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1 Einleitung

1.1 Histologie des peripheren Nervensystems

Neurone im peripheren Nervensystem bestehen aus einem proximal gelegenen
im Ruckenmark lokalisierten Zellkorper (Perikaryon) und Dendriten sowie einem
in die Peripherie fuhrenden Axon. Dieses leitet die elektrische Erregung eines
Nervenimpulses weiter und ist abhangig vom Durchmesser des Axons nicht-
myelinisiert oder mye linisiert. Die Myelinscheide ist Teil einer Schwann-Zelle,
mehrfach um das Axon gewickelt und in regelmafRigen Abstanden durch kleine
Einschnurungen, den sogenannten Ranvier'schen Schnurringen, unterbrochen.
Der Bereich zwischen den Schnurringen wird als Internodium bezeichnet. Das
Myelin, welches zu 70% aus Lipiden (Phospholipide, Glykolipide, Cholesterin)
und zu 30% aus Proteinen (u.a. PMP22, PO und Cx32) besteht, sorgt fur die
elektrische Isolation des Neurons, sodass der elektrische Impuls ungestort
weitergeleitet werden kann. Die Erregungsausbreitung an myelinisierten
Nervenfasern findet nur an den Ranvier’'schen Schnurringen statt und springt bei
der Weiterleitung des Impulses von Schnurring zu Schnurring (saltatorische
Erregungsleitung). Hierdurch ist es mdglich, dass elektrische Impulse in
myelinisierten Neuronen bei vergleichbarem axonalen Durchmesser wesentlich
schneller (bis zu 120 m/s) weitergeleitet werden kdnnen, als in unmyelinisierten

Neuronen (max. 2 m/s).

Im Laufe der Entwicklung einer Schwannzelle verringert sich der
Zytoplasmagehalt und die Plasmamembranen treten miteinander in direkten
Kontakt. Nun findet die Kompaktierung des Myelins statt: Myelin-spezifische
Proteine verbinden die einzelnen Schichten der Plasmamembranen und fuhren
so zu einer Verdichtung des Myelins (Lullmann-Rauch, 2009). Myelin Protein
Zero (MPZ oder PO), welches den Hauptproteinanteil des kompakten Myelins
ausmacht, ist sowohl an der Bildung, als auch an der Stabilisierung der



Myelinscheide beteiligt (Martini and Schachner, 1997) (Niemann et al., 2006).
Ebenso im kompakten Myelin zu finden ist das Periphere Myelinprotein 22
(PMP22). PMP22 ist vermutlich an der Stabilisierung, aber auch an der
Differenzierung von Schwann-Zellen beteiligt (Martini and Schachner, 1997,
Muller et al., 1997). Des Weiteren bildet das Myelin Basic Protein (MBP) einen
Teil des kompakten Myelins. Dieses Protein ist ebenfalls an der Stabilisierung
der Myelinscheiden beteiligt (Arroyo and Scherer, 2000).

An manchen Stellen ist weiterhin Zytoplasma vorhanden: an den paranodalen
Zungen, die sich in unmittelbarer Umgebung zum Internodium befinden, an den
sogenannten Schmidt-Lanterman-Inzisuren (SLI), sowie an der inneren und
aulieren Zytoplasmazone. Die paranodalen Zungen und die SLI fungieren als
intrazellulare Verbindungen zwischen der auReren und inneren Zytoplasmazone.
Gap Junctions, die sich jeweils im Bereich der paranodalen Zungen sowie bei
den SLI zwischen den Membranen befinden, sind Abkurzungen, die den
intrazellularen Zellstoffwechsel erleichtern und so sehr wahrscheinlich eine
wichtige Rolle fur den Metabolismus der Schwannzelle einnehmen.

1.2 Uberblick iber das Krankheitsbild Charcot-Marie-Tooth

Charcot-Marie-Tooth (CMT), auch unter dem Namen Hereditare Motorische und
Sensible Neuropathie (HMSN) bekannt, umfasst genetisch bedingte
Erkrankungen des peripheren Nervensystems mit einer kumulativen Haufigkeit
von bis zu 1:2.500 (Pareyson and Marchesi (2009).

Die nach ihren Entdeckern Jean-Martin Charcot, Pierre Marie und Howard Henry
Tooth benannten Neuropathien, welche im Jahr 1886 erstmalig beschrieben
wurden, umfassen eine heterogene Gruppe von unter anderem
demyelinisierenden Erkrankungen, die wiederum in verschiedene Subgruppen
unterteilt werden konnen: die autosomal-dominant demyelinisierende Form
(CMT1), die autosomal-rezessiv demyelinisierende Form (CMT 4) und die
autosomal-dominant axonale Form (CMT2), sowie weitere intermediare Formen

(Patzko and Shy, 2011). Ein sehr wichtiges klinisches Unterscheidungsmerkmal



ist die Nervenleitgeschwindigkeit (NCV). Eine Nervenleitgeschwindigkeit von 38
m/s im N. ulnaris oder N. medianus ist typisch fur eine CMT1, Werte dartber
sprechen fur eine CMT2. Eine NCV zwischen 25-45 m/s ist bei intermediaren
Formen der CMT zu beobachten (Patzko and Shy, 2011)

Die weitere Klassifikation der CMT ist sehr komplex und einem steten Wandel
unterlegen (Magy et al., 2018). Ubergreifend kann man die grolke Gruppe der
CMT-Neuropathien anhand der betroffenen Gene sowie der jeweilig gestorten
Proteinfunktion unterteilen (Jerath and Shy, 2015).

Klinisch prasentieren sich an CMT erkrankte Patienten mit variablen Symptomen,
die meistens wahrend der zweiten bis dritten Lebensdekade zum ersten Mal
auftreten (Pareyson et al.,, 2006). Besonders haufig zeigt sich eine
fortschreitende Muskelatrophie, die bevorzugt die Extremitaten betrifft, an den
unteren Extremitaten beginnt und im Laufe der Krankheit auch auf die Arme
Ubergreift. Hinzu kommen ein herabgesetztes Vibrations-, Schmerz- und
Temperaturempfinden und abgeschwachte Muskeleigenreflexe, sowie
FulRdeformitaten; hier ist vor allem der Hohlful3 zu nennen. Die Symptome fuhren
oft zu Gangbeschwerden und dem fur das Krankheitsbild typischen Steppergang,
im Extremfall sogar zu Rollstuhlpflichtigkeit (Szigeti and Lupski, 2009) (Pareyson
et al., 2006), (Brennan et al., 2015) (Abbildung 1). Haufig ist fur die Patienten
der Verlust der Muskelkraft der zentrale Faktor in der Minderung ihrer
Lebensqualitat (Johnson et al., 2014). Aktuell ist noch keine spezifische Therapie
vorhanden, deswegen sind die Patienten von einer rein symptomatischen
Behandlung abhangig. Diese beinhaltet orthopadische und chirurgische Eingriffe,
Physiotherapie und Schmerztherapie (Reilly and Shy, 2009; Schenone et al.,
2011).



Abbildung 1 Symptomatik der CMT-Neuropathie
(A) Muskelatrophie der Hé&nde in ,main-en-griffe“-Stellung (B) Hohlfull mit

Hammerzehen (C) distale und proximale Muskelatrophie der unteren Extremitét
mit SpitzfuBstellung aufgrund einer Peroneus-L&hmung (Bild adaptiert von
(Brennan et al., 2015), permanente Druckerlaubnis eingeholt)

Auf molekularer Ebene beruht CMT auf Mutationen verschiedenster Gene, wobei
die jeweilig betroffenen Gene unterschiedliche Formen der CMT-Erkrankung
hervorrufen. Mittlerweile sind Uber 80 Gene identifiziert worden, die mit CMT in
Verbindung gebracht werden konnen (Timmerman et al., 2014; Stojkovic, 2016).
Jedoch sind vor allem vier Gene an der Entstehung der Krankheit beteiligt: das
Peripheral Myelin Protein 22-Gen (PMP 22), das gap junction B-1-Gen (GJB1),
das Myelin Protein Zero-Gen (MPZ oder auch P0) und das Mitofusin 2-Gen (MFN
2). Ist eines dieser Gene mutiert, mundet dies in jeweils unterschiedlichen
Formen der CMT-Neuropathie. Insgesamt beruhen Uber 90 % der CMT-
Erkrankungen auf Mutationen dieser Gene (Jerath and Shy, 2015).

Die Form CMT1A, die mit 70% die haufigste CMT-Untergruppe darstellt, resultiert
aus einer 1.4Mb grof3en Duplikation auf dem Chromosom 17, welches unter
anderem das PMP22-Gen enthalt. Die zweithaufigste Form, CMT1X, entsteht
durch Mutationen im GJB171-Gen, das fur das Protein Connexin-32 (Cx32)
encodiert. Ist das MPZ-Gen betroffen, resultiert dies in der Form CMT1B, die 10%
der CMT1-Erkrankungen ausmachen. Mutationen im MFN2-Gen haben die



axonale Form CMT2A zur Folge (Patzko and Shy, 2011). Auf die genauen

molekularen Vorgange wird in Kapitel 1.3 detaillierter eingegangen.

1.3 Pathologien und Mausmodelle der CMT1-Neuropathie

In den vergangenen Jahren konnten mehr und mehr Mausmodelle fur CMT1
generiert werden (Martini, 1997) (Fledrich et al., 2012). Diese Modelle machen
es moglich, die Pathogenese der hereditaren Neuropathie weiter zu verstehen
und so mogliche Therapieoptionen fur die bis dato nur symptomatisch
behandelbare Erkrankung zu finden. Fur die drei haufigsten Unterformen der
CMT, die CMT1A, CMT1X und CMT1B, sind mittlerweile etablierte und gut
erforschte Modelle verfugbar: Mause mit einer Modifikation im PMP22-Gen,
GJB1-Gen oder aber im P0-Gen (Fledrich et al., 2012) (Juneja et al., 2018).

CMT1A

Das PMP22-Gen, welches bei der Unterform CMT1A betroffen ist, codiert fur ein
transmembranares Protein, das bis zu 5% der Myelinproteine im gesamten
peripheren Nervensystem ausmacht (Fledrich et al., 2012) (Jerath and Shy,
2015). Es wird durch Schwannzellen produziert und kommt im kompakten Myelin
vor, seine genaue Funktion ist noch nicht vollstandig bekannt. Studien deuten
jedoch darauf hin, dass es in die Apoptose und Proliferation von Schwannzellen
involviert ist sowie in die Regulierung von Myelindicke und —stabilitat (Adlkofer et
al., 1995) (Fabbretti et al., 1995) (Giambonini-Brugnoli et al., 2005). Wenn aus
einer Mutation auf dem Chromosom 17 die Duplikation des PMP22-Proteins
resultiert, aggregiert dieses Protein im Endoplasmatischen Retikulum der
Schwannzellen und fuhrt so zu der Unfolded Protein Response (UPR). Diese
UPR kann dann eine umfassende Abnahme der Myelinisierung peripherer
Nerven verursachen (Jerath and Shy, 2015).

Rattenmodelle fur CMT1A zeigen typische histopathologische Merkmale, die
auch bei an CMT1A erkrankten Patienten erkennbar sind (Niemann et al., 1999).
Hierzu zahlen De-und Remyelinisierung der peripheren  Nerven,
Hypermyelinisierung und die typischen Zwiebelschalen-Formationen, die am



ehesten Uberzahlige Schwannzellen darstellen und ein Resultat aus sich
wiederholenden Episoden von De- und Remyelinisierung sind (Weis et al., 2017).
Eine weitere, durch ein Mausmodell gewonnene Erkenntnis ist, dass die Schwere
der Erkrankung abhangig von der Anzahl der Kopien des PMP22-Gens ist.
Mause mit sieben Kopien zeigen einen stark demyelinisierenden Phanotyp,
wohingegen heterozygote Artgenossen der Linie C61 mit nur vier Kopien mildere
histopathologische Merkmale aufweisen (Huxley et al., 1998) (Huxley et al.,
1996).

CMT1X

Das Protein Connexin 32 (Cx32) befindet sich Uberwiegend in den Gap Junctions
im Bereich der paranodalen Zungen und der SLI. Mutationen des Gens fur Cx32
fuhren zu einer Beeintrachtigung der Proteinfunktion. Es wird angenommen, dass
das Cx32 unter anderem eine Rolle im Kaliumhaushalt der Schwannzelle
einnimmt. Ebenso ergeben sich Hinweise auf eine Involvierung in den
Myelinisierungsprozess uber eine Beteiligung an Calcium-assoziierten
Signalwegen (Bortolozzi, 2018). Liegt eine Mutation des Gens fur Cx32 vor, kann
so unter anderem ein schneller und effizienter Stoffwechsel innerhalb der
Schwannzelle nicht mehr gewahrleistet werden. Diese Prozesse fuhren zu einer
Demyelinisierung der peripheren Nerven und so zu dem Krankheitsbild der
CMT1X (Jerath and Shy, 2015) Es ist auffallig, dass es zwar eine Vielzahl an
unterschiedlichen Mutationen gibt, diese jedoch meistens in einem &ahnlichen
Phanotyp mit entsprechender Symptomatik manden (Jerath and Shy, 2015). Im
Mausmodell zeigen sich hier ahnliche Merkmale wie bei an CMT1X erkrankten
Patienten: Auf mikroskopischer Ebene sind vermehrt endoneurale Makrophagen
und abnormal innervierte Synapsen zZu beobachten. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen sich ungewohnlich dunn
myelinisierte Axone, eine Abnahme des durchschnittlichen Axondurchmessers,
periaxonale Vakuolen als typisches Merkmal axonalen Schadens, auffallig dicke
periaxonale Akkumulationen des Cytoplasmas, Regenerationsbundel und

Zwiebelschalen-Formationen (Kobsar et al., 2003). Zudem sind funktionelle



Parameter wie das Muskelsummenaktionspotential und die
Nervenleitgeschwindigkeit verringert. (Anzini et al., 1997).

