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1. EINLEITUNG

1.1. Neuroprotektion und axonale Regeneration im ZNS

1.1.1. Historische Aspekte

Das menschliche Nervensystem ist eine ausserordentlich komplexe Struktur,
und gerade die Dinge, die wir im Leben am meisten schitzen wie das Wahrnehmen
und Interagieren mit der Umwelt sowie unsere Kognition hingen ultimativ von der
korrekten Verschaltung von Nervenzellen ab. Neurone leiten Information iiber ihre
Axone, die mit den Zielregionen in Kontakt stehen. Das Nervensystem kann in zwei
unterschiedliche Komponenten eingeteilt werden, das Zentrale Nervensystem (ZNS)
mit dem Gehirn und dem Riickenmark sowie das Periphere Nervensystem (PNS), das
aus peripheren Nerven besteht und die Verbindung vom ZNS zum Korper herstellt.
Ein entscheidender Unterschied des ZNS zum PNS besteht in der Kapazitit zur
Regeneration nach Schiadigung. Im Unterschied zum PNS, bei dem Axone nach einer
akuten Schidigung/Axotomie oft wieder ausheilen und zu ihren urspriinglichen
Zielgebiet auswachsen und terminieren, kommt es im Gehirn und Riickenmark zu
einem Verlust von axonalen Verbindungen und damit von neuronalen Schaltkreisen
(Koeberle & Bihr, 2005; Meinecke & Exner, 1997). Dies fiihrt in der Konsequenz, je
nach Lokalisation, zum Verlust von motorischen, sensiblen oder kognitiven
Funktionen. Eine akute Schddigung kann initial zu neuronalem Zelltod fiihren,
obgleich viele Neurone iiber Monate bis Jahre nach Schadigungen iiberleben,
besonders dann, wenn sich die Lokalisation der Axotomie weiter entfernt vom
Zellkorper befindet.

Das Zentrale Nervensystem des Menschen enthilt etwa 10'* Neurone, die mit
ca. 10" Synapsen in Kontakt stehen (Kandel et al., 1991). Die Komplexitit des ZNS
liegt also nicht allein in der grossen Anzahl an Neuronen, sondern vielmehr in den
funktionellen, hochspezifischen Verbindungen zueinander. Mit den epochalen
Untersuchungen von Ramon y Cajal (1911, 1929) zur Entwicklung des ZNS wurde
erstmals gezeigt, dass die axonale Konnektivitdit im ZNS einer hochspezifisch
rdumlich-zeitlichen Ordnung unterliegt. Seitdem wurde die Entwicklung des
Nervensystems mit dem Ziel studiert, die zugrundeliegenden Mechanismen und
Molekiile des axonalen Wachstums und der Verschaltung zu identifizieren. Nach

Abschluss des Entwicklungsprozesses sind Neurone hochspezialisiert und nicht mehr
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teilungsfdhig. So entstand auch die Vorstellung bis Mitte des zwanzigsten
Jahrhunderts, dass das ZNS als ein fest verdrahtetes Netzwerk mit stabilisierten
Axonen in seiner Anatomie nicht weiter verdndert werden kann. Diese Sicht dnderte
sich mit den Untersuchungen von Geoffrey Raisman 1969 im Septum und Carl
Cotman 1973 im Hippocampus (Cotman et al., 1973; 1977; Nadler et al., 1977), in
denen die strukturelle Plastizitdit im adulten ZNS erstmals nachgewiesen und ein
valides Modellsystem etabliert wurde. Seit diesen konzeptverdndernden Arbeiten
haben sich Wissenschaftler mit den zugrundeliegenden Mechanismen des axonalen
Wachstums und Verschaltens wihrend der Entwicklung befasst und seit Mitte 1990
wurden die ersten Liganden und deren Rezeptoren identifiziert, die axonales
Wachstum zielgerichtet fordern und steuern (Kennedy et al., 1994; Keino-Masu et al.,
1996; Muller, 1999). Mit der Entdeckung der molekularen Determinanten des
axonalen Wachstums wurde evident, dass viele entwicklungsabhéingig exprimierte
Axonlenkungsmolekiile auch nach einer Schidigung im adulten ZNS vorliegen und
damit prinzipiell eine axonale Regeneration im Sinne einer Restitutio ad integrum
moglich ist (Aubert et al., 1995). Weiterhin haben komparative Studien eine
phylogenetische Komponente in der Regenerationskapazitit nachweisen konnen. So
zeigt das ZNS von hoheren Wirbeltieren keine oder nur eine schwache Regeneration,
wihrend viele phylogenetisch niedere Vertebraten wie Salamander und Molche nach
einer Schiadigung komplett regenerieren (Ferretti et al., 2003). Grund zum
Optimismus geben jedoch die Befunde von Studien in jungen Sédugetiergehirnen. So
konnen Sdugetiere in der postnatalen Phase Schidigungen kompensieren und
vollstindig funktionell regenerieren (Savio & Schwab, 1989; Raineteau & Schwab,
2001; Ferretti et al.,, 2003). Diese Daten deuten also darauf hin, dass die
unterschiedliche Regenerationskapazitit im ZNS von Vertebraten ein Resultat der
jiingsten evolutiondren Entwicklung ist, die entweder aufgrund der unterschiedlichen
Expression von konservierten Genen oder durch die Prdsenz von spezifischen
Proteinen in Vertebraten zu erkléren ist.

Die in dieser Schrift zusammengefassten Arbeiten sollten durch die
Entdeckung einer neuen Molekiilklasse, der PRGs, sowie der Rolle des
Spurenelements Selen zu einem erweiterten molekularen und funktionellen
Verstdndnis der Neuroprotektion und Regeneration im adulten ZNS beitragen. Es ist

zu hoffen, dass die vorliegenden und daraus folgenden Untersuchungen einen Beitrag
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zu neuen Ansétzen in der Intervention und Therapie von traumatischen Hirn- und

Riickenmarksschadigungen leisten.

1.1.2. Modellsysteme zur Untersuchung der Neuroregeneration

Mit den Arbeiten von Raisman (1969) und Cotman et al. (1973) wurde der
Prozess des Aussprossens im adulten ZNS als Beispiel fiir die strukturelle Plastizitat
und Regenerationsfdhigkeit nach einer Schidigung angesehen (Lynch et al., 1973;
Parnavelas et al., 1974). Obgleich wissenschaftskonzeptionell nicht neu, wurde der
Ansatz der stereotaktisch gefiihrten mechanischen Schidigung weiterentwickelt und
auf anatomisch gut untersuchbare Hirnstrukturen angewandt. So hat sich der
Hippocampus als ein weitverbreitetes Modell zum Studium der Regeneration im ZNS
etabliert (Frotscher et al., 1995, 1997; Kelley & Steward, 1997; Savaskan & Nitsch,
2001). Da in der vorliegenden Arbeit viele Studien mit diesem Modellsystem
durchgefiihrt wurden, wird im Folgenden ndher auf die Anatomie eingegangen.

Der Hippocampus ist die zentrale Schaltzentrale des limbischen Systems und
erhilt isocortikale Informationen iiber den entorhinalen Cortex. Die
Hippocampusformation umfasst sechs cytoarchitektonisch distinkte Regionen:
Entorhinaler Cortex, Subikulum, Prasubikulum, Parasubikulum, Gyrus dentatus und
den Hippocampus selbst. Durch Schéddigung des entorhinalen Cortex, wie sie in
frithen Stadien der Alzheimer’schen Erkrankung oder der Temporallappenepilepsie
vorkommt (Hyman et al., 1984; Braak & Braak, 1990; Van Hoesen et al., 1991; Du et
al., 1995), kommt es zum Untergang von Axonen im Gyrus dentatus und der CA
Regionen und damit zum Verlust von Synapsen in diesen Regionen. Da die Anatomie
der Schidigung vergleichbar ist zu anderen Schidigungsmodellen im ZNS, wird
darauf unter 1.1.3 gesondert eingegangen. Weiterhin hat sich die Analyse der retino-
tectalen Projektion als verifizierbares Axotomiemodell etabliert (Bahr, 2000). Hierbei
wird der Nervus opticus stereotaktisch durchtrennt oder gequetscht und sowohl die
direkt geschéddigte Region als auch die denervierte Region im Tectum analysiert. Mit
der Weiterentwicklung und Verfeinerung des Spinal Cord Injury (SCI) Modell hat die
Gruppe von Martin Schwab ein klinisch hochrelevantes Tiermodell etabliert, bei dem
der Tractus corticospinales auf Hohe von T8 durchtrennt oder gequetscht wird

(Schnell & Schwab, 1990; Schwab et al., 1993). Basierend auf den Erkenntnissen



Molekulare Mechanismen der Zellprotektion und Regeneration im Zentralen Nervensystem

dieses Tiermodells wurden nun erste klinische Studien an Primaten durchgefiihrt
(Novartis, FIDIA, Proneuron u.a.). Ein weiteres Modell zur Untersuchung der
Regeneration im ZNS ist die Induktion von epileptischen Anféllen durch chemische
Substanzen. So hat sich die intraperitoneale Applikation von Kainatsdure oder
Pilocarpin in Mdusen als relevantes und gut reproduzierbares Modell herausgestellt.
Bei der Substanz Kainatsdure handelt es sich um einen bluthirnschrankengéngigen
Agonisten von Glutamatrezeptoren, der innerhalb kiirzester Zeit zur ungehemmten
Entladung von Neuronen fiihrt. Dies sowie die intraperitoneale Applikation von
Pentylentretrazol, ein GABA Rezeptor Antagonist, fiihren zu neuronaler Aktivierung
mit nachfolgenden strukturellen Umbauvorgidngen. Die Anatomie der Schiadigungen
ist allen hier vorgestellten Schiadigungsmodellen gemein und wird im Folgenden unter

1.1.3 ndher behandelt.

1.1.3 Anatomie der Schadigung

Axone des ZNS sind normalerweise umbhiillt von isolierenden Lipidschichten,
dem sogenannten Myelin, das von Oligodendrozyten wéhrend der postnatalen
Entwicklung gebildet wird. Mit einer akuten Schiddigung im ZNS kommt es zu einer

komplexen zelluldren Reaktion im

L Epizentrum der Schidigung
II. In den Ursprungsregionen der axotomierten Neurone
I1I. In den anterograden Axonstiimpfen, die Kontakt zu ihren Zellkorpern

verloren haben
IV.  In den axotomierten Zielstrukturen, die ihren synaptischen Input

verloren haben.

Diese zelluliren Reaktionen laufen zeitlich geordnet in einer Weise, die wie folgt
zusammengefasst werden kann (Abb. 1):
L Die hochakute Reaktion in den ersten 12 Stunden des Insults (Phillips &
Belardo, 1994).
II. Die frithe Schadensreaktion mit Beginn des neuronalen Zelltods und der
Waller’schen Degeneration und initialer glialer Reaktion (Meyer et al.,

2004; Silver & Miller, 2004).
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IlI. Die Phase der Odembildung, des Zelltods und Inflammation mit
Einwanderung von Entziindungszellen ins Epizentrum der Lésion, die
sogenannte ‘second hit’ Phase (Schnell et al., 1994; Mabuchi et al., 2000).

IV.  Das kritische Zeitfenster der axonalen Regeneration mit Aussprossung und
Synapsenbildung (Scheff & Cotman, 1977; Brauer et al., 2003).

V. Die Stabilisierungsphase mit Abklingen der Inflammation und Bildung
einer glialen Narbe (Stichel & Miiller, 1999; Silver & Miller, 2004;
Bradbury et al., 2002).

Mit der Schiadigung beginnt also die hochakute Phase, die gekennzeichnet ist von
der Expression von ‘immediate early genes’ und neuronalem Zelltod (Liu et al.,
1997). Nach einer Lésion treffen im Moment des Regenerierens geschiadigte Axone
und Kollaterale auf ein unterschiedliches Terrain. Dabei treffen sie sowohl auf
bestehende Komponenten des ZNS als auch auf neue, durch die Lésion induzierte
Molekiile (Aubert et al., 1995; Béhr & Wizenmann, 1996). Diese konnen proteinerger
als auch lipidartiger Natur sein (Pannu et al., 2005). Die distalen axotomierten
Stiimpfe unterlaufen einer Waller’schen Degeneration. Der Debris der umliegenden
Myelinscheiden persistiert linger, bis dieser durch einwandernde Mikroglia und

Makrophagen abgerdumt wird (Kreuzberg, 1996).

10
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Abb. 1: Zellulire Schadenskaskade im ZNS. Diese Schema fasst die zelluldren Prozesse

nach Axotomie und exzitatorischen Zellschaden zusammen.

