morphologischen Veranderungen unterschieden sigkiimer Weise von den unter 1 %
FCS-GOLD beobachteten Effekten.

C D

Abb. 11: Morphologische Effekte von Sst auf primarkultivierte OL. Die Behandlung von OL
(Kontr., 7-10 DIV, A) mit Sst (5 uM) fihrte nach 42 h zu einer sichtbaren Retraktion der Fortsatze
(B, D), gefolgt vom Abkugeln (C) und Ablésen deidl&e vom Boden der Kulturschale nach 72-96 h. A-
C: phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen in 20@&facVergrolRerung, D: rasterelektronen-

mikroskopische Aufnahme
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3.3 Kompensation der morphologischen Sst-Auswirkungen wrch
Intermediate des Cholesterinsyntheseweges

Durch Hemmung der HMG-CoA Reduktase werden Mevdloma Intermediate wie
GGPP und FPP sowie das Endprodukt Cholesterin muoblir synthetisiert. Die
Inkubation von OL mit 5 pM Sst und jeweils einenr dben aufgefuhrten Produkte
konnte Aufschluss dartuber geben, welche Intermedidér Cholesterinsynthese
limitierend wirken und mafR3geblich an den durch &stursachten morphologischen
Effekten beteiligt sind. Gleichzeitig konnte so lgseert werden, ob die durch Sst
hervorgerufene Fortsatzretraktion und anschliel3eklalugelung sowie das Ablosen
der OL toxisch bednigt sein kdnnte.

Durch Zusatz von Mevalonat (100 uM, Abb. 12 CkDbhnte die durch Sst ausgeltste
Fortsatzretraktion kompensiert werden; Geranylgdpmophosphat (GGPP, 10 uM,
Abb. 12 E+F) war ebenfalls dazu in der Lage, wathdas Endprodukt Cholesterin (20-
100 pg PEG-Cholesterin/2 ml Kulturmedium, Abb. 1P Kginen Einfluss hatte. Die
Zugabe des Intermediates Farnesylpyrophosphat (EPRAM, Abb. 12 H) flhrte
jedoch zu keiner erkennbaren morphologischen Venamd) des Sst-Effekts. Ein
Zusatz von Mevalonat oder GGPP beeinflusste dig¢s&abildung bei Kontroll-OL

nicht.
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Abb. 12: Kompensation der morphologischen Sst-Effdk durch Intermediate der
CholesterinbiosyntheseEine Zugabe von Sst (5 pM) fuhrte in OL (Kontr., 8 DI¥) nach 72 h zu einer
Fortsatzretraktion (B), die durch gleichzeitige Zbg von Mevalonat (100 uM, C+D) und GGPP (10 pM,
E+F) kompensiert werden konnte. Im Gegensatz darénderte die Zugabe von Sst + PEG-Cholesterin
(20-100 pg/2 ml Kulturmedium, G) und Sst + FPP (@, H) die Sst-Wirkung nicht. A, B, C, E, G, H:
phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen in 200fachérgroRerung; D,F: rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen
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3.3.1 Transfektion mit FPP

Dass die Zugabe von FPP ohne Wirkung auf eine dussh hervorgerufene
Fortsatzretraktion blieb, Uberraschte, lag aber litidgrweise in der eingeschréankten
Membrangangigkeit begriindet, da FPP weniger hydroghkt als GGPP (NEGRE-
AMINOU et al., 2001). Mit Hilfe eines Transfekticexgens, das mit siRNA bereits an
Schweine-OL erfolgreich eingesetzt werden konntgde deshalb versucht, FPP in die
Zellen einzuschleusen (SCHMITZ, 2006). Nach 6-sigedTransfektion von FPP mit
jetSI-Endo wurde im Zuge des Mediumwechsels 5 pMz8gegeben. Nach 72 h war
die unter 111.3.2 beschriebene Fortsatzretraktiarhinerkennbar. Die mit FPP transfi-

zierten und mit Sst behandelten Zellen waren mittkadizellen vergleichbar (Abb. 13).

C

Abb. 13: Behandlung mit Sst nach Transfektion mit PP. OL (8 DIV, A) wurden mit 8 pl
Transfektionsagens und 9 pl FPP-Stammlésung fir 6trdnsfiziert. Nach Austausch des
Transfektionsmediums gegen Kulturmedium wurde SstufM) zugegeben. 72 h spater war keine
Fortsatzretraktion erkennbar, transfiziertes FPPr wa der Lage, die durch Sst ausgeldsten
morphologischen Effekte zu kompensieren (B). Dam$fektionsagens jet-SI Endo allein verbesserte die
Fortsatzretraktion unter Sst nicht (C). Phasenkstitnikroskopische Aufnahmen in 200facher

VergréRRerung.
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3.4  Zelltod nach Applikation von Sst

Bei den durch Sst-Behandlung ausgeldsten morptsabgn Veranderungen (s.111.3.2)
war nach 96-120 h eine Verringerung der Zellzahlbmobachten. Ein mdglicher
apoptotischer Effekt von Sst wurde mittels MTT-Assentersucht. Bei diesem konnte
gezeigt werden, dass nach 72 h Sst (5 uM) die Anztgher OL um 13-15 % und nach
96 h um 22-24 % im Vergleich zu Kontrollen gesunker (Abb. 14). Eine deutliche
Abnahme lebender Zellen um ca. 50 % war unter 8stdn (5 uM) nach einer
Gesamtdauer von 120 h zu erkennen, ein ahnlichert \&fgab sich fir die Sst-
Hydroxyform (5 pM) mit ca. 45 %. Die Bestimmung desischen Sst-Grenzwertes
erfolgte durch gleichzeitige Zugabe aufsteigends#rk®nzentrationen und Mevalonat.
Dabei konnte der Sst Effekt ab einer Endkonzewimation 100 pM (Sst-Lacton) bzw.
150 puM (Hydroxy-Sst) nicht mehr durch Mevalonat kmnsiert werden. Unter diesen
Sst-Konzentrationen war die Zellzahl bereits nadrh2eutlich reduziert, nahezu alle
Zellen hatten sich vom Boden der Kulturschale atmjelGleichzeitig war der MTT-

Wert um ca. 95 % reduziert.

E 100 * * * *
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Sst-Behandlung [h]
O Sst-Lactonform m Sst-Hydroxyform

Abb. 14: Bestimmung der Zellvitalitdat im MTT Assay. Die Bestimmung der Zellvitalitat im MTT-
Assay fuhrte bei Anwendung von Sst-Lacton (5 pMY ufydroxy-Sst (5 pM) zu einer Reduktion
lebender OL um ca. 13-15 % (p=0,03) nach 72 h. Naelfteren 24 h war bei Applikation der
Lactonform eine Reduktion um 22 % (p=0,003) und BAewendung der Hydroxyform um 24 %
(p=0,002) zu verzeichnen. 120 h nach Zugabe vorw&n unter der Lactonform rund 50 % und unter

der Hydroxyform rund 45 % der OL abgestorben.
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3.5 Detektion apoptotischer Oligodendrozyten im Caspas8 Assay

Als Reaktion auf schadigende Umwelteinflisse konrggllen nekrotisch oder
apoptotisch absterben. Die wichtigsten ProteasemAdeptose sind Caspasen, wobei
innerhalb der Caspase-Kaskade Caspase-3 eine leegffaktorrolle einnimmt. Eine
aktive Caspase-3 gilt als spezifisch fur Apoptosé kann daher als Marker verwendet
werden.

Im MTT-Test (s. 111.3.4) konnte gezeigt werdedgss einige OL infolge der Sst-
Behandlung absterben, nach insgesamt 72 h Sst (bwaven ~15 % weniger vitale
Zellen detektierbar. Mit dem Caspase-3 Assays wumtersucht, ob OL Uber eine
Induktion der Apoptose absterben (Abb. 15). Naclh Bt (5 uM) war im Vergleich zu
Kontroll-OL eine Aktivierung von Caspase-3 erkemnbanige Zellkerne zeigten eine
starke Fluoreszenz. Dass sich nur wenige Zelledrheh lieRBen, korreliert mit dem
MTT-Wert, der nach 72 h Sst noch ca. 85-87 % lebefellen zeigte.

Abb. 15: Darstellung apoptotischer Zellen im Caspas3 Assay. Das Absterben von einigen OL nach
Behandlung mit Sst (5 uM, 72 h) erfolgt Uber Aktiing von Caspase-3 durch Apoptose. Im Gegensatz
zu Kontroll-OL (A) zeigten einige Sst-behandeltdl@® infolge einer Substratspaltung durch Caspase-3
und Einbau in die DNA eine starke Fluoreszenz dernk (B). A+B: Aufnahmen der Fluoreszenz in

400facher Vergrof3erung

4. Einfluss von Simvastatin auf kleine G-Proteine

Als Voraussetzung fur eine Aktivierung und physgsthe Funktion kleiner G-
Proteine wird angenommen, dass eine VerankerurdgtinPlasmamembran nétig ist.
Diese erfolgt in Abhéngigkeit vom jeweiligen G-Reiot Uber eine Farnesylierung mit

FPP oder Geranylgeranylierung mit GGPP. Da es uB$trzu einer verminderten
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Synthese dieser Intermediate kommt, sollte siclsedi@auf Membranassoziation und

Funktion kleiner G-Proteine auswirken.

4.1 p2l1Ras

In OL konnte gezeigt werden, dass Ras-ProteineR#snMAPK-Signalweg aktivieren,
der an der Fortsatzbildung und Myelinproteinsynghbsteiligt ist (STARIHA et al.,
1997; HEMPEL, 1998). Die fur Aktivierung und Furkti von Ras-Proteinen
notwendige Membranassoziation wird durch Prenytigrumit FPP ermdglicht
(CASEY, 1995).

4.1.1 Membranassoziation von p21Ras unter Sst

Eine mogliche Verminderung des membrangebundenggildivon p21Ras infolge der
Sst-Behandlung wurde durch Trennung der zytosadischFraktion von der
Membranfraktion mittels Ultrazentrifugation untecht (s. 11.5.1.3). Der Anteil an
p21lRas lieR sich Uber Western-Blot mit einem p2ispexzifischen Antikorper
nachweisen (Abb. 16). Die Behandlung von OL mit GsuM) fuhrte nach 72 h zu
einer Reduktion des membrangebundenen p2l1Ras-&\nteil ca. 40 % und zur
Erh6éhung des zytosolischen p21Ras-Anteils um ca%30Fir die Darstellung der
Membran- und Zytosolfraktion im Western Blot wurddie Rontgenfilme jeweils
unterschiedlich ECL-exponiert (s. 11.5.5). Bei gleer ECL-Exponierungszeit der
beiden zellularen Fraktionen war das Verhéltnisseiven membrangebundenem und
zytosolischem p21Ras in der Kontrolle 2:1. Nach @&ethiung mit Sst (5 uM) kehrte
sich dies zu 1:8 um und verdeutlichte damit eindR#s Verschiebung von der

Membran ins Zytosol.
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Abb. 16: Membranassoziation von p21Ras (21 kDa) uet Sst. Die Behandlung von OL mit Sst (5
UM, 72 h) fuhrte im Vergleich zur Kontrolle zu einReduktion des membrangebundenen Anteils an
p21Ras um ca. 40 % (A) und zu einer Erh6hung dessalischen p21Ras-Anteils um ca. 30 % (B). In
jeder Spur wurden fiir den Western Blot 20 pg Pnogifgetragen. Zur Hervorhebung von Unterschieden
zwischen Kontrollen und Sst-behandelten OL in Meambund Zytosol wurden die Rontgenfilme

verschieden lang exponiert (A = 3 min, B = 2 mi@).Scion Image zur Quantifizierung der Banden im
Western-Blot.

4.1.1.1 Kompensation der verringerten Membranassoziation dech Zugabe von

Mevalonat

In Abb. 12 wurde gezeigt, dass es unter Mevalonat keinen Sst-typischen
morphologischen Effekten kam. Da aus Mevalonat allehweiteren Intermediate wie
FPP und GGPP synthetisiert werden, wurde angenomdsss die infolge der Sst-
Behandlung nachgewiesene verminderte Membranasisozison p21Ras kompensiert
wird; dies konnte in der Tat gezeigt werden (Abb). 1

21 kDa—

Membran Zytosol
Kontr. Sst+Mev Kontr. Sst+Mev

Abb. 17: Kompensation der infolge einer Sst-Behandhg verminderten Membranassoziation von
p21Ras (21 kDa).A: Durch gleichzeitige Zugabe von Sst (5 uM) un@évdlonat (100 uM) fur 72 h
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konnte die unter Ill.4.1.1 beschriebene verminddvtembranassoziation von p21Ras kompensiert

werden. Fir den Western Blot wurden in jeder Sfup@ Protein aufgetragen.

4.1.1.2 Kompensation der verringerten  Membranassoziation  duch
Transfektion mit FPP

Unter 111.3.3.1 konnte gezeigt werden, dass tramnsfies FPP die durch Sst ausgeldsten
morphologischen Effekte kompensieren konnte. Déleérsich an, zu untersuchen, ob
FPP auch in der Lage war, die Membranassoziationp2d Ras bei gleichzeitiger Gabe
von Sst zu beeinflussen. Nach Trennung von Zytesml Membran konnte beim
Nachweis von p21Ras im Western Blot kein signiftearUnterschied mehr zwischen
Kontroll-OL und den nach FPP-Transfektion mit Sshéndelten OL festgestellt
werden (Abb. 18).

21kDa —

Kontr. FPP+Sst Kontr. FPP+Sst

C wo

120
100 -

H

H
HH
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Kontrolle- Sst+FPP- Kontrolle- Sst+FPP-
Zytosol Zytosol Membran Membran

Abb. 18: Membranassoziation von p21Ras (21 kDa) nhcTransfektion mit FPP und Behandlung
mit Sst. OL wurden mit FPP transfiziert und im Anschluss & h mit Sst (5 uM) behandelt. Nach
Trennung der Membranfraktion von der zytosoliscHemaktion wurde p21Ras im Western Blot
nachgewiesen. Dabei wich der zytosolische (A) usrdndembrangebundene (B) Anteil nach Transfektion
mit FPP und Zugabe von Sst nicht signifikant von #@ntrollen ab. Bei der Auftrennung im SDS-Gel
wurden je Spur 25 pg Protein aufgetragen. C: Shimge zur Quantifizierung der Banden im Western
Blot.
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4.1.2 Bestimmung des GTP-gebundenen Anteils an p21Ras

Nur die aktivierte, GTP-gebundene Form von p21Rasni der Lage, Uber Raf eine
Signalkaskade auszuldsen. In dem angewandten Askalfe p21Ras-Bindedoméane
von Raf als Fusionsprotein an Glutathion-AgarosaeBe gebunden. Wahrend der
Inkubation mit dem Zelllysat konnte folglich nur 83gebundenes p21Ras an Beads
koppeln. Die an Beads gebundenen Proteine wurdelVestern Blot nach p21Ras
untersucht. Die Behandlung von OL mit Sst fuhrtem@2 h zu einer Reduktion des
GTP-gebundenen Anteils an p21Ras um ca. 60 % (E®b.
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Abb. 19: Bestimmung des Anteils an p21Ras-GTP (210&a) nach Behandlung mit Sst fiir 72 h tUber
Aktivitatsassay. Der mit Hilfe des p21Ras-Pull-Down-Assays bestimminteil an p21Ras-GTP war
nach Behandlung der OL mit Sst um ca. 60 % im \échl zur Kontrolle reduziert (A). Fir die
Inkubation mit dem Zelllysat wurden jeweils 30 pgdkls sowie 100 pg OL-Protein eingesetzt. B: Scion

Image zur Quantifizierung der Banden im Westerrt.Blo

4.2 Rho-Proteine

In Abb. 12 wurde gezeigt, dass die durch Sst hgaroifene Fortsatzretraktion durch
gleichzeitige Zugabe von 10 uM GGPP kompensierdemrkonnte. Eine Bedeutung
von GGPP wurde dadurch unterstrichen, dass die rigilmag mit einem
Geranylgeranyltransferase-Inhibitor (GGTI-286), ddie Prenylierung von Rho-
Proteinen mit GGPP verhindert, ebenfalls zu Fartstiiaktion und Abkugeln von OL
fuhrte (Abb. 20). Dabei kam es bei einer GGTI-Kaneation zwischen 5-50 uM
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bereits nach 24 h zu einer Retraktion der Fortsatzesiner Konzentration von 100 uM
lysierten die Zellen.

A B

Abb. 20: Effekt von GGTI-286 auf OL. Die Behandlung von OL (10 DIV, A) mit GGTI-286 (®BHM)
fuhrte nach 24 h zur Retraktion der Fortséatze (&) mach weiteren 24-48 h zum Abldsen der Zellen vom
Boden der Kulturschale. Ab einer Konzentration vd®0 pM wirkte GGTI-286 toxisch.
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen in 200fa¢begréRerung.

4.2.1 RhoA

Uber eine Aktivierung von RhoA werden Formierungl idontraktion von Stressfasern
reguliert; diese inserieren an fokalen Zellkontaktgell-Substrat, Zell-Zellkontakt) und
konnen die gesamte Zelle durchziehen. Kommt esranelLdsen dieser Kontakte, wie
z.B. physiologisch bei der Mitose oder pathophysich bei toxischer Anderung des
Zellmilieus, kugeln sich die Zellen ab. Wie untBrdl.2 beschrieben wird angenommen,
dass die Prenylierung von Rho-Proteinen eine Veetmang fur ihre

Membranassoziation und Funktion darstellt.

4211 Membranassoziation von RhoA

Um den Einfluss von Sst auf die MembranassoziatmmRhoA in OL zu untersuchen,
wurde 72 h nach Zugabe von Sst (5 pM) die zytosloéis Fraktion von der
Membranfraktion getrennt und im Western Blot mihesnh spezifischen Antikdrper
gegen RhoA untersucht. Infolge der Sst-Behandluamim les zu einer Reduktion des
membrangebundenen RhoA-Anteils um ca. 60 % und imer eErhbhung des
zytosolischen RhoA-Anteils um ca. 150 % (Abb. 2ZUembran- und Zytosolfraktion
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wurden im Western Blot unterschiedlich ECL-exponiés. 11.5.5). Bei gleicher
Exponierungszeit liel3 sich durch Berechnung deh&eémisse von Membran zu Zytosol
eine durch Sst hervorgerufene Verschiebung von mamgebundenem zu
zytosolischem RhoA hervorheben. Wahrend das Verisédier beiden Fraktionen in der
Kontrolle 1:2 betrug, war mit einem Wert von 1:1dch Behandlung mit Sst (5 uM)
eine deutliche Verschiebung von der Membran in@2oiterkennbar.
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Abb. 21: Membranassoziation von RhoA (21 kDa) untefSst.Die Behandlung von OL mit Sst (5 pM)
fur 72 h fuhrte im Vergleich zu Kontrollen zu einBeduktion des membrangebundenen Anteils von
RhoA um ca. 60 % (A) und zur Erhdhung des zytosbés Anteils um ca. 150 % (B). In jeder Spur
wurden 30 pg Protein aufgetragen. Zur Hervorhebworg Unterschieden zwischen Kontrollen und Sst-
behandelten OL in Membran und Zytosol wurden di@tBénfilme verschieden lang exponiert (A = 20

min, B =7 min). C: Scion Image zur Quantifiziegutber Banden im Western Blot.

4.2.1.2 Zeitlicher Ablauf einer Sst-bedingten Verminderung der Membran-

assoziation von RhoA

Die ersten Zeichen morphologischer Veranderungen @i lieRen sich raster-
elektronenmikroskopisch bereits 24 h nach Zugabe @st (5 uM) erkennen.
Interessant war deshalb, festzustellen, ab wane #&ardnderung der Membran-
assoziation nachgewiesen werden konnte. Dafur wu@le fir 12 und 24 h mit Sst
behandelt. Die Verschiebung der Membranassoziatmon RhoA zu den

entsprechenden Zeitpunkten wurde analog zu [IL412. untersucht. Eine
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Quantifizierung der Banden im Western Blot ergadssdim Vergleich zu Kontrollen
schon nach 12 h eine Veranderung der Membranasisozeakennbar war (Abb. 22).
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Abb. 22: Zeitlicher Ablauf der veranderten Membranassoziation von RhoA (21 kDa) unter SsDie

Behandlung von OL mit Sst (5 uM) fuhrte im Verglezur Kontrolle bereits nach 12 h zur Verringerung
des membrangebundenen Anteils um ca. 25 % (p=01@iBhach insgesamt 24 h um ca. 40 % (A). Der
zytosolische Anteil, der nach 12 h Sst um ca. 1§p%9,041) erhoht war, stieg nach weiteren 12 h um
insgesamt 40 % im Vergleich zur Kontrolle an (B).jéder Spur wurden 30 pg Protein aufgetragen. C:

Scion Image zur Quantifizierung der Banden im WesRBiot.

4.2.1.3 Kompensation der verringerten Membranassoziation vo RhoA durch
Mevalonat

In Abb. 12 konnte man sehen, dass es unter Mevaloma Sst zu keiner
Fortsatzretraktion kam. Eine durch Sst (5 uM) hegeaufene verringerte
Membranassoziation von RhoA konnte bei gleichzeitigugabe von Mevalonat
(100 uM) nicht mehr festgestellt werden (Abb. 23).
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Abb. 23: Kompensation der infolge einer Sst-Behandhg verminderten Membranassoziation von
RhoA (21 kDa) durch Mevalonat Einer verminderten Membranassoziation von RhoA ld@st (5 uM,

72 h) (s. 111.4.2.1.1) konnte bei gleichzeitigergéale von Mevalonat (100 uM, 72 h) entgegengewirkt
werden. Fir den Western Blot wurden in jeder Sp8r |8y Protein aufgetragen. Die ECL-

Exponierungszeit betrug fir beide Fraktionen 18.min

4.2.1.4 Bestimmung des GTP-gebundenen Anteils von RhoA

Fur das Ausldsen einer Signalkaskade muissen siokPRiteine im aktivierten, GTP-

gebundenen Zustand befinden. Da die Aktivierundagnau p21Ras an der Membran
erfolgen sollte, war zu untersuchen, ob sich in @ie durch Sst ausgelOste
Verringerung der Membranassoziation von RhoA awsda Aktivitat auswirkt. Dazu

wurde ein Aktivitats-Pull-Down-Assay verwendet, @m die Bindedoméane eines
Effektors, welche RhoA-GTP erkennt, als Fusionsproan Glutathion-Agarose-Beads
gekoppelt war. Durch Inkubation mit dem Zelllysainkte damit nur aktiviertes, GTP-
gekoppeltes RhoA an die Beads binden, das im ae8enden Western-Blot mit einem
Antikorper gegen RhoA dargestellt wurde. Dabei war beobachten, dass die
Behandlung mit Sst nach 72 h entgegen der Erwaurgjnem deutlichen Anstieg der
aktivierten, GTP-gebundenen Form von RhoA flihrteted Kontrollbedingungen war

kaum RhoA-GTP detektierbar (Abb. 24).
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Abb. 24: Bestimmung des Anteils an RhoA-GTP (21 kDanach Behandlung mit Sst Uber
Aktivitatsassay. Die Behandlung mit Sst (5 uM) fur 72 h fhrte imrgkeich zur Kontrolle zu einem
Anstieg der GTP-gebundenen Form von RhoA um 170A% Kur die Inkubation mit dem Zelllysat
wurden jeweils 35 pl Beads sowie 200 pug OL-Progdngesetzt. B: Scion Image zur Quantifizierung der
Banden im Western Blot.

4.2.1.5 Zeitlicher Verlauf der Zunahme des GTP-gebundenen Ateils an RhoA
durch Behandlung mit Sst

Unter 111.4.2.1.2 wurde gezeigt, dass eine Verringg der Membranassoziation von
RhoA in OL bereits nach 12 h und deutlicher nacln Bst-Behandlung eintrat. Ob dies
gleichzeitig mit einer Zunahme von RhoA-GTP einlmgg wurde Uber Bestimmung
der Aktivitat ermittelt. Die Analyse mittels RhoAuP-Down-Assay ergab, dass es nach
24 h Sst (5 uM) zum Anstieg der RhoA-GTP-Form um4ta% kam. Nach 48 h war

der Anteil insgesamt um ca. 90 % im Vergleich zon¥olle erhdoht (Abb. 25).
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Abb. 25: Zeitlich abhédngige Zunahme des Anteils afiRhoA-GTP (21 kDa) nach Behandlung mit
Sst.Die Behandlung mit Sst (5uM) fuhrte im Vergleichkantrollen nach 24 h zum Anstieg des RhoA-
GTP Anteils um ca. 40 %. Nach weiteren 24 h warAlgeil der aktivierten RhoA-Form im Vergleich
zur Kontrolle um ca. 90 % erhoht (A). Fur die Inktibn mit dem Zelllysat wurden jeweils 35 ul Beads

und 250 ug OL-Protein eingesetzt. B: Scion ImageCuantifizierung der Banden im Western Blot.

4.2.1.6 Interaktion von RhoA mit RhoGDI

Rho Proteine werden im Gegensatz zu Ras-Proteibendinen dritten Mechanismus
reguliert. Die zytosolischen Guaninnukleotid-Disstions-Inhibitoren (GDIs) binden
den prenylierten Teil von Rho-Proteinen und vereBmddurch diese Maskierung deren
Membranassoziation und Aktivierung. Da es infolgmee Sst-Behandlung zur
Hemmung der Synthese von GGPP kommt, stellte siehFdage, ob dadurch die
Interaktion von Rho-Proteinen mit RhoGDI beeinttigthwird. Dass RhoGDls in OL
nachweisbar sind, konnte im Western Blot mit eingpezifischen Antikérper durch
Entstehung einer Bande bei ca. 30 kDa gezeigt wer&ér den Nachweis einer
Interaktion mit RhoA wurde Zelllysat zusammen mibteinA-Sepharose-Beads und
Anti-RhoGDI inkubiert. Im anschlielenden WesternotBiwar mit Hilfe eines
spezifischen RhoA-Antikérpers nur das an RhoGDI glaxierte RhoA detektierbar.
Die Behandlung von OL mit Sst (5 uM) fuhrte zu einachweisbaren Verminderung
der Interaktion von RhoA mit RhoGDI um ca. 30 % bABG).
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Abb. 26: Interaktion von RhoA mit RhoGDI im Western Blot. A: Detektion von RhoGDI im Western
Blot (Kontroll-OL, 50 ug Protein). B+C: Nachweisner Interaktion von RhoA mit RhoGDI (ber
Detektion von RhoA im Western Blot. Die Behandluran OL mit Sst (5 uM, 72 h) fihrte infolge der
verminderten Prenylierung von RhoA im Vergleich &aontrolle zu einer verringerten Interaktion mit
RhoGDI um ca. 30 % (p=0,019) (B). Fur die Inkubatder Beads mit dem Zelllysat wurden jeweils 500

p1g OL-Protein eingesetzt. C: Scion Image zur Qftiaigiung der Banden im Western Blot.

