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2 Einleitung

2.1 Problemstellung

Der Morbus Parkinson ist nach dem Morbus Alzheimer die zweithidufigste Neurodegenerative
Erkrankung, deren Atiologie noch weitgehend unbekannt ist. Bei circa 10 % der
idiopathischen Form ist eine familidre Haufung zu finden.

Klinisch imponiert die Erkrankung vor allem durch ihre drei Leitsymptome: Akinese, Rigor
und Tremor, deren neuropathologisches Korrelat eine Degeneration dopaminerger Neurone in
der Substantia Nigra ist. Warum und wie es zu diesem Zelluntergang kommt, ist noch
weitgehend unklar. Die Therapie ist zur Zeit rein symptomatisch und versucht die
Kardinalsymptome soweit zu reduzieren, da die Patienten moglichst lange ihren
Alltagspflichten nachkommen konnen. Neuere experimentelle Therapieansidtze versuchen
embryonale Zellen in das Striatum zu implantieren, um die fehlenden Dopamin-
produzierenden Neurone zu ersetzen. Hierbei werden jedoch ein GroBteil der Zellen
abgestoBen, so daf} bisher eine sehr geringe Effizienz erreicht wurde. Wie von Mahalik et al.
(Mahalik, Hahn et al. 1994) gezeigt werden konnte, gehen die meisten dieser
Implantatneurone ebenso wie die Mehrzahl der Originalneurone (Burke and Kholodilov 1998)
an Apoptose zugrunde. Es wurde nun versucht, diesen programmierten Zelltod zu verhindern,
und Clarkson et al. (Clarkson, Zawada et al. 1995) konnten experimentell zeigen, daf3
neurotrophe Wachstumsfaktoren wie der Glia-Zelllinien abstammnde neurotrophe Faktor
(glial-cell-line derived-neurotrophic factor) (GDNF) die Apoptose reduzieren, und das
Uberleben der Neurone verlingern. Diese Erkenntnis konnte von Granholm (Granholm, Mott
et al. 1997) und Gash (Gash, Zhang et al. 1996) bestitigt werden. Der Mechanismus, iiber den
GDNF und andere neurotrophe Faktoren ihre neuroprotektive Wirkung vermitteln und die
Apoptose der dopaminergen Neurone verhindert, ist groB3teils noch unklar.

In dieser Arbeit wird versucht, einen vermittelnden Signalweg der neuroprotektiven Wirkung

von GDNF nachzuweisen.

2.2 Darstellung des Morbus Parkinson

2.2.1 Physiologie und Pathophysiologie der Substantia Nigra

2.2.1.1 Physiologie

Die Substantia Nigra (S.N.) besteht aus einer ventral liegenden pars reticulari und einer dorsal
davon liegendem pars compacta mit dicht stehenden, melaninhaltigen, dopaminergen
Neuronen. Sie wird zusammen mit dem Globus Pallidus (G.P.) und dem Corpus Striatum

(Ncl. Caudatum und Putamen) als Basalganglien bezeichnet und wird funktionell dem
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extrapyramidalem System zugerechnet. Die Basalganglien erhalten ihren Efferenzen vom
gesamtem Kortex und projizieren iiber den Thalamus zum primotorischen Kortex zuriick.

Bewegungsablidufe werden von den Basalganglien somit wie folgt moduliert:

Naommale Motorische Kantrolle \

Striatum

D2-Rezeptoren | D1-Rezeptoren

Glutamat
GABA >
Enkephalin GABA

Substanz P

- +

entral-Anterioref

G.P. pars externa S.N. pars compacta Ventrolaterale
Ncl. Thalamici

-
)

G.P. pars interna =

MNel. Subthalamicus

S.N. pars reticulari §

A

Hirnstamm

Abbildung 1: Normaler Erregungsablauf in den Basalganglien; nach Lang (Lang

and Lozano 1998)
Die S.N. pars compacta stimuliert 2Amino-Butter-Sdure-abhingige (GABAerge) Neurone des
Striatums. Die dort vorhandenen D,-Rezeptoren inhibieren direkt die S.N. pars reticulari
(ebenfalls GABAerge Neurone). Die im Striatum vorhandenen D,-Rezeptoren inhibieren
GABAerge Neurone im G.P. pars externa. Diese wiederum hemmt (ebenfalls GABAerge
Neurone) im Ncl. Subthalamicus. Von dort kommen dann erregende Signale mittels Glutamat
zum G.P. pars interna, der funktionell der S.N. pars reticulari vergleichbar ist. Von der S.N
pars reticulares bzw. der G.P. pars interna gehen dann erregende Einfliisse zu den ventral
anterioren und ventrolateralen Nuclei Thalamici, welche auch als motorischer Thalamus
bezeichnet werden. Der motorische Thalamus inhibiert anschlieBend den Kortex. So wirkt
Dopamin also iiber einen direkten Weg (D;-Rezeptoren) inhibierend, und iiber einen
indirekten Weg (D,-Rezeptoren) stimulierend auf die S.N. pars reticulari / G.P. pars interna.
Und je kleiner dort der stimulierende EinfluB ist, desto kleiner ist auch der stimulierende
Effekt auf den motorischen Thalamus und um so kleiner ist der hemmende Einflu}3 auf den

Kortex und die Bewegungen.
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2.2.1.2 Pathophysiologie
Aus noch ungeklarter Ursache kommt es beim idiopathischen Parkinson zu einem Untergang

der melaninhaltigen, Dopamin-produzierenden Neurone in der S.N.

Dysfunktionelle motarische Kontrolle

Bei Parkinson-Patienten \
Striatum m

D2-Rezeptaren | D1-Rezeptoren 4+
L)
'S A !
GABA, ':: ::' "l Glutamat
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Hirnstamm

Abbildung 2: Erregungsablauf in den Basalganglien beim M. Parkinson; aus Lang
(Lang and Lozano 1998). Die Blockpfeile und die starken Umrandungen zeigen
dasUberwiegen einzelner Bestandteile der Basalganglien in der motorischen
Kontrolle nach Degeneration dopaminerger Neurone der S.N. an

Dadurch fillt der stimulierende Einflu auf die D;-Rezeptoren im Striatum weg, und damit
auch der inhibierende Effekt des Striatums auf die S.N. pars reticulari. Dies ist somit ein
Ausfall des direkt hemmenden Weges. Auf der anderen Seite fillt der inhibierende Einfluf3
auf die D»-Rezeptoren des Striatums weg, und im Folgenden auch die hemmenden Effekte
vom Striatum auf den G.P., bzw. von dort auf den Ncl. Subthalamicus. Dieser kann dann
ungehemmt den G.P. stimulieren. Von dort gehen dann mehr erregende Impulse zum
motorischen Thalamus und von da starke inhibitorische zum Kortex. Daraus folgt, dal durch
den Dopaminmangel eine hohe Aktivitit im Thalamus besteht und dadurch ein stark
hemmender Effekt auf die Bewegungsbildung im Kortex, was v.a. fiir die Akinese

verantwortlich zu sein scheint.

2.2.1.3 Theorien zum Untergang der Neurone der Substantia Nigra
Die Symptome des Morbus Parkinson treten erst ab einem Verlust von iiber 70% der

Dopamin-Neurone der Substantia Nigra auf, wobei McGeer et al. (McGeer, Itagaki et al.
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1988) konnten nachweisen konnten, das der physiologische Zellschwund der S.N. in der
Normalbevolkerung bei ungefdhr 5% pro Dekade liegt. Eine Theorie besagt, dal der
Zellverlust durch ein beschleunigtes Altern der Neurone bedingt sein kann, wodurch die
Symptomschwelle des Parkinson noch zu Lebzeiten unterschritten wird. Dafiir sprechen
Untersuchungen von Brooks et al. [Brooks, 1998 #10], die mit SPECT nachweisen konnten,
daB} der deg. Prozel} c.a. 4-5 Jahre vor dem Symptombeginn einsetzt. Einer anderen Theorie
zufolge konnte es durch ein akutes Ereignis wie z.B. Insult oder neurotoxischen Strefl zu
einem akuten Zellverlust mit nachfolgendem normalem oder exponentiellem Schwund
kommen, was wiederum zum Unterschreiten der Symptomschwelle fiihrt. Dafiir sprechen
Untersuchungen von McGeer (McGeer, Itagaki et al. 1988), wonach der Zellverlust bei ca.
45% der Zellen pro Dekade liegt. Im folgenden sollen die Theorien, die zur Erkldarung dieses

degenerativen Prozesses formuliert wurden, kurz ausgefiihrt werden.

2.2.1.4 Genetische Faktoren

Fiir die erste Theorie sprechen Beobachtungen bei den genetisch bedingten Formen des
Parkinson, bei denen fast immer Mutationen in Genen auftreten, die fiir a-Synuclein
(Polymeropoulos, Lavedan et al. 1997) oder Ubiquitin Carboxyterminale Hydrolase L1
(UCH-LT) (Leroy, Boyer et al. 1998) codieren. a-Synuclein ist ein Protein, was wahrschein-
lich in der Neuriten-Plastizitdt involviert ist, welches bei den betroffenen Patienten post-
translational falsch gespalten wird und deshalb ausfillt. Préazipitiertes o-Synuclein-Protein ist
ein Hauptbestandteil der Lewy-Korperchen (s.u.) (Spillantini, Schmidt et al. 1997). Die UCH-
L1 ist eine Protease, die Ubiquitin-Polymere zu Monomeren spaltet, und Bindungen zwischen
Ubiquitinmolekiilen und kleineren Molekiilen wie Glutathion oder zelluliren Aminen
hydrolysiert. Durch die Mutation ist die Aktivitdt der UCH-L1 vermindert, so dal vermehrt
unlosliches Ubiquitin anféllt. Ubiquitin ist ebenfalls ein Hauptbestandteil der der fiir die
Parkinson-Erkrankung typischen Lewy-Korperchen (Leroy, Boyer et al. 1998). Es wird von
Trojanowski et al. (Trojanowski and Lee 1994) vermutet, da3 die Lewy-Korperchen kritische

Strukturen in den Neuronen storen, und so einen retrograden axonalen Zelltod verursachen.

2.2.1.5 Oxidativer StreB3

In jeder Zelle entstehen wihrend des normalen Metabolismus freie Radikale wie z.B.
Superoxidanion (O, ), Hydroxylionen (OH") oder Wasserstoffperoxid (H,O,), welche mit
Proteinen oder Desoxyribonucleinsduren reagieren konnen. Gewohnlich wird O, durch die

Superoxid-Dismutase und H,O, durch die Katalase oder Glutathion-Peroxidase abgefangen.
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Ebadi et al. (Ebadi, Srinivasan et al. 1996) zeigten, daf} die Dopamin-Neurone bei Parkinson-
Patienten aufgrund einer 30-60%igen Verminderung an reduziertem Glutathion, eine
reduzierte Fihigkeit besitzen, oxidativen Strefl abzufangen. In Verbindung mit einer erhdhten
Eisenionenkonzentration in den Melaningranula fithren diese beiden Tatsachen dazu, daf3
mehr OH -Ionen iiber die Fenton-Reaktion (H,0, —"**~"** 50H + OH") gebildet werden,
die mangels Neutralisation destruktiv in den Neuronen wirken kénnen (Jenner and Olanow
1996). Ahnliches wird fiir Dopamin selber angenommen, da Dopamin einmal iiber die
Monoaminooxydase B zu 3,4-Dihydroxyphenylacetaldahyd (DOPAC) und H,0, prozessiert,
als auch iiber Autooxidation zu reaktiven Quinonen umgewandelt wird. Michel et al (Michel
and Hefti 1990) konnten zeigen, das diese Produkte zumindest in der Zellkultur auf

dopaminerge Neurone toxisch wirken.

2.2.1.6 Mitochondriale Dysfunktion

Im Mitochondrium wird Energie in Form von ATP mittels der Atmungskette produziert. Die
Atmungskette besteht aus 5 Komplexen in der inneren Mitochondrienmembran, wobei der
Komplex I zwei Protonen in den Intermembranraum und ein Elektron vom NADH auf den
Komplex II verschiebt. Der Protonengradient iiber die innere Mitochondrienmembran wird
spiater vom Komplex V zur Bildung von ATP genutzt. Schapira et al. (Schapira, Cooper et al.
1989) konnten zeigen, daB3 bei Parkinson-Patienten die Aktivitdt des Komplex I signifikant
vermindert ist, was zu einem starken Abfall von ATP und somit Energie fithrt. Dadurch ist die
Zelle in ihren Fihigkeiten z.B. oxidativen Strel oder erhohtes intrazelluldres Calcium zu

bewiltigen, eingeschrinkt (Haas, Nasirian et al. 1995).

2.2.1.7 Excitotoxine

Fiir Ischdmien, ebenso wie fiir einige neurodegenerativen Erkrankungen, wurde das Konzept
der ,Toxizitdt erregender neuraler Transmitter” beschrieben (Beal 1995). Starke Stimu-
lationen der S.N. durch Glutamat, wie sie z.B. vom Neokortex oder dem Ncl. Subthalamicus
kommen, erhohen das intrazelluldre Calcium itiber N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-
Rezeptoren). Erhohtes intrazelluldres Calcium stimuliert die Stickstoffmonoxyd-Synthase
(Nitric Oxide Synthase (NOS)), die wiederum freie Radikale produziert, welche dann wieder

oxidativen Stref} ausiiben.
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2.2.1.8 Neurotrophe Faktoren

Neurotrophe Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung, Heilung und
Gesunderhaltung von Neuronen, wie es fiir GDNF von Beck (Beck, Valverde et al. 1995) und
Gash (Gash, Zhang et al. 1996) dargestellt wurde. Es ist bekannt, dal Wachstums-
faktormangel zum Zelltod in verschiedenen Systemen fiihrt, daher besagt eine Theorie, dal3
ein Mangel an spezifischen Wachstumsfaktoren zumindest ein wesentlicher Kofaktor beim

Untergang der dopaminergen Neurone beim Parkinson darstellt.

2.2.2 Kilinik des Morbus Parkinson
2.2.2.1 Inzidenz, Priavalenz und Atiologie

Der Morbus Parkinson als neurodegenerative Erkrankung wurde 1817 zum erstenmal durch
James Parkinson beschrieben. Die Erkrankung hat eine Pridvalenz von insgesamt ca. 0,3% in
der Gesamtbevolkerung und ca. 3% bei den iiber 65-Jihrigen (Moghal, Rajput et al. 1994).
Die Atiologie fiir die Erkrankung ist unbekannt. Es werden zum einen Umweltfaktoren
diskutiert denn Amerikaner haben eine hohere Inzidenz als Asiaten oder Afrikaner, zum
anderen findet man in einem kleinen Teil der Fille eine genetische Komponente. Es sind
sowohl autosomal dominante als auch rezessive Erbgiinge bekannt (Ubersicht bei Dunnet et
al. (Dunnett and Bjorklund 1999)). Kiirzlich konnten zumindest drei der dabei betroffenen
Gene kloniert werden. Hierbei handelt es sich um das a-Synuclein-Gen auf dem langen Arm
von Chromosom 4 (Polymeropoulos, Lavedan et al. 1997), das UCH-L1-Gen (Leroy, Boyer
et al. 1998) und das Parkin-Gen auf dem langen Arm von Chromosom 6 (Kitada, Asakawa et
al. 1998).

2.2.2.2 Symptome und Verlauf

Die Erkrankung ist durch die Kardinalsymptome charakterisiert: Tremor, Rigor und Akinese.
Zusitzlich zu diesen drei Hauptsymptomen kann es noch weitere neurologische (Gang- und
Haltungsdefizite, u.d.), vegetative (Seborrhoe u.d.) und psychische (Depression, Demenz,
Psychosen u.d.) Storungen geben. Die Frithsymptome sind recht unspezifisch wie z.B.:
Muskel- und Gelenkschmerzen, Konzentrationsstorungen, Storungen der Feinmotorik beim
Schreiben, vegetative Storungen etc.. Spiter kommen weitere neurologische Defizite wie
Gang- und Haltungsstorungen sowie die Kardinalsymptome hinzu. Im Verlauf der
Erkrankung nimmt die Schwere der Symptome und die Beeintrdachtigung des Patienten zu, bis

hin zur volligen psychischen und physischen Hilflosigkeit.
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Aufgrund der uncharakteristischen Frithsymptome ist es schwierig, die idiopathische
Parkinson-Erkrankung von symptomatischen Parkinson-Syndromen zu unterscheiden, wie sie
z.B. bei Vergiftungen mit Kohlenmonoxyd (CO), Mangan (Mn), Zyanid (CN), Infektionen,
anderen neurodegenerativen Erkrankungen (Ubersicht bei Lang et al. (Lang and Lozano
1998)) und als Nebenwirkung bei Neuroleptikatherapie (Casey 1997) auftreten. Diese
,sekundiren Parkinson-Syndrome unterscheiden sich klinisch so gut wie iiberhaupt nicht
vom idiopathischen Parkinson. Eine Ubersicht iiber mogliche klinische Unterscheidungs-
merkmale ist bei Lang et al. (Lang and Lozano 1998) gegeben. Ein spites Problem der
Erkrankung und der Therapien sind die psychischen Veridnderungen, von denen 40-60% der
Patienten betroffen sind, und die neben den motorischen Unfdhigkeiten die stédrkste
Behinderung darstellen. Diese psychischen Verdnderungen umfassen v.a. Schlafstérungen,
Demenz, Delirien und Halluzinationen, Dysphorien und Angstlichkeit (Ubersicht bei Juncos
(Juncos 1999)). Ein Teil dieser psychotischen Storungen wird u.a. durch die Therapie

mitverursacht, und ist deswegen auch besonders schwierig zu behandeln (s.u.).

2.2.2.3 Diagnostik

Angesichts der oben aufgefiihrten sekundédren Parkinson-Syndrome ist die Diagnose eines
idiopatischen M. Parkinson mit einem Fehler von ca. 25% behaftet, wie von Hughes et al.
(Hughes, Daniel et al. 1993) gezeigt wurde. Zur Diagnose wurden bisher auch nur die Klinik
und ein probatorischer L-Dopa-Test herangezogen, da die Symptome des idiopathischen
Parkinson im allgemeinem gut auf L-Dopa ansprechen, wéhrend die Parkinson-Syndrome
meist kaum oder gar nicht reagieren. Als eine neue Methode in der Diagnostik wurden
funktionelle bildgebende Verfahren, wie die Positronen-Emissions-7omographie (PET) oder
Single-Photon-Emissions-Computer-7omographie (SPECT) etabliert, welche schon im vor-
klinischen Stadium neurodegenerative Verdnderungen nachweisen konnen (Brooks 1998). Ein
Problem bei diesen Untersuchungen ist der enorme Kostenaufwand, weswegen sie bisher
nicht in der klinischen Routine als Methode eingesetzt werden. Eine Sicherung der Diagnose
bietet z. Zt. also nur die neuropathologische Untersuchung, in der sich dann die fiir den
idiopathischen Parkinson typische Verdnderungen zeigen: Der Verlust der dopaminergen
Neurone der Substantia Nigra als wichtigstes morphologisches Korrelat und die sogenannten
Lewy-Korperchen, ebenfalls in der Substantia Nigra. Diese Lewy-Korperchen sind
sphérische, hyaline Einschliisse, welche aus einem dichten eosinophilen Kern und einem
blassem Rand bestehen, die im Zytoplasma der betroffenen Neurone auftreten. In der

immunhistologischen Farbung stellt sich dann o-Synuclein als Hauptbestandteil des
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eosinophilen Kerns (siehe Spillantini et al. (Spillantini, Schmidt et al. 1997)) und Ubiquitin
als wichtigster Bestandteil des Randes (sieche Dunnet et al. (Dunnett and Bjorklund 1999))

dar.

2.2.3 Therapien des Parkinson

2.2.3.1 Medikamentdse Therapie

2.2.3.1.1 L-Dihydroxyphenylanalin (L-DOPA)

Durch die Gabe von L-DOPA als ein Dopaminvorldufer, der durch die Dopa-Decarboxylase
zu Dopamin prozessiert wird, versucht man den Dopaminmangel der Substantia Nigra zu
ersetzen. Nachdem man Ende der 50er Jahre den Nutzen von intravendser Applikation bei
Parkinson Patienten entdeckt hatte, war es zumindest moglich, den Rigor und die Akinese zu
behandeln. Nach Kombination mit Carbidopa als Hemmer der peripheren DOPA-
Decarboxylase, war es moglich, die Therapie auf hohe orale Dosen von L-DOPA
umzustellenNach wie vor ist L-DOPA kombiniert mit Carbidopa die Standardtherapie des
Morbus Parkinson. L-DOPA wirkt gut bei Akinese und Rigor in frithen und mittleren Stadien
der Erkrankung, jedoch tritt in spdteren Stadien ein Wirkungsverlust auf, der eine Dosisan-
passung notwendig macht. Das fiihrt wiederum zu einer Steigerung der Nebenwirkung, wobei
diskutiert wird, ob es sich dabei um Nebenwirkungen des L-DOPA, oder um neue Symptome
der Grunderkrankung handelt (Fahn 1999). Sehr stérend fiir den Patienten sind die
Dyskinesien und sog. On / Off-Phinomene, bei denen Phasen mit guter (erhohter) Mobilitét
abrupt mit solchen mit starker Immobilitit und / oder Verstarkung der anderen Parkinson-
symptome abwechseln. Teilweise kann man einen zeitlichen Zusammenhang zwischen Medi-
kation und Symptomen herstellen (,,Peak-Dose“~-Dyskinesien, ,,Off**-Perioden am Ende der
Dosiswirkung (Riley and Lang 1993)). Dem versucht man mit verschiedenen Therapie-
ansitzen entgegen zu wirken, so z.B.: mit stiindlichen Applikationen von fliissigen L-DOPA-
Préparationen in Kombination mit Cisaprid (steigert die Magenmotilitdt und beschleunigt so
die Resorption im Duodenum), oder durch duodenale Infusion von Apomorphin oder Lisurid
(s.u.). Ebenso versucht man eine Kombination von L-DOPA mit Dopamin-Agonisten (s.u.)
und Substanzen die den Metabolismus von L-DOPA / Dopamin reduzieren (MAO-B-Hemmer
(s.u.) oder COMT-Hemmer) und so die Wirkung verlidngern.

