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1. Einleitung

1.1 Die Entdeckung der ErbB Familie

Die molekulare Charakterisierung viraler Onkogene und ihrer zelluldiren Homologe, der
Protoonkogene, hat unser Verstindnis der Mechanismen von zelluldrer Proliferation,
Migration, Wachstum und Uberleben in normalem und malignem Gewebe von Grund auf
umgestaltet. Ein Beispiel fiir ein solches Protoonkogen stellt die Familie der ErtbB-Rezeptoren
dar, als deren erstes Mitglied der Rezeptor fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (Epidermal-
Growth-Factor, EGF) identifiziert wurde. Nach der Isolierung und biochemischen
Charakterisierung von EGF durch Stanley Cohen in den 60er und 70er Jahren [7] folgte die
Suche nach dem zelluldren Rezeptor. Dessen Primérsequenz wurde 1984 veroffentlicht [8].
Sequenzvergleiche zeigten, dass das EGF-Rezeptor-Gen das zelluldre Gegenstiick des
transformierenden v-erb-B-Onkogens aus dem Avian-Erythroblastosis-Virus war. Der EGF-
Rezeptor (ErbBl) wurde so zum Griindungsmitglied einer Familie von vier
Rezeptortyrosinkinasen, der ErbB-Protoonkogene [8, 9]. ErbB2, auch HER2 oder c-neu
genannt, wurde zuerst als Onkogen identifiziert, und zeigt eine sehr enge Sequenz-
Verwandtschaft zum EGF-Rezeptor ErbB1 [10]. Die Identifizierung zweier weiterer ErbB-
Rezeptoren, ErbB3 und ErbB4, wurde durch Sequenzhomologie moglich [11, 12]. Aufgrund
threr wichtigen Rolle in der Entstehung und Progression von Krebs wurden Struktur und
Aktivitdt der ErbB-Rezeptoren intensiv untersucht, so dass heute die Mechanismen der ErbB-
Rezeptor-Signaliibertragung sehr gut verstanden sind [13, 14]. Viel medizinisches Interesse
hat sich auf den ErbB2 (HER2) Rezeptor fokussiert, der oft in Tumorgeweben liberexprimiert
wird: ErbB2 ist das Zielmolekiil einer antikorperbasierten Therapie vom metastasierenden
Mammakarzinom (Herceptin®/Trastuzumab) [15]. Liganden-Bindung an die extrazelluldre
Domine der ErbB-Rezeptoren fiihrt zur Heteromerisierung der Rezeptoren und aktiviert die
intrazelluldren Tyrosinkinasen. Aktivierte Rezeptoren phosphorylieren einander an
Tyrosinresten, die als Bindungsstellen fiir nachgeschaltete Enzyme oder Adapterproteine
dienen und das Signal im Zellinneren weiterleiten [16, 17]. ErbB-Rezeptoren aktivieren
verschiedene Signalkaskaden, darunter die Ras/Mitogen-activated protein (MAP)
Kinase/Extracellular-Signal-Regulated-Kinase-1/2  (Erk1/2) wund Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K)/Akt Kaskaden. Zudem mobilisieren sie liber Aktivierung von Phospholipase-
C-y Ca®" und beeinflussen so die Aktivitit der Ca®"-abhéngigen Protein Kinase C (PKC)

sowie NFAT [14]. Die Aktivierung dieser Signalwege fiihrt zu zelluliren Antworten wie



Proliferation, Differenzierung und Motilitit, und kann das Uberleben der Zellen verbessern.
Die Signalkaskaden, die den ErbB-Rezeptoren nachgeschaltet sind, wurden primir in
kultivierten Fibroblasten oder Epithel- bzw. Karzinomzellen analysiert. Die Ergebnisse dieser

Analysen dienen als Musterbeispiele fiir ErbB-Signaliibertragung in anderen Zelltypen.

1.2 Die Charakterisierung verschiedener Isoformen des ErbB-Liganden Neuregulin-1

Am Anfang der 90er Jahre gab es eine intensive Suche nach Liganden, die eine
Tyrosinphosphorylierung von ErbB2 induzieren. Parallel wurde an der molekularen
Identifizierung eines starken mitogenen Faktors fiir Schwann’sche Zellen gearbeitet, der
erstmals in Extrakten der Rinderhypophyse von Raff und Mitarbeiter/innen beschrieben
worden war [18]. Diese voneinander unabhidngigen Untersuchungen fiihrten zur
Identifizierung verschiedener Isoformen von Neuregulin-1 (Nrgl), einem EGF-dhnlichen
Wachstums- und Differenzierungs-Faktor, der mit hoher Affinitit an ErbB3 und ErbB4
Rezeptoren bindet [19, 20]. Es konnte gezeigt werden, dass der ErbB2 Rezeptor keinen der
bekannten ErbB Liganden direkt bindet. Allerdings wird ErbB2 nach Bindung von Nrgl
durch Heteromerisierung mit anderen Mitgliedern der ErbB-Familie  aktiviert und

phosphoryliert.

Neureguline (Nrgl-4) bilden eine Familie extrazelluldrer Faktoren, die durch ErbB
Rezeptoren Signale iibertragen. Alle vier Mitglieder der Familie besitzen eine EGF-dhnliche
Domine, die fiir Rezeptorbindung und Aktivierung verantwortlich ist [14, 21]. Der Prototyp
und das am besten untersuchte Mitglied der Familie ist Nrgl, das von einem der grof3ten Gene
in Sdugern kodiert wird. Von diesem Nrg/-Gen werden verschiedene Isoformen abgelesen;
die mRNAs, die fiir die Isoformen kodieren, werden von verschiedenen Promotoren
transkribiert. Alternatives Spleilen steuert zu ihrer Heterogenitdt bei [19]. In Menschen und
anderen Primaten sollen sechs unterschiedliche Subtypen von Nrgl Isoformen existieren, und
Typ IV Nrgl scheint nur in Primaten, aber nicht in anderen Sdugern exprimiert zu werden

(Abbildung 1).
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Abb. 1. Neuregulin-1 (Nrgl) ist ein an der Zelloberflache lokalisiertes Protein, das in verschiedenen
Isoformen produziert wird (hier schematisch dargestellt). Einige dieser Isoformen enthalten eine
Schnittstelle fiir die Protease BACEL! (roter Pfeil; siehe auch Text unten). Die Spaltung durch BACE1
resultiert in einer Freisetzung der Typ I und Typ IV Isoformen von der Zelloberflache, zum Beispiel in
den synaptischen Spalt. Die Typ III Isoform bleibt auch nach der Spaltung durch BACE1 an der
Zelloberflache verankert, da sie eine zusitzliche N-terminale transmembran Doméne enthélt (Hy), die
innerhalb einer Cystein-reichen Sequenz lokalisiert ist. Nach der Spaltung kann die zytoplasmatische
Domine von Nrgl auch als 16sliches Molekiil in die Zelle freigesetzt werden. Abkiirzungen: Ig,
Immunglobulin-dhnliche Doméne; glyco, glykosilierte Sequenzen; EGF, Epidermal-Growth-Factor-
dhnliche Domine; Hy, hydrophob; CRD, Cystein-reiche-Doméne.



Allen Isoformen gemeinsam ist die EGF-dhnliche Doméne, die Bindung und
Aktivierung der ErbB-Rezeptoren vermittelt. Die Isoformen werden entweder sezerniert (Typ
IT) oder sie sind membran-assoziiert (Typen I, III, IV). Membran-assoziierte [soformen
konnen durch Proteolyse freigesetzt werden (Abbildung 1). Die verschiedenen Isoformen
zeigen unterschiedliche Expressionsmuster und {ibernehmen verschiedene Funktionen in der
Entwicklung. Die strukturelle Vielfalt der Nrgl Isoformen sowie die Tatsache, dass Nrgl von
vielen Zelltypen produziert wird und auf viele Zelltypen wirkt, fiihrte dazu, dass der Faktor

mehrfach unabhingig durch verschiedene Forschergruppen entdeckt wurde [22-25].

Wie andere Rezeptortyrosinkinasen sind ErbB-Rezeptoren nicht nur in malignen
Zellen aktiv, sondern sie sind auch entscheidende Regulatoren wihrend der Entwicklung.
Genetische Analysen, die urspriinglich in Méusen, spiter aber auch in Zebrafischen
durchgefiihrt wurden, waren ausschlaggebend fiir die Aufklirung dieser Funktionen. Wahrend
der Embryonalentwicklung ist Nrgl der wichtigste der ErbB-Liganden. Vergleiche zwischen
ErbB2 und Nrgl Mausmutanten zeigten, dass die Phinotypen bemerkenswert dhnlich sind.
Dies bedeutet, dass ErbB2 entscheidend fiir die Signaliibertragung von Nrgl ist [26, 27].
Dieser Befund war nicht vorherzusehen, da ErbB2 weder Nrgl noch andere Liganden mit
hoher Affinitit bindet [28, 29]. Die Ahnlichkeit der Phinotypen spiegelt die wichtige
Funktion von ErbB2 als Ko-Rezeptor wider, die auch aus biochemischen Untersuchungen
ersichtlich wurde [30, 31]. Die genetischen Untersuchungen zeigten, dass wéahrend der frithen
Mausentwicklung entweder ErbB2/ErbB3 oder ErbB2/ErbB4 Heteromere das Nrgl-Signal
iibertragen konnen, wihrend ErbB2/ErbB3 im peripheren Nervensystem, und ErbB2/ErbB4
im Herzen aktiv sind. ErbB4 ist auch wihrend der spiten Entwicklung des zentralen
Nervensystems aktiv, die Rolle von ErbB2 in diesem Prozess wurde aber noch nicht
ausreichend untersucht. Es wire also moglich, dass ErbB4 in diesem Kontext keinen Ko-

Rezeptor nutzt.

2. Funktionen von Nrgl/ErbB-Signalen in Vorlidufer Schwann’scher Zellen

Nrgl wurde u.a. auch als mitogener Faktor fiir Schwann’sche Zellen charakterisiert [18, 20,
32]. Die bedeutende Rolle von Nrgl in der Entwicklung der Schwann'schen Zellen in vivo
wurde zum ersten Mal von Meyer und Birchmeier beschrieben [27]. Hier konnte gezeigt
werden, dass die ErbB3-positiven Vorldaufer der Schwann’schen Zellen, die normalerweise

entlang der Axone zu finden sind, in Nrg/-Mutanten fehlten. Da in diesen Mutanten alle



Isoformen von Nrgl inaktiviert waren, war es jedoch unklar, welche Isoform von Nrgl fiir

diesen Phénotyp verantwortlich war.