CMT1B

Das bei der CMT1B-Form betroffene transmembranare Protein PO stellt den
Grolteil des peripheren Myelinproteins dar und ist im kompakten Myelin zu
finden. Wenn das PO-Gen mutiert, akkumuliert das Protein im
endoplasmatischen Retikulum der Zelle, anstatt zur Zellmembran transportiert zu
werden. Seine eigentliche Funktion dort ware, als Adhasionsmolekul
benachbarte Myelinlamellen zu verbinden und so die Myelinschicht zu
kompaktieren. Dies ist mit der mutierten Form nicht mehr gewahrleistet (Niemann
et al., 20006).

Eine Funktionsbeeintrachtigung des PO Proteins kann zusatzlich durch ein
gestortes Mengenverhaltnis verursacht werden. Sowohl eine Uberexpression als
auch eine verminderte Expression kann zu Myelinschaden fuhren (Martini et al.,
1995) (Yin et al., 2000) (Wrabetz et al., 2000). Das in dieser Arbeit verwendete
Mausmodell fur die CMT-Unterform CMT1B, welches PO heterozygot ist, zeigt
groBe Ahnlichkeiten in den pathologischen Merkmalen im Vergleich zu an dem
demyelinisierendem CMT1B-Typ erkrankten Patienten. Es kommt zu einer
verhaltnismallig milden, jedoch stetig fortschreitenden Neuropathie (beginnend
ab dem 2. Lebensmonat der Mause). Auch hier ist eine Demyelinisierung der
peripheren Neurone zu beobachten sowie eine leicht herabgesetzte
Nervenleitgeschwindigkeit (30 m/s). Histologisch zeigen sich bei den Mausen
ebenso wie bei den Patienten Korrelate der Demyelinisierung (abnormal dinn
myelinisierte Axone, Zwiebelschalen-Formationen) (Martini et al., 1995), (Shy et
al., 1997).

1.4 Die Rolle des Immunsystems bei CMT1-Modellen

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung der CMT-Neuropathie spielt das
Immunsystem, wobei sowohl der angeborene als auch der adaptive Teil des
Immunsystems beteiligt sind (Martini and Willison, 2016) (Abbildung 2).



Als Teil des adaptiven Immunsystems spielen Lymphozyten bei der Pathogenese
der CMT-Neuropathie eine tragende Rolle: In zurtckliegenden Studien konnte
gezeigt werden, dass diese Zellen aktiv, aber wohl indirekt an der
Demyelinisierung der peripheren Nerven beteiligt sind. Bei Menschen, die an
vererblichen Neuropathien leiden, sowie bei Mausen, die einen Genotyp
heterozygot fur PO zeigen, konnten vermehrt endoneurale T-Lymphozyten
beobachtet werden. POhet Mause wurden entweder mit Nullmutanten fur das
recombination activating gene 1 (RAG-1) verpaart oder aber mit Mutanten
defizient fur eine a-Untereinheit des T-Zell-Rezeptors. Tiere mit der RAG-1
Mutation konnen keine reifen T- und B-Lymphozyten bilden, die Mutation am T-
Zell- Rezeptor fuhrt zu einem Mangel nur an T-Lymphozyten. Hier zeigte sich in
beiden Fallen, dass die hierdurch verursachte Immundefizienz zu einer
verminderten Demyelinisierung und einer verbesserten
Nervenleitgeschwindigkeit fuhrte (Schmid et al., 2000). Andere Studien in POhet
Mausen lassen vermuten, dass endoneurale CD8+ T-Lymphozyten
Makrophagen, die die Basallamina der Schwannzelle durchdrungen hatten,
aktivieren (Wang Ip et al., 2006). Endogene Antikorper als weiterer Teil des
adaptiven Immunsystems sind ebenfalls als Aktivator von Makrophagen tatig. In
einer vorherigen Studie konnte gezeigt werden, dass POhet Mause entlang der
Schwannzellen peripherer Nerven Antikorper der Klasse IgG und IgM aufweisen.
Diese Antikorper binden und aktivieren Makrophagen, welche dann wiederum
eine Demyelinisierung der peripheren Nerven verursachen und bilden so eine
Verbindung zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem
(Klein et al., 2015a).

Makrophagen als Bestandteil des angeborenen Immunsystems sind ebenfalls
entscheidend in die pathologischen demyelinisierenden Prozesse der CMT-
Erkrankung involviert und fuhren zu der fur die CMT-Neuropathie
charakteristischen niedriggradigen Entzindungsreaktion (Martini et al., 2008)
(Klein and Martini, 2016) (Groh et al., 2015).

Das monocyte-chemoattracting proteint  (MCP-1/CCL2), welches von

Schwannzellen gebildet wird, ist ein zentraler Mediator in der Migration der



Makrophagen in den peripheren Nerven und ein wesentlicher Bestandteil der
pathologischen CMT-typischen Veranderungen in PO heterozygoten Mausen
(Fischer et al., 2008). In letztgenannter Studie konnte zudem festgestellt werden,
dass POhet Doppelmutanten zusatzlich heterozygot defizient fir CCL2 einen
nachhaltig verbesserten Nerv-Phanotyp und eine verringerte Anzahl an
endoneuralen Makrophagen aufwiesen.

In einem Cx32def Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass der CCL2
Anteil in den Tieren erhoht war, was zu einer vermehrten Anzahl an
endoneuralen Makrophagen fuhrte. In Cx32def Mutanten heterozygot defizient
fur CCL2 war zu beobachten, dass die Anzahl der phagozytierenden
Makrophagen abnahm, ebenso wie die Demyelinisierungsprozesse. Andere
Parameter wie die Nervenleitgeschwindigkeit und die Greifkraft der Hinterpfoten
verbesserten sich ebenfalls. Hierbei muss jedoch erwahnt werden, dass diese
positiven Effekte nur vorubergehend und im Alter von 12 Monaten nicht mehr
nachzuweisen waren (Groh et al., 2010).

Weitere Studien bestatigten zudem die zentrale Rolle des Colony-stimulating
factor-1 (CSF-1) in der Aktivierung von endoneuralen Makrophagen und somit in
der Pathogenese von CMT, zumindest in Mausmodellen, konnte aber auch in der
humanen Nervbiopsie nachgewiesen werden (Groh et al., 2012). CSF-1 ist ein
Zytokin, welches neben Makrophagen auch andere monozytare Zellen aktiviert
und in peripheren Nerven Uberwiegend von Fibroblasten sezerniert wird.

CSF-1 existiert in drei Isoformen: der membran-gebundenen Glykoprotein-
Isoform und zwei sezernierten Isoformen, jeweils aus Proteoglykanen oder
Glykoproteinen bestehend (Pixley and Stanley, 2004). Die von den Fibroblasten
sezernierte Proteoglykan-Isoform des CSF-1 (spCSF-1) aktiviert durch eine
Bindung an den transmembranaren CSF-1-Rezeptor (CSF-1-R bzw. c-Fms) die
endoneuralen Makrophagen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte
gezeigt werden, dass diese Zellen das Myelin der Schwannzellen phagozytierten
(Groh et al., 2016).



Eine Studie mit Cx32def Mausen (der CMT-Unterform CMT1X entsprechend)
zeigte, dass CSF-1-sezernierende Fibroblasten und endoneurale Makrophagen
in engem Zell-Zell-Kontakt stehen. Zudem war das CSF-1 im peripheren
Nervengewebe der Cx32def Mause hochreguliert und vermittelte eine steigende
Anzahl an endoneuralen Makrophagen. Die Cx32def Mause wurden mit
Mutanten, die spontan defizient fur CSF-1 waren (sog. osteopetrotische Mause
(Yoshida et al., 1990)), gekreuzt. In den CSF-1-defizienten Doppelmutanten
konnte beobachtet werden, dass typische pathologische Merkmale der CMT-
Neuropathie wie die Demyelinisierung der peripheren Nerven und die
Axonopathie durch die CSF-1-Defizienz bedeutend abgeschwacht werden
konnten (Groh et al., 2012).

Ahnliche Ergebnisse konnten in POhet M&ausen (der CMT-Unterform CMT1B
entsprechend) erzielt werden. Doppelmutanten, die zusatzlich defizient fur CSF-1
waren, zeigten eine stark verminderte Anzahl und Aktivierung der Makrophagen
und als Konsequenz dieses Defektes im angeborenen Immunsystems eine

abgeschwachte Demyelinisierung (Carenini et al., 2001).

Weitere Studien zeigten zudem einen Zusammenhang zwischen CSF-1-
aktivierten Makrophagen und dedifferenzierten Schwannzellen: In Cx32het
Mausen, deren periphere Nerven eine Mosaikverteilung von Cx32-negativen und
-positiven Schwannzellen aufweisen, konnte eine starke Assoziation von einer
erhohten endoneuralen Makrophagenanzahl und Cx32def Schwannzellen
beobachtet werden. Diese Schwannzellen zeigten eine Hochregulierung der
Dedifferenzierungsmarker Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) und L1. In
Cx32het Doppelmutanten, die zusatzlich defizient fur CSF-1 waren, konnte
festgestellt werden, dass die Schwannzell-Dedifferenzierungsmarker NCAM und
L1 herunterreguliert waren und die Demyelinisierung der peripheren Nerven
bedeutend abnahm (Groh et al., 2015).

Weitere Studien festigten die These, dass CSF-1 und sein Rezeptor (kodiert von

c-Fms) eine zentrale Rolle in der Pathogenese von CMT1 einnehmen: Eine uber
mehrere Monate fortgefuhrte langerfristige Inhibition des CSF-1-Rezeptors
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mittels eines oralen CSF-1-Rezeptor-Inhibitors (CSF-1-RI) in Cx32 defizienten
Mausmutanten resultierte in einer signifikanten Reduktion der endoneuralen
Makrophagen. Diese fuhrte zu histopathologischen und klinischen
Verbesserungen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen des
Femoralisnerven konnte eine Reduktion von periaxonalen Vakuolen sowie eine
Zunahme von Regenerationsclustern im Sinne einer Verbesserung der axonalen
Eigenschaften sowie der Myelineigenschaften gezeigt werden. Zudem wurde
eine verbesserte Nervenleitgeschwindigkeit sowie eine groRere Greifkraft in den
Hinterpfoten der Mause gemessen (Klein et al., 2015b).

All die zuletzt genannten Studienergebnisse deuten darauf hin, dass eine
Inhibition des CSF-1-Rezeptors eine Therapiemdglichkeit fur die CMT-
Neuropathie Typ 1 bieten kdnnte.

Interplay of cells and secreted molecules during secondary
inflammation in CMT1 models

Fine tuning 2: Endogenous antibodies
(recognition, docking)
(Klein et al., 2015)

Mo

(“Activator 2): CSF-1
(Careninietal., 2001; Groh et al., 2012)

Mutant
Schwann cell J .

Finetuning1:CCL2

(attraction)
(Fischer et al., 2008 a, b; Groh et

al., 2010; Kohl et al., 2010)

’ (“Activator 1“): unknown ’

Abbildung 2 Zusammenfassung der immunologischen Prozesse in
der Pathogenese von CMT1-Neuropathien

Am Anfang der Pathogenese steht die mutierte Schwann’'sche Zelle. Ein noch

unbekannter Aktivator (,Activator 1°), der von mutierten Schwannzellen
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sezerniert wird, induziert eine Freisetzung von CSF-1 (,Activator 2%) durch
Fibroblasten. CSF-1 aktiviert daraufhin Makrophagen, die proliferieren und eine
Schwannzell-Dedifferenzierung sowie Mpyelinphagozytose hervorrufen. CCL2
bzw. MCP-1 (,fine tuning 1% wird von Schwannzellen sezerniert und dient der
Migration der Makrophagen in den peripheren Nerven. Endogene Antikbrper
(,fine tuning 2%, die von Lymphozyten sezerniert werden, binden an
Schwannzellen und erméglichen so den Makrophagen, ihre Zielzelle zu
erkennen. (Bild adaptiert von (Martini and Willison, 2016), permanente
Druckerlaubnis gegeben im Rahmen eines open access articles bzw. Creative

Commons Attribution)

1.5 Ziel dieser Arbeit

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl das angeborene als
auch das adaptive Immunsystem eine erhebliche Rolle bei der Pathogenese der
CMT1 spielen. Durch eine Inhibition des CSF-1-Rezeptors an Makrophagen
konnte ein verbesserter Nervphé&notyp und eine deutliche Abmilderung des
Krankheitsbildes beobachtet werden (Klein et al., 2015b).

In dieser Arbeit sollen an verschiedenen CMT1-Mausmodellen weiterfuhrende
Behandlungsstudien mit dem oben erwé&hnten oral applizierten
niedermolekularen CSF-1-Rezeptor-Inhibitor (PLX5622) durchgeflihrt werden,
die untersuchen, zu welchen Zeitpunkten (therapeutisch oder praventiv)
innerhalb des Krankheitsverlaufes eine erfolgreiche Therapie noch moglich ist.
Zudem soll geprift werden, ob nach Beendigung einer initial praventiven
Therapie ein anhaltender Effekt oder ein Rebound-Phdnomen beobachtet

werden kann.
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Folgende Fragen wurden untersucht:

Gibt es durch den frihzeitigen Beginn im praventiven Ansatz eine
relevante Verbesserung in den klinischen und histopathologischen
Merkmalen? Halt dieser an oder gibt es beim Absetzen der
Behandlung einen Rebound-Effekt?