2.2.3.1.2 Dopaminagonisten

Zu den Dopaminagonisten gehodren: Bromocriptin, Pergolid, Cabergolin und Lisurid als
Secale—Alkaloid-Derivate, sowie Ropinirol, Pramipexol, und Apomorphin als Nicht-Ergot-
Alkaloide. Die Dopaminagonisten sind allesamt in der Lage, D, —Rezeptoren im ZNS (und
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auch der Peripherie) direkt zu stimulieren und so die Wirkung des Dopamin zumindest
teilweise zu imitieren. Die meisten Erfahrungen liegen z.Zt. fiir Bromocriptin vor. Ungefdhr
ein Drittel der mit Bromocriptin—behandelten Patienten sprechen sehr gut darauf an, haben
keine motorischen Nebenwirkungen und bendtigen kein zusitzliches L-DOPA fiir 2-5 Jahre
(Hely, Morris et al. 1994). Ein Problem der Dopamin-Agonisten ist aber, (I) da} es einen
recht hohen Anteil an Nicht-Respondern unter den Patienten gibt, (II) da die Agonisten
langer brauchen, um effektive Dosen zu erreichen, und (III) da3 im Allgemeinen eine Zugabe
von L-DOPA notwendig ist, um die zunehmende Behinderung der Patienten zu behandeln.
Ein weiteres Problem sind die Nebenwirkungen, v.a. der Mutterkorn-Derivate, wie z.B.
Ubelkeit, Erbrechen, orthostatische Hypotonie, Dyskinesien, Konfusionen und Raynaud-

Phinomen, welche oft zum Therapieabbruch fiithren.

2.2.3.1.3 Anticholinergika

Anticholinergika blockieren striatale Muskarinrezeptoren und hemmen so den beim Parkinson
tiberwiegenden cholinergen Einfluf in den Basalganglien. Zu den anticholinergen Substanzen
der Parkinson-Therapie zdhlen: Benzatropin, Biperiden, Trihexyphenidyl, Phenglutarimid und
Metixen. Diese Substanzen wirken mifig gegen den Tremor und den Rigor, weshalb im
allgemeinen ihre Kombination mit L-DOPA notwendig ist. Die unangenehmen peripheren
Nebenwirkungen (Mundtrockenbheit, Miktionsstorungen, Akkomodationslahmung,
Tachykardien) und ZNS-Nebenwirkungen (Konfusionen, Erinnerungsstorungen, Halluzina-
tionen) verhindern zum einen die erforderliche hohe Dosierung und fithren zum anderen oft
zum Therapieabbruch. Diese Nebenwirkungen limitieren daher auch den Einsatz dieser

Medikamente bei dlteren Patienten und bei Patienten mit psychischen Stérungen.

2.2.3.1.4 Amantadin, Monoaminooxidase-B-Hemmer (Mao-B)und Catechol-O-
Methyltransferase-Inhibitoren (COMT)

Das urspriinglich als Virustatikum entwickelte Amantadin unterdriickt alle drei
Kardinalsymptome des Parkinson, vermutlich iiber eine Blockade von NMDA-Rezeptoren.
Dadurch vermindert es erregende Einfliisse aus dem Ncl. Subthalamicus und Kortex. Da
héiufig ein schneller Wirkungsverlust auftriit und anticholinerge Nebenwirkungen wird es im
Allgemeinen nur in Kombination mit L-Dopa gegeben. Der MAO-B-Hemmer
Selegilin/Deprenyl ist bisher der einzige, der therapeutisch in der Parkinsontherapie eingesetzt
wird. Es hemmt spezifisch die MAO-B, die Dopamin desaminiert und so dessen Wirkung
beendet. Da die Hemmung irreversibel ist, kann nur die Neusynthese der Enzymmolekiile die

Wirkung autheben. The Parkinson Study Group konnte zeigen, daf die Patienten von einem
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frithen Einsatz von Selegilin profitieren, da der Einsatz von L-Dopa hinausgezogert und die
Dosis verringert werden konnte.(Group 1996; Group 1996) (Shoulson 1993). Leider
limitieren auch hier die kardialen (Arrhythmien) und psychischen (Insomnie, Konfusionen)
Nebenwirkungen den Einsatz.

Die Catechol-O-Methylmransferase (COMT) methyliert Neurotransmitter unspezifisch und
inhibiert sie so. Neuere COMT-Hemmer sind Tolcapon und Entacapon. Thre Verwendung
verldangert die Wirkungsdauer der L-DOPA Einzeldosen und verringert den Bedarf um fast
25% (Kurth, Adler et al. 1997), weswegen sie spiter in der Therapie eingesetzt werden. An
Nebenwirkungen verstidrken sie zum einen die des L-DOPA und zum anderen machen sie

selber Diarrhde und konnen die Leberfunktion beeintriachtigen.

2.2.3.1.5 Neuroleptika —Therapie

Wie oben bereits erwihnt ist ein besonderes Problem in der Betreuung Parkinson—Kranker die
Behandlung der psychischen und psychotischen Symptome der Grunderkrankung als auch der
Therapeutikanebenwirkungen. So wird denn auch als erster Therapieversuch soweit als
moglich eine Reduktion der Parkinson-Therapeutika-Dosis oder eine Umstellung angestrebt.
(Ubersicht bei Juncos (Juncos 1999)). Wenn die Psychose sehr ausgeprigt ist oder eine
Therapie-Umstellung unmoglich ist, muB man auf Neuroleptika zuriickgreifen. Die
konventionellen hochpotenten Neuroleptika wie Haloperidol sind bei Parkinson—Patienten
jedoch kontraindiziert, da sie die Symptomatik noch verstirken und den Verlauf
beschleunigen konnen. Deshalb werden i.a. atypische Neuroleptika wie Clozapin, Olanzapin
oder Quetiapin verwendet. Aufgrund ihrer hohen Affinitit fiir Serotonin2-Rezeptoren anstelle
von Dopamin-Rezeptoren haben sie kaum extrapyramidale Nebenwirkungen. Wie bei Juncos
(Juncos 1999) beschrieben, schligt bei iiber 80% die Therapie an. In einem Teil der Fille
muBte die Therapie aufgrund der Nebenwirkungen wie Sedation, Delirium, Orthostase, oder
Schwindel abgebrochen werden. Trotz dieser positiven Effekte ist man in der Verwendung
von Clozapin doch sehr zuriickhaltend, und zwar aufgrund der seltenen, aber ernsten
Nebenwirkung der Agranulozytose. Aus diesem Grund hat man neuere atypische

Neuroleptika wie Olanzapin und Quetiapin entwickelt, die dieses Risiko nicht mehr haben.

2.2.3.2 Nicht -Medikamentdse Therapien
2.2.3.2.1 Neurochirurgische Therapien
Die neurochirurgische Intervention ist besonders schweren, mit der medikamentdsen Therapie

nicht zu beherrschenden Fillen vorbehalten, denn die Gefahr, perioperativer Komplikationen
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mit der Folge kognitiver Beeintrdchtigungen, Gleichgewichts- oder Gangstorungen ist doch
gegeben. Zur Zeit gibt es zwei klassische und zwei neuere Therapieansitze. Die klassischen
Ansitze sind die Thalamotomie und die Pallidotomie und die zwei neueren Ansitze sind die
,,deep-brain“-Stimulation und Transplantation. Bei der Thalamotomie werden stereotaktische
Lasionen im Ncl. Subthalamicus oder im Ncl ventralis intermedius gesetzt. Der klinische
angestrebte Effekt ist eine Reduktion des Tremors auf der kontralateralen Seite (im
Allgemeinen um iiber 80%), so daB sich diese Therapie fiir schwerwiegenden, stark
beeintrichtigenden Kopf- oder Rumpftremor anbietet, jedoch verbessert sich dadurch nicht
die Fihigkeit der Patienten, Alltagsaufgaben zu erledigen. Bei der Pallidotomie werden die
Lisionen im inneren Segment des Globus Pallidus gesetzt. Dadurch vermindern sich in tiber
80% der Fille die Medikamenten-induzierten Dyskinesien, und auch der Tremor, Rigor und
die Akinese werden signifikant vermindert (Taha, Janszen et al. 1999). Daher bietet sich diese
Therapie bei schwerer, medikamentds nicht mehr zu beherrschender Symptomatik an. Auch
wenn durch moderne bildgebende Verfahren und computergesteuerte Stereotaxiegerite die
Mortalitdt und Komplikationsrate gesunken ist, haben beide Therapieformen einen Nachteil:
Das Problem ist, da} die gesetzten Lasionen irreversibel sind. Haben die Patienten keinen
Benefit nach der Operation, miissen sie unter Umstinden dennoch Lebenslang unter den
Nebenwirkungen leiden. Deshalb ist man seit einiger Zeit dazu iibergegangen, die
anatomischen Lisionen durch funktionelle zu ersetzen. Dies wird mit der ,.deep-brain*-
Stimulation erreicht, bei der durch hochfrequente Stimulation ein funktioneller Block
geschaffen und somit das gleiche Resultat erzielt wird, wie mit der klassischen Methode
(siche Taha et al. (Taha, Janszen et al. 1999)). Diese Methode hat den Vorteil, dal} sie
reversibel ist, und dal man die Elektroden neu plazieren kann, wenn die berechneten
Zielkoordinaten nicht den erhofften Effekt erbrachten.

Bei den Transplantationen werden fetale mesencephale Neurone in das Striatum implantiert,
um die Funktion der Neurone der S.N. zu ersetzen. Die Neurone werden deshalb ins Striatum
und nicht in die S.N. implantiert, damit eine Verbindung zwischen Dopamin-produzierenden
Zellen und -empfangenden Neuronen erleichtert wird. Ein Teil der transplantierten Neurone
iberleben und reinnervieren einen Teil (bis zu 78%) des Striatums. Die Transplantate sind
funktionsfdhig, produzieren und sezernieren Dopamin, wie von Kordower et al. (Kordower,
Freeman et al. 1995) und Wenning et al. (Wenning, Odin et al. 1997) gezeigt werden konnte.
Fiir die Patienten verbessert sich die Symptomatik und stagniert fiir mindestens 4 Jahre. Bei
einigen Patienten verschlechterte sich der Zustand nach 4-7 Jahren, hiufig jedoch aufgrund

einer Progression auf der nicht transplantierten Seite. Autopsien zeigten, dass das Transplantat
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histologisch unbeeintrichtigt war. Bisher ist bei noch keinem Patienten eine Transplantat-
AbstoBung beobachtet worden, auch nach Absetzen der Immunsuppressiva nicht, obwohl bei
einigen Autopsiedaten T- und B-Lymphozyten im und am Transplantat beschrieben wurden
(Kordower, Freeman et al. 1995; Hauser, Freeman et al. 1999). Bisher ist diese Therapie
jedoch noch sehr experimentell, denn viele Faktoren beeinflussen die Qualitdt der
Transplantate: Alter und Anzahl der Donoren, Gewebeaufbereitung und -lagerung, Seite und
Anzahl der Implantate und Zusatzbehandlungen, v.a. mit neurotrophen Faktoren (siche auch
Borlongan et al. (Borlongan, Sanberg et al. 1999)). Zudem ist diese Therapieform ethisch sehr
umstritten, denn die Transplantat—Donoren sind menschliche fetale Aborte und es werden pro
Patient pro Seite 3-4 dieser Aborte bendtigt, da nur 5-20% der transplantierten Neurone
iiberleben. Die Uberlebensrate der Neurone konnte zwar durch zusitzliche Gabe von
neurotrophen Faktoren (,,Neurotrophinen*) (Granholm, Mott et al. 1997) oder durch Blockade
proapoptotischer Faktoren signifikant gesteigert werden (Schierle et al. (Schierle, Hansson et
al. 1999)), aber es werden trotzdem noch (zu) viele Feten benotigt. Aus diesen Griinden
versucht man alternative Quellen zu finden, wie z.B. embryonale mesencephale
Schweinezellen, humane neuronale Stammzellen, oder genetisch verdnderte humane Zellen.
Diese Zellen sind aber noch im Stadium der experimentellen Forschung, so dal man darauf

noch einige Zeit wird warten miissen.

2.2.3.2.2 Neurotrophe und -restaurative Therapieansatze

Nachdem der protektive und restaurative Effekt von GDNF im Tiermodell (Gash, Zhang et al.
1996) und in vitro an menschlichen Neuronen (Clarkson, Zawada et al. 1997) bekannt war,
versucht man jetzt, die dopaminergen Neurone vor weiterem Zelltod zu schiitzen, indem man
Neurotrophine wie GDNF intraventrikuldr appliziert (Gash, Zhang et al. 1996). Weitere
Applikationsmethoden um GDNF an den Ort des Geschehens zu bringen, werden gerade
untersucht, wie z.B.: genetisch verdnderte korpereigene Zellen, welche dann GDNF
produzieren oder korperfremde Zellen, die durch eine semipermeable Kapsel vor
Immunreaktionen geschiitzt werden sollen. Ebenso wird die Injektion von viralen Vektoren
oder einfach der kodierenden DNA, in geeigneter Form, untersucht, um ortstindige Zellen zu
transformieren. Doch auch diese Ansitze sind im Augenblick noch Gegenstand der
Forschung. Ebenfalls befinden sich neue Medikamente in der Forschung, wie z.B.:
Glutamatantagonisten, um die exzitatorischen Impulse zu vermindern, oder neurale Nikotin-
Rezeptor-Agonisten, die das striatale Dopamin erhdhen sollen, wie auch noch weitere

komplexe Wirkungen haben, und viele andere Medikamente mehr (Ubersicht bei Lang et al.
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(Lang and Lozano 1998)). Insofern bestehen Hoffnungen, dafl sich in ndherer oder fernerer

Zukunft neue Therapiemoglichkeiten in der Behandlung Parkinson-Kranker ergeben.

2.3 Tiermodelle zum Morbus Parkinson

Da der Morbus Parkinson natiirlicherweise nicht in der Tierwelt vorkommt, ist man zur
Erforschung neuer Therapien auf experimentelle Tiermodelle angewiesen. Seit langen schon
sind die Parkinson—Syndrome nach Neuroleptika—Therapie bekannt, und boten sich daher zur
Etablierung eines Tiermodells an. Durchgesetzt hat sich dabei das Reserpin—-Modell. Reserpin
entspeichert die Neurotransmitter—Granula in adrenergen Nervenendigungen im ZNS. Durch
die Entspeicherung der Dopamin-Granula kommt es dann zu einem Parkinson-idhnlichen Bild
mit Rigor, Tremor und Akinese. Dieses Modell wurde v.a. bei Ratten und Méiusen
angewendet, ist jedoch durch die fehlende Selektivitdt der Entspeicherung nicht Parkinson-
spezifisch. Die Entdeckung verschiedener Neurotoxine wie z.B. 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA) oder 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) sorgten fiir eine
spezifischere Basalganglien-Schidigungen, und damit fiir bessere Modelle. Von Ungerstedt
wurde 1968 (Ungerstedt 1968) erstmals die selektive Degeneration monoaminerger Neurone
im ZNS nach Applikation von 6-OHDA beschrieben. 6-OHDA ist Dopamin mit einem
weiteren Hydroxylion an Position 6 des Phenyl-Ringes. Dadurch kann es noch besser als
Dopamin oxydieren und freie Radikale (iiber die oben genannten Mechanismen) freisetzen,
und schidigt vermutlich iiber oxidativen Stre die Neurone. Wihrend 6-OHDA in der
Zellkultur relativ unspezifisch sowohl dopaminerge als auch nicht—-dopaminerge Neurone
schidigt (Michel und Hefti (Michel and Hefti 1990)), konnten Perese et al (Perese, Ulman et
al. 1989) als auch Sauer und Oertel (Sauer and Oertel 1994) zeigen, daBl sich sowohl bei
systemischer als auch intrastriataler Applikation bei Ratten ein Parkinson-Syndrom
entwickelt. Sauer und Oertel zeigten aullerdem noch den =zeitlichen Verlauf und die
Selektivitdt der dopaminergen Degeneration nach 6-OHDA- Injektion. Da man bei den Tieren
kaum Rigor, Tremor und Akinese wie beim Menschen diagnostizieren kann, werden als
Parameter Rotationstests, Laufrad-Tests, sensomotorische Tests und Labyrinth—Tests
verwendet, um die Spontanbewegungen zu testen. 1983 wurde von Langston et al. (Langston,
Ballard et al. 1983) ein Parkinson-Syndrom nach Einnahme von ,,synthetischem Heroin“ bei
vier Drogenabhingigen Personen beschrieben. Es stellte sich heraus, daf} sie ein Meperidin—
Derivat (1-Methyl-4-Phenyl-4-Propionoxy-Piperidin (MPPP)) aus einem illegalen Labor als
Heroin-Ersatz konsumiert hatten. Diese Proben waren jedoch mit einem Nebenprodukt der

MPPP-Synthese, 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) verunreinigt. Dieses
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MPTP erzeugte bei allen 4 Konsumenten ein schweres Parkinson—Syndrom, das auch nach
Absetzen der Drogen persistierte und gut auf L-Dopa ansprach. Auch histologisch konnte
postmortem eine Degeneration der dopaminergen Neurone der S.N. sowie vereinzelte Lewy-
Korperchen nachgewiesen werden. Die MPTP-Toxizitdt wird durch die MAO-B vermittelt.
Sie oxidiert MPTP zu 1-Methyl-4-Phenyl-2,3-Dihydropyridinium (MPDP) und dann zu 1-
Methyl-4-Phenylpyridiniumion (MPP+), das dann iiber einen Dopamin-Transporter aufge-
nommen wird, und die Atmungskette blockiert. Mit diesen Erkenntnissen war also mit MPTP
ein Neurotoxin gefunden, was sehr spezifisch wirkt, und daher inzwischen in verschiedenen
Tiermodellen eingesetzt wurde. So wurde es in Goldfischen (Pollard et al. (Pollard, Dhariwal
et al. 1992)]) und Ratten verwendet, wobei Ratten jedoch eine partielle Resistenz gegen
MPTP besitzen (Zuddas et al. (Zuddas, Fascetti et al. 1994)), und sich deswegen nicht so gut
eignen. Die groBte Ahnlichkeit mit dem idiopathischen Parkinson des Menschen weisen
jedoch Affen auf (Langston et al. (Langston, Langston et al. 1984) und Smith et al. (Smith,
Zhang et al. 1993)), wie durch Verhaltenstests und PET gezeigt wurde. Gleichermafen wurde
die Toxizitdt der verschiedenen Substanzen auch in neuronalen Zellkultur-Systemen u.a.
durch Michel und Hefti (Michel, Dandapani et al. 1990) (Michel and Hefti 1990), Sheehan et
al. (Sheehan, Palmer et al. 1997) und Walkinshaw (Walkinshaw and Waters 1994)
nachgewiesen. Hiermit stehen stabile, reproduzierbare Tiermodelle und Zellkultursysteme zur
Erforschung der Pathogenese und Entwicklung neuer therapeutischer Ansidtze des

idiopathischen Parkinsons zur Verfiigung.

2.4 Durch Ret-Mutationen verursachte Erkrankungen

Als Rezeptor fiir den neurotrophen Faktor GDNF wurde 1996 das Produkt des Ret-Proto-
Onkogens auf Chromosom 10(s.u.) entdeckt, wobei das RET-Protein schon lange vorher im
Zusammenhang mit anderen Erkrankungen bekannt war. Schon 1988 beschrieb Takahashi
(Takahashi, Buma et al. 1988) das Produkt des Ret-Onkogens als Rezeptor-Tyrosin-Kinase
mit einer extrazelluliren Domidne (ECD) mit einer Cadherin-Homologie Domidne und
Cystein-reichen Regionen, einer fransmembranen Domédne (TMD) und einer intrazelluldren
Doméne (ICD), mit zwei Tyrosin-Kinase (TK)-Dominen, die bei Ligandbindung autophos-
phoryliert werden (s.u.). RET liegt durch alternatives SpleiBen in drei verschiedenen
Versionen vor, als lange Variante mit 1114 Aminosduren (AS), mittellang mit 1106 AS und
als kurze Form mit 1072 AS, wobei diese Varianten keinerlei Einfluf auf die physiologischen
Funktionen haben (Tahira et al. (Tahira, Ishizaka et al. 1990)), im Gegensatz zu den beiden

unterschiedlich groBen Glycosylierungsvarianten mit 170kDa als reifes, membranstdndiges
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Protein und als 150kDa groB3e Variante, die ausschlieBlich im Endoplasmatischen Retikulum
vorkommt (Takahashi (Takahashi, Asai et al. 1993)). Physiologischerweise wird RET in der
embryonalen Entwicklung in verschiedenen Geweben, die v.a. aus dem Neuralrohr
abstammen, wie Schildriisen-C-Zellen, submukdsen enteralen Nervenplexus oder Neben-
nierenmark, exprimiert. Daher sind es v.a. diese Gewebe bzw. Organe, die bei Ret-Mutationen

betroffen sind und die Krankheitsbilder charakterisieren:

2.4.1 Multiplen Endokrinen Neoplasie 2A und 2B

Die Multiplen Endokrinen Neoplasien (MEN) Typ 2A und 2B sind durch Tumoren in
verschieden Organsystemen gekennzeichnet. Typ 2A umfasst medullire Schild-
driisenkarzinome, Phdochromozytome (c.a.50%) und Epithelkdrperchen-Hyperplasie mit
erhohten Kalzitonin- und Parathormon-Werten und hohen Adrenalinspiegeln, wihrend Typ
2B zusitzlich zu dem C-Zellkarzinom und Phiochromozytom multiple Mukosa-Neurome und
z.T. auch Symptome einer Neurofibromatose hat (wenn zu den C-Zell-Karzinomen keine
weiteren Tumoren hinzukommen besteht das Syndrom der familidiren medulldren
Schilddriisenkarzinome (FMTC)). Diese Verdnderungen werden alle durch aktivierende
Mutationen im Ret-Gen verursacht, die je nach Lage der Mutation stdrkere oder weniger
starke onkogene Potenz besitzen (Rossel, Pasini et al. 1997). Fir MEN 2A liegt diese
Mutation fast immer an dem Cystein-Rest in Position 634 in der ECD (Santoro, Carlomagno
et al. 1995) (Wihrend beim FMTC die Cysteine 609, 611, 618 oder 620 betroffen sind
(Ubersicht bei Ponder (Ponder 1999))), wodurch eine Ligand-unabhiingige Rezeptor-
Dimerisation und dadurch eine konstitutive Aktivierung stattfindet. Bei der MEN 2B liegt die
Mutation fast ausschlieflich beim Methionin in Position 918 in der TK-Region (Carlson
(Carlson, Dou et al. 1994)), wodurch die Tyrosin-Kinase unabhéingig von Ligandbindung und
Dimerisation aktiviert wird, der Effekt jedoch durch Ligandbindung noch gesteigert werden
kann (Bongarzone (Bongarzone, Vigano et al. 1998)). Auch wenn beiden Mutationen die
Aktivierung von RET gemeinsam ist, konnte von Iwashita (Iwashita, Asai et al. 1996) und
anderen gezeigt werden, dal die MEN 2B-Mutation die potentere ist, v.a. in Verbindung mit

Ligandbindung (Ubersicht bei Ponder (Ponder 1999)).

