Die Bedeutung neuronaler Tyrosinkinase-Rezeptoreriif

die Entwicklung und die Regeneration im Nervensysta

Zusammenfassung

Die Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTHK&stimmt Morphologie und Identitét von

Zellen des Nervensystems, aber auch die Wandemdlervenzellen (Neuronen) an ihren
Bestimmungsort und ihre dortige Integration in méuronales Netzwerk sowie die Ausbildung von
Synapsen. Hier wird auf die wichtigsten zellulaoea molekularen Aspekte neuronaler RTKs sowie
auf ihre intrazellularen Signaltransduktions-Medbaren eingegangen, die den durch sie bewirkten
morphologischen und biochemischen Veranderungédrande liegen. Beispielhaft werden die
Fibroblasten-Wachstums-Faktoren (FGFs) und ihreptezen genauer besprochen.

Die Aktivierung von FGF-Rezeptoren (FGFRs) ist &len Entwicklungs- und Reparationsprozessen
in nahezu allen Geweben von Saugern beteiligt. lttdgs 23 FGF-Proteinen wurden 10 im Gehirn
identifiziert. Es gibt vier FGFRs, die samtlichden RTKs gezé&hlt werden. Im Zentralnervensystem
(ZNS) werden mehrere FGFs und FGFRs exprimiert.-B@krd hauptsachlich von Astrozyten
produziert, wahrend andere Mitglieder der FGF-Familie beispielsweise FGF-5, FGF-8 und FGF-
9, priméar von Neuronen synthetisiert werden. Wadhider Entwicklung des ZNS spielen FGFs und
ihre Rezeptoren eine wichtige Rolle fur die Neurszge, das Axonwachstums und im Rahmen
neuronaler Differenzierung. Neben ihrer Bedeutugigneurologischen Erkrankungen scheinen FGF-1
und FGF-2 auch an der Regulation synaptischerifitastund bei Lern- und Gedéachtnisvorgangen

beteiligt zu sein.
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Allgemeine Funktionen von RTKs bei der neuronalemévicklung

Neurone erhalten, verarbeiten und senden Informatoandere Nervenzellen weiter. Wahrend der
Entwicklung vergrdR3ert der diese Informationen abhfmnende Anteil des Neurons, der Dendrit, seine
Oberflache durch Ausbildung von Verzweigungen umdrign (sog. Spines). Der einzig abgehende
Fortsatz, das Axon, tragt die Information weited tnildet dafir terminale, synaptische Endigungen
aus. Diese Komplexitat auf morphologischer Eberrd g steuert durch Wachstumsfaktoren, z.B.
duch Neurotrophine wie NGF (nerve growth factodpNB- (brain derived neurotrophic factor) oder
Neurotrophin-3 (NT3). Diese Molekile sind essehfigl die neuronale Entwicklung, aber auch fir
die Aufrechterhaltung, Adapation und Plastizitatadulten Nervensystem. Neurotrophine und andere
Wachstumsfaktoren werden im zentralen und periphdervensystem nur in kleinen Mengen
produziert, wodurch sie sehr genau die Anzahl unddkologie von Neuronen Uber hoch-affine

Rezeptoren determinieren.

Neurotrophine binden an Trk (tropomyosin-relatathke)-Rezeptoren, welche an axonalen
Endigungen (Synapsen) angereichert sind. Diese Ivempboteine tbertragen nach ihrer Aktivierung
ein Signal an den Zellkdrper (und damit auch aniglkern) der entsprechenden Nervenzelle.
Gemeinsam mit Rezeptoren fur andere Faktoren rarotpher Aktivitat, wie z. B. FGF (fibroblast
growth factor) oder EGF (epidermal growth factbilden sie die Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK)
Familie, die das Uberleben, die Differenzierung dielPlastizitat von Neuronen bestimmen. Hier
werden die wichtigsten neuronalen RTKs (hauptséleiilrks und FGFRs) und ihre Fahigkeit,

intrinsisch-neuronale Signalwege und neuronale gmession zu beeinflussen, vorgestellt.

