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1. Einleitung

1.1 Neurotrauma

Jahrlich Uberleben etwa 130.000 Menschen eine Ruckenmarksverletzung, so dass
weltweit ca. 2,5 Millionen Patienten mit den Folgen einer Rickenmarksverletzung
konfrontiert sind. Bei einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 33,4 Jahren und
einer anndhernd normalen Lebenserwartung sind die Patienten haufig fur viele Jahr-
zehnte betroffen. Durch die aktuelle demographische Entwicklung findet sich darun-
ter aber auch ein zunehmender Anteil an alteren Menschen mit Demenzen und Be-
wegungsstorungen, die aufgrund von Stlrzen eine Riuckenmarksverletzung erleiden
(Adams und Cavanagh 2004; van den Berg et al. 2010). Die meist inkomplette
Durchtrennung beziehungsweise Quetschung des Rickenmarks kann in motori-
schen, sensorischen und autonomen Funktionseinschrankungen resultieren (Furlan
et al. 2011). Aktuell sind nur wenige spezifische Therapiemdglichkeiten zur Behand-
lung der Querschnittssyndrome bekannt. Aufgrund der mdglichen ausgepragten
kardiovaskularen, pulmonalen und gastrointestinalen Komplikationen ist meist eine
initiale intensivmedizinische Uberwachung indiziert. Im Falle einer Kompression des
Ruckenmarks ist eine frihzeitige chirurgische Dekompression anzustreben. Bei vor-
liegender Instabilitat der Wirbelsdule kann eine weitere operative Versorgung not-
wendig sein oder eine konservative Lagerungsbehandlung erfolgen (Wilson et al.
2012). Eine Behandlung mit Methylprednisolon kann innerhalb der ersten 8 Stunden
nach dem Trauma versucht werden (Bracken et al. 1997). Jedoch ist diese Behand-
lung nur geringgradig evidenzbasiert und wird beziglich Effektivitat und aufgrund
maoglicher Komplikationen wie beispielsweise einer erhthten Thromboserate ange-
zweifelt (Hurlbert 2000; Short et al. 2000). Neben diesen Therapien und der Vermei-
dung von Komplikationen spielen vor allem rehabilitative MalRnahmen wie kombinier-
te physio- und ergotherapeutische, passive und aktive Ubungsbehandlungen eine
Rolle in der Behandlung von Riickenmarksverletzungen (Ubersicht in Dietz 2002).
Die Prognose der Rickenmarksverletzungen hangt im Wesentlichen vom Ausmalf}
der Schéadigung ab. Sind gro3e Bereiche des Rickenmarks geschédigt, zeigen sich
haufig irreversible Funktionsverluste, die durch einen kompletten beziehungsweise
inkompletten Verlust der Motorik und der Sensibilitdt gekennzeichnet sind (Schuller-
Weidekamm 2008). Die ausgepragten bleibenden Funktionseinschrankungen mit

den damit verbundenen Kosten fir die medizinische und soziale Versorgung erfor-



dern ein besseres Verstandnis der zellularen und molekularen Mechanismen, die
sich nach einer Schadigung des zentralen Nervensystems abspielen, um effektive
Therapiestrategien entwickeln zu kdnnen.

In der gegenwartigen Forschung zur Therapie neurotraumatischer und neurodegene-
rativer Erkrankungen werden vor allem zwei unterschiedliche Ziele verfolgt. Auf der
einen Seite wird versucht, den Zelltod zu verhindern, auf der anderen Seite soll die
Regeneration der Nervenzellen und ihrer Fortsatze gefordert beziehungsweise die
Degeneration verlangsamt werden. Diese Teilprozesse sind jedoch nicht vollstandig
voneinander zu trennen. Die Hemmung des Zelltodes allein ist ungentgend fir die
Wiederherstellung von funktionsfahigen Nervenzellen. Die angestrebte Regeneration
ist ihrerseits stark von der Existenz tuberlebender Zellen abhangig. Das Scheitern der
Regeneration kann unter anderem der schadigungsassoziierten Apoptose, der ver-
minderten intrinsischen Wachstumskapazitat adulter Neurone und der wachstums-
hemmenden Umgebung im adulten zentralen Nervensystem zugeschrieben werden
(Huebner und Strittmatter 2009). Es ist daher wichtig, diese Teilaspekte bei der Ent-
wicklung neuer Therapiestrategien zu bericksichtigen, um die neuronale Funktions-

fahigkeit wieder herzustellen.

1.2 Apoptose

Apoptose bezeichnet einen Prozess des programmierten Zelltodes, der verschiedene
biochemische Vorgéange beinhaltet und zu charakteristischen zellmorphologischen
Veranderungen und schlie3lich zum Untergang der Zelle fuhrt. Zu den morphologi-
schen Veranderungen zahlen unter anderen die Vesikelbildung, der Verlust des Zell-
zusammenhalts, das Schrumpfen der Zelle, die Zellkernfragmentation, die

Chromatinkondensation und —fragmentation (Kerr et al. 1972).

Der Vorgang der Apoptose wurde erstmalig von Kerr et al. 1972 beschrieben und ist
ein genetisch stark konservierter Mechanismus, den alle Vielzeller besitzen. Er ist fur
die normale Gewebeentwicklung und —homo6ostase von essentieller Bedeutung. Im
Gegensatz zur Nekrose, einem bedeutenden Mechanismus des Zelltodes, lauft die
Apoptosekaskade streng kontrolliert ab. Die Prozesse sind vom Vorliegen von ATP
und damit vom Energiehaushalt der Zellen abhéngig. Zellen im gleichen Gewebe-
verbund, die nicht dem Stimulus unterliegen, werden nicht geschadigt (Danial und
Korsmeyer 2004; Smaili et al. 2009).



Der aul3erst komplexe Vorgang der Apoptose kann durch zwei unterschiedliche Me-
chanismen ausgeldst werden. Der extrinsische Weg wird uUber sogenannte Todes-
Rezeptoren (death receptors) auf der Zelloberflache ausgeldst, die beispielsweise
durch die Ligandenbindung von TNF-a oder dem Fas-Liganden aktiviert werden
(Guicciardi und Gores 2009).

Der intrinsische Weg hingegen steht in einem engen Zusammenhang mit den Mito-
chondrien und dem endoplasmatischem Retikulum (Danial und Korsmeyer 2004; Foo
et al. 2005). So kann beispielsweise durch den Tumorsuppressor p53, der durch eine
Schadigung der DNA aktiviert wird, die Apoptoseinduktion erfolgen. p53 bewirkt Gber
eine Expressionssteigerung von Mitgliedern der proapoptotischen Bcl-2-Familie, dass
aus dem Inneren der Mitochondrien das Cytochrom C freigesetzt wird (Shimizu und
Tsujimoto 2000). Das Cytochrom C bildet zusammen mit Apaf-1, dATP und der Pro-
Caspase 9 das Apoptosom, wodurch die Caspase 9 aktiviert wird (Zou et al. 1999).

Der intrinsische und extrinsische Weg konnen konvergieren und fiihren beide letzt-
endlich zu einer Aktivierung der Effektor-Caspasen 3, 6 und 7. Caspasen (cysteinyl-
aspartate specific protease) sind Proteasen, die in ihrem aktivem Zentrum Cystein
enthalten und Peptidbindungen am C-terminalen Ende von Aspartat spalten kdnnen
(Wyllie 2010). Zunachst wird dabei der Zelltod durch die Initiator-Caspasen, wie z.B.
Caspase 8 oder 9, eingeleitet. Diese spalten die Vorlauferstufen der Effektor-
Caspasen, was zu deren Aktivierung fihrt. Die Effektor-Caspasen spalten dann zell-
eigene Proteine wie Aktin und Lamin und aktivieren durch Spaltung Nukleasen, die

wiederum fiir den Abbau der DNA verantwortlich sind.
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Nach der Bindung des Liganden an den Todesrezeptor kommt es zu einer Caspase 8-Aktivierung. Die
Caspase 8 kann daraufhin die Procaspase 3 zur Caspase 3 aktivieren. Indirekt tUber die Spaltung von
Bid, welches darauf ins Mitochondrium transloziert, kann die Caspase 8 zu einer Oligomerisierung von
Bak/Bax fuihren. Dadurch bilden sich Poren in der Mitochondrienmembran, durch die z.B. Cytochrom-c
ins Zytosol gelangt und mit der Caspase 9, Apaf-1 und dATP das Apoptosom bilden. Spitzer Pfeil =
Aktivierung; Balkenpfeil = Hemmung; runde Form = pro-apoptotisches Protein; eckige Form = anti-
apoptotisches Protein; AWm = Mitochondrienmembranpotential. (adaptiert nach (Bahr und Lingor
2006)

1.2.1 Extrinsische und intrinsische Apoptoseinduktion

Im Wesentlichen werden zwei unterschiedliche Mechanismen der Apoptoseinduktion
unterschieden. Beim extrinsischen Weg der Apoptoseinduktion fuhrt die
Ligandenbindung von beispielsweise TNF-a (tumor necrosis factor-a) oder dem Fas-
Liganden an den Todesrezeptor (death receptor) zu einer Interaktion zwischen dem
Rezeptor und dem Adaptorprotein FADD (Fas-associated death domain protein)
(Baker und Reddy 1998; Wajant 2002). Die Interaktion erméglicht die Bildung des
death-inducing signalling complex (Disc), welcher nach Dimerisierung die

Procaspase 8 zu Caspase 8 aktiviert. Die Caspase 8 aktiviert anschlieBend die



Caspase 3, die dann fur die Spaltung von diversen zytoplasmatischen Proteinen und

der kernstandigen DNA verantwortlich ist (Vermeulen et al. 2005).

Der intrinsische Weg der Apoptoseinduktion wird durch zellinterne Faktoren wie
oxidativen Stress oder durch Schaden an der DNA vermittelt. Diese Faktoren aktivie-
ren pro-apoptotische BH 3-only-Proteine der Bcl 2-Familie wie zum Beispiel Bid, Bad
und Bim (Gross et al. 1999; Li et al. 1998; Luo et al. 1998). Nach Spaltung von Bid
und der damit verbundenen Aktivierung zu t-Bid wird dieses ins Mitochondrium trans-
loziert und aktiviert dort Bax und Bak, was zur Porenbildung und Freisetzung von
pro-apoptotischen Proteinen ins Zytoplasma fihrt. Zu diesen freigesetzten Proteinen
zahlen unter anderen das Cytochrom C, Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 (Antonsson
et al. 2000). Diese Veradnderungen fuhren dann zu einem Verlust des
Mitochondrienmembranpotenzials, Mitochondrienschwellung und der Freisetzung
von Cytochrom C (Antonsson et al. 2000). Die Freisetzung von Cytochrom C fuhrt
wiederum zur Bildung des Apoptosoms, eines Komplexes aus Apaf-1, Cytochrom C,
dATP und Caspase 9 (Zou et al. 1999). Der Komplex fiihrt durch proteolytische Spal-
tung der Procaspase 9 zur Aktivierung von Caspase 9 und fihrt zu einer Verstar-
kung des Todessignals durch direkte Aktivierung von Caspase 3 (Hakem et al. 1998).
Die letzten Schritte der Apoptose werden eingeleitet, wenn kritische Konzentrationen

der Caspase 3 erreicht sind.

Durch die aktivierten Caspasen kommt es zu einem Schrumpfen der Zelle,
Membraneinstilpungen und zur Freisetzung von Phosphatidylserinen. Zu den weite-
ren Charakteristika zahlen die Vesikelbildung, die Kernfragmentation, die
Chromatinkondensation und der DNA-Abbau (Kerr et al. 1972). Die Zellintegritat ist
am Ende der Apoptose aufgehoben und die verbleibenden Zellreste werden von
Phagozyten aufgenommen. Eine Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe fin-
det nicht statt (Krammer 1999).

1.2.3 Lasionsinduzierter Zelltod

Die Axotomie des optischen Nervs bezeichnet die Durchtrennung des N. opticus un-
ter Schonung der die Retina versorgenden Blutgefal3e und stellt ein etabliertes Mo-
dell dar, um Apoptosevorgange im ZNS zu untersuchen (Berkelaar et al. 1994;

Isenmann und Bahr 1997; Isenmann et al. 1997; Lingor et al. 2008; Planchamp et al.



2008; Villegas-Perez et al. 1993). Binnen zwei Wochen flhrt das Durchtrennen der
Axone zu einem selektiven neuronalen Absterben von ungefahr 90% der retinalen
Ganglienzellen (Villegas-Perez et al. 1988). Das Maximum der Degenerantionskinetik
wird nach etwa 5 bis 7 Tagen erreicht (Isenmann et al. 1997). Es findet sich ein
Schrumpfen der Zellen, eine DNA-Fragmentation, ein Abbau von Zellorganellen, aber
keine wesentliche Entziindungsreaktion. Damit finden sich viele gemeinsame Eigen-
schaften mit der Apoptose (Bahr 2000). Es werden darlber hinaus viele der Kaska-
den aktiviert, die auch beim programmierten Zelltod wéhrend der Entwicklung eine
Rolle spielen (Potts et al. 1982). Die Durchtrennung des optischen Nervs fuhrt in
adulten retinalen Ganglienzellen beispielsweise zu einem Verlust von Bcl-2 und Bcl-
X. und einer gesteigerten Expression von Bax (Antonsson et al. 2001). Es zeigt sich
ebenso eine Aktivierung der Apoptose auslésenden Caspasen 3 und 9 (Kermer et al.
2000; Kermer et al. 1999). Diese wird begleitet von einem Anstieg von c-Jun, einem
Transkriptionsfaktor. Eine Verminderung von c-Jun kann das Ausmaf} des
apoptotischen Zelltods reduzieren (Lingor et al. 2005).

Es liegen zudem Hinweise vor, dass die Konzentration an intrazellularem Kalzium
mit dem Zelltod korreliert (Smaili et al. 2009). Die Speicherung des Kalzium innerhalb
der Zelle findet vor allem in den Mitochondrien und im endoplasmatischen Retikulum
statt (Rizzuto und Pozzan 2006). An der Regulation des Kalziumhaushalts der Zelle
sind unter anderem die Proteine der Bcl-2-Familie beteiligt, die die Freisetzung von
Kalzium beeinflussen kénnen (Rong und Distelhorst 2008). Der Ca?*-Einstrom, dem
man eine Rolle in der Apoptose durch die Modifikation von Proteinphosphorylierung
und durch die Veranderung von Signalkaskaden zuspricht, findet sich sowohl post-
traumatisch als auch nach Ischamien sowie bei neurodegenerativen Erkrankungen
(Choi 1988; Ermak und Davies 2002). Auch die Degenerationsvorgange im optischen
Nerv zeigen eine Anhangigkeit von der Kalziumkonzentration (Knoferle et al., 2010).
Die Axotomie des optischen Nervs bietet aufgrund der vielen gemeinsamen Charak-

teristika die Moglichkeit, Apoptosevorgange im ZNS zu untersuchen.

1.2.4 Neuroprotektive Therapien

Synthetische Proteine kénnen aktivierte Caspasen in ihrer Enzymaktivitdt hemmen.

Diese Caspase-Inhibitoren kénnen intravitreal appliziert werden und im traumati-



schen Nervenverletzungsmodell die retinalen Ganglienzellen vor dem Zelltod bewah-
ren (Chaudhary et al. 1999). Jedoch kdnnen sie den Zelltod nur einige Zeit hinaus-
zogern, weil zu spateren Zeitpunkten andere Wege zum Tod der retinalen Ganglien-
zellen fuhren (Kermer et al. 1999). Weitere Proteine wie XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein) aus der IAP-Familie (Inhibitor of apoptosis) vermodgen ebenfalls
den Zelltod hinauszuzégern (Kugler et al. 2001). Durch RNA-Interferenz kénnen spe-
zifisch proapoptotische Proteine wie c-Jun, Apaf-1 und Bax herunterreguliert werden.
Dadurch zeigen sich signifikant mehr Uberlebende retinale Ganglienzellen nach
Axotomie des optischen Nervs (Lingor et al. 2005). Diese Therapiestrategien greifen
jedoch erst zu einem spateren Zeitpunkt der Apoptosekaskade an, indem sie die aus-
fuhrenden Schritte inhibieren. Obwohl so ein vermehrtes Uberleben der Zellkorper
temporar erreicht werden kann, ist ein Wiederauswachsen der Nervenfortsatze und
damit eine funktionelle Wiederherstellung der Nervenverbindungen nicht méglich. Als

Therapieansatze sind diese Inhibitoren daher ungeeignet.

Das Uberleben von ZNS-Neuronen wird auBerdem von einer Vielzahl von Wachs-
tumsfaktoren beeinflusst und hangt von ihrer neurotrophen Unterstitzung ab
(Oppenheim 1996). Hier bieten sich Mdéglichkeiten fur einen therapeutischen Einsatz.
Die Wachstumsfaktoren sind Polypeptide und lassen sich in drei Hauptgruppen ein-
teilen. Man unterscheidet die Neurotrophine, die Neurokine und die TGF-B-Familie.
Zu den Neurotrophinen zéhlen bei Saugetieren der nerve growth factor (NGF), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3), Neurotrophin-4 (NT-4)
und Neurotrophin-5 (NT-5) (Lewin und Barde 1996). Die Gruppe der Neurokine bein-
haltet ciliary neurotrophic factor (CNTF) und leukaemia inhibitory factor (LIF). Neben
TGF-B1, TGF-B2 und TGF-B3 zahlt auch glia cell derived neurotrophic factor (GDNF)
zur TGF-B-Familie (Johnson et al. 2008).

Nach Applikation von BDNF, CNTF oder GDNF in den Glaskoérper zeigt sich eine
Uberlebenssteigerung der retinalen Ganglienzellen nach Axotomie des optischen
Nervs um das Doppelte bis Dreifache (Koeberle und Ball 1998; Mey und Thanos
1993). Auch durch Adenovirus-vermittelte Verabreichung von CNTF und GDNF
steigert sich die Uberlebensrate der retinalen Ganglienzellen nachweislich (Schmeer
et al. 2002). Diese Ergebnisse weisen auf die enorme Bedeutung der neurotrophen

Faktoren fiir das neuronale Uberleben hin.



Neben den Neurotrophinen, Neurokinen und der TGF-B-Familie existieren weitere
Faktoren, die das Uberleben von Neuronen fordern. Hepatocyte growth factor (HGF)
ist ein multifunktionales Zytokin, das in die Plasminogen-Prothrombin-Familie einzu-
ordnen ist. In dieser Familie werden zwei Unterfamilien unterschieden. HGF,
macrophage-stimulating protein (MSP), Plasminogen und Apolipoprotein A bilden
dabei eine Unterfamilie. In der anderen Unterfamilie finden sich Prothrombin, HGF-

Aktivator und die Plasminogen-Aktivatoren.

