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NO als Regulator neuronaler Motilitat
und Regeneration in einfachen
Nervensystemen

Gerd Bicker und Michael Stern

Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) ist als gasformiger Botenstoff im Nervensystem bekannt.
Es spielt eine Rolle bei synaptischer Plastizitiit, aber auch bei neuronalen Entwick-
lungs- und Regenerationsvorgingen. Wir untersuchen die Funktion von NO und
seiner Signalkaskade iiber zyklisches GMP am Heuschreckenembryo. Dessen sich
entwickelndes Nervensystem ist sehr gut fiir pharmakologische Manipulationen in
Gewebekultur geeignet. Wir analysieren die zelluliiren Mechanismen der NO-Wirkung
an drei Beispielen: 1. im peripheren Nervensystem beim Auswachsen von Pionierneu-
ronen in der Antenne, 2. im zentralen Nervensystem bei der axonalen Regeneration
serotonerger Interneurone nach Axotomie und 3. im enterischen Nervensystem bei
der Migration von Neuronen, die den Darm-Nervenplexus bilden. In allen Fillen dient
intern freigesetztes Stickstoffmonoxid bzw. die Synthese von zyklischem GMP als ein
permissives Signal fiir den jeweiligen Entwicklungsvorgang. Kohlenstoffmonoxid (CO)
moduliert als ein weiterer gasformiger Botenstoff antagonistisch zu NO die Wanderung
der Darmneurone. Experimente mit humanen Modellneuronen in Zellkultur weisen
darauf hin, dass NO auch bei der Bildung des menschlichen Nervensystems Aspekte
der Zellmigration reguliert.

Abstract

Nitric oxide (NO) is known as a gaseous messenger in the nervous system. It plays a role
in synaptic plasticity, but also in neural development and regeneration. We study the
function of NO and its signalling cascade via cyclic GMP in the grasshopper embryo.
Its developing nervous system is well suited for pharmacological manipulations in tis-
sue culture. We analyse cellular mechanisms of NO action in three examples: 1. in the
peripheral nervous system during antennal pioneer axon outgrowth, 2. in the central
nervous system during axonal regeneration of serotonergic neurons after axotomy,
and 3. in the enteric nervous system during migration of neurons forming the midgut
nerve plexus. In each case, internally realeased NO or NO-induced ¢cGMP synthesis
acts as a permissive signal for the developmental process. Carbon monoxide (CO), as
a second gaseous messenger, modulates enteric neuron migration antagonistic to NO.
Experiments on human model neurons in cell culture indicate that NO regulates cell
migration also during human brain development.
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Ein gasformiger Botenstoff und
sein Rezeptor

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein reaktives
Gas, das im Organismus als membran-
permeabler Botenstoff von Zelle zu Zelle
signalisieren kann. Es wurde zuerst als
Endothelium-derived Relaxing Factor
(EDRF) beschrieben, der nach einer Frei-
setzung aus Endothelzellen die Relaxation
der glatten GefaBmuskulatur bewirkt. Die
Entdeckung dieses atypischen Transmitters
auch im Gehirn vor etwa 20 Jahren stellte
eine der groBeren Uberraschungen in den

Neurowissenschaften dar. Eine Informa-
tionsiibertragung durch ein Gas, das auf
Bedarf von einer Zelle produziert wird,
durch die Membran diffundiert und die
Funktion einer anderen Zelle reguliert,
reprisentiert ein vollstdndig neuartiges
Signalisierungsprinzip in dem durch sei-
ne strikten anatomischen Verbindungen
charakterisierten Nervensystem. Die
prominente Rolle von NO bei der Mo-
dulation synaptischer Plastizitdt und bei
der Pathologie neuronaler Erkrankungen
wurde bereits von Wolf (1997) in einem
Neuroforumartikel dargestellt.

NO wird in Neuronen von einer Ca*/Cal-
modulin stimulierten NO-Synthase (NOS)
gebildet (Abbildung 1). Einer der Signaltrans-
duktionswege dieses reaktiven Gases ist seine
Bindung an die Him-Gruppe der 16slichen
Guanylylcyclase (Garthwaite 2008). Die
resultierende Aktivierung l6slicher Guanylyl-
cyclasen (sGC) reguliert zelluldre Funktionen
iiber die Synthese von cGMP (Abbildung 1).
Da die Aktivierung der sGC durch NO im
nanomolaren Bereich erfolgt, stellt die NO/
c¢GMP-Signaltransduktion eine hochempfind-
liche Signalkaskade der zelluldren Kommu-
nikation dar (Garthwaite 2008).
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Abb. 1: Schema des transzellularen NO/
cGMP Signalweges.

Neuronale Aktivitat der Donor-Zelle fiihrt
zum Einstrom von Kalzium, das zur Akti-
vierung der NO-Synthase (NOS) fiihrt. NOS
katalysiert die Bildung von Stickstoffmo-
noxid (NO), welches durch die Zellmem-
branen diffundiert und in der Zielzelle an
die losliche Guanylylcyclase (sGC) bindet.
Die Stimulation von sGC durch NO fiihrt
zur Bildung des sekundaren Botenstoffs zy-
klisches Guanosinmonophosphat (cGMP),
welches wiederum die Proteinkinase G
(PKG) aktiviert. Uber weitere Zwischen-
schritte wird schlief3lich die Motilitat von
Zellen und Wachstumskegeln reguliert. In
embryonaler Gewebekultur ist es moglich,
an unterschiedlichen Stellen pharmakolo-
gisch in die Signalbahn einzugreifen, sei es
durch Applikation von externem NO (blau),
durch andere Aktivatoren der Signalbahn
(griin) oder durch Inhibitoren (rot).