Obgleich das PNS strukturelle Eigenschaften mit dem ZNS teilt, gibt es
wesentliche Unterschiede in der zelluldren und molekularen Komposition. So werden
Axone des PNS durch Schwann’sche Zellen myelinisiert, wihrend dies im ZNS von
Oligodendrozyten iibernommen wird. Beide Zellpopulationen unterscheiden sich
voneinander morphologisch und in ihrem Proteinexpressionsmuster. So sind Myelin-
Associated Glycoprotein, Oligodendrocyte-Myelin Glycoprotein, Chondroitin Sulfate
Proteoglycans und die Nogo Proteine ausschliesslich im ZNS exprimiert. ZNS und
PNS Schidigungen unterscheiden sich weiterhin in der Eliminationskinetik von
Debris. Die Aufrdumreaktion von Debris und axonalen Fragmenten erfolgt wesentlich
schneller im PNS; ein Phidnomen, das durch die unterschiedlichen zelluldren
Mitspieler und durch die unterschiedliche Erreichbarkeit des Immunsystems zu
erkldren ist. Die Histologie der Schidigung im ZNS ist generell dominiert durch die
Infiltration von Entziindungszellen wie Mikroglia, Makrophagen, endotheliale Zellen
und Fibroblasten. Umschlossen wird dieses Areal mit Astrozyten, Oligodendrozyten

Vorlduferzellen und Mikroglia. Astrozyten in dieser Region machen eine

11
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morphologische Transformation durch und werden hypertroph, ein Zustand der als
reaktive Astrozytose bezeichnet wird. In diesem Zustand bilden diese reaktiven
Astrozyten ein dichtes Netzwerk um die Lision und bilden eine gliale Narbe. Diese
Glia-Narbenbildung ist einzigartig fiir das ZNS und nicht im PNS zu finden, v.a. da
der astrozytire Zelltyp im PNS nicht existiert.
Verschiedene Forschungslinien deuten darauf hin, dass die gliale Narbe als
Regenerationsblock fiir auswachsende Axone wirkt. So zeigen dissozierte Neurone,
die in Lisionsbereiche des ZNS appliziert wurden, dass die Transplantate iiber ldngere
Distanzen auswuchsen aber im Bereich der glialen Narbe stoppten. Eine Anzahl von
extrazelluliren Molekiilen der Chondroitinsulfat Proteoglykan (CSPG) Familie
konnte im Narbengewebe identifiziert werden, was zum Konzept der glialen
Wachstumsinhibition fiihrte. Konsistent mit diesem Befund sind Ergebnisse aus den
Studien mit Chondroitinase ABC, ein Enzym das selektiv CSPG degradiert. Dieses
Enzym steigert deutlich die axonale Regeneration in vivo (Silver & Miller, 2004;
Bradbury et al. 2002). Diese Befunde zeigen einen direkten Effekt des ldsionalen
Epizentrums auf die Auswachskapazitit von Axonen. Nichtsdestotrotz darf nicht
vergessen werden, dass CSPGs hochgeladene Molekiile darstellen und verschiedene
andere extrazelluldre Molekiile binden, so dass die axonale Wachstumsinhibition auch
durch distinkte Faktoren bedingt ist, die nicht zur Klasse der CSPGs gehoren.
Aus der anatomischen Schadenskaskade und den bisherigen molekularen
Erkenntnissen daraus zeigen sich also folgende experimentell-klinische
Forschungslinien und Therapieansétze auf:
I Die Reduktion des neuronalen Zelltods (Neuroprotektion)
I1. Minimierung des Sekundirschadens (Neuroprotektion,
Immunmaodulation)
III.  Aktivierung der intrinsischen, neuronalen Auswachskapazitit
(Neuroregeneration)
IV.  Forderung einer  auswachsstimulierenden @ Umwelt  durch
regenerierende Axone mit der Blockierung von Auswachsinhibitoren

(Neuroregeneration).

12
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1.2.1 Molekulare Mechanismen der zelluliren Neuroprotektion im

ZNS

1.2.1. Zellschaden und Apoptose

Allen unter 1.1.2 genannten Schadigungen sowie den Hirninfarkt und Schédel-
Hirn Trauma ist gemein, dass initial ein primérer Schaden von Hirnparenchym
vorliegt. Damit verbunden ist der Untergang von geschéddigten Neuronen. Es folgt die
Phase der Invasion von mikroglialen Zellen und Makrophagen ins Epizentrum, die
grosse Mengen an zytotoxischen Faktoren wie Zytokine, Glutamat, sowie freie
Sauerstoffradikale freisetzen (oxidativer Stress) und dadurch zu einem weiteren
neuronalen Zelltod beitragen (Mabuchi et al., 2000). Die Phase wird aus diesem
Grunde auch ‘second hit’ genannt. Sie ist gekennzeichnet durch die oxidative
Schiadigung initial {iberlebender Neurone und trdgt wesentlich zum Verlust von
funktionellen Gewebe und damit zur Ausprigung einer Schiadigung bei (Stichel &
Miiller, 1999, Mabuchi et al., 2000; Ullrich et al., 2001).
Der Untergang von Neuronen nach Schidigung lduft iiber einem energieabhéngigen,
aktiven Prozess, der als programmierter Zelltod oder Apoptose definiert wird. Dieser
Zelltod ist unter physiologischen Bedingungen mit Wachstums- und
Entwicklungsprozessen wihrend der Embryogenese verbunden. So werden wihrend
der Entwicklung des ZNS mehr als doppelt soviele Neurone gebildet als im adulten
ZNS vorhanden sind (Oppenheim, 1991). Die Reduktion der iiberschiissigen Neurone
erfolgt iiber den programmierten Zelltod. Nach einem Insult jedoch ist dieser Prozess
durch die Invasion von inflammatorischen Zellen getriggert und kostet dem
Organismus kostbare Neurone, die nicht wieder ersetzt werden kénnen. Daraus ist das
Konzept der Neuroprotektion als therapeutischer Ansatz entwickelt worden und wird
in klinischen Studien verfolgt (Short et al., 2000; Acorda in Phase 3; Proneuron in
Phase 2; Aventis in Phase 1): Eine Zusammenfassung der Aktivatoren und Exekution

der Apoptose ist in Abb. 2 zusammengefasst:

13
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Abb. 2 (aus Schweizer et al., 2004): Schema und Hypothese von Selen und die
Regulation der intrazelluléiren Signalkaskaden. Dieses Schema fasst die Effekte von Selen
wihrend der Zelldifferenzierung, Apoptose und DNA Reparatur zusammen. Selen in seiner
inorganischen und organischen Form kann freie Radikale direkt reduzieren oder wirkt indirekt
iiber die Expressionsregulation von Selenoproteinen. Diese wiederum kdnnen Phosphatasen
(PPases), Kinasen (MAPK, S6K, PI3K, ASK), Proteasen (Caspase-3 u.a.) und
Transkriptionsfaktoren (NFkB, c-jun/AP-1) in ihrer Aktivitdt verdndern.

1.2.2. Mechanismen der Neuroprotektion

Im Moment der Schadigung kommt es im Zentrum und Epizentrum des ZNS
zur Axonzerreissung und -quetschung mit nachfolgender Einblutung, Ischimie und
Odembildung, die sich durch den Untergang von Neuronen und Gliazellen
kennzeichnet. Fiir den Untergang von Neuronen sind sowohl pathophysiologische
Prozesse des primdren Schadens als auch sekundéire Schadensprozesse verantwortlich.
In beiden Prozessen kommt es zur Freisetzung von Glutamat in den
Extrazelluldarraum, Inflammmation und Sauerstoffradikalbildung. Dies hat zur Folge,
dass es durch die erhohte Glutamatfreisetzung zu einem exzitotoxischen und

oxidativen Schaden kommt, der verstirkt durch die mikrogliale und Makrophagen-

14
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Infiltration zu einem irreversiblen Zellschaden mit neuronalen Zelltod fiihrt. Die
exzitatorischen Aminoséduren Glutamat, Aspartat und Homozystein aktivieren
Glutamatrezeptoren (NMDA-R, AMPA-R), die zur Induktion einer Ca*" Uberladung
und schlussendlich in einem massiven Na” und CI" Influx und K~ Efflux resultiert.
Zusammen mit dem Aufkommen von freien Sauerstoffradikalen fiihrt dies zur
Erschopfung des Energie- und Glutathionhaushalts und damit zum oxidativen und
exzitatorischen Stress, zusammengefasst unter dem Terminus Exzitotoxizitdt. Mit den
in Zellmembranen freigesetzten Phospholipiden und dem vasogenen Thrombin wird
weiterhin der Entziindungsprozess in Gang gehalten, Glutamat und Sauerstoffradikale
freigesetzt und damit im Sinne eines Circulus vitiosus der neuronale Zelltod
potenziert. Dieser sich selbst entkoppelnde Prozess, der sich ausgehend vom
Primérschaden nun unabhéngig weiter entwickelt, wird als second hit bezeichnet und
verursacht einen bedeutend grosseren Zellschaden als der initale, priméire Schaden.
Die Strategien der Neuroprotektion leiten sich demzufolge aus den
pathophysiologischen Prozessen ab. Wie in Abb. 3 zusammengefasst, richten sich
klinisch in Testung befindende oder experimentelle Ansidtze auf der Ebene der
Glutamatrezeptorblockierung  (GK-11  [Beaufor-Ipsen];  Riluzol [Aventis];
Dexanabinol [Pharmos], u.a.), der Reduktion von Sauerstoffradikalen (Vitamin E;
Selen), Regulation der Energiebilanz, Inhibition der neuronalen Apoptose
(Erythopoetin; LIF [Neurosciences Vect.]), Inhibition der Inflammation (COX-2
Inhibition) und Aufhebung der Blutung und Ischimie (Abb. 3). So erklért sich auch
das Konzept der klinischen Neuroprotektion durch Gabe von Methylprednisolon in
der Akutphase bei Schéddel-Hirn Traumata (Short et al., 2000). Hierbei ist das Ziel,
das zytotoxische Odem, die Inflammation sowie die Freisetzung von Glutamat und
Sauerstoffradikalen zu reduzieren. In den USA wird diese Therapie flichendeckend
angewandt, obgleich in Europa dieser Ansatz bis heute aufgrund der mdoglichen
Komplikationen (Ulcus ventriculi mit Blutungen, Pankreatitis, Wundinfektionen und
Pneumonien) nicht unumstritten und Gegenstand aktueller klinischer Phase-3 Studien

ist (Short, 2000; Yale University/M. Bracken).
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Abb. 3: Zelluldre Schadenskaskade im ZNS und therapeutische Interventionsstrategien.
Die roten Pfeile markieren schidigende Ereignisse, die blauen Ovals stellen mogliche

Interventionstrategien zur Schadensbegrenzung dar.

Weiterhin in Testung befinden sich Zyklooxygenasehemmer (COX-2
Inhibitoren, Indometacin, Ibuprofen) zur Reduktion proentziindlicher Eikosanoide
und damit zum Anheben des Glutathionpools (de la Houssaye et al., 1999). Neben
anti-inflammatorisch ~ wirksamen und  Sauerstoffradikalbildung hemmenden
Eigenschaften wurde Erythropoeitin als glia- und neuroprotektives Pharmakon
identifiziert (Goldman & Nedergaard, 2002). Erythropoeitin wirkt {iber die
Aktivierung des anti-apoptotischen Janus Kinase 2 Signalwegs in Neuronen und
Gliazellen als auch iiber die Normalisierung des Gefédsstonus (Erbayraktar et al.

2003).
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1.2.3 Die Rolle von Selen bei neurologischen Erkrankungen

Selen wurde als essentielles Spurenelement flir den Sdugetierorganismus erst
1957 identifiert (Schwarz & Folz, 1957). Selendefizienz kann mit erhohter Gabe von
Vitamin E (a-Tocopherol) zeitweise kompensiert werden, was sich auf die
Interpretation von nutritiven Daten ohne Wissen der zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen als schwierig erweist. Mit der Entdeckung und Identifizierung des
Selens als zentralen Bestandteil von Selenoproteinen wie der Glutathionperoxidasen
(1-4), Deiodinasen, Thioredoxinreduktasen und Phospholipidperoxidasen (Schweizer
et al., 2004; Hatfield & Gladyshev, 2002) wurde ein molekularer Zugang zur
physiologischen Wirkung von Selen moglich.
Selen existiert in der Natur in organischer Form (Selenomethionine, Selenocysteine)
als auch in anorganischer Form (Selenit, Selenat, Selenide) (Birringer et al., 2002). Im
Speziellen wurde nachgewiesen, dass der Selengehalt im Plasma von
neurochirugischen Patienten im Vergleich zu Kontrollgruppen erniedriegt ist (Walther

et al., 2000). Trotzdem ist bis heute noch ungeklart,

L. wie und in welcher Form Selen ins ZNS gelangt

II. in welcher Form Selen im ZNS gespeichert wird und

I1I. welche Zellpopulation am stirksten von normalen Selenwerten
abhéngig ist.

Die iiberzeugendsten klinischen Daten zu Selen wurden von zwei unabhingigen
Arbeitsgruppen reportiert. So korrellierte der erniedrigte Selenstatus mit dem
Schweregrad kindlicher Krampfanfille (Weber et al. 1991). In einer weiteren Studie
von Ramaekers und Koarbeitern 1994 zeigte sich in dhnlichen Féllen, dass die
Krampfanfille mit dem Schweregrad des Selenmangels korrellierten und, wichtiger,
dass sich die Krampfhéufigkeit als auch die Krampfstirke durch das Spurenelement
Selen kontrollieren liessen (Ramaekers et al., 1994). Wurde die Therapie mit Selen
bei den kindlichen Patienten abgesetzt, kam es wieder zu Krampfanfillen und der
klinische Status verschlechterte sich (Ramaekers et al., 1994).

