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PO T I T

Abb. 7: Gridwalk-Verhaltenstest: Im Lauftest Gber eine horizontale Leiter mit variablem Sprossenab-
stand macht die unverletzte gesunde Ratte keine Fehltritte (A), wéhrend verletzte Kontrolltiere
auch 15 Wochen nach Durchtrennung des Kortikospinaltraktes im Rickenmark h&ufig Fehl-
tritte zeigen (B). D: Versuchstiere, in denen verletzte Axone nach der pharmakologischen Be-
handlung zur Hemmung der Narbenbildung erneut auswachsen kénnen (in C Beispiel eines
regenerierenden Axons jenseits der Lasionsstelle), zeigen nur noch selten Fehltritte in diesem
Verhaltenstest.

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

Dabei wurde die Expression verschiedener neuronaler Markerproteine, wie Neurofila-
ment, B-I1I-Tubulin und Synaptophysin, sowie der neuronale Progenitormarker Double-
cortin signifikant heraufreguliert.”* Nach Inkubation der USSCs im XXL-Medium konnte
nicht nur die Expression verschiedener Neurotransmitter synthetisierender Enzyme, wie
z.B. die Tyrosinhydroxylase (TH), das Schliisselenzym dopaminerger Neurone, sondern
auch die Ausschiittung des Neurotransmitters Dopamin beobachtet werden.

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

23 Vgl. Miiller und Rosenbaum (2001).
% Vgl. Greschat et al. (2003).
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ist nicht auf ein einziges Tiermodell peripherer Neuropathien beschrinkt, sondern konnte
auch bei zwei weiteren CMT-Tiermodellen (CMT1B und CMT1X) nachgewiesen werden.

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

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

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

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

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

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

14 vgl. Stichel und Miiller (1998).

15 vagl. Silver und Miller (2004).

16 Vgl. Klapka et al. (2002) sowie Shearer und Fawcett (2001).
17 vgl. Silver und Miller (2004).
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Abb. 4: Modell der doméanenspezifischen Trans-Proteininteraktionen zwischen den beiden Myelinpro-
teinen PMP22 und PO.

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

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

Mit Hilfe der DNA-Array-Technologie konnten wir im Ischiasnerv von zwei Monate
alten C61-heterozygoten Mausmutanten im Vergleich zum Wildtyp insgesamt zwolf si-
gnifikant und differenziell regulierte Gene identifizieren. Darunter befanden sich in guter
Ubereinstimmung mit friiheren immunhistologischen Untersuchungen an Suralisnerven-
biopsien auch der p75-Rezeptor fiir Neurotrophine und das Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP)."2

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

10'Vel. Suter und Nave (1999).
11'Vel. Huxley e al. (1998).
12 Vgl. Hanemann et al. (1996).
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Molekularbiologie der Nervenregeneration
(Dr. Frank Bosse)

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

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

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

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

Im Einzelnen wurden die folgenden Fragen untersucht:

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

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

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

2 Vgl. Spreyer et al. (1990), Spreyer et al. (1991), Gillen et al. (1995) sowie Bosse et al. (2001).
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rungsverhalten dieser peripherer Gliazellen mittels so genannter Genexpressions-Arrays
untersucht. Mittels dieser Methode kann das Expressionsverhalten mehrerer Tausend Ge-
ne gleichzeitig analysiert werden, um auf diese Weise differenzierungsassoziierte Gene
zu identifizieren. Durch den molekularen Vergleich von sich entwickelnden peripheren
Nerven mit de- und regenerierenden Nerven im adulten Tier sowie den Genexpressions-
mustern kultivierter Schwannzellen konnte ein Netzwerk von Genen beschrieben werden,
dessen Aktivitdt mit der Schwannzelldifferenzierung korreliert.

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

Der Befund, dass Schwannzellen CXCR4 exprimieren, ist neu und aufgrund der mul-
tiplen Funktionen, die mit diesem Signaltransduktionsweg assoziiert sein konnen, fiir die
Schwannzellbiologie von groflem Interesse. Interessanterweise iiben die Zytokine TNF«
und TGF/31 einen Einfluss auf die Expression mehrerer dieser Gene aus (Abb. 3). Da diese
beiden Zytokine im verletzten Nerv ausgeschiittet werden, ist es sehr wahrscheinlich, dass
dieses Gennetzwerk tatséchlich mit dem lédsionsbedingten Differenzierungsverhalten von
Schwannzellen in Einklang steht. Unsere aktuellen Studien befassen sich mit der funktio-
nellen Analyse dieser Regulator- und Effektorgene.

