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1. Einleitung

1.1 Charcot-Marie-Tooth Neuropathien: Klinik und Klassifikation

Charcot-Marie-Tooth Neuropathien (CMT), auch als Hereditdre motorisch-sensible Neuropa-
thien (HMSN) bezeichnet, sind eine groe Gruppe klinisch und genetisch heterogener Er-
krankungen des peripheren Nervensystems. Erstmals 1886 beschrieben von Jean-Martin
Charcot, Pierre Marie und Howard Henry Tooth, sind sie mit einer Haufigkeit von 1:2500 die
hiufigsten hereditdren Neuropathien (Skre, 1974; Emery, 1991; Gutmann and Shy, 2015).
Klinisch présentieren sich die CMT Neuropathien typischerweise mit muskuldren Defiziten
der Extremitéiten, welche von distal nach proximal fortschreiten. Hierbei sind zuerst die lan-
gen Nerven der unteren Extremitdt betroffen und erst im spéteren Verlauf die oberen Extremi-
taten. Klassische Folgen des neuronalen Schadens sind Muskelatrophie, vor allem des Muscu-
lus tibialis anterior, eine daraus resultierende Gangunsicherheit bis zur Rollstuhlpflichtigkeit,
Verlust der tiefen Sehnenreflexe sowie diverse Fulldeformitdten wie Hammerzehen und Pes
Cavus (Szigeti and Lupski, 2009; Brennan et al., 2015) (Abbildung 1). Weiterhin zeigen bis
zu 70% der Betroffenen sensorische Defizite, welche aber im Vergleich zur motorischen
Komponente in der Regel eher schwach ausgeprégt sind und eine untergeordnete Rolle spie-
len. Typischerweise betroffen sind das Vibrationsempfinden, die Temperaturwahrnehmung
sowie die Schmerzwahrnehmung (Szigeti and Lupski, 2009). Zusitzlich sind auch Plus-
Symptome in Form von verstirkter Schmerz- und Hitzewahrnehmung beschrieben, welche
vermutlich auf Verdnderungen in epidermalen kleinkalibrigen Nervenfasern zuriickzufiihren

sind (Nolano et al., 2015).




Abbildung 1 Typische klinische Ausprigung von CMT Neuropathien mit primiirem Befall der
unteren Extremitiiten. (A) Hand mit Flexionsdeformitdten und Muskelatrophie. (B) Pes Cavus mit
Hammerzehen. (C) Distale und proximale Muskelatrophie der unteren Extremitét mit Spitzfull durch
Peroneusldhmung. (Bild adaptiert von (Brennan et al., 2015); mit freundlicher Genehmigung von

Elsevier)

Die Manifestationsschwere der Symptome und der Beginn der Erkrankung sind sehr variabel.
Erste Symptome konnen bereits in der Kindheit aber auch erst im spédten Erwachsenenalter
auftreten. Die Lebenserwartung ist durch die Erkrankung nicht verringert, jedoch resultiert
aus oben genannter Klinik eine enorme Einschrinkung der Lebensqualitit. Da bis heute keine
spezifische Therapie verfligbar ist, sind die Patienten auf eine symptomatische Behandlung
mit Krankengymnastik, chirurgischen und orthopidischen Interventionen, Orthesen und
Schmerztherapie angewiesen (Reilly and Shy, 2009; Schenone et al., 2011).

Ursédchlich sind bereits iiber 1000 Mutationen in etwa 80 krankheitsassoziierten Genen be-
kannt, welche vor allem durch systematisches Screening betroffener Familien in den letzten
15 Jahren entdeckt wurden (Timmerman et al., 2014).

Die enorme Heterogenitit der genetischen Ursachen und die iiberlappenden klinischen Symp-
tome der einzelnen Formen fiihrten zu Schwierigkeiten, die verschiedenen Formen der Neu-
ropathie einer eindeutigen Systematik unterzuordnen. Eine erste Klassifikation erfolgte 1968
und basiert insbesondere auf elektrophysiologischen Untersuchungen und histologischen Kri-
terien. Hierbei werden zwei Typen unterschieden: Dem Subtypen CMT 1 werden diejenigen
Fille zugeordnet, welche durch verlangsamte Nervenleitgeschwindigkeiten unter 38 m/s und
somit primir durch eine Schidigung der Myelinscheide auffallen. Histologisch kdnnen hier
hypertrophe Verdanderungen der Nerven beobachtet werden, welche das Korrelat von raum-
fordernden sogenannten Zwiebelschalen (Onion Bulbs) und Odemen sind. Der Subtyp CMT 2
hingegen zeigt vor allem Verringerungen der Muskelsummenaktionspotenziale bei einer iiber
38 m/s erhaltenen Nervenleitgeschwindigkeit, was fiir einen primér axonalen Schaden spricht
(Dyck and Lambert, 1968b, a; Harding and Thomas, 1980).

Der Begriff hereditire motorisch-sensible Neuropathie wurde erstmals 1974 von P.K.
Thomas fiir eine Gruppe von hereditdren Neuropathien eingefiihrt (Thomas et al., 1974) und
1980 von E. Harding und P.K. Thomas zu HMSN I-1II (Harding and Thomas, 1980) bzw.
1993 von P.J. Dyck zu HMSN I-VII erweitert (Pareyson et al., 2006). Hierfiir wurden haupt-
sdchlich klinische Kriterien zur Klassifizierung verwendet. HMSN I entspricht dem oben be-
schriebenen Subtyp CMT 1, HMSN II ist gleichzusetzen mit CMT 2. HMSN III entspricht

dem von J. Dejerine und J. Sottas 1893 erstmals beschriebenen und nach ihnen benannten
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Dejerine-Sottas Syndrom. Weiter unterteilt sind HMSN IV oder Refsum Krankheit, HMSN
V, welche zusitzlich mit spastischer Paraplegie einhergeht, sowie HMSN VI und VII welche
durch Optikusatrophie bzw. Retinitis pigmentosa charakterisiert sind (Pareyson et al., 2006).
Mit der fortschreitenden Entdeckung der verantwortlichen Gene und Erbgédnge wurde die Si-
tuation jedoch zunehmend komplizierter und erforderte laufende Uberarbeitungen der Syste-
matik (Mathis et al., 2015). Zusammenfassend werden die heute bekannten Mutationen in
autosomal-dominant vererbte Formen, die einen primér demyelinisierenden Phénotyp (CMT
1) oder einen primér axonal schiddigenden Phénotyp (CMT 2) zeigen, autosomal-rezessive
Formen (CMT 4) und intermediére Formen eingeteilt (Patzko and Shy, 2011).

Trotz der oben genannten Vielzahl an verantwortlichen Genen haben Studien gezeigt, dass ca.
90% der Erkrankungen auf Mutationen in den Genen fiir PMP22, MPZ, GJB1 und MFN2
zurlickzufiihren sind und somit den Subtypen CMT 1 (PMP22, MPZ, GJB1) und CMT 2
(MFN2) zugeordnet werden konnen (Murphy et al., 2012; Fridman et al., 2015). Dies unter-
streicht, warum die Erforschung gerade dieser Subtypen aus klinischer Sicht die grofite Rele-

vanz beizumessen ist.

1.2 CMT 1 Subtypen und ihre Mausmodelle

1.2.1 Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 1A

CMT 1A ist mit einem Anteil von 75 bis 80% der hiufigste CMT 1 Subtyp und zudem die
hiufigste Form aller CMT Neuropathien (Suter and Scherer, 2003; Zhou and Griffin, 2003).
Die langsam fortschreitende Erkrankung beginnt in der Regel in den ersten beiden Lebens-
jahrzenten und zeigt die fiir CMT typischen, oben genannten, klinischen Symptome. Charak-
teristisch ist eine stark verlangsamte Nervenleitgeschwindigkeit von etwa 20 m/s, welche héu-
fig bereits vor dem Auftreten erster Symptome nachgewiesen kann, sowie die in Nervenbiop-
sien aufféllige Formation sogenannter Zwiebelschalenmuster (Onion Bulbs) als Zeichen ver-
stiarkter De- und Remyelinisierung (Guenard et al., 1996; Patzko and Shy, 2011).

Ursédchlich ist CMT 1A auf eine Duplikation von 1,4 Mb auf Chromosom 17p11.2 zuriickzu-
filhren, welche im kodierenden Bereich des peripheren Myelinproteins 22 (PMP22) liegt
(Lupski et al., 1991; Raecymacekers et al., 1991).

PMP22 ist ein 22-kDa schweres Protein und macht 2-5% des peripheren Myelinproteins aus.

Es wird von Schwann-Zellen produziert und ist Teil der kompakten Regionen der Myelin-



scheide (Jerath and Shy, 2015). Zwar ist eine Beteiligung von PMP22 bei Apoptosevorgén-
gen (Fabbretti et al., 1995) sowie bei der Schwann-Zell Proliferation (Giambonini-Brugnoli et
al., 2005) bekannt, die konkrete Funktion des Proteins in der Myelinscheide ist jedoch nach
wie vor unklar (Jerath and Shy, 2015). Wie wichtig das Protein fiir die korrekte Myelinbil-
dung ist, zeigte eine Studie mit PMP22 Knockout Méusen. Neben einem verspéteten Start der
Myelinbildung, kam es im Verlauf zu einer schweren Demyelinisierung und dem Verlust von
Axonen (Adlkofer et al., 1995). Andere bekannte klinische Manifestationen von PMP22 Mu-
tationen sind, neben CMT 1A, die hereditire Neuropathie mit Neigung zur Druckldhmung
(PMP22 Deletion), CMT 1E (Punktmutation) und das Dejerine-Sottas-Syndrom (Punktmuta-
tion) (Jerath and Shy, 2015).

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Mausmodell ist ein erstmals 1998 von C. Huxley
vorgestelltes transgenes Mausmodell, welches heterozygot vier Kopien PMP22 enthidlt und
somit eine leichte Uberexpression des humanen PMP22 zeigt (Huxley et al., 1998). Obwohl
klinisch ohne Phénotyp sind elektrophysiologisch und histologisch charakteristische Patholo-
gien zu finden, die denen aus Patientenbiopsien sehr dhnlich sind. Bereits im Alter von 2 Mo-
naten zeigen sich verringerte Nervenleitgeschwindigkeiten, reduzierte Muskelsummenakti-
onspotentiale sowie histologisch eine vermehrte De- und Remyelinisierung mit Zwiebelscha-

lenbildung und hypermyelinisierten Axonen (Huxley et al., 1998; Kobsar et al., 2005).

1.2.2 Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 1B

CMT 1B ist mit weniger als 10% aller CMT 1 und unter 5% aller CMT Patienten der seltenste
der in dieser Studie untersuchten Subtypen. Klinisch lassen sich hier zwei Phidnotypen unter-
scheiden. Wihrend die eine Gruppe durch ein frithes Einsetzen der Symptome und Nerven-
leitgeschwindigkeiten der oberen Extremitét unter 15 m/s geprégt ist, zeigt das zweite Patien-
tenkollektiv erst im Erwachsenenalter Symptome und hat Nervenleitgeschwindigkeiten {iber
30 m/s (Shy, 2004).

Die genetische Ursache der CMT 1B Neuropathie liegt in einer heterozygoten Punktmutation
des auf Chromosom 1 liegenden PO (auch MPZ = Myelin Protein Zero genannt) Gens
(Hayasaka et al., 1993), welches fiir das periphere Myelinprotein PO kodiert. Das Myelin
Protein Zero macht etwa 50% der Glykoproteine des peripheren Nervensystems aus und ist
somit das am hdufigsten vorkommende Myelinprotein. Es ist als Transmembranprotein eine
Komponente des kompakten Myelinanteils und fungiert hauptséchlich als Adhésionsprotein,

das nebeneinanderliegende Myelinlamellen miteinander verbindet und somit eine wichtige



Funktion in der Myelinkompaktierung besitzt (Niemann et al., 2006). Weiterhin ist das richti-
ge PO Mengenverhiltnis von Bedeutung. Sowohl eine Verringerung wie auch eine Uberex-
pression kann zu Hypomyelinisierung fithren (Martini et al., 1995; Wrabetz et al., 2000; Yin
et al., 2000). Gegenwirtig sind liber 200 Mutationen im PO Gen bekannt, die eine periphere
Neuropathie verursachen konnen, sich zum Teil phédnotypisch aber stark voneinander unter-
scheiden. Warum auf bestimmte Mutationen ein spezifischer Phénotyp folgt, ist bis heute
noch nicht vollstindig verstanden (Gabreels-Festen et al., 1996; Shy, 2006; Jerath and Shy,
2015). Neben CMT 1B konnen PO Mutationen auch Ursache des Dejerine-Sottas Syndroms,
der kongenitalen Hypomyelinisierung sowie anderer polymorpher Subtypen sein (Shy, 2004).
Das in dieser Studie fir CMT 1B untersuchte Mausmodell ist heterozygot defizient fiir PO
(Martini et al., 1995) und unterscheidet sich deutlich von der 1992 erstmals zur Untersuchung
des PO Proteins verwendeten homozygoten null-Mutante (Giese et al., 1992). Wahrend ho-
mozygote Tiere bereits im jungen Alter durch schwere Hypomyelinisierung, Dekompaktie-
rung und Degeneration des Myelins auffallen und somit eher dem Dejerine-Sottas Syndrom
oder schweren CMT 1B Formen dhneln, zeigen heterozygote Tiere einen wesentlich milderen
Phénotyp. Junge heterozygote Tiere haben anfangs hiufig einen normalen Myelinstatus, wel-
cher sich erst mit zunehmendem Alter langsam progressiv verschlechtert. Typische histologi-
sche Verdnderungen der peripheren Nerven sind De- und Remyelinisierung sowie Zwiebel-
schalenbildung. Weiterhin zeigen sich mit zunehmendem Alter auch verringerte Nervenleit-
geschwindigkeiten, verlangsamte F-Wellen-Latenzen und reduzierte Muskelsummenaktions-
potentiale. PO heterozygote Tiere sind somit ein Modell der milderen und hiufigeren CMT 1B
Formen (Martini et al., 1995; Martini, 1997; Shy et al., 1997).

1.2.3 Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 1X

CMT 1X ist mit etwa 10-15% aller CMT Formen nach CMT 1A die zweithaufigste CMT
Neuropathie (Saporta et al., 2011). Genetische Ursache sind Funktionsverlustmutationen des
fiir Connexin 32 (CX32) kodierenden G.JBI (Gap Junction Protein beta 1) Gens auf Chromo-
som Xql3.1 (Bergoffen et al., 1993). Connexin 32 ist eines von 20 in Sdugetieren hoch kon-
servierten Connexinen (Willecke et al., 2002) und kommt auBler in Schwann-Zellen auch in
Oligodendrozyten, Hepatozyten und Neuronen vor (Scherer et al., 1995). Es ist, im Unter-
schied zu PMP22 und PO, Teil des nicht-kompakten Myelins und innerhalb der Myelinscheide
im Bereich der Schmidt-Lanterman Inzisuren sowie der paranodalen Zone lokalisiert (Balice-
Gordon et al., 1998). Die Funktion der Connexin Proteine ist die Bildung von Gap Junctions.

Hierbei formen jeweils sechs Connexine in der Zellmembran verankerte Hemikanile, Con-



nexone genannt, welche durch Zusammenlagerung mit anderen Connexonen oben genannte
Gap Junctions bilden (Abrams et al., 2000). Diese porenbildenden Zellkontakte erleichtern die
interzelluldre Ausbreitung von elektrischen Signalen, kleinen Molekiilen und Ionen und ver-
kiirzen durch ihre Verbindung nebeneinanderliegender Myelinlamellen den Diffusionsweg
von abaxonalen Lamellen bis zum Axon ca. um den Faktor 1000. Dieser Diffusionsweg in-
nerhalb ein und derselben Zelle wird auch “reflexive junction* genannt (Suter and Scherer,
2003).

Trotz der mehr als 400 bekannten Mutationen im GJBI Gen, ist der klinische Phénotyp relativ
homogen. Erste Symptome zeigen sich in der Regel ab der spiten Kindheit und nehmen pro-
gressiv mit dem Alter zu. Hierbei steht im Unterschied zu CMT 1A und B eher die axonale
Degeneration als typisches Merkmal im Vordergrund, wéihrend die Nervenleitgeschwindigkeit
oft nur méBig verringert ist (Hahn et al., 2000; Jerath and Shy, 2015).

Aufgrund des X-chromosomalen Erbgangs sind Ménner in der Regel stirker betroffen, da
Frauen aufgrund der Lyonisierung (X-Inaktivierung) immer noch in etwa die Hilfte der nor-
malen Menge funktionsfihiges Cx32 synthetisieren konnen (Shy et al., 2007).