2.4.2 M. Hirschsprung
Der M. Hirschsprung (Synonym: kongenitales Megakolon) ist durch eine segmentale
Aganglionose des Dickdarms gekennzeichnet mit pristenotischer Dilatation und Obstipation.

Verursacht wird diese Erkrankung durch Funktionsverlust-Mutationen (loss-of-function-
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Mutationen (LOF)) des RET-Rezeptors. Einiger dieser Mutationen liegen in der TK-Domine
(Arg972 was von Carlomagno et al. gezeigt werden konnte (Carlomagno, De Vita et al.
1996)), wihrend andere hidufger die ECD betreffen, so z.B. bei einigen Cystein-Resten
(Iwashita, Murakami et al. 1996) und den Serin- bzw. Phenylanalin-Resten in Position 32
bzw. 393 (Carlomagno, De Vita et al. 1996). Diese Cystein-, Serin- und Phenylanalin-Reste
scheinen v.a. fiir die korrekte Translokation des Rezeptors an die Zellmembran verantwortlich
zu sein, denn bei Experimenten konnte nachgewiesen werden, da3 Mutationen dort zu einer
stark verminderten Rezeptordichte fiihrten (Iwashita (Iwashita, Murakami et al. 1996),
Carlomagno (Carlomagno, De Vita et al. 1996)). Diese verminderte Rezeptordichte fiihrt dann
dazu, daB die enteralen autonomen Nervenplexi nicht ausreifen. Einige Mutationen im Leucin
an Position 64 bzw 393 beeinfluBen die GroBle des RET-Rezeptor-Proteins (Ito et al. (Ito,
Iwashita et al. 1997)) welche auch mitverantwortlich ist fiir die Glycosylierung und die

Translokation an die Zellmembran.

2.5 Rezeptor — Tyrosin — Kinasen

Die  Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) sind transmembrane Glykoproteine, die
Schliisselfunktionen in Signalwegen der Zellproliferation, -differenzierung, -migration und -
metabolismus haben (Ubersicht bei Ullrich und Schlessinger (Ullrich and Schlessinger
1990)), sowie bei pathologischen Prozessen wie Tumorgenese (Porter and Vaillancourt 1998),
Diab. Retinopathie und Atheriosklerose (Pawson 1995). Diese Rezeptoren katalysieren den
Transfer des y-Phosphats von ATP auf die Hydroxyl-Seitenkette von Tyrosin-Resten in
Proteinsubstraten. Liganden sind i.a. Wachstumsfaktoren wie Epidermaler Wachstumsfaktor
(epidermal growth factor (EGF)), Thrombozytenabstammender Wachstumsfaktor (platelet
derived growth factor (PDGF)) oder Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor
(FGF)) und andere. Die membranstindigen Rezeptoren haben alle den gleichen Grundaufbau:
Eine glykosylierte extrazellulire Doméne (ECD), dann eine hydrophobe transmembrane
Domine (TMD) und eine intrazellulare Doméne (ICD). Die intrazelluldre Domine teilt sich in
die juxtamembrane Region, die katalytische Tyrosin-Kinase (TK) und einen C-terminalen
Abschnitt auf. Wihrend die transmembrane Helix und die ICD bei allen RTKs ziemlich
uniform sind, unterscheiden sich die extrazelluliren Doménen innerhalb der Familie doch
erheblich, so gibt es u.a. lineare Molekiile, Immunglobulin-dhnliche (Ig-like) oder Cystein-
reiche Dominen u.s.w. (Ubersicht bei Hubbard (Hubbard 1999)). Daher eignen sich diese
Differenzen dazu, die RTKs in Subklassen einzuteilen, die i.a. nach ihrem prominentesten

Vertreter benannt werden:
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Abbildung 3: Aufbau verschiedener RTKs und Einteilung in Subklassen aufgrund
der unterschiedlichen ECD nach Hubbard. Genannt sind jeweils die Hauptver-
treter der Subklassen. Die Legende ist rechts gegeben.

Die meisten RTK liegen in Abwesenheit des meist 16slichen Liganden als Monomere vor, mit
Ausnahme des Met—Rezeptors, der an einer transmembranen B-Kette eine kurze, iiber
Disulfidbriicken gebundene, extrazellulire «-Kette besitzt, und der Insulinrezeptor-
Subfamilie, welche Heterotetramere aus je zwei a- und B-Ketten bildet. Charakteristisch fiir
die PDGF-Familie sind relativ groBe Insertionen in der TK-Region, wohingegen die
Mitglieder der Eph-Subfamilie ein Steriles Alpha Motiv (SAM) an ihrem C-Terminus tragen.
Die Aktivierung der RTK benotigt zwei Prozesse: Die Stimulierung der katalytischen
Aktivitdt, und die Herstellung von Bindungsstellen fiir die Substrat-Proteine. Dies wird 1i.a.
durch Rezeptor-Oligomerisation ermoglicht, was zur Transphosphorylierung der Rezeptoren
fiihrt. Dadurch dndert sich der Aktivitidtsstatus der TK, und extrazelluldre Signale durch
Ligandbindung konnen potenziert nach intrazelluldr vermittelt werden. Die genaue Funktion
der Oligomerisation ist noch relativ unklar. Die vermuteten Griinde sind: Eine Stabilisierung
der Aktivititsschleife (s.u.) der TK-Doméine, was dann zu einer Akkumulation von ATP, als
Substrat fiir eine Phosphorylierung, in dieser Aktivititsschleife fithrt. Zum anderen fiihrt die
Konformationsidnderung zu einer lokalen Vermehrung der katalytischen Doménen und der
Tyrosin-Reste im Bereich der Oligomerisation und dies fiihrt zu einer Steigerung des Effekts
(Weiss and Schlessinger 1998).

Der ProzeB der Ligandbindung an die ECD ist z.Zt. am besten am Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktor-Rezeptor]l (/nsulin-like growth-factor—receptor/ (IGF-1R)) untersucht
(Garrett et al. (Garrett, McKern et al. 1998)). Dort wurde mit Hilfe von hochauflosenden
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Rontgenstudien die 3D—Struktur der ECD ermittelt, und konnte in 3 Unterdoménen aufgeteilt
werden. Die Doménen 1 und 3 sind sog. L-Doménen, die aus B-Helices bestehen, und deren
N- und C-terminalen Enden mit o-Helices umschlossen sind. Doméne 2 besteht aus
Disulfidbriicken-gebundenen Cystein-reichen Modulen. Die Seitenkette des Tryptophanrestes
an Position 176 dieser Doméne sind in den hydrophoben Kern der L1 Doméne eingebunden,
und stabilisieren so die relative Orientierung zur 1.2 Doméne. Dadurch bilden sie eine Spalte,
in der dann IGFI gebunden wird. Dies wurde auch durch Mutationsanalysen innerhalb der
drei Domiinen bestitigt (Roach et al (Roach, Zick et al. 1994)).

Die intrazellulire TK-Domine besteht aus flexiblen Segmenten, ein aus fiinf B-Helices
bestehender N-terminaler Lappen, und ein etwas groBerer, a-helikaler, C-terminaler Lappen.
Die ATP-Bindungsstelle liegt in der Tasche zwischen beiden Lappen, und die Substrate
binden an den C-terminalen Lappen. Die intrazelluliren Prozesse der TK sind ebenfalls am
besten am Insulinrezeptor untersucht (Hubbard, Wei et al. 1994). Der inaktive Zustand der
TK wird durch die Aktivitédtsschleife (,,A-loop*) gewdhrleistet, die unphosphoryliert mit der
ATP-Bindungstelle interferiert. Erst wenn sie an Tyr1162 phosphoryliert wird, féllt die
Autoinhibition weg (Wilden, Kahn et al. 1992). Dadurch wird die basale Aktivitédt erhoht, und
wenn zusdtzlich noch Tyrl158 wund 1163 phosphoryliert werden, findet einen
Konformationsidnderung der Aktivitidtsschleife, sowie von C- und N-terminalen Lappen statt.
Diese Konformationsdnderung bringt den C- und N-terminalen Lappen néiher aneinander und
stabilisiert die Aktivitdtsschleife (Hubbard, Wei et al. 1994). Dies ist wichtig fiir die
Substratspezifitit. Phosphorylierung von Tyrosin-Resten auflerhalb der A-loop (innerhalb des
C-terminalen Lappens) schaffen Bindungsstellen fiir Proteine mit Phospho-Tyrosin-
Erkennungssequenzen, wie den src-Homologie-Doméinen (src-homology domain) SH2, SH3,
Pleckstin-Homologie-Doménen (pleckstrin ~omology domain) PH und Phospho-Tyrosin-
Bindende-Domine (phosphotyrosine-binding domain) PTB-Dominen. Diese spez. Er-
kennungssequenzen wurden erstmals im src-Genprodukt pp60src nachgewiesen, weshalb sie
src-homology domain (SH)2 und 3 bzw als pleckstrin homology domain (PH) bezeichnet
werden (Ubersicht bei Pawson (Pawson 1995)). Kiirzlich wurden neue Phospho-Tyrosin-
Bindungssequenzen im Insulinrezeptorsubstrat (IRS1) gefunden, die kaum Ahnlichkeit mit
den bekannten Erkennungssequenzen besitzen, und deren Funktion noch nicht genau bekannt
ist (van der Geer, Wiley et al. 1996). Nachdem ein Peptid an den C-Lappen gebunden hat,
finden Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Substrat und der A-loop statt. Dadurch
konnen nur die lingeren Tyrosin-Reste, und nicht Serin-/Threonin-Reste die aktive Seite

erreichen (Zhou, Carraway et al. 1995) und phosphoryliert werden. Substrate fiir die RTKs
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sind eine Vielzahl intrazelluldrer Signalproteine, Rezeptoren und andere Polypeptide

(Ubersicht bei Mayer und Baltimore (Mayer 1993)).

2.5.1 Phosphatidyl-Inositol-3-Kinasen

Die Phosphatidyl-/nositol-3-Kinasen (PI3K) werden nach Domin und Waterfield (Domin and
Waterfield 1997) anhand ihres unterschiedlichen Aufbaus in drei Klassen unterteilt. Klasse I
besteht aus einer katalytischen Untereinheit mit relativ konstanter Grée und einem
regulatorischen Adapter mit variablen GroBe. Die Klasse II sind groe Proteine, die eine
Phosphatidylinositol-Kinase (PIK) und eine katalytische Domine beinhalten. Die Kinasen der
Klasse III haben sehr viel Ahnlichkeit mit der katalytischen Domiine der Klasse I, ihnen fehlt

jedoch die ras-bindende Doméne und die Assoziation mit regulatorischen Untereinheiten.

class Io

e~~~ > W — 100, B,0 kinases
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Abbildung 4: Einteilung der PI3K anhand ihrer Untereinheiten aus Fruman et al
(Fruman, Meyers et al. 1998). Legende: solide Rechtecke: Katalytische D, solide
Ovale: PIK-D, offene Ovale: ras-Bindende D, schraffierte Ovale: rho-GAP-
Homologe D, schraffierte Rechtecke: SH2-D, schraffierte Kreise: SH3-D, solide
Rauten: Proline-Reiche D, schraffierte Rauten: C2-D, offene Rauten: PX-D,
Sdgezahn-Linie: p85-Interaktions-Region in Klasse I,

Allen drei Klassen ist gemeinsam, da} sie als Phospholipid-Kinasen Phosphatidylinositol
phosphorylieren, und so ,,second messenger*-Molekiile wie Diacylglycerol und Inositol-
phosphat generieren, und die Membrantopologie verdndern. V.a. die Klasse I PI3Ks besitzen

zusitzlich auch Protein-Kinase-Aktivitdt. Dies liegt am Aufbau, denn die katalytischen
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Untereinheiten besitzt eine Ras-bindende Doméne, wihrend die regulatorischen Unter-
einheiten SH2-, SH3-, GTPase-aktivierende Proteine der rho-Familie (rho-GAPs) Homo-
logie-Regionen und Prolin-reiche-Regionen besitzen. Die katalytische Untereinheit besitzt
Serin-Kinase-Aktivitdt und phosphoryliert vornehmlich Serin-Reste in den regulatorischen
Adaptern, oder innerhalb der katalytischen Einheit selbst, wodurch die Aktivitdt gesteuert
wird. Ebenfalls einen Einfluf3 auf die Aktivitdt besitzt das kleine G-Protein Ras, was durch
Bindung von GTP aktiviert wird. Dann kann Ras-GTP mit der katalytischen pl110-
Untereinheit reagieren, und sie zur Produktion von Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
anregen. Ein Komplex aus den p110/p85 Untereinheiten ist in der Lage z.B. IRS-1 u.d. zu
phosphorylieren. Von den Adapter-Molekiilen ist die p85 Untereinheit bisher am besten
untersucht (Ubersicht bei Fruman und Meyers (Fruman, Meyers et al. 1998)). Durch Bindung
von Peptiden an die SH2-Dominen wird die intrazelluldre Lokalisation ebenso wie die
Aktivitdt der PI3K reguliert (Backer, Myers et al. 1992; Zhou, Carraway et al. 1995), so
bindet Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat ebenfalls an SH-2 Dominen und reduziert die
Aktivitit des Komplexes (Rameh, Chen et al. 1995). Ahnliches wird fiir die SH3-bzw die rho-
GAP-Homologie-Doménen angenommen. So binden dort u.a. src, Ick, lyn, cbl sowie die G-
Proteine rho, rac und cdc42, wodurch vermutlich ein Teil der antiapoptotischen Wirkung
vermittelt wird (s.u.) (Franke, Kaplan et al. 1997), wihrend die meisten zelluldren Effekte
durch die Phosphatidylinositol-Phosphate vermittelt werden.

2.5.2 Serin-/Threonin-Kinasen

Im Gegensatz zu den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind die Serin- / Threonin-Kinasen deutlich
weniger gut untersucht und beschrieben. Zu dieser Kinasen-Gruppe zihlen unter anderem
auch Akt, die MAPK, C-abl und PDKI1(s.u.) (Cross, Scheel-Toellner et al. 2000). Da die
Serin- / Threonin-Kinasen im allgemeinen intrazellulidr lokalisiert sind, fehlt ihnen meist die
ECD. Nach Kandel und Hays (Kandel and Hay 1999) besitzt z.B. Akt lediglich eine Doméne
zur Bindung an PtdIns-3,4,5-P und an RTK, anschlieBend eine katalytische Doméne mit
Serin- / Threonin-Kinase-Funktion und eine regulatorische Domine, die vermutlich die
intrazelluldre Verteilung des Proteins steuert. Vor einigen Jahren noch war die allgemeine
Theorie iiber die Funktion der Serin- / Threonin-Kinasen, dal sie lediglich die 3D-Struktur
der Zielproteine verdndern (Yaffe, Rittinger et al. 1997), wihrend man heute weil}, dal sie
ebenfalls Bindungstellen fiir andere Proteine in ihren Zielproteinen schaffen, vergleichbar mit
den SH-Dominen bei den RTK (Lu, Zhou et al. 1999) (Li, Smith et al. 1999). Relativ gut
untersucht ist bei Akt die Aktivierung durch die PDK1 (Kandel and Hay 1999). Hierbei ist die
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Phosphorylierung von Akt an Serin-Resten innerhalb der regulatorischen Domine (je nach
Isoform AS 472-474) und an Threonin-Resten (AS 308,309 oder 302) innerhalb der
katalytischen Doméne zur Aktivierung notwendig. Wenn die Kinasen an den Serin- /
Threonin-Resten phosphoryliert sind, konnen dort Proteine mit bestimmten Phosphoserin- /
Phosphothreonin-Bindungstellen  binden. Diese  Erkennungssequenzen sind  z.B.
Bindungsstellen innerhalb des 14-3-3 Proteins, der F-box-Proteine, der Forkhead-Familie oder
Pinl bzw. Nedd4 (s.u.) (Barinaga 1999). Fiir das 14-3-3-Protein ist diese Bindungsstelle ein
Box1-Motiv im C-terminalen Ende (Ichimura, Ito et al. 1997) wihrend sie in den F-box-
Proteinen eine sogenannte WD40- oder auch Leucin-reiche-Doméne ist, in der Forkhead-
Familie sind es Forkhead-assozierte (FHA)-Dominen aus 75 AS mit 3-4 Sequenzwieder-
holungen und in den Proteinen Pinl oder Nedd4 sind es Tryptophan-Tryptophan (WW) -
Dominen, die phosphorylierte Serin- oder Threonin-Reste erkennen (Barinaga 1999) (Yaffe,
Rittinger et al. 1997) (Lu, Zhou et al. 1999). Allen diesen Proteinen bzw. den Bindungsstellen
in ihnen ist gemeinsam, dafl sie phosphorylierte Serin- / Threonin-Reste erkennen und daran
binden. Dadurch erfiillen sie eine Vielzahl von Aufgaben, so verhinderte eine Bindung an 14-
3-3-Protein z.B. den Transport von Proteinen in den Zellkern (Brunet, Bonni et al. 1999) und
die Bindung an Pinl oder Nedd4 fiihrt zu einer Protein-Degradation (Lu, Zhou et al. 1999).
So vermitteln die Serin- / Threonin-Kinasen viele der durch Rezeptor-Tyrosin-Knasen nach
intrazelluldr vermittelten Signale weiter (Yaffe, Rittinger et al. 1997) und in Zukunft werden

wohl noch eine Menge ihrer Funktionen erforscht und entschliisselt werden.

2.6 Neurotrophe Faktoren

Neurotrophe Faktoren sind 16sliche Polypeptide, die fiir das Uberleben bestimmter Neurone in
der Entwicklungsphase und im Erwachsenenstadium notwendig sind. Viele Proteine sind (oft
unkorrekterweise) als neurotrophe Faktoren bezeichnet worden, da sie das Uberleben von
Neuronen fordern. Die ,neurotrophe Hypothese®, wie sie u.a. von Barde (Barde 1988)
beschrieben wurde, gibt drei Hauptkriterien fiir die Einteilung als Neurotrophin an: Erstens
miissen Neurone auf dieses Peptid fiir ihr Uberleben angewiesen sein, zweitens miissen sie in
ithrer biologisch aktiven Form vorliegen und von Zellen des Zielgewebes, in dem sich die
neuronalen Zellen befinden, produziert werden, und drittens darf es nur in sehr geringen
Konzentrationen im Zielgewebe vorhanden sein, um eine korrekte Organreifung zu
ermOglichen. Denn hohe Konzentrationen von Wachstums- oder neurotrophen Faktoren
verhindern den programmierten Zelltod und fiihren zur Tumorentwicklung in der

Embryonalphase (siehe auch Barde (Barde 1988)). Die neurotrophen Faktoren, die den O.G.
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Kriterien entsprechen, werden in verschiedene Familien eingeteilt: Zur NGF-Familie
(Neurotrophine) zdhlen der Nerven-Wachstumsfaktor (nerve growth factor (NGF)), der
Gehirn-abstammende Wachstumsfaktor (brain derived neurotrophic factor (BDNF)) und
Neurotrophin-3 (neurofrophin (NT-3)) bis NT-6, in die Neurokin-Familie werden der ziliare
neurotrophe Faktor (ciliary neurotrophic factor (CNTF)) und der Leukidmie-Inhibitionsfaktor
(leukaemia inhibitory factor (LIF)) eingeteilt, wihrend man den Gliazell-abstammenden
Wachstumsfaktor (glial-cell-line derived neurotrophic factor (GDNF)), den Neurturin
(neurturin (NTN)) und den transformierenden Wachstumsfaktor (7ransforming growth factor
(TGF)) zur TGFB2-Familie zdhlt. Im molekularen Aufbau unterscheiden sich die Familien
z.T. stark, so zeigen die Neurokine Cytokin-Struktur wihrend die NGF-Familie und TGFp2-

Familie als gemeinsames Merkmal den sog. Cystein-Knoten aufweisen. :

Abbildung 5: Cystein-Knoten-Motiv der Mitglieder
der NGF-und TGFf -Familie; aus (McDonald and
Hendrickson 1993)

Dieses Motiv wiederholt sich bei den meisten Mitgliedern der neurotrophen Faktoren, wie
z.B.: der NGF-Familie, der TGFp2-Familic oder der PDGF-Familie, als Beispiel fiir
Wachstumsfaktoren allgemein (Ubersicht bei McDonald und Hendrickson (McDonald and
Hendrickson 1993)). Dabei bilden sich Disulfidbriicken zwischen Cystein—Resten aus, so dal3
ein Knoten entsteht. Bei NGF ist dies z.B.: Cystein(C)5 5.C'% und C®*-C"°, mit denen durch
zwei kurze Aminosdureketten (C-X-X-C) ein Ring gebildet wird, durch den sich die dritte
Disulfid-Briicke zwischen C"”—C* hindurchstiilpt (Sieche Abb.5). GleichermaBen wie der
Cystein-Knoten gehoren auch vier langgezogene, gedrehte, antiparallele [B-Stringe zur
typischen Struktur der neurotrophen Faktoren. Die 4 Stringe sind unterschiedlich lang und
gedreht, wobei der B4-Strang zur Stabilisierung des Protomers stidrker gedreht ist als die
anderen. Die Spezifitdt der verschiedenen Neurotrophine wird durch drei variable Regionen
sowie verschiedene N- / C-terminale Sequenzen gewihrleistet (Kruttgen, Heymach et al.

1997; Kullander, Kaplan et al. 1997). So besitzt die TGFP2-Familie im Gegensatz zu NGF-
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Familie oder PDGF-Familie z.B. Helices in der V1/V2 und N-terminalen Region (McDonald
and Hendrickson 1993). Interessanter Weise werden von allen Mitgliedern der Cystein-
Knoten-Superfamilie Homodimere gebildet, jedoch mit unterschiedliche Mechanismen und
Orientierungen. So binden NGF-Protomere parallel iiber nicht-kovalente hydrophobische
Krifte, so daB der Eindruck einer Spiegelung entsteht. Die TGFP2-Familie und PDGF-
Familie besitzen zusitzlich zu den Cystein-Resten innerhalb des Knotens noch
Disulfidbriicken und Cysteine, die mit Cysteinen in den anderen Protomeren eine kovalente

Bindung eingehen, wodurch antiparallele Dimere entstehen

NGF TGF-B2 PDGF

Abbildung 6.: Struktur der Bindungen in den Dimeren von NGF, TGF[2 und
PDGF. Aus (McDonald and Hendrickson 1993).

