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1 Einleitung
Im Zuge des Alterungsprozesses der Bevolkerung - im Jahr 2050 werden 37% der Deutschen

dlter als 59 und 12% iélter als 80 Jahre sein (Potzsch und Sommer, 2003) - werden
degenerative Erkrankungen des Nervensystems zunehmen. Hierzu gehdrt vor allem der
Morbus Parkinson, der auch als Idiopathisches Parkinsonsyndrom (IPS) bezeichnet wird und
der sich im Durchschnitt zwischen dem 58-62 Lebensjahr manifestiert (Cummings, 1997).
Allein in Deutschland sind ca. 250.000 Menschen am IPS erkrankt (Gerlach et al., 2001) und
jahrlich kommen ca. 15.000 Patienten hinzu. In der Altersgruppe der {iber
65-jéhrigen leidet bereits 1% der Gesamtbevolkerung an dieser Erkrankung (Beal, 2001) und
hierbei sind die Parkinsonsyndrome, welche klinisch manchmal nur schwer von einem echten
IPS zu unterscheiden sind, noch nicht beriicksichtigt.

1817 beschrieb James Parkinson (1755-1825) in seiner Schrift ,,An essay on the shaking
palsy* erstmals dieses Leiden, welches spéter nach ihm benannt wurde. Obwohl er nur sechs
Patienten fiir die Dauer weniger Wochen beobachten konnte, erkannte er schon zwei der drei
Kardinalsymptome. Der einseitig beginnende Tremor, sowie das verdnderte Gangbild
(kleinschrittig, propulsionsartig) mit daraus resultierender Fallneigung. Die Ergdnzung des
Rigors, als drittes Merkmal dieser neurodegenerativen Multisystematrophie (Bauer et al.,
2002), blieb dem franzosischen Arzt Charcot vorbehalten (Gerlach et al., 2001). Die typische
klinische Trias Rigor, Tremor, Akinese bildet sich erst aus, wenn bereits mehr als 80% der
dopaminergen Neurone geschiddigt und das Dopamin (DA) fast vollstindig (> 85%)
aufgebraucht ist (Marsden, 1982). Bei einem Drittel der Patienten entwickelt sich zusétzlich
eine Demenz, die vermutlich auf den Verlust cholinerger Interneurone in der Substantia

innominata zurtickzufiihren ist (Marsden, 1982).

1.1 Ursachen des IPS
Obwohl in den letzten Jahren versucht wurde die Atiologie des IPS mit neuen Methoden zu

klaren, konnte weder eine einzelne Ursache noch ein Ursachenkomplex eindeutig identifiziert
werden. Die Befunde und Mechanismen, die beim IPS erforscht wurden, lassen sich in zwei —
sich gegenseitig nicht ausschlieBende — Modelle einteilen, die im Folgenden kurz vorgestellt

werden.

1.1.1 Modell des oxidativen Stresses
Diesem Modell liegt die gesteigerte Belastung des alternden Organismus durch hochreaktive

Stoffwechselmetabolite (Radikale) zu Grunde. Fiir dopaminerge Neurone hat die



Verdnderung eine besondere Bedeutung, da beim DA-Metabolismus viele Radikale gebildet
werden, welche in nachgeschalteten Reaktionen wieder abgebaut werden miissen (Sudha et
al., 2003). Dieser Pathomechanismus wird durch Gewebsuntersuchungen élterer Patienten
hinsichtlich oxidativer Schiaden untermauert. Solche Schaden wurden in allen Geweben (auch
Hirngewebe) gefunden und waren an der inneren Mitochondrienmembran besonders stark
ausgeprigt (Olanow et al., 2002). Die Radikale (besonders das Hydroxidradikal, OH-)
reagieren mit Membranlipiden und oxidieren diese, was in postmortalen Untersuchungen von
IPS-Patienten gezeigt wurde (Sudha et al., 2003). Bei diesen Untersuchungen wurden nicht
nur erhohte Malondialdehyd (MDA)-Spiegel - ein Zwischenprodukt bei der Lipid-
peroxidation - nachgewiesen, sondern auch 10-fach erhohte Lipidhydroperoxide (Dexter et
al., 1994). Dariiber hinaus wurde in noch lebenden DA-Neuronen das 4-Hydroxy-2-nonenal
(HNE) identifiziert. HNE ist ein hochpotentes Zellgift, welches ebenfalls bei der Lipid-
peroxidation entsteht. Es greift an vielen Stellen in den Zellstoffwechsel ein. So hemmt es
nicht nur die Komplexe I und II der Atmungskette, sondern vermindert auch den Glutathion-
Spiegel der Zelle. Letztlich fiihrt es zur Apoptose (Yoritaka et al., 1996). Ferner ist erwiesen,
dass die Zunahme oxidativer Schiden auf ein Uberangebot von Radikalen zuriickzufiihren ist
und nicht auf einer Fehlfunktion des Antioxidationssystems beruht, da die Aktivitdt der
Glutathion-Reduktase (GR), Glutathion-Peroxidase (GP), Superoxid-Dismutase (SOD) und
der Katalase (KT) altersentsprechend ist (Olanow et al., 2002; Sudah et al., 2003). Die Mn-
SOD, ein in der Mitochondrienmembran vorkommendes Isoenzym der Superoxid-Dismutase,
weist sogar eine erhohte Aktivitdt auf (Saggu et al., 1989). Erreichen die Oxidationsschiden
in den nigralen DA-Neuronen ein bestimmtes Ausmal}, so werden (u.a.) die Membranen der
Dopamin-Vesikel instabil, was zum Ubertritt dieses Transmitters ins Zytosol fiihrt. Dort wird
das DA durch die intraneuronale Monoaminoxidase A (MAO-A), die astrozytire MAO-B
sowie den dort herrschenden pH-Wert mittels oxidativer Desaminierung zu Dopamin-
Quinonen, Superoxid-Radikalen (20,) und Wasserstoff-Peroxid (H,0O,) abgebaut (Lotharius
und Brundin, 2002). Da auf diesem Weg relativ groBe Mengen freier Radikale anfallen,
kommt es zur irreversiblen Schiddigung der dopaminergen Neurone. Ob der darauthin
erfolgende Zelltod apoptotisch oder nekrotisch verlduft, ist derzeit noch nicht eindeutig

geklart.