Eine Beziehung des Selenstatus zu epileptischen Anfillen wurde weiterhin beobachtet
bei Patienten, die langzeitig auf eine totale parenterale Erndhrung angewiesen waren
(Kien & Ganther, 1983). So erhohte sich das Krampfanfallsrisiko bei Patienten mit

parenteraler ~Versorgung dramastisch bis standardmissig Selen in die
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Erndhrungsformel eingefiihrt wurde (Kien & Ganther, 1983). So gehort heute Selen
zu den essentiellen Bestandteilen jedweder parenteraler Nahrungsformel unabhéngig
vom Hersteller. Weitere Evidenzen fiir die Bedeutung von Selen im ZNS kommt aus
unabhingigen Untersuchungen an Tiermodellen der Parkinson’schen Erkrankung. Es
ist weitldufig akzeptiert, dass oxidativen Mechanismen bei der Degeneration von
dopaminergen Neuronen in der Substancia nigra eine entscheidende Rolle zukommt.
Durch die Formation von Peroxiden durch die MAO-B und der Autooxidation von
Dopamin selbst kommt es zu einer oxidativen Belastung von Neuronen, die zum
Zelltod fiihrt (Grunblatt et al., 2000). So kann die intraperitoneale und orale Gabe von
Selen den dopaminergen Zelltod massiv reduzieren und die Verhaltensdefizite
autheben (Kim et al., 2000). In einer neuropathologischen Untersuchung an Hirnen
von Alzheimer Patienten konnte weiterhin ein Mangel an Selen in Bereichen von
Lisionen nachgewiesen werden (Cornett et al., 1998). Die gegenwirtige klinische
Studie SELECT (32.800 Patienten monitort iiber 12 Jahre) hat zum Ziel, den
Zusammenhang von Selen und Vitamin E auf die Inzidenz von Demenzen vom
Alzheimer Typ nédher zu untersuchen (PREADVICE). Der genaue Wirkmechanismus

und die Selektivitit von Selen sind jedoch bisher unbekannt.

Bisher wurde noch nicht untersucht,
e ob und wie der Selenstatus die Krampfanfallshiufigkeit beeinflusst,
e ob Selenmangel strukturelle Verinderungen nach sich zieht,
e welche molekularen Mechanismen durch Selen aktiviert werden,
e 0b Selen direkt wirkt oder iiber den Einbau in Proteine,
e ob Selen protektive Eigenschaften fiir Neurone besitzt und

e o0b Selen auch in Rescue Ansitzen eine Wirkung zeigt.

1.2.4 Die Rolle von Selen in der Tumortherapie

Tumorzellen sind im verstiarktem Masse oxidativen Stress durch einen erhohten

Metabolismus ausgesetzt (McEligot et al., 2005). Dies stellt gleichwohl einen
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verwundbaren Punkt von Tumorzellen dar und wird daher in der Therapie mithilfe
von Chemotherapeutika ausgenutzt (McEligot et al., 2005). Dabei wird das
Chemotherapeutikum intrazelluldr metabolisiert und beeinflusst so oder direkt Redox-
Cycling Reaktionen, die einen direkten Effekt auf das Chromatin haben. Die reaktiven
Sauerstoffradikale reagieren mit cytosolischen Proteinen sowie
Transkriptionsfaktoren als auch direkt mit Chromatinstrukturen. So ist bekannt, dass
Selen direkt oder iiber Selenoproteine Transkriptionsfaktoren in ihrer Aktivitdt und
DNA-Bindungsaffinitidt beeinflussen kann (Savaskan et al., 2003). Verschiedene
Studien demonstrierten einen antiproliferativen Effekt von Selen in androgen-
sensitiven Prostata Carzinomzellen, in androgen-resistenten Prostata Zelllinien wie
DU-145 und PC3, in Hepatocarcinomen und in Mammacarcinomzellen (Novoselov et
al., 2005). Weiterhin haben erste klinische Supplementationsstudien mit Selen einen
reduzierenden Effekt auf die Inzidenz von Prostatacarcinom, Coloncarcinom und
Bronchialcarcinomen gezeigt, wihrend Selen keinen Effekt auf die Inzidenz von
Melanoma hat (Clark et al., 1996).

Obgleich die chemopriventiven Effekte des Selens in Tiermodellen und in klinischen
Testungen mehrfach von unabhdngigen Laboren gezeigt wurden, sind die
biochemischen und molekularen Mechanismen, iiber die Selen in Tumorzellen wirkt,
noch nicht klar verstanden. Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen sind zwei
Konzepte entwickelt worden. Einerseits werden die chemopraventiven Effekte auf die
Wirkung der niedrigmolekularen Selenoverbindungen wie Selenite, Selenat und
andere zurlickgefiihrt (Ganther, 1999). Andererseits fiihrt Selen zu einer verstirkten
Expression von selenhaltigen Proteinen, den Selenoproteinen (Kryukov et al., 2003).
So sind beide Konzepte konsistent mit den bekannten Effekten von Selen und
Selenoproteinen in der antioxidativen Detoxifikation und Reparatur von beschéddigten
Makromolekiilen (Gladyshev & Hatfield, 2002).

Zusammengefasst lassen sich die biochemischen Effekte von Selen in folgende
Kategorien klassifizieren: I. redox-abhédngige und unabhidngige Regulation des
Zellzyklus, II. Caspase-abhédngige Inhibition der Apoptose, III. Protein Kinase und
Phosphatase Regulation. So wirkt Selen inhibitorisch auf den MAPK und ERK
Signalweg und beeinflusst die Aktivitit von Cyclin A und D1 sowie p16 und p27
(Schweizer et al., 2004). Maligne Gliome gehoren zu den agressivsten Krebsformen,

und obgleich sie sehr selten ausserhalb des ZNS metastasieren, sind sie bekannt fiir
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ihre hohe Invasion und neurodestruktive Natur. Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob

Selen einen chemotherapeutischen Effekt auf primére Tumoren des ZNS hat.

Bisher wurde noch nicht untersucht,
e ob und wie Gliomzellen die neuronale Integritiit beeinflussen,
e iiber welchen Mechanismus Gliomzellen neurotoxisch wirken,
e ob Selen einen antiproliferativen Effekt auf Gliome hat,
e ob Selen die Invasion von Gliomen beeinflusst und

e 0b Selen selektiv zelltyp-spezifisch wirkt.

1.3 Molekulare Mechanismen axonaler Regeneration

1.3.1 Molekulare Mechanismen axonaler Wegfindung

Das zielgerichtete Wachstum von Axonen zu ihrem Zielgebiet ist ein
hochspezifischer Prozess, der in einer so wundersamen Weise wie in der Entwicklung
des menschlichen Gehirns examplifiziert wird. In gerade einmal neun Monaten
entwickelt sich das embryonale Gehirn von der Grosse eines Stecknadelkopfes mit
wenigen hundert Neuronen zu einem hochkomplexen, fast eine Trillion Neurone
enthaltenen und spezifisch verkniipften Gebilde (Nedivi, 1999). Das bedeutet, dass
Neurone zum richtigen Zeitpunkt am rechten Ort auftreffen miissen um funktionell
sinnvolle Kontakte miteinander zu bilden. Um diese gewaltige Aufgabe mit
geniigender Prézision zu bewiltigen, bedarf es spezifischer Erkennungsmolekiile. So
hat Ramon y Cajal als erster theoretisch die Chemoaffinititshypothese formuliert
(Ramon y Cajal, 1911). Dabei werden Axone entweder:

L kontakt-abhiingig angezogen,

I1. kontakt-abhiingig abgestossen sowie

III. iiber Distanz chemisch angezogen oder

IV. iiber Distanz chemisch abgestossen.

Diese Modell ist schematisch dargestellt in Abb. 4.
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Abb. 4: Axonales Wegfindungsmodell. Zielgerichtetes axonales Wachstum kann im Prinzip
durch vier Mechanismen beschrieben werden: Axone konnen iiber direkten Kontakt oder tiber
Distanz angezogen werden oder iiber Distanz oder Kontakt abgestossen werden.Die Spezifitit
eines solch zielgerichteten Auswachsprozesses ist durch die differentielle Expression der
Liganden und Rezeptoren gegeben und wird weiter um eine Dimension komplexer, wenn die

Modifizierung von Liganden und der Rezeptoren hinzugenommen wird.

Mit der Identifizierung und Klonierung der ersten Axonlenkungsmolekiile (axon
guidance molecules) wédhrend der Entwicklung ist es gelungen, dieses zentrale
Konzept der Entwicklungsbiologie auf einer molekularen Ebene zu heben und die
prinzipellen Mechanismen zu verstehen (Tessier-Lavigne & Goodman, 1996). So
wurden attraktiv wirkende, kontakt-abhdngige Faktoren (Cadherine, NCAM [Cremer
et al., 1994, 1997], L1 [Tomasiewicz et al., 1993; Ono et al., 1994; Zang et al., 1994],
Neurotractin [Schifer et al., 2005]; Reggie [Schulte et al., 1997]) als auch iiber
Distanz wirkende und in Gradienten vorliegende Faktoren (Netrine [Serafini et al.,
1994], Slits und Robos [Kidd et al., 1998a, 1998b; Li et al., 1999; Wang et al,, 1999],
Laminin [Silver & Miller, 2004], HGF/SF [Ebens et al., 1996], Shh [Charron et al.,
2003]) im ZNS identifiziert.

Weiterhin  wurden im Laufe der Identifizierung von axonalen

Lenkungsmolekiilen nachgewiesen, dass auch repulsive Faktoren das direktionale
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Wachstum von Axonen kontaktabhédngig als auch iiber Distanz steuern konnen. So
wurde die Familie der Semaphorine, Netrine und Ephrine mit ihren Rezeptoren im
sich entwickelnden ZNS identifiziert (Plexine, Neuropiline, L1, DCC, Neoginin, Eph-
Rezeptoren; Piischel et al., 1995; Drescher et al., 1995; Keino-Masu et al., 1994).

Mit der Identifizierung der Axonlenkungsmolekiile (the ‘big four’: Netrins, Slits,
Ephrins und Semaphorins sowie den Wachstumsfaktoren) im sich entwickelnden ZNS
stellt sich die Frage, ob dieselben Molekiile auch im adulten ZNS nach einer
Schiadigung prisent sind. Eine der ersten Arbeiten zeigte auf, dass in der Tat
entwicklungsabhéngig exprimierte Faktoren wieder nach einer Lasion reexprimiert
werden (Bovolenta et al., 1997). So sind auch die Semaphorine der Klasse 3 nicht nur
wihrend der ZNS Entwicklung, sondern auch nach einer Riickenmarksldsion
exprimiert (Pasterkamp & Verhaagen, 2001).

Die Frage bleibt, ob diese bisher klonierten Faktoren alle Molekiile darstellen, die bei
der Verschaltung des ZNS beteiligt sind oder ob es noch weitere unbekannte Faktoren
gibt, die es zu identifizieren gilt. Auf diese Frage wird spiter unter 1.4 niher

eingegangen.

1.3.2 Inhibitoren axonalen Wachstums im adulten ZNS

Wie eingangs erortert, ist die Umgebung, auf die ein Axon im adulten ZNS trifft,
grundlegend verschieden zu der Umgebung des sich entwickelnden ZNS und des
PNS. Mit den Pionierarbeiten von Ramon y Cajal, Raisman und Cotman wurde
gezeigt, dass nach einer Schiadigung Axone grundsitzlich zum Auswachsen in der
Lage sind (regeneratives Aussprossen). Dies belegen weiterhin Befunde, in denen
nach einer Axotomie Axone mit Wachstumskegeln nachweisbar sind. Diese neu
aussprossenden Axone kollabieren jedoch nach einer kurzen Wachstumsphase,
namlich dann, wenn sie in Kontakt mit der Lision und der weissen Hirnsubstanz
treten (Caroni & Schwab, 1988a, 1988b).

Was also fiihrt dazu, dass auswachsende Axone im adulten ZNS nicht in der Lage

sind, verlorengegangene Verbindungen zu ersetzen?

Durch die Pionierarbeiten von Martin Schwab wurde das von Oligodendrozyten

gebildete Myelin als Wachstumsbarriere erstmals identifiziert (Caroni & Schwab,
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1988a). In weiteren Purifikationsschritten aus bovinem Myelin gelang es der Gruppe
um Martin Schwab (Ziirich), neutralisierende Antikorper und schliesslich das
inhibitorische Protein Nogo zu identifizieren (Caroni & Schwab, 1988b; Chen et al.,
2000; Raineteau & Schwab, 2001). So sind fiir die inhibitorische Umgebung des ZNS
myelinassoziierte Faktoren verantwortlich. So exprimieren Oligodendrozyten Nogo-
A, Myelin Associated Glycoprotein (MAG), und Oligodendrocyte Myelin
Glycoprotein (OMgp), fiir die alle auswachsinhibitorische Effekte beschrieben
wurden (McKerracher et al., 1994; Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000; Prinjha et
al., 2000; Wang et al., 2002). Mit dem Einwandern von Fibroblasten und Astrozyten
werden regenerierende Axone weiterhin mit Sema4D/CD100, Bamacan, Sema 6B,
RGM sowie Ephrin 3B exponiert, also Faktoren, die axonales Wachstum
konzentrationsabhingig inhibieren. Weiterhin stellen die unter 1.1.3 vorgestellten
CSPGs sowie Tenascin-R molekulare Wachstumsbarrieren dar.