Als korrespondierendes Mausmodell fiir CMT 1X wurde in dieser Studie eine Connexin32
defiziente Mauslinie verwendet (Nelles et al., 1996). Diese Méuse zeigen, wie auch die ande-
ren oben beschriebenen CMT 1 Modelle, keinen auffilligen klinischen Phinotyp, jedoch kon-
nen ab einem Alter von 4 Monaten histologisch und elektrophysiologisch charakteristische
Verdnderungen nachgewiesen werden. Neben de- und diinnmyelinisierten Axonen sowie
Zwiebelschalenbildung fallen auch spezifische, insbesondere den axonalen Schaden représen-
tierende, Merkmale auf. Dies sind Myelinabschnitte mit ungew6hnlich dicken periaxonalen
Collars (vom Schwann-Zell-Korper am meisten distal gelegene Zytoplasmaanteile), axonale
Vakuolen als Zeichen axonalen Schadens, eine vermehrte Anzahl von axonalen Regenerati-
onsbiindeln sowie reduzierte Muskelsummenaktionspotentiale (Anzini et al., 1997; Martini,

1997; Kobsar et al., 2003; Klein et al., 2014).

1.3 Die Rolle des Immunsystems in der Pathogenese von CMT 1

Um wirksame Therapien zu entwickeln, ist das Verstdndnis der Pathogenese unabdinglich.
Zwar konnen dank der Hilfe moderner molekularer und genetischer Untersuchungsmethoden
die Pathomechanismen der CMT 1 Neuropathien immer besser entschliisselt werden. Auf-
grund der enormen genetischen Heterogenitit sind subtypiibergreifende Ansdtze jedoch

schwierig zu finden (Jerath and Shy, 2015).



Interessanterweise konnte in den letzten Jahren das Immunsystem als wichtiger Mediator in
der Pathogenese der CMT 1 Subtypen A, B und X identifiziert werden (Martini and Willison,
2016).

Erste Hinweise auf einen Einfluss des Immunsystems ergaben sich durch das Ansprechen
einiger CMT Patienten auf Immunsuppressiva (Dyck, 1982) sowie durch eine aufféllig erhoh-
te Anzahl von Lymphozyten im Blut dieser Patienten (Williams et al., 1987).

In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen zeigten histologische Untersuchungen peri-
pherer Nerven von POhet Mausmutanten eine erhdhte Anzahl von Makrophagen und Lym-
phozyten (Shy et al., 1997; Schmid et al., 2000). Die Relevanz dieser Zellen wurde durch die
Verkreuzung von PO Mutanten mit immundefizienten RAG-1 -/- Tieren deutlich, welche nicht
in der Lage sind, reife T- und B-Zellen auszubilden. Diese Doppelmutanten zeigten eine ge-
ringer ausgepriagte Demyelinisierung (Schmid et al., 2000). Gleiches konnte in Cx32def /
RAG-1-/- Doppelmutanten beobachtet werden (Kobsar et al., 2003).

Neben der adaptiven Immunantwort, erwies sich auch die angeborene, speziell die Makropha-
gen, als wichtiger Mediator in der Pathogenese (Klein and Martini, 2016). In allen drei in die-
ser Arbeit untersuchten CMT 1 Mausmutanten konnte eine erhohte Anzahl von Makrophagen
in peripheren Nerven im Vergleich zu Wildtyp Tieren nachgewiesen werden. Besonders auf-
féllig waren hier elektronenmikroskopische Untersuchungen, die mit Myelindebris beladene
Makrophagen (phagozytierende Makrophagen) in enger Assoziation zu demyelinisierten A-
xonen zeigten (Carenini et al., 2001; Kobsar et al., 2002; Kobsar et al., 2005; Ip et al., 2006).
Als wichtige Mediatoren, die Migration, Aktivierung und Proliferation der Makrophagen be-
einflussen, konnten MCP-1 (Monocyte-Chemoattractant-Protein-1; synonym: CCL2) und
CSF-1 (Colony-Stimulating-Factor-1) identifiziert werden.

MCP-1 wird von Schwann-Zellen sezerniert und durch die MEK/ERK Signalkaskade regu-
liert, deren erhohte Aktivitdt in allen drei Mausmodellen nachweisbar ist (Fischer et al.,
2008a; Groh et al., 2010; Kohl et al., 2010). Dabei zeigten Untersuchungen mit fluoreszieren-
den Knochenmarkszellen (GFP-Zellen), dass MCP-1 besonders fiir die Migration von Mo-
nozyten aus der Blutbahn (Fischer et al., 2008b; Groh et al., 2010) sowie fiir die Lenkung von
aktivierten Makrophagen in Richtung mutierter Schwann-Zellen verantwortlich ist (Groh et
al., 2015). Bei der Untersuchung von CMT 1 / MCP-1 +/- Doppelmutanten, welche nur die
halbe Menge MCP-1 bilden, sowie bei Inhibition des MEK/ERK Signalweges zeigten sich im
Alter von sechs Monaten neben einer deutlichen Reduktion der Makrophagenanzahl, weniger
Demyelinisierung, ein geringerer axonaler Schaden, verbesserte elektrophysiologische Para-

meter, eine verstirkte nervale Regeneration und verbesserte klinische Parameter (Greifkraft)



(Fischer et al., 2008b; Fischer et al., 2008a; Groh et al., 2010; Kohl et al., 2010). Jedoch ist zu
beachten, dass dieser Effekt lediglich transient und im Alter von 12 Monaten nicht mehr
nachweisbar war (Groh et al., 2010). Weiterhin konnte bei CMT 1 / MCP-1 -/- Doppelmutan-
ten, also bei einem vollstdndigen Fehlen von MCP-1, keine suffiziente Makrophagenredukti-
on und konsekutiv kein verbesserter Phianotyp beobachtet werden (Fischer et al., 2008b). Ur-
sache hierfiir ist moglicherweise eine kompensatorische Hochregulation von CSF-1.

CSF-1 und der zugehorige CSF-1-Rezeptor, eine Tyrosinkinase, spielen eine wichtige Rolle
in der Homdostase von Gewebsmakrophagen, Osteoklasten und Paneth-Zellen. Weiterhin
haben neue Studien den CSF-1-Rezeptor Signalweg als wichtigen Faktor in der neuronalen
Entwicklung und Differenzierung sowie in der Homoostase der Mikroglia identifiziert (Chitu
et al., 2016). Das in den peripheren Nerven der in dieser Studie untersuchten CMT 1 Mutan-
ten hochregulierte CSF-1 wird im Unterschied zu MCP-1 von Fibroblasten produziert, die
auffilligerweise hiufig in engem Kontakt zu phagozytierenden Makrophagen stehen. Diese
Néhe der beiden Zelltypen zueinander konnte auch in humanen Nervenbiopsien nachgewiesen
werden (Groh et al., 2012).

Funktionell hat CSF-1 wenig Einfluss auf die Rekrutierung von Makrophagen aus der Blut-
bahn, sondern wirkt aktivierend, differenzierend und proliferationsfordernd auf die residente
endoneurale Makrophagenpopulation (Muller et al., 2007).

Die Rolle von CSF-1 in der Pathogenese von CMT 1 Neuropathien wurde vor allem durch
Studien mit osteopetrotischen (op/op) Méusen deutlich, welche durch eine Punktmutation im
CSF-1 Gen nicht in der Lage sind, das entsprechende Protein zu produzieren (Yoshida et al.,
1990). Die aus der Verkreuzung von POhet bzw. Cx32def mit op/op Miusen hervorgehenden
Doppelmutanten zeigten deutlich weniger Makrophagen in peripheren Nerven, eine geringere
Demyelinisierung und einen geringeren axonalen Schaden (Carenini et al., 2001; Groh et al.,
2012). Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei den schwer zu ziichtenden osteopetroti-
schen PMP22tg Doppelmutanten gemacht werden (Groh, Klein und Martini, unpublizierte
Daten).

Von den verschiedenen existierenden CSF-1 Isoformen erwies sich hier das sezernierte Prote-
oglykan als pathomechanistisch relevant, wihrend das Zelloberfldchenprotein eher zur Inhibi-
tion der Makrophagenaktivierung beitrégt (Groh et al., 2016).

Wie genau die erhohte Makrophagenanzahl zu den typischen zu beobachtenden Pathologien
fiihrt, ist noch nicht vollstindig entschliisselt. Einerseits legt der oben beschriebene, enge
Kontakt von phagozytierenden Makrophagen mit demyelinisierten Axonen einen direkten

,LAngriff* auf die Myelinscheiden nahe. Hierbei erfolgt die Markierung der Myelinscheide als



Angriffsziel zumindest bei POhet Mutanten mittels endogener Antikdrper, wie Verkreuzungs-
studien mit B-Zell defizienten JHD -/- Tieren gezeigt haben (Klein et al., 2015a). Anderer-
seits konnte ein wichtiger Einfluss der Makrophagen auf die Schwann-Zell Differenzierung
nachgewiesen werden, da osteopetrotische Cx32def Tiere nicht nur verbesserte histologische
Parameter und eine verringerte Makrophagenanzahl, sondern zusétzlich auch einen erhaltenen
differenzierten Phéanotyp zeigten (Groh et al., 2015). Wie wichtig die Schwann-Zell Differen-
zierung fiir den Erhalt der Myelinscheide und der axonalen Integritét ist, zeigte auch eine Be-
handlungsstudie mit Neuregulin in einem CMT 1A Rattenmodell. Die durch genetisch hoch-
reguliertes oder injiziertes Neuregulin verhinderte Dedifferenzierung der Schwann-Zellen
fiihrte zu verringerter Demyelinisierung und reduziertem axonalem Schaden (Fledrich et al.,
2014).

Zusammenfassend fiihren die in den CTM 1 Subtypen A, B und X beschriebenen Schwann-
Zell Mutationen tiiber bisher unbekannte Mechanismen zu einer Aktivierung des MEK/ERK
Signalwegs. Dies fiihrt zur Freisetzung von MCP-1 mit anschlieBendem Einstrom von Mak-
rophagen aus der Blutbahn und der Rekrutierung dieser an mutierten Schwann-Zellen.
Gleichzeitig kommt es durch einen bisher nicht bekannten Aktivator (,,Activator 1) zu der
Stimulation von Fibroblasten mit darauffolgender CSF-1 (,,Activator 2*) Freisetzung, welches
proliferationsfordernd und aktivierend auf die endoneuralen Makrophagen wirkt. Diese pha-
gozytieren nun einerseits Myelin mithilfe endogener Antikdrper und induzieren andererseits
eine Dedifferenzierung der Schwann-Zellen mit konsekutivem axonalen Schaden und

Myelinverlust (Abbildung 2) (Martini and Willison, 2016).
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Abbildung 2 Pathogenesemodell der CMT 1 Neuropathien. Durch Schwann-Zell Mutationen
(POhet, PMP22tg, Cx32def) kommt es zur MEK/ERK Aktivierung und konsekutiver MCP-1 Freiset-
zung, welche zum Influx von Makrophagen fithrt. Weiterhin wird durch einen bisher unbekannten
Mechanismus (Activator 1) eine CSF-1 Sekretion der Fibroblasten induziert. CSF-1 ist Hauptmediator
des dargestellten Pathogenesemodells und fiihrt zu einer gesteigerten Proliferation und Aktivierung
der endoneuralen Makrophagen. Diese verursachen durch Myelinphagozytose, zum Teil mit Hilfe von
endogenen Antikorpern, sowie durch eine induzierte Dedifferenzierung der Schwann-Zellen die typi-
schen Pathologien (Bild adaptiert von (Martini and Willison, 2016); mit freundlicher Genehmigung
von John Wiley & Sons)

1.4 Der CSF-1 Signalweg als Angriffspunkt fiir eine medikamentose Inter-

vention

Die oben beschriebene sekunddre Entziindungsreaktion als gemeinsamer Mediator in der Pa-
thogenese der haufigen CMT 1 Subtypen A, B und X pridisponiert diese als subtypiibergrei-
fenden Angriffspunkt.

Wihrend eine Intervention im MEK/ERK Signalweg bei Halbierung der MCP-1 Proteinmen-
ge nur zu einem transienten Effekt fiihrte, bzw. eine MCP-1 Defizienz aufgrund einer reakti-
ven CSF-1 Hochregulation gar keinen Effekt zeigte (Groh et al., 2010; Kohl et al., 2010),
iiberzeugte der langfristige Erhalt der axonalen Integritdt und der Myelinscheiden bei Ver-
kreuzung mit CSF-1 defizienten Tieren (Carenini et al., 2001; Groh et al., 2012).

Weitere Studien mit osteopetrotischen Cx32def Doppelmutanten zeigten auBerdem, dass eine
verstirkte Aktivitdit des MEK/ERK Signalweges in Abwesenheit von CSF-1 weder zur
Schwann-Zell Dedifferenzierung noch zu den typischen histologischen Verdnderungen fiihrte
(Groh et al., 2015) und identifizierten CSF-1 somit als wichtigsten Mediator im oben be-
schriebenen Modell.

Eine Intervention im CSF-1 Signalweg scheint somit eine vielversprechende Therapieoption

fiir die Subtypen A, B und X der CMT 1 Neuropathien.
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1.5 Ziel der Arbeit

Die zentrale Rolle von CSF-1 in der sekundiren Entziindungsreaktion der CMT 1 Neuropa-
thien Typ A, B und X sowie die positiven Effekte bei einer genetischen Defizienz dieses Pro-
teins machen den CSF-1/CSF-1-Rezeptor Signalweg zu einem vielversprechenden Angriffs-
punkt einer moglichen therapeutischen Intervention.

In der vorliegenden Arbeit soll nun die Wirkung eines oral applizierten niedermolekularen
CSF-1-Rezeptor Inhibitors (PLX5622) auf die Krankheitsauspragung untersucht werden.
Hierfiir wurden Mausmodelle der Subtypen CMT 1 A, B, X sowie Wildtypen nach zwei un-
terschiedlichen Protokollen behandelt. Dabei erhielt eine Gruppe den Inhibitor bereits ab dem
Alter von drei Monaten bis zum Alter von zwdlf Monaten (praventiver Ansatz), die andere
hingegen erst ab dem Alter von neun Monaten bis zum Alter von fiinfzehn Monaten (thera-
peutischer Ansatz).

In der anschlieBenden funktionellen und strukturellen Auswertung lag der Fokus auf folgen-

den Fragen:

* Fiihrt die Therapie zu einer effizienten Makrophagenreduktion?

e Zeigt sich ein Effekt in strukturellen Parametern wie der Demyelinisierung, dem axo-

nalen Schaden oder der Regenerationsfahigkeit des genetisch induzierten Schadens?

* Kann die Therapie das funktionelle Ergebnis der Erkrankung verbessern?
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2. Material und Methoden

2.1 Technisches Equipment, Reagenzien, Puffer und Losungen, Primer Se-

quenzen und Antikorper

Details zu den verwendeten Materialen sind im Anhang unter Technisches Equipment (6.1.1),
Reagenzien (6.1.2), Puffer und Losungen (6.1.3), Primer Sequenzen (6.1.4) und Antikorper
(6.1.5) aufgefiihrt.

2.2 Mausmodelle und Genotypisierung

In diese Studie wurden Miuse mit folgenden Genotypen eingeschlossen: Cx32def Mutanten
(Nelles et al., 1996) mit einem Funktionsverlust des Connexin 32 Gap Junction Proteins,
POhet Mutanten (Giese et al., 1992), welche charakteristischerweise geringere Mengen des
Myelinproteins PO exprimieren, sowie peripheres Myelinprotein 22 {iberexprimierende
PMP22tg Mutanten (Huxley et al., 1998). Zusitzlich wurden wildtyp Kontrollen untersucht,
welche, ebenso wie alle oben genannten Mutanten, einen C57BL/6 Hintergrund besal3en.

Die Genotypisierung erfolgte mittels konventioneller PCR Technik. Die bendtigte DNA wur-
de mit Hilfe von DNeasy blood & tissue kit (Quiagen) aus Ohrbiopsien isoliert. Der PCR-
Ansatz betrug 25ul, bestehend aus 24ul Pre-Mix und 1pl aufgereinigter DNA. Nach 2-
miniitiger Denaturierung bei 93°C und 40 Zyklen bestehend aus 30 Sekunden bei 93°C, 45
Sekunden bei 66°C zur Primerhybridisierung und 90 Sekunden bei 72°C zur Elongation sowie
abschlieBend 10 Minuten bei 72°C folgte eine Auftrennung der Amplifizierten DNA mittels
Gelelektrophorese. Zur Auswertung wurden die PCR-Produkte mittels Gel Star (Lonza)
angefarbt.

Die Tiere wurden in der Neurologischen Klinik und Poliklinik der Universitit Wiirzburg unter
spezifisch pathogenfreien Bedingungen in individuell beliifteten Kafigen gehalten. Der Tag-
/Nachtrhythmus betrug 12/12 Stunden.