1.1.2 Das Gendefekt-Modell
In diesem Modell spielen Mutationen im Parkin- und a-Synuklein-Gen eine zentrale Rolle.

Neben diesen beiden Gen-Defekten, gibt es noch einige andere Defekte, auf die hier nicht
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eingegangen wird. Insgesamt werden Gendefekte bei IPS-Patienten allerdings selten als
Ursache diagnostiziert und die tiberwiegende Anzahl der Patienten weist keine dieser

Verdnderungen auf (Olanow et al., 2002).

1.1.2.1 Das a-Synuklein-Gen
Ein Fehler auf Chromosom 4 (q21-23) liegt diesem Defekt zu Grunde, der zum Austausch

von Guanin gegen Adenosin in Position 209 (G209A) fuhrt, was zur Folge hat, dass in der
Aminosdurekette des a-Synuklein an Position 53 Alanin gegen Threonin (Ala53Thr)
getauscht wird (Olanow et al., 2002). Durch diese Verdnderung neigt das Protein zur
B-Faltblatt-Bildung (Protofibrillen) und schéddigt den Golgi-Apparat. Die Protofibrillen
werden mittels Mikrotubulitransport in Kernnidhe abgelagert, wo sie mikroskopisch als Lewy-
Korperchen imponieren (Lotharius und Brundin, 2002). Sie stellen eine der neuropatho-
logischen Ursachen dar, welche den Verlust melaninhaltiger Zellen in der SN mitbedingen.
Durch die irreversible Ablagerung von Lewy-Ko6rperchen geht die Zelle zu Grunde (Lotharius
und Brundin, 2002). Die Patienten entwickeln das typische Krankheitsbild eines Levodopa-
responsiven IPS mit Lewy-Korperchen-Bildung, nur dass die Krankheit wesentlich frither
beginnt - im Durchschnitt mit 46 Jahren (Olanow et al, 2002). a-Synuklein spielt
wahrscheinlich eine Rolle im Transmitter Vesikel-Umsatz und kommt dann zum Tragen,
wenn die Synapse hoherfrequent stimuliert wird, so dass Vesikel aus dem Reserve-Pool
zusitzlich mit einbezogen werden miissen (Lotharius und Brundin, 2002). Gelegentlich lassen
sich solche Einschliisse auch in Gehirnen von Personen finden, bei denen zu Lebzeiten kein
IPS bekannt war, was als asymptomatisches [PS-Stadium verstanden wird.

Bei der Mehrzahl der IPS-Patienten wurden solche Mutationen aber nur bei positiver
Familienanamnese und nicht bei Patienten mit sporadischem IPS gefunden (Olanow et al.,

2002).

1.1.2.2 Das Parkin-Gen
Bei vielen Patienten (ca. 50%) mit juvenilem, familidrem Parkinson (Beginn mit ca. 20

Jahren) konnte eine Reihe von Punktmutationen und Deletionen im Parkin-Gen (Chromosom
6; q25.2-q27) festgestellt werden (Pankratz et al., 2004). Morphologisch ldsst sich ein
Zelluntergang in der SNpc sowie dem Locus coeruleus erkennen, jedoch keine Einschluss-
korperchenbildung (Olanow et al., 2002). Parkin ist eine Ubiquitin-Ligase (Shimura et al.,
2000), die abzubauende Proteine durch Ubiquinierung ,,markiert®, bevor sie von Proteasomen
abgebaut werden. Dieser Vorgang ist durch die Punktmutationen gestort, weshalb viele

Proteine im Zytosol akkumulieren und zum Zelluntergang fiihren.
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1.2 Therapiemoglichkeiten
Da das Idiopathische Parkinsonsyndrom ohne Therapie nach ca. 8-10 Jahren zum Tode fihrt

und die Patienten unter einer suffizienten Therapie eine nahezu normale Lebenserwartung
haben (Cummings, 1997), sollte sich die IPS-Therapie der Diagnose unverziiglich
anschlieBen. Fiir betroffene Patienten stehen heute verschiedene Therapieoptionen zur
Verfligung. Goldstandard ist noch immer die Substitution von Dopamin durch Gabe der DA-
Vorstufe L-Dopa (Hirsch und Herrero, 1997). Dieser Therapieansatz lindert die Aus-

wirkungen des DA-Mangels zwar effektiv, aber nicht kausal.

1.2.1 Pharmakotherapie des Morbus Parkinson

1.2.1.1 Levo-Dopa

Da der Mangel an Dopamin eines der Hauptcharakteristika des IPS ist (Cotzias et al., 1969),
liegt es nahe, diesen fehlenden Transmitter zu substituieren. Da dieser Transmitter die
Bluthirnschranke nicht passieren kann, wird seine Vorstufe (Levo-Dopa) gegeben, welche in
die DA-Neurone aufgenommen und durch die Dopa-Decarboxylase in Dopamin umge-
wandelt wird (Melamed et al., 2000). Da diese Umwandlung auch in der Peripherie erfolgt
und zu erheblichen Nebenwirkungen wie Ubelkeit und orthostatischer Hypotension fiihrt
(Tintner und Jankovic, 2002), wird L-Dopa mit einem Decarboxylaseshemmer (z.B.
Benserazid oder Carbidopa) kombiniert, welcher die Bluthirnschranke nicht iiberwinden kann
und somit die unerwiinschte Metabolisierung des L-Dopa in der Peripherie verhindert.
Kombinationspraparate wie Madopar™ (L-Dopa und Benserazid) konnten die unerwiinschten
Wirkungen deutlich vermindern und ermoglichten zugleich eine Dosisreduktion (Tintner und
Jankovic, 2002). Als vorteilhaft erwies sich weiterhin die zusétzliche Gabe eines Dopamin-
rezeptoragonisten (z.B. Bromocriptin), welcher die reaktiv erhohte DA-Rezeptorendichte, die
als Folge des DA-Mangels im Striatum auftritt (Marsden, 1982), therapeutisch nutzt. Nach
medikamentoser Einstellung des Patienten auf diese Pharmaka ist eine deutliche Besserung
der Beschwerden fiir ca. 4-5 Jahre zu erreichen (,,Honeymoon-Phase®; Reichmann et al.,
2003), bevor die Probleme des ,,wearing-off* (immer kiirzere Wirkungsdauer des L-Dopa)
oder der ,,End-of-dose* Akinesen (Phase des ,,Paradise Lost*) zu immer hoheren Dosen bzw.
Applikationsfrequenzen fithren und schlielich einen Therapiewechsel erzwingen konnen.
Werden diese Nebenwirkungen zu stark, kommt z.B. die Applikation von Apomorphin (Kap.
1.2.1.4) oder die tiefe Hirnstimulation (engl. deep brain stimulation, DBS), beides ebenfalls
etablierte therapeutische Verfahren im fortgeschrittenen Stadium (Herzog et al., 2003), zur