Als initial nicht im ZNS vorliegende, sondern durch die Schidigung iiber das Blut
eingebrachte Faktoren sind Thrombin und das Phospholipid Lysophosphatidatsdure
(LPA) entdeckt worden (Jalink et al., 1994; Savaskan et al., 2005). Beide Faktoren
haben einen stark repulsiven Effekt auf Axone (Jalink et al., 1994; Brauer et al.,
2003). So liegen eine Reihe von axonalen Wachstumsinhibitoren vor, die einzigartig
fiir das adulte ZNS sind und die limitierte Wachstumskapazitit erkldren konnen.
Durch die Aufklarung der intrazelluldren Signalkaskaden ist inzwischen bekannt, dass
eine Vielzahl des Kanons von axonalen Inhibitoren wie Nogo-A, MAG, Omgp,
CSPG, Ephrin-A5 sowie Thrombin und LPA die RhoA GTPase rekrutiert und damit
den axonalen Kollaps einleitet (Fournier et al. 2001; Kranenburg et al., 1999; Muller,
1999). Damit besteht ein pharmakologischer Ansatz zur Steigerung der axonalen
Regeneration in der Blockade der RhoA abhédngigen Kaskade (Dergham et al., 2002;
Fournier et al., 2003).

23



Molekulare Mechanismen der Zellprotektion und Regeneration im Zentralen Nervensystem

1.4 Strategien zur Identifizierung von Plasticity Related Genes

Die Frage, ob die bisher klonierten Faktoren alle Molekiile darstellen, die bei der
Verschaltung des ZNS beteiligt und, wichtiger, beim regenerativen Auswachsen
identifiziert sind, kann nur experimentell beantwortet werden. Durch die kontroversen
Regenerationsresultate der murinen Gendeletionsmutanten fiir Nogo wurde deutlich,
dass moglicherweise nicht nur ein Faktor allein die Regenerationskapazitit von null
auf eins anschaltet wie vielleicht initial vermutet wurde (Simonen et al., 2003; Zheng
et al., 2003; Kim et al., 2003). Diese Ergebnisse bedeuten nicht, dass Nogo als
Inhibitionsblocker Nummer 1 keine Rolle bei der Inhibition regenerativen
Aussprossens spielt, sondern verdeutlichen vielmehr die konzeptionelle Schwierigkeit
des transgenen loss-of-function Beweisansatzes. So kommt dem genetischen
Hintergrund der Versuchstiere als auch die Kompensationsleistung des Organismus
beim konstitutiven Fehlen eines Gens eine viel grossere Rolle zu als es bisher
angenommen wurde. In gain-of-function Experimenten wurde deutlich, dass
ektopisch exprimiertes Nogo-A in Schwann Zellen des PNS die Regeneration
plotzlich dramatisch verschlechtert, vergleichbar wird zu der Situation im ZNS (Pot et
al., 2002). So ist denn auch zu vermuten, dass eine Monotherapie zur Behandlung von
Schéidel-Hirn Traumata im Sinne einer magic bullet unwahrscheinlich bleibt.

In der Tabelle 1 sind Daten zu den bisherigen Erkenntnissen der Genregulation im
Hippocampus zusammengefasst, die mithilfe unterschiedlicher Techniken entdeckt

wurden (Savaskan & Nistch, 2001).

Genfamilie/ Gen/Protein Regulation Referenzen
Molekulklasse
Immediate-early c-jun 2 h-4h erhoht Haas et al., 1999b
genes Arc mRNA 4 h - 3 dal erhoht Steward et al., 1998
c-fos mRNA 15 min - 4 h erhoht Nitsch & Frotscher, 1992
Membran-assoziierte eNCAM (PSA- 15 h - 60 dal erhdht Miller et al., 1994
Molekiile, NCAM)
Adhisionsmolekiile NCAM 120/140 mRNA 2 - 4 dal erhoht Jucker et al., 1995
L1 30 dal erhoht Styren et al., 1995
MHCclass I +11 1 - 7 dal erh6ht Jensen et al., 1994; 1997
CD86 ab 5 dal erhoht Bechmann et al., 2001
LFA-lound VLA-4 1 - 7 dal erhoht Hailer et al., 1997
CD45 2 - 14 dal erhoht Jensen et al., 1997
Sulfated glycoprotein-2 2 - 14 dal erhoht Lampert-Etchells et al.,
(clusterin) 1991
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CR3/CDI11b 1 - 7 dal erhoht Jensen et al., 1997
Apolipoprotein E mRNA 2 - 6 dal erhoht 10 - 14 | Poirier et al., 1992; Zarow
dal erniedrigt & Finch, 1995
ICAM-1 3 -7 dal erhoht Hailer et al., 1997
Neutrophine/ bFGF-2 2 - 15 dal erhoht Gomez-Pinilla et al.,
Zytokine 1992; Fagan et al., 1997
TGF-f1 mRNA 1 - 10 dal erhoht Morgan et al., 1993
FGF-2 8 h - 7 dal erhoht Fagan et al., 1997
IL-1 1 - 4 dal erhdht Fagan u. Gage, 1990
CNTF 3 - 7dal erhoht Guthrie et al., 1997
ILGF-1 mRNA 8 h - 7 dal erh6ht Guthrie et al., 1997
Neuronale, auswachs- Stathmin mRNA 2 - 15 dal erhoht Briuer et al., 2001
assoziierte Molekiile
RB3 mRNA 1 - 5 dal erhoht Beilharz et al., 1998
GAP-43 2 - 20 dal erniedrigt Benowitz et al., 1990
SCG 10 mRNA 2 - 10 dal erhoht Zarow & Finch, 1995
Zytoskelettale tau-alpha-1 mRNA 1-15dal Miller & Geddes, 1990
Molekiile NF 68 1 - 12 dal erhoht Steward, 1995
GFAP mRNA 2 - 30 dal erh6ht Steward et al., 1993
Vimentin 2 - 10 dal erhoht Jucker et al., 1995

Beta-Amyloid Precursor
Protein

3 -7 dal erhoht

Krohn et al., 1995

MAP2 8 dal erhoht Banati et al., 1994
Caceres et al., 1988
Synapsen-assoziierte SNAP 25 1 - 20 dal erniedrigt Geddes et al., 1990

Molekiile 5"-nucleotidase Enzym 10 - 40 dal erhoht Schoen & Kreutzberg,
1994
PDP 95 1 - 30 dal erniedrigt Sampedro et al., 1982
Rezeptoren GABAAR -subunit 3 - 30 dal erniedrigt Mizukami et al., 1997
NMDA R1 5 -9 dal erhoht Gazzaley et al., 1997
HCNI1 1 dal erniedrigt Briuer et al., 2001b
Adenosine AlReceptor 14 dal erhoht Kahle et al., 1993
Extrazellulire Neurocan mRNA 2 dal - 6 Monate erhoht Haas et al., 1999
Matrixmolekiile Brevican mRNA 1 dal - 6 Monate erhoht Thon et al., 2000

Tenascin-C mRNA

2 - 21 dal erhoht

Deller et al. 1997

Extrazellulire und

Cathepsin S mRNA

um 8 dal erhoht

Petanceska et al., 1996

cytosolische Calpain 1 dal erhoht Ray et al., 2000
Proteasen TPA 30 min erhoht Qian et al., 1993
MMP 2 1 - 7 dal erh6ht Kherif et al., 1999
MMP 9 1 - 7 dal erh6ht Kherif et al., 1999
Gene des Nucleosid Diphosphatase 2 - 21 dal erhoht Jensen et al., 1994

Intermediarstoffwech
sels

Glutamate-Dehydrogenase

2 - 100 dal erhoht

Kugler et al., 1995

Tabelle 1 (entnommen und modifiziert aus Savaskan & Nitsch, 2001): Verinderte
Gen/Proteinexpression nach Schidigung im Hippocampus. Aufgelistet sind die in der
Literatur beschriebenen Faktoren, die nach Schéadigung des Hippocampus eine verdnderte

Expression zeigen.

So lassen sich prinzipiell zwei unterschiedliche Strategien zur Identifizierung von

Molekiilen anwenden. Im sogenannten reverse genetic approach (vom Protein zum

Gen) wird im Zentrum ein funktioneller Assay verwendet, bei dem die biologische

Aktivitit des Zielfaktors mit jeder Aufreinigung weiter getestet wird. Mit der
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Purifikation des Proteins ldsst sich dann die Aminosduresequenz und dann das Gen
identifizieren. Mit diesem Ansatz wurden so wichtige Faktoren wie RAGS, RGM,
Netrine sowie das Nogo identifiziert (Drescher et al., 1995; Serafini et al., 1994; Chen
et al., 2000). Schwierigkeiten dieses Ansatzes liegen klar in der Purifikation des
Proteins und in der Reproduzierbarkeit des Funktionsassays.
In einem anderen Ansatz, der in der vorliegenden Arbeit verfolgt wurde, geht man
den umgekehrten Ansatz. Im sogenannten genetic forward approach screent man
nach differentiell exprimierten mRNAs in zwei zu vergleichenden Populationen
(Brauer et al., 2003; Savaskan et al., 2004). Hierbei liegt der Vorteil in dem hohen
Durchsatz der zu testenden Populationen und der direkten Sequenzinformation, die
durch die gute Datenbanklage schnell auf die putative Funktion des Zielgens zu
validieren ist. Der Nachteil dieser Methode liegt in der personalintensiven Arbeit und
gleichzeitig in der Fiille an Daten, die nur bewiéltigt werden kann, wenn klare und
scharfe Kriterien zur Analyse vorab definiert sind. So haben wir auf der Suche nach
Plastizitidtsabhidngigen Genen folgende Kriterien definiert:

e membranstindige Proteine,

e 7ZNS-spezifische Expression,

e lisionsregulierte Expression,

e entwicklungsabhingige Expression und

¢ neue, noch nicht bekannte Sequenz.
Mit diesen Kriterien in der Hand wurden neue Gene (MAF, Neurotractin) und

Genfamilien (Plasticity Related Genes, PRGs) identifiziert, von denen hier nun die

PRGs ndher vorgestellt und beschrieben werden.
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2. ERGEBNISSE

2.1 Selen und Selenoproteine im ZNS

2.1.1. Die Verteilung von Selenoproteinen im ZNS

Briuer & Savaskan, Rev. Neurosci, 15, 19 — 32, 2004
Schweizer et al., J. Nutrion, 134, 707 — 710, 2004
Schweizer et al., Brain Res. Brain Res.Rev., 45, 164 — 178, 2004

In diesen Arbeiten wurde die Synthese, Verteilung und Expression
selenabhdngiger Molekiille im ZNS und deren Signalwege untersucht. So stellt
oxidativer Stress ein gemeinsamer Pathomechanismus in neurodegenerativen und
akuten Schadigungen wie beim Schlaganfall, der Epilepsie und der Parkinson’schen
Erkrankungen dar. Mit Hilfe von bioinformativen Analysen sind bis heute 25
Selenoproteine im menschlichen Genom identifiziert und anschliessend kloniert
worden (Kryukov et al., 2003). In biochemischen Analysen mit 75Se
Radioaktivmarkierungen in vivo hat die Gruppe von Kyriakopoulus und Behne mehr
als 30 Selenoproteine identifiziert, was auf die Identitdt weiterer, im bioinformativen
Algorhythmus  nicht  gefundener

Sequenzen und auf das mogliche

posttranskriptionelle Splicing und die posttranslationale Modifizierung von
Selenoproteinen hinweisst. So lassen sich eine Reihe von Selenoproteinen im ZNS
nachweisen, obgleich fiir einige Selenoproteine noch keine Daten vorliegen. In

Tabelle 2 sind die Befunde zusammengefasst.