Alle Experimente wurden von der zustindigen Behorde, der Regierung von Unterfranken,

genehmigt.
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2.3 CSF-1-Rezeptor-Inhibitor Behandlung

Die Behandlung erfolgte oral durch einen niedermolekularen CSF-1-Rezeptor Inhibitor
(PLX5622, im Folgenden auch als CSF1RI abgekiirzt), welcher in einer Konzentration von
300 mg/kg dem Futter beigemengt war. Zu diesem hatten die Tiere 24 Stunden pro Tag freien
Zugang. Die gewéhlte Konzentration entsprach hierbei der niedrigsten Inhibitorkonzentration,
die in einer 14 tigigen Fiitterung zu einer 70 prozentigen Reduktion der F4/80 positiver Mak-
rophagen in Quadricepsnerven-Querschnitten fithrte (Van Hauwermeiren und Klein, unpubli-
zierte Daten).

Das Inhibitorfutter wurde von der Firma Plexxikon Inc. (Berkeley, Kalifornien) bereitgestellt.

Um den moglichen Effekt der CSFIRI Behandlung in unterschiedlichen Krankheitsstadien zu
erfassen, wurden Behandlungsstrategien mit verschiedenen Start- und Endpunkten gewéhlt.
Im Sinne eines praventiven Behandlungsansatzes, d. h. vor vollstdndiger Auspragung der kli-
nischen und histologischen Charakteristika, wurde ein Behandlungsmodell mit frithem Thera-
piestart im Alter von drei Monaten und einer Analyse im Alter von sechs bzw. zwolf Monaten
verwendet (im Folgenden als praventiver Therapieansatz bezeichnet).

Um einen mdglichen therapeutischen Effekt bei bereits fortgeschrittener Pathogenese zu er-
kennen, wurde ein Behandlungsmodell mit spitem Therapiestart im Alter von neun Monaten
und einer Analyse im Alter von fiinfzehn Monaten gewdhlt (im Folgenden als therapeutischer
Therapieansatz bezeichnet).

Innerhalb jedes Behandlungsregimes wurden Méuse aller drei oben beschriebener CMT 1
Modelle (Cx32def, POhet, PMP22tg) sowie Wildtypen mit Inhibitor-Futter gefiittert. Als Kon-
trollen wurden Miuse mit jeweils gleichem Genotyp gewdhlt, welche kein Inhibitor-Futter

erhielten.

2.4 Greiftest

Um den fiir CMT 1 Neuropathien charakteristischen Kraftverlust zu erfassen, wurde die ma-
ximale Greitkraft der Hinterbeine der Méiuse gemessen. Verwendet wurde ein Grip Strength
Meter (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA), auf dessen Haltestange die Mduse mit
den Hinterbeinen gesetzt wurden, um anschlieBend unter gleichméfigem Kraftaufwand her-
untergezogen zu werden. Zur Erhebung der Daten wurden fiir jedes Tier jeweils zehn Mes-

sungen hintereinander an drei verschiedenen Tagen zur jeweils gleichen Uhrzeit durchgefiihrt.
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Hierbei wurde pro Messung die maximale von der Maus aufgebrachte Greifkraft notiert. Zur
Analyse wurden die Mittelwerte der Genotypgruppen miteinander verglichen.

Um intergeschlechtliche Kraftunterschiede auszuschlieSen, sind in direkt miteinander vergli-
chenen Gruppen alle Tiere gleichen Geschlechts.

Zusitzlich wurden alle Tiere vor der ersten Messung gewogen, um bei der folgenden Auswer-

tung gewichtsbedingte Kraftunterschiede ausschlieen zu konnen.

2.5 Neurophysiologische Messungen

Zur Durchfithrung neurophysiologischer Messungen wurden behandelte Tiere sowie Kontroll-
tiere mit 8l pro Gramm Korpergewicht Ketavet und Xylavet haltigem Anédsthetikum per int-
raperitonealer Injektion anésthesiert. Anschlieend wurden die Miuse zur Aufrechterhaltung
der Korpertemperatur auf eine Wiarmeplatte gelegt. Wahrend der Messungen erfolgte eine
regelméBige Kontrolle der Korpertemperatur, welche konstant zwischen 34 und 36°C lag.

Die detaillierte Durchfiihrung erfolgte wie bereits frither beschrieben (Zielasek et al., 1996).
Die Elektroden zur distalen Stimulation wurden in der Néhe der Incisura ischiadica major
(sciatic notch) sowie zur proximalen Stimulation am Kndchel platziert (Nervus tibialis). Die
ableitende Elektrode befand sich in den Fumuskeln nahe der Ferse. Zusétzlich wurde eine
subkutane Referenzelektrode platziert. Die Stimulation erfolgte supramaximal und es wurden
folgende Parameter erhoben: Als MaB fiir den axonalen Schaden dienten die Muskel-
summenaktionspotenziale (CMAP = compound muscle action potential) sowohl bei distaler
als auch bei proximaler Stimulation. Fiir Schdaden der Myelinscheiden dienten Nervenleitge-
schwindigkeiten und F-Wellen-Latenzen als Marker. Alle Messungen erfolgten auf der linken
Seite.

Fiir die Versuche wurde ein Digital Neurosoft-Evidence 3102 Elektromyograph verwendet
(Schreiber&Tholen Medizintechnik).

Die Neurophysiologischen Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Dennis Klein

durchgefiihrt, welcher fiir Genotyp und Behandlungsstatus geblindet war.

2.6 Praparation, Entnahme und Fixierung des Gewebes

Zur Aufarbeitung des Gewebes fiir immunhistochemische Analysen wurden die Miuse tier-

schutzgerecht durch Kohlenstoffdioxidnarkose euthanasiert und fiinf Minuten transkardial mit
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Heparin/PBS gespiilt. AnschlieBend erfolgte die Praparation und Entnahme des Nervus femo-
ralis, inklusive dessen peripherer Fortsdtze Nervus quadriceps und saphenus, sowie des Mus-
culus flexor digitorum brevis. Diese wurden in OCT-Medium eingebettet und in, durch fliissi-
gen Stickstoff gekiihltem, Methylbutan tiefgefroren. Nerven und Muskeln wurden schlieBlich
zur weiteren Verarbeitung mit einem Cryostat (Leica) in 10um dicke Querschnitte geschnitten
und bei -20°C gelagert. Um immer die gleichen Bereiche des Nervs zu untersuchen, wurden
die Querschnitte jeweils ab dem Ubergang von Nervus femoralis in Nervus quadriceps und
Nervus saphenus auf Objekttriger aufgenommen.

Zur Vorbereitung des Gewebes fiir Semidiinnschnitte und Elektronenmikroskopie wurden die
Maiuse mit Kohlenstoffdioxid euthanasiert und anschlieBend mit 4%Paraformaldehyd (PFA) /
2%Glutaraldehyd in 0,1M Cacodylatpuffer transkardial perfundiert. Spinalwurzeln (L4-L5)
sowie periphere Nerven (N. femoralis mit quadriceps und saphenus) wurden prépariert, ent-

nommen und in selbiger Losung bei 4°C iiber Nacht postfixiert.

2.7 Immunhistochemie

Alle Immunfloureszensbilder wurden mit einem Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) bei 40-facher

Vergroferung aufgenommen.

2.7.1 Immunhistochemische Fiarbung gegen F4/80 und CD34

Zur immunhistochemischen Férbung von Makrophagen und Fibroblasten wurde eine F4/80 /
CD34 Doppelfirbung auf Querschnitten des Nervus femoralis angefertigt. Nach Acetonfixie-
rung bei -20°C (10min) und dem Waschen mit PBS wurden die Proben mit 5% BSA/PBS
geblockt (30min) und anschlieBend mit dem ersten Priméirantikorper (Ratte Anti-Maus CD34,
1:1000) bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag wurde mit PBS gewaschen und mit einem Ziege Anti-Ratte Alexa Fluor
488 Sekundérantikorper (1:300, 1 Stunde) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS folgte
ein Avidin-Biotin-Block (SP-2001, Vector laboratories) sowie der zweite Primdrantikorper
(biotinylierter F4/80 Ratte Anti-Maus Antikorper, 1:300, MCA497B Serotec, 1 Stunde), wel-
cher, nach Waschen mit PBS, durch Cy3-konjugiertes Streptavidin (1:100, CED-
CLCSA1010, Biozol, 1 Stunde) angefarbt wurde. AnschlieBend erfolgte eine Kernfarbung mit
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4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, 1:500.000, Sigma-Aldrich). Zum Eindeckeln wurde
Aqua-Poly/Mount verwendet.

Die Auswertung erfolgte mit dem GNU Image Manipulation Programm (GIMP, Version 2.8).
Auf jeweils 7 bis 10 Querschnitten pro Tier wurden die Makrophagen und Fibroblasten quan-
tifiziert und anschlieBend ein Mittelwert gebildet.

In dieser Arbeit werden ausschlieBlich Bilder der F4/80 Féarbung gezeigt. Da jedoch eine
Doppelfarbung durchgefiihrt wurde, ist diese oben zur Vollstindigkeit beschrieben.

2.7.2 Immunhistochemische Farbung neuromuskulirer Synapsen

Um den Erhalt der neuromuskuldren Innervation zu untersuchen, wurden Prisynapsen mit
Hilfe gegen Synaptophysin gerichteter Antikdrper sowie Postsynapsen mit Hilfe von a-
Bungarotoxin auf Querschnitten des Flexor digitorum brevis Muskels geférbt.

Die Proben wurden mit PBS gewaschen und anschliefend mit 5%BSA/PBS geblockt (30
Min.). Es folgte die Inkubation mit Meerschweinchen Anti-Maus Synaptophysin Antikoérpern
(1:500, 101004, Synaptic Systems, 4°C) iiber Nacht.

Nach erneutem Waschen wurden die Proben mit Cy3-konjugierten Esel Anti-
Meerschweinchen Antikorpern (1:300, 706-165-148, Dianova, 1 Stunde) und Alexa Fluor 488
konjugiertem a-Bungarotoxin (1:300, B-13422, Molecular Probes, 1 Stunde) inkubiert und
mit Aqua-Poly/Mount eingedeckelt.

Zur Auswertung wurden mindestens 100 neuromuskulidre Synapsen pro Tier mit Hilfe eines
Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) auf Innervation, Denervation und partielle Denervation unter-

sucht.

2.8 Semidiinnschnitte und Elektronenmikroskopie

Nachdem das Gewebe wie oben beschrieben entnommen und {iber Nacht postfixiert wurde,
folgte eine Osmifizierung mit 2% OsO4 in oben beschriebenem Puffer, eine Dehydrierung in
Aceton und die Einbettung in Spurr’s Medium. Fiir Semidiinnschnitte wurden nun 0,5um di-
cke Querschnitte angefertigt und mit Methylenblau gefdrbt. Nach 10 Minuten in Xylol wur-
den die Objekttrager mit Vitro-Clud eingedeckelt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte an einem
Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss) bei 100-facher Vergroferung.

16



Zur Vorbereitung fiir die Elektronenmikroskopie wurden nach Einbettung in Spurr’s Medium
80nm dicke Ultradiinnschnitte angefertigt, auf einen Kupferrahmen gespannt und mit Bleizit-
rat kontrastiert. AnschlieBend wurden mit einer an ein Leo 906E Elektronenmikroskop (Zeiss)
angeschlossenen ProScan Slow Scan CCD Kamera Bilder der Nerven- bzw. Spinalwurzel-
querschnitte aufgenommen (iTEM software; Olympus Soft Imaging Solutions GmbH). Die
Auswertung erfolgte mittels Image]. Es wurden jeweils abnormal myelinisierte Axone (=
diinn- oder demyelinisierte Axone), axonale Regenerationsbiindel, Axone pro Cluster, peria-
xonale Vakuolen und phagozytierende Makrophagen im Verhédltnis zur Gesamtaxonzahl

quantifiziert.

2.9 Statistische Methoden

Der Untersucher war bei allen Quantifizierungen und morphometrischen Analysen gegeniiber
Genotyp und Behandlungsstatus geblindet. Zur Abschitzung der bendétigten
StichprobengréfBen wurde das Programm G*Power (3.1.3) verwendet. Die Daten wurden
mittels Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung iiberpriift sowie unter Benutzung des Leven-
Tests auf Varianzgleichheit untersucht. Zum Vergleich zweier Gruppen mit normalverteilten
Daten wurde, bei dhnlicher Varianz, ein Student #-Test und anderenfalls ein Welch ¢-Test
verwendet. Bei nicht normal verteilten Daten wurde auf den Mann-Whitney U-Test
zurlickgegriffen. Sollten mehr als zwei Gruppen mit normalverteilten Daten miteinander
verglichen werden, erfolgte die Berechnung der Signifikanzen mit Hilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (One-Way ANOVA) gefolgt von einer Bonferroni-Holm-Korrektur. Im Falle
mehrerer Gruppen mit nicht normal verteilten Daten wurde die Analyse mit einem
parameterfreien Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBender Bonferroni-Holm-Korrektur
durchgefiihrt. Zur Signifikanzanalyse der abnormal myelinisierten Fasern POhet Tiere
(Abbildung 15D) wurden die Tiere in zwei Gruppen (>18% abnormal myelinisierte Fasern
und <18% abnormale myelinisierte Fasern) eingeteilt und mit dem exakten Test nach Fisher
iiberpriift.

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software PASW Statistics 18 (SPSS, IBM)
durchgefiihrt. Die Diagramme wurden mit Microsoft Excel 2011 erstellt.

Die Daten sind, falls nicht anders beschrieben, als Mittelwerte + Standardabweichung
angegeben. Signifikante Unterschiede sind mit * oder # gekennzeichnet. Hierbei unterscheidet

sich das Signifikanzniveau folgendermalen : */# entspricht p < 0,05; **/## entspricht p <
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0,01; ***/### entspricht p < 0,001. Hervorzuhebende nicht signifikante Unterschiede sind mit

der Abkiirzung n.s. gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 CSF-1-Rezeptor-Inhibitor Behandlung Cx32 defizienter Mause
(CMT 1X)

Als CMT 1 Subtyp mit der zweithdufigsten Pravalenz hat CMT 1X eine hohe klinische Rele-
vanz. Zusétzlich konnten in fritheren Studien mit Cx32def/CSF-1op Tieren vielversprechende
Ergebnisse bei ultrastrukturellen Parametern, wie dem Erhalt der Myelinscheiden, beobachtet
werden (Groh et al., 2012). Somit schien die Intervention mit einem CSFIR Inhibitor in die-

sem Mausmodell besonders vielversprechend.

3.1.1 CSF1RI Behandlung fithrt zur Reduktion der Makrophagenanzahl im

Nervus Quadriceps

Um die Effektivitidt des CSFIR Inhibitors auf die CSF1 abhéngige Proliferation und Differen-
zierung der Makrophagen zu iiberpriifen, wurden mit Hilfe des Makrophagenmarkers F4/80
Querschnitte des Nervus Quadriceps gefarbt und ausgewertet.