In meinen Arbeiten konnte ich zeigen, dass Typ III Nrgl die Entwicklung der
Vorldufer von Schwann’schen Zellen steuert. Dazu untersuchte ich mutante Embryonen, die
nur Typ III Nrgl, jedoch weder Typ I Nrgl noch Typ II Nrgl erzeugen (Ig-spezifische
Mutation von Nrgl [33]. In diesen Embryonen konnten mittels in-situ-Hybridisierung mit
Sonden gegen ErbB3 sowie den niederaffinen Neurotrophin-Rezeptor p75 die Vorldufer von
Schwann’schen Zellen entlang der peripheren Nerven dargestellt werden. In Null-Mutanten
fiir Nrgl fehlten diese Zellen, jedoch wurde dieser Phianotyp durch die Expression der Typ III
Isoform in den Ig-spezifischen Nrgl Mutanten gerettet [Originalarbeit 1]. Mittels eines
LacZ-Reporterallels [27] konnte ich das Expressionsmuster der Typ I-Isoform von Nrgl in
Embryonen untersuchen. Dies ergab, dass Typ I Nrgl in der Anlage des Trigeminus sowie im
Endokard des Herzens exprimiert wird. Durch Immunhistologie mit Antikorpern gegen die
leichte Kette von Neurofilament konnte ich zeigen, dass die Entwicklung des Anteils der
kranialen Ganglien, die aus der Neuralleiste entstehen, von Typ I Nrgl abhingt. Dariiber
hinaus konnten Vergleiche zwischen den Null-Mutanten und den Ig-Isoform spezifischen
Mutanten von Nrgl zusammen mit der Expressionsanalyse der Nrgl-Isoformen zeigen, dass
Typ I Nrgl unerldsslich fiir die frithe Entwicklung und Trabekulierung des Herzens ist
[Originalarbeit 1].

Typ III Nrgl wird von sensorischen und motorischen Neuronen gebildet, und als
transmembranes Molekiil in die axonale Membrane inseriert [34-36]. Zellkulturarbeiten
belegen, dass axonale Nrgl-Signale von Schwann’schen Zellen durch ein ErbB2/ErbB3-
Heteromer empfangen werden [37-41]. Da ErbB2-, Nrgl-, sowie ErbB4-Mutanten am
embryonalen Tag 10,5 (E10,5) wegen fehlender Trabekulierung des Herzens sterben, konnte
erst mit der Erzeugung von ErbB3 sowie sogenannter ,,heart rescue ErbB2 Mutanten gezeigt
werden, dass alle Schwann’schen Zellen von Nrgl/ErbB2/ErbB3-Signalen abhéngig sind [42-
46]. Die Zeitspanne, in der in vitro kultivierte Schwann’sche Zellvorlaufer Nrgl fiir
Proliferation sowie Uberleben bendtigen, endet mit der Transition zur ausgereiften,
differenzierten Schwann’schen Zelle [37, 40, 47, 48]. Nach dieser Transition erzeugen die
differenzierten Schwann’schen Zellen in einem autokrinen Mechanismus Uberlebensfaktoren
und werden von Nrgl unabhingig. Sie konnen jedoch noch immer auf den Faktor reagieren

[49-52].
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3. Verwendung des Cre-loxP-Systems um spitere Funktionen von Nrgl/ErbB zu

eruieren

Nrgl wird in sensorischen und motorischen Neuronen bis ins Erwachsenenalter exprimiert.
Differenzierende sowie ausgereifte Schwann’sche Zellen exprimieren ErbB2 und ErbB3,
wobei die ErbB2 Expression wihrend der Entwicklung allerdings hoher ist [37, 53, 54]. Um
die Funktionen von ErbB/Nrgl-Signalen in der Maus in differenzierenden und ausgereiften
Schwann’schen Zellen zu untersuchen, musste die embryonale oder postnatale Letalitét, die
mit der Inaktivierung von Nrgl/ErbB2 und ErbB3 Genen einhergeht, vermieden werden. Um
dies zu ermdglichen, etablierte ich einen Mausstamm, in dem das ErbB2-Gen mittels Cre-

Rekombinase konditionell inaktiviert werden konnte.

Das Verfahren der konditionellen Geninaktivierung in der Maus wurde im Labor von
Klaus Rajewsky entwickelt und erlaubt das gewebespezifische und/oder zeitlich kontrollierte
Ausschalten von Genen. In das zu mutierende Gen werden /oxP Erkennungssequenzen
inseriert, die die zu deletierende genomische DNS flankieren. Die loxP Sequenzen sind
palindromische DNS-Elemente von 34 Basenpaaren Lénge, die von der Cre-Rekombinase aus
dem Bakteriophagen P1 erkannt werden und fiir die Vermehrung von P1 notwendig sind [55].
Brian Sauer konnte Ende der 80er Jahre in Hefe-Zellen zeigen, dass von loxP Sequenzen
flankierte DNS-Abschnitte durch Cre-Rekombinase deletiert werden [56]. Dieses ,,Cre-loxP-
System* wurde dann von Klaus Rajewsky angewendet, um konditionelle Genmutationen in
der Maus zu erzielen [57]. Diese Méduse tragen ein gewebespezifisches cre-Transgen sowie
ein ,,gefloxtes” Allel des zu mutierenden Gens. AusschlieBlich in dem Gewebe, in dem die

Cre-Rekombinase exprimiert wird, wird dann das gefloxte Gen inaktiviert.

ErbB3- sowie ,heart rescue* ErbB2- und Nrgl PB_ mutante Mause konnen nicht atmen

und sterben am ersten Tag nach der Geburt aufgrund einer Degeneration des peripheren
Nervensystems. In diesen Méusen fehlen alle Schwann’schen Zellen. Untersuchungen mit
chiméren Mausen, die ErbB3-null sowie ErbB3-Wildtyp Zellen enthielten, zeigten, dass das
Zugrundegehen der peripheren Nerven durch das Fehlen der Schwann’schen Zellen
hervorgerufen wird [42]. Da ich nach der Funktion der ErbB/Nrgl-abhingigen Signale in der
spateren Entwicklung und Aufrechterhaltung der Schwann’schen Zellen suchte, musste ich

eine Strategie wihlen, in der die frithe Nrgl-abhidngige Phase der Proliferation bzw.



Migration von Schwann’schen Zellen nicht gestort wurde. Ich wihlte das Krox20-Gen als
Treiber fiir die Expression der Cre-Rekombinase: Krox20 wird, abgesehen von einer fritheren
Expression in den Spinalwurzeln, in peripheren Nerven erst spét in der Entwicklung von

Schwann’schen Zellen exprimiert [58].

3.1 Nrgl/ErbB-Signale steuern die Myelinisierung der peripheren Nerven

Krox20-cre Miuse wurden durch das Labor vom Patrick Charnay (Ecole Normale Supérieure,
Paris) zur Verfiigung gestellt [59]. Zundchst konnte ich zeigen, dass die Expression von
Krox20-cre in vivo spezifisch fiir die myelinisierenden Schwann’schen Zellen war
[Originalarbeit 2]. Krox20-cre/+; ErbB2™/- konditionelle Mutanten iiberlebten und
enthielten Schwann’sche Zellen in ihren peripheren Nerven, was bedeutete, dass die friihe
Phase der ErbB/Nrgl-abhingigen Entwicklung von Schwann’schen Zellen ungestort ablief.
Mikroskopische Analysen der peripheren Nerven zeigten jedoch, dass die Myelinisierung
stark beeintrdchtigt war. Fast alle der myelinisierten Axone mit grofem Durchmesser waren
hypomyelinisiert (von zu diinnen Myelinscheiden umgeben), bzw. amyelinisiert (von einer
Schwann’schen Zelle umgeben, aber vollig ohne Myelinscheide). Damit wurde zum ersten
Mal gezeigt, dass die Myelinisierung der peripheren Nerven von Nrgl/ErbB Signalen
abhéngig ist. Krox2(0 wird in den ventralen spinalen Wurzeln ab etwa dem embryonalen Tag
11,5 exprimiert [58], d.h. zu einem Zeitpunkt an dem die Schwann’schen Zellen noch von
Nrgl/ErbB Signalen fiir Proliferation bzw. Migration abhéngen. Konsistenterweise konnte ich
in Krox20-cre/+; ErbB2"°*/- konditionellen Mutanten beobachten, dass die Schwann’schen
Zellen in den spinalen Wurzeln am postnatalen Tag 15 fast vollstindig fehlten
[Originalarbeit 2]. Dies lieferte einen weiteren Beweis dafiir, dass ErbB/Nrgl-Signale fiir
die Expansion der Schwann’schen Zellpopulation nétig sind. Mit zunehmendem Alter
konnten jedoch vermehrt Schwann’sche Zellen in den ventralen Wurzeln beobachtet werden.
Allerdings waren die Axone in den ventralen Wurzeln zu diesen spiten Stadien

hypomyelinisiert.

Das Verhiltnis zwischen dem axonalen Durchmesser und der Dicke der
Myelinscheide wurde Ende des 19. Jahrhunderts bzw. Anfang des 20. Jahrhunderts erstmals
beschrieben [60]. Wird der Quotient aus dem Durchmesser des Axons und dem Durchmesser
des Axons plus der Myelinscheide (im Englischen, ,,G-ratio* genannt) in peripheren Axonen

bestimmt, so ist diese konstant, unabhingig davon, ob das Axon einen kleinen oder grof3en
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Durchmesser besitzt. Das bedeutet, dass kleine Axone eine diinne, und grofe Axone eine
dicke Myelinscheide besitzen. Smith et al. postulierten, dass ein axonales Signal existiert,
welches die Dicke der Myelinscheide bestimmt [61]. Ich kam aufgrund meiner Ergebnisse zu
dem Schluss, dass ErbB2 in Schwann’schen Zellen als Ko-Rezeptor fiir die Weiterleitung
dieses Signals fungiert [Vorgelegte Ubersichtsarbeit]. Michailov et al. beobachteten spiter,
dass in heterozygoten Nrg/ Null-Mutanten, oder in heterozygoten 7yp III Nrgl Mutanten
diinnere Myelinscheiden gebildet werden. Die genetischen Analysen der Ig-spezifischen und
Null-Mutanten von Nrgl hatten bereits gezeigt, dass Typ III Nrgl das entscheidende axonale
Signal in der frithen Entwicklung der Schwannzelllinie darstellt [Originalarbeit 1]. Darauf
aufbauend wurden Typ III Nrgl und Typ I Nrgl spezifisch in Neuronen iiberexprimiert, und
beobachtet, dass Uberexpression von Typ III, aber nicht von Typ I, die Myelinscheide
verdickt [62]. Zusammen zeigen diese Experimente, dass die Menge des axonalen Typ III

