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Der Nervenwachstumsfaktor: 35 Jahre spiiter (Nobelvortrag)**

Von Rita Levi-Montalcini*

1. Neurogenese: die ersten experimentellen
Untersuchungen

..Embryogenesis is in some way a model system. It has
always been distinguished by the exactitude even puctilio,
of its anatomical descriptions. An experiment by one of
the great masters of embryology could be made the text of
a discourse on scientific method. But something is wrong,
or has been wrong. There is no theory of development in
the sense in which Mendelism is a theory that accounts for
the results of breeding experiments. There has therefore
been little sense of progression or timeliness about em-
bryological research. Of many papers delivered at embryo-
logical meetings, however good they may be in themselves
... one too often feels that they might have been delivered
five years beforehand without making anyone much the
wiser, or deferred for five years without making anyone
conscious of a great loss.*!"

Das Gefiihl der Frustration, das von Peter Medawar in
diesen Betrachtungen so deutlich zum Ausdruck gebracht
wird, beherrschte in den vierziger Jahren das Gebiet der
experimentellen Embryologie, das in der Mitte der dreiBi-
ger Jahre mit lautem Beifall bedacht worden war, als die
Oberlippe des Amphibienblastoporen diese Richtung bio-
logischer Forschung in den Mittelpunkt des Interesses
riickte. Der Zweig der experimentellen Neuroembryologie,
der dem gemeinsamen Stamm entsprossen war und sich
nur der Erforschung der trophischen Wechselwirkungen
zwischen neuronalen Zellpopulationen sowie zwischen
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diesen und den innervierten Organen und Geweben wid-
met, war damals in seiner ersten kriftigen Wachstumspha-
se. Dann wieder lieB der Enthusiasmus deutlich nach, der
die Pioniere auf diesem Arbeitsgebiet beseelt hatte, seit
R. G. Harrison 1935 seine gefeierte Vorlesung iiber dieses
Thema vor der Royal Society in London gehalten hatte!”,
Obwohl dieser Wechsel zwischen Wachstums- und
Schrumpfungsphasen eher die Regel als die Ausnahme auf
allen Gebieten menschlichen Strebens ist, ist bei den biolo-
gischen Wissenschaften die Schrumpfungsphase nur allzu-
oft Anzeichen eines gerechtfertigten Verlusts an Vertrauen
in den intellektuellen und methodischen Ansatz, der vor-
her zu so viel Hoffnung AnlaBl gegeben hatte.

Eine kurze Darstellung, wie die experimentelle Neu-
roembryologie in den vierziger Jahren aussah, als das In-
teresse an diesem Forschungsansatz schwand, ist notwen-
dige Voraussetzung fiir ein Verstéindnis des ginzlich un-
vorhergesehenen Umschwungs, der schlieBlich zur Ent-
deckung des Nervenwachstumsfaktors (nerve growth fac-
tor, NGF) fiihrte.

2. Experimentelle Neuroembryologie
in den vierziger Jahren

1934 setzte Viktor Hamburger das Hithnerembryo an die
Stelle der Amphibienlarve als Objekt der Wahl, um die
Auswirkungen der Entfernung von Gliederknospen auf
motorische Riickenmarksneuronen und sensorische Ner-
venzellen, die diese Glieder innervieren, studieren zu kdn-
nen®. Dies war der Beginn einer langen Reihe von Unter-
suchungen, in deren Mittelpunkt die Analyse dieses und
verwandter experimenteller Systeme in Vogelembryonen
stand. Ich werde hier nur die wesentlichen Vorteile aufzih-
len, die das Hiihnerembryo als Objekt neurologischer For-
schung gegeniiber der Amphibienlarve bot.
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Im Vergleich mit dem Nervensystem der Amphibien ist
das der Vogel viel sorgfiltiger ausgearbeitet, und es eignet
sich besser als das der niederen Wirbeltiere zu einer griind-
lichen Untersuchung seiner Nervenzentren. Ausfiihrliche
und grundlegende Studien iiber das Nervensystem des
Hiihnerembryos, unter Anwendung der extrem niitzlichen
Silberfirbetechniken von Ramon y Cajal et al., die kiirzlich
von mir und anderen noch erweitert wurden>, lieferten
eine sehr genaue Beschreibung der meisten Nervenzentren
und ihrer Entwicklungsgeschichte wahrend der Neuroge-
nese. Damit konnte man auch geringe Abweichungen von
der normalen Entwicklung in experimentell manipulierten
Embryonen erkennen. Im Unterschied zu den ontogeneti-
schen Prozessen bei den Amphibien entfalten sich diese in
Hiihnerembryonen gemiB einem strengen Zeitplan, von
dem nie abgewichen wird. Deshalb kann man zentrale und
periphere Nervenzentren von Versuchs- und Kontrolltie-
ren vergleichen, wenn man die Embryonen bei gleicher
Temperatur und bei gleichen anderen Umweltbedingun-
gen inkubiert. Die Untersuchungen bei der Amphibien-
larve wurden auf das Gehirn, das Riickenmark und das pe-
riphere Nervensystem ausgedehnt; auch die Randbedin-
gungen der Versuche wurden dabei variiert. Beim Hiihner-
embryo blieben die Untersuchungen darauf beschridnkt,
welche Folgen das Entfernen von Gliederansitzen oder
die Implantation zusitzlicher Fliigel- oder Beinknospen
auf die sie innervierenden motorischen und sensorischen
Nervenzentren hat. 1934 vertffentlichte Viktor Hamburger
einen Artikel®! iiber die Auswirkungen der Amputation ei-
nes Fliigelansatzes auf die Entwicklung des brachialen mo-
torischen Riickenmarksegments und der sensorischen Spi-
nalganglien. Er kam zu der Schluifolgerung, daf} die Hy-
poplasie motorischer Nervenzellen des Vorderhorns und
anderer Nervenzellen des gleichen Riickenmarkabschnittes
von einem Verlust an Reizen herriihrte, die zentripetal von
Nervenfasern der ersten differenzierten Neuronen iibertra-

gen wurden. Diese wirken normalerweise regulatorisch auf -

Proliferation und Differenzierung benachbarter Nerven-
zellen ein. Eine ermeute Untersuchung der Folgen einer
Gliederknospenamputation wies auf einen anderen Me-
chanismus hin, durch den Nervenzentren wihrend ihrer
Entwicklung durch peripheres Gewebe kontrolliert wer-
den. Durch Reihenuntersuchungen silbergefirbter Em-
bryonen kamen wir zu dem SchluB, daB die schwere Hypo-
plasie von Nervenzentren, die ihrer Innervierungsfelder
beraubt waren, durch den Tod differenzierter Neuronen
hervorgerufen wurde und nicht durch einen fehlenden Er-
satz von Neuronen aus einem Pool noch nicht differenzier-
ter Nervenzellvorldufer®”. 1947 lud mich Hamburger ein,
mit ihm zusammen dieses Problem erneut zu untersuchen.
Diese Einladung war der Beginn eines dreiBigjidhrigen
Aufenthaltes an der Washington University und meiner le-
benslangen Freundschaft mit Viktor. Unser Artikel von
1949'" bestitigte die Hypothese, die zundchst von G. Levi
und mir aufgestellt worden war. Die Freude iiber diese Be-
stitigung eines wichtigen theoretischen Sachverhalts und
die erfolgreiche Untersuchung anderer neuroembryologi-
scher Probleme wurde allerdings getriibt, als wir erkann-
ten, wie niedrig das Auflosungsvermdgen der Techniken
war, mit denen wir die duBerst komplexen neurogeneti-
schen Prozesse griindlich erforschen wollten®® . Wir erla-
gen dennoch nicht der Versuchung, die experimentellen
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Studien zur Entwicklung des Nervensystems aufzugeben
und auf das Feld der Phagenforschung iiberzuwechsein,
das in den vierziger Jahren in voller Bliite stand. Grund
dafiir waren die nicht vorhersagbaren und duflerst gliickli-
chen Ereignisse, die zu dieser Zeit eintraten und ein neues
Zeitalter in der Entwicklungsneurobiologie erdffneten.