Zyklisches GMP aktiviert eine Vielzahl von
Effektorproteinen einschlieflich der Prote-
inkinase G (PKGI und PKGII), Phospho-
diesterasen und durch zyklische Nucleotide
regulierte Ionenkanile (Lucas et al. 2000).
Obwohl NO als ein unkonventioneller Trans-
mitter durch die Zellmembran diffundieren
kann, wird die Spezifitdt der zelluldren
Kommunikation iiber die aktivitdtsabhdn-
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gige Synthese und eine diskrete Verteilung
des Rezeptorproteins (sGC) erhalten. Da die
NO-Synthase NADPH als Kofaktor benotigt,
lassen sich NO synthetisierende Zellen mit
der NADPH-Diaphorase-Histochemie (Wolf
1997) auf mild fixierten Gewebeschnitten
darstellen. Eine weitere Darstellungsmog-
lichkeit der NO-Donorzellen erfolgt mit
Antikorpern gegen NO-Synthase. Die
Zielzellen des NO-Signals konnen iiber eine
NO-induzierte cGMP-Synthese im lebenden
Gewebe mit einer immunzytochemischen
Methodik identifiziert werden.

Auch Insekten nutzen das NO/cGMP-
System. Vor etwa 15 Jahren konnte die
Freisetzung dieses Molekiils durch eine
Ca?/Calmodulin stimulierte NOS in neu-
ronalen Primédrkulturen nachgewiesen und
die cGMP synthetisierenden Zielzellen in
einem Insektengehirn zytologisch dargestellt
werden (Miiller und Bicker 1994; Bicker
et al. 1996). Inzwischen sind eine Reihe
von zelluldren Wirkungen der NO/cGMP-
Signaltransduktion bei der Modulation
neuronaler Plastizitét in den iibersichtlichen
Schaltkreisen von Insektennervensystemen

Abb. 2: Wanderheuschrecke auf Papyrusbliite. Ausschnitt aus einem Wandbild in der Grab-

kammer des Horemhab aus dem 15. Jh. v. Chr.

beschrieben worden. So wirkt NO zum
Beispiel als retrograder Botenstoff bei der
Lichtadaptation im visuellen System der
Heuschrecke (Schmachtenberg und Bicker

1999) oder es stimuliert die Freisetzung von
Neurotransmittervesikeln an der neuromus-
kuldren Synapse von Drosophila-Larven
(Wildemann und Bicker 1999).
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NO als essenzieller
Entwicklungsregulator

Da die neuronale Expression von NOS im
Wirbeltiernervensystem bei Entwicklungs-
und Regenerationsprozessen dynamisch
reguliert wird, kann man NO nicht nur
eine Rolle bei der Modulation synaptischer
Plastizitat, sondern vermutlich auch bei
Entwicklungsmechanismen zuschreiben. Als
Beispiel seien nur die Entwicklungsprozesse
der Neurogenese, der neuronalen Migra-
tion und des Neuritenwachstums genannt,
die durch experimentelle Anderungen in
der NO-Konzentration moduliert werden
konnen (Hess et al. 1993; Packer et al.
2003; Moreno-Lopez et al. 2004). Es stellt
sich nun die Frage, ob NO ein essenzieller
Faktor fiir die Entwicklung ist. Dazu wurde
bei der genetisch zugédnglichen Taufliege
Drosophila, deren Genom nur ein einziges
NOS-Gen (dNOS) enthélt, mehrere Punkt-
mutationen isoliert, die zu einem Ausfall der
Enzymaktivitit des mutierten NOS-Proteins
fithrten (Regulski et al. 2004). Fliegen, die
fiir eine der Punktmutationen homozygot
sind, sterben widhrend der embryonalen
oder frithen larvalen Entwicklung. Natiirlich
lasst sich aus dieser Untersuchung noch kein
Mechanismus ableiten, wie NO die Em-

tenarten besitzen ein relativ tibersichtliches
zentrales Nervensystem, das aus individuell
identifizierten Vorlauferzellen, Neuroblasten,
entsteht, die sich im Stammzellmodus teilen.
Seit einem Jahrhundert wird die Biologie der
Heuschrecke intensiv erforscht, um Strate-
gien zur Bekdmpfung dieses schwarmbilden-
den Schadinsekts zu entwickeln, das bereits
durch seine Bedrohung der Ernten im alten
Agypten (Abbildung 2) zum Symbol fiir eine
biblische Plage wurde. Ironischerweise stell-
te sich bei der Forschung heraus, dass das
Heuschreckennervensystem ein einfaches
wie robustes neurophysiologisches Préaparat
fiir die Analyse komplexer sensomotorischer
Integrationsprozesse ist. Die Bildung
morphologisch eindeutig identifizierbarer
Neurone aus den Neuroblasten lieen den
Heuschreckenembryo auflerdem zu einem
Modellorganismus fiir das Studium zellu-
larer Mechanismen der axonalen Wegfin-
dung werden. Im Lebenszyklus dieses hemi-
metabolen Schadinsekts legen die Weibchen
die Eier als Gelege im Boden ab, die durch
ein schaumartiges Sekret zusammengehalten
werden. Der Embryo ernéhrt sich im Ei vom
Dotter, schliipft dann als wurmformige Larve
und entwickelt sich tiber fiinf frei bewegliche
Grashiipferstadien, die bereits eine grofie
Ahnlichkeit zum erwachsenen Tier zeigen,

Wegfindung in Gewebekultur nachgewiesen
(Kolodkin et al. 1992).