Neuroprotektive Eigenschaften von HGF sind bereits fur Hippocampusneurone,
dopaminerge Neurone des Mesenzephalons, Motoneurone, sensorische und sympa-
thische Neurone beschrieben (Ishigaki et al. 2007; Ishihara et al. 2005; Koike et al.
2006; Maina et al. 1998). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass HGF
auch im retinofugalen System positive Effekte austiben kann.

1.3 Axonale Regeneration im ZNS

1.3.1 Mechanismen der axonalen Regeneration im ZNS

Nach einem mechanischen Trauma oder einer metabolischen Schadigung besitzen
adulte Neurone im ZNS nur eine geringe Fahigkeit zur Regeneration, die fur die funk-
tionelle Wiederherstellung nicht ausreicht. Als Grund daflir werden verschiedene Ur-
sachen angenommen, die nachfolgend am Beispiel einer mechanischen Nervenver-

letzung aufgezeigt werden sollen.

Bereits durch das mechanische Trauma kommt es zu einer Durchtrennung axonaler
Verbindungen, sodass die Funktion des ZNS zerstort ist. Nach dieser primaren
Schadigung folgt eine komplexe Kaskade, die man als sekundare Schadigung zu-
sammenfasst. Die sekundare Schadigung beinhaltet vaskular bedingte Veranderun-
gen wie Odembildung, Ischamie und Hypoxie. Zellulare Mechanismen wie die Invasi-
on von Immunzellen und die Aktivierung von Gliazellen fihren zu einer Schadigung
des Neurons und seines Axons. Zytotoxische Vorgange wie die Bildung freier Radi-
kale und Stickstoffmonoxid und die Freisetzung von Proteasen fihren dann zum Zell-
tod. Die sekundare Schadigung hélt mehrere Tage an und breitet sich in beide Rich-
tungen von der initialen L&sionsstelle aus und tragt somit zu einem progredienten

Sterben der Neurone bei (Ubersicht in Hausmann 2003).



Fur die Wiederherstellung der Funktion des ZNS ist das Uberleben von Neuronen
eine Grundvoraussetzung. Ein Uberleben der Zellen allein filhrt jedoch nicht zu einer
funktionellen Wiederherstellung des Gewebes. Die verbliebenen Neurone muissen

zusatzlich neue axonale Verbindungen bilden.

Ein Wiederauswachsen der Nervenzellen ist jedoch durch die geringe intrinsische
Regenerationskapazitdt der adulten ZNS-Neurone erschwert. Adulte Nervenzellen
zeigen im Vergleich zu embryonalen Neuronen ein deutlich abgeschwachtes Wachs-
tumspotential und reagieren weniger stark auf neurotrophe Stimulierung (Zhou und
Snider 2006). In den adulten Neurone muss eine Aktivierung bestimmter Transkripti-
onsmuster erfolgen, damit sie die Fahigkeit zur Regeneration besitzen (Bradke et al.
2012).

So ist unter anderem ein Anstieg des intrazellularen Botenstoffs zyklisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) wichtig fur die Regeneration von Nervenzellen.
Auch Neurotrophine kénnen einen Anstieg des cAMP-Spiegels vermitteln. Durch den
cAMP-Anstieg wird die Proteinkinase A aktiviert, welche durch die Rho GTPase di-
rekte Effekte auf das Zytoskelett des Wachstumskegels ausibt. Zuséatzlich flihren die
erhohten cAMP-Spiegel zu einem regenerationsfordernden Genexpressionmuster.
So wird neben einer Vielzahl anderer Gene auch die Arginase | induziert. Eine Uber-
expression dieses Schlisselenzyms der Polyaminsynthese vermochte eine Myelin-
vermittelte Wachstumshemmung durch das myelin-associated glycoprotein (MAG) in
vitro und in vivo zu Uberwinden (Cai et al. 2002). Die Effekte eines erhéhten cAMP-
Spiegels werden dabei entscheidend durch das cAMP response element-binding
protein (CREB) vermittelt. Dieser gut untersuchte Transkriptionsfaktor bewirkt neben
der Forderung des neuronalen Uberlebens auch eine gesteigerte Regeneration
(Watson et al. 2001). CREB wird offensichtlich stromabwarts in der Signalkaskade
von CcAMP fir die Arginase I-Hochregulierung benotigt. Eine Blockade der
Polyaminsynthese fiihrte entsprechend zu einer Abschwachung des CREB-
vermittelten Effekts. CREB ist in diesem Sinne ein Schlusselfaktor der cAMP-
vermittelten Aufhebung der Myelin-vermittelten Wachstumshemmung. Durch
Neurotrophine stimuliert verdndert CREB das neuronale Transkriptionsmuster. So
wird die Regeneration von Nervenzellen durch cAMP und CREB sowohl direkt als

auch indirekt tiber ein verbessertes Uberleben der Neurone gefordert.
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Die Regeneration von Nervenzellen wird dariber hinaus durch Molekile beeinflusst,
die das Aktinzytoskelett des Wachstumskegels beeinflussen. Das bekannteste dieser
Molekile, growth associated protein 43 (GAP43), wird wahrend des axonalen
Wachstums und der Synapsenbildung in hohen Konzentrationen exprimiert und ak-
kumuliert dabei an prasynaptischen Nervenendigungen. Eine artifizielle
Herunterregulierung von GAP 43 fuhrte zu einer verminderten Verzweigung von
Axonen. Die Expression persistiert auch im adulten Nervensystem, insbesondere in
Regionen hoher Plastizitat (Ubersicht in (Aigner et al. 1995). GAP43 moduliert tiber
den PIP2-Signalweg (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat) die
Aktinfilamentdynamik. GAP43 wird dabei durch die Proteinkinase C aktiviert und wird
in hohen Konzentrationen im Wachstumskegel von regenerierenden Axonen, aber
auch wahrend der neuronalen Entwicklung exprimiert. Entsprechend fuhrten Inhibito-
ren der Proteinkinase C in Schneckenneuronen zu einer komplett fehlenden Ausbil-

dung des Wachstumskegels (Ubersicht in Teng und Tang 2006).

Neben der geringen intrinsischen Wachstumskapazitat wird die Regeneration von
Nervenzellen im ZNS durch eine wachstumsfeindliche Mikroumgebung bestimmt. Die
Bedeutung der Umgebungsfaktoren wird deutlich, wenn man ZNS-Axone in ein
Transplantat eines peripheren Nervs einwachsen lasst. Unter diesen Bedingungen
kénnen die Axone fir mehrere Zentimeter regenerieren (David und Aguayo 1981),
wahrend sie im verletzten Gewebe des zentralen Nervensystems kaum uber die L&-
sionsstelle hinauswachsen (Tom et al. 2004). Nach einer Verletzung kdnnen ver-
schiedene Bestandteile des Gliagewebes, insbesondere myelinhaltige Strukturen der
Oligodendrozyten, zerstort werden. Durch wachstumshemmende Proteine, wie bei-
spielsweise Nogo, MAG, oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp), die sich auf
der Zelloberflache der Oligodendrozyten befinden, wird die Regeneration der Axone
erschwert (Filbin 2003; Sandvig et al. 2004). Die Glianarbe selbst stellt durch die
Rekrutierung von Mikroglia, Oligodendrozytenvorlauferzellen und Astrozyten ein Hin-
dernis dar, das die regenerierenden Neuriten Uberwinden mussen (Silver und Miller
2004). Zwar besitzt die Glianarbe auch positive Effekte, indem sie die lokale Immun-
reaktion einddmmt und fur Reperationsprozesse erforderlich ist (Rolls et al. 2009),
aber sie Dbeinhaltet auch extrazellular Matrixbestandteile wie CSPGs
(Chondroitinsulfatproteoglykane), die das Wiederauswachsen von Neuriten ebenfalls
einschranken (Bradbury und Carter 2011)
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Im zentralen Nervensystem fuhren Nogo-A, MAG und OMgp durch eine Interaktion
mit einem trimerischen Rezeptor-Komplex, der aus dem Nogo-Rezeptor-1, LINGO-1
und TROY bzw. p75"' besteht, zu einer Hemmung des axonalen Wachstums und
zum Kollaps des fur die Regeneration essentiellen Wachstumskegels (Fournier et al.
2001; Mi et al. 2004). Der Wachstumskegel ist eine vor allem Aktin und Mikrotubuli
enthaltende dynamische Struktur, die durch diverse an der Oberflache sitzende Re-
zeptoren das Wachstum eines Neuriten steuert (Dent und Gertler 2003). Durch ihre
Bindung an den NgR/p75-Rezeptor und dessen Corezeptoren vermitteln die
Myelinproteine eine Wachstumshemmung (Fournier et al. 2001; GrandPre et al.
2002; GrandPre et al. 2000). An diesem Signalweg ist neben Kalzium auch die Rho-
GTPase RhoA und die nachgeschaltete Rho-assoziierte coiled-coil kinase (ROCK)
beteiligt (Filbin 2003; Niederost et al. 2002; Wong et al. 2002; Yiu und He 2006). Die
Aktivierung dieser Kaskade resultiert in einer Inaktivierung von Cofilin durch eine
Phosphorylierung durch die LIM Kinase (Hsieh et al. 2006; Yang et al. 1998). Cofilin
ist ein wichtiger Regulator der Aktinfilamentdynamik. Durch die Cofilin-
Phosphorylierung kommt es zu einer Aktinpolymerisation und zu einer Stabilisierung
des Wachstumskegels (Ng und Luo 2004). Durch diese Stabilisierung ist das Wie-
derauswachsen der Axone erschwert (Jalink et al. 1994; Lehmann et al. 1999).

1.3.2 Aktuelle therapeutische Anséatze fur Regeneration im ZNS

Im Vergleich zum peripheren Nervensystem ist die Expression oder die Hochregulie-
rung von wachstumsassozierten Proteinen im ZNS weniger effektiv und die Effekte
halten nur voribergehend an. Betrachtet man GAP43 nach einer Schadigung im
PNS, so findet sich eine Hochregulation dieses mit dem neuronalen Wachstum im
Zusammenhang stehenden Proteins, was auf eine verbesserte intrinsische Kapazitat
zur axonalen Regeneration deutet (Skene und Virag 1989). Im ZNS hingegen ist die-
ser Effekt transient (Fernandes et al. 1999). In transgenen Mausen, in denen GAP43
unter einem Purkinjezell-spezifischen Promoter Uberexprimiert wurde, zeigte sich
nach einer stereotaktisch gesteuerten Purkinjezell-Axotomie eine gesteigertes,
axonales Auswachsen in die weil3e Substanz (Gianola und Rossi 2004). Ebenso
fihrt eine GAP43-Uberexpression in der Substantia nigra durch einen viralen Vektor
zu einer vermehrten Verzweigung der nigrostriatalen Projektionen (Klein et al. 1999).

Allerdings zeigte sich in transgenen, GAP43-Uberexprimierenden Mausen keine nen-
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nenswerte Verbesserung der axonalen Regeneration von thalamischen Neuronen in
das Transplantat eines peripheren Nervs. Somit scheint die fehlende Regeneration
thalamokotikaler Projektionen nicht allein durch die insuffiziente GAP43-Expression
bedingt zu sein (Mason et al. 2000). Eine Uberexpression von GAP43 fiihrt somit in
Abhangigkeit vom zellularen Kontext zu einer Verbesserung der Regenerationskapa-
zitat (Denny 2006).

Die axonale Regenerationsfahigkeit ist dartiber hinaus von den Umgebungsbedin-
gungen abhangig (Schwab und Thoenen 1985). Bei MAG-knock-out-Mausen und
mutanten Mausen, bei denen eine oder alle Isoformen von Nogo (Nogo-A, B, C) fehl-
ten, zeigte sich allerdings kein nennenswertes Wiederauswachsen nach einer RU-
ckenmarkverletzung (Bartsch et al. 1995; Kim et al. 2003; Zheng et al. 2003). Ebenso
zeigen NgR-defiziente Mause keine oder nur wenig verbesserte axonale Regenerati-
on. Obwohl die Axone von p75NTR-defizienten Mausen in vitro weniger durch Myelin
gehemmt werden, findet sich keine Verbesserung der Regeneration im
kortikospinalen Trakt nach Hemisektion in vivo (Zheng et al. 2005). Eine alleinige
Hemmung der Myelin-abgeleiteten Wachstumsinhibitoren scheint daher ebenfalls
ungeeignet, die Regeneration zu verbessern. Moglicherweise begriinden sich diese
Ergebnisse in weiteren Proteinen wie beispielsweise Ephrinen und Semaphorinen,

die ebenfalls eine Wachstumshemmung bewirken kénnen (Bolsover et al. 2008).

Anhand von PC-12-Zellen, Spinalganglienzellen aus Ratten und c-Jun " transgenen
Méausen konnte gezeigt werden, dass auch der Transkriptionsfaktor c-Jun fir das
Uberleben und die Regeneration erforderlich ist. So zeigen c-Jun tberexpremierende
PC-12-Zellen ein reduziertes axonales Wachstum (Dragunow et al. 2000; Lindwall
und Kanje 2005; Raivich et al. 2004).

Auch neurotrophe Faktoren kdnnen das axonale Wiederauswachsen zu einem ge-
wissen Ausmald verbessern. Im Folgenden soll auf ihre Rolle genauer eingegangen

werden.

1.4 Bedeutung von neurotrophen Faktoren fur die axonale Regeneration

Die Tatsache, dass einige zentrale Nervenzellen, wie zum Beispiel hippokampale
Neurone, die Fahigkeit zum axonalen Wiederauswachsen nach einer Schadigung

besitzen, fiihrte zur Suche nach Molekiilen, die das Uberleben dieser Zellen und de-
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ren axonales Wachstum fordern (Nakatomi et al. 2002). Wachstumsfaktoren sind
Proteine, die verschiedene intrazellulare Prozesse steuern und insbesondere in der
Entwicklung von vielzelligen Organismen eine Rolle spielen. So kdnnen neurotrophe
Faktoren, wie beispielsweise BDNF und CNTF, das Uberleben von retinalen Gangli-
enzellen steigern (Johnson et al. 1986; Meyer-Franke et al. 1995). Diese Wirkung
Uben sie Uber Rezeptoren aus, die sowohl in der sich entwickelnden als auch in der
adulten Retina vorkommen (Jelsma et al. 1993). Allerdings ist die Kapazitat der ZNS-
Neurone, auf die Stimulierung durch Wachstumsfaktoren zu reagieren, abhéangig vom
Entwicklungsstadium der Zellen. So findet sich mit zunehmendem Alter der Zellen
eine abgeschwachte Antwort auf die neurotrophen Stimuli (Avwenagha et al. 2003;
Chierzi et al. 2005).

Entdeckt als wachstums- und uberlebensférdernde Faktoren fur Neurone, spielen
Neurotrophine vermutlich eine entscheidende Rolle in der Regulation vieler Aspekte
der neuronalen Entwicklung und neuronalen Funktion, wie zum Beispiel der Plastizi-
tat und Bildung von Synapsen (Huang und Reichardt 2001; Kaplan und Miller 2000;
Korsching 1993; Lewin und Barde 1996). Fiur die Regeneration von Nervenzellen

scheinen sie ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen.

Durch die Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen kdnnen neben den klassischen
Neurotrophinen auch die Mitglieder einer Vielzahl anderer Proteinfamilien das neuro-
nale Uberleben und viele weitere Aspekte der neuronalen Entwicklung und Funktion
beeinflussen (Reichardt 2006). Neurotrophine kontrollieren tber ihre korrespondie-
renden Rezeptoren auf diese Weise viele Bereiche der neuronalen Entwicklung und
Funktion (Chao 2003). Sie spielen fur die Proliferation von zellularen Vorlaufern und
deren Differenzierung eine wichtige Rolle, aber auch das Zelluberleben, die Ausbil-
dung und das Wachstum von axonalen und dendritischen Verbindungen, der
Membrantransport und die Synapsenausbildung und —funktion wird durch

Neurotrophine entscheidend beeinflusst (Reichardt 2006).

Die Neurotrophine interagieren mit zwei unterschiedlichen Rezeptorenklassen. Die
Rezeptortyrosinkinasenfamilie umfasst tGber 60 Proteine und lasst sich in 14 Unter-
gruppen einteilen (Heldin 1995). Der p75-Neurotrophinrezeptor (p75NTR) aus der
Superfamilie der Tumor necrose factor-Rezeptoren wurde als Bindungspartner von
NGF identifiziert, bindet aber auch die anderen Neurotrophine mit der gleichen Affini-
tat (Rodriguez-Tebar et al. 1990). Der Rezeptor selbst besitzt keine katalytische Akti-
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vitat. Er interagiert aber mit einer Vielzahl von Proteinen, die fir das Uberleben von
Nervenzellen, deren Differenzierung und dartber hinaus fur die Plastizitat von Sy-
napsen wichtig sind. (Chao 2003; Huang und Reichardt 2003). Diese
transmembrandsen Rezeptoren besitzen eine zytoplasmatische
Tyrosinkinasedomane, die eine vom Phosphorylierungsgrad abhangige Bindungs-
stelle fur zytoplasmatische Adaptorproteine und Enzyme darstellt. Die Bindung des
Neurotrophins resultiert in einer Dimerisierung des Rezeptors, der dann durch Trans-
phosphorylierung aktiviert wird. Bei der Transphosphorylierung werden organische
Phosphatgruppen zwischen den Tyrosinkinasedomanen Ubertragen (Ballotti et al.
1989). Die einzelnen Neurotrophine binden dabei spezifisch an ihrem jeweiligen Re-
zeptor (Reichardt 2006).

Nur die reifen Neurotrophine fihren zu einer Trk-Rezeptoraktivierung, sodass die
Proteasen, die die Vorstufen der Neurotrophine spalten, eine regulierende Wirkung
besitzen (Lee et al. 2001).

1.5 Hepatocyte growth factor (HGF)

Hepatocyte growth factor (HGF) wurde urspringlich als ein Wachstumsfaktor fur
Hepatozyten identifiziert und stellt das starkste Mitogen der Leberzellen dar
(Nakamura et al. 1986). Synonym wurde friher auch der mittlerweile veraltete Be-
griff scatter factor (SF) verwendet, der auf die Fahigkeit hinweist, vor allem in Zellen
epithelialen Ursprungs Motilitat, Proliferation und Morphogenese auszuldésen
(Birchmeier und Gherardi 1998; Maina und Klein 1999). Naldini et al. konnten jedoch
zeigen, dass es sich bei HGF und dem scatter factor um ein und dasselbe Molekl
handelt (Naldini et al. 1991).