Die in vivo-Relevanz von RTKs fur das Nervensysteande hauptséachlich an transgenen Tieren
(sog. knock-out Mausen), denen einzelne RTKs inzgarkorper fehlen, erforscht. Da diese Tiere oft
nicht lange Uberlebensfahig sind, werden z.Zt. satuzierbare und/oder konditionale Maus-
Mutanten hergestellt, um die Expression von RTKidaronalen Subpopulationen wéahrend
spezifischer Entwicklungsstadien auszuschalten {iamait inre Funktion fur bestimmte Nervenzellen
zu bestimmen). Nur eine detaillierte Analyse de&nBlyps dieser Mause wird definitive Hinweise flr
die spezifische Rolle von RTKs in der Regulation weuronaler Entwicklung und regenerativem
Axonwachstum liefern. Derzeit sind wir auf Studamkonventionellen knock-out Mausen
angewiesen, die darauf hinweisen, dass die NeytdtrteRezeptoren (Trks) eine wichtige Rolle in der
Entwicklung von peripheren sensiblen, motorischea sympathischen Neuronen spielen. Es ist von
Bedeutung, dass adulte periphere sympathischeamsilbdde Neurone keine Neurotrophine zum
Uberleben bendtigen, obwohl diese wahrend der Eogenyese und im frithen postnatalen Leben

unbedingt erforderlich sind. Sogar bei Entfernen paglichen Quellen von neurotrophen Faktoren,



wie z. B. nicht-neuronalen Zellen, tGberleben > 8f6adulten Neurone in Zellkultur und bilden

lange Fortsatze aus.

Die spezifische Rolle von TrkA, -B und -C-Rezeptoveurde genauer untersucht im Ganglion
cervicale superius (SCG) von Nagetieren. In diestdell wird TrkC bereits in frihen
Entwicklungsphasen exprimiert, noch bevor es zubMelung der sog. praganglionaren Neurone mit
dem SCG kommt. TrkB (BDNF-Rezeptor) spielt keindl®m der Entwicklung postganglionarer
Neurone, wird aber fur praganglionédre Neurone bghdtie zum Nebennierenmark projizieren. Das
Fehlen von TrkA (NGF-Rezeptor) beeinflusst wedereurogenese, die Expression von neuronalen
Markern oder das initiale Axonwachstum von SCG-Meen. Im Gegensatz dazu ist TrkA aber
absolut notwendig fiir das Uberleben und die pergh®ervation von sympathischen Neuronen in
der spateren Entwicklungsphase. Mause, denen TkZeitoren fehlen, haben nicht nur
sympathische, sondern auch schwere sensible Neébi@pand die meisten sterben innerhalb eines
Monats nach der Geburt. Neuronaler Zelltod wurddiésen Tieren im SCG, im trigeminalen sowie
im Hinterwurzelganglion (dorsal root ganglion, DRé@&tektiert. Die Expression und die Aktivitat von
vielen Uberlebens-assoziierten Proteinen, wie €&spase-9, Bax oder Bcl-xL, werden von allen Trk-
Rezeptoren reguliert. Weiters wurde eine Reduldmmncholinergen basalen Frontalhirn-Projektionen
zum Hippocampus und in den Cortex TrkA-defizierdtimre beobachtet. Alle peripheren sensiblen
Neurone exprimieren einen der drei Trk-Rezeptonamierschiedlichen Entwicklungsstadien. TrkA
knock-out-Mausen fehlen nocizeptive und thermoxepteurone, wahrend TrkC knock-out-Tieren
die grolRen, propriozeptiven Neurone fehlen. TrkAipee, sensible Neurone besitzen nicht-
myelinisierte C-Fasern oder duinn myelinisier@eFPasern und sind vorwiegend nocizeptiv. lhr
neurochemischer Phanotyp ist charakterisiert ddrelexpression von Substanz P, CGRP (calcitonin
gene-related peptide), den Capsaicin-Rezeptor urchdlie Expression von Na-Kanélen, was darauf
hindeutet, dass Trk Rezeptoren nicht nur eine s=in@, sondern auch eine instruktive Rolle wahrend
der neuronalen Entwicklung spielen. Dies wird dultshBeobachtung untersttitzt, dass das Fehlen
von pro-apoptotischem Bax DRG-Neurone in TrkA knocit-Tieren rettet, aber die tberlebenden
Neurone keine korrekten peripheren Verbindungestbeken und ihre nocizeptiven Markermolekile

verlieren.

Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren (FGFR&Jespieine wichtige Rolle bei der Neuralrohr-
Entwicklung des ZNS, indem sie die Proliferatiom kiertikalen Vorlauferzellen regulieren. Letzteres
erfordert insbesondere FGFR3, der fir die migrattien Eigenschaften der entstehenden neuronalen
Precursorzellen notwendig zu sein scheint. Dartiberus entwickeln sich Oligodendrozyten unter
dem Einfluss von FGFR-Signalkaskaden. Im folgenfleschnitt wird naher auf die

Molekularbiologie der neuronalen RTKs und ihrerdrigen am Beispiel der Familie der

Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGFs) und ihrer Reren (FGFR) eingegangen.



Fibroblastenwachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren

Gen- und Protein-Struktur der FGFs

Alle bekannten FGF-Gene bestehen aus drei kodiereBdons, wobei Exon 1 fir das Start-Codon
kodiert. Allerdings enthalten einige FGF-Gene, £BF-2 und FGF-3, zusétzliche 5" untranskribierte
Regionen. Die GrtRRe der kodierenden Region von 6@fen reicht von weniger als 5 kb (FGF-3
und FGF-4) bis tber 100 kb (FGF-12). In Bezug g chromosomale Lokalisation zeigen FGF-
Gene eine weit verstreute Verteilung. Mit Ausnatvoe FGF-16 ist die chromosomale Lokalisation
fur alle menschlichen FGF-Gene bekannt. Mehrergedi€ene sind auf verschiedene spezifische

chromosomale Regionen konzentriert.
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Hinsichtlich ihrer evolutionaren Entwicklung sinFs vergleichsweise alte Molekile, die schon bei
Invertebraten nachgewiesen werden kénnen. FGFeileneene wurden auch in mehreren viralen
Genomen identifiziert. Allerdings enthalten Genoroa einzelligen Organismen, wie z.B. E. coli
oder Hefe (S. cerevisiae), keine FGF-ahnlichen Sezgn. Bei wirbellosen Organismen (z.B. bei der
Fruchtfliege, Drosophila, oder dem Fadenwurm, Ceweatmditis elegans) wurde fir Drosophila nur
eine FGF-ahnliche Sequerrdnchless) gezeigt und zwei fir C. elegans. Zwischen den
unterschiedlichen Arten sind FGF-Proteine hoch &onsrt mit mehr als 90% homologen
Aminosauresequenzen. Bis heute wurden vier FGRZeimnafisch (FGF-3, -8, -17 und -18), sechs im
Krallenfrosch Xenopus (FGF-3, Fdfi, Fdfii, FGF-8, und -20), und sieben im Huhn (FGF-2, -4, -8, -
12, -14, -18 und -19) identifiziert.



Abb. 2. Die dreidimensionale Struktur des
FGF-2-Proteins (modifiziert nach Zhu et al.,
1991)

Humane FGFs sind teilweise homolog und kénnen daheehrere Unterfamilien gruppiert werden.
Eine dieser Unterfamilien umfasst FGF-8, -17 uri$] vtelche 70-80% ihrer Aminosauresequenzen
teilen und einen hohen Grad der Ahnlichkeit in itRezeptorbindungsspezifitat aufweisen. Auch
finden sich Uberlappende Expressionsorte, wie diBMittelhirn-Hinterhirn Grenze. FGF-Proteine
von Vertebraten haben ein Molekulargewicht von 5734 kDa, wohingegen das Translationsprodukt
von Drosophilébranchless 84 kDa betragt. Die prinzipielle Proteinstruktsir allen FGFs ahnlich, mit
einem inneren Kernbereich bestehend aus 28 hodekaarten und sechs identischen
Aminosaureresten (Abb. 1). Zehn dieser konsenneiminosaurereste sind verantwortlich fur
Interaktionen mit dem FGF-Rezeptor. In FGF-1 undrFXesteht der Kern des Proteins aus 12
antiparallelen beta-Strangen (Abb. 2). Zwei didm#a-Strange (Nr. 10 und 11) beinhalten basische
Aminosaurenreste, welche die Heparin-BindungsstelieFGF-2 bilden.

Die Mehrheit der FGFs (FGF-3 bis -8, -10, -15, bi&-19 und -21 bis -23) verfligen tUber
aminoterminale Signalpeptide. Daher kann davonegetgen werden, dass sie aus den Zellen
sekretiert werden. Allerdings fehlen den ProteiR@t-1, -2, -9, -16 und -20 konventionelle
Signalpeptide, dennoch werden sie aber in den Ealtrdérraum ausgeschieden. FGF-1 und -2
werden vermutlich nur von geschadigten Zellen deicken Mechanismus freigesetzt, der unabhangig
vom klassischen endoplasmatischen Retikulum-Golgg\igt. FGF-9 verfugt Uber eine
aminoterminale hydrophobe Sequenz, welche fur digedion verantwortlich ist. Fir FGF-2 und

FGF-3 wurden hochmolekulare Formen mit Gberwiegardearer Lokalisation nachgewiesen.