4.2.2 Rho-Kinase Inhibitor

Im aktivierten Zustand kann RhoA die Rho-Kinasen@®QO und Il stimulieren, wobei
die Isoform ROCK II vor allem im Hirngewebe expramni wird (NIKOLIC, 2002,
MUELLER et al., 2005). Um zu untersuchen, ob einedMation der ROCK-Aktivitat
sich Uberhaupt auf die oligodendrogliale Fortsadizivig auswirkt, wurde zunachst ein
Inhibitor dieser Kinasen (Y27632) eingesetzt. AheeiKonzentration des Inihibitors
von 5 pM war nach 24 h eine vermehrte Fortsatzhidarkennbar. Gegenuber der

Kontrolle waren mehr feine und stark verzweigtetgairze sichtbar (Abb. 27).
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A B

Abb. 27: Einfluss des Rho-Kinase (ROCK)-InhibitorsY27632 auf kultivierte OL. Die Behandlung
von OL (10 DIV, A) mit Y27632 (5 uM) fuhrte nach 24zu einer deutlich verstarkten Fortsatzbildung
(B). Dabei nahm primar nicht die Lange der Forts&andern deren Anzahl und Verzweigungsgrad zu.

Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen in 400fa¢begréRerung.

4.2.3 Aktivitat von ROCK

ROCK kontrolliert das Aktin-Zytoskelett, die Zellktraktilitét und Zelladhasion
(RIENTO und RIDLEY, 2003). Dass infolge der Sst-Betlung ein erhéhter RhoA-
GTP-Anteil gefunden wurde, und Y27632 zu einem téekéen Fortsatzwachstum
fuhrte, gab Grund zu der Vermutung, dass bei dets&zretraktion unter Sst ROCK
aktiviert wird.

In der Tat konnte mit Hilfe des Assays, bei déen Umsatz eines Substrates durch
ROCK photometrisch erfasst wurde, eine infolge Be&handlung mit Sst (5 uM)
stattfindende Aktivierung von ROCK nachgewiesendeer (Abb. 28). Nach 72 h Sst
war die Aktivitat gegentber der Kontrolle um ~30 @bd nach weiteren 24 h um

insgesamt ~50 % erhoht.
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Abb. 28: Aktivitat von ROCK nach Behandlung mit Sst Eine Zugabe von Sst (5 uM) zu Schweine-
OL flhrte nach 48 h zu einem nachweisbaren AnstergAktivitat im Vergleich zu Kontroll-OL. Nach
insgesamt 72 h Sst war die Aktivitat um ~30 % ethddeitere 24 h spater um insgesamt ~50 %.

4.2.4 Phosphorylierung der leichten Myosinketten
Die Phosphorylierung der leichten Myosinketten (MLldtirch die ,myosin-light-chain-

kinase (MLCK)" ermdglicht die Interaktion von Myasimit Aktin, was neben einer
Zellstabilisierung physiologisch wie pathophysiotmp zu einer Fortsatzretraktion
fuhren kann. MLC-Phosphorylierung wird durch eimesprechende MLC-Phosphatase
antagonisiert. Durch RhoA aktivierte Rho-Kinase rkaviLC direkt phosphorylieren,
aber auch Uber Phosphorylierung der MLC-Phosphati#seladurch gehemmt wird, zu
einer Phosphorylierung von MLC beitragen.

Es konnte gezeigt werden, dass die durch Sgeliste Fortsatzretraktion mit einer
Erh6éhung des GTP-gebundenen Anteils an RhoA (g1.2l1.4) und Aktivierung von
ROCK (s. 11.4.2.3) einherging. Ob es unter Sstemem Anstieg an phosphorylierten
MLC in OL kommt, wurde Uber eine Veranderung deostinorylierung von MLC mit
einem spezifischen Antikorper im Western Blot usteht (Abb. 29). OL wurden dazu
fur verschiedene Zeiten mit Sst (5 uM) behandeheEsignifikante Veranderung der

MLC-Phosphorylierung war jedoch zu keinem der wuehten Zeitpunkte erkennbar.
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Abb. 29: Phosphorylierte MLC (18 kDa) in OL unter Kontrollbedingungen und nach Behandlung
mit Sst. Gegenlber der Kontrolle fuhrte die Zugabe von Ssufl) bei keinem der untersuchten
Zeitpunkte zu einer deutlichen Erhéhung der MLC$imrylierung (A). In jeder Spur wurden 20 pg

OL-Protein aufgetragen. B: Scion Image zur Quaziéfung der Banden im Western Blot.

4.25 RhoG

Ein weiteres Rho-Protein, dass z.B. in PC12-Zellém ein NGF-induziertes
Auswachsen der Fortsatze verantwortlich gemachd,wst RhoG (KATOH et al.,
2000). Histochemische Befunde wiesen darauf hirgsd8hoG in OL besonders
angereichert ist; vermutlich ist es bei der oligmiteglialen Fortsatzbildung wahrend
der Myelinisierung involviert (ISHIKAWA et al.,, 2&). Da RhoG ebenfalls durch
GGPP posttranslational modifiziert wird, wurde deffekt von Sst auf dessen

Membranassoziation und Funktion untersucht.

4251 Membranassoziation von RhoG

Fur die Untersuchung des Effekts von Sst auf diembt@nassoziation von RhoG in OL
wurde nach Behandlung mit Sst (5 uM) fur 72 h dpogolische Fraktion von der
Membranfraktion getrennt. Die Detektion von Rho®lgte im Western-Blot mittels

RhoG-spezifischen Antikorpers. Infolge der Sst-Bethiang kam es in OL im Vergleich
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zur Kontrolle zu einer verminderten Membranassaziaton RhoG um ca. 30 % sowie
zu einer Erhohung des zytosolischen Anteils an RlaaG das 3fache (Abb. 30).
Membran- und Zytosolfraktion wurden im Anschluss a®n Western Blot

unterschiedlich ECL-exponiert (s. 11.5.5). Ein qtieativer Vergleich der Verhaltnisse
von membrangebundenem zu zytosolischem RhoG in Kaertrolle sowie nach

Behandlung mit Sst erfolgte jedoch anhand glei@@i-Exponierungszeiten. Wahrend
das Verhaltnis der beiden Fraktionen in der Kotdrbl1 betrug, wurde mit einem Wert
von 1:1 nach Behandlung mit Sst (5 uM) eine deuwtlicVerschiebung von

membrangebundenem zu zytosolischem RhoG sichtbar.

A B
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250 —
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Kontrolle-  Sst-Membran Kontrolle- Sst-Zytosol
Membran Zytosol

Abb. 30: Membranassoziation von RhoG (21 kDa) unte6st.Die Behandlung von OL mit Sst (5 pM)
fur 72 h fihrte zur Reduktion des membrangebundexmrils an RhoG um ca. 30 % (p=0,002) (A)
sowie zu einer Erhéhung des zytosolischen AnteilRBoG um ca. 200 % (B). In jeder Spur wurden 50
p1g Protein aufgetragen. Zur Hervorhebung von Unteeslen zwischen Kontrollen und Sst-behandelten
OL in Membran und Zytosol wurden die Rontgenfilmerschieden lang exponiert (A = 8 min, B =

5 min) C: Scion-Image zur Quantifizierung der Bamita Western Blot.

4.2.5.2 Bestimmung der Aktivitat von RhoG

Ein fir RhoG spezifisches, kommerziell erhaltlich®istivitatsassay stand nicht zur
Verfigung; deshalb wurde eine Methode entwicke#i Ber Proteine, die in der
Signalkaskade von RhoG vorkommen, als Hilfe herangen wurden. Zu diesen
gehdort auch ElImo2, das als spezifisches Adaptapraton RhoG nur die aktivierte,
GTP-gekoppelte Form bindet (KATOH und NEGISHI, 2pa3a in der Literatur bisher
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nicht Gber das Vorhandensein von EImo2 in OL beeickvurde, galt es zunachst zu
zeigen, dass ein spezifischer Antikérper EImo2 udén oligodendroglialen Proteinen
erkennt, und eine Interaktion mit RhoG in Schwebie-erfolgen kann. Im Western
Blot konnte das Vorhandensein von ElImo2 durch Atén einer Bande bei ~84 kDa
gezeigt werden (Abb. 31 A). Fur den Nachweis deP¢j€bundenen Form von RhoG
durch Interaktion mit EImo2 wurde der RhoG-Antikérpan ProteinA-Sepharose
gekoppelt. Nach Inkubation mit dem Zelllysat wurdgebundene Proteine im
anschlielBenden Western Blot hinsichtlich EImo2 rsuteht. Das Auftreten einer Bande
bei ~84 kDa zeigte daher an RhoG-GTP gekoppeltesnoEl Unter
Kontrollbedingungen liel3 sich diese Interaktion maeisen (Abb. 31 B). Nach
Behandlung von OL mit Sst war jedoch keine Intaoaktvon RhoG mit EImo2
nachweisbar (Abb. 31 C). Im Gegensatz zu RhoA &it8st bei RhoG zu einer
deutlichen Reduktion der aktivierten, GTP-gebundefarm.

A B C
84 kDa —

Kontr. Sst

Abb. 31: Interaktion von RhoG-GTP mit EImo2 (84 kDa) im Western Blot. A: Detektion von EImo2

in Kontroll-OL (200 pg Protein). B+C: Darstellungrdinteraktion von RhoG mit EImo2, Detektion von
EImo2 im Western Blot (400 pug OL-Protein). Unterrfimllbedingungen war eine Interaktion zwischen
RhoG und Elmo2 nachweisbar (A). Die Behandlung &sit (5puM) fur 72 h fuhrte zu einer deutlichen
Verminderung der RhoG-GTP Form, unter diesen Bediggn war keine Interaktion zwischen RhoG

und ElImo2 nachweisbar (C).

4.2.5.3 Transfektion mit RhoG-siRNA

Zur Analyse des Einflusses von RhoG auf die oligailegliale Fortsatzbildung wurden
OL mit entsprechender RhoG-siRNA transfiziert. 7@dth Abschluss der Transfektion
war morphologisch kein erkennbarer Unterschied awas Kontrollzellen und
transfizierten OL zu sehen, ein Effekt auf die Batze wurde nicht beobachtet (Abb. 32
A+B). Eine Analyse der Zellextrakte im Western Blogigte, dass die verwendete
humane siRNA zu einem ,knock-down* von RhoG gefiitatte (Abb. 32 C).
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Abb. 32: Transfektion von OL mit RhoG-siRNA. OL (10 DIV) wurden fur 6 h mit RhoG-siRNA

transfiziert. 72 h nach Abschluss der Transfektieigten transfizierte OL (B) keine morphologischen
Veranderungen gegenuber Kontroll-OL (A). Im WestBtat konnte RhoG (21kDa) nach Transfektion
mit SiIRNA nicht mehr nachgewiesen werden (C). ldejeSpur wurden 40 pg OL-Protein aufgetragen.

A+B: phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen in 260ér VergréRerung.

426 RaclundCdc42

Eine wichtige Funktion fur den Auf- und Umbau dédstiA-Zytoskeletts und der damit
verbundenen Fortsatzbildung in OL haben die RhadeHre Racl (Lamellipodien) und
Cdc42 (Filopodien = ,Mikrospikes®), sie konnen alsrch an der Aktivierung der
stressinduzierten Proteinkinase (SAPK) beteiligt $£0SO et al., 1995).

Eine immunzytochemische Farbung von Aktin et®lgit Rhodamin gekoppeltem
Phalloidin, wodurch sich vorwiegend Mikrofilamemachweisen lie3en. Neben einem
dichten Netzwerk von Fortsatzen waren auch dber rdfilkment gebildete
~Mikrospikes*, Ausstilpungen mit einer Lange vori8-um, in Kontroll-OL sichtbar;
sie sind fur Verzweigungen der Fortsatzes verarttiwbr(Abb. 33 B, Pfeile) (BRAY
und CHAPMAN, 1985; SAHAI, 2002; RUMSBY et al., 2003Nach Behandlung mit
Sst fur 48 h war eine erhebliche Abnahme des Vamwgsgrades zu erkennen,
.Mikrospikes*” fehlten vollig. Zudem war die Anzatbn Fortsatzen reduziert (Abb. 33
C+D).
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Abb. 33: Immunzytochemische Farbung von Aktin mit Fhodamin-konjugiertem Phalloidin. A+B:

Kontroll-OL (10 DIV) zeichneten sich durch ein dieb verzweigtes Fortsatznetzwerk sowie die Bildung
von ,Mikrospikes” (B, Pfeile) aus. Nach 48 h Sst{#) waren nur noch wenige, kaum verzweigte
Fortsatze nachweisbar (C), ,Mikrospikes" fehlterlstdndig (D). A+C: Aufnahmen der Fluoreszenz in

200facher VergroRerung, B+D: Aufnahmen der Fluargan 400facher VergréZerung.

Ob eine Reduktion von Anzahl und Verzweigungdgder Fortsdtze sowie das
Verschwinden von ,Mikrospikes® nach Sst-Behandlungt einer verminderten
Funktion von Racl und Cdc42 einhergeht, wurde élb@ritatsassays untersucht. Fur
die Bestimmung des GTP-gebundenen Anteils der ifmteurde analog zu I111.4.2.1.4
ein Pull-Down-Assay verwendet, bei dem die Bindedoendes jeweiligen Effektors,
die Racl-GTP bzw. Cdc42-GTP erkennt, als Fusiomspran Glutathion-Agarose-
Beads gekoppelt war. Die Behandlung mit Sst (5 fiMjte nach 72 h im Vergleich zu
Kontroll-OL zu einem Anstieg der GTP-gebundenennfrepon Racl um ~80 % (Abb.
34 A+C). Auch fiur Cdc42 war im Vergleich zu Kontr@L nach 72 h Sst ein Anstieg
der aktivierten, GTP-gebundenen Form um ~70 % zzewehnen (Abb. 34 B+D).
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Abb. 34: Bestimmung des Anteils an Rac1-GTP und Cd@-GTP nach Behandlung mit Sst Uber
Aktivitatsassay. Die Behandlung mit Sst (5 uM) fur 72 h fihrte imrgkeich zur Kontrolle zu einem
Anstieg der GTP-gebundenen Form von Racl um ~88+4&). Der Anteil an GTP-gebundenem Cdc42
erhohte sich gegeniber der Kontrolle um ~70 % (B-HD) die Inkubation der Beads mit dem Zelllysat
wurden jeweils 500 pg OL-Protein eingesetzt. C+BioB Image zur Quantifizierung der Banden im
Western Blot.

4.3 Expression von p21Ras, sowie RhoA und RhoG unter Ss

Unter 111.4.1.1, 111.4.2.1.1 und 111.4.2.5.1 sindedVerteilungen von p21Ras, RhoA und
RhoG in Membran und Zytosol nach Behandlung miti@s¥ergleich zu Kontroll-OL
dargestellt. Dabei war eine deutliche Verschiebung zytosolischen Fraktion
erkennbar. Es stellte sich die Frage, ob sich &t auf die Proteinexpression kleiner
GTPasen auswirkt. Die Untersuchung der Proteinsspye von p21Ras, RhoA und
RhoG ergab, dass es bei den Proteinen RhoA und Rifol@e der Sst-Behandlung zu
einem Anstieg der Expression auf mehr als das DOtppr Vergleich zu Kontroll-OL
kam, im Gegensatz dazu war die p21Ras-Proteinesipresach 72 h Sst vermindert
(Abb. 35).
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Abb. 35: Darstellung der Gesamtexpression von p21RaRhoG und RhoA.Nach Behandlung von

OL mit Sst (5 uM) fur 72 h lag der Proteinlevel vpA1Ras im Vergleich zur Kontrolle bei ca. 70 %
(p<0,001) des unter Kontrollbedingungen exprimiemp@1Ras Proteins (A, C) zu diesem Zeitpunkt war
hingegen fir RhoG sowie RhoA eine gesteigerte E5gioa nachweisbar. Die Expression von RhoG
stieg nach 72 h Sst um 150 % gegentber der Koataoll (B, D). Eine zeitlich abhédngige Zunahme der
Expression wurde exemplarisch fiir RhoA dargedtelit ein deutlicher Anstieg der Expression war dabe
nach 48 h Sst nachweisbar, nach insgesamt 72\Wuugdé im Vergleich zur Kontrolle eine Erhéhung um
130 % gemessen (F). Fir die Detektion von p21Rasevujeweils 25 ug OL-Protein aufgetragen. Um
RhoG und RhoA nachzuweisen, wurden jeweils 35 pgP@dtein eingesetzt. C, D, F: Scion Image zur

Quantifizierung der Banden im Western Blot.
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5. Phosphorylierung von Akt

Durch Uberlebens- und Wachstumsfaktoren wie NGFnkdie Serin / Threonin
Protein-Kinase Akt (Protein-Kinase B, PKB), dievier Isoformen vorkommt, aktiviert
werden. Sie wirkt dem programmierten Zelltod enage(®©ATTA et al., 1999). In der
Signalkaskade oberhalb von Akt steht PI3-Kinase|chee Uber Stimulation von
Rezeptoren zur Plasmamembran rekrutiert und phogieyo wird. Dort katalysiert sie
die Bildung der ,Second Messenger“-Moleklle Phosiplghnositol(3,4)bisphosphat
(PIP,) und Phosphatidyl-inositol(3,4,5)trisphosphat @plRlurch Ubertragung von
Phosphat auf membranstandiges Phosphoinositol.nilwe8enheit von PEPPkann das
zur Plasmamembran rekrutierte Akt durch 3-Phospisiiid-abhangige Protein-
Kinasen (PDKs) oder eine Integrin-gekoppelte KindkK) aktiviert werden (ALESSI
et al., 1997; DELCOMMENNE et al., 1998).

Ob Sst in Schweine-OL zu einer Aktivierung vokt Alihrt, wurde durch Analyse der
Phosphorylierung der Kinase untersucht (Abb. 36)S¢hweine-OL fuhrte Sst (5 uM)
nach 2 h zu einer gesteigerten PhosphorylierungAkinim weiteren Verlauf sank der
Anteil bei gleichbleibender Expression von Akt untias Kontrollniveau, bereits nach
24 h Sst waren im Vergleich dazu ca. 60 % weniderspho-Akt nachweisbar, nach

weiteren 48 h war aktiviertes Akt kaum noch detgkiar.
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Abb. 36: Phosphorylierung von Akt nach Behandlung rit Sst. Akt sowie Phospho-Akt konnten im

Western Blot durch spezifische Antikdrper nachgeere werden, im SDS-Gel wurden in jeder Spur
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30 pug OL-Protein aufgetragen. A: Eine Behandlung @ mit Sst (5 pM) fuhrte nach 2 h zu einer
signifikanten Aktivierung von Akt um ~20 % (p=0,008m weiteren Verlauf sank die Aktivitat unter das
Kontrollniveau, nach 72 h war Phospho-Akt kaum naelechweisbar. B: Vergleichend dazu wurde mit
einem Antikorper gegen Akt die GesamtexpressionKiease nachgewiesen, die sich unter Sst nicht
anderte. C: Fir eine Darstellung der relativen Asmtan Phospho-Akt wurden die Gber Scion-Image
quantifizierten Bandenintensitaten von Phosphoiid Akt ins Verhaltnis gesetzt und mit der Konioll

verglichen.

6. Aktivierung der SAPK/JNK

Die SAPK (oder auch Jun-N-terminale Kinase JNK)dwdurch Umweltstress, zu dem
u.a. UV-Strahlen, osmotischer Schock und inflammsdbe Zytokine wie Interleukin
(IL)-1 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-zahlen, aktiviert und leitet einen
apoptotischen Signalweg ein (KYRIAKIS et al., 19%A et al., 1995; MEIER et al.,
1996). SAPK phosphoryliert c-Jun, eine Komponergs d@ranskriptionsfaktors AP-1
(DERIJARD et al., 1994; PAPAVASSILOU et al., 1995)eben dem Einfluss auf die
Regulation von Strukturen des Zytoskeletts kdnnewlR Cdc42 und RhoA auch an
einer Induktion der SAPK beteiligt sein (COSO et 4095 MINDEN et al., 1995;
MARINISSEN et al., 2004). Da die Behandlung mit @st einem erhéhten GTP-
gebundenen Anteil von Racl und Cdc42 fihrte, wurde Hilfe des SAPK/JNK-
Aktivitatsassays untersucht, ob Sst neben eineuktimh von Caspase-3 den uber
SAPK/JNK laufenden apoptotischen Signalweg indtizier

Als MalR der SAPK-Aktivitat galt in dem verwendetAssay die Phosphorylierung
von c-Jun, welche im Western Blot mit einem speglfen Antikdrper durch Entstehen
einer Bande bei ~35 kDa dargestellt werden kondtem Auftreten einer zweiten
Bande bei ~37 kDa kam es wahrscheinlich durch Enkeg von Jun-lsoformen oder
unterschiedlichen c-Jun-Phosphorylierungsgraden SGBJMANN et al., 1998;
POLLMANN et al., 2001). Zur Quantifizierung der Rptorylierung von c-Jun wurden
beide Banden einbezogen.

In Kontroll-OL konnte eine Basisaktivitat fesggellt werden, die infolge einer Sst-
Behandlung anstieg und nach 24 h bereits um ~60h&hewar (Abb. 37). Nach 48 h
war der Anteil an phosphoryliertem c-Jun auf dd&faZhe gestiegen, nach weiteren
24 h auf das 2,3fache der Basisaktivitat.
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Abb. 37: Aktivitat der SAPK/INK unter Sst. Die Behandlung von OL mit Sst (5 pM) fuhrte zu eme
Anstieg der in Kontrollzellen zu verzeichnenden iBalstivitdt der SAPK. Mit einem Anstieg auf das
2,5fache der Kontrollaktivitdét war nach insgesar8t 4 das Maximum an phosphoryliertem c-Jun
messbar. Weitere 24 h spater sank der Wert wiadfedas 2,3fache des Basalwertes. A: SAPK-Aktivitat
Uber Darstellung der Phosphorylierung des Substiatiin im Western Blot. Fir die Inkubation mit dem
an Agarose gekoppeltem Substrat wurden je Probeps0QL-Protein eingesezt. B: Scion Image zur
Quantifizierung der Banden im Western Blot untarteziehung beider Banden.

7. ERKZ1/2-Aktivitat unter Simvastatin

Die Stimulation von p21Ras fihrt u.a. zur Aktiviegudes MAPK-Signalweges. So ist
in OL die Aktivierung der MAPK ERK1/2 fir das Ausalassen der oligodendroglialen
Fortsatze von grol3er Bedeutung (STARIHA and KIMQP0 Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass NGF in der Lage ist, durch Autophosileoung von TrkA den p21Ras-
MAPK-Signalweg und schlie3lich ERK1/2 zu aktivierevas morphologisch mit einer
gesteigerten Fortsatzbildung einhergeht (ALTHAUSakt 1992; ALTHAUS et al.,
1997).

Wurden OL mit Sst behandelt, kam es infolge fedtenden Synthese von FPP zu
einer verminderten Membranassoziation von p21RaBl(.1.1). Dies ging mit einer
Verringerung der aktivierten, GTP-gebundenen Foom p21Ras einher (s. 111.4.1.2).
Da die Membranassoziation und Aktivierung von pZXRsssentielle Schritte zur
Initiation des MAPK-Signalweges sind, wurde der fleiss von Sst auf die Aktivitat
von ERK1/2 untersucht (Abb. 38). Dabei konnte ggizererden, dass die Aktivitat
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sowohl von ERK1, als auch ERK2 in OL nach Behangllamt Sst im Vergleich zu
Kontrollen reduziert war. Nach 72 h Sst lieRen sjeweils nur noch ~65 % der
Kontrollaktivitat nachweisen (Abb. 38 B).

44kDa —>

42kDa —

Kontr.48h Sst48h Kontr.72h Sst72h

120
100 T T
80 A
60

[%]

20
0 T T T
Kontr.48h Sst48h Kontr.72h Sst72h

Abb. 38: Nachweis der Aktivitdit der MAPK ERKZ1/2 unter Kontrollbedingungen sowie nach
Behandlung mit Sst im In-Gel-Kinase-AssayDie Aktivitaten von ERK2 (42 kDa) und ERK1 (44 kDa)
lieBen sich im Autoradiogramm durch Entstehen daeruA dargestellten Banden nachweisen. Die
Behandlung mit Sst (5 uM) fuhrte nach 48 h zu eiReduktion der Aktivitat um ca. 30 % (p=0,014).
Nach weiteren 24 h Sst war die Aktivitat im Vergleizur Kontrolle um insgesamt ~35 % verringert
(p=0,004). Fur die Auftrennung der Proben im SD$-@&earden in jeder Spur 8 pg OL-Protein
aufgetragen. B: Scion Image zur Quantifizierung merAutoradiogramm dargestellten Banden unter
Einbeziehung von ERK1 und ERK2.

7.1 Einfluss von NGF#* Sst auf die Aktivitat von ERK1/2

Wie bereits von ALTHAUS et al. (1992) gezeigt wurdighrte die Zugabe von NGF
(100 ng/ml) zu OL-Kulturen nach 48-72 h morpholabizu einer deutlich verstarkten
Fortsatzbildung (Abb. 39 A+B).
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A B

Abb. 39: Morphologische Effekte von NGF auf OL.Die Zugabe von NGF (100 ng/ml) zu OL (10 DIV,
A) fuhrte Dbereits nach 48 h zu einer deutlich \#@igen Fortsatzbildung (B).

Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen in 200fa¢begréRerung.

Gleichzeitig war nach einem Zeitraum von 72 heekErhéhung der Aktivitat von
ERK1/2 um ca. 40 % messbar (Abb. 40 A+B, NGF), walrSst (5 uM) innerhalb
dieses Zeitraumes gegenuber der Kontrolle eine IReduder MAPK-AKktivitdt um ca.
40 % hervorrief (Abb. 40 A+B, Sst). Morphologisciihfte die simultane Gabe von
NGF und Sst zu keiner verbesserten Fortsatzbildumg,Gegenteil, vorhandene
Fortsatze (Abb. 40, C) wurden retrahiert (Abb. 40 Eine infolge der Sst-Behandlung
reduzierte ERK1/2-Aktivitat konnte durch NGF nicAhgehoben werden (Abb. 40
A+B, Sst+NGF).

A
44kDa —>
42 kDa —
Kontr. NGF Sst  Sst+NGF C
B 160
140 | —F
120
100
X 80—
— 60—
40 4
20 -
0 : .
Kontr. NGF Sst Sst+NGF D

Abb. 40: Aktivitat der MAPK ERK1/2 unter NGF + Sst im In-Gel-Kinase-AssayDie Behandlung
mit NGF (100 ng/ml) fur 72 h fihrte in OL im Verdgdé zur Kontrolle zu einer Erhéhung der Aktivitat
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von ERK1/2 um ca. 40 % (A+B); unter Sst (5 uM) wie MAPK-Aktivitat nach 72 h im Vergleich zur
Kontrolle um ca. 40 % vermindert (A+B). Diese Retiok konnte durch gleichzeitige Gabe von NGF
(100 ng/ml) nicht kompensiert werden, OL zeigten\fergleich zur Kontrolle ebenfalls eine um 40 %
verringerte Aktivitat (A+B) und eine, gegentber Kmti-OL (C), fir Sst typische Fortsatzretraktidd)(

Bei der Auftrennung im SDS-Gel wurden fur jede Rrdb ug OL-Protein eingesetzt. B: Scion Image zur
Quantifizierung der Banden im Autoradiogramm uriigrbeziehung von ERK1 und ERK2.

8. Synthese von Myelinproteinen unter Simvastatin

Eine Aktivierung der MAPK ERK1/2 fihrt in OL u.a.uzeiner Aktivierung der
Transkription von Myelinproteingenen. Unter llikonnte gezeigt werden, dass Sst zu
einer Reduktion der Aktivitat von ERK1/2 fuhrte.l§lecch war von Interesse, ob Sst die
Synthese von Myelinproteinen wie MBP, PLP und CNRibflusst. Dies wurde mittels
Einbau von radioaktiv markiertent“C-Leucin untersucht. Fir eine eindeutige
Zuordnung der im Autoradiogramm aufgetretenen Bandeirde aus der weil3en
Substanz des Schweinehirns Myelin isoliert, desse®DS-Gel aufgetrennte Proteine
bereits friher mit spezifischen Antikérpern undrhderch Anfarbung mit Coomassie
Brillant Blue dargestellt wurden (Abb. 41 A). PLRfl dabei, wie bekannt, etwas
schneller als es seinem MW von 30 kDa entspracime EXfuordnung der im
Autoradiogramm sichtbaren Banden zu den Myelinpmete ergab, dass die
Behandlung mit Sst nach 48 h zu einer Reduktion deu synthetisierten
Myelinproteine fuhrte. Nach insgesamt 72 h Sst wamdie Anteile an neu
synthetisiertem MBP und PLP im Vergleich zur Kofigoum jeweils ca. 40 %
reduziert. Der Anteil an neu gebildetem CNP wadm®sem Zeitpunkt im Vergleich zur
Kontrolle um ca. 15 % reduziert (Abb. 41 B).
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Abb. 41: Neusynthese der Myelinproteine MBP, PLP ud CNP in OL nach Behandlung mit SstA:

Fur die Darstellung der Myelinproteine MBP, PLP uBMP wurden 50 pg Protein aus isoliertem
Schweinemyelin im SDS-Gel aufgetrennt und im Angssimit Coomassie Brillant Blue gefarbt. B: Der
Nachweis neu synthetisierter Myelinproteine untst &folgte Uber Einbau von radioaktiv markiertem
C-Leucin und Quantifizierung der Myelinproteinbandges Autoradiogramms tber Scion Image. Die
Behandlung mit Sst (5 uM) fihrte bereits nach 48iheiner im Vergleich zur Kontrolle verminderten
Neusynthese von Myelinproteinen. Nach insgesamih Bt exprimierten die Zellen ca. 40 % weniger
MBP und PLP sowie ca. 15 % weniger CNP als entfierede Kontrollen. Bei der Auftrennung im SDS-

Gel wurden jeweils 50 pg OL-Protein eingsetzt.

9. Morphologische und biochemische Effekte von Simvaatin auf
kultivierte Mause-Oligodendrozyten

Da die in dieser Arbeit geplanten in vivo VersuemeC57BL/6N Mausen durchgefihrt
werden sollten, galt es sicherzustellen, dass d8sthausgeloste Effekte in Mause-OL
mit denen von Schweine-OL vergleichbar sind. Dies imsofern von Interesse, da bei
bestimmten Mausestdmmen in vivo infolge einer Bdhamg mit Sst von einer
Hochregulation der mRNA fur HMG-CoA Reduktase bletét wurde (THELEN et al.,
2006). Daher erfolgte vor Beginn der in vivo Expegnte zunachst eine Untersuchung
des Einflusses von Sst auf kultivierte Mause-OL @&ammes C57BL/6N. Als
Vergleichskriterien wurden Auswirkungen von Sst dig Morphologie von OL, die

Cholesterinsynthese sowie die Aktivitat der MAPKaregezogen.
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9.1 Morphologie kultivierter Mause-OL unter Sst

Fur die Kultivierung von Mause-OL wurde das zenkézie Material des Mittelhirns
sowie der Hemispharen von Mauseembryonen des Ali#BssE17 in Kultur gebracht.
Die Selektion der OL erfolgte nach ,Neuronenkildvee Entfernung der Makrophagen
durch Abschitteln (SIMONS et al.,, 2000). OL-Kultarewaren nach diesen
Selektionsschritten jedoch weiterhin  durch das wetén von Fremdzellen
gekennzeichnet. Um die morphologischen Effekte v®st auf Mause-OL zu
untersuchen, wurde deshalb eine immunzytochemigénbung mit MOSP vor und
nach Behandlung mit Sst (5 uM) zur spezifischen Kigaung von OL durchgefihrt
(Abb. 42). Wie bei Schweine-OL fihrte die Behangjumit Sst in Mause-OL nach 72 h
zu einer deutlichen Fortsatzretraktion, die vom édedn der Zellen und deren Ablésen
vom Boden der Kulturschale gefolgt war. Diese B#ekvaren ebenfalls ab einer

Konzentration von 1 uM Sst erkennbar.

Abb. 42: Immunzytochemische Farbung mit MOSP zur Deastellung der Fortsatzretraktion
kultivierter Mause-OL nach Zugabe von Sst.Kultivierte Mause-OL zeichneten sich wie Schweine-O
durch die Entwicklung von verzweigten Fortsatzes &4, 14 DIV). Die Behandlung mit Sst (5 uM)
fuhrte nach 72 h ebenfalls zur Retraktion gebild&tertsatze (B), gefolgt vom Abkugeln der Zellen
sowie Ablosen vom Boden der Kulturschale. A+B: Aalimen der Fluoreszenz in 200facher

VergréfRerung.

9.2 Hemmung der Cholesterinsynthese in Mause-OL durch$

Eine weitere wichtige Voraussetzung fur die in viwntersuchungen war die
inhibitorische Wirkung von Sst auf die HMG-CoA Réthase, die zu einem messbar

sinkenden Cholesteringehalt fluhren sollte. Eine tlaidwe Abnahme des
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oligodendroglialen Cholesteringehaltes durch Sahk®im Gegensatz zu Schweine-OL
bereits nach 72 h gemessen werden (Abb. 43). Wdatrollbedingungen betrug der
Cholesteringehalt etwa 35-45 pg/mg Protein. Nadgesamt 96 h war der Wert im

Vergleich zur Kontrolle um ca. 60 % gesunken.

100

80

60

H

40 =

20 1

[% der Kontrolle]

Relative
Cholesterinkonzentration

72hSst 96hSst

Abb. 43: Messung des oligodendroglialen Cholestergehaltes.Die Behandlung von Mause-OL mit
Sst (5 uM) fihrte zu einer Reduktion des Cholessgiegels um ca. 45 % nach 72 h sowie um ca. 60 %
nach 96 h.

9.3 Aktivitat von ERK1/2

Bei Schweine-OL war infolge der Sst-Behandlung Alktivitat von ERK1/2 reduziert
(s. lI.7). Auch bei Mause-OL fuhrte die Behandlung Sst (5 uM) nach 72 h zu einer
deutlichen Reduktion der ERK1/2-Aktivitat um ca. @5Abb. 44).
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Abb. 44: Nachweis der Aktivitdat von ERK1/2 in MauseOL unter Sst Uber In-Gel-Kinase-Assay.
Die Aktivitdten von ERK1 (44 kDa) und ERK2 (42 kDé#gRen sich im Autoradiogramm durch
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Entstehen der unter (A) dargestellten Banden naiskweDie Behandlung mit Sst (5 uM) fuhrte zu einer
Reduktion der Aktivitdt von ERK1/2 um ca. 55 %. &cion Image zur Quantifizierung der Banden im

Autoradiogramm. Bei der Auftrennung im SDS-Gel wamdeweils 10 pg OL-Protein eingesetzt.

10. In vivo Untersuchungen

10.1 Cuprizon-Behandlung und Applikation von Sst

Zur in vivo Untersuchung, ob Sst eine Remyelinisigr hemmt oder verzdgert, wurde
das Cuprizon-Modell verwendet (MATSUSHIMA und MOREL2001). Dabei kommt
es bei C57BL/6N-Mausen nach einer 6-woOchigen Copri2idt zu einer
reproduzierbaren Entmarkung vorwiegend im Bereih abrpus callosum (SUN et al.,
2006). Das Absetzen von Cuprizon fuhrt zu einemsgpzen Remyelinisierung. Dieses
Modell hat gegenuber einer Demyelinisierung bei EA&n Vorteil, dass weniger
immunologisch wirksame Komponenten beteiligt sind.

Nach der Eingewthnungsphase der Tiere und beidBen eines Gewichtes von ca.
15 g/ Tier konnte mit der Cuprizon-Diat begonnesrden. Zu diesem Zeitpunkt waren
die Tiere 6 Wochen alt. Wahrend einer folgendendéhigen Diat wurde einmal pro
Woche das Gewicht der Tiere bestimmt. Nach 2-3 WoncBuprizon war bei den Tieren
ein Gewichtsverlust von durchschnittlich 10-15 %veuzeichnen. Im weiteren Verlauf
war wieder eine Gewichtszunahme erkennbar, so dassTiere nach 6 Wochen
Cuprizon wieder mindestens ihr Ausgangsgewichtiartehatten. Bei den meisten
Gruppen war eine Gewichtszunahme um 5-10 % gegerddra Startzeitpunkt der
Cuprizon-Diat zu verzeichnen. Im Vergleich dazu var gleichaltrigen Tieren, die
kein Cuprizon bekamen (,age-matched” Kontrollemperhalb der 6 Wochen eine
Gewichtszunahme von 15 % zu verzeichnen. NeuratbgisAuffalligkeiten durch
Behandlung mit Cuprizon liel3en sich bei einer Iktipe der Tiere nicht feststellen.
Auf eine Analyse motorischer Defizite, die Uber dd®SS- (,motor skill sequence*)
Test nachweisbar waren, wurde verzichtet (LIEBETANA MERKLER, 2006).

Fur die tagliche Menge Sst-Suspension per Sdslhumdierung wurde einmal pro
Woche das Gewicht der Tiere kontrolliert und diesi2aung (s. 111.10.3) entsprechend
den durchschnittichen Gewichten der Gruppen arggtpaDabei wurden die
Konzentrationen der Sst-Suspensionen so gewalds, dias zu applizierende Volumen

zwischen 400-500 pl lag.
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10.2 Demyelinisierung nach Behandlung mit Cuprizon

10.2.1 Demyelinisierung unter Cuprizon — LFB-PAS

Die Behandlung mit Cuprizon (0,2 %, w/v, gemischtRulverfutter) fir 6 Wochen
fuhrte zu einer signifikanten Entmarkung hauptsébhlim Bereich des corpus
callosum. Die Darstellung von Myelin erfolgte Uhé1B-PAS-Féarbung. Zur Bewertung
einer im Vergleich zu ,age-matched” Kontrollen (Abtb A+B) stattgefundenen De-
myelinisierung wurde die Schnittebene der Objektgawahlt, dass die medialen und
lateralen Bereiche des corpus callosum ausgewedsten konnten. Dabei waren im
medialen Bereich auch nach 6 Wochen Cuprizon mmisth Reste von Myelin
erkennbar (Abb. 45 D). Die lateralen Bereiche wdrgigegen bei allen Tieren nahezu
komplett entmarkt (Abb. 45 C). Eine geblindete Aaswng des durch LFB-PAS

erkennbaren Stadiums der Demyelinisierung erfalgteer Uber die lateralen Bereiche.

C D

Abb. 45: LFB-PAS Farbung zur Darstellung von Myelin in ,age-matched" Kontrollen und
Cuprizon behandelten Tieren.In ,age-matched” Kontrollen war Myelin sowohl imtéaalen (A) als
auch medialen (B) Bereich des corpus callosum r&idp Streifen erkennbar. Behandelte man die Tiere

fur 6 Wochen mit Cuprizon, fiihrte dies zu einerttiellen Demyelinisierung sowohl im lateralen (Q§ a
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auch medialen (D) Bereich des corpus callosum. ¥fithres im lateralen Bereich zu einer nahezu
vollstdndigen Demyelinisierung kam, war im medial®ereich noch ,Rest-Myelin® erkennbar.

Lichtmikroskopische Aufnahmen in 25facher Vergra/®ey.

10.2.2 Demyelinisierung unter Cuprizon — TEM

Fur die elektronenmikroskopische Darstellung ineeinweiten Versuchsreihe erfolgte
die Erfassung der Demyelinisierung aus technisch@€mden im Bereich des medialen
Teiles des corpus callosum. Die Schnittebene dépdPate wurde so gewahlt, dass die
Axone des corpus callosum mit ihren zugehorigen IMgehichten mdglichst im
Querschnitt sichtbar waren (Abb. 46 A+B). Dies @bl das genaue Vermessen des
Durchmessers der Axone sowie der Dicke der dazugghmMyelinschichten.

Analog 111.10.2.1 war bei den Tieren nach 6 WeachCuprizon eine deutliche
Demyelinisierung erkennbar (Abb. 46 C+D). Danebemrite man aber auch noch

einzelne myelinisierte Axone sehen.

C D

Abb. 46: Elektronenmikroskopische Darstellung des @rpus callosum von ,age-matched”
Kontrollen und Cuprizon-behandelten Tieren. A+B: Bei Kontrolltieren waren nahezu alle Axone
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myelinisiert. C+D: Die Behandlung mit Cuprizon ftdwrnach 6 Wochen zu einer signifikanten
Demyelinisierung, nur wenige myelinisierte Axonergm zu diesem Zeitpunkt noch erkennbar (rote
Pfeile). A+C: 4.000fache VergroRerung, B+D: 20.@@bie VergréRerung

10.3 Remyelinisierung nach Absetzen von Cuprizon und Bendlung mit
Sst

10.3.1 Remyelinisierung unter Sst — LFB-PAS

In einer ersten Versuchsserie wurden Tiere nachetZba von Cuprizon mit 1 mg,
10 mg sowie 50 mg Sst/kg b.wt. fur 1, 2, 3 und 4ctAém behandelt.

Da, wie in Abb. 45 C und D dargestellt, nach 6adhen Cuprizon im Gegensatz zum
medialen Bereich eine nahezu komplette Entmarkesdateralen Bereiches des corpus
callosum sichtbar war, erschien eine geblindetertBdung der Remyelinisierung unter
Sst anhand des lateralen Bereiches als besserngeeifrste Anzeichen einer
Remyelinisierung zeigten sich in Kontrollen 2 Wochsach Absetzen von Cuprizon
(Abb. 47 E, Vergleich: Abb. 45 C, 6 Wochen CuprigdBereits zu diesem Zeitpunkt
war ein Unterschied zu Sst-behandelten Tierenlsiechtie zwar auch Anzeichen einer
Remyelinisierung aufwiesen, jedoch deutlich wenigasgepragt (Abb. 47 F-H). Im
weiteren Verlauf remyelinisierten Sst-behandelterdiweiterhin verzdgert, so dass zu
jedem Zeitpunkt ein deutlicher Unterschied gegenidtmntrollen, die nach Absetzen
von Cuprizon kein Sst bekamen, zu verzeichnen waNochen nach Absetzen von
Cuprizon war eine weit fortgeschrittene Remyelgnigng bei diesen Kontrolltieren
sichtbar (Abb. 47 M). Unter allen Sst-Konzentraénorkonnte kein Tier in dem Mal3e

wie die Kontrolle remyelinisieren (Abb. 47 N-P).
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Kontrolle 1 mg Sst/kg b.wt.  10mg  Sst/kg b.wt. 50 mg Sst/kg b.wt.

1 Wo

A B C D
2 Wo

E F G H
3 Wo

I J K L
4 Wo

M N @] P

Abb. 47: Remyelinisierung nach Absetzen von Cuprizo in Kontrolltieren und nach Behandlung

mit Sst Uber LFB-PAS. 1 Woche nach Absetzen von Cuprizon war bei keingen &ine deutliche
Remyelinisierung nachweisbar (A-D). Unter normaleuatter (Kontrollbedingungen) begannen die Tiere
2 Wochen nach Absetzen von Cuprizon mit einer Wb&-PAS darstellbaren Remyelinisierung (E), die
sich im weiteren Verlauf fortsetzte (I) und nachiVédchen weit vorangeschritten war (M). Im Gegensatz
dazu fuhrte die 2-wochige Behandlung mit verschiede Sst-Konzentrationen zu einer deutlichen
Hemmung des Remyelinisierungsprozesses (F-H). literea Verlauf fand eine Remyelinisierung statt,
die jedoch zu allen Zeitpunkten gegeniber den Kditieren verzogert war (J-L, N-P).

Lichtmikroskopische Aufnahmen in 20facher Vergraf®ey.

10.3.2 Remyelinisierung unter Sst — TEM

Die Zeitraume der Sst-Applikation fir eine elekieamikroskopische Darstellung der
Remyelinisierung wurden in Anlehnung an Ergebniseersten, LFB-PAS gefarbten

Serie modifiziert. Der Behandlungszeitraum wurdé &uWochen ausgedehnt, ein
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Zwischenresultat ebenfalls nach 3 Wochen aufgenamoned die Sst-Konzentrationen
auf 10 mg/kg b.wt. und 50 mg/kg b.wt. festgesetzt.

3 Wochen nach Absetzen von Cuprizon waren ingeh zu Abb. 46 D (6 Wochen
Cuprizon) wieder mehr bemarkte Axone sichtbar (A#B. A). Im Gegensatz dazu
konnte man unter beiden Sst-Konzentrationen zuetie&eitpunkt weniger bemarkte
Axone sehen, was eine Hemmung der Remyelinisieronmdjzierte (Abb. 48 B, C).
Auch nach 6 Wochen war die Wiederbemarkung gegenkibatrollen, die kein Sst
bekamen (Abb. 48 D), deutlich verzdgert. In Abb. ¢18d fur die jeweilige Gruppe

exemplarische Ausschnitte der ausgewerteten Ber¢gchll.10.4.2) dargestellt.

Kontrolle 10 mg Sst/kg b.wt. 50 mg Sst/kg b.wt.

3Wo

6 Wo

D E F

Abb. 48: Remyelinisierung nach Absetzen von Cupriao und Behandlung mit Sst.3 Wochen nach
Absetzen von Cuprizon war im TEM in Kontrollen eiienahme der Anzahl bemarkter Axone sichtbar
(A). Unter Sst dagegen war die Remyelinisierungigemausgepragt (B+C). Diese Tendenz setzte sich
fort: nach 6 Wochen Sst-Behandlung war die Anzamhérkter Axone im Vergleich zu Kontrollen (D),
die eine zunehmende Remyelinisierung zeigten, idbutjeringer (E+F). Elektronenmikroskopische

Aufnahmen in 20.000facher VergroRerung.

10.4 Evaluation der De- und Remyelinisierung — LFB-PAS nd TEM

10.4.1 LFB-PAS

Zur Quantifizierung der De- bzw. Remyelinisierungrah 3 geblindete Untersucher

wurden die lateralen Bereiche des corpus callodien&ere bewertet (HIREMATH et
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al., 1998; COPRAY et al., 2005). Die Einteilung deirso gewahlt, dass Score 0 fur
eine komplette Demyelinisierung und 3 fir eine ktetip (Re)Myelinisierung stand
(Abb. 49). Zum Zeitpunkt des Absetzens von Cupribatten alle Tiere einen Score
von 0. Bereits zwei Wochen spater verbessertedaser Wert bei Kontrolltieren, die
kein Sst bekamen, auf 0,8. Sst-behandelte Tierggefgen zeigten kaum eine
Remyelinisierung und verbesserten sich vom ScoaefCeinen Wert von 0,17 (1 mg
Sst/kg b.wt.) bzw. 0,08 (10 mg Sst/kg b.wt.), bheee Konzentration von 50 mg Sst/kg
b.wt. waren keine Anzeichen einer Remyelinisierenkennbar (Score 0). 4 Wochen
nach Absetzen von Cuprizon war die Remyelinisierahge Sst in Kontrollen weiter
fortgeschritten, die Tiere erreichten einen Scava 2. Sst-behandelte Tiere dagegen
zeigten zu diesem Zeitpunkt zwar eine Remyelinisigr diese war jedoch im
Vergleich zur Kontrolle weiterhin vermindert. In A#ngigkeit von der Sst-
Konzentration erreichten die Tiere nur einen Wewh \1,58 (1 mg/kg b.wt.), 1,42
(10 mg/kg b.wt.) und 1,33 (50 mg/kg b.wt.).

2,5
2
o 15
o
5]
n 14
0,5 ~
0 A i T
0 1 2 3 4
Behandlung mit Sst [Wochen]
‘—0— Kontr. —#ll— 1mg Sst/kg b.wt. 10 mg Sst/kg b.wt. 50 mg Sst/kg b.wt. ‘

Abb. 49 Bestimmung der De-/ und Remyelinisierungs<dres der lateralen Bereiche des corpus
callosum nach Absetzen von Cuprizon und Behandlungmit Sst. Erste Anzeichen einer
Remyelinisierung waren bei den Kontrolltieren 2 \Weic nach Absetzen von Cuprizon sichtbar. Der
Score dieser Gruppe verbesserte sich in den foegeAdNochen auf einen Wert von 2. Die Behandlung
mit Sst flhrte zu einer Verzdgerung der Remyelanisng. Die Tiere erreichten nach 4-wdchiger
Behandlung nur einen Wert von 1,58 (1 mg Sst/kgt.h.W,42 (10 mg Sst/kg b.wt.) und 1,33 (50 mg
Sst/kg b.wt.).
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10.4.2 TEM

Zur Quantifizierung der De- und Remyelinisierungden elektronenmikroskopischen
Abbildungen wurden im corpus callosum nackte vetsmarkte Axone gezahlt sowie
der Durchmesser von Axonen und die Dicke der ddrmiggen Myelinschichten
bestimmt. Auf diese Art wurden pro Tier etwa 80@QAM®xone und die dazugehdrigen
Myelinschichten vermessen. Unter den angewandtgrerbngsmethoden, bei denen
das betrachtete Praparat gegeniber dem lebendigerb® geschrumpft war, betrug
die durchschnittliche Dicke einer axonalen Plasmmabran ~15 nm (MERKLER,
mindliche Mitteilung). Daher galt eine Schichtdick®n mehr als 15 nm als
myelinisiert, und eine von 15 nm als nicht-myelinisiert. Ebenfalls von Bedsg fur
eine Berechnung der myelinisierten und unbemarktaktion war die Axongro3e, da
auch in ,age-matched" Kontrollen unbemarkte Axoodiaden sind, wobei diese meist
einen kleinen Durchmesser haben. Damit solche éteixone bei samtlichen Tieren
nicht in die Auswertung einflieBen und in ,age-nhd“ Kontrollen eine
Myelinisierung von ca. 95 % erreicht wird, wurden eiGrenzwert fir den
Axondurchmesser festgelegt, der 300 nm betrug. Aene mit einem Durchmesser,
der Uber diesem Wert lag, gingen in die Auswertaimg Unter Bertcksichtigung der
genannten Parameter ergab sich nach Auswertungaten folgendes Bild (Abb. 50):
Die 6-wdchige Behandlung mit Cuprizon fiihrte zu eem Anstieg der nicht-
myelinisierten Fraktion von ~5 % (,age-matched” kKotlen) auf ~66 %. Tiere dieser
Gruppe zeigten 3 Wochen nach Absetzen von Cuprizan noch ~34 % nicht-
myelinisierte Axone. Im Gegensatz dazu war bei &stbehandelten Tieren eine
deutliche Verzogerung der Remyelinisierung erkennbdnter beiden in die
Auswertung eingehenden Sst-Konzentrationen (105@hthg/kg b.wt.) blieben nach 3
Wochen ~48 % der Axone nicht-myelinisiert. Nachgesamt 6 Wochen war der
beschriebene Unterschied zur Kontrollgruppe noclolRgr. Die Kontrolltiere
verbesserten sich weiter und zeigten mit einem iAmt ~11 % nicht-myelinisierter
Axone eine nahezu vollstdndige Remyelinisierung.gdden konnten sich Sst-
behandelte Tiere mit einem Anteil nicht-myelinisggrAxone von 42 % (10 mg Sst/kg
b.wt.) bzw. 44 % (50 mg Sst/kg b.wt.) im Vergleizh den Werten nach 3 Wochen

kaum verbessern.
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Abb. 50: Bestimmung der Anteile nicht- und (re)myehisierter Axone nach Absetzen von Cuprizon
und Behandlung mit Sst.,Age-matched" Kontrollen wiesen eine Myelinisieruagn ca. 95 % auf. Die
Behandlung mit Cuprizon fiihrte nach 6 Wochen zerDemyelinisierung, bei der nur noch ~34 % der
Axone myelinisiert waren. Nach Absetzen der Didhyelinisierten die Kontrollen und zeigten nach 3
Wochen wieder ~66 % myelinisierte Axone. Nach issget 6 Wochen war die Remyelinisierung nahezu
abgeschlossen, der Anteil myelinisierter Axone umpt~89 %. Die Behandlung mit Sst fihrte,
unabhéngig von der applizierten Konzentration, ingredeutlichen Verzégerung der Remyelinisierung.
So betrug der Anteil der myelinisierten FraktionVlochen nach Absetzen von Cuprizon ~52 %.
Gegeniiber den Kontrolltieren, die in den folgen8ewWochen fast vollstandig remyelinisierten (89 %
myelinisierte Axone), zeigten die Sst-behandelteierel nach insgesamt 6 Wochen nur einen
myelinisierten Anteil von 58 % (10 mg Sst/kg b.vit2w. 56 % (50 mg Sst/kg b.wt.).