NO/cGMP-Signaltransduktion
reguliert das Auswachsen von
Pionierneuronen

Das Auswachsen der Nervenzellen wiahrend
der Entwicklung wird von sogenannten
Wachstumskegeln erméglicht, die als be-
wegliche Zellstrukturen an der Spitze von
neuronalen Fortsétzen sitzen. Pionierneu-
rone legen die ersten axonalen Bahnen bei
der Entwicklung des Nervensystems. Spéter
auswachsende Axone konnen iiber Mecha-
nismen der Zell-Zelladhédsion den bereits
bestehenden Bahnen nachfolgen. Diese
Strategie der axonalen Navigation wurde ex-
emplarisch an Extremititenanlagen des Heu-
schreckenembryos nachgewiesen, in denen
identifizierbare Paare von Pionierneuronen
die frithen axonalen Wege von Sinneszellen
zum Zentralnervensystem festlegen, wenn
die zu iiberbriickenden Distanzen noch kurz
sind (Bate 1976; Bentley und O’Connor
1992). In der Extremititenanlage befindet
sich zwischen einem ektodermalen Epithel
und lockerem mesodermalem Gewebe eine
Basallamina, auf der die Axone von Sin-
neszellen und Motoneuronen auswachsen.

Block NOS
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¥

Abb. 3: Stickstoffmonoxid fordert das Auswachsen antennaler Pionierneurone im Heuschreckenembryo. (A-D) Antennenspitzen von 32%
Embryonen, nach 24h in Kultur, in denen ein neuronenspezifischer Marker immunzytochemisch dargestellt ist. Je zwei Paar Pionierneurone

(schwarze und weif3e Pfeile) sowie eine Wegweiserzelle an der Basis der Antenne (blaue Pfeile) sind angefarbt. In Kontrollversuchen (A) er-
reichen die Pionier-Axone wahrend der Kulturdauer die Wegweiserzelle. Bei Blockierung der NOS durch Zugabe von 500 uM 7NI (B) oder Blo-
ckierung der sGC durch 200 yM 0DQ (C) wird die Wegweiserzelle nicht erreicht. Im Rescue-Experiment wird diese hemmende Wirkung von
200 pM 0DQ durch gleichzeitige Zugabe von 500 pM 8Br-cGMP volistandig wieder aufgehoben (D). Die cGMP-Produktion in den antennalen
Pionierneuronen lasst sich nach Stimulation mit dem NO-Donor-Nitroprussid (SNP) in Gegenwart des Phosphodiesterase-Inhibitors IBMX mit
einem Antiserum gegen cGMP nachweisen (E).

bryonalentwicklung reguliert. Die Letalitét
der NOS-Mutationen zeigt jedoch, dass bei
Drosophila NO als ein essenzieller Entwick-
lungsregulator angesehen werden muss. Bei
Séugetieren konnten die Auswirkungen von
NOS-Defekten auf die Entwicklung durch
die kompensatorische Wirkung mehrer
NOS-Isoformen maskiert werden.

Um einen zelluldren Zugang zur Rolle
von NO bei der neuronalen Entwicklung
zu bekommen, haben wir uns auf die Un-
tersuchung der Wanderheuschrecke und der
afrikanischen Wiistenheuschrecke (Locusta
migratoria, Schistocerca gregaria) konzen-
triert. Diese sehr dhnlich gebauten Insek-

zum adulten Insekt. Der Heuschreckenem-
bryo ldsst sich relativ leicht aus dem Ei he-
rauspréparieren und intakt in Gewebekultur
halten. Ein weiterer experimenteller Vorteil
liegt darin, dass sich die ca. 50 Eier eines
Geleges in unterschiedliche experimen-
telle und Kontrollgruppen gleichen Alters
aufteilen lassen, die in Gewebekultur mit
bioaktiven ,,small molecule* Verbindungen
oder blockierenden Antikérpern behandelt
werden konnen. So wurde zum Beispiel am
Heuschreckenembryo das erste Mitglied der
Semaphorine, einer prominenten Familie
von Zellerkennungsmolekiilen identifiziert
und seine kausale Funktion bei der axonalen

