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Abkürzungsverzeichnis 
 

ARMETL1 argininge-rich, mutated in early stage tumors like 1  
ATP   Adenosintriphosphat 
BDNF   brain derived neurotrophic factor 
cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 
CDNF   conserved dopamine neurotrophic factor (synonym of ARMETL1) 
DAT   Dopamintransporter   
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GPCR   G-Proteingekoppelte Rezeptoren  
GSH   reduziertes Glutathion 
HEK   humane embryonale Nieren-Zellline 293  
En1/ En2  Engrail 1 / 2 
ERK   extracellular-signal regulated kinase  
iNOS   induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase  
L-DOPA  L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 
MAOA /MAOB Monoaminoxidase A / B  
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
MEK   MAP-Kinase-Kinase 
BMP2, BMP4  bone morphogenic protein 2 / 4 
MPP+    1-Methyl-4-Phenylpyridiniumkation  
MPTP    1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridine  
NADPH  Nicotinsäureamidadenindinucleotidphosphat 
NOX/XOX   NADPH/Xanthinoxidase  
Nurr1   Nuclear receptro related 1 protein 
PKC   Proteinkinase C  
Ptx3   pituitary homeobox 3  
Raf-1   raplidly growing fibrosarcoma 1 (MAP-Kinase-Kinase-Kinase) 
ROS   reaktive Sauerstoffspezies  
RKIP   Raf-Kinase-Inhibitor-Protein  
RA   Retinsäure 
RARE   RA-Responselement  
shRNA   small hairpin RNA 
SN   Substantia nigra 
Shh   Sonic hedgehog homolog  
TH   Tyrosinhydroxylase  
TrkB   Tyrosinkinaserezeptor B 
VTA   ventral tegmental area  
Wnt1/ Wnt5a   wingless type mouse mammary tumor virus integration site family 1/5a  
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1. Einleitung 
 

Auf Basis der anatomischen Lokalisation und der Projektion werden verschiedene 

Populationen dopaminerger Neurone unterschieden. Die beiden größten Gruppen sind im 

Mittelhirn lokalisiert, wobei die Neurone der Substantia nigra (SN) zum dorsalen Striatum 

projizieren und Bewegungen und Reflexe regulieren, während die Neurone des ventralen 

Tegmentums (VTA) zum ventralen Striatum und präfrontalen Cortex projizieren und 

Bestandteile der mesolimbischen und mesocorticalen Schaltkreise sind. Sie sind an der 

Regulierung von Belohnung, Aufmerksamkeit, Motivation und Emotionen beteiligt. Die 

Dysfunktion dopaminerger Neurone ist die Grundlage einer Reihe neuropsychiatrischer 

Erkrankungen wie Abhängigkeitserkrankungen, Depression, Schizophrenie und Morbus 

Parkinson wobei verschiedene Schaltkreise beteiligt sind.  

Zu Beginn der Entwicklung des Nervensystems werden mehr Nervenzellen gebildet, als 

für die optimale Funktion notwendig sind. Im Verlauf der Differenzierung der einzelnen 

Hirnareale überleben nur solche Zellen, die korrekt in neuronale Netzwerke eingebettet sind 

und über funktional ausreichende Verknüpfungen mit anderen Zellen verfügen. Diese 

Verknüpfungen führen zur Expression extrinsischer und intrinsischer Faktoren, die den 

programmierten Zelltod unterdrücken. Um den Energiebedarf des Organismus nicht unnötig 

zu belasten, werden Neurone, die nicht über die notwendigen Verknüpfungen verfügen, der 

Apoptose zugeführt (Oppenheim, 1991; Calabrese et al., 2002). Der programmierte Zelltod 

ist deshalb ein charakteristisches Merkmal der neuronalen Entwicklung. Ausdifferenzierte 

Neurone können sich nicht, wie anderen Körperzellen, durch Zellteilung erneuern. Im 

ausgereiften Nervensystem sichern neurotrophe Faktoren das Überleben der Zellen. Obwohl 

eine Neurogenese aus Stammzellen auch im adulten Hirn nachgewiesen werden konnte, 

kommt es nicht zu einem regelmäßigen Zellersatz. Dieser Umstand macht neuronale 

Strukturen besonders vulnerabel gegenüber schädigenden Einflüssen. Eine massive 

Schädigung führt deshalb zur irreversiblen Neurodegeneration und damit zum Verlust der 

betroffenen Hirnfunktion.  

Eine der Ursachen neurodegenerativer Prozesse ist der übermäßige Konsum 

neurotoxischer Substanzen. Dazu gehört vor allem der Alkohol. Die neuronalen Strukturen 

sind gegenüber toxischen Substanzen in verschiedenen Lebensphasen unterschiedlich 

vulnerabel (Goodlett and Thomas, 1999; Berghuis et al., 2007). Besonders gravierend wirkt 

sich Alkoholexposition während der neuronalen Entwicklung in der Foetalperiode aus. Dies 

führt zu Störungen der Differenzierung und Verknüpfung von Neuronen. Folgen zeigen sich 

in den Beeinträchtigungen, die Kinder mit einer Alkoholembryopathie aufweisen. Obwohl 

morphologische Analysen in der Regel eine unveränderte Neuronenanzahl ergaben, wurde 

wiederholt von einem verminderten Hirnvolumen berichtet. Dieser Befund geht auf eine 

verminderte Größe der Zellkörper und einer Verminderung des dendritischen Wachstums 
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zurück (Shetty et al., 1999). Außerdem  sind die Neurotransmittersysteme langfristig gestört. 

Da Neurotransmitter neben der Informationsweiterleitung auch indirekt neurotrophe Wir-

kungen haben, tragen diese Veränderungen zum bestehenden Defizit bei. Unter anderem 

kann es zu fehlerhaften und weniger effizienten Verknüpfungen von neuronalen Schalt-

kreisen kommen. Eine weitere vulnerable Phase ist die Adoleszenz, in der umfangreiche 

Umbauprozesse im Gehirn stattfinden. Die Störung der mesolimbischen / mesocorticalen 

dopaminergen Neurotransmission steht besonders im Focus der Alkoholabhängigkeit, da 

dieses System eine besondere Bedeutung für die Entwicklung und Aufrechterhaltung des 

Alkohol- und Drogenkonsums hat (Heinz et al., 2004). 

Auch in späteren Lebensabschnitten kommt es durch übermäßige, chronische 

Alkoholexposition zu neuro-cognitiven Defiziten und neuronaler Degeneration (Parson et al., 

1998; Zeigler et al., 2005; Harper, 1998). Post mortem Untersuchungen an Gehirngewebe 

von Alkoholabhängigen wiesen cerebrale Ödeme, Gewebeverlust und Dysfunktionen der 

Blut-Hirn-Schranke auf. Als zugrunde liegende mögliche Prozesse der alkoholbedingten 

Neurodegeneration wurden in Tierversuchen nach chronischer Alkoholexposition eine 

vermehrte Neuroinflammation und Störungen durch oxidative Prozesse beobachtet (Potula 

et al, 2006). Ethanol wird durch die Alkoholdehydrogenase und durch das Cytochrom P450-

2E1 zu Azetaldehyd oxidiert. Während beim Abbau durch die Alkoholdehydrogenase keine 

reaktiven Sauerstoffmoleküle (ROS) entstehen, wird beim Abbau über Cytochrom P450-2E1 

Wasserstoffperoxid gebildet, das über die Fenton-Weiss-Haber Reaktion zur Bildung von 

ROS führt. Haorah et al. (2008) konnten zeigen, dass in primären humanen Neuronen die 

Expression und Aktivität von CYP2E1 unter Ethanolexposition erhöht waren. Außerdem 

fanden sie, dass Azetaldehyd zur Aktivierung von NADPH/Xanthinoxidase (NOX/XOX)  und 

der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) führt. Dieser Prozess war transkrip-

tionsabhängig, da die ROS-Produktion durch RNA-Syntheseinhibition vermindert war.  

Azetaldehyd kann aber noch in anderer Hinsicht für die Alkoholabhängigkeit eine Rolle 

spielen: Es kann in Kondensationsreaktionen mit Indolaminen β-Carboline bilden (Rommels-

pacher et al., 1980). Zum Beispiel entsteht aus Tryptamin und Azetaldehyd Tetrahydrohar-

man, das über Dehydrierung zu Harmalan und anschließend zum voll aromatischen Harman 

umgewandelt wird (Susilo und Rommelspacher, 1987; Rommelspacher et al., 1990). Die 

Harman- und Norharmankonzentrationen waren im Blut von Alkoholabhängigen im Vergleich 

zu Gelegenheitskonsumenten 5- bis 7-fach erhöht (Rommelspacher et al., 1991, Wodarz et 

al., 1996, Stohler et al 1995). In Tierexperimenten führte die intrakranielle Applikation von 

Harman in das Ventrikelsystem oder den Hippokampus zur Erhöhung des freiwilligen 

Konsums von Ethanol bei Ratten (Rommelspacher et al., 1987; Adell and Myers, 1994). In in 

vivo Mikrodialyseexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass die intraperitoneale 

Applikation besonders von Norharman, aber in geringerem Maße auch von Harman zur 

Erhöhung der Dopaminausschüttung im Nucleus accumbens führt (Sällström Baum et al., 
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1995, 1996). Vergleichbare Ergebnisse konnten auch für Salsolinol, einem Kondensations-

produkt aus Azetaldehyd und Dopamin, nachgewiesen werden (Baum et al., 1999; Hipolito et 

al., 2009). Der Nucleus accumbens ist ein wichtiger Bestandteil des Belohnungssystems und 

eine erhöhte Dopaminausschüttung ist eine wichtige Voraussetzung für die Entwicklung 

einer Abhängigkeitserkrankung. Diese Befunde legen nahe, dass über die Bildung von β-

Carbolinen und anderen Kondensationsprodukten der Alkoholkonsum durch einen circulus 

vitiosus aufrechterhalten wird. 

Um Hinweise auf mögliche Wirkungsmechanismen der β -Carboline zu erhalten, wurde in 

früheren Experimenten der Arbeitsgruppe aus der Rattenleber und aus bovinem Hirngewebe 

über [3H]Norharman-Bindungsstudien Proteine isoliert, an die Norharman mit hoher Affinität 

bindet (Greube und Rommelspacher, 2003; Bonnet et al., 2004, Bonnet, 2005). Eines der 

Proteine konnte als Raf-Kinase-Inhibitor-Protein (RKIP) identifiziert werden, das für die 

Differenzierung von Zellen von Bedeutung ist. Die Untersuchung der Wirkung von Ethanol 

auf die neuronale Differenzierung dopaminerger Zellen und die Beteiligung von RKIP daran 

stehen im Focus des zweiten Kapitels der vorliegenden Arbeit. 

β-Carboline werden aber auch mit neurodegenerativen und neurotoxischen Prozessen in 

Zusammenhang gebracht. Das ist vor allem deshalb von besonderem Interesse, da β-

Carboline in vielen pflanzlichen Produkten vorkommen, beim Erhitzen durch Pyrolyse aus 

Tryptophan und durch Trocknen der Nahrung entstehen und auch endogen im Körper 

gebildet werden können.  

Der Morbus Parkinson ist die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit. Die 

Prävalenz liegt bei 1-2% bei den 65jährigen und nimmt mit steigendem Alter zu. Familiäre 

Formen mit einem meist frühen Erkrankungsalter sind vergleichsweise selten. Die meisten 

Erkrankungen treten sporadisch und in einem höheren Lebensalter auf, wobei genetische 

Ursachen unbekannt sind. Deshalb nimmt man pathogene Umwelteinflüsse als wesentliche 

Ursachen an. Die Identifizierung der den familiären Formen zugrunde liegenden genetischen 

Veränderungen hat Erkenntnisse über die Pathomechanismen des Morbus Parkinson 

erbracht. Mutationen in den Genen von Parkin, Pink, DJ1 und alpha-Synuclein führen zu 

einer Erhöhung von oxidativem Stress, einer intraneuronalen Ansammlung geschädigter 

oder missgefalteter Proteine und einer Schädigung der DNA. Eine Erhöhung des oxidativen 

Stresses, eine Ansammlung geschädigter Proteine in der Zelle, eine Schädigungen der DNA 

und inflammatorische Prozesse konnten auch für sporadische Erkrankungen nachgewiesen 

werden. Obwohl diese Prozesse mit steigendem Alter in allen Neuronen zunehmen, müssen 

weitere Faktoren hinzukommen, die diese Prozesse in distinkten Neuronen akzellerieren und 

so zur Ausprägung des Krankheitsbildes führen. Beim Morbus Parkinson ist der Verlust der 

dopaminergen Neurone der SN für das anfängliche Krankheitsbild ausschlaggebend. 