Nrgl die Dicke der Myelinscheide bestimmt.
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3.2 Funktion der Nrgl/ErbB-Signalkaskade in embryonalen und adulten Herzen

3.2.1 Konditionelle Inaktivierung von ErbB2 fiihrt zur dilatativen Kardiomyopathie
Untersuchungen von Embryonen, in denen Nrgl, ErbB2 oder ErbB4 fehlten, zeigten, dass
Typ I-Nrgl/ErbB Signale fiir die Bildung der Trabekeln im Herz bendtigt werden
[Originalarbeit 1, 26, 27, 33, 63]. Wenn dieses Signal fehlt, sterben die Embryonen am Tag
E10,5, da ihr Herz nicht effizient arbeiten kann. Typ I Nrgl wird im Endokard gebildet,
wihrend die heteromeren ErbB2/ErbB4-Rezeptoren im Myokardium exprimiert werden. Die
genauen molekularen und zelluldren Folgen des fehlenden Nrgl/ErbB Signals, die zu einer
gestorten Trabekulierung und embryonaler Herzinsuffizienz fiihren, sind noch unklar. Ein
Signalweg, der wihrend der Herzentwicklung fiir die Ubertragung von Nrgl/ErbB-Signalen
wichtig sein konnte, ist die MAP Kinase Signalkaskade, die den ErbB-Rezeptoren
nachgeschaltet ist. Interessanterweise fiihrt die gezielte Mutation des Shc4 Gens, das fiir einen
Aktivator des MAP Kinase-Signalwegs kodiert, zu einem Herzphinotyp, der dem der
Nrgl/ErbB2/ErbB4-Mutanten dhnelt [64].

Nrgl wird postnatal bis ins Erwachsenenalter im Endokard sowie in
mikroendothelialen GefaBBen exprimiert [65] (A. N. Garratt, C. Birchmeier, unverdffentlicht).
Die heteromeren ErbB2/ErbB4-Rezeptoren hingegen werden weiter in adulten
Kardiomyozyten exprimiert, und befinden sich im T-Tubulus-System sowie in den
Glanzstreifen [Originalarbeit 3, 66, 67]. Verschiedene Funktionen des Nrgl in postnatalen
und adulten Kardiomyozyten sind in vitro gezeigt worden. Dazu gehdren Effekte auf
Uberleben, hypertrophes Wachstum sowie Proliferation [68]. Dariiber hinaus kann der Faktor
die Kontraktilitét in isolierten papillaren Muskeln modulieren [69]. Der erste Hinweis auf eine
Rolle von Nrgl/ErbB-Signalen bei der adulten Herzfunktion ergab sich aus klinischen
Studien zur Herceptin®/Trastuzumab-Behandlung von Patientinnen mit metastasierenden
Mammakarzinomen. Hier entwickelte ein Teil der Patientinnen, die mit einer
Kombinationstherapie aus Herceptin®/Trastuzumab zusammen mit cytostatischen Mitteln

behandelt wurden, eine Herzinsuffizienz [15].

Da Herceptin®/Trastuzumab nur den menschlichen ErbB2-Rezeptor erkennt, ist es
nicht moglich, Nebenwirkungen des Medikaments, die durch eine Blockade von ErbB2
ausgelost werden, in Tiermodellen zu untersuchen. In Zusammenarbeit mit dem Kardiologen

Cemil Ozcelik (Charité, Berlin) etablierte ich deshalb Miuse, in denen ErbB2 im Herzen
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konditionell inaktiviert wurde. Wichtig hierfiir war, Mausstimme zu ziichten, in denen ErbB2
nur in einem Teil der Kardiomyozyten inaktiviert wurde, damit die embryonale Entwicklung
weitestgehend normal ablaufen wiirde. Um dies zu ermdéglichen, wurde der Mlc2v-cre Knock-
in Mausstamm von Ken Chien, University of California San Diego, verwendet. In
konditionellen Mic2v-cre/+; ErbB2™/- mutanten Miusen war die Trabekulierung des
Herzens am Tag E10,5 von Kontrollmiusen nicht zu unterscheiden [Originalarbeit 3]. Die
konditionellen Mutanten wurden gemi3 Mendelscher Verteilung geboren, jedoch starb ein
Sechstel der Maiuse innerhalb der ersten zwei postnatalen Wochen. Mittels
echokardiographischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die liberlebenden Méause
eine dilatative Kardiomyopathie entwickelten, die nach dem zweiten postnatalen Monat zu
beobachten war. Mittels Mikroarrayanalyse wurde am Tag P12,5 eine starke
kompensatorische hypertrophe Reaktion auf den Verlust von ErbB2 beobachtet, lange bevor
eine offensichtliche kontraktile Dysfunktion gemessen werden konnte. Elektrophysiologische
Analysen von konditionellen ErbB2 und ErbB4 Mutanten deckten auf, dass keine
kompensatorische Tachykardie auftrat und dass die QT.-Zeit verldngert war, ein Indiz dafiir,
dass es funktionelle Storungen in Na" bzw. K'-Kanilen gab [Originalarbeit 3, 66]. Da das
Milc2v-cre-Allel nur in einem Teil der Kardiomyozyten aktiv ist, enthielten die Herzen der
Mic2v-crel+; ErbB2™"/- mutanten Miuse eine Mischung von Kardiomyozyten mit einem
heterozygoten Genotyp ErbB2"/- (nicht rekombiniert) sowie dem Null-Genotyp ErbB2%/-
(rekombiniertes ErbB2"*-Allel). Nachdem ich Kardiomyozyten aus dem Herzventrikel
gewonnen hatte, untersuchte ich, ob die Kardiomyozyten mit dem Genotyp ErbB2*/- hiufiger
durch programmierten Zelltod eliminiert werden. Vergleiche mittels Southern-Blot-Analyse
zwischen Mlc2v-cre/+; ErbB2"%/+ und Mic2v-cre/+; ErbB2"/- Miusen zeigten keine
deutlichen Verluste der Kardiomyozyten mit dem Genotyp ErbB2%/- [Originalarbeit 3].
Dariiber hinaus wurde keine deutliche Erhohung des Zelltods mittels TUNEL-Analyse in
konditionellen mutanten Herzen gefunden. Dies war ein Indiz dafiir, dass die Dysfunktion des
ErbB2-mutierten adulten Herzen nicht durch programmierten Zelltod verursacht wurde. Die
Untersuchungen mit herzspezifischen ErbB2 Mutanten zeigten, dass ErbB-abhéngige Signale
fiir die Aufrechterhaltung der Pumpfunktion des Herzens bis ins Erwachsenenalter benotigt
werden. Dariiber hinaus konnte man aus diesen Ergebnissen zur Schlussfolgerung kommen,
dass die Nebenwirkungen des Medikaments Trastuzumab/Herceptin® auf der Blockade von

ErbB2 im Herzen beruhen.
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3.2.2 Herzfunktion in adulten Miusen ist von der Menge Nrgl abhiingig

ErbB2 ist an der Signaliibertragung mehrerer heteromerer Rezeptoren und EGF-&hnlicher
Liganden beteiligt, und es war deshalb unklar, welches Signal von ErbB2 im adulten Herzen
ibermittelt wird. Meine Untersuchungen von Embryonen hatten gezeigt, dass in der
Entwicklung des Herzens eine bestimmte Nrgl Isoform, Typ I, bendtigt wird [Originalarbeit
1]. Typ I Nrgl wird in zwei Varianten, Alpha und Beta, gebildet. Ein neues mutantes Nrg/
Allel wurde erzeugt, in dem eine spezifische Mutation in die o-Variante eingefiihrt wurde
[70]. Nachdem ich Mé&use mit dem Nrglo-Allel und einem Nullallel von Nrgl verkreuzt
hatte, beobachtete ich in élteren Tieren eine starke Dilatation der Herzen. Die Entwicklung
dieses Phidnotyps wurde mittels Echokardiographie ndher untersucht. Die dilatative
Kardiomyopathie der Nrglo/- mutanten Méause setzte frither ein und war stirker ausgepragt
als in den konditionellen ErbB2 Mutanten (C. Ozcelik, A.N. Garratt, unpublizierte Arbeiten;
siche Abbildung 2). Ein Nrgl Signal, das durch den ErbB2 Rezeptor vermittelt wird, ist also

fiir die Herzfunktion im erwachsenen Organismus notwendig.
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Abb. 2: Mutation von Nrgl fiihrt zur dilatativen Kardiomyopathie im adulten Herzen.
Untersuchungen der Herzfunktion (FS, ,Fractional Shortening®) mittels echokardiographischer
Analyse in Kontrollen (Nrgl+/-, weille Balken) und Nrgl?/- mutanten Miausen (schwarze Balken)
zeigen einen Verlust bis zu 67% mit zunehmendem Alter (Mo, Alter in Monaten) in den mutanten

Tieren.

Die molekularen und zelluliren Mechanismen, die nach der Aktivierung von

ErbB2/ErbB4-Heteromeren durch Nrgl zur Aufrechterhaltung der Pumpfunktion im Herzen
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fiihren, sind noch unklar. Meine Untersuchungen zeigten, dass das ErbB/Nrgl-System nicht
primidr das Uberleben der Kardiomyozyten, jedoch die Funktion des Myokardiums
beeinflusst. Vor kurzem wurde von Anderen beobachtet, dass ErbB/Nrgl-Signale die
Proliferation, jedoch nicht das Uberleben mononukledrer Kardiomyozyten in postnatalen
Maiusen stimulieren, und so zu einer verbesserten Pumpfunktion nach einem Herzinfarkt
fiihren [71]. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von José Luis de la Pompa, Madrid,
konnte ich zeigen, dass Nrgl wihrend der embryonalen Entwicklung die Differenzierung von
Kardiomyozyten, jedoch nicht die Proliferation, beeinflusst [72]. Untersuchungen in
Zebrafischen zeigten, dass Nrgl die Differenzierung des embryonalen Erregungs-
Leitungssystems stimuliert [73]. Dariiber hinaus ist die Expression von Nrgl im embryonalen
Endokard von Ephrin-B2, welches selbst durch Notch-1 kontrolliert wird, abhidngig. Noch ist
unklar, ob die kompensatorische Hypertrophie in konditionellen Mic2v-cre/+; ErbB2"/-
mutanten Maiusen durch eine aberrante Differenzierung, durch reduzierte zelluldre
Proliferation oder durch Kontraktilititsdefekte der Kardiomyozyten verursacht wird

[Originalarbeit 3].
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4. BACE1-abhiingige Proteolyse von Nrgl reguliert die Myelinisierung des peripheren

Nervensystems

Nrgl wurde urspriinglich u.a. als loslicher Faktor von ~45 kDa aus Kulturiiberstinden von
Fibroblasten = bzw. Mammakarzinomzelllinien isoliert [23, 25]. Sequenz-Analysen der
korrespondierenden cDNS-Klone zeigten jedoch, dass diese 16slichen Nrgl Isoformen durch
Proteolyse transmembraner Vorldufermolekiile entstanden. Die Analyse der C-terminalen-
Peptide deckte auf, dass transmembrane Nrgl-Isoformen in der juxtamembranen Sequenz
(MKVQ bzw. MASFY) gespaltet werden konnten [74]. Biochemische Untersuchungen
mittels Zellkultur zeigten, dass dies durch Ca*"-unabhingige Zn*"-Metalloproteasen geschah,
deren Aktivitdt zum Teil durch Aktivierung von Protein Kinase C beeinflusst wurde [75-77].
Es war jedoch unklar, welche Proteasen fiir diese Spaltung verantwortlich waren, und ob die

Spaltung eine biologische Bedeutung in vivo hat.