Dadurch wird die Konformation und die biologische Aktivitdt stabilisiert, denn in
physiologischen Konzentrationen (z.B. von NGF (Narhi, Rosenfeld et al. 1993)) liegen die
neurotrophen Faktoren fast ausschlieBlich als Dimere vor, zudem sind diese Bindungen
wichtig fiir die Rezeptorspezifitit. Die Effekte der neurotrophen Faktoren variieren mit der
Zellart, dem Applikationszeitpunkt, der Konzentration und den zur Verfligung stehenden
Rezeptoren (Ubersicht bei Henderson (Gouin, Bloch-Gallego et al. 1996; Henderson 1996)).
Dies wurde v.a. mit Knock-out-Méusen fiir die verschiedenen Neurotrophine oder deren
Rezeptoren dargestellt. So zeigte Ernfors et al. (Ernfors, Lee et al. 1994), das bei Méusen, bei
denen NT-3 ausgeschaltet war, Defizite in der Propriozeption und im peripheren
Nervensystem (PNS) auftreten, wohingegen bei Null-Mutanten fiir NGF Sensibilitéts-
storungen und Defizite bei sympathischen Neuronen auftreten ((Crowley, Spencer et al.
1994)). Mc Allister et al. (McAllister, Lo et al. 1995) konnten in einer Serie von
Experimenten zeigen, dal3 die Zellen im Kortex je nach Schicht unterschiedlich reagieren.
Wihrend die Zellen aus Schicht 4 und 5 durch BDNF zur Bildung von Dendriten angeregt
werden, verhindert BDNF gleichzeitig das Dendritenwachstum von Schicht 6. Anders aber
bei der Behandlung mit NT-3, da reagieren Schicht 5 und 6 dafiir aber 4 nicht (McAllister,
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Katz et al. 1997). Neurone wechseln auch im zeitlichen Verlauf in ihrer Abhédngigkeit
gegeniiber den neurotrophen Faktoren, wie an trigeminalen Zellen von Davies gezeigt wurde
(Davies 1994). Nach einer Neurotrophin-unabhiingigen Phase kommt eine, in der durch
BDNF, NT-3/4 das Axonwachstum stimuliert wird. AnschlieBend wechseln die Zellen zu
NGF. Ahnliches wurde fiir Faktoren der TGFB2-Familie gezeigt: In Kombination mit anderen
Faktoren potenzieren sie deren Effekte (Gouin, Bloch-Gallego et al. 1996) wihrend sie allein
(v.a. GDNF) meist dopaminerge Neurone vor dem Zelltod bewahren (Lin, Doherty et al.
1993). Fiir die Effektvermittlung iiber die spezifischen Rezeptoren konnten Minichiello und
Davies zeigen, dall bei Knockout-Méusen fiir den eigentlichen NT-3-Rezeptor (trkC) NT-3, in
geniigend hoher Konzentration, iiber andere Rezeptoren (trkA/trkB) der gleichen Familie, das

Uberleben von Neuronen vermittelt.

2.7 Signalwege

Extrazelluldre Stimuli wie z.B. die Bindung von neurotrophen Faktoren 16sen intrazellulidr
Effekte aus. Diese Effekte werden im allgemeinen durch intrazelluldre Signalwege vermittelt.
Einige dieser Signalwege werden im folgenden erkldrt, ohne jedoch Anspruch auf

Vollstindigkeit zu erheben, denn es werden fast tiglich neue Komponenten gefunden.

Legende:

—_— Stimulierung der nachfolgenden Komponente
Stimulierung der nachfolgenden Komponente,

_____ > Verbindung von RET zu anderen Signalwegen

e Stimulierung der nachfolgenden Komponente,

Verbindung von RTK-Ligandkomplexen zum Ras-Signalweg

------ | Hemmung den nachfolgenden Komponente
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2.7.1 Phosphatidylinositol-3-Kinase —Signhalweg

RTKsLigand Ret+Ret
+Ligan : JNK/SAPK-
i FAK] - ARac/tho-rel prot] > | ODC42 | —* | Siinaweg
N ~ >
GTPras I3K p70SeK \

MAPK-

/ R ,,, Signalweg
p1 20cb| PDK

AtprKC
Lamellipodien
Ral GDS|  14-3-3]| gjjgyng
Legende: — Stimulierung der nachfolgenden Komponente; —---- > 5.,
Verbindung von RET zu anderen Signalwegen; —-----% s.v., Verbindung von
RTK-Ligandkomplexen — zum  Ras-Signalweg; ————~—- | Hemmung der

nachfolgenden Komponente.

Eine Komponente der intrazelluldren Signaltransduktion ist die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K), eine heterodimere Kinase mit mehreren Protein-Bindungsstellen (SH2 / SH3 / PH-
Dominen). Eine Aktivierung der PI3K kann iiber mehrere Mechanismen stattfinden. Zum
Beispiel kann die PI3K direkt an einen aktivierten Rezeptor-Ligand-Komplex (RTK+Ligand)
binden, und dadurch phosphoryliert werden (Burgering and Coffer 1995). Ein Weg der
Stimulierung von EGF iiber die PI3K geht z.B. iiber eine Bindung des stimulierten EGF-
Rezeptors (im Schema nur als RTK+Ligand bezeichnet) mit dem Produkt des proto-Oncogens
plZOCbl, welches dann wiederum mit der PI3K assoziiert, und sie aktiviert (Soltoff and
Cantley 1996). Sonoda et al (Sonoda, Watanabe et al. 1999) zeigten, dal die PI3K auch durch
wtrel3 iiber die ,focal adhesion kinase* (FAK) aktiviert wird. Durch den Stref3, den H,O, auf
Zellen ausiibt, wird FAK phosphoryliert, und bindet dann an die PI3K, die dann wiederum
Akt phosphoryliert. Die FAK ist eine Protein-Tyrosin-Kinase, die durch Integrine stimuliert
wird, und so eine Bindung an eine extrazellulire Matrix vermittelt und aufrechterhilt.
Schlaepfer et al. (Schlaepfer, Hauck et al. 1999) beschreiben viele Assoziationsmoglichkeiten
fiir die FAK, u.a. auch src-Proteine und dhnliche, woriiber auch andere Signalwege wie JNK
oder MAPK angeregt werden. Eine andere Moglichkeit der PI3K-Stimulierung ist die
Bindung an aktiviertes Ras (GTPras, GTP gebundenes Ras) (Rodriguez-Viciana, Warne et al.
1994). Ras gehort in die Gruppe der kleinen G-Proteine (,,smallGTPase) die mit Rezeptoren
assozieren und GTP spalten. Ras ist ein weitverbreitetes, von einem Protoonkogen kodiertes
Protein, welches in vielen Signalwegen mitagiert und hiufig in Tumoren mutiert ist, wodurch

sein onkogenes Potential vermittelt wird.(Drivas, Shih et al. 1990) (Saez, Chan et al. 1994). .
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Die Aktivierung der PI3K durch GTPras kann durch ,ras-related guanine nucleotide
dissociation stimulator® (RalGDS), ein Dissoziationsfaktor aus der Gruppe der ,,GTPase
activating proteins* (GAP), unterbrochen werden (Albright, Giddings et al. 1993). Ebenso
wie durch RalGDS kann die Aktivitdt der PI3K auch durch Assoziation mit einem 14-3-3-
Protein beendet bzw. gehemmt werden (Bonnefoy-Berard, Liu et al. 1995) (Kosaki, Yamada
et al. 1998). Die 14-3-3 Proteine sind ubiquitdr vorhanden (Aitken, Collinge et al. 1992), und
binden v.a. Onkogen-Produkte (Ichimura, Ito et al. 1997).

Eine weitere Moglichkeit, die PI3K zu aktivieren, ist iiber die Ret-Rezeptor-Tyrosin-Kinase
(Ret, Ret + Ret). Van Weering et al (van Weering, de Rooij et al. 1998) konnten zeigen, daf3
Stimulierung des Ret-Rezeptors mittels GDNF oder EGF (als EGFR/Ret-Chimer) in einer
Aktivierung der PI3K resultiert, was dann zu einer Lamellipodien-Bildung (grofBe, flache
Zellausldufer, dhnlich wie Pseudopodien) fiihrt (van Weering and Bos 1997). Zusitzlich zu
den hier aufgefiihrten gibt es noch eine Vielzahl von Adaptermolekiilen, die zu einer
Aktivierung der PI3K fithren, so z.B. IRS-1 (Backer, Myers et al. 1992),
Phoshphatidylinositol-3-Phosphate (PtdIns-3,4,5-P3) oder Mitglieder der src-Kinasen—Familie
(Fruman, Meyers et al. 1998). Die Effekte dieser Molekiile sind noch relativ unklar, so wird
vermutet, das die PtdInsP3s eine autoregulatorische Funktion besitzen, wihrend die src-
Kinasen die intrazelluldre Lokalisation vermitteln und ebenfalls die Bindungseigenschaften
der PI3K beeinfluBen (Fruman, Meyers et al. 1998).

Die Effekte der PI3K sind genauso vielfiltig wie die Aktivierungs- bzw.
Deaktivierungsmechanismen. Ein Effekt ist die Produktion von ,second-messenger-
Molekiilen aus Phosphatidylinositol, z.B. zu Phosphatidylinositol-Phosphat (PIP),
Phosphatidylinositol-Diphosphat (PtdInsP,, PIP,) und Phosphatidylinositol -3,4,5-Triphosphat
(PtdIns(3,4,5)Ps, PIP3) (Fruman, Meyers et al. 1998). Diese ,,second-messenger‘‘-Molekiile
vermitteln eine Reihe von Signalen, wie Proliferation, zytoskelettale Organisation oder
Thrombozytenfunktion (Banfic, Tang et al. 1998; Fruman, Meyers et al. 1998). Eine Rolle der
PIP;s ist die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Phosphat abhingigen Kinasel
(phosphatidylinositol 3-phosphate dependend kinasel (PDKI1)), die dann die Serin- /
Threonin-Kinase Akt aktiviert (Anderson, Coadwell et al. 1998). PDK1 vermittelt aber auch
die PI3K-abhingige Aktivierung der arypischen Protein-Kinase C (atyp. PKC, PKCE). PDK1
wird von der PI3K an seiner PH-Domiine phosphoryliert, bindet dann an PKCE und aktiviert
diese dann ebenfalls (Belham, Wu et al. 1999). PKCE ist eine Protein—Kinase mit vielen
Zielproteinen z.B. Muskelproteine oder zytoskelettale Proteine in Neuronen. Ein weiteres

Substrat fiir die PI3K ist noch ein Mitglied aus den small-GTPasen, das zu den ,,rho-related
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proteins* gehdrende Rac (Uberall, Hellbert et al. 1999). So zeigte Chiariello et al, da3 je nach
Mutation in den Protein-bindenden Doménen, nach Stimulation u.a. auch Rac phosphoryliert
wird, und dann der JNK-Signalweg (iiber die cdc42, ein Protein der rho-Familie (Albright,
Giddings et al. 1993)) oder aber auch der MAPK-Signalweg aktiviert wird (Chiariello,
Visconti et al. 1998). Dadurch vermittelt Rac eine Schar von Effekten, wie Zellwachstum und
-transformation, Superoxid-Bildung oder sekretorische Effekte. Welch et al (Welch, Eguinoa
et al. 1998) konnten zeigen, dal Rac durch die PI3K aktiviert wird, was iiber eine Aktivierung
der p70°°* (p70 Ribosomalen S6 Kinase) zur Bildung von Lamellipodien und zur Formation
von Wellen der Membran fiihrt. Die p70S6k ist eine 70kDa grof3e Protein-Kinase, die zuerst
entdeckt wurde aufgrund ihrer Fihigkeit, in der S-Phase des Zellzyklus das Protein S6 zu
phosphorylieren, dadurch kommt es zum Ubergang von der GO zur G1 Phase, oder zu einem
Verbleib in der S-Phase (Chung, Grammer et al. 1994). Viele Kinasen konnen die p70*°
aktivieren, u.a. auch Akt (s.u.). Das z.Zt. interessanteste Substrat fiir die PI3K ist die Protein
Kinase B (PKB) oder auch Akt (Zellulires Homologe zum Produkt des Retrovirus Akt-8,
auch homolog zur PKC und A, daher auch PKB). Akt besitzt ebenfalls PH-Doméinen, mit
deren Hilfe es Homodimere bilden kann, was dann seine Serin- / Threonin-Kinase-Aktivitit
erhoht, und eine Translokation an die Plasmamembran gewihrleistet (Hemmings 1997). Die
Dimerisation bzw. Translokation wird zum einen iiber PIP, vermittelt (Franke, Kaplan et al.
1997), zum anderen durch die PDK1 (Anderson, Coadwell et al. 1998), oder durch direkte
Assoziation mit der PI3K. Die Effekte der Akt-Aktivierung sind Vielfiltig (s.u.).
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2.7.2 Der PKB/Akt-Signalweg

» Rac/rho-rel prot,

PTEN/
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Legende: — Stimulierung der nachfolgenden Komponente; —---- > 5.,
Verbindung von RET zu anderen Signalwegen; —-----% s.v., Verbindung von
RTK-Ligandkomplexen — zum  Ras-Signalweg; ————==- | Hemmung der

nachfolgenden Komponente.

Wie oben schon erwihnt, ist einer der hdufigsten Stimulierungsmechanismen fiir Akt die
PI3K-abhingige Phosphorylierung, sowohl die direkte als auch die indirekte iiber die PDK1
(und PIP,).

Die bisher einzige beschriebene Hemmung der Akt—Aktivitédt findet durch eine Phospholipid-
Phosphatase statt, dem Produkt des Tumorsuppressors PTEN/MMACI1 (phosphatase and
tensin homologue / mutated in multiple advanced cancers). Die PTEN-Phosphatase ist in der
Lage, sowohl Phospho-Tyrosin-Reste, als auch Phospho—Serin- / Threonin-Reste, wie auch
PIP3; zu dephosphorylieren (Myers and Tonks 1997; Maehama and Dixon 1998). Dadurch
reguliert es die Aktivitdt u.a. von Akt, weshalb es bei einem Verlust dieses Tumor-
Suppressor-Gens auf Chromosom 10 hiufig zu Malignomen kommt, was z.B. fiir Gliome,
Mamma- und Prostatakarzinome sowie fiir das Cowden-Syndrom beschrieben wurde (Cairns,
Okami et al. 1997; Liaw, Marsh et al. 1997; Rasheed, Stenzel et al. 1997; Rhei, Kang et al.
1997).

Die Signalwege, in denen Akt involviert ist, vermitteln i.a. anti-apoptotische Effekte. So wird
z.B. die Translation iiber folgenden, von Gingras et al. (Gingras, Kennedy et al. 1998)
beschriebenen Weg beeinflufit: Nach Aktivierung durch die PI3K phosphoryliert Akt die
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Kinase TOR / FRAP (target of rapamycin / FKBP12 and rapamycin-binding protein kinases),
eine PIK (phosphatidylinositol-kinase)-abhingige Kinase. Diese Kinasen phosphorylieren
dann Mitglieder der 4E-BP-Familie (elF4E-binding proteins), Proteine aus der Gruppe der
Translations-Repressoren. Nach der Phosphorylierung dissozieren die 4E-BPs von elF4E, was
dann mit zwei anderen Proteinen seiner Familie den Initiationskomplex bildet, und die
Translation CAP-tragender mRNA-Stringe beschleunigt. So forciert Akt durch Hemmung
eines Repressors die mRNA-Translation. TOR ist, genauso wie Akt, auerdem noch in der
Lage, direkt die p70s6k zu aktivieren (Burgering and Coffer 1995), was zu einer Erhhung
der Protein-Synthese-Rate fiihrt. Ein weiterer Effekt der Akt-Stimulierung ist die
Phosphorylierung der eNOS (endothelial nitric oxide synthase), wodurch sie aktiviert wird,
und NO (nitric oxide, Stickoxid) produziert (Dimmeler, Fleming et al. 1999; Fulton, Gratton
et al 1999). NO vermittelt als gasformiges ,,second-messenger-Molekiil
Blutdruckéinderungen und Angiogenese. Ein zusitzlicher nachgeschalteter Signalweg umfast
IKK (/xB Kinase) und c-myc (Ozes, Mayo et al. 1999). Hierbei wird die IKK durch Akt
angeregt, IkB (/nhibitor of &B) zu phosphorylieren. Dadurch dissoziert IkB von NFxB
(nuclear factor xB), einem Transkriptionsfaktor ab, der nun in den Nucleus wandern kann,
und seine Zielgene wie z.B. c-myc transkribieren kann. Das c-myc Genprodukt vermittelt
kontrdre Effekte: In Anwesenheit von Wachstumsfaktoren ist es notwendig zur
Zellproliferation, wohingegen es in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren Apoptose induziert
(Kauffmann-Zeh, Rodriguez-Viciana et al. 1997). So reagiert dieser gerade beschriebene
Signalweg auf eine Stimulierung mit PDGF (Romashkova and Makarov 1999) mit
Proliferation, wihrend z.B. TNFo (Tumor Necrose Faktor @) fast den gleichen Signalweg
benutzt und dabei Apoptose induziert, nur das die Rolle des Akt von NIK (NFkB-inducing
kinase) libernommen wird (Khwaja 1999).

Ein Eingriff in proapoptotische Signalwege ist z.B die Hemmung der Transkription des Fas-
Ligand-Gens. Dies geschieht FolgendermaBen: Akt phosphoryliert FKHRL1 (Forkhead
related LI), ein Mitglied der Forkhead-Trankriptionsfaktor—Familie. Durch die
Phosphorylierung kann FKHRL1 an 14-3-3-Protein binden, wodurch seine Translokation in
den Nukleus verhindert wird. In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren bindet FKHRL1 im
Nukleus an ein Forkhead-response-element im Promotor des Fas-Ligand—Gens, wodurch die
Transkription erhoht wird (Brunet, Bonni et al. 1999). FAS-Ligand kodiert fiir ein Zytokin,
Fas-L. Fas-L bindet bei apoptotischen Stimuli, wie z.B. UV-Bestrahlung, an seinen Rezeptor
Fas. Dieser Komplex inhibiert die Inhibierende-Protease Caspase 8 und BCL-X; oder BCL-2,

zwel antiapoptotische Proteine, die u.a. die normale Mitochondrienfunktion aufrechterhalten.
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Dadurch wird Cytochrom C aus den Mitochondrien frei, was Apafl (apoptotic protease
activating factor/), und die Caspase 9 (Cytosolic Aspartate-Specific cysteine proteases) bindet
und aktiviert (Green and Reed 1998). Caspase 9 ist der Startpunkt einer Caspasen-Kaskade,
die zu den typischen apoptotischen Verdnderungen wie Nukleus-Kondensation und
Chromatindegradation fithren. Eine dieser ausfiihrenden Caspasen (Execut. Caspase) ist ICE
(Interleukin-1B converting enzyme), und deren Substrat ist PARP (poly(ADP-ribose)
polymerase). Die Spaltung von PARP verhindert ihren DNA-Reparatur-Mechanismus, was
dann zum Zelltod beitrdagt (Martin 1995). Durch Hemmung dieses Weges iiber Inhibition der
Fas-Ligand-Transkription, oder iiber direkte Hemmung von Caspase 9 durch Akt (Cardone,
Roy et al. 1998) werden also Apoptose-Events verhindert.

Als erstes Substrat fiir Akt wurde die GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3) als Enzym
beschrieben, daBl die Glycogen-Synthese, als Antwort auf Insulinstimulation durch
Phosphorylierung der Glycogen-Synthase, reguliert. Die GSK-3 phosphoryliert eine Vielzahl
von Substraten, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, Translationsfaktoren, Mitglieder der BCL-2-
Familie, oder Caspasen. Wie von Pap und Cooper (Pap and Cooper 1998) beschrieben,
hemmt die Phosphorylierung der GSK-3 durch Akt deren pro-apoptotischen Aktivitéten.

1996 beschrieben Zha et al. die Phosphorylierung eines Mitglieds der BCL-2-Familie, von
BAD, durch Akt (Zha, Harada et al. 1996). Phosphoryliertes BAD gibt BCL-Xy, frei, wihrend
es selber an 14-3-3-Protein gebunden und im Zytosol gehalten wird. Durch diesen Weg wurde
erstmals eine Verbindung zwischen dem antiapoptotischen Effekt Akts und der Zelltod-
regulierenden BCL-2-Gen-Familie hergestellt. Das BCL-2-Gen wurde an einer Translokation
(t(14/18)) bei follikuldren B-Zell Lymphom (B cell lymphoma) gefunden, und kodiert fiir das
Zelltod-verhindernde onkogene Protein BCL-2. Eine Reihe von Proteinen mit
Sequenzhomologien wurden Identifiziert und in 3 Subfamilien eingeteilt (Korsmeyer 1999):
Erstens in Proteine mit starker Sequenzhomologie zu BCL-2 und antiapopototischer Wirkung,
hierzu zdhlen BCL-2, BCL-X;, BCL-W, MCL-1, Al, NR-13 und CED-9 (bisher nur in
C.elegans identifiziert). Zweitens in Proteine mit grofer Sequenzhomologie und
proapoptotischer Wirkung, hierzu werden BAX, BAK, BOK und BCL-Xg gerechnet. Drittens
in Proteine mit nur einer Sequenzhomologie (BH3) und ebenfalls proapoptotischer Wirkung,
dazu werden BID, BAD, BIK, BLK, HRK und BIM gezihlt. Die Proteine der Subfamiliel
sind membranassoziiert, und konnen zum einen iiber den Benzodiazepin-Rezeptor Megaporen
in der Mitochondrienmembran bilden, und dadurch deren Permeabilitit steuern (Kroemer
1997), und zum anderen, was den antiapoptotischen Effekt bringt, Mitglieder der Subfamilie 2
binden (Downward 1999), und so deren proapoptotischen Effekt verhindern. So beschreibt
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Korsmeyer, dal v.a. die Relation von BCL-2 und BAX iiber Leben und Tod der Zelle
entscheiden. BAX bindet an ein in der Mitochondrienmembran liegendes BAX und bildet
porenformende Homodimere, die die Mitochondrienfunktion destruieren und zum Freiwerden
von Mitochondrienbestandteilen wie Cytochrom C fiihrt. Cytochrom C aktiviert die
Caspasen-Kaskade, die zum Zelltod fithrt. Die Mitglieder der Subfamilie 3 haben v.a.
vermittelnde / regulatorische Funktion. So binden sie an die Subfamilie 1, und verhindern so,

daf} diese die Subfamilie 2 inhibieren konnen (Korsmeyer 1999).

2.7.3 Die MAPK-Kaskaden

| RTK + Ligand |
.

HSP2
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o /

* TPras INKK/SEK/ Ry
v v |MKK4 %@NK/SAPK » C-myC.
Raf I-MEKK MAPKAPK
CDK
v Raf2 MEKK1 MOS| —» MAPK1
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Legende: — Stimulierung der nachfolgenden Komponente; —---- > 5.,
Verbindung von RET zu anderen Signalwegen; —-----% s.v., Verbindung von
RTK-Ligandkomplexen — zum  Ras-Signalweg; ————~—- | Hemmung der

nachfolgenden Komponente.