10.4.2.1 Bestimmung der G-ratio

Die G-ratio beschreibt das Verhéaltnis von nacktenbemarktem Axon (MERKLER et
al., 2005). Unter Kontrollbedingungen war davon zagehen, dass die Dicke der
Myelinschicht proportional zum Axondurchmesser Ba bei Bestimmung dieses
Quotienten in Kontrollen und Sst-behandelten Tiemnemr myelinisierte Axone
eingingen, lieBen sich im Zuge einer Erniedrigungsels Wertes nach Absetzen von
Cuprizon Aussagen Uber eine Remyelinisierung ma¢hAbb. 51). Fur ,age-matched*
Kontrollen wurde ein Wert von ~0,79 gemessen, deeihalb der in der Literatur
angegebenen Standardwerte lag (BLAKEMORE, 1974¢hNaWochen Cuprizon stieg
der Wert infolge einer Demyelinisierung auf ~0,88.Zuge der Remyelinisierung nach
Absetzen von Cuprizon verringerte sich die G-raticontrollen nach 3 Wochen auf

~0,88 und lag nach 6 Wochen mit ~0,82 fast auf AeiIsgangswert von ,age-matched*
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Kontrollen. Sst-behandelte Tiere zeigten, unablgingion der eingesetzten
Konzentration, nach 3 Wochen eine G-ratio von ~@8d nach insgesamt 6-wdchiger
Behandlung einen Wert von ~0,90. Axone von Tiedda, mit Sst behandelt wurden,

wiesen somit gegenuber Kontrollen eine diinnere Mgehicht auf.
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Abb. 51: Bestimmung der G-ratio. ,Age-matched” Kontrollen zeigten eine G-ratio vor®,79,
Cuprizon-behandelte Tiere einen Wert von ~0,93.hNabsetzen von Cuprizon verringerte sich die G-
ratio in Kontrollen nach 3 Wochen auf ~0,88 undmatsgesamt 6 Wochen auf ~0,82. Sst-behandelte
Tiere zeigten dagegen unabhangig von der appkridfionzentration nach 3 Wochen eine G-ratio von
0,91. Mit einem Wert von ~0,90 nach insgesamt 6 NéacSst verringerte sich dieser Wert nur
unwesentlich. Gegeniiber den jeweiligen Kontrollenhwdie kaum stattgehabte Verminderung der G-

ratio Sst-behandelter Tiere signifikant ab (p<0)001

10.5 Nogo-A-Farbung zur Auszahlung von OL

Unter [11.10.3 konnte gezeigt werden, dass Sst &eelyelinisierung beeintrachtigt,
was durch Blockierung der zur Remyelinisierung @itden Signalwege und/oder
oligodendroglialen Zelltod zustande kommen koénnEne immunzytochemische
Farbung mit NogoA diente zur Untersuchung, ob Oldi&iaferzellen und reife OL
betroffen sind (CHEN et al., 2000; HUBER et al., 02 Nach Behandlung mit
Cuprizon wurden ~270 positive Zellen / mm2 Gewebehgewiesen. 2 Wochen nach
Absetzen der Diat wurden ~470 NogoZellen / mm2 Gewebe gezahlt. Mit einem Wert
von ~500 NogoA Zellen / mm2 Gewebe bei den fir 2 Wochen mit Sstamdelten
Tieren (exemplarisch fur 50 mg/kg b.wt. dargestelitterschied sich die OL-Zahl nur
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unwesentlich von den Kontrollen. Sst fuhrte dam#éhvend der Remyelinisierungs-
phase zu keiner Anderung der OL-Zahl (Abb. 52).
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Abb. 52: NogoA-Farbung zur Darstellung von OL.Nach 6-wéchiger Cuprizon-Behandlung konnten
~270 NogoA Zellen / mm2 Gewebe gezahlt werden. 2 Wochen msasetzen von Cuprizon wurden
~470 NogoA Zellen / mm2 Gewebe detektiert. Die Behandlung Ssit fur diesen Zeitraum fiihrte mit

einem Wert von ~500 NogoAZellen / mm2 Gewebe zu keiner signifikanten Anaegrder OL-Zahl.

10.6 Einfluss von Cuprizon und Sst auf Axone

10.6.1 Darstellung von Axonen nach Bielschowsky

Zur Ubersicht inwieweit Axone infolge der Behandjummit Cuprizon bzw. Sst
gegeniber ,age-matched” Kontrollen geschéadigt wordaren, wurde eine Farbung
nach Bielschowsky vorgenommen. Zwischen ,age-maltKentrollen (Abb. 53 A+B)
und fur 6 Wochen mit Cuprizon behandelten TiererbfA53 C+D) war kein
Unterschied feststellbar. Die Behandlung mit Seeneplarisch dargestellt an 3 Wochen
behandelten Tieren (10 mg Sst/kg b.wt. - Abb. 58 Bewie 50 mg Sst/kg b.wt. - Abb.
53 G+H), ergab ebenfalls im Vergleich zu Kontrolleaine sichere Abweichung.
Soweit durch diese Farbung beurteilt werden korfiittete weder Cuprizon noch Sst zu

einer wesentlichen, Uber Bielschowsky erkennbasehadigung von Axonen.
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Abb. 53: Bielschowsky Farbung zur Darstellung von &onen im medialen (A, C, E, G) und
lateralen (B, D, F, H) Bereich des corpus callosutin ,age-matched” Kontrollen, nach Absetzen von
Cuprizon und in Sst-behandelten TierenGegeniber ,age-matched" Kontrollen (A+B) kam e®ligé
der Cuprizon-Diat (C+D) zu keiner sichtbaren Schédg von Axonen. Auch unter 10 mg Sst/kg b.wt.
(E+F) und 50 mg Sst/kg b.wt. (G+H) wurden nach 3cWém keine Unterschiede gegeniber ,age-
matched" Kontrollen festgestellt. LichtmikroskogigcAbbildungen in 100facher Vergréf3erung.

10.6.2 APP-Farbung zur Darstellung geschadigter Axone
Gegeniiber der Bielschowsky-Ubersichtsfarbung kanritieer Markierung von APP

(L Amyloid precursor protein“) einzelne geschadigtexone nachgewiesen werden.
Ubiquitar vorhandenes APP wird durch axonalen Tparisbefordert und lasst sich
unter Normalbedingungen immunzytochemisch nichhnaisen. Erst wenn es infolge
einer Schadigung des axonalen Transports zur Aklkatroo von APP am Ort des
Schadens kommt, gelingt eine immunzytochemischekigiamg (FERGUSON et al.,
1997).

Nach 6 Wochen Cuprizon konnte mit ~28 AP&onen / mm2 Gewebe nur eine
geringe Zahl geschadigter Axone nachgewiesen we(dbb. 54). 3 Wochen nach
Absetzen der Diat wurden in den Kontrolltieren ~APP" Axone / mm2 Gewebe

gezahlt. Mit Werten zwischen ~15-17 APRxonen / mm2 Gewebe in den fur 3
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Wochen mit verschiedenen Sst-Konzentrationen bedlamd Tieren war kein

signifikanter Unterschied zu Kontrollen sichtbar. \Wochen nach Absetzen von
Cuprizon lag dieser Wert bei ~15, die Sst-behardeliere zeigten zwischen ~15-16
APP" Axone / mm2 Gewebe. Somit filhrte Sst weder zureifeeschlechterung noch zu

einer Verbesserung der axonalen Schadigung.
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Abb. 54: APP-Farbung zur Darstellung geschadigter Aone.Nach 6-wochiger Cuprizon-Behandlung
wurden ~28 APP Axone / mm2 Gewebe gezahlt. Infolge des AbsetzimmsDiat ging die Zahl wieder
zurlick. Gegenilber den Kontrollen nach Absetzen @oprizon hatte die Behandlung mit Sst zu den

untersuchten Zeitpunkten keinen Einfluss auf dieakh detektierbarer geschadigter Axone.

10.7 Mac-3-Farbung zur Darstellung aktivierter Mikroglia

Infolge einer Demyelinisierung kommt es in den tmtdenen Plaques zur Aktivierung
von Mikrogliazellen. Das Ausmald dieser durch Cuprizausgeldsten Aktivierung
sowie deren Verlauf nach Absetzen der Diat und ru®s wurden durch Mac-3-
Farbung untersucht (Abb. 55). Die Behandlung mitpiaon fuhrte aufgrund der
Demyelinisierung zu einer deutlichen Aktivierungwdlikroglia (~800 Mac-3 Zellen /
mm2 Gewebe) gegeniiber ,age-matched* Kontrollen 4~Mac-3 Zellen / mm?
Gewebe, MERKLER et al., 2005). 3 Wochen nach Alesetzon Cuprizon sank der
Wert auf ~105 Mac-3Zellen / mm2 Gewebe. Die Behandlung mit Sst fiir 8ctén
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Amzaktivierter Mikrogliazellen
gegeniiber Kontrollen; fiir behandelte Tiere wurdeerté/zwischen ~105-116 Madé-3
Zellen / mm2 Gewebe gezahlt. Auch eine Woche spibente kein wesentlicher

Unterschied zwischen Sst-behandelten Tieren (~1@3Mac-3 Zellen / mm2 Gewebe)
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und Kontrolltieren (~114 Mac-3Zellen / mm2 Gewebe) festgestellt werden. Die Sst-
Behandlung hatte folglich zu keinem der untersut@eitpunkte einen Einfluss auf die

Zahl aktivierter Mikrogliazellen.
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Abb. 55: Mac-3-Farbung zur Darstellung aktivierter Mikroglia. Die Behandlung mit Cuprizon fuhrte
zu einem Anstieg aktivierter Mikroglia gegeniibeggamatched* Kontrollen (1,4 Mac-Zellen / mm?2
Gewebe) auf ~80Mac-3" Zellen / mm2 Gewebe. 3 Wochen nach Absetzen vamrigan ging dieser
Wert auf ~105 zuriick; eine Woche spéater wurdendn #ontrolltieren ~114 Mac-3Zellen / mm?
Gewebe gezahlt. Sst hatte keinen Einfluss auf dihl Zaktivierter Mikrogliazellen. Zu beiden
untersuchten Zeitpunkten (3 und 4 Wochen) unteesielmi sich die Werte der Maé-Zellen / mm2

Gewebe unwesentlich von denen der Kontrolltiere.

10.8 Einfluss von Sst auf die Synthese von Myelinproteam in vivo

Unter 111.8. konnte gezeigt werden, dass die Behargl mit Sst in vitro zu einer
Hemmung der Synthese von Myelinproteinen fuhrt. {#8S-Farbung (s. 111.10.3.1)
sowie TEM (s. 111.10.3.2) hatten erkennen lasseissddie Remyelinisierung unter Sst in
vivo innerhalb des untersuchten Zeitraums verlamgsavar. Ob damit auch eine
reduzierte Synthese von Myelinproteinen einhergmgrde im Folgenden untersucht.
Eine Darstellung von MBP, PLP und CNP erfolgte nAciftrennung von Hirnlysat im
SDS-Gel Uber Western Blot mit spezifischen Antilgrp(Abb. 56).
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Abb. 56: Darstellung der Myelinproteine MBP, PLP urd CNP im Western Blot. Fur die Detektion
von MBP wurde 1 pg Protein eines Hirnlysats vonesagatched” Kontrollen im SDS-Gel aufgetrennt.
Unter Verwendung eines spezifischen MBP-Antikorpeaten zwei Hauptbanden bei 18 und 20 kDa auf.
Fir die Detektion des ~30 kDa grof3en PLP, im SDEBBe~26 kDa laufend, wurden 5 pg Protein des
Hirnlysats im SDS-Gel aufgetrennt. Fiir den Nachweis CNP (Doppelbande bei ~50 kDa) betrug die
optimale im SDS-Gel aufgetrennte Proteinmenge dadydats 20 ug.

Nach Absetzen von Cuprizon war in den Hirnlysatder Tiere infolge der
Demyelinisierung der Anteil an Myelinproteinen delt vermindert. Fir MBP war der
Anteil um ~30 %, fur PLP um ~54 % und fir CNP un0-2% im Vergleich zu ,age-
matched” Kontrollen reduziert (Abb. 57 A-C).

A MBP B PLP C CNP
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Abb. 57: Nachweis der Myelinproteine MBP, PLP und QIP nach Behandlung mit Cuprizon.A: Die

6-wochige Behandlung mit Cuprizon fuhrte im Vergleizu ,age-matched* Kontrollen zu einer
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Verminderung der Myelinproteine MBP um ~30 % (p<€1p(A), PLP um ~54 % (B) sowie CNP um
~50 % (C). Zur Detektion der Myelinproteine wurdefgende Proteinmengen des Hirnlysats eingesetzt:
1 ug (MBP), 5 ug (PLP) bzw. 20 ug (CNP). D: Sciorabe der quantifizierten Banden im Western Blot

Bei der Umstellung von Cuprizon auf normalegéiubegann in Kontrolltieren nach 3
Wochen eine deutliche Remyelinisierung; nach insges6é Wochen waren wieder
~89 % der Axone remyelinisiert (s. 111.10.3.2). Badiese morphologischen Befunde
biochemisch mit einer Neusynthese von Myelinpraeireinhergingen, konnte an
diesen Tieren auch im Western Blot gezeigt wer8enden mit Sst behandelten Tieren
war ebenfalls eine Neusynthese von Myelinproteinanhweisbar, im Vergleich zu
entsprechenden Kontrollen war diese jedoch vermin@db. 58). Nach insgesamt 6
Wochen Sst waren im Vergleich zu Kontrollen, dekeim Sst appliziert wurde, ~35 %
weniger MBP, ~43 % weniger PLP sowie ~52 % wen{@®IP nachweisbar. Zwischen
den applizierten Sst-Konzentrationen von 10 unangfkg b.wt. bestanden dabei keine

signifikanten Unterschiede.
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Abb. 58: Nachweis der Myelinproteine MBP, PLP und CNP nach @prizon und Sst.Bei der nach

Absetzen von Cuprizon einsetzenden Remyelinisierigaign es durch Behandlung mit Sst zu einer
verminderten Neusynthese von Myelinproteinen; dertetschied zu den unter normalem Futter
remyelinisierenden Kontrollen war bereits nach 3ctém signifikant und betrug nach insgesamt 6

Wochen Sst, unabhéangig von der Konzentration MiBP ~35 %, fur PLP ~43 % und fir CNP ~52 %.
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IV  Diskussion

Eine effiziente Behandlung von Autoimmunerkrankungéhlt in der Medizin zu den
groRen Herausforderungen. Zur Therapie einer MSeinaBich Medikamente
durchgesetzt, deren Wirkmechanismus den Entzinguomsss im Hirn aufhalten soll.
Mit den bisher eingeschlagenen Wegen werden alefalls Teilerfolge erzielt. Daher
bestent das Bestreben von Wissenschaftlern vedsamee Fachrichtungen zur
Optimierung einer solchen Therapie beizutragerUberlegungen fir die Entwicklung
verbesserter Behandlungsstrategien wurden Statibezgen, die bisher therapeutisch
zur Cholesterinsenkung bei kardiovaskularen Erkuagkn eingesetzt worden sind. Die
sie zusatzlich auszeichnenden antiinflammatorisdmrhunmodulatorischen Eigen-
schaften waren Grundlage fur Experimente an EAE<9diu Ergebnisse dieser
Untersuchungen fihrten dazu, dass nach Durchfuhrangwei klinischen Studien mit
einer kleinen Patientenzahl von einem positivenelgff von Statinen auf die
Entwicklung neuer Lasionen berichtet wurde. Werggditet blieb jedoch bisher der
Aspekt einer Remyelinisierung, die neben der Behagdeiner Entziindungsreaktion
einen wichtigen Teil der Therapie darstellen unchhibeeintrachtigt sein sollte. Ob
Statine dieser Anforderung gerecht werden, d.h. izdest nicht einer

Remyelinisierung entgegenzustehen, wurde bisheamgenigend belegt.

1. Konversion von Simvastatin-Lacton zur Hydroxyform

Sst entfaltet seine Wirksamkeit als kompetitiventieer der HMG-CoA-Reduktase nur
in der aktiven Hydroxyform (CARLUCCI et al., 1992lHAO et al., 2000). Fur diverse
Versuche stand Sst sowohl in der aktiven Hydroxyfaals auch in der inaktiven
Lactonform zur Verfliigung. Dass beide Formen bengrikultivierten Schweine-OL zu
gleichen morphologischen Effekten flhrten, die adudhsichtlich des zeitlichen
Auftretens nahezu identisch waren, konnte als Ifittizine rasche Umwandlung in die
Hydroxyform gelten. An Neuroblastomzellen hat magigen konnen, dass diese
Konversion bereits durch nichtenzymatische Hydmlgblaufen kann; die geschlossene
Ringstruktur von Mevastatin wurde dabei in vitrosala in die aktive offene
Ringstruktur umgewandelt (KUMAR et al., 2002). Ub#PLC konnte eine Konversion
von Sst-Lacton in die aktive Hydroxy-Form dargdsigerden. So standen bereits nach

2 h ~5 % der zugegebenen Menge als aktive Hydromyfaur Verfigung, nach
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insgesamt 15 h Inkubation war rund die Halfte dactbnform umgewandelt. Folglich
konnten beide Formen fir weitere Untersuchungegesietzt werden. Einzig bei der
Bestimmung toxischer Konzentrationen ergab sich merschied. Wahrend dieser
Wert unter Hydroxy-Sst bei 150 puM lag, fuhrte unt8st-Lacton bereits eine
Endkonzentration von 100 pM zur Lyse der Zelleneder im Verhéltnis zur

Hydroxyform deutlich niedrigere Schwellenwert liegtglicherweise darin begriundet,
dass die Lactonform eher zu einer DestabilisieggZellmembran fihrt, woraus eine
gesteigerte Zytotoxizitat resultieren kénnte (EVAMRI REES, 2002).

2. Morphologische Auswirkungen von Simvastatin auf Schleine-
Oligodendrozyten

Die Applikation von Sst fihrte bei priméar kultivien Schweine-OL zu
morphologischen Verédnderungen, deren Beginn naclin Z24ektronenmikroskopisch
und nach 48 h lichtmikroskopisch sichtbar war. V@i ausgebildete flachige
Membranen, die nur elektronenmikroskopisch dargiesterden konnten, waren bereits
nach 24 h komplett verschwunden. Eine zu diesemtpidigkt einsetzende
Fortsatzretraktion dauerte weitere 48 h an, woiski L dabei abrundeten und von der
Kulturschale ablosten. Solche Effekte konnten wamz&m bei OL-Vorlauferzellen von
Mensch und Ratte sowie reifen humanen OL (MIROMlet2007) gezeigt werden.
Unter Verwendung vergleichbarer Sst-Konzentratior(@rlO0 pM) war bei OL-
Vorlauferzellen nach einem Behandlungszeitraum ¥8nh eine Fortsatzretraktion
erkennbar, die weitere 48 h spater mit einem Agstier Zelltodrate einherging; bei
humanen OL-Vorlauferzellen waren diese Effekte itees 100 nM Sst zu sehen. Reife
humane OL zeigten gleiche Auswirkungen ab eineik®sizentration von 100 nM nach
8 Tagen. Es kam bei den von MIRON et al. (2007)veadeten Zellen anfanglich (nach
24 h Sst) zu einem verstarkten FortsatzwachstumchASATO-SUZUKI und
MUROTA (1996) beobachteten bei PC12 Zellen, die InjitM Sst behandelt wurden,
zunachst ein Auswachsen der Fortsatze. Ebensoefilt®0 pM des hydrophilen
Pravastatins bei Neuronen aus dem Hippocampus alte Bereits nach 4 h zu einem
verstarkten Fortsatzwachstum, das insgesamt 4&Hh Ziagabe von Pravastatin anhielt
(POOLER et al., 2006). Warum es anfanglich zu eiséimulierten Fortsatzwachstum
kam, wurde nicht erwahnt. Angedacht wurde, dasgin8tabei Durchdringen der
Membran die Fluiditat dieser &andern, was eine kisteje Dimerisierung von
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Rezeptoren wie TrkA zur Folge haben und mit detidtion von Signalkaskaden
einhergehen konnte. Ob eine weiterfihrende Inkabatunter Pravastatin mit
Fortsatzretraktion und einsetzendem Zelltod eindgaggen ware, wurde dabei nicht
untersucht. Bei den Untersuchungen von MIRON et(2007) war allerdings ein
Auswachsen von OL-Fortsatzen unter Sst vom Zelifefblgt (MIRON et al., 2007);
auch PC12-Zellen starben bei Zugabe von Sst nath(R&MANO et al., 2000).

Ein durch Sst ausgelostes stimuliertes Fortsathatum war bei den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Schweine-OL zu éwmin Zeitpunkt sichtbar.
Konzentrationen ab 1 pM Sst riefen eine Fortsatkébn hervor, darunter liegende
Konzentrationen waren nicht mit einer positiven iB#assung des Fortsatzwachstums
verbunden.

Der K-Wert fur den Statin-Enzym-Komplex liegt zwischet-2,3 nM (ISTVAN und
DEISENHOFER, 2001); eine Hemmung der HMG-CoA Redsé&tsollte unter allen
eingesetzten Sst-Konzentrationen stattfinden. Dags 1 yM nur dann eine
Fortsatzretraktion sichtbar war, wenn Sst nach 2dnkeut zugegeben wurde, deutet auf
einen Schwellenwert hin, bei dem die einsetzendeM8tabolisierung mit der
Konzentration der aktiven Sst-Hydroxyform konkurtidJnter allen dartber liegenden
Konzentrationen war die trotz Metabolisierung vegknde Menge des aktiven Statins
zu allen untersuchten Zeitpunkten ausreichend, uen HMG-CoA Reduktase zu

hemmen.

3. Cholesterin und Intermediate der Cholesterinbiosynihese unter
Simvastatin

Der Cholesterinspiegel bei Schweine-OL konnte nddiégiger Sst-Behandlung im
Vergleich zur Kontrolle um ca. 15 % gesenkt werd@®se Reduktion war jedoch nur
unter Verwendung eines speziellen Serums (FCS-GObiX) einem geringen
Cholesteringehalt messbar, ,herkdbmmliches* FCSielitfe nach Charge das 10- bis
40-fache an Cholesterin. OL zeichnen sich durche diohe Eigenproduktion von
Cholesterin  aus, daneben besitzen sie aber auch braestindige
Cholesterintransporter (DIETSCHY und TURLEY, 2008nter ,herkémmlichem*
FCS konnte Cholesterin aus dem Medium aufgenommerdar durch Sst abgesenkte

Cholesterinwert ausgeglichen werden.
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Bemerkenswert war jedoch die nur unwesentliceduRtion des oligodendroglialen
Cholesterins zum Zeitpunkt des Auftretens morphsldger Veranderungen. Nach
insgesamt 72 h Sst, als die Fortsatze der OL skbmplett retrahiert waren und die
Zellen begannen, sich vom Boden der Kulturschalezulélsen, war der
oligodendrogliale Cholesteringehalt nur um ca. 8®%uziert. Dass zu diesem Zeitpunkt
noch gentgend Cholesterin zur Verfigung stand,ewvatndiz daftir, dass Cholesterin
per se fur die Sst-Effekte nicht verantwortlichns&onnte. Unterstitzt wurde diese
Vermutung durch den Befund, dass eine Verwendumghaskommlichem Serum, mit
dem es zu keiner messbaren Reduktion des Chotegtbaltes kam, bei Applikation
von Sst ebenfalls zur Fortsatzretraktion flhrteneEigleichzeitige Zugabe von
Cholesterin und Sst konnte den morphologischennded@ngen nicht entgegenwirken,
was mit Untersuchungen an PC12 Zellen einhergehtdénen ein durch Atorvastatin
hervorgerufener Fortsatzverlust durch Zugabe vorol€dterin nicht kompensiert
werden konnte (SCHULZ et al., 2004). Da Statine @ilesterinbiosynthese bereits
auf der Ebene von Mevalonat hemmen, scheinen viglmatermediate des
Syntheseweges fur die durch Statine ausgeltstezktefiverantwortlich zu sein. Auf
eine verminderte Synthese von GGPP und FPP siedRaihe pleiotroper Statineffekte
zuruckzufihren, die durch Beeinflussung der Fumktikdeiner G-Proteine zustande
kommen (HAUSDING et al.,, 2000; LIAO 2002; CORDLE &t, 2005; LIAO und
LAUFS, 2005; GHITTONI et al., 2006). Eine Relevader Intermediate fir den
Prozess der Fortsatzbildung in Schweine-OL konaoteld Zugabe von Mevalonat und
GGPP gezeigt werden. Sie waren in der Lage, diechdu8st hervorgerufenen
morphologischen Verénderungen vollstdndig zu komsgeen. Einzig FPP konnte
zunéchst den Sst-Effekt nicht aufheben. Ebensoimwi€chweine-OL war auch bei
glatten Muskelzellen beobachtet worden, dass Sektef durch Zugabe von FPP nicht
kompensiert wurden (NEGRE-AMINOU et al., 2001). Bjpoptotischer Effekt von Sst
auf glatte GefalBmuskelzellen konnte hingegen dwugabe von FPP verhindert
werden (BLANCO-COLIO et al., 2002). Ob exogenes Rie Wirkung entfalten
kann, ist wahrscheinlich vom Zellsystem abhangid diirfte in der Eigenschatft dieses
Intermediates begriindet liegen: Im Gegensatz zu R5(SPFPP weniger hydrophob,
woraus eine schlechtere Zellgangigkeit resultiSEGRE-AMINOU et al., 2001). Um
FPP in OL einzubringen, wurde es mittels eines Siekttionsagens in positiv geladene
Partikel gepackt, die mit anionischen GlykanenZloberflache interagieren und tber
Endozytose FPP in Schweine-OL einschleusen. Eisehtinllende Zugabe von Sst
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fuhrte gegenuber der Kontrolle zu keinerlei morplgdchen Veranderungen bei
Schweine-OL, die Statineffekte konnten in der Tatha durch FPP kompensiert

werden.