Substanzen aus der Umwelt, die den oxidativen Stress besonders in diesen Zellen erhöhen, 

könnten ein Risikofaktor sein. Für den Morbus Parkinson wurde das auf fatale Weise 
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gezeigt: In den 70er Jahren traten bei Personen, die selbst hergestelltes Meperidin, ein 

Atropinderivat mit opioiden Eigenschaften, konsumierten, Symptome einer Parkinsoner-

krankung auf, die von einem drastischen und irreversiblen Verlust dopaminerger Neurone 

der SN herrührten. Untersuchungen konnten aufzeigen, dass die Droge einen hohen Anteil 

der Substanz 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) enthielt (Langston et al., 

1983). Diese Substanz wird im Körper zum 1-Methyl-4-Phenylpyridiniumkation (MPP+) oxi-

diert, das ein sehr gutes Substrat für den Dopamintransporter (DAT) darstellt. Deshalb wird 

diese Substanz selektiv in dopaminergen Neuronen angereichert und schädigt diese 

dadurch, dass sie sich, getrieben durch den elektrochemischen Gradienten, in der Mitochon-

drienmatrix anreichert und dort den Komplex I der Atmungskette hemmt (Nicklas et al., 

1985). Neben der erhöhten ROS-Produktion und ihren schädigenden Folgen, führt das auch 

zu einer verminderten Energiebereitstellung (Adenosintriphosphat, ATP). Dies wiederum 

beeinträchtigt wichtige Zellfunktionen wie das Ubiquitin-Proteasom-System und die DNA-

Reparaturmechanismen. Dopaminerge Neurone der SN sind davon besonders betroffen, da 

sie einen höheren Energieverbrauch und allgemeinen Metabolismus aufweisen als die 

dopaminergen Neurone der VTA. Die dopaminergen Neurone der SN weisen außerdem eine 

höhere DAT-Dichte auf, als die dopaminergen Neurone der VTA, was sie für kationische 

Toxine besonders vulnerabel macht (Madras et al., 1989; Canfield et al., 1990; Wong et al., 

1993; Uhl et al., 1994; Uhl, 1998). Eine weitere Besonderheit liegt im hohen Gehalt der SN-

Zellen an Eisen, das sich im Neuromelanin der Zellen anreichert und eine erhöhte ROS-

Produktion katalysiert (Tanaka et al., 1991). Die geschädigte Zelle kann die physiologische 

dopaminerge Neurotransmission nicht mehr aufrechterhalten und beginnt Synapsen und 

Fortsätze abzubauen. Durch die verringerte Aktivierung postsynaptischer Dopamin-D2-

Rezeptoren (DRD2) verringert sich auch die Ausschüttung neurotropher Faktoren aus der 

Postsynapse. Dadurch wird der Prozess der Neurodegeneration weiter vorangetrieben. 

Diese Prozesse führen dann zu einer Aktivierung der Mikroglia und damit inflammatorischer 

Prozesse, wodurch die Degeneration der Neurone weiter beschleunigt wird. Erste Symptome 

treten auf, wenn die dopaminerge Neurotransmission um 70-80% reduziert ist. In diesem 

Stadium sind bereits mehr als die Hälfte der dopaminergen Zellen der SN abgestorben. 

Bisherige Therapieansätze beschränken sich auf die Wiederherstellung der dopaminer-

gen Neurotransmission durch den Einsatz von Monoaminoxidase B (MAOB) -Hemmstoffen 

oder die Substitution von Dopamin über L-DOPA. Diese Optionen können die Funktion für 

eine gewisse Zeit wieder herstellen. Gleichzeitig werden die Zellen aber durch den erhöhten 

oxidativen Stress zusätzlich geschädigt, da Dopamin der Autooxidation unterliegt und so 

selber neurotoxisch wirkt (Fillux et al., 1993; Founstedt, 1990; Chiuch et al., 1993). Zurzeit 

gibt es, vielleicht mit Ausnahme von Rasagilin, noch keine Medikation, die die Neurodegene-

ration aufhalten kann (Andressoo und Saarma, 2008; Schulz, 2008). In klinischen Studien 

wurde gezeigt, dass die frühe Gabe von Rasagilin den Zeitpunkt der Notwendigkeit der 
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Dopaminsubstitution verzögern kann (Parkinson Study Group, 2004; Biglan et al., 2006). In 

in vitro und in vivo Untersuchungen führte die Gabe von Rasagilin zu einer Verminderung 

des Zellabsterbens und zu einer erhöhten Expression neurotropher Faktoren, der PKC und 

verschiedener anti-apoptotischer Faktoren (Youdim et al., 2001; Tabakman et al., 2004; 

Blandini et al., 2004; Bar-Am et al., 2005). Dabei waren die meisten Effekte nicht von der 

MAOB-Inhibition abhängig, da auch das optische S-Enantiomer, das die MAO vergleichs-

weise schwach hemmt, in vitro und in vivo vergleichbare Effekte zeigte (Youdim et al., 2005). 

Ausgehend von den Befunden zu MPP+ stand im Focus unserer Untersuchungen die 

Frage, inwieweit andere exogene und endogene Substanzen, die in ihrer Struktur dem MPP+ 

ähneln, zur Pathogenese der Parkinsonerkrankung beitragen können. Wir prüften die 

Hypothese, dass kationische β-Carboline aufgrund ihrer Strukturanalogie zu MPP+ und ihrem 

endogenen und exogenen Vorkommen an der Pathogenese des Morbus Parkinson beteiligt 

sind. Darüber hinaus ergaben sich aus diesen Untersuchungen Ansätze für neue 

therapeutische Substanzen, die zwar dieselbe Leitstruktur aufweisen, aber neuroprotektiv 

wirken. Eigene Arbeiten dazu sind im Kapitel 3 dargestellt. 
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2. Störungen der neuronalen Differenzierung im Zellkultursystem 
durch Alkohol und die Beteiligung des RKIP daran 

 
Chronische pränatale Ethanolexposition führte in Tierexperimenten zu einer Reduzierung 

der Transmitter  Dopamin und Serotonin, während GABA erhöht war (Maier et al., 1996). 

Außerdem war nach pränataler Ethanolexposition im Tierversuch die spontane Aktivität 

dopaminerger Neurone bei unverminderter Zellzahl reduziert (Shen et al. 1999). Szot et al. 

(1999) fanden in adulten männlichen Ratten, die pränatal mit Ethanol exponiert worden 

waren, dass die Genexpression des DAT und der Tyrosinhydroxylase (TH) in der VTA 

erniedrigt waren. Die dopaminergen Neurone der VTA projizieren zum mesolimbischen 

System, das ein wichtiger Bestandteil des Belohnungssystems ist und die Motivation 

beeinflusst. Damit spielen sie für die Abhängigkeitsentwicklung eine besondere Rolle. Mit 

bildgebenden Verfahren konnte gezeigt werden, dass Alkoholabhängige im Nucleus 

accumbens und in den Amygdalae eine verminderte Dichte des DRD2 aufweisen (Repo et 

al., 1999; Tupala et al., 2003; Heinz et al., 2004; Kienast et al., 2008). In Tierexperimenten 

beeinflusste die Expression von DRD2 im Nucleus accumbens den Alkoholkonsum reziprok 

(Thanos et al., 2001, 2004, 2005;  Bice et al., 2008; Nader et al., 2008).  

Direkt oder indirekt bewirken alle Substanzen mit Abhängigkeitspotential  eine kurzfristige 

Erhöhung der dopaminergen Neurotransmission gefolgt von einer langfristigen Erniedrigung 

durch Adaptationsprozesse bei chronischem Gebrauch. Der DRD2 spielt dabei eine 

entscheidende Rolle. Während die lange Splicevariante (DRD2L) des DRD2 postsynaptisch 

exprimiert wird und somit für die Signalweiterleitung entscheidend ist, spielt die kurze 

Splicevariante (DRD2S) als präsynaptisch exprimierter Autorezeptor für die Feinabstimmung 

der dopaminergen Neurotransmission eine entscheidende Rolle (Mercuri et al., 1997; Kahn 

et al., 1998; Usiello et al., 2000). Diese wichtige Unterscheidung wurde in bisherigen 

Untersuchungen kaum beachtet. Neurotransmitter haben neben der Informationsweiter-

leitung auch neurotrophe Wirkung. Eine verminderte Neurotransmission trägt somit auch 

langfristig zum bestehenden Defizit bei. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass 

Dopamin die Entwicklung dopaminerger Neurone reguliert (Todd, 1992; Schmidt et al., 

1996). Kim et al. (2006) wiesen nach, dass die Aktivierung des DRD2 die Entwicklung der 

Neurone über die extrazellulär regulierte Kinase (ERK)-Kaskade und nuclear receptor related 

1 protein (Nurr1)-Aktivierung beeinflusst. 

Bei der Differenzierung dopaminerger Neurone spielt die Retinsäure (RA) eine 

entscheidende Rolle. Neben anderen Faktoren haben auch die Gene für den DRD2 und die 

Tyrosinkinase B (TrkB) ein RA-Responselement (RARE; Samad et al., 1997). TrkB ist der 

Rezeptor für den neurotrophen Faktor brain derived  neurotrophic factor (BDNF). Seine 

Stimulierung führt ebenfalls zur Aktivierung der ERK-Kaskade und damit zur Differenzierung. 

RKIP ist ein die ERK-Kaskade regulierendes Protein. Frühere Untersuchungen der eigenen 
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Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass β-Carboline, die unter Alkoholkonsum verstärkt endogen 

gebildet werden, mit hoher Affinität an RKIP binden. Um den Einfluss von Ethanol auf diese 

Faktoren der Differenzierung dopaminerger Neurone zu untersuchen, haben wir ein 

geeignetes Zellmodell gesucht. Die humane Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y schien uns 

dafür aus folgenden Gründen geeignet zu sein:  

1. Sie exprimiert dopaminerge Proteine wie die TH, den DRD2 und den DAT. 

2. Unter basalen Zellkulturbedingungen zeigt die Zelllinie einen undifferenzierten 

Phänotyp mit sich kontinuierlich teilenden Zellen. Unter RA-Behandlung entwickeln die 

Zellen einen neuronalen Phänotyp mit kleineren Zellkörpern und langen 

neuritenähnlichen Fortsätzen und einem Netzwerk aus Zellverbindungen. 

3. Der Karyotyp der Zelllinie ist stabil, so dass Experimente vergleichbar sind. 

 

In unseren Untersuchungen war unter kontinuierlicher Alkoholexposition während der 

Differenzierung der Anstieg von DRD2L nicht beeinträchtigt, jedoch der von DRD2S, was zu 

einem verringerten Quotienten von DRD2S/DRD2L führte. Unter Ethanolentzug stiegen 

beide Splicevarianten an, jedoch derart, dass der unter Ethanol entstandene 

DRD2S/DRD2L-Quotient bestehen blieb. Die unter RA-Differenzierung erfolgende Erhöhung 

des Dopamingehalts der Zellen war sowohl unter Ethanolexposition als auch nach dem 

Ethanolentzug verringert. Dies weist auf eine verminderte dopaminerge Neurotransmission 

auch nach dem Alkoholentzug hin, wobei die Zellzahl nicht beeinflusst war. Diese Befunde 

zeigen, dass die dopaminerge Neurotransmission auch ohne Zellverlust nachhaltig negativ 

beeinflusst wird. Wir konnten zeigen, dass präsynaptische Prozesse davon besonders 

betroffen sind.  