HGF spielt auch eine wichtige Rolle fur die normale embryonale Entwicklung. HGF-
knock-out-Mause kdnnen die embryonale Entwicklung nicht abschlie3en und sterben
bereits in utero. Es zeigt sich zum Beispiel eine reduzierte Anzahl an
Leberparenchymzellen und eine gestdrte Entwicklung der Plazenta (Schmidt et al.
1995). Im Nervensystem beeinflusst HGF die Entwicklung von sensorischen, sympa-
thischen, parasympathischen und kortikalen Neuronen. Die Proliferation von
oligodendrozytaren Vorlauferzellen und die Differenzierung in Oligodendrozyten wird
durch HGF reguliert (Ohya et al. 2007). Auch auf die Motilitdt von Zellen kann HGF
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Einfluss nehmen. HGF wirkt als chemischer Lockstoff fir die Axone spinaler Moto-
neurone und fur die Projektionen der Motoneurone zu den Extremitatenmuskeln
(Ebens et al. 1996). In der Madin-Darby canine kidney (MDCK)-Zelllinie der Niere
wird durch HGF die Ausbildung von tubularen Strukturen gesteuert, was den Effekt

auf die Morphogenese unterstreicht (Montesano et al. 1991).

HGF cf,—r.:lhain ﬁ—chain
AR R RN —( i ()

Abbildung 2: Struktureller Aufbau des HGF-Molekils

HGF besteht aus sechs unterschiedlichen Doméanen. Die a-Kette enthalt eine N-terminale-
Haarnadelstruktur und vier kringle-Domanen. Die B-Kette besitzt eine Serin-Protease-ahnliche Struk-
tur, der die Protease-Aktivitat jedoch fehlt. In seiner Proteinstruktur und Aminosauresequenz ahnelt
HGF dem fir die Fibrinolyse bendétigten Plasminogen (Okajima et al. 1990). (nach Trusolino et al.
2010).

HGF wird als die inaktive einzelkettige Vorstufe proHGF in die extrazellulare Matrix
sekretiert. Durch die proteolytische Spaltung dieses Vorlauferproteins in eine 69-kDa
a-Kette und eine 34 kDa-B-Kette, verbunden Uber eine einzelne Disulfidbricke, er-
folgt die biologische Aktivierung (Nakamura et al. 1989). An dieser
posttranslationellen Prozessierung sind verschiedene extrazellulare Proteasen betei-
ligt, wie zum Beispiel HGF-A (hepatocyte growth factor activator), Urokinase sowie
die Gewebsplasminogenaktivatoren uPA (urokinase-type plasminogen activator) und
tPA (tissue-type plasminogen activator) (Mars et al. 1993; Naldini et al. 1992). Insbe-
sondere in verletzten Geweben findet eine Aktivierung von HGF durch HGF-A statt.
HGF-A wird im verletzten Gewebe durch die konsekutiv ausgeléste Gerinnungskas-
kade und dadurch entstehendes Thrombin aus der Vorstufe pro-HGF-A gebildet
(Nakamura et al. 2011).

Das fertig prozessierte HGF bindet dann an den C-Met/HGF-Rezeptor, wodurch das
Signal nach intrazellular weitergeleitet wird. Nach Rezeptorinteraktion vermittelt HGF
ein gesteigertes Uberleben von Hippocampusneuronen, dopaminergen Neuronen im
Mesenzephalon, Motoneuronen, sensorischen Neuronen und sympathischen
Neuroblasten (Ebens et al. 1996; Hamanoue et al. 1996; Honda et al. 1995; Maina et

al. 1998; Maina und Klein 1999). Verschiedene Studien konnten sowohl pro- als auch
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antiapoptotische Effekte von HGF zeigen (Trusolino et al.). So induziert HGF bei-
spielsweise in der humanen Leberkarzinom-Zelllinie Hep G2 und in Myofibroblasten
der Leber Apoptose (Matteucci et al. 2001). Der Mechanismus ist bisher nur teilweise
verstanden. Fur die unterschiedliche Wirkung von HGF auf Apoptoseinduktion oder -
protektion scheinen die Umgebungsbedingungen, eine Interaktion des MET-
Rezeptors mit dem Fas-Rezeptor und die jeweilige HGF-Konzentration verantwortlich

ZU sein.

Unter physiologischen Bedingungen und geringen HGF-Konzentrationen verhindert
die Interaktion der extrazellularen Domane des Met-Rezeptors mit dem Fas-Rezeptor
eine Erkennung des Fas-Liganden an seinem Rezeptor. So wird durch eine verrin-
gerte extrinsische Apoptoseinduktion eine antiapoptotische Wirkung vermittelt. Ver-
mutlich koénnen erhthte HGF-Konzentrationen jedoch die Zelle fir eine Fas-
vermittelte Apoptose sensibilisieren, indem durch die erhéhte HGF-Konzentration die
Interaktion der extrazelularen MET-Domane mit dem Fas-Rezeptor sinkt und damit

eine vermehrte extrinsische Apoptoseinduktion resultiert (Wang et al. 2002).

Unter Stressbedingungen wird die intrazellulare MET-Doméne an zwei unterschiedli-
chen Aspartatsaureresten durch Caspasen gespalten. Durch die beiden Spaltungen
wird ein die Kinaseaktivitdt beinhaltendes, proapoptotisches Fragment freigesetzt,
sodass der Zelltod ausgeldst wird. Eine erhohte HGF-Konzentration unter Stressbe-
dingungen bewirkt eine reduzierte Caspasenaktivitat, sodass die vermehrte HGF-

Stimulation antiapoptotisch wirkt (Foveau et al. 2007; Tulasne et al. 2004).

Wie bereits erwéhnt, ist eine ausschlie3lich antiapoptotische Wirkung fur die Wieder-
herstellung von funktionellen Nervenzellen nicht ausreichend. HGF besitzt neben den
antiapoptotischen Effekten jedoch weitere Eigenschaften, die nahelegen, dass die-
ses Protein die Regeneration von Nervenzellen positiv beeinflussen konnte. Bei
sympathischen Neuronen konnte ein verstarktes Langenwachstum und eine ausge-
pragtere Verzweigung der Neuriten beobachtet werden (Maina et al. 1998). In der
Entwicklung von sensorischen Neuronen wird der positive Effekt von NGF auf das
Auswachsen von Neuriten verstéarkt (Maina und Klein 1999). Neurone des Thalamus
weisen wahrend der Entwicklung ein verstarktes axonales Auswachsen in Abhangig-
keit von HGF auf (Powell et al. 2003). In Hippocampusneuronen flihrt eine exogene
Behandlung mit HGF zu einer grof3eren Anzahl und einer vermehrten Verzweigung

der dendritischen Fortséatze (Tyndall et al. 2007). In Neuronen des olfaktorischen
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Systems zeigt sich nach einer Behandlung mit einem HGF-neutralisierenden Antikor-
per ein reduziertes Langenwachstum der olfaktorischen Neurone (Giacobini et al.
2007). In zerebralen Kortex-Explantaten konnte die neuritogene Aktivitat nach HGF-
Applikation mit nachfolgender MET-Autophosphorylierung und MAP-Kinase-
Aktivierung gezeigt werden (Hamanoue et al. 1996). Nach einer Riickenmarksverlet-
zung fuhrt eine Behandlung mit HGF durch einen rekombinationsinkompetenten
Herpes simplex Virus-1 zu verbesserten endogenen Regenerationsprozessen durch
ein verbessertes Uberleben von Neuronen und Oligodendrozyten mit einem verbes-
serten axonalen Wiederauswachsen, einer verstarkten Angiogenese und verbesser-
ter funktioneller Erholung (Kitamura et al. 2007). Zusammenfassend machen die
antiapoptotischen, neuritogenen und proregenerativen Eigenschaften HGF zu einem
interessanten Molekul, das in Zukunft zur Behandlung von traumatischen Verletzun-
gen des zentralen Nervensystems und neurodegenerativen Erkrankungen eingesetzt

werden kénnte.



1.6 Der HGF-Rezeptor C-Met
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Abbildung 3: Aktivierung des C-Met-Rezeptors
durch HGF

A: Der HGF-Rezeptor C-Met besteht aus einer a- und
einer B-Untereinheit, die Uber zwei Disulfidbriicken ver-
bunden sind. Die transmembrandse B-Untereinheit be-
sitzt eine intrazellular gelegene Tyrosinkinase-Domane.
B: Die Bindung des Liganden HGF fihrt zu einer
Dimerisierung des Rezeptors.
C: Nach der Dimerisierung kommt es zur Autophospho-
rylierung der Tyrosinreste, Uber die dann weitere
Adaptormolekile phosphoryliert und somit intrazellulare
Signalkaskaden gesteuert werden (nach Vargas et al.
2000).

HGF vermittelt seine Wirkungen Uber den C-Met-Rezeptor, der durch das

Protoonkogen C-Met codiert wird. C-Met wurde auf einer Vielzahl von neuronalen

und nicht neuronalen Zellen im zentralen Nervensystem identifiziert. Neben kortika-

len, hippocampalen und sympathischen Neuronen, wird der C-Met-Rezeptor auch

auf Motoneuronen exprimiert. Auch auf nicht-neuronalen Zellen, wie zum Beispiel auf

Gliazellen, lasst sich der C-Met-Rezeptor nachweisen (Maina et al. 1998; Sun et al.

1999). Der Rezeptor wurde zuerst als mesenchymal-epithelialer Transitionsfaktor

(Met) beschrieben und gehdrt zur Gruppe der bereits im Abschnitt Neurotrophine er-

wahnten Rezeptortyrovsinkinasen (Bottaro et al. 1991).

I~ |
Sema-Domane J
fij Psi
-1IPT)
X
HIPT2
L
IPT3
X
LIPT4
Plasmamembran

Ser975 +
® Juxtamembransequenz

Tyri234(P)
T35 @ Katalytische Region

Tyr349 @ “’ Multifunktionelle
Tyr3s6 ® Bindestelle

Abbildung 4: Struktureller Aufbau des C-Met-
Rezeptors

Der C-Met-Rezeptor ist aus drei extrazellularen und
drei intrazellularen funktionellen Domé&nen aufgebaut.
Eine HGF-Bindung an den extrazellularen Anteil des
Rezeptors fuhrt zu einer Dimerisierung des Rezeptors
und nachfolgender Phosphorylierung der Tyrosinreste
der katalytischen Region und der multifunktionellen
Bindungsstelle (nach Trusolino et al. 2010).
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HGF bindet mit hoher Affinitat an den C-MET-Rezeptor und vermittelt durch die Bin-
dung eine Aktivierung (Bottaro et al. 1991; Naldini et al. 1991). Der Rezeptor wird
dabei durch eine Autophosphorylierung aktiviert. Nachfolgend wird durch die Phos-
phorylierung von verschiedenen Proteinen eine komplexe

Signaltransduktionskaskade aktiviert (Ponzetto et al. 1994).

Die HGF-Bindung an die extrazellularen MET-Doméanen bewirkt zun&chst eine
Dimerisierung des Rezeptors. Dadurch resultiert eine Transphosphorylierung von
zwei katalytischen Tyrosinresten (Tyr 1234, Tyr 1235). Nachfolgend werden zwei
weitere Tyrosinreste (Tyr 1349, Tyr 1356) phosphoryliert, die der Rekrutierung von
Adaptorproteinen dienen (Ponzetto et al. 1994). Durch die Aktivierung des Rezeptors
entstehen so multiple Interaktionsmaoglichkeiten, die der Signalvermittlung dienen. Zu
den Bindungspartnern zahlen die etablierten Signalmolekile wie PI3K
(Phosphoinosid-3-Kinase), STAT3 (signal transducer and activator of transcription),
PLC-y (Phospholipase C-y), SOS (Ras guanine nucleotide exchange factor son-of-
sevenless), Src Kinase und die SHP2 (Src homology domain 2 (SH2)-containing
tyrosine phosphatase) (Boccaccio et al. 1998; Fixman et al. 1996; Graziani et al.
1991; Graziani et al. 1993; Ponzetto et al. 1994). Dariiber hinaus werden aber noch
weitere Adaptorproteine wie Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), SHC
(Src homology 2 domain-containing), Crk/CRKL und Gabl am aktivierten C-Met-
Rezeptor gebunden (Garcia-Guzman et al. 1999; Pelicci et al. 1995; Ponzetto et al.
1994; Weidner et al. 1996). Grb2 vermittelt Uber eine Rekrutierung von SOS die In-
duktion des Ras-MAP-Kinase-Signalwegs (Schlessinger 1993). Durch die
Adaptorproteine werden zahlreiche Signaltransduktionswege aktiviert. Zu diesen
zahlt die MAPK (mitogen-activated protein kinase) -Kaskade, mit den Kinasen ERK1
(extracellular signal-regulated kinasel), ERK2, JNK (Jun amino-terminal kinase) und
p38. Dariiber hinaus werden der PI3K-Akt-Signalweg, der STAT-Signalweg und der
nuclear factor-kB-inhibitor-a (I kB a)- nuclear factor-KB (NF- kB)-Komplex aktiviert
(Birchmeier et al. 2003; Lai et al. 2009; Maroun et al. 1999; Maroun et al. 2000;
Sipeki et al. 1999).

Dieses komplexe Zusammenspiel, der einzelnen an der Rezeptorfunktion beteiligten
Proteine, hat eine Aktivierung von obengenannten nachgeschalteten

Signaltransduktionswegen zur Folge. Das Resultat des Zusammenspiels aus
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Rezeptoraktivierung, moduliert durch Adaptorproteine und Corezeptoren, mit nach-
folgender Signalwegaktivierung begiinstigt ein verbessertes Uberleben, Proliferation
und Migration (Trusolino et al., 2010).

1.7 HGF/C-Met in der Retina

Die neuroprotektiven Eigenschaften von HGF wurden bereits in einigen Arbeiten in
der Retina untersucht. So zeigten sich in einem Retina-Ischamie-Reperfusionsmodell
nach einer HGF-Behandlung neuroprotektive Effekte auf die Zellen in der Ganglien-
zellschicht und der inneren Kornerzellschicht. Mittels RT-PCR (Real time-
Polymerase-Kettenreaktion) und Western-blot-Analysen konnten eine Hochregulation
von HGF und der mRNA des C-Met-Rezeptors 6 Stunden nach Reperfusion im Ver-
gleich zur normalen Retina gezeigt werden. Immunhistochemische Untersuchungen
konnten daruber hinaus eine Expression von HGF im retinalen Pigmentepithel und in
Zellen der Ganglienzellschicht und der inneren Kérnerzellschicht 24 Stunden nach
Reperfusion nachweisen (Shibuki et al. 2002). Auch die Wundheilung des retinalen
Pigmentepithels kann durch eine HGF-Behandlung verbessert werden (Miura et al.
2003). Bis dato liegen keine Forschungsergebnisse lber die Effekte von HGF auf
das Uberleben und die Regeneration von retinalen Ganglienzellen vor. Jedoch konn-
te gezeigt werden, dass die intravitreale Applikation von HGF einen signifikanten
neuroprotektiven Effekt auf die Photorezeptordegeneration nach Phototoxizitat aus-
Uben kann (Machida et al. 2004). In einem Natriumiodat-Retina-Toxizitatsmodell
konnte ein protektiver Effekt von HGF gegen die Degeneration der Photorezeptoren
und des retinalen Pigmentepithels gezeigt werden (Ohtaka et al. 2006). Es konnte
dariber hinaus gezeigt werden, dass HGF auch eine wichtige Rolle in der
Angiogenese spielt (Colombo et al. 2007). So konnten erhdhte HGF-Spiegel im
Glaskorper und im Serum von Patienten mit proliferativer Retinopathie gefunden
werden (Lashkari et al. 2000).

1.8 Ziele der Versuche

Die vielfaltigen Eigenschaften von HGF legen nahe, dass das multifunktionelle
Zytokin ein vielversprechendes therapeutisches Molekul fir die Forderung von

neuronalem Uberleben darstellt. Auf der anderen Seite kénnte HGF auch fiir die
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Ausbildung von axonalen Verbindungen der RGCs eine entscheidende Rolle spielen.
Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung von Effekten von HGF auf das Uberle-
ben retinaler Ganglienzellen in vitro und in vivo sowie die Charakterisierung der re-

generationsfordernden Wirkung in vitro und in vivo.

Um die Rolle von HGF fiuir das Uberleben retinaler Ganglienzellen zu untersuchen
sollten etablierte Zelltodparadigmen verwendet werden. Dabei sollte den RGC-5-
Zellen das Serum bzw. priméren retinalen Ganglienzellen die Neurotrophine entzo-
gen und so die Apoptose induziert werden. Durch die anschlielBende Bestimmung
der Anzahl an vitalen Zellen kann der neuroprotektive Effekt nach einer HGF-

Behandlung quantifiziert werden.

Dartber hinaus sollten die Uberlebensfordernden Eigenschaften fur retinale Gangli-
enzellen in vivo anhand der Axotomie des optischen Nervs in einem Tierversuchs-
modell der Ratte untersucht werden. Durch die Axotomie des optischen Nervs sollte
in den retinalen Ganglienzellen Apoptose indiziert werden. Durch die Bestimmung
der Anzahl Uberlebender retinaler Ganglienzellen kann der antiapoptotische Effekt

nach einer HGF-Behandlung quantifiziert werden.

Zur Evaluation der wachstumsfordernden Eigenschaften von HGF wurde das
Neuritenlangenwachstum primarer retinaler Ganglienzellen in einem Vollmedium in

Abhéangigkeit von einer HGF-Behandlung untersucht.

Weil nach einer traumatischen Nervenlasion das Wiederauswachsen der Neuriten
durch inhibitorische Myelinproteine zuséatzlich erschwert wird, sollten die regenerati-
onsfordernden Eigenschaften auch in einem Tierversuchsmodell der Ratte unter-
sucht werden. Nach einer Crush-Lasion des optischen Nervs sollte die Anzahl und
die Lange regenerierender Axone im optischen Nerv in Abh&angigkeit von einer HGF-
Behandlung bestimmt werden.