Anwendung.
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1.2.1.2 Dopaminrezeptor-Agonisten
Die Hochregulation der Rezeptoren ist eine physiologische Antwort der Neurone auf den

Transmittermangel (Chaturvedi et al., 2003). Diese Tatsache ist von Bedeutung, da es in den
letzten Jahren gelungen ist Substanzen zu entwickeln, die an diese Rezeptoren binden und als
DA-Agonisten wirken konnen. Zu diesen Stoffen zéhlen z.B. Bromocriptin oder Lisurid.

In der Therapie des IPS werden solche Medikamente zu Beginn eingesetzt, um die L-Dopa
Dosis - und dadurch die Nebenwirkungen - gering zu halten (Reichmann et al., 2003). Eine
Monotherapie mit DA-Rezeptoragonisten flihrt allerdings nur in Einzelfillen zu befriedigen-

den Ergebnissen.

1.2.1.3 Katechol-O-Methyl-Transferase (COMT-) Hemmer
Da die Katechol-O-Methyl-Transferase neben der MAO-B das zweite wichtige Enzym im

Dopamin-Abbau ist (Gerlach et al., 2001), stellt die Hemmung dieses Enzyms einen weiteren
Mechanismus zur Erhohung des DA-Angebots dar. Ein COMT-Hemmer ist Entacapon®,
nach dessen Einnahme in therapeutischer Dosis (200 mg/Tag) die COMT-Aktivitdt in den
Erythrozyten um 60% sinkt, was dazu fiihrt, dass die Plasmahalbwertszeit von L-Dopa um ca.
75% steigt (Gerlach et al., 2001). Durch die gleichzeitige Gabe von COMT-Hemmern mit
L-Dopa, kann die L-Dopa Dosis reduziert und somit Peak-Dose-Dyskinesien vermindert

werden.

1.2.1.4 Apomorphin
Dieses Morphinanalogon (Struktur sieche Abb. 1) - ohne schmerzlindernde oder

euphorisierende Wirkung - ist ein sehr potenter Dopaminrezeptoragonist, der nach evtl.
anfinglich aufiretender Ubelkeit, meist gut vertragen wird. Da seine Halbwertszeit nur bei
wenigen Minuten liegt, wird es liber eine Minipumpe subkutan injiziert. Dieses System wird
dann angewandt, wenn mit der L-Dopa Substitution keine zufriedenstellenden Ergebnisse

mehr erzielt werden konnen (Gerlach et al., 2001).

Morphin Apomorphin

Abb. 1: Struktureller Vergleich: Morphin und Apomorphin.
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1.2.2 Operative Verfahren
Wihrend die Symptomatik bei der Mehrzahl der Patienten in der ,,Honeymoonphase* sehr gut

durch Arzneimittel beherrscht wird, nehmen die Nebenwirkungen in den Folgejahren
kontinuierlich zu, so dass es in vielen Fillen notig ist alternative Therapien anzuwenden.
Insbesondere die L-Dopa Nebenwirkungen wie ,,Wearing off*-Phédnomene, Dyskinesien und
On-Oft-Fluktuationen, zwingen zu einem solchen Schritt (Herzog et al., 2003). Das On-Off-
Phidnomen tritt bei 50% der Patienten nach 5 Jahren auf und ist bei Patienten, die dieses
Medikament seit 10 Jahren oder linger einnehmen, in bis zu 80% der Fille zu verzeichnen
(Follett, 2004).

Nach anfinglichen Erfolgen mit der Pallido- und Thalamotomie bevorzugt man heute nicht-
destruierende Verfahren, wie z.B. die tiefe Hirnstimulation (Marsden et al., 1997). Dank der
Einfiihrung stereotaktischer Techniken durch Spiegel und Wycis 1947 und deren
kontinuierliche Weiterentwicklung, sind solche chirurgischen Therapien sicher und
praktikabel geworden. Durch implantierte Elektroden, die an einen subkutan gelegenen
Impulsgeber angeschlossen sind (Pollak et al., 1997), erfolgt eine Hochfrequenzstimulation
bestimmter Hirnareale, wodurch diese gehemmt werden (Mclntyre et al, 2004). Die
Entscheidung welches Areal stimuliert wird, richtet sich nach der Symptomatik des Patienten.
So bessert eine Erregung des Globus pallidus internus (GP1) v.a. die Dyskinesie, auch ohne
postoperative L-Dopa-Reduktion (Follett, 2004), wohingegen eine Stimulation des Nucleus
subthalamicus (engl. subthalamic nucleus, STN) eher auf die Linderung des Tremors abzielt.
Hierbei wird der kontralateral zur tremordominanten Korperhélfte liegende STN iiber eine
elektrische Hochfrequenzstimulation inhibiert, was zu einer deutlichen Linderung des
Tremors auf der betreffenden Korperhilfte fithrt (Mclntyre et al., 2004). Eine Besserung der
Dyskinesien kann dann nur sekundir durch eine L-Dopa-Reduktion erreicht werden (Follett,
2004). Nach Aussage von Toda et al. (2004), kann im giinstigsten Fall die L-Dopa Dosis um
bis zu 60% gesenkt werden. Diese Daten wurden 6 Monate nach der Operation erhoben.
Patienten, bei denen der GPi stimuliert wird, kdnnen die L-Dopa-Dosen sogar um 60-75%
vermindern (Toda et al., 2004).