Auf morphologischer Ebene prägten die SH-SY5Y-Zellen unter kontinuierlicher RA-

Behandlung nicht nur einen neuronalen Phänotyp mit langen und verzweigten Neuriten aus, 

sondern die Zellen bildeten nachfolgend ein Netzwerk aus ganglionähnlichen Cluster, die 

untereinander über Bündel von sehr langen, parallel angeordneten Neuriten in Verbindung 

stehen. Bei zusätzlicher Ethanolexposition zeigten die Zellen weniger Neuriten und 

Verzweigungen und die Clusterbildung blieb gänzlich aus. Obwohl unter Ethanolexposition 

TrkB und die Kinasen der ERK-Kaskade (Raf-1, MEK, ERK) in ihrer Expression nicht 

verändert waren, war die BDNF-induzierte Aktivierung von ERK durch die Ethanolexposition 

gestört. Die Expression von RKIP stieg unter RA-Behandlung kontinuierlich an, war aber 

unter kombinierter RA/Ethanol-Behandlung vermindert. Dieser Befund müsste eigentlich zu 

einer verminderten Aktivität von ERK während der Differenzierung und zu einer Verstärkung 

unter RA/Ethanolbehandlung führen, da die inhibitorische Funktion des RKIP beeinträchtigt 

ist. Aber das Gegenteil ist der Fall. Dieser Befund ist der Tatsache geschuldet, dass RKIP 

nur im unphosphorylierten Status an Raf-1 bindet und somit die Kaskade hemmt. Die 

Aktivierung von TrkB durch BDNF führt auch zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). 
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Diese phosphoryliert RKIP welches dadurch von Raf-1 dissoziiert und damit die ERK-

Kaskade freigibt (Corbit et al., 2003). In der Folge bindet das phosphorylierte RKIP an G-

Proteinkinasen  (GPK) und verstärkt so die Signalübertragung über G-proteingekoppelte 

Rezeptoren (GPCR). Die dadurch erfolgende Aktivierung der cAMP-Kaskade führt zu einer 

Stimulierung von ERK. Da sowohl PKC als auch RKIP unter Ethanol signifikant vermindert 

waren, ist anzunehmen, dass die reduzierte positive Rückkopplung auf ERK über diesen 

Weg maßgeblich für die gestörte neuronale Differenzierung ist. Von diesem Befund leiteten 

wir eine wichtige Rolle von RKIP für die neuronale Differenzierung ab und konnten dies auch 

in unseren Untersuchungen durch RKIP-Überexpression und shRNA-vermittelter RKIP-

Herunterregulierung zeigen. RKIP-Überexpression führte zu einer verstärkten spontanen 

Differenzierung und zu einer beeindruckenden Verstärkung der Differenzierung unter RA-

Behandlung, mit größeren Clustern und markanten Bündeln von Neuriten, die die Cluster 

untereinander verbanden. Die Herunterregulierung führte zu einer Verschiebung der 

Differenzierung zum gliären Phänotyp. Die PKC-vermittelte ERK-1/2-Aktivierung korrelierte 

mit der RKIP-Expression. Weiterhin waren sowohl der basale als auch der forskolin-

stimulierte intrazelluläre zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)-Gehalt in RKIP-über-

exprimierenden Zellen um mehr als das Doppelte bzw. 10fache erhöht. Damit konnten wir 

zeigen, dass RKIP die neuronale Differenzierung über eine verstärkte PKC-ERK-Kaskade 

Interaktion und eine Verstärkung der G-proteingekoppelten Signalwege positiv beeinflusst.  
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Pharmacol Rep. 2010; 62(4):659-63. 

Chronic ethanol exposure changes dopamine D2 receptor splicing during retinoic 
acid-induced differentiation of human SH-SY5Y cells. 

Wernicke C, Hellmann J, Finckh U, Rommelspacher H. 

Charité, Universitätsmedizin Berlin, Campus Charité Mitte, Klinik für Psychiatrie und 

Psychotherapie, Dorotheenstr. 94, 10117 Berlin, Germany. catrin.wernicke@charite.de 

Abstract 

There is evidence for ethanol-induced impairment of the dopaminergic system in the brain 

during development. The dopamine D2 receptor (DRD2) and the dopamine transporter 

(DAT) are decisively involved in dopaminergic signaling. Two splice variants of DRD2 are 

known, with the short one (DRD2s) representing the autoreceptor and the long one (DRD2l) 

the postsynaptic receptor. We searched for a model to investigate the impact of chronic 

ethanol exposure and withdrawal on the expression of these proteins during neuronal 

differentiation. RA-induced differentiation of human neuroblastoma SH-SY5Y cells seems to 

represent such a model. Our real-time RT-PCR, Western blot, and immunocytochemistry 

analyses of undifferentiated and RA-differentiated cells have demonstrated the enhanced 

expression of both splice variants of DRD2, with the short one being stronger enhanced than 

the long one under RA-treatment, and the DRD2 distribution on cell bodies and neurites 

under both conditions. In contrast, DAT was down-regulated by RA. The DAT is functional 

both in undifferentiated and RA-differentiated cells as demonstrated by [3H]dopamine uptake. 

Chronic ethanol exposure during differentiation for up to 4 weeks resulted in a delayed up-

regulation of DRD2s. Ethanol withdrawal caused an increased expression of DRD2l and a 

normalization of DRD2s. Thus the DRD2s/DRD2l ratio was still disturbed. The dopamine 

level was increased by RA-differentiation compared to controls and was diminished under 

RA/ethanol treatment and ethanol withdrawal compared to RA-only treated cells. In 

conclusion, chronic ethanol exposure impairs differentiation-dependent adaptation of 

dopaminergic proteins, specifically of DRD2s. RA-differentiating SH-SY5Y cells are suited to 

study the impact of chronic ethanol exposure and withdrawal on expression of dopaminergic 

proteins during neuronal differentiation. 

PMID: 20885005 [PubMed - indexed for MEDLINE] Free Article 
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Alcohol Clin Exp Res. 2009 Mar; 33(3): 538-50. Epub 2008 Dec 19. 

Long-term ethanol exposure impairs neuronal differentiation of human neuroblastoma 
cells involving neurotrophin-mediated intracellular signaling and in particular protein 
kinase C. 

Hellmann J, Rommelspacher H, Wernicke C. 

Department of Psychiatry, Section of Clinical Neurobiology, CBF, Charité-University 

Medicine Berlin, Germany. 

Abstract 

BACKGROUND: Revealing the molecular changes in chronic ethanol-impaired neuronal 

differentiation may be of great importance for understanding ethanol-related pathology in 

embryonic development but also in the adult brain. In this study, both acute and long-term 

effects of ethanol on neuronal differentiation of human neuroblastoma cells were 

investigated. We focused on several aspects of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 

signaling because BDNF activates the extracellular signal-regulated kinase (ERK) cascade, 

promoting neuronal differentiation including neurite outgrowth. METHODS: The effects of 

ethanol exposure on morphological differentiation, cellular density, neuronal marker proteins, 

basal ERK activity, and ERK responsiveness to BDNF were measured over 2 to 4 weeks. 

qRT-PCR and Western blotting were performed to investigate the expression of neurotrophin 

receptor tyrosin kinase B (TrkB), members of the ERK-cascade, protein kinase C (PKC) 

isoforms and Raf-Kinase-Inhibitor-Protein (RKIP). RESULTS: Chronic ethanol interfered with 

the development of a neuronal network consisting of cell clusters and neuritic bundles. 

Furthermore, neuronal and synaptic markers were reduced, indicating impaired neuronal 

differentiation. BDNF-mediated activation of the ERK cascade was found to be continuously 

impaired by ethanol. This could not be explained by expressional changes monitored for 

TrkB, Raf-1, MEK, and ERK. However, BDNF also activates PKC signaling which involves 

RKIP, which finally leads to ERK activation as well. Therefore, we hypothesized that ethanol 

impairs this branch of BDNF signaling. Indeed, both PKC and RKIP were significantly down-

regulated. CONCLUSIONS: Chronic ethanol exposure impaired neuronal differentiation of 

neuroblastoma cells and BDNF signaling, particularly the PKC-dependent branch. RKIP, 

acting as a signaling switch at the merge of the PKC cascade and the Raf/MEK/ERK 

cascade, was associated with neuronal differentiation and significantly reduced in ethanol 

treatment. Moreover, PKC expression itself was even more strongly reduced. In contrast, 

members of the Raf-1/MEK/ERK cascade were less affected and the observed changes 

were not associated with impaired differentiation. Thus, reduced RKIP and PKC levels and 

subsequently reduced positive feedback on ERK activation provide an explanation for the 

striking effects of long-term ethanol exposure on BDNF signal transduction and neuronal 

differentiation, respectively. PMID: 19120063 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Dev Neurosci. 2010 Mar; 32(1): 33-46. Epub 2009 Dec 3. 

Raf kinase inhibitor protein enhances neuronal differentiation in human SH-SY5Y 
cells. 

Hellmann J, Rommelspacher H, Mühlbauer E, Wernicke C. 

Section of Clinical Neurobiology, Department of Psychiatry, Campus Benjamin Franklin, 

Charité University Medicine Berlin, Berlin, Germany. 

Abstract 

Neuronal differentiation has evolved as an essential process even in the adult brain, once 

disturbed being associated with the pathogenesis of several psychiatric disorders. To study 

the effects of Raf kinase inhibitor protein (RKIP) on neuronal differentiation, we generated 

neuroblastoma cell lines overexpressing RKIP (RKIP(+)) and expressing RKIP-directed short 

hairpin RNA for downregulation of RKIP (RKIP(-)). During a 4-week time course of 

continuous differentiation by retinoic acid (RA), expression of neuronal and glial markers, 

intracellular cyclic adenosine monophosphate (cAMP) levels, protein kinase C (PKC) signal 

transduction to extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK-1/2) and cellular morphology 

were investigated in relation to RKIP levels. RKIP(+) cells showed accelerated neurite 

outgrowth, formation of elaborated neuronal networks and increased neuronal marker 

expression both in RA-induced differentiation and to some extent even in non-RA-treated 

cells. RKIP(-) cells showed glial-like cell bodies and increased glial fibrillary acidic protein, 

suggesting a shift from neuronal to glial phenotype. With respect to differentiation-inducing 

signal pathways, PKC-mediated ERK-1/2 activation significantly correlated with RKIP levels. 

Furthermore, basal and forskolin-stimulated intracellular cAMP was potently increased in 

RKIP(+) cells versus controls. In conclusion, the conserved signal transduction modulator 

RKIP was shown to enhance several aspects of neuronal differentiation via enhanced 

crosstalk from PKC to ERK-1/2 and enhancement of G-protein-coupled receptor signaling. 

Copyright 2009 S. Karger AG, Basel. PMID: 19955695 [PubMed - indexed for MEDLINE] 
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3. β-Carboline  

3.1. Neurotoxische Wirkung von β-Carbolinen 

Aromatische β-Carboline zeigen eine auffallende Strukturhomologie zu MPP+. Während 

das unsubstituierte β-Carbolin, das Norharman, kein permanentes Kation ist, führt die N-

Methylierung am Pyridyl-Stickstoff (2er Position) zur Bildung eines quaternären Stickstoffs 

und damit zu einem permanenten Kation. Dieses kann sich, wie MPP+, in der Matrix der 

Mitochondrien anreichern. β-Carboline sind Indolamine die endogen aus Tryptophan und 

Tryptamin entstehen können. Außerdem können sie pyrolytisch bei der Nahrungszubereitung 

durch Erhitzen bei hohen Temperaturen aus Tryptophan gebildet werden und sind deshalb 

auch im Tabakrauch nachweisbar.  