Uber die MAPK-Kaskade werden zum GroBteil proliferative Effekte oder Strefreaktionen zu
sogenannten ,.immediate early genes* vermittelt. Aktiviert wird die Kaskade iiber Rezeptor-
Ligand-Komplexe (z.B. trkat + NGF), die dann GNEFs (Guanine Nucleotide Exchance
Factor) rekrutieren. Diese Komplexe aktivieren dann kleine G-Proteine (sGP) und dadurch
die Bindung von GTP und Ras. SGPs konnen auch unabhingig von GNEFs Ras aktivieren.
GTP gebundenes Ras (GTPras) bindet an das Onkogen-Produkt Rafl/Raf2 (eine
Proteinkinase) wodurch diese an die Plasmamembran transloziert und aktiviert wird. Aktives
Raf phosphoryliert dann MAP2K (MAPK-Kinase), die wiederum spezifisch die MAPK
(Mitogen activated protein kinase) aktiviert. Ein weiterer Aktivator der MAP2K ist die PKC
(Protein Kinase C), die sie sowohl direkt, als auch iiber GTPras oder Raf phosphoryliert.
Analog zu Rafl/2 konnen auch andere Proteinkinasen aktiviert werden, die ebenfalls die
MAP2K (oder die analogen Kinasen der Parallelwege, s.u.) phosphorylieren. Hierzu zihlen
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die MAP3K (MAPK-Kinase-Kinase), die -MEKK (/nsulin stimulated MEKK (MAP3K)) und
MOS (Mos-Protoonkogene-Produkt, steuert bei Xenopus laevis die Oozyten-maturation).

Die Substrate fiir die MAPKn sind vielféltig, so werden z.B.: MAPKAP-Kinasen (MAPK-
activated-protein-Kinase) oder die p90™* (90kDa ribosomal S6Kinase) phosphoryliert, was zur
Regulation der Gentranskription fiihrt, ebenso wie die Phosphorylierung des ,ternary
complex“-Faktors ELKI, ein Transkriptionsfaktor, der zur Induktion des c-fos—Gens fiihrt.
Ein weiteres Substrat fiir die MAPK sind die CDKs (cyclin-dependent-kinases). Ihre
Phosphorylierung fiihrt zu einer Inhibition ihrer Aktivitit, und dadurch kommt es zu einem
Stillstand des Zellzyklus (Pumiglia and Decker 1997). Ebenfalls von der MAPK
phosphoryliert werden die PLA2 (Phospholipase A2), deren Aktivierung fiihrt zu einer
Freisetzung von Arachidonsédure und Entziindungsmediatoren (Exton 1994) sowie der EGFR
(epidermal growth factor receptor). Dessen Phosphorylierung bringt eine Runterregulierung
(,,downregulation®) der Rezeptoren mit sich (Morrison, Takishima et al. 1993).

Je nach Stimulus konnen auf der Ebene von Raf auch noch die Parallel-Kaskaden aktiviert
werden. So fiihrt eine Stimulierung mittels TNF-o zu einer Aktivierung der MAP3K, die dann
die MKK4 (MAP2K-Isoform 4, synonym zu JNKK und SEK, s.u.) phosphoryliert. Die
MKK4/INKK ist wiederum spezifisch fiir die JNK/SAPK(Jun-N-terminal-kinase / stress-
activated-protein-kinase). JNK phosphoryliert das Protoonkogen-Produkt c-Jun, was dann zu
einer Erhohung der eigenen Transkriptionsaktivitdt fithrt. Wie c-jun dann zur Apoptose
beitrdgt ist noch unklar (Xia, Dickens et al. 1995). Ein weiteres Substrat fiir die JNK ist c-
myc, dessen Genprodukt vielfdltige Rollen in der Zellwachstumkontrolle wie RNA-
Transkription und -Translation etc., iibernimmt.

Wachstumsfaktorentzug fiihrt iiber eine Aktivierung der MAP3K oder der I-MEKK zur
Phosphorylierung von MKK3 (MAP2K-Isoform3) (oder ev. auch der JNKK) (Cobb and
Goldsmith 1995) die dann spezifisch p38/HOGI1 (38kDa MAPK-Isoform, high-osmolarity
glycerol responsel(bei Hefen)) aktiviert. P38/HOG1 aktiviert anschlieBend die MAPKAP-
Kinase2, welche wieder die HSP25 oder HSP27 (heat shock protein) phosphoryliert und
dadurch ihre antiapoptotische Wirkung inhibiert. Wie die kleinen HSP Apoptose verhindern,
ist noch nicht bekannt (Welsh and Gaestel 1998).
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2.7.4 Der GDNFR-Ret-Signalweg
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Legende: — Stimulierung der nachfolgenden Komponente; —---- > 5.,
Verbindung von RET zu anderen Signalwegen; —-----% s.v., Verbindung von
RTK-Ligandkomplexen — zum  Ras-Signalweg; ————~—- | Hemmung der

nachfolgenden Komponente.

Ein Ligand fiir den Ret-Rezeptor Signalweg ist GDNF, oder andere Vertreter aus der GDNF-
Subfamilie, der TGF-B Familie, wie z.B. NTN (Neurturin), ART (Artemin) oder PSP
(Persephin). Diese neurotrophen Faktoren binden an fiir sie spezifische Rezeptoren, so bindet
GDNF an GFRall (GDNF-Rezeptor-al), wihrend NTN an GFRo2, ART an GFRo3 und PSP
an GFRo4 bindet (Airaksinen, Titievsky et al. 1999). Der Neurotrophin / GFR-o-Komplex
interagiert anschlieBend mit RET (Rearranged in Transformation), und induziert deren
Homodimerisation. RET ist ein Protoonkogen-Produkt, dessen aktive Mutationen z.B.
Multiple Endokrine Neoplasien Typ2 (MEN2) oder Schilddriisenkarzinome verursachen,
wihrend inaktive Mutationen den M. Hirschsprung (kongenitales Megakolon)(s.0.) bedingen.
Nach der Homodimerisation und Autophosphorylierung kann RET je nach phosphoryliertem
Tyrosin-Rest Adapterproteine wie Grb2/7/10, Shc/Enigma oder der PLCy binden. Enigma
scheint fiir die korrekte Lokalisation von RET in ,,Signal-Zonen* verantwortlich zu sein. Die
PLCy (Phospholipase C) bildet IP3 (Inositol-Triphosphat) als ,,Second-messenger*-Molekiil,
was dann zu einer Freisetzung von Ca’" und Erhohung der intrazelluliren Konzentration
fiihrt. Dies kann dann viele Signalkaskaden aktivieren, u.a. auch die zur Regulation der
Genexpression, woraus sich das onkogene Potential erklédrt. Die PLCy kann auch unabhéngig
von RET iiber GPI-verankerten (Glycosiliertes Phosphatidyl-/nositol, ein Membran-Anker)
GFRa1 mittels Kinasen der Src-Familie aktiviert werden. Der Ret-Ret-Komplex ist auerdem
tiber GTPras in der Lage, den MAPK-Signalweg aktivieren (van Weering, Medema et al.

43



1995). Die PI3K ist ein weiteres Substrat von Ret, liber die zum einen Lamellipodienbildung
vermittelt wird (s.0.), und iiber die zu den rac/rho-related Proteinen (s.0.) gehdrende cdc42
den JNK-Signalweg aktiviert, und so Apoptose verhindert wird (van Weering and Bos 1997;
Chiariello, Visconti et al. 1998).
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3 Zielsetzung der Arbeit

Durch zahlreiche in vivo-Untersuchungen ist die gute neuroprotektive Wirkung des
neurotrophen Faktors GDNF in experimentellen Modellen des M. Parkinson belegt (Gash,
Zhang et al. 1996; Clarkson, Zawada et al. 1997; Granholm, Mott et al. 1997). Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass an den GDNF-Rezeptor oo (GFRa) gebundenes GDNF den Ret-
Rezeptor aktiviert und so seine zellulire Wirkung vermittelt (Jing, Wen et al. 1996;
Airaksinen, Titievsky et al. 1999) Rezeptor-Tyrosin Kinasen aktivieren verschiedene
intrazelluldre Signaltransduktionswege, von denen die MAP-Kinasen-Kaskade und der PI3K-
abhingige Signalweg die grofite Bedeutung zu haben scheinen. Insbesondere der PI3K-
Signalweg ist von groBem Interesse fiir neuroprotektive Ansitze, da er iiber die Aktivierung
der PKB u.a. ein anti-apoptotisches Signal vermittelt. Dabei scheint v.a. die PKB-abhingige
Phosphorylierung des BCL-2-Familie Mitglieds BAD eine Hemmung der Apoptose zu
fordern. Phospho-BAD wird an 14-3-3-Protein gebunden und kann dann nicht linger BCL-2
blockieren. Demgegeniiber konnte fiir den MAPK-Signalweg gezeigt werden, dal3
insbesondere neurotrophe Differenzierungseffekte vermittelt werden. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, die endogenen GDNF-vermittelten Signal-Transduktionswege zu
charakterisieren, und dabei insbesondere nachzuweisen, ob eine Verbindung zwischen dem
GDNEFR-Ret-Rezeptorkomplex und dem PI3K-Akt-BAD-Signalweg besteht. Ferner sollte
tiberpriift werden, ob dieser Signalweg als Reaktion auf Stimulation von neuronalen Zellen
mit GDNF funktional aktiviert wird. Dieser hypothetische Signalweg sollte folgende

Komponenten umfassen:

GDNF

L Ras MAPK

GDNFRa

Ret

PI3K |—» Akt —>| BAD

Legende: —» Stimulierung der nachfolgenden Komponente

Dabei sollte durch funktionelle Blockade der verschiedenen Schliisselproteine versucht
werden, deren Substrate auszuschalten und so einen bevorzugten Signalweg von GDNF zu
zeigen. Im einzelnen sollte eine Inhibition der PI3K eine Blockade der Aktivierung von Akt
und BAD durch GDNF zur Folge haben, wihrend eine Blockade der MAPK ohne Einflu} auf
die Phosphorylierung von Akt bleiben sollte. Ebenso sollte die Spezifitidt des Effektes von
GDNF auf den Signalweg durch Vergleich mit einem Kontrollfaktor, EGF, tiberpriift werden.
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4 Material und Methodik

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Geréate
Alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden — soweit nicht anders vermerkt — von

Boehringer Ingelheim Bioprodukte, Ingelheim und von Roth, Karlsruhe bezogen. Die sterile
Plastikware fiir die Zellkultur stammt von Falcon, New Jersey, NJ, USA. Alle Medien (RPMI
und DMEM) sowie das Fotale Kilber-Serum (FCS), Pferde-Serum, Trypsin, Glutamin,
Penicillin und Streptomycin wurden bei Gibco-BRL, Karlsruhe, bestellt.

Alle Chemikalien fiir das Protein-Assay nach Bradford (Bradford 1976) wurden bei Biorad,
Miinchen bezogen. Rh-GDNF und rh-EGF stammten ebenso wie Wortmannin, Genistein und
PD098059 von Sigma-Aldrich, Deisenhofen.

Die Rontgenfilme Kodak X-OMAT MA und Kodak Biomax light stammten von Eastman
Kodak, Rochester, USA.

Polyvinylidine difluoride (PVDF) Immobilon Membranen wurden von Milipor, Bedford, MA,
USA bezogen.

Folgende Gerite kamen zum Einsatz:

Die Zellen wurden in einem Sterikult 200 Inkubator kultiviert. Die Protein-
Gelelektrophoresekammer sowie die Blotkammer stammten von Biorad, Hercules, CA, USA.

Die Spannungsquellen stammten von Pharmacia LKB, Freiburg, BRD.

4.1.2 Zelllinien
Folgende Zellinien wurden eingesetzt:

SH-SY5Y-Zellen (Biedler, Helson et al. 1973), eine humane Neuroblastom—Zellinie, sowie
PC12-Zellen (Greene and Tischler 1976), eine Rattenphdochromozytom-Linie, stammten von

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig.

4.1.3 Puffer und Losungen
Folgende Standardpuffer (modifiziert nach Sambrook (Sambrook 1989) wurden eingesetzt:

TBS Puffer (pH 7,5): 20 mM Tris, 138 mM NaCl

TTBS Puffer: 20 mM Tris, 138 mM NaCl, 0,1% Tween 20

SDS Ladepuffer: 62.5 mM Tris-Cl (pH 6,8), 2% SDS, 10% Glycerol, 50 mM DTT,
0,1% Bromphenol Blau
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Zelllyse Puffer: 20 mM Tris-Cl (pH 7.,5), 150 mM NaCl, ImM EDTA, 1 mM EGTA, 1%
TritonX-100, 2,5 mM Natrium Pyrophosphate, 1 mM B-Glycerolphosphat,
ImM Na3;VOy, 1pg/ml Leupeptin, 1| mM PMSF
PBS Puffer: 138 mM NaCl, 4,3 mM Na,PO,, 1,4 mM KH,POy,, pH 7,4
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS
Bradford-Reagenz: 0,01% Coomassie Brilliant Blau G-250, 4,7% Ethanol, 8,5%
Phosphorsdure, H>0 ad 1 Liter

4.1.4 Antikorper
Zum Proteinnachweis wurden folgende Antikorper eingesetzt:

Der Anti-phospho-Akt-Antikorper (Polyklonales Kaninchen-1gG, erkennt AS S*473 in Maus
Akt), der Anti-total-Akt- Antikorper (ebenfalls polyklonales Kaninchen-IgG, erkennt AS 466-
479 in Maus Akt), der Anti-phospho-MAPK- Antikorper (polyklonales Kaninchen-IgG,
erkennt AS T*202 und T*204 der humanen MAPK), der Anti-total-MAPK- Antikorper
(ebenfalls polyklonales Kaninchen-IgG, erkennt AS 345-358 der Ratten-MAPK) sowie der
Anti-BAD-Antikorper (polyklonales Kaninchen-IgG, erkennt AS S112 in Maus-BAD)
stammten von New England Biolabs, Inc., Beverly, USA, der PI3K-Antikérper
(monoklonales Maus-IgG, Klon AB6, Isotyp IgG«) stammt von Calbiochem, San Diego, CA,
USA. Der anti-Phosphotyrosin-Antikorper (monoklonales Maus-IgG, Klon PY20, Isotyp
IgGopk) wurde bei Oncogene, Cambridge, MA, USA erworben. Der anti-Ret-Rezeptor-
Tyrosin-Kinase- Antikorper (polyklonales Ziegen-IgG, Klon C-19) und der Anti-EGFR-
Antikorper (Polyklonales- Kaninchen IgG, Klon 1005) wurden bei Santa Cruz, NM, USA
bezogen, wihrend der Anti-14-3-3—Protein—Antikorper (Polyklonales- Kaninchen IgG,
erkennt die €-Isoform von Maus-14-3-3-Protein) , und der Anti-GFRa-1-AK (Polyklonales-
Kaninchen IgG, erkennt AS 369-382 des humanen GFRal) bei Upstate, Lake Placid, NY,
USA bestellt wurden. Als zweite Antikorper wurden an Meerrettich-Peroxidase gekoppelte
Antikorper verwendet, die gegen verschiedene Spezies gerichtet sind, so stammten die Anti-
Kaninchen-Immunglobuline ebenfalls von New England Biolabs, die Anti-Maus- und Anti-

Ziege- Antikorper von Calbiochem, San Diego, CA, USA.

4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur
Die SH-SY5Y-Zellen wurden als Monolayer-Kulturen in 250ml-Flaschen oder in 10cm

Petrischalen mit DMEM Medium gehalten, welches mit 15%FCS, 100U/ml Penicillin und
100pg/ml Streptomycin supplementiert war. Die PC12-Zellen wurden ebenfalls als
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Monolayer-Kulturen in 250ml-Flaschen oder in 10 cm Petrischalen, welche mit
Rattenschwanz-Kollagen beschichtet waren, kultiviert. Als Medium erhielten sie RPMI 1640
mit 10% Pferde-Serum, 5% FCS, 2mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100pg/ml
Streptomycin. Die Zellen wuchsen bei 37°C in 5% CO; und 92% Luftfeuchtigkeit bis zu
einer Dichte von 80% (entspricht einer Zellzahl von 10° Zellen / 2,3cm2), bevor sie

subkultiviert oder fiir die Versuche verwendet wurden.

4.2.2 Stimulation
Um Nebeneffekte der im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren zu vermeiden, wurden die

Zellen vor einem Versuch 24 Stunden in Serum-freien Medium gehalten. Als spezifischer
PI3K — Inhibitor wurde Wortmannin fiir 30 Minuten bei einer Konzentration von 234nmol/ml
(100ng/ml)[Powis, 1994 #168]Medium eingesetzt, als klassischen MAPK- und MAPKK-
Inhibitor wurde PD098059 mit 5S0umol/ml[Alessi, 1995 #169] fiir 30 Minuten verwendet und
als unspezifischer Tyrosin-Kinase—Inhibitor wurde Genistein in einer Konzentration von
300nmol/ml[Akiyama, 1987 #171][Wells CL, 1999 #234]Medium fiir 1 Stunde eingesetzt.
Als Positiv-Kontrolle fiir den MAPK-Signalweg wurden die Zellen mit 0,992pmol/ml
Medium (10ng/ml) EGF (epidermal growth factor) fiir 5 Minuten.. Dieser Wachstumsfaktor
wurde entweder direkt, oder zu den mit den Inhibitoren vorbehandelten Zellen gegeben. So
wurde zum Beispiel erst 30 min mit Wortmannin die PI3K gehemmt, und dann wurde mit
EGF stimuliert. Die Effekte von GDNF (glial-cell-line-derived-neurotrophic-factor) wurden
bei Konzentrationen von 0,331pmol/ml (10ng/ml) Medium fiir 15 Minuten beobachtet. So
wurden auch hier die Zellen entweder fiir die entsprechende Zeit (z.b. 60min fiir Genistein)
mit den Inhibitoren vorbehandelt, und anschlieBend wurde GDNF hinzugefiigt, oder GDNF
wurde direkt zu den Zellen gegeben. Die PC12-Zellen wurden mit 0,509pmol/ml (100ng/ml)
NGF, 9,92pmol/ml (100ng/ml) EGF, 0,993pmol/ml (30ng/ml) GDNF und ebenfalls mit
50mmol/l Haloperidol und 500mmol/l Metamphetamin behandelt, um die Auswirkungen
sowohl auf die MAPK als auch auf Akt zu untersuchen. Zudem wurden bei jedem Versuch
unbehandelte Zellen, die ebenfalls serumfrei gehalten wurden, als Leerkontrolle mitgefiihrt.
Im AnschluB an die entsprechende Stimulation wurden die Zellen mit eiskaltem PBS

gewaschen, um die Stimulation zu beenden, und dann auf Eis wie unten beschrieben lysiert.

4.2.3 Proteinextraktion
In Anlehnung an das Standardprotokoll nach Sambrook (Sambrook 1989) wurden die Zellen

nach Spiilung mit eiskaltem PBS durch Inkubation mit TritonX-100-Lysis-Puffer (mit

Leupeptin als Proteaseinhibitor) fiir 10min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde mit einem
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Zellschaber abgekratzt, und in Eppendorf-Hiitchen {iiberfiihrt. Der Zelldebris wurde
abzentrifugiert (10.000Upm, 10min, 4°C) und der Uberstand bei—80°C aufbewahrt.
Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mittels der Methode nach Bradford (Bradford

1976) ermittelt.

4.2.4 Bradfordassay
Das Bradfordassay beruht auf dem Prinzip, dal Proteine, welche an Coomassie-Blau binden,

dessen Absorptionsmaximum von 465nm nach 595nm verschieben, und daf} die bei dieser
Wellenldnge gemessene Absorption proportional zu der in der Probe vorhandenen
Proteinmenge ist (Bradford 1976). Die Proben wurden zunidchst in PBS bzw. in PBS und
0,01% TritonX-100 1:200 bzw. 1:400 verdiinnt. AnschlieBend wurde das Bradford-Reagenz
(siehe 4.1.3) hinzugegeben und mit den Proben gemischt, die dann gegen einen Leerwert aus
0,01% TritonX-100 in PBS und Bradford-Reagenz gemessen wurden. AbschlieBend wurde
die Absorption gegen einen Protein-Standard mit bekannten Konzentrationen aufgetragen und

daraus die Konzentration in der Ausgangsprobe berechnet.

10pg Protein Je 25l Protein

Abbildung 4: Coomassie gefirbtes SDS -PAGE :
auf der einen Hdlfte wurden je 10ug Protein
(nach Bradford) aufgeladen, auf der anderen
Jjeweils 25ul von Lysaten aus
500000,250000,150000,100000  und 50000
Zellen (v.L.n.R).

4.2.5 SDS-PAGE

Dazu wurde 10pug des isolierten Proteins in 5S-fach konzentriertem SDS-Ladepuffer
aufgenommen und S5min bei 100°C denaturiert, anschlieBend nochmals fiir 10sek
abzentrifugiert und auf 10%ige denaturierende SDS-Polyacrylamidgele geladen. Im Anschluf3
daran wurde die Elektrophorese in der vertikalen Mini-Protein-Kammer von Biorad bei 70-

80V fiir 1,5h in SDS-Laufpuffer (siehe 4.1.3) durchgefiihrt.

4.2.6 Western Blot
Die SDS-Gele wurden nach Sambrook (Sambrook 1989) in einem Halbtrockenen (,,semi-

dry*) System mit drei Puffern (Anodenpufferl: 0,3M Tris, 20% Methanol, Anodenpuffer2:
25mM Tris, 20% Methanol, Kathodenpuffer: 25mM Tris, 40mM €-amino-n-capronsiure,
20% Methanol) (150mA,1h), oder im Tank-System (,,wet-blot*) mit 25mM Tris, 40mM
Glycin und 15% Methanol (14V, 12h) auf PVDV-Membranen (Immobilon) geblottet Nach
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dem Transfer der Proteine wurde die Membran 1lh in TTBS + 5% fettfreiem
Magermilchpulver geblockt, 3x5min mit TTBS gewaschen und fiir 12h mit dem 1. Antikorper
bei 4°C inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran wieder 3x5min in TTBS gewaschen, und mit dem
Sekundir-Antikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschlufl daran
wurde die Immunreaktion durch verstiarkte Chemielumineszenz-Reaktion mit dem ECL-
Reagenz von Amersham sichtbar gemacht. Die Reaktion basiert auf einem Umsetzen des in
dem Reagenz enthaltenen Substrats in einen fluoreszierenden Farbstoff durch die Meerrettich-
Peroxidase des Sekundir-Antikorpers. Durch Exposition von hochsensiblen Rontgenfilmen
wie Kodak BioMax light fiir 30 und 60sek oder X-OMAT MA fiir 5 min kann man diese

Fluoeszenzreaktion visualisieren.