Molekularbiologie der FGF Rezeptoren

Die Existenz der hoch-affinen FGF-Rezeptoren wardsst in 3T3-Fibroblasten mittels
Phosphotyrosin-spezifischer Antikérper nachgewiedarch die die von FGF-1 und FGF-2
stimulierte Tyrosin-Phosphorylierung detektiert deam konnte. Direkte Beweise fir die Existenz von

Membran-gebundenen FGF-Rezeptoren mit hoher AdtifiKD = 20 pmol/l) stammten aus



Bindungsstudien mit 125Il-markiertem FGF-2. Mehigrgersuchungen identifizierten die fur die
Bindung verantwortlichen Rezeptor-Proteine, weleileMolekulargewicht zwischen 125 und 160

kDa aufweisen.
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Ein weiterer Durchbruch in Bezug auf die Charakterung von FGF-Rezeptoren wurde durch die
Isolierung von cDNA aus Hiuhnergewebe fir ein Proteit hoher Affinitat fur FGF-1 erreicht. Die
strukturelle Charakterisierung dieses Molekls fiilzur Identifizierung der prototypischen
Kennzeichen aller FGF-Rezeptoren. Es handelt sithi tansmembranproteine mit drei
extrazellularen Immunglobulin-ahnlichen Domanen, (igll und Iglll), die einen sauren Bereich
zwischen Igl und Igll, eine hydrophobe Transmemiidamane und eine intrazellulare
Tyrosinkinase-Domane besitzen (Abb. 3). Bisher wordier verschiedene Subtypen von FGF-
Rezeptoren identifiziert. Die Affinitdt von FGF-Rezoren fir ihre Liganden ist sehr vielfaltig mit

unterschiedlichen Affinitaten fir jedes MitgliedrdeGF-Familie von Wachstumsfaktoren.

Die Bindung eines Liganden an den FGF-Rezeptot fithrBildung eines Rezeptor-Komplexes
bestehend aus zwei FGF-Molekilen gebunden an jgewien Rezeptor, welche durch Heparin (ein
Heparansulfat-Proteoglykan) miteinander verbundieeh @\bb. 4). Vermutlich bilden sich zwei
unabhéngige FGF/FGFR-Komplexe, die dann durch 8ikaSaminoglykan verbunden werden. Die
Entstehung des Rezeptor-Dimers |6st die AktivierdagRezeptor-Monomere durch gegenseitige
Phosphorylierungif trans) aus, was zur Rekrutierung von intrazellularem8&ignolekulen fuhrt. Eine

wichtige Klasse von Signal-Proteinen, die an ddivigkten FGF-Rezeptor-Komplex binden, gehort
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zur Gruppe der src-homology2 (SH2)-Proteine. Dasejesame strukturelle Merkmal dieser Proteine
ist die SH2-Doméne, die der intrazellularen Intécakmit dem Rezeptor-Komplex dient. Die SH2-
Proteine kdnnen als Substrat fur Rezeptor-verretehosphorylierung selbst oder als Adapter-
Proteine dienen, um andere Zielproteine zu rekenieRTKs transduzieren Signale durch
Phosphotyrosin-induzierte KonformationsanderungeeriZielproteine in Folge dessen es zur

Aktivierung verschiedener katalytischer Aktivitateommt.

Abb. 4. Die dreidimensionale Struktur
des extrazellularen Teils eines
Komplexes bestehend aus FGF-
1/FGFR-2 Heterodimeren, die
miteinander verbunden sind durch
Heparin (modifiziert nach Pellegrini et
al., 2000).

Heparin

Die meisten Untersuchungen tGiber FGF-Rezeptor-viiteitSignaltransduktion wurden am FGFR-1
alsdem prototypischen FGFR durchgefiihrt. Die Signalwegesehiedener FGF-Rezeptoren sind auf
Grund eines hohen Maf3es an Homologie auf Aminodabeme zwischen den verschiedenen Arten
von Rezeptoren sehr ahnlich. Dartber hinaus wuntier Werwendung von chiméren Rezeptoren
(bestehend aus den zytoplasmatischen Domanen VBRAGFGFR-3 und FGFR-4 jeweils verknlpft
mit der extrazellularen Domane des PDGF-Rezeptmagigt, dass der Hauptunterschied zwischen
FGFRs die Starke der Tyrosinkinase-Aktivitat istiumicht Unterschiede in ihren Zielproteinen. Dies
bedeutet, dass alle FGFR-Subtypen die gleicherafkiggskaden ansteuern, jedoch in unterschiedlicher
Auspragung.