Die N-Methylierung, besonders am Pyridyl-Stickstoff (2er Position), scheint eine notwen-

dige Voraussetzung für die neurotoxische Wirkung zu sein und kann im Gehirn durch S-

Adenosylmethionin-abhängige N-Methyltransferasen erfolgen. Gearhart et al. (2002) charak-

terisierten die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase als das entscheidende Enzym für die 

2N-Methylierung. Permanent kationische β-Carboline (BC+) stellen ein gutes Substrat für den 

DAT dar, was die selektive Vulnerabilität dopaminerger Neurone zum Teil erklärt (Storch et 

al., 2004). Außerdem konnten Gearhart et al. (1997) zeigen, dass Eisenionen die Enzym-

aktivität der Phenylethanolamin-N-Methyltransferase verdoppeln. In den Zellen der SN, der 

Region, die bei der Parkinsonschen Erkrankung besonders betroffen ist, kommt Eisen in 

sehr hohen Konzentrationen vor. Bei ersten Untersuchungen (Collins et al., 1992; Neafsey et 

al., 1995)  führte die einmalige unilaterale Injektion von 2,9-Dimethyl-BC+ in die SN von 

Ratten zu Hirnstammläsionen und zur Reduktion der striatalen Dopaminkonzentration. 2,9-

Dimethyl-BC+ wurde im menschlichen Hirngewebe nachgewiesen (Matsubara et al., 1993) 

und war in CSF von L-DOPA-behandelten Parkinson-Patienten höher als in Kontrollen 

(Matsubara et al., 1995). Außerdem war die Konzentration von Norharman, dem Vorläufer 

von 2,9-DiMe-BC+, in CSF und Plasma von unbehandelten Parkinson-Patienten höher als in 

Patienten ohne neurologische Erkrankung (Kuhn et al., 1995, 1996). 2,9-Dimethyl-BC+ 

hemmt den Komplex I der Atmungskette mit einer höheren Potenz als MPP+ (Albores et al., 

1990). Obwohl die neurotoxischen Wirkungen von β-Carbolinen wiederholt beschrieben 

wurden, sind die Mechanismen noch nicht vollständig verstanden. 

In unseren Untersuchungen an einer murinen Neuroblastomzelllinie konnten wir zeigen, 

dass  2,9-Dimethyl-BC+ primär apoptotische Prozesse in Gang setzt und erst sekundär 

Nekrose auftritt. Außerdem führte nach 60 min Inkubation 2,9-Dimethyl-BC+ wie MPP+ bei 

50µM zu einer vergleichbaren ROS-Produktion und bei einer höheren Konzentration (500µM) 

zu einer stärkeren ROS-Produktion als MPP+. Das Membranpotential von Mitochondrien war 

unter MPP+ nach 60 min jedoch stärker reduziert als unter 2,9-Dimethyl-BC+. 2,9-Dimethyl-

BC+ zeigte zusätzlich eine paradoxe Wirkung, da das Membranpotential nach 60 min invers 
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mit der Konzentration korrelierte. Das weist auf weiter Wirkungen von 2,9-Dimethyl-BC+ hin. 

In früheren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass 2,9-Dimethyl-BC+ die Triosephosphat-

isomerase (TPI) hemmt und so über Aktivierung des Pentosephosphatwegs die Konzen-

tration an NADPH erhöht, welches für die Aktivität der GSH Reduktase erforderlich ist 

(Bonnet 2005). 2,9-Dimethyl-BC+ führte nach 60 min Inkubation zu einer dosisabhängigen 

Erhöhung von GSH. Das kann auch erklären, weshalb die Caspase 3/7-Aktivierung unter 

2,9-Dimethyl-BC+  trotz erhöhter ROS-Produktion etwas geringer war als unter MPP+. 

Norharman führte nur zu einer leichten Erhöhung der ROS-Produktion. Das ist konkordant 

mit den strukturellen Eigenschaften, da Norharman kein permanentes Kation darstellt und 

sich so auch nicht in der Mitochondrienmatrix anreichert. Bis 500 µM induzierte Norharman 

auch keine Apoptose. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die neurotoxische Wirkung 

von strukturellen Besonderheiten einzelner β-Carboline abhängt. Wir konnten zeigen, dass 

2,9-Dimethyl-BC+ Prozesse in Gang setzt, die für die Pathogenese der Parkinsonerkrankung 

beschrieben sind. In in vivo Experimenten untersuchten wir an Ratten die biochemischen, 

morphologischen und funktionellen Konsequenzen einer bilateralen intranigralen Applikation 

von 2,9-Dimethyl-BC+. Wir konnten zeigen, dass sowohl 15 nmol als auch 40 nmol pro Seite 

zu einer signifikanten Reduktion von Dopamin und seiner Metaboliten im Striatum, zu einer 

signifikanten Abnahme von TH-positiven Zellen und einer Reduktion des Volumens der SN 

führen. Bei den funktionellen Tests waren sowohl die Extension als auch die Flexion der 

hinteren Extremität der Tiere, die 40 nmol 2,9-Dimethyl-BC+ auf beiden Seiten erhalten 

hatten, signifikant erhöht. Dieser Befund ist mit dem Auftreten der Muskelrigidität, die ein 

typisches Syndrom des Morbus Parkinson ist, äquivalent. Damit wiesen wir zum ersten Mal 

nach, dass 2,9-Dimethyl-BC+ Symptome eines Morbus Parkinson auslösen kann. 

Ausgehend von den unterschiedlichen Wirkungen, die Norharman und 2,9-Dimethyl-BC+ 

in unseren Zellexperimenten auf die ROS-Produktion, Caspase 3/7-Aktivierung und 

Apoptoseinduktion zeigten, untersuchten wir in weiteren Zellexperimenten genauer die struk-

turellen Erfordernisse für eine zytotoxische Wirkung von β-Carbolin-Derivaten. 

Anhand von 32 β-Carbolinen und strukturverwandten Substanzen bestimmten wir, 

inwieweit der Transport über den DAT für die toxische Wirkung relevant ist. Dazu inkubierten 

wir die humane embryonale Nieren-Zellline 293 (HEK) als Wildtyp und als permanent DAT-

überexprimierend mit den β-Carbolin-Derivaten und untersuchten das Zellüberleben nach 48 

Stunden Inkubation. Außerdem bestimmten wir für ausgewählte Derivate die intrazelluläre 

Konzentration nach 1 Stunde Inkubation mit mehreren Konzentrationen der β-Carboline. Wir 

konnten zeigen, dass nichtkationische BC eine 10fach höhere intrazelluläre Konzentration 

als kationische β-Carboline erreichen müssen um den gleichen toxischen Effekt zu erzielen. 

Wie erwartet, waren nichtkationische β-Carboline in DAT-exprimierenden Zellen nicht 

toxischer als in Wildtypzellen. Während von 17 untersuchten kationischen β-Carboline 13 

Derivate eine DAT-abhängige Toxizität aufwiesen, zeigten überraschenderweise 2 katio-
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nische Derivate eine vergleichbare Toxizität in DAT-exprimierenden und DAT-freien Zellen. 

Diese beiden Derivate hatten eine Methoxylgruppe in der Position 6, was den DAT-Transport 

zu beeinträchtigen scheint, die Diffusion durch die Zellmembran jedoch, wegen der höheren 

Lipophilie, erhöht. Weitere zwei kationische Derivate zeigten bis 1000 µM keine nennens-

werte Toxizität in beiden Zellsystemen. Überraschenderweise spielte die Größe der Derivate 

eine untergeordnete Rolle: Unsere Daten zeigen, dass das bivalente Norharmanium, das 

aus zwei Norharmamolekülen besteht, die über eine Butylgruppe an den jeweiligen 2er 

Stickstoffatomen gekoppelt sind, ein sehr gutes DAT-Substrat darstellt. Es ist mehr als 

doppelt so groß wie Dopamin. 
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Neuroscience. 2006; 139(4): 1525-37. Epub 2006 Mar 6. 

2,9-Dimethyl-beta-carbolinium, a neurotoxin occurring in human brain, is a potent 
inducer of apoptosis as 1-methyl-4-phenylpyridinium. 

Pavlovic S, Schulze G, Wernicke C, Bonnet R, Gille G, Badiali L, Kaminska A, Lorenc-Koci 

E, Ossowska K, Rommelspacher H. 

Section of Clinical Neurobiology, Department of Psychiatry, Charité University Medicine, 

Berlin, Germany. 

Abstract 

The causes of neurodegeneration are not well understood. However, the role of 

environmental and endogenous toxins is receiving much attention. In this study, we 

compared the synthetic neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-pyridinium with beta-carbolines 

occurring in human brain. Methylation of both nitrogens is necessary to convert a beta-

carboline into a potent inhibitor of mitochondrial complex I. The respective beta-carboline, 

2,9-dimethyl-beta-carbolinium ion is neurotoxic in rats. To investigate the underlying 

mechanisms, we incubated mouse neuroblastoma 2A cells with 2,9-dimethyl-beta-

carbolinium ion, and compared the findings with effects of norharman, the precursor beta-

carboline of methylated derivatives, and with 1-methyl-4-phenyl-pyridinium. 2,9-Dimethyl-

beta-carbolinium ion caused a significant increase of reactive oxygen species (higher 

efficiency than 1-methyl-4-phenyl-pyridinium) and of mitochondrial membrane potential within 

the first minutes. After 60 min, the membrane potential dissipated. Concomitantly, the levels 

of glutathione increased in 2,9-dimethyl-beta-carbolinium ion but not in 1-methyl-4-phenyl-

pyridinium treated cells. After 24 h effector caspases 3 and 7 were activated and the number 

of apoptotic cells increased as revealed by fluorescence-activated cell sorting cytometry. 

When incubated longer (48 h), cells underwent late apoptosis/secondary necrosis as shown 

by fluorescence-activated cell sorting analysis and confirmed qualitatively by an electron 

microscopy study. The effects of 2,9-dimethyl-beta-carbolinium ion on apoptotic changes 

were similar to those induced by 1-methyl-4-phenyl-pyridinium(,) while norharman showed 

only a weak potency at the very high doses. To investigate whether 2,9-dimethyl-beta-

carbolinium ion is neurotoxic under in vivo conditions and whether only dopaminergic 

neurones are affected we conducted a dose-response study. Three weeks after injection of 

2,9-dimethyl-beta-carbolinium ion in the substantia nigra we found a dose-dependent 

decrease of dopamine and its metabolites in the striatum of rats. The levels of 5-

hydroxytryptamine were diminished although the decrease was less. The levels of 

noradrenaline increased after some doses. The findings strongly suggest an important role of 

endogenous beta-carbolines in neurodegeneration with apoptosis as the predominant 

mechanism. PMID: 16517085 [PubMed - indexed for MEDLINE]  
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Behav Pharmacol. 2006 Sep; 17(5-6): 463-73. 

Parkinson's disease-like syndrome in rats induced by 2,9-dimethyl-beta-carbolinium 
ion, a beta-carboline occurring in the human brain. 

Lorenc-Koci E, Rommelspacher H, Schulze G, Wernicke C, Kuter K, Smiałowska M, 

Wierońska J, Zieba B, Ossowska K. 

Department of aNeuropsychopharmacology, Institute of Pharmacology, Polish Academy of 

Science, Kraków, Poland. 

Abstract 

Regarding the pathogenesis of Parkinson's disease, a neurotoxin hypothesis was proposed 

following the discovery that 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) produces a 

Parkinson-like syndrome in humans and primates. Since then, researchers have searched 

for endogenous and exogenous compounds that are structurally similar to this neurotoxin. 

Such compounds include beta-carbolines, formed from tryptophan and its derivatives. beta-

carbolines are present naturally in the human brain and cerebrospinal fluid. The present 

study examined the effect of bilateral, intranigral administration of 2,9-dimethyl-beta-

carbolinium ion on muscle tone, electromyographic activity, dopamine metabolism in the 

striatum, and the number of tyrosine hydroxylase-immunoreactive neurons and volume of the 

substantia nigra in rats. We found that the beta-carbolinium ion (15 or 40 nmol per side) 

caused a significant decrease in the striatal levels of dopamine and its metabolites, which 

was accompanied by an enhancement of muscle tone and electromyographic activity. 

Stereological counting revealed that the beta-carbolinium caused a significant decrease in 

the total number of tyrosine hydroxylase-immunoreactive neurons and shrinkage of the 

substantia nigra. The findings suggest that the methylated beta-carbolinium ion produces a 

dose-dependent degeneration of nigrostriatal neurons, leading to deficits in dopaminergic 

neurotransmission and an increase of muscle resistance and electromyographic activity, a 

syndrome equivalent to muscle rigidity in Parkinson's disease. 

PMID: 16940767 [PubMed - indexed for MEDLINE] 
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Biochem Pharmacol. 2007 Oct 1; 74(7): 1065-77. Epub 2007 Jul 7. 

Cytotoxicity of beta-carbolines in dopamine transporter expressing cells: structure-
activity relationships. 