Eine Familie von Zn*"-abhingigen Metalloproteasen, als deren erste Mitglieder
Proteine kloniert wurden, die fiir die Fusion von Spermium mit Eizelle notwendig sind, stellt
die A-Disintegrin-and-Metalloprotease-(ADAM)-Familie dar [78]. Mit der Klonierung von
Tumour-Necrosis-Factor-a-Converting-Enzyme (TACE/ADAM17) konnte dann die Aktivitat
eines ADAMSs mit der Spaltung und Funktion eines spezifischen Substrats (Tumour-Necrosis-
Factor, TNF) in Verbindung gebracht werden [79, 80]. Analyse von Mausen, in denen das
TACE/ADAM17-Gen inaktiviert wurde, zeigte jedoch, dass TACE auch andere Substrate
spaltet und aktiviert, darunter den ErbB1-Liganden Transforming-Growth-Factor-a (TGFa)
[81]. Dariiber hinaus wurde in Fibroblasten von ADAMI17-/- Médusen eine erniedrigte
Freisetzung von Nrgl-Isoformen beobachtet, die mit reduzierter autokriner Phosphorylierung
von ErbB2 einherging [82]. Obwohl Nrgl durch ADAMI7 in Zellkultur-Experimenten
effizient freigesetzt werden kann, ergab die Analyse von ADAM1I17-Maus-Mutanten, die bis
zur dritten postnatalen Woche iiberleben, keine offensichtliche Ahnlichkeit zu den
Phinotypen von Nrgl/ErbB-Mutanten [Vorgelegte Ubersichtsarbeit, 81, 83]. Ebenso war
unklar, ob die Spaltung von Nrgl durch andere Proteasen kompensiert wird, oder ob in vivo

Proteolyse eine wesentliche Rolle in der Funktion von Nrgl spielt.

Andere Substrate von ADAM-Proteasen sind u.a. der Rezeptor Notch (gespalten
durch ADAMI10/a-Sekretase/Kuzbanian) und Amyloid-Precursor-Protein (APP); APP
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Spaltung durch ADAMI0 produziert das nicht-toxische extrazellulire EiweiBfragment
APPsa. APP wird auch von 3-Sekretase (f3-site-APP-Converting-Enzyme-1/BACE1) und y-
Sekretasen  gespalten:  dies  erzeugt das  (-Amyloid-Protein-Fragment,  das
molekularpathologische Agens der Alzheimer Erkrankung [84]. BACE1l hat also eine
Schliisselrolle in der Entstehung der Alzheimer Erkrankung, und wird als vielversprechendes
,»larget” fiir innovative Therapieansétze betrachtet. Deshalb etablierten mehrere Gruppen in
der akademischen sowie pharmazeutischen Forschung verschiedene mutante BACEI Maus-
Modelle. Deren Untersuchung zeigte, dass BACE]1 fiir die Erzeugung von B-Amyloid im
zentralen Nervensystem essentiell war. Zunidchst wurden keine anderen offensichtlichen
Phénotypen in BACEI-Mutanten beobachtet, was zur Erwartung fiihrte, mit BACE1 ein
ideales molekulares Therapie ,, Target gefunden zu haben. Biochemische Untersuchungen
von BACEI in den ersten postnatalen Wochen der Maus zeigten jedoch eine sehr hohe
Expression von BACE1 in sensorischen Nervenzellen und in Motoneuronen. Dies korreliert
zeitlich mit der peripheren Myelinisierung, und deutet auf eine mdogliche physiologische
Funktion fiir BACE1 [Originalarbeit 4]. Ich flihrte deshalb zuerst in-situ-Hybridisierungen
von sensorischen Ganglien und Riickenmark in fiinf Tage alten Méusen aus, und stellte fest,
dass BACE1 in sensorischen und Motoneuronen sowie Oligodendrozyten, jedoch nicht in
Schwann’schen- und Satellitenzellen des peripheren Nervensystem exprimiert wird
[Originalarbeit 4]. Ich untersuchte mittels Elektronenmikroskopie die Myelinisierung der
peripheren Nerven von postnatalen und adulten BACEI-/- und Kontroll-Miusen. Meine
Analysen lieferten den ersten Beweis dafiir, dass BACE1 wichtige Aspekte der Entwicklung
des Nervensystems kontrolliert: in BACE[-/- Médusen waren die Nerven hypomyelinisiert, die
Myelinisierung war verzogert und aberrant sortierte Remak-Fasern waren vorhanden
[Originalarbeit 4]. Diese Phinotypen dhnelten denen der Nrg/+/- und Schwann’schen Zell-
spezifischen ErbB2 Mutanten [Originalarbeit 2, 62, 85]. Biochemische Untersuchungen der
BACE[-Mutanten zeigten, dass ungespaltenes Typ III Nrgl im Nervensystem akkumulierte.
Dariiber hinaus konnte mittels eines ,,.SEAP* (Secreted-Alkaline-Phosphatase)-Assays die
BACE]1-abhingige Spaltung und Freisetzung einer an der Zelloberfliche lokalisierten
Alkalische-Phosphatase-Nrgl-3;-Isoform gezeigt werden [Originalarbeit 4]. Daraus konnte
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die durch BACE1 vermittelte Spaltung von Nrgl
fiir die Aktivierung von Nrgl wéhrend der Myelinisierung notwendig ist. Vor kurzem wurde
die Erkennungssequenz von BACE1 in Nrgl charakterisiert: die Spaltung findet in der
Sequenz HLGIEF*ME statt (Spaltung nach dem Phenylalanin), die nur in Nrgl-f; und dem
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verwandten Nrg3, jedoch nicht in Nrg2 vorkommt [86]. Diese Sequenz befindet sich im
juxtamembranen Anteil von Typ III Nrgl (Abbildung 1, roter Pfeil; Abbildung 3): nach der
BACE-abhingigen Spaltung erfolgt die Offnung der Haarnadelstruktur, wobei die EGF-
Domine wegen der cysteinreichen Doméne im N-Terminus membranér lokalisiert bleibt
(Abbildung 3). Da ErbB-Fusionsproteine an axonalen Membranen, die rekombinantes Typ III
Nrgl exprimieren, binden, scheint das BACE1-abhingige Spaltungsprodukt von Typ III Nrgl
noch an der Oberfliche des Axons prasentiert zu werden [85]. Es bleibt zu kldren, ob ein
l6sliches Molekiil, das nach einer zweiten Spaltung auf der N-terminalen-Seite der EGF-

Domine theoretisch entstehen konnte, in peripheren Nerven biochemisch nachzuweisen ist.
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Abb. 3. Typ III Nrgl wird auf der axonalen Membran préisentiert, um von benachbarten
Schwann’schen Zellen erkannt zu werden. Die Vorlduferform des Proteins zeigt eine
Haarnadelstruktur. Die Typ III Isoform bleibt auch nach der BACEIl-vermittelten Spaltung der
juxtamembranen Sequenz an der Zelloberfliche verankert, da sie eine zusétzliche N-terminale
transmembrane Domaéne enthilt (Hy), die innerhalb einer cysteinreichen Sequenz lokalisiert ist. Nach
einer hypothetischen zweiten Spaltung konnte die EGF-Doméne freigesetzt werden, um eine von den
ErbB-Rezeptoren der Schwann’schenzelle abhingige Endozytose zu ermoglichen. Abkiirzungen:
EGF, Epidermal-Growth-Factor-dhnliche Doméne; Hy, hydrophob; CRD, Cystein-reiche-Doméne.
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5. Untersuchung der intrazelluliiren Signaltransduktionskette der entwickelnden und

myelinisierenden Schwann’schen Zellen

Nach der Bindung von axonalem Nrgl an den ErbB2/3-Heteromeren der Schwann’schen
Zelle werden mehrere intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert, die zu Migration, Proliferation
und Uberleben der Zellen sowie zu Myelinisierung fiihren (siehe auch oben). Insbesondere
wurde das Augenmerk der Forschung auf die Aktivitdt des Akt/Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) bzw. des Erk/MAPK-Signalwegs gerichtet [87]. Zellkulturarbeiten mit
Schwann’schen Zellen zeigten, dass der Akt/PI3K-Pfad und Erk/MAPK-Pfad antagonistisch
sind: Akt/PI3K stimuliert die Zellproliferation und Myelinisierung, wihrend die Aktivierung
von MAPK die Dedifferenzierung der Schwann’schen Zellen bzw. Demyelinisierung
induziert [88-90]. Ein wichtiger Aktivator des MAPK/Erk-Signalpfads, der verschiedenen
Rezeptortyrosinkinasen wie auch den ErbB-Rezeptoren nachgeschaltet ist, ist die
zytoplasmatische Tyrosinphosphatase Shp2 (auch PTPN11). Zusammen mit Katja Grossmann
und Anderen untersuchte ich die Rolle von Shp2 in der Entwicklung und Differenzierung von
Schwann’schen Zellen [Originalarbeit S]. Diese Arbeiten zeigten, dass Shp2 sowohl fiir die
Nrgl-abhédngige Proliferation sowie Migration der Schwann’schen Zellen, und fiir die
Terminaldifferenzierung (Myelinisierung) benétigt wird. Durch pharmakologische Hemmung
konnten wir zeigen, dass die zytoplasmatische Tyrosinkinase Src alle wichtigen zelluldren
und biochemischen Effekte von Shp2 steuert. Dariiber hinaus verdeutlichten biochemische
Analysen, dass Nrgl-Shp2-Src-Signale fiir die Aufrechterhaltung des Erk/MAPK-Signalpfads
sowie fiir die Aktivierung von Focal-Adhesion-Kinase (FAK) unerlisslich sind. Im Gegensatz
dazu spielen Shp2-abhidngige Signale fiir die Nrgl-induzierte Phosphorylierung bzw.
Aktivierung der Proteinkinase Akt keine Rolle. Da die Myelinisierung der peripheren Nerven
in Krox20-cre/+; Shp2™”* konditionellen Mutanten stark beeintrichtigt war, wihrend
zugleich die Phosphorylierung von Erk erniedrigt war und die Menge des phosphorylierten
Akt Proteins unverdndert blieb, konnten wir daraus schlieen, dass lediglich Shp2-Src-Erk
Signale, jedoch nicht die des Akt-Signalpfads, fiir die Bildung der Myelinscheiden bendtigt
werden. Weitere Experimente, in denen Akt bzw. Erk in Schwann’schen Zellen

iiberexprimiert werden, werden durchgefiihrt werden, um diese Hypothese zu erhérten.
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6. Diskussion

Das Nrgl/ErbB Signaliibertragungssystem ist vornehmlich durch seine Rolle in der
Tumorgenese bekannt. Genetische Experimente von mir und anderen haben nun jedoch
wichtige Funktionen von Nrgl/ErbB in der Entwicklung und Physiologie von Sdugetieren
aufgedeckt.