Die Wachstumskegel der Pionierneurone
navigieren dabei entlang von sezernierten
Semophoringradienten. Weitere Leitsignale
sind von epithelialen Zellen exprimierte
transmembranstindige Semaphorine und
Wegweiserzellen, an denen sich die Filopo-
dien entlang der Segmentgrenzen orientieren
konnen. Abbildung 3 zeigt das Auswachsen
zweier Paare von Pionierneuronen von einer
distalen Region in der Antennenknospe in
proximaler Richtung zum Cerebralganglion
im Kopf. In spiteren Entwicklungsstadien
schlieBen sich die Axone von weiteren
Sinneszellen an, die sich im ektodermalen
Epithel differenzieren.
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Zum Auffinden von Embryonalstadien, in
denen NO/cGMP gesteuerte Entwicklungs-
prozesse ablaufen, haben wir eine einfache
zytochemische Technik eingesetzt, die von
De Vente et al. (1987) erfunden wurde.
Intakte Embryonen werden mit einem
NO-Donor inkubiert, der die Bildung von
c¢GMP in Zielzellen mit funktionell akti-
vierbaren sGC-Enzymen stimuliert. Der
schnelle enzymatische Abbau des cGMP
wird durch Gabe von Phosphodiesterase-
Inhibitoren verhindert. Nach Fixierung
des Gewebes kann das gebildete cGMP
mit einem Antikdrper in diskreten Zellen
nachgewiesen werden. Typischerweise tritt
die cGMP-Immunreaktivitét oftmals nur in
bestimmten Entwicklungsstadien voriiber-
gehend auf. Ein Beispiel fiir Zielzellen, die
eine NO-induzierte cGMP-Immunreakti-
vitdt beim axonalen Auswachsen zeigen,
sind die zwei Paare von Pionierneuronen
an der Antennenspitze (Abbildung 3E). Da
die epithelialen Zellen an der Basallamina
den NOS-Marker NADPH-Diaphorase
exprimieren, vermuten wir, dass NO als
ein endogener Botenstoff freigesetzt wird,

der als transzelluldres Signal auf die Pio-
nierneurone einwirkt. Eine Inhibition der
NO-Synthese durch einen NOS-Blocker
(Abbildung 1) fithrt dosisabhédngig zu
einer Reduktion bis zur Verhinderung des
‘Wachstums der Pionieraxone (Abbildung 3)
(Seidel und Bicker 2000). Ein dhnlicher Ef-
fekt wird durch Hemmung der sGC erzielt.
Um unspezifische Effekte der Enzyminhi-
bitoren auf die Zellchemie des Embryos
auszuschlieBen, konnten wir den Block
der NOS durch 7NI und der sGC durch
ODQ (Abbildung 1) durch eine gleich-
zeitige Applikation mit dem membran-
permeablem cGMP-Analogon 8Br-cGMP
vollstindig autheben (Abbildung 3D). Di-
ese ,,Rescue-Experimente” zeigen zudem,
dass das cGMP-Signal nicht gerichtet auf
den Wachtumskegel wirken muss, son-
dern eine homogene Badapplikation in
der Gewebekultur ausreichend ist, um das
vollstdndige Auswachsen der Pionieraxone
zu gewihrleisten (Seidel und Bicker 2000).
Vermutlich wirkt zumindest in dem frithen
Entwicklungsabschnitt an der Spitze der
Antennenanlage die NO/cGMP-Kaskade

als ein permissives und nicht als ein in-
struktives Signal fiir das axonale Wachs-
tum. Weiterfithrende Untersuchungen
zeigen, dass die Wachstumsregulation
der Antennenpioniere kein Spezialfall ist,
sondern auch bei anderen Pionierneuronen
die Steuerung des axonalen Wachtums iiber
NO/cGMP erfolgt (Pédtschke und Bicker
2007).

NO fordert Regeneration im
Zentralnervensystem

Wir fragten uns nun, ob die Wachstums-
regulation durch NO auf das periphere
Nervensystem beschréinkt ist, oder ob sich
dhnliche Vorgénge auch im Zentralnerven-
system abspielen. Da die frithembryonale
Entwicklung des Zentralnervensystems
nur unter Schwierigkeiten in Gewebekultur
nachvollzogen werden kann, haben wir diese
Fragestellung mithilfe eines Regenerations-
paradigmas untersucht (Stern und Bicker
2008). Die Regeneration des geschidigten
Nervensystems steht seit jeher im Mittel-
punkt medizinischen und neurobiologischen
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Abb. 4: Stickstoffmonoxid fordert die Regeneration serotonerger Axone im Heuschre-
ckenembryo. (A) Filetpraparat eines zu 65% entwickelten Heuschreckenembryos in
Kultur. Das Zentralnervensystem ist freigelegt. (B) Eines der beiden Konnektive zwischen
zwei Abdominalganglien wird an zwei Stellen gequetscht (Pfeilspitzen). Danach wird das
Praparat fiir 48 h bei 30°C kultiviert. (C) Fluoreszenzfarbung der vier in jedem Ganglion
vorhandenen intersegmentalen serotonergen Interneurone, 48 h nach dem Quetschen.
(D) Unter Kontrollbedingungen regenerieren nach 48 h ca. 40% der gequetschten Axone,
in Gegenwart des NO-Donors NOC-18 (500 pM) mehr als 60%. (E) Abfangen von intern
produziertem NO mit dem Scavenger cPTIO reduziert die Regeneration, dies lasst sich

im Rescue-Versuch mit membranpermeablem cGMP (8Br-cGMP) teilweise aufheben. (F)
Inhibition der NO-abhangigen sGC mit 0DQ (200uM) reduziert Regeneration, dies wird im
Rescue mit 8Br-cGMP wieder aufgehoben. Daten in (D-F) sind Mittelwerte aus mindestens
zehn Embryonen. (G) NADPH-Diaphorase-Farbung zeigt, dass zu diesem Zeitpunkt NO pro-
duzierende Neurone vorhanden sind. (H) Konfokale Aufnahme einer Doppelfarbung gegen
Serotonin und cGMP nach Stimulation mit einem NO-Donor. Viele Neurone antworten auf

NO mit cGMP-Produktion, die serotonergen sind auch darunter.