Selenoproteins tissue localization in sub-cellular functions
distribution the brain distribution
cytosolic glutathione ubiquitous microglia, cytosolic antioxidant
peroxidase (GPx1) activated
astrocytes, low in
neurons

gastrointestinal gastrointestine - cytosolic antioxidant
glutathione
peroxidase (GPx2)
plasma glutathione kidney, plasma - extracellular plasma
hydroperoxidase antioxidant
(GPx3)
phospholipid various tissues neurons and cytosol and intracellular
hydroperoxide including the astroglia membrane- antioxidant
glutathione (GPx4) brain, associated
sperm nuclei testis, n.t. nucleus antioxidant
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glutathione spermatozoa
peroxidase (snGPx)
human GPx6 olfactory n.t. n.t. antioxidant
epithelium,
Bowmans gland
thioredoxin various tissues astrocytes, cytosol, multiple roles
reductase 1 (TRx1) including the neurons mitochondria
brain
thioredoxin various tissues n.t. mitochondria multiple roles
reductase 2 (TRx2)
thioredoxin various tissues n.t. cytosolic multiple roles
reductase 3 (TRx3)
thyroid hormone mainly in the membrane catalyses the
deiodinase 1 (Diol) thyroid, liver associated conversion of T4
kidney and to T3
pituitary
thyroid hormone mainly in the mainly expressed membrane catalyses the
deiodinase 2 (Dio2) brain, brown in glial cells associated conversion of T4
adipose tissue, to T3
the pituitary and
placenta
thyroid hormone mainly in the neuronal membrane catalyses the
deiodinase 3 (Dio3) CNS; placenta associated conversion of T4
and skin to reverse T3 and
of T3 to T2
selenophosphatase various tissues n.t. cytosol catalyses the
synthetase 2 (SPS2) production of
selenophosphate
15 kDa various tissues, n.t. endoplasmic unknown
Selenoprotein brain reticulum
(Sell5)
18 kDa various tissues unknown
Selenoprotein
(Sell8)
Selenoprotein M various tissues n.t. perinuclear unknown
(SelM) including the
brain
Selenoprotein N skeletal muscle, n.t. endoplasmic cell proliferation
(SelN) liver, brain, reticulum and regeneration?
heart, stomach
Selenoprotein P liver is main neurons secreted protein, Se transport,
(SelP) source of plasma binds to heparin antioxidant?
SelP ; ubiquitous
Selenoprotein R various tissues n.t. cytosolic R-methionine-
(SelR, MsrB) including the sulfoxide-
brain reductase
Selenoprotein T various tissue n.t. unknown
(SelT)
Selenoprotein W mainly in the neurons cytosolic anti-oxidant ?

(SelW)

skeletal muscle,
heart muscle,
brain, testis and
spleen
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Selenoprotein H various tissue n.t cytosol unknown

Selenoprotein O various tissue n.t. cytosol unknown

Selenoprotein I various tissue n.t. cytosol hypothetical
CDP-alcohol

phosphatidyltrans
ferase

Selenoprotein K various tissue n.t. plasma membrane unknown

Selenoprotein S various tissue n.t. plasma membrane unknown

Selenoprotein V only testis n.t. cytosol unknown

Selenoprotein Y heart & brain n.t.

Selenoprotein Z various tissue n.t. cytosol unknown

including the
brain

Tabelle 2 (aus Schweizer et al., 2004): Ubersicht aller bekannten Selenoproteine im
Sdugetierreich und deren Verteilung im ZNS. Beriicksichtigt wurde vornehmlich die

Expression im ZNS. Abkiirzungen: n.t. - not tested; Sel — Selenoprotein.

Obgleich die Funktion aller Selenoproteine bei Weitem noch nicht vollstindig
untersucht wurde, zeigt sich bei den besser charakterisierten Selenoproteinen die
essentielle Funktion fiir den Organismus. Die Selenoproteine Glutathionperoxidase I —
IV, Thioredoxinreduktasen, Selenoprotein W und Selenoprotein P u.a. sind essentiell
bei der antioxidativen Abwehr und der intrazelluldiren Redoxregulation beteiligt.
Deren Wegfall durch Gendisruption oder siRNA mediiertem Knockdown fiihrt zu
erhohter Suszeptibilitdit und niedriger Resistenz gegeniiber oxidativen Noxen

(Schomburg et al., 2003; Schweizer et al, 2004; Brauer & Savaskan, 2004).

2.1.2. Die Rolle von Selen bei exzitatorischen Zellschaden

Savaskan et al., FASEB J, 17, 112-124, 2003

Das Spurenelement Selen ist essentiell fiir den menschlichen Organismus
(Rayman, 2000). So sind pathologische Ereignisse wie virale Infektionen,
Immundysfunktionen, Myopathien, kardiovaskulidre Erkrankungen und epileptische
Anfille verbunden mit einer Selendefizienz des Organismus (Beck et al., 2001;
Weber et al., 1991). Selen wurde weiterhin als Uberlebensfaktor fiir kultivierte Zellen

in vitro im fotalen Kélberserum identifiziert (Yan & Barrett, 1998). So verwundert
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dann auch nicht, dass alle kommerziellen Zellkulturmedien und im Speziellen jene,
die optimiert wurden zur Serum-freien Kultivierung, Selen als zentralen Bestandteil
enthalten. Auf der anderen Seite wurde reportiert, dass Selen in hoheren
Konzentrationen im millimolaren Bereich Apoptose in Sdugetierzellen induziert
(Briuer & Savaskan, 2004).

In dieser Studie haben wir die Rolle von Selen unter exzitatorischen
Bedingungen untersucht. Exzitatorische Zellschiden, wie sie bei epileptischen
Anfillen, Schadel-Hirntraumata oder Hirninfarkten vorkommen, fiihren zum
massiven Zelltod von Neuronen. Diese Ereignisse werden eingeleitet durch die
massive Freisetzung von Glutamat, was zur Ubererregung und erhohten oxidativen
Stress in Neuronen fiihrt. So kann Selen in anorganischer Form von Natriumselenit
(NazSeOs3) und Natriumselenat (Na;SeO,) Neurone vor Glutamat-induziertem Zelltod
schiitzen. Die neuroprotektiven Effekte von Selen sind hochpotent. So wirken schon
10 nM Selenit neuroprotektiv. Die identifizierten Konzentrationen von Selen sind
damit nicht nur experimentell sondern auch medizinisch relevant, da sie
pharmakologisch im Menschen erreicht werden konnen.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass Selen nicht direkt anti-apoptotisch wirkt,
sondern es der aktiven de novo Proteinsynthese bedarf. So kann der protektive Effekt
von Selen fast ginzlich aufgehoben werden, wenn die Proteinsynthese nach
Selengabe inhibiert wird. Ein weiteres Indiz fiir die Proteinsynthese-abhéngige
Zellprotektion ergaben Untersuchungen mit Selenat, das chemisch inert ist und keine
direkten anti-oxidativen FEigenschaften besitzt. So wirkt auch Selenat
konzentrationsabhingig neuroprotektiv. Da Glutamat seine toxische Wirkung tiber
den oxidativen Signalweg mit der Depletion des Glutathionhaushalts mediiert, stellte
sich die Frage, auf welcher molekularen Ebene Selen wirkt. So schiitzt Selen Neurone
auch dann, wenn es zur Erschopfung des intrazelluliren Glutathionpools kommt.
Selen senkt zusétzlich die Formation von reaktiven Oxygenspezies.

Gel shift Analysen zeigten weiter, dass Selen die stressinduzierte NFxB und
AP-1 Aktivierung inhibiert. Bei der Suche nach Kandiatenproteinen, iiber die Selen
neuroprotektiv wirken kann, fanden wir keine Regulation der zellprotektiven
Phospholipid-Glutathionperoxidase. Die zelluldre Glutathionperoxidase Aktivitit
jedoch wird konzentrationsabhingig reguliert und erhoht sich erst signifikant bei

hoheren, aber noch physiologischen Konzentrationen von Selen. Dies deutet
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daraufhin, dass andere Selenoproteine durch Selen reguliert und in die anti-

apoptotischen Signalwege eingreifen (Abb. 5).
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Abb.5 (aus Savaskan et al., 2003): Selen reduziert die stress-induzierte NFkB und AP-1

Aktivierung. In A ist die Aktivitit von der zelluliren GPx in HT22 Zellen unter

Kontrollbedingungen (con) und nach Gabe von 100 nM sowie 500 nM Selenit bestimmt.
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worden. B, die Expression der Phospholipid-Glutathionperoxidase in Zellysaten von HT22
unter Kontrollbedingungen und nach Gabe von 100 nM Selen und 10 mM Glutamat. C zeigt
reprasentative Electromobility Shift Assays zur Detektion der aktivierten NFkB und AP-1
Transkriptionsfaktoren. D, Quantifikation der NFkB und AP-1 DNA-Bindungsmessung.

In in vivo Experimenten mit Selen-defizienten Ratten konnten wir erstmals zeigen,
dass der Selenmangel zu einer erhohten Krampfanfilligkeit fithrt. Weiterhin hat der
Selenmangel auch strukturelle Konsequenzen: So zeigen Ratten mit einem
Selenmangel unter exzitotoxischen Bedingungen erhohte Caspase-3 Aktivitit und
einen Zellverlust u.a. in der CAl Region des Hippocampus (Abb. 6). Diese
Untersuchungen weisen als erste auf die Wichtigkeit des Spurenelements Selen fiir
die normale Physiologie des ZNS hin und erdffnen die Mdglichkeit des Selens als
klinische Option fiir die Pravention und Therapie von neurologischen Erkrankungen

mit exzitatorischen Schadigungen.
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Abb.6 (aus Savaskan et al., 2003): Schematische Zusammenfassung und Konzept der
Selen-Defizienz im ZNS. Auf der linken Seit ist die Situation unter Selen-adequater

Versorgung dargestellt und auf der rechten Seite die Situation unter Selen-Defizienz.
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2.1.3. Die Rolle von Selen bei der Invasion von Gliomen

Savaskan et al., under consideration, 2005

Ein Charakteristikum maligner Gliome ist ihre hohe Motilitdt und agressive

Expansion ins Hirnparenchym, obgleich sie sehr selten ausserhalb des ZNS
metastasieren. Neben der massiven Zellproliferation und diffusen Invasion ist der
peritumorale Zelltod ein wesentliches Merkmal von malignen Gliomen (Sontheimer,
2003). Die zugrundeliegenden Mechanismen des peritumoralen Zelltods sind bisher
nicht bekannt gewesen. So wurde bisher vermutet, dass Gliome entweder durch den
limitierten Raum des Neurocraniums oder durch die Sezernierung neurotoxischer
Faktoren neuronalen Zelltod induzieren. Weiterhin war bisher nicht bekannt, ob Selen
einen chemotherapeutischen Effekt auf primére Tumoren des ZNS hat.
In dieser Arbeit wurde ein neuer Glioma-Invasions Assay entwickelt, bei dem das
Tumorwachstum in der organotypischen Hirnschnittkultur im life image Modus
analysiert werden kann (OGIM - organotypic glioma invasion assay). Dabei
bedienten wir uns eines Tricks, um die Interaktion zwischen Gliomzellen und
Neuronen zu analysieren. So wurden Gliomzellen, die das Green Fluorescent Protein
(GFP) exprimieren, auf den entorhinalen Cortex von organotypischen
Hirnschnittkulturen gebracht und deren Invasionsverhalten und die Interaktion mit
neuronalen Zellen im Echtzeit Modus unter einem Epifluoreszenzmikroskops oder
einem konfokalen Mikroskop beobachtet. Durch die Vormarkierung der Gliomzellen
lassen sich diese eindeutig in der organotypischen Umgebung der Hirnschnittkulturen
identifizieren und deren Migrationsverhalten im Echtzeit Modus iiber Stunden bis
Tage studieren.

Hierbei konnte der klinische und neuropathologische Befund des
peritumoralen Zelltods verifiziert und sekretierte Faktoren der Gliome aus dem
Medium analysiert werden (Abb. 7). Durch pharmakologische Inhibitionstests mit
verschiedenen neuroprotektiven Substanzen liess sich der peritumorale Zelltod durch
die Blockade der Glutamatrezeptoren autheben, was darauf schliessen liess, dass der

Zelltod exzitatorisch vermittelt ist.
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Figure 1 - Savaskan et al.
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Abb. 7 (aus Savaskan et al., 2005): Gliomzellen wachsen invasiv und neurodestruktiv ins
organotypische Hirngewebe ein und verursachen neuronalen Zelltod. A, Implantation
von GFP-exprimierenden Gliomzellen (griin) in die organotypische Schnittkultur zeigt
infiltratives ~ Einwachsen in  die  normotypische  Neuroarchitektur. B, C,
Lebendzeitverlaufsstudie der Invasion von Gliomzellen ein, drei und fiinf Tage nach
Implantation. D, E, Gliomzellen induzieren neuronalen Zelltod. Eine peritumorale Randzone
von toten Zellen (in rot) erscheint um den Tumor (griin). Quantifizierung der toten Zellen in
Gliomzellen implantierten versus Implantation nichtmaligner Zellen zeigt einen doppelten
Anstieg. F, Die immuncytochemische Untersuchung ergiebt, dass die meisten toten Zellen
NeuN-positiv und damit Neurone sind. Dargestellt ist der Durchschnitt + SEM, P< 0,05
(Mann Whitney U-test).

In weiteren High Pressure Liquid Chromatography Analysen wurde das Medium von
verschiedenen Gliomzellen und Kontrollzellen in vitro und im OGIM untersucht.

Dabei konnte die exzitatorische Aminosidure Glutamat identifiziert werden. So
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sezernieren Gliomzellen massiv Glutamat in neurotoxischen Konzentrationen (bis zu

60 uM und mehr) in den extrazelluliren Raum. Die Behandlung der Glioma-

transplantierten organotypischen Hirnschnittkulturen mit Selen in physiologischen
Konzentrationen ergab zwei wesentliche Befunde:

e Durch die Behandlung mit Selen konnte der neurotoxische Effekt von

Gliomzellen und damit der neuronale Zelltod signifikant reduziert werden und

e die Invasion von Gliomen ins Parenchym reduziert und zum Regress gebracht

werden.