Kann ein therapeutisches Therapieregime ebenfalls zu einer

Abmilderung des Krankheitsbildes fuhren?

Mit welchen Parametern korreliert die Makrophagen-Anzahl bei

praventiver, therapeutischer und unterbrochener Behandlung?
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2 Material und Methoden

2.1 Technische Gerate, Puffer, Antikorper

Eine ausfuhrliche Beschreibung der verwendeten technischen Gerate, Puffer,

Antikorperlosungen etc. befindet sich im Anhang dieser Arbeit.

2.2 Mausmodell und Genotypisierung

Folgende Genoytpen wurden in diese Studie eingeschlossen: Cx32def Mutanten,
die eine Inaktivierung des fur das Protein Connexin 32 codierenden Gens
aufweisen (Nelles et al., 1996), sowie POhet Mutanten (Giese et al., 1992), die
typischerweise geringere Mengen des MPZ exprimieren.

Alle Mutanten besalen einen C57BL/6 Hintergrund, ebenso wie die zusatzlich
untersuchten Wildtyp-Kontrollen.

Die Genotypisierung wurde mittels einer konventionellen PCR-Technik
durchgefuhrt. Um die bendtigte Desoxyribonucleinsaure (DNA) zu isolieren,
wurden Ohrbiopsien entnommen und mit DNeasy blood & tissue kit (Quiagen)
verarbeitet.

Die zu untersuchenden Tiere wurden in der Tierhaltung der Neurologischen Klinik
und Poliklinik der Universitat Wirzburg unter kontrollierten Barriere-Bedingungen
in individuell belufteten Kafigen gehalten mit einem Tag-/Nachtrhythmus von
12/12 Stunden.

Alle Experimente wurden von der zustandigen Behorde, der Regierung von
Unterfranken, genehmigt (Aktenzeichen des Tierversuchsantrags: 55.2 DMS-
2532-2-1).
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2.3 CSF-1-Rezeptor-Inhibitor-Behandlung

Der CSF-1-Rezeptor-Inhibitor (PLX5622) wurde als fertig-gemischtes Futter von
der Firma Plexxikon Inc. (Berkeley, Kalifornien) bereitgestellt.

Die Konzentration betrug 300mg/kg (oder ppm); die Tiere hatten Uber den
Behandlungszeitraum unbegrenzten Zugang. Urspringlich wurde die Inhibitor-
Konzentration anhand derjenigen niedrigsten Konzentration ermittelt, die in einer
14-tagigen Behandlung zu einer 70-prozentigen Reduktion der F4/80 positiven
Makrophagen in Quadricepsnerven-Querschnitten fuhrte. (Van Hauwermeiren
und Klein, unpublizierte Daten, (Klein et al., 2015b)).

Es wurden Behandlungsstrategien mit unterschiedlichen Start- und Endpunkten
gewahlt, um den mdoglichen Effekt der CSF-1-RI-Behandlung in verschiedenen

Krankheitsstadien zu registrieren.

Praventiver Ansatz

Zum einen gab es einen Behandlungsansatz, der im ersten Lebensmonat
begann und entweder bis zum sechsten oder zwolften Lebensmonat fortgefuhrt
wurde (im Folgenden als praventiver Ansatz bezeichnet). Dieser Ansatz wurde
gewahlt, um beobachten zu konnen, wie sich ein moglichst fraher
Therapiebeginn mit jeweils unterschiedlicher Dauer auf klinische und
histopathologische Merkmale der Tiere auswirkt.

Therapeutischer Ansatz

Zum anderen wurde ein Therapieregime gewahlt, welches erst im sechsten
Lebensmonat begann und bis zum zwolften Lebensmonat fortgefuhrt wurde (im
Folgenden als therapeutischer Ansatz bezeichnet). Dieser Ansatz hatte zum Ziel,
die Effekte der Behandlung mit dem CSF-1-RI auf einen bereits fortgeschrittenen
Krankheitsverlauf beobachten zu konnen.

Rebound-Gruppe

Des Weiteren wurde eine dritte Gruppe untersucht, in der die Mause vom ersten
bis zum sechsten Lebensmonat den CSF-1-RI erhielten, aber erst im zwdlften
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Monat hinsichtlich der funktionellen und morphologischen Analysen untersucht
wurden (im Folgenden als Rebound-Gruppe bezeichnet). Diese Rebound-
Gruppe wurde gewahlt, um eine mdgliche uUberschiellende Reaktion auf einen
Therapieabbruch beobachten zu kdnnen.

Beide beschriebenen CMT1-Mausmodelle (CX32def und POhet) sowie Wildtypen
wurden innerhalb der jeweiligen Behandlungsschemata mit dem Inhibitor-Futter
gefuttert. Als Kontrollen wurden Tiere mit dem jeweils gleichen Genotyp gewahilt,
die nur Zugang zu normalem Futter ohne den Inhibitor hatten.

2.4 Gewebepraparation und -fixierung

Zu Beginn der Praparation wurden die Versuchstiere tierschutzgerecht mittels
CO2 getodtet und anschlielend mit Heparin haltiger 1% phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) perfundiert, welche transkardial zugefuhrt wurde.

Um das Gewebe fur die Immunhistochemie zu gewinnen, wurden der Nervus
femoralis sowie der Musculus flexor digitorum brevis herausprapariert, in O.C.T.
Medium eingebettet und in durch flissigen Stickstoff gekuhltem Methylbutan
eingefroren. AnschlieRend wurde das Gewebe bei -20°C gelagert.

Der N. femoralis sowie der M. flexor digitorum brevis wurden an einem Kryostat
(Leica) zu 10um dinnen Querschnitten verarbeitet und weiterhin bei -20°C
aufbewahrt.

Fur die Untersuchungen mittels Elektronenmikroskopie wurden die Mause im
Anschluss an die Perfusion mit PBS/Heparin fur eine Dauer von 10 Minuten mit
4% Paraformaldehyd (PFA) und 2% Glutaraldehyd in 0,1M Cacodylatpuffer
perfundiert, der N. femoralis, N. plantaris, N. ischiadicus sowie die lumbalen
Wurzeln L4/L5 enthommen und in selbiger Losung bei 4°C Uber Nacht postfixiert.
Danach erfolgten die Osmifizierung des Gewebes mit 2% Osmiumtetroxid
(Os0O4) in 0,1M Cacodylatpuffer und eine Dehydrierung mittels aufsteigender
Acetonreihe. Anschliefend wurde es in Spurr's Medium eingebettet.
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Die Ultradunn-Schnitte (80nm) sind nach Aufbringen auf Kupfergrids mit Bleicitrat
kontrastiert und fur die elektronenmikroskopische Analyse verwendet worden.
Semidunn-Schnitte (0,5um) wurden mit Methylenblau gefarbt und daraufhin

lichtmikroskopisch analysiert.

2.5 Immunhistochemische F4/80 Farbung

Um endoneurale Makrophagen zu quantifizieren, sind wie bereits in frUheren
Studien beschrieben 10um danne Querschnitte des N. femoralis mittels einer
F4/80-Farbung angefarbt worden (Groh et al., 2012). Nach dem Waschen mit
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS), wurden die Schnitte mit einem
Primarantikorper Ratte-anti-Maus (1:300; Serotec) Uber Nacht inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen und sind
anschlie3end zur Detektion der Makrophagen mit einem Cy3-konjugiertem Ziege
anti-Ratte IgG Sekundarantikorper (1:300; Dianova) versehen worden. Daraufhin
erfolgte eine Kernfarbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, 1:500.000,
Sigma-Aldrich). Nach einem letzten Waschschritt mit 0,1M PBS wurden die
Querschnnitte mit Aqua-Poly/Mount® eingedeckelt.

Die digitalen fluoreszenz- und lichtmikroskopischen Bilder wurden mit einem
Axiophot 2 (Zeiss), das mit einer CCD-Kamera (Visitron Systems) ausgestattet
ist, aufgenommen und mit GNU Image Manipulation Program (GIMP, Version
2.8) bearbeitet.

Auf jeweils sieben bis zehn Querschnitten wurden die Makrophagen ausgezahlt
und anschlief3end ein Mittelwert gebildet.

2.6 Immunhistochemische Farbung neuromuskularer Endplatten

Fur die Quantifizierung der intakten Innervation von neuromuskularen Endplatten
sind 10pum dunne Querschnitte des M. flexor digitorum brevis untersucht worden.
Um unspezifische Antikdrperbindungstellen zu blocken, wurden die Schnitte mit
5% bovinem Serumalbumin (BSA) und 0,3% Triton X-100 in 0,1M PBS inkubiert.
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Im Anschluss erfolgte die Detektion der Prasynapsen mittels eines
Meerschweinchen anti-Maus Synaptophysin-Primarantikorpers (1:500, 101004,
Synaptic Systems, 4°C) mit 1%BSA/0,3% Triton X-100 in 0,1M PBS (Inkubation
bei 4°C Uber Nacht) sowie eines Cy3-konjugiertem Esel anti-Meerschweinchen
IgG Sekundarantikorpers (1:300, 706-165-148, Dianova).

Die Postsynapsen sind mit einem mit Alexa Fluor 488 konjugiertem a-
Bungarotoxin (1:300, B-13422, Molecular Probes) gekennzeichnet worden und
anschliellend mit Aqua-Poly/Mount® eingedeckelt.

Mindesten 100 Synapsen pro Tier wurden ausgezahlt und entweder als komplett
innerviert, teilweise innerviert oder denerviert beurteilt.

Aufgrund eines defekten Gefrierschranks ergab sich ein Verlust gelagerter
Praparate des M. flexor digitorum brevis in der Cx32def Rebound Gruppe. Daher
konnte im Rahmen dieser Arbeit in der betroffenen Gruppe leider keine

Auswertung der neuromuskularen Innervation durchgefuhrt werden.

2.7 Elektronenmikroskopie

Die Herstellung der Ultradunnschnitte fur elektronenmikroskopische Analysen
des N. femoralis wurde wie oben bereits beschrieben durchgefuhrt.

Daraufhin wurden die Multiple Image Alignments (MIA) mit einer ProScan
SlowScan CCD (ProScan) Kamera, die an ein Leo 906 E Elektronenmikroskop
(Zeiss) gekoppelt war, aufgenommen und mittels der entsprechenden
Bildgebungssoftware iTEM (Soft Imaging System) untersucht.

Abnorm myelinisierte Axone, bestehend aus dunn- und demyelinisierten Axonen,
Schaumzellen, periaxonale Vakuolen, sowie Regenerationsbiundel wurden in

Relation zu der Gesamtanzahl der Axone im Nervenquerschnitt ausgezahlt.

2.8 Greiftest

Um die maximale Greifkraft in den Hinterbeinen der Mause zu messen, wurde

ein Grip Strengh Meter (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) verwendet:
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Die Mause sind mit ihren Hinterbeinen auf dessen Haltestange gesetzt und
anschliel3end unter konstantem Kraftaufwand von der Stange heruntergezogen
worden. Die Messungen sind an drei aufeinanderfolgenden Tagen zur gleichen
Uhrzeit durchgefuhrt worden mit jeweils zehn Messungen pro Tag. Pro Messung
wurde die maximale Greifkraft der Maus notiert und anschliel3end die Mittelwerte
der Genotypgruppen miteinander verglichen. In direkt miteinander verglichenen
Gruppen sind alle Tiere desselben Geschlechts, sodass intergeschlechtliche
Kraftunterschiede ausgeschlossen werden kdnnen.

Um gewichtsbedingte Kraftunterschiede auszuschlie3en, sind die Tiere vor der

ersten Messung gewogen worden.

2.9 Elektrophysiologische Messungen

Um die elektrophysiologischen Messungen durchzufuhren, wurden die mit dem
CSF-1-Rezeptor-Inhibitor behandelten Tiere sowie Tiere der Kontrollgruppe mit
8ul pro Gramm Korpergewicht Xylavet- und Ketavet-haltigem Anasthetikum per
intraperitonealer Injektion anasthesiert. Um die Korpertemperatur der Mause
aufrechtzuerhalten, wurden die Tiere auf eine Warmeplatte gelegt. Zudem
erfolgten wahrend der elektrophysiologischen Untersuchungen regelmallige
Kontrollen der Korpertemperatur, welche stets zwischen 34 und 36°C lag.

Die genaue Durchfuhrung erfolgte wie bereits beschrieben (Zielasek et al., 1996;
Klein et al., 2015b).

Zur distalen Stimulation wurden die Elektroden nahe der Incisura ischiadica
maior (sciatic notch) platziert, die proximale Stimulation erfolgte durch Elektroden
am Knochel (Nervus tibialis). Im FuBmuskel nahe der Ferse befand sich die
ableitende Elektrode. Zudem wurde ein subkutane Referenzelektrode platziert.
Die Stimulation der Nerven wurde supramaximal durchgefihrt und es wurden
folgende Parameter erhoben: Die Muskelsummenaktionspotentiale (CMAP=
compund muscle action potential) dienten als Marker fur den axonalen Schaden
sowohl bei proximaler als auch bei distaler Stimulation. Die
Nervenleitgeschwindigkeit (NCV= nerve conduction velocity) und die F-Wellen-

19



Latenzen galten als Mal® fur Schaden der Myelinscheiden. Alle Messungen
erfolgten auf der linken Seite.