4.2.7 Behandlung der Membranen zur Expressionskontrollen-Analyse
Zum Nachweis der Gesamtexpression einiger Proteine wurden die Membranen in 0,1M

Glycin pH2,5 20 min. gestrippt und nachfolgend wieder in TTBS + 5% Magermilchpulver
geblockt. AnschlieBend wurden die Membranen 3x5min mit TBS gewaschen und danach mit
dem entsprechenden Primérantikorper fiir 12h bei 4°C inkubiert, 3x5min mit TBS gewaschen
und dann wieder mit dem entsprechenden Sekundirantikorper fiir 1h bei Raumtemperatur
inkubiert. Darauf folgend wurde 3x5 min mit TBS gewaschen, und die Immunreaktion wie
unter 4.2.6 beschrieben durch Chemilumineszenz und Exposition auf Rontgenfilme

dargestellt.

4.2.8 Immunprezipitation
Zunichst wurden 500ug Protein und 10ul des Primirantikorpers in einer 1:100 Verdiinnung

(Protein und Lyse-Puffer) in einem Volumen von 1ml iiber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurde Protein-A-Sepharose ( 50% Sepharose in PBS + 0,1%
NaNitrat) hinzugefiigt, und nochmals 2h bei 4°C auf dem Schiittler inkubiert. Darauf folgend
wurden die Immunkomplexe bei 13.000 Upm fiir Imin abzentrifugiert. Das Prezipitat wurde
darauthin 2x mit Lysepuffer gewaschen und anschlieBend in 90ul SDS-Ladepuffer (siche
4.1.3) aufgenommen und 10min bei 100°C denaturiert. Im Anschlufl daran wurden die Proben
abzentrifugiert und 10ul des Uberstandes auf ein SDS-Gel aufgetragen. Mit dem Gel wurde

dann wie beim Western-Blot, wie unter 4.2.6 beschrieben, weiterverfahren.

4.2.9 Immunprezipitationsassay
Dieses Assay beruht darauf, das phosphoryliertes BAD an das 14-3-3-Protein (siche 4.1.4)

bindet und dadurch BCL-Xy. freigibt, wodurch dies seine Antiapoptotische Wirkung entfalten
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kann. Hier wurde also, wie oben beschrieben, das 14-3-3-Protein immunprezipitiert, und dann
mit einem BAD-Antikorper (sieche 4.1.4) die Menge des daran gebundenen BAD-Proteins
gezeigt. Dadurch wurde indirekt die Menge des phosphorylierten BADs nachgewiesen.

Analog dazu wurde bei der PI3K mit einem Anti-Phospho-Tyrosin- Antikdrpers (siche 4.1.4)
alles an Tyrosin-Resten phosphoryliertes Protein immunprezipitiert, und anschlieBend mit
einem PI3K-Antikorper (siehe 4.1.4) nach dem Anteil dieses Proteins unter dem
Immunprezipitat geschaut. Auch hier wurde somit indirekt die Phosphorylierung der PI3K

nachgewiesen.

4.2.10 Radioaktives Akt-Assay
Hierbei handelt es sich um ein Assay mit ,heilem* (radioaktivem) ATP. In diesem Assay

wird H2B (Histone 2B) als Substrat von HA-Akt (an HdmAgglutinin-gebundenes Akt)
phosphoryliert, und dabei wird radioaktiv markiertes Phosphat vom YATP auf H2B
tibertragen. Die auf dem RoOntgenfilm nachweisbare Schwirzung ist proportional zur
phosphorylierten Menge von H2B bzw. zur Aktivitit von Akt in der jeweiligen Probe. Fiir
dieses Assay wurden PC12-Zellen verwendet, die mit HA-gekoppelten Akt stabil transfiziert

wurden, um einen Effekt dieser Kinase auf die Zellen sehen zu konnen.
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5 Ergebnisse

5.1 Nachweis des GFRa in den SH-SY5Y-Zellen

Der Nachweis des GDNF- Rezeptors GFRo wurde durch Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und Genistein, GDNF, GDNF und Genistein sowie Genistein
allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen
mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich GFRa-1 als immunreaktives 48kDa Protein in allen
Proben Es ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich der Intensitdt der immunreaktiven

Bande im Western-Blot (Abbildung 5).

48kDa

Kontrolle
EGF
EGF+
Inhibkitor
GDMNF
GDMNF+
Inhikitor
Inhibitor

Abbildung 5: Expressionsnachweis des GFRao-1 in SH-SY5Y-Zellen nach
Stimulation mit EGF, GDNF und Genistein. Als Kontrolle wurden jeweils
unbehandelte Zellen mitgefiihrt.
5.2 Nachweis des Ret-Rezeptors in SH-SY5Y-Zellen.
Der Nachweis des GDNF-GFRo-Komplex bindenden Ret-Rezeptors wurde durch Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und Genistein, GDNF, GDNF und Genistein
sowie Genistein allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten
SH-SYS5Y-Zellen mitgefiithrt. Bei der Analyse zeigte sich der Ret-Rezeptor als
immunreaktives 150kDa und 170kDa grof3es Protein in allen Proben, wobei die 150kDa Form
der errechneten unglykosylierten Variante entspricht. Dabei fand sich kein quantitativer

Unterschied in der Eexpression des Ret-Rezeptors zwischen den einzelnen

Behandlungsprotokollen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Expressionsnachweis des Ret-Rezeptorproteins in den SH-SY5Y-
Zellen nach Stimulation mit EGF, GDNF und Genistein. Der Rezeptor stellt sich
als 170 kDa grofse und als 150 kDa grofle immunreaktive Bande dar.

5.3 Nachweis des EGF-Rezeptors
In der vorliegenden Arbeit wurde EGF als bekannter Aktivator des MAPKinasen —

Signalweges benutzt, um die proliferativen Effekte in den SH-SY5Y-Zellen zu untersuchen,
und um einen Stimulus durch einen anderen Wachstumsfaktor zu haben. Daher wurde in der
Western-Blot-Analyse die Expression des EGF-Rezeptors in den Proteinextrakten der SH-
SY5Y-Zellen nachgewiesen, welche mit EGF, EGF und Wortmannin, GDNF, GDNF und
Wortmannin, und Wortmannin alleine behandelt wurden. Das Rezeptor-Protein stellte sich im
Western-Blot als 170 kDa grof3e immunreaktive Bande dar, wobei der Antikorper noch eine
186 kDa und 160 kDa Variante erkennt, welche durch alternatives Spleien (die kleinere

Variante) bzw. durch Glykosylierung (die groBere Variante) zustande kommen.
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Abbildung 7 Expressionsnachweis des EGF-Rezeptors in den SH-SY5Y-Zellen nach
Stimulation mit EGF, GDNF und Wortmannin. Der Rezeptor zeigt sich als 170 kDa
grofse immunreaktive Bande in allen Proben. Auflerdem erkennt der Antikorper

noch eine 186kDa und 160kDa grofle Variante.

5.4 Nachweis der phosphorylierten PI3K

Um phosphorylierte PI3K in den SH-SY5Y-Zellen nachweisen zu konnen, wurde eine

Immunprezipitation durchgefiihrt, da die géingigen Antikorper nicht die phosphorylierten
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Anteile der PI3K erkennen (siehe Abb8.). Zunichst wurde mit Hilfe des Phosphotyrosin ((Ab-
4) PY20)-Antikorpers alles an Tyrosin-Resten phosphoryliertes Protein immunprezipitiert,
und anschlieBend mit einem gegen die 85kDa Untereinheit gerichteten PI3K-Antikorper deren
phosphorylierte Anteile im Western-Blot detektiert. Hierbei zeigte sich eine
Wachstumsfaktor-abhédngige und Inhibitor—sensitive Phosphorylierung eines 55kDa groflen

Proteins, die einer bekannten Spleif3-Variante der 85 kDa Untereinheit entspricht.
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Abbildung 8  Expressionsnachweis  der  unphosphorylierten PI3K in
Proteinextrakten der SHSY5Y-Zellen. Es zeigt sich kein Unterschied der Intensitdit
der immunreaktiven Bande in den Proben.

5.4.1 Phosphorylierung der PI3K mit Genistein als Inhibitor

Der Nachweis der phosphorylierten PI3K wurde mittels Immunpreziipitation und Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und Genistein, GDNF, GDNF und Genistein
sowie Genistein allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten
SH-SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich die PI3K als 55kDa grof3e
immunreaktive Bande. Hierbei zeigte sich, da unter Zugabe von 300umol/l Genistein die
Intensitidt der immunreaktive Bande im Vergleich zum Basislevel abnahm, ebenso wurde die
Intensitit der Immunreaktion, welche durch Stimulation mit EGF und GDNF erreicht wurde,

durch Genistein unter Basisniveau gedriickt.
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Abbildung 9: Wachstumsfaktor-abhdngige und Genistein-sensitive Phospho-
rylierung der PI3K. Bei Zugabe von Genistein wird die Intensitit der
immunreaktiven Bande unter Basisniveau reduziert; ebenso wird die durch EGF,
oder nochmehr durch GDNF, gesteigerte Immunreaktion deutlich reduziert.
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5.4.2 Wortmannin-sensitive Phosphorylierung der PI3K

Der Nachweis der phosphorylierten PI3K wurde mittels Immunprezipitation und Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und Wortmannin, GDNF, GDNF und
Wortmannin, sowie Wortmannin allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von
unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich die PI3K als 55 kDa
groe immunreaktive Bande. Hierbei zeigte sich, dal unter Zugabe von 234nmol/l

Wortmannin die Intensitidt der immunreaktiven Bande, welche durch Stimulation mit EGF

und GDNF erreicht wurde, unter Basisniveau reduziert wurde.
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Abbildung 10: Wachstumsfaktor und Wortmannin sensitive Phosphorylierung der
PI3K in den SH-SY5Y-Zellen. Hierbei wird deutlich, dafs Wortmannin stark die
EGF-abhdngige und weniger stark die GDNF-abhdngige Immunreaktion reduziert.

5.4.3 PD098059 —sensitive Phosphorylierung der PI3K

Der Nachweis der phosphorylierten PI3K wurde mittels Immunpreziipitation und Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und PD098059, GDNF, GDNF und PD(098059
sowie PD098059 allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten
SH-SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich die PI3K als 55 kDa grof3e
immunreaktive Bande. Hierbei zeigte sich, dal unter Zugabe von 50mmol/1 PD098059 die
Intensitdt der immunreaktive Bande v.a. der Extrakte der mit GDNF und PD098059
behandelten Zellen und kaum der mit EGF und PD098059 im Vergleich zum Basislevel

abnahm.
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Abbildung  11:  Wachsumsfaktor-abhdngige  und  PD098059-  sensitive
Phosphorylierung der PI3K. Hier zeigt sich, daf3 die Wachstumsfaktoren kaum
noch die Basisphosphorylierung erhohen, jedoch eine deutliche Reduktion der
Immunreaktion durch PD098059 stattfindet. Im Gegensatz dazu hat PD098059
allein kaum einen Effekt.
5.5 Nachweis von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Akt
Zur Detektion des phosphorylierten Akt wurde der Phospho-Akt(pSer473)-Antikorper, und
zur Detektion des unphosphorylierten Akt der Akt(Ser473)-Antikorper, benutzt. Diese

Antikorper reagieren mit Akt als eine 58 kDa Bande in der Western-Blot-Analyse.

5.5.1 Genistein- sensitive Phosphorylierung von Akt

Der Nachweis von phosphoryliertem Akt wurde mittels Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und Genistein, GDNF, GDNF und Genistein sowie Genistein
allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen
mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigt sich Akt als 58kDa gro3e immunreaktive Bande. Hierbei
zeigte sich, dal unter Zugabe von 300umol/l Genistein die Intensitdt der immunreaktive
Bande kaum im Vergleich zu den Extrakten der nur mit Wachstumsfaktoren behandelten
Zellen abnahm. Lediglich die Kontrolle und die nur mit Genistein behandelten Zellen zeigten

eine geringere Intensitit.
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Abbildung 12: Nachweis von phosphoryliertem Akt in SH-SYS5Y-Zellen nach
Stimulation mit EGF, GDNF und Genistein. Hierbei zeigt sich keine Reduktion der
im Vergleich zur Kontrolle durch EGF und GDNF erhohten Intensitit bei
Behandlung der Zellen mit Genistein.
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Abbildung 13: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem Akt bei demselben
Blot wie in Abbildung 12. Hier zeigt sich, dafs in den Spuren von EGF und EGF
und Genistein sogar etwas weniger Akt exprimiert wird als in den Restlichen,
ansonsten zeigt sich eine gleichmdpfige Expression des Proteins.

5.5.2 Wortmannin-abhangige Phosphorylierung von Akt

Der Nachweis von phosphoryliertem Akt wurde mittels Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und Wortmannin, GDNF, GDNF und Wortmannin sowie
Wortmannin allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-
SY5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigt sich Akt als 58kDa grofle immunreaktive
Bande. Hierbei zeigte sich, dafl unter Zugabe von 234nmol/l Wortmannin die Intensitéit der
immunreaktive Bande in den mit EGF und Wortmannin bzw. GDNF und Wortmannin oder
Wortmannin alleine behandelten Zellen im Vergleich zu den Extrakten der nur mit

Wachstumsfaktoren behandelten Zellen deutlich reduziert wurde.
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Abbildung 14: Nachweis von phosphoryliertem Akt in Extrakten von mit EGF,
GDNF und Wortmannin behandelten SH-SY5Y-Zellen. Durch Wortmannin wurde
die durch EGF und GDNF erhohte Immunreaktion stark reduziert.
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Abbildung 15: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem Akt in demselben Blot
wie in Abbildung 14. Dabei fdllt auf, dafp in der EGF-Spur weniger Protein
exprimiert wird als in den restlichen Spuren, die eine gleichmdfige Expression
zeigen.

5.5.3 PD098059-sensitive Phosphorylierung von Akt

Der Nachweis von phosphoryliertem Akt wurde mittels Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und PD098059, GDNF, GDNF und PD098059 sowie PD098059
allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen
mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigt sich Akt als 58kDa gro3e immunreaktive Bande. Hierbei
zeigte sich, dal unter Zugabe von 50mmol/l PD098059 die Intensitdt der immunreaktiven
Bande im Vergleich zu den Extrakten der nur mit Wachstumsfaktoren behandelten Zellen

zunahm.
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Abbildung 16:Nachweis von Phosphoryliertem Akt in mit EGF, GDNF und
PD098059 behandelten Zellen. Dabei zeigt sich, dafi unter der Zugabe von
PD098059 die Intensitdt der Immunreaktiven Bande zunahm
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Abbildung 17:Expressionskontrolle des Akt-Proteins in demselben Blot wie in
Abbildung 16. Hier ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich der Intensitdit der
Immunreaktion in allen Proben.

5.6 Inhibitor-sensitive Phosphorylierung der MAPK

Mit Hilfe des Phospho-p44/42 MAPKinase Antikdpers und des p44/42 MAPKinase-
Antikorpers wurde die phosphorylierte und unphosphorylierte MAPK in Proteinextrakten aus
mit EGF, GDNF und Inhibitoren behandelten SH-SYS5Y-Zellen nachgewiesen. Der
Antikorper erkennt sowohl die 42kDa wie auch die 44kDa Isoformen der MAPK, die dann als

Doppelbande erscheinen.

5.6.1 Genistein-anhangige Phosphorylierung der MAPK

Der Nachweis der phosphorylierten MAPK wurde mittels Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und Genistein, GDNF, GDNF und Genistein sowie Genistein
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allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen
mitgefiithrt. Bei der Analyse zeigen sich die beiden Isoformen als 42 und 44kDa grof3e
immunreaktive Doppelbande. Hierbei zeigte sich, dal unter Zugabe von 300umol/l Genistein
die Intensitit der immunreaktiven Banden im Vergleich zu den Extrakten der nur mit
Wachstumsfaktoren behandelten Zellen deutlich abnahm, und daB die durch GDNF

verursachte Phosphorylierung geringer ist, als die von EGF
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Abbildung 18: Nachweis von phosphorylierter MAPK in mit EGF, GDNF und
Genistein behandelten Zellen. Dabei fdllt eine sehr starke Reduktion der im
Vergleich zur Kontrolle durch die Wachstumsfaktoren erhohten Intensitdt der
immunreaktiven Banden auf, wobei der Effekt durch GDNF deutlich geringer ist
als der von EGF.
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Abbildung 19: Expressionskontrolle der unphosphorylierten MAPK in demselben
Blot wie in Abbildung 18. Es ergaben sich keinerlei Unterschiede hinsichtlich der
Intensitdt der immunreaktiven Bande.

5.6.2 Wortmannin-sensitive Phosphorylierung der MAPK

Der Nachweis der phosphorylierten MAPK wurde mittels Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und Wortmannin, GDNF, GDNF und Wortmannin sowie
Wortmannin allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-
SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigen sich die beiden Isoformen als 42 und 44kDa

grofle immunreaktive Doppelbande. Hierbei zeigte sich, dal unter Zugabe von 234nmol/l
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Genistein die Intensitit der immunreaktiven Banden kaum beeinflufft wurde. Wie auch schon
im Abbildung 18 zeigte sich hier, dal GDNF eine weniger starke Phosphorylierung der
MAPK verursacht als EGF.
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Abbildung 20: Nachweis der phosphorylierten MAPK in mit EGF, GDNF und
Wortmannin behandelten Zellen. Hierbei zeigte sich, daf3 der Effekt der
Wachstumsfaktoren auf die Intensitit der Immunreaktion kaum durch Wortmannin
beeinflufit wird, wobei der Effekt von GDNF auf die Phosphorylierung der MAPK
deutlich geringer ist als der von EGF
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Abbildung 21: Expressionskontrolle unphosphorylierter MAPK in demselben Blot
wie in Abbildung 20. Hierbei zeigte sich, dafs lediglich in der Spur der mit EGF
und Wortmannin behandelten Zellen eine stirke Intensitidt der Immunreaktion
auftrat als in den restlichen, bei denen sich keinerlei Unterschiede ergeben hatten.

5.6.3 PD098059-sensitive Phosphorylierung der MAPK

Der Nachweis der phosphorylierten MAPK wurde mittels Western-Blot-Analyse an
Proteinextrakten der SH-SYS5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.2
beschrieben mit EGF, EGF und PD098059, GDNF, GDNF und PD098059 sowie PD098059
allein behandelt. Als Kontrollen wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen
mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigen sich die beiden Isoformen als 42 und 44kDa grofle
immunreaktive Doppelbande. Hierbei zeigte sich, da3 unter Zugabe von 50mmol/l PD098059
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die Intensitit der immunreaktiven Banden im Vergleich zu den Extrakten der nur mit
Wachstumsfaktoren behandelten Zellen deutlich abnahm, wobei auch in diesem Blot wieder
auffiel, daB3 der Effekt von GDNF auf die Intensitit der Immunreaktion nicht .ganz so

ausgeprigt ist, wie der von EGF.
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Abbildung 22: Nachweis von phosphorylierter MAPK in Extrakten aus mit EGF,
GDNF und PD098059 behandelten Zellen. Dabei fdllt auf, daff die
Phosphorylierung durch GDNF im Vergleich mit EGF nicht ganz so intensiv ist,
und daf3 sie durch die Zugabe von PD098059 stark reduziert wird.
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Abbildung 23: Expressionskontrolle von unphosphorylierter MAPK in demselben
Blot wie in Abbildung 22. Es ergaben sich keine Intensitditsunterschiede der
immunreaktiven Banden in den verschiedenen Behandlungsprotokollen.

5.7 Nachweis Inhibitor-abhangiger BAD-Bindung

Hierbei ergab sich das Problem, dal die auf dem Markt befindlichen Phospho-BAD-
Antikorper so unspezifisch waren, daf3 sie keine Differenzen in der Phosphorylierung zeigten,
und zudem noch viel Hintergrundaktivitdt produzierten, so da3 keine spezifische Analyse
moglich war. Deswegen wurde, wie unter 4.2.8 beschrieben, das 14-3-3 Protein

Immunprezipitiert, und dann eine Western-Blot-Analyse mit dem anti-BAD-Antikdrper von
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NEB durchgefiihrt. Dieser Antikorper zeigt eine immunreaktive Bande von 28kDa. Dabei

zeigten sich Inhibitor-abhiingige Differenzen in der Detektion.
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Abbildung 23: Western-Blot-Analyse von Proteinextrakten aus mit EGF, GDNF
und Wortmannin behandelten SH-SY5Y-Zellen mit einem phospho-BAD-
Antikorper. Man sieht keinen Unterschied hinsichtlich der Intensitit der
immunreaktiven Bande.

5.7.1 Genistein-sensitve BAD-Bindung

Der Nachweis von phosphoryliertem BAD wurde mittels Immunprezipitation und Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und Genistein, GDNF, GDNF und Genistein,
sowie Genistein allein behandelt. Als Kontrolle wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-
SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich BAD als 28kDa grof3e immunreaktive
Bande. Hierbei zeigte sich, dal unter Zugabe von 300umol/l Genistein die Intensitdt der
immunreaktiven Bande, welche durch Stimulation mit EGF und GDNF erreicht wurde,

reduziert wurde.
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Abbildung 24: Nachweis 14-3-3 Protein gebundenes BAD nach Behandlung der
Zellen mit EGF, GDNF und Genistein. Man kan in den EGF + Genistein und
GDNF + Genistein Spuren eine Verminderung der Immunreaktion sehen, welche
nach Zugabe der Wachstumsfaktoren erhoht war.
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5.7.2 Wortmannin-sensitive BAD-Bindung

Der Nachweis von phosphoryliertem BAD wurde mittels Immunprezipitation und Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und Wortmannin, GDNF, GDNF und
Wortmannin, sowie Wortmannin allein behandelt. Als Kontrolle wurde Proteinextrakt von
unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich BAD als 28kDa
grofe immunreaktive Bande. Hierbei zeigte sich, dal unter Zugabe von 234nmol/l
Wortmannin die Intensitidt der immunreaktiven Bande, welche durch Stimulation mit EGF

und GDNF erreicht wurde, reduziert wurde.
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Abbildung 25: Hier wurde zu den mit den Wachstumsfaktoren behandelten Zellen
Wortmannin zugegeben. Dies fiihrte zu einer Reduktion der (v.a. bei GDNF)
erhohten Proteinbindung, und zwar bei GDNF+Wortmannin stérker als bei EGF +
Wortmannin.