Die Vielfalt der vom Nrgl Gen kodierten Protein-Isoformen hat von Beginn an
zahlreiche Forscher interessiert. Sie kann durch die Verwendung verschiedener Promotoren
und alternatives Spleiflen erklidrt werden. Die Nrgl Isoformen unterscheiden sich deutlich
beziiglich ihrer Struktur, als einziges gemeinsames Merkmal teilen sie die EGF-dhnliche
Doméne (Abbildung 1). Die Isoformen konnen sezerniert werden oder membrangebunden
vorliegen. Sezernierte Isoformen binden Heparin, was vermutlich ihr freies Diffundieren in
vivo einschriankt. Es ist auflerdem mdoglich, dass verschiedene Isoformen gezielt an
spezifische Membranen binden. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die von

Neuronen exprimierten Nrgl Isoformen mit axonalen Membranen assoziieren konnen.

Die verschiedenen Isoformen von Nrgl binden an die Rezeptortyrosinkinasen ErbB3
und ErbB4, widhrend ErbB2, das als Ko-Rezeptor fungiert, nicht an der Ligandenbindung
beteiligt ist. Nullmutationen in Nrgl oder ErbB2 zeigen identische Phénotypen. Zugleich
summieren sie die Phénotypen der jeweiligen ErbB3 und ErbB4 Mutanten. Da alle
Nullmutationen zu embryonaler Letalitét fithren, war es notwendig konditionelle Mutagenese

einzusetzen, um spdte und adulte Funktionen von Nrgl/ErbB zu untersuchen.

Ein Vergleich des Expressionsmusters von Nrgl Typ III mit denen der Isoformen vom
Typ I und Typ II zeigt, dass nur Typ III Nrgl in allen sensorischen und motorischen
Neuronen sehr stark exprimiert wird [Originalarbeit 1]. Dariiber hinaus konnten Taveggia
und Mitarbeiter zeigen, dass Typ III Nrgl an der axonalen Oberfldche lokalisiert ist [85]. Eine
genetische Analyse mit mutanten Embryonen, in denen alle Nrgl Isoformen deletiert waren,
zeigte, dass Nrgl fiir die Proliferation der Vorldufer der Schwann’schen Zellen unerlésslich
ist [27]. Darauf aufbauend analysierte ich mutante Embryonen, die entweder kein Nrgl oder
nur Typ III Nrgl exprimierten. Ich konnte zeigen, dass die Typ III Nrgl Isoform als axonales
Signal fiir die Entwicklung der Schwann’schen Zellen fungiert [Originalarbeit 1]. Die am

besten charakterisierte Funktion der Schwann’schen Zellen liegt in der Myelinisierung der
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peripheren Nerven, die in Mausen erst nach der Geburt erfolgt. Wegen der embryonalen
Letalitdit von Nullmutationen in Nrgl, ErbB2, ErbB3 oder ErbB4, etablierte ich einen
Mausstamm, in dem ErbB2 konditionell mittels Cre-/oxP-Technologie inaktiviert werden
konnte. Durch Kreuzung dieses ErbB2™-Stammes mit einem, der die Cre-Rekombinase
unter Kontrolle des Krox20-Gens exprimiert, gelang es mir erstmals in vivo zu untersuchen,
ob myelinisierende Schwann’sche Zellen von Nrgl/ErbB-Signalen abhédngig sind. In solchen
Krox20-cre/+; ErbB2™/- konditionellen Mutanten konnte ich eine stark ausgeprigte
Hypomyelinisierung des peripheren Nervensystems beobachten [Originalarbeit 2]. Spater
etablierten Michailov et al. Méuse, in denen Typ I oder Typ III Nrgl neuronal {iberexprimiert
wurden, und beobachteten eine deutliche Hypermyelinisierung der peripheren Nerven
ausschlieBlich nach Uberexpression von Typ III Nrgl [62]. AuBerdem wurde eine
Hypomyelinisierung in Typ III Nrgl+/- heterozygoten Miusen sowie CNP-cre/+; ErbB3"/-
Maiusen beobachtet [62, 91]. Zusammen zeigten diese Experimente, dass axonales Typ III
Nrgl durch ErbB2/ErbB3 heteromere Rezeptoren ein Signal Ubermittelt, das fiir die
Festlegung der Dicke der Myelinscheide im peripheren Nervensystem unerldsslich ist. Es
scheint dafiir auch nur ein eng definiertes Zeitfenster zur Verfiigung zu stehen, wie man aus
Arbeiten schlielen kann, in denen ich ErbB2 erst in adulten Schwann’schen Zellen
inaktivierte. In solchen konditionellen Mutanten war die Dicke der Myelinscheiden nicht

beeintrachtigt [92].

Die Mpyelinisierung ist ein komplexer morphogenetischer Vorgang, bei dem die
Membran der Schwann’schen Zelle sich spiralformig um das Axon legt. Sie geht mit einem
enormen Anstieg in der GrofBe der Schwann’schen Zelle einher, insbesondere der
Membranoberfliche. Waihrend dieses Prozesses tritt nur ein kleiner Bereich der
Schwann’schen Zelle, die adaxonale Membran, in Kontakt mit dem Axon, und nur in diesem
definierten Membranbereich kdénnen axonale Signale empfangen werden. Es muss also
Mechanismen geben, die dafiir sorgen, dass die ErtbB-Rezeptoren in der adaxonalen Membran
prasentiert werden. Die gezielte Prédsentation von ErbB-Rezeptoren auf spezifischen
Subkompartimenten der Membran wurde weitgehend in C.elegans untersucht, wo eine
spezifische membrandre Lokalisierung der Rezeptoren fiir eine erfolgreiche
Signaliibertragung erforderlich ist. Die Signaliibertragung des EGF-Rezeptors wéhrend der
Entwicklung von C.elegans erfolgt iiber einen aus drei Komponenten bestehenden
EiweiBkomplex, dessen Komponenten jeweils PDZ-(PSD95-Disks-Large-ZO-1)-Doménen
besitzen [93]. Dieser Komplex (LIN-7, LIN-2, LIN-10) verankert den EGF-Rezeptor im
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basolateralen Membrankompartiment der epithelialen Vorldauferzellen der Vulva. Die
benachbarte  Ankerzelle préisentiert einen EGF-dhnlichen Liganden, und die
Rezeptoraktivierung héngt essentiell davon ab, dass der Rezeptor auf dieser der Ankerzelle
gegeniiberliegenden Membran lokalisiert ist. Vom Sédugetiergenom werden zahlreiche PDZ-
Proteine kodiert. Eines davon, Erbin, interagiert mit ErbB2, aber keinem der anderen ErbB-
Rezeptoren, und kolokalisiert mit ErbB2 an der basolateralen Oberfliche von epithelialen
Zellen [94]. In vitro Untersuchungen deuten darauf hin, dass Erbin neben ErbB2
moglicherweise eine ganze Gruppe von weiteren Interaktionspartnern besitzt, zum Beispiel
Pa-Integrin, SMADs, lonkanile und Delta-Catenin [95-98]. Frithe Experimente betonten die
Rolle von Erbin bei der Lokalisierung von ErbB2 im basolateralen Subkompartiment von
epithelialen Zellen, aber neuere Studien bringen Erbin mit der Stabilisierung und
Internalisierung des ErbB2-Rezeptors in Verbindung. Die erste genetische Analyse von Erbin
deckte seine Rolle bei der Myelinisierung der peripheren Nerven auf [99]. Erbin -/- Méuse
zeigten eine Hypomyelinisierung und fehlerhafte Segregation der afferenten Fasern mit
kleinem Durchmesser, ein Phénotyp, der dem von Méusen mit Mutationen in 7yp III Nrgl
oder konditionellen Schwann’schen Zell-spezifischen ErbB2 Mutanten sehr dhnelt. Identische
Verdanderungen wurden bei einem Erbin Konstrukt beobachtet, in dem die PDZ-Doméne
selektiv entfernt und die Interaktion zwischen Erbin und ErbB2 somit unterbunden wurde.
Die Menge des ErbB2 Proteins, nicht aber dessen mRNS, ist in den peripheren Nerven
solcher mutanten Mause reduziert, was darauf hinweist, dass ErbB2 instabil wird und dass die

reduzierte Menge von ErbB2 die Nrgl-Signaliibertragung beeintriachtigt.

Die durch Nrgl vermittelte Aktivierung von heteromeren ErbB2/ErbB3-Rezeptoren
setzt eine komplexe Reihenfolge von molekularen Wechselwirkungen in Gang, die dazu
fiihren, dass verschiedene Adapterproteine und Enzyme an phosphorylierte Tyrosinreste der
Rezeptoren rekrutiert werden. Darunter sind Grb2, Shc, Sos, PLCy, PI3K, und Src. IThre
Bindung und/oder Phosphorylierung aktiviert kanonische Signalkaskaden, zum Beispiel
PI3K/Akt, Ras/Erk1/2, PLCy/InsP,/Ca*" und Focal Adhesion Kinase (FAK), die wiederum
Veridnderungen im Zytoskelett bewirken und die Genexpression modulieren. Fortschritte
werden weiterhin in der Identifizierung von Molekiilen gemacht, die die Effekte von Nrgl in
Schwann’schen Zellen vermitteln. Eine Verbindung zwischen Nrgl, PLCy und
Calcineurin/NFAT Signaliibertragung in der Kontrolle der Myelinisierung wurde vor kurzem

identifiziert: die Neuralleisten-spezifische Mutation von Calcineurin verursacht eine schwere
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Storung in der Myelinisierung, ohne die fritheren Phasen der Schwann’schen Zellentwicklung
zu beeintrachtigen [100]. FAK liegt der Nrgl Aktivierung in Schwann’schen Zellen
nachgeschaltet, und konditionelle Mutation von FAK in Schwann’schen Zellen resultiert in

gestorter axonaler Sortierung und Myelinisierung [101].