3. Der unerwartete Durchbruch: ein Geschenk
von Tumorgeweben

1948 verdffentlichte Elmer Bueker, ein ehemaliger Stu-
dent von Viktor Hamburger, die Ergebnisse eines kithnen
und geistreichen Experiments, in dem er Fragmente des
Miusesarkoms 180 in die Korperhiille drei Tage alter
Hiihnerembryonen verpflanzt hatte. Die histologische Un-
tersuchung der Embryonen nach drei bis fiinf Tagen ergab,
daB sensorische Nervenfasern aus benachbarten Spinal-
ganglien in das neoplastische Gewebe vorgestoBen waren,
wihrend motorische Nervenfasern nicht in den Tumor ein-
drangen''®. Der Autor folgerte daraus, daB histochemische
Eigenschaften des schnell wachsenden Maussarkoms giin-
stige Bedingungen fiir das Wachstum sensorischer Fasern
schufen. Daraus wiederum ergab sich eine geringe, aber
gleichmiBige Volumenzunahme dieser Ganglien im Ver-
gleich mit den homologen Ganglien, die den gegeniiberlie-
genden Fliigel innervierten. Viktor und ich untersuchten
von neuem dieses erstaunliche Phinomen und wandten
dabei die Methodik an, die ich widhrend meiner ersten neu-
roembryologischen Studien ausgearbeitet hatte. Jeden Tag
sahen wir uns die Serienschnitte an, die von Kontroll- und
Versuchstieren angelegt und mit spezifischen Silbertechni-
ken angefarbt worden waren. Unsere Ergebnisse bestitig-
ten die von Bueker, zeigten aber gleichzeitig andere Effekte
der Transplantation des Maustumors auf, die kaum zu der
Hypothese pafiten, daBl sie von der gleichen Gré3enord-
nung und gleichen Art seien wie diejenigen, die die Trans-
plantation gesunden Embryonalgewebes hervorrief. Von
letzteren unterschieden sie sich hauptséchlich in folgenden
Punkten: es drangen nicht nur sensorische, sondern auch
sympathische Fasern in die neoplastischen Gewebe ein,
wo sie ein auBerordentlich dichtes Netzwerk bildeten;
Nervenfasern verzweigten sich ohne festes Muster zwi-
schen den Tumorzellen, kniipften aber keine synaptischen
Verbindungen zwischen diesen; sensorische und sympathi-
sche Ganglien, die den Tumor innervierten, nahmen stetig
an Volumen zu, die sympathischen Ganglien waren
schlieBlich etwa sechsmal groBer als die entsprechenden
Kontrollganglien'''.

Nachfolgende Experimente enthiillten eine weitere er-
staunliche Abweichung von der Norm in Embryonen, die
ein Transplantat des Maussarkoms 180 oder eines anderen
Tumors identischen Ursprungs, bekannt als Sarkom 37,
trugen. Es stellte sich heraus, dal innere embryonale Orga-
ne, die in gesunden Tieren nicht innerviert werden, wie
z.B. die Mesonephren (Urnieren), oder die erst spat wih-
rend der Entwicklung spirlich innerviert werden, wie z. B.
die Driisen der Sexualorgane, die Schild- und Neben-
schilddritse und die Milz, von sympathischen Nervenfa-
sern schon in frithen Embryonalstadien durchzogen wur-
den!'?, Eine offenkundige Verletzung aller Regeln der Ent-
wicklungsbiologie kam ans Licht, als wir dicke sympathi-
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sche Faserbiindel in den Venen der behandelten Tiere fan-
den, wo sie in der Form groBer Neurome die Blutzirkula-
tion behinderten (Abb. 1). Alle sympathischen Grenzstrén-
ge, und nicht nur die neben oder in direktem Kontakt mit

|s.37-220

Abb. 1. Halbschematische Rekonstruktion eines normalen elf Tage alten
Hihnerembryos (E.IIN.), eines elf Tage alten Embryos mit einem intraem-
bryonalen Transplantat eines Maussarkoms (S. 37-81) und eines elf Tage al-
ten Embryos mit einem Transplantat des Sarkoms 37 auf der Atmungsmem-
bran (8. 37-220). Man beachte das hyperplastische Wachstum des praverte-
bralen Ganglienstranges in Embryonen mit Tumortransplantaten. Nervenfa-
sern fir die inneren Organe dringen aus diesem Strang in dle in der Nihe
gelegenen Mesonephren ein. A: Nebenniere; G: Gonad ; L: Lunge;
M: Mesonephron; PV: préavertebrale Ganglien; S: sensorlsche Nerven Tu:
Tumor (Quelle [12]).

dem neoplastischen Gewebe, waren auBlerordentlich ver-
groBert. Wir vermuteten, die neoplastischen Zellen kénn-
ten eine 16sliche und diffusionsfihige Substanz freisetzen,
die die Differenzierungs- und Wachstumseigenschaften ih-
rer Zielzellen verinderte und so diese ungewshnlichen Ef-
fekte mit sich brachte. Diese Hypothese wurde vollstindig
bestitigt, als wir jeweils den einen der beiden Maustumo-
ren auf die Atmungsmembran vier bis sechs Tage alter
Hiihnerembryonen verpflanzten, so daB direkter Kontakt
zwischen embryonalem und neoplastischem Gewebe nicht
moglich war (Abb. 2). Embryonales und Tumorgewebe
standen aber iiber das Kreislaufsystem miteinander in Ver-
bindung. Diese Transplantate auBerhalb des Embryos hat-
ten die gleichen Auswirkungen wie innerembryonale; so-
mit war schliissig bewiesen, daB der tumorale, das Nerven-
wachstum férdernde Faktor frei diffundieren kann!'? '

V.C.A.

Abb. 2. 16 Tage alter Hihnerembryo mit intracmbryonalem Tumor (Sarkom
180). Sympathische Nervenfasern wachsen in dic Vena iugularis (J. V.), Vena
vertebralis (V.V.), Vena subclavia (SCL.V.) und Vena cava anterior
(V.C.A). G.N.: Ganglium nodosum; PV.S.G.: privertebrales sympathi-
sches Ganglion. Pfeile deuten auf Nervenagglomerationen (Quelle [12]).
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Ohne Erfolg blieben Versuche, diese Effekte auch durch
Implantation getrockneter Tumorpellets oder durch Injek-
tion von Sarkomextrakten hervorzurufen. Daraufhin
dachte ich daran, auf die Technik der Gewebekultur zu-
riickzugreifen, die ich mit G. Levi schon an der Universitit
Turin angewendet hatte. Da wir auf diesem Gebiet im In-
stitut fiir Zoologie der Washington University apparativ
nicht gut ausgestattet waren, fragte ich Professor Carlos
Chagas, der Direktor am biophysikalischen Institut der
Universitit von Brasilien in Rio de Janeiro war, ob er mich
als wissenschaftlichen Gast an seinem Institut aufnehmen
wiirde. Dort hatte Hertha Meyer, eine Freundin von mir,
eine sehr leistungsfihige Abteilung fiir Gewebekultur auf-
gebaut und war deren Direktor. Nach Billigung und Einla-
dung durch Professor Chagas flog ich nach Rio de Janeiro.
In meinem Gepick hatte ich zwei M#use, die Transplan-
tate der Sarkome 180 und 37 trugen.