Wernicke C, Schott Y, Enzensperger C, Schulze G, Lehmann J, Rommelspacher H. 

Charité-University Medicine, Department of Psychiatry, CBF, Section Clinical Neurobiology, 

Eschenallee 3, 14050 Berlin, Germany. catrin.wernicke@charite.de 

Abstract 

Some beta-carbolines (BC) are natural constituents in the human brain deriving from 

tryptophan, tryptamine, and serotonin. In vitro and animal experiments suggest that BC-

cations may cause neurodegeneration with a higher vulnerability of dopaminergic than of 

other neurons. Despite the possible implication of the BC-cations in the pathogenesis of 

Parkinson's disease (PD), the underlying mechanisms are poorly understood. The present 

study further explores the structural requirements for the cytotoxic effects of BCs and 

searches for additional compounds involved in the pathogenesis of PD. Previous studies 

were now extended to serotonin-derived BCs, tetrahydro-BCs, a BC-dimer, and a BC-

enantiomer to reveal possible stereoselectivity. Neutral, rather lipophilic BCs may pass the 

plasma membrane and the outer and inner mitochondrial membranes by diffusion whereas 

the cationic, more polar compounds, can be transported by the dopamine transporter (DAT). 

In the present study, 4 out of 17 BC-cations caused DAT-independent toxicity. This number 

is unexpected in view of previous findings that all BC-cations are transported by DAT. 3-

Carboxylated and 6-methoxylated BCs were poor substrates. The size alone does not seem 

to be a limiting factor. A dimeric BC-cation was readily transported by the DAT despite its 

much larger structure compared to dopamine. Furthermore, (R)-enantiomers were 

preferentially transported. The neutral BCs were approximately one order of magnitude less 

toxic than the cationic BCs. There are considerable differences of the transport efficiency 

between the BCs. Potent cytotoxic tetrahydro-BCs were detected. Because precursor 

tetrahydro-BCs are present in the brain, the search for the occurrence of these compounds in 

human brain is warranted. 

PMID: 17692827 [PubMed - indexed for MEDLINE] 
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3.2. Neuroprotektive und neuroregenerative Wirkung von β-

Carbolinen 

Epidemiologische Daten weisen darauf hin, dass Raucher ein geringeres Risiko haben 

an Morbus Parkinson zu erkranken. Frühere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, 

dass der Gehalt an den β-Carbolinen Harman und Norharman im Zigarettenrauch hoch 

genug ist, um die Enzymaktivität von MAOA und MAOB zu hemmen (Rommelspacher et al., 

2002). Während Norhaman bevorzugt MAOB hemmt, wirkt Harman überwiegend auf die 

MAOA (Rommelspacher et al., 1994; May et al., 1990, 1991a,b). MAOB ist am Abbau von 

Dopamin beteiligt. Wird dieses gehemmt, wird Dopamin verstärkt über MAOA abgebaut. Erst 

die Hemmung beider Enzyme führt somit zur Reduktion von ROS, die beim Dopaminabbau 

über die MAO entstehen.   

Darüber hinaus können verschiedene β-Carboline sehr unterschiedliche Reaktionen 

hervorrufen. Derivate mit einer Carboxylgruppe in der Position 3 binden mit hoher Affinität an 

den Benzodiazepinrezeptor und wirken dort als inverse Agonisten, was sich beispielsweise 

in Krämpfe äußert. Andere dieser synthetische β-Carboline hingegen wirken als Agonisten 

des Benzodiazepinrezeptors und führen zur Sedierung (Stephens et al., 1990). Bei der 

Untersuchung zur Hemmung der TPI, einem Protein an das [3H]Norharman mit hoher 

Affinität bindet, zeigten sich Unterschiede zwischen den Derivaten 2-Methyl-BC+, 9-Methyl-

BC und 2,9-Dimethyl-BC+ (Bonnet et al., 2004). Während die kationischen Derivate die 

Enzymaktivität hemmten, führte die Inkubation mit 9-Methyl-BC zu einer Erhöhung der 

Enzymaktivität. Dies war ein erster Hinweis darauf, dass geringe Strukturunterschiede 

zwischen den β-Carbolinen zu gravierenden Wirkungsunterschieden führen können. In 

Analogie zu den gegensätzlichen Wirkungen von verschiedenen β-Carbolinen am Benzo-

diazepinrezeptor und an der TPI entwickelten wir die Hypothese, dass einige β-Carboline 

auch eine neuroprotektive Wirkung haben. Aus unseren Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen 

schlussfolgerten wir, dass ein mögliches neuroprotektives Derivat keinen quaternären 

Stickstoff in der 2er Position enthalten sollte. Ausgehend von den Befunden zur TPI-Inhibi-

tion stellte sich 9-Methyl-BC als ein aussichtsreicher Kandidat für eine mögliche neuroprotek-

tive Wirkung dar.  

In Primärzellkulturen embryonaler mesencephaler Neurone fanden wir eine einzigartige 

Kombination an prodifferenzierenden und antiapoptotischen Wirkungen. Sowohl die Anzahl 

an TH-positiven Zellen, als auch deren Neuritenanzahl und Neuritenverzweigung nahmen 

unter der 9-Methyl-BC-Exposition innerhalb von 48 h konzentrationsabhängig zu. Die 

Transkription einer Reihe von Genen, die für die Differenzierung dopaminerger Neurone 

wichtig sind und von Markergenen dopaminerger Neurone waren unter 9-Methyl-BC-

Behandlung hochreguliert. Der ATP-Gehalt war ebenfalls erhöht. Die Anzahl nekrotischer 

Zellen und die Caspase-3 Aktivität, als Merkmal der Apoptose, nahmen unter der Exposition 
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ab. Ebenfalls reduzierte sich der Anteil teilungsaktiver Zellen. Im Zusammenhang mit dem 

vorigen Befund spricht das für eine Verschiebung von der Zellproliferation zur Zelldifferenzie-

rung. Dies konnte auch in einem weiteren Zellsystem bestätigt werden. 9-Methyl-BC Be-

handlung führte auch in SH-SY5Y-Zellen zu einer Reduktion der Zellteilung bei gleichzeitiger 

Differenzierung in den neuronalen Phänotyp mit verzweigten Neuriten und der Ausbildung 

eines neuronalen Netzwerkes.  

Auf Basis dieser Befunde untersuchten wir die neuroregenerative Wirkung von 9-Methyl-

BC im Tiermodell. Dazu wurde Ratten über osmotische Minipumpen für 28 Tage MPP+ in 

den linken Seitenventrikel des Gehirns infundiert, um eine chronische Degeneration der 

dopaminergen Neurone der SN hervorzurufen. Anschließend wurden die osmotischen Pum-

pen ausgetauscht und für 14 Tage 9-Methyl-BC oder äquimolare Kochsalzlösung injiziert. 

Eine weitere Vergleichsgruppe waren Tiere, an denen ohne Substanzapplikation die gleichen 

operativen Eingriffe vorgenommen worden waren. Die MPP+/NaCl-behandelten Tiere wiesen 

eine etwa 50 %ige Reduktion des Dopamingehalts im linken Striatum im Vergleich zum 

rechten Striatum und im Vergleich zu scheinoperierten Tieren auf. In Tieren mit MPP+/9-

Methyl-BC-Behandlung hatte sich der Dopamingehalt wieder normalisiert. Ein vergleichbares 

Bild ergab sich bei der Anzahl und der Dichte TH-positiver Zellen in der SN. Die Reduktion 

dieser dopaminergen Parameter unter MPP+/NaCl war nach MPP+/9-Methyl-BC-Behandlung 

nicht mehr nachweisbar. Über PCR-Array und single real time RT-PCR konnten wir zeigen, 

dass eine Reihe von neurotrophen Faktoren, die entscheidend für das Überleben dopaminer-

ger Zellen sind, unter MPP+/9-Methyl-BC-Behandlung hochreguliert waren. Dazu gehörte 

sowohl der BDNF, für den schon gezeigt wurde, dass er das Überleben neuronaler Zellen 

nach Toxingabe erhöht (Nosheny et al., 2007), als auch der Faktor argininge-rich, mutated in 

early stage tumors like 1 (ARMETL1, Synonym: conserved dopamine neurotrophic factor = 

CDNF) und der ciliary neurotrophic factor (CNTF), deren Wichtigkeit für neuronale Zellen 

ebenfalls demonstriert wurde (Lindholm et al., 2007; Hartnick et al., 196). Das Cerebellin-1-

Precursorprotein war ebenfalls hochreguliert. Unsere Untersuchungen bringen dieses 

Protein das erste Mal in den Zusammenhang mit dopaminergen Zellen. In ausgewählten 

Westernblotanalysen konnten diese Ergebnisse auf Proteinebene ebenfalls nachgewiesen 

werden.  

Aufgrund des erhöhten ATP-Gehalts in den 9-Methyl-BC-behandelten mesenzephalen 

Primärzellen untersuchten wir die verschiedenen Komplexe der Atmungskette im Striatum 

derselben Tiere mit der Blue-nativ-2D-Gelelektophorese. Das ermöglichte uns, die 

Enzymaktivität des Komplexes I im Gel zu bestimmen. Die Peptidmenge und die Komplex-

menge waren nicht unterschiedlich zwischen den einzelnen Behandlungen. Jedoch war nach 

MPP+/9-Methyl-BC-Behandlung die Enzymaktivität des Komplex I in einem bestimmten 

Superkomplex erhöht. Dies weist darauf hin, dass die Restitution dopaminerger Neurone 

nicht nur durch die vermehrte Transkription und Expression bestimmter Neurotrophine 
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erfolgt, sondern dass darüber hinaus die Effektivität der Atmungskette durch 9-Methyl-BC 

erhöht wurde.  

Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal eine Wirksubstanz, die die natürlichen 

Reparaturmechanismen der dopaminergen Neurone aktiviert. Diese Befunde wurden 

inzwischen in einem dritten in vitro Zellsystem reproduziert. 
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Neurochem Int. 2008 Mar-Apr; 52(4-5): 688-700. Epub 2007 Sep 4. 

9-Methyl-beta-carboline up-regulates the appearance of differentiated dopaminergic 
neurones in primary mesencephalic culture. 

Hamann J, Wernicke C, Lehmann J, Reichmann H, Rommelspacher H, Gille G. 

Department of Neurology, Technical University of Dresden, Fetscherstr. 74, 01307 Dresden, 

Germany. 

Abstract 

beta-Carbolines (BCs) derive from tryptophan and its derivatives. They are formed 

endogenously in humans and mammals and occur inter alia in cooked meat and tobacco 

smoke. They have been detected in human brain, cerebrospinal fluid, and plasma. Up to now 

they were predominantly identified as compounds exhibiting neurotoxic actions. Since 

significantly higher amounts are present in parkinsonian patients, they are regarded as 

potential pathogenetic factors in Parkinson's disease. We identified for the first time a BC (9-

methyl-BC; 9-me-BC) exerting neuroprotective and neuron-differentiating effects. Treatment 

of primary mesencephalic dopaminergic cultures with 9-me-BC inhibited the basal release of 

lactate dehydrogenase and reduced the number of cells stained with propidium iodide. 

Caspase-3 activity was decreased, the total protein content was unchanged and ATP content 

was increased. Furthermore, the expression of inflammation-related genes was reduced. The 

number of differentiated dopaminergic neurones was significantly increased and a wide array 

of neurotrophic/transcription factors (Shh, Wnt1, Wnt5a, En1, En2, Nurr1, Pitx3) and marker 

genes (Th, Dat, Aldh1a1) decisive for dopaminergic differentiation was stimulated. 

Consistently, the dopamine content was slightly, although non-significantly, increased and 

the dopamine uptake capacity was elevated. An anti-proliferative effect was observed in 

human neuroblastoma SH-SY5Y cells which is consistent with a reduced incorporation of 

bromodesoxyuridine into the DNA of primary mesencephalic cells. Whether the additional 

dopaminergic neurones in primary culture derive from dopaminergic precursor cells, 

previously tyrosine hydroxylase negative dopaminergic neurones or are the result of a 

transdifferentiation process remains to be established. 

PMID: 17913302 [PubMed - indexed for MEDLINE] 
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Pharmacol Rep. 2010 Jan-Feb; 62(1): 35-53. 