Ein Teil meiner Arbeiten beschéftigte sich mit der Funktion der Tyrosinphosphatase
Shp2 in Schwann’schen Zellen [Originalarbeit 5]. Das Shp2-Protein der Sdugetiere wurde
von verschiedenen Gruppen unabhingig voneinander zu Beginn der 1990er Jahre identifiziert
und Syp, SH-PTP2, SH-PTP3, PTP1D oder PTP2C benannt. Etwa um die gleiche Zeit wurde
das Drosophila-Homolog, corkscrew (csw) in einem genetischen Screen identifiziert. Es
wurde gezeigt, dass das korrespondierende Protein eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinphosphatase
war, die eine N-terminale Src-homologe-2 Doméne (SH2) enthélt. Genetische Analysen
haben die Bedeutung dieser Tyrosinphosphatase fiir die Entstehung und Progression von
Krankheiten bewiesen. In Menschen sind Keimbahn- und somatische Mutationen in PTPNI11,
dem Gen, das fiir Shp2 kodiert, mit den Noonan und LEOPARD Syndromen assoziiert,
ebenso mit einer Zahl von Tumorarten, vorwiegend Blutkrebs (sogenannte ,juvenile
myelomonocytic leukemia®“ (JMML)). Die Etablierung von Miusen mit analogen Mutationen
hat zu einem besseren Verstdndnis der molekularen Mechanismen von Shp2 bei Krankheiten
beigetragen [102-105]. Trotz seiner enzymatischen Aktivitdt als Phosphatase funktioniert
Shp2 in der Signaliibertragung als ein Aktivator. Die Mutation des Drosophila-Homologs von
Shp2, corkscrew, spiegelt Phianotypen wider, die nach Mutationen in Genen von
Rezeptortyrosinkinasen wie forso oder sevenless beobachtet werden. In der Maus verursachen
Nullmutationen von Shp?2 friihe embryonale Letalitdt, die mit Defiziten in der FGF-Rezeptor
Signaliibertragung in Verbindung gebracht wurde. Insbesondere hat Shp2 eine grof3e
Bedeutung bei der Regulierung des Ras/Erk1/2 Signalweges [106]. Die ausgepriagten
Entwicklungsdefekte, die in Modellorganismen nach solchen ,,loss-of-function® Mutationen
in Shp2 hervorgerufen werden, weisen auf die wichtige und evolutiondr konservierte Funktion

von Shp2 in der Signaliibertragung von Rezeptortyrosinkinasen und Zytokinrezeptoren hin.

Aus der Neuralleisten-spezifischen Mutation von Shp2 in Miusen resultierte ein
bemerkenswerter Verlust von Schwann’schen Zellvorldufern in den peripheren Nerven,
wiéhrend die Inaktivierung von SAp2 in unreifen Schwann’schen Zellen grof3e Defizite in der
Mpyelinisierung verursachte [Originalarbeit 5]. Diese Phidnotypen waren denen, die in

Nrgl/ErbB2/3 mutanten Mdéusen beobachtet wurden, sehr &hnlich. Tatsdchlich waren die
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durch Nrgl vermittelten zelluliren Antworten, wie Proliferation und Migration, in
kultivierten Schwann’schen Zellen fast vollstindig aufgehoben. Die Uberlappung der
dysregulierten Gene in Krox20-cre/+; Shp2"* ‘bzw. Krox20-cre/+; ErbB2"*
konditionellen Mutanten war sehr ausgeprégt, ein Indiz dafiir, dass Shp2 als entscheidender
nachgeschalteter Regulator von ErbB2/ErbB3 Heteromeren fungiert. Vorherige Studien mit
pharmakologischen Hemmern wiesen der PI3K/Akt Signaliibertragung eine entscheidende
Rolle in der Schwann’schen Zellentwicklung und in der Myelinisierung zu und deuteten an,
dass Erkl1/2-Signale nur eine geringe Rolle spielen [88, 89, 107, 108]. Biochemische
Analysen zeigten jedoch, dass die Schwann’sche Zell-spezifische Mutation von Shp2 die
konstitutive Aktivitit von Erk1/2 in vivo und in vitro senkte, wihrend die Aktivierung von
PI3K/Akt unverdandert blieb. Neuere Arbeiten, die sich auf die konditionelle Mutation von
Erkl/2 beziehen, zeigen, dass diese Ansicht revidiert werden muss [109]. Ahnlich der
Mutation von Shp?2 verursacht die Inaktivierung von Erkl/2 in der Neuralleiste einen Verlust
von Schwann’schen Zellvorldufern in den peripheren Nerven, wihrend die Schwann’sche
Zell-spezifische Mutation von Erkl/2 die Myelinisierung beeintrachtigt [110]. Diese
Ergebnisse deuten an, dass eine Shp2-abhingige konstitutive Aktivierung von Erk1/2 fiir die
Effekte von Nrgl in vivo von zentraler Bedeutung ist. Die weitere molekulare Analyse von
kultivierten Shp2 mutanten Schwann’schen Zellen deckte eine Senkung der Src- und FAK-
Aktivitdt nach Behandlung mit Nrgl auf. Die pharmakologische Hemmung von Src konnte
die Effekte des Verlustes von Shp2 auf die Erkl/2- und FAK-Aktivitit wiedergeben
[Originalarbeit 5]. Auf dhnliche Weise wurde die Abhédngigkeit der Signaliibertragung von
FGF-Rezeptoren von Shp2 fiir Src und die konstitutive Erk1/2 Aktivierung gezeigt [111]. Der
genaue Mechanismus, durch den Shp2 Src- und konstitutive Erk1/2-Aktivitdt reguliert, bleibt
weiterhin unklar. Die zweite Kinase, die von Nrgl/Shp2 reguliert wird, FAK, ist fiir die
Proliferation von Schwann’schen Zellen unverzichtbar [101]. Zusammengefasst reguliert
Shp2 die Aktivitdit von mehreren Signalmolekiilen, darunter FAK, Src und Erk1/2, um

Proliferation, Migration und Myelinisierung von Schwann’schen Zellen in vivo zu erzielen.
, y

In Schwann’schen Zellen beeinflusst Nrgl auch die Aktivitit von Mitgliedern der
Rho-GTPase Familie, Cdc42 und Racl, um Migration und Proliferation in vivo zu regulieren
[112-114]. Die Aktivierung von Racl und Cdc42 wurde mit den Signalpfaden der c-Jun N-
terminal-Kinase (JNK) und der p38-Mitogen-aktivierten Proteinkinase (p38-MAPK) in
Zusammenhang gebracht [115, 116]. Dies ist interessant, da die Hemmung von JNK oder

p38-MAPK die Myelinisierung in vitro behindert [117-119]. Somit konnte die ErbB-
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Signaliibertragung die Differenzierung von Schwann’schen Zellen direkt durch die Rho-

GTPase-Familie regulieren.

Nrgl wird stark im sich entwickelnden und erwachsenen Gehirn der Maus exprimiert
[Originalarbeit 1]. Der wichtigste neuronale Rezeptor fiir Nrgl, ErbB4, wird in sich
entwickelnden und ausgereiften GABA-ergen Neuronen exprimiert. Im Gegensatz dazu wird
ErbB3 hauptséichlich in unreifen und ausgereiften Oligodendrozyten exprimiert. GABA-erge
Interneurone migrieren aus der ,medial ganglionic eminence” (MGE) des ventralen
Vorderhirns zur sich entwickelnden GroBhirnrinde. Entlang der langen Migrationsstrecke
wirken verschiedene chemoattraktive und chemorepulsive Signale auf die GABA-ergen
Interneurone. Interessanterweise wird Nrgl entlang der Migrationsstrecke dieser Neuronen
exprimiert, weshalb es als mogliches Signalmolekiil fiir deren Entwicklung galt. Um die

Funktionen von Nrgl wihrend der Gehirnentwicklung untersuchen zu konnen, setzte ich ein

gefloxtes Allel (NrgI®) ein, in dem die Sequenzen, die fiir die f-Isoform kodieren, durch

Cre-Rekombinase deletiert werden konnten [70, 120]. Da dieses Allel schon eine

Punktmutation in den Sequenzen der o-Isoform triagt, fithrt die Cre-vermittelte

Rekombination zu einem Nullallel von Nrgl. Miuse, die das Nrgl® Allel trugen, wurden mit

einem Foxgl-cre Stamm gekreuzt, um eine Deletion von Nrgl/ in neuroepithelialen

Vorldufern im Vorderhirn zu erméglichen. Solche Foxgl-cre/+; Nrgl®/- Miuse wurden

geboren, starben aber innerhalb der ersten postnatalen Tage. In Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Oscar Marin untersuchte ich die Folgen der Deletion von Nrgl auf die
Entwicklung des Gehirns mit besonderem Augenmerk auf die Entwicklung der GABA-ergen
Interneuronen [121]. Nrgl wird entlang eines von sogenannten ,,corridor cells“-gebildeten
Korridors neben dem Striatum als Typ III Isoform bzw. in der Ventrikularschicht der

GroBhirnrinde als Typ IVII (Ig) Isoform exprimiert [Originalarbeit 1, 121]. In Foxgl-cre/+;
Nrgl®/- konditionellen Mutanten sowie herzgeretteten ErbB4-Mutanten war die Migration
von GABA-ergen Interneuronen aus dem MGE entlang des Zellkorridors und weiter zur
GroBhirnrinde stark beeintrachtigt. Hingegen konnte die ektopische Expression von Nrgl-Ig-
Isoformen die Migrationsrichtung von den aus der MGE kommenden GABA-ergen Neuronen

in kultivierten Gehirnschnitten stark umlenken.
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Nrgl Isoformen sind nicht nur fiir die Migration von GABA-ergen Interneuronen von
entscheidender Bedeutung, sie fungieren auch als chemoattraktive Signale fiir das
Auswachsen von thalamokortikalen Projektionen [122]. Hierfiir spielen wiederum die
,corridor cells* eine entscheidende Rolle. Diese Zellen wandern aus der ,,lateral ganglionic
eminence” (LGE) zum MGE aus und bilden Typ III Nrgl. Dieses fungiert wiederum als

chemoattraktiver Korridor fiir die aus dem Thalamus kommenden neuronalen Fortséatze.