4. Der Nervenwachstumsfaktor: erste Auftritte
in vitro und in vivo

,»The tumor had given a first hint of its existence in
St. Louis but it was in Rio de Janeiro that it revealed itself,
and it did so in a theatrical and grand way, as if spurred by
the bright atmosphere of that explosive and exhuberant
manifestation of life that is the Carnival in Rio.*!"¥

Die Entdeckung, daB Wachstum durch eine 18sliche
Substanz aus dem Tumor angeregt werden kann, zeigte
auch, daBl Nervenzellen wihrend ihrer Entwicklung fiir
bisher unbekannte humorale Faktoren empfinglich waren
und offnete so ein vollig neues Forschungsgebiet. Der bio-
logische in-vitro-Test erwies sich als ein praktisches und
wertvolles Werkzeug, mit dessen Hilfe man den Faktor
jetzt genau charakterisieren konnte, und er ebnete den
Weg zur Untersuchung seines Wirkungsmechanismus. Tu-
schezeichnungen, die ich mehreren Briefen an Viktor aus
Rio beilegte, geben beredt Zeugnis tiber die spektakulire
Art und Weise, auf die sich die noch unbekannte Substanz
selbst offenbarte. Verpflanzte man sensorische und sympa-
thische Ganglien aus acht Tage alten Hithnerembryonen in
einem Nihrmedium in die Nihe von Fragmenten der
Maussarkome 180 oder 37, ohne daB sie mit diesen in di-
rektem Kontakt standen, so entwickelten sie in 24 Stunden
einen extrem dichten Kranz von Nervenfasern auf der dem
Tumor zugewandten Seite (Abb. 3b)'*l. Der euphorische
Zustand aufgrund dieser Entdeckung wurde aber kurz da-
nach wieder etwas gedimpft, als wir herausfanden, daBl im
Unterschied zum Embryonalgewebe des Huhns gesundes
Gewebe der Maus einen schwicheren, aber im wesentli-
chen gleichen Effekt wie die Maussarkome hervorrief
(Abb. 3a). Zuriickblickend hitte uns das schon damals auf
einen neuen und noch bedeutsameren Aspekt dieser in-
vitro-Experimente aufmerksam machen miissen, ndmlich
die weite Verbreitung des Faktors mit Nervenwachstum
fordernder Aktivitdt in gesunden und neoplastischen Ge-
weben. DaB -wir die Bedeutung dieses ,,Maus-Effekts
nicht erkannten, war aber eher von Nutzen, da wihrend
der niichsten beiden Jahre unsere Aufmerksamkeit ganz
auf die Untersuchung der chemischen Natur des Faktors
gerichtet war, der von den beiden Maussarkomen in viel
groBeren Mengen als von gesundem Gewebe der Maus
freigesetzt wurde.
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Abb. 3. Zeichnungen des in-vitro-Strahlenkranz-Effekts bei acht Tage alten
sensorischen Ganglien von Hiihnerembryonen, die 24 (b) oder 48 (c) Stunden
in Gegenwart von Frag) des M koms 180 kultiviert wurden. In
(a) zeigt das Ganglion (rechts), das einem Fragment embryonalen Hiihnerge-
webes (links) gegeniiberliegt, Fibroblasten, aber wenig Nervenfasern. In (b)
und (c) liegen die Ganglien (rechts) Fragmenten des Sarkoms 180 (links) ge-
geniiber und weisen den typischen Strahlenkranz-Effekt auf, der durch den
Wachstumsfaktor aus dem Sarkom hervorgerufen wird. Man beachte in (c)
den ersten Hinweis auf einen neurotropen Effekt des Wachstumsfaktors.

Stanley Cohen, ein junger Biochemiker, der sich unserer
Arbeitsgruppe kurz vor meiner Riickkehr aus Rio ange-
schlossen hatte, isolierte aus den beiden Tumoren eine
Fraktion, die Nucleinsiuren und Proteine enthielt und die
in vitro eine das Nervenwachstum férdernde Aktivitat auf-
wies!'®., Zufall, und nicht geplante Forschung, fiihrten jetzt
auf juBerst gliickliche Weise in eine neue Richtung. Um
die Nucleinsduren aus der aktiven Fraktion zu entfernen,
beniitzte Stan Schlangengift, das neben anderen Enzymen
auch das Nucleinsduren abbauende Enzym Phospho-
diesterase enthilt. Fiigte man das Gift in geringen Mengen
der Nucleoprotein-Fraktion aus den Tumoren zu, so sollte
dies die Bildung des Faserkranzes unterdriicken, falls Nu-
cleinsiuren und nicht Proteine fiir den nervenwachstums-
fordernden Effekt dieser Fraktion verantwortlich waren.
Das iiberraschende Ergebnis war ein noch dichterer Faser-
kranz um die Ganglien, die mit der Tumorfraktion nach
Behandlung mit Schlangengift inkubiert worden waren.
Da ein dichter Kranz auch um die Ganglien herum ent-
stand, die mit geringen Mengen an Schlangengift allein
kultiviert worden waren, stand fest, daB das Gift selbst
eine reichhaltige Quelle fiir nervenwachstumsférdernde
Aktivitit war. Durch biochemische Untersuchungen
konnte Cohen in der Tat zeigen, daB 15000 ug von Sar-
kom-180-Homogenat und 6 pg des Gifts der Mokassin-
schlange gleiche Wachstumsstimulation hervorriefen. Aus
dem Schlangengift konnte er nach mehreren Reinigungs-
schritten eine nicht dialysierbare, hitzelabile Substanz mit
nervenwachstumsfordernder Aktivitiit isolieren, die als ein
Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 20000 Da

730

identifiziert wurde!'”'%, Mikrogramm-Mengen dieser ge-
reinigten Schlangengift-Fraktion wurden téglich in den
Dottersack sechs bis acht Tage alter Hithnerembryonen
wihrend eines Zeitraums von drei bis fiinf Tagen injiziert
und fithrten zum ibermaBigen Wachstum sensorischer und
sympathischer Ganglien und ihrer Fasern. Sympathische
Nervenfaserbiindel verzweigten stark in die inneren Or-
gane und drangen in die Hohlrdume der Venen vor; bis in
jedes Detail waren also.die gleichen Effekte wie nach
Transplantation der Maussarkome zu sehen!'”,

Waren wir eher zufillig auf zwei reichhaltige Quellen
nervenwachstumsférdernder Aktivitit in den Maussarko-
men und im Schlangengift gestoBen, so war es das Ergeb-
nis geplanter Forschung, als wir herausfanden, da man
einen noch dichter gepackten Faserkranz erhielt, wenn
man Extrakte der Unterkieferspeicheldriise der Maus in
winzigen Mengen dem Kulturmedium zufiigte. Diese Drii-
sen sind Homologe der Giftdriisen der Schlangen, und
deshalb war Stanley Cohen der Meinung, sie seien von all
den getesteten Organen am ehesten in der Lage, Nerven-
wachstumsfaktor (NGF) zu speichern. Schon bald konnte
Cohen den Speicheldriisenfaktor reinigen, als Protein iden-
tifizieren und sein Molekulargewicht zu 44000 Da bestim-
men!?®, Er war in groBeren Mengen als der Schlangengift-
faktor vorhanden und erwies sich als weniger toxisch,
wenn er hochgereinigt injiziert wurde; das ermoglichte die
Erforschung seiner biologischen Aktivitit in neugebore-
nen, jungen und erwachsenen Sadugetieren?". Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchungen bedeuteten den Beginn einer
ausfiihrlichen und systematischen in-vivo- und in-vitro-
Analyse des NGFs aus der Speicheldriise, seiner chemi-
schen Struktur, seines Wirkmechanismus und seines Wirk-
spektrums. Nur die wichtigsten Ergebnisse, die verschie-
dene Laboratorien in Original- und Ubersichtsartikeln ver-
Sffentlichten, sollen im folgenden beriicksichtigt werden.