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

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

6 Vgl. Kiiry et al. (2001), Kiiry ez al. (2002) sowie Kiiry et al. (2003).
7 Vgl. Suter und Scherer (2003).



“(yonu wir) yp 12 2ssog "[SA ¢

UUUQY USpULJNRIS (INBH ‘[SNIA g “Z) S9IQIqaS[AIZ SOp JUNIAIAIUUISY pun Suni
-QISIUI[OAWINY ‘WNISYOBMUOXY SIAIRIQUASAI SSBP ‘Uassednzue 0s SAION USUISYIBMID ‘Ud)
-Z)O[JOA SQUID UASSIUJINPAY UIOPUBIOA U pun ua1anid[dwoy nz 9ssdozoids3unpoimiug
UQLIQIAINEAI UONBIOUITY JOp PUIYeMm 9Ip Win ‘SIPUdMIOU UYOI[INULIOA IsT wielSordsuo
-JeIoUaZaY 2Yosifizads SIS ¢IST UQUONYBAISUONBIAUISSY JOpo/pun -o( Iny Yyosiyizads
ssep ‘ssnw U931 opunidnz wuweisoidusar) soyISISULNUL UL USUONR[NFIIUAL) UdLIdIZNpul
-SUOISB[ U2)A)Yorqodq Jop dJ[BH IOp IYpJo3un SSep ‘Yone I9qe SIUqa3rq SIsaIp 191ndpaq
SISIDIOPUY “Tem UIpIom 11d1znsousold uarpni§ I1oydsI3o[0IgsSunoImud JUIPIYISIOA
puRyUER $)1010q JOANZ JOP ‘PUBISUI() UId — JOPUIJIIL]S UISSOZ0IdSTUNOImM)UF] UOA SUNIAIAT)
-Yeoy QueIJIugIs aute uaAIoN Joroyduad uonerouaday uourjuods 10p 19q ssep ‘uorenjard
-IQJUT PuAYas UTYep YOIS ISS[ STuqadrg soso1(q ‘Sunddefreqn ueSnuezord-(g "ed 1oure ur
1AM NSO USWSIPeIE] USPIAQ SNE JUAD) 1AMIANNSAI S[00dUan) 1op YIIS[SIoA IOIIIP UL