Typ I und Typ II Nrgl teilen zusétzlich zur gemeinsamen EGF-Doméne auch eine
Immunglobulin-(Ig)-dhnliche Doméne, weshalb sie auch ,Nrgl Ig-Isoformen® genannt
werden. Kramer und Mitarbeiter/innen etablierten Mause, in denen die Ig-Nrgl Isoformen
fehlten, und beobachteten, dass die Embryonen an E10,5 an der fehlenden Trabekulierung des
Herzens und aberranter Entwicklung der kranialen Ganglien starben [33]. Meyer und
Birchmeier mutierten mittels einer f-Galaktosidase-Neomycin-Kassette Exone, die fiir die
EGF-Doméne kodieren, womit alle Isoformen inaktiviert wurden [27]. Durch Farbung mit
einem Substrat der B-Galaktosidase konnte die Expression des Typ I Nrgl dann sichtbar
gemacht werden [Originalarbeit 1]. Durch einen Vergleich der Ko-Expression der
verschiedenen Nrgl Isoformen in Herz und im Nervensystem und deren Funktionen in vivo
konnte ich zeigen, dass Typ I Nrgl die Entwicklung des Herzens und der kranialen Ganglien

steuert [Originalarbeit 1].

Typ 1 Nrgl wird im Endokard exprimiert und beeinflusst die Trabekulierung der
darunter liegenden Myokardialzellen, die ErbB2/ErbB4 Heteromere exprimieren. In den
kranialen Ganglien werden die Typ I Nrgl Signale jedoch iiber ErbB2/ErbB3 Heteromere
ibermittelt: Typ I Nrgl wird in den aus den Plakoden kommenden sensorischen Neuronen
exprimiert und durch Zellen erkannt, die aus der Neuralleiste stammen und die restlichen
Anteile der kranialen Ganglien bilden. Noch ist unklar, ob das Fehlen dieser
Neuralleistenderivate in den kranialen Ganglien der Nrgl/ErbB2/ErbB3 Mutanten durch
fehlende Migration oder Proliferation verursacht wird. Eine Funktion von Typ I Nrgl in der
Migration der Neuralleiste wurde jedoch fiir die Entwicklung des Sympathikus nachgewiesen:
Typ I Nrgl wird entlang des Migrationspfads der Vorldufer der sympathischen Neuronen
exprimiert. In der Abwesenheit von Nrgl/ErbB Signalen aggregieren sich diese und
verbleiben im dorsalen Teil des Embryos. In Folge fehlen dann der Truncus sympathicus und

das Nebennierenmark [44].
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Eine Expression von Typ I Nrgl in einer Subpopulation der sensorischen Neuronen,
der propriozeptiven Afferenzen, die den Muskelspindelapparat innervieren, konnte ebenfalls
nachgewiesen werden [Originalarbeit 1]. Das Ausschalten aller Nrgl Isoformen in
sensorischen Neuronen mittels konditioneller Mutagenese fiihrte zur aberranten Induktion des
Muskelspindelapparats. Im Gegensatz dazu waren die Muskelspindeln einer 7Typ Il Nrgl
Mutante normal, was zeigte, dass Ig-Isoformen von Nrgl den Muskelspindelapparat
induzieren [123] (Abbildung 4). Die Induktion des Muskelspindelapparats durch Typ I Nrgl
lauft iiber ErbB2-enthaltende Heteromere in Muskelzellen [124, 125]. Typ I Nrgl kann als
l6sliches Molekiil in Zellkulturiiberstinden gefunden werden, und es war bis vor kurzem
unklar, ob diese Isoform die Transmembrandoméne fiir thre Funktion bendtigt. Durch die
Etablierung einer neuen Mutation in der Transmembrandomidne von Nrgl konnte
nachgewiesen werden, dass Typ I in vivo als membrangebundenes Molekiil présentiert

werden muss [126].

Muskelspindel

1P.9 .9
N N N S

4 TypINrgt

4 Typ I Nrg
¥ ErbB2ErbB3

Abb. 4. Verschiedene Nrgl Isoformen iibernehmen unterschiedliche Funktionen wahrend der
Entwicklung des peripheren Nervensystems. Typ III Nrgl (roter Pfeil) findet sich an axonalen
Membranen und steuert die Entwicklung und Differenzierung der benachbarten Schwann’schen Zellen
(gelb). Typ I Nrgl (blauer Pfeil) ist am Terminus von sensorischen la Afferenzen fiir die Entwicklung
des Muskelspindelapparats unerlésslich.
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Die Expression von Typ I Nrgl im Endokardium ist bis ins Erwachsenenalter zu
beobachten (A. N. Garratt und C. Birchmeier, unveroffentlicht), wihrend ErbB2 und ErbB4
Heteromere in den Membranen der T-Tubuli von Kardiomyozyten exprimiert werden. Die
Nebenwirkungen (Kardiomyopathie), die nach einer Behandlung mit dem monoklonalen anti-
ErbB2 Antikorper Herceptin®/Trastuzumab eintreten konnen, waren leider in Tierversuchen
nicht vorhersehbar, da das Medikament nur den menschlichen ErbB2 Rezeptor erkennt.
Durch die Etablierung von Mic2v-cre/+; ErbB2"/- konditionellen Mutanten gelang es mir,
ein Mausmodell zu generieren, mit dem ich die Funktion von Nrgl/ErbB Signalen im adulten
Herzen untersuchen konnte [Originalarbeit 3]. Diese Miuse entwickeln nach dem ersten
postnatalen Monat eine starke dilatative Kardiomyopathie, die sehr dem Phénotyp von
konditionellen ErbB4 Mutanten &hnelt, die einige Zeit spidter von der Arbeitsgruppe um
Cecilia Hertig etabliert wurden [66]. Dies zeigt, dass ErbB2/ErbB4 Heteromere an der

Signaliibertragung in adulten Kardiomyozyten beteiligt sind.

Das C-terminale Ende der EGF-Doméne von Nrgl kommt entweder als a- oder {3-
Variante vor; die a-Isoformen haben eine niedrigere Affinitit fiir ErbB3 oder ErbB4 als die
B-Isoformen [127]. Eine homozygote Mutation der Nrgl -Isoformen (Nrgl PP ) resultierte in

spater embryonaler Letalitit (E18,5) mit einem Verlust von Schwann’schen Zellen und
Degeneration des peripheren Nervensystems. Sie war identisch mit dem Phanotyp der ErbB3

Mutanten [42, 128] und kongruent mit der starken Expression der p-Isoformen im

Nervensystem. Im Gegensatz dazu starben Nrgl F/- Mutanten (nur eine allelische Kopie der o-

Isoformen) am E10,5 an fehlender Trabekulierung des Herzens [128], was zeigt, dass in der
Abwesenheit der B-Isoformen die Menge der niedrigaffinen Nrgl a-Isoformen fiir die

Trabekulierung limitierend ist. Mause, die eine homozygote Mutation in den Nrgl o-
Isoformen tragen (Nrgl O{/a), iiberleben ohne offensichtlichen Phénotyp bis ins
Erwachsenenalter, wihrend Nrg/“/- Mutanten eine dilatative Kardiomyopathie entwickeln

(Abbildung 2). Da Nrgl+/- Tiere keine offensichtliche Herzinsuffizienz zeigen, bedeutet dies,
dass in erwachsenen Tieren die a- und P-Isoformen von Nrgl bendtigt werden, um die

Pumpfunktion des Herzens aufrecht zu erhalten.

In vielen Geweben, wie zum Beispiel im Nervensystem und im Herzen, werden beide,

Nrgl a- und Nrgl p-Isoformen, exprimiert. Ein Organ, in dem nur die Nrgl a-Isoformen
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exprimiert werden, ist die Brustdriise. Die Entwicklung der lobuloalveoldren Brustdriisen von
Nrgl oa Maiusen wurde wahrend der Trachtigkeit und Stillzeit stark beeintrachtigt [70]. Nrgl
a-Isoformen werden fiir die Proliferation des Brustdriisenepithels und die Induktion der
Expression von B-Casein benotigt. Dennoch kénnen Nrgl oa Maiuse ihre Nachkommen

ausreichend ernéhren.

Als Nrgl erstmals identifiziert und kloniert wurde, war es offensichtlich, dass der
Faktor von Zellmembranen freigesetzt werden konnte [23, 25]. Die ersten Isoformen, die
isoliert wurden, waren Typ I bzw. Typ II [23-25]. Proteolytische Schnittstellen wurden in der
Néhe der Transmembrandomine auf der C-terminalen Seite der EGF-Doméne der Typ I
Isoformen beschrieben. In einer isolierten cDNS-Sequenz von Typ III Nrgl [35] (spéter Nrgl
Typ III-Bs-Isoform benannt) war jedoch diese Transmembrandoméne nicht enthalten;
stattdessen enthielt diese Isoform eine andere hydrophobische Aminosduresequenz auf der N-
terminalen Seite der EGF-Domiéne. Biochemische Untersuchungen zeigten, dass Typ 111 Nrgl
an Zellmembranen lokalisiert ist und ins Medium freigesetzt werden kann [129]. Als ich die
verschiedenen biochemischen und genetischen Untersuchungen beziiglich des Nrgl/ErbB
Signaliibertragungssystems im Jahr 2000 zusammenfasste, war die Topologie der Typ III
Nrgl Isoform noch unklar. Zu dieser Zeit zeichnete ich ihre N-terminale hydrophobische
Domine als nicht membranstindig [Vorgelegte Ubersichtsarbeit]. Erst mit den
biochemischen Arbeiten von Falls et al. wurde klar, dass die am hdufigsten vorkommende
Form von Typ III (Typ III Nrgl-p1) zwei Transmembrandominen enthilt (die N-terminale
Typ Ill-spezifische Domine und die Doméne an der C-terminalen Seite der EGF-Domine)

und als Haarnadelstruktur in Membranen verankert wird [19, 130] (siche Abbildungen 1, 3).