Sieben Tyrosin-Reste am zytoplasmatischen Ende@ER-1 dienen als Substrat fur die
Phosphorylierung: Tyr463, Tyr583, Tyr585, Tyr658r@54, Tyr730 und Tyr766. Tyr653 und Tyr654
sind fur die auto-katalytische Aktivitat der FGF#ARptoren wichtig und damit wesentlich fur die
Signaltransduktion. Fur Tyr766 wurde gezeigt, desdie SH2-Domane der Phospholipase C gamma
(PLCy) bindet und fur die FGFR-mediierte Aktivierung vBaCy notwendig ist. Im Gegensatz dazu
kdnnen die anderen Tyrosine zu Phenylalanin-Remstérert sein. Sie stellen keine Substrate fir die
Rezeptor-auto-Phosphorylierung dar. Ihre Bedeutumgr FGFR- Signaltransduktion ist bisher

unbekannt.



Signalwege von RTKs in Nervenzellen

Wie oben beschrieben resultiert die durch LiganBiettung induzierte Aktivierung und
Autophosphorylierung in der Rekrutierung von mebnefdapter-Molekilen an Tyrosin-Reste in der
intrazellularen Domane von RTKs. Adapter-Proteiie MRS2 oder Shc I6sen dann die Aktivierung
verschiedener intrazellularer Signalwege aus. Dohtigsten Signalkaskaden, welche durch RTKs
aktiviert werden, sind der Ras/Raf/MEK/ERK- und 8¢3K/Akt-Signalweg (Abb. 5). Aktives ERK
und Akt sind sowohl fiir neuronales Uberleben inEletwicklung und im erwachsenen Nervensystem
als auch fur axonales und dendritisches Wachstuamtxgortlich. Phospholipase C (PLC) regelt vor
allem die intrazellulare Ca-Konzentration und diet@inkinase C (PKC)-Aktivitat Gber die Spaltung
von PIP2 zu DAG und IP3. Dieser Mechanismus scheiederum die MEK-Aktivitat zu férdern und

an der Neurotrophin-Freisetzung beteiligt zu sein.

Die zentrale Bedeutung von ERK und PI3K

Die Aktivierung von PI3K/Akt und ihrer nachgeordeetZielproteine stellen die wichtigsten
Uberlebens-Signale in adulten Neuronen dar. Im @saje dazu spielt ERK eine vorherrschende
Rolle in der Entwicklung und nach einer Zellschadig. PI3K und sein Zielmolekil Akt sind
notwendig fiir das NGF-abhangige Uberleben von symigzhen und sensorischen Neuronen.
Aktivierung von ERK induziert Transkriptions-Progesdie die Expression von anti-apoptotischen
Proteinen wie Bcl-2 beeinhalten. Dagegen phospigstyAkt BAD und verhindert so die
Inaktivierung von anti-apoptotischen Bcl-2-ProteinBer Transkriptionsfaktor Forkhead, der
Apoptose durch steigende Konzentrationen an Fasaldignduziert, wird durch Akt gehemmit.
Weiters verhindert Akt indirekt Apoptose durch &ieppression der GSK-3 (Glykogen-Synthase-3-
Kinase). Neben der Aktivierung von Akt férdert P18lis Uberleben durch die Aktivierung einer
Gruppe von Caspase-Inhibitoren, die sog. Inhibitater Apoptose (IAP), welche am Neurotrophin-

mediierten Uberleben in sensiblen und sympathisttemonen beteiligt sind (Abb. 5).

RTK-Signalwege fordern axonales Wachstum nichtwiiiirend der Embryonalentwicklung, sondern
auch in adulten Neuronen. Aktivierung von PI3K, ARas, Raf, MEK und ERK ist notwendig flr
NGF-induziertes Neuritenwachstum, und Uberexpressim Ras, Raf und MEK induziert
Neuritogenese in der Abwesenheit von NGF in sod.ZZellen, einer neuronal differenzierenden
Zelllinie. Nachhaltige ERK-Aktivierung ist fir Neitenwachstum von PC12-Zellen erforderlich,
wahrend voribergehende ERK-Aktivierung zur Protifem fuhrt, was darauf hindeutet, dass die
Dauer des ERK-Signals die Differenzierung diesdleBebestimmt. In der primar neuronalen

Zellkultur induziert aktives Ras Neuritenwachstuom\Weuronen in Abwesenheit von



Neurotrophinen, wahrend in sympathischen NeuromasrnERK-Signal fur BDNF/TrkB-vermittelte
axonale Elongation erforderlich ist. Dartber hinestiglie ERK-Phosphorylierung fur den retrograden
Transport eines Schadigungs-Signals erforderlichfinden durch Neurotrophine induzierten lokalen
Aufbau von Axonen. Umgekehrt fiihrt eine Hemmung #&K zur Aktin-Depolymerisation und zur

Zerstorung des Wachstumskegels.