(Tep Sunppoimiug 1op uone[midesyay Juld OS[e USYDI[JUISIAN W
UOneIUAZY 2Ip I[AIS ¢(Jne wweidords3unpoimuyg uoejeuisod uoussueIoTueloa wou
-19S NZ UIYOIUYY AueJusis saroN uaroydrad soure wiweidordsuoneiouaday ayosn
-Qua3 sep ISIOp -o8e1y UQJUBAQ[QI YOSISO[0Iq UIIPUE JOUTd JUNIL[ 1P SUN AYII[FQULID
‘uopInm JWWNSaq (UJBUOAl IQIP pun Se, WoUld USYISIMZ :WNenizs3unyonsiau)) suny
SYOIMIURAION udrejewisod Jop pualyem 91pni§ ude[ered Jouro ut AIp ‘uoyodos w ofjord
-SUONB[NZY UIISIZOSSLSUONBIOUITAI USIAIZIJIUIPT JOP YOIQ[SIOA IOUOSRWRISAS Urg
“UOPIOM LIQISLIONYRIBYD USSA[RUY USPUIYNJIDIOM Ul UNU SSOU
JXQJUOY] WASAIP UL U0 UN AJYBXd IY] "UAUUQY uaqnsne udAN Josoyduad sieizuajod
-SUONBIOUIZIY uauruods SOp JNBIOA USP Jne SSN[July UaSnydIM UdUId USUONUN Udyds
-1107e[NSAI JAIYI punISne dIp UIIZIJNUIPI UL JUESSIINUI OFIUID UIPINM [II[YOBSI],
"udTeM Juueyoqun JUB[SIq UOTBIOUASIIUIAIIN JOP 1XJUOY WI AP ‘YOI[SOW dUL) dYI[O0S
InJ uduomunjuan) Joaneind SunsromnyZ QUId Yone IsI yoInpe( "UdUPIONZ UISSIZOIJ UdYOS
-13o10yedo)sIy UQYDSIIZads QUL JOUBA[QI JRIANNBUIL) IOP UI 9PIYISIAU() 19)Ydeqoaq
AuoraI[yeZ YoIs uasse] AN udidydrad udziopoa wi 9ssozoidsuonerouaday pun -o( I19p
puaiyem udseyq uayosidojoyedolsty uareqiarznpoidal 1op punidyny 1y JaIyl d1pnig 93
-SpuassejwIN puBISqy W Idysiq Ip wn apyund)iozs3unyonsioju() SYd9s U[Yemas Iop
pun (UOISET JOp YIBU USYIOAN JOIA PUN UPUNIS JYIB UIYDSIMZ) duuedsiroz uduemas 1op
punisyne yors sd 9)[OpuLy UIAION JOPUAIALIOUSAI Juowdel] udelsip wi swessordusn
UQLIQIZNPUISUOISE] SOP SUNIDISLIA)RIRYD) Jop 19g "UIPIOM UQQAS05 9SSIUqaSIq UQI[QIZId
Q1P Joqn YO1[qIaq() J9qoI3 JYOAI uId Inu JLIrxo[dwoy] Jop punidjne uuey J[[)S I9SAp uy
“04OMAD) UAIZIDLIAAUN UAPUAYDAIASIUD W SUGD) UINYINSINUN 1OP PUBISNZSIBIANYY 0P
s[ramal ualp Zud1dJdy STV (1 "qqV) WYONSIdUN NIUYISRUIAIDN US[BISIP USJUUANITqR Wl
JIOPO [O1I9QSUOISE] W ‘SUOINAN] UIZIO[IOA Sop JodIQY[[97Z WI 9PaIydsIAunsuone[n3ay
QATIB[QI JNEB QUL AUBMITSNe ()L¢ 7 JWRSAZSUI AUSO[OUYIQL-ABLIY-YN 1Op 9J[IH W
UPINAM PUIYRIYISUY "USWWOUWIU (UOISLT-SNZ ‘B[enXiulo] Iofemssiuwoyisod) aney
UQUASYILMID IO WIIYID) WI UyRqIase JuId (q) "Mzq (UOISBT-SNd) SAIUSBIYIS] S9p (B)
3unz)o[IoA UAYISHBUINEI) UdLISIUIJIP Jould yoru uapjundieyz u9)3a[a31se) nz apinm (SNZ
19p0 SN WAP SNB) 9qamar) dudjjonaq se( "HaI[geld ey JOp UIAION JO[BNUIZ pun
1o1oyduad uowSiperedsuoIse] QUOPSIYISIOA JOQRT WAIISUN Ul USPINM ‘UdyonsIaun nz
JIDI[[[RIOP UQUONR[NSAIUIL) USPUIAIINE SUNZIQ[IIA JUID JNB USUONNBIY S[B AP W)