Fir die Versuchsdurchfuhrungen wurde ein Digital Neurosoft-Evidence 3102
Elektromyograph verwendet. Alle elektrophysiologischen Messungen wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Dennis Klein durchgefuhrt, der hinsichtlich des

Behandlungsstatus und des Genotyps geblindet war.

2.10 Statistische Auswertung

Die Untersucherin war hinsichtlich aller morphologischen Analysen und
Quantifizierungen gegenuber Behandlungsstatus und Genotyp geblindet.

Um die notigen StichprobengroRen abzuschatzen, wurde das G*Power
Programm (3.1.3) genutzt. Mithilfe des Shapiro-Wilk Tests wurden die Daten auf
Normalverteilung gepruft. Zusatzlich erfolgte die Testung auf Varianzgleichheit
mittels des Leven-Tests. Eine einfaktorielle Varianz-Analyse (One-Way ANOVA)
ermoglichte die Berechnung von Signifikanzen fur den Vergleich von mehr als
zwei Gruppen mit normalverteilten Daten. AnschlielRend erfolgte die Bonferroni-
Holm-Korrektur bzw. Tukey-Korrektur. Fur den Vergleich mehrerer Gruppen mit
nicht normal verteilten Daten wurde der parameterfreie Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Daraufhin erfolgte ebenfalls die Bonferroni-Holm-Korrektur bzw.
Tukey-Korrektur.

Fur die Erstellung der Diagramme wurde Microsoft Excel 2016 verwendet. Die
statistischen Analysen wurden mit dem Programm PASW Statistics 18 (SPSS,
IBM) erstellt.

Wenn nicht anders gekennzeichnet, sind die Daten als Mittelwerte plus
Standardabweichung aufgefuhrt. Signifikante Unterschiede sind mit # oder *
kenntlich gemacht. Das Signifikanzniveau unterscheidet sich hierbei wie folgt: */#
entspricht p < 0,05; **/## entspricht p < 0,01; ***/### entspricht p < 0,001. Die

Abkurzung n.s. kennzeichnet relevante nicht signifikante Unterschiede.
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3 Ergebnisse

3.1 Behandlung von POhet Mausen mit dem CSF-1-Rezeptor-
Inhibitor

3.1.1 CSF-1-RI-Behandlung fuhrt zu einer Reduktion der Makrophagen im

Nervus Quadriceps

Um einen Effekt der CSF-1RI-Behandlung auf die endoneurale
Makrophagenanzahl untersuchen zu konnen, sind immunhistochemische
Farbungen mit dem Makrophagenmarker F4/80 durchgefuhrt worden. Frihere
Studien belegten, dass POhet Mutanten vermehrt endoneurale Makrophagen
aufweisen und diese durch eine CSF-1-Rezeptorinhibition reduziert werden
konnen (Klein et al., 2015b).

Erwartungsgemaly zeigten unbehandelte POhet Mutanten eine signifikant
erhohte Anzahl an Makrophagen gegenuber Wildtypen. Abhangig vom jeweiligen
Behandlungsschema und Alter der Mause waren unterschiedliche Effekte auf die
Makrophagenpopulation zu beobachten.

In 6 Monate alte POhet-Mutanten erzielte eine praventive Gabe des CSF-1-RI
eine signifikante Verminderung der Makrophagenanzahl im Vergleich zu
unbehandelten POhet Mutanten (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Signifikante Reduktion der F4/80+ Makrophagen im N.

Quadriceps von 6 Monate alten POhet Mausen nach praventiver CSF-1-RI-
Behandlung

22



(A) F4/80+ Makrophagen (rot) im N. Quadricpes (weild umrandet) einer POhet
Maus. Mittels 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (blau) wurden die Zellkerne
angeférbt. (B) Sichtbare Reduktion der Makrophagen durch eine CSF-1-RI-
Behandlung vom 1. bis zum 6. Lebensmonat. Mal3stab (weil8) 20um. (C)
Quantifizierung der F4/80+ Makrophagenprofile im N. Quadriceps: signifikante
Abnahme F4/80+ Makrophagenprofile in Querschnitten des N. Quadricpes durch
eine CSF-1-RI-Behandlung vom 1. bis zum 6. Lebensmonat. WT ctrl n=5, WT 1-
6M n=5, POhet ctrl n=5, POhet 1-6M n=4

# = Signifikanz zum WT, ctrl = Kontrollgruppe

In 12 Monate alten POhet Mutanten (Abbildung 4) war insgesamt eine grol3ere
Makrophagenpopulation zu beobachten, bei Mutanten ebenso wie bei Wildtypen.
Jedoch zeigte sich auch hier bei Tieren im praventiven Behandlungsschema eine
entsprechend starke Reduktion der Makrophagenanzahl, die auch ultrastrukturell
beobachtet werden konnte (Abbildung 5).

Ein ahnlicher Effekt war auch im therapeutischen Ansatz zu erkennen, hier
erfolgte ebenfalls eine signifikante Reduktion der Makrophagen im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrolltieren, wohingegen in der Rebound-Gruppe 6 Monate
nach Therapieende nur eine leicht verringerte endoneurale Makrophagenanzahl

beobachtet werden konnte.
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Abbildung 4 Signifikante Reduktion von F4/80+ Makrophagen im N.

Quadriceps von 12 Monate alten POhet Mausen nach praventiver und
therapeutischer CSF-1-RI-Behandlung

Im Vergleich zu den Wildtypen zeigen die POhet Tiere der Kontrollgruppe eine
Zunahme von F4/80+ Makrophagen im N. Quadriceps. Durch eine préaventive (1-
12 Monate) und therapeutische (6-12M) Behandlung kommt es zu einer
signifikanten Reduktion von endoneuralen Makrophagen. Im Rebound-
Therapieschema ist nur eine leichte Abnahme der Makrophagenanzahl zu
beobachten. WT ctrl n=6, WT 1-12 n=4, WT Rebound n=4, POhet ctrl n=4, POhet
1-12M n=4, POhet 6-12M n=3, POhet Rebound n=7

# = Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe
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Abbildung 5 Reduktion von Schaumzellen in

elektronenmikroskopischer Bildgebung

Eine préventive Gabe des CSF-1-Rl kann eine Verbesserung erzielen: Im
Vergleich zu der Kontrollgruppe sind Schaumzellen (phagozytierende
Makrophagen) in ihrer Anzahl deutlich vermindert. WT n=5, POhet ctrl n=4, POhet
1-12M n=4, POhet 6-12M n=6, Rebound n=5
# = Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe

3.1.2 Verbesserung ultrastruktureller Parameter nach praventiver Gabe
des CSF-1-RlI

Neben einer erhdhten Makrophagenanzahl im N. Quadriceps sind in POhet
Mausen typische ultrastrukturelle Veranderungen des Nerv-Phanotypen zu
beobachten. Die im Vergleich zu anderen CMT1-Formen verhaltnismalig milde
Neuropathie zeigt Korrelate der Demyelinisierung. Hierzu zahlen unter anderem
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abnormal dunn- oder demyelinisierte Axone, periaxonale Vakuolen und
Schaumzellen, welche Myelin-phagozytierende Makrophagen sind (Martini et al.,
1995; Shy et al., 1997). Vorige Studien zeigten, dass durch eine CSF-1-Defizienz
in POhet Mausen ein verbesserter Nerv-Phanotyp beobachtet werden konnte
(Carenini et al., 2001). Auch eine medikamentdse Inhibition des CSF-1-
Rezeptors hatte einen positiven Einfluss auf den Nerv-Phanotyp POhet Mause
(Klein et al., 2015b). Daher wurde in dieser Arbeit weiterfihrende
Behandlungsstudien mit einem oral applizierten CSF-1-Rezeptor-Inhibitor
durchgefiihrt, die untersuchen, zu welchen Zeitpunkten innerhalb des
Krankheitsverlaufes eine erfolgreiche Therapie noch méglich ist (Abbildung 6,
Abbildung 7, Abbildung 8).

Abbildung 6 Verbesserung ultrastruktureller Parameter im N.
Quadriceps in 12 Monaten alten praventiv behandelten POhet Mausen

(A) Elektronenmikroskopische Darstellung des N. Quadricpes von 12 Monate
alten Wildtypen und (B) unbehandelten POhet Médusen sowie (C) prédventiv
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behandelten POhet Tieren. Unbehandelte POhet Tiere zeigen im Vergleich zu
Wildtypen eine deutliche Verschlechterung ultrastruktureller Parameter wie z.B.
diinn- oder demyelinisierte Neurone (d) und eine vermehrte Anzahl an
Schaumzellen (S). In préventiv behandelten Tieren ist im Vergleich zu den
Kontrolltieren eine Verbesserung der Myeliniserung erkennbar. Ebenso ist hier
im Vergleich zu unbehandelten POhet M&usen eine verringerte Anzahl an

Schaumzellen ersichtlich. Mal3stab (schwarz) 5 um.

Erwartungsgemal} zeigten unbehandelte POhet Tiere im Vergleich zu Wildtypen
eine stark erhohte Anzahl an abnormal dunn- oder demyelinisierten sowie
degenerierten Axonen. Auch Schaumzellen, periaxonale Vakuolen und
Regenerationsbundel waren vermehrt zu beobachten.

Die praventive Gabe des CSF-1-Rl erbrachte eine deutliche Verbesserung
einiger ultrastruktureller Parameter: Demyelinisierte Axone und Schaumzellen
waren in ihrer Anzahl vermindert; Regenerationsbindel hingegen vermehrt

quantifizierbar.
Der therapeutische Behandlungszweig wies eine Reduktion dinnmyeliniserter

sowie bei demyelinisierter Axonen auf, wohingegen das Rebound-Schema in

nahezu keiner untersuchten Kategorie verbesserte Ergebnisse erzielte.
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Abbildung 7 Deutliche Tendenz zur Reduktion demyelinisierter

Axone in POhet Mausen nach praventiver Gabe des CSF-1-RI

Im Vergleich zu Wildtypen zeigen unbehandelte Kontrolltiere verschlechterte
ultrastrukturelle Parameter. Eine prdventive Gabe des CSF-1-Rl kann im
Vergleich zu Wildtypen eine deutliche Tendenz zur Verbesserung erzielen:
Demyelinisierte Axone sind in ihrer Anzahl stark vermindert. Die therapeutische
Behandlung weist einen Trend zur Abnahme diinnmyeliniserter Axone auf. WT
n=>5, POhet ctrl n=4, POhet 1-12M n=4, POhet 6-12M n=6, Rebound n= 5. # =
Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe
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Abbildung 8 Verbesserung weiterer ultrastruktureller Parameter in

POhet Mausen nach praventiver und therapeutischer Gabe und des CSF-1-
RI

Im Vergleich zu Wildtypen zeigen unbehandelte Kontrolltiere verschlechterte
ultrastrukturelle Parameter. Eine préventive Gabe des CSF-1-Rl kann eine
Verbesserung erzielen: Regenerationsbiindel sind vermehrt quantifizierbar;
degenerierte sowie abnormal myelinisierte Axone sind in ihrer Anzahl verringert.
Auch therapeutisch behandelte Tiere weisen bei degenerierten Axonen
verbesserte Werte auf. Das Rebound-Schema zeigt keinerlei signifikante
Verbesserung der ultrastrukturellen Parameter. WT n=5, POhet ctrl n=4, POhet 1-
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12M n=4, POhet 6-12M n=6, Rebound n= 5. n.d.= nicht detektierbar. #
Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe

3.1.3 Verbesserte neuromuskulare Innervation im Rebound

Therapieschema sowie nach praventiver Gabe des CSF-1-Rl

Die CMT-Neuropathie verursacht nicht nur eine Zunahme der endoneuralen
Makrophagenpopulation sowie einen verschlechterten Nerv-Phanotypen,
sondern schrankt auch die Funktion der neuromuskularen Endplatten ein. Diese
sind mit andauerndem Krankheitsverlauf zunehmend de- oder nur partiell
innerviert (Klein et al., 2015b).

Um den Effekt der CSF-1-RI-Behandlung auf die neuromuskulare Innervation zu
beobachten, sind immunhistochemische Farbungen des M. flexor digitorum
brevis (FDB) angefertigt worden (Abbildung 9). In frUheren Studien konnte
gezeigt werden, dass ein verbesserter Nerv-Phanotyp eine verbesserte
Innervierung der Muskeln verursacht (Klein et al., 2015b). Aufgrund dieser
Ergebnisse erfolgte eine Untersuchung des Zielorgans. Prasynapsen wurden mit
Synaptophysin und einem Cy3-konjugiertem Esel anti-Meerschweinchen 1gG
Sekundarantikorper eingefarbt, Postsynapsen wurden mit Hilfe des
fluoreszierenden a-Bungarotoxins detektiert.

Die Quantifizierung der neuromuskularen Synapsen (NMS) (Abbildung 10)
ergab, dass 12 Monate alte POhet Mutanten eine deutliche Zunahme an
abnormal innervierten Synapsen aufzeigten, wie bereits in vorausgegangen
Studien beschrieben (Klein et al., 2015b). Die praventive Behandlung mit dem
CSF-1-RI fuhrte zu einer verminderten Anzahl an abnormal innervierten
Synapsen. Selbiges konnte auch bei Tieren der Rebound-Gruppe beobachtet
werden. Interessanterweise wiesen die therapeutisch behandelten Tiere keine

Verbesserung auf.
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Abbildung 9 Immunhistochemische Farbungen neuromuskularer
Synapsen eines POhet Tieres

Exemplarische Darstellung der immunhistochemisch angeférbten NMS eines
unbehandelten POhet Tieres. Prdsynapsen wurden mit Synaptophysin (rot) und
Postsynapsen mit a-Bungarotoxin (griin) angefarbt. Die Pfeile zeigen
denervierte, die Pfeilspitzen partiell denervierte Synapsen an. Mal3stab (weil3) 20

Lm.