Wie bereits in fritheren Studien beschrieben (Groh et al., 2010; Groh et al., 2012), fiel bei der
Betrachtung der Querschnitte der 12 Monate alten, unbehandelten Tiere eine eindeutig erhoh-
te Anzahl von Makrophagen in den Nerven der Cx32def Mutanten gegeniiber den Nerven der
Wildtypen auf. Die gemél priventiver Behandlungsstrategie behandelten Tiere hingegen
zeigten nach 9 Monaten Inhibitorfutter eine stark reduzierte Makrophagenpopulation in bei-
den Genotypen (Abbildung 3A). In der Quantifizierung zeigte sich eine hoch signifikante
Reduktion der Makrophagenanzahl um ca. 70 % unter CSF1R Inhibitor Behandlung (Abbil-
dung 3B). Dieser Effekt lieB sich weiterhin bereits nach 3 Monaten Behandlung bei 6 Monate
alten Tieren nachweisen (Abbilung 3C). Auch in der nach therapeutischem Ansatz behandel-
ten Gruppe, mit Therapiestart im Alter von 9 Monaten, konnte nach 6 Monaten Behandlung
eine effiziente Verringerung der Makrophagenpopulation beobachtet werden (Abbildung
3D).
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Abbildung 3 Reduktion der Makrophagenanzahl im Nervus Quadriceps von Wildtypen und
Cx32def Mutanten nach priventiver (6 und 12 Monate alt) und therapeutischer (15 Monate alt)
CSF1RI Behandlung. (A) Représentative F4/80 (rot) gefarbte Querschnitte des N. Quadriceps von 12
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Monate alten Wiltypen (oben) und Cx32def Mutanten (unten), jeweils ohne (links) und nach (rechts)
CSF1R Inhibitor Behandlung. Die gestrichelte Linie markiert den Umriss des Nervs. Zellkerne sind
mit DAPI (blau) gefarbt. MaBstab (weifl) = 20 um. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al., 2015b))
(B,C,D) Quantifizierung von F4/80 positiven Makrophagen in Querschnitten des N. Quadriceps von 6
(C), 12 (B) und 15 (D) Monate alten Wildtypen und Cx32def Mutanten ohne und nach CSF1R Inhi-
bitor Behandlung. Die Anzahl der Makrophagen ist in unbehandelten Cx32def Tieren gegeniiber
gleichaltrigen Wildtypen deutlich erhoht. Unter CSF1R Inhibitor Behandlung kommt es bei beiden
Genotypen und allen Altersstufen zu einer signifikanten Reduktion der Makrophagen um ca. 70%. [n
= 4-7; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen; * = signifikanter Unterschied zwi-

schen behandelten und unbehandelten Tieren gleichen Genotyps]

3.1.2 Verbesserung ultrastruktureller Veranderungen in behandelten Cx32

defizienten Mutanten

Nachdem eine effektive Reduktion der Makrophagenanzahl unter CSFIR Inhibitor Behand-
lung nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, inwiefern sich die Suppression der
Makrophagenpopulation auf die typischen bei CMT-1 Neuropathien auftretenden ultrastruktu-
rellen Verdnderungen auswirkte. Hierzu erfolgte eine elektronenmikroskopische Analyse der
Quadricepsnerven sowie lumbaler Vorderwurzeln. Im Fokus stand die Auspriagung des Mye-
linschadens, also die Menge diinn- oder demyeliniserter Axone, sowie periaxonale Vakuolen
(Kobsar et al., 2003) und axonale Regeneratiosnbiindel (Kobsar et al., 2002) als typische
Merkmale Cx32 defizienter Mutanten.

Zunichst erfolgte die Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Quadri-
cepsnerven 6 Monate alter Cx32def Mutanten nach 3 Monaten CSF1RI Therapie. Hier zeigte
sich zum einen ein Trend zu einer reduzierten Anzahl von periaxonalen Vakuolen (Abbil-
dung 4A), zum anderen fand sich in den Querschnitten eine signifikant erhdhte Anzahl von
axonalen Regenerationsbiindeln (Abbildung 4B).

Die Anzahl abnormal myelinisierter Fasern hingegen war bei 6 Monate alten mit CSFIRI

behandelten Tieren interessanterweise unveréndert grof3 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4 Leicht verringerter axonaler Schaden und verstirkte Regeneration im Nervus
Quadriceps 6 Monate alter Cx32def Mutanten nach priventiver CSF1RI Behandlung. (A) Quan-
tifizierung periaxonaler Vakuolen in Querschnitten der Quadricepsnerven von 6 Monate alten Cx32def
Mutanten, ohne und nach dreimonatiger CSF1R Inhibitor Behandlung. Keine signifikante Reduktion
der Vakuolenanzahl (p = 0,123). (B) Quantifizierung axonaler Regenerationsbiindel in Querschnitten
der Quadricepsnerven von 6 Monate alten Cx32def Mutanten, ohne und nach dreimonatiger CSFIR
Inhibitor Behandlung. Es zeigt sich eine signifikant groBere Anzahl Regenerationsbiindel (p = 0,012).
[Cx32defn = 7; Cx32def + CSF1RI n = 4]

Die oben beschriebenen, bereits nach 3 Monaten praventiver Behandlung beobachteten Effek-
te verstirkten sich deutlich nach 9 Monaten Behandlung in 12 Monate alten Tieren und sind
in den reprisentativen elektronenmikroskopischen Aufnahmen des N. Quadriceps in Abbil-
dung 5A dargestellt. Wiahrend die Wildtypen (behandelt und unbehandelt) weder Vakuolen
noch Regenerationsbiindel, sowie gleichméBig myelinisierte Myelinscheiden zeigten, fielen in
unbehandelten Mutanten vermehrt Vakuolen (V) als Zeichen axonalen Schadens sowie diinn-
und demyelinisierte Axone auf. Behandelte Cx32def Méuse hingegen zeigten signifikant we-
niger periaxonale Vakuolen (Abbildung 5A, C) und zudem eine signifikant gréBere Anzahl
regenerativer axonaler Biindel (R) (Abbildung 5A, D).

Bei genauer Betrachtung der Regenerationsbiindel konnte eine weitere interessante Gegeben-
heit beobachtet werden. Behandelte Tiere unterschieden sich nicht nur in der Anzahl der Biin-
del, sondern schienen auch in der Anzahl der Axone pro Biindel zu differieren. Tatsdchlich
zeigten behandelte Tiere signifikant mehr axonale Aussprossungen pro axonalem Biindel
(Abbildung S5E und 6).

Zusammenfassend sprechen diese Beobachtungen fiir einen verbesserten Ablauf regenerativer
Prozesse. In Ubereinstimmung mit den 6 Monate alten Miusen blieb jedoch auch hier die

Anzahl abnormal myelinisierter Fasern unverbessert (Abbildung 5B).
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Abbildung 5 Verringerter axonaler Schaden und verstirkte Regeneration im Nervus Quadri-
ceps 12 Monate alter CX32def Mutanten nach priventiver CSF1RI Behandlung. (A) Elektro-
nenmikroskopische Darstellung des N. Quadriceps von 12 Monate alten Wildtypen (oben) und
Cx32def Mutanten (unten), jeweils ohne (links) und nach CSF1RI Behandlung (rechts). Die unbehan-

delten Tiere zeigen vermehrt periaxonale Vakuolen (V). Die Behandlungsgruppe hingegen zeigt deut-
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lich weniger periaxonale Vakuolen und eine groBere Anzahl regenerativer axonaler Biindel (R). MaB-
stab = S5um. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al., 2015b)) (B,C,D,E) Quantifizierung abnormal
myelinisierter Axone (B), periaxonaler Vakuolen (C), regenerativer axonaler Biindel (D) und von A-
xonen pro Regenerationsbiindel (E) in Querschnitten des N. Quadriceps von 12 Monate alten Wildty-
pen und Cx32def Mutanten, ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. (B) Es zeigt sich eine
signifikant erhohte Anzahl abnormal myelinisierter Axone in den Mutanten im Vergleich zu Wildty-
pen. Die Behandlung mit CSF1RI zeigt keinen Effekt auf die Anzahl abnormal myelinisierter Fasern.
(C) Cx32def Mutanten zeigen eine deutlich groflere Anzahl periaxonaler Vakuolen im Vergleich zu
Wildtypen (n.b. = nicht beobachtet). Unter CSF1RI Behandlung findet sich eine signifikante Abnahme
periaxonaler Vakuolen. (D) Die Anzahl regenerativer axonaler Biindel in Cx32def Mutanten ist im
Vergleich zu Wildtypen erh6ht und zeigt unter CSF1RI Behandlung einen deutlich signifikanten An-
stieg. (E) Die Anzahl der Axone pro Regenerationsbiindel ist in behandelten Mutanten signifikant
groBer als in Unbehandelten. [Wildtyp n = 4; Cx32def n = 7; Cx32def + CSF1RI n = 4; # = signifikan-
ter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen; * = signifikanter Unterschied zwischen behandelten und

unbehandelten Tieren gleichen Genotyps]

Abbildung 6 Reprisentatives regeneratives Biindel eines 12 Monate alten behandelten Tieres
mit 10 axonalen Aussprossungen. Mafstab = lum. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al.,

2015b))

Neben den oben beschriebenen Ergebnissen in Quadricepsnerven, konnten auch Effekte in
spinalen Vorderwurzeln nachgewiesen werden. Hier fiel, &hnlich zu peripheren Nerven, eben-
falls eine Verringerung des axonalen Schadens auf, représentiert durch eine signifikante Re-
duktion der periaxonalen Vakuolen (Abbildung 7B). Zusitzlich zeigte sich eine verringerte
Anzahl phagozytierender Makrophagen (Abbildung 7A). Im Unterschied zu den Quadriceps-
nerven konnte jedoch eine Verbesserung der Demyelinisierung in den Vorderwurzeln beo-
bachtet werden. Die Anzahl abnormal myelinisierter Nervenfasern war in behandelten Mutan-

ten signifikant verringert (Abbildung 7C).
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Abbildung 7 Verringerter axonaler Schaden und verbesserte Myelinintegritiit in lumbalen Vor-
derwurzeln 12 Monate alter Cx32def Mutanten nach priaventiver CSF1RI Behandlung. (A,B,C)
Quantifizierung phagozytierender Makrophagen (A), periaxonaler Vakuolen (B) und abnormal myeli-
nisierter Axone (C) in Querschnitten ventraler Spinalwurzeln von 12 Monate alten Wildtypen und
Cx32def Mutanten, ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. (A) Die Anzahl phagozytie-
render Makrophagen ist gegeniiber Wildtypen deutlich erhoht. Behandelte Tiere hingegen zeigen eine
tendenziell geringere Anzahl. (B) Periaxonale Vakuolen konnen in Cx32def Tieren im Vergleich zu
Wildtypen deutlich héufiger beobachtet werden. Behandelte Mutanten hingegen zeigen signifikant
weniger periaxonale Vakuolen (C) Die Menge abnormal myelinisierter Fasern ist in Cx32def Tieren
im Vergleich zu Wildtypen stark erhoht. Dieser Anteil ist nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung
signifikant verringert. [Cx32def n = 4; Cx32def + CSFIRI n = 3; # = signifikanter Unterschied zu
unbehandelten Wildtypen; * = signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten

Tieren gleichen Genotyps]

Anschlieffend erfolgte die Untersuchung der geméf therapeutischem Therapieansatz behan-
delten Méuse. Da die Erkrankung zum Zeitpunkt des Therapiestarts im Alter von 9 Monaten
bereits weit fortgeschritten ist, stand hier die Frage im Mittelpunkt, ob durch die Therapie
auch ein Effekt auf den bereits entstandenen Schaden erzielt werden kann, oder ob diese le-
diglich die Progression der Erkrankung verlangsamt bzw. aufhalt.

Zwar konnte hier ebenfalls eine Reduktion der Makrophagenpopulation um ca 70 % erreicht

werden (Abbildung 3D), eine Verbesserung der ultrastrukturellen Verdnderungen in den
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Quadricepsnerven therapeutisch-behandelter Mduse konnte jedoch, im Gegensatz zu praven-
tiv behandelten Mausen, nicht bzw. nur in geringerem Ausmal} nachgewiesen werden. Wéh-
rend der axonale Schaden einen deutlichen aber nicht signifikanten Trend zur Verbesserung
zeigte (Abbildung 8A), hatte die therapeutische CSF1RI Behandlung keinen Effekt auf die
Anzahl regenerativer axonaler Biindel (Abbildung 8B).
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Abbildung 8 Keine Verbesserung des axonalen Schadens und der regenerativen Parameter im
Nervus Quadriceps 15 Monate alter C32def Mutanten nach therapeutischer CSF1RI Behand-
lung. (A,B) Quantifizierung periaxonaler Vakuolen (A) und regenerativer axonaler Biindel (B) in
Querschnitten des N. Quadriceps von 15 Monate alten Cx32def Mutanten, mit und ohne 6 monatiger
CSF1RI Behandlung. Die Behandlung zeigt weder einen signifikanten Effekt auf die Anzahl periaxo-

naler Vakuolen noch auf die Anzahl regenerativer axonaler Biindel [Cx32def n = 4; Cx32def +
CSF1RIn=3]

3.1.3 Erhalt der neuromuskuliren Innervation unter CSF1RI Behandlung

Ein weiteres Merkmal Cx32 defizienter Tiere ist der Verlust der neuromuskuléren Innervati-
on, entstehend durch den oben beschrieben axonalen Schaden und dem damit einhergehenden
Verlust von Axonen. Cx32def Tiere zeigen im Vergleich zu Wildtypen eine gro3ere Anzahl
denervierter und partiell denervierter Synapsen an den neuromuskulidren Endplatten (Groh et
al., 2010; Groh et al., 2012). Von besonderem Interesse war somit, ob die durch die CSF1RI
Behandlung beobachtete Reduktion des axonalen Schadens sowie das vermehrte Vorkommen
regenerativer axonaler Biindel zu einem Erhalt der neuromuskuléren Innervation fiihrte.
Hierfiir wurden sowohl Pra- wie auch Postsynapsen auf Querschnitten des Musculus flexor
digitorum brevis angefarbt und die Anzahl denervierter (Abbildung 9A.1) und partiell dener-
vierter (Abbildung 9A.2) neuromuskulédrer Synapsen (NMS) quantifiziert.
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Abbildung 9 Verringerter Verlust der neuromuskuliren Innervation in Fulmuskeln 12 Monate
alter Cx32def Mutanten nach priventiver CSF1RI Behandlung. (A) Immunhistochemische Dop-
pelfirbung der Prisynapsen mit Synaptophysin (rot) sowie der Postsynapsen mit a-Bungarotoxin
(griin) auf Querschnitten des Musculus flexor digitorum brevis (FDB) von 12 Monaten alten Cx32def
Mutanten ohne CSF1RI Behandlung. Die Pfeile markieren eine vollstindig denervierte (A.1) bzw.
eine partiell denervierte (A.2) neuromuskulidre Synapse (NMS). MaBstab = 20um. (Modifiziert ent-
nommen aus (Klein et al., 2015b)) (B) Quantifizierung denervierter und partiell denervierter NMS auf
FDB Querschnitten von 12 Monate alten Wildtypen und Cx32def Mutanten, ohne und nach CSF1RI
Behandlung. Starker Verlust der neuromuskulidren Innervation in Cx32def Tieren gegeniiber Wildty-
pen. Dieser wird durch CSF1RI Behandlung signifikant verringert. [unbehandelt: Wildtyp n = 7;
Cx32def n = §8; behandelt: Wildtyp n = 6; Cx32def n = 4; # = signifikanter Unterschied zu unbehandel-
ten Wildtypen; * = signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren glei-

chen Genotyps]

In Ubereinstimmung mit oben genannten fritheren Studien (Groh et al., 2010; Groh et al.,
2012), zeigten die Cx32def Mutanten mit im Mittel 15% denervierten und partiell denervier-

ten Synapsen ein deutlich groferes AusmaBl an neuromuskuldrer Denervation gegeniiber
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gleichaltrigen Wildtypen. Durch CSF1RI Behandlung lie} sich die Anzahl denervierter und
partiell denervierter Synapsen in Cx32def Mutanten jedoch auf Wildtyp-Niveau senken (Ab-
bildung 9B). Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der ultrastrukturellen Untersuchun-
gen aus 3.1.2. Der verringerte axonale Schaden sowie das vermehrte Aussprossen der einzel-

nen Neurone konnten zum Erhalt der neuromuskuliren Innervation fiihren.

3.1.4 Verbesserung funktioneller Parameter Cx32 defizienter Mutanten un-

ter CSF1RI Behandlung

Die bisherigen Ergebnisse zeigten eine durch die CSF1RI Behandlung reduzierte Zahl endo-
neuraler Makrophagen sowie eine schwichere Ausprigung der iiblicherweise bei Cx32def
Mutanten beobachteten charakteristischen ultrastrukturellen Verdnderungen. Um nun die Re-
levanz dieser Ergebnisse fiir die Funktion des Nervs sowie fiir das klinische Ergebnis beurtei-
len zu konnen, wurde im néchsten Schritt der Blick auf funktionelle Parameter gerichtet.

Zur Uberpriifung der Nervenfunktion wurden elektrophysiologische Messungen des Nervus
Ischiadicus mit Ableitung der Aktionspotentiale an den FuBmuskeln durchgefiihrt. Friihere
Studien haben gezeigt, dass Cx32 defiziente Tiere im Alter von 6 und 12 Monaten deutliche
Defizite in der Nervenleitgeschwindigkeit sowie in den Muskelaktionssummenpotenialen (im
Folgenden auch als CMAP = compound muscle action potential abgekiirzt) gegeniiber gleich-
altrigen Wildtypen aufweisen (Groh et al., 2010). Diese neurophysiologischen Charakteristika
sind typischerweise auch bei CMT 1X Patienten nachzuweisen (Pareyson et al., 2006; Groh et
al., 2010).

In Ubereinstimmung mit den bereits beschriebenen Ergebnissen zeigten die 6 Monate alten
Cx32def Mutanten reduzierte distale und proximale CMAPs (Abbildung 9A,B). Ebenso
konnten bei Mutanten im Vergleich zu Wildtypen langsamere Nervenleitgeschwindigkeiten
beobachtet werden (Abbildung 9C). Nach dreimonatiger CSF1RI Behandlung hingegen zeig-
te sich eine deutliche Verbesserung der drei genannten Parameter. Sowohl distale als auch
proximale Summenpotentiale erreichten nach CSF1RI Behandlung Wildtyp-Niveau (Abbil-
dung 9A,B). Ebenso war die Nervenleitgeschwindigkeit gegeniiber unbehandelten Mutanten
signifikant verbessert (Abbildung 9C).