5. Die entscheidende Rolle von NGF
im Leben seiner Zielzellen

Trotz oder vielleicht sogar wegen seiner hdchst unge-
wohnlichen und etwas aus dem Rahmen fallenden Auswir-
kungen auf lebende Organismen und auf in-vitro-Systeme
fand der NGF zunichst keine begeisterte Aufnahme bei
den Wissenschaftlern. Ein Anzeichen dafiir war auch das
zogernde Engagement anderer Forscher auf diesem Ge-
biet. Der Befund, daB ein Protein aus so unterschiedlichen
Quellen wie dem Maussarkom, dem Schlangengift und der
Speicheldriise der Maus eine so auBerordentlich stérende
Wirkung auf normale neurogenetische Prozesse ausiibte,
paBite in keines der bekannten Konzepte und schien auch
nicht mit den iiblichen Kontrollmechanismen wihrend der
Ontogenese in Beziehung zu stehen. In dieser skeptischen
Atmosphidre demonstrierte der NGF auf héchst nach-
driickliche Weise seine entscheidende Rolle im Leben sei-
ner Zielzellen. Frithere in-vitro-Experimente hatten ge-
zeigt, dal die Inkubation von Schlangengift mit seinem
Antiserum das durch Schlangengift-NGF induzierte Faser-
wachstum inhibierte. In dhnlicher Weise verhinderte ein
spezifisches Antiserum gegen Speicheldriisen-NGF die
Bildung des Faserkranzes in der Kulturschale. Aufgrund
dieser Ergebnisse iiberpriiften wir den Effekt tiglicher In-
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jektionen kleiner Mengen dieses Antiserums in neugebore-
nen Mausen. Als wir die so behandelten Mause nach ei-
nem Monat unter dem Stereo- und dem (normalen) opti-
schen Mikroskop untersuchten, fanden wir fast keine
sympathischen para- und privertebralen Grenzstringe
mehr'?>-24, Dieser dramatische Effekt wurde als Immuno-
sympathektomie bekannt?>?®. Er beraubt neugeborene
Nage- und andere Séduretiere nach Injektion von Antise-
rum gegen den Speicheldriisen-NGF ihres sympathischen
Nervensystems, ohne ihre normale Entwicklung und Le-
bensfihigkeit zu storen. Die gleiche Behandlung wirkt sich
in heranwachsenden und reifen Tieren nicht so schidigend
aus.

Zwei Hypothesen wurden herangezogen, um den Me-
chanismus dieser schidigenden Wirkung des Antiserums
zu erkliren: 1) Ein cytotoxischer Effekt, der durch das
Komplementsystem vermittelt wird, oder 2) Inaktivierung
des NGFs oder eines dhnlichen Proteins, das fiir Differen-
zierung und Uberleben sympathischer Nervenzellen we-
sentlich ist. Obwohl in den friihen Artikeln der ersten Hy-
pothese der Vorzug gegeben wurde, fand die zweite nach
und nach mehr Zustimmung und wird heute allgemein ak-
zeptiert, und zwar aufgrund des eben beschriebenen Ver-
suchs, aber auch aufgrund eines anderen in-vitro-Experi-
ments, das einen weiteren eindeutigen Beweis fiir die wich-
tige Rolle von NGF wihrend der friihen Entwicklungssta-
dien seiner Zielzellen lieferte. Wir trennten die sensori-
schen und sympathischen Nervenzellen der Ganglien acht
bis elf Tage alter Hiilhnerembryonen und inkubierten sie in
einem Minimalmedium. Die Nervenzellen iiberlebten nur,
wenn man dem Kulturmedium tiglich Nanogramm-Men-
gen an NGF zufiigte!?”). Spitere Experimente zeigten, daB
die Behandlung von Nagetierféten mit NGF-Antise-
rum?# ynd die Autoimmunisierung schwangerer Ratten
gegen endogenen NGF die normale Entwicklung sensori-
scher Ganglien verhindert®™®. Somit war die Rolle des
NGFs wiahrend der frithen Phasen der Entwicklung senso-
rischer Nervenzellen nochmals bestitigt worden.

6. NGF als retrograder trophischer Messenger
und als neurotroper Faktor

Es war also bewiesen, dal3 im Blut zirkulierender endo-
gener NGF durch NGF-Antiserum neutralisiert wird®"
und so zur Immunosympathektomie fithrt. Daran anschlie-
Bend konnten die beiden Fragen, wie NGF seine Zielzel-
len erreicht und wo er synthetisiert wird, durch pharmako-
logische und chirurgische Experimente befriedigend be-
antwortet werden; im Hinblick auf das Interesse an diesen
Problemen sollen die Methoden und wesentlichen Ergeb-
nisse kurz dargestellt werden.

Verabreicht man neugeborenen Nagetieren Pharmaka,
wie z. B. 6-Hydroxydopamin, das adrenerge Nervenenden
zerstdrt®2, oder Vinblastin, das den axonalen Transport
blockiert, so sterben die meisten sympathischen Nerven-
zellen in ihrer aktivsten Differenzierungs- und Wachstums-
phase ab. Die degenerativen Auswirkungen dieser Phar-
maka lassen sich quantitativ gut mit denen des NGF-Anti-
serums vergleichen und fiihren zur Zerstérung sympathi-
scher para- und priivertebraler Ganglien durch einen Pro-
zef3, der als chemische Sympathektomie bekannt wur-
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det23%, Ein drittes Experiment, die chirurgische Durch-
trennung postgangliondrer Axone des oberen Halsgan-
glions in neugeborenen Nagetieren, fithrt zum Absterben
von etwa 90% unreifer sympathischer Zellen in diesem
Ganglion®¥, Da in all diesen Versuchen der Tod der Ner-
venzellen durch Zusatz von exogenem NGF verhindert
werden kann®®35-37_ist die wichtige Rolle dieses Molekiils
im Leben und fiir die Differenzierung dieser Zellen bewie-
sen. In der Folge konnte gezeigt werden, daBB markierter
NGF von den Nervenenden sympathischer®® und sensori-
scher Neuronen aufgenommen und retrograd zum Peri-
karyon transportiert wird. Dieser Befund untermauerte die
Vorstellung von NGF als trophischem Messenger, der
durch Nervenfasern von peripheren Zellen zu den inner-
vierenden Neuronen beférdert wird. Unterbricht man die
Verbindung zwischen den Zellen durch chemische oder
chirurgische Axotomie, so flihrt dies zum Tod differenzie-
render Neuronen, die jetzt dieses wichtigen Molekiils be-
raubt sind.

Zur gleichen Zeit, zu der die lebenswichtige Rolle von
NGF fiir sympathische und sensorische Nervenzellen wih-
rend der Entwicklung und sein retrograder Transport aus
peripherem Gewebe bewiesen worden waren, konnte in
verschiedenen in-vivo- und in-vitro-Experimenten eine
weitere wesentliche Eigenschaft von NGF endgiiltig besti-
tigt werden: NGF ist in der Lage, Axone sensorischer und
sympathischer Fasern wihrend des Wachstums oder der
Regeneration in Richtung seines Konzentrationsgradien-
ten zu leiten (Neurotropismus)®-4%,

Der erste wichtige Hinweis auf einen neurotropen Effekt
von NGF stammte aus Experimenten, in denen téglich
NGF in den Boden des vierten Ventrikels injiziert wurde.
Nach siebentigiger Behandlung drangen Faserbiindel aus
sympathischen Ganglien in das Neuralrohr und endeten
an der Stelle des experimentell erzeugten NGF-Pools
(Abb. 4)1%-41_In.yitro-Experimente bewiesen noch schliis-

Abb. 4. Schematische Darstellung sympathischer Faserbiindel, die in Rik-
kenmark und Medulla oblongata aus benachbarten sympathischen Ganglien
eindringen, wenn man neugeborenen Ratten NGF intracerebral injiziert.
Linke Hilfte: Kontrolle (C). Rechte Hilfte: Versuchstier (E). NGF: Injek-
tionsstelle von NGF in den Boden des vierten Ventrikels; Ic: Locus coeru-
leus; mo: Medulla oblongata; sp: Rickenmark; s: sensorische Ganglien; sy:
sympathische Ganglien. Sympathische Fasern kreuzen das sensorische Gan-
glion und dringen zusammen mit den hinteren Wurzeln in das Neuralrohr
ein (Quelle [40]).
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siger, daB Neurite von NGF-Zielzellen an einem NGF-
Konzentrationsgradienten entlang wachsen, und daB sie
von ihrer urspriinglichen Bahn abweichen, wenn man die
Position der Pipette, die NGF freisetzt, indert™?. Wihrend
diese Experimente eindeutig zeigten, daB der neurotrope
Effekt von NGF unabhingig von seiner neurotrophischen
Wirkung ist, beantworteten sie nicht die Frage, ob dieser
Effekt von einer lokalen Kontrolle des Wachstumske-
gels*’, einer geinderten Adhision dieser Qrganelle am
Substrat“+ 43! oder einem anderen Mechanismus“®*” her-
rihrt.