4. Simvastatin und kleine G-Proteine

Innerhalb der Cholesterinbiosynthese werden ausaMaat die Zwischenprodukte FPP
und GGPP gebildet. Durch Zugabe dieser Intermed#@tate gezeigt werden, dass eine
Prenylierung kleiner G-Proteine fir die Fortsatdbilg von Bedeutung ist.
Interessanterweise trugen offensichtlich sowohlndaylierte als auch geranyl-
geranylierte G-Proteine dazu bei.

4.1 p2lRas — Membranassoziation und Aktivierung, MAPK-Activitat

Eine posttranslationale Modifizierung von p21lRafolgt am Carboxyterminus des
Proteins und ist fur die Funktion essentiell. Digbei stattfindenden Schritte sind:
Prenylierung des Cysteins am CAAX-Motiv (C = CysteiA = aliphatische
Aminosaure, X = carboxyterminale Aminsaure), proteseche Spaltung der drei
carboxyterminalen Aminosauren und Carboxyl-Methyirgy des jetzt C-terminal
prenylierten Cysteins (MENDOLA und BACKER, 1990; BREL und POLLACK,
1999). An NIH 3T3 Zellen hat man gezeigt, dassi@s Isei dem Isoprenoid fur p21Ras
um FPP handelt (CASEY et al., 1989). Die Verknupgfumt p21Ras als Voraussetzung
fur die Membranverankerung erfolgt tber eine ThHiedbindung und wird von der
Farnesyltransferase (FTase) katalysiert (WILLUMSENal., 1984; MANNE et al.,
1990). Ras-Proteine werden ausschliel3lich farrasyhur infolge einer Hemmung der
FTase konnen K-Ras und N-Ras von einer Geranylgkransferase prenyliert werden
(LOBELL et al., 2001; SEBTI und DER, 2003).

Eine gezielte Hemmung der Aktivierung von p2lRascheint in einigen Fallen
sinnvoll, gleichzeitig muss jedoch auch die Gesaither ausldésbaren Signalkaskaden
kritisch betrachtet werden, wodurch sich ein meteroveniger sinnvoller Einsatz bei
verschiedenen Krankheiten ergibt. Bei der Beharglkardiovaskularer Erkrankungen
hat sich der Einsatz von Statinen bewahrt; posik¥ekte werden dabei u.a. einer
Hemmung der Funktion von p21Ras zugeschrieben (RMIEnd BRUGEL, 2003;
LIAO und LAUFS, 2005). Sich abzeichnende antiinflaatorisch / immun-
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modulatorische Wirkungen haben Statine auch furBdikandlung von MS interessant
gemacht (WEKERLE, 2002; GREENWOOD et al., 2006). d& MS-Therapie gilt es
aber nicht nur antiinflammatorisch / immunmodulegch zu wirken, sondern auch eine
Remyelinisierung, die durch tberlebende reife Okroginwandernde Vorlauferzellen
stattfindet, voranzutreiben. Dabei sollen OL Fdasébilden und nackte Axone
bemarken. Eine Hemmung der Funktion von p21Raseised Phase via Statine konnte
negative Auswirkungen auf den Prozess haben, déldie p21Ras aktivierten MAPK
ERK1/2 fur das Fortsatzwachstum in OL von Bedeutsing (ALTHAUS et al., 1997;
ALTHAUS, 2004).

In Schweine-OL fuhrte eine Inhibition der Syrgbevon FPP unter Sst zu einer
verringerten Prenylierung von p2lRas, was in eiwmerminderten nachweisbaren
Membranassoziation resultierte. Damit einher girng Anstieg von zytosolisch
lokalisiertem p21Ras. Dass Statine die Prenylierung p21Ras blockieren, hatte
bereits die Behandlung von NIH 3T3 Zellen mit Meatia gezeigt (JACKSON et al.,
1990).

Die Bedeutung von p21Ras fur die Initiation eils#gnalkaskade in Schweine-OL
und eine damit einhergehende Fortsatzbildung wuider Transfektion mit FPP
aufgezeigt. Bei simultaner Zugabe von Sst kam é=idau keiner Verschiebung von
membrangebundenem p21Ras ins Zytosol, morphologisckn die Zellen nicht von
Kontroll-OL unterscheidbar. Auch Mevalonat, aus deRP synthetisiert werden kann,
konnte eine durch Sst hervorgerufene Verringerumg membrangebundenem p21Ras
rickgéngig machen.

Obwohl nach 72 h Sst noch ~60 % membranassegigr21Ras gefunden wurde,
schien der Einfluss auf die Aktivierung der Sigrealkade gravierend zu sein. Fur die
Analyse dieser Fragestellung wurde ein Aktivitéssgs durchgefuhrt, bei dem der
Anteil an GTP-gebundenem Ras bestimmt wurde. Deah naehandlung mit Sst
verbleibende Membrananteil an p21Ras war nichtestlsend, um dessen Aktivierung
in dem Malf3 wie unter Kontrollbedingungen herbeibuéin. Stattdessen war der Anteil
der GTP-gebundenen Form von p21Ras um ~60 % vertinguch in vivo konnte von
der Arbeitsgruppe um LI (2005) ein vergleichbaréielg gezeigt werden. Dabei war
Lovastatin in der Lage, eine durch Mutation einesP& hervorgerufene permanente
Aktivierung von p2lRas im Gehirn von Mausen auf ddiseau des Wildtyps

herunterzuregulieren. Weiterhin fuhrte dies zu eiReduktion der in der Mutante
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erhohten Phosphorylierung von ERK1/2, welche ime&Zdgr Uber p21Ras laufenden
Signalkaskade aktiviert wurden.

Da der Anteil an GTP-gebundenem p21Ras in Sctes®L durch Behandlung mit
Sst deutlich verringert wurde, stellte sich diegeraob auch die Aktivitat von ERK1/2
reduziert war. Die Uber ein In-Gel-Kinase-Assaytinasite Aktivitat von ERK1/2 war
infolge der Applikation von Sst schon nach 48 hthigu verringert und betrug nach
insgesamt 72 h im Vergleich zur Kontrolle nur noel60 %. Vergleichbare
Untersuchungen des Einflusses von Statinen aukktigitat von ERK1/2 in OL gibt es
nicht, alle bisher veréffentlichten Resultate bbeie sich auf andere Zellsysteme. So
wurden vergleichbare Effekte an thekalen Inteedigllen aus dem Ovar der Ratte
beobachtet, bei denen die Behandlung mit Mevastétid8 h mit einer verringerten
Phosphorylierung von ERK1/2 einherging (KWINTKIEWAt al., 2006).

Bei Schweine-OL wurde bereits friher gezeigtssd&dlGF das Fortsatzwachstum
positiv beeinflusst und mit einer gesteigerten kit von ERK1/2 einhergeht
(ALTHAUS et al., 1992; ALTHAUS et al., 1997). NGkndet an TrkA und bewirkt
letztendlich die Aktivierung von p21Ras. Dass NGE durch Sst hervorgerufene
Verringerung der MAPK-Aktivitdt kompensieren kanmurde nicht erwartet, da die
NGF- Signalkaskade p21Ras als molekularen Schiadteotigt. In der Tat war weder
morphologisch durch den Zusatz von NGF eine Vedesg des Sst-Effektes
erkennbar, noch eine Verbesserung der ERK1/2 A#tivinter Sst. Dies ist insofern
interessant, weil in OL Uber einen Signalweg vonFN\iskutiert wird, der unabhangig
von p21Ras Phospholipasg-(PLC- 1) und Proteinkinase C (PKC) aktiviert, wobei
letztere in der Lage ist, ERKs in OL zu aktivieréABLTHAUS und RICHTER-
LANDSBERG, 2000; STARIHA und KIM, 2001). Nach Akierung von TrkA Gber
NGF konnte eine Phosphorylierung von PLC-gezeigt werden (ALTHAUS et al.,
1997). Eine damit einhergehende Aktivierung bewdli¢ Hydrolyse von PI3,4P zu
P13,4,5P und Diacylglycerol (DAG). (BERRIDGE, 198¥yahrend PI3,4,5P Calcium
aus internen Lagern mobilisiert, aktiviert DAG dieKC (NISHIZUKA, 1986;
BERRIDGE, 1993). Da es unter NGF zu einer PlUCabhéangigen Freisetzung von
Calcium kam, war auch eine Aktivierung von PKC deark eine signifikante
Translokation oder Herabregulierung der PKC in @folge einer NGF-Behandlung
war jedoch nicht nachweisbar (HEMPEL, 1998).



IV Diskussion 131

NGF konnte eine Uber Sst hervorgerufene Absemkien Aktivitaten von ERK1/2 in
OL nicht kompensieren; dies spricht auch hier dageglass durch NGF Uber einen

p21Ras unabhangigen Seitenweg PKC und anschlidl3RKd/2 aktiviert werden.

4.2 Rho-Proteine — Membranassoziation und Aktivierung

Da durch einen Geranylgeranyltransferaseinhibitst-8anliche Effekte ausgeldst
werden konnten, und GGPP die durch Sst ausgelastgphologischen Verdnderungen
kompensierte, sind die unter Sst beobachteten teffekicht allein durch eine
verminderte Funktion von p21Ras und der daribemimiten Signalkaskade zur
Aktivierung der MAPK erklarbar. Vielmehr impliziedies eine Beteiligung von Rho-
Proteinen, da Ras ausschliel3lich tber FPP prenhwlist (BAR-SAGI, 2001).

Rho-Proteine sind an der Organisation sowie tlenbau des Zytoskeletts beteiligt
(MACKAY und HALL, 1998; TAKAI et al., 2001). So fii die Aktivierung von Rho-
Proteinen zur Bildung von Stressfasern (RhoA), Uapuglien (Rac) und Filopodien
oder ,Mikrospikes” (Cdc42) (OLOFSSON, 1999). Daga8kelett von OL ist reich an
Mikrotubuli und Mikrofilamenten (WILSON and BROPHY1989; BARRY et al.,
1996). Mikrotubuli findet man im Zellkérper aberdwin Fortsatzen von OL, und
Mikrofilamente, die sich aus zwei polymerisiertertraBgen globularen Aktins
zusammensetzen und auch als F-Aktin bezeichnetenerind zusétzlich am Ende der
Fortsétze lokalisiert, wo sie an deren Verzweigusgwie der Bildung von
~Mikrospikes" beteiligt sind (SONG et al., 2001; RI$BY et al., 2003). Durch einen
Rhodamin-gekoppelten Phalloidin Antikorper lieRe&hdMikrofilamente in Schweine-
OL nachweisen. Sst-behandelte OL waren durch eemaimderte Anzahl detektierbarer
Fortsétze und das Fehlen jeglicher Verzweigungeh, Mikrospikes” gekennzeichnet.
Eine Stérung des Aktin-Zytoskeletts durch Behangdlumit Sst war bereits an
Mikrogliazellen von Maus und Mensch aufgefallen (RERS et al., 2006). Dabei
waren eine Abnahme der Dichte von Aktinfasern salaie Abrunden der Zellen Folgen
der Statin-Behandlung.

In der Literatur gibt es Daten, die belegensdasrch Statine hervorgerufene Effekte
auf eine Storung der Funktion von Rho-Proteinen tckeufihren sind. In
Neurenkulturen aus dem Hippocampus der Ratte flilsd@/ohl Lovastatin als auch ein
Inhibitor der Geranylgeranyltransferase zur Zetsigr des Neuriten-Netzwerks
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(MESKE et al., 2003). Als Ursache wurde eine veeime Membranassoziation und
damit einhergehende Funktionsstorung von RhoA amgemen.

Mit einem monoklonalen Antikorper konnte RhoA $thweine-OL lber Western
Blot nachgewiesen werden. Nach Behandlung mit &st & wie bei p21Ras zu einer
verminderten Membranassoziation von RhoA, wéhreytdsolisches RhoA auf mehr
als das Doppelte anstieg. Eine Verlagerung ins stjtwar bereits 12 h nach Zugabe
von Sst detektierbar. Gleichzeitig stieg die Gesamession von RhoA auf mehr als
das Doppelte. Aufgrund der im Vergleich zu KontOlL reduzierten
Membranstandigkeit wurde analog zu p21Ras auch\&@nengerung der Aktivitat von
RhoA erwartet. Erstaunlicherweise ging die Sst-Belhang aber bereits nach 24 h mit
einem Anstieg an GTP-gebundenem RhoA einher, dérlis 72 h nach Zugabe von
Sst fortsetzte. Auch fir Racl und Cdc42, die behwgine-OL mit spezifischen
Antikorpern im Western Blot nachgewiesen werdennken, ergaben sich &ahnliche
Verhaltnisse; unter Sst war nach 72 h ein Anstieg @TP-gebundenen Form dieser
Proteine zu erkennen. Ob die Sst-Behandlung auchiRael und Cdc42 mit einer
Reduktion der Membranassoziation sowie einer Erhghdes zytosolischen Anteils
einhergegangen ware, wurde nicht untersucht. Eum&dafir lag in der Schwierigkeit
des Nachweises von Racl und Cdc42 begrindet, deamar Einsatz enorm hoher
Proteinmengen gelang. Da Racl und Cdc42 uUber GQGeRylert werden, sind
vergleichbare Verhdaltnisse zu der an RhoA nachgmamen verminderten

Membranverankerung denkbar.

Eine Reihe pleiotroper Effekte wird auf einer8tiy der Funktion von Rho-Proteinen
zurtckgefuhrt. Im Allgemeinen wird angenommen, déissfehlende Prenylierung tber
verminderte Membranassoziation und fehlenden Agstauvon GDP zu GTP mit einer
reduzierten Aktivitat von Rho-Proteinen einhergdtAO und LAUFS, 2005). In der
Literatur lassen sich dazu vergleichbare, aber aysgensatzliche Ergebnisse finden.
Zur Storung des Zytoskeletts und einer damit vedeaen Verringerung des im Pull-
Down Assay gemessenen Anteils der GTP-gebundenen #on RhoA kam es unter
Fluvastatin bei glatten Gefallmuskelzellen der MEATO et al.,, 2004). Dagegen
fuhrte die Behandlung mit 1-20 uM Sst und Lovastatich 18 h bei THP-1 Monozyten
zu einer Erhdhung der GTP-gebundenen Formen voRhd Racl, ein Anstieg von
Rac-GTP unter diesen Statinen war ebenfalls bei 2BMkrogliazellen (bei
gleichzeitigem Fortsatzverlust und Abrunden deldefglund N2a-Neuroblastomzellen



IV Diskussion 133

der Maus sowie PC12 Zellen der Ratte zu verzeicl{f@&@RDLE et al., 2005). Eine
Erh6hung der GTP-gebundenen Formen der aufgefu@idétasen wurde auf die durch
Statine verhinderte Interaktion mit RhoGDIs zuriefkidprt.

GDIs hemmen eine Aktivierung von Rho- und Ract€inen Uber mehrere
Mechanismen: Unter Normalbedingungen sind die pgrengn Proteine im Zytoplasma
mit GDIs komplexiert. Durch Insertion der Isopregpyppe der GTPase in eine
hydrophobe Tasche der GDIs wird der Isoprenylregieachirmt und eine Interaktion
mit der Membran verhindert (Abb. 59). Folglich wioldrch Hemmung der Dissoziation
von GDP die Interaktion des kleinen G-Proteins GiFs und somit der Austausch von
GDP gegen GTP verhindert. Ein weiterer Regulatie@drmanismus ergibt sich aus einer
maoglichen Interaktion von GDIs mit der GTP-geburetefrorm der GTPase, was eine
Bindung an Effektoren verhindert (OLOFSSON, 199ALZMAN et al.,, 1999;
McTAGGART, 2006). Im Vergleich zur GTP-gebundenenrrf ist die Affinitat von
GDls zur GDP-gebundenen Form von Rho-Proteinenlidethdher (SASAKI et al.,
1993). Der zentrale Ausloser einer durch Statinbeéheng beobachteten Hemmung der
Interaktion mit GDIs ist vermutlich eine fehlendee®ylierung von Rho- und Rac-

Proteinen.

Signal

Membran
Rxx
4( GEF GDP
Q
Q)
GTP  GDP
. GDI
Inaktiv R>I<3x Membran
. RxXx
Aktiv
GDI GTP  Effektor
Membran
oTP AP
GDI o Signalkaskaden

Abb. 59: Regulation von Rho- und Rac-Proteinen (RXx Im inaktiven Zustand sind Rho- und Rac-
Proteine Uber ihre Prenylgruppe (rot) mit GDIs igiagplasma komplexiert. Infolge einer Stimulatiordun
unter der Wirkung von GDF (,GDI-Displacement-Fac¢}odissoziiert GDI und Rxx kann mit der
freigelegten Prenylgruppe an der Membran binden{iler Interaktion mit GEF eine Aktivierung erfolgt.

Im aktivierten, GTP-gebundenen Zustand kbénnen d@mbranassoziierten GTPasen mit Effektoren
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interagieren und Signalkaskaden auslésen. NaclSdgralibertragung erfolgt mit Hilfe von GAP die
Inaktivierung von Rxx durch Hydrolyse von GTP (OLE%ON, 1999, mod.)

Fur eine Erhohung von RhoA-GTP, Racl-GTP sovded2-GTP sind zur Erklarung
GDls, GEFs und wahrscheinlich auch GAPs heranzaenieAufgrund der fehlenden
Prenylierung kommt es zu keiner Interaktion mit §Dd.h. ein Hemmmechanismus
entfallt, was fur RhoA gezeigt werden konnte: Zusiovurden ProteinA-Sepharose-
Beads mit Zelllysat und Anti-RhoGDI inkubiert una iAnschluss gebundene Proteine
Uber Western Blot nach RhoA untersucht, was denhWNeais von komplexiertem
RhoGDI-RhoA ermdglichte. Neben einer Hemmung déerlktion von RhoGDI mit
RhoA unter Sst war dabei aufféllig, dass die im &iesBlot dargestellte Bande des mit
RhoGDI komplexierten RhoA trotz einer hohen Pratenge im Zelllysat (ca. 500 ug)
sehr schwach war. Im Vergleich dazu lieRen sichGihlound RhoA allein (50 pg bzw.
30 pg Zelllysat-Protein von Kontroll-OL) im WesteBiot sehr gut nachweisen. Da
unter Kontrollbedingungen das Verhaltnis von memfgedoundenem zu zytosolischem
RhoA ca. 1:2 betrug und zytosolisches RhoA mit Rbhb&omplexiert ist, wurde fur
diese Probe eine starkere Bande erwartet. Ob AmiE®l| die RhoA-
Antikorpererkennungsstelle maskiert und deshalb d@&n begrenzten Nachweis von
RhoA ursachlich ist, bleibt offen.

Aufgrund einer fehlenden Geranylgeranylierungrdeea Membranassoziation und
Interaktion mit RhoGDIs verhindert, worauf Rho-Rtioe im GDP-gebundenen
Zustand zytosolisch akkumulieren. Bei GTP-Ubersshins Zytosol kénnten sie so
offen fir GEFs sein; der Aktivierungsmechanismuhiljedoch unklar, zumal bisher
davon ausgegangen wurde, dass flr einen Austaus@GTR eine Membranassoziation
von Rho-Proteinen unabdingbar sei. Denkbar ware #&iteraktion mit zytosolischen
GEFs oder ein spontaner Austausch von GDP gegen BITPall von RhoA wurde in
der Tat berichtet, dass ,Syx"“, ein GEF fir RhoA,ziwei Splei3varianten vorkommt,
und zwar eine membrangebunde (Syx1) und eine Zidololokalisierte (Syx2). In
einer Hirntumorzelllinie ging ein signifikanter Lelvan exprimiertem Syx2 mit einer
hohen Aktivitat von RhoA einher (LIU und HOROWIT2006). Es gabe damit eine
Mdoglichkeit, nicht membrangebundenes RhoA zu adtem; Uber eine Expression
eines zytosolischen GEFs in OL ist jedoch bishehtsi bekannt. Neben GEFs bleibt
zudem ungewiss, inwieweit die Funktion membrangdeaer GAPs zum Tragen

kommt. Da nur die prenylierten Formen von RhoA atl in der Lage sind, GAPs
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zu binden (MOLNAR et al., 2001), kénnte eine inbkite Deaktivierung ebenfalls zu
vermehrtem RhoA-GTP und Racl-GTP beitragen. FudZdelrde dies entfallen, da
auch die nicht-prenylierte Form mit GAPs interagiekann (MOLNAR et al., 2001).

Von einer Erhéhung an Rac-GTP infolge einer @#hdigen Behandlung mit
Atorvastatin wurde auch in humanen Endothelzellen dmbilikalvene berichtet. Als
Ursache wurde dabei Uber eine verminderte Inteyaktit GDIs oder eine infolge des
verringerten Cholesteringehalts veranderten Menfluiditat (GYETVAI et al., 2006)
spekuliert, die sich auf die Funktion von Rezeptoogler membrangebundenen Rac-
GAPs auswirken konnte (VECCHIONE und BRANDES, 2002)

Fur die Befunde in Schweine-OL ist eine Verringg des Cholesteringehaltes als
Erklarung nicht ausreichend, da dieser nach 72tm@&sunwesentlich reduziert war.
Denkbar ware lediglich die fehlende Interaktion r@DIs oder eine durch Statine
bedingte kurzzeitige Veranderung der Membranfléidi(s. I1l.2.), die mit einer
Zunahme der GTP-gebundenen Form kleiner GTPasaergehen konnte.

Neben RhoA, Rac und Cdc42 konnte vor kurzem witeres Rho-Protein
identifiziert werden, das nach ISHIKAWA et al. (Z)dn OL angereichert und bei der
Fortsatzbildung wéhrend der Myelinisierung von Bedag ist: RhoG. In PC12-Zellen
scheint es fir ein NGF-induziertes Fortsatzwachstmabdingbar zu sein (KATOH et
al., 2000). Hinsichtlich der Signalkaskade wurdebedabeschrieben, dass RhoG
unterhalb von p21Ras lokalisiert ist und Uber eMktivierung von Racl und Cdc42
zum Fortsatzwachstum fuhrt. Im Gegensatz dazu konkonstitutiv aktivierte Formen
von Racl und Cdc42 allein die Bildung von Fortsétaeht initiieren. Es wird davon
ausgegangen, dass RhoG notwendig ist, um aktigi®te1/Cdc42 an die Stellen der
Zelle zu transportieren, an denen eine Fortsatzbgdund -verlangerung initiiert wird
(KATOH et al., 2000). Eine direkte Interaktion niacl/Cdc42-Effektoren wie z.B.
PAK-1 (p21-aktivierte Proteinkinase) findet nictats (GAUTHIER-ROUVIERE et al.,
1998); hingegen kénnen andere Racl/Cdc42-Effektoven z.B., MLK3 (,mixed
lineage kinase*) direkt mit RhoG-GTP interagiere?dENNERBERG et al., 2002).

Eine Expression von RhoG in Schweine-OL konnteWestern Blot nachgewiesen
werden. Da GGPP fir eine Prenylierung und Membisazation von RhoG notwendig
ist, fuhrte auch hier die Behandlung mit Sst zu eeinvVerschiebung von

membrangebundenem RhoG ins Zytosol. Da ein erh@yteplasmatischer Anteil bei
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p21Ras eine verringerte, und bei RhoA eine erhdtesitat nach sich zog, war die
Bestimmung der Aktivitdt von RhoG von besonderetarisse.

KATOH und NEGISHI (2003) konnten zeigen, das®&hn der GTP-gebundenen
Form mit den Adaptorproteinen EImo2 und Dock180erirKomplex bildet und so
Racl aktiviert. EImo2 und Dock180 sind Saugerhomg@lpu derChlostridium elegans
Genen ced-2, ced-5 und ced-10, die am ,Rearrangémies Zytoskeletts beteiligt sind
(GUMIENNY et al., 2001). Fur die Bestimmung der Akt wurde deshalb versucht,
eine Interaktion von RhoG-GTP mit EImo2 darzustellBazu sollte zellulares RhoG-
GTP (neben RhoG-GDP) zunachst an Anti-RhoG bindes, an ProteinA-Sepharose
gekoppelt war. Bei Kontroll-OL konnte im anschlieden Western Blot an RhoG-GTP
gebundenes EImo2 durch einen spezifischen Antikbn@aehgewiesen werden. Im
Gegensatz zu RhoA, Racl und Cdc42 resultierte dimBdlung von Schweine-OL mit
Sst in einer verminderten Interaktion zwischen EImod RhoG, d.h. in weniger
RhoG-GTP. Daraus ergibt sich die Frage, warum tdstz gestorten Interaktion mit
GDls ein im Gegensatz zu RhoA, Racl und Cdc42 vetemter GTP-gebundener
Anteil von RhoG gefunden wurde. Eine durch fehlerRlenylierung verminderte
Interaktion mit RhoGDI-3 (BRUNET et al., 2003) urdkr daraus resultierende
maogliche spontane Austausch von GDP gegen GTP sosds eventuelle
Vorhandensein zytosolischer GEFs scheint hier kRiolée zu spielen, wurde aber auch
nicht untersucht. Zwar gibt es GEFs von RhoA (Dbl Racl (Vavl), die an RhoG
binden, dort aber keinen GDP-GTP-Austausch bewirRé ENNERBERG et al.,
2002). Weiterhin scheint eine MembranassoziatianRboG fiir seine Aktivierung und
die von Effektoren zwingend notwendig zu sein (GAUER-ROUVIERE et al.,
1998).