Denervierte/partiell denervierte NMS
254

20+

p=0,15

- T
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o

Denervierte/partiell denervierte NMS
in Prozent (Mittelwert +/- Stabw)

Abbildung 10 Quantifizierung der neuromuskuldaren Synapsen in
POhet Mausen

Im Vergleich zu den Wildtypen zeigen unbehandelte POhet Méuse eine starke
Zunahme an abnormal innervierten Synapsen. Durch die préventive Behandlung
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mit dem CSF-1-RI kann im Vergleich zu den therapeutisch behandelten Tieren
eine signifikante Reduktion abnormal innervierter Synapsen erreicht werden. Das
Rebound-Therapieschema erbringt im Vergleich zu den therapeutisch
behandelten Tieren ebenfalls eine signifikante Reduktion in der Anzahl abnormal
innervierter Synapsen. Préventiv behandelte sowie Tiere aus dem Rebound-
Schema weisen im Vergleich zu einander &hnliche Tendenzen auf; durch beide
Therapie-Schemata kann eine deutliche Reduktion der abnormal innervierten
Synapsen erreicht werden. WT n=6, POhet ctrl n=5, POhet 1-12M n=6, POhet 6-
12M n=7, POhet Rebound n=6, ctrl= Kontrollgruppe

3.1.4 CSF-1-RI-Behandlung erbringt keine signifikante Verbesserung der

elektrophysiologischen Parameter

Um zu untersuchen, ob die verringerte Denervation in Muskeln CSF-1-RlI
behandelter POhet Mause zu einer funktionellen Verbesserung fuhrt, wurden
elektrophysiologische Studien durchgefuhrt (Abbildung 11).

Vorherige Studien bestatigten die These, dass die voranschreitende
Demyelinisierung der peripheren Neurone in CMT1-Mausmodellen durch
Makrophagen eine Verlangsamung der Nervenleitgeschwindigkeit (NCV) sowie
eine vergroRRerte F-Wellen-Latenz verursacht (Klein et al., 2015b). Die F-Wellen-
Latenz ermoglicht es, die Nervenleitgeschwindigkeit des gesamten peripheren
Nerven inklusive seiner proximalen Anteile zu erfassen. Als Ausmal} des
axonalen Schadens dienen Messungen der Muskelsummenaktionspotentiale
(CMAP), welche in Folge der axonalen Schadigung verringert sind.
Erwartungsgemaly zeigten die 12 Monate alten POhet Mutanten der
Kontrollgruppe eine Verminderung der Nervenleitgeschwindigkeit und eine
verlangerte F-Wellen-Latenz im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen. Die
proximalen und distalen Muskelsummenaktionspotentiale waren ebenfalls
verringert.

Eine praventive Behandlung mit dem CSF-1-RlI erzielte eine geringere Abnahme
der Nervenleitgeschwindigkeit und eine leicht verringerte F-Wellen-Latenz im
Vergleich zu der Kontrollgruppe. Jedoch waren interessanterweise das proximale
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und distale Muskelsummenaktionspotential vergleichend zu der Kontrollgruppe
stark vermindert.

Auch bei therapeutisch behandelten POhet Mutanten konnte ein Effekt der CSF-
1-RI-Behandlung auf elektrophysiologische Parameter beobachtet werden: Hier
zeigten sich ebenfalls eine Verbesserung der Nervenleitgeschwindigkeit und eine
Verringerung der F-Wellen-Latenz im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Das
distale Muskelsummenaktionspotential war im Vergleich zu der Kontrollgruppe
leicht verbessert.

Rebound-Tiere wiesen im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine leicht verbesserte
Nervenleitgeschwindigkeit auf, die jedoch nicht die Werte der therapeutisch
behandelten Tiere erreichte. Auch die F-Wellen-Latenz konnte im Vergleich zu
der Kontrollgruppe leicht vermindert werden, der Effekt war jedoch ebenfalls nicht
so stark wie bei therapeutisch behandelten Tieren. Interessanterweise erzielte
die CSF-1-RI-Gabe bei diesem Behandlungsschema eine Verbesserung der
Muskelsummenaktionspotentiale, deren Werte sowohl Uber dem der praventiv
als auch therapeutisch behandelten Tiere lagen.
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Abbildung 11 Elektrophysiologische Messungen in 12 Monate alten

POhet Mausen

Wildtypen zeigen im Vergleich zu den POhet Kontrolltieren gebesserte
elektrophysiologische Parameter; eine CSF-1-RI-Therapie ergab hier keine
relevante Verbesserung. In der préventiv sowie in der therapeutisch behandelten
Gruppe zeigt sich beziiglich der NCV (A) jeweils ein Trend zu verbesserten
Werten,

wohingegen die Messungen der F-Wellen-Latenz (B) in der
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therapeutisch behandelten sowie in der Rebound-Gruppe leicht verbesserte
Werte ergeben. Das proximale CMAP (C) betreffend zeigt sich keine
Verbesserung durch die CSF-1-RI-Therapie im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
Die Werte des distalen CMAP (D) sind in der Rebound-Gruppe im Vergleich zu
der praventiv behandelten Gruppe signifikant verbessert. WT n=10, WT 1-12M
n=5, WT Rebound n=6, POhet ctrl n=6, POhet 1-12M n=6, POhet 6-12M n=7,
POhet Rebound n=7, # = Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe

3.1.5 Positiver Effekt der CSF-1-Rl-Therapie auf die Greifkraft im

praventiven sowie im Rebound-Behandlungszweig

Im Rahmen der CMT1-Neuropathie kommt es durch die Demyelinisierung und
dem Verlust von Axonen letzten Endes zu einer Muskelatrophie und zu einer
verminderten Muskelkraft. Um morphologische Verbesserungen in Relation zur
Nerv- bzw. Muskelfunktion zu setzen, wurden Messungen der Greifkraft in den
Hinterbeinen der Versuchstiere gemessen (Abbildung 12).

Erwartungsgemal} zeigten die POhet Mutanten im Vergleich zu den Wildtypen
einen Verlust in der Greifkraft der Hinterbeine. Die praventive Gabe des
CSF-1-Rl erzielte eine Verbesserung der Greifkraft, wohingegen die
therapeutische Gabe keinen Effekt verzeichnete. In der Rebound-Gruppe waren
ahnlich verbesserte Werte in der Greifkraft wie bei praventiv behandelten Tieren

zu beobachten.
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Abbildung 12 Weniger reduzierte Greifkraft der Hinterbeine in POhet
Mausen im praventiven und Rebound-Behandlungszweig

Unbehandelte Wildtypen zeigen im Vergleich zu den POhet Kontrolltieren eine
gebesserte Greifkraft. Eine prédventive Gabe des CSF-1-Rl kann signifikant
verbesserte Werte erzielen, ebenso wie das Rebound-Therapieschema. Tiere im
therapeutischen Behandlungszweig (6-12M) zeigen keine Zunahme in der
Greifkraft. WT n=12, WT 1-12M n=5, WT Rebound n=5, POhet n=13, POhet 1-
12M n=6, POhet 6-12M n=7, POhet Rebound n=7, # = Signifikanz zum WT, ctrl=
Kontrollgruppe
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3.2 Behandlung von Cx32def Mausen mit dem CSF-1-Rezeptor-
Inhibitor

3.2.1 CSF-1-RI-Behandlung fuhrt zu einer Reduktion von Makrophagen

im Nervus Quadriceps

Frihere Studien belegten, dass Cx32def Mause eine signifikant erhohte
Makrophagenanzahl im Vergleich zu Wildtypen aufweisen (Groh et al., 2015) und
durch eine CSF-1-RI-Behandlung eine Reduktion der Makrophagenpopulation
erreicht werden kann (Klein et al., 2015b). Zur Detektion dieser Zellen sind
immunhistochemische Untersuchungen mit dem Marker F4/80 durchgefuhrt
worden.

Ahnlich zu friheren Studien zeigte sich auch hier bei 6 Monate alten
unbehandelten Tieren im Vergleich zu den Wildtypen eine stark erhohte
Makrophagenanzahl im N. Quadriceps. Eine praventive Behandlung vom 1. bis
zum 6. Lebensmonat erbrachte eine erhebliche Reduktion der endoneuralen
Makrophagen (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Signifikante Reduktion der F4/80+ Makrophagen im N.
Quadriceps von 6 Monate alten Cx32def Mausen nach praventiver CSF-1-
RI-Behandlung

Unbehandelte Cx32def Mutanten zeigen gegeniber Wildtypen eine stark erhéhte
Anzahl von endoneuralen F4/80+ Makrophagen. Nach praventiver Gabe des
CSF-1-RlI ist eine signifikante Reduktion der F4/80+ Makrophagenprofile zu
beobachten. WT ctrl n=5, WT 1-6M n=5, Cx32def ctrl n=5, Cx32def 1-6M n=5, #
= Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe

Cx32def Mutanten, die vom 1. bis zum 12. Lebensmonat mit dem CSF-1-RlI
behandelt wurden (Abbildung 14), zeigten eine signifikante Reduktion der
Makrophagenanzahl im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Selbiges konnte auch
bei therapeutisch behandelten Tieren beobachtet werden.

Interessanterweise zeigten die Rebound-Tiere im Gegensatz zu den anderen

Behandlungsgruppen keine Abnahme von F4/80+ Makrophagenprofilen.
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Abbildung 14 Signifikante Reduktion F4/80+ Makrophagenprofile im N.
Quadriceps von 12 Monate alten Cx32def Tieren nach praventiver und
therapeutischer CSF-1RI-Gabe

Im Vergleich zu den Wildtypen zeigen die Cx32def Tiere der Kontrollgruppe eine
Zunahme von F4/80+ Makrophagen im N. Quadriceps. Durch eine préaventive (1-
12 Monate) und therapeutische (6-12M) Behandlung kommt es zu einer
signifikanten Reduktion von endoneuralen Makrophagen. Die Tiere der
Rebound-Gruppe weisen keine Abnahme von F4/80+ Makrophagenprofilen auf.
WT ctrl n=6, Cx32def ctrl n=6, Cx32def 1-12M n=5, Cx32def 6-12M n=6, Cx32def
Rebound n=5, # = Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe
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3.2.2 Verbesserte neuromuskulare Innervation nach praventiver Gabe
des CSF-1-Rl

Wie bereits beschrieben, nehmen die demyelinisierenden Prozesse durch einen
Verlust von Axonen einen negativen Einfluss auf die neuromuskulare Innervation.
Auch in Cx32def Mutanten konnte mehrfach dieser Effekt nachgewiesen werden,
der durch eine CSF-1R-Inihibition abgemildert werden konnte (Klein et al.,
2015b). Um in dieser Studie die Auswirkung der Therapie mit dem Rezeptor-
Inhibitor untersuchen zu koénnen, sind immunhistochemische Farbungen der
neuromuskularen Endplatten angefertigt und anschlielend quantifiziert worden (
Abbildung 15).

Erwartungsgemal zeigten 12 Monate alte Tiere der Kontrollgruppe im Vergleich
zu den Wildtypen eine vermehrte Anzahl an abnormal innervierten Synapsen.
Praventiv behandelte Mutanten wiesen im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine
deutliche Reduktion der denervierten bzw. partiell denervierten Synapsen auf,
wohingegen bei therapeutisch behandelten Tieren kein positiver Effekt auf die

neuromuskulare Innervation zu beobachten war.
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Abbildung 15 Verbesserte = neuromuskulare Innervation nach

praventiver Gabe des CSF-1-RI

Im Vergleich zu den Wildtypen zeigen unbehandelte Cx32def Tiere vermehrt
denervierte oder partiell denervierte Synapsen. Eine préventive Gabe des CSF-
1-RI erzielt eine verbesserte neuromuskulére Innervation, wohingegen die
therapeutische Behandlung keinen positiven Effekt aufweist. WT n=6, Cx32def
ctrl n=8, Cx32def 1-12M n=3, Cx32def 6-12M n=5, Cx32def Rebound nicht

untersucht (n.u.)
3.2.3 CSF-1-RI-Behandlung erbringt keine signifikante Verbesserung der
elektrophysiologischen Parameter

12 Monate alte Cx32def Mause der Kontrollgruppe wiesen, wie auch in
vorangegangenen Studien beobachtet, eine Reduktion der

Nervenleitgeschwindigkeit und eine vergroflerte F-Wellen-Latenz auf. Das
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distale sowie das proximale Muskelsummenaktionspotential zeigten sich
vermindert (Abbildung 16).

Bei praventiv behandelten Tieren war eine verbesserte
Nervenleitgeschwindigkeit zu beobachten; die F-Wellen-Latenz zeigte sich leicht
verkurzt im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Das distale und proximale
Summenaktionspotential zeigte keine Verbesserung im Vergleich zu der
Kontrollgruppe.

Durch die therapeutische Gabe des CSF-1-RI konnte eine leichte Verbesserung
der Nervenleitgeschwindigkeit erzielt werden, die F-Wellen-Latenz war jedoch
weiterhin vergrof3ert. Das proximale Muskelsummenaktionspotential war im
Vergleich zu der Kontrollgruppe Ileicht erhoht, bei dem distalen
Muskelsummenaktionspotential war kein Effekt der CSF-1-RI-Therapie zu
beobachten.