18 ,,a150[01q0.INAN 1RO oddniSIoyosio a1

-QIZUQIRJJI( Sep Jim uoqey ‘yjopuey o3ugdioasSunpormiuyg uormidesar wn I91y yoIs
SO QO pun UASNJIOA JBIIZNSE[ QYOY YOI[UNE)SID O[OS QUID JoqN UI[[OZUUBMYDS q[eysom
UQUQISIOA NZ UNU W) “JUULNQ YOI IST ‘UopIom LaInul swweisorduon 93uIpaqsuolse|
Quosiy1zads qo 1opo UQ[AIdS [0y PUIPIAYISIUD JUID [[BJSTUNZIQ[IIA WI yone Yoopal asarp
QO "USPIOM USQILIYISA] UdUI0IdI0IR[NTIY UOA JYIAY UL UOYDS ISI ‘PUIJJIIAQ UIAIIN
Jo1oyduad Sunpyormiug Q1 "UqIAIYdSAq NZ JUNISIZUAIQJJIP[[QZUUBMYDS JOP UJUBUIULIO)
-9 URIB[N[[9Z PUN UIB[NNO[OW UIPUIPIAYISIUD 1P DSSAINU] WIGOIS UOA q[eysap ISI ST
‘uQIyNJsne pun uIAN)s UdSunIdpuy
uaydsISo[oydIour USUAPUNGIAA JTWEp AIp pun uIerNSar JpzNse[d[[ezuuEMYdS JIp dUdH)
QUOOM ‘IBYUN [ONE IST URIANA SO “ME[YoSun Sue[siq ISI ‘UI[BYIOA OS UI[[OZUUBMIDS
NZ YOI9[SI9A WI UJAZOIPUIPOTI[O YOIS q[BYSIA\ MQI[OLIOY UD[[OZRI[D) IOPUIAISIUI[AW
UQ)[RYIIASTUNIAIZUAIJJIPAY WP JIW WI)SASUIAIOUIRNOTNES ud)[npe Wi InjeredorudstoN
uourjuods Inz JIONSIYR,] AIp SSeP ‘UopIoM UITULIOTSNE UOARD q[BYSOP SSNUW SH ‘qe S9)Isn|
-IOAUOXY SOP 3[04 UI U2qI)S IIPO 9qIMID) UISIWIOJOXE WI SN7Z UA[NPE Sop SUNZIo[IoA
JOUIO YOBU JOPIMIUD USLIBYIOA pun YoI[puljdurd Jyos Ud[[QZUueMyoS Nz Z)esudgor) wi uo)
-Kz01puapoJI[Q puIs J8], Jop U] ‘IST SUNIIZUIAJJIPAY Pun SUNIIZUINIJIPI YOI[SNnzaq ud)
-AZ01pudpo3I|Q UoA 18IIZNse]d UaSuLIa3 1P 93[0,] QUID YONE WAIOPUL IJUN SN7Z UNZID[IA
SOP 1JLUOS)IAIAQSUOIIRIOUASIY SPUI[YQJ AP SSep ‘uapiom 11onaIdiojul puayas uiyep uuey
SQI(] "UQIAISIUI[OAWIAT QUOXY J[BIUIZ IPUAIILIOUITAI PUN UQ)SIA] UONBIQUITY-SNZ INZ
Senrog uasSImaS UdUId YONne UI[[ZUueBMUDS 9)Ienue[dsuen) uauuQy 9SIOMIUESSAIU]
"uQ)SI9] UoAION Joroyduod uoneIouaSey usyoraI3[oLIe INZ Feniog udpuIPIAYISIUd
UQUId YONe JIWOS UD[[OZ ISIIP SSBP JUUBNq [IOMIINIW IST SO pun ‘Jomsuoweq dAy
-[[9Z udaIsIfeIzads Yooy Yo[os uauld Inj IST Ud)[BYIoA 2ydsnse]d sIsal(] "UQIQIZUIJJIPal
UQ[[QZUUBMUOS USPUIAISTUI[OAW UIFIYBJSUONNUNJ [[OA NZ JNIUID USUOXY UIPUAIALIdUTAI
JIUW [RIUOY] 19q PUN UAIALIAJI[0Id ‘USISIZUIQJJIPIP UONBMIS JOSAIP Ul US[[QZUUBMUDS UNU
UQUUQY SIOMIAUBSSAIANU] "PIIM ISQ[OSJNe PUNGIdA IOSAP UoIsp[uaAloN uaroydriad 1ouro
930 Ul SSep QYII[INOPIIA QUYOLSIB], SIP YOINP PIIM SAI)Z)] "OPIYISUI[IATA JOp Sunj[eylo
-)yoo1yny INZ JUIIP PUn US[[OZBI[D) PUN UUOXY USP USYISIMZ USUONBIdU] uaydsijizads
UOA J8)[NSQY Sep UQIOpUR WNZ pPun uassdzoldsuone[nSoy uayosisuLnur uoa Sidugyqe uaurd
winz JsI SOpUNQIoA URIR[N[[9Z USSUD YO[Os sauld Sunp[iqsny 1 "UASIA[IYBMIT UONR[OS]
QuosIR[R a1p uonisodwoypidr o[[orzads QU9 19N USWWESNZ pun udpIom jronuaseld
QPIAYDSIRIA JOP URIqQUIDWEBWSE[J JOP Uk I ‘Qurajoidut[oAy aydsijizads uareruridxa o1g
"JIQIIZOSSE UQUOXY UQGOI3 JIUl [:] SIUI[BYIOA WI PUIS UD[[QZUUBMUDS IPUAIAISIUI[IAIA
"UQI[BYIIYOAIJNE [[UONUNY PUN JNBGIZINE JYIIYISUI[IAIN
udJuueuag 0s I19p Suneidsny YoInp — US[[QZUUBMYDS AP S puIls SNJ WI ‘UIAZoIpuap
-0S1[Q 2Ip wn 1oqep YIS SO J[Opuey SNZ WI — U[[OZBI[D) dJAIsI[e1Zads yoInp uoplom
UQPIAYISYIRIAl 1 ISTUNIYOSAq YOI[PURIZIQ] 2SAIP pun Jey 23[0, Inz JumIa[s3ungoriyg Iop
Sumraigsny (9yosLiojeifes) jeydunids ouId sem ‘ULYO0IGINUN AFULLINUYDS UIYDS, IJTA
-uey AIp YdINp QUOXY IOp SUBPUS USPURISQY UAYOsIporiad ur ST S IYDI[IQULID ‘Op
-IOUOSYIRIA] USJUURUS OS JOP “IYOIYISSUONLOS] UAYISLINQ[Q Jould Junp[igsny d1p yainp
SOIp PIIM YISI[BYISAUJ "UI[NZINIOM JINFIPUIMYISID) JOgOIS W 9[eUSIS QUYISLINI[D
‘purs 131yeJoq nzep suoxy oydruad yone o1m J[BNUSZ [YOMOS SSEP ‘USUYIIZSNE YoInpep
BN YOIS QIP ‘QWISASUIAION QIUAIZIJJO PUN J[AIIMIUD YOOy JoqN UISNJIOA QIN[QQIIAN