Bei der weiteren Analyse der Glutamatsekretion in Gliomzellen identifizierten wir
den Cystine/Glutamat Transporter XCT als essentiellen Plasmamenbran Antiporter. So
verwenden Gliomzellen diesen Antiporter, um Glutamat im Austausch von Cystine zu
sekretieren. Das Cystine selbst dient den Gliomzellen dabei als Metabolit zur
Glutathionsynthese, das durch den erhohten Metabolismus verstirkt bendtigt wird.
Wir bedienten uns eines loss-of-function Ansatzes und deletierten den xCT
Transporter mittels small interference RNA. Dabei zeigten Gliomzellen mit
reduzierter xCT Expression eine verringerte Glutamatsekretion und keinen
peritumoralen Zelltod im OGIM (Abb. 8). Weiterhin zeigte sich die genetische und
pharmakologische Inhibition des xCT effektiv in der Reduktion der
Gliomazellproliferation. Selen selbst wirkt iiber die Inhibition des xCT Transporters

neuroprotektiv.
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Figure 4 - Savaskan et al.
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Abb. 8 (aus Savaskan et al., 2005): Interferenz mit der Glutamatsekretion und der
Knock down des xCT Transporters inhibieren den Glioma-induzierten Zelltod und die
parenchymale Invasion. A, Real time RT-PCR Expressionanalyse der Glutamat Transporter
in Gliomzellen nach 12, 24 und 36 Stunden. B, Gliomzellen (in griin) wurden mit
aufsteigenden Konzentrationen von Ceftriaxone behandelt und der Zelltod konsekutiv mit

Propidium Iodid (in rot) gemessen. C, Blockade der Glutamatsekretion durch Gabe vom xCT
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Antagonisten S4CPG verhindert den Tumor-induzierten Zelltod. D, small interference RNA
gegen XCT inhibiert den peritumoralen Zelltod und die Tumorinvasion. Im Immunoblot sind
die Proteinmengen von XCT in Gliomzellen nach Transfektion mit Kontroll siRNAs (pS-
GFP) und mit der xCT-spezifischen siRNA (pS-xCT) dargestellt. Dargestellt ist der
Durchschnitt £ SEM, P< 0,05 (Mann Whitney U-test).

Es konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass Gliome Glutamat in
neurotoxischen Konzentrationen sekretieren. Der peritumorale Zelltod ist somit
wesentlich durch die glutamatvermittelte Exzitotoxitét induziert. Weiterhin liess sich
der Transporter xCT fiir die Glutamatsekretion identifizieren. Die pharmakologische
und genetische Inhibition des xCT Transporters fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion des peritumoralen Zelltods und einer Reduktion der Tumorinvasion. Das
essentielle Spurenelement Selen kann in physiologischen Konzentrationen den
Tumor-induzierten Zelltod verhindern. Weiterhin wirkt Selen tiiber die xCT
Expression und reduziert die Proliferation von Gliomen. Mit diesen Befunden bietet
sich eine neue therapeutische Option in der Behandlung von priméiren Hirntumoren,
bei der die Blockierung der Tumorinvasion und des peritumoralen Zelltods im

Vordergrund steht.
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2.2. Myelin als Inhibitor axonalen Auswachsens

2.2.1. Verteilung von Myelin im Hippocampus

Meier et al., Cell Mol Life Sci, 61, 1082 — 1094, 2004

In dieser Arbeit wurde die Verteilung von myelinisierten Axonen im sich
entwickelnden Hippocampus mit Hilfe eines neuen Farbstoffes untersucht. Myelin ist
essentiell fiir die Stabilisierung und Funktion von Axonen im ZNS. Nichtsdestotrotz
wirken Myelinkomponenten als Wachstumsbarrieren auf auswachsenden Axone. So
wird Myelin zu den entscheidenden Faktoren fiir das Fehlen axonaler Regeneration
im ZNS gezéhlt. Da jedoch im Hippocampus als eines der wenigen Regionen des
adulten ZNS noch ein hohes Mass an axonaler Plastizitit existiert und dariiber hinaus
die Kenntnisse zur Myelinisierung nur ungeniigend sind, bestand der Bedarf zu einer
detaillierten und systematischen Analyse.

Wir etablierten und optimierten den neuen, auf Goldchlorid basierenden
Farbstoff Black Gold. So farbt Black Gold spezifisch Myelin an, wihrend Neurone
und Mikroglia sowie Astrozyten ungefarbt bleiben. Auch zeigen Organe, die keine
Myelin-assoziierte Proteine exprimieren, keine Black Gold-positiven Strukturen.
Mittels Trypsin und Proteinase-K Verdau von Hirnschnitten konnten wir weiter
zeigen, dass Black Gold im Unterschied zu in der Routine verwendeten
Myelinfarbstoffen wie Luxol Fast Blue eine spezifische Affinitit zu proteinergen
Anteilen des Myelins besitzt. Elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben,
dass Black Gold im gleichen Masse innere und dussere Schichten sowie kompaktes
Myelin anfirbt (Abb. 9).

So lassen sich die ersten myelinisierten Axone im Hippocampus zum ersten Mal in
der zweiten postnatalen Woche licht- und elektronenmikroskopisch nachweisen. In
der weiteren Entwicklung kommt es zur Zunahme von myelinisierten Axonen. Am
postnatalen Tag 25 dann ist das Verteilungsmuster und die Densitdt der
Myelinisierung vergleichbar zu der im adulten Stadium. Interessanterweiser
identifizierten wir in ultrastrukturellen Analysen im Stratum lucidum der CA3 Region
myelinisierte Fasern (Abb. 9). Diese Region ist bisher als myelin-freie Zone bekannt

gewesen, die durchzogen wird vom Moosfasertrakt. Diese Beobachtung lisst die
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Annahme zu, dass moglicherweise myelinisierte Axone aus anderen Regionen durch
das Stratum lucidum ziehen. Weiterhin fanden wir viele myelinisierte Axone im
Hilus, so dass moglicherweise ein Teil der Kornerzellaxone und damit des
Moosfasertrakts doch myelinisiert ist. Da an dieser Stelle der Ursprung der
myelinisierten Fasern nicht eindeutig beantwortet werden kann, bleibt es in

stereotaktischen Traceranalysen in Kombination mit der Myelindetektion zu

beweisen, ob der Moosfasertrakt myelinisiert ist.

:

counts per 5.25um

Abb. 9 (aus Meier et al.,, 2004): Ultrastrukturelle Analyse der Myelinverteilung im
Hippocampus mittels Black Gold. A, Ubersicht der Verteilung von Black Gold Partikeln im
Hilus. Zellkorper zeigen keine Partikel. B, Black Gold Partikel Verteilung im Stratum
radiatum der CA3 Region. C, Ausschnittsvergrosserung aus der Hilusregion. Die Black Gold

Partikel sind spezifisch verteilt an Myelinschichten. Pfeile markieren die dusseren Schichten

39



Molekulare Mechanismen der Zellprotektion und Regeneration im Zentralen Nervensystem

des Myelins, Pfeilspitzen markieren die innere Schicht des Myelins und dem Axonlemma. D,
Quantifizierung der Anzahl von Black Gold Partikeln in verschiedenen subzelluldren
Kompartimenten (im Nukleus, Axoplasma, innere und &dussere Schicht des Myelins,
kompaktes Myelin). Abk.: ax, Axon. Statistische Differenzen sind mit Sternen markiert
(Durchschnitt + SD, ***P < 0.001, Mann-Whithney U-test). Massstab in A: 5 um; in B: 3
um; in C: 0,6 pm.

Die Black Gold Analyse nach stereotaktischer Axotomie ergab das Auftreten
von pathologischen Myelinstrukturen, den sogenannten retraction bulbs (Abb. 10). In
Zeitverlaufsanalysen zeigte sich ferner, dass es zu einem langanhaltenden Verlust des
Myelins kommt. Die quantitative Auswertung des Myelins und der
Myelinabbauprodukte nach verschiedenen Schidigungszeitpunkten ergab, dass eine
enge Korrelation zwischen der Degenerations- und Regenerationsphase mit Zunahme

der Myelinfasern besteht.

Abb. 10 (aus Meier et al., 2004): Lisionsinduzierte Myelinpathologien dargestellt mit

Black Gold. A, Eine Vergrosserung des entorhinalen Cortex einer adulten Kontrolle. Die
Pfeile weisen auf die scharf umgrenzten myelinisierten Axone. B, Zehn Tage nach
entorhinaler Cortex Lasion tauchen sogenannte retraction bulbs (Pfeile) in der Region der
Lision auf. Die korrespondierende Ubersicht ist als Insert rechts oben gegeben. C,
Ausschnittsvergrosserung aus B. Pfeilspitzen markieren invadierende Blutzellen, Sterne

markieren die Seite der Lasion. Massstab in A: 10 um; in B: 21 um; in C: 7 um.
Im Unterschied zur Axotomie ergab die elektrokonvulsive Krampfinduktion

eine kiirzere Demyelinierungs- und schnellere Remyelinisierungsphase. Diese Daten

beschreiben in systematischer Weise die Myelinisierung des Hippocampus wahrend
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der Entwicklung und nach Axotomie. Die Myelinisierung erfolgt in einer zeitlich
geordneten Abfolge. Weiterhin kommt es zu einer Demyelinisierung nach
unterschiedlichen Insulten wie Axotomie und Krampfanféllen. Die Remyelinisierung
korreliert zeitlich mit der Phase des axonalen Aussprossens. Mit dem neuen Black
Gold Farbstoff ldsst sich zusammenfassend sagen, dass hiermit eine sensitive und fiir
lichtmikroskopische sowie elektronenmikroskopische Analysen valide Methode

vorliegt, die hochaffin fiir proteinerge Komponenten des Myelins ist.

2.2.2 Die Rolle von Myelin beim axonalen Wachstum

Savaskan et al., Eur J Neurosci, 11, 316 — 326, 1999
Meier et al,, FASEB J, 17, 1153 — 1155, 2003

In initialen Experimenten mit dem Streifenauswachsassay wurden die
Auswachseigenschaften von Axonen des ZNS auf Myelin und myelinfreien
Membranen hin getestet. Dabei zeigte sich, dass Myelin ein starker
Auswachsinhibitor fiir Neurone des ZNS darstellt. Wurde jedoch das Myelin durch
physikalische Separation aus der Membranfraktion von adultem Hirngewebe entfernt,
bildete die verbliebene Membranpriparation ein gutes Auswachssubstrat fiir Axone
(Savaskan et al., 1999). Mit dem IN-1 Antikdrper, der Nogo-A neutralisiert, konnte
weiterhin der auswachsinhibitorische Effekt des Myelins komplett aufgehoben
werden.

Die Frage stellte sich, ob Myelin und damit Nogo-A auch das zielgerichtete
Auswachsen von Axonen beeinflussen kann. Im Streifenassay zeigte sich, dass
Myelin zwar die Lénge der auswachsenden Axone beeinflusst, nicht jedoch deren
direktionales Wachstum. Diese Befunde deuten darauf hin, dass Myelin einen generell
inhibitorischen Effekt auf Axone mit der Eigenschaft besitzt, axonales Wachstum zu
verlangsamen oder gar komplett zu inhibieren, jedoch ohne die Eigenschaft, Axonen
eine direktionale Information zu geben. Die Spezifitit kann jedoch auch durch die
differentielle Prasenz des Rezeptors selbst bestimmt sein, da nur solche Neurone auf
Myelin responsiv sind, die auch den Rezeptor (Nogo-66R) selbst exprimieren
(GrandPre et al., 2001). So analysierten wir die Expression der Nogo Transkripte und
deren Rezeptor Nogo-66R im sich entwickelnden und adulten ZNS. Die Transkripte
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fiir Nogo-A, Nogo-B und Nogo-66R sind schon vor Beginn der Myelinisierung
postnatal prasent, wiahrend Nogo-C erst spit postnatal exprimiert wird. Im maturen
ZNS sind alle Nogo Transkripte sowie der Nogo-66 Rezeptor exprimiert.
Erstaunlicherweise zeigte sich, dass Nogo-A nicht nur von Myelin-produzierenden
Oligodendrozyten exprimiert wird, sondern auch von Neuronen. Nach Axotomie im
ZNS zeigen alle Nogo Transkripte eine isoform-spezifische temporale
Expressionsregulation im Sinne einer Hochregulation. Im Gegensatz zeigt der
Nogo66-Rezeptor eine transiente Erniedrigung nach Schadigung. Nach Kainat-
induzierten Krampfanfillen zeigt Nogo-A eine Hochregulation in neuronalen Zellen.
Diese Resultate unterstiitzen die Hypothese, dass Nogo {iber die
wachstumsinhibitorische Funktion hinaus moglichweise bei der Entwicklung und

Formation neuronaler Schaltkreise eine Rolle im ZNS spielt (Abb. 11).