Der genaue Wirkmechnismus des DBS ist bis heute nicht vollstandig geklart (Follett, 2004).
Wabhrscheinlich werden durch die elektrische Spannung der Elektrodenkopfen die darunter-
liegenden Axone depolarisiert, was zu einer retrograden Hemmung von Neuronen fiihrt und
somit den Signal-output des Kerngebietes modifziert (Follett, 2004). Der Nachteil dieses
Verfahrens ist v.a. in seinen relativ hohen Kosten und eventuellen OP-Risiken zu sehen

(Pollak et al., 1997).
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1.2.3 Zellersatztherapie
Unabhingig vom IPS wurde bereits 1890 von Thompson der erste Versuch unternommen

Zellen in das zentrale Nervensystem zu transplantieren. Nachdem Tretiakoff im Jahre 1919
erkannte, dass eine der Hauptursachen des IPS im Verlust dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra (pars compacta) besteht, reiften die ersten Theorien diese Krankheit mittels
Zelltransplantation zu therapieren. Nur 21 Jahre danach beobachtete Le Gros Clark, dass
neurale Transplantate in neonatalen Tieren eine bessere Uberlebensrate haben als in adulten
(Le Gros Clark, 1940). Nach der Einfiihrung des 6-OHDA Lasionsmodells durch Ungerstedt
und Mitarbeiter 1970 wurden von Perlow (1979) und Bjorklund (1980) erste systematische
Transplantationsexperimente durchgefiihrt (Perlow et al., 1979; Bjorklund et al., 1980).

Die Grundidee dieses Verfahrens besteht darin, degenerierte dopaminerge, nigrale Neurone zu
ersetzen um die Funktionalitdt der SN wiederherzustellen (Lindvall und Hagell, 2002a). Auf
Grund der Progredienz des Morbus Parkinson ist es sinvoll dem fortschreitenden Neuronen-
verlust mittels Zelltransplantationen zu begegnen (Bauer et al., 2002; Reichmann et al., 2003).
Olanow und Mitarbeiter haben 1997 die Griinde, welche fiir eine Zellersatztherapie sprechen,

zusammengefasst:

a) Beim IPS findet ein relativ selektiver Untergang dopaminerger Neurone in der SN,
dem Locus coeruleus und einigen anderen Hirnarealen statt (Olanow et al., 2002).

b) Die L-Dopa Therapie hat gezeigt, dass sich die Symptomatik bei [PS-Patienten
unter der Substitution der Transmittervorstufe deutlich verbessert.

¢) Der Transplantationsort ist klar definiert.

d) Die dopaminergen Neurone stimulieren ihre Rezeptoren physiologisch relativ
gleichmifig und ohne spezielle Verschaltungsmuster.

Die Tatsache, dass Bjorklund und Lindvall bereits 1990 erfolgreich dopaminhaltiges Gewebe
in IPS-Patienten transplantiert haben (Lindvall et al., 1990), zeigt, dass eine Weiter-
entwicklung und Konsolidierung dieses therapeutischen Ansatzes vielversprechend ist.
Klinische Studien und tierexperimentelle Untersuchungen haben ergeben, dass die
implantierten Zellen bestimmte Voraussetzungen erflillen miissen, um eine signifikante

Verbesserung flir den Patienten herbeizufithren (Lindvall und Hagell 2002b):

a) Die Zellen miissen DA synthetisieren und freisetzen konnen.
b) Langfristig sollten mindestens 100.000 Zellen je Putamen {iberleben.
¢) Die Zellen diirfen sich nicht unkontrolliert teilen (Tumorgefahr).

Im Idealfall sollten die Zellen sowohl die nigro-striatale Projektion wiederherstellen, als auch
in die basalganglionire-thalamo-kortikale Schleife eingebunden werden, um die strukturelle

Integritdt des Gehirnes wieder herzustellen. Wie schwierig eine solche ,Restitutio ad
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integrum® zu erlangen ist, zeigt z.B. die Arbeit von Mendez und Mitarbeitern (1996), in der
geschildert wird, dass ein langstreckiges Faserwachstum bislang nur mittels ,,Briickentechnik*
oder bilokuldrer Transplantation (in die SN und das CPu) gelingt. Prinzipiell kommen
mehrere Zellarten, die zur Transplantation verwendet werden konnen, in Frage. Die

Wichtigsten, sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden:

a) katecholaminerge Zellen,

b) humane neuronale mesenzephale Progenitorzellen,
¢) humane Stammzellen (embryonale und adulte),

d) immortalisierte neurale Progenitoren.

1.2.3.1 Katecholaminerge Zellen
Katecholaminerge Zellen kommen u.a. im Glomus caroticum, sympathischen Ganglien und

dem Nebennierenmark (NNM) vor (Olanow et al, 1997). In bisherigen Untersuchungen
zeigte sich, dass die chromaffinen Zellen des NNM — die unter physiologischen Bedingungen
nur geringe DA-Mengen bilden — ihre DA-Syntheserate deutlich erhhen konnen, wenn sie
der gabaergen Hemmung entzogen werden (Olanow et al., 1997). Transplantationen dieser
Zellen in das CPu dopaminerg deafferenzierter Tiere zeigten dann aber nur begrenzte
motorische Verbesserung (Freed et al., 1981). Da auch die Verwendung anderer, nicht-
neuronaler katecholaminerger Zellen unbefriediegende Ergebnisse erbrachte (Costantini und

Isacson, 1999), wurde dieses Therapiekonzept weitestgehend verlassen.

1.2.3.2 Humane neuronale mesenzephale Zellen (humane NMZ)
Da der Verlust dopaminerger Zellen in der SN — wie oben beschrieben — ein Kardinal-

symptom des IPS ist, liegt es nahe, diese degenerierten Zellen durch andere zu ersetzen, die
ebenfalls in der Lage sind DA zu bilden (Lindvall und Hagell, 2002a). Solche Zellen kommen
in verschiedenen Geweben vor, wie z.B. dem fetalen, ventralen Mesenzephalon (Olanow et
al., 1997). Obwohl erste klinische Studien mit humanen, embryonalen mesenzephalen Zellen
schon 1987 durchgefiihrt wurden, ist das Ergebnis bislang erniichternd (Lindvall und Hagell
2002b). In einer klinischen Studie von Freed und Mitarbeitern (2001) konnte zwar gezeigt
werden, dass dopaminerge Zellen - die in humanem, embryonalem, mesenzephalem Gewebe
enthalten waren - in 17 von 20 Féllen iiberlebten und bei einigen Patienten nach drei Jahren
eine nahezu vollstindige Reinnervation des Putamens bewirkten, sich der Wert auf der
Parkinson-Evaluationsskala (UPDRS-Wert) im Durchschnitt jedoch nur um 28% besserte.
Besonders iiber 60-jdhrige Patienten profitierten kaum von der Transplantation, oder ihre