Rebound-Tiere wiesen im Vergleich zu den Cx32def Kontrollen eine weniger
stark reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit auf; die F-Wellen-Latenz zeigte sich
hingegen nicht verkirzt. Das proximale sowie das distale CMAP waren in
Relation zu der Kontrollgruppe leicht gesteigert.
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Abbildung 16 Elektrophysiologische Messungen der NCV/F-Wellen-
Latenz in 12 Monate alten Cx32def Mausen

Die NCV (A) betreffend weisen die préventiv behandelten Tiere sowie die
Rebound Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren verbesserte Werte auf. Die
Messungen der F-Wellen-Latenz (B) zeigen jedoch in keiner der
Behandlungsgruppen einen positiven Effekt der CSF-1-RI-Therapie im Vergleich
zu den Kontrolltieren.

Messungen des proximalen CMAP (C) zeigen verbesserte Werte in der
therapeutisch behandelten sowie in der Rebound Gruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Messungen des distalen CMAP (D) ergeben &hnliche Ergebnisse;
auch hier zeigt die Rebound Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren
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verbesserte Werte, wohingegen die therapeutisch behandelten Tiere keine
erhbhten Werte im Vergleich zu der Kontrollgruppe aufweisen. WT n=10,
Cx32def ctrl n=8, Cx32def 1-12M n=7, Cx32def 6-12M n=7, Cx32def Rebound
n=6, # = Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe

3.2.4 Positiver Effekt der CSF-1-Rl-Therapie auf die Greifkraft im

praventiven sowie im Rebound-Behandlungszweig

Cx32def Tiere zeigen ebenso wie POhet Mutanten als Korrelat des Axonverlusts
eine Muskelatrophie und folglich eine Verminderung der Greifkraft (Groh et al.,
2010). Um den Einfluss der CSF-1-RI-Behandlung auf diesen funktionellen
Parameter erfassen zu konnen, sind Messungen der Greifkraft in den
Hinterbeinen der unterschiedlich behandelten Cx32def Mutanten durchgefuhrt
worden (Abbildung 17).

Cx32def Tiere der Kontrollgruppe wiesen im Vergleich zu gleichaltrigen
Wildtypen erwartungsgemaly eine verminderte Greifkraft auf. Durch die
praventive Behandlung mit dem CSF-1-Rl konnte eine Verbesserung in der
Greifkraft erzielt werden, wohingegen bei therapeutisch behandelten Tieren kein
Effekt verzeichnet werden konnte. Cx32def Mause, die dem Rebound-
Behandlungsschema zugeordnet waren, wiesen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe und den therapeutisch behandelten Tieren eine erhohte Greifkraft
auf, jedoch lagen diese Werte immer noch unter denen der praventiv
behandelten Tiere.
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Abbildung 17 Weniger reduzierte Greifkraft der Hinterbeine in Cx32def
Mausen im praventiven und Rebound-Behandlungszweig

Unbehandelte Cx32def Méuse zeigen im Vergleich zu Wildtypen eine
verminderte Greifkraft. Die préventive Gabe des CSF-1-Rl (1-12 M) erzielt eine
signifikante Zunahme in der Greifkraft im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Auch
bei Tieren der Rebound-Gruppe kann ein positiver Effekt beobachtet werden.
Therapeutisch (6-12 M) behandelte Tiere weisen keine Verbesserung der
Greifkraft auf. WT ctrl n=12, Cx32def ctrl n=11, Cx32def 1-12M n=7 Cx32def 6-
12M n=8, Cx32def Rebound n=7, # = Signifikanz zum WT, ctrl= Kontrollgruppe
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4 Diskussion

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl das angeborene als
auch das adaptive Immunsystem eine erhebliche Rolle bei der Pathogenese der
CMT1 spielen (Klein and Martini, 2016; Martini and Willison, 2016). Hierbei sind
Makrophagen als Bestandteil des angeborenen Immunsystems entscheidend in
die pathologischen demyelinisierenden Prozesse involviert (Groh et al., 2015;
Martini and Willison, 2016). Als Aktivator von Makrophagen nimmt das Zytokin
CSF-1 eine zentrale Rolle ein (Groh et al., 2012). Weiterfihrende Studien
zeigten, dass durch eine Inhibition des CSF-1-Rezeptors an Makrophagen ein
verbesserter Nervphanotyp und eine deutliche Abmilderung des Krankheitsbildes
beobachtet werden konnten (Klein et al., 2015b).

Auf diesen Studienergebnissen basierend sind verschiedene
Behandlungsansatze mit einem CSF-1-RI an POhet und Cx32def Mausen (den
CMT1-Unterformen CMT1B und CMT1X entsprechend) durchgefuhrt worden.
Dies hatte zum Ziel, den Einfluss des CSF-1-RI auf histopathologische sowie

funktionelle Parameter zu untersuchen.

4.1 Die Behandlung von POhet Mausen mit einem CSF-1-
Rezeptorinhibitor fuhrt zu verbesserten histopathologischen und

funktionellen Parametern

Abhangig von den verschiedenen Behandlungsansatzen (praventiv,
therapeutisch und Rebound) und dem Alter (6 bzw. 12 Monate) waren
unterschiedliche Effekte der CSF-1-RI-Therapie zu beobachten.

Immunhistochemische Farbungen mit dem Makrophagenmarker F4/80 zeigten
erwartungsgemaly eine vermehrte Makrophagenanzahl in unbehandelten 6
Monate alten POhet Mausen im Vergleich zu Wildtypen. Eine Behandlung mit
dem CSF-1-RI vom 1. bis zum 6. Lebensmonat erbrachte eine signifikante
Reduktion der endoneuralen Makrophagen. Auch bei 12 Monate alten
unbehandelten POhet Mausen war die endoneurale Makrophagenanzahl
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gegenuber gleichaltrigen Wildtypen erhoht. Im Vergleich zu den 6 Monate alten
POhet Mutanten waren insgesamt deutlich mehr Makrophagen zu beobachten.
Folglich hat nicht nur die Mutation im P0-Gen, sondern auch die Dauer der
Erkrankung der POhet Mutanten einen Effekt auf die endoneurale
Makrophagenpopulation, da ein Anstieg der Makrophagenanzahl im Zeitraum
von 6 bis 12 Monaten zu verzeichnen war. Diese Beobachtung ist in
Ubereinstimmung mit vorherigen Studien, die einen altersabhéngigen Anstieg
zwischen 6 und 12 Monaten von endoneuralen Makrophagen in POhet Mutanten
zeigen konnte (Carenini et al., 2001).

Sowohl die praventive als auch die therapeutische Gabe des CSF-1-Rl erzielten
eine signifikante Reduktion der Makrophagen im N. Quadriceps. Im Rebound
Therapieschema war dieser Effekt allerdings nicht zu erkennen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass nach Absetzen des CSF-1-Rl eine
Repopulation mit endoneuralen Makrophagen stattfindet. Dieser Effekt konnte
bereits eine Woche nach Ende der Therapie im PNS von Wildtypen und Mutanten
nachgewiesen werden (Klein und Martini, unpublizierte Daten).

Da sowohl die praventive als auch die therapeutische Gabe des CSF-1-RI eine
signifikante Reduktion der Makrophagen erzielte, lasst dies vermuten, dass der
Zeitpunkt fur den Beginn der Makrophagendepletion mittels des CSF-1-RI kein
zentraler Faktor ist.

Auch im zentralen Nervensystem (ZNS) sind ahnliche Effekte einer CSF-1-RI-
Therapie auf die dort lokalisierten, als Mikroglia bezeichneten Makrophagen
bekannt (EImore et al., 2014; Rice et al., 2017). Mikroglia machen den Grofteil
der im ZNS vorhandenen Immunzellen aus und nehmen unter anderem eine
neuroprotektive Rolle ein (Acharya et al., 2016). Wildtyp-Mause, die Uber
mehrere Wochen mit einem CSF-1-RI behandelt wurden, zeigten eine Mikroglia-
Depletion von uber 90%. Bereits eine Woche nach Absetzen des CSF-1-RI zeigte
sich vollstandige Repopulation der Mikroglia im ZNS (EImore et al., 2014). Nach
einer einwochigen Behandlung mit dem CSF-1-RI konnte 7 Tage nach Absetzen
der Therapie sogar eine uberschiellende Repopulation der Mikroglia beobachtet
werden (Rice et al., 2017).
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Ultrastrukturell konnte ebenfalls ein positiver Effekt der CSF-1-RI-Behandlung
verzeichnet werden. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten
therapeutisch behandelte POhet Tiere im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine
Verbesserung des Nervphanotypen. Als Korrelat des Erhalts von Myelinscheiden
waren eine deutlich verringerte Anzahl an demyelinisierten Axonen sowie
phagozytierenden Makrophagen zu beobachten. Gerade diese Ergebnisse
konnten insofern zusammenhangen, als dass die verminderte Anzahl an
phagozytierenden Makrophagen die Ursache fur den verbesserten Myelinerhalt
darstellen konnte. In einer zunehmenden Anzahl von Regenerationsbindeln
spiegelte sich ein verbesserter axonaler Erhalt wider. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass ein friher Therapiebeginn sowie eine langfristige Behandlung
mit dem CSF-1-Rl fur eine nachhaltige Besserung der histopathologischen
CMT1-Parameter vonnoten sind. Neue Studien in PMP22tg Mausen bekraftigen
dieser Ergebnisse; hier zeigte sich eine signifikante Verbesserung unter einer
Behandlung mit dem CSF-1-RI ab Tag 0 (Klein, unpublizierte Daten).

In Folge der verbesserten Myelinisierung und des axonalen Erhalts zeigten sich
auch die abnormal innervierten Synapsen verringert. Sowohl praventiv
behandelte Tiere als auch Mause der Rebound-Gruppe zeigten eine deutlich
verminderte Anzahl an abnormal innervierten Synapsen. Interessanterweise
konnte kein positiver Effekt der CSF-1-RI-Behandlung im therapeutischen
Behandlungszweig beobachtet werden. Dies lasst erneut vermuten, dass ein
friher Therapiebeginn notwendig ist, um einen relevanten Effekt auf den
Krankheitsverlauf zu haben. Studien in Cx32def und POhet Mausen, die einen
Therapiestart mit dem CSF-1-Rl ab dem 3. Lebensmonat untersuchten, ergaben
hinsichtlich der histopathologischen und funktionellen Parameter keine
signifikante Verschlechterung im Vergleich zum Therapiestart ab dem 1.
Lebensmonat (Klein et al., 2015b). Jedoch zeigte sich ein Trend in POhet
Mausen: Ein Therapiebeginn ab dem 1. Lebensmonat erbrachte im Vergleich zu
ab dem 3. Lebensmonat behandelten Tieren eine leichte Verbesserung der
funktionellen und histopathologischen Parameter. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass in POhet Mausen ein moglichst fruher Therapiestart vorteilhaft
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ist, wohingegen in Cx32def Tieren eine Behandlung ab dem 3. Lebensmonat

ausreichend ist.

In Ubereinstimmung mit der verbesserten neuromuskularen Innervation zeigten
sich ahnliche Ergebnisse in funktionellen Parametern wie der Greifkraft.
Praventiv behandelte Tiere und Tiere der Rebound-Gruppe zeigten einen Trend
zu einer vermehrten Greifkraft, wohingegen therapeutisch behandelte Mause
keine Zunahme der Greifkraft in den Hinterpfoten aufwiesen. Dies unterstutzt die
These, dass ein friher Startpunkt fur eine Effektivitat der Therapie essentiell ist.
Im Hinblick auf die Tatsache, dass in der therapeutisch behandelten Gruppe eine
signifikante Reduktion der Makrophagen, jedoch keine Verbesserung der
funktionellen Parameter zu beobachten ist, kann vermutet werden, dass schon
in fruhen Krankheitsstadien irreversible pathologische Prozesse durch die
Makrophagen hervorgerufen werden. Frihere Studien in Cx32def Mausen
zeigten, dass Makrophagen in engem Zusammenhang mit dedifferenzierten
Schwannzellen stehen (Groh et al., 2015).

Die vorherigen Beobachtungen zusammenfassend, zeigt sich folgendes
Ergebnis: Ein friher Therapiestart mit dem CSF-1-Rl ist essentiell fur eine
signifikante  Verbesserung der pathologischen Prozesse in CMT-1-
Mausmodellen. Fir an CMT-1 erkrankte Patienten ist besonders der irreversible
Verlust der Muskelkraft von grofer Bedeutung (Johnson et al., 2014). Deswegen
ist es umso wichtiger, rechtzeitig mit der Therapie zu beginnen. Ein spaterer
Startpunkt im 6. Lebensmonat erzielt nicht denselben Effekt wie bei praventiv
behandelten Tieren. Selbst die Rebound Gruppe zeigt mit der verbesserten
Greifkraft sowie dem Erhalt von neuromuskularen Synapsen im Vergleich zu
therapeutisch behandelten Tieren einen nachhaltigen positiven Einfluss der
Therapie auf den Krankheitsverlauf.