7. Neuronale und nicht-neuronale Zielzellen

Die bis heute gut charakterisierten NGF-Zielzellen kon-
nen in drei Kategorien eingeteilt werden (Tabelle 1): 1)
Abkémmlinge der Neuralwiilste; 2) Neuronen des zentra-
len Nervensystems; 3) Zellen nicht-neuronalen Ursprungs.
Beziiglich einer sorgfiltigen Analyse der vielen verschiede-
nen Auswirkungen von NGF auf jede dieser Zellen sei der
Leser auf Ubersichtsartikel verwiesen!*’-53, Ich méchte in
diesem Zusammenhang nur einige allgemeine Bemerkun-
gen machen.

Tabelle 1. Einteilung der NGF-Zielzellen.

( ( Lange sympathische Neu-

ronen

Kurze sympathische Neu-
ronen

Paraganglien-Zellen (Glo-
mus caroticum und abdo-
Abkommlinge der) Sympathoadrenale minale Paraganglien)
Neuralwilste W Zellen ﬁ

SIF (small intensely fluo-

rescent)-Zellen

normal

Chromaffine ) neopla-
Zellen stisch

L (PC12)

LSensorische Neuronen

( Corpus striatum, Vorder-

Cholinerge Neuronen hirn, Septum, Brocasches

Neuronen des

Zentrum
zentralen <
N m . . .
ervensystems Adrenerge, indolaminerge Xenopus-laevis-Kaul-
\_und peptiderge Neuronen quappe
Zellen
nicht-neuronalen < Mastzellen
Ursprungs

Eine allgemein giiltige Regel ist, daB alle Zellen auf
NGF am besten sehr friih in ihrer Differenzierung anspre-
chen; die Reaktion wird bei der reifen Zelle immer schwi-
cher, verschwindet aber niemals vollstindig. Lange sympa-
thische und sensorische Neuronen, und besonders die des
dorsomedialen Quadranten des Riickenmarks des Hiihner-
embryos!'?, geben ein sehr gutes System ab, an dem man
die drei Haupteigenschaften von NGF aufzeigen kann: 1)
seine lebenswichtige trophische Rolle wihrend der friihen
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Entwicklungsstadien, 2) seine Fahigkeit, differenzierende
Prozesse wie das Neuritenwachstum zu fordern, und 3)
seine Fihigkeit, Neurite wihrend des Wachstums oder der
Regeneration an seinem Konzentrationsgradienten entlang
zu leiten®*44,

Diese Zellen waren zugleich ein in-vivo-Modellsystem
zur Untersuchung der Enzyminduktion bei der Neuro-
transmittersynthese!®, und in ihnen konnten auch zum er-
sten Mal der retrograde Transport von NGF** und seine
Rolle als trophischer Messenger® bewiesen werden. Wih-
rend sensorische und sympathische Zellen also eine
Schliisselrolle bei der Erforschung der eben genannten Ei-
genschaften von NGF spielten, wurden chromaffine Zellen
und ihr neoplastisches Gegenstiick, die klonale Zellinie
PC12, zum Modell der Wahl, um die Fahigkeit von NGF
zu untersuchen, Phinotypexpression und deren molekula-
ren Mechanismus zu modulieren®®®, Die Verinderung im
Phinotyp, die NGF in chromaffinen®”%% und PC12-Zel-
len®5% hervorruft, ist so bekannt, daB man sie nicht in
allen Einzelheiten beschreiben muBl. ZusammengefalBt er-
hilt man eine neuronale Differenzierung dieser Zellen, be-
gleitet von einer Vielzahl chemischer, ultrastruktureller
und morphologischer Verinderungen, die eher fiir einen
neuronalen als einen glanduliren Phidnotyp charakteri-
stisch sind®", In diesen Zellen entdeckte man auch die er-
staunliche Fiahigkeit von NGF, sowohl als mitogene!®” als
auch als antimitotische'®® Substanz zu wirken, und das so-
gar innerhalb derselben klonalen Zellinie PCI2 und einer
Mutante davon'", Das wiederum war ein Hinweis auf die
Vielseitigkeit von NGF-Rezeptoren und ihres Transduk-
tionsapparates, dessen Botschaft offensichtlich je nach
Zelltyp und -vorgeschichte verschieden gelesen und inter-
pretiert wird. Das ,,Priming*‘-Modell, das auf molekularer
Ebene das sehr schnelle bzw. sehr langsame Einsetzen des
Neuritenwachstums in sensorischen und sympathischen
Zellen auf der einen Seite® und PC12-Zellen auf der an- -
deren Seite® erkldren soll, ist ein ausgezeichnetes Beispiel
dafiir, welchen Beitrag diese letzigenannten Zellen fiir das
Studium der Wirkungsweise von NGF liefern kénnen.

Die weitgeficherten Effekte von NGF werden auch
durch andere sympatho-adrenale Zellen demonstriert, z. B.
die Paraganglien, die SIF(small intensely fluorescent)-Zel-
len und die Zellen des Glomus caroticum!®?-**, Die Fihig-
keit von NGF, Phinotypexpression zu modulieren, wird
besonders durch die SIF-Zellen verdeutlicht, von denen
man annimmt, daB sie unmittelbare Vorl4ufer von sympa-
thischen und chromaffinen Zellen sind. Werden diese Zel-
len unter geeigneten Bedingungen kultiviert, kénnen sie in
Medien mit NGF oder Dexamethason den einen oder an-
deren Phinotyp exprimieren®>*!. Dieses Wechselspiel
zwischen NGF und Steroidhormonen sogar in voll ausdif-
ferenzierten Zellen wird auch indirekt durch in-vivo-Un-
tersuchungen an kurzen adrenergen Neuronen nahegelegt,
die in beiden Geschlechtern das Urogenitalsystem inner-
vieren),

Erst kiirzlich kamen zwei neue Populationen als Studi-
enobjekte fiir NGF-Zielzellen hinzu: Neuronen des zentra-
len Nervensystems (ZNS) und Zellen aus dem himato-
poietischen System.

Kleine und grofie neuronale Populationen in verschiede-
nen Gehirnregionen zeigen alle Eigenschaften und Reak-
tionen, die fiir sensorische und sympathische Zellen cha-
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rakteristisch sind. Dazu gehoren [) das Vorhandensein
spezifischer Rezeptoren!®, 2) retrograder Transport von
NGF®, 3) gesteigerte Synthese von Neurotransmittern,
besonders von Acetylcholin®*-'% und 4) die trophische
Reaktion, die nach Applikation von exogenem NGF vor
dem Zelltod durch spezielle schidigende Substanzen oder
chirurgische Eingriffe schiitzt’’"-’%. NGF kdnnte auch eine
Rolle in der Entwicklung bislang nicht naher identifizierter
Gebiete des Hypothalamus spielen, da man herausfand,
daB Injektionen affinititschromatographisch gereinigter
polyklonaler Antikdrper gegen NGF in Rattenféten ein
schweres, postnatales, neuroendokrines Syndrom zur
Folge haben”, SchlieBlich konnte gezeigt werden, daB an-
dere Nervenzellen, vor allem im Hippocampus und Cor-
tex, grofe Mengen an NGF-mRNA und NGF-Protein syn-
thetisieren; somit fand man also ein funktionelles Binde-
glied zwischen NGF-produzierenden Zellen und solchen,
die auf NGF ansprechen, und der Kreis fiirr NGF im Ge-
hirn schloB sich!™-®, Obwohl das Wirkspektrum von
NGF im ZNS qualitativ mit dem in peripheren Neuronen
vergleichbar ist, wird der letzte Abschnitt dieses Beitrags
deutlich machen, daB die tatsiachliche Rolle von NGF im
Gehirn bei weitem nicht abgeschitzt werden kann, da die
moglichen Reaktionen von Nervenzellen des ZNS zu weit-
gefachert sind.