4.3 Rho-Proteine und Zytoskelett

43.1 RhoA

Ob in Schweine-OL durch Zunahme von zytosolischetmo/RGTP auch eine
Aktivierung von Signalkaskaden stattfinden konnt&r zunéchst unklar. Kadme es
allerdings zur Aktivierung von RhoA-GTP Effektorengre dies ein starker Hinweis
dafur.

Verschiedene Effektoren von RhoA konnten berdesitifiziert werden, dazu z&hlen

auch die Rho-Kinasen ROCK | und Il, wobei letzteesonders im Hirn angereichert ist
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(LEUNG et al., 1996; TAKAI et al., 2001; MUELLER ai., 2005; BUDZYN et al.,
2006). Die mit aktiviertem RhoA und ROCK einhergetten morphologischen
Veranderungen waren bereits an verschiedenen eléspuntersucht worden: In HelLa
Zellen wurden verschiedene Konstrukte mit der Seguér normale und mutierte
ROCK-Gene uber Vektoren eingebracht, die zur Exgioeseiner hyperaktiven oder
aber einer inaktiven Form fuhrten. Bei der hypavakt Form kam es zu Effekten auf
Mikrofilamente, die mit einer Kondensation von Aktind einem Abrunden der Zellen
verbunden waren, dagegen fihrte eine inaktive Feon ROCK zum flachigen
Auswachsen der Zellen (LEUNG et al., 1996). Dase dtortsatzretraktion mit der
Aktivierung von ROCK einhergeht, konnte auch vomeren Arbeitsgruppen gezeigt
werden. In N1E-115 Neuroblastomzellen wurde in eli@sZusammenhang von einer
Neurit-Retraktion gesprochen, und auch bei is@re$tressfasern kam es infolge einer
Aktivierung von ROCK zur Kontraktion (HIROSE et,al998; KATOH et al., 2001).
Auch in OL-Vorlauferzellen wurde diese Beobachtwsgnacht, eine Behandlung mit
Lysophosphatsaure (LPA) fuhrte Gber Aktivierung \ROCK bereits nach 20 min zur
Fortsatzretraktion (DAWSON et al., 2003).

Bisher wurde davon ausgegangen, dass durchné&tatifolge einer fehlenden
Prenylierung der Rho/ROCK Signalweg gehemmt wirtK(RAKE und LIAO, 2005;
NOMA et al., 2006). Die in dieser Arbeit dargegtil Ergebnisse (eine Erhéhung des
Anteils an RhoA-GTP und die verringerte Interaktimit RhoGDI) sowie Vergleiche
mit den in der Literatur beobachteten morphologsctAuswirkungen von ROCK
lieBen dessen Aktivierung trotz fehlender Membraoamtion von RhoA vermuten.
Eine Expression von ROCK in Schweine-OL liel3 sithWestern Blot mit Hilfe eines
monoklonalen ROCK-Antikdrpers nachweisen. Dass wshdHemmung von ROCK
Uber Y27632 wie bei Schweine-OL zum Auswachsen Fortsdtzen kommt, wiesen
auch WOLF et al. (2003) an primaren Hirnkulturerr taus nach, hingegen hatte
konstitutiv aktives Rho-Protein eine Fortsatzreimkzur Folge.

Mit Hilfe eines Aktivitatsassays konnte in SclmeOL unter Sst eine Aktivierung
von ROCK nachgewiesen werden. Eine bereits nach Zufgetretene gesteigerte
Aktivitdt geht mit dem Befund einher, dass zu dmeséeitpunkt auch eine Erhdhung
des RhoA-GTP-Levels zu verzeichnen war. Ungekléeibb jedoch, wie die
Aktivierung von ROCK trotz einer infolge der Sstiamdlung verminderten
Membranassoziation von RhoA erfolgt; eine Inter@ktvon ROCK mit zytosolischem
RhoA-GTP scheint moglich zu sein.
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Fur eine durch ROCK ausgelOste Fortsatzretraldibt es in der Literatur postulierte
Mechanismen, die in Abb. 60 zusammengefasst siime Bktivierung von ROCK
bewirkt die Phosphorylierung leichter Myosinket{®hLC) Uber zwei mdgliche Wege:
Zum einen kann ROCK direkt MLC phosphorylieren, lemn aber auch MLC-
Phosphatase phosphoryliert werden, die dadurch ngabewird (MELENDEZ-
VASQUEZ, 2004). Neben ROCK koénnen MLC auch direkieridie MLC-Kinase
(MLCK) phosphoryliert werden. Ein Anstieg phosphaser MLC fuhrt zur
Aktomyosin-Interaktion und macht sich in einer Batkzretraktion bemerkbar
(AMANO et al., 1993; HIROSE et al., 1998; DAWSONatt, 2003).

RhoA-GTP

|

ROCK |— Y27632

Il

MLC-
Phosphatase

l

MLC-Phosphorylierung

l

Aktivierung von Myosin und
Aktomyosin-Kontraktion

l

Fortsatzretraktion

Abb. 60: Modell des Uber ROCK vermittelten Mechanisnus der Fortsatzretraktion. In der
aktivierten Form kann RhoA ROCK stimulieren, wodurieichte Myosinketten (MLC) und/oder
Myosinphosphatase phosphoryliert werden. Letztbesgirkt eine Hemmung des Negativregulators der
MLC-Phosphorylierung. MLC-Phosphorylierung bewirkine Induktion der Fortsatzretraktion. Eine
Hemmung von ROCK durch Y27632 resultiert in einerstarkten Fortsatzbildung.

Ob die Fortsatzretraktion der OL Uber eine Phosgierung von MLC lauft, wurde
durch Nachweis phosphorylierter MLC untersucht. Miestern Blot liel3 sich
phosphorylierte MLC darstellen, nach Behandlung &st war jedoch zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte (0,5-72 h) eine Erhéhungegéber Kontrollbedingungen
feststellbar. Auch eine Hemmung von ROCK durch Y37 @esultierte nicht in einer

Verminderung des phophorylierten MLC-Levels. Beleebnisse lassen vermuten,
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dass die Phosphorylierung von MLC fiur eine durch &sgeldste Fortsatzretraktion
nicht entscheidend ist. Andererseits kann nichitesigestellt werden, ob der verwendete
Antikorper wirklich alle phosphorylierten Stellemv MLC erkannte. Uber eine MLC-
unabhangige Fortsatzretraktion in NIH 3T3-Fibrotdasdurch Aktivierung von ROCK
berichteten auch NOBE et al. (2003); wortber einedMation der Kontraktitlitat
erfolgte, blieb offen.

Unter Annahme einer unverdnderten Phosphorylgereon MLC unter Sst ist auch
eine Uber ROCK vermittelte Inserierung von Stressfia an fokalen Adhasionsstellen
mit nachfolgender gestorter Adhasion, EinziehenFaetsatze und Abrunden der Zellen
denkbar. FUr die Zellmigration mussen Aktinfilameber fokale Adhasionsstellen mit
der Plasmamembran verbunden sein, damit sich drehdéktinpolymerisation
und/oder Aktomyosin-Interaktion ausgeloste Retmaktiin einer Zellbewegung
bemerkbar macht (HU et al.,, 2007). Adhasionsmokekille z.B. Talin binden an
Integrine, welche fir eine Verknipfung mit der exgllularen Matrix wichtig sind
(HOLLY et al., 2000; HYNES, 2002). Da eine Hemmudgr Expression von
Integrinen den pleiotropen Statineffekten zugesttam wird (GREENWOOD et al.,
2006), lasst sich dadurch eine mogliche Erklaruirgdfe bei OL beobachteten Effekte
finden.

An der Fortsatzretraktion kénnte neben ROCK aamth kooperativer Signalweg
beteiligt sein, bei dem uber Rho-GTP ,Dia“ aktitievird, das zu den Formin-
homologen (FH) Proteinen z&hlt, welche am Aufbam \Aktinfilamenten und der
Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind (WABBANN, 1998); tber Interaktion
mit Profilin und G-Aktin bewirkt ,Dia" eine vermete Aktinpolymerisation (Abb. 61)
(FRAZIER und FIELD, 1997; NAKANO et al., 1999; WATABE et al., 1999;
BISHOP und HALL, 2000). Allerdings ist Uber eine BR-vermittelte Aktivierung
von ,Dia“ bei OL bisher nicht berichtet worden.
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ROCK Dia
Aktomyosin-Interaktion  Stabilisierung von gesteigerte
und Kontraktion Aktinfilamenten  Aktinpolymerisation

Bildung von Stressfasern

Abb. 61: Signaltransduktionsweg der Rho-induziertenBildung von Stressfasern.Rho-GTP kann
Uber Aktivierung von ROCK oder Dia die Bildung v&iressfasern initieren. Neben einer mdglichen
Phosphorylierung von MLC kann ROCK auch LIMK akéken, welche durch Phosphorylierung des
Aktinbindeproteins Cofilin eine Depolymerisation nvoAktinmolekilen hemmt und dadurch eine
Stabilisierung der filamentésen Aktinstruktur bdwi(SUMI et al., 2001). Zuséatzlich kann durch
Interaktion von Rho-GTP mit Dia Uber Profilin und-Aktin eine vermehrte Aktinpolymerisation
stattfinden. Welche der Signalwege in OL bei deteurSst zu beobachtenden Fortsatzretraktion
ausschlaggebend sind, ist noch unklar. (BISHOPH#AL, 2000, mod.)

4.3.2 Racl/Cdc42

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass Raod @dc42 die Fortsatz-
verlangerung und -verzweigung positiv regulierenANG et al., 2004). Eine
Notwendigkeit fur die Fortsatzbildung konnte in Obrlauferzellen gezeigt werden,
bei denen konstitutiv aktive Formen von Racl/Cdd# gleichzeitig dominant
negativem RhoA zur Fortsatzbildung fuhrten, hingebatte konstitutiv aktives RhoA
und dominant negatives Racl/Cdc42 eine HemmungDifégrenzierung zur Folge
(LIANG et al., 2004). THURNHERR et al. (2006) gelpes hingegen nicht, eine
Notwendigkeit von Cdc42 fur die oligodendroglial®rsatzbildung nachzuweisen.
Hinsichtlich der Signalkaskade bleibt umstrittedp, Bacl und Cdc42 in OL durch
RhoG aktiviert werden (KATOH et al., 2000) oder mlbmabhangig davon agieren
(WENNERBERG et al., 2002).
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Ein regulatorischer Einfluss von Racl und Cded® Effektoren des Zytoskeletts
wurde nicht weiter untersucht; offen bleibt dahex BErage, ob durch Erhdéhung des
GTP-Levels dieser beiden GTPasen Signalkaskaddneriniwerden koénnen, und
inwieweit diese innerhalb einer nach Sst-Behandlbegbachteten Fortsatzretraktion
relevant sind. Da in Schweine-OL nach Zugabe vdre®B& Aktivierung aller Formen
(RhoA, Racl sowie Cdc42) nachgewiesen werden komsttevielmehr anzunehmen,
dass die Wirkung von RhoA auf Effektorproteine dgtoskeletts gegentber der durch
Racl und Cdc42 vermittelten Bildung von Lamellipadiund Mikrospikes dominiert
und eine Fortsatzretraktion initiiert. Auch eineggeseitige Regulation der GTPasen
ware annehmbar. So wurde in Neuroblastomzellen rdakerichtet, dass eine
Stimulation von ROCK, welche mit einer RetraktioonvNeuriten einhergeht, die
Funktion von Racl und Cdc42 negativ reguliert (H&EDet al., 1998). Gegen eine
Negativregulation spricht der Befund, dass vermdRacl-GTP und Cdc42-GTP
gefunden wurden; ob allerdings dariiber vermittebignalkaskaden durch ROCK

gehemmt werden, bedarf weiterer Untersuchungen.

4.3.3 RhoG

Um zu untersuchen, ob RhoG fur die Fortsatzbildung Schweine-OL eine
entscheidende Rolle spielt, wurden Zellen mit RIsi&NA transfiziert. 72 h nach
erfolgter Transfektion konnte die Blockierung deqpEession von RhoG im Western
Blot gezeigt werden. Zum Zeitpunkt der ausgesctaltd=xpression von RhoG war
morphologisch kein Unterschied zu Kontrollen fedtbar, ein hemmender Effekt auf
die Fortsatzbildung war nicht zu sehen. DemnaclkistiRhoG fir die Fortsatzbildung
und -verlangerung nicht zwingend notwendig zu skiier bleibt jedoch festzuhalten,
dass fur Transfektionsversuche OL verwendet wurdéie, bereits vollstandig
differenziert waren. Ob daher RhoG bei OL-Vorlaméten essentiell ist, konnte nicht
beurteilt werden. Es stellt sich zusétzlich diegéraob das Ausschalten eines Gens wie
RhoG dramatische Effekte zur Folge haben muss. éichbeten VIGORITO et al.
(2004), dass bei Mausmutanten ein ,knock-out" vd®, das auch in Lymphozyten
angereichert ist und dort Gentranskription sowieorBanisation des Zytoskeletts
steuert, keine Veranderung der Entwicklung von Ad 8-Lymphozyten nach sich zog.
Auch in Untersuchungen von THURNHERR et al. (20@&chte sich ein ,knock-

down“ von Cdc42, welches an der FortsatzbildungQieiVorlauferzellen beteiligt ist,
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in vitro nicht auf die morphologische Differenziagudieser Zellen bemerkbar. Gerade
bei dem komplexen System des Zytoskeletts und dets&izbildung, bei dem
zahlreiche Proteine und Signalkaskaden involviénd,swéare ein Ausgleich einer

verminderten RhoG-Expression durch Wirken anddegné&r G-Proteine denkbar.

4.4  Apoptose

In der Literatur lassen sich zahlreiche Belege défiden, dass die Behandlung mit
Statinen bei Langzeitinkubation ein Absterben vefieh nach sich zieht: 1-10 uM Sst
fuhrten bei OL-Vorlauferzellen von Mensch und Rateeh 4 Tagen sowie bei reifen
humanen OL nach 8 Tagen zu einer Zunahme der dedli® (MIRON et al., 2007);
PC12-Zellen starben bereits 36 h nach Zugabe ol Sst (KUMANO et al., 2000).
Vermutlich fihrt u.a. eine durch Statine ausgeld&eanderung der Permeabilitat von
Mitochondrien zum Zelltod (VELHO et al., 2006). G6-glialen Zellen, die 24 h nach
Zugabe von 10 pM Lovastatin begannen abzusterberdendie Zytotoxizitat auf eine
unspezifische Hemmung der Funktion prenyliertertétine zurtckgefuhrt (CHOI und
JUNG, 1999).

Bei Inkubation von Schweine-OL mit Sst kam es Zunahme der Zelltodrate. Nach
72 h Sst waren ~15 % der Zellen apoptotisch, waslemn Befund einherging, dass sich
nach diesem Zeitraum nur wenige OL immunzytochemiggnsichtlich einer
Aktivierung von Caspase-3 anfarben liel3en. EinelidBtatine ausgeltste Apoptose
durch Aktivierung der Caspase-Kaskade wurde berdigs einer Reihe von
Zellsystemen beobachtet. Die Behandlung mit Ssg gim der Ratte bei glatten
Muskelgefal3zellen oder aber auch mikrovaskularesothelzellen der Lunge mit einer
Aktivierung von Caspase-3 einher (CHENG et al., 20000L et al., 2006). Uber
diese Signalkaskade fand auch in Perizyten unterL8s8astatin und Mevastatin eine
Induktion der Apoptose statt (BOUCHER et al., 200€lgine G-Proteine kénnen an
einer Induktion der Apoptose beteiligt sein, z.Bnk tiber ROCK die Caspase-Kaskade
aktiviert werden (SHI und WEI, 2007).

Zusatzlich kann die Beteiligung eines andereoptgiischen Weges, wie z.B. Uber

oxidativen Stress, nicht ausgeschlossen werden.
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4.4.1  Aktivierung von SAPK via RhoA und Rac1/Cdc42

Die Initiation von Apoptose in OL kann mit einer #kerung von SAPK/JNK
einhergehen, wie u.a. JUREWICZ et al. (2003) béetem; TNF- (Tumor Nekrose
Faktor ) fuhrte dabei zur Phosphorylierung von c-Jun. Auciter Statinen scheint
neben einer Induktion der Caspase-Signalkaskade Aktivierung von SAPK zu
erfolgen. Eine Phosphorylierung von c-Jun fand i6-Gliomzellen infolge einer
Behandlung mit Sst statt, die Aktivierung von ERKI1blieb dabei unverandert
(KOYUTURK et al., 2004).

Neben einer Regulation zytoskeletaler Struktl@men Mitglieder der Rho-Familie
die Aktivierung der SAPK/INK steuern. Uber eine édégung kleiner G-Proteine an
der Phosphorylierung von c-Jun berichteten MARINESISet al. (2004): Durch
Aktivierung von ROCK ist RhoA in der Lage, SAPK/IJN#u aktivieren. Weiterhin
kénnen Racl und Cdc42, neben dem Einfluss auf dguRtion von Strukturen des
Zytoskeletts, an einer Induktion der stressaktieierProteinkinase (SAPK) beteiligt
sein (Abb. 62) (KYRIAKES et al., 1994; COSO et 4B95; MINDEN et al., 1995).

Auch bei Schweine-OL war nach Behandlung mit &se Aktivierung der SAPK
nachweisbar. Ein tber RhoA und/oder Racl/Cdc4ztaldr Weg ware daher denkbar.
Die Grundlage dafiir ware jedoch eine hohe Affindat aktivierten, zytoplasmatisch

lokalisierten GTPasen zu Effektoren der Signalkdska
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Abb. 62: Rac/Cdc42-regulierte SignalkaskaderRac und Cdc42 kdnnen, abhangig von der Zellspezies,
in ihrer aktivierten (GTP-gebundenen) Form einel2éibl von Signalkaskaden initiieren, zu denen u.a.
die Aktivierung von JNK zahlt. Bei den durch untexthene Pfeile dargestellten Effekten (links und
rechts auf3en) ist der genaue Weg, Uber den daktdfieotein eine Wirkung hervorruft, noch nicht
genau geklart (ASPENSTROM, 1999, mod.).

4.5 Myelinproteine

Uber den p21Ras-MAPK Signalweg werden ERK1/2 attyidie nach Translokation
in den Zellkern Mitglieder der ternaren Komplexfaden (TCF) phosphorylieren und
die Genexpression steuern; es kommt dabei u.&xnession von c-Fos (BHAT et al.,
1992; STARIHA uns KIM, 2001). Eine Zugabe von NGlas ERK1/2 aktiviert, ging
mit einer gesteigerten Synthese von MBP und PLRegitALTHAUS et al., 1997;
ALTHAUS, 2004). Auch durch Stimulation von Proteim&seC, die ERK1/2 aber auch
direkt c-fos aktivieren kann, kam es zu einer dgeteen Synthese von
Myelinproteinen. BHAT und ZHANG (1996) zeigten amel@rn der Maus, dass
ERK1/2 in Myelin vorhanden sind, und die daribemvitelte Phosphorylierung von
MBP in frihen Stadien der Myelinisierung wéhrera Bntwicklung, aber auch fur die
Reinitiation der Myelinisierung bei reifen OL eiR®lle spielt.

Sst fihrte Gber Hemmung von p21Ras zu eineiféignten Reduktion der ERK1/2-
Aktivitat, eine Beeintrachtigung der Synthese vopelhproteinen war daher denkbar.

Um dies zu untersuchen, wurde die Expression vorPMBLP und CNP Uber den
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Einbau von*C-Leucin in neu synthetisierte Proteine verfolgt, kiiltivierte Schweine-
OL bereits vollstandig ausgereift und differenzigirid und diese drei Myelinproteine
bereits exprimieren. Fir alle untersuchten Proterae die Synthese infolge einer Sst-
Applikation vermindert. Warum der prozentual verderne Anteil an neu
synthetisiertem CNP gegenuber MBP und PLP am gsengwar, bleibt offen. CNP
macht etwa 4 % der Myelinproteine aus, der im Aadaygramm gemessene
Unterschied zur Kontrolle fallt daher moglicherweeigeringer aus als fiur MBP und
PLP, hinzu kommt eine methodische Schwierigkeit dmi Quantifizierung insgesamt
relativ schwacher Banden tber Scion Image.

Diesen Ergebnissen stehen Daten von PAINTLIAIe{2005) gegeniber, bei denen
1 uM Lovastatin zu einer gesteigerten SyntheseMB® und PLP, hingegen nicht von
MOG und MAG fuhrte, wenn EAE-Tiere mit LovastatieHandelten EAE-Tieren
verglichen wurden. Unterstitzt wurden diese Befuddech ahnliche Ergebnisse an
Zytokin-aktivierten gemischten glialen Kulturen. Cadlerdings bei diesen glialen
Mixkulturen unter Zugabe eines Zytokin-Cocktailsageeitet wurde, lasst sich nicht
eindeutig sagen, ob tatséachlich Lovastatin fir eesteigerte Myelinproteinsynthese
verantwortlich ist. Ein mit unseren Ergebnissenhemgehender Befund wurde von
LANGAN und VOLPE (1987) berichtet, dabei fiihrte lastatin in einer glialen
Mixkultur zu einer verminderten Induktion von CNP.

Neben einer reduzierten MAPK-Aktivitdt durch Haemg von p21Ras kénnte ein
weiteres kleines G-Protein zu einer verminderterelviisierung unter Sst beitragen:
RhoG. Kinektin wurde neben Elmo2 als ein weiteréekEormolekil von RhoG in
Fibroblasten von Rattenembryonen (REF52-Zellen) derdMeerkatze (COS-7 Zellen)
identifiziert (VIGNAL et al., 2001). Als Ankerproite bindet Kinektin an Kinesin,
welches zu einer Gruppe von Motorproteinen gehad durch Entlangwandern an
Mikrotubuli-Filamenten am intrazellularen Transpokton z.B. Vesikeln und
Zellorganellen beteiligt ist (ONG et al., 2000).REF52- und COS-7-Zellen verstarkte
eine Bindung von RhoG-GTP an Kinektin die ATPasel&ion von Kinesin. Auch
wenn diese Interaktion fur die Fortsatzbildung hiegtevant ist, kommt dem Transport
von Molekilen innerhalb der Zelle eine grol3e Bedegtzu. So konnte durch
Mikroinjektion von MBP-mRNA in OL gezeigt werdenass intakte Mikrotubuli- und
Kinesinstrukturen fir den Transport von MBP-mRNAr Myelinmembran bendtigt
werden (CARSON et al., 1997).
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Eine durch Sst verringerte Aktivitat von RhoG @L konnte daher zu einer
verringerten Myelinisierung beitragen. Eine Analyser Interaktion von RhoG mit
Kinektin vor und nach Behandlung mit Sst hatte eli€sagestellung komplementiert

und ware somit ein Aspekt zukinftiger Forschung.

4.6 Proteinexpression unter Sst und Phosphorylierung vo Akt

Dass Statine die Genexpression kleiner GTPasennfhessen, wurde bereits in
Endothelzellen der Rinderaorta gezeigt (LAUFS et 2000): Die Behandlung mit
verschiedenen Statinen (Atorvastatin, Mevastatoyalstatin und Sst) hatte dabei eine
gesteigerte Proteinexpression von RhoA zur Folgas dhfolge der fehlenden
Prenylierung im Zytosol akkumulierte. Als Grundlader induzierten Genexpression
wurde dabei eine ,Feedback-Regulation” zytoskebet8trukturen diskutiert.

Unter Sst war die Proteinexpression von RhoARhdG erhoht, einzig der Anteil an
p21Ras war verringert. Ein von HOLSTEIN et al. (2P0nter Lovastatin dargestellter
Anstieg des Proteinlevels von RhoB in K562-Zellemrae auf eine verlangerte
Halbwertszeit des Proteins sowie eine ErhohunghnteNA-Level zurtckgeflhrt; Uber
welchen Signalweg ein erhdhter Proteinlevel metdird, blieb offen. Eine in OL
unter Sst beobachtete Phosphorylierung von Akt wakré&Jrsache flr einen Anstieg der
Proteinlevel von RhoA und RhoG denkbar. Neben dregulation von z.B. Apoptose
oder Zellzyklus konnte Akt durch Phosphorylierungnv Transkriptionsfaktoren
ebenfalls die Expression von Genen induzieren (DAET al., 1999; BRAZIL et al.,
2004).