5.7.3 PD098059 — abhangige BAD-Bindung.

Der Nachweis von phosphoryliertem BAD wurde mittels Immunprezipitation und Western-
Blot-Analyse an Proteinextrakten der SH-SY5Y-Zelllinie durchgefiihrt. Die Zellen wurden
wie unter 4.2.2 beschrieben mit EGF, EGF und PD098059, GDNF, GDNF und PD098059,
sowie PD098059 allein behandelt. Als Kontrolle wurde Proteinextrakt von unbehandelten SH-
SYS5Y-Zellen mitgefiihrt. Bei der Analyse zeigte sich BAD als 28kDa grof3e immunreaktive
Bande. Hierbei zeigte sich, da unter Zugabe von 50mmol/l PD098059 die Intensitidt der
immunreaktiven Bande, welche durch Stimulation mit EGF und GDNF erreicht wurde,
reduziert wurde, wobei die Bindung in der Spur mit EGF und PD098059 deutlicher reduziert
wurde als in der Spur mit GDNF und PD098059.
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Abbildung 26: Nachweis der BAD-Bindung an 14-3-3-Protein in mit EGF,GDNF
und PD098059 behandelten Zellen. Es fillt eine deutliche Verminderung der
immunreaktiven Bande in der Spur der Extrakte der mit EGF + PD098059
behandelten Zellen und eine nicht so starke in der GDNF + PD098059 auf. Auch

kann wieder eine Erhohung des Signals durch die Wachstumsfaktoren bemerkt
werden.

5.8 Phosphorylierung von MAPK und Akt in PC12-Zellen
Hier wurden PC12-Zellen mit NGF, EGF und GDNF zusammen mit verschiedenen potentiell
neurotoxischen Substanzen unterschiedlich lange behandelt. Dies v.a. zu dem Ziel eines

zeitlichen Verlaufs der Phosphorylierung der MAPK bzw. von Akt zu erhalten.

5.8.1 Phosphorylierung der MAPK in PC12-Zellen

Hier wurden PC12-Zellen fiir Smin, 40min und 90min mit 0,509pmol/ml NGF, NGF und
50mmol/l Haloperidol, Haloperidol oder 0,993pmol/ml GDNF alleine behandelt.
AnschlieBend wurde an den Zellextrakten in einem Bandshift-Assay (wie unter 4.2.6

beschrieben) die Phosphorylierung der MAPK mittels eines pan-MAPK Antikdrpers gezeigt.
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Abbildung 25: Phosphorylierung der MAPK bei Zellextrakten aus stimulierten
PC12 Zellen Hierbei ist zu sehen, dafs die MAPK nach Stimulation mit GDNF nach
90min mehr immunreaktive Banden zeigt, wobei nach NGF-Gabe nach 5 min
ebenfalls mehr Immunreaktive Banden zu sehen sind, die bei 40 und 90 min kaum

noch erscheinen. Ebenfalls kann man nach Gabe von Haldol eine Steigerung der
Immunreaktion nachzuweisen (Pfeile).
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5.8.2 Phosphorylierung von Akt in PC12-Zellen
Hier wurden PC12-Zellen mit 0,509pmol/ml NGF, NGF und 50mmol/l Haloperidol, NGF und

500mmol/l Metamphetamin, Haloperidol, Metamphetamin, 9,92pmol/ml EGF und
0,993pmol/ml GDNF alleine fiir jeweils Smin, 30min und 90min behandelt. AnschlieBend
wurde mit einem Anti-Phospho-Akt-Antikorper nach der Phosphorylierung von Akt geschaut.

Zusitzlich wurde nochmals eine Positiv-Kontrolle mitgefiihrt.
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Abbildung 26: Phosphorylierung von Akt in PC12-Zellen nach Stimulation. Hierbei
ist im Vergleich zur Positiv-Kontrolle eine schwache immunreaktive Bande in den
Spuren mit Wachstumsfaktoren zu sehen, wie auch die Immunreaktion in der
Leerkontrolle sehr schwach zu sehen ist (Pfeile).
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Abbildung 27: Kontrolle des unphosphorylierten Akt in demselben Blot wie in
Abbildung 26 Hierbei fillt auf, daf3 in den Proben der PCI2-Zellen deutlich
weniger Akt enthalten ist als in der Kontrolle, und daf} in den Proben, die mit
Metamphetamin behandelt wurden, so gut wie kein Protein enthalten ist.

5.8.3 Radioaktives Akt-Assay

Hierbei handelt es sich um ein Assay mit ,.heiBem‘(radioaktivem) ATP. In diesem Assay wird
Histon 2B als Substrat von HA-Akt (an HimAgglutinin-gebundenes Akt) phosphoryliert, und
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dabei wird radioaktiv markiertes Phosphat vom YATP auf H2B iibertragen. Die auf dem
Rontgenfilm nachweisbare Schwirzung ist proportional zur phosphorylierten Menge von H2B
bzw. zur Aktivitdt von Akt in der jeweiligen Probe. Als Kontrolle wurde nochmals Akt in
demselben Blot mit einem Gesamt-Akt Antikorper nachgewiesen. Fiir dieses Assay wurden
Extrakte aus PC12-Zellen verwendet, die mit HA-gekoppelten Akt stabil transfiziert wurden,
um einen Effekt dieser Kinase auf die Zellen sehen zu konnen. Hier wurden die PC12-Zellen
fir Smin, 15min und 30min mit 0,509pmol/ml NGF, NGF und 50mmol/l Haloperidol,
Haloperidol oder NGF und 500mmol/l Metamphetamin bzw Metamphetamin alleine

behandelt.
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Abbildung 28: Radioaktives Akt-Assay aus Extrakten von mit NGF, Haloperidol
und Metamphetamin-behandelten HA-Transfizierten PCI2-Zellen. Es zeigt sich in
den Spuren mit NGF, und NGF und Haloperidol eine Steigerung der Intensitdt der
Bande des radioaktiven H2B. Die Intensitdt ist in den Spuren mit NGF und
Metamphetamin sowie der mit Haloperidol deutlich geringer als in den restlichen

Spuren.

5.8.4 Phosphorylierungskontrolle des radioaktiven Akt-Assays
Hier wurde als Kontrolle der Aktivitdt und Expression von Akt in den Transfizierten PC12-

Zellen aus dem Radioaktiven Assay die Membran mit einem Anti-Phospho-Akt-Antikdrper
behandelt.
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Abbildung 29: Kontrolle zum radioaktiven Akt-Assay. Hierbei wurde die Mambran
aus Abb.28 mit einem Anti-Phospho-Akt-Antikorper behandelt. Dabei fillt eine
Intensitdtserhohung der immunreaktiven Bande in den Spuren von Haloperidol und
NGF und Metamphetamin nach 5min, sowie NGF und NGF + Haloperidol nach

30min auf.
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6 Diskussion

Neurodegenerative Erkrankungen wie z.B. die Parkinson-Erkrankung sind in Mitteleuropa
und den USA relativ hédufig. Die der Degeneration der Neurone zugrundeliegenden
Pathomechanismen sind nicht eindeutig geklirt, jedoch wird versucht, das Zugrundegehen der
Neurone zu verhindern. Dabei wurde in verschiedenen in Vivo und in Vitro-Modellen des M.
Parkinson der neuroprotektive Effekt von GDNF nachgewiesen (Gash, Zhang et al. 1996;
Hou, Cohen et al. 1997) Der vermittelnde Rezeptor fiir GDNF ist ein Komplex aus dem
Produkt des Ret-Protoonkongens und des GPI-verankerten GFRo (Airaksinen, Titievsky et al.
1999), jedoch ist iiber die intrazelluldre Vermittlung der GDNF-Wirkung nicht viel bekannt.
Ein ausgewiesener antiapoptotischer Signalweg beinhaltet die PI3K, Akt und BAD. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal nach Stimulation von humanen Neuroblastomzellen
mit GDNF eine Phosphorylierung von Komponenten des endogenen PI3K-Akt-Signalweges
stattfindet. Somit wurde eine Verbindung zwischen dem PI3K/Akt-BAD-Signalweg und dem
GDNFRo/Ret-Rezeptor gezeigt, woriiber die antiapoptotische Wirkung vermittelt wird.

6.1 Kritische Bewertung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
Zundchst wurde in den SH-SYS5Y-Zellen die Expression des Ret-Rezeptors und des GFRos
nachgewiesen. Dann wurden die Zellen mit GDNF und als Kontrolle mit EGF stimuliert, und
die Schliisselenzyme durch Inhibitoren geblockt, um die Phosphorylierung der
nachgeschalteten Substrat-Molekiile zu verhindern. Ebenso wie die Auswirkungen auf den
PI3K-Akt-Signalweg wurden auch die Effekte auf den eher Proliferations-assoziierten
MAPK-Signalweg untersucht, um einen Kontrollweg zu haben, da EGF ebenfalls deutlich den
MAPK-Weg stimuliert. Zunédchst wurde in den SH-SY5Y-Zellen die Expression des Ret-
Rezeptors, des GFRas als auch des EGF-Rezeptors nachgewiesen. Nach Applikation von
EGF wurden der MAPK-Signalweg, wie auch der PI3K-Signalweg, aktiviert, was zur
gesteigerten BAD-Bindung fiihrte. Im Gegensatz dazu aktivierte GDNF vornehmlich den
PI3K-Signalweg und steigerte so die BAD-Bindung. Bei Zugabe von Genistein als Tyrosin-
Kinase-Inhibitor wurde die PI3K, nicht jedoch Akt, dafiir aber komplett die MAPK inhibiert.
Bei Zugabe von PD098059 als Inhibitor der MAP2K wurde, wie erwartet, der MAPK-
Signalweg komplett blockiert, also auch die BAD-Phosphorylierung in den EGF-Proben
reduziert. Allerdings wurde auch die Aktivitdt der PI3K durch PD098059 reduziert, jedoch
nur in Verbindung mit den Wachstumsfaktoren, denn die Inhibitorkontrolle ist fast so stark
phosphoryliert wie die Leerkontrolle. Im Gegensatz dazu wurde Akt bei Blockade der
MAP2K hochreguliert, also in Kombination mit dem Inhibitor stirker phosphoryliert als
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durch die Wachstumsfaktoren allein. Auf die BAD-Phosphorylierung hatte dies aber keinen
EinfluB3, sie wurde bei den GDNF-Proben kaum durch den Inhibitor beeinfluf3t.

Bei Zugabe von Wortmannin als Inhibitor der PI3K wurde, wie erwartet, die Aktivierung von
Akt komplett blockiert, wobei der Effekt auf die PI3K nicht ganz so ausgeprigt ist wie
erhofft. Es sind jedoch in der Zwischenzeit Wortmannin-unsensible PI3K-Untereinheiten
kloniert worden (Domin, Pages et al. 1997), wobei dies jedoch anscheinend kaum einen
Einflu3 auf den klinischen Effekt hat (Lemke, Paine-Murrieta et al. 1999). Dies hat sich in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls bestétigt, da die Phosphorylierung von Akt ja deutlich reduziert
wurde. Es wurde aber deutlich die durch GDNF vermittelte Phosphorylierung von BAD
reduziert. Im Gegensatz dazu hatte Wortmannin keinen Effekt auf die MAPK und die durch
EGF-vermittelte Phosphorylierung von BAD.

In den PC12-Zellen wurde zunidchst nach der Aktivierung des Proliferations-assoziierten
MAPK-Signalweg durch den Nervenwachstums-Faktor (Nerve growth factor(NGF)) und
GDNF geschaut. NGF wurde dabei kombiniert mit potentiell neurotoxischen Medikamenten
wie z.B. Haloperidol (,,Haldol*). Hierbei zeigte sich, dal NGF ein potenter, aber kurzlebiger,
Aktivator der MAPK ist, wohingegen GDNF einen spiter einsetzenden, aber lang
andauernden Effekt auf die MAPK zeigt. Interessanter Weise zeigte Haloperidol ebenfalls
einen stimulierenden Effekt auf die MAPK. Es wurde in den PCl12-Zellen auch die
Aktivierung von Akt durch NGF, EGF und GDNF nachgewiesen. NGF wurde auch hier mit
potentiell neurotoxischen Medikamenten (Haloperidol (,,Haldol*)) und mit Psycho-
stimulantien (Metamphetamin (,,Speed)) kombiniert. Dabei zeigten sich insgesamt sehr
schwache Reaktion auf die Wachstumsfaktoren und Haloperidol, wobei der Effekt von NGF
auch wieder kurzfristig war. Zusammengenommen war hierbei die Immunreaktion des
Antikorpers sehr schwach im Vergleich zur Positiv-Kontrolle. Daher wurde dieser Versuch
nochmal mit stabil-transfizierten PC12-Zellen mit einem radioaktivem Assay durchgefiihrt,

wo die Ergebnisse deutlicher waren; vor allem von NGF und Haldol.

6.2 Kritische Bewertung der eingesetzten Methoden.

Die PC12-Zellen sind ein sehr gut etabliertes Modell fiir Neurone in der Zellkultur. An diesen
Zellen wurden bisher vor allem die Stimulierung die Effekte des MAPK-Signalweges
(Differenzierung durch Langzeitbehandlung mit Wachstunsfaktoren (Cowley, Paterson et al.
1994)) Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zundchst mit den PC12-Zellen gearbeitet, bis
sich herrausstellte, dal die Zellen dieser Zelllinie kaum endogenes Ret (Treanor, Goodman et

al. 1996) und Akt expremieren. Die Antiapoptotischen Effekte der Wachstumsfaktoren
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werden aber weniger stark durch den MAPK-Signalweg als vielmehr durch den PI3K/Akt-
Signalweg vermittelt, so daB3 sich dieses gut etablierte Modell nicht zur Untersuchung des
GDNF-Ret-PI3K-Akt-Signalweges anbot. Nun gibt es auch PC12-Zelllen, die mit Akt stabil
transfiziert wurden, die man hitte auswihlen kOnnen, zumal der Versuch mit dem
radioaktivem Assay, in dem transfizierte Zellen verwendet wurden, ja auch Effekte zeigte.
Nun ist jedoch die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit die Untersuchung der endogenen
Signalwege, welche durch eine Uberexpression von normalem oder konstitutiv aktiviertem
Akt o.4. verhindert wiirde (zumal transfizierte Zellen hiufig Nebeneffekte zeigen (De Vita,
Berlingieri et al. 2000)). Daher wurden hier die humanen SH-SY5Y-Zellen verwendet, die
eine ausreichende endogene Menge von Ret (Treanor, Goodman et al. 1996), Akt und der
MAPK exprimieren. Die SH-SY5Y-Zellen sind als Neuroblastomzellen ein nicht so gut
etabliertes Modell wie die PC12-Zellen, exprimieren hingegen die endogenen Komponenten
in ausreichendem Malfle, sind auch ausdifferenzierbar wie die PC12-Zellen (Jalava, Heikkila
et al. 1990), und sind zudem noch eine humane Zelllinie. Als Kontrolle wurde zunichst
immer per Western-Blot geschaut, ob die entsprechenden Proteine in geniigender Menge
vorhanden sind, und anschlieBend wurde mit phosphospezifischen Antikorpern deren
Aktivierung gezeigt. Durch den Einsatz von Inhibitoren wurden ganz gezielt bestimmte
Schliisselenzyme in den zu untersuchenden Signalwegen gehemmt und deren Auswirkungen
getestet. Dadurch wurde eine hohere Sperzifitit erreicht, als wenn transfizierte Zellen mit
konstitutiv aktivierten oder inaktiven Signalwegkomponenten eingesetzt worden wéren, da
man hierbei den Zeitpunkt der Blockade der Komponenten frei wihlen kann, und der Zelle
ansonsten ein physiologisches Wachstum ermoglichen kann. Die verwendeten Inhibitoren
sind mittlerweile Standardsubstanzen, die sich durch eine hohe Selektivitit und Spezifitit in
den hier verwendeten Konzentrationen auszeichnen. Dies wurde insbesondere fiir
Wortmannin (Powis, Bonjouklian et al. 1994) und PD098059 beschrieben (Alessi, Cuenda et
al. 1995), was der Zielsetzung der Blockade der Kinase-Aktivititen zu einem bestimmten
Zeitpunkt am ndchsten kam. Dies hitte man durch inaktivierende Punktmutationen nicht
erreichen konnen, denn z.B wiirde eine totale PI3K-Blockade gravierende (v.a. onkogene)
Folgen fiir die Zelle haben, und keine Signaltransduktionsanalysen zulassen (Jimenez, Jones
et al. 1998). Ahnliches gilt fiir die Blockade der MAPKK oder MAPK (Akiyama, Ishida et al.
1987). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht mit einem Tierenmodell fiir die Parkinson-
Erkrankung gearbeitet, da Tiere im allgemeinen wesentlich komplexer auf Neurotoxine oder
Inhibitoren reagieren als Zellen, wodurch die Signaltransduktionsanalyse deutlich erschwert

wird. Zumal man durch die Toxine und Inhibitoren ja nicht nur die Neurone in den Tieren
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erreicht, denn selbst bei lokaler Applikation sind noch Gliazellen oder Endothelzellen
zwischen den Neuronen, daher kann man schlecht unterscheiden, ob der zu beobachtende
Effekt durch das Neurotoxin, den Inhibitor oder vielleicht eine Abwehrreaktion des
Gesamtorganismus ist, und z.B. durch Immunzellen oder Cytokine verursacht wird. Die
Zelllinien sind im Gegensatz dazu Reinkulturen, so daB man sagen kann, dal der zu
beobachtende Effekt tatsdchlich nur von den neuronalen Zellen kommt.

Zur Signaltransduktionsanalyse wurden in dieser Arbeit mit Western—Blot-Analysen und
Immun-Prezipitations-Assays gearbeitet, da sich mit Hilfe phosphospezifischer Antikorper
eine Aktivierung von Proteinen besser darstellen 148t als z.B. mit einer Polymerase Ketten
Reaktion (PCR). Diese phoshospezifischen Antikorper haben die gleiche Spezifitit wie In-
Vitro-Kinase-Assays, wobei der Vorteil der Antikdrper gegeniiber den Kinase-Assays in dem
geringeren Bedarf an Protein, der besseren Handhabung, den niedrigeren Kosten und der
fehlenden Radioaktivitdt liegen. Daher wurde mit (phospho-)spezifischen Antikdrpern
gearbeitet, und dort wo dies wegen nicht moglich war, wurden Immunprezipitationsassays
eingesetzt. Diese Assays basieren auf dem Prinzip, da3 aktivierte (phosphorylierte) Proteine
mit anderen Proteinen Komplexe bilden und durch eine Immunprezipitation dieser Komplexe
eine Analyse der Aktivierung der zu untersuchenden Proteine moglich ist. (Hier z.B. die
Bindung von phosphoryliertem BAD an 14-3-3-Protein, dessen Prezipitation und

anschlieender Nachweis von BAD im Western-Blot).

6.3 Verwendete Signalwegkomponenten

Bei der Vielzahl der in der Einleitung beschriebenen Signalwege und deren Komponenten
stellt sich die Frage, warum hier lediglich einige wenige Proteine und Rezeptoren ausgewéhlt
wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, einen vermittelnden Signalweg fiir die
von GDNF beobachtete antiapoptotische Wirkung (Clarkson, Zawada et al. 1995; Clarkson,
Zawada et al. 1997) zu finden, daher lag es Nahe, bekannte antiapoptotische Komponenten in
die Suche mit ein zu beziehen. Bereits 1996 wurde von Durbec et al (Durbec, Marcos-
Gutierrez et al. 1996) das Produkt des Retr-Proto-Oncogens als der spezifische Rezeptor fiir
GDNEF beschrieben. Treanor et al wiesen im selben Jahr einen GPI-verankerten Co-Rezeptor
fir Ret (Treanor, Goodman et al. 1996) nach, der notwendig ist fiir die transmembrane
Signaltransduktion (Creedon, Tansey et al. 1997) (Airaksinen, Titievsky et al. 1999) daher
wurde der Ret-GDNFRa-Rezeptorkomplex als Startpunkt der Analyse gewihlt. Als ein
Effekt dieses Komplexes wurde von Worby und van Weering (Worby, Vega et al. 1996) (van
Weering and Bos 1997) eine Aktivierung des ras-MAPK-Signalweges beschrieben. Dieser
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Weg vermittelt aber eher proliferative und morphologische Effekte, wie z.B. die Kontrolle des
Zellzyklus (Pumiglia and Decker 1997), die Proliferation (Porter and Vaillancourt 1998)
(Johnson, Noble et al. 1996) und die Ausdifferenzierung von PC12-Zellen als Reaktion auf
NGF-Behandlung (Cowley, Paterson et al. 1994). Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist
jedoch die Untersuchung eines vermittelnden Signalweges fiir den antiapoptotischen Effekt
von GDNF, so dal der MAPK-Signalweg nicht als vorherrschender Weg betrachtet wurde.
Der PI3K-Akt-Signalweg ist wohl der bekannteste und am besten untersuchte
antiapopototische Signalweg (Franke, Kaplan et al. 1997; Kennedy, Wagner et al. 1997;
Khwaja, Rodriguez-Viciana et al. 1997), so das nahelag hier nach den Auswirkungen bei
einer GDNF-Behandlung zu schauen. Zudem konnte u.a. von van Weering et al gezeigt
werden, daf} einige intrazelluldre Effekte von GDNF iiber die PI3K vermittelt werden, so z.B.
die Lamellipodienbildung (van Weering and Bos 1997) womit eine Verbindung zum PI3K-
Akt-Signalweg aufgezeigt wurde.