Interesses. Wéhrend periphere Nerven nahe-
zu problemlos regenerieren, ist zumindest
bei hoheren Wirbeltieren Regeneration im
Zentralnervensystem (ZNS) nur sehr ein-
geschriankt moglich. Darum steht die Suche
nach regenerationsfordernden Faktoren im
Fokus aktueller Forschung. Dazu bietet es
sich an, mit Wirbellosen zu arbeiten, bei
denen Regeneration auch im ZNS moglich
ist. Wir konnten bereits zeigen, dass Axone

im adulten Heuschrecken-ZNS prinzipiell
regenerieren (Pitschke at al. 2004). Noch
besser ldsst sich die Regeneration an einem
Embryo-Kultursystem untersuchen. Dazu
wird der spdte Embryo gedffnet und mit
freigelegtem ZNS in Kultur genommen
(Abbildung 4A). Quetschen eines der
paarigen Nerven, die die Ganglien des
Bauchmarks verbinden, zerstort die darin
verlaufenden Axone (Abbildung 4B). Mit

immunzytochemischen Methoden kann man
die Regeneration einzelner (z.B. serotoner-
ger) Axone verfolgen (Abbildung 4C) und
quantifizieren. Innerhalb von zwei Tagen
regenerieren ca. 40% der Axone iiber die
Quetschstelle hinaus.

Appliziert man Substanzen, die NO
freisetzen, erhoht sich dieser Prozentsatz
signifikant (Abbildung 4D). Nicht nur ex-
tern zugefligtes Stickstoffmonoxid, sondern
auch intern produziertes kann Regeneration
fordern: Féngt man intern produziertes NO
mit einem NO-Scavenger ab, ist die Regene-
ration reduziert (Abbildung 4E). Als interne
NO-Quelle kommen neben Himozyten vor
allem NOS exprimierende Neurone in Frage,
die mit der NADPH-Diaphorase-Technik
sichtbar gemacht werden konnen (Abbil-
dung 4G). Deren Axone konnten durch die
Quetschung zur NO-Produktion angeregt
werden. Wie im peripheren Nervensystem
erfolgt auch im ZNS die Wirkung von NO
tuber cGMP. Wird die sGC inhibiert, ist die
Regeneration reduziert, ldsst sich aber im
Rescue-Versuch durch Zugabe von 8Br-cG-
MP teilweise wiederherstellen (Abbildung
4F). Die serotonergen Interneurone selbst,
die hier als Beispiel betrachtet wurden, wie
auch eine Vielzahl anderer Zellen vermag
auf NO-Stimulation mit erhdhter cGMP-
Produktion zu antworten (Abbildung 4H),
sodass man von einem allgemeinen Effekt
ausgehen kann. Es ist moglich, und sogar
wahrscheinlich, dass NO das Wachstum von
ZNS-Axonen nicht nur bei der Regeneration,
sondern auch bei der natiirlichen Entwick-
lung beeinflusst.

Der Einfluss von NO auf Regeneration
geschddigten Nervengewebes ist auch aus
anderen Organismen bekannt, z.B. aus dem
ZNS des Blutegels (Duan et al. 2005), aber
dort wirkt NO indirekt iiber die Vermittlung
von Mikroglia. Auch bei der Regeneration
des peripheren Nervensystems von Wir-
beltieren scheint es eine Rolle zu spielen
(Keilhoff et al. 2002), hier allerdings durch
Forderung der fiir Regeneration wichtigen
vorhergehenden Wallerschen Degenera-
tion.