Symptomatik (v.a. Gehen und Gleichgewicht) verschlechterte sich sogar (Greene und Fahn,

15



2002). Trotz dieses relativ schlechten Ergebnisses belegen histologische Untersuchungen,
dass die Transplantation von NMZs sowohl Synapsen mit Neuronen der Empfingerstruktur
bilden, als auch DA freisetzen konnen (Reichmann et al., 2003). Ungeachtet dessen ergeben
sich bei dem Einsatz von humanem Gewebe ethische Probleme, da relativ viel Material
benotigt wird. So bendtigt ein einzelner IPS-Patient das Gewebe von 6 — 8 Feten (Olanow et
al., 1997; Hagell und Brundin, 2001), um soviele NMZs zu erhalten, dass 100.000 Zellen je
Putamen léngerfristig iiberleben, da die Zellverlustrate in vivo 80-95% betrigt (Rosenblad et
al., 1996; Sortwell et al., 2001).

Um Strategien fiir ein besseres Uberleben der NMZs zu entwickeln, wurden in vielen
Arbeitsgruppen Experimente durchgefiihrt, die zeigten, dass es sinvoll ist, dem Transplantat
Wachstumsfaktoren wie GDNF (Chaturvedi et al., 2003; Yasuhara et al., 2005), BDNF
(Canudas, 2005), CNTF (Clatterbuck et al., 1996), sowie Antioxidantien (Brundin et al,
2000) oder Apoptoseinhibitoren (Zhong et al., 1993; Anton et al., 1995) zuzusetzen. Durch
eine solche Zugabe kann die Anzahl {iberlebender NMZs deutlich gesteigert werden (Olanow
et al., 1997). Immunologische Probleme spielten bei den klinischen Studien keine Rolle, da
das Gehirn nicht tiber groBere Mengen antigenprisentierender Zellen verfliigt und weder
Immunglobuline noch inaktivierte T-Zellen die Bluthirnschranke passieren konnen (Bauer et
al., 2002). Auch exprimieren ausdifferenzierte ZNS-Neurone weder MHC-1 noch MHC-2
Proteine (Whittemore und Onifer, 2000). AbstoBungsreaktionen bleiben demzufolge auch
Jahre nach dem Absetzen der Immunsupression, die vorsichtshalber oft gegeben wird, aus
(Freed et al., 2001; Gerlach et al., 2001). Trotz dieser anfinglichen Erfolge ist es nicht zuletzt
wegen der postoperativen Entwicklung und der ethischen sowie organisatorischen Probleme
(alle Feten miissen in etwa gleich alt sein und zum selben Zeitpunkt zur Verfligung stehen)
sehr unwahrscheinlich, dass humane NMZs in absehbarer Zeit routinemdfig transplantiert
werden (Lindvall et al., 2004).

Auf der Suche nach alternativen Zellen werden seit 2001 Studien mit humanen, fetalen
Retinaepithelzellen durchgefiihrt (Reichmann et al., 2003). Dazu wurden bei 6 IPS-Patienten
325.000 Zellen in das Putamen der stiarker geschddigten Hemisphire transplantiert, die ohne
Immunsupression iiberlebten und die UPDRS-Werte der Patienten um 40-60% besserten (1
Jahr postoperativ). Ihr grof3ter Vorteil diirfte allerdings darin bestehen, dass aus dem Material
eines Feten so viele Retinaepithelzellen gewonnen wurden, wie flir die Therapie von 180 IPS-

Patienten notig wéren.
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Um das Problem der Verfligbarkeit zu 16sen, zog man auch Xenotransplantate in Betracht,
doch Studien mit diesem Material zeigten, neben immunologischen Problemen, nur

unbefriedigende klinische Resultate (Larsson und Widner, 2000; Lindvall und Hagell, 2002a).

1.2.3.3 Humane neurale Stammzellen (hNSZ)
Unter einer Stammzelle (SZ) im ZNS wird eine Zelle verstanden, die das Potential hat, sich in

Neurone, Astrozyten oder Oligodendrozyten zu differenzieren und sich in ausreichendem
Malle selbst zu erneuern (Bauer et al., 2002). Wéhrend embryonale hNSZ v.a. in der inneren
Zellmasse der Blastozyste vorkommen (Engelhardt et al., 2003), findet man adulte SZ in
vielen Geweben: Knochenmark, Muskulatur, Leber, etc. (Engelhardt et al., 2003). Im
menschlichen Gehirn konnten neurale SZ u.a. im Hippocampus, der subventrikuldren Zone
(SVZ), dem Riickenmark sowie im septalen und striatalen Gewebe (Goh et al., 2003)
nachgewiesen werden. Unter bestimmten pathologischen Bedingungen sind diese neuralen SZ
in der Lage ihren Ursprungsort zu verlassen und sich dort anzusiedeln, wo Nervenzellen zu
Grunde gegangen sind. Dieser Mechanismus konnte experimentell durch die Gabe bestimmter
Faktoren (z.B. FGF-2, EGF, BDNF, u.a.) ausgelost werden (Mohapel et al., 2005). Die selbe
Arbeitsgruppe fand auch Hinweise dafiir, dass die Proliferation neuraler SZ in der SVZ durch
einen striatalen DA-Mangel erheblich vermindert wird. Das konnte bedeuten, dass beim IPS
ein Circulus vitiosus entsteht, bei dem neben dem Verlust dopaminerger Neurone in der SN
auch zusitzlich die Regenerationsfahigkeit des Systems beeintrachtigt wird. Andererseits ist
bekannt, dass einige (z.B. cholinerge) Neurone gegebenenfalls ihren Phénotyp dndern und
z.B. zu TH-exprimierenden Zellen transdifferenzieren konnen (Mohapel et al., 2005), um
Zellverluste auszugleichen. In anderen Hirnregionen finden sich zwar auch teilungsfihige
Zellen, doch sind diese nur in Ausnahmefillen (z.B. nach Hirnldsion) in der Lage Neurone zu
bilden (,,Non-neurogenetic*; Goh et al., 2003). Bjérklund und Lindvall (2000) vermuten, dass
dies eventuell daran liegt, dass diese Zellen in einer solchen Situation andere Faktoren
sezernieren, welche die Differenzierung zum Neuron ermoglichen.