Als beschrieben wurde, dass manche Mitglieder der ADAM-Protease-Familie Nrgl
von Zellmembranen freisetzen konnten, gab es keine klaren Hinweise aus genetischen
Untersuchungen darauf, dass diese Spaltung von Nrgl eine wichtige Funktion in vivo hitte.
Erst durch eine Reihe von Befunden war es mdglich, fiir Nrgl eine klare Verbindung
zwischen Proteolyse und Aktivitit herzustellen. Erstens wird die Protease [(3-Sekretase
(BACEL!) zur Zeit der Myelinisierung sehr stark exprimiert. Zweitens kann Typ III Nrgl von
BACE1 in vitro proteolytisch gespalten werden. Drittens gibt es eine deutliche
Hypomyelinisierung in BACE[-/- Mausen [Originalarbeit 4]. Trotz der Rolle von BACE]1 in
der Spaltung und Aktivierung von Typ III Nrgl ist diese Funktion erst wéhrend der
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Myelinisierung des peripheren Nervensystems zu beobachten: die frithen essentiellen
Funktionen von Typ III Nrgl in Migration, Proliferation und Uberleben der Schwann’schen
Zellen bleiben in BACEI Mutanten offenbar unbeeintrichtigt. Dies konnte bedeuten, dass
entweder andere Proteasen fiir die Aktivierung von Nrgl wéhrend der Embryogenese
verantwortlich sind, dass ungespaltenes Nrgl ebenfalls Schwann’sche Zellvorlaufer
aktivieren kann oder dass eine geringere Nrgl Aktivitit flir die frithen Phasen der

Schwann’schen Zellentwicklung ausreicht.

Hu et al. haben beschrieben, dass BACEI nicht nur die Myelinisierung des peripheren
sondern auch des zentralen Nervensystems beeinflusst [107] und brachten dies in Verbindung
mit Nrgl Funktionen in Oligodendrozyten. Viele vorherige Studien mit kultivierten
Oligodendrozyten hatten dem Nrgl Signaliibertragungssystem wichtige Funktionen in der
Entwicklung und Myelinisierung von Oligodendrozyten zugeteilt. Gleichzeitige konditionelle
Mutagenese beider Nrgl Rezeptoren, ErbB3 und ErbB4, in Oligodendrozyten hat jedoch
keinen Effekt auf die Myelinisierung im zentralen Nervensystem [91]. Aullerdem hat meine
eigene Analyse der Myelinisierung im Nervus opticus von BACEI-/- Mutanten keine
Verdnderungen aufgedeckt (unverdffentlichte Daten). Dennoch kénnen Oligodendrozyten in
vivo auf Nrgl reagieren, da die Uberexpression von Typ III sowie Typ I Nrgl zu

Hypermyelinisierung fiihrt [91].

BACE] gilt als Hauptziel fiir die Behandlung der Alzheimer Erkrankung, da es das
toxische FEiweillifragment [-Amyloid freisetzt. BACE1 hat aber eine sehr wichtige
physiologische Funktion: es spaltet und aktiviert Nrgl im Nervensystem. Dies bedeutet auch,
dass Nebenwirkungen erwartet werden, wenn BACE1 gehemmt wird. So wird zum Beispiel
eine starke Beeintrichtigung wihrend der Remyelinisierung der peripheren Nerven nach
Verletzung erwartet, wenn BACE1 gehemmt wiirde [86]. Von Bedeutung ist, dass Nrgl ein
viel besseres BACEI-Substrat als die Amyloid-Vorldufer-Protein (APP) darstellt
[Originalarbeit 4]. Es wire also moglich, dass Nrgl oder das Geschwistermolekiil Nrg3, die
beide die gleiche BACE1 Schnittstelle HLGIEF*ME enthalten, die Aktivitit von BACEI im
Hinblick auf das Amyloid-Vorldufer-Protein (APP) reduzieren konnten. Dies erdffnet die
Moglichkeit, dass Nrgl bzw. Nrg3 als natiirliche kompetitive BACE1-Substrate sogar den
Umsatz von APP und somit den Verlauf der Alzheimer Erkrankung positiv beeinflussen

konnten.
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7. Zusammenfassung

Das Gen Neuregulin-1 (Nrgl), eines der grofiten Gene im Genom von Sédugetieren, kodiert fiir
eine  Vielfalt verschiedener Isoformen, die entweder sezerniert oder als
Transmembranmolekiile synthetisiert werden. Alle Nrgl-Isoformen besitzen eine EGF-
Doméne, mit der sie an die Rezeptortyrosinkinasen ErbB3 bzw. ErbB4 binden. Diese bilden
mit dem Korezeptor ErbB2 heteromere Rezeptoren aus, also ErbB3/ErbB2 bzw.
ErbB4/ErbB2. Die Rezeptor-Heteromere werden durch Nrgl-Bindung aktiviert und setzen
verschiedene intrazelluldre Signalwege in Gang, die so unterschiedliche zelluldre Antworten
wie Proliferation, Migration, Uberleben, und Differenzierung hervorrufen [Vorgelegte

Ubersichtsarbeit, 68].

In den vorgelegten Arbeiten wurden die Verfahren der klassischen und konditionellen
Mutagenese eingesetzt, um die Funktionen des Nrgl/ErbB Signaliibertragungssystems
wihrend der embryonalen Entwicklung bzw. in postnatalen Stadien der Maus zu
untersuchen. Wéhrend der Embryogenese werden die Nrg-Isoformen Typ I und Typ III u.a.
im Endokard bzw. in sensorischen und Motoneuronen exprimiert [27]. Durch einen Vergleich
von Mdusen, bei denen gezielt spezifische Isoformen von Nrgl mutiert wurden, konnte ich
zeigen, dass Typ [ Nrgl die Entwicklung des Herzens und der aus der Neuralleiste gebildeten
neuronalen Anteile der kranialen Ganglien steuert, wiahrend Typ III Nrgl fiir die Entwicklung
der Vorldaufer der Schwann’schen Zellen unerldsslich ist [Originalarbeit 1]. Da die
Nullmutation von Nrgl bzw. ErbB2/ErbB3/ErbB4 zur embryonalen Letalitit fiihrt,
entwickelte ich einen Mausstamm, in dem ErbB2 konditionell inaktiviert werden konnte, um
die Funktionen von Nrgl/ErbB-Signalen in der postnatalen Maus untersuchen zu konnen.
Initial wurde mittels eines Krox20-cre-Treibers die Rolle des Signalsystems in
ausdifferenzierenden myelinisierenden Schwann’schen-Zellen untersucht [Originalarbeit 2].
Diese Untersuchungen zeigten zum ersten Mal, dass Nrgl-ErbB-Signale eine trophische
Wirkung auf die Schwann’sche Zelle ausiiben, und dadurch die Dicke der Myelinscheide im

peripheren Nervensystem kontrollieren.

Typ I und Typ II Nrgl-Isoformen werden als transmembran Molekiile synthetisiert
und spéter durch Proteolyse in die extrazelluldre Matrix freigesetzt bzw. auf der axonalen
Membran présentiert. Michael Willem und Christian Haass (LMU, Miinchen) konnten in vitro

zeigen, dass Typ III Nrgl durch die Protease (-Sekretase (BACEI) gespalten wird. Die
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Inhibition dieser Sekretase ist einer der vielversprechendsten Therapieansitze fiir die
Behandlung der Alzheimer Erkrankung, die mit Ablagerungen des Amyloid-Beta-Peptids,
einem der Spaltprodukte von BACEI, assoziiert ist. Die physiologische Funktion der [3-
Sekretase BACE1 war bis vor kurzem ungeklirt, auch eine Nullmutation in der Maus zeigte
keinen offensichtlichen Phinotyp. Aufgrund dieser Erkenntnisse galt BACEI als Hauptziel
der Wirkstoffentwicklung fiir Therapeutika der Alzheimer Erkrankung. Durch Vergleich der
Phinotypen im Nervensystem von konditionellen ErbB2-Mutanten mit Miusen, in denen
BACEI!1 fehlte, konnte ich die essentielle Funktion von BACE1 in der Nrgl-abhingigen
Myelinisierung der peripheren Nerven aufdecken [Originalarbeit 4]. Diese Arbeit lieferte
den ersten Beweis dafiir, dass die Proteolyse von Nrgl fiir die Aktivitit des Molekiils in vivo
von zentraler Bedeutung ist. Somit miissen in Zukunft mdgliche Nebenwirkungen einer auf
BACEI-Hemmung basierenden Therapie aufgrund der nachgewiesenen physiologischen
Funktion dieser Protease bei der Myelinisierung in Betracht gezogen werden. Nrgl/ErbB
Signale aktivieren eine Reihe von Signalpfaden in der Schwann’schen Zelle die deren
Entwicklung und Differenzierung steuern. In Zusammenarbeit mit Katja Grossmann, Profs.
Carmen und Walter Birchmeier und weiteren Wissenschaftlern wurden Src und MAPKinase
als Nrgl nachgeschaltete Signalpfade identifiziert, die fiir die frithe Entwicklung und spitere

Ausdifferenzierung der Schwann’schen Zelle essentiell sind [Originalarbeit 5].

Nrgl-ErbB2/ErbB4-Signale sind unabdingbar fiir die embryonale Entwicklung des
Herzens [26, 27, 63], und deren Inaktivierung in der Maus fiihrt zur Letalitit an E10,5.
Untersuchungen an Patientinnen mit metastasierendem Mammakarzinom, die mit einer
antikorperbasierten Therapie (Herceptin®/Trastuzumab) gegen ErbB2 behandelt wurden,
ergaben, dass ein Teil der Frauen an einer Herzinsuffizienz erkrankt war [15]. In
Zusammenarbeit mit dem Kardiologen Cemil Ozcelik setzte ich einen konditionellen ErbB2-
Stamm ein, um die Rolle von Nrgl/ErbB-Signalen im postnatalen Herzen zu untersuchen. Die
Versuchsreihe ergab, dass ErbB2 fiir die Aufrechterhaltung der Pumpfunktion des Herzens
bendtigt wird [Originalarbeit 3], und konnte somit erklidren, wie eine Behandlung mit

Herceptin®/Trastuzumab zu einer Dysfunktion des Herzens fiihren kann.

Die Etablierung genetisch verdnderter Mause, in denen Nrgl bzw. dessen Rezeptoren
ErbB3/ErbB2 und ErbB4/ErbB2 mittels klassischer und konditioneller Mutagenese inaktiviert
wurden, hat es ermdglicht, die Rolle der Nrgl/ErbB-Signalkaskade in der Entwicklung und

Funktion des Herzens und sowie des peripheren Nervensystems von Sdugetieren aufzukléren.
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In den letzten Jahren hat sich zunehmendes medizinisches Interesse auf die Funktion von
Nrgl/ErbB-Signalen im zentralen Nervensystem fokussiert, da Mutationen in Nrgl, Nrg3 und
ErbB4 mit Schizophrenie assoziert wurden [131-133]. Vor kurzem konnte in Mausmodellen
gezeigt werden, dass Nrgl/ErbB4-Signale den Aufbau und die Funktion von inhibitorischen
GABA-ergen Schaltkreisen im Gehirn beeinflussen [134]. Die Aufkldrung der Rolle von
Nrgl/ErbB-Signalen im embryonalen und adulten Gehirn und bei der Atiologie von
Erkrankungen des Nervensystems stellt damit ein sehr spannendes Thema fiir zukiinftige

Forschung dar.
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