Eine dhnliche allgemeine Betrachtung gilt fiir die Aus-
wirkungen von NGF auf Mastzellen und moglicherweise
andere Zellen des Immunsystems. Da in vivo und in vitro
die Zahl der Mastzellen nach Behandlung mit NGF an-
steigt’”"] und da dieser Wachstumsfaktor die Histamin-
freisetzung beeinfluBt’®-*% kann man folgern, daB NGF
eine physiofogische Rolle in diesen Zellen spielt. Dennoch
ist noch nicht geklirt, ob ein solcher Effekt durch ein all-
gemeines Einwirken auf alle Mastzellenvorldufer oder
durch eine Art klonalen Selektionsmechanismus zustande
kommt. Kiirzlich wurde berichtet, da NGF auch auf an-
dere Milzzellen, z.B. die einkernigen Zellen, einwirkt®®",
und daB auf Thymocyten NGF-Rezeptoren gefunden wur-
den®¥; somit scheint NGF auch auf dieses funktionell so
bedeutende Netzwerk EinfluB zu nehmen. Da Histamin
ein Immunmodulator ist und da Milzzellen an der Immun-
antwort des Organismus beteiligt sind, eréffnen sich neue
Schauplitze, die NGF nicht durch das Hintertiirchen, son-
dern durch das Hauptportal betritt.

8. Die Kennkarte von NGF

Die Sequenzierung von NGF aus der Speicheldriise der
Maus im Jahre 1971®¥ lieferte nicht nur wertvolle Infor-
mation Uber seine Primirstruktur, sondern ermoglichte
auch die Synthese von Oligonucleotiden, mit denen
schlieBlich NGF-cDNA identifiziert werden konnte®¥. In
schneller Folge wurden die Gene aus der Maus'®, dem
Menschen™, dem Rind®*® und dem Huhn®” kloniert, und
ein hoher Grad an Homologie dieser Gene konnte nachge-
wiesen werden. Das NGF-Gen, das sich beim Menschen
auf dem kurzen Arm nahe am Zentrum von Chromosom 1
befindet™®, codiert fiir ein groBes Polypeptid mit 307 Ami-
nosidureresten, das nach Spaltung(en) eine reife NGF-Un-
tereinheit mit 118 Aminosiuren und vielleicht andere Pep-
tide unbekannter Funktion und ohne Sequenzhomologien
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mit bisher beschriebenen Proteinen ergibt!®*, NGF ist ein
Dimer aus zwei gleichen Untereinheiten, die durch nicht-
kovalente Bindungen zusammengehalten werden. Das Di-
mer kann als solches isoliert werden®, oder als ein Kom-
plex, der noch zwei andere Proteine enthilt, eines mit einer
Esterpeptidase-Aktivitit, die vielleicht an der Prozessie-
rung des NGF-Vorliufers beteiligt ist, und eines mit einer
noch nicht bekannten Funktion™*%, Es mufB noch gezeigt
werden, ob jede NGF-Untereinheit biologisch aktiv ist; ein
kovalent quervernetztes Dimer behilt seine volle Aktivi-
tdt®"%2, Zwischen den beiden gut beschriebenen moleku-
laren Einheiten, nimlich NGF und seinem Gen, die man
sich als Spitze und Basis eines Eisbergs vorstellen kann,
gibt es mehrere mogliche Intermediate unbekannter Natur
und mit unbekannten biologischen Eigenschaften. Deren
Identifizierung wiirde wichtige Fragen beantworten, wie
z.B.: Codiert das NGF-Gen andere biologisch aktive Pep-
tide? Welche Bedeutung hat verschiedenes Splicing der
NGF-mRNA in verschiedenen Zellen'? Wird Pripro-
NGF in allen neuronalen und nicht-neuronalen Zellen auf
gleiche Art und Weise prozessiert, oder ergeben wie bei
anderen Peptiden® verschiedene Prozessierungswege Pro-
dukte mit verschiedenen biologischen Funktionen? Da die
gleichen Peptide posttranskriptionell und posttransiatio-
nell modifiziert werden kdnnen, scheinen die Teile des
NGF-Eisbergs, die unter der Wasseroberflache liegen, sehr
groB zu sein.

Untersuchungen zum immunologischen und biologi-
schen Verwandtschaftsgrad von NGFs aus verschiedenen
Spezies stiitzen die Hypothese, daB8 die Bindungsstelle(n)
zu den jeweiligen Rezeptoren strukturell mehr konserviert
ist (sind) als andere Epitope, die wahrscheinlich biologisch
weniger wichtig sind und deshalb mutieren kdnnen®>.

9. NGF, Wachstumsfaktoren und Oncogene

Die Entdeckung von NGF und bald darauf die des epi-
dermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor,
EGF) fiihrten zur biologischen Identifizierung einer immer
noch steigenden Zahl von Polypeptidwachstumsfakto-
ren'®, In den siebziger Jahren riickte ein scheinbar nicht
verwandtes Gebiet der Biologie in den Vordergrund der
Forschungsinteressen, als man entdeckte, daB einzeine
Gene (Oncogene) Zellen transformieren kdnnen. For-
schung an Polypeptidwachstumsfaktoren und an Oncoge-
nen wurde zunichst unabhingig voneinander betrieben;
die beiden Gebiete verschmolzen aber, als durch Sequenz-
analyse die Homologie von einigen Oncogenen und Genen
von Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren nachge-
wiesen werden konnte. Es gibt immer mehr Hinweise
darauf, daB ibermiBige Synthese oder eine Abart der
Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren fiir die
Transformation der entsprechenden Zellen verantwortlich
ist®>-98, Als kiirzlich gezeigt wurde, daB auch das Gegen-
teil wahr ist, nimlich da manche Oncogenprodukte Zel-
len zur Differenzierung veranlassen konnen, lenkte dies
die Aufmerksamkeit auf einen anderen Aspekt des ausge-
kliigelten Wechselspiels zwischen differenzierenden und
transformierenden Prozessen. Beispiele dafiir sind H-ras
und V-src, deren Expression in PC12-Zellen zu mitoti-
schem Stillstand und neuronaler Differenzierung dhnlich
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wie bei NGF fiihrt; weitere Beispiele werden sicher fol-
gen™ ' Man kann offensichtlich die SchluBfolgerung
ziehen, daB ein bestimmter Polypeptidwachstumsfaktor
oder intrazellulidre Proteine, die eine wesentliche Rolle im
Zellcyclus oder bei der Differenzierung einiger Zellen
spielen, in unterschiedlichen Zelltypen ganz verschiedene
Wirkungen entfalten. Im Fall von NGF fragt man sich, ob
und wie dieses vielseitige Molekiil fiir andere Effekte ver-
antwortlich ist. Ist z. B. eine Abart von NGF oder seiner
Rezeptoren in der Lage, bestimmte Zellen zu transformie-
ren, so wie es fiir andere Wachstumsfaktoren gezeigt wer-
den konnte? Falls ja, konnten dann dieser modifizierte
NGF oder seine Rezeptoren fiir Neoplasien im zentralen
und peripheren Nervensystem verantwortlich sein?