9-Methyl-beta-carboline has restorative effects in an animal model of Parkinson's 
disease. 

Wernicke C, Hellmann J, Zieba B, Kuter K, Ossowska K, Frenzel M, Dencher NA, 

Rommelspacher H. 

Department of Psychiatry, CCM, Charité-University Medicine Berlin, Dorotheenstr. 94, 10117 

Berlin, Germany. catrin.wernicke@charite.de 

Abstract 

In a previous study, a primary culture of midbrain cells was exposed to 9-methyl-beta-

carboline for 48 h, which caused an increase in the number of tyrosine hydroxylase-positive 

cells. Quantitative RT-PCR revealed increased transcription of genes participating in the 

maturation of dopaminergic neurons. These in vitro findings prompted us to investigate the 

restorative actions of 9-methyl-beta-carboline in vivo. The compound was delivered for 14 

days into the left cerebral ventricle of rats pretreated with the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-

pyridinium ion (MPP+) for 28 days applying a dose which lowered dopamine by 

approximately 50%. Interestingly, 9-methyl-beta-carboline reversed the dopamine-lowering 

effect of the neurotoxin in the left striatum. Stereological counts of tyrosine hydroxylase-

immunoreactive cells in the substantia nigra revealed that the neurotoxin caused a decrease 

in the number of those cells. However, when treated subsequently with 9-methyl-beta-

carboline, the number reached normal values. In search of an explanation for the restorative 

activity, we analyzed the complexes that compose the respiratory chain in striatal 

mitochondria by 2-dimension gel electrophoresis followed by MALDI-TOF peptide mass 

fingerprinting.We found no changes in the overall composition of the complexes. However, 

the activity of complex I was increased by approximately 80% in mitochondria from rats 

treated with MPP+ and 9-methyl-beta-carboline compared to MPP+ and saline and to sham-

operated rats, as determined by measurements of nicotinamide adenine dinucleotide 

dehydrogenase activity. Microarray technology and single RT-PCR revealed the induction of 

neurotrophins: brain-derived neurotrophic factor, conserved dopamine neurotrophic factor, 

cerebellin 1 precursor protein, and ciliary neurotrophic factor. Selected western blots yielded 

consistent results. The findings demonstrate restorative effects of 9-methyl-beta-carboline in 

an animal model of Parkinson's disease that improve the effectiveness of the respiratory 

chain and promote the transcription and expression of neurotrophin-related genes. 

PMID: 20360614 [PubMed - indexed for MEDLINE] Free Article 
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4. Diskussion 

 

In der vorliegenden Schrift sind eigene Arbeiten dargestellt, die sich mit der Störung 

dopaminerger Neurone durch schädigende Substanzen und möglichen neue therapeutische 

Ansätze beschäftigen. 

Wir konnten zeigen, dass die unter RA vom indifferenten in den neuronalen Phänotyp 

differenzierende humane SH-SY5Y-Neuroblastomzelllinie ein geeignetes Modell für dopa-

minerge Neurone und deren Beeinträchtigung durch chronische Ethanolgabe darstellt. In 

mehreren Aspekten waren die in der Zellkultur beobachteten Befunde kohärent mit Befunden 

aus Tierexperimenten und Beobachtungen bei Kindern mit Alkoholembryopathie.  

1. Die unter RA-Exposition gefundene Erhöhung an Dopamin war unter chronischer 

Ethanolexposition und nach Ethanolentzug vermindert. Eine verminderte dopaminerge 

Neurotransmission ist sowohl von Tierexperimenten bekannt und wurde auch wiederholt bei 

Kindern mit Alkoholembryopathie beobachtet.  

2. Die gefundenen Veränderungen in der Transkription der beiden Splicevarianten von 

DRD2 sind in Übereinstimmung mit physiologischen Befunden im Tiermodell, die gezeigt 

haben, dass sie prä- bzw. postsynaptisch exprimiert werden und mit der DRD2-Expression 

nach pränataler Alkoholexposition. 

3. Die Zellzahl war nicht vermindert, jedoch war die Morphologie stark beeinträchtigt. Die 

Zellen zeigten weniger Neuriten und Verzweigungen. Dieser Befund ging einher mit einer 

verminderten Expression neuronaler Marker. Außerdem blieb die Bildung von größeren 

Zellkomplexen und deren Vernetzung über lange Neurite gänzlich aus. Dies weist auf 

Störungen der Verschaltung von neuronalen Netzwerken durch Ethanol hin. Auch diese 

Befunde sind konsistent mit in vivo Beobachtungen, bei denen nicht die Zellzahl, aber das 

Hirnvolumen vermindert  war.  

Aus der Literatur ist bekannt, dass die RA-induzierte Differenzierung der SH-SY5Y-Zellen 

in den neuronalen Phänotyp und die Ausprägung neuronaler Charakteristika BDNF-vermittelt 

ist (Kaplan et al., 1993). RA führt zur Induktion der Expression des TrkB, dem Rezeptor von 

BDNF. Außerdem wird BDNF von den Zellen verstärkt gebildet und sezerniert. Die Aktivie-

rung des TrkB führt zur Signalweiterleitung über die Ras-Raf-1-MEK-ERK-Kaskade und die 

Phosphoinositol-III-kinase aber auch über den PKC-Signalweg. In diesem Zusammenhang 

konnten wir die besondere Bedeutung von RKIP als regulierendem Protein der ERK-

Kaskade und der Interaktion mit der cAMP aktivierten Kaskade herausarbeiten. Eine 

Aktivierung der PKC führt zur verstärkten Phosphorylierung von RKIP. Dieses verliert seine 

Affinität zu Raf-1 und gibt so die MAP-Kaskade frei (Corbit et al., 2003; Schuierer et al., 

2006). Das phospho-RKIP bindet an GPK und hemmt deren Wirkung. Dadurch können 

GPCR nicht mehr inaktiviert werden und die Bindung ihrer Liganden führt zu einer 

verstärkten Wirkung. In früheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass auch die Aktivierung 
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von DRD2 über die Untereinheit Gβγ das MAPK-System aktiviert (Bonci & Hopf, 2005). 

Dadurch wird das MAPK-System über mehrere Wege aktiviert. Diese Aktivierung ist für den 

Autorezeptor DRD2S aber nicht für den postsynaptischen Rezeptor  DRD2L PKC-abhängig 

(Choi et al., 1999). Sowohl die panPKC als auch die PKCγ Expression war nach 2 Wochen 

Ethanolexposition reduziert. Das ist in sofern interessant, da wir zeigen konnten, dass unter 

chronischer Ethanolexposition die Expression von DRD2S vermindert, die von DRD2L 

jedoch leicht erhöht  war und das verminderte Verhältnis DRD2S/DRD2L auch unter 

Ethanolentzug bestehen blieb. Unsere Befunde mit erhöhten DRD2L und verminderten 

DRD2S weisen auf eine veränderte Splicefunktion hin und sind konkordant mit 

tierexperimentellen Befunden (Oomizu et al., 2003). Die Untersuchung der Expression der 

beiden Splicevarianten des DRD2 ist gegenwärtig nur auf mRNA-Ebene möglich, da zurzeit 

keine selektiven Antikörper zur Verfügung stehen um den Befund auf Proteinebene zu 

verifizieren. Auch mit bildgebenden Verfahren kann auf Grund fehlender selektiver Liganden 

nur der Gesamt-DRD2-Gehalt dargestellt werden. Zusammengefasst kommt es durch die 

Reduzierung des präsynaptischen Autorezeptors zu einer verminderten Rückkopplung. Dies 

und der verminderte Dopamingehalt in den Zellen nach Ethanolentzug führen zu einem 

erhöhten Suchtrisiko. Aus verschiedenen Tierexperimenten ist bekannt, dass eine gestörte 

dopaminerge Neurotransmission sowohl Konsequenz als auch Ursache einer 

Alkoholerkrankung sein kann (Hannigan et al., 1990; Randall und Hannigan, 1999; Bice et 

al., 2008; Nader et al., 2008; Thanos et al, 2001, 2004, 2005). Auch beim Menschen wurde 

wiederholt von veränderter DRD2-Rezeptordichte berichtet (Heinz et al., 2004; Heinz et al., 

2005; Tupala et al, 2003; Repo et al., 1999). In eigenen genetischen Studien konnten wir 

zeigen, dass Haplotypen, die gering exprimierende Allele darstellen, mit einem höheren 

Erkrankungsrisiko für Alkoholabhängigkeit assoziiert sind (Kraschewski et al., 2009).  

Die Veränderungen der PKC-Expression können nicht Ursache der unter chronischer 

Ethanolexposition kontinuierlich erniedrigten DRD2S-Expression sein, da die Expression von 

PKC nach einer Woche Ethanolexposition erhöht war und erst danach abnahm. Auch die 

Expression von TrkB, dem Rezeptor für BDNF, war nur nach einer Woche Ethanolexposition 

erniedrigt und nach 2 Wochen wieder normalisiert. Wir konnten in unseren Experimenten die 

zentrale Rolle von RKIP im Prozess der dopaminergen Differenzierung herausarbeiten. Wie 

DRD2S war die Expression von RKIP unter chronischer Ethanolexposition kontinuierlich 

erniedrigt. Dies ging einher mit einer verminderten Aktivierbarkeit der ERK-Stimulierbarkeit. 

Die Expression der Kinasen der ERK-Kaskade und die basale Aktivität waren hingegen 

unverändert. Dieser Widerspruch lässt sich nur durch die Funktion von RKIP erklären, wie 

sie in den Publikation dargestellt ist. Mit den weiterführenden Experimenten zur 

Überexpression und Herunterregulierung von RKIP konnten wir die wichtige 

Schlüsselfunktion dieses Proteins für die Differenzierung dopaminerger Neurone weiter 

herausarbeiten. RKIP ist ein hoch konserviertes Protein. Es initiiert das Aufblühen in 
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verschiedenen Pflanzen (Banfield et al., 1998) und reguliert die Differenzierung humaner 

Keratinozyten und Monozyten (Yamazaki et al, 2004, Schuierer et al, 2006). Taiji et al. 

(1996) wiesen eine hohe Expression in Hirnregionen während der Entwicklung nach. Wir 

konnten zum ersten Mal zeigen, dass neuronale Merkmale auf Protein- und morphologischer 

Ebene direkt mit der RKIP-Expression korrelierten. Obwohl RKIP nicht im Focus der 

Untersuchungen zur Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen steht, wurde gelegent-

lich über eine veränderte Expression berichtet (Keller et al., 2004, George et al., 2006, Klysik 

et al., 2008). King und Murphy (2007) berichten über eine erhöhte RKIP-Expression in einem 

Zellmodell nach Exposition mit Ginsengextrakt, dem mögliche neuroprotektive Wirkung 

zugeschrieben wird.  

In früheren Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe wurde RKIP als ein an 

[3H]Norharman bindendes Protein identifiziert (Bonnet 2005). Die Wirkung blieb jedoch 

unbekannt. Die β-Carboline Norharman und Harman kommen unter anderem im Tabakrauch 

vor (Rommelspacher et al., 2002; Herraiz und Chaparro, 2005). Aus epidemiologischen 

Studien ist bekannt, dass Raucher ein reduziertes Risiko haben, an Morbus Parkinson zu 

erkranken. Frühere Arbeiten der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass Norharman und Harman 

die MAOB bzw. die MAOA hemmen (Rommelspacher et al., 1994; May et al., 1991 a, b). 

Gelegentlich wird dieser Eigenschaft eine mögliche neuroprotektive Wirkung zugeschrieben 

(Herraiz, 2007). MAOB-Hemmer werden auch in der Therapie des Morbus Parkinson 

eingesetzt. Langzeitstudien weisen aber darauf hin, dass durch diese Therapie zwar die 

dopaminerge Neurotransmission für eine gewisse Zeit erhöht werden kann, die Neurode-

generation jedoch nicht aufgehalten wird. MAOA und MAOB sind in der äußeren Mitochon-

drienmembran lokalisiert. MAOA wird besonders hoch in catecholaminergen Neuronen 

exprimiert, während die höchsten Werte von MAOB in serotonergen Neuronen und 

Astrozyten gefunden wurden (Vanyukov et al., 2004). Beim Abbau von Dopamin über die 

MAO entstehen ROS (Cookson, 2005). Erst wenn beide MAO-Enzyme gehemmt werden, 

erfolgt der Abbau von Dopamin über die COMT, die keine ROS produziert.  