Um den Wirkmechanismus der HGF-Behandlung zu charakterisieren, sollten Prote-
inanalysen von RGC-5 und primaren retinalen Ganglienzellen zum Nachweis beteilig-

ter intrazellularer Signalkaskaden durchgefihrt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Ampicillin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

B-27-Zusatz Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) Tebu, Offenbach, Deutschland

Bromophenol blau Natriumsalz Serva, Heidelberg, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Chloralhydrat Fluka, Seelze, Deutschland

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) Tebu, Offenbach, Deutschland

Cumarséaure Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Cryomatrix Thermoshandon, Frankfurt/Main, Deutschland

D(+)-Saccharose AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Gibco, Karlsruhe, Deutschland

DMEM/F12 (1:1) Gibco, Karlsruhe, Deutschland

ECL-Plus Reagenz (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)

Ethanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Formaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland

Forskolin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Insulin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Laminin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Mowiol CalbioChem, La Jolla, CA, USA

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) R&D Systems,
Deutschland

Neurobasales Medium Opti-MEM Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Neugeborenes Ziegenserum (NGS) PAA, Coelbe, Deutschland

N-propyl-Gallat Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Papain Cell Signaling, Frankfurt, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA) AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS 1x) AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin/Neomycin (PSN) PAA, Coelbe, Deutschland

Proteaseinhibitor (Complete tablets) Roche, Mannheim, Deutschland
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Transferrin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Trilodothyronin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS-Base) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin-Inhibitor Boehringer, Mannheim, Deutschland

2.1.2 Software

Axiovert
Corel Draw
Image J

2.2 In vitro Experimente

2.2.1 Primare retinale Ganglienzellkultur (pRGC-Kultur)

Zur Herstellung der primaren retinalen Ganglienzellkultur wurden 7-8 Tage postnata-
le Wistar-Ratten verwendet. Die immungereinigten RGC-Kulturen wurden dabei nach
einem zweischrittigen panning-Protokoll hergestellt und gereinigt. Dies fuhrt zu einer

99,5%igen Reinheit an retinalen Ganglienzellen (Barres et al. 1988).

In Vorbereitung der RGC-Dissektion wurden zunéchst die Panning-Platten vorberei-
tet: Der Marker Thy-1 wird sowohl auf RGCs als auch auf Makrophagen exprimiert.
Um spezifisch die retinalen Ganglienzellen aus dem Zellhomogenat zu selektieren,
wurden zwei sequentielle Inkubationsschritte mit verschiedenen Antikbrpern verwen-
det. Zunachst wurden die Makrophagen durch makrophagenspezifische Antikdrper
entfernt und dann die RGCs durch Thy-1 selektioniert. Daflir wurden Panning-
Platten fir Makrophagen bei 4°C tber Nacht mit einem IgG-Antikorper aus der Ziege
gegen Kaninchen in Tris-HCI 50mM pH 9,5 (1:400; spezifisch fur anti-Makrophagen-
Antikérper aus Kaninchen) beschichtet. Die RGC-panning-Platten wurden analog
dazu mit einem IgM-Antikérper aus Ziege gegen Maus (1:600, spezifisch fur anti-
Thyl-Antikdrper aus Maus) beschichtet. Nach dem Waschen wurden die Makropha-
gen-panning-Platten mit BSA 0,2% in DPBS geblockt, wéhrend die RGC-panning-
Platten bei Raumtemperatur mit Maus anti-Thyl-Antikdrpern ebenfalls mit BSA 0,2%

in Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) inkubiert wurden.
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Wistar-Ratten wurden am 7 Tag postnatal durch Dekapitation getétet. Im Anschluss
wurden die Augen extrahiert. Die Kornea, die Linse und der Glaskorper wurden ent-
fernt und nur die Retinae in Earle's Balanced Salt Solution (EBSS) wurden gesam-
melt. Das Medium wurde anschlie3end entfernt und das retinale Gewebe bei 37°C
fur 15min in Papain (165 Einheiten) inkubiert. Die Papain-Aktivitat wurde dann durch
die Zugabe von 750ul low Ovomucoid und 100ul DNase geblockt. Die Makrophagen
wurden dann in der vorliegenden Losung mit den oben genannten Antikdrpern mar-
kiert. Daraufhin wurde die Zellsuspension fir 11 min bei 1000 rpm (106 g) bei 25 °C
zentrifugiert und anschlieRend in High Ovomucoid Losung wieder geldst. Nach weite-
ren 11 min der Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen wurde das Gewebe
getrennt und durch ein steriles Nylonnetz (Heidland, Gltersloh, Germany) gefiltert.
Bei diesem Schritt wurde BSA 0,2 % in DPBS verwendet, um eine Aggregation der
Zellen zu verhindern. Die Blocking-Lésung wurde dann aus den Makrophagen-
panning-Platten mit Anti-Kaninchen-IgG entfernt. Die Zellsuspension wurde dann
erneut zweimal fur 20 bzw. 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Makropha-
gen zu binden und zu entfernen. Eine weitere Inkubation fir 45 min bei Raumtempe-
ratur in RGC-panning-Platten mit Ziegen-anti-Maus- und Maus-anti-Thyl-Antikdrpern
wurde zur Selektion der retinalen Ganglienzellen durchgefihrt. Danach erfolgte ein
sehr grundliches wiederholtes Waschen, um eine hohe Reinheit der Zellkultur sicher-
zustellen. Abschlieend wurden die Zellen durch Gabe von 200 pl Trypsin 2,5 % fur
15 min bei 37 °C von den Platten geltdst und fir 18 min bei 800 rpm und 25 °C zentri-
fugiert und konnten fur die nachfolgend beschriebenen Versuche ausplattiert werden.

2.2.2 pRGC-Uberleben nach Neurotrophindeprivation und Behandlung mit HGF

Die so gewonnenen retinalen Ganglienzellen wurden dann in einer Konzentration
von 3000 RGCs pro 100 pl pro Vertiefung in einer Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen
in einem serumfreien Vollkulturmedium aus Neurobasal-Medium einschlief3lich Glu-
tamin, Cystein, Pyruvat, Triiodthyronin, B27, Sato (Rinderserumalbumin, Transferrin,
Progesteron, Putrescin, Natriumselenit), Forskolin (Endkonzentration 10 mM), BDNF
(Endkonzentration 50 ng/mL), CNTF (Endkonzentration 10 ng/mL) und Insulin (End-
konzentration 5 mg/mL) ausplattiert. Aul3erdem wurden analog dazu 8000 RGCs in
500ul pro Vertiefung in einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen mit dem gleichen

Medium kultiviert. Nach 48h wurde das Medium gewechselt und gegen ein Medium


http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Cell-Culture/Mammalian-Cell-Culture/reagents/Balanced-Salt-Solutions/ebss-earls-balanced-salt-solution.html
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ohne die Zusatze Forskolin, BDNF, CNTF, Insulin ausgetauscht. Bei der Positivkon-
trolle wurde entsprechend gegen das oben genannte Vollmedium gewechselt. Zu-
satzlich wurde direkt nach dem Wechseln des Mediums HGF in verschiedenen End-
konzentrationen appliziert (1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml), bevor die weitere

Kultivierung fur 72 Stunden erfolgte.

Zur Auswertung des Zelliberlebens wurde 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in einer Konzentration von 5 mg/ml zu den Zellen
gegeben und diese dann fur eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert und dann unter
dem Mikroskop mit Hilfe eines Zahlokulars ausgezahlt. MTT st ein gelbes
Tetrazoliumsalz, mit dem man den Anteil lebender Zellen im Vergleich zu einer Kont-
rollprobe von Zellen messen kann. Der Nachweis der Zellvitalitat mittels MTT-Test
beruht auf der Reduktion des gelben, wasserloslichen Farbstoffs MTT in ein blau-
violettes, wasserunlésliches Formazan. Die Menge gibt dabei Aufschluss Uber die
Glykolyserate. Um eine reprasentative Auswertung zu gewahrleisten, wurden min-
destens drei Ansatze ausgewertet. Pro Vertiefung wurden dabei jeweils sechs ran-
domisierte Bilder gemacht.

2.2.3 pRGC-Auswachstum nach HGF-Behandlung

Es wurden 5000 RGCs pro 250 pl pro Vertiefung in einer Zellkulturplatte mit 24 Ver-
tiefungen in dem bereits erwdhnten Vollmedium ausplattiert. Die Behandlung mit
HGF erfolgte 48h nach dem Ausplattieren ebenfalls mit den Konzentrationen 1 ng/ml,
10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml im Vergleich zur Kontrolle. Nach weiteren 48 h
bzw. 72 h wurden die pPRGCs dann mikroskopiert und es wurden Bilder zur Doku-
mentation und Auswertung gemacht. Die L&ngenbestimmung der Neuriten der
retinalen Ganglienzellen erfolgte mit dem halbautomatischen Programm ImageJ und

dem Neurond plugin.

2.2.4 RGC5-Zellkultur

Die RGC5-Zellkultur ist eine transformierte Zelllinie aus retinalen Ganglienzellen der
Ratte. Zur Herstellung wurden initial retinale Zellen von 1 Tag postnatalen Ratten mit

einem w2 E1A Virus transformiert. Zur anschliellenden Isolation retinaler Ganglien-
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zellen wurden einzelne Zellklone randomisiert aus den transformierten Zellen ausge-
wahlt. Eine genauere Charakterisierung dieser Zellen erfolgte durch die Untersu-
chung bestimmter zellspezifischer Proteine  mittels Immmunoblotting,
Immunhistochemie und RT-PCR, um die Subpopulationen der verschiedenen
retinalen Zelltypen zu unterscheiden. Thy-1 wurde als Markerprotein fur retinale
Ganglienzellen, glial fibrillary acidic protein (GFAP) zum Nachweis von Mdllerzellen,
HPC-1/syntaxin zur ldentifizierung von amakrinen Zellen sowie 8A1l als Protein zum
Nachweis von Horizontal- und Ganglienzellen verwendet. Einer der so gewonnenen
RGC5-Zellklone zeigte sich positiv fur Thy-1, Brn-3C, Neuritin, den NMDA-Rezeptor,
den GABA-B-Rezeptor und wies eine Synaptophysinexpression auf. Eine Expression
von GFAP, HPC-1, and 8A1 konnte nicht nachgewiesen werden. Weitere Untersu-
chungen konnten die Zelllinie genauer charakterisieren. Bei den Zellen lie3 sich die
Expression von Neurotrophinen und deren zugehérigen Rezeptoren nachweisen.
Nach Differenzierung mit Succinylconcanavalin A zeigten sich die Zellen sensitiv fur
Glutamattoxizitat, und nach Wachstumsfaktor- beziehungsweise Serumentzug gin-
gen die Zellen in Apoptose. Ein Ersatz der Wachstumsfaktoren durch BDNF und NT-
4 konnte die Zellen vor Apoptose schitzen. Damit erflllte diese Zelllinie wesentliche
Eigenschaften retinaler Ganglienzellen und dient zur Untersuchung der Zellbiologie

und —physiologie von retinalen Ganglienzellen in vitro (Krishnamoorthy et al. 2001).

2.2.5 RGC-5-Uberleben nach Serumdeprivation

In einer Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen mit serumfreien DMEM/F12 (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) wurden 1000 RGC-5-Zellen/100 pl/Vertiefung ausplattiert.
Nach 24 Stunden wurde das serumfreie Medium bei der Positiv-Kontrolle durch ein
serumhaltiges Medium ersetzt. Zusatzlich wurde bei allen Konditionen Concanavalin
zur Differenzierung der Zellen und gemaf3 den unterschiedlichen Konditionen HGF in
den Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml eingesetzt. Die Be-
handlung mit HGF wurde an Tag 3 und 5 erneut durchgefiihrt. An Tag 7 erfolgte die
Auswertung in gleicher Weise wie bei den primaren retinalen Ganglienzellen mit MTT

und anschlieRender Mikroskopie.
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2.2.6 Western Blot

Zum Nachweis der Proteine, die in der intrazellularen Signaltransduktionskaskade
beteiligt sind, wurde eine Proteinanalyse mittels Western Blot durchgefuhrt. Dazu
wurde die RGC-5-Zellinie nach Trypsinierung dreimalig in EBSS gewaschen und an-
schlieRend in einer Konzentration von 1.000.000 Zellen/well in serumfreiem Medium
mit Concanavalin A in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausplattiert. Nach 24 Stun-
den wurde dann HGF in einer finalen Konzentration von 50 ng/ml hinzugegeben. Aus
der Zellkultur wurden dann nach 10 min, 30 min, 2 h, 6 h, 12 h oder 24 h Lysate her-
gestellt. Der Lysepuffer bestand aus 10 mM HEPES (pH 7.2), 142 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 1 mM EGTA und dem nicht-ionischen Tensid IGEPAL (1%) sowie
Proteaseinhibitor. Zusétzlich wurde eine Analyse von Retina-Lysaten aus 200-250 g
schweren weiblichen Wistar-Ratten durchgefiihrt, die zuvor intravitreal mit HGF (10
Mg in 3,5 ul PBS) behandelt wurden. Dazu wurden die Retinae direkt nach der
Axotomie, einen Tag oder 4 Tage nach der Axotomie des optischen Nervs, entnom-
men. Nach der Entfernung der Cornea, des Linsenapparates und des Glaskorpers
wurde der verbleibende Augenbecher schockgefroren und flr die weitere
Prozessierung bei -80 °C aufbewahrt. Nachdem die Praparate vorsichtig aufgetaut
wurden, folgten die Lyseprozeduren in einem EBM-Lyse-Puffer bestehend aus 20mM
TrisHCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 10 % Glycerol, 1 % Triton,
mit einem Protease- und einem Phosphatase-Inhibitor. Der Proteingehalt der Retina-
Lysate wurde mit dem Bradford-Assay und gleichen Mengen von Protein (50 ug) be-
stimmt und das Lysat durch eine Natriumdodecylsulphat—Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (SDS—PAGE) aufgetrennt und anschlieend mittels Elektrophorese
auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Nachdem Transfer auf die Membran
wurde mit fettfreier Milch in Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung/0.1 % Tween-20
(PBS-T) fur 1 Stunde geblockt.

Die Membranen wurden dann mit den primaren Antikorpern fur 24 Stunden bei 4 °C
in PBS-T und 5 % Milch inkubiert. Anti-phospho-Akt, anti-phospho-MAPK, anti-
MAPK, und anti-phospho-Met wurden dafir in einer Konzentration von 1:1000 ver-
wendet. Die Verdinnung von Anti-phospho-Gabl erfolgte 1:2000. Anti-Met wurde
1:200 verdunnt und Anti-HGF in einer Konzentration von 1:500 verwendet. Die Inku-
bation mit den zugehérigen Meerrettichperoxidase-gebundenen sekundaren Antikor-
pern (1:4000) wurde anschlieend fir 1 Stunde bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Auf die Membran wurde abschlielRend das ECL-Plus Reagenz gegeben. ECL-Plus-
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Reagenzien erlauben mittels Elektrolumineszenz den nicht-radioaktiven Nachweis
von Antigene, an denen Meeretichperoxidase-gebunden Antikdrper gebunden ha-
ben. Die Fluoreszenz wurde mit einem Kodakfilm sichtbar gemacht.

2.3 In vivo-Experimente

Fur die durchgefihrten in vivo-Experimente wurden ausschlief3lich weibliche Wistar-
Ratten (200 g bis 250 g) verwendet (Charles River; Zentrale Tiereinheit Gottingen).
Diese wurden gemald den Richtlinien der niedersachsischen Tierversuchsbestim-
mungen (kontrollierte Grenzwerte fur die physikalische Umwelt) gehalten. Die Unter-
bringung erfolgte in einem Macralon-Kéfig mit einer Mindestgrundflache von 310 cmz?
und einer Hohe von 18 cm. Die Temperatur im Tierraum betrug 22 °C mit einer Tole-
ranz von 2°C. Die Luftfeuchtigkeit wurde in einem Bereich zwischen 40-70 % gehal-
ten. Ein Luftwechsel wurde mit einer Rate von 15-20 Wechseln/Stunde sichergestellt.
Zur Beleuchtung wurden Leuchtstoffrohren mit geringer Intensitat und einer Wellen-
lange von 486 nm verwendet. Bei den verwendeten Wistar-Ratten handelt es sich um
einen Albinostamm der eine Beleuchtungsstarke von unter 60 lux im Kafig benétigt.
Die Versuchstiere unterlagen einem regelmafigen Hell-Dunkel-Wechsel mit einer
Hell-Phase von 14 Stunden und einer Dunkel-Phase von 10 Stunden. Der Ge-
rauschpegel wurde unter 60dB gehalten. Alle Tierversuche wurden durch das Nie-
dersachsische Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(LAVES) genehmigt.

2.3.1 Intraperitoneale Narkose

Fur die Durchfiihrung der Axotomien und die Crush-Lasionen des optischen Nervs
sowie die intravitrealen Injektionen erfolgte eine an das Gewicht adaptierte intraperi-
toneale Narkose der Versuchstiere mit Chloralhydrat 7% (420 mg/kg Korpergewicht).
Die intraperitoneale Injektionen wurden mit einer 1ml Spritze und einer
Subkutannadel durchgeftihrt. Die Versuchstiere wurden daftr unter einem Stofftuch
fixiert. AnschlieBend erfolgte die Punktion im Bereich des mittleren Abdomens der
Ratte nahe der Linea alba. Bis zum Einsetzen der Narkose verblieben die Versuchs-
tiere in ihrem Kafig. Die Prozeduren wurden nur dann durchgefiihrt, wenn eine suffi-

ziente Sedierung erreicht war. Als primére Kontrollpunkte fur die Tiefe der Narkose
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wurden das Vorhandensein bzw. Fehlen von Schutzreflexen (z.B. Kornealreflex) und
die Reaktion auf Schmerzreize genutzt. Die Frequenz und die Tiefe der Atmung,
dienten als sekundéares Merkmal.

2.3.2 Intravitreale Injektionen

Die Applikation des HGF erfolgte direkt in den Glaskorper mittels einer Hamilton-
Nadel nach einer gewichtsadaptierten, intraperitonealen Chloralhydratnarkose . Dafur
wurde nur das linke Auge hinter der Ora serrata unter Sicht punktiert. Das kontralate-
rale Auge wurde nicht injiziert. Eine Verletzung des Linsenapparates muss aufgrund
der Gefahr der Kataraktentstehung vermieden werden. Versuchstiere mit einer Kata-
rakt wurden aus dem Versuch ausgeschlossen. Um eine Glaukomentwicklung auf
Grund eines erhohten intraokularen Druckes zu verhindern, wurde ein Injektionsvo-
lumen von 3,5 ul gewahlt. Es wurden eine hohe Konzentration mit 10ug HGF pro 3,5
pl und eine niedrige Konzentration mit 2 pg pro 3,5 pl verwendet (entspricht ca. 2,9
pg/ul bzw. 0,57 pg/ul). Durch Diffusion kénnen die HGF-Molekule zur retinalen Gang-
lienzellschicht gelangen. Um ausreichende Wirkkonzentrationen zu erreichen, wurde
direkt nach der Axotomie bzw. nach der Crush-Lasion und zuséatzlich drei Tage pos-

toperativ ein Volumen von 3,5ul appliziert.