Weitere Vorteile neuraler SZ liegen zum Einen in ihrer guten Kultivierbarkeit, durch die ihre
Multipotenz und genetische Stabilitdt nicht beeintrdachtigt wird (Goh et al., 2003; Lindvall et
al., 2004) und zum Anderen in ihrer nahezu unbegrenzten Expandierbarkeit in vitro (Lindvall
und Hagell, 2002a).

Um sicherzustellen, dass die generierten Zellen auch wirklich die Féahigkeit zur ausreichenden
DA-Synthese haben und kein tumorartiges Wachstum zeigen, muss sowohl die

Differenzierung als auch die Proliferation gezielt steuerbar sein. Zur Gewinnung neuronaler
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Zellen hat sich der Einsatz des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF), des fibroblastischen
Wachstumsfaktors (FGF), sowie des transforming growth factors a (TGF-a) als vorteilhaft
erwiesen (Goh et al., 2003).

Ob es giinstiger ist die Ausdifferenzierung in vitro oder in vivo erfolgen zu lassen, wird
derzeit noch intensiv untersucht. Differenziert man die Zellen vor der Transplantation (in
vitro), so wiére neben einer qualitativen und morphologischen Kontrolle auch eine genetische
Modifikation moglich, was die Gefahr einer unkontrollierten Proliferation mindern wiirde
(Lindvall et al., 2004). Eine Reifung in vivo hingegen wiirde die funktionelle Integration der
Zellen erhohen (Barberi et al., 2003), was die Restitution verbessern konnte.

Neurale SZ haben ein groBles Potential Symptome traumatischer oder neurodegenerativer
Erkrankungen zu lindern (Bjorklund und Lindvall, 2000; Mendez et al., 2000). In klinischen
Studien mit humanen, fetalen, mesenzephalen Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Patienten einen langwéhrenden (nachweislich 10 Jahre) Vorteil haben. Bei einigen von Thnen
konnte sogar L-Dopa abgesetzt werden, da sich die DA-Freisetzung nach Implantation der
Zellen deutlich verbesserte (Lindvall et al., 2004). Allerdings litten 15% der Studien-
teilnehmer spiter an schlecht beherrschbaren Dyskinesien (Lindvall et al., 2004). Solche
Nachteile und auch die Tatsache, dass die bis dato erzielten Fortschritte der
Stammzelltherapie nicht die Ergebnisse einer optimalen DBS-Therapie iibertreffen (Vitek,
2002), verdeutlichen den Forschungsbedarf, der zur Etablierung dieses Verfahrens noch

notwendig ist.

1.2.3.4 Immortalisierte neurale Progenitoren
Unter Immortalisierung wird die Modifikation von Vorlduferzellen (Progenitorzellen) einer

Zelllinie verstanden, durch welche sie die Fahigkeit zur permanenten Zellteilung behalten
(Bernstein et al., 1999). Immortalisierte SZ lassen sich durch die virale Transfektion von
Onkogenen erzeugen (Whittemore und Onifer, 2000). Eine Moglichkeit ist die Transfektion
der Progenitorzellen mit dem Simian-Virus-40-Large-T-Antigen, welches dariiber hinaus
noch eine temperaturgesteuerte Proliferationskontrolle gestattet (Cattaneo und Conti, 1998;
Whittemore und Onifer, 2000). Durch diese Modifikation proliferieren die Progenitorzellen
bei 33° C nahezu unbegrenzt und stellen ihre Zellteilung erst dann wieder ein, wenn die
Temperatur auf tiber 37° C angehoben wird. Bei einer Temperatur von 38-39° C beginnen sie
sich zu differenzieren. Der Proliferationsstop ab 37° C ldsst sich auf eine thermische
Instabilitdt des Large-T-Antigens zurlickflihren, was zu einer Konformationsdnderung und

damit zum Funktionsverlust des Proteins fiithrt (Whittemore und Onifer, 2000).
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Da die so entstandenen Kulturen viele verschiedene Vorlduferzellen enthalten, werden
einzelne Zellen entnommen und charakterisiert, was zur Generierung einzelner klonaler
Zelllinien, wie z.B. der CSM14.1.-Linie, flihrte (Gage et al., 1995). Immortalisierte SZ-Linien
haben den Vorteil, dass sie unter Laborbedingungen genetisch modifiziert werden kénnen, um
den Anforderungen des Transplantationsgebietes zu entsprechen. Desweiteren lassen sich
durch solche Eingriffe Fahigkeiten der Zelle wie Wachstumsverhalten und Proteinexpression
besser einschidtzen, um z.B. das Risiko einer Tumorgenese zu minimieren. Snyder und
Mitarbeiter (1992) konnten nachweisen, dass immortalisierte Zellen sich in vivo nicht
unkontrolliert teilen, da die Onkogen-Expression — wie oben ausgefithrt — nach der
Transplantation in das wiarmere Wirtsgewebe herunterreguliert wird. Allerdings ist es bislang
nicht moglich sichere Aussagen dariiber zu treffen, in welche Richtung sich die Zellen nach
der Transplantation entwickeln werden, da die Plastizitdt der Zellen in vivo sehr ausgeprégt ist
und sich nicht alle Zellen, weder in vitro noch in vivo, gleich verhalten (Whittemore und
Onifer, 2000). Die zuletzt genannte Arbeitsgruppe endeckte auch, dass immortalisierte
Progenitorzellen, welche in Versuchstiere transplantiert wurden, vorrangig den gleichen
Phénotyp annahmen, wie die Zellen der Umgebung, und in die gleiche Richtung
differenzierten wie die umgebenden bzw. regional abgestorbenen Zellen (Whittemore und
Onifer, 2000). Dies weckte Hoffnungen in traumatisch oder degenerativ verdnderten
Hirnregionen die untergegangenen Zellen gezielt ersetzen zu konnen. Diese Erwartungen
wurden jedoch durch die Beobachtung von Lundberg und Mitarbeiter (1997) gedampft, die
herausfanden, dass sowohl das Uberleben, als auch die Differenzierung der transplantierten
Progenitoren wesentlich schlechter ausfielen, wenn keine oder nur wenige intakte Zellen in
dem Empfingergewebe vorhanden waren. Damit limitiert sich die Anwendung dieser Zellart

in traumatisch oder degenerativ stark verdnderten Gehirnen (Lundberg et al., 1997).