Wegen der Strukturhomologie zu MPP+ wird aber auch eine neurotoxische Wirkung der 

β-Carboline besonders für dopaminerge Neurone diskutiert. Wir konnten in unseren Struktur-

Aktivitätsuntersuchungen klare Strukturmerkmale herausarbeiten: Besonders die Derivate 

mit einer Methylierung am Pyridinstickstoff (N2) weisen eine DAT-abhängige Zytotoxizität 

auf. Die neurotoxische Wirkung von 2,9-Dimethyl- BC+ war bereits beschrieben (Matsubara, 

1998). Wir konnten einzelne Mechanismen dieser Wirkung aufklären und zeigen, dass es 

neben den ähnlichen Wirkungen zu MPP+ (z.B. Apoptose) auch Unterschiede gibt. Außer-

dem zeigten wir zum ersten Mal, dass chronische 2,9-Dimethyl-BC+-Exposition im Tiermodell 

zu muskulären Veränderungen führt, wie sie bei Morbus Parkinson als Rigor beschrieben 

sind. Norharman und Harman kommen verbreitet in der Umwelt vor und können auch 

endogen gebildet werden. Gearhart et al. (1997) wiesen 2N-Methyl- und 9N-Methyl-
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transferaseaktivität im Gehirn nach. Dieser Prozess könnte zur endogenen Bildung neuro-

toxischer β-Carboline beitragen. Die 2N-Methyltransferaseaktivität konnte durch Eisenionen 

erhöht werden. In der SN wird im Neuromelanin Eisen akkumuliert. Dies könnte eine 

Erklärung für die besondere Vulnerabilität der SN-Neurone sein. Jedoch gibt es bisher keine 

Erkenntnisse über die tatsächliche in vivo Aktivität dieser Enzyme. Die Methylierung der β-

Carboline wurde stark durch das Vorhandensein anderer Substrate gehemmt (Gearhart et 

al., 2000). Außerdem liegt das pH-Optimum der Methyltransferaseaktivität, bei 8,5-9. Der in 

den neuronalen Zellen vorherrschende pH liegt aber bei 7 oder etwas darunter. Reyman et 

al. (2007) konnten zeigen, dass Norharman und Harman mit Hydrogenbindungsdonoren / 

akzeptoren interagieren: Norharman bildet mit Essigsäure einen Komplex von 1:2 und Har-

man von 1:3. Dieses Verhalten könnte eine Methylierung unter physiologischen Bedin-

gungen stark beeinträchtigen.  

Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass nichtkationische β-Carboline überwiegend durch 

Diffusion in die Zelle gelangen. Außerdem waren sie durchgängig weniger toxisch, da ihre 

intrazelluläre Konzentration bei der EC50 um das 10-20fache höher war als die der 

kationischen β-Carboline. Kationische β-Carboline werden bevorzugt über den DAT in die 

Zelle aufgenommen. Während die EC50 zwischen DAT-exprimierenden und Wildtypzellen für 

MPP+ um den Faktor 300 differierte, lag der Faktor für toxisch wirkende kationische β-

Carboline zwischen 2,2 und 92,0.  Die meisten kationischen β-Carboline zeigen damit auch 

in unterschiedlicher Ausprägung eine Diffusion. Methylgruppen in der 1er (Harmanderivate) 

und in den meisten Derivaten besonders in der 9er Position erhöhen die Fähigkeit zur 

Diffusion der kationischen β-Carboline ohne zwangsläufig den Transport über den DAT zu 

beeinflussen. Eine Methoxygruppe in der 6er Position hingegen verhindert fast vollständig 

den DAT-Transport der kationischen Derivate und verbesserte deren Diffusion auch bei 

kationischer Struktur. Auch hier erleichtert eine weitere Methylgruppe in der 9er Position die 

Diffusion. Bei den nichtkationischen Methoxyderivaten erhöht die Methylierung in der 1er 

Position die Diffusion. Auch bei den anderen nichtkationischen β-Carbolinen führt die 

Methylierung in der 1er Position zu einer Verbesserung der Diffusion. Eine Methylierung in 

der 9er Position nichtkaionischer Derivate hat keinen Einfluss auf die Diffusion. Die Synopsis 

ist in der Abbildung 1 dargestellt. 

Unsere systematischen Untersuchungen zur neurotoxischen Wirkung von β-Carbolinen 

führten uns schließlich zur Identifizierung von 9-Methyl-BC als ein möglicherweise 

neuroprotektiv wirkendes Derivat. Auch frühere Untersuchungen ergaben schon Hinweise, 

dass 9-Methyl-BC zum Teil andere Wirkungen hervorruft als 2-Methyl-BC+ und 2,9-Dimethyl-

BC+ (Bonnet et al., 2004; P4). Es ist nicht ungewöhnlich, dass innerhalb einer 

Substanzklasse Derivate mit unterschiedlichen und zum Teil sogar gegensätzlichen 

physiologischen Wirkungen existieren. Am bekanntesten sind wohl die Tetrazykline, deren



 31 

NH 
720    580 

9-Me-NH 
400   760 

2-Me-NH+ 
710    80 

2,9-DiMe-NH+ 
120    40 

6-Hy-NH 
170    80 

6-Hy-9-Me-NH 
>1000    220 

6-Hy-2-Me-NH+ 
>1000    190 

6-Hy-2,9-DiMe-NH+ 
>1000    >1000 

6-Methoxy-NH 
220    210 

6-Methoxy-9-Me-NH 
290    250 

6-Methoxy-2-Me-NH+ 
380    280 

6-Methoxy-2,9-DiMe-NH+ 
50    30 

1,9-DiMe-NH 
150    230 

1-Me-NH 
170    220 

1,2,9-TriMe-NH+ 
170    50 

1,2-DiMe-NH+ 
450    80 

6-Methoxy-1-Me-NH 
90    120 

6-Methoxy-1,9-DiMe-NH 
90    110 

6-Hy-1-Me-NH 
50    140 

6-Hy-1,9-DiMe-NH 
130    100 

6-Hy-1,2-DiMe-NH+ 
540    80 

6-Hy-1,2,9-TriMe-NH+ 
>1000    150 

1-Methyl-Norharman (=Harman)-Derivate 

6-Hydroxy-Derivate 6-Methoxy-Derivate 6-Hydroxy-Derivate 6-Methoxy-Derivate 

Abb 1: Schema der verschiedenen BC-Derivate mit den EC50-Werten [µM] in HEKwildtyp und HEKhDAT-Zellen.  

Zunahme der hDAT unabhängigen Toxizität gekennzeichnet durch Abnahme der EC50 in HEKwildtyp bzw. in beiden Zelllinien 
Zunahme der hDAT-abhängigen Toxizität gekennzeichnet durch Abnahme der EC50 vor allem in HEKhDAT-Zellen bzw. durch 
Zunahme der EC50 in HEKwildtyp-Zellen 
Hy: Hydroxy; NH: Norharman; NH+: Norharmanium; Me: Methyl 

Norharman-Derivate 
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diverse Derivate entweder als Antibiotika oder als Antidepressiva wirken. Auch einzelne 

synthetische β-Carbolin-Derivate wirken entweder als Agonist oder als inverser Agonist am 

Benzodiazepinrezeptor mit entsprechender physiologischer Wirkung der Sedierung bzw. 

Aktivierung. Distinkte Struktureigenschaften können also ausschlaggebend für die 

physiologische Wirkung sein. Für eine Auswahl an Norharmanderivaten ist das in Abbildung 

2 dargestellt. Neben 9-Methyl-BC zeigte auch das strukturell ähnliche Harman (1-

Methylnorharman) in den SH-SY5Y-Zellen eine leicht differenzierende Wirkung, die Neuriten 

waren aber nicht so lang und weniger verzweigt (noch nicht publiziert). Norharman hingegen 

wirkte nicht prodifferenzierend. Die Methylierung am 9er Stickstoff und eine nichtkationische 

Struktur scheinen damit wichtig für die neuroprotektive/prodifferenzierende Wirkung zu sein. 

Da, wie oben dargestellt, ein Restrisiko besteht, dass β-Carboline endogen N2-methyliert 

werden könnten und somit ein toxisches Derivat entsteht, untersuchten wir auch die 

prodifferenzierende Wirkung von 9-Methylcarbazol, dem 2-Deazaanalogon von 9-Methyl-BC. 

Diese Substanz zeigte in den SH-SY5Y-Zellen keine differenzierende Wirkung. Der 2er 

Stickstoff mit dem freien Elektronenpaar scheint somit eine wichtige Strukturvoraussetzung 

für die prodifferenzierende Wirkung von β-Carbolin-Derivaten zu sein (noch nicht publiziert).  

Der Anstieg der Anzahl dopaminerger Neurone in der Primärzellkultur embryonaler 

mesenzephaler Zellen nach Inkubation mit 9-Methyl-BC ging einher mit der Erhöhung der 

Expression neurotropher und Transkriptionsfaktoren wie Sonic hedgehog homolog (Shh), 

wingless type mouse mammary tumor virus integration site family (Wnt)1, Wnt5a, Engrail 

(En)1, En2, Nurr1, bone morphogenic protein (BMP)2, BMP4 und pituitary homeobox 3 

(Ptx3). Da der Anteil bromdesoxyuridinpositiver Zellen abnahm, ist ausgeschlossen, dass die 

erhöhte Anzahl dopaminerger Zellen auf eine verstärkte Proliferation von Progenitor oder 

Precursorzellen zurückgeht. Deshalb kommen als mögliche Prozesse die verstärkte Differen-

zierung postmitotischer Zellen oder die Transdifferenzierung reifer Neurone in Betracht. Im in 

vivo Rescuexperiment normalisierte sich die Anzahl dopaminerger Zellen in der SN nach 9-

Methyl-BC-Behandlung im Vergleich zu den Tieren, die nur mit MPP+ behandelt wurden. 

Auch der Dopamingehalt im Striatum normalisierte sich. Die Faktoren Nurr1, Ptx3, BMP2, 

BMP4 waren in ihrer Expression nicht verändert. Das ist nicht verwunderlich, da es sich 

dabei um intrinsische Faktoren dopaminerger Zellen handelt, die vor allem im Soma und 

nicht in den Nervenendigungen lokalisiert sind. Im Striatum ging die regenerative Wirkung 

von 9-Methyl-BC einher mit der Aktivierung einer ganzen Reihe von neurotrophen Faktoren, 

die für das Überleben dopaminerger Neurone wichtig sind. Dazu zählen BDNF, CNTF und 

ARMETL1. Außerdem brachten wir Precerebellin 1 das erste Mal in Zusammenhang mit dem 

Überleben dopaminerger Zellen. Diese Faktoren können retrograd das Überleben dopami- 
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Abb. 2 zeigt die chemischen Strukturen einzelner Derivate mit neuroprotektiver / 

neurodifferenzierender bzw. toxischer Wirksamkeit (Auswahl). Abk. siehe Abb. 1.
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nerger Zellen sichern und die synaptischen Verbindungen stabilisieren. In diversen in vitro 

Untersuchungen konnte die neuroprotektive Wirkung der zusätzlichen Gabe von BNDF, 

GDNF bzw. CDNF (Lindholm et al., 2007) nachgewiesen werden. Erste klinische Studien 

mussten jedoch wegen zu vieler Nebenwirkungen abgebrochen werden (Gill et al., 2002; 

Slevin et al., 2005). Niedermolekulare Substanzen, die die Expression neurotropher Faktoren 

positiv beeinflussen, sind deshalb eine viel versprechende Therapieoption. Außerdem ist die 

konzertante Wirkung mehrerer Faktoren den in vivo Bedingungen ähnlicher und deshalb 

möglicherweise erfolgreicher als die Erhöhung der Konzentration eines einzelnen neuro-

trophen Faktors. Diese Annahme wird durch Befunde zu intrinsischen Expressionsunter-

schieden zwischen den dopaminergen Neuronen der SN und der VTA gestützt. Die 

dopamiergen Neurone der VTA sind gegenüber toxischen Substanzen bedeutend 

unempfindlicher als die der SN. Expressionsunterschiede können Ansatzpunkte zum 

Verständnis der unterschiedlichen Vulnerabilität gegenüber neurodegenerativen Faktoren 

liefern und damit eine Basis für eine gezielte Therapie bilden. Bisherige Untersuchungen 

haben gezeigt, dass die SN und VTA ein sehr ähnliches Expressionsprofil aufweisen. 