2.3.3 Axotomie des optischen Nervs

Abbildung 5: Schematische Darstellung der
Axotomie des optischen Nervs

Nach Praparation der den Nerv umgebenden Hiillen
wurde der optische Nerv 2 mm hinter dem hinteren

Augenpol durchtrennt.

Als Axotomie wird hier die Durchtrennung des optischen Nervs unter Schonung der
die Retina versorgenden Blutgefal3e bezeichnet. Die nachfolgende Beschreibung der
Axotomien bezieht sich jeweils auf das linke Auge der Ratte, weil immer nur das linke

Auge axotomiert wurde.
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Wie oben beschrieben, erfolgte fur die Axotomien eine gewichtsadaptierte, intraperi-
toneale Narkose mit Chloralhydrat. Nachdem das Tier eine ausreichende Narkosetie-
fe erreicht hat wurde das Fell tlber dem operativen Zugang zwischen den Augen ent-
fernt. AnschlieRend erfolgte zur Reduktion der Keimzahl die Desinfektion der Haut
mittels 70 %igem Ethanol. Nun wurde die Kopfhaut medial mit einem sterilen Skalpell
Uber eine Lange von ca. 2 cm er6ffnet. Mit kleinen Hakchen wurde die Kopfhaut samt
Galea aponeurotica eingespannt. Mittels Diathermie erfolgte die Er6ffnung der linken
Orbitahdhle am kranialen Rand unter Schonung benachbarter Strukturen (rostral bis
zum Ende des Orbitarandes und caudal bis zum Musculus temporalis). Der Nervus
supraorbitalis wurde mittels Kauterisierung durchtrennt. Es folgte die schonende Lu-
xation der Glandula lacrimalis nach nasal. Durch Traktion an den oberen Augenmus-
keln und dem damit verbundenen Loslosen am Arcus tendineus wurde der Bulbus
oculi nach ventral rotiert, um eine ausreichende Sicht auf den Nervus opticus zu er-
maoglichen. Es folgte die longitudinale Inzision der Hullen des Nervs durch eine mik-
rochirurgische Schere unter Schonung der Zentralarterie, um eine ausreichende
Blutversorgung der Retina zu gewabhrleisten. In einem Abstand von ca. 2 mm vom
Bulbus oculi wurde der Sehnerv mit einer feinen Schere durchtrennt. Anschliel3end
wurde an das proximale Nervenende ein 2x2 mm messendes, mit Fluorogold ge-
tranktes Stiick aus Gelfoam zur retrograden Darstellung der retinalen Ganglienzellen
eingebracht. Unter Vorsicht erfolgte die Rickrotation des Bulbus oculi um eine Dislo-
kation des Gelfoams zu verhindern. AnschlieBend folgte die orthotope Ruckverlage-
rung der Glandula lacrimalis und die schichtweise Adaptation der Wundrénder. Ab-
schlieBend wurde eine 3-0-Hautnaht in fortlaufender Technik durchgefiihrt und die
Haut erneut desinfiziert. Direkt postoperativ erfolgten die oben beschriebenen
intravitrealen Injektionen von HGF geldst in PBS bzw. ausschlie3lich PBS mittels ei-
ner Hamilton-Nadel. Eine weitere intravitreale Injektion wurde drei Tage postoperativ
nach erneuter Anasthesie durchgefihrt. In den folgenden Tagen wurden die Tiere
auf Infektionen und Linsenverletzungen untersucht. Im Falle einer Schadigung des

Auges wurden die Ratten durch CO2-Inhalation schmerzlos getotet.

Vierzehn Tage nach der Axotomie erfolgte die Entnahme der Retinae. Dazu wurden
die Ratten durch COs-Inhalation schmerzlos getdtet. Anschlie3end wurde das kom-
plette Auge mit einem Teil des Sehnervs entfernt. Daraufhin wurden die Cornea, der
Linsenapparat und der Glaskorper durch einen &quatorialen Schnitt auf Hohe der

Ora serrata entfernt. Der verbleibende Teil des Augapfels wurde in 4% PFA in PBS
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(pH= 7,4) fur eine Stunde fixiert. Die Entnahme der Retinae wurde in Glycerol-PBS
(1:1) mit einer feinen Pinzette durchgefiihrt. Dafur wurde der optische Nerv am
Durchtritt durch die Lederhaut durchtrennt. Es folgten vier Inzisionen bei drei, sechs,
neun und zwolf Uhr. Die so entstehende Kleeblattform der Retina wurde daraufhin
mit einem Tropfen Glycerol-PBS (1:1) auf einen Objekttrager aufgebracht und mit

einem Deckglas abgedeckt.

2.3.4 Crush-Lasion des optischen Nervs

Abbildung 6: Schematische Darstellung der
Crush-Lasion

Der optische Nerv wird nach Praparation der
Nervenscheiden mit einem 10-0-Faden dicht
hinter dem hinteren Augenpol definiert ge-

quetscht.

Unter einer Crush-Lasion versteht man eine definierte Quetschung des optischen
Nervs, so dass die Axone zwar durchtrennt sind, aber an Ort und Stelle verbleiben.
Sowohl die Anasthesie als auch das operative Vorgehen wurde analog zu den
Axotomien durchgefuhrt. Im Gegensatz zur Axotomie folgte jedoch der Freilegung
des Nervs nicht dessen Durchtrennung, sondern die umschriebene Quetschung mit-
tels einer 10-0-Naht. Diese wurde fur 15 Sekunden als einfacher Knoten zugezogen
und anschlieend sofort wieder geldst und entfernt. AnschlieRend wurde der operati-
ve Zugang adaptiert und die Haut mit einer 3-0-Naht verschlossen. Nach 28 Tagen
postoperativ wurden die Ratten durch Kohlendioxidinsufflation getétet und direkt da-

nach transkardial perfundiert.

2.3.5 Transkardiale Perfusion

Diese Methode dient der Fixierung des optischen Nervs und wird in &hnlicher Weise

auch fur die Fixierung anderer Gewebe eingesetzt. Sie dient dabei als Vorbereitung
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fur die immunhistochemische Untersuchung. Durch das Fixans Paraformaldehyd
werden Methylenbriicken und Verbindungen Uber eine Schiffsche Base geschaffen,
die wahrend der Antigenwiederherstellung durch Waschen mit unterschiedlichen Puf-
ferlosungen wieder gelést werden. Dies ist die Voraussetzung fur die der
Immunhistochemie zugrunde liegende Antigen-Antikorper-Reaktion. Man nutzt in
diesem Verfahren das Gefal3system der Ratte um die Fixationslésung in das zu un-

tersuchende Gewebe einzubringen.

Zur Durchfuhrung der transkardialen Perfusionen wurden die Ratten in einen Kasten
gesetzt, in den CO, eingeleitet wurde bis das Bewul3tsein und jegliche Reaktion auf
aulere Reize aussetzte und schlielich die Atmung sistierte. Daraufhin wurden die
Ratten auf einer Styroporunterlage auf dem Ricken liegend fixiert und die Bauchhdh-
le durch einen Schnitt mit einer Schere eroffnet. Dieser Schnitt wurde in der Median-
ebene nach kranial erweitert und das Sternum mittels einer kraftigen Schere durch-
trennt. Aul3erdem wurde das Zwerchfell, um einen besseren Zugang zur Thoraxhéhle
zu ermd@glichen, beidseits inzidiert. Zum Einbringen des Perfusionskatheters wurde
das Herz am Apex cordis linksventrikular eroffnet. Dieser stumpfendige Katheter
wurde im Folgenden durch den linken Ventrikel in die Aorta vorgeschoben. Nach La-
gekontrolle unter Sicht wurde die Position des Katheters durch eine gebogene
Klemme gesichert. Um eine ausreichende Perfusion der oberen Extremitéat zu ge-
wabhrleisten, wurde die abdominelle Aorta mit einer gummiiiberzogenen Klemme ab-
geklemmt. Um ein Entweichen des Blutes aus dem Blutkreislauf zu ermdglichen, er-
folgten Inzisionen der Leber und der Nase. Die Perfusion mit PBS wurde solange
durchgefiihrt, bis die aus der Nase entweichende Flussigkeit kein Blut mehr enthielt.
Dafur waren in der Regel in etwa 300 ml PBS notwendig. Anschlie3end wurde die
gleiche Menge an eisgekuhltem PFA 4 % perfundiert. Nach der Perfusion wurde das
Auge mit dem optischen Nerv vorsichtig entfernt. Fur die zusatzliche Fixierung wur-
den die Cornea, die Linse und der Glaskdrper vorsichtig entfernt und fur eine weitere
Stunde in PFA 4 % in einem Eppendorf-Cup eingelegt. AbschlieRend wurden die
verbleibenden Augenschalen mit den daran befindlichen optischen Nerven in
Sucrose 30 % fur 24 h bei 4 °C dehydriert und fir die Weiterverarbeitung bei -20 °C

aufbewabhrt.
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2.3.6 Immunbhistologie

Die Immunhistologie dient der raumlich aufgeltsten Darstellung von Proteinen in ei-
nem Gewebeverbund. Das fixierte Gewebe wurde zunachst in einer Cryomatrix ein-
gebettet und dann mit Hilfe eines Kryostaten (Leica) in 16 um dicke Schnitte ge-
schnitten. Die Schnitte wurden auf einem Objekttrager aufgefangen und anschlie-

Rend bei -20 °C eingefroren.

Zur Vorbereitung der Immunhistochemie wurden die Schnitte bei 37 °C getrocknet.
Anschliel3end wurde eine Behandlung mittels TBS-T (pH 9,0) bei 60 °C durchgefihrt,
um die Antigene besser zu demaskieren. Daraufhin wurden die Objekttrager mit 10%
normalisiertem Ziegenserum (normal goat serum, NGS) geblockt. Es folgte die Gabe
eines anti-GAP43-Antikérpers in einer 1:250-fachen Verdinnung mit dem Ziel rege-
nerierende Nervenfasern anzufarben (Schreyer und Skene 1993). Die Schnitte wur-
den im Anschluss Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Am folgenden Tag wurden die
Schnitte zunéchst zweimal in PBS gewaschen und dann mit einem Cy3-Antikdrper
fur 45 min bei Raumtemperatur behandelt. Eine Kernfarbung erfolgte zusatzlich mit
DAPI. AnschlieBend wurden die Schnitte in Mowiol eingebettet und mit einem Deck-

glas abgedeckt.
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3. Ergebnisse

3.1 Neuroprotektion und Neuritenwachstum priméarer retinaler Ganglienzellen

nach HGF-Behandlung in vitro

Die durchgefuhrten in vitro Versuche dienen der Untersuchung der Effekte von HGF
auf zellularer Ebene. Zum einen sollten sie beantworten, ob der Wachstumsfaktor
HGF einen Einfluss auf die Apoptose und damit auf das Uberleben von retinalen
Ganglienzellen ausubt. Zum anderen wurden die Effekte von HGF auf das

Neuritenwachstum untersucht.

3.1.1 pRGC-Uberleben nach Neurotrophindeprivation in Abhangigkeit von HGF-

Behandlung
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Abbildung 7: Anzahl MTT-positiver Zellen in Abhéngigkeit von der HGF-Konzentration in Pro-

zent der nicht behandelten Kontrollgruppe

Durch die Behandlung mit HGF zeigt sich ein konzentrationsabhéngiges gesteigertes Uberleben. Der

Mafstabsbalken entspricht 250 pm.
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Der Versuch diente der Uberpriifung des Effekts der HGF-Behandlung auf das Uber-
leben  von retinalen  Ganglienzellen  nach  Apoptoseinduktion  durch
Neurotrophindeprivation. Es wurden primére retinale Ganglienzellen verwendet, um
maoglichst vergleichbare Ergebnisse zum in vivo-Modell zu erhalten. Den retinalen
Ganglienzellen wurden hierfur die im Vollmedium erganzten neurotrophen Faktoren
entzogen. Zu diesem Zweck wurde das Medium nach 48 Stunden gegen ein Medium
ohne die neurotrophen Faktoren Forskolin, BDNF, CNTF und Insulin ausgetauscht.
Durch den fehlenden neurotrophen Support wird in den Zellen die Apoptose indu-
ziert. Durch die selektive Anfarbung lebender Zellen durch MTT, die auf der Redukti-
on und der damit verbundenen Farbanderung des Farbstoffs beruht, lassen sich die
Effekte der HGF-Behandlung auf das Uberleben nach Wachstumsfaktordeprivation
durch das mikroskopische Auszahlen MTT-positiver Zellen quantifizieren. Dieser
Versuchsansatz wurde dreimal wiederholt, und die Ergebnisse der einzelnen Versu-
che wurden zusammengefasst, um die durchschnittliche Anzahl der tberlebenden
Zellen zu ermitteln. Zum Vergleich der unterschiedlichen Gruppen wurde die Anzahl
der (Uberlebenden Zellen in der Kontrollgruppe, in der lediglich ein
Neurotrophinentzug erfolgte, als einhundert Prozent definiert. Die Anzahl der MTT-
positiven Zellen der HGF-Behandlungsgruppen wurden mit der Anzahl der MTT-
positiven Zellen aus der Kontrollgruppe korreliert.

Die Abbildung 7 illustriert die Ergebnisse nach Wachstumsfaktorentzug. Bei einer
finalen Konzentration von 1 ng/ml tberlebten 116 % * 25 % der primaren retinalen
Ganglienzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch eine weitere Steigerung der
finalen Konzentration auf 10ng/ml stieg die Uberlebensrate auf 159 % + 27 % an.
Eine HGF-Konzentration von 50ng/ml filhrte zu einer weiteren Steigerung der Uber-
lebensrate auf 191 % =+ 31 %. Die meisten MTT-positiven Zellen fanden sich bei ei-
ner Endkonzentration von 100 ng/ml mit 249 % + 30 %. Die Behandlung mit HGF
nach Wachstumsfaktordeprivation flhrte somit zu einem signifikanten, konzentrati-

onsabhangigen, gesteigerten Uberleben der primaren retinalen Ganglienzellen.
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3.1.2 RGC-5-Uberleben nach Serumdeprivation in Abhangigkeit von HGF-
Behandlung
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Abbildung 8: Uberleben der RGC-5-Zellen nach Apoptoseinduktion durch eine Serumdeprivati-
on

Nach einem Entzug des Serums fuhrt eine HGF-Behandlung zu einer konzentrationsabhangigen

Uberlebenssteigerung der RGC-5-Zellen.

Die Effekte einer HGF-Behandlung auf das Uberleben retinaler Ganglienzellen wurde
erganzend in der Zellinie RGC-5 nach Serumdeprivation untersucht. Diese
immortalisierte Zelllinie erlaubte eine ausreichende Materialgewinnung fir die Her-
stellung von Proteinlysaten, die flr die Western Blot-Analyse der neuroprotektiven
Signalkaskaden bendtigt wurden. Dazu wurden die RGC-5-Zellen in einem serum-
freien Medium ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mittels Concanavalin
A ausdifferenziert, und es erfolgte die erste Behandlung mit HGF in einer Konzentra-
tion von 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml. Zusétzliche Gaben von HGF
erfolgten an Tag 3 und 5. Am siebten Tag wurden die lebenden Zellen mit MTT ge-
farbt und anschlieRend erfolgte die Auswertung mit einem 8x8 Zahlokular an 6 ran-
domisierten Stellen. Dieser Versuchsansatz wurde mindestens dreimal wiederholt
und statistisch ausgewertet. Die Kontrollgruppe wurde lediglich in serumfreiem Medi-
um ausplattiert, wahrend in den anderen Gruppen zuséatzlich HGF in unterschiedli-
chen Zielkonzentrationen appliziert wurde. Die Anzahl der MTT-positiven Zellen in
der Kontrollgruppe wurde dabei analog zu den Uberlebensversuchen der primaren
retinalen Ganglienzellen als Referenzwert (100%) verwendet und mit den tUberleben-

den Zellen der unterschiedlichen HGF-Konzentrationen verglichen. Es zeigte sich,
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dass in Abhangigkeit von der HGF-Konzentration mehr RGC5-Zellen Uberlebten. Bei
einer finalen Konzentration von 1ng/ml tberlebten 168 + 13% im Vergleich zur Kont-
roligruppe 100 + 6 %. Bei einer Konzentration von 10 ng/ml zeigte sich eine Uberle-
bensrate von 191 + 14 %. Eine Behandlung mit einer finalen Konzentration von
50ng/ml steigerte das Uberleben auf 203 + 15 %. Die groRte Anzahl tiberlebender
RGC-%-Zellen zeigte sich bei einer Konzentration von 100 ng/ml, bei der 332 + 28%
im Vergleich zu den unbehandelten RGC5-Zellen Uberlebten.

3.1.3 Neuritenauswachstum von pRGC nach HGF-Behandlung
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Abbildung 9: Neuritenlange von priméaren retinalen Ganglienzellen (um) in Abhangigkeit von
der HGF-Konzentration (ng/ml)

Wahrend HGF-Konzentrationen von 1 ng/ml und 10 ng/ml zu einer geringen, nicht signifikanten Zu-
nahme des Neuritenwachstums fihrten, zeigten sich bei einer HGF-Konzentration von 50 ng/ml eine
signifikante Zunahme der Neuritenléange. Eine noch hohere HGF-Konzentration fiihrte zu keiner weite-
ren Steigerung der Neuritenldnge. Im unteren Teil der Abbildung finden sich reprasentative, mikrosko-

pische Bilder der korrespondierenden Kulturen. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 pum.

In diesem Versuch wurde der Einfluss einer HGF-Behandlung auf das Auswachsen
von Neuriten untersucht. Dazu wurden die primaren retinalen Ganglienzellen in Voll-
medium ausplattiert und nach 48 Stunden mit unterschiedlichen HGF-

Konzentrationen behandelt. Nach weiteren 48 Stunden wurden mit einem Axiovert-



38

Mikroskop an vier randomisierten Stellen Bilder aufgenommen, die mit dem Soft-

wareprogramm ImageJ halbautomatisch ausgewertet wurden.