10. NGF in exokrinen Driisen: Nur zufillig
vorhanden oder von biologischer Bedeutung?

Wir hatten schon frith entdeckt, daB die Unterkieferspei-
cheldriisen der Maus groBe Mengen NGF synthetisieren
und in den Speichel abgeben, daB die Synthese dieses Pro-
teins durch Testosteron und Thyroxin reguliert wird!'?"-'%%,
und daB der Gehalt an NGF in der minnlichen Maus un-
gefdhr zehnmal groBer ist als in der weiblichen. Drei Jahr-
zehnte lang blieben diese Befunde ritselhaft und ohne Er-
klarung. Wir versuchten, NGF im Blut nachzuweisen®®>"
und kamen zu widerspriichlichen, insgesamt aber doch ne-
gativen Ergebnissen. AuBlerdem hatte die Entfernung der
Speicheldriisen, die diese Nagetiere einer so reichhaltigen
Quelle fiir NGF beraubte, keinen nachteiligen Einflu} auf
sympathische und sensorische Zellen. All dies sprach ge-
gen die Hypothese, NGF aus der Speicheldriise kénnte bis
zu den entsprechenden Zielzellen gelangen. Eine andere
biologische Funktion fiir NGF aus der Speicheldriise
wurde zuerst von uns postuliert!'® und kiirzlich von
uns!"®! und einem anderen Wissenschaftler''® bewiesen.
Provoziert man ménnliche Miuse experimentell zu intra-
spezifischem Kampfverhalten, indem man sie sechs bis
acht Wochen sozial isoliert, so wird NGF in groBen Men-
gen in den Blutstrom ausgeschiittet. Dies kann durch vor-
ausgehende Sialoadenektomie verhindert werden. Da In-
jektionen von NGF Gewichts- und GrdBenzunahme der
Nebennieren hervorrufen''® und die Synthese des Schliis-
selenzyms der Catecholaminbiosynthese, Tyrosin-Hydro-
xylase, stimulieren!'®), schlugen wir vor, daB diese gewal-
tige Ausschiittung von endogenem NGF aus der Speichel-
driise ins Blut eine ganz wesentliche Bedeutung fiir die Ab-
wehr- und/oder Angriffsmechanismen der méinnlichen
Maus hat, die Kadmpfe mit Tieren des gleichen Geschlechts
ausfiihrt. Fir diese Hypothese spricht, daB aggressives
Verhalten die Abgabe von Renin, einem weiteren biolo-
gisch aktiven Protein, in den Blutstrom induziert; dieses
Renin wird in denselben tubulidren Bereichen der Speichel-
driisen synthetisiert!'®”) Wir kennen allerdings noch nicht
den Mechanismus, der zur Ausschiittung von NGF fiihrt,
und wissen auch nicht, ob noch andere Stationen aktiviert
werden und in diesem spezifischen StreBsyndrom eine
Rolle spielen.

Das Vorkommen groBer Mengen NGF im Schlangen-
gift"® und in den minnlichen Geschlechtsorganen!'®® %%
mag als Beispiel einer launenhaften Genexpression wih-
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rend der Evolution aufgefafit werden. NGF kann aber in
diesen Fillen auch weitere Funktionen erfiillen, die ir-
gendwie mit der toxischen Wirkung des Schlangengifts
oder der Fortpflanzungsaktivitit des Geschlechtsapparates
zusammenhingen. Beim Schlangengift kann man sich vor-
stellen, daB ein so spezifisch neurotropes Molekiil wie
NGF von den Reptilien als Transportmolekiil fiir andere
Neurotoxine beniitzt wird, fiir die keine spezifischen Re-
zeptoren im zentralen und peripheren Nervensystem exi-
stieren. Zum Beispiel konnten Enzyme wie Phospholipa-
sen, Phosphodiesterasen und Proteasen verschiedener Spe-
zifitdt, die vielleicht selbst keine Erkennungsstellen auf
Zielzellen haben, NGF als Triger beniitzen, um in Zellen
zu gelangen, die NGF-Rezeptoren aufweisen. Da diese Re-
zeptoren auch auf einigen nicht-neuronalen Zellen weit
verbreitet sind, kénnten mit ihrer Hilfe einige Toxine oder
Enzyme einen leichteren Weg in die Zielorgane finden.

In den Fortpflanzungsorganen kdnnte NGF an Befruch-
tungsmechanismen beteiligt sein, indem er iiber das Cyto-
skelett die Bewegung der Spermatozoen dhnlich wie beim
Neuritenwachstum aktiviert, oder indem er das Einnisten
eines Eies begiinstigt, da er die AbstoBung durch das Im-
munsystem verhindern kann. Letztgenannte Hypothese
wird gegenwirtig von Geraci, Cocchiara und Calissano
uberpriift, die den Effekt von NGF auf Mastzellen des
Uterus untersuchen; von diesen nimmt man an, daB sie
durch Histaminausschiittung die lokale Inmunantwort un-
terdriicken!''%,

11. Absehbare Experimente
und Vorhersagen des Unvorhersagbaren

Am ehesten kann man vorhersehen, daB nach anderen
NGF-Zielzellen gesucht wird. Dabei diirften die immer
weiter verbesserten in-vivo- und in-vitro-Techniken ange-
wendet werden, die wihrend der letzten Jahrzehnte von
der molekularen bis zur superzelluliren Ebene verfiigbar
wurden. Erst dieser vielseitige experimentelle Ansatz
fihrte zur Entdeckung von NGF-Zielzellen im zentralen
Nervensystem niederer und héherer Vertebraten und in
Zellinien des Immunsystems. Diese Liste wird wahrschein-
lich noch ldnger werden, wenn die Suche auf weitere neu-
ronale und nicht-neuronale Zellpopulationen ausgedehnt
wird. AuBerdem sollte man berticksichtigen, daB einige
dieser Populationen hauptsichlich wihrend der prinata-
len Entwicklungsstufen auf NGF ansprechen. Das konnte
schon in sensorischen Zellen von Végeln und Sdugetieren
gezeigt werden®3"52 ebenso in Zellen, die den dritten
Ventrikel von Kaulquappen!"'" und von prinatalen und
neugeborenen Nagetieren (L. Aloe und R. Levi-Montalcini,
unverdffentlichte Ergebnisse) auskleiden. 1n dhnlicher
Weise konnte die systematische Untersuchung neuroen-
dokriner und hdmatopoietischer Zellinien in in-vitro- und
in-vivo-Systemen bis jetzt noch unbekannte Funktionen
dieses Wachstumsfaktors aufdecken.

Ein weiterer Ansatz, der jetzt in vielen Laboratorien ver-
folgt wird, ist die Suche nach und die Charakterisierung
von NGF-dhnlichen Faktoren, die auf andere neuronale
Populationen einwirken. Diese Faktoren konnen in zwei
Klassen eingeteilt werden: 1) diejenigen, die vom NGF-
Gen selbst codiert werden, aber auf verschiedene Art und
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Weise posttranskriptionell oder posttransiationell modifi-
ziert werden, so daf3 Polypeptidwachstumsfaktoren mit ge-
dnderter Struktur und Funktion entstehen; 2) weitere Pro-
teine oder Peptide mit der trophischen, chemotaktischen
und/oder differenzierenden Aktivitit von NGF, die von
anderen Genen codiert werden.

Man wird Techniken aus der Molekularbiologie und Im-
munologie heranziehen, um Faktoren aus der erstgenann-
ten Gruppe aufzuspiiren und zu identifizieren. Diese Me-
thoden sollten wertvolle Informationen iiber einige noch
unerforschte und sozusagen noch unter der Wasseroberfli-
che liegende Teile des NGF-Eisbergs liefern, namlich die
Gentranskription und -translation von NGF. Besonders
wichtig wire die Identifizierung derjenigen NGF-Sequenz,
die fur die Bindung an die Rezeptoren verantwortlich ist
und so wahrscheinlich die zellulire Reaktion auslést. Wie
schon friiher vermutet wurde®, ist dieser Abschnitt mogli-
cherweise besser konserviert als andere Teile des Mole-
kiils. Ist er erst einmal identifiziert, kann man in seinem
synthetischen Analogon Aminosduren austauschen und/
oder chemische Modifikationen einfiihren und so die bio-
logische Aktivitit der maBgeschneiderten neuen Peptide
untersuchen. Dies sollte nicht nur wertvolle Informationen
iiber Struktur und Eigenschaften des aktiven Zentrums von
NGEF liefern, sondern hoffentlich auch zur Synthese von
Peptiden fiihren, die noch aktiver sind als NGF. Dieses
Ziel ist ja auf dem Gebiet anderer biologisch aktiver Pep-
tide schon auf brilliante Art und Weise erreicht wor-
den“ 12,1 13].

