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Titel des Projektes: Endothelin als de-differenzierendes Signal in der Pathogenese
der CMT1A-Erkrankung.

Projektbeschreibung:

Endotheline (ET) sind Peptidhormone, die eine groe Rolle in der Blutdruckregulation
spielen. Zwei Endothelinrezeptoren (ETRA/ETRg) unterschiedlicher Spezifitat werden
in vielen Geweben exprimiert und regulieren dort unter anderem auch die
Differenzierung von Zellen. In der haufigsten erblichen peripheren Neuropathie, der
durch eine Uberexpression des Myelinproteins PMP22 in Schwannschen Zellen (SC)
verursachten Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung (CMT) Typ 1A, tragt eine
unvollstandige Differenzierung der SC entscheidend zum Pathomechanismus bei.
Unsere Arbeitsgruppe hat in peripheren Nerven des Rattenmodells flir CMT1A eine
deutlich erhohte Expression des fiir ETRg codierenden Gens (ednrb) auf mRNA-
Ebene festgestellt. AulRerdem haben wir erste Ergebnisse, dass eine Aktivierung von
ETR in SC-Kultur die Phosphorylierung von extracellular signal-regulated kinase (Erk)
bewirkt, einem Signal zur De-Differenzierung von SC. Im Rahmen dieses Projektes
wollen wir nun der Hypothese folgen, dass die erhdhte Expression von ETRg die SC
in CMT1A an ihrer Differenzierung hindert und damit eine wichtige Rolle in der
Pathogenese spielt. Da mit Bosentan ein zugelassener ETR-Antagonist zur Verfligung
steht, konnte das den Weg zu einer pharmakologischen Therapie von CMT1A zeigen,
fur die es bisher keinen zugelassenen Wirkstoff gibt.

Zunachst wollen wir aufklaren, welche Konzentrationen der drei ET-Isoformen in
peripheren Nerven vorliegen, und ob es in CMT1A Veranderungen gibt. In SC-Kultur
kbnnen dann relevante ET-Isoformen in entsprechenden Konzentrationen zur
Stimulation verwendet und die Aktivierung von Erk tber ETRa und ETRg unter
Verwendung rezeptorspezifischer Inhibitoren bestimmt werden. Ebenfalls mithilfe
ETRa- und ETRe-spezifischer Inhibitoren soll eine mégliche endogene Aktivitat des
Endothelinsystems untersucht werden, denn SC produzieren ET und sind somit
prinzipiell zu autokriner Stimulation befahigt. Entsprechend wollen wir auch die
Konzentrationen von ET-Isoformen in konditionierten Medien von Wildtyp- und

CMT1A-Kulturen bestimmen. Eine Aktivierung von ETR bewirkt wahrscheinlich eine




Freisetzung von Arachidonsaure. Um den Signalmechanismus aufzukldren, wollen wir
deshalb auRerdem Arachidonsaure-Konzentrationen in konditionierten Medien und
die Phosphorylierung von Phospholipasen messen. Ergénzend wollen wir die
Lokalisation von ETRa und ETRs in SC in peripheren Nerven aufklaren, um die an der
Endothelin-Signalisierung beteiligten Zellen (myelinisierende/nichtmyelinisierende
SC, Fasertypen) zu identifizieren.

Methodisch wird das Projekt die Praparation und Aufrechterhaltung und Behandlung
von Zellkulturen sowie klassische biochemische Methoden wie SDS-Page, Western
Blotting und ELISA beinhalten. AuRerdem werden periphere Nerven préapariert, per
Immunfluoreszenz gefarbt und im Konfokalmikroskop untersucht. Alle fiir das Projekt

notwendigen Methoden sind in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert und erprobt.
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