Eine Aktivierung von Akt, die bereits 15 min hagugabe von 1-10 uM Sst in OL
sichtbar war, konnten bereits KUREISHI et al. (2080 HUVEC-Zellen zeigen. Das
Maximum der Phosphorylierung wurde dabei 1 h nasgabe von Sst gemessen und
erreichte nach 21 h wieder Kontrollniveau. Warumr &st-induzierten Phosphory-
lierung von Akt durch Mevalonat entgegengewirkt a@esr konnte, wurde nicht
erwahnt. Da eine Aktivierung von Akt nach so kurzasit auftrat, lasst sich eine
Beteiligung kleiner G-Proteine via fehlender Preégrying vermutlich ausschlief3en.
Uber den zugrunde liegenden Mechanismus der Aksptharylierung wurde von
KUREISHI et al (2000) nur spekuliert; eine durct8finase erfolgende Aktivierung
wurde angenommen, da die uUber Sst erfolgte Phogmrong durch Wortmannin,

einem PI3-Kinase-Inhibitor, kompensiert werden HKennZu einem derartigen
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Kurzzeiteffekt infolge einer Statin-Behandlung k&® auch bei BAEC-Zellen; unter
10 uM Lovastatin war die Phosphorylierung der hotid-Synthase (eNOS) bereits
nach 1 min erhoht, was auf eine Aktivierung von-RiBase zurlckgefuhrt wurde
(HARRIS et al., 2004). Ein tber Hemmung der HMG-CBAduktase stattfindender
Mechanismus wurde ausgeschlossen, da Mevalonat eMN®S-Aktivierung nicht
entgegenwirken konnte.

Zu einer erhéhten Phosphorylierung von Akt dussh kam es auch bei Schweine-OL
2 h nach Zugabe von Sst. Fir eine Aktivierung v Wach diesem kurzen Zeitraum
konnte die unter I1l.2. beschriebene Anderung deamMranfluiditat verantwortlich
sein, infolge der es zu einer kurzfristigen Dimierngng von Rezeptoren wie TrkA und
einer Aktivierung von PI3-Kinase kommen koénnte.

Im Gegensatz zu dem von KUREISHI et al. (200@pdachteten Verlauf der
Phosphorylierung sank die Aktivitdt von Akt in Sakime-OL jedoch nach 24 h wieder
unter das Kontrollniveau. Wenn die Stimulation vAkt Gber PI3-Kinase induziert
wird, ist davon auszugehen, dass darUber verneittefignalkaskaden durch
Langzeitinkubation mit Sst gehemmt werden. Diesemi@ung wird durch Befunde
unserer Arbeitsgruppe gestitzt, die eine Notweraigkder Uber PI3-Kinase
vermittelten Signalkaskaden fur das Uberleben varu@d die Fortsatzbildung zeigten
(ALTHAUS et al., 1992; HEMPEL, 1998; ALTHAUS und BHTER-LANDSBERG,
2000).

4.7 ,Cross-talk” zwischen kleinen G-Proteinen

Durch kleine G-Proteine ausgeldste Signalkaskadend shinsichtlich ihrer
Effektorfunktionen nur unvollstandig bekannt. Zudevird ein ,cross-talk” zwischen
den Mitgliedern der kleinen G-Proteine beschrielveodurch sich Méglichkeiten der
gegenseitigen Regulation ergeben (Abb. 63) (DENHARMD996; BAR-SAGI und
HALL, 2000; SAHAI et al.,, 2001). Eine Zuordnung tetender Effekte zur
Aktivierung oder Hemmung bestimmter GTPasen isthdles nicht nur allgemein,
sondern auch bei OL relativ schwierig. So wird @n titeratur beschrieben, dass Cdc42
in verschiedenen Zelltypen Rac aktivieren kanncives des Weiteren in der Lage ist,
Rho zu aktivieren oder zu hemmen (RIDLEY et al92;.9NOBES und HALL, 1995;
SANDER et al., 1999). Es gibt jedoch kein Beisfirgleine Aktivierung von Ras durch

Rho. Hingegen wird von einem hemmenden Effekt vais BRuf Effektoren von Rho
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berichtet. Mit onkogenem Ras transformierte SwiE3-2ellen zeigten eine
verminderte Aktivitat der Rho-Kinase (SAHAI et al2001). Eine gegenseitige
Deaktivierung wurde an Fibroblasten gezeigt, beietledas Ras-deaktivierende Protein
pl20RasGAP mit dem Rho-deaktivierenden Protein Rh&GAP komplexieren
konnte, was eine Inaktivierung beider GTPasen plgd-hatte (McGLADE et al. 1993;
BAR-SAGI und HALL, 2000). Neben einer gegenseitigdegativregulation kann auch
eine gleichzeitige Aktivierung stattfinden, zweichiige Ras-GEFs (SOS und Ras-
GRF) enthalten eine RhoGEF-Domane und konnten s&hi-Proteine simultan
aktivieren.

Auch tber eine mdgliche Negativregulation voroRhdurch RhoA wird berichtet: In
Fibroblasten von Maus und Ratte kam es zu einer BRheA vermittelten Kontraktion
durch Bildung von Stressfasern und Depolymerisatimm Mikrotubuli (ZHANG et al.,
1997). Da RhoG einen Mikrotubuli-abh&ngigen Trams@gur Translokation an die
Zellmembran, wo der Austausch zu GTP stattfindezndigt, kdnnte so eine
Aktivierung von RhoG verhindert werden (GAUTHIER-RUIERE et al., 1998).

Abb. 63: Potentielle Interaktionen kleiner G-Protene. Die GTP-gebundene und aktivierte Form einer
GTPase kann durch Interaktion mit einem entspretd@nGEF oder GAP die Aktivierung oder

Hemmung eines anderen kleinen G-Proteins bewirl@mch Interaktion von pl20RasGAP und
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p190RhoGAP kann die Inaktivierung von Ras mit eillgmmung von RhoA, Rac sowie Cdc42
einhergehen. Ost (Onkogen aus Ratten-Osteosarkdieny éteragiert mit Rac1-GTP und ist ein GEF
fur RhoA und Cdc42 (RIDLEY, 1995). SOS und Ras-GRWFei GEF-Proteine fir Ras, enthalten eine
GEF-Domane fiir Rho-Proteine und kénnen diese gteitiy aktivieren. (DENHARDT, 1996, mod.)

4.8 OL - Sst — Kleine G-Proteine im Uberblick

Infolge einer Sst-Behandlung begann in OL 48 h naefjabe eine lichtmikroskopisch
sichtbare Fortsatzretraktion; im weiteren Verlagtrahierten gebildete Fortsatze
vollstandig, zusatzlich kugelten sich OL ab und &ewen sich vom Boden der
Kulturschale abzulésen. Dass diesen morphologissteriénderungen durch FPP und
GGPP entgegengewirkt werden konnte, implizierte @&eteiligung kleiner G-Proteine
(Abb. 64).

Infolge einer fehlenden Prenylierung war die Nbeamassoziation von p21Ras, RhoA
und RhoG gestort. Bei p21Ras fuhrte dies zu eineeiBrachtigung der dariber
laufenden Aktivierung des MAPK-Signalweges und eingamit verbundenen
verminderten Synthese von Myelinproteinen.

RhoG wird als in OL angereichert berichtet. Egegentber Kontrollen schwéchere
Interaktion von RhoG mit dem Effektor EImo2, derd@GTP erkennt, wies auf eine
unter Sst geringere RhoG-GTP Konzentration hin. rU@ock-down® von RhoG
durch Transfektion liel3 sich keine zwingende Notgkeit flr die Fortsatzbildung in
differenzierten OL nachweisen. Eine Stoérung des ruldehoG laufenden
Vesikeltransports, Uber den auch MBP-mRNA zum Myddeférdert wird, koénnte
allerdings zu einer verminderten Myelinisierungtizgen.

Im Gegensatz zu p21Ras und RhoG ging die SséRRiang erstaunlicherweise mit
einer Erhéhung der GTP-gebundenen Formen von RiRekl und Cdc42 einher.
Griunde hierfur konnten die fehlende Interaktion RitoGDIs mangels Prenylierung
und der daraus resultierende spontane Austaus@nd&gP, eine zur Aktivierung nicht
zwingende Membranassoziation sowie das Wirken wmispeher oder zytosolischer
GEFs sein. Im Gegensatz zu bisherigen AnnahmenenR€@ICK unter Sst Giber RhoA-
GTP aktiviert.

Uber Cdc42 gebildete ,Mikrospikes* fehlten vedisdig, was eine Inaktivierung des
dazu fuhrenden Signalweges impliziert. Weiterhimi&n Racl und Cdc42 an einer

durch Sst ausgelosten Aktivierung der SAPK betedein.
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Abb. 64: Postulierte Mechanismen der durch Sst henrgerufenen Effekte in Schweine-OL. Infolge
einer durch Sst-Behandlung hervorgerufenen Hemmuey Prenylierung kleiner G-Proteine
akkumulierten diese im Zytosol. p21Ras war nichhmia der Lage, ERK1/2 zu aktivieren, was zur
Fortsatzretraktion und Hemmung der Synthese vonlikfy®teinen fuhrte. Rho-Proteine konnten via
fehlender Prenylierung nicht mehr mit GDIs intesagn; Uber zytosolische GEFs, fehlende Interaktion
mit GAPs oder spontanen Austausch von GDP gegen fGiiiie dies zu einem Anstieg der aktivierten
Formen von RhoA, Racl und Cdc42. RhoA-GTP aktivR@CK, das vermutlich tGber Bildung von
Stressfasern und deren Inserierung an fokalen Aaltgiontakten zur Fortsatzretraktion fihrte. Aregin
Initiation der Apoptose sind wahrscheinlich nebdroR-GTP auch Rac1-GTP und Cdc42-GTP beteiligt;
lichtmikroskopisch waren unter Sst keine ,Mikrosgsk mehr erkennbar. Einzig fir RhoG wurde eine
gestorte Interaktion mit dem Effektor EImo2 nachggsen. Eine Bedeutung von RhoG fir das

Fortsatzwachstum konnte nicht nachgewiesen werdiee, Storung des Transports von MBP-mRNA
zum Myelin aber denkbar.
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5. Wirkung von Simvastatin auf primar kultivierte Maus e-
Oligodendrozyten

Fur die in dieser Arbeit geplanten in vivo Untetsuiegen an C75BL/6N Mausen war
Voraussetzung, dass die in vitro beobachteten skt in Schweine-OL denen von
kultivierten Mause-OL ahneln. Fir einen derartigégrgleich wurden drei Kriterien
gewahlt: Morphologische Veranderungen, Hemmung @Géplesterinsynthese und
Aktivitat der MAPK ERK1/2.

Dies war insofern wichtig, da sich in der LitemaHinweise finden lie3en, dass im
Zuge einer Sst-Behandlung bei Mausen die Expresdem HMG-CoA Reduktase
gesteigert wird, um dem inhibitorischen Effekt eaggnzuwirken. Es wurde davon
berichtet, dass die Behandlung mit 100 mg Sst/kgt.bnach 3 Tagen zu keiner
signifikanten Veranderung des Cholesterinspiegets Gehirn fiihrte, einzig die
Synthese des Vorlaufermolekils Lathosterol war wedert (THELEN et al., 2006).
Gleichzeitig wurde aber eine Erhéhung der HMG-Coédiktase-mRNA um 60 %
beobachtet. Dies hatte zur Folge, dass die Funkiieiner GTPasen nicht beeinflusst
wird. Hingegen Dberichteten JOHNSON-ANUNA et al. @30 dass der
Cholesteringehalt im zerebralen Kortex von C57BM@usen, denen 21 Tage bei
taglicher oraler Applikation 50 mg Sst/kg b.wt. aereicht wurden, um 13 % verringert
war. Eine gestiegene Expression der HMG-CoA Redektsavurde dabei nicht
festgestellt.

Die bei kultivierten OL von C57BL/6N Mausen unteSst beobachteten
morphologischen Verdnderungen waren mit denen lobw&ine-OL vergleichbar:
Fortsatze retrahierten, OL rundeten sich ab undarmegn sich vom Boden der
Kulturschale abzulésen. Da in der Kultur noch edhdrer Prozentsatz an Fremdzellen
zu sehen war, erfolgte der Nachweis von OL immudyemisch tber Darstellung von
MOSP. Damit wurde sichergestellt, dass sich diebaelteten morphologischen
Veranderungen auf OL bezogen. Bemerkenswert wargdgentber Schweine-OL
erhebliche Reduktion des Cholesterinspiegels, #ik iach Zugabe von Sst (5 uM) ca.
45 % betrug. Warum ein so grol3er Unterschied zw8icte-OL bestand ist unklar, eine
maogliche Ursache ware das verschiedene Reifestadam®L. Wahrend es sich beim
Schwein um adulte, vollstandig differenzierte OlLndielte, wurden Mause-OL aus

Embryonen des Stadiums E15-E17 isoliert. Eine robigliErklarung wéare daher, dass
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die Storung einer hohen Cholesterinsyntheseratieisem Stadium starker zu Buche
schlagt.
Da die Aktivitat von ERK1/2 um ca. 45 % verringevurde, war ein weiteres

wichtiges Kriterium fir die in vivo Analyse des S&hflusses auf Mause-OL erfillt.

6. Einfluss von Simvastatin auf die Remyelinisierungn vivo

In der Literatur lassen sich eine Reihe von Hinerinden, dass lipophile Statine wie
Sst fur die Wirksamkeit als Inhibitor der HMG-CoAe®uktase im Gehirn die Blut-
Hirnschranke in einem therapeutisch relevanten ABsmpassieren konnen
(FASSBENDER et al., 2002; GERTZ et al., 2003; KIR&€& al., 2003). Auch in dem
experimentell herangezogenen EAE-Modell, bei denmme eiT-Zell vermittelte
Immunantwort im Gehirn mit einer Demyelinisierunigteergeht (RIVERS et al., 1933;
IGLESIAS et al., 2001; BUDDEBERG et al., 2004; GOEDal., 2006), wird z.T. von
einem Passieren der Blut-Hirnschranke ausgegan§en.wurde z.B. Uber eine
Wirksamkeit von Lovastatin im EAE-Modell der Ralterichtet; neben einer Reduktion
von Genen der Immunantwort, was in einer vermirgtetbfiltration von Immunzellen
in das lumbale Rickenmark resultierte, schien diglidhe Applikation von 2 mg
Lovastatin/kg b.wt. zusatzlich das Uberleben uné differenzierung von OL-
Vorlaufern zu verbessern (PAINTLIA et al., 2004; IRALIA et al., 2005). Uber eine
Reihe indirekter Methoden und Ergebnisse wurde ideipefir die Remyelinisierung

nitzlicher Effekt von Lovastatin beschrieben.

6.1 Cuprizon-Modell — Demyelinisierung

Wahrend der Focus beim EAE-Modell mehr auf der immatogischen Seite liegt, ist
das Cuprizon-Modell besser geeignet, um den Effekt Sst auf die Remyelinisierung
zu untersuchen. Bei der Anwendung einer Cuprizait-iommt es in C57BL/6N
Mausen zur Schadigung von OL (BLAKEMORE, 1973; KOMO et al., 1987,
MATSUSHIMA und MORELL, 2001). Warum durch Cuprizaginem Kupferchelator,
praferiert OL betroffen sind, ist noch nicht gergaklart. Einer Hypothese zufolge ist
eine fur die Aufrechterhaltung von Myelin benétigtohe Stoffwechselrate in
Mitochondrien von OL eine mdgliche Erklarung (MATSHIMA und MORELL,
2001). Infolge einer Diat mit Cuprizon bzw. nachsglzven kommt es zu einer De- und
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Remyelinisierung, die vorwiegend im Bereich despaosr callosum stattfindet; im
Gegensatz dazu sind Ausmald und Lokalisation daphés im EAE-Modell von Tier
zu Tier variabel und nicht vorhersehbar. Mikrogiben sind die einzig in einer durch
Cuprizon hervorgerufenen Lasion anwesenden immugredb wirksamen Zellen,
weshalb sich das Modell explizit zur Beurteilungnv&emyelinisierungsprozessen
eignet (MATSUSHIMA und MORELL, 2001).

In Anlehnung an Daten aus der Literatur erfolgie Cuprizon-Diat fir 6 Wochen,
eine nach Absetzen von Cuprizon beginnende Renisieliang sollte nach weiteren 6
Wochen nahezu vollstandig abgeschlossen sein (MERKIet al., 2005). Da bei
Beurteilung der De- und Remyelinisierung tUber Sd&estimmung des durch LFB-
PAS angefarbten Myelins quantitative Unterschiederelativ grob registriert werden
kénnen, wurde zusétzlich eine exakte VermessungAxamen und den dazugehdrigen

Myelinschichten tber TEM vorgenommen.

6.2 Sst-Konzentrationen

Nach Absetzen von Cuprizon wurde Sst in verschieddfonzentrationen taglich oral
appliziert: 1, 10 sowie 50 mg/kg b.wt. Die in datekatur aufgefihrten angewandten
Sst-Konzentrationen reichen bis 500 mg/kg b.wihstediese sehr hohe Konzentration
war Uber einen Anwendungszeitraum von 30 TagenQi2il M&usen nicht lethal
(DIAZ-ZAGOYA et al., 1999). Fur die Untersuchung rvoSst-Effekten auf
cholesterinhaltige Mikrodoméanen in der Plasmamembdas Gehirns wurde Sst
C57BL/6J Méausen in einer Konzentration von 50 mgtkat. fir 23 Tage oral
appliziert (KIRSCH et al., 2003). Eine Reduktionnvdreiem (nicht verestertem)
Cholesterin sowie eine Verdnderung der Cholesterieilung innerhalb der
synaptosomalen Membran waren Folgen der Behandl@dEN et al. (2002)
beobachteten antiinflammatorische, antiprolifeativ und proapoptotische
Mechanismen, die zur Verhinderung einer Restenes®vant sind, bei subkutaner
Verabreichung von 2 mg Sst/kg b.wt. (Niedrigdosmrgfuund 20 mg Sst/kg b.wt.
(Hochdosierung) bei C57BL/6J Mausen. Die in unsevamsuchen angewendeten
Konzentrationen erschienen deshalb als sinnvollnelzen der therapeutischen Dosis
von taglich 10 mg/kg b.wt. eine geringere (1 mdkgt.) sowie eine héhere (50 mg/kg
b.wt.) Sst-Konzentration eingesetzt wurden.
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Hinsichtlich der Bioverfugbarkeit wird angegebelass beim Mensch ca. 5 % einer
oral verabreichten Dosis Sst als aktiver HMG-CoA diléase-Hemmer den
Blutkreislauf erreichen (STANCU und SIMA, 2001);i leéner einmaligen Dosis von 80
mg Sst waren dies ca. 800 pg/l. Mit einer Elimioas-Halbwertszeit von ca. 2 h
(VREE et al., 2001) lagen die beim Mensch 4 h reinbr oralen Applikation maximal
erreichten Plasmakonzentrationen (CORSINI et @99) mit 3 ug/l (20 mg Sst,
OCHIAI et al., 1997) bzw. 10 pg/l (80 mg Sst, VREEal., 2001) deutlich unter der
oben angegebenen Bioverfugbarkeit. Zurlickzufuhserdies wahrscheinlich u.a. auf
die Absorptionsrate, die individuell zwischen 30uitd 98 % schwankt (CORSINI et
al., 1999). Trotz der geringen Bioverfugbarkeitchéen die verabreichten Dosen aus,
um eine Hemmung der HMG-CoA Reduktase zu bewirk@nPlasmakonzentrationen
waren deutlich hoher als deg-Wert, der fir den Statin-Enzym-Komplex zwischeh O,
und 2,3 nM liegt. Infolge der lipophilen Eigensdeaf war davon auszugehen, dass
auch im Hirn eine effektive Sst-Konzentration eshe¢iwurde, die unter pathologischen
Bedingungen einer MS, bei der die Blut-Hirnschrankekal permeabel ist,

wahrscheinlich noch héher liegt.

6.3 Demyelinisierung unter Cuprizon und Remyelinisierung unter Sst —
Morphologie

Die fur eine Analyse der Remyelinisierung voraustige Demyelinisierung konnte
nach 6-wdchiger Cuprizon-Diat lichtmikroskopischchgewiesen werden; mit einem
Score von O in der LFB-PAS Farbung war eine nahkamplette Entmarkung
erkennbar. In der TEM machte sich dies durch eimeassiven Myelinverlust
bemerkbar, neben unbemarkten Axonen waren aberraagtheinzelne myelinisierte zu
sehen.

Schon in der ersten Versuchsreihe, bei der @ertBilung einer Remyelinisierung
uber LFB-PAS Farbung erfolgte, zeichnete sich alssdlie Behandlung mit Sst (1, 10
und 50 mg/kg b.wt.) zu einer verminderten Remysierung fihrte. Wéhrend
Kontrolltiere 2 Wochen nach Absetzen von Cuprizoohas eine deutliche
Remyelinisierung zeigten, war unter Sst kaum eimgb¥sserung erkennbar. In den
folgenden zwei Wochen fand jedoch auch bei diesereii eine Remyelinisierung statt.
Bis zum letzten untersuchten Zeitpunkt der erstemeS4 Wochen) zeigten Tiere unter

Sst eine verminderte Remyelinisierung, wobei déarkste hemmende Effekt bei der
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hochsten Dosierung auftrat. Eine Tendenz der Esflahme von Sst auf die
Remyelinisierung war nach LFB-PAS erkennbar, gereageantitative Daten wurden
jedoch in einer zweiten Serie elektronenmikroskdpigrmittelt; dabei wurden die
eingesetzten Konzentrationen und Behandlungsze&ntsprechend den Ergebnissen
der ersten Serie verandert. Es erschien sinnviellBdobachtungsperiode unter Sst auf
6 Wochen auszudehnen, da die Remyelinisierung beitrilitieren 6 Wochen nach
Absetzen von Cuprizon nahezu vollstandig abgessbtos sein sollte. Aus
versuchstechnischen Griinden wurden nur zwei Ssk¢dmtionen, ndmlich 10 und 50
mg/kg b.wt., angewendet. Uber Ausmessen von Axameth Myelin ergaben sich
eindrucksvolle Resultate: Einhergehend mit DatanLiteratur waren nach 6-wochiger
Cuprizon-Diat rund zwei Drittel der Axone demyetigrt (MERKLER et al., 2005).
Dass keine, wie Uber LFB-PAS dargestellte komplBienyelinisierung nachweisbar
war, liegt darin begriindet, dass bei der TEM ahsat lateralen die medialen Bereiche
des corpus callosum ausgewertet wurden, die auch.FB-PAS nach 6 Wochen
Cuprizon noch Myelin aufwiesen. In diesen Kontrelitn waren 3 Wochen nach
Absetzen der Cuprizon-Diat wieder ~66 % der Axongelimisiert; nach insgesamt 6
Wochen waren diese Tiere hinsichtlich der Myelmisng den ,age-matched”
Kontrollen &hnlich (-89 % myelinisierte Axone). Einn Sst-behandelten Tieren
stattgefundene Remyelinisierung, die, wie berelisr iLFB-PAS Farbung detektiert,
nach dreiwochiger Sst-Applikation deutlich verzdgerar, verbesserte sich in den
folgenden drei Wochen nur unwesentlich: Im Verdlemu 3 Wochen Sst (~52 %
myelinisierte Axone) betrug der Anteil der myelieiten Fraktion nach 6 Wochen Sst
~56-58 %.

Eine weitere Interpretation der Remyelinisierwgrgibt sich zusatzlich tber die G-
ratio, dem Verhéltnis von Axon- zu Faserdurchmeg¢é&on + Myelin) (FOSTER et
al., 1980; THOMAS et al., 1997). Da hier nur mysdiarte Axone in die Auswertung
einbezogen wurden, erlauben diese Werte eine Blemgeder Remyelinisierung.
Wahrend sich die G-ratio bei Kontrolltieren, ausgah vom Wert 0,93 zum Zeitpunkt
des Absetzens von Cuprizon, in den folgenden 6h&fo@uf 0,82 verringerte, zeigten
Tiere nach 6-wochiger Sst-Behandlung mit einer t®ravon 0,90 eine kaum
stattgehabte Remyelinisierung. Die G-ratio derdi#ochen mit Sst behandelten Tiere
war gegenuber der einer 3-wodchigen Sst-Applikatram unwesentlich verringert,
hingegen zeigten Tiere ohne Sst eine deutlich dicke/iederbemarkung. Eine
fortschreitende Remyelinisierung war demzufolge eralb der letzten 3
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Behandlungswochen kaum erkennbar, die Dicke vonliNyé@nderte sich praktisch

nicht mehr. Unterschiede zwischen den Sst-Konzeoren waren nicht feststellbar.

Ausgehend davon, dass die Dicke einer Myelinlamel20-140 A betrégt, lieR sich via
Dicke der Myleinschicht die Anzahl umwickelnder Lellen abschatzen. ,Age-

matched“-Kontrollen wiesen ~5-6 Lamellen pro Axoof,anach Behandlung mit

Cuprizon sank der Wert auf ~1-2. Wahrend Axone Kentrolltiere 6 Wochen nach

Absetzen der Diat wieder von ~4-5 Lamellen umwitkedren, zeigten Sst-behandelte
Tiere zu diesem Zeitpunkt nur ~2-3 Myelinlamellen pxon.

Eine von PAINTLIA et al. (2005) dargestellte ¥Yesserung der Remyelinisierung bei
Lewis-Ratten nach Behandlung mit 2 mg Lovastatinbkgt. (i.p.) im EAE-Modell
wurde durch Forderung des Uberlebens und der RBiffaerung von OL-
Vorlauferzellen begrindet. Als Kriterium fir einertaesserte Remyelinisierung galt der
Gehalt an Cerebrosiden, Sulfatiden und Sphingomyddeziglich der Lovastatin-
Konzentration ist anzumerken, dass DIOMEDE et aR00Q) in einem
Entziindungsmodell der Haut erst ab einer Konzeaotraton 5 mg Lovastatin/kg b.wt.
eine signifikante Hemmung der HMG-CoA Reduktasesaesonnten. Eine Forderung
des Uberlebens und der Differenzierung von OL duBsh war im Cuprizon-Modell
nicht nachweisbar. Dass dieser Befund mit einevitio stattgefundenen Stimulation
von RhoA-Signalkaskaden korreliert, wurde beredn ™I et al. (2005) berichtet; eine
Aktivierung von RhoA ging bei OL in vitro sogar miginer Hemmung der
Differenzierung und bei der Maus in vivo mit eir&trung der Myelinisierung einher.
Die Uber NogoA detektierte OL-Zahl war infolge ei@st-Behandlung nicht wesentlich
verandert. Dies impliziert, dass allein die zur Rehmisierung filhrenden
Mechanismen gehemmt waren.