PI3K ist ebenso notwendig fur das NGF-induziert@e#wachstum von sympathischen Neuronen und
fur die Wachstumskegel-Reaktion auf NGF. Es wumleeggt, dass aktiviertes Akt die
Axonregeneration von Motoneuronen in vivo beschigiuiie lokale Anordnung des Zytoskeletts,
welche die axonale Morphogenese reguliert, ist amtér Kontrolle des PI3K-Signalweges. PI3K
beeinflusst die Aktivitat von verschiedenen kleirt@hPasen der Rho-Familie wie Rac, Cdc42 und
RhoA, wodurch es zur Veranderung des Aktin-Zytosttelkommt, das fur dendritisches und axonales
Wachstum von herausragender Bedeutung ist. In IBldsten induziert die Aktivierung von Cdc42
fingerférmige Ausstllpungen (Filopodien) und dietikierung von Rac die Bildung von
Lamellipodien (flachenhafte Protrusionen), wahrdiedAktivierung von RhoA zur sog.
Stressfaserbildung flhrt. Neuriten kénnen sich aitn durch Verlangerung der Filopodien und
nachfolgender Generierung von Lamellipodien zwisathen Filopodien. In PC12-Zellen werden
sowohl Cdc42 und Rac durch PI3K reguliert, undBlidung von Lamellipodien ist von der Rac-
Aktivitat abhangig. In primaren Riickenmarksneurofigdert die Uberexpression von aktivem Cdc42
die Wachstumskegel-Bildung der Filopodien und dienale Elongation. RhoA aktiviert die Rho-
Kinase ROCK, welche zur Phosphorylierung von veesidmen Ziel-Proteinen fuhrt, einschliel3lich
der Myosin Leicht-Kette, die wiederum Myosin akéit. Im Gegensatz zu Rac und Cdc42, welche
das Neuritenwachstum férdern, verursacht RhoA danhatumskegelkollaps und eine Retraktion der

Neuriten.

Pharmakologische Inhibition von RhoA induziert Neenwachstum in PC12-Zellen. Umgekehrt wird
die PC12-Zell-Differenzierung blockiert durch eidiv-dominante Mutante von RhoA. Bei
erwachsenen DRG-Neuronen stimuliert die HemmungRiomA das Neuritenwachstum. Die NGF-
induzierte PI3K-Aktivierung inaktiviert vortiibergattt RhoA Gber Racl, wodurch RhoA von der
Membran in das Zytoplasma transloziert und seiégkait mit ROCK zu assoziieren vermindert
wird. Integrine inaktivieren RhoA Uber die Aktivierg von RhoGAP. Die Aktivierung von PI3K/Akt
wiederum inaktiviert GSK-3R3, welches Axonwachstlinch die Regulation der Mikrotubuli-
bindende Proteine (MBPs) hemmt. GSB{8eeinflusst alle Aspekte der Mikrotubuli-Anordnunge
Mikrotubuli-Polymerisation und Erhaltung der Mikuobiuli-Dynamik von verschiedenen MBPs. Bei
erwachsenen DRG-Neuronen fuhrt die Hemmung von GSKu einem verbesserten
Neuritenwachstum (Abb. 5).
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Der ERK- und der PI3K-Signalweg haben unterschibdliFunktionen im Rahmen axonler
Regeneration. In embryonalen DRG-Kulturen sowiedgleilten DRG-Explantaten, welche nicht von
neurotrophen Faktoren abhangig sind, fuhrt diebliilbn von PI3K zu vermindertem Axonwachstum.
PI13K-Inhibitoren hemmen spontanes und NGF-induggeNeuritenwachstum. Inhibitoren des
Ras/ERK-Signalweges hemmen nur vorubergehend spsrsuswachsen von Axonen aus DRG-
Explantaten, wahrend NGF-induziertes Wachstum dawesentlich beeintrachtigt wird. In Bax-
knockout-Mausen fiihrt die Uberexpression von RakRaf-1 (c-Raf) zu axonaler Elongation von
embryonalen sensiblen Neuronen, wahrend die Ubegssion von Akt oder PI3K den
Axondurchmesser und die axonale Verzweigung ertigibt Co-Transfektion mit Raf und Akt fihrt