Die primaren Ganglienzellen, die ausschlie3lich im Vollmedium wuchsen, bildeten
eine Gesamtneuritenlange von 149 pym + 15 pm. Im Vergleich zu dieser Kontroll-
gruppe zeigten die primaren retinalen Ganglienzellen, die mit einer HGF-
Konzentration von 1 ng/ml behandelt wurden, ein nicht signifikantes, gering gestei-
gertes Langenwachstum von 151 ym £ 12 um. Bei einer HGF-Endkonzentration von
10ng/ml erreichte die Summe der Neuriten eine grof3ere Lange von 177 pm + 13um.
Das am starksten ausgepragte Langenwachstum fand sich bei einer finalen HGF-
Konzentration von 50 ng/ml. Unter dieser Konzentration erreichten die Neuriten eine
Gesamtlange von 252 um + 15 um. Eine weitere Steigerung der HGF-Konzentration
auf 100 ng/ml  fuhrte zu  keiner  zusatzlichen  Steigerung  des
Neuritenlangenwachstums. Die Geamtlange der Neuriten, die mit einer HGF-
Konzentration von 100 ng/ml behandelt wurden, zeigte sich mit 213 ym = 14 pm ge-
ringer, als die Neuritenlange der Behandlungsgruppe mit einer HGF-Konzentration
von 50 ng/ml.

Im Vergleich zu der nicht mit HGF behandelten Kontrollgruppe fand sich zusammen-
fassend eine nicht signifikant gesteigerte Zunahme des Neuritenwachstums fur die
HGF-Konzentrationen 1 ng/ml und 10 ng/ml und signifikant langere Neuriten flr die

HGF-Konzentrationen von 50 ng/ml und 100 ng/ml.

3.1.4 Analyse neuroprotektiver Signalkaskaden

Um die zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen zu untersuchen, die
nach der Interaktion von HGF mit dem C-Met-Rezeptor zu den antiapoptotischen und
proregenerativen Effekten flihren, wurde eine Proteinanalyse mittels Western Blot
durchgefiihrt. Die Western Blots wurden im Rahmen einer wissenschaftlichen Zu-
sammenarbeit im Institut fir Entwicklungsbiologie in Marseille durchgefuhrt (Tonges
et al. 2011). Es wurden serumdeprivierte RGC-5-Zelllysate nach einer HGF-
Behandlung mit einer Konzentration von 50 ng/ml zu verschiedenen Zeitpunkten auf
das Vorliegen des C-Met-Rezeptors und dessen phosphorylierter Isoform untersucht.

Ebenso wurde untersucht, welche Signalkaskaden durch den C-Met-Rezeptor akti-
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viert werden. Hierfir wurden der ERK/MAPK- und der Akt-Signalweg und das

Multiadaptorprotein Gabl untersucht.

Bereits 10 min nach HGF-Gabe fand sich ein Anstieg des phosphorylierten C-Met-
Rezeptors, der nach 30 min auf das Ausgangsniveau zurick fiel. Eine Veranderung
der totalen Menge des C-Met-Rezeptors fand sich bis 30 min nhach HGF-Behandlung
nicht. Nachfolgend zeigte sich eine Herunterregulierung des Rezeptors im Sinne ei-
nes negativen feedback-Mechanismus im Zeitraum von 2 bis 6 Stunden nach HGF-
Behandlung. Nach ca. 12 Stunden wurde wieder das Ausgangsniveau erreicht.

Die HGF-Gabe fuhrt bereits nach 10 min zu einem schnellen Anstieg von
phosphoMAPK, phosphoAkt und phosphoGabl. Der phoshoMAPK und phosphoAkt-
Anstieg sistiert nach ca. 2 Stunden. Der Anstieg von phosphoGabl fallt nach 6 bis 12

Stunden wieder auf das Ausgangsniveau.
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Abbildung 10: Reprasentative Western Blots von RGC-5-Lysaten zu verschieden Zeitpunkten
nach einer HGF-Behandlung

Nach 10 min findet sich ein Anstieg der phosphorylierten Isoform des C-Met-Rezeptors. Im Zeitraum
von zwei bis sechs Stunden folgt eine Herunterregulierung des Rezeptors. Die Aktivierung des Rezep-
tors fuhrt zu einer Zunahme der phosphorylierten Isoform des Multiadaptorproteins Gabl und zu einer
Aktivierung des ERK-/MAPK- und des Akt-Signalwegs.

Um die Rezeptoraktivierung und die Aktivierung der Signalkaskaden in der primaren
Zellkultur zu bestétigen, wurden pRGCs nach einem Wachstumsfaktorentzug fur 10
Minuten mit 50ng/ml HGF behandelt. Analog zu den RGC-5-Zellen fand sich ein ver-
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gleichbares Aktivierungsmuster der Signalkaskaden. 10 Minuten nach der HGF-
Applikation zeigt sich eine Aktivierung des C-Met-Rezeptors mit nachfolgender Akti-
vierung von Gab1, Akt und MAPK.
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Lﬁ\bbildung 11: Western Blots von primaren retinalen Ganglienzellen nach

Wachstumsfaktorentzug vor und 10 Minuten nach HGF-Behandlung.

Nach Aktivierung des C-Met-Rezeptors findet sich wie bei den RGC-5-Zellen ein Anstieg der Phos-
phorylierung von Gab1, MAPK und Akt.

Um herauszufinden, ob das intravitreal applizierte pro-HGF tatsachlich zur Retina
gelangt und zu einer Rezeptoraktivierung fihrt, wurden die Retinae von axotomierten
Ratten nach HGF-Behandlung direkt nach der Axotomie lysiert. Um die
proteolytische Spaltung nachzuweisen, wurden sowohl pro-HGF als auch die HGF-a-
Kette detektiert.

Es zeigte sich nach einem Tag nach HGF-Behandlung ein Anstieg des pro-HGF und
der HGF-a-Kette. Nach vier Tagen ist das pro-HGF fast vollstandig zum Ausgangsni-
veau zuruckgekehrt. Der Anstieg der HGF-a-Kette als Nachweis fur das reife HGF

halt in den HGF-behandelten Retinae bis tber den vierten Tag hinaus an. Eine
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Rezeptoraktivierung, nachgewiesen durch einen Anstieg der phosphorylierten

Isoform des C-Met-Rezeptors, findet sich sowohl am ersten als auch am vierten Tag
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' - - '| pro-HGF 87 kDA
-_—— HGF o chain 69 kDa
- - s s | pMet 145 kDa
ST EEE = e = | MAPK 44 kDa

0 day 1 day 4

Abbildung 12: Western Blots von Retina-Lysaten nach Axotomie des optischen Nervs

Nach einer initialen HGF-Behandlung findet sich ein pro-HGF-Anstieg. Durch Spaltung in die biolo-
gisch aktive Form (Nachweis Uber HGF-a-Kette) fallt die pro-HGF-Menge bis ca. am vierten Tag das
Ausgangsniveau erreicht wird. Das reife HGF zeigt sich am vierten Tag weiter erhdht. Nach der HGF-
Applikation erfolgt eine Phosphorylierung des C-Met-Rezeptors.

3.2 Die Rolle von HGF bei Neuroprotektion und axonaler Regeneration retinaler

Ganglienzellen in vivo

Die Effekte von HGF auf Apoptose und Regeneration von RGC wurden in zwei un-
terschiedlichen in vivo Modellen getestet. Als Modell zur Untersuchung der Apoptose
wurde die Axotomie des Sehnervs gewdéhlt. Um Regenerationsvorgdnge im opti-

schen Nerv zu untersuchen, wurde eine Crush-Lasion durchgefuhrt.
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3.2.1 RGC-Uberleben 14 Tage nach Axotomie
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Abbildung 13: Anzahl Uberlebender RGC (pro mm2 retinaler Oberflache) 14 Tage nach
Axotomie des optischen Nervs nach intravitrealer Injektion von HGF in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe

Es zeigt sich bei den HGF-behandelten Gruppen ein konzentrationsabhangiger, gesteigerter Uberle-
bensvorteil fir die RGC. Die reprasentativen Mikroskopien der einzelnen Gruppen sind im unteren Teil
dargestellt.

Die Axotomie des optischen Nervs ist ein etabliertes Modell, um neuroprotektive Ef-
fekte in vivo zu untersuchen. Am Tag der Axotomie und drei Tage danach erfolgte
die intravitreale Applikation von 3,5 pl HGF in einer Konzentration von 0,57 pg/ul
(Low HGF) und 2,9 pg/ul (High HGF) bzw. 3,5 pl des Vehikels PBS. 14 Tage nach
der Durchfilhrung der Axotomie des Nervus opticus wurde das Uberleben der
retinalen Ganglienzellen untersucht. Durch die retrograde Darstellung der retinalen
Ganglienzellen mittels intraoperativer Fluorogold-Applikation an den Nervenstiimpfen
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konnten die retinalen Ganglienzellen in den nach 14 Tagen hergestellten retinalen
Flachpraparaten quantifiziert werden. Es wurden pro Retina insgesamt zwolf mikro-
skopische Gesichtsfelder mittels Zahlokular ausgezahlt. Dafur wurde der Abstand
von der Retinamitte zur Peripherie gedrittelt und in jedem Drittel wurden die
Fluorogold-positiven RGC ermittelt. Pro Retina wurden auf diese Weise alle vier
Quadranten ausgewertet. Anschliel3end wurde die korrespondierenden Retinadrittel
der Gruppen Low HGF und High HGF mit denen der Kontrolle verglichen. Da sich in
den inneren Retinabereichen mehr retinale Ganglienzellen befinden als in den aul3e-
ren Retinabereichen, wurden nur die Bereiche der gleichen retinalen Radien mitei-

nander verglichen.

Im aulleren Retinadrittel Uberlebten bei der Kontrollgruppe, bei der nur eine Injektion
von 3,5 pl des Vehikels PBS erfolgte, im Mittel 713 + 59 RGC/mm? Im Vergleich da-
zu fanden sich im gleichen Drittel bei der Low HGF-Gruppe mehr RGC/mm? (901 +
47). Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. In der Behandlungsgruppe
mit der hohen HGF-Konzentration Uberlebten 1197 + 76 RGC/mm?2 und damit signifi-
kant mehr als in dem vergleichbaren Bereich der Kontrollgruppe.

Im mittleren Retinadrittel tGberlebten in der Kontrollgruppe 782 + 59 RGC/mm?Z. In der
mit der niederigen HGF-Konzentration behandelten Gruppe tberlebten mit 1065 + 48
RGC/mm? signifikant mehr RGC/mm2. Eine weitere Steigerung des Uberlebens zeig-
te sich in der Behandlungsgruppe mit der hohen HGF-Konzentration (1395 + 108
RGC/mm?).

Im inneren Retinadrittel Uberlebten in der Kontrollgruppe 83564 RGC/mm?. Signifi-
kant mehr RGC/mm? konnten in der Gruppe mit der niedrig konzentrierten HGF-
Behandlung (1163%53) nachgewiesen werden. In der High-HGF Konzentration tber-
lebten in diesem Bereich der Retina signifikant mehr RGC/mm? (1430 +96).

Zusammenfassend zeigt sich ein von der HGF-Konzentration abhangiger Uberle-
bensvorteil 14 Tage nach Axotomie des optischen Nervs. Dabei sind alle Unterschie-
de signifikant im Vergleich zur Vehikel-behandelten Kontrollgruppe, abgesehen von
dem auRReren Retinadrittel, das mit der niedrigen HGF-Konzentration behandelt wur-

de. Hier zeigt sich lediglich ein Trend ohne statistische Signifikanz.
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3.2.2 Axonale Regeneration 28 Tage nach Crush

Die Crush-Léasion des optischen Nervs ist ein etabliertes Modell, um Regenerations-
vorgange von ZNS-Neuronen zu untersuchen. Direkt im Anschluss an die durchge-
fuhrte Lasion und weitere 3 Tage spater wurde eine intravitreale Injektion von 3,5 pl
HGF in der hohen Konzentration (2,9 pg/ ul) oder PBS vorgenommen. 28 Tage nach
der Crush-Lasion wurden die Ratten durch CO,-Inhalation getétet und anschliel3end
perfundiert. Von den entnommenen Nerven wurden Kryoschnitte angefertigt, die mit
einem GAP43-Antikorper gefarbt wurden. Von den Kryoschnitten wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop einzelne Teilaufnahmen des optischen Nervs in 20-facher
VergroRerung gemacht. Die Teilaufnahmen wurden anschlieBend mit dem Programm
Corel Draw zu einem Gesamtbild des optischen Nervs zusammengefigt. Mit Hilfe
eines an den Crush gelegten MalRbalkens wurden die GAP43-positiven Axone in
50um Schritten gezahlt, die den entsprechenden Abstand vom Crush erreichten (sie-
he Abbildung 14).
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Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der Untersuchungsmethode zur Beurteilung der
axonalen Regeneration im optischen Nerv

Aus mikroskopischen Einzelaufnahmen in 20-facher Vergrolerung wurde ein Gesamtbild des opti-

schen Nervs zusammengestellt. In griin sind GAP43-positive Axone immunhistochemisch markiert.
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Anhand des roten MaR3stabbalkens kann die Regeneration der retinalen Ganglienzellaxone von der
Crush-Lasion quantifiziert werden. Der gelbe Pfeil markiert den Crush und die weil3en Pfeile zeigen

exemplarisch regenerierende Axone.

Es wurden 6 Tiere als Kontrolle mit PBS behandelt. In der HGF-Gruppe wurden 4
Tiere ausgewertet. Direkt im Bereich der Crush-L&sion fanden sich im Mittel mehr
GAP43-positive Axone in den mit HGF behandelten Nerven (24+4) als in den Nerven
der Kontrolltiere (15+6). Auch distal der Crush-Stelle fanden sich in allen Abstanden
signifikant mehr GAP43-positive Axone nach einer HGF-Behandlung. Die am langs-
ten ausgewachsenen Axone der HGF-Gruppe reichten 2000 um tber die L&sion hin-
aus, wahrend die langsten Axone der Kontroll-Gruppe eine Entfernung von 1150 um
nicht Gberschritten (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Quantifizierung der regenerierenden GAP43-positiven Axone bis 1000 pm
28 Tage nach Crush-Lasion von HGF-behandelten Versuchstieren im Vergleich zur Kontroll-

gruppe

Im Bereich des Crush findet sich eine erhdhte Anzahl regenerierender Axone. Auch distal zeigen sich
im gesamten untersuchten Verlauf des optischen Nervs mehr GAP43-positive Axone als in der Kont-
rollgruppe. Im unteren Teil der Abbildung sind aus einzelnen Teilaufnahmen zusammengesetzte
Ubersichtaufnahmen des optischen Nervs demonstriert. Die GAP43-positiven Axone sind
immunhistochemisch mit Cy2 gefarbt und wurden mit einem eGFP-Filter aufgenommen. Der MalR-
stabsbalken entspricht 150 um. Ganz unten finden sich vergrof3erte Ausschnitte der oberen Abbildun-

gen.
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4. Diskussion

Die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien fur die Behandlung traumatischer
Nervenschadigungen und neurodegenerativer Erkrankungen stellt eine grof3e Her-
ausforderung fiur die aktuelle neurowissenschaftliche Forschung dar. Potentielle,
antiapoptotische und proregenerative Behandlungsmethoden werden unter anderem
in den klassischen L&sionparadigmen Axotomie und Crush-L&sion des optischen
Nervs untersucht (Thanos und Thiel 1991). Die Wiederherstellung funktioneller
axonaler Verbindungen ist im retinofugalen System durch einen progredienten Zell-
untergang, eine geringe intrinsische Wachstumskapazitat der ZNS-Neurone und
durch eine regenerationsfeindliche Mikroumgebung erschwert. Diese Hinderungs-
griande stellen therapeutische Angriffspunkte dar, die nicht fur sich allein betrachtet
werden dirfen, sondern vielmehr in einer kombinierten Therapie Uberwunden werden
mussen. In friheren Untersuchungen mit lasionierten retinalen Ganglienzellen als
Modell fr neuroprotektive Mechanismen im zentralen Nervensystem konnten wir in
unserer Arbeitsgruppe bereits einen Synergismus von Uberlebensférdernden und
regenerationsférdernden Substanzen zeigen. Der neurotrophe Faktor CNTF und der
ROCK-Inhibitor Y-27632 kdnnen bei gleichzeitiger Behandlung zwar zuséatzliche Ef-
fekte auf Neuritenauswachstum und —regeneration erzielen, jedoch scheint eine In-
teraktion auf Ebene der Signalkaskaden eine noch ausgepragtere Regenerations-
antwort der retinalen Ganglienzellen zu verhindern (Lingor et al. 2008). Die Verwen-
dung einer einzelnen Substanz, die sowohl tUberlebensférdernde als auch regenera-
tionsfordernde Eigenschaften besitzt, erscheint somit auch vor dem Hintergrund von
potentiellen Nebenwirkungen und Interaktionen flr einen mdglichen therapeutischen
Einsatz besser geeignet.

Die Beobachtung, dass einige Saugetier-ZNS-Neurone, wie beispielsweise Neurone
der thalamischen, retikularen und der tiefen, zerebellaren Nuclei, die Fahigkeit zum
Wiederauswachsen nach einer traumatischen Schédigung behalten, fihrte zur Su-
che nach molekularen Mechanismen, die das Uberleben und das axonale Auswach-
sen verschiedener ZNS-Neurone fordern kénnen (Anderson et al. 1998). Aufgrund
ihrer antiapoptotischen und regenerationsfordernden Eigenschaften wurden unter
anderem auch Wachstumsfaktoren in verschiedenen experimentellen Studien unter-

sucht. So kénnen beispielsweise BDNF und NT-4 das Auswachsen von friihen emb-
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ryonalen und adulten retinalen Ganglienzellaxonen in signifikantem Ausmal} steigern
(Avwenagha et al. 2003).