Weiterhin ist zu beachten, dass die Behandlung keinen negativen Effekt auf die nervale Funk-

tion der Wildtypen hatte.
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Abbildung 10 Verbesserte Amplituden der CMAPs und Nervenleitgeschwindigkeiten in 6 Mo-
nate alten CX32def Mutanten nach priventiver CSF1RI Behandlung. (A,B) Ableitung von Mus-
kelsummenaktionspotentialen an den FuBmuskeln nach distaler (A) und proximaler (B) supramaxima-
ler Stimulation des Nervus Ischiadicus bei 6 Monate alten Wildtypen und Cx32def Mutanten, jeweils
ohne und nach drei monatiger CSFIRI Behandlung. Cx32def Tiere zeigen deutlich verringerte
Amplituden gegeniiber Wildtypen. Die Amplituden behandelter Mutanten sind signifikant groBer im
Vergleich zu unbehandelten Tieren. (C) Errechnung der Nervenleitgeschwindigkeit des Nervus Ischi-
adicus nach supramaximaler proximaler und distaler Stimulation. Unbehandelte Mutanten weisen sig-
nifikant reduzierte Nervenleitgeschwindigkeiten im Vergleich zu Wildtypen auf. Dieser Effekt kann
durch die dreimonatige CSFI1RI Behandlung verhindert werden. [unbehandelt: Wildtyp n = 6;
Cx32def n = 6; behandelt: Wildtyp n = 5; Cx32def n = 5; # = signifikanter Unterschied zu unbehandel-
ten Wildtypen; * = signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren glei-

chen Genotyps]

Im néchsten Schritt folgte die neurophysiologische Analyse der 12 Monate alten Tiere nach
neun Monate langer CSF1RI Behandlung. Hier war einerseits von Interesse, ob die oben be-
schriebenen nach drei Monaten Behandlung erzielten funktionellen Verbesserungen auch
langfristig erhalten werden konnten. Andererseits stand die Auswirkung einer dauerhaften

CSFI1RI Therapie auf die neuronale Funktion gesunder Tiere im Fokus.
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Abbildung 11 Verbesserte Amplituden der CMAPs und Nervenleitgeschwindigkeiten in 12 Mo-
nate alten Cx32def Mutanten nach priventiver CSF1RI Behandlung (A,B) Ableitung von Mus-
kelsummenaktionspotentialen an den FuBmuskeln nach distaler (A) und proximaler (B) supramaxima-
ler Stimulation des Nervus Ischiadicus bei 12 Monate alten Wildtypen und Cx32def Mutanten, jeweils
ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. Behandelte Wildtypen zeigen keine Beeintrichti-
gung der Muskelsummenaktionspotentiale. Die deutliche Reduktion der Amplituden in Cx32def Tie-
ren gegeniiber Wildtypen ist in behandelten Mutanten signifikant geringer ausgepragt. (C) Errechnung
der Nervenleitgeschwindigkeit des Nervus Ischiadicus nach supramaximaler proximaler und distaler
Stimulation. Behandelte Mutanten zeigen signifikant hohere Nervenleitgeschwindigkeiten im Ver-
gleich zu unbehandelten. [unbehandelt: Wildtyp n = 9; Cx32def n = 7; behandelt: Wildtyp n = 6;
Cx32def n = 4; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen; * = signifikanter Unter-

schied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren gleichen Genotyps]

Bei Betrachtung der CMAPs der unbehandelten sowie der mit CSFIRI behandelten Wildty-
pen konnte kein Unterschied festgestellt werden (Abbildung 11A,B).

Weiterhin konnten die bereits bei 6 Monate alten Tieren beobachteten positiven Effekte der
CSF1RI Behandlung bestdtigt werden. Wahrend die Amplituden 12 Monate alter Cx32 defi-
zienter Tiere im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen signifikant verringert waren, zeigten
die CSFIRI behandelten Mutanten Werte, die fast dem Wildtyp-Niveau entsprachen (Abbil-

dung 11A,B). Ebenso konnte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in 6 Monate alten
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Tieren die Nervenleitgeschwindigkeit in den Mutanten durch die Behandlung erhalten werden
(Abbildung 11C).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass der in den ultrastrukturellen Untersuchungen beo-
bachtete reduzierte axonale Schaden sowie die vermehrte regenerative Aktivitét sich in einer

robusten Verbesserung der neurophysiologischen Funktion duf3erten.

Die oben beschriebenen Beobachtungen sprechen fiir einen positiven Effekt der Behandlung
mit friihem Therapiestart. Beurteilt wurde dies bisher jedoch vor allem an Parametern, welche
keine genaue Aussage iiber einen Effekt auf die klinische Auspridgung der Erkrankung zulas-
sen. Fiir die Patienten ist jedoch gerade dies der vermutlich wichtigste Aussagewert, ob von
der Therapie profitiert werden kann oder nicht. Um den bei CMT 1 Patienten typischerweise
als Leitsymptom dominierenden Kraftverlust abschitzen zu konnen, wurden spezielle Halte-
versuche durchgefiihrt. Hierbei wurde die Greifkraft der Hinterbeine von Wildtypen sowie
von Cx32def Tieren im Alter von 12 Monaten ohne und nach neunmonatiger Behandlung
gemessen.

Erwartungsgemadl zeigten 12 Monate alte Cx32def Tiere einen deutlichen Kraftverlust im
Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen (Abbildung 12). Die Gruppe behandelter Mutanten
jedoch erreichte Kraftwerte auf Wildtyp-Niveau und zeigte somit eine signifikant verbesserte
Greifkraft im Vergleich zu unbehandelten Cx32def Tieren (Abbildung 12).

Bei Wildtypen hatte die Behandlung keinen Effekt auf die Greifkraft (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12 Priventive CSF1RI Behandlung fiihrt zu verbesserter Greifkraft von 12 Monate
alten Cx32def Mutanten. Messung der Greifkraft der Hinterbeine von 12 Monate Cx32def Tieren,
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jeweils ohne und nach CSF1RI Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Wildtypen. Cx32def Tiere
zeigen im Alter von 12 Monaten eine signifikante Verringerung der Greifkraft im Vergleich zu gleich-
altrigen Wildtypen wihrend bei behandelten Mutanten kein Kraftverlust nachweisbar ist. [unbehan-

delt: Wildtyp n = 5; Cx32def n = 6; behandelt: Cx32def n = 3]

Zuletzt erfolgte die funktionelle Untersuchung der gemél therapeutischem Ansatz behandel-
ten, 15 Monate alten Tiere. Nach dem nur schwachen Effekt der Behandlung in den ultra-
strukturellen Untersuchungen (Abbildung 8) interessierte nun, ob sich dies auch in den neu-
rophysiologischen Parametern widerspiegelte.

Wie erwartet konnte auch hier kein signifikanter Effekt durch die Behandlung nachgewiesen
werden.

Sowohl CMAPs (proximale und distale) wie auch Nervenleitgeschwindigkeiten waren in un-
behandelten Cx32def Tieren signifikant gegeniiber gleichaltrigen Wildtypen verringert (Ab-
bildung 13A,B,C). Bei Betrachtung der behandelten Cx32def Mutanten zeigte sich keine
Verbesserung der Amplituden der CMAPs (proximale und distale) oder der Nervenleitge-
schwindigkeiten (Abbildung 13A,B,C).
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Abbildung 13 Keine Verbesserung neurophysiologischer Parameter in 15 Monate alten Cx32def
Mutanten nach therapeutischer CSF1RI Behandlung. (A,B) Ableitung von Muskelsummenakti-

onspotentialen an den FuBmuskeln nach distaler (A) und proximaler (B) supramaximaler Stimulation

32



des Nervus Ischiadicus bei 15 Monate alten Wildtypen und Cx32def Mutanten, jeweils ohne und nach
sechsmonatiger CSFIRI Behandlung. Die Amplituden unbehandelter Tiere sind signifikant kleiner im
Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen. Durch sechsmonatige CSF1RI Behandlung der Mutanten
konnte keine Verbesserung der Werte erzielt werden. (C) Errechnung der Nervenleitgeschwindigkeit
des Nervus Ischiadicus nach supramaximaler proximaler und distaler Stimulation. Unbehandelte Mu-
tanten zeigen gegeniiber gleichaltrigen Wildtypen eine signifikant langsamere durchschnittliche Ner-
venleitgeschwindigkeit. Auch hier zeigt sich kein Unterschied zwischen behandelten und unbehandel-
ten Cx32def Mutanten. [unbehandelt: Wildtyp n = 5; Cx32def n = 5; behandelt: Wildtyp n = 6;
Cx32def n = 7; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen]
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3.2 CSF-1-Rezeptor-Inhibitor Behandlung PO heterozygoter Mause
(CMT 1B)

Nach den positiven Resultaten der praventiven neunmonatigen Behandlung Cx32 defizienter
Mutanten stellte sich die Frage, ob die Therapie auch in anderen Tiermodellen der Charcot-
Marie-Tooth 1 Neuropathien eine dhnliche Effektivitit zeigt. Untersucht wurden hierfiir PO
heterozygote sowie PMP22 transgene Maiduse (sieche 3.3), welche Modelle fir CMT 1B
(POhet) sowie fiir CMT 1A (PMP2tg) darstellen.

Besonders POhet Méduse zeigten bereits vielversprechende Ergebnisse bei der Kreuzung mit
osteopetrotischen Méusen, welche nicht zur CSF-1 Synthese in der Lage sind. Der typische
Myelinschaden in Form abnormal myelinisierter Fasern konnte hier fast vollstidndig verhin-
dert werden (Carenini et al., 2001).

Da lediglich der priaventive Behandlungsansatz bei Cx32def Mutanten einen signifikanten
Effekt zeigte, konzentrierte sich die Therapie der POhet und PMP22tg Tiere auf die Behand-

lung im Alter von drei bis zwolf Monaten.

3.2.1 CSF1RI Behandlung fithrt zu Reduktion der Makrophagenanzahl im

Nervus Quadriceps

Zur Uberpriifung der Effektivitit des CSF1-Rezeptor-Inhibitors in Hinsicht auf die Reduktion
der Makrophagenpopulation erfolgte eine Farbung von Querschnitten des Nervus Quadriceps
mit Hilfe des Makrophagenmarkers F4/80.

Wie zu erwarten konnte in Qadriceps Nerven unbehandelter POhet Mutanten eine deutlich
grofBere Anzahl Makrophagen im Vergleich zu unbehandelten Wildtypen nachgewiesen wer-
den (Abbildung 14B). Bei Betrachtung der reprasentativen Querschnitte fiel eine deutlich
verringerte Makrophagenpopulation im Nervus Quadriceps behandelter POhet Tiere auf (Ab-
bildung 14A). In der Quantifizierung zeigte sich eine hoch signifikant reduzierte Anzahl
F4/80 positiver Makrophagen nach CSFIRI Behandlung, sowohl in Wildtypen als auch in
POhet Mutanten.
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Abbildung 14 Reduktion der Makrophagenanzahl im Nervus Quadriceps 12 Monate alter POhet
Mutanten nach CSF1RI Behandlung. (A) Représentative F4/80 (rot) gefiarbte Querschnitte des N.
Quadriceps von 12 Monate alten POhet Mutanten, jeweils ohne (links) und nach (rechts) CSF1RI Be-
handlung. Die gestrichelte Linie markiert den Umriss des Nervs. Zellkerne sind mit DAPI (blau) ge-
farbt. MaBstab (weill) = 20 um. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al., 2015b)) (B) Quantifizie-
rung F4/80 positiver Makrophagen in Querschnitten des N. Quadriceps 12 Monate alter Wildtypen
und POhet Mutanten ohne und nach CSF1R Inhibitor Behandlung. Die Anzahl der Makrophagen ist in
unbehandelten POhet Tieren gegeniiber gleichaltrigen Wildtypen deutlich erh6ht. Unter CSFIR Inhi-
bitor Behandlung kommt es bei beiden Genotypen zu einer signifikanten Reduktion der Makrophagen
um ca. 70%. [unbehandelt: Wildtyp n = 5; POhet n = 5; behandelt: Wildtyp n = 6; POhet n = 6; # =
signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen; * = signifikanter Unterschied zwischen behan-

delten und unbehandelten Tieren gleichen Genotyps]
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3.2.2 Verbesserter Erhalt der Myelinintegritit nach CSF1RI Behandlung

POhet Tiere zeigen typische ultrastrukturelle pathologische Verdnderungen. Charakteristisch
fiir Mutanten im Alter von 12 Monaten sind deutliche Anzeichen von De- und Remyelinisie-
rung sowohl in lumbalen Vorderwurzeln wie auch im Nervus Quadriceps (Martini et al.,
1995; Shy et al., 1997). Da Verkreuzungsstudien von POhet Tieren mit CSF-1 defizienten
osteopetrotischen Miusen eine robuste Verbesserung der Myelinintegritdt zeigten (Carenini et
al., 2001), interessierte nun vor allem, ob ein positiver Effekt auf die Myelinscheiden auch
unter CSF1RI Behandlung beobachtet werden kann.

Bei Betrachtung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen PO heterozygoter Tiere ohne und
nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung (Abbildung 15A) schien ein Trend zu einem ver-
ringerten Myelinverlust erkennbar. Nach Quantifizierung des Anteils abnormal myelinisierter
Axone (Abbildung 15B) konnte jedoch interessanterweise kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Dies lag vor allem an der enorm variablen Auspriagung des Phinotyps PO
heterozygoter Tiere, welche einen Anteil abnormal myelinisierter Fasern mit einer Streuweite
von 6 bis 40% zeigten (Abbildung 15C) und sich durch die dadurch bedingte groBle Stan-
dardabweichung nicht signifikant von behandelten Tieren unterschieden. Jedoch fiel auf, dass
unter CSFIRI Therapie diese stark ausgepréigte Streuung der Werte nicht mehr zu beobachten
war. Der Anteil abnormal myelinisierter Axone lag nun stabil um einen Mittelwert von 12%
(Abbildung 15C). Vor allem stark betroffene Mutanten mit einer abnormen Myelinisierung
>18% konnten nach CSF1RI Behandlung nicht mehr identifiziert werden (Abbildung 15D).
Dieser protektive Effekt bei besonders stark betroffenen Mutanten erwies sich nach Uberprii-
fung mittels des exakten Tests nach Fisher als signifikant (p = 0,044).