Zellmigration im enterischen
Nervensystem

Viele der molekularen Leitsignale, die axo-
nales Auswachsen steuern, sind identisch
mit den Leitsignalen, die fiir eine gerichtete
Wanderung von Neuronen bei der Hirnent-
wicklung verantwortlich sind (Song und Poo
2001). Daher iiberlegten wir, ob das NO/
c¢GMP-System auch bei Insekten fiir die Re-
gulation von Zellwanderung verantwortlich
sein konnte. Wir untersuchten deshalb den
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als stomatogastrisches oder auch als enterisches bezeichneten
Teil des peripheren Nervensystems, das den Darm innerviert.
Die Entwicklung des enterischen Nervensystems von Insekten
dhnelt der umfangreichen Zellwanderung aus den Neuralleisten
der Wirbeltiere, bei denen sich Ganglien des autonomen Ner-
vensystems bilden. Daher ist das enterische Nervensystem der
Insekten ein gut etabliertes Modellsystem fiir zellbiologische
Studien der neuronalen Wanderung (Hartenstein 1997). Der
Darm der Heuschrecke besteht aus drei Abschnitten, dem
Vorder-, Mittel- und Hinterdarm. Die Neurone des Mitteldarm-
plexus werden in einer neurogenen Zone des ektodermalen
Vorderdarms geboren und bilden Zellpakete von postmito-
tischen, aber noch nicht vollstindig differenzierten Neuronen
an der Grenze zwischen Vorder- und Mitteldarm. AnschlieSend
durchlaufen sie eine Phase schneller Zellwanderung, wéihrend
der sie die Mitteldarmgrenze liberqueren und sich als ,,Ketten-
migration” auf vier geradlinig verlaufenden Zugstraflen iiber
die Oberfliche des Mitteldarms bewegen (Abbildung 5A-C).
Nach Beendigung dieser schnellen Wanderphase verlassen
die Mitteldarmneurone die ZugstraB3en, verteilen sich im
Mitteldarmplexus und nehmen synaptische Kontakte mit der
Darmmuskulatur auf (Abbildung 4D). Wahrend der schnellen
Wanderungsphase zeigen die Neuronen eine voriibergehende,
NO-induzierte cGMP-Immunreaktivitét, die mit dem Ausreifen
des Plexus nachlasst (Haase und Bicker 2003). Die Bildung
von cGMP wird daher entwicklungsabhéngig reguliert und
korreliert mit der Wanderungsphase und dem Neuritenwachs-
tum. Wir zeigten durch Westernblotting mit einem Antikoérper
gegen eine konservierte Sequenz in der NOS, dass sich in den
Entwicklungsstadien der Wanderungsbewegung im Darmge-
webe eine hohere Konzentration des Enzyms als im zentralen
Nervengewebe befindet (Knipp und Bicker 2009). Damit stellt
der Darm eine potenzielle NO-Quelle dar, die das ,,Timing*
der Zellwanderung zur Innervierung seines Plexus iiber cGMP
regulieren kann. Zur Untersuchung einer kausalen Beziehung
zwischen dem NO/cGMP-System und der Zellmigration haben
wir wieder in unserem Embryokultursystem die Signaltrans-
duktion in Echtzeit chemisch manipuliert. Die Blockade der
endogenen NO-Synthese verhindert die Migration der Mit-
teldarmneurone (Haase und Bicker 2003). Der sGC-Inhibitor
ODQ blockiert ebenfalls dosisabhidngig die Zellwanderung.
Da ein spezifischer PKG-Inhibitor aulerdem die Zellmigration
hemmt, wirkt cGMP vermutlich tiber PKG als Effektorenzym.
Die Verzdgerung der Neuronenwanderung durch Hemmung
der NO- oder cGMP-Synthese kann durch exogene Gabe von
membranpermeablem ¢cGMP oder der pharmakologischen
Stimulation der sGC vollstindig aufgehoben werden (Abbil-
dung 5E-J). Die Rescue-Experimente zeigen, dass die NO/
cGMP-Signaltransduktion essenziell fiir die Regulation der
Zellwanderung ist und in vivo ein gewisser cGMP-Spiegel fiir
die Beweglichkeit der Mitteldarmneurone benétigt wird. Da die
Inhibition der NOS oder sGC keine Fehler in der Navigation
aufden Wanderungsstralen hervorruft, gibt es bei dieser Form
der Zellmigration keine Evidenz fiir eine richtungsweisende
Funktion der NO-Freisetzung. NO wirkt also permissiv aber
nicht instruktiv auf die gerichtete Zellwanderung.

Um eine transzellulére Diffusion von NO aus den Darmzellen
zu den wandernden Mitteldarmneuronen zu untersuchen, wurde
Hamoglobin als NO-Scavenger (Abbildung 1) eingesetzt. Da
exogen zugesetztes Himoglobin durch seine Molekiilgrofie be-
dingt in der extrazelluliren Gewebefliissigkeit verbleibt, ist sein
Hemmeffekt auf die Zellwanderung der Mitteldarmneuronen
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als Evidenz fiir eine interzellulire NO/cGMP-Signaliibermittlung zu
werten (Knipp und Bicker 2009).

Es ist momentan noch nicht im Detail bekannt, wie die NO/cGMP/
PKG-Kaskade das Wanderverhalten der Mitteldarmneurone beeinflusst.
Die Zellwanderung wird von einer Umorganisation des Zytoskeletts
begleitet und hangt unter anderem von Kréften ab, die bei der Polyme-
risation von Aktin an den Wachstumskegeln ansetzen. Die Aktinfila-
mente werden an dem unterliegenden Substrat angeheftet und tragen
so zur Translokation des Wachstumskegels bei. Wir haben filamentdses
Aktin in den wandernden Mitteldarmneuronen mittels fluoreszenzge-
koppeltem Phalloidin mikroskopisch visualisiert. In der Wanderphase
sind Aktinfilamente hauptsédchlich in den Zellfortsdtzen und nicht im
Zellkorper lokalisiert. Unter Bedingungen, in denen die Wanderung
durch eine Blockade der NO/cGMP/PKG-Kaskade unterbunden wird,
bildet sich ein dichtes Netzwerk von Aktinfilamenten im Zellkorper
(Haase und Bicker 2003). Dieser Zustand kann auch durch eine Ak-
tivierung der cAMP/Proteinkinase A-Signalkaskade erreicht werden.
Die chemischen Manipulationen in Embryokultur zeigen, dass die NO/
c¢GMP-Signaltransduktion antagonistisch zur cAMP/PK A-Kaskade auf
die Zellwanderung wirkt.

Neben den wandernden Neuronen wird der Mitteldarmplexus auch
von zusitzlichen Neuriten innerviert, die am Vorderdarm positionierten
kleinen Ganglienknoten des enterischen Nervensystems entspringen und
groftenteils durch Serotonin-Immunzytochemie darstellbar sind (Stern et
al. 2007). Das Neuritenwachtum dieser Neuronenpopulation folgt unmit-

EXTRAORDINARY
CRAFTSMANSHIP.

Fine Science Tools is committed to serving the world’s scientific and biomedical research
communities with a full range of precision surgical and micro-surgical instruments.
Unparalleled quality and customer service has made us the leading global distributor of
fine European surgical tools.