Wie HIREMATH et al. (1998) beschrieben, fand weild der Behandlung mit
Cuprizon eine Aktivierung von Mikrogliazellen stattie infolge des Absetzens von
Cuprizon wieder zuriickging. Uber eine von KUIPERSSak (2006) beschriebene
Verhinderung der Aktivierung und Migration von Midgliazellen kann hier keine
Aussage gemacht werden, da nach Absetzen von ©upkeine weitere Aktivierung
erfolgte und die Zahl bei Kontrollen und Sst-beledteh Tieren gleichmaliig
zurtuickging.

Eine infolge von Cuprizon aufgetretene geringblfyeschadigter Axone liel3 sich nur
Uber APP-Farbung nachweisen (MERKLER et al., 200%) ging nach Absetzen der
Diat in Kontrollen und Sst-behandelten Tieren dieiRig zuriick. Bereits SATTLER
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et al. (2005) hatten bei einer MOG-induzierten sigten Neuritis gezeigt, dass die
Applikation von Sst keinen positiven Einfluss aesghadigte Axone hat.

6.4 Demyelinisierung unter Cuprizon sowie Remyelinisieung unter Sst —
Myelinproteine

Klare Effekte einer Demyelinisierung durch Cuprizowie einer durch Sst induzierten

Hemmung der Remyelinisierung zeigte die im WesBiat dargestellte Expression von

Myelinproteinen. Dass eine durch Behandlung mit em mediierte

Demyelinisierung mit einer Reduktion von Myelingeimten einhergeht, zeigten bereits

JUREVICS et al. (2002) am Beispiel von MBP.

Ausgehend von den nach Cuprizon verringert nagbaren Myelinproteinen MBP,
PLP und CNP stieg deren Expression in Kontrollhenach Absetzen der Diat wieder
an. Im Gegensatz dazu war, einhergehend mit dektreenmikroskopischen
Auswertung, die Expression unter Sst deutlich vedait, ein wesentlicher Unterschied
zwischen 10 mg Sst/kg b.wt. sowie 50 mg Sst/kg.bmar nicht sichtbar. Auffallig war
dabei, dass gerade CNP, das in vitro den geringsteteil einer verminderten
Neusynthese unter Sst ausmachte, in vivo hinsithttier Expression am starksten
betroffen war. Eine mdogliche Ursache dafir wurdéosc von DeANGELIS und
BRAUN (1996) beschrieben und liegt darin begrindiztss CNP posttranslational
modifiziert wird, was fir eine Membranassoziatiomduden Einbau in Myelin
notwendig ist. Auch bei Ratten wurde in vivo eiraenderter Einbau von CNP durch
Behandlung mit Lovastatin nachgewiesen und auf defdende Prenylierung des
Myelinproteins zurtickgefuhrt (SEPP-LORENZINO et , all994). Von einem
verminderten Einbau waren auch unprenylierte Mygbteine wie z.B. PLP und MBP
betroffen, deren Transport zur Myelinmembran undiger Einbau vesikular ablaufen
(CULLEN und WEBSTER, 1977; BRAUN et al., 1980; COAM et al., 1982). An
einer Regulation vesikularer Transportprozesse ld@ide G-Proteine beteiligt (HALL,
1990). Eine durch Sst hervorgerufene fehlende Mezopg und beeintrachtigte
Funktion von p21Ras und RhoG (sowie Rab-Proteikénhten somit den vesikularen
Transport stéren und fir einen verminderten Einban PLP oder MBP in Myelin
verantwortlich sein (SEPP-LORENZINO et al., 1994).

Durch die in vivo Daten kann eindeutig belegtrdem, dass Sst innerhalb der

untersuchten Behandlungszeit zu einer deutlichemrhigng der Remyelinisierung
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fuhrt, und die zugrunde liegenden Mechanismen aumere Stérung der zur
Remyelinisierung fihrenden Prozesse in OL beruhen.

7. Einsatz von Simvastatin bei MS

Bisher gibt es zwei kleine klinische Studien, i &atine (Sst und Lovastatin) zur
Behandlung einer MS eingesetzt wurden. VOLLMERIe{2004) untersuchten bei 30
Patienten mit chronisch fortschreitender MS denfl&ss einer taglichen Dosis von
80 mg Sst auf die Entstehung neuer Gadolinium-angjegrter Lasionen (GdL). Eine
Behandlung mit Sst konnte die Anzahl neu entstedre@diL vermindern. Die mit Sst
zu behandelnden Patienten dieser Studie wurdemlialds aufgrund der im MRT-Scan
erscheinenden GdL ausgewahlt, die synonym fir negisonen und damit einen
aktiven Krankheitsverlauf sind. Als Vergleich dientPatienten mit einer chronisch
fortschreitenden MS ohne GdL, eine PlacebogruppéefeWie auch von POLMAN
und KILLESTEIN (2004) kritisiert, folgt in Patiemenach Entstehung einer L&sion
auch ohne zusatzliche Behandlung wieder eine Riduktdes aktiven
Krankheitsverlaufes, der natirlich Patienten demtkalgruppe, die im weiteren
Verlauf neue GdL entwickeln, gegentiberstehen. DisviEklung neuer GdL als Mal3
einer Reduktion des Krankheitsverlaufes unter 8stisehen ist daher fraglich. Zudem
wurde unter der angegebenen Dosis keine Verdndemsy Expression von
immunologischen Markern wie Oberflachenmolekuileflaaukozyten oder Zytokinen
im Gehirn gefunden, Effekte, die unter dem Einflusa Sst verandert sein sollten. Von
einer unveranderten Expression der Zytokine TNREnd IL-6 berichteten auch
ERIKSTRUP et al. (2006) nach 14-tdgiger Applikation 20 mg Sst. Es stellt sich
damit die Frage, ob die von VOLLMER et al. (2004rwendete tagliche Dosierung
von 80 mg ausreichend ist um die gewtinschten #atiimatorischen Statineffekte im
Gehirn zu erzielen. Bei Anwendung hdherer Dosenvistde von SCHULZ et al.
(2004) angemerkt, dass dies mit einer Stérung maleo Reparaturmechanismen
einhergehen konnte. Auch auftretende Nebenwirkungeon denen toxische
Myopathien zu den schwerwiegendsten zahlen, mibserder Anwendung hoher
Dosen bedacht werden. Andererseits muss eine SditkApon nicht zwingend mit
einer antiinflammatorischen Wirkung verbunden sé&no: berichteten KIENER et al.
(2001) von einem Anstieg der Produktion von Zytekirwie IL-8, IL-1 und TNF-

bei humanen Monozyten unter 5 pM Sst. Eine HocHedigm inflammatorischer
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Molektle kann tber ROCK erfolgen (TAWARA und SHIM@KVA, 2007). Dass eine

Hemmung der Synthese von Isoprenoiden proinflamnsatee Wirkungen nach sich
ziehen kann, kommt bei der Mevalonatazidurie zunsdkuck. Bei dieser Krankheit
treten infolge eines Defekts der Mevalonatkinase f@éhlender Isoprenoid-Synthese
systemische Entzindungen auf, die u.a. durch pedoe Fieberattacken

gekennzeichnet sind (HOUTEN et al., 2003).

Gegentber VOLLMER et al. (2004) untersuchten SENal. (2003) bereits zuvor in
einer kleinen Studie die Wirkung einer taglichensBovon 40 mg Lovastatin auf die
Entstehung neuer GdL bei 7 Patienten mit chronisdchreitender MS. Zunachst war
auch ein Riuckgang neuer GdL zu verzeichnen; eim dabh Beginn der Therapie
entwickelten jedoch 5 der 7 Patienten neue Lasi¢S8&NA et al., 2004). Daher lassen
Ergebnisse einer von VOLLMER et al. (2004) durckiheten Studie mit Sst fur 6
Monate keine Aussage Uber einen inhibitorischeekEfauf die Progression der MS zu.
In diesen Studien wurde der Aspekt einer Remyeéinieg aul3er Acht gelassen, doch
gerade diese ist fir eine Restitution des axongaleegungsablaufs und die Reduktion
sich sekundar einstellender axonaler Schadigungutedd und sollte bei einer MS-
Therapie bedacht werden (LASSMANN et al., 1997).

Die durch Sst in vitro bei OL hervorgerufene tBatzretraktion, der eintretende
Zelltod und eine reduzierte Myelinproteinsyntheseden durch in vivo Daten, die eine
durch Sst hervorgerufene Hemmung der Remyelinisgerund Myelinproteinsynthese
zeigten, komplementiert und implizieren einen negat Effekt hinsichtlich einer
Remyelinisierung bei MS. Fur eine hypothetischerttagung dieser Daten auf humane
OL ist hinsichtlich der in vitro und in vivo eingszten Konzentrationen, die flir eine
Immunmodulation beim Mensch verwendete Dosierungemschliel3en, die
speziesabhéngige Sensibilitat von OL fur Sst zuebken. MIRON et al. (2007)
beschrieben, dass Ratten-OL ab einer Konzentratvmm 1 pM Sst eine
Fortsatzretraktion zeigten, wahrend bei humanendi@s bereits ab 100 nM Sst zu
beobachten war.

Da sich anhand des von uns gewahlten Behandlatigaims in vivo, der maximal 6
Wochen betrug, keine Aussage Uber eine Remyeliaisgenach langfristiger Einnahme
von Sst machen lasst, bleibt die Frage offen, @Remyelinisierung zwar zunéachst
verzogert, aber dennoch bei langerer Therapietéolisg ablaufen kann. Vergleiche der
Behandlungen fiir 3 und 6 Wochen zeigten, dass eimarRemyelinisierung stattfindet,
die allerdings im weiteren Verlauf der BehandluBgWfochen) noch starker gehemmt
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zu sein scheint als kurz nach Beginn der Therapre.Vergleich dazu zeigten

Kontrolltiere, dass 6 Wochen nach Maximum der Ddmiggerung wieder eine nahezu
vollstdandige Remyelinisierung stattgefunden hat. rd#&0 man vom Ablauf der

Remyelinisierung unter Sst im Cuprizon-Modell aufie d Wiederbemarkung

demyelinisierter Areale des Menschen extrapoliesrgabe sich ein klarer negativer
Effekt.

8. Weitere Aspekte zum Einsatz von Simvastatin

In der vorliegenden Arbeit konnten einige Aspek&debchtet werden, die mit einer
Wirkung von Sst auf OL und Remyelinisierung verbemdsind. Aus deren
Untersuchungen haben sich weitere Fragen ergeberz.B: Giber welchen Weg ROCK
eine Fortsatzretraktion vermittelt und wie eine Hamng von ROCK zur verstarkten
Fortsatzverzweigung fiihrt, welchen Einfluss Rac-Gifld Cdc42-GTP auf Effektoren
des Zytoskeletts haben, ob RhoG bei der EntwickkorgOL essentiell ist und welche
Regulationsmechanismen zwischen den kleinen G-Rertebestehen. In dieser Arbeit
konnte nur ein begrenztes Spektrum kleiner GTPas&rsucht werden; zum genauen
Verstandnis der durch Sst beeinflussten Signalwege OL muss die Beteiligung
weiterer kleiner G-Proteine in Betracht gezogendeer so z.B. Rab-Proteine, die am
vesikularen Transport beteiligt sind (TAKAI et a2001). Es konnte gezeigt werden,
dass Rab-Proteine wéahrend der Differenzierung vdn a@gereichert und beim
Transport von Proteinen zu Myelin beteiligt sindOBRIGUEZ-GABIN et al., 2001;
RODRIGUEZ-GABIN et al.,, 2004). Uber Prenylierung tmGGPP werden der
Transport von Rab-Proteinen zur Zielmembran soweeem dortige Verankerung
ermoglicht (CHAVRIER et al., 1991). Eine Beeintrighng der Funktion von Rab
unter Sst wére denkbar.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit galt der Autkig von Folgeerscheinungen eines
FPP und GGPP Defizits. Zwar bestiinde innerhalbr @wnentuellen MS-Therapie unter
Sst die Mdglichkeit, durch Zugabe von Mevalonatsdia Defizit und damit einer
verminderten Remyelinisierung entgegenzutreten;hddte allerdings zur Folge, dass
das priméare Ziel, Antiinflammation / Immunmodulatjaicht erreicht wirde, da diese
Uber Hemmung kleiner GTPasen mediiert wird.

Unter Sst werden aber auch weitere Stoffe de§SHBOA Reduktase-Weges wie z.B.

Ubichinon oder Dolichol nicht mehr synthetisiert.
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Ubichinon (Coenzym Q) enthalt eine Isoprenoidebéette, Uber die eine
Membranverankerung erfolgt; fir den Energiemetabalis in Mitochondrien ist es
essentiell. Eine Erhéhung der Ubichinon-Konzerraiim Hirn ging im Mausmodell
der amyotrophen Lateralsklerose mit einem neuregtoen Effekt einher
(MATTHEWS et al., 1998). Die Hemmung der Synthesa Wbichinon via Sst wirde
diesem neuroprotektiven Effekt entgegenstehen.eweit eine derartige Stérung des
Energiemetabolismus auftritt und eventuell zum adgndroglialen Zelltod beitragt,
bedarf weiterer Untersuchungen.

Dolichol fungiert in seiner aktivierten Form af3ligosaccharid-Carrier fur die
Glykosylierung von Proteinen; diese Modifizierursg w.a. fir die Membraninserierung
von z.B. Kanalproteinen oder Rezeptoren von Waaohstaktoren notwendig
(LARSSON, 1996; SCHENK et al., 2001). Sst-Nebenwirgen wie Schlafstérung und
Depression werden u.a. auf eine reduzierte Syntlwese Dolichol zurlckgefihrt.
SIDDALS et al. (2004) zeigten, dass es infolge efd@tinbehandlung zur Hemmung
des IGF- (,Insulin-like Growth Factor) Signalwegésm. Da auch TrkA fur eine
Membraninserierung glykosyliert wird (WATSON et,d999), ergibt sich eine weitere
potentielle Ursache fir eine Storung der p2lRas-KiARynalkaskade und die
Unwirksamkeit von NGF unter Sst.
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V  Zusammenfassung

Sst wurde aufgrund seiner antiinflammatorisch / immodulatorischen Wirkungen als
maogliches Therapeutikum fur die MS in Erwagung gego Wesentlich dabei ist eine
Hemmung der HMG-CoA Reduktase, die zu einer Reduzgevon Mevalonat sowie
den Folgeprodukten FPP und GGPP fluhrt. Da die ifieneRemyelinisierungsprozess
entscheidenden Signalwege Uber kleine G-Proteingena fir deren Funktion eine
Prenylierung mit FPP und GGPP wichtig ist, wurdéetsucht, welchen Einfluss Sst
auf die Fortsatzbildung von kultivierten Schweink-On vitro und auf die
Remyelinisierung bei C57BL/6N M&usen in vivo hat.

In vitro flhrte die Behandlung mit Sst zu einégodendroglialen Fortsatzretraktion,
die Zellen kugelten sich ab und begannen, sichdemKulturschale abzulésen. Nach
72 h waren ca. 15 % der OL apoptotisch, wobei eAktivierung von Caspase-3 und
SAPK/INK kam. Fur die Aktivierung von SAPK/JNK ieine Beteiligung von ROCK
sowie Cdc42 und Racl denkbar. Morphologische Verdmgjen konnten grof3tenteils
auf eine verminderte Synthese der Intermediate GGRIPFPP zurlckgefiuhrt werden,
die fur eine Prenylierung kleiner G-Proteine notdignsind. Eine Stdrung der
Membranassoziation durch fehlendes FPP und GGPHEewlir p21Ras, RhoA und
RhoG nachgewiesen. Durch Zugabe von Mevalonat um@PR5 konnte der
Fortsatzretraktion  entgegengewirkt  werden; eine emnt Sst reduzierte
Membranassoziation von p21Ras und, exemplariscRHia-Proteine, RhoA war nach
Zugabe von Mevalonat nicht mehr nachweisbar. Zlishtgelang es erstmals Uber
Transfektion zu zeigen, dass auch FPP in der Lage wdie reduzierte p21Ras
Membranassoziation zu korrigieren.

Uber Reduktion der Konzentration an p21Ras-GigHehlender Prenylierung kam es
unter Sst zu einer Hemmung des p21Ras-MAPK-Sigrgdeie was sich in einer
verminderten Aktivierung von ERK1/2 bemerkbar mach&ine Hemmung der
Aktivitat von ERK1/2 ging neben der Fortsatzretiakt mit einer verminderten
Synthese von Myelinproteinen einher.

Eine Stérung der Aktivierung von Signalkaska#tennte auch fir RhoG beobachtet
werden. Da fir RhoG bisher kein Aktivitidtsassayaétliches ist, wurde eine Methode
fur den Nachweis der aktivierten, GTP-gekoppeltemtentwickelt. Eine in Kontroll-
OL nachweisbare Interaktion mit einem Effektor, BEnfand unter Sst nicht statt. Da
RhoG fur den Transport von MBP-mRNA zur Myelinmearbrvon Bedeutung ist,
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kénnte eine gestdrte Funktion den Myelinisierungspss beeintrachtigen. Dass RhoG
fur das Fortsatzwachstum zwingend notwendig istr v den hier verwendeten
differenzierten OL nicht feststellbar; mit RhoG-BIR transfizierte OL waren
morphologisch nicht von Kontrollen unterscheidbar.

Im Gegensatz dazu war eine unerwartete ZunalumdoA-GTP, Racl-GTP sowie
Cdc42-GTP infolge der Sst-Applikation zu registier Mehrere Faktoren kénnten
dabei eine Rolle spielen: Bei fehlender Prenyligrliommt es zwar nicht zu einer
ansonsten benétigten Membranassoziation aber awth zu einer Interaktion mit
Negativregulatoren wie GDIs. Bei normalerweise ‘amdenem GTP-Uberschuss
(OLOFSSON, 1999) konnte ein Austausch zu GTP spoaotier durch zytosolische
GEFs erfolgen; daneben ist eine fehlende Interaktiit membrangebundenen GAPSs,
die ebenfalls eine Prenylierung dieser Proteinétigen, denkbar.

Uber RhoA fand in OL unter Sst eine Aktivierumgn ROCK statt; allerdings war
keine ROCK-vermittelte MLC-Aktivierung tber PhospyWieerung nachweisbar. Eine
Hemmung von ROCK fuhrte zur vermehrten Fortsatziniff was eventuell
therapeutisch genutzt werden kdnnte.

Durch Racl gebildete ,Mikrospikes® waren nachgdbe von Sst nicht mehr
erkennbar; welche Auswirkungen die Aktivierung v®acl und Cdc42 auf Strukturen
des Zytoskeletts haben, muss noch naher unteragcten.

Fur in vivo Untersuchungen, die an C57BL/6N Méuggeplant waren, galt es
sicherzustellen, dass Befunde an Schweine-OL auwksBl@bertragbar sind. Dazu wurde
die Wirkung von Sst auf primare OL des oben geremi@tammes untersucht. Eine
Fortsatzretraktion, Abnahme des oligodendroglialénolesterinspiegels sowie die
Reduktion der ERK1/2-Aktivitat waren auch hier urfsst zu verzeichnen.

Die in vitro Befunde implizierten einen negatnv8st-Effekt auf die Myelinsynthese
durch OL. Eine damit verbundene Relevanz auf diemy&inisierung in vivo wurde an
Mausen, die eine durch Cuprizon hervorgerufene E#mgierung hauptsachlich im
Bereich des Corpus callosum aufwiesen, analy$iexth Absetzen von Cuprizon waren
~ 66 % der Axone demyelinisiert. Unter 1, 10 undnd@ Sst/kg b.wt. verzdgerte sich
im Vergleich zu Kontrollen die Remyelinisierung den. Wahrend Kontrolltiere 6
Wochen nach Absetzen von Cuprizon hinsichtlich rifdyelinisierung fast
Kontrollniveau erreichten (89 % myelinisierte Axgnearen unter Sst nur maximal 58
% der Axone myelinisiert. Zuséatzlich zeigte die @tR, bei der bemarkte Axone
ausgewertet wurden, eine unter Sst verminderteeDitek Myelinschicht, d.h. weniger
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Lamellen. Dass die Zahl an OL unter Sst unverangart implizierte eine Hemmung
der zur Remyelinisierung fihrenden Signalwege. Béocisch war eine Reduktion der
exprimierten Myelinproteine MBP, PLP und CNP nacisbar.

Da das Maximum der Statintherapie in dieser Arbei 6 Wochen lag, bleibt offen,
ob es bei dem Cuprizon-Modell unter Sst nicht nuemner verzégerten, sondern auch
zu einer unvollstandigen Remyelinisierung kommt.

Die Strategie einer MS-Therpie sollte sowohl eeinReduktion der
Entziindungsprozesse sowie eine Forderung der Resi@iung beinhalten. Auf jeden
Fall sollte eine eingeschlagene antiinflammatoesciiherapie nicht einem
Remyelinisierungsprozess entgegenstehen und eVllentuezu einer
Verlaufsverschlechterung (s. TNFTherapie) fuhren. Zu bedenken ist weiterhin, dass
es sich bei der MS nicht wie bei Cuprizon um emgslares Ereignis handelt, sondern
Demyelinisierungsherde in Schiiben auftreten.

In Anbetracht der in vitro und in vivo aufgezeig Daten, die eine Hemmung der
Remyelinisierungsprozesse unter therapeutischenK@stentrationen aufzeigten,

erscheint zunachst ein Langzeit-Einsatz von Ssti®eMS nicht empfehlenswert.
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VIl Anhang

Abkurzungsverzeichnis

A Angstréom (100 pm)

Abb. Abbildung

AK Antikorper

APP Amyloid Precursor Protein

APS Ammoniumperoxodisulfat-Stammlésung
ATP Adenosintriphosphat

AVP Antikorperverdinungspuffer

H2Obidest. destilliertes Wasser

Ara-C Cytosin-1-beta-D-Arabinofuranosid

BIS N,N’-Methylenbisacrylamid

BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
b. wt. Kdrpergewicht (body weight)

bzw. beziehungsweise

CaCb Calciumchlorid-Dihydrat

cDNA copy DNA

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DAG Diacylglycerol

d.h. das heil3t

DIV Tage in Kultur (days in vitro)

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ERK extrazellular signalregulierte Kinase

et al. und andere

EtOH Ethanol

FCS Fetal Calf Serum (Fetales Kélberserum)
FITC Fluorescein Isothiocyanat

FPP Farnesylpyrophosphat

FTI Farnesyltransferase-Inhibitor

g Gramm
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GBqg
GFAP
GGPP
GGTI
Grb2
h

HCI
HNO3
H.0,
HP
HPLC
HRP
g

I.p.
JNK
kDa
KH,PO,
KOH
L-[U-14C]-Leucin
I

Lsg.

M

mA
MAPK
MBP
MEK
MEKK
mCi
MEM
MG
mg
MgCl,
min

Mg

Gigabequerel

Glial Fibrillary Acidic Protein
Geranylgeranylpyrophosphat
Geranylgeranyltransferase-Inhibitor
Growth Factor Receptor - bound Protein 2
Stunde

Chlorwasserstoff (Salzsaure)
Salpetersaure

Wasserstoffperoxid
Hexose-Phosphat-Puffer

High Performance Liquid Chromatography
Horseradish Peroxidase

Immunglobulin

intraperetoneal

c-Jun-Amino (n)-terminale Proteinkinase
Kilodalton

Kaliumdihydrogenphopsphat
Kaliumhydroxid

Leucin mit radioaktiv markiertem KohleoEatom
Liter

Losung

Molar

Milliampere

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
basisches Myelinprotein (Myelin Basic Projein
Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase
Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kgea
Millicurie (radioaktive Einheit)

Minimal Essential Medium-Earle
Molekulargewicht

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minuten

Mikrogramm
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ul

ml

UM

mM

mm
mmol
MOG
mOs
MOSP
MRNA
MTT

Na
NaHCGs
NaF
NaH,PO,
NaHPO,
NagVO,
NGF

nm
NP-40
oD

oL

PAS
PBS

pH
PI3-Kinase
PIP,
PIP;
PKC
PLC- 1
PLP
PMSF
PNS
PVDF

Mikroliter

Milliliter

Mikromolar

Millimolar

Millimeter

Millimol

Myelin/Oligodendrozyten Glykoprotein
Milliosmol

Myelin/Oligodendrozyten spezifisches Protein
Messenger-Ribonukleinsaure
Diphenyltetrazoliumbromid

Natrium

Natriumhydrogencarbonat
Natriumfluorid
Natriumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natrium-Orthovanadat

Nerve Growth Factor

Nanometer

Nonidet-P40

optische Dichte

Oligodendrozyten

Perjodic acid Schiff
Phosphat-buffered Saline

Negativer dekadischer Logarithmus déréhen Konzentration
Phosphatidylinositol3-Kinase
Phosphatidylinositol(3,4)bisphosphat
Phosphatidylinositol(3,4,5)trisphopsphat
Proteinkinase C

Phospholipase Ct

Proteolipidprotein
Phenylmethan-Sulfonylfluorid
Peripheres Nervensystem
Polyvinylidenfluorid
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REM
RIPA
rpm

RT

S

S.
SAPK
SDS
SDS-PAGE
SiIRNA
Sos

Sst
TBS
TBST
TCA
TEM
TEMED
TMB
Trk

u.a.

U

uv
(VIv)
(Wiv)
z.B.
z.T.

z. Zt.
ZNS
[g%-P]-ATP

Rasterelektronenmikroskop
Lysepuffer

Umdrehungen pro Minute (roads per minute)

Raumtemperatur

Sekunde

siehe

Stress-aktivierte Proteinkinase
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
short interference RNA

Son of sevenless

Simvastatin

Tris-buffered Saline
TBS/Tween-20
Trichloressigsaure
Transmissionselektronenmikroskop
N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin
Tetramethylbenzidin

Tyrosin Receptor Kinase

unter anderem

Units

Ultraviolett

Volumen bezogen auf Volumen
Einwaage bezogen auf Volumen
zum Beispiel

zum Teil

zurzeit

Zentrales Nervensystem

ATP mit radioaktiv markiertem Phosphat
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