Die fiir Cx32def Mutanten charakteristischen periaxonalen Vakuolen und regenerativen axo-
nalen Biindel konnten zwar auch in POhet Tieren nachgewiesen werden, jedoch traten sie hier
deutlich seltener auf und stellen somit kein typisches Merkmal dieses Genotyps dar. Entspre-
chend zeigte sich in POhet Mutanten auch kein Effekt der CSF1RI Behandlung auf diese Pa-
rameter (Abbildung 15E,F).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse ein verringertes Ausmal} der Demyelinisierung

nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch in ultrastrukturellen Untersuchungen lumbaler Vor-
derwurzeln PO heterozygoter Tiere gemacht werden. Zwar war der Effekt der Myelinprotekti-

on in den Vorderwurzeln (Abbildung 16B) insgesamt schwicher ausgeprégt als in Quadri-
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cepsnerven (Abbildung 15B), jedoch schien hier, dhnlich wie in den peripheren Nerven, die

Therapie vor allem bei besonders stark betroffenen Mutanten anzusprechen.
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Abbildung 15 Verbesserter Erhalt der Myelinintegritit im Nervus Quadriceps 12 Monate alter
POhet Mutanten nach CSF1RI Behandlung. (A) Elektronenmikroskopische Darstellung des N.
Quadriceps 12 Monate alter POhet Mutanten, ohne (links) und nach (rechts) neunmonatiger CSF1RI

Behandlung. Behandelte POhet Tiere zeigen einen besseren Erhalt der Myelinintegritdt im Vergleich
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zu gleichaltrigen unbehandelten Mutanten. Malistab = Sum. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al.,
2015b)) (B,C,D) Quantifizierung abnormal myelinisierter Axone in Querschnitten des N. Quadriceps
von 12 Monate alten Wildtypen (B) und POhet Tieren (B,C,D) ohne und nach neunmonatiger CSF1RI
Behandlung. (B) POhet Tiere weisen im Unterschied zu Wildtypen im Mittel >20% abnormal myelini-
sierte Fasern auf, wihrend Tiere nach CSF1RI Behandlung einen Trend zur verbesserten Myelininteg-
ritdt zeigen. (C) Die enorme variable Auspriagung des Phéanotyps POhet Tiere wird nach CSF1RI Be-
handlung nicht mehr beobachtet. (D) Mutanten mit besonders starkem Verlust der Myelinintegritét
(>18% abnormal myelinisierte Axone) sind nach CSF1RI Behandlung nicht mehr nachweisbar identi-
fizierbar. (E, F) Quantifizierung periaxonaler Vakuolen (E) und regenerativer axonaler Biindel (F) in
Querschnitten des N. Quadriceps 12 Monate alter Cx32def Tiere sowie POhet Mutanten ohne und nach
neunmonatiger CSF1RI Behandlung. Sowohl periaxonale Vakuolen wie auch regenerative axonale
Biindel treten in POhet Tieren deutlich seltener auf als in Cx32def Mutanten. Eine neunmonatige
CF1RI Behandlung zeigt keinen Effekt. [unbehandelt: Wildtyp n = 4; POhet n = 9; Cx32def n = 7;
behandelt: Wildtyp n = 6; POhet n = 6; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen]

Beim Vergleich reprisentativer Semidiinnschnitte von den am stirksten mit denen von am
schwichsten betroffenen Individuen behandelter und unbehandelter Tiere gab es zwar in bei-
den Behandlungsgruppen Tiere mit gutem Myelinerhalt, besonders stark betroffene Tiere mit
>50% abnormal myelinisierten Axonen traten hingegen nur in der Gruppe der unbehandelten

Mutanten auf (Abbildung 16A).
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Abbildung 16 Weniger variable Ausprigung des Myelinverlustes in lumbalen Vorderwurzeln 12
Monate alter POhet Mutanten nach CSF1RI Behandlung. (A) Lichtmikroskopische Darstellung
von Semidiinnschnitten lumbaler Vorderwurzeln 12 Monate alter PO heterozygoter Tiere, ohne (links)
und nach (rechts) neunmonatiger CSFIRI Behandlung. Dargestellt ist jeweils eines der am stédrksten
(unten) und eines der am schwéchsten (oben) betroffenen Individuen. MaB3stab = 10um. (B) Quantifi-
zierung abnormal myelinisierter Axone in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Querschnitten
lumbaler Vorderwurzeln 12 Monate alter Wildtypen und POhet Tieren ohne und nach neunmonatiger
CSF1RI Behandlung. Wahrend in Wildtypen fast keine abnormal myelinisierten Fasern nachweisbar
sind, sind bei POhet Tieren im Mittel 35% der Fasern betroffen. Mutanten nach CSF1RI Behandlung
zeigen einen Trend zu verbessertem Myelinerhalt. [unbehandelt: Wildtyp n = 4; POhet n = 4; behan-
delt: POhet n = 6; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen]
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3.2.3 Trend zu verbesserter neuromuskuliarer Innervation unter CSFI1RI

Behandlung

Da Demyelinisierung final zu axonalem Schaden bzw. zu axonalem Verlust fiihrt (Nave,
2010) und sich in den ultrastrukturellen Untersuchungen ein Myelinerhalt bei besonders stark
betroffenen POhet Mutanten zeigte, stellte sich nun die Frage, ob auch hier durch einen indi-
rekten axonalen Erhalt eine positive Auswirkung auf die neuromuskulédre Innervation beo-

bachtet werden konnte.

Denervierte / partiell denervierte NMS

e 12M
Dunbehandelt ®+CSF1RI

= #

8 20 7

+

S

3 151

2

£ 10 -

k=

N

o 51

o

0 T

WT POhet

Abbildung 17 Trend zu verbesserter neuromuskulirer Innervation in FuBmuskeln 12 Monate
alter POhet Mutanten nach CSF1RI Behandlung. Quantifizierung denervierter und partiell dener-
vierter neuromuskuldrer Synapsen (NMS) auf Musculus flexor digitorum brevis Querschnitten von 12
Monate alten Wildtypen und POhet Mutanten, ohne und nach CSF1RI Behandlung. Starker Verlust der
neuromuskulédren Innervation in POhetTieren gegeniiber Wildtypen. Nicht signifikante Reduktion neu-
romuskuldrer Innervation nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. [unbehandelt: Wildtyp n = 7;
POhet n = 8; behandelt: Wildtyp n = 6; POhet n = 6; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten
Wildtypen]

Die Quantifizierung denervierter und partiell denervierter neuromuskuldrer Synapsen (Abbil-
dung 17) zeigte eine deutlich reduzierte neuromuskuldre Innervation in POhet Mutanten ge-
geniiber gleichaltrigen Wildtypen. Nach neunmonatiger CSFIRI Behandlung konnte ein
Trend zur verbesserten Innervation beobachtet werden, welcher jedoch erneut durch die Vari-
abilitdt des Phénotyps PO heterozygoter Tiere nicht signifikant war. Besonders stark betroffe-

ne Individuen waren erneut nicht mehr identifizierbar.
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3.2.4 Verbesserung funktioneller Parameter PO heterozygoter Miuse unter

CSF1RI Behandlung

Die bisher gezeigten Daten legen einen protektiven Effekt der CSFIRI Behandlung auf die
Auspriagung des Myelinschadens sowie auf die neuromuskuldre Innervation nahe. Um die
Auswirkung dieser ultrastrukturellen und immunhistologischen Beobachtungen auf das klini-
sche Bild beurteilen zu kdnnen, wurden funktionelle Parameter untersucht. Dies erfolgte er-
neut durch neurophysiologische Messungen sowie durch die Quantifizierung der Greifkraft
der Tiere.

Im Focus der neurophysiologischen Messungen standen Nervenleitgeschwindigkeit, die
Amplituden der proximalen und distalen Muskelsummenaktionspotentiale, sowie die bei
POhet Mutanten typischerweise verlingerte F-Wellen-Latenz, welche im Unterschied zu
Cx32def Mutanten den im Vordergrund stehenden Myelinverlust in diesem Mausmodell wi-

derspiegelt (Martini et al., 1995; Shy et al., 1997).
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Abbildung 18 Verbesserte neurophysiologische Parameter in 12 Monate alten POhet Mutanten
nach CSF1RI Behandlung. (A) Errechnung der Nervenleitgeschwindigkeit des Nervus Ischiadicus
nach supramaximaler proximaler und distaler Stimulation von Wildtypen und POhet Mutanten, jeweils
ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. Die Nervenleitgeschwindigkeit in POhet Tieren

ist im Vergleich zu Wildtypen deutlich verringert. Behandelte Mutanten zeigen gegeniiber Unbehan-
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delten eine signifikante Verbesserung der Nervenleitgeschwindigkeit (B) Ableitung der F-Wellen-
Latenz des Nervus Ischiadicus von Wildtypen und POhet Mutanten, jeweils ohne und nach neunmona-
tiger CSF1RI Behandlung. Wihrend die F-Wellen-Latenzen in POhet Tieren gegeniiber Wildtypen
verldngert ist, kommt es nach CSF1RI Behandlung zu signifikant kiirzeren Latenzen in POhet Mutan-
ten. (C, D) Ableitung von Muskelsummenaktionspotentialen an den FuBBmuskeln nach distaler (C) und
proximaler (D) supramaximaler Stimulation des Nervus Ischiadicus bei 12 Monate alten Wildtypen
und POhet Mutanten, jeweils ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. POhet Tiere zeigen
deutlich verringerte Amplituden gegeniiber Wildtypen. Die Amplituden behandelter Mutanten sind
signifikant grofer im Vergleich zu unbehandelten Tieren. [unbehandelt: Wildtyp n = 6; POhet n = 6;
behandelt: Wildtyp n = 5; POhet n = 6; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen; * =

signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren gleichen Genotyps]

In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen konnten bei POhet Mutanten deutlich ver-
ringerte Amplituden der distalen und proximalen CMAPs (Abbildung 18C, D), langsamere
Nervenleitgeschwindigkeiten (Abbildung 18A) sowie eine verlingerte F-Wellen-Latenz
nachgewiesen werden (Abbildung 18B).

Passend zu den oben gezeigten Ergebnissen, fielen in POhet Tieren nach neunmonatiger
CSFIRI Behandlung signifikant schnellere Nervenleitgeschwindigkeiten (Abbildung 18A),
sowie signifikant kiirzere F-Wellen-Latenzen auf. (Abbildung 18B). Weiterhin zeigten sich
signifikant groBere distale und proximale Muskelsummenaktionspotentiale (Abbildung

18C,D).

Anschlielend erfolgte eine Messung der Greifkraft der Hinterbeine von Wildtypen sowie von
POhet Mutanten im Alter von 12 Monaten ohne und nach CSF1RI Behandlung.

Hierbei lie8 sich bei unbehandelten Tieren ein deutlicher Kraftverlust gegeniiber gleichaltri-
gen Wildtypen nachweisen. Die bisherigen Ergebnisse unterstiitzend, zeigte sich nach

CSF1RI Behandlung ein Trend zu verstiarkter Greifkraft (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Trend zu verbesserter Greifkraft von 12 Monate alten POhet Mutanten nach
CSF1RI Behandlung. Messung der Greifkraft der Hinterbeine von 12 Monate POhet Tieren, jeweils
ohne und nach CSF1RI Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Wildtypen. POhet Tiere zeigen im
Alter von 12 Monaten eine signifikante Verringerung der Greitkraft im Vergleich zu gleichaltrigen
Wildtypen. Behandelte Tieren zeigen einen Trend zu verbesserter Greifkraft [unbehandelt: Wildtyp n
=5; POhet n = 6; behandelt: POhet n = 5]
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3.3 CSF-1-Rezeptor-Inhibitor Behandlung PMP22 transgener Mause
(CMT 1A)

Das dritte in dieser Studie untersuchte Mausmodell reprisentiert den Subtyp Charcot-Marie-
Tooth 1A. CMT 1A ist die am héufigsten auftretende CMT 1 Form (Fridman et al., 2015) und

hat somit eine besondere klinische Relevanz.

3.3.1 CSF1RI Behandlung fithrt zur Reduktion der Makrophagenanzahl im

Nervus Quadriceps
Auch hier erfolgte im ersten Schritt eine F4/80 Immunfluoreszenzfarbung auf Nervus Quadri-
ceps Querschnitten zur Untersuchung der Wirkung des Inhibitors auf die endoneurale Makro-

phagenpopulation.
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Abbildung 20 Reduktion der Makrophagenanzahl im Nervus Quadriceps 12 Monate alter
PMP22tg Mutanten nach CSF1RI Behandlung. (A) Représentative F4/80 (rot) gefiarbte Querschnit-
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te des N. Quadriceps von 12 Monate alten PMP22tg Mutanten, jeweils ohne (links) und nach (rechts)
CSF1RI Behandlung. Die gestrichelte Linie markiert den Umriss des Nervs. Zellkerne sind mit DAPI
(blau) gefarbt. MaBstab (wei}) = 20 pm. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al., 2015b)) (B) Quan-
tifizierung F4/80 positiver Makrophagen in Querschnitten des N. Quadriceps 12 Monate alter Wildty-
pen und PMP22tg Mutanten ohne und nach CSFIR Inhibitor Behandlung. Die Anzahl der Makropha-
gen ist in unbehandelten PMP22tg Tieren gegeniiber gleichaltrigen Wildtypen deutlich erhoht. Unter
CSF1R Inhibitor Behandlung kommt es bei beiden Genotypen zu einer signifikanten Reduktion der
Makrophagenpopulation. [unbehandelt: Wildtyp n = 5; PMP22tg n = 7; behandelt: Wildtyp n = 6;
PMP22tg n = 5; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen; * = signifikanter Unter-

schied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren gleichen Genotyps]

Im Alter von 12 Monaten zeigten PMP22tg Tiere eine mehr als doppelt so grole Anzahl an
Makrophagen im Endoneurium im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen. In Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen in Cx32def und POhet Tieren kam es auch in PMP22tg Mutanten
nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der Makropha-
genpopulation (Abbildung 20B).

3.3.2 Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen keinen Effekt der CSF1RI
Behandlung

PMP22tg Tiere zeigen bereits im Alter von 2 Monaten charakteristische Verdnderungen in
ultrastrukturellen Untersuchungen, welche bis zum Alter von 12 Monaten deutlich zunahmen.
Dies sind vor allem abnormal myelinisierte Axone (de-/ diinn- und hypermyelinisierte Axone)
sowie Zwiebelschalenbildung (Huxley et al., 1998; Kobsar et al., 2005).

Im Gegensatz zu den anderen beiden beschriebenen Genotypen konnte in PMP22tg Mutanten
iiberraschenderweise kein positiver Effekt nach CSF1RI Behandlung in elektronenmikrosko-
pischen Analysen beobachtet werden (Abbildung 21A), da nach Quantifizierung der abnor-
mal myelinisierten Axone kein Unterschied zu gleichaltrigen unbehandelten Mutanten nach-
weisbar war (Abbildung21B).

Periaxonale Vakuolen und regenerative axonale Biindel fanden sich nur bei weit weniger als
1% der untersuchten Axone (Daten nicht gezeigt) und sind kein typisches Merkmal dieses

Genotyps.
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Abbildung 21 Keine verringerte Demyelinisierung im Nervus Quadriceps 12 Monate alter
PMP22tg Mutanten nach CSF1RI Behandlung. (A) Elektronenmikroskopische Darstellung des N.
Quadriceps 12 Monate alter PMP22tg Mutanten, ohne (links) und nach (rechts) neunmonatiger
CSF1RI Behandlung. MafBistab = Sum. (Modifiziert entnommen aus (Klein et al., 2015b)) (B) Quanti-
fizierung abnormal myelinisierter Axone in Querschnitten des N. Quadriceps von 12 Monate alten
Wildtypen und POhet Tieren ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. Der Anteil de- und
diinnmyelinisierter Fasern ist in PMP22tg gegeniiber Wildtypen deutlich erhdht. Es kann kein Effekt
der CSFIRI Behandlung auf die Anzahl abnormal myelinisierter Axone in 12 Monate alten PMP22tg
Mutanten beobachtet werden. [unbehandelt: Wildtyp n = 4; PMP22tg n = 4; behandelt: PMP22tg n =
4; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen]

Auch die Auswertung lumbaler Vorderwurzeln bestitigte die in den peripheren Nerven ge-
machten Beobachtungen. Reprisentative Semidiinnschnitte der Vorderwurzeln von CSF1RI
behandelten PMP22tg Mutanten unterschieden sich nicht von denen unbehandelter Tiere
(Abbildung 22A). Auch nach Quantifizierung der abnormal myelinisierten Fasern in elektro-

nenmikroskopischen Aufnahmen konnte kein Effekt beobachtet werden (Abbildung 22B).
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Abbildung 22 Keine verringerte Demyelinisierung in lumbalen Vorderwurzeln 12 Monate alter
PMP22tg Mutanten nach CSF1RI Behandlung. (A) Lichtmikroskopische Darstellung von Semi-
diinnschnitten lumbaler Vorderwurzeln 12 Monate alter PMP22tg Tiere, ohne (links) und nach (rechts)
neunmonatiger CSF1RI Behandlung. MafBistab = 10pum. (B) Quantifizierung abnormal myelinisierter
Axone in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Querschnitten lumbaler Vorderwurzeln 12 Mo-
nate alter Wildtypen und PMP22tg Tieren ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. Der
Anteil de- und diinnmyelinisierter Fasern ist in PMP22tg gegeniiber Wildtypen deutlich erhéht. Nach
neunmonatiger CSF1RI Behandlung zeigt sich die Anzahl abnormal myelinisierter Fasern im Ver-

gleich zu unbehandelten Tieren unverdndert groB3. [unbehandelt: Wildtyp n = 4; PMP22tg n = 4; be-

PMP22tg PMP22tg +
CSF1RI

WT

handelt: PMP22tg n = 4; # = signifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen]

3.3.3 Keine Verbesserung funktioneller Parameter nach CSF1RI Behand-

lung

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ultrastrukturellen Untersuchungen konnte auch

in den elektrophysiologischen Messungen kein Effekt der CSF1RI Behandlung in PMP22tg

Mutanten nachgewiesen werden.