1.2.3.5 Die CSM14.1 — Zellen

Der Vorteil von temperatursensitiven Zellen, wie den von uns verwendeten CSM14.1-Zellen,
liegt vor allem in ihrer guten Modifizierbarkeit und Steuerbarkeit. So konnten Anton und
Mitarbeiter bereits 1994 zeigen, dass Zellen dieser Linie durch Transfektion des Large-T-
Antigens - wie im vorhergehenden Abschnitt ausgefiihrt - immortalisiert werden koénnen,
ohne dass eine Tumorgenese nach der Transplantation auftrat. Desweiteren erfiillen diese

Zellen die Anforderungen, die an ein Transplantat zu stellen sind (Anton et al., 1994).
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CSM14.1-Zellen:

a) sind expandierbar,

b) sind fihig zur gezielten Differenzierung,

¢) sind transfizierbar und gut steuerbar,

d) sind nicht immunogen,

e) zeigen langfristiges Uberleben nach Transplantation,

f) weisen eine funktionelle Integration nach Transplantation auf.

Wie Haas und Wree 2002 berichteten, konnen diese Zellen bei 33° C und unter Zugabe von
10% fetalem Kélberserum (FKS) zur Proliferation angeregt werden. Reduziert man das FKS
in der Néhrlosung auf 1% und erhoht die Temperatur auf 39° C — was der Temperatur im
Rattenhirn entspricht (Gordon, 1990) — stellen die Zellen ihre Proliferation ein und beginnen
sich zu differenzieren. Wiahrend die proliferierenden CSM14.1-Zellen kleine Zellkorper mit
kurzen Fortsdtzen aufweisen und in hohem Maf3e Nestin bilden, so néhert sich thre Morpho-
logie nach ein bis zwei Wochen bei 39° C derer von Neuronen an, was mit erhohten Werten
der Neuronenmarker NeuN und neuronenspezifischer Enolase (NSE) einhergeht (Haas und
Wree, 2002). In bisherigen Tierexperimenten zeigten die CSM14.1-Zellen eine deutlich
gesteigerte und iiber mindestens zwei Monate anhaltende DA-Produktion, was zu einer
signifikanten motorischen Verbesserung von experimentellen Parkinson-Tieren fiihrte (Anton

et al., 1994).

1.3 Tiermodelle des Morbus Parkinson
Die Zellersatztherapie stellt eine grundlegend neue Therapieméglichkeit in Aussicht, da sie —

im Idealfall — sowohl die Krankheitssymptome als auch die Dosis, und damit die
Nebenwirkungen, der anti-Parkinson Medikamente reduzieren konnte (Freed et al., 2001;
Bauer et al., 2002; Lindvall und Hagell, 2002a). Um die Uberlebensrate der Zellen und ihre
funktionelle Integration zu verbessern, ist es notwendig die Interaktion der transplantierten
Zellen mit dem Empfingergewebe zu analysieren. Da sich solche Untersuchungen am
Menschen aus ethischen Griinden verbieten, werden Tiermodelle des IPS verwendet, die die
Situation im Menschen reproduzieren (Beal, 2001). Im Folgenden wird v.a. von neonatalen
und adulten Tieren gesprochen. Da es in der Literatur keine festen zeitlichen Definitionen fiir
diese Begriffe gibt, seien diese im Rahmen dieser Arbeit wie folgt definiert:

Neonatal (P - P7), Juvenil (Ps - Py), Adult (> Pyy).
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1.3.1 Das 6-Hydroxydopamin Lisionsmodell
6-Hydroxydopamin (6-OHDA) ist ein neurotoxischer Metabolit, der spezifisch von dopamin-

ergen Neuronen aufgenommen und durch das Enzym Tyrosin-Hydroxylase (TH) verstoff-
wechselt wird (Breese et al., 2005). Experimente mit diesem Toxin werden bereits seit 1968
von Ungerstedt durchgefiihrt. Nach der intraventrikuldren Injektion diffundiert das Toxin in
das Gewebe, wird durch den Dopamin-Transporter (DAT) in DA-Neuronen aufgenommen
und akkumuliert dort (Beal, 2001). Dies fiihrt zur Bildung groBer Mengen freier Radikale,
welche zum schnellen Untergang dieser Neurone fiihren (siehe Kapitel 1.1.1). Die Bildung
intrazelluldrer Einschliisse (Lewy-Korper), wie sie fiir das IPS typisch sind, ist nach
stereotaktischer 6-OHDA Injektion nicht zu beobachten (Dawson et al, 2002). Auch
degenerieren bei diesem Modell die Neurone nicht so langsam wie beim IPS (Betarbet, 2000).
Das Ausmal} der dopaminergen Deafferenzierung kann bei unilateral geschidigten, adulten
Ratten in vivo quantifiziert werden, indem nach Applikation von Amphetamin oder Apo-
morphin das Rotationsverhalten der Tiere beobachtet wird (Rotationstest), was einen Vorteil
gegeniiber anderen Lésionsarten darstellt (Ungerstedt, 1973; Abrous et al., 1993). Die
Zuverlassigkeit des Rotationstests als Kriterium fiir das AusmaBl der dopaminergen
Deafterenzierung wurde u.a. 1983 durch Bjorklund und Mitarbeiter belegt.