Ebenso vielfdltig wie die Auswirkungen der PI3K sind auch die Effekte ihres
nachgeschalteten Hauptsubstrats, von Akt. Nach Aktivierung vermittelt Akt eine Vielzahl von
antiapoptotischen Effekten, so z.B. die Inhibition der "Forkhead‘“-Transkriptionsfaktor-
Familie oder der Apoptose-induzierenden Caspase 9 (Brunet, Bonni et al. 1999) und anderen
Caspasen (Sonoda, Watanabe et al. 1999). Zudem reguliert Akt iiber die IxkB-Kinase (IKK)-
NFkB-Kaskade die Expression des c-myc-Protoonkogens, (Khwaja 1999; Ozes, Mayo et al.
1999; Romashkova and Makarov 1999) als Balanceakt zwischen der antiapoptotischen vs der
zytotoxischen Wirkung von c-myc. Der Einflu der PI3K-Akt-Kaskade auf die c-myc-
Expression wurde schon vorher durch Kaufmann-Zeh beschrieben, allerdings nicht als Effekt
der IKK-NF-«xB-Kaskade, sondern als Auswirkung einer ras-Raf-Aktivierung (Kauffmann-
Zeh, Rodriguez-Viciana et al. 1997) im Rahmen der Onkogenese bei ras-Mutationen.
Weiterhin vermittelt Akt die Kontrolle verschiedener Translationsvorginge, so z.B mittels
TOR/FRAP (Brunn, Williams et al. 1996; Dennis, Fumagalli et al. 1999; Zhong, Chiles et al.
2000) die Phosphorylierung der Translationsrepressoren 4E-BP1(Gingras, Kennedy et al.
1998). Dies fiihrt zur Translation verschiedenster mRINAs, oder beeinflu3t die Aktivitit der
p70S6Kinase (Chung, Grammer et al. 1994), die wiederum den Zellzyklus durch Steigerung
der Proteinsynthese (Translation) kontrolliert (Pearson and Thomas 1995). Zudem beeinfluf3t
Akt auch die Bildung von gasformigen ,,secondmessenger“-Molekiilen, so beschrieben
Dimmeler et al (Dimmeler, Fleming et al. 1999) und Fulton et al (Fulton, Gratton et al. 1999)
die Aktivierung der eNOS (endothelial nitric oxide synthase) durch Akt und die dadurch

gesteigerte Bildung von NO (nitric oxide, Stickstoffmonoxyd), was zur Erweiterung der
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Blutgefie oder auch zur Angiogenese fiihrt. Neben diesen Translations- und
Zellzyklusregulatorischen Funktionen vermittelt Akt vor allem antiapoptotische Effekte, so
z.B iiber die GSK3PB (Cross, Alessi et al. 1995; Pap and Cooper 1998) mit diversen
nachgeschalteten Faktoren oder iiber die seit langem bekannten Mitglieder der BCL-2-Familie
(Korsmeyer 1999). So beschrieb Yang 1995 das Protein BAD als den zentralen Faktor bei der
durch BCL-2-Mitglieder verursachten Apoptose (Yang, Zha et al. 1995). Unphosphoryliertes
BAD bindet an BCL-X;, welches dann BAX freigibt, das anschlieBend als Homodimer
Kanile in Mitochondrienmembranen formt, wodurch zytotoxische Substanzen wie Cytochrom
C frei werden (Oltvai, Milliman et al. 1993; Antonsson, Conti et al. 1997; Kroemer 1997,
Green and Reed 1998). Eine Phosphorylierung von BAD fiihrt dazu, das dieses an das
ubiquitédre 14-3-3 Protein bindet (Zha, Harada et al. 1996). Dadurch wird BCL-X{ freigegeben
und kann seine antiapoptotische Funktion erfiillen (Antonsson, Conti et al. 1997; Blomer,
Kafri et al. 1998). Bis 1997 war jedoch nicht bekannt, was direkt die Phosphorylierung von
BAD bewirkte, bis verschiedenen Gruppen Akt als Kinase von BAD beschrieben (Datta,
Dudek et al. 1997; del Peso, Gonzalez-Garcia et al. 1997), und damit einen direkten Einfluf3
dieser Serine-Threonin-Kinase auf die Apoptose vermittelnden Faktoren der BCL-2-Familie.
Kurze Zeit spiter wurde dann der PI3K-Akt-BAD-Signalweg als der antiapoptotische
Signalweg postuliert und nachgewiesen (Scheid and Duronio 1998) (Datta, Dudek et al. 1997;
del Peso, Gonzalez-Garcia et al. 1997).

Aufgrund dieser vielfiltigen Effekte von Akt und den Mitgliedern der BCL-2-Familie lag es
Nahe, in der vorliegenden Arbeit bei der Suche nach einem antiapoptotischen Signalweg im
Zusammenhang mit GDNF-Behandlung von Zellen auf die PI3K und Akt zu fokussieren.
Daher wurde als mogliche Signalweg-Komponenten Ret und der GFRo als Rezeptor-
Komplex fiir GDNF ausgewihlt, und als Verbindung zur Antiapoptose die PI3K. Im weiteren
wurde dann das Substrat der PI3K, Akt und als antiapoptotischer Effektor BAD gewihlt. Dies
vor allem deswegen, weil es direkt durch Akt phosphoryliert wird und durch die Bindung an
das 14-3-3-Protein dann nicht mehr apoptotisch wirken kann. Auf die Untersuchung weiterer
Mitglieder der BCL-2-Familie (wie etwa BCL-X;) wurde verzichtet, da die effektive BAD-
Phosphorylierung durch zahlreiche Untersucher gezeigt werden konnte (Yang, Zha et al.
1995; Zha, Harada et al. 1996) (Oltvai, Milliman et al. 1993). Zudem bestand bei den
Mitgliedern dieser Familie das Problem des Nachweises einer Phosphorylierung, da zum
damaligen Zeitpunkt weder phosphospezifische Antikdrper noch zuverlidssige Assays etabliert
waren, so dafl die Bindungs-(Phosphorylierungs-)Kontrolle schwierig war. Daher wurde in

der vorliegenden Arbeit ein Immunprezipitationsassay benutzt. Auf der anderen Seite wurde
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dann die Effekte der PI3K auf den eher proliferativen MAPK-Signalweg nachgepriift, da
verschiedenste Gruppen eine Verbindung zwischen der PI3K und den MAPKinasen
hergestellt hatten. Dies geschah v.a. in Verbindung mit der Differenzierung von neuronalen
Zellen oder bei der Proliferation, also morphologischen Verdnderungen, (van Weering,
Medema et al. 1995; van Weering and Bos 1997; Khwaja, Lehmann et al. 1998) bzw. in
einem etwas geringerem Ausmafl auch als Antwort auf eine GDNF-Behandlung von
neuronalen Zellen (Worby, Vega et al. 1996) (Wodurch die Notwendigkeit von GDNF in der
Entwicklung des autonomen NS erkldrt wird). Dies war insbesondere im Hinblick auf die
PC12-Zellen interessant, die ja das Standardmodell fiir die Erforschung des MAPK-
Signalwegs gelten, und an denen eine Vielzahl dieser obengenanten Effekte beobachtet
wurden (Cowley, Paterson et al. 1994), ebenso wie die EinfluBnahme dieses Signalweges bei
der anti-Apoptose (Xia, Dickens et al. 1995). Nach Fertigstellung der experimentellen Arbeit
zeigt die Gruppe um Posern (Posern, Saffrich et al. 2000), da3 auch morphologische Effekte
von NGF iiber den PI3K-Akt-Signalweg statt nur iiber den MAPK-Signalweg vermittelt
werden, und die Gruppe um Zimmermann (Zimmermann and Moelling 1999) zeigte, da3 Akt
die GTPase Raf phosphoryliert und dadurch ebenfalls die Proliferation mitbeeinfluBt. Als
weiterer Faktor wurde in der vorliegenden Arbeit EGF als Anregung fiir die verschiedenen
Signalwege gewihlt, da die Effekte von EGF sehr gut beschrieben sind und EGF als potenter
Aktivator sowohl des PI3K-Akt-Signalweges (Burgering and Coffer 1995) als auch des
MAPK-Signalweges (Takishima, Griswold-Prenner et al. 1991) gilt.

6.4 Bedeutung fir die Klinik

Der programmierte Zelltod ist in der Entwicklung von Organismen eine Notwendigkeit um
eine normale Organogenese, Wachstum und das Altern zu ermdglichen (Jacobson, Weil et al.
1997). Eine Storung dieser Funktion fithrt im Allgemeinen zum tumordsen Wachstum und
einem Funktionsverlust der Zellen mit einer gestorten Apoptose (Polverini and Nor 1999).
Daher wurde die Apoptose zumeist als eine Storung derselben im Zusammenhang mit der
Onkogenese untersucht und dem Versuch, eine gestorte Apoptose wieder in Gang zu bringen
mit dem Ziel, so neue Ansitze fiir die Tumorbehandlung zu finden. So gibt es z.B. Berichte
tiber Versuche mit Enzyminhibitoren zur Blockade des Zellwachstums von Tumorzelllinien,
z.B. Leukdmiezellen mit Herbimycin A, einem Tyrosin-Kinase-Inhibitor wie Genistein (Zhao,
Kiyoi et al. 2000). Es gibt jedoch auch Erkrankungen, die durch eine beschleunigte Apoptose
gekennzeichnet sind, wie z.B.: die Parkinson- (Burke and Kholodilov 1998) oder die

Alzheimer-Erkrankung, die spinalen Muskelatrophien (v.a. die infantile) (Jablonka, Schrank
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et al. 2000) und der Neuronen-Verlust nach Trauma oder Ischimie. Gerade bei diesen
Erkrankungen wire es wiinschenswert, die Apoptose zumindest bei einem Teil der Zellen zu
verhindern und so den Krankheitsproze zu verlangsamen oder aufzuhalten. Mit diesem
Ansatz beschiftigen sich verschieden Gruppen, so konnten Blomer (Blomer, Kafri et al. 1998)
und Schierle (Schierle, Hansson et al. 1999) zeigen, dall durch eine Blockade der Apoptose
oder durch Uberexpression antiapoptotischer Faktoren neuronale Zellen vor dem Zelltod
geschiitzt werden konnten. Ebenfalls wies die Gruppe um Robertson (Robertson, Crocker et
al. 2000) nach, daB durch eine Blockade verschiedener Caspasen der Zellverlust nach
Frontalhirnischdmie stark vermindert wird.

Die Transplantation von embryonalen dopaminergen Neuronen. Ist seit einiger Zeit in der
Behandlung von Parkinson-Patienten eingefiihrt (Hauser, Freeman et al. 1999). Diese
Patienten zeigen eine deutliche Verbesserung der Symptomatik und kommen oft mehrere
Jahre ohne oder mit geringer zusitzlicher Medikation aus (Wenning, Odin et al. 1997;
Borlongan, Sanberg et al. 1999). Ein Problem dieser Therapie ist allerdings, da3 nach ein paar
Jahren die Patienten eine Verschlechterung des Zustandes erfahren, der im Allgemeinen durch
einen Progress der Erkrankung auf der nicht transplantierten Seite beding ist (Wenning, Odin
et al. 1997). Nun gibt es bessere Erfahrungen bei Patienten, die auf beiden Seiten
transplantiert wurden (Hauser, Freeman et al. 1999); dies ist jedoch ein ernormer
Spenderaufwand, denn pro Seite bendtigt man zwischen 3-5 fetale Donoren. Dies ist vor
allem dadurch bedingt, daB nur ein sehr geringer Teil der Neurone die
Transplantationsprozedur iiberleben, wihrend die meisten an Apoptose zugrunde gehen
(Mahalik, Hahn et al. 1994). Durch den Einsatz von neuroprotektiven Substanzen und
Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges konnte die Effektivitit der Transplantation und
Transplantataufbereitung verbessert werden. In diesem Zusammenhang ist die schon
langerem bekannte antiapoptotische Wirkung von GDNF interessant, der von Clarkson in
vitro (Clarkson, Zawada et al. 1995; Clarkson, Zawada et al. 1997) und von Gash und Choi-
Lundberg in vivo (Gash, Zhang et al. 1996; Choi-Lundberg, Lin et al. 1997; Gash, Zhang et
al. 1998) dargestellt wurde. So gibt es einige Versuche, diesen neurotrophen Faktor in der
Therapie einzusetzen. Im Tiermodell waren die Resultate durchaus erfolgsversprechend
(Beck, Valverde et al. 1995; Gash, Zhang et al. 1996) wobei hier auch die protektive Wirkung
auf die Transplantate beschrieben wurde (Granholm, Mott et al. 1997), jedoch zeigten sich bei
einem Therapieversuch am Menschen starke Nebenwirkungen (Kordower, Palfi et al. 1999),
so dal} nach verbesserten Wegen der GDNF-Applikation gesucht wurde. Es gibt verschieden
Ansidtze, GDNF mittels viraler Vektoren (Bilang-Bleuel, Revah et al. 1997; Latchman and
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Coffin 2000) oder gentechnisch verdnderten Zelltransplantaten (Mohajeri, Figlewicz et al.
1999) in die Stammganglien zu bringen und so den neuroprotektiven und neuroregenerativen
Effekt von GDNF zu nutzen. Leider sind diese Verfahren trotz aller Erfolge noch im
Forschungsstadium, und je nach Stand der Diskussion iiber die Vor- und Nachteile der
Gentherapie und den Einsatz gentechnisch verdnderter Zellen am Menschen noch weit davon
entfernt, in die klinische Erprobung zu gelangen. Also sucht man nach anderen, weniger
belasteten Therapieansidtzen. Wie oben schon erwihnt werden in der Onkologie verschiedene
Enzyminhibitoren verwendet um die weitere Proliferation von Tumorzellen zu verhindern. In
Anlehnung an diese Ergebnisse und Therapieversuche ergab sich die Frage nach dem Einsatz
von Enzyminhibitoren auch bei neurodegenerativen Erkrankungen. So zeigte die Gruppe um
Rapoport (Rapoport and Ferreira 2000), da durch den Einsatz des MAP2K-Inhibitors
PD098059 die Degeneration von Neuronen durch -Amyloid-Fibrillen in einem Alzheimer-
Modell, durch Blockade der durch die MAPK verursachten und durch das [-Amyloid
induzierten Phosphorylierung des Tau-Proteins, verhindert werden konnte. Mit einer
dhnlichen Idee beschiftigte sich die Gruppe um Trieu (Trieu, Liu et al. 2000). Sie konnte
zeigen, daB durch den Einsatz des Janus-Kinase-3 (JAK3)-Inhibitor WHI-P131 das
Fortschreiten der Erkrankungssymptome in einem Tiermodell der familiiren Amyotrophen
Lateral Sklerose (fALS) verzogert werden konnte. Somit ergeben sich neue Moglichkeiten fiir
die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen. Eine wichtige Voraussetzung fiir den Einsatz
von Protein-Kinase-Inhibitoren in der Therapie von Erkrankungen ist aber, dal man den
Mechanismus, der fiir die Entwicklung der pathologischen Vorginge verantwortlich ist,
kennt. Gerade bei den degenerativen Erkrankungen ist dies wichtig, denn man will ja mittels
der Therapie die Degeneration aufhalten und nicht einen Tumor induzieren. Aus diesem
Grund ist eine Signaltranduktionsanalyse sowohl bei degenerativen Erkrankungen wie auch
bei Onkogenen Prozessen sinnvoll. So forschte die Gruppe um Kunapuli (Kunapuli, Lawson
et al. 1998) iiber die intrazelluldre Signaltransduktion bei der Hypertrophie von
Kardiomyozyten und stellten fest, das dieser Effekt vor allem iiber den JNK-c-jun-Signalweg
vermittelt wird. Gleichzeitig zeigten sie, daBl durch den Einsatz von Protein-Kinase-
Inhibitoren wie Wortmannin oder Rapamycin der hypertrophe Effekt vermindert werden
konnte. Ahnliche Ergebnisse stellte die Gruppe um Zhong (Zhong, Chiles et al. 2000) vor,
jedoch beschiftigten sie sich mit der Expression von Transkriptions-Faktoren, im
Zusammenhang mit der Angiogenese, in Tumorzellen. Sie zeigten, dall die Transkription von
angiogenetischen Faktoren iiber den PI3K-Akt-FRAP-Signalweg vermittelt wird, und durch
Inhibitoren wir LY294002 oder Rapamycin die Transkription diverser Faktoren zur
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Tumorangiogenese geblockt wird. Ebenso notwendig wie die Signaltransduktionsanalyse ist
die genaue Analyse der Wirkungsmechanismus von Inhibitoren, wenn man diese in der
Therapie einsetzen mochte. Die hier dargestellten Arbeiten zeigen die GDNF-abhingige
Aktivierung der fiir die anti-Apoptose wesentlichen intrazelluldren Signaltransduktionswege.
Die Aktivierung dieser Signalwege durch pharmakologisch einsetzbare Substanzen, wie etwa
Lithium (Chalecka-Franaszek and Chuang 1999), konnte neue Behandlungsoptionen bei der
neuroprotektiven Therapie des M. Parkinson eroffnen. Leider ist noch keine Substanz
bekannt, die direkt die antiapoptotischen Faktoren wie Akt oder BCL-X;, stimulieren, so daf}
man zur Zeit noch darauf angewiesen ist, mit Hilfe neurotropher Faktoren die
antiapoptotischen Signalwege zu aktivieren und die proapoptotischen Faktoren wie Caspasen,
Janus-Kinasen oder SAPK zu hemmen. Hier besteht also noch viel Handlungs- und
Forschungsbedarf, jedoch auch vollig neue Perspektiven in der Behandlung von

degenerativen oder proliferativen Erkrankungen.

6.5 SchluBfolgerung

Hier konnte gezeigt werden, dal GDNF seine antiapoptotische Wirkung vor allem iiber den
PI3K-Akt-BAD-Signalweg vermittelt, und das dieser Effekt durch Blockade des eher
proliferativen MAPK-Signalweges noch gesteigert werden kann. Dies ist insbesondere
deswegen interessant, weil bisher nicht viel bekannt war iiber die intrazelluldren
Mechanismen der GDNF-Wirkungen. Durch eine genaue Analyse der intrazelluldren
Signaltransduktion von GDNF, kann man sich die sehr potente neuroprotektive Wirkung
moglicherweise fiir die Therapie am Menschen zu nutze machen. Denn trotz der guten
Ergebnisse von GDNF in vielen Modellen des M. Parkinson ist es bisher nicht moglich
GDNF selber, ohne starke Nebenwirkungen, in der Therapie am Menschen einzusetzen
(Kordower, Palfi et al. 1999). Gerade bei der Vielzahl der intrazelluliren
Signalwegkomponenten, deren Kombinationsmoglichkeiten und daraus resultierenden
vielfiltigen Effekten ist eine weitergehende Analyse von Signalwegen bei Erkrankungen oder
Therapien sinnvoll. So konnte z.B. Trupp et al (Trupp, Scott et al. 1999) zeigen, da} die
intrazelluldren Effekte von GDNF ebenfalls mit der Anwesenheit des Ret-Rezeptors bzw. der
Konzentration des GFRo variieren und damit bestidtigt dal auf diesem Gebiet noch viel
Forschungsbedarf besteht. Mit den dabei gewonnen Erkenntnissen konnen sich vollig neue
Therapiemoglichkeiten bei der Behandlung von onkologischen oder degenerativen Prozessen

ergeben.
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7 Zusammenfassung

Die Parkinson-Erkrankung ist neben dem M. Alzheimer die hidufigste neurodegenerative
Erkrankung mit einer Pridvalenz von ca. 3% bei den {iber 65-Jahrigen. Als
Degenerationsmechanismus wird ein programmierter Zelltod (Apoptose) der dopaminergen
Neurone in den Basalganglien vermutet. Neben den bestehenden klassischen
symptomatischen Therapien mit L-Dopa und anderen Antiparkinsonmitteln gibt es immer
wieder Ansidtze, die den weiteren Untergang der Zellen verhindern oder den Verlust ersetzen
sollen. Zu diesen Therapien zdhlen der Einsatz neurotropher Faktoren oder die
Transplantation fetaler dopaminerger Neurone. Dabei zeigte der ,,Glial cell line-Derived
Neurotrophic Factor* (GDNF) in verschiedenen in vivo und in vitro Modellen des M.
Parkinson eine iiberzeugende und reproduzierbare Wirkung und gilt daher als potentester
neuroprotektiver Faktor im experimentellen Modell. Dem Verstindnis seiner Wirkungsweise
gilt daher das wissenschaftliche Interesse, um darauf basierend neue Therapie-Ansitze zu
entwickeln. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der vermittelnde intrazelluldre
Mechanismus, die bislang im Wesentlichen ungeklirten sind.

GDNF bindet an einen Rezeptorkomplex aus dem extrazelluldr lokalisierten GDNF Rezeptor
(GFRo) und die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Ret. Nach der Bindung von GDNF, GFRo und
RET werden intrazellulire Proteinkinasen aktiviert, unter anderem auch die
Phosphatidylinositol-3‘-Kinase =~ (PI3K), die als Schliisselenzym zur  Aktivierung
antiapoptotischer Signalwege gilt. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell der
humanen Neuroblastom-Zellinie SHSYSY zeigte eine Expression des GFRoais und des Ret-
Rezeptors. Nach Stimulation mit GDNF konnnte in einem Immunprezipitationsassay auch die
Phosphorylierung der PI3K nachgewiesen werden. Unter den PI3K-vermittelten
intrazelluldren Effekten scheint vor allem die Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase
Akt (Proteinkinase B) fiir die anti-apoptotische Wirkung verantwortlich zu sein. Hier konnte
gezeigt werden, daBl Akt tatsdchlich nach Stimulation durch GDNF PI3K-abhingig
phosphoryliert wurde. Unter den Akt-Substraten spielt v.a. das bcl2-Familienmitglied BAD
eine bedeutende Rolle in der Apoptose-Regulation. BAD ist ein proapoptotisches Faktor, von
dem bekannt ist, daB er durch Akt phosphoryliert wird und dadurch das antiapoptotische
Protein BCL-Xy, freigibt. Phosphoryliertes BAD bindet an 14-3-3-Protein, wodurch es im
Zytosol gehalten wird, wihrend BCL-X; BAX bindet, und so verhindert, dal dieses durch
Tunnel-Bildung in der Mitochondrienmembran zytotoxische Substanzen entldt. Durch ein im
Rahmen der vorliegenden Arbeit neu entwickeltes Imunprezipitationsassay konnte gezeigt

werden, dal BAD als Ergebnis der GDNF-Stimulation tatsidchlich an das 14-3-3-Protein
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bindet und dadurch nicht proapoptotisch wirken kann. Somit wurde erstmals eine direkte
biochemische Verbindung zwischen dem GFRo-Ret-Rezeptorkomplex und dem PI3K/Akt-
Signalweg nach Behandlung von humanen Neuroblastomzellen mit GDNF hergestellt. Dieser
Signalweg scheint wesentlich an der Vermittlung der antiapoptotischen Wirkung von GDNF
beteiligt zu sein.

In den hier dargestellten Untersuchungen fand sich ebenfalls eine Aktivierung der endogenen
Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Cascade (MAPK) nach Stimulation mit GDNF, allerdings
mit einer anderen Kinetik als in der Kontrollstimulation mit EGF. So zeigte sich, daf} der
Effekt von GDNF auf den PI3K/Akt-Signalweg ausgeprigter ist als auf den ras/MAPK-
Signalweg, und das umgekehrt der Effekt von EGF auf den MAPK-Signalweg deutlicher ist,
als auf den Akt-Signalweg. Interessanterweise wurde Akt bei Blockade des MAPK-
Signalweges durch PD098059 stirker phosphoryliert als ohne den Inhibitor, so da man
davon ausgehen kann, dal die Zellen bei Blockade der Proliferation als Reaktion auf den
Stre8 die Antiapoptose verstirken. Die Analyse der intrazelluldren Signaltransduktion
ermoglicht vollig neue Therapieansitze fiir die Zukunft, die neben moglichen
neurorestorativen Strategien v.a. eine neuroprotektive Wirkung in Kombination mit neuen

Transplantationsansitzen erreichen konnten.
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