Aufgrund dieser Beobachtungen ergibt sich eine neue Fragestellung: Warum ist
ein spaterer Therapiestart mit einem schlechteren Outcome verbunden, obwohl
die Makrophagen durch die CSF-1-Rl Behandlung in ihrer Anzahl deutlich

reduziert sind?
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Abgesehen von den schadlichen Effekten durch die Makrophagen konnten
weitere alternative Degenerationsprozesse von Bedeutung sein: Studien zeigten,
dass nicht nur die Makrophagen, sondern auch die Schwannzellen selbst an der
Phagozytose von Myelin beteiligt sind. Sowohl nach Verletzungen eines
peripheren Nerven als auch in Mausmodellen fur die CMT-1-Unterform CMT1A
konnte eine Myelinphagozytose durch die Schwannzellen beobachtet werden
(Gomez-Sanchez et al., 2015; Jang et al., 2016). Diese These wurde durch
weitere Studien bestatigt: Nach Verletzung peripherer Nerven wurde eine
Hochregulierung der Schwannzell-Rezeptoren Tyro3, Axl und Mer (TAM-
Rezeptoren) beobachtet. Diese Rezeptoren fuhren nach ihrer Aktivierung zu
einer Phagozytose von Myelindebris durch die Schwannzellen (Brosius Lutz et
al., 2017). Eine vor kurzem veroffentliche Studie festigte die These, dass
Schwannzellen nach einer Axotomie Myelin autophagozytieren. Das Protein
MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain-like Protein) ist dabei ein zentraler Faktor:
Nach einer Phosphorylierung sorgt das Protein fur eine Auflockerung des
kompakt gewickelten Myelins, sodass die umgebenden Schwannzellen das
geschadigte Myelin phagozytieren konnen (Ying et al., 2018).

Im Rahmen der CMT1-Neuropathie und der damit verbundenen pathologischen
Instabilitat des Myelins der Schwannzellen konnte hierdurch eine
Myelinautophagozytose hervorgerufen werden (Gomez-Sanchez et al., 2015).
Uber die Myelinautophagozytose hinaus kénnte auch die Dedifferenzierung der
Schwannzellen selbst ursachlich fur die Degenerationsprozesse sein, welche
durch die Dedifferenzierungsmarker NCAM und L-1 in Cx32def Mausen
nachgewiesen werden konnten (Groh et al., 2015). In einer kurzlich
veroffentlichen Studie wurde gar das Konzept einer demyelinisierenden
Schwannzelle etabliert: Dedifferenzierte Schwannzellen scheinen in engem
Zusammenhang mit einem demyelinisierenden Phanotyp zu stehen. Diese zwei
Prozesse - die Dedifferenzierung und die Demyelinisierung durch Schwannzellen
selbst — treten vermehrt nebeneinander auf. So wird vermutet, dass die
Dedifferenzierung ursachlich fur den Progress einer regularen Schwannzelle in

einen demyeliniserenden Phanotyp sein konnte (Park et al., 2018).
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Die elektrophysiologischen Messungen als ein weiterer funktioneller Parameter
zeigen Tendenzen, die auf den Erhalt des Myelins als einen Effekt der CSF-1-RI-
Therapie hindeuten. Hier zeigten sich jedoch in allen Gruppen keine signifikanten
Verbesserungen in der NCV und der F-Wellen-Latenz, wobei
Uberraschenderweise die therapeutisch behandelten Tiere den hochsten Wert in
der NCV aufwiesen sowie die am starksten verminderte F-Wellen-Latenz. Die
Muskelsummenaktionspotentiale als Marker fur den axonalen Schaden zeigten
sich interessanterweise kaum verbessert. Hier sind nur in der Rebound-Gruppe
leicht gesteigerte distale CMAP im Vergleich zu der Kontrollgruppe zu
beobachten. Insgesamt erbrachte die CSF-1-RI-Behandlung keine signifikante
Verbesserung der elektrophysiologischen Parameter.

Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen stehen Resultate aus zurtickliegenden
Studien, welche Hinweise auf eine signifikante = Verbesserung
elektrophysiologischer Parameter durch eine CSF-1-RI-Therapie ergaben (Klein
et al., 2015b). Diese Diskrepanz konnte durch verschiedene Kontroll-
Mauspopulationen mitbedingt sein, da in dieser Arbeit im Vergleich zu der
zurlckliegenden Studie die unbehandelten Kontrolltieren generell bessere
klinische sowie histopathologische Parameter aufwiesen.

Zusatzlich muss die Tatsache beachtet werden, dass im Gegensatz zu den
anderen Messungen, wie der der F4/80+ Makrophagenprofile oder der
Quantifizierung der neuromuskularen Innervation, die Untersuchungen nicht im
N. Quadriceps, sondern im N. lIschiadicus durchgefuhrt wurden. Der N.
Ischiadicus enthalt im Vergleicht zum N. Quadriceps (Peyronnard et al., 1986)
anteilig mehr sensorische Fasern. Im Mausmodell fur die CMT-1 Neuropathie
sind besonders die motorischen Fasern betroffen (Martini and Toyka, 2004). Die
unterschiedlichen Anteile an sensorischen und motorischen Fasern im N.
Ischiadicus im Vergleich zum N. Quadriceps konnten eine mogliche Ursache fur
die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen sein.

Oft ist zu beobachten, dass bezlglich des positiven Effekts der CSF-1-RI-

Behandlung nach dem praventiven Behandlungszweig die Rebound-Gruppe die
starksten Verbesserungen aufweisen. Selbst 6 Monate nach Therapieende
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zeigen sich noch funktionelle Verbesserungen wie eine vermehrte Greifkraft,
wohingegen die endoneurale Makrophagenpopulation zu diesem Zeitpunkt
wieder vergleichbar mit den Werten der unbehandelten Kontrolltiere ist. Parallel
zu der vermehrten Greifkraft Iasst sich auch die verbesserte Muskelinnervation
beobachten (Abbildung 18).

Eine interessante Fragestellung ware es, zu untersuchen, wie lange der positive
Effekt der CSF-1-Behandlung auf die funktionellen Parameter andauert und zu
einem spateren Zeitpunkt, beispielsweise in 18 Monate alten Mausen,
histopathologische und funktionelle Untersuchungen durchzufuhren.

Die diskutierten Ergebnisse betrachtend, konnte in Ubereinstimmung mit
vorherigen Studien (Klein et al., 2015b) auch in dieser Arbeit nachgewiesen
werden, dass eine Behandlung von POhet Mausen mit einem CSF-1-RI zu einer

Verbesserung von histopathologischen und funktionellen Parametern fuhrt.

4.2 Die Behandlung von Cx32def Mausen mit einem CSF-1-
Rezeptorinhibitor fuhrt zu verbesserten histopathologischen und

funktionellen Parametern

In Cx32def Mausen konnte ebenso wie bei den POhet Tieren ein positiver Effekt
der CSF-1-Therapie auf histopathologische Merkmale und funktionelle
Parameter beobachtet werden, welcher in vorherigen Studien zu anderen

Behandlungsschemata ebenfalls gezeigt werden konnte (Klein et al., 2015b).

In Analogie zu den Ergebnissen in POhet Tieren konnte auch in Cx32def Mausen
ein  ahnlicher Effekt der CSF-1-Rl-Therapie auf die endoneurale
Makrophagenpopulation nachgewiesen werden.

Eine praventive Behandlung erzielte eine signifikante Reduktion der
Makrophagenprofile. Auch bei therapeutisch behandelten Tieren konnte eine
signifikante Abnahme der Makrophagenanzahl beobachtet werden. Rebound-
Tiere hingegen wiesen im Gegensatz zu gleichaltrigen POhet Tieren 6 Monate
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nach Therapieende eine wesentliche Zunahme an endoneuralen Makrophagen
auf. Dies konnte auf eine uberschieende Reaktion im Sinne eines Rebound-
Effekts hindeuten. Studien in Wildtyp-Mausen zeigten, dass 7 Tage nach
Absetzen einer einwochigen Therapie mit dem CSF-1-RI PLX5622 im ZNS
Mikrogliapopulationen zu beobachten waren, deren Werte Uber dem der
Kontrolltiere lagen. 21 Tage nach dem Ende der Therapie waren die Werte der
behandelten Tiere wieder mit denen der Kontrolltiere vergleichbar (Rice et al.,
2017).

Als eine sinnvolle Erganzung zu den bereits vorhandenen Ergebnissen dieser
Arbeit konnte also eine Quantifizierung der Makrophagen direkt nach Absetzen
der Therapie dienen.

Im Vergleich zu den POhet Tieren sind auch bei den funktionellen Parametern
wie der Greiftkraft ahnliche Effekte der CSF-1-RI-Therapie auf den
Krankheitsverlauf zu verzeichnen. Therapeutisch behandelte Tiere wiesen keine
verbesserte Greifkraft im Vergleich zu Mausen der Kontrollgruppe auf. Ein
praventiver Ansatz  konnte jedoch gesteigerte = Werte erreichen.
Interessanterweise konnte auch in der Rebound-Gruppe 6 Monate nach
Therapieende eine nachhaltige Verbesserung der Greifkraft beobachtet werden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch im Mausmodell fur CMT1X ein
friher Therapiestart mit dem CSF-1-RI von grundlegender Bedeutung ist. Fir an
CMT1 erkrankte Patienten ist gerade der irreversible Verlust der Muskelkraft von
grofRer Relevanz (Johnson et al., 2014), weswegen ein rechtzeitiger Beginn der
Therapie Potential fur eine verbesserte Lebensqualitat bieten konnte.

Bezulglich der Anzahl an abnormal innervierten Synapsen zeigten sich ahnliche
Effekte der CSF-1-RI-Therapie bei Cx32def Tieren wie bei POhet Mausen. Auch
hier schnitt der praventive Behandlungszweig im Vergleich zu den therapeutisch
behandelten Tieren besser ab. Dies stutzt die These, dass ein fruher
Therapiebeginn essentiell ist, um die neuromuskulare Innervation zu erhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die abnormal innervierten Synapsen der

Rebound Gruppe nicht untersucht. Da aber die Rebound Gruppe auch hier —

53



ebenso wie in den POhet Tieren — eine nachhaltige Verbesserung der Greifkraft
zeigte, ist anzunehmen, dass die neuromuskulare Innervation dieser Gruppe den

gleichen Trend zeigt.

In Ubereinstimmung mit den elektrophysiologischen Messungen in POhet
Mausen zeigten sich auch bei den Cx32def Mausen insgesamt keine signifikante

Verbesserung.

Im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit sind elektronenmikroskopische
Untersuchungen der Nerven von Cx32def Mausen unter CSF-1-Therapie nicht
moglich gewesen. Aufgrund der ahnlichen funktionellen Parameter im Vergleich
zu POhet Tieren ist jedoch zu erwarten, dass auch die Cx32def Tiere in
ultrastrukturellen Merkmalen entsprechende Ergebnisse hinsichtlich der CSF-1-
Behandlung zeigen. Um diese Ergebnisse zu komplettieren, ist es notwendig, die

elektronenmikroskopischen Untersuchungen in weiteren Studien durchzufuhren.

Die genannten Ergebnisse der CSF-1-Ri-Therapie in Cx32def Mausen
zusammenfassend, kann ebenso wie bei den POhet Tieren ein positiver Effekt
der Behandlung auf funktionelle und histopathologische Parameter verzeichnet
werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Zusammenfassende Darstellung der verschiedenen
Behandlungsgruppen in POhet und Cx32def Mausen hinsichtlich des
Effekts der CSF-1-Rl-Therapie auf Greifkraft und die neuromuskulare
Innervation

4.3 Moglichkeit der translationalen Ansatze der CSF-1-RI-Therapie

Die untersuchten Effekte der CSF-1-RI-Therapie auf histopathologische und
funktionelle Parameter in Mausmodellen fur CMT1B bzw. CMT1X zeigen, dass
die durch Makrophagen hervorgerufene Entzindungsreaktion gehemmt werden
kann.

Obwohl die CSF-1-RI Therapie bei den Cx32def und POhet Mausmodellen, die
sowohl histopathologisch als auch funktionell sehr gut die Symptomatik der an
CMT1 erkrankten Patienten widerspiegeln, vielversprechende Ergebnisse
erzielte, ist dieser Behandlungsansatz dennoch schwierig auf den Menschen zu
Ubertragen.

Zum einen ist der CSF-1-RI Blut-Hirn-Schranken (BHS) permeabel. Eine 14-
tagige Inhibition des CSF-1-Rezeptors mittels PLX3397 zeigte eine signifikante
Reduktion der Mikroglia im N. Opticus von Wildtyp-Mausen (unpublizierte Daten
(Groh et al., 2019)). Weitere Studien bestatigten die These, dass fur die Dauer
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einer CSF-1-RI-Therapie die Mikroglia im ZNS depletiert werden (Elmore et al.,
2015). Dies kann problematisch sein, da Mikroglia im ZNS u.a. eine protektive
Rolle einnehmen: Studien ergaben, dass z.B. nach Schlaganfall eine Depletion
von Mikroglia durch eine Inhibition des CSF-1-Rezeptors zu aggravierten
neurologischen Defiziten, einer VergroRerung des Infarktgebiets sowie zu einer
verstarkten inflammatorischen Reaktion fuhrte (Jin et al., 2017). Des Weiteren
ergeben sich Hinweise auf eine wichtige Funktion der Mikroglia in
Zusammenhang mit ZNS-Synapsen: Hier kdnnen Mikroglia die Maturation von
Synapsen fordern bzw. deren Plastizitat regulieren (Paolicelli et al., 2011;
Schafer et al., 2013). Auch nach Schadel-Hirn-Trauma konnen Mikroglia eine
protektive Rolle einnehmen, wobei hier die Situation komplex ist und diese Zellen
durchaus auch die Neurotoxizitat aggravieren konnen (Karve et al., 2016;
Muccigrosso et al., 2016; Kumar et al., 2017).