(A yored I1dq dd)
SUNIBIZUIIJJIP[PZUUBM YIS JIP UONIB[NSIY B[N0\l

JeosaIn) *§ pun exderyy ‘N ‘[roy-yosnduoser] 3 ‘A J ‘9ssoq H TO[INN ‘M H ¥



482 H.W. Miiller, F. Bosse, P. Kiiry, K. Hasenpusch-Theil, N. Klapka und S. Greschat

RNA-Isolierung

(verschiedene definierte
Zeitpunkte nach der Lasion)

'

Reverse Transkription

3P_cDNA
DNA-Array Hybridisierung
cDNA Filter:
Rat Atlas Arrays 1.2 und 1.211

Datenauswertung Gewinnung der ol e .
Gen- M-CHIPS Sofware (DKFz). ~ Rondaten : .
regulations- «— MNormalization, <— Bioimager, e
muster Correspondence analysis, AIDA Metrix Aray 3 .

Quality filter, -

Cluster formation g

Abb. 1: Schematische Darstellung der Analyse neuronaler Genexpressionsprofile nach Verletzung von
Fasertrakten im PNS (Ischiasnerv) und ZNS (postkommissuraler Fornix).

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

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

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

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

Lasions-induziertes ,,STOP — - STOP* Regulationsmuster

Phase | (1Tag) Phase Il (7TTage) Phase lll (21Tage)

T«.In Vlf —

Metabolism: Ornithin decarboxylase

Genes “kein axonales ‘axonales

Wachstum* Wachstum®
Growth factors: NT3, IGFBPS ¥ — +
Small GTPases: Ral A, ARF-like 5 + — ¥
Kinases: FAK, JNK-1 + - +
Cytoskeleton: Cofilin, Tubulin a-1 ¥ +
B-actin + —
Receptors: DCC (netrin-R) t -
Glu(kainate}-R + —
\ ¥

Secreted peptide hormone: GIP

Transcription regulators: myogenin,
Dix-3, GATA1, CDP2/Cux

Kinases: rac-f3, CAM-2 -

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

« === 11111

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

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

Zusammenfassend erhoffen wir uns von unseren unterschiedlichen Forschungsansétzen
zur Identifizierung und Charakterisierung regenerationsassoziierter Gene, den genetischen
und epigenetischen Ursachen der unterschiedlichen Fihigkeiten von PNS- und ZNS-Neu-
ronen zur Regeneration auf die Spur zu kommen.