A
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Abb. 11 (aus Meier et al., 2003): Hypothese zur Nogo Regulation nach ZNS Schiadigung.
A, Durch die differentielle Expression von Nogo-A und Nogo66 Rezeptor auf Axonen und
Dendriten konnte die schichten-spezifische Innervation zustande kommen. B, Nach einer
Schiadigung kommt es zum regenerativen Auswachsen von Axonen, die moglichweise keinen
Nogo66R exprimieren. Dadurch sind die Axone nicht mehr responsiv auf den Liganden, der
verstirkt in der Zielregion exprimiert wird. So kann erklart werden, warum nur einige Axone

iiberhaupt wieder auswachsen, wihrend andere nach einer Schiadigung retrahieren.
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2.3 Die Rolle der Plasticity Related Gens im ZNS
2.3.1 Identifizierung der Plasticity Related Gens

Savaskan et al., Eur J Neurosci, 12, 1024 — 1032, 2000
Briuer & Savaskan et al., Nature Neurosci, 6, 572 — 578, 2003

Die Analyse der Auswachseigenschaften von Membranproteinen im
Hippocampus ergab, dass nach Schidigung im adulten ZNS auswachsfordernde und
Zielerkennungsmolekiile reexprimiert werden (Savaskan et al., 2000). Aufgrund
dieser Befunde wurde eine ¢cDNA Bibliothek aus mRNAs von geschidigten
Hippocampi angelegt und nach differentiell exprimierten Genen gescreent. Wie unter
Punkt 1.4 beschrieben, wurde mit folgenden Kriterien die Gruppe der Kandidatengene
weiter eingegrenzt:

e membranstindiges Protein

e 7ZNS-spezifische Expression

e lisionsregulierte Expression

e entwicklungsabhingige Expression

e neue, noch nicht bekannte Sequenz.

Hierbei identifizierten wir eine neue Genfamilie, die alle Kriterien erfiillte und
deswegen von uns Plasticity-Related Genes (PRGs) genannt wurde. PRG-1 ist ein 764
Aminosduren langes Membranprotein mit Homologien zu den Lipid Phosphat
Phosphatasen (Abb. 12). Es wird nach Schidigung im ZNS auf wieder
auswachsenden Axonen exprimiert (Abb. 12). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen ergaben weiterhin, dass PRG-1 in Wachstumskolben von

auswachsenden Axonen zu finden ist.
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Abb. 12 (aus Briuer & Savaskan et al., 2003): Identifizierung von PRG-1 im ZNS und
die Regulation nach Schidigung. A, B, Die humane PRG-1 Sequenz (GenBank acc. no.:
AF51281). Die ersten 300 aa sind hochkonserviert wahrend der C-Terminus (blau markiert)
keine Homologie zu bekannten Proteinen zeigt. C, Northern Blot Analyse von PRG-1 mRNA
in verschiedenen Organen. D, PRG-1 mRNA Verteilung im sich entwickelnden und
geschédigten Hippocampus. E, Statistische Auswertung der PRG-1 mRNA Expression im
Hippocampus und Cortex nach Lasion (dal = days after lesion). (Durchschnitt £ SD, ***P <
0.001, Two Tailed t-test). Massstab in D E19: 850 um; in P30: 740 um; in 1d.a.l.: 500 um.

Aufgrund der Homologien zu den Lipid Phosphat Phosphatasen war
anzunehmen, dass auch PRG-1 katalytisch aktiv ist und Phospholipide wie
Lysophosphatidylsdure (LPA), Sphingosine-1-Phosphat (S1P) oder Phosphatidatsiure
(PA) dephosphorylieren kann. So wurde die Wirkung von LPA auf Neurone hin
getestet. Hierbei zeigte sich, dass LPA eine starke Retraktion in Neuronen auslost und
zum Axonkollaps innerhalb von Minuten fiihrt (Abb. 13). Die Uberexpression von
PRG-1 in diesen Zellen jedoch verhinderte die LPA-induzierte Retraktion und Axone
blieben in ihrer Morphologie unverdndert. Um auszuschliessen, dass es sich bei
diesem Effekt um einen Artefakt oder einen indirekten Effekt der PRG-I
Uberexpression handelt, testeten wir die LPA Rezeptorexpression vor und nach PRG-

1 Transfektion. Dabei zeigte sich, dass PRG-1 die LPA Rezeptorexpression nicht
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verindert (Abb. 13). Auch war die Zellvitalitit durch PRG-1 Uberexpression nicht

alteriert.
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Abb. 13 (aus Brauer & Savaskan et al., 2003): PRG-1 schiitzt vor LPA-induziertem
Axonkollaps. A, B, Axonkollapsassay in neuronalen Zellen, die mit dem Kontrollvektor,

PRG-1 und der punktmutierten PRG-1 Variante transfiziert wurden. C, RT-PCR Analyse der
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LPA Rezeptorexpression. D, Dosis-Wirkungskurve von LPA in PRG-1 exprimierenden
Zellen. E, Zellvitalititsmessung in PRG-1 exprimierenden Zellen. F, Ecto-Phosphatase Assay
in intakten Zellen, die GFP, PRG-1 und die PRG-1 Mutante exprimieren (Durchschnitt + SD,
*¥**P < (.001, Two Tailed t-test).

Aufgrund dieser Befunde und den Homologien zu den bona fida Lipid
Phosphat Phosphatasen nahmen wir an, dass PRG-1 moglicherweise direkt auf LPA
wirkt und so die Rezeptoraktivierung verhindert. Um dies experimentell zu beweisen,
verwendeten wir den Kollapsassay sowie die biochemische Analyse. So zeigte sich,
dass die punktmutierte PRG-1 Variante, bei der das putative katalytische Zentrum
durch Austausch des Histidins zu Lysin zerstort wurde, den LPA-induzierten Kollaps
nicht verhindern konnte (Abb. 13). Im sogenannten Ectophosphatase Assay wurde
weiterhin die Dephosphorylierung von radioaktiv markiertem LPA in Kontrollen und
PRG-1 transfizierten Zellen gemessen. PRG-1 exprimierende Zellen zeigten hierbei
eine vierfach hohere Dephosphorylierungsaktivitit zu den Kontrollen. Die
punktmutierte PRG-1 Variante zeigte in diesen Assays keine signifikante
Hydrolyseaktivitéit zu Kontrollzellen (Abb. 13).

Damit konnten wir ein bis dahin unbekanntes Membranprotein beschreiben,
dass wihrend der Entwicklung und nach Schiadigung im ZNS auf Axonen exprimiert
wird. Weiterhin wiesen wir nach, dass LPA ein starker Wachstumsinhibitor fiir ZNS
Neurone darstellt und in hohen Konzentrationen einen Axonkollaps induziert. PRG-1
kann diesen LPA-induzierten Axonkollaps durch eine Ectophosphataseaktivitit
verhindern. Durch Zerstérung des katalytischen Zentrums verliert PRG-1 seinen
Axon-schiitzenden Effekt. Dies stellt einen neuen Mechanismus des axonalen
Wachstums dar bei dem Axone in der Lage sind, den lokalen LPA Spiegel zu
kontrollieren und damit die wachstumsinhibitorische = Umgebung des
Extrazelluldrraums zu {iberkommen (Abb. 14). Erste Experimente mit den isolierten
C-terminus von PRG-1 deuten jedoch auch darauf hin, dass PRG-1 intrazelluldr in die
RhoA Kaskade eingreift und damit den Axonkollaps verhindern kann (N. Savaskan,

unverdffentlichte Daten).
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Abb. 14 (aus Briuer & Savaskan et al., 2003): Ein neues Regenerationskonzept fiir
auswachsende Axone. Auswachsende Axone treffen auf eine inhibitorische Umwelt, die als
Wachstumsbarriere fungiert. Dies sind proteinerge Liganden oder Lipide, die
rezeptorvermittelt axonales Wachstum verlangsamen oder gar zum Stoppen und Kollabieren
bringen. Im Falle von PRG-1 exprimierenden Neuronen jedoch sind Axone zumindest gegen
LPA resistent und kdnnen somit LPA-reiche Regionen, wie sie nach einer Schidigung
auftreten, durchbrechen und so zu ihrer Zielregion wieder gelangen. Die
Wachstumsforderung erfolgt iiber die Verhinderung der Rezeptoraktivierung extrazelluldr.
Erste Daten deuten jedoch auch darauf hin, dass PRG-1 in die RhoA Kaskade eingreift und

somit den Axonkollaps verhindert (N. Savaskan, unveréffentlichte Daten).
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2.3.2 Die Familie der Plasticity Related Gens und axonales Auswachsen

Savaskan et al., Eur J Neurosci, 19, 212 — 220, 2004

Savaskan et al., Eur J Neurosci, in revision, 2005

Mit der Entdeckung von PRG-1 ging die Jagd nach neuen Mitgliedern der
Plasticity-Related Genes (PRGs) weiter. Durch in silico Analysen wurden drei
homologe humane expressed sequence tags (ESTs) entdeckt und mittels degenerierter
Primer RT-PCR kloniert (PRG-2, 3 und 4). Auffallend an den beiden neuen PRG
Mitgliedern PRG-3 und PRG-4 ist deren relativ kurzer C-terminale Schwanz im
Vergleich zu PRG-1 und PRG-2 (Abb. 15). PRG-3 ist am stirksten im ZNS
exprimiert, wobei sich auch Transkripte in der Leber, Niere und im Hoden
nachweisen lisst. Die ndhere Analyse von PRG-3 im ZNS ergab, dass dieses Gen
entwicklungsabhingig exprimiert wird und schon am Embryonaltag 16 vorliegt. Die
stirkste Expression liegt in der Zeit um Embryonaltag 17 bis zur ersten postnatalen

Woche.
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Abb. 15 (aus Savaskan et al., 2004): Die Aminosiuresequenz von PRG-3 (GenBank acc.
no.: AY299399). A, Die Aminoséduresequenz von PRG-3 der Ratte. Start und Stopcodons

-5.00

sind mit roten Boxen markiert. Die in situ Hybridizierungssonde ist mit einem schwarzen
Strich gekennzeichnet. B, Die humanen Sequenzen von PRG-3 und PRG-4. C,
Hydropathieblot von PRG-3 mit Hilfe des Kyte-Doolittle Algorhythmus. Der C-terminale
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Schwanz ist in blau markiert. D, Phylogenetischer Stammbaum der Plasticity-Related Gene

Familie und der bona fida Lipid Phosphat Phosphatasen.

Nach einer exzitatorischen Stimulation mit Kainatsdure, einem Glutamat
Agonisten, wird PRG-3 transient reprimiert. Dieser Prozess erfolgt sechs Stunden
nach Stimulation. Die Expression erreicht wieder Kontrollniveau fiinf Tage nach
Stimulation. Da die in situ Hybridisierung auf eine neuronale PRG-3 Expression
hindeutete, wurde die Prozessierung von PRG-3 in vitro studiert. Dabei zeigte sich,
dass PRG-3 in neuronalen Auslidufern zu finden ist (Abb. 16). Dariiber hinaus
induziert PRG-3 massiv die Filopodienbildung und das Neuritenwachstum. Um einen
moglichen Uberexpressions Artefakt auszuschliessen, wurde die PRG-3 Expression
auch in nichtneuronalen Zellen getestet. Dabei zeigte sich, dass PRG-3 die
Morphologie unabhingig vom Entwicklungsursprung der Zelle beeinflusst und
Neuritenwachstum induziert und das Langenwachstum steigert (Abb. 16). Die
Zellvitalitit wurde durch die PRG-3 Expression nicht beeinflusst.

Eine wichtige Frage war, ob PRG-3 &hnlich wie PRG-1 die LPA-induzierte
Signaltransduktion durch ecto-enzymatische Aktivitit beeinflussen kann. In
Diinnschichtchromatographischen Analysen zeigte sich, dass PRG-3 im Unterschied
zu PRG-1 keine Ecto-Enzymaktivitét besitzt. Die neuritenstimulierende Wirkung von
PRG-3 ist also nicht auf eine mdgliche Phosphatase Aktivitit zuriick zu fithren. Diese
Befunde deuten also darauf hin, dass die PRG Familie ZNS-spezifisch exprimiert
wird und in neuronalen Ausldufern lokalisiert ist. Dariiber hinaus stellen die PRGs
eine auf die Zellmorphologie hin funktionell divergente Familie dar.