FINE SURGICAL INSTRUMENTS FOR RESEARCH™



NO ALS REGULATOR NEURONALER MOTILITAT UND REGENERATION IN EINFACHEN NERVENSYSTEMEN

5 i
iy,
{
\‘-\.
\
|
|
| i oDg ODQ + EBr-cGMP
{200 pn
Hm |'m ] w
e _im _m
= & " "0
N E NERE
ST B Sl
e M o0a Aevwe e ™ 0 e oou oot
Pt Me-coum

Abb. 5: Stickstoffmonoxid reguliert die Migration enterischer Neurone im Heuschre-
ckenembryo. (A-D) NO-induzierte cGMP-Immunfarbung migrierender enterischer Neurone
auf dem Mitteldarm in verschiedenen Entwicklungsstadien (angegeben in %). Die
filhrenden Neurone lassen immunreaktive Filopodien erkennen (A, B), werden von einer
Kette von wandernden Neuronen gefolgt (C), die spater die Zugstrafien verlassen und
einen Plexus ausbilden (D). (E-H) Zeichnungen von cGMP-immunreaktiven enterischen
Neuronen vor (Start) bzw. nach 24 Stunden in Kultur (alle anderen Zeichnungen). Es
sind jeweils zwei von insgesamt vier Zugstrafen pro Darm gezeichnet. Zu Beginn

des Experiments befinden sich die Neurone an der Grenze zwischen Vorderdarm und
Mitteldarm (gelb) und wandern in 24 h ca. 300 pm posterior (E). Inhibiton der NOS mit
7NI verhindert diese Migration, lasst sich aber durch direkte Stimulation der sGC mit
Protoporphyrin IX wiederherstellen (F, 1). Inhibition der sGC mit ODQ verhindert die
Migration, lasst sich aber durch gleichzeitige Applikation des membranpermeablen
cGMP-Analogons 8Br-cGMP wiederherstellen (G, J). Auch Inhibition der Proteinkinase
G mit RPcGMPS hemmt die Migration (H). Die Daten in H-J sind Mittelwerte aus jeweils

mindestens zehn Embryonen.

telbar der Kettenmigration der Mitteldarm-
neuronen auf den vier Wanderungsstraf3en.
Diese Neuriten zeigen keine NO-induzierte
c¢GMP-Synthese. Dadurch konnten wir die
Frage entscheiden, ob sich eine Blockade der
NO-Synthese auch auf die Entwicklung von
Neuronen auswirkt, die keine unmittelbaren
Zielzellen der NO/cGMP-Kaskade sind.
Wird die Wanderung der Mitteldarmzellen
pharmakologisch mit 7NI gehemmt, so wird
auch das Auswachsen der serotonergen Fa-
sern verzogert (Stern et al. 2007). Damit ist
gezeigt, dass Entwicklungsdefekte, die durch
eine Storung der NO-Synthese bedingt sind,
auch auf andere Zellen auflerhalb der NO/
c¢GMP-Signalkaskade iibersprechen.

Verkehrsregulation der
Zellwanderung durch CO

Durch seinen einfachen Verlauf auf den
geradlinigen ZugstraBlen und die Mog-
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lichkeit, eine Vielzahl von Embryonen im
gleichen Entwicklungsstadium in der Mul-
tiwellplatte mit chemischen Verbindungen
zu inkubieren, bietet sich die Zellwan-
derung auf dem Mittelarmplexus als ein
Screeningsystem fiir die expandierende
neue Disziplin der ,,chemischen Biologie*
an. Die bisher beschriebenen Versuche
zeigten, dass wir den ,,loss of function” De-
fekt in der Zellwanderung, durch Zugabe
von Enzymaktivatoren stromabwirts des
Blocks der NO-Signaltransduktionskette
(Abbildung 1) kompensieren konnten.
Wir haben inzwischen eine Reihe von
Verbindungen auf ihre Wirksamkeit gete-
stet, die Zellwanderung zu beschleunigen.
Ein Uberschuss des NOS-Substrats L-
Arginin, verschiedene NO-Donoren und
die Verstiarkung der sGC-Enzymaktivitét
mit dem NO-unabhédngigen Aktivator
YC-1 fiihren jedoch zu keiner statistisch
signifikanten Beschleunigung der Zellwan-

derung. Uberraschenderweise konnten wir
jedoch mit niedrigen Konzentrationen von
bestimmten Metalloporphyrinen, die als
Héamoxigenase-Inhibitoren wirken, eine
robuste Beschleunigung der Zellwande-
rung erzielen (Knipp und Bicker 2009).
Hamoxigenase katalysiert den Abbau von
Hém zu Biliverdin, einem Prozess, bei dem
Kohlenstoffmonoxid (CO) als Beiprodukt
frei wird (Boening und Snyder 2003).
Umgekehrt kann man durch Applikation
eines Himoxigenase-Substrats oder von
CO-Donoren auf den Insektenembryo die
Zellwanderung wieder verzdgern. Durch
Arbeiten, die im Labor von Solomon Sny-
der ihren Ausgang nahmen, steht CO unter
gut begriindetem Verdacht, ein weiterer
gasformiger Botenstoff zu sein, der im
Nervensystem aktivitdtsabhangig gebildet
wird. Wir konnten am Insektenembryo
zeigen, dass die wandernden Mitteldarm-
neuronen eine transiente Immunreaktivitat
gegen die neuronale Isoform der Himoxi-
genase zeigen (Knipp und Bicker 2009).
Da die pharmakologische Hemmung der
Himoxigenase zu einem ,,gain of function®
in der Zellwanderung fiihrt, postulieren
wir, dass eine endogene CO-Produktion
in den Mitteldarmneuronen die Zellwan-
derung verzdgert. Sowohl NO als auch CO
binden an sGC, aber bei der Stimulation
der enzymatischen cGMP-Bildung ist NO
um GroéfBenordnungen effizienter als CO.
Daher konnte iiber einen Kompetitionsme-
chanismus CO als endogener Koregulator
die NO-induzierte cGMP-Bildung verrin-
gern und als Bremspedal die Wanderung
der Mitteldarmneuronen dem Verkehrs-
fluss anpassen.