zu langen, dicken und maRig verzweigten Axonen.Biekte von Raf und Akt scheinen voneinander
unabhangig sein. Bei adulten DRG-Neuronen indudiercGF-2 Behandlung eine prominente ERK-
Phosphorylierung, wahrend die Akt-Phosphoryliernngleicht erhdht wird. Im Gegensatz dazu fuhrt
die Behandlung mit NGF zur Phosphorylierung von@avERK als auch Akt in einem &hnlichen
Ausmal. Es ist daher nicht verwunderlich, dass BGiber nicht NGF, das elongative

Axonwachstum von sensiblen Neuronen als Antwortesing Nervenlasion positiv beeinflussen kann.

Negative Feedback-Inhibitoren der RTK Signalwege

Die Signaltransduktion von RTKs wird abgeschwaeihtd Degradation der Rezeptoren oder durch
negative Feedback-Inhibitoren wie Sprouty oder Spfouty-Proteine wurden erstmals 1998
entdeckt. Sie stellen eine bedeutende Gruppe vgatimen Feedback-Inhibitoren in Nervenzellen dar,
die Intensitat und Dauer der Aktivierung von Tyrggnasen begrenzen und damit Wachstum und
Differenzierungsprozesse wesentlich beeinflussesaugetieren wurden vier Sprouty-lsoformen
gefunden (Sproutyl1-4), deren Expression durch Wanotsfaktoren reguliert wird. Aktivierung von
Sprouty hemmt spezifisch den Ras/Raf/[ERK-Signahiredyziert durch FGF, BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), GDNF (glial cell line-derivegurotrophic factor), PDGF (platelet-derived
growth factor) oder VEGF (vascular epithelial grbvidctor). Sproutyl und -2 binden Grb2 und
hemmen die Rekrutierung des Grb2-SOS-KomplexesR82Foder Shp2. Sprouty2 und -4 binden Raf

und interferieren ebenso mit der Aktivierung des/ERK-Signalwegs.
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Sprouty

Sef-b

Neuriten- . Neuriten-
wachstum Uberleben wachstum

Abb. 5.Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK)-abhangige Signalwegefir neuronales Uberleben und
Neuritenwachstum verantwortlich sind und durch tigegaeedback-Inhibitoren gehemmt werden
(rot). In adulten Neuronen férdert die Aktivierumgn ERK Uber Ras/Raf/MEK priméar das
Neuritenwachstum durch transkriptionale Kontralldy. ERK transloziert in den neuronalen Zellkern.
Der Uberlebensweg wird von PI3K, welches tiber AkDBphosphoryliert und dadurch seine
Inhibition von anti-apoptotischen Proteinen verl@ndDie Hemmung von GSK induziert
Neuritenwachstum durch die Regulation Mikrotububirsdender Proteine (MAPs). Rac und Cdc42
regulieren die Aktin-Dynamik tber Aktin-bindendeoRine (ABP). RhoA beeinflusst das Aktin-
Zytoskelett tber das Aktin-basierende Motor-ProMyosin 1l. PI3K inaktiviert RhoA
vorubergehend, was seine Fahigkeit herabsetzR@®IK zu assoziieren. Die negativen Feedback-
Inhibitoren Sprouty und Sef schwachen RTK-Signakvaly. Sprouty hemmt spezifisch MAP-Kinase-
Aktivitat auf der Ebene von Grb2 und Raf. Sef-ehusdert die Phosphorylierung des Rezeptors als
Transmembranprotein und das zytoplasmatische SkgfHindert die nukle&re Translokation von
ERK durch Hemmung der Dissoziation des ERK-MEK Ktewps (nach Hausott et al., 2009)

Uberexpression von Sproutyl und -2 verhindert dastdNGF (nerve growth factor) oder FGF-2
induzierte Neuritenwachstum von PC12-Zellen. Njghosphoryliertes dominant-negatives Sprouty1,
-2 oder -4 fordert dagegen FGF-induziertes Neurgaistum. In Kulturen von unreifen Granula-
Nervenzellen des Kleinhirns verhindert die Uberespion von Sprouty2 Neuritenbildung und die
Hemmung von Sprouty2 durch eine dominant-negatiutalte oder siRNA férdert demgegeniber
das Neuritenwachstum. In reifen Nervenzellen, dieilbs ein umfangreiches Netzwerk von Axonen
besitzen, induziert die Uberexpression von Sprods2 Zelltod, wahrend seine Hemmung das
Uberleben fordert. Dies weist auf einen Entwicklsungterschied in der Wirkung von Ras/ERK-

Aktivierung hin, welches Neuritenwachstum oder dasrleben in Abhangigkeit vom Alter
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beeinflusst. Sprouty2 wird hoch exprimiert in adnlDRG-Neuronen und seine Hemmung induziert

elongatives Axonwachstum durch Verstarkung desERis/Signalweges.