Weniger als 5% der Gene werden unterschiedlich exprimiert (Chung et al., 2005; Greene et 

al., 2005). Einige dieser Unterschiede scheinen jedoch kritisch zu sein, da sie potentiell 

relevante zelluläre Signalwege betreffen. In der SN sind vor allem solche Gene stärker 

exprimiert, die den Energiestoffwechsel, die Mitochondrien, den Lipidstoffwechsel und die 

Phosphatsignalübertragung betreffen (Chung et al., 2005; Greene et al., 2005).  Das ist in 

Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass der Energiestoffwechsel in der SN höher als in 

der VTA ist. Der erhöhte Energiestoffwechsel führt zu einem stärkeren oxidativen Stress und 

zu geringeren Energiereserven. Diese Eigenschaft könnte eine Erklärung für die selektive 

Vulnerabilität dieser Neurone besonders gegenüber mitochondrialen Toxinen erklären 

(Greene et al., 2005). Hauser et al. (2005) konnten zeigen, dass die Expression nucleär 

codierter mitochondrialer Gene in postmortem humanen SN Regionen signifikant verändert 

war. In der VTA hingegen sind solche Gene stärker exprimiert, die zur synaptischen 

Plastizität und Neuroprotektion beitragen, einschließlich der Neurotrophine. Diese Clusterung 

legt den Schluss nahe, dass für eine erfolgreiche Therapie nicht die Erhöhung eines 

einzelnen Faktors (z.B. eines Neuropeptides) sondern vielmehr die gemeinsame Wirkung 

mehrer Faktoren ausschlaggebend ist. Diese Annahme ist mit dem so genannten 

Neurotrophinkonzept konsistent. Dieses Konzept besagt, dass ein neurotrophes Molekül 

vom innervierten Gewebe sezerniert wird und durch die Endigung der Axone aufgenommen 

und retrograd transportiert wird (Levi-Montalcini, 1987; Thoenen et al.,1987; Oppenheim 

1991). Anfänglich nur für das periphere Nervengewebe konzipiert, wurde das Konzept auf 

das ZNS ausgedehnt (DiStefano et al., 1992; Mufson et al., 1999).  Afferente Neurone, die 

nicht in Kontakt mit den innervierten Neuronen stehen und damit diesen neurotrophen Faktor 

nicht erhalten, werden der Apoptose zugeführt. Weiter Untersuchungen haben zur 
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Erweiterung dieses Konzeptes geführt. Es ist jetzt allgemein akzeptiert, dass trophische 

Verstärkung von verschiedenen Quellen kommt: sowohl von pre- und postsynaptischen 

Neuronen (v. Bartheld, 2004; Conner et al., 1998; Zweifel et al., 2005), als auch von axonal 

gelegenen Gliazellen (Kinameri und Matsuoka, 2003; Sendtner et al., 2000; Creange et al., 

1997) und autokrin gebildet wird (Acheson et al., 1995). Außerdem gibt es Hinweise, dass 

die multiplen neurotrophen Faktoren simultan und/oder sequentiell wirken müssen, um das 

Überleben der Neurone zu unterstützen (Davies 1998). Mit unseren Experimenten konnten 

wir nachweisen, dass sowohl die Expression intrinsischer (murine embryonale 

mesenzephale Primärzellen) als auch extrinsischer (Rattenstriatum) Faktoren dopaminerger 

Neurone durch 9-Methyl-BC erhöht wird. 

Neben der Erhöhung der Expression verschiedener neurotropher Faktoren im Striatum 

konnten wir in unserem in vivo Experimenten auch erstmalig zeigen, dass die Aktivität eines 

Superkomplexes erhöht war. Der zugrunde liegende Mechanismus ist nicht geklärt, da diese 

Erhöhung nicht mit einer verstärkten Expression der Proteine des Superkomplexes einher-

ging. Es sind weiterführende Untersuchungen nötig, um dieses Ergebnis zu verifizieren und 

mögliche Mechanismen aufzudecken. Eine erhöhte Superkomplexaktivität wäre therapeu-

tisch von Nutzen, da so der erhöhte Energiebedarf besser gedeckt werden könnte.  

In primären mesenzephalen Zellen führte die Inkubation mit 9-Methyl-BC auch zur 

Herunterregulierung von Faktoren, die in inflammatorischen Prozessen eine Rolle spielen. 

Diese Faktoren wurden im in vivo Experiment nicht untersucht, da wir dabei auf neurotrophe 

Faktoren focusiert haben. Eine antiinflammatorische Wirkung wäre für eine erfolgreiche 

Therapie ein weiterer Vorteil, da im Prozess der Neurodegeneration inflammatorische 

Prozesse das Fortschreiten der Degeneration beschleunigen.  

Zusammengenommen zeigt 9-Methyl-BC eine einzigartige Kombination an Wirkungen, 

die an verschiedenen Stellgliedern des neurodegenerativen Prozesses ansetzen und somit 

einen mehrschichtigen neuroprotektiven und neuroregenerativen Prozess in Gang setzt.  
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5. Zusammenfassung 
 
Dopamin wurde als eigenständiger Neurotransmitter in den 50er Jahren des vorigen 

Jahrhunderts entdeckt. Nachfolgend konnten wesentliche Populationen von dopaminergen 

Neuronen lokalisiert werden. Die dopaminergen Neurone des ventralen Tegmentums 

projizieren zu den limbischen Regionen des ventralen Striatums und zum präfrontalen 

Cortex. Sie stellen einen wesentlichen Bestandteil des Belohnungssystems dar und sind 

bedeutend für die Motivation und Aufmerksamkeit. Die Neurone der Substantia nigra  

projizieren zum dorsalen Striatum und kontrollieren insbesondere die Motorik. Entsprechend 

ihrer unterschiedlichen Funktion führen auch Störungen in den distinkten Regionen zu 

unterschiedlichen Symptomen.  

Störungen der mesolimbocorticalen dopaminergen Neurone werden mit Abhängigkeits-

erkrankungen in Verbindung gebracht. Tierexperimente und Untersuchungen an Alkohol-

abhängigen weisen auf eine reduzierte dopaminerge Neurotransmission in diesen Regionen 

hin. Dies kann sowohl Ursache, als auch Konsequenz eines verstärkten Alkoholkonsums 

sein. In der Entwicklung befindliche Neurone sind gegenüber schädigenden Einflüssen 

besonders vulnerabel. In der humanen Neuroblastomzelllinie untersuchten wir den Einfluss 

chronischer Ethanolexposition auf die retinsäureinduzierte dopaminerge Differenzierung 

dieser Zellen. Die Langzeitexposition mit Retinsäure führte zur neuronalen Differenzierung 

der Zellen mit langen und verzweigten Neuriten. Die Zellen organisierten sich in Clustern, die 

untereinander über lange und gebündelte Neurite in Kontakt standen. Wir konnten zeigen, 

dass dieser Prozess mit der Expression des Rafkinaseinhibitorproteins (RKIP) korrelierte, da 

die Expression dieses Proteins während der  Retinsäureinkubation kontinuierlich anstieg. 

Außerdem konnten wir zeigen, dass die Überexpression von RKIP zu einer Verstärkung der 

Differenzierung führt, während die siRNA-vermittelte Herunterregulierung der Expression die 

neuronale Differenzierung inhibierte. Unter kombinierter Retinsäure/Ethanolexposition war 

der Anstieg der RKIP-Expression vermindert. Dies ging einher mit dem morphologischen Bild 

der Zellen, die zwar auch Neuriten ausbildeten, die die Zellen untereinander verbanden, 

allerdings blieb dieses Netz diffus und es kam nicht zur Ausbildung der Cluster mit ihren 

gebündelten Neuriten. Die Neuriten waren kürzer und weniger verzweigt. Durch weitere 

Untersuchungen konnten wir zeigen, dass RKIP die prodifferenzierenden Effekte über 

Proteinkinase C (PKC) vermittelte extrazelluläre signalregulierte Kinasekaskade (ERK)-

Aktivierung und eine Verstärkung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren vermittelt. Diese 

Befunde dürften für die Pathogenese der Alkoholembryopathie relevant sein. 

Außerdem konnten wir hier zum ersten Mal zeigen, dass unter Ethanol vor allem die 

Expression der kurzen Splicevariante des DRD2 vermindert wird. Dies ist insofern von 

Bedeutung, da diese Splicevariante vor allem präsynaptisch exprimiert wird und als Auto-

rezeptor für die Regulierung der dopaminergen Neurotransmission wichtig ist. Außerdem war 

der Dopamingehalt unter Ethanolexposition vermindert. Eine verminderte dopaminerge 
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Neurotransmission und eine verminderte Autorezeptorfunktion sind prädisponierend für die 

Entwicklung einer Abhängigkeitserkrankung. Alkohol (und andere Suchtstoffe) erhöhen akut 

die Ausschüttung von Dopamin. Dies wird allgemein als belohnend empfunden, aber 

besonders dann, wenn der dopaminerge Tonus vorher besonders niedrig war. Über den 

Autorezeptor wird die Dopaminausschüttung normalerweise herunterreguliert. Ist diese 

Funktion jedoch gestört, hält die Dopaminausschüttung länger an. Damit erhöht sich das 

Risiko für die Entwicklung einer Abhängigkeitserkrankung.  

Eine weitere Substanz, die dopaminerge Neurone schädigt, ist das MPP+. Dieses gelangt 

über den Dopamintransporter bevorzugt in dopaminerge Zellen. Es reichert sich in der 

Mitochondrienmatrix dieser Zellen an und hemmt dort den Komplex I der Atmungskette. 

Besonders betroffen davon  sind die Neurone der Substantia nigra, da sie eine vergleichs-

weise hohe DAT-Dichte aufweisen und einen stärkeren Energieverbrauch haben. β-Carbo-

line kommen in vielen getrockneten und gebratenen, stark erhitzten Nahrungsmitteln vor und 

zeigen eine auffallende Strukturhomologie zu MPP+. Wir konnten zeigen, dass 2,9-Dimethyl-

BC+ in einer Neuroblastomzelllinie zu einer stärkeren ROS-Produktion führt als MPP+. In 

einem Rattenmodell führte die intranigrale Applikation von 2,9-Dimethyl-BC+ zu einem 

signifikanten Verlust TH-positiver Neurone in der Substantia nigra. Wir konnten zum ersten 

Mal zeigen, dass dieser Verlust auch muskuläre Störungen hervorruft, wie sie als Rigor vom 

Morbus Parkinson bekannt sind. In einer systematischen Untersuchung von natürlich 

vorkommenden und synthetischen β-Carbolinen konnten wir klare Strukturmerkmale für eine 

toxische Wirkung von β-Carbolinen herausarbeiten. Außerdem konnten wir davon Struktur-

besonderheiten für mögliche neuroprotektiv wirkende β-Carboline ableiten. Sowohl in vitro 

als auch in vivo demonstrierten wir die neuroprotektive und neuroregenerative Wirkung von 

9-Methyl-BC und klärten mögliche Mechanismen auf. 9-Methyl-BC führte im Parkinsonmodell 

zur Normalisierung des Dopamingehalts im Striatum. Das ging einher mit der Aktivierung 

einer ganzen Reihe von neurotrophen Faktoren, die für die Differenzierung und für das 

Überleben dopaminerger Neurone wichtig sind. Dazu zählen BDNF, CNTF und ARMETL1. 

Außerdem brachten wir Precerebellin 1 das erste Mal in Zusammenhang mit dem Überleben 

dopaminerger Zellen.  

Wir haben hier erstmalig eine Substanz identifiziert, die auf mehreren Ebenen in den 

Prozess der Degeneration dopaminerger Neurone eingreift und in vivo neuroregenerative 

Wirkung zeigt.  
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