Im Rahmen dieser Art von Untersuchungen an NGF
und seinem Gen kann man eine Strategie entwickeln, die
darauf abzielt, die Synthese und Ausschiittung von NGF
durch nicht-neuronale Zellen in*peripheren Geweben und
durch Neuronen und Satelliten im zentralen Nervensystem
auszuniitzen, und die deshalb auf Pharmaka zuriickgreift,
die die Expression oder das Prozessieren von NGF modifi-
zieren. Der experimentell gesicherte Befund, daB die
NGF-Synthese durch Hormoneinwirkung!'"'*?  oder
Durchtrennung der Nervenfasern zwischen NGF-Rezep-
torzellen und den Zielzellen dieser Nerven!''¥ gesteigert
wird, ist ein weiterer Hinweis auf die bemerkenswerte Viel-
falt der Mechanismen, die die NGF-Genexpression kon-
trollieren. Diese Eigenschaft kénnte man durch Pharmaka
modulieren, die auch auf die Regulation der Synthese und
Ausschiittung von NGF einwirken.

Die Suche nach neurotropen Faktoren, die nicht vom
NGF-Gen codiert werden, kdnnte im wesentlichen den
klassischen Ansatz beniitzen, der so erfolgreich zur Isolie-
rung und Identifizierung von NGF angewendet wurde. Es
mag hauptsichlich zwei Griinde dafiir geben, warum trotz
grofer Anstrengungen auf diesem Gebiet noch keine wei-
teren Polypeptidwachstumsfaktoren, die andere neuronale
Zellen aktivieren, eindeutig identifiziert werden konnten:
1) Es gibt keine schnellen und zuverlissigen biologischen
Tests wie beim NGF, und 2) es konnten keine ergiebigen
Quellen fir diese Faktoren gefunden werden, die mit jenen
vergleichbar wiren, die man gliicklicherweise schon frith
fiir NGF entdeckt hatte. Man kann aber jetzt schnelle und
zuverlidssige Testsysteme einfiithren, indem man auf che-
misch ganz genau definierte Medien zuriickgreift, die nur
bestimmte Zelltypen iiberleben und differenzieren lassen,
wenn man ihnen die vermeintlichen Wachstumsfaktoren
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zusetzt, die man aus verschiedenen Quellen isoliert und
mit dem in-vitro-Test auf ihre moglicherweise spezifische
wachstumsférdernde Aktivitit untersucht hat. Das Pro-
blem, fiir NGF-ahnliche Peptide so ergiebige Quellen fin-
den zu miissen wie die, die bei der Entdeckung von NGF
eine Schliisselrolle spielten, ist durch Methoden der Pro-
teinchemie und der Gentechnologie heute leichter zu 13-
sen. Nur wenige Mikrogramm gereinigten Proteins genii-
gen heute, um dessen Sequenzierung, die Synthese der ent-
sprechenden cDNA, die Identifizierung des Gens fiir den
betreffenden Wachstumsfaktor und dessen Expression in
Bakterien zu erméglichen. So kann eine Suche, die einst
auf gliickliche Umstinde vertrauen mufte, durch eine ra-
tionelle und systematische Strategie ersetzt werden.

Kann man versuchen, etwas vorherzusagen, was im
Grunde nicht vorhersagbar ist? Gerade dazu werden wir
durch die NGF-Entdeckungsgeschichte ermutigt, denn mit
jedem nicht vorhergesehenen Ereignis nahm der bis dahin
noch nicht beschricbene Weg des NGFs eine neue Rich-
tung, und es ertffneten sich neue Ausblicke auf ein stets
wechselndes Panorama. Diese Entwicklung, die von An-
fang an offensichtlich war und mich tatsdchlich erst auf
die Existenz des NGFs aufmerksam machte, ist vielleicht
der Aspekt, der am attraktivsten, aber auch am schwierig-
sten zu fassen ist. Im Augenblick kann man nur vorhersa-
gen, wo Entwicklungen am wahrscheinlichsten sind. Nicht
so sehr NGF selbst, sondern die Komplexitit der neuen
Umgebungen, in denen sich NGF bewegt - das zentrale
Nervensystem und das Immunsystem - macht eine genaue
Vorhersage von Ergebnissen unméglich. Man. weill seit
kurzem, daB diese beiden Netzwerke eng miteinander ver-
flochten sind und sich gegenseitig durch Signale beeinflus-
sen!!'>11% Thr ungeheuer komplizierter Aufbau eréffnet
unendlich viele Maglichkeiten fiir die Aktivierung be-
stimmter Zellpopulationen des einen oder anderen Sy-
stems durch NGF.

Wie viele Sekundireffekte mag der direkte EinfluB von
NGF auf cholinerge, adrenerge und peptiderge Neuronen
haben, die durch Nervenfasern, humorale Kanidle oder
Diffusion iiber kurze Entfernung miteinander verkniipft
sind? Oder welche Folgen kdnnte die Histaminausschiit-
tung aus NGF-aktivierten Mastzellen haben, wenn man
bedenkt, welche Rolle dieses Amin als Immunmodulator
oder als Immunsuppressor spielt? Ahnliche Uberlegungen
gelten fir einen moglichen Einsatz von NGF bei Krank-
heiten des Gehirns oder des Immunsystems. So kann z.B.
Applikation von auBen oder endogene Stimulation der
Synthese durch Pharmaka immer dann ein vielverspre-
chender Ansatz bei gegenwirtig noch unheilbaren Krank-
heiten sein, wenn der Zelltod spezifischer neuronaler Po-
pulationen auf einen lokalen Mangel an neurotrophen
Faktoren, etwa NGF, zuriickzufiihren ist.

Ich will diesen Bericht, der die Entdeckungsgeschichte
des Nervenwachstumsfaktors zum Inhalt hat, mit einer Be-
merkung beenden, die Viktor Hamburger vor iiber einem
Jahrzehnt gemacht hat: ,,... the fact that this discovery,
which grew out of a seemingly peripheral problem (peri-
pheral in every sense of the word), has blazed so many new
trails is its greatest contribution to neuroembryology.*!'!"
Die Forschung wihrend dieses letzten Jahrzehnts bewies
nicht nur von neuem, da NGF ganz wesentlich zum Fort-
schritt auf dem Gebiet der Neuroembryologie beitrug, son-
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dern riickte auch seine allgemeine Bedeutung fiir die Neu-
rowissenschaften in den Vordergrund und deutete auf
seine Rolle im Immunsystem hin.

Ich widme diesen Artikel Viktor Hamburger, der diese
Forschung férderte und an ihr teilnahm und dem ich fiir im-
mer Dank fiir seine wertvollen Vorschldge und seine Grofzii-
gigkeit schulde. Ohne ihn wdren wir nie auf den Nerven-
wachstumsfaktor aufmerksam geworden.

Ich méchte mich auch ganz herzlich bei meinen lieben
Freunden Pietro Calissano und Luigi Aloe fiir ihre grundle-
genden Beitrdge bedanken. Wahrend dieser 35 Jahre dau-
ernden Forschung nahm eine groBe Zahl von Kollegen, tech-
nischen Assistenten und Doktoranden an diesem Abenteuer
der Wissenschaft teil. Mit ganz besonderem Dank mdchte
ich die wichtige Arbeit von zwei Kollegen, Dr. Piero Angeletti
und Dr. Vincenzo Bocchini, anerkennen. Ebenso mdchte ich
mich herzlich bei Professor Carlos Chagas fiir seine grofzii-
gige Gastfreundschaft am biophysikalischen Institut der Uni-
versitdt von Brasilien und bei Dr. Hertha Meyer bedanken,
die mir half, einen Gewebekulturtest fiir NGF auszuarbei-
ten.

Eingegangen am 5. Mirz 1987 [A 631]
Ubersetzt von Dr. Heinrich Wiesinger, Tiibingen
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