Der negative Feedback-Inhibitor Sef (similar expi@s of FGF genes) wurde erstmals im Zebrafisch
identifiziert. Sef wird co-exprimiert mit Sproutyhd Sprouty4. Ahnlichkeiten zwischen den
Expressionsmustern dieser Gene deuten daraufdss,sie ko-reguliert werden. In Abh&angigkeit von
der Isoform blockiert Sef die Phosphorylierung Bezeptors als ein Transmembranprotein durch
Hemmung der FRS2-Phosphorylierung (Sef-a), odeedsndert die nukleéare Translokation von
ERK durch Hemmung der Dissoziation des ERK-MEK Kéemps als zytoplasmatische Isoform (Sef-
b, Abb. 5). Uberexpression von Sef hemmt FGF-2N@GdF-induziertes Neuritenwachstum von

PC12-Zellen. Sef wird im Gehirn, im Rickenmark imdRGs exprimiert.

Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz ieHezldrortschritte in unserem Verstandnis der
molekularen und zellularen Veranderungen, die ddddivierung von RTKs induziert werden, noch
wichtige Fragen beantwortet werden missen. Im Foilaler Labors steht daher z.Zt. die
Untersuchung der Aktivierung und das Recycling R3Ks, die Bindung und die Modifikation von
Signalmolekilen sowie die Regulierung der nukle8memskription und damit die Veranderungen in
der neuronalen Genexpression durch RTKs.

Viele dieser Studien zielen auf die Entwicklung vidrerapien ab, die zur Férderung von neuronalem
Uberleben und axonaler Regeneration bei verschédErkrankungen des Nervensystems beitragen
koénnen. In der Tat konnte eine neuroprotektive Whdkdurch die Behandlung mit RTK-Liganden
nach traumatischen oder ischamischen Lasionentesdeden, aber auch bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Amyotrophen Lateralsklerose)$ Chorea Huntington oder der Parkinson-
Krankheit und verschiedenen peripheren Neuropathigden positive Effekte beobachtet. Als
Neurotrophine und andere Wachstumsfaktoren in rékaanter Form hergestellt werden konnten,
wurden rasch therapeutische Erfolge bei dieseraBkkmgen erwartet (&hnlich dem Erfolg von
Erythropoietin bei Stérungen im hamatopoietischgst&n). Allerdings haben klinische Studien mit
Neurotrophinen bei Patienten mit neurodegeneratir&rankungen bisher nicht ihr Versprechen
halten kénnen. Folglich wird auf Basis detaillieftenntnisse der Signaltransduktionswege und
transkriptioneller Verdnderungen nach RTK-Aktiviegudie Suche nach neuen endogenen oder
pharmakologischen Modulatoren der RTK-Signalwegtgésetzt. Vielversprechende Ergebnisse der
bisherigen pra-klinischen Studien deuten auf easggs therapeutisches Potenzial von diesen
Molekdlen hin, die vielleicht nicht zu einer Heilgyraber evtl. doch zu einer Verlangsamung des

Fortschreitens von neurodegenerativen Erkrankufigeen konnen.
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Abktrzungen

ABP = actin binding protein

BDNF = brain derived neurotrophic factor
DRG = dorsal root ganglion

ERK = extracellular signal-regulated kinase
FGF = fibroblast growth factor

GDNF = glial cell line-derived neurotrophic factor
GSK-3 = glycogen synthase 3-kinase

IAP = inhibitor of apoptosis

MAP = microtubule associated protein
MAP kinase = mitogen activated protein kinase
MBP = microtubule binding proteins

MEK = MAPK kinase

NGF = nerve growth factor

NT3 = Neurotrophin 3

p75NTR = p75 neurotrophin receptor

PI3K = phosphatidylinositol-3 kinase

PLC = phospholipase C

RTK = receptor tyrosine kinase

ROCK = Rho-associated kinase

SCG = superior cervical ganglion

Trk = tropomyosin related kinase

ZNS = central nervous system (Zentralnervensystem)
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