Die in 12 Monate alten PMP22tg Mutanten gegeniiber gleichaltrigen Wildtypen verringerten

Amplituden der Muskelsummenaktionspotentiale sowie die deutlich langsameren Nervenleit-
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geschwindigkeiten und verldngerten F-Wellen-Latenzen blieben auch nach neunmonatiger
CSFI1RI Behandlung unverindert schlecht (Abbildung 23 A,B,C,D).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass im Gegensatz zu Cx32def und POhet Tieren, trotz
robuster Makrophagenreduktion, kein Effekt der CSF1RI Behandlung auf ultrastrukturelle
oder funktionelle Parameter in PMP22tg Mutanten beobachtet werden konnte.
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Abbildung 23 Keine verbesserten neurophysiologischen Parameter in 12 Monate alten PMP22tg
Mutanten nach CSFI1RI Behandlung. (A,B) Ableitung von Muskelsummenaktionspotentialen an
den FuBmuskeln nach distaler (A) und proximaler (B) supramaximaler Stimulation des Nervus Ischi-
adicus bei 12 Monate alten Wildtypen und PMP22tg Mutanten, jeweils ohne und nach neunmonatiger
CSFI1RI Behandlung. PMP22tg Tiere zeigen deutlich verringerte Amplituden gegeniiber Wildtypen.
Behandelte und unbehandelte Mutanten sind hierbei nicht voneinander zu unterscheiden. (C) Errech-
nung der Nervenleitgeschwindigkeit des Nervus Ischiadicus nach supramaximaler proximaler und
distaler Stimulation von Wildtypen und PMP22tg Mutanten, jeweils ohne und nach neunmonatiger
CSF1RI Behandlung. Die Nervenleitgeschwindigkeit in PMP22tg Tieren ist im Vergleich zu Wildty-
pen deutlich verringert. Die CSF1RI Behandlung zeigt keinen Effekt auf die Nervenleitgeschwindig-
keit. (D) Ableitung der F-Wellen-Latenz des Nervus Ischiadicus von Wildtypen und PMP22tg Mutan-
ten, jeweils ohne und nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung. Die F-Wellen-Latenzen ist in
PMP22tg Tieren gegeniiber Wildtypen verlédngert und bleibt auch nach CSF1RI Behandlung unverin-
dert. [unbehandelt: Wildtyp n = 6; PMP22tg n = 7; behandelt: Wildtyp n = 5; PMP22tg n = 5; # = sig-
nifikanter Unterschied zu unbehandelten Wildtypen]
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4. Diskussion

4.1 Reduktion der sekundiren Entziindungsreaktion unter CSFI1RI Be-

handlung

In allen drei in dieser Studie untersuchten CMT 1 Mausmodellen (Cx32def, POhet, PMP22tg)
sowie in Wildtypen konnte unter CSF1RI Behandlung eine effektive Reduktion der endo-
neuralen Makrophagenanzahl um ca. 70% nachgewiesen werden. Diese zeigte sich sowohl bei
frithem Therapiestart im Alter von 3 Monaten, als auch bei spdtem Start im Alter von 9 Mona-
ten. Ursédchlich scheinen hier am ehesten, neben einer verminderten Proliferation, vermehrt
ablaufende Apoptosevorgéinge zu sein, da in immunhistochemischen Farbungen von Quadri-
cepsnerven behandelter Miuse eine erhohte Anzahl F4/80 positiver Zellfragmente auffiel
(Daten nicht gezeigt). Dies steht im Einklang mit Beobachtungen aus Studien, welche den
Effekt eines CSFIRI (PLX3397) auf Mikroglia untersuchten. Hier konnte in behandelten
Maiusen neben einer deutlichen Reduktion der Mikroglia eine Hochregulation des Apoptose-
markers Caspase 3 nachgewiesen werden (Elmore et al., 2014).

Weiterhin zeigte sich unter CSF1RI Behandlung interessanterweise eine stidrkere Reduktion
der Makrophagenanzahl als in osteopetrotischen Méusen, welche durch eine spontane Null-
mutation im Csf-/ Gen das Zytokin nicht exprimieren kdnnen (Yoshida et al., 1990). Bei die-
sen osteopetrotischen Méusen sowie in mit den oben verwendeten CMT 1 Modellen gekreuz-
ten Doppelmutanten bleibt trotz CSF-1 Defizienz immer eine geringe Anzahl endoneuraler
Makrophagen erhalten (Carenini et al., 2001; Groh et al., 2012). Wihrend bei osteopetroti-
schen Méusen die fehlende Stimulation durch CSF-1 lediglich zu einer verminderten Prolife-
ration und Aktivierung der Makrophagen fiihrt (Muller et al., 2007), scheinen unter CSFIRI
Behandlung die oben genannten Apoptosevorginge zusétzlich zur Depletion der Makropha-
genpopulation beizutragen. Ausschlaggebend ist hier vermutlich die komplette Blockierung
des CSF-1-Rezeptors bei Méusen unter CSF1RI Behandlung, wéhrend bei osteopetrotischen
Tieren der Rezeptor von anderen Liganden weiterhin besetzt werden kann. Hier kdnnte vor
allem Interleukin-34 (IL-34) eine wichtige Rolle spielen, da es als alternativer Ligand des
CSF-1-Rezeptors in Abwesenheit von CSF-1 nachweislich zu Proliferation und Uberleben

von Makrophagen beitragen kann (Wei et al., 2010; Wang and Colonna, 2014).
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4.2 CMT 1X: Verbesserung histopathologischer und funktioneller Parame-
ter in Cx32def Mausen unter CSF1RI Behandlung

Der deutlichste Effekt der CSF1RI Behandlung konnte in Cx32def Mutanten nach praventiver
Therapie beobachtet werden. Bereits nach 3 Monaten Inhibitortherapie zeigte sich histolo-
gisch, wie auch bei funktionellen Parametern, ein signifikanter Effekt, welcher sich nach 9
Monaten Therapie sogar noch verstdrkte. Neben der in allen Genotypen deutlich reduzierten
Makrophagenpopulation unter CSFI1RI Behandlung, fiel bei Cx32def Méusen vor allem eine
Verringerung des axonalen Schadens sowie eine verbesserte nervale Regeneration auf. Dies
duBerte sich elektronenmikroskopisch in einer geringeren Anzahl periaxonaler Vakuolen, ei-
ner grofleren Anzahl regenerativer axonaler Biindel sowie einer vermehrten Anzahl an Axo-
nen pro Regenerationsbiindel. Elektrophysiologisch zeigten sich verbesserte CMAPs. Diese
axonale Protektion spiegelte sich auch im Erhalt der neuromuskuldren Innervation sowie in
einer gesteigerten Greifkraft wieder, welche als klinischer Parameter eine besondere Relevanz
fiir betroffene Patienten besitzt.

Beziiglich des Myelinerhalts konnen keine eindeutigen Schlussfolgerungen gezogen werden.
Zwar zeigten sich die Nervenleitgeschwindigkeiten der behandelten Mutanten verbessert,
jedoch konnte in den untersuchten Querschnitten peripherer Nerven kein passendes Korrelat
gefunden werden. Die Anzahl de- und diinnmyelinisierter Axone war unter CSF1RI Behand-
lung unverindert gro8. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Verdnderungen
proximal oder distal der untersuchten Abschnitte fiir diese Beobachtungen verantwortlich
sind. Weiterhin konnten auch andere Parameter, welche in dieser Studie nicht untersucht wur-
den, eine Rolle spielen. Frithere Studien zeigten beispielsweise, dass Cx32def Mutanten eine
abnorme Verteilung juxtaparanodaler spannungsgesteuerter Kaliumkanéle aufweisen, welche
in osteopetrotischen Cx32def Mutanten deutlich geringer ausgeprigt ist (Groh et al., 2012).
Generell ist der starke Myelinverlust unter oraler CSFIRI Behandlung eine iiberraschende
Beobachtung, da dieser in osteopetrotischen Cx32def Doppelmutanten durch die genetische
CSF-1 Defizienz nahezu verhindert wird (Groh et al., 2012). Die orale CSF1RI Therapie hin-
gegen wirkt, wie oben beschrieben, eher hinsichtlich eines verringerten axonalen Schadens
und einer verbesserten Regeneration mittels axonaler Aussprossungen. Dies ist moglicher-

weise auf einen zu spiten Therapiestart zuriickzufiihren. Cx32def Mutanten zeigen bereits im
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Alter von 3 Monaten einen deutlichen Verlust der Myelinintegritit und Zeichen der Dediffe-
renzierung mit einer flir diesen Genotyp typischen c-Jun Aktivierung in den Schwann-Zellen
und erhohter GDNF Expression (Klein et al., 2014). Die CSF1RI bedingte Reduktion der
Makrophagen kommt somit moglicherweise zu spét, um die bereits induzierte Demyelinisie-
rung zu verhindern, wirkt sich jedoch positiv auf die fiir diesen Mutanten typische Féhigkeit
zur Bildung regenerativer axonaler Biindel aus und reduziert den axonalen Schaden.

Mit einem zu spiten Therapiestart ist somit vermutlich auch der fehlende Effekt bei dem the-
rapeutischen Therapieansatz zu erkliren. Bei einem Behandlungsstart im Alter von 9 Monaten
sind die typischen Pathologien schon vollstindig ausgepridgt (Anzini et al., 1997; Martini,
1997)

Zusammenfassend konnte durch die praventive CSF1RI Behandlung eine effektive Reduktion
der endoneuralen Makrophagen in Cx32def Mutanten erreicht werden mit darauffolgender
Verringerung des axonalen Schadens und Verbesserung der regenerativen Fihigkeiten. Dies
fuhrte zu einem Erhalt funktioneller Parameter wie der Greifkraft, welche besonders hervor-
zuheben ist, da der klinische Effekt letztendlich die groBte Relevanz fiir betroffene Patienten
hat.

4.3 CMT 1B: Teilweise Verbesserung histopathologischer und funktioneller
Parameter in POhet Miusen unter CSF1RI Behandlung

Auch in POhet Tieren konnte ein Effekt beziiglich struktureller und funktioneller Parameter
nach neunmonatiger CSF1RI Behandlung beobachtet werden, wenngleich sich dieser deutlich
von den Ergebnissen in Cx32def Mutanten unterscheidet. Wahrend es im Modell fiir CMT 1X
unter CSF1RI Therapie vor allem zu einer Prévention des axonalen Schadens und einer Ver-
stairkung der Regenerationsfdhigkeit kam, zeigte sich im Tiermodell fiir CMT 1B hauptséch-
lich ein Erhalt der Myelinscheiden. Ultrastrukturell fiel in Quadricepsnerven wie auch in Spi-
nalwurzeln eine verringerte Anzahl de- und diinnmyelinisierter Axone auf. Axonale Vakuolen
und Regenerationsbiindel hingegen waren nur in sehr geringer Menge vorhanden und zeigten
kein Ansprechen auf CSFIRI Behandlung. Dies spiegelte sich auch in den elektrophysiologi-
schen Untersuchungen wider. Die in POhet Mutanten typischerweise betroffenen Parameter
wie F-Wellen-Latenz und Nervenleitgeschwindigkeit (Shy et al., 1997) zeigten sich signifi-

kant verbessert, ebenso wie die Muskelsummenaktionspotentiale. Letztendlich flihrte der ge-
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ringere Myelinverlust ebenfalls zu einem Erhalt der neuromuskuléren Innervation und einer
verbesserten Greifkraft.

Generell fiel bei der Auswertung der POhet Mutanten eine enorme phédnotypische Variabilitét
auf. Die ultrastrukturellen Untersuchungen der Quadricepsnerven zeigten einen Anteil ab-
normal myelinisierter Axone zwischen 6% und 40%. Eine damit {ibereinstimmende Streuung
der Werte konnte ebenfalls bei der neuromuskuldren Innervation sowie in den Tests der
Greifkraft beobachtet werden. Hierdurch konnten zwar Trends zur Verbesserung unter
CSFIRI Behandlung beobachtet werden, signifikante Ergebnisse wurden aber durch die
Streuung der Werte verhindert.

Bei genauer Betrachtung fiel jedoch auf, dass sowohl in der Gruppe der behandelten wie auch
der unbehandelten Mutanten eine konstante Population nur sehr gering betroffener Tiere vor-
handen war, die besonders stark betroffenen Individuen allerdings nach CSF1RI Behandlung
nicht mehr nachweisbar waren. Die Therapie schien somit vor allem die besonders schweren
Verlaufsformen positiv zu beeinflussen.

Die Effektivitdt der Therapie in diesen zwei genetisch unterschiedlichen als auch durch ver-
schiedene histologische Charakteristika gepragten Mausmodellen unterstreicht weiterhin deut-
lich die Relevanz der sekundiren Entziindungsreaktion als gemeinsamen Pathomechanismus

verschiedener CMT 1 Formen (Martini and Willison, 2016).

4.4 CMT 1A: Keine Verbesserung der pathologischen Charakteristika in
PMP22tg Miusen unter CSF1RI Behandlung

Im Unterschied zu den Untersuchungen mit Cx32def und POhet Mutanten konnte bei
PMP22tg Mutanten kein Effekt der CSF1RI Behandlung nachgewiesen werden. Trotz einer
effektiven Reduktion der Makrophagenpopulation, zeigte sich in elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von Quadricepsnerven und Spinalwurzeln kein Unterschied beziiglich des
Myelinverlusts zwischen behandelten und unbehandelten Mutanten. In Ubereinstimmung mit
diesen Beobachtungen konnte auch in elektrophysiologischen Messungen keine Verbesserung
der NLG’s oder CMAPs beobachtet werden. Diese Ergebnisse iiberraschen, bedenkt man,
dass in PMP22tg Mutanten mit verringerter MCP-1 Produktion und konsekutiv verringerter
Makrophagenpopulation ein Erhalt der Myelinscheiden sowie verbesserte funktionelle Para-

meter nachgewiesen werden konnten (Kohl et al., 2010). Weiterhin zeigten sich auch in oste-
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opetrotischen PMP22tg Doppelmutanten dhnliche histopathologische Verbesserungen in den
Spinalwurzeln (Groh, Klein und Martini, unpublizierte Daten).

Dieses fehlende Ansprechen auf die CSF1RI Behandlung ist moglicherweise durch den Zeit-
punkt des Behandlungsbeginns zu erkldren. Schwann-Zellen PMP22tg Mutanten zeigen be-
reits im Alter von einem Monat eine deutliche Hochregulierung des Dedifferenzierungsmar-
kers NCAM (Neurales Zelladhdsionsmolekiil) (Klein et al., 2014). Weiterhin kénnen schon
bei zwei Monate alten Mutanten deutlich vermehrt de- und diinnmyelinisierte Axone sowie
eine vergroBerte Anzahl endoneuraler Makrophagen nachgewiesen werden (Kobsar et al.,
2005). Dies steht im Unterschied zu POhet und Cx32def Mutanten, welche eine erst mit dem
Alter zunehmende Makrophagenanzahl zeigen und Zeichen der Myelinschidigung teilweise
erst deutlich spdter detektierbar sind (Martini et al., 1995; Anzini et al., 1997; Carenini et al.,
2001; Groh et al., 2010). Der Therapiestart im Alter von 3 Monaten ist flir PMP22tg Mutanten
somit womoglich bereits zu spét, um effektiv in den Pathogeneseprozess einzugreifen. Diese
Annahme wird durch Beobachtungen bei PMP22tg Mutanten unterstiitzt, welche bereits ab
der Geburt eine CSFIRI Behandlung iiber die sdugende Mutter erhielten. Hier konnten so-
wohl funktionelle wie auch strukturelle Verbesserungen nachgewiesen werden (Klein und
Martini, unpublizierte Daten). Auch Behandlungsstudien mit Neuregulin an einem Rattenmo-
dell fiir CMT 1A unterstreichen diese These. Die Therapie zeigte lediglich Effekte, wenn vor
dem postnatalen Tag 18 begonnen wurde oder eine genetische Uberexpression des Proteins
vorlag (Fledrich et al., 2014).

Interessanterweise verstirkt Neuregulin die Schwannzelldifferenzierung durch Aktivierung
des PI3K-Akt Signalwegs und Hemmung der MEK/ERK Signalkaskade. Der MEK/ERK Sig-
nalweg ist hierbei, wie oben beschrieben, verantwortlich fiir die MCP-1 assoziierte Makro-
phagenmigration und Rekrutierung. Weiterhin konnte bei Hemmung desselbigen ein positives
Ansprechen struktureller und funktioneller Parameter in PMP22tg Mutanten beobachtet wer-
den (Fischer et al., 2008b; Fischer et al., 2008a; Groh et al., 2010; Kohl et al., 2010). Inwie-
fern Neuregulin durch die Hemmung des MEK/ERK Signalweges Einfluss auf die sekundire
Entziindungsreaktion nimmt und wie relevant dieser Effekt fiir die Wirkung der Neuregulin-
therapie ist, sind somit interessante Fragestellungen, deren Beantwortung noch aussteht. Neue
Studien konnten jedoch bereits Makrophagen als wichtige Mediatoren der Dedifferenzierung

im Cx32def Mausmodell identifizieren (Groh et al., 2015).
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4.5 CSF1RI als mogliches Therapeutikum fiir CMT 1 Neuropathien

Charcot-Marie-Tooth Neuropathien sind mit einer Pravalenz von 1:2500 die hdufigsten here-
ditdren Erkrankungen des peripheren Nervensystems (Skre, 1974; Emery, 1991). Trotz inten-
siver Fortschritte in den letzten Jahren beziiglich des Verstindnisses der Pathogenese und
einer Vielzahl an suffizienten Tiermodellen, gibt es bis heute keine effektive Therapie. Diese
beschrinkt sich haufig auf Physiotherapie und rehabilitative Maflnahmen, oft jedoch ohne
ausreichende klinische Evidenz (Schenone et al., 2011). Insbesondere die enorme genetische
Heterogenitét der einzelnen Subtypen (Timmerman et al., 2014) scheint einen iibergreifenden
Behandlungsansatz zu erschweren.