Zum anderen exprimieren nicht nur die Makrophagen den CSF-1-Rezeptor,
sondern auch andere Zellen, wie bspw. Neurone. Hier spielt der CSF-1-Rezeptor
unter anderem eine Rolle in der Entwicklung und Differenzierung von neuronalen
Progenitorzellen (Chitu et al., 2016). Weitere Studien in CSF-1-Rezeptor
defizienten Mausen zeigten, dass nach Gabe von Kainsaure die durch
Exzitotoxizitdt hervorgerufene Neurodegeneration sowie die Sterberate im
Vergleich zu den Kontrolltieren wesentlich exazerbiert waren (Luo et al., 2013).
Zudem konnte nachgewiesen werden, dass in CSF-1-R defizienten Mausen die
Uberlebensrate im Vergleich zu Wildtypen reduziert war. Dariiber hinaus zeigten
die Tiere eine insgesamt verringerte Gro3e des Gehirns, eine Atrophie des
Bulbus olfactorius, eine Groflenzunahme des lateralen Ventrikels und einen
verschmalerten Neokortex (Nandi et al., 2012; Chitu et al., 2016). Auch
benachbarte Regionen des lateralen Ventrikels wie die Amygdala und das
Striatum wiesen eine gestorte Gewebsarchitektur auf (Erblich et al., 2011).
Zwar waren in dieser Arbeit generell keine Nebenwirkungen wie Gewichtsverlust
oder Atrophien zu beobachten; da die Ergebnisse jedoch daraufhin deuten, dass
ein moglichst frGher Therapiebeginn fur einen positiven Effekt auf den
Krankheitsverlauf von Noten ist, sind die Auswirkungen des CSF-1-RI auf die

neuronale Entwicklung durchaus kritisch zu sehen. Translationale
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Therapieansatze wurden einen Behandlungsbeginn ab  Kindesalter
voraussetzen, gerade hier waren Beeintrachtigungen der neuronalen

Entwicklung fatal.

In der Therapie von Tumorerkrankungen sind CSF-1-Rl bereits in translationalen
Ansatzen getestet worden und zeigten gute Resultate, beispielsweise in der
Behandlung der pigmentierten villonodulésen Synovitis mit dem monoklonalen
Antikorper Emactuzumab. Jedoch =zeigten sich auch hier teilweise
schwerwiegende Nebenwirkungen wie Lupus Erythematodes, periorbitale
Odeme und Dermohypodermitis (Cassier et al., 2015). Auch bei malignen
Tumorerkrankungen wie dem malignen Melanom oder dem Pankreskarzinom
werden CSF-1-Rl in Studien eingesetzt. Hier zeigte sich ein verhaltnismalig
gutes Risikoprofil fur die CSF-1-Rl-Therapie, jedoch treten auch hier
Nebenwirkungen auf wie Ubelkeit, Fatigue, Kopfschmerzen, Pruritus, erhéhte
Leberenzyme und ein verminderter Appetit auf (Cannarile et al., 2017)

Die Behandlung der Tumorerkrankungen mit verschiedenen CSF-1-RI erfolgte in
einem wesentlich kirzeren Zeitraum, als es fur die Therapie der CMT1 ndtig
ware. Hier ist anzunehmen, dass eine Therapie am Patienten Uber Jahre, wenn
nicht Jahrzehnte durchgefuhrt werden musste, um einen nachhaltigen Effekt zu
erzielen. Jene These wird durch die Beobachtung in dieser Arbeit gestutzt, dass
neben einem frihzeitigen Therapiebeginn auch eine langfristige Therapie von
Bedeutung zu sein scheint: Mause, die im Rebound Therapieschema waren,
zeigten eine Repopulation von Makrophagen im peripheren Nerven. Funktionelle
Parameter wie die Greifkraft waren zwar weiterhin verbessert, jedoch bleibt die
Frage offen, ob zu einem spateren Zeitpunkt, zum Beispiel im 18. Lebensmonat,
diese positiven Effekte noch zu verzeichnen waren.

Da die genannten Nebenwirkungen des CSF-1-Rl in der Tumortherapie schon
wahrend einer relativ kurzen Behandlungszeit auftraten, ist anzunehmen, dass
fur die Therapie der CMT1 diese und andere noch unbekannte Nebenwirkungen

in gravierenderer Form auftreten konnten.
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Diese Problematiken stellen die Therapie der CMT1 mittels des CSF-1RI vor
weitere Herausforderungen. Ein Losungsansatz ware es, einen spezifischeren
CSF-1-RI zu entwickeln, der nicht BHS-permeabel ist und so nur Auswirkungen
auf die peripheren Makrophagen hat. Eine weitere Mdglichkeit ware, nicht den
Rezeptor, sondern den Liganden selbst zu blocken. Das von den Fibroblasten
sezernierte CSF-1 liegt in verschiedenen Isoformen vor (Pixley and Stanley,
2004); wobei die sezernierte Isoform spCSF-1 ursachlich fur die Aktivierung der
Makrophagen ist (Groh et al., 2016). Mittels eines fur die spCSF-1 Isoform
spezifischen Antikorpers konnte so gezielt die Aktivierung der Makrophagen

inhibiert werden.

Dennoch konnte diese Arbeit mit einem ,proof-of-principle” Therapieansatz
aufzeigen, dass die Inhibition der CSF-1/CSF-1-Rezeptor-Achse eine
Verbesserung funktioneller und histologischer Merkmale im CMT-1 Mausmodell

ermoglicht.
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5 Zusammenfassung

Die Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie umfasst eine heterogene Gruppe von
erblichen unter anderem demyeliniserenden Erkrankungen des peripheren
Nervensystems. Trotz ihrer hohen Pravalenz von 1:2.500 gibt es bis dato keine
kausalen Therapiemoglichkeiten. Durch den progressiven Krankheitsverlauf wird
die Lebensqualitat der Patienten stetig gemindert; der fortschreitende Verlust der
Muskelkraft und Storungen des Gangbildes sind besonders belastend.
Ursachlich fur die CMT1-Neuropathie sind unter anderem Mutationen in Genen,
die fur Moleklle des Myelins von Schwannzellen codieren. Diese Mutationen
fuhren zu einer verminderten Stabilitat und Funktion des Myelins und so letzten
Endes zu einer Demyelinisierung und axonalen Schadigung der peripheren
Nerven. Weitere Studien in CMT1-Mausmodellen zeigten jedoch, dass nicht nur
die verringerte Myelinstabilitdt sondern auch eine durch das Immunsystem
vermittelte geringgradige Entziindungsreaktion fur die Symptome ursachlich sein
konnte. Hier spielen vor allem Makrophagen eine zentrale Rolle. Das Zytokin
CSF-1 aktiviert die Makrophagen und verursacht so eine Demyelinisierung der
peripheren Nerven. In POhet und Cx32def Mausmodellen konnte nachgewiesen
werden, dass eine medikamentdse Inhibition des CSF-1-Rezeptors an
Makrophagen zu einem verbesserten Nervphanotypen und einer deutlichen
Abmilderung des Krankheitsbildes fuhrte.

In dieser Arbeit wurden in POhet und Cx32def Mausmodellen weiterfuhrende
Behandlungsstudien mit einem CSF-1-RI durchgefuhrt, die untersuchen, zu
welchem Zeitpunkt innerhalb des Krankheitsverlaufs (therapeutisch oder
praventiv) eine erfolgreiche Therapie noch mdglich ist und ob bei einem friheren
Beginn eine noch bessere Wirkung erzielt werden kann.

Abhangig von den verschiedenen Start- und Endpunkten waren unterschiedliche
Ergebnisse zu beobachten: Hinsichtlich der klinischen Parameter wie der
Greifkraft und der Anzahl an abnormal innervierten Synapsen zeigten die Tiere
im praventiven Behandlungszweig in beiden Mausmodellen das beste Ergebnis
im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese substantielle Verbesserung liel3 sich
unabhangig von einem Makrophagen-Reflux sogar noch 6 Monate nach
Behandlungsabbruch nachweisen.
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Bezuglich der endoneuralen Makrophagendepletion war sowohl in den POhet als
auch den Cx32def Tieren im praventiven sowie im therapeutischen

Behandlungszweig eine signifikante Verbesserung zu beobachten.

Diese Ergebnisse heben ein weiteres Mal die Bedeutung der Makrophagen als
Teil einer Entzindungsreaktion in der Pathogenese der CMT1-Neuropathie
hervor. Des Weiteren konnte die These gefestigt werden, dass eine Inhibition des
CSF-1-Rezeptors zu verbesserten histopathologischen sowie funktionellen
Parametern fuhrt. Um ein gutes Ansprechen auf die Therapie zu erzielen,
mussen ein moglichst fruher Therapiebeginn sowie eine nachhaltige
Behandlungsdauer gewahrleistet sein.

Translationale Therapieansatze stehen weiterhin vor grofen
Herausforderungen. Da anhand der Ergebnisse zu erwarten ist, dass die
Therapie im frihen Kindesalter begonnen und wahrscheinlich Uber Jahrzehnte
fortgefuhrt werden muss, ist eine Minimierung des potentiellen
Nebenwirkungsprofils — hier ist vor allem die Beeintrachtigung der neuronalen
Entwicklung zu nennen - zwingend erforderlich. Hier konnte die spezifische
Blockade eines gegen die spCSF-1 Isoform gerichteten Antikorpers eine weitere
Option in der Therapie der CMT1-Neuropathie darstellen.
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6 Anhang

6.1 Materialien

6.1.1 Technische Ausrustung

Cryostat CM3050S
Deckglaschen

Elektronenmikroskop Zeiss Leo 906E

Elektromyograph Neurosoft-Evidence

Filterspitzen
Grip Strength Meter

Kamera ProScan Slow Scan CCD
Mikroskop Axiophot 2
Mikrotom Ultracut E

Objekttrager Superfrost® Plus

PapPen

Pasteurpipette
Perfusionspumpe Reglo
Pipetten
Pipettenspitzen
Reaktionsgefale
Software

GNU Image Manipulation

Programm

Leica (Wetzlar, Deutschland)

R. Langenbrinck (Emendingen,
Deutschland)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Schreiber & Tholen Medizintechnik
(Stade, Deutschland)

Saarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Columbus Instruments (Columbus,
USA)

ProScan (Lagerlechfeld, Deutschland)
Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Reichert
Deutschland)

R. Langenbrinck
Deutschland)

SCI
Deutschland)

Saarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Ismatec (Glattbrugg, Schweiz)

und Jung (Nussloch,

(Emendingen,
Science Services

(Munchen,

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Saarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Saarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

The GIMP Team
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Image J
Office 2016
Trimmer EM Trim
Vortex-Mischer L46
Zentrifuge
Biofuge 15R
Biofuge Pico
Centrifuge 5424

6.1.2 Reagenzien

Aceton

Agarose

a-Bungarotoxin AlexaFluor 488
Konjugat

Aqua-Poly/Mount®

Avidin-Biotin-Block-Kit

Azur

Bleicitrat (Pb(NO3)2)

Bovines Serum-Albumin 96% (BSA)
Bromphenolblau
4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylethanolamin (DMAE)

Dinatriumhydrogenphopsphat
(NA2HPO4)
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Glutaraldehyd

Heparin

NIH (Bethesda,, USA)
Microsoft (Redmond, USA)
Leica (Wetzlar, Deutschland)

Labinco (Breda, Nierderlande)

Heraeus (Hanau, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

Polysciences (Eppenheim, Deutschland)

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Applied Biosciences (Darmstadt,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Serva Electrophoresis (Heidelberg,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Serva Electrophoresis (Heidelberg,
Deutschland)

Ratiopharm (Ulm, Deutschland)
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Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Ketamin

Methylbutan

Methylenblau

Natriumchlorid (NaCl)

Nonenyl Succinyl Anhydrid (NSA)

Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd (PFA)
Saccharose

Streptavidin Cy3 (CLCSA 1010)
Tissue-Tek® O.C.T. Compound
TritonX-100

Vinyl/ERL4221D

Vitro-Clud®

Xylamin

6.1.3 Puffer und Losungen

Anasthetikum

Methylenblau

PBS (1x)

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 (Minchen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Biozol (Eching, Deutschland)

Sakura (Alphan aan den Rijn, Niederlande)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Serva Electrophoresis (Heidelberg,
Deutschland)

R. Langenbrinck (Emmerdingen,
Deutschland)

CP-Pharma (Burgdorf, Deutschland)

1,2% Ketamin
0,08% Xylamin
In 0,9% NaCl-Loésung

1% Azur

1% Methylenblau
40% Saccharose
pH 9,2

137 mM NacCl
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PBS/Heparin

4%PFA/2%GA/CaCo

Spurr’'s Medium

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4
8,1 mM NaxHPO4
pH 7.4

0,4% Heparin

In 0,1% PBS

4% Paraformaldehyd
2% Glutaraldehyd

In 0,1 M CaCo

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

0,4 g DMAE

Sofern nicht anders angegeben, wurde destilliertes Wasser als Losungsmittel

verwendet und die Puffer und LOsungen bei Raumtemperatur gelagert.

6.1.4 Antikorper

Primarantikorper

Angriffspunkt | Spezies Katalognummer | Firma Verdinn
ung
CD 34 Ratte Anti-Maus | 14-0341-85 e-Bioscience | 1:1.000
F4/80 Ratte Anti-Maus | MCA497B Serotec 1:300
(biotinyliert)
Synaptophysin | Meerschwein- 101004 Synaptic 1:500
chen Anti-Maus Systems
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Sekundarantikorper

Angriffspunkt Spezies Katalognum- | Firma Verdiin- | Konjugier-
mer nung ter
Farbstoff
Ratten 1gG Ziege anti- A11006 invitrog | 1:300 Alexa
Ratte en Fluor®488
Meerschwein- | Esel Anti- 706-165-148 | Dianova | 1:300 Cy3

chen IgG

Meerschwein-

chen
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