Regulation der Zellmotilitat im
Nervensystem von Vertebraten

Da NO bereits als ein essenzieller Mediator
der Zellwanderung in der glatten Musku-
latur, in Epithelien und bei Makrophagen
identifiziert wurde (Brown et al. 1999;
Elferink und VanUffelen 1996), ist es im
Riickblick eigentlich nicht verwunderlich,
dass dieser gasférmige Botenstoff auch als
Regulator der Zellmotilitit bei der Ent-
wicklung in Evertebratennervensystemen
eingesetzt wird. Bei einem bestimmten NO
synthetisierenden Neuron der Schnecke
Helisoma orchestriert die NO/cGMP-
Signalbahn das Neuritenwachstum und
eine Verlingerung der Filopodien auf
dem Wachstumskegel (Trimm und Reh-
der 2004). Diese pridzise Funktion steht
vermutlich im Zusammenhang mit einer
verbesserten Orientierung des Wachs-
tumskegels an Entscheidungspunkten der
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Wegfindung. Erstaunlicherweise reguliert NO nicht nur die
Zellwanderung in tierischem Gewebe, sondern besitzt auch
beim Spitzenwachstum von pflanzlichen Pollenschlduchen
eine Leitfunktion (Prado et al. 2004). Da viele der Signal-
kaskaden der axonalen Navigation zwischen Evertebraten
und Vertebraten in der Evolution konserviert sind, wollen
wir uns der Frage zuwenden, ob NO auch bei den massiven
Neuronenwanderungen bei der Entwicklung des Wirbeltier-
gehirns eine Rolle spielt.

Es gibt in der Tat eine Reihe von Hinweisen, die diese Vor-
stellung unterstiitzen. Neuroanatomische Studien mit Markern
gegen NOS und sGC deuten daraufhin, dass die wandernden
Neuroblasten des rostralen migratorischen Stroms potenzielle
Zielzellen fiir NO Signale sind (Guiterrez-Mecinas et al.
2007). Bei der Entwicklung des menschlichen Riickenmarks
exprimieren definierte Untergruppen von Interneuronen auf
threr Wanderung zum Zielgebiet NOS (Foster und Phelps
2000). Fiir die transiente Expression von Enzymen der NO/
c¢GMP/PKG-Kaskade in kritischen Phasen der Hirnentwick-
lung lassen sich noch weitere Beispiele anfiihren.

Die Bildung des Zerebellums ist charakterisiert durch
eine charakteristische Wanderung der Kornerzellen von der
externen zu der internen Kdrnerzellschicht. Eine pharmakolo-
gische Blockade der NOS oder der Einsatz des NO-Scavengers
Hamoglobin in einem Kultursystem fiir Zerebellumschnitte
hemmen die Wanderung der Kornerzellen (Tanaka et al.
1994). Diese Experimente sind Evidenz fiir eine Rolle von
endogener NO-Synthese bei Wanderungsprozessen der
Kornerzellen. Knockout-Méuse, die in einer Isoform der
PKG defizient sind, zeigen Storungen in der Entwicklung
des Neokortex, die sich auf abnormale neuronale Wanderung
zuriickfithren lassen und damit die cGMP/PKG-Signalbahn
implizieren (Demyaneko et al. 2005). Kiirzlich wurde ein
besonders spektakulédres Beispiel fiir strukturelle Plastizitét
im Nervensystem entdeckt, das auf einer gerichteten Ori-
entierung von priasynaptischen Zellfortsdtzen beruht. Die
NO-Freisetzung aus hippocampalen Neuronen induziert
retrograd eine multiaxonale Innervation der dendritischen
Spines (Nikonenko et al. 2008).

Lassen sich nun die Ergebnisse vom Entwicklungsmodell
des Insektenembryos auch auf die menschliche Gehirnent-
wicklung tibertragen? Um diese Frage ansatzweise experi-
mentell anzugehen, haben wir Neurosphédrenkulturen einer
humanen Teratokarzinomzelllinie (Ntera2) etabliert, die
sich unter dem Einfluss von Retinsdure in postmitotische
Neuronen differenzieren (Paquet-Durand und Bicker 2007).
Werden die Neurosphéren auf adhidrentem Substrat plattiert,
so migrieren die Vorlduferzellen aus der Peripherie aus und
lassen sich videomikroskopisch beziiglich ihrer Wanderstre-
cke quantifizieren. Wir konnten durch Blockade wie durch
Aktivierungsexperimente eine positive Wirkung von NO/
c¢GMP/PKG-Signaltransduktion auf die Motilitdt neuronaler
Vorlduferzellen in der Zellkultur nachweisen (Tegenge und
Bicker 2008). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass so-
wohl bei der Entwicklung des Grashiipfer- wie des mensch-
lichen Nervensystems NO als Regulator fiir Mechanismen
der Zellwanderung dient.
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