Auch der Wachstumsfaktor HGF kann durch seine multifunktionelle Wirkung den
Zelltod in verschiedenen neuronalen Zelllinien nach unterschiedlichen Schadigungs-
mechanismen reduzieren (Ebens et al. 1996; Machida et al. 2004; Shibuki et al.
2002; Wong et al. 1997; Yamamoto et al. 1997). Beispielsweise werden die
neuroprotektiven Effekte von HGF wahrend der embryonalen Entwicklung von sym-
pathischen und sensorischen Neuronen bendétigt. Es liegen jedoch auch Hinweise
vor, dass HGF nicht nur neuroprotektive Eigenschaften besitzt, sondern auch eine
Rolle fur die Regeneration von zentralen Axonen spielen konnte (Caton et al. 2000;
Ebens et al. 1996). Beispielsweise konnte die Herpes-simplex-Virus-vermittelte Ex-
pression von HGF in einem Rickenmarksverletzungsmodell zu verbesserten endo-
genen Reparationsvorgangen und einer teilweisen funktionellen Wiederherstellung
fuhren (Kitamura et al. 2007). Der Wachstumsfaktor HGF adressiert somit die beiden
zentralen Ziele Uberlebenssteigerung und Regenerationsférderung, die fir die Wie-
derherstellung funktionsfahiger Neurone und ihrer axonaler Verbindungen erforder-
lich sind. HGF kdnnte daher ein interessantes Therapeutikum fur traumatische Ner-
venschéadigungen darstellen und dartiber hinaus zur Behandlung verschiedener de-
generativer Erkrankungen des Nervensystems oder zum Beispiel beim Glaukom ein-
gesetzt werden. In dieser Arbeit wurde daher die Rolle des Wachstumsfaktors HGF

fur Neuroprotektion und Regeneration im optischen Nerv der Ratte untersucht.

4.1 Eine HGF-Behandlung fiihrt zu einem gesteigerten Uberleben von RGC-5-
Zellen nach Serumdeprivation und von primaren retinalen Ganglienzellen nach

Neurotrophinentzug in vitro

Zahlreiche Studien demonstrieren die Rolle von HGF als Uberlebensfaktor fir eine
Vielzahl von neuronalen Zellpopulationen in der Entwicklung und unter Stressbedin-
gungen. Fur embryonale Motoneurone stellt HGF einen wichtigen Uberlebensfaktor
dar und fungiert zusatzlich als sog. Chemoattraktant (Maina und Klein 1999). Bei der
Axotomie fazialer neonataler Motoneurone konnte dariber hinaus gezeigt werden,
dass HGF auch nach einer mechanischen L&sion neuroprotektive Eigenschaften
ausuben kann (Koyama et al. 2003). In Hypoglossusmotoneuronen zeigt sich nach
Axotomie eine durch Degenerationsvorgange bedingte verminderte

Cholinacetyltransferase-Immunreaktivitat. Behandelt man diese Neurone mit HGF,
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findet man eine verstarkte Cholinacetyltransferaseexpression als Ausdruck einer
verminderten Degeneration der Hypoglossusmotoneurone (Okura et al. 1999). Die
Wirksamkeit von HGF in der Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen
konnte in einem Modell der Amyotrophen Lateralsklerose mit transgenen Ratten
durch intrathekale Applikation von HGF gezeigt werden. Neben einer verzdgerten
Degeneration der Motoneurone konnte zudem ein verzogerter Krankheitsverlauf be-
obachtet werden (Ishigaki et al. 2007). Diese Ergebnisse konnten fir transgene HGF-
Uberexprimierende Méause reproduziert werden. Durch die vermehrte Expression von
HGF zeigte sich ein verlangertes Uberleben der transgenen Mause (Sun et al. 2002).
In einem Tierversuchsmodell zur Gentherapie des Morbus Parkinson fiihrte eine In-
jektion von HGF-Plasmiden zu einem verzigerten Krankheitsbeginn und zu einem
deutlich vermehrten Uberleben dopaminerger Neurone. Wahrend nach einer 6-
Hydroxy-dopamin-Lasion nur weniger als 10% der dopaminergen Neurone uberle-
ben, zeigen sich 70% der dopaminergen Neurone vital, wenn eine Behandlung mit
dem HGF-DNA-Plasmid erfolgte (Koike et al. 2006). Auch das Uberleben von
Hippocampusneuronen nach NMDA-induziertem exzitotoxischen Zelltod zeigt sich
nach einer Behandlung mit HGF verbessert (Ishihara et al. 2005). Auch nach ischa-
mischen Ereignissen kann HGF das Uberleben neuronaler Zellen fordern. In ver-
schiedenen Okklusionmodellen der Halsschlagader konnte die neuroprotektive Wir-
kung von HGF auf Hippocampusneurone durch einen verminderten, verzdgerten
Zelltod der Neurone gezeigt werden (Miyazawa et al. 1998; Niimura et al. 2006).
Ebenso findet sich nach einer transienten, fokalen cerebralen Ischamie ein reduzier-
tes Infarktvolumen durch eine intraventrikulare HGF-Behandlung (Tsuzuki et al.
2000). Nach einer intrathekalen Injektion von HGF mittels genmodifizierter
Knochenmarksstromazellen zeigten sich auch in einem spinalen Ischamie-

Reperfusionsmodell des Kaninchens neuroprotektive Effekte (Shi et al., 2010).

Auch fur die verschiedenen Zelltypen der Retina sind bereits antiapopotische Effekte
von HGF beschrieben. So wirkte intravitreal injiziertes HGF in einem Retina-
Ischamie-Reperfusionsmodell auf die verschiedenen retinalen Zellpopulationen der
Ganglienzellschicht und der inneren Kdrnerzellschicht neuroprotektiv (Shibuki et al.
2002). Die intravitreale Injektion von HGF hat auf3erdem einen positiven Einfluss auf
die Photorezeptordegeneration nach Phototoxizitat (Machida et al. 2004). Die Dege-
neration der Photorezeptoren und des retinalen Pigmentepithels nach systemischer

Natriumiodat-Gabe wird durch eine intravitreale HGF-Injektion reduziert.
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Damit liegen zahlreiche Untersuchungen vor, die die antiapoptotischen Effekte des
Wachstumsfaktors HGF fir verschiedene neuronale Zellen nach mechanischer,
metabolischer, ischamischer Schéadigung dokumentieren. Bis dato sind die
neuroprotektiven Eigenschaften von HGF fir retinale Ganglienzellen nicht untersucht

worden.

In dieser Arbeit wurden daher die Effekte einer HGF-Behandlung auf das Uberleben
von retinalen Ganglienzellen zunachst in vitro untersucht. Dafir wurden zwei unter-
schiedliche Zelltodparadigmen verwendet. Zum einen wurden primaren retinalen
Ganglienzellen die Wachstumsfaktoren entzogen und zum anderen wurde ein Se-
rumentzug bei der RGC-5-Zelllinie durchgefuhrt. Durch das Entziehen der Wachs-
tumsfaktoren bzw. des Serums wird bei diesen Zellen die Apoptose induziert. Somit
bieten die Zelltodparadigmen die Mdglichkeit antiapoptotische Effekte zu untersu-

chen.

Es zeigte sich in der primaren Ganglienzellkultur nach Neurotrophinentzug ein kon-
zentrationsabhangiger Uberlebensvorteil fur die mit HGF behandelten Zellen (siehe
Abbildung 7). Der antiapoptotische Effekt der HGF-Behandlung konnte in der RGC-5-
Zelllinie reproduziert werden. Auch in der RGC-5-Zelllinie resultierte die HGF-
Behandlung nach Serumdeprivation in einer signifikanten, konzentrationsabh&angigen
Steigerung des Uberlebens (siehe Abbildung 9). Die HGF-Behandlung fiihrte bei bei-

den Zelllinien zu einem ahnlichen Effekt.

Die in vitro-Versuche zeigen somit, dass der Wachstumsfaktors HGF ein wichtiger
Uberlebensfaktor auch fiir retinale Ganglienzellen ist, der nach einer Verschlechte-
rung der Umgebungsbedingungen, die Anzahl der vitalen Zellen konzentrationsab-
hangig erhoht. Im Weiteren werden die Ergebnisse der HGF-Behandlung mit denen
anderer Wachstumsfaktoren verglichen um die Bedeutung von HGF fir weitere The-
rapiestrategien einzuschatzen. Fur den Vergleich wird die 50ng/ml-Konzentration
verwendet, um die Effekte unterschiedlicher Wachtumsfaktorkonzentrationen bertck-
sichtigen zu kdnnen. In der priméren retinalen Ganglienzellkultur fihrte eine HGF-
Behandlung in dieser Konzentration dazu, dass ca. doppelt so viele Zellen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe tberlebten (191% der Kontrollgruppe). Auch bei der RGC-
5-Zelllinie zeigte sich nach einer HGF-Behandlung mit einer Konzentration von 50
ng/ml in etwa eine Verdoppelung der Anzahl Gberlebender Zellen (203% der Kont-

rollgruppe).
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Demgegenuber fuhrt CNTF in einer Konzentration von 50 ng/ml zu einem in etwa
vierfach gesteigerten Uberleben der RGC-5-Zellen nach Serumentzug. In primaren
retinalen Ganglienzellen verdoppelt sich die Anzahl Gberlebender Zellen nach Entzug
der neurotrophen Faktoren und CNTF-Behandlung (Lingor et al. 2008). Behandelt
man retinale Ganglienzellen mit BDNF in einer Konzentration von 50 ng/ml zeigt sich
eine 5- bis 6-fach hohere Anzahl retinaler Ganglienzellen im Vergleich zur un-
behandelten Kontrollgruppe. In einer retinalen Mischkultur, in der neben den
retinalen Ganglienzellen auch nicht neuronale Zellen ausplattiert werden, steigert
sich das Uberleben der retinalen Ganglienzellen nach einer BDNF-Behandlung mit
der gleichen Konzentration sogar um den Faktor 9 (Johnson et al. 1986). Somit ist
HGF ein Wachstumsfaktor, der das Uberleben retinaler Ganglienzellen fordert, je-
doch ist der Uberlebensvorteil bei einigen, anderen Wachstumsfaktoren noch starker

ausgepragt.

4.2 Das Uberleben retinaler Ganglienzellen in vivo nach Axotomie wird durch

eine HGF-Behandlung signifikant gesteigert

Zellkulturversuche spiegeln nur sehr begrenzt die physiologischen Verhaltnisse in
vivo wider. Allerdings waren diese Versuche fur uns wichtig, um direkte Wirkungen
von HGF auf RGC zu untersuchen, was in vivo aufgrund zahlreicher anderer vorhan-
dener Zelltypen nicht méglich ist. Aus diesem Grund haben wir die Axotomie des op-
tischen Nerven der Ratte als Modell fur eine traumatische Nervenlasion gewahlt, um
die Effekte von HGF auf das Uberleben von retinalen Ganglienzellen in einem Tier-
versuch zu untersuchen. Auch wenn die Ergebnisse nicht direkt auf den Menschen
Ubertragbar sind, liefern sie jedoch wichtige Hinweise fur die noch ungentgend ver-
standenen Mechanismen, die sich bei der Apoptose und der Regeneration zentraler
Neurone abspielen. Nach einer Axotomie des optischen Nervs und der damit ver-
bundenen Deafferenzierung sterben tiber 90% der retinalen Ganglienzellen innerhalb
von zwei Wochen durch Apoptose (Vidal-Sanz et al. 1988). Damit eignet sich dieses
Modell, neuroprotektive Effekte in vivo zu untersuchen (Kermer et al 1998, Lingor at
al 2005, Malik et al 2005).

In dieser Arbeit wurde der Effekt von HGF auf das Uberleben von retinalen Ganglien-
zellen nach Axotomie untersucht. Die HGF-Behandlung erfolgte dabei am Tag der

Axotomie und drei Tage nach der Axotomie durch intravitreale Applikation von 3,5 pl
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HGF in einer Konzentration von 2,9 ug/ul (HGF high) beziehungsweise 0,57 pg/ul
(HGF low). Im Vergleich dazu wurde bei der Kontrollgruppe nur 3,5 pl des Vehikels
PBS injiziert.

Analog zu den Ergebnissen der in vitro Versuche findet sich auch in dem verwende-
ten Tierversuchsmodell ein konzentrationsabhangiger Uberlebensvorteil fir die
retinalen Ganglienzellen, wenn eine Behandlung mit HGF erfolgte. Diese Untersu-
chungsergebnisse unterstreichen die Bedeutung von HGF als antiapoptotischer
Wachstumsfaktor fur retinale Ganglienzellen und machen HGF zu einem guten Kan-
didaten fir weitere neuroprotektive Therapiestrategien. Neben HGF kénnen auch
andere Wachstumsfaktoren im Axotomie-Modell des optischen Nervs neuroprotektive
Effekte ausuben. Der starkste Uberlebensfordernde Wachstumsfaktor fir retinale
Ganglienzellen ist BDNF. So fuhrt die einmalige oder mehrzeitige intravitreale Injekti-
on von BDNF nach Axotomie des optischen Nervs zu einem Uberlebensvorteil fiir die
retinalen Ganglienzellen. Wahrend nach zwei Wochen bei den Vehikel-injizierten
Kontrollen nur noch ca. 10 % der urspriinglichen retinalen Ganglienzellen tberlebten,
fuhrte die BDNF-Behandlung in dieser Studie zu einem in etwa vierfach gesteigerten
Uberleben der retinalen Ganglienzellen (Mansour-Robaey et al. 1994). In einer ande-
ren Studie, in der ebenfalls die Effekte von neurotrophen Faktoren auf das Uberleben
retinaler Ganglienzellen untersucht wurden, Uberlebten im Vergleich zur Vehikel-
injizierten Kontrollgruppe zwei- bis dreimal soviele retinale Ganglienzellen nach
Axotomie des optischen Nervs und anschliel3ender intravitrealer BDNF-Injektion. Das
Neurotrophin NT-4 zeigte einen geringeren Uberlebensvorteil im Vergleich zur
BDNF-Behandlung. Hier Uberlebten im Vergleich zur Kontrolle 1,6-fach mehr retinale
Ganglienzellen. Das ebenfalls untersuchte Neurotrophin NT-3 fuhrte zu keiner signifi-
kanten Uberlebenssteigerung (Peinado-Ramon et al. 1996). Zweizeitige, intravitreale
GDNF-Injektionen direkt nach der Axotomie des optischen Nervs fuhrten ebenfalls zu
einem konzentrationsabhéngigen gesteigerten Uberleben der retinalen Ganglienzel-
len. In diesem Versuch wurden Konzentrationen von 1 pg/upl und 5 pg/ul verwendet.
Bei der geringeren GDNF-Konzentration tberlebten ca. 2,5-mal mehr und bei der
hohen GDNF-Konzentration ca. 2,8-mal mehr retinale Ganglienzellen im Vergleich
zur Kontrolle, bei der das Cytochrom C injiziert wurde. Interessanterweise fanden
sich in den Retinae, bei denen die Cytochrom C-Injektion erfolgten, mehr tUberleben-
de retinale Ganglienzellen, als wenn nur eine Axotomie und keine Injektion durchge-

fuhrt wurde. Dieses Phanomen fihren die Autoren auf eine endogenen
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Wachstumfaktorexpression als Antwort auf die intravitreale Injektion zuriick (Yan et
al. 1999).

4.3 Das Auswachsen primérer retinaler Ganglienzellenaxone in vitro verbes-

sert sich nach einer HGF-Behandlung

Fur die Wiederherstellung funktionstiichtiger Nervenzellverbindungen nach bei-
spielsweise einer traumatischen Nervenschadigung ist eine alleinige Uberlebensstei-
gerung der verbleibenden Nervenzellen nicht ausreichend. Therapeutische Strate-
gien mussen auch ein Wiederauswachsen von axonalen Verbindungen adressieren.
Nur durch axonale Regeneration und der dadurch mdglichen Wiederverbindung von
Nervenzellen, kodnnen relevante Funktionen wie beispielsweise das Sehen, wieder-
hergestellt werden. Per se ist das regenerative Potential aufgrund des adulten Ent-
wicklungsstands der zentralen Nervenzellen gering, sodass ZNS-Neurone nach einer
Schadigung nur in einem geringen Ausmal regenerieren (Campbell et al. 1999).

HGF weist neben seiner neuroprotektiven Wirkung auch wachstumsfordernde Eigen-
schaften fur Nervenzellfortsatze auf. Insbesondere fiir Neurone in der Entwicklung
sind wachstumsférdernde Wirkungen beschrieben. Wahrend der neuronalen Ent-
wicklung werden die Axone durch Wachstumsfaktoren als chemische Lockstoffe zu
ihren Zielorganen gefuhrt. Unter anderem werden beispielsweise aussprossende Mo-
toneurone durch abstoRende und anziehende chemotrope Faktoren zu ihren Ziel-
muskeln gefuhrt. Vom Mesenchym der Extremitaten gebildetes HGF wirkt in diesem
Sinne fir spinale Motoneurone als Chemoattraktant und hat so auf Neuriten einen
wachstumsfordernden Effekt (Ebens et al. 1996; Maina und Klein 1999). HGF fordert
auch das Auswachsen von embryonalen, neokortikalen Neuronen, und in der Mittel-
hirnkultur zeigte sich zudem nach einer HGF-Applikation eine fortgeschrittenere Dif-
ferenzierung der Neuriten und starkere Dopaminaufnahme von Tyrosinhydroxylase-
positiven Neuronen (Hamanoue et al. 1996). Nach einer 48-stiindigen Behandlung
mit HGF verstarken sich das Wachstum und die Verzweigungen der Dendriten von
Pyramidenzellen in Kulturen aus Kortexschnitten von postnatalen Mausen (Gutierrez
et al. 2004). Dass endogenes HGF auch die Ausbildung von olfaktorischen Nerven-
fortsdtzen wéhrend der Entwicklung foérdert, wird durch ein vermindertes Langen-
wachstum der olfaktorischen Neurone nach einer Behandlung mit einem HGF-

neutralisierenden Antikérper deutlich (Giacobini et al. 2007). In Zellkulturen aus sich
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entwickelnden Hippocampuszellen zeigen sich nach einer HGF-Behandlung eine
erhohte Anzahl und ein gesteigertes Langenwachstum der Dendriten (Lim und
Walikonis 2008). Eine Mutation im C-Met-Rezeptor von Mausen, die zu einer gestor-
ten Signalweiterleitung des HGF-Rezeptors fihrt, bewirkt eine deutlich reduzierte
Innervation der Haut durch sensorische Nerven. Zusammen mit NGF steigert eine
HGF-Behandlung das axonale Auswachsen von kultivierten
Hinterwurzelganglienzellen, was die Bedeutung von HGF fir sensorische Nervenzel-
len wahrend der Entwicklung unterstreicht (Maina et al. 1997). Ein vergleichbarer
Synergismus findet sich fur sympathische Neurone wahrend der Entwicklung. HGF
fuhrt in einer Kombination mit NGF zu einem gesteigerten Neuritenwachstum und die
Anzahl der Verzweigungspunkte von sympathischen Axonen zeigt sich erhdht (Maina
et al. 1998; Maina und Klein 1999). In einem in vitro Assay konnte zudem ein
neuritogener Effekt auf sich entwickelnde thalamische Neurone nachgewiesen wer-
den (Powell et al. 2003). HGF (bt jedoch nicht nur einen wachstumsférdernden Ef-
fekten auf eine Vielzahl sich entwickelnder Neurone aus, sondern vermittelt auch bei
adulten Neurone ein vermehrtes Wachstum der Nervenzellfortsédtze. Analog zu sich
entwickelnden  Hippocampusneuronen  fiuhrt HGF auch  bei  adulten
Hippocampuszellen zu einer gesteigerten Anzahl an Dendriten, einer grof3eren
Dendritenldange und einer Ausbildung eines komplexeren Dendritennetzes (Tyndall et
al. 2007). Ebenso werden adulte sensorische Neurone in vitro durch Vorlauferzellen
von Oligodendrozyten durch HGF zur Ausbildung von Neuriten stimuliert (Zhang et
al. 2006).