Wir sind der Frage weiter nachgegangen, den Ursprung von LPA im ZNS zu
identifizieren. LPA ist ein bioaktives Signallipid, das im Serum und in der
zerebrospinalen Fliissigkeit vorkommt. LPA evoziert dhnliche Reaktionen auf Zellen
wie Wachstumsfaktoren. So wirkt LPA aktivierend auf Mikrogliazellen und induziert
Hypertrophie und Stressfasern in Astrozyten (Ramakers & Moolenaar, 1998). Vor
allem wird LPA impliziert in Prozessen wie der Neuritenretraktion, Demyelinisierung
und der Inhibition von regenerativen Axonwachstum. Als zentrales Enzym zur
Synthese von rezeptoraktiven LPA wurde Autotaxin identifiziert (Tokumura et al.,
2002). Die Expressionsanalyse ergab, dass Autotaxin (ATX) schon frithembryonal im
ZNS existiert und vornehmlich im Plexus choroideus und myelinreichen Zonen wie

der Commissura anteriore und Corpus callosum lokalisiert ist. Immuncytochemische
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Analysen ergaben weiter, dass ATX spezifisch von leptomeningealen Zellen und
Oligodendrozyten exprimiert wird. Neurone, Astrozyten und Mikroglia waren
immunonegativ fiir ATX. Die weitere Untersuchung der
Oligodendrozytenentwicklung ergab, dass ATX vornehmlich in NG2-positiven
Oligodendrozyten exprimiert wurde, wihrend CC1 positive Oligodendrozyten ATX
negativ waren. Das bedeutet, dass ATX vornehmlich in Progenitoren der
Oligodendrozytenlinie vorkommt.

Wihrend im adulten ZNS ATX nur sehr schwach in Immunoblots vorliegt,
kommt es nach einer ZNS Schidigung zu einer massiven Zunahme der ATX
Expression. Zusitzlich kommt es nach einer Schadigung zu einem zelluldren Wechsel
der Expression: Reaktive Astrozyten exprimieren plotzlich ATX. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass unter physiologischen Bedingungen wéhrend der
Hirnentwicklung ATX spezifisch von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen exprimiert
wird. Im adulten ZNS wird LPA wahrscheinlich von den Leptomeningen und dem
Epithel des Plexus choroideus produziert. Diese Studie weisst zusétzlich auf, dass als
Folge der erhohten ATX Expression nach Schiadigung LPA erhdht im

Schadenszentrum vorliegt und die axonale Regeneration behindert.

52



Molekulare Mechanismen der Zellprotektion und Regeneration im Zentralen Nervensystem

A
eGFP nuclei

eGFP |

PRG-3 |eGFP |

- k=2
(= TR
1 1 L
[ }

Neurite length [pm]
=]
1
Numbers of
Neurite extensions [n]
=
L

PRG-3 |eGFP |

eGFP

Abb. 16 (aus Savaskan et al., 2004): PRG-3 induziert Neuritenwachstum. A, B, PRG-3
induziert Filopodien und verstérktes Neuritenwachstum. Als Kontrolle diente die Expression
des enhanced green fluorescent protein (eGFP). C, PRG-3 induziert Verdnderungen der
Zellmorphologie in COS-7 Zellen. Statistische Unterschiede wurden mit dem Two Tailed t-
test ermittelt worden (Durchschnitt = SD, **< P.0.01; ***P < 0.001,).
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3  DISKUSSION UND AUSBLICK

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Daten konnten die Beteiligung eines
essentiellen Spurenelements bei der Neuroprotektion nachweisen und es konnte eine
neue Genfamilie identifiziert werden. Damit verbunden sind hier zwei neue Konzepte
der Neuroprotektion und der Regeneration im ZNS.

So kommt es nach einer Schidigung im adulten ZNS zur Axotomie von
Neuronen. Dies geht einher mit der Freisetzung von Glutamat und anderen
exzitatorischen Substanzen und der zielgerichteten Migration von Mikroglia und
Makrophagen. So sind axotomierte Neurone sublethal geschiddigt und durch die
dusseren Effekte entscheidet sich, ob es zum Uberleben oder zum neuronalen Zelltod
kommt. In diese Kaskade werden weiterhin initial nichtbeteiligte Neurone involviert,
die als Bystanders in die Aufrdumreaktionen der Gliazellen in Mitleidenschaft
gezogen werden. Dies verursacht einen im Ausmass grésseren Schaden als der
Initiale. Vor diesem Hintergrund ist der Selenmangel in einigen europdischen
Regionen sowie in Nordamerika nicht unrelevant (Rayman, 2000). Epileptische
Krampfanfille bei Kindern mit reduzierten Blutselenwerten profitierten substantiell
von der Selensubstitution und ihr klinischer Verfall sowie die EEG Werte besserten
sich deutlich (Weber et al., 1991; Ramaekers et al., 1994). So liess sich
tierexperimentell nachweisen, dass Ratten unter Selenmangel eine erhohte
Krampfanfilligkeit gegeniiber Kainatséure zeigten im Vergleich zu Kontrollratten mit
normalen Selenwerten (Savaskan et al., 2003). Zusétzlich zu den Verhaltensanalysen
zeigten sich auch morphologische Verdnderungen. Selenmangel-Ratten hatten einen
erhohten Zellschaden und einen verstirkten Verlust von neuronalen Zellen nach
exzitatorischen Insult. FEine Erkldrung dieser Befunde konnte sein, dass
Selendefizienz nicht nur Neurone sondern auch Gliazellen betrifft. So ist bekannt,
dass die Mikroglia im aktivierten Zustand den initialen Zellschaden dramatisch
erh6hen kann (Ullrich et al., 2001). Der sekundére Schaden ist jedoch abhingig vom
Ausmass des initialen Schadens. Selen selbst hat auch anti-inflammatorische Effekte
und greift in den Cyclooxygenase und Lipoxygenasestoffwechsel ein und beeinflusst

die Cytokinexpression (Schweizer et al., 2004). Die in vitro Untersuchungen ergaben
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ferner, dass Selen auch nach Stunden der Schadenssetzung im nanomolaren Bereich
neuroprotektiv wirkt.

Die neuroprotektiven Effekte von Selen sind weiterhin Proteinsynthese

abhingig und bediirfen keiner erhohten Glutathionmengen. So agiert Selen nicht
einfach als weiterer Sauerstoffradikalfanger wie a-Tocopherol oder Ebselen, sondern
es bedarf einer de novo Proteinsynthese (Muller et al., 1984; Post et al., 1998). Die in
vivo Experimente sowie die in vitro Befunde lassen also darauf schliessen, dass Selen
die Expression von neuroprotektiven Selenoproteinen induziert und damit auf Ebene
der Lipidperoxidation, Membranprotektion und anti-apoptotischen Signaltransduktion
wirkt. Dass Selen allein die Expression von Selenoproteinen beeinflusst, ist nicht
notwendigerweise so. So zeigen Untersuchungen mit kultivierten Oligodendrozyten,
dass eine Selengabe die Expression von Differentierungsmarkern verandert (Gu et al.,
1997). Die laufenden Untersuchungen haben nun zum Ziel, die molekularen
Mechanismen der Selen-vermittelten Neuroprotektion weiter aufzukldren und die
beteiligten Proteine zu identifizieren.
Die klinische Relevanz der Befunde wird deutlich bei der Effektivitit von Selen. So
wirkt Selen schon in nanomolaren Dosen auch bei Glutathionmangel protektiv. Der
Glutathionmangel selbst bildet die gemeinsame  ‘Todesstrecke’  vieler
neuropathologischer Prozesse wie bei der Ischdmie und epileptischen Krampfanfillen.
Zusammengenommen ist also die adequate Selenzufuhr eine wichtige Strategie zur
Verhinderung von neuronalem Zellschaden und bietet eine neue Alternative zu den
bekannten antioxidativen Substanzen.

Mit der Entdeckung der PRG Familie ist eine neue Proteinfamilie im ZNS mit
auswachsfordernden Effekten nachgewiesen worden. So ist PRG-1 in Neuronen
exprimiert und wéhrend der Entwicklung axonaler Verbindungen hochreguliert. Im
adulten ZNS ist die PRG-1 Expression wieder reduziert. Wir konnten nachweisen,
dass PRG-1 nach einer Schadigung in auswachsenden Axonen exprimiert ist und dort
im Wachstumskolben lokalisiert ist. Aufgrund der Homologien von PRG-1 zu den
bona fida Ecto-Enzymen, den Lipid Phosphat Phosphatasen, testeten wir die Wirkung
von PRG-1 auf die LPA-induzierten Effekte. LPA und das LPA-synthetisierende
Enzym ATX kommen im Extrazelluldrraum des ZNS vor (Fukushima et al., 2000;
Savaskan et al.,, 2005). Die Konzentration von LPA steigt weiterhin nach einer
Schiadigung im ZNS an und LPA induziert rezeptorabhédngig einen Axonkollaps und

vermittelt die Inhibition von Neuritenwachstum (Jalink et al., 1994). Die Expression
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von PRG-1 in Neuronen schiitzt vor dem LPA-induzierten Kollaps. Dieser Effekt ist
weiterhin abhingig von der Integritit der katalytischen Doméne. Punktmutiert man
diese, dann ist das mutierte PRG-1 nicht mehr in der Lage, vor dem LPA-induzierten
Axonkollaps zu schiitzen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass PRG-1 in der Lage
ist, die LPA-Rezeptoraktivierung zu regulieren und damit die RhoA Signalkaskade zu
beeinflussen. Dariliber hinaus induziert PRG-3, ein weiteres Mitglied der PRG
Familie, das Neuritenwachstum und steigert das Langenwachstum. Somit stellt die
PRG Familie intrinsische, neuronale Auswachsproteine dar, die die Bildung von
Neuriten fordern und die LPA-vermittelte Auswachsinhibition {iberkommmen
konnen.

Bevor hierbei an eine klinische Anwendung gedacht werden kann, muss weiter
geklart werden, ob die Expression von PRG-1 auch die Myelin-vermittelte
Auswachsinhibition verhindern kann. Laufende Untersuchungen beinhalten die
Auswachsanalyse von PRG-1 in der Priasenz klinisch relevanter Auswachsinhibitoren
wie Nogo-A, Myelin und Thrombin. Durch die weitere Untersuchung an PRG-1
Knockout Tieren und Maiusen, die PRG-1 neuron-spezifisch verstirkt exprimieren,
wird die Frage beantwortbar sein, ob PRG-1 bei der neuroregenerativen Therapie iiber

den experimentellen Status hinaus bestand haben wird.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Das ZNS ist ein komplex verschaltetes System, bei dem die sinnvollen
Verbindungen zwischen den Neuronen untereinander entscheidende Voraussetzung
fiir das Funktionieren und die hoheren Leistungen sind. Eine akute Schéidigung fiihrt
zum Verlust von neuronalen Verbindungen und kann schliesslich zu neuronalem
Zelltod fiihren. Nach Abklingen der akuten Phase kommt es im ZNS nur zum
sparlichen Wiederauswachsen von Axonen und damit zum dauerhaften Verlust von
Funktionen. Daher ist das therapeutische Ziel, Neurone vor dem Zelltod zu bewahren
und die neuronale Regeneration mit dem Ziel der Restitutio ad integrum zu fordern,
und damit die verlorengegangenen Funktionen wiederzuerlangen.

So ist der Gegenstand dieser Schrift die Aufklirung der molekularen
Mechanismen der Zellprotektion von Selen und der Regeneration durch die neu
identifizierten Plasticity-Related Genes (PRGs). Es konnte in den vorgestellten
Arbeiten das Spurenelement Selen als neuroprotektive Substanz identifiziert werden,
dass Neurone vor dem exzitatorischen und oxidativen Zelltod bewahrt. Selen erweist
sich dabei als hochpotent. So sind schon nanomolare Konzentrationen an Selen
effektiv. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Selen nicht einfach als
Sauerstoffradikalfinger wirkt, sondern es zur Neuroprotektion der de novo
Proteinsynthese bedarf. Da die neuroprotektiven Effekte von Selen in die
‘Todesstrecke’ vieler neuropathologischer Prozesse (wie Ischdmie und epileptischen
Krampfanfille) eingreifen, ist die adequate Selenzufuhr eine wichtige Strategie zur
Privention von neuronalem Zellschaden. Dariiber hinaus bietet Selen eine neue
Alternative zu den Antioxidantien und konnte durch die hohe Potenz bei
exzitatorischen Schéden klinische Anwendung finden.

Mit der PRG Familie wurde eine neue Proteinfamilie im ZNS mit
auswachsfordernden Effekten entdeckt. Dabei zeigte sich, dass PRG-1 im sich
entwickelnden und in regenerierenden Neuronen exprimiert wird und vor dem LPA-
induzierten Axonkollaps schiitzt. LPA selbst ist im ZNS nach einer Schadigung
vorhanden und inhibiert axonales Wachstum. PRG-1 ist in der Lage, die LPA-
Rezeptoraktivierung zu regulieren und damit in die RhoA Signalkaskade einzugreifen.
Somit konnen PRG-1 exprimierende Neurone die auswachsinhibitorische Umgebung

iiberkommen und in ihr Zielgebiet wieder einwachsen. Darliber hinaus induziert PRG-
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3, ein weiteres Mitglied der PRG Familie, das Neuritenwachstum und steigert das
Langenwachstum. Weitere Untersuchungen mit genetisch verdnderter PRG-1
Expression werden in Zukunft die Rolle von PRG-1 in vivo aufkliren und die

Moglichkeit einer klinischen Anwendung priifen.

Schlagworter: ZNS, neuronale Regeneration, Selen, Plastcity-Related Genes, LPA,

Myelin.
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7 ANHANG
7.1 Lebenslauf

Der Lebenslauf wird aus Datenschutzgriinden nicht veroffentlicht.
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mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.
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