Nach einer intraventrikuldren 6-OHDA Injektion (11 pg/ul) degenerieren zunichst ca. 98%
der dopaminergen SN-Neurone (Snyder-Keller et al.,, 1989). Ein solcher Zelluntergang -
bedingt durch retrograde Degeneration - tritt auch nach intrastriataler Applikation dieses
Fehlmetaboliten auf. Er ist auf die ipsilaterale SN begrenzt und erfolgt mit zeitlicher
Verzogerung (Beal, 2001). Die Applikation des Neurotoxins 6-OHDA zu verschiedenen
Zeitpunkten der Hirnentwicklung hat unterschiedliche Auswirkungen auf das senso-
motorische System von Ratten (Joyce et al., 1996; Moy et al., 1997; Neal-Beliveau et al.,
1999). Eine Applikation dieses Toxins in die Ventrikel, das CPu oder das mediale
Vorderhirnbiindel ruft bei adulten Tieren schwere motorische Ausfille hervor, wobei die
Schwere der Storungen direkt mit dem Ausmal} der striatalen DA-Depletion korreliert (Joyce
et al, 1996). Bei neonatalen Ratten verursachte eine solche Lédsion keine gro3eren
motorischen Einschrankungen (Neal-Beliveau et al., 1999). Bis zum 27. Lebenstag wird die
DA-Depletion ohne groBere sensomotorische Ausfille toleriert (Weihmuller und Bruno,
1989). Die Griinde fiir diese Auffilligkeit werden in Kapitel 4.1 diskutiert. Auf Grund der
effektiven und selektiv-dopaminergen Deafferenzierung, verbunden mit dem gut
quantifizierbaren Rotationsparameter, eignet sich dieses Modell zur Generierung eines IPS-

Tiermodells.
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1.3.2 Andere Lisionsmodelle — Eine Kurzvorstellung

1.3.2.1 Das Rotenon-Modell

Die Moglichkeit, dass Pestizide oder andere Umweltgifte an der Entstehung des IPS beteiligt
sind, wird seit lingerem diskutiert (Betarbet et al., 2000). Versuche mit dem Pestizid
Rotenon® stiitzen diese Hypothese. Das Rotenon-Modell zeichnet sich durch einen
langsamen, progredienten Verlust dopaminerger Neurone aus und fiihrt zu deutlichen
motorischen Defiziten. Auch kann hier die Entstehung von Zelleinschliissen beobachtet
werden, die den Lewy-Korperchen sehr dhnlich sind (Dawson et al., 2002). Rotenon wirkt
jedoch bei Ratten unzuverldssig (Beal, 2001), so dass sich dieses Modell fiir vergleichende

Untersuchungen nicht eignet.

1.3.2.2 Das MPTP-Modell
N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) ist eine chemische Verbindung, deren

zellschddigende Wirkung zufillig entdeckt wurde, nachdem eine Gruppe Drogenabhéngiger
1982 in Kalifornien akut an Parkinson erkrankte. Bei dem Versuch selbst Heroin herzu-
stellen, fiel MPTP als Nebenprodukt an (Beal, 2001). Das lipophile MPTP gelangt sehr
schnell ins Gehirn und wird dort durch die Monoaminoxidase B (MAO-B) der Astrozyten zu
1-methyl-4-pyridinum (MPP") metabolisiert, welches eine sehr hohe Affinitit zum DA-
Transporter besitzt (Bezard et al., 1999) und folglich in diesen Neuronen akkumuliert
(Betabet, 2000). Uber eine Inhibition des Komplex 1 der mitochondrialen Atmungskette,
kommt es zur Bildung freier Radikale mit konsekutivem Zelltod (Tipton und Singer, 1993).
Das gefdhrlichste dieser Radikale ist vermutlich das Peroxynitrit, das durch die Reaktion eines
NO- mit einem Sauerstoffradikal (O;") entsteht. Ein weiterer Beleg fuir diese Hypothese ist die
Existenz von 3-Nitrotyrosin, ein Marker fir Peroxidnitrit-Schdaden (Schulz et al., 1995), der
sich auch im Gehirn von IPS-Patienten nachweisen ldsst (Beal, 2001). Der Komplex-1-Defekt
betrifft sehr selektiv DA-Neurone, welche allerdings keine Lewy-Korperchen aufweisen
(Beal, 2001). Die Degeneration der Neurone in der SN verlduft nach MPTP-Applikation sehr
schnell (Beal, 2001), was die Vergleichbarkeit dieses Modells mit dem humanen IPS weiter
einschrinkt. MPTP und seine Derivate wirken nicht bei der Ratte.

1.4 Transplantationsorte und —arten
Um die funktionelle Integritdt des nigro-striatalen Systems wiederherzustellen, gibt es

verschiedene Ansédtze. Bisher wurden insbesondere die Regionen, in welche das

Spendergewebe transplantiert werden soll, sowie die Art der Aufbereitung und die
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Applikation des Materials analysiert. Wie Bjorklund und Mitarbeiter (1983) bei Experimenten
mit dopaminergem Gewebe herausfanden, kann ein Transplantat in fast jeder Hirnregion
tiberleben, aber die Fahigkeit der dopaminergen Zellen zur Axonbildung ist nach bisherigen
Erkenntnissen vornehmlich in Regionen, die physiologisch dopaminerg innerviert sind,
erheblich groBer. Dazu zdhlen in erster Linie das CPu und der Nucleus accumbens (Bjorklund
et al., 1983). Anfinglich wurde versucht, homotop (in die SN) zu transplantieren, wobei zwar
eine dopaminerge Differenzierung beobachtet werden konnte, bei der jedoch das
Faserwachstum auf 1-2 mm beschriankt blieb, was nicht geniigt, um die nigro-striatale
Projektion wiederherzustellen (Mendez et al.,, 2000). Ein groBer Vorteil der homotopen
Transplantation liegt darin, dass diese Zellen funktionell besser integriert werden. Sie erhalten
Afferenzen vom Kortex und dem Nucleus subthalamicus (STN), welche flir eine
physiologische (pulsatile) Entladung der DA-Neurone sorgt (Nikkhah et al, 1994).
Desweiteren beobachtete diese Arbeitsgruppe, dass eine reinnervierte SN die Funktion des
reinnervierten CPu im Sinne einer ,Feinjustierung® positiv beeinflussen kann. Ein
langstreckiges Faserwachstum nigraler Transplantate, die in der Lage waren das Striatum zu
erreichen, gelang bisher nur in neonatalen Tieren oder bei Adulten mittels ,,Briickentechnik*
(Nikkhah et al., 1995a; Mendez et al., 1996). Dabei werden dem Tier zwei Transplantate
eingesetzt: Eines in die SN (homotop) und ein zweites in das CPu (ektop), welches den
aussprossenden Neuronen des homotopen Transplantats als ,,Fithrung* dient (Mendez et al