Zusammenfassend kann HGF als wichtiger Uberlebensfaktor fiir zahlreiche neurona-
le Zelltypen charakterisiert werden, der auch das Wachstum von Nervenzellfortsat-
zen fordern kann. Ob HGF auch fur das Auswachsen und die Regeneration von
retinalen Ganglienzellen von Bedeutung ist, wurde daher zunachst in vitro anhand

der primaren retinalen Ganglienzellkultur untersucht.

In der primaren retinalen Ganglienzellkultur lasst sich das Wachstum von zentralen
Nervenzellen untersuchen. Nach einer Behandlung mit HGF zeigten die retinalen
Ganglienzellen ein vermehrtes Auswachstum im Vergleich zur Kontrolle. Signifikante
Unterschiede des Neuritenwachstums im Vergleich zur Kontrolle zeigten sich fir die
finalen Konzentrationen von 50 ng/ml und 100 ng/ml. Diese Ergebnisse zeigen, dass

HGF das axonale Wachstum auch von retinalen Ganglienzellen fordert. In der 50
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ng/ml-Konzentration steigerte sich die Gesamtneuritenlange ca. um den Faktor 1,6
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Sie unterstreichen die Bedeutung von HGF fur die
Ausbildung und das Langenwachstum von Neuriten von zentralen Nervenzellen. An-
dere Wachstumfaktoren, wie beispielsweise CNTF, stimulieren jedoch das
Neuritenwachstum noch starker. In der vergleichbaren 50ng/ml-Konzentration stei-
gert sich das Neuritenwachstum der retinalen Ganglien auf mehr als das Doppelte
(Lingor et al. 2008).

4.4 Eine HGF-Behandlung fuhrt zu einer gesteigerten Regeneration retinaler

Ganglienzellenaxone in vivo nach Crush

In einem lebenden Organismus ist das Wiederauswachstum von retinalen
Ganglienzellaxonen im Vergleich zu den in vitro-Versuchen zuséatzlich durch die
inhibitorischen Myelinproteine in der Umgebung der Nervenschadigung erschwert
(Filbin 2003). Ein Tierversuchsmodell spiegelt daher vielmehr die tatséachlichen
Wachstumsbedingungen wider. Lokale Effekte wie die Narbenbildung durch Gliazel-
len erschweren die Regeneration der Nerven zusatzlich. Durch die Glianarbe wird
zum einen eine mechanische Barriere gebildet, zum anderen werden durch reaktive
Astrozyten Molekile, wie beispielsweise CSPG, exprimiert, die
wachstumsinhibitorische Eigenschaften besitzen (Qiu et al. 2000). Im ZNS-Gewebe
finden sich zudem nach einer Verletzung diverse neurotoxische Faktoren wie reakti-
ve Sauerstoffspezies, freie Radikale sowie ein Ungleichgewicht an exzitatorischen
Aminosauren und lonen. Ebenso kann eine deutliche Entztindungsreaktion beobach-
tet werden, die die Regeneration der Nervenzellen zusatzlich erschwert (Rolls et al.
2009).

Die in vivo-Effekte einer HGF-Behandlung wurden bereits in peripheren und zentra-
len Nervenlasionsmodellen untersucht. Nach Crush-Lasion des peripheren Nervus
ischiadicus fuhrt HGF zu einer verbesserten histologischen und elektrophysiologi-
schen Erholung des Nervs (Kato et al. 2005). Nach einer Transsektion des Nervus
ischiadicus steigert die adenovirusvermittelte HGF-Behandlung die Regeneration und
die Verzweigungen von regenerierenden Axonen in ein azellulares Nerventransplan-
tat (Li et al. 2008). Uber die Effektivitat einer proregenerativen HGF-Behandlung im
zentralen Nervensystem in vivo liegen bisher nur die Ergebnisse einer Studie vor.

Nach einer Ruckenmarkslasion fuhrte eine Herpes-simplex-Virus-vermittelte HGF-
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Therapie zu einem vermehrten axonalen Wiederauswachsen und einer gebesserten
funktionellen Erholung (Kitamura et al. 2007). In vivo-Untersuchungen mit rekombi-
nantem HGF sind fur ZNS-Neurone bisher nicht durchgefuhrt worden. Der Einsatz
von rekombinantem HGF besitzt den Vorteil, dass die typischen Risiken einer gen-

therapeutischen Methode fehlen.

Nach Crush-Léasion des optischen Nervs der Ratte zeigte sich eine signifikant ge-
steigerte Regenerationsantwort. Es fanden sich im statistischen Mittel mehr regene-
rierende Axone in jeder Entfernung distal der Crush-Stelle. Dartber hinaus zeigten
die Tiere, die mit HGF behandelt wurden, langere regenerierende Fasern von bis zu
2000 um. Diese Ergebnisse zeigen die regenerationsfordernde Wirkung von HGF auf
Axone von retinalen Ganglienzellen und sind somit der erste Beleg dafur, dass eine
rekombinante HGF-Behandlung die Regeneration von Neuronen des zentralen Ner-
vensystems verbessern kann. HGF ist daher ein vielversprechender Kandidat, um
die Effekte auch in weiteren Modellen neurologischer Erkrankungen zu untersuchen,
bei denen die regenerative Antwort gering ausfallt. Um die Bedeutung von HGF fir
zukunftige Therapiestrategien zu beurteilen, sollen die Ergebnisse dieser Studie de-

nen anderer Wachstumsfaktoren gegentbergestellt und mit ihnen verglichen werden.

In unserer aktuellen Studie findet sich eine Zunahme der Anzahl regenerierender
Axone um ca. das 1,4-fache. Fast alle Wachstumsfaktoren, die zu einem verbesser-
ten Uberleben der retinalen Ganglienzellen fiihrten, konnten keinen nennenswerten
Regenerationsvorteil im optischen Nerv auslésen. Beispielsweise der Wachstumsfak-
tor BDNF, der am starksten das Uberleben von retinalen Ganglienzellen forderte,
fuhrte zu keiner verbesserten Regenerationsantwort in ein wachstumspermissives,
peripheres Nerventransplantat oder in den optischen Nerv selbst (Isenmann et al.
2003; Yip und So 2000). Jedoch gibt es auch Wachstumsfaktoren, die bereits positiv
im Modell des optischen Nervs nach Crush-L&sion getestet wurden. Eine mehrmali-
ge intravitreale Injektion von CNTF in einer Konzentration von ca. 0,5 pl direkt nach
der Crush-Lasion und am dritten sowie sechsten Tag nach Lasion erhoht die Anzahl
regenerierender Axone um das ca. 2,5-fache im Vergleich zur Vehikel-injizierten Kon-
trolle (Lingor et al. 2008). Die CNTF-vermittelte Regenerationsférderung ist somit

starker als die durch HGF vermittelten Effekte.
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4.5 Aktivierung neuroprotektiver Signalkaskaden

Der HGF-Rezeptor C-Met st ein Tyrosinkinase-Rezeptor, der mit dem
Multiadaptorprotein Gab1l interagiert (Maina et al. 2001). Nach einer Stimulation von
RGC-5-Zellen und primaren retinalen Ganglienzellen durch eine HGF-Behandlung
lasst sich mittels Western Blot nach 10 min eine Phosphorylierung des C-Met-
Rezeptors nachweisen (siehe Abbildung 10 und Abbildung 11). Durch diese Trans-
phosphorylierung wird der Rezeptor aktiviert. Nachfolgend wird das zentrale
Adaptorprotein Gabl ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert. Gabl fuhrt an-
schlieBend zu einer raschen Aktivierung des MAPK-Signalwegs und des PI3K/Akt-
Signalwegs. Diese beiden zentralen intrazellularen Signalwege spielen fur das zellu-
lare Uberleben nach einer Schadigung eine zentrale Rolle. Ebenso wie in der huma-
nen Leiomyosarcoma-Zelllinie und in primaren Koérnerzellen des Kleinhirns scheint
HGF seine neuroprotektiven Eigenschaften fir retinale Gangleinzellen Utber den
PI3K/Akt- und den MAPK-Signalweg zu vermitteln (Hossain et al. 2002; Xiao et al.
2001). Die funktionelle Relevanz der Expression des C-Met-Rezeptors in der adulten
Retina der Ratte, insbesondere in der Ganglienzellschicht, wurde bisher noch nicht
eindeutig aufgeklart. Es konnte eine Hochregulation der Expression der mRNA von
HGF und des C-Met-Rezeptors wahrend der Entwicklung nachgewiesen werden.
Auch im Erwachsenenalter findet sich weiterhin eine hohe Expression dieser mRNA.
Immunhistochemisch lasst sich dartber hinaus der C-Met-Rezeptor auf den wichtigs-
ten, unterschiedlichen retinalen Neuronen wahrend der Differenzierungsphase dieser
Zellen nachweisen. Auch in den Retinae von adulten Ratten kann der C-Met-
Rezeptor auf retinalen Ganglienzellen nachgewiesen werden (Sun et al. 1999). Die
neuroprotektive Rolle der C-Met-Rezeptor-vermittelten Signalkaskade wurde anhand
einer vorribergehenden intraokuldren Druckerhéhung in einem retinalen Ischamie-
Modell gezeigt. Nach einer Behandlung durch rekombinantes HGF Uberlebten mehr
retinale Ganglienzellen, und es zeigten sich verbesserte Amplituden in den durchge-
fuhrten Elektroretinogrammen. 6 Stunden nach der retinalen Ischamie zeigte sich in
den Retinae eine Hochregulation des C-Met-Rezeptors mit einem weiteren Anstieg
nach 24 Stunden (Shibuki et al. 2002). In unserer Arbeitsgruppe wurde zusétzlich die
Expression der mRNA des C-Met-Rezeptors in den Retinae der Ratten sowohl direkt
nach als auch an Tag 1 und 4 nach Axotomie des optischen Nervs der Ratte unter-
sucht. Die mMRNA des C-Met-Rezeptors lasst sich bereits direkt nach der Axotomie im

Sinne einer basalen Expression nachweisen. Die retinalen Ganglienzellen zeigten



58

dabei eine unterschiedlich starke Expression und wurden so in Subgruppen unter-
teilt. Die Anzahl der retinalen Ganglienzellen mit einer starken Expression steigt be-
reits nach einem Tag an und nimmt zum vierten Tag weiterhin zu (Tonges et al.,
2011). Retinale Ganglienzellen kénnen nach einer Lasion juvenile Wachstumspro-
gramme reaktivieren und werden so in einen proregenerativen Status versetzt
(Fischer et al. 2004). Die retinalen Ganglienzellen mit der starken mRNA-Expression
des C-Met-Rezeptors kdonnten diese Umstellung vollzogen haben und so eine besse-
re Ansprechbarkeit auf eine Wachstumsfaktorstimulation entwickelt haben. Eine Be-

handlung zu diesen frihen Zeitpunkten scheint daher am vielversprechendsten.

Eine genetische Regulation des C-Met-Rezeptors selbst scheint jedoch nicht geeig-
net zu sein, das Uberleben von retinalen Ganglienzellen nach Axotomie zu férdern.
Vergleicht man C-Met-Rezeptor-ltberexprimierende Mause 1 Tag und 14 Tage nach
Axotomie des optischen Nervs mit Mausen, bei denen ein Funktionsverlust des C-
Met-Rezeptors bzw. keine Veranderung der Rezeptoraktivitat vorliegt, finden sich
keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebensrate der retinalen Ganglienzellen.
Auch fuhrt ein  Funktionsverlust des C-Met-Rezeptors nicht zu einer
Apoptoseinduktion wahrend der Entwicklung der retinalen Ganglienzellen, weil sich
initial eine gleiche Anzahl an retinalen Ganglienzellen findet. Der fehlende Anstieg
des Uberlebens der retinalen Ganglienzellen von transgenen C-Met-
Uberexprimierenden Mausen konnte durch die hauptsachlich intrazellular gelegene
Lokalisation von HGF und eine insuffiziente Sekretion begriindet sein (Tonges et al.,
2011) Eine verstarkte Expression von HGF selbst hingegen vermittelt in anderen ge-
netischen Modellen neuroprotektive Effekte. Doppelt transgene Mause, die neben
HGF auch das Superoxiddismutase 1 (G93A)-Gen als Modell fur die Amyotrophe
Lateralsklerose Uberexprimieren, zeigen geringere klinische Symptome, einen redu-
zierten Zelltod der Motoneurone, und die begleitende Gliose durch Astrozyten und
Mikroglia verringert sich (Kadoyama et al. 2009; Sun et al. 2002). Die Phosphorylie-
rung des C-Met-Rezeptors zeigt dabei eine spezifische Regulierung im Sinne einer
verstarkten Aktivierung des C-Met-Signalwegs in den untersuchten fazialen Motoneu-
ronen der transgenen Mause mit der Superoxid-Dismutase-Mutation (Kadoyama et
al. 2009). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass HGF abh&angig vom neuronalen
Subtyp unterschiedliche Rollen im Bezug auf Krankheitsprozesse und wahrend der
Entwicklung spielen kann.
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Dass rekombinantes HGF neben den neuroprotektiven Eigenschaften auch prorege-
nerative Funktionen flr neuronale Zellen vermittelt, ist eine neue Feststellung. Die
Serin/Threonin-Kinase Akt fordert das neuronale Uberleben. Neben dieser gut be-
kannten Funktion konnte eine Schlusselrolle von Akt fur viele Aspekte des
Neuritenwachstums, einschlief3lich Langenwachstum,  Verzweigung und
Neuritendurchmesser, nachgewiesen werden. Die Neurotrophine NGF, BDNF und
NT3 fuhren nach ihrer Bindung an Tyrosinkinaserezeptoren zu einer Aktivierung des
PI3K-Akt-Signalwegs (Huang und Reichardt 2003). Die Foérderung des
Neuritenwachstums wird wahrscheinlich durch im Signalweg nachgeschaltete Sub-
strate wie die Glycogen Synthase Kinase 3B, mammalian target of rapamycin
(mTOR), Peripherin, CREB und &-Catenin vermittelt (Read und Gorman 2009). So
reguliert der PI3K/Akt/GSK-Signalweg frilhe Stadien der Dendritenbildung in
hippocampalen Neuronen. HGF fuhrt zu einem gesteigerten hippocampalen
Neuritenwachstum durch eine Akt-Aktivierung. Eine pharmakologische Hemmung
des PI3K/Akt-Signalwegs blockiert diese HGF-Effekte (Lim und Walikonis 2008). Je-
doch kdnnen auch weitere Signalwege, an der unter anderem die MAPK-Kaskade
und cAMP beteiligt sind, das Neuritenwachstum abhangig vom Zelltyp férdern
(Kamata et al. 2007; Piiper et al. 2002). In adulten Hinterwurzelganglienneuronen
fuhrt NGF zu einem gesteigerten Neuritenwachstum. Ein siRNA-vermitteltes Aus-
schalten von Akt blockiert das Neuritenwachstum, wéhrend eine Inhibition des
MAPK-Signalwegs keinen signifikanten Effekt besitzt (Tucker et al. 2008).

5. Zusammenfassung und abschlieBende Bemerkungen

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen die Bedeutung von HGF als einem
starken Uberlebensfaktor fiir retinale Ganglienzellen, der auRerdem die Regeneration
retinaler Axone nach einer Lasion fordert. In Zusammenschau mit den bereits in an-
deren neuronalen Lasionsmodellen gewonnenen Erkenntnissen stellt HGF einen
neurotrophen Faktor dar, welcher zunehmend fur weitere Behandlungsstrategien bei
neuronalen Funktionseinschrankungen an Bedeutung gewinnt. Von besonderem In-
teresse ist die Tatsache, dass HGF als ein einzelnes Molekul durch die C-Met-
Rezeptor-vermittelten Signalkaskaden nicht nur das Uberleben fordert, sondern auch
eine proregenerative Wirkung nach einer Lasion vermittelt. Diese Fahigkeiten spie-
geln sich auch in der Rolle von HGF wéahrend der neuronalen Entwicklung wider, wo
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HGF sowohl ein vermehrtes Uberleben der Neurone bewirkt, aber auch die
Neuritogenese stimuliert. Die Eignung als potentes Neuroprotektivum scheint direkt
an die Rolle wahrend der Entwicklung gebunden zu sein, indem HGF den
lasionierten Nervenzellen die neurotrophe Unterstiitzung gibt, die die Neurone be-
reits wahrend der Entwicklung erfahren haben. So kénnte in lasionierten Neuronen
ein entwicklungsassoziierter Stimulus reaktiviert werden und so eine starke prorege-
nerative Wirkung vermittelt werden. Somit stellt HGF ein mogliches Therapeutikum

fur neurodegenerative und neurotraumatische Funktionsstérungen dar.
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6. Abklrzungsverzeichnis
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MRNA
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PI13K
PLC-y
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PNS
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SF
SHC
SHP2
SOS
Src
STAT3
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TNF-a
tPA
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Madin-Darby canine kidney

mesenchymal-epithelial transcription factor
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3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
nerve growth factor

Neurotrophin 3

Neurotrophin 4

Neurotrophin 5

oligodendrocyte myelin glycoprotein
Phosphatidylinositol-4,5-Phosphat
Phosphoinosid-3-Kinase

Phospholipase Cy

Pheochromocytoma cell line - 12

peripheres Nervensystem

retinale Ganglienzellen

rho-associated coiled-coil kinase
real-time-Polymerasekettenreaktion

scatter factor

Src homology 2 domain-containing

Src homology domain 2 containing tyrosine phosphatase
Ras guanine nucleotide exchange factor son-of-sevenless
Sarcoma (proto-oncogene tyrosine-protein kinase)
signal transducer and activator of transcription

tumor growth factor-g

tumor necrosis factor-a

tissue-type plasminogen activator

Tyrosinkinase

Tyrosin
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XIAP

ZNS

urokinase-type plasminogen activator
X-linked inhibitor of apoptosis protein

zentrales Nervensystem
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