Unterschiedliche spezifische Therapien mit Ascorbinsdure (Passage et al., 2004), Progesteron-
rezeptorantagonisten (Sereda et al., 2003), Neutrophin-3 (Sahenk et al., 2005; Sahenk et al.,
2014), Cucurmin (Khajavi et al., 2007; Patzko et al., 2012) und intermittierendem Fasten
(Madorsky et al., 2009) zeigten zwar teilweise positive Effekte in Tiermodellen (Fledrich et
al., 2012), konnten in klinischen Studien jedoch nicht bestétigt werden, oder sind aufgrund
groBBer Nebenwirkungen nicht fiir diese geeignet (Pleasure and Chance, 2005; Burns et al.,
2009; Micallef et al., 2009; Verhamme et al., 2009; Pareyson et al., 2011).

Umso bedeutender scheint somit die sekundédre Entziindungsreaktion, speziell die Rolle der
Makrophagen, zu sein, welche fiir verschiedene Subtypen, trotz unterschiedlicher genetischer
Ursache, gleichermallen als wichtiger Mediator des neuralen Schadens identifiziert werden
konnte (Martini and Willison, 2016) und somit einen subtypiibergreifenden Angriffspunkt
ermoglicht.

In dieser Studie konnten wir in Mausmodellen fiir die Subtypen CMT 1X und CMT 1B durch
eine CSFIRI vermittelte Reduktion der endoneuralen Makrophagenanzahl positive Effekte
sowohl in strukturellen als auch in funktionellen Parametern nachweisen. Essentiell scheint
hierbei ein moglichst frither Therapiestart zu sein. Cx32def Tiere zeigten lediglich bei einem
Therapiestart im Alter von drei Monaten Verbesserungen, nicht jedoch bei einem Thera-
piestart im Alter von neun Monaten. Zudem konnten bei PMP22tg Mutanten keine Effekte
unter den in dieser Arbeit verwendeten Therapieprotokollen beobachtet werden. Jedoch zeig-
ten bereits ab der Geburt behandelte Tiere Verbesserungen in strukturellen und funktionellen
Parametern (Klein und Martini, unpubliziert).

Weiterhin deuten Beobachtungen darauf hin, dass fiir einen effektiven Nervenerhalt eine dau-

erhafte Therapie notwendig ist. Erste Ergebnisse von Cx32def Mutanten, welche im Alter von
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drei bis sechs Monaten behandelt wurden, unterschieden sich im Alter von 12 Monaten be-
zliglich der Anzahl endoneuraler Makrophagen und der funktionellen Ergebnisse nicht von
unbehandelten Mutanten (Klein und Ostertag und Martini, unpublizierte Daten). Auch konnte
nach Absetzen der Therapie in Wildtypen ein Wiederanstieg der endoneuralen Makrophagen-
anzahl auf Werte unbehandelter Wildtypen innerhalb von 14 Tagen beobachtet werden (Klein
und Martini, unpublizierte Daten).

In Bezug auf die klinische Anwendung miissen somit insbesondere die Nebenwirkungen einer
in der frithen Kindheit beginnenden und mdglicherweise lebenslang andauernden Behandlung
den Folgen einer unbehandelten CMT 1 Neuropathie gegeniibergestellt werden, welche zwar
zu einer Einschriankung der Lebensqualitit, nicht jedoch zu einer Verkiirzung der Lebenser-
wartung fiihren.

Wihrend wir keine offensichtlichen Nebenwirkungen beziiglich Gewicht und Fellqualitét
beobachten konnten, zeigte sich in Ubereinstimmung mit Elmore et al. (2014) eine Reduktion
der Mikroglia um ca. 50% (Klein und Schreiber und Martini, unpublizierte Daten) unter
CSFIRI Behandlung. Dies muss besonders kritisch betrachtet werden, da in Studien eine
wichtige Funktion der Mikroglia sowohl in der Entwicklung des ZNS wie auch in der Auf-
rechterhaltung der Homoostase im adulten ZNS nachgewiesen werden konnte (Hagemeyer et
al., 2017; Kierdorf and Prinz, 2017). Ebenso zeigen CSF-1-Rezeptor defiziente Méuse neben
einer Reduktion der Mikroglia um ca. 94% eine Atrophie des Bulbus olfactorius, eine Erwei-
terung der Seitenventrikel sowie eine Ausdiinnung des Neokortexes (Chitu et al., 2016).
Weiterhin wurden verschiedene Effekte auerhalb des ZNS bei Blockade der CSF-1/CSF1R
Achse beschrieben. Dabei scheint insbesondere eine Storung der CSF-1/CSF1R Achse wih-
rend der Entwicklung kritisch und kann im Mausmodell unter anderem zu Wachstumsstorun-
gen, Unfruchtbarkeit, verringerter Lebergrofle sowie zu Depletion von Kupffer-Zellen, Pa-
neth-Zellen und Osteoklasten flihren (Sweet and Hume, 2003; Chitu and Stanley, 2006;
Pollard, 2009; Sauter et al., 2014). Die Blockade des CSFIR ist hingegen bereits Teil diverser
klinischer Studien in der Krebstherapie, wie zum Beispiel bei Patienten mit malignem Mela-
nom und verschiedenen Weichteiltumoren. In Phase 1 und 2 Studien wurde die Blockade der
CSF-1/CSF1R Achse durch kleinmolekulare Inhibitoren gut toleriert (Cannarile et al., 2017).
Um Nebenwirkungen zu minimieren, wire somit die Verwendung eines Inhibitors, welcher
nicht in der Lage ist die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen, essentiell. Weiterhin konnte
spezifischer in den CSF-1/CSF1R Signalweg eingegriffen werden. Studien haben gezeigt,
dass insbesondere die von Fibroblasten sezernierte 10sliche CSF-1 Isoform (spCSF-1) fiir die

Aktivierung der Makrophagen und den assoziierten neuralen Schaden verantwortlich ist. Die
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von Makrophagen exprimierte und an die Zelloberflaiche gebundene CSF-1 Isoform (csCSF-
1) hingegen scheint eher eine protektive Funktion zu haben (Groh et al., 2016). Mit einem
gegen die 16sliche Isoform gerichteten Antikorper kdnnte somit beispielsweise die ausschlag-
gebende Isoform neutralisiert werden, ohne die Interaktion des CSF-1-Rezeptors mit anderen
Liganden wie IL-34 oder csCSF-1 zu beeinflussen.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die CSF1RI Behandlung einen mdglichen effektiven
subtypiibergreifenden Behandlungsansatz bietet, aufgrund des notigen sehr frithen Thera-
piestarts und der wahrscheinlich lebenslangen Therapie muss jedoch eine hohe klinische Si-
cherheit des Inhibitors gewihrleistet sein, bevor ein klinischer Einsatz in Erwdgung gezogen

werden kann.
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5. Zusammenfassung

Charcot-Marie-Tooth Neuropathien sind die hdufigsten hereditiren Erkrankungen des peri-
pheren Nervensystems und dennoch bis heute nicht therapierbar. Die Lebensqualitdt der Pati-
enten ist durch motorische und sensorische Defizite der Extremititen hédufig stark einge-
schriankt. Ursache konnen unter anderem Mutationen in Schwann-Zellen sein, die zu dem
typischen Bild von Demyelinisierung und axonalem Schaden fiihren. In den letzten Jahren
konnte in Mausmodellen das Immunsystem als wichtiger Mediator in der Pathogenese der
CMT 1 Subtypen A, B und X identifiziert werden. Insbesondere Makrophagen spielen eine
tragende Rolle bei dem Verlust der axonalen Integritét, bei der Schidigung der Myelinschei-
den, sowie bei der Dedifferenzierung von Schwann-Zellen. Entscheidender Faktor fiir Prolife-
ration und Aktivierung der Makrophagen ist hierbei das Zytokin CSF-1, dessen korrespondie-
render Rezeptor auf Makrophagen exprimiert wird. Der CSF-1/CSF1R Signalweg bietet somit
einen vielversprechenden Angriffspunkt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mausmodelle der CMT 1 Subtypen A, B und X mit einem
niedermolekularen CSF-1-Rezeptor Inhibitor behandelt. AnschlieBend erfolgte eine funktio-
nelle und strukturelle Auswertung der peripheren Nerven.

Das beste Ansprechen auf die Therapie zeigten Cx32def Mutanten. Strukturell fielen ein ver-
ringerter axonaler Schaden und eine verbesserte axonale Regenerationsféhigkeit sowie erhal-
tene neuromuskuldre Synapsen auf. Funktionell du8erte sich dies in verbesserten elektrophy-
siologischen Parametern und einem Krafterhalt, welcher als klinischer Parameter die grofite
Relevanz fiir betroffene Patienten hat und somit besonders hervorzuheben ist.

Auch POhet Mutanten zeigten Verbesserungen nach der CSF1RI Behandlung. Anders als bei
Cx32def Tieren zeigte sich hier jedoch vor allem ein Erhalt der Myelinintegritit. Weiterhin
wirkte sich die Therapie positiv auf elektrophysiologische Parameter und Krafttests aus. Vor
allem besonders stark betroffene Individuen schienen hierbei von der CSF1RI Behandlung zu
profitieren.

Bei PMP22tg Mutanten hingegen konnten keine positiven Effekte der CSF1RI Behandlung
nachgewiesen werden. Strukturelle und funktionelle Parameter behandelter Tiere unterschie-
den sich nicht von unbehandelten.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz der sekundéren Entziindungsreaktion in CMT 1
Neuropathien als wichtigen Mediator in der Pathogenese. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass eine Intervention im CSF-1/CSF1R Signalweg einen vielversprechenden mdglichen An-

satz fiir die Therapie der bisher nicht behandelbaren CMT 1 Subypen X und B darstellt. Un-

57



ausweichlich ist hierbei ein mdglichst frither Therapiestart vor Auspragung der ersten moleku-
laren und histologischen Verdnderungen. Im Hinblick auf die nicht die Lebenserwartung re-
duzierende Erkrankung muss ferner eine Minimierung der Nebenwirkungen der Therapie ge-
wihrleistet sein. Besonders hervorzuheben ist hier die Verwendung eines Inhibitors, welcher
nicht in das zentrale Nervensystem vordringen kann und somit die Funktion der Mikroglia

nicht beeintrachtigt.
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6. Anhang

6.1 Materialien

6.1.1 Technisches Equipment

Cryostat CM3050S

Deckglaschen

Elektronenmikroskop Zeiss Leo 906E
Elektromyograph Neurosoft-Evidence

Filterspitzen

Gelkammer

Grip Strength Meter

Kamera ProScan Slow Scan CCD
Mikroskop Axiophot 2
Mikrotom Ultracut E
Objekttrager Superfrost® Plus
PapPen

Pasteurpipette
PCR-Reaktionsgefilie
Perfusionspumpe Reglo
Pipetten

Pipettenspitzen
Reaktionsgefafle

Software

Evidence

GNU Image Manipulation Programm
Image J
iTEM

Leica (Wetzlar, Deutschland)

R. Langenbrinck (Emendingen, Deutschland)
Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Schreiber & Tholen Medizintechnik (Stade,
Deutschland)

Saarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Peqlab (Erlangen, Deutschland)

Columbus Instruments (Columbus, USA)
ProScan (Lagerlechfeld, Deutschland)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Reichert und Jung (Nussloch, Deutschland)

R. Langenbrinck (Emendingen, Deutschland)
SCI Science Services (Miinchen, Deutschland)
Saarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Saarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Ismatec (Glattbrugg, Schweiz)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Saarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Saarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Schreiber & Tholen Medizintechnik (Stade,
Deutschland)

The Gimp Team

NIH (Bethesda, USA)

Olympus (Hamburg, Deutschland)
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MetaVue

Office 2011

PASW Statistics 18 SPSS

SPOT
Thermocycler

Mastercycler Gradient

Primus96 advanced
Transformator PowerPac™ HC
Trimmer EM Trim
Vortex-Mischer L46
Zentrifuge

Biofuge 15R

Biofuge Pico

Centrifuge 5424

6.1.2 Reagenzien

Aceton

Agarose

a-Bungarotoxin AlexaFluor 488 Konjugat

AmpliTaq DNA Polymerase und Puffer
Aqua-Poly/Mount®
Avidin-Biotin-Block Kit

Azur

Bleizitrat (Pb(NOs),)

Borsédure

Bovines Serum-Albumin 96% (BSA)
Bromphenolblau
4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylethanolamin (DMAE)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOj)
dNTPs

Ethanol

Molecular Deveces (Sunnyvale, USA)
Microsoft (Redmond, USA)

IBM (Ehningen, Deutschland)

Diagnostics Instruments (Sterling Heights, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Peqlab (Erlangen, Deutschland)
Bio-RAD (Miinchen, Deutschland)
Leica (Wetzlar, Deutschland)
Labinco (Breda, Niederlade)

Heraeus (Hanau, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
Polysciences (Eppelheim, Deutschland)
Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Amersham Bioscience (Piscataway, USA)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

60



Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Formol

Gel Star DNA-Dye

Glutaraldehyd

Heparin

Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Ketamin

Methylbutan

Methylenblau

Natriumchlorid (NaCl)

Nonenyl Succinyl Anhydrid (NSA)
Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd (PFA)

Primer

Saccharose

Streptavidin Cy3 (CLCSA 1010)
Tissue-Tek® O.C.T. Compound

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

TritonX-100
Vinyl/ERL4221D
Vitro-Clud®
Xylamin

6.1.3 Puffer und Losungen

Anisthetikum

Methylenblau

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)

Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland)
Rationpharm (Ulm. Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Pfizer (Berlin, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Braun (Melsungen, Deutschland)

Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Biozol (Eching, Deutschland)

Sakura (Alphan aan den Rijn, Niederlande)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland)
R. Langenbrinck (Emmendingen, Deutschland)
CP-Pharma (Burgdorf, Deutschland)

1,2% Ketamin
0,08% Xylamin
in 0,9% NaCl-Losung

1% Methylenblau
1% Azur

40% Saccharose
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PBS (1x)

PBS/Heparin

4%PFA / 2%GA / CaCo

Spurr’s Medium

TBE

pH 9,2

137 mM NacCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO4
8,1 mM Na,HPO,
pH 7,4

0,4% Heparin
in 1x PBS

4% Paraformaldehyd
2% Glutaraldehyd
in 0,1 M CaCo

10g Vinyl/ERL
6g DER 736
26g NSA

0,4g DMAE

89 mM Tris
89 mM Borat
2mM EDTA
pH 0,8

Sofern nicht anders angegeben, wurde destilliertes Wasser als Losungsmittel verwendet und

die Puffer und Losungen bei Raumtemperatur gelagert.

6.1.4 Primer Sequenzen

Cx32def

CxS 5-CCA TAA GTC AGG TGT AAA GGA GC -3
CxAs 5 -AGA TAA GCT GCA GGG ACC ATA GG -3
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CxNEO 5-ATC ATG CGA AAC GAT CCT CAT CC -3’

POhet
S 1295 5-TCA GTT CCT TGT CCC CCG CTC TC-3'
AS 1772 5-ACT TGT CTC TTC TGG GTA ATC AA-3’
AS 1606 5-GGC TGC AGG GTC GCT CGG TGT TC-3'

PMP22tg
MBA1 5’-AACCGTGAAAAGATGACCC-3’
MBA2 5°-TCG TTG CCA ATA GTG ATG ACC-3’
2F 5°-TCA GGA TAT CTA TCT GAT TCTC-3’
2R 5°-AAG CTCA TGG AGC ACA AAA CC-3

6.1.5 Antikorper

Priméarantikorper

Angriffspunkt Spezies Katalognummer Firma Verdiinnung

CD34 Ratte Anti-Maus 14-0341-85 eBioscience 1:1000
F4/80 (bioti-
Ratte Anti-Maus MCA497B Serotec 1:300
nyliert)
. Meerscheinchen Synaptic Sys-
Synaptophysin ) 101004 1:500
Anti-Maus tems
Sekundirantikorper
konju-
. Katalog- . Verdiinn _
Angriffspunkt Spezies Firma gierter
nummer
Farbstoff
. Invitro- Alexa Flu-
Ratten IgG Ziege Anti-Ratte A11006 1:300
gen or® 488
. Esel Anti-
Meerschwein- .
Merschwein- 706-165-148 Dianova 1:300 Cy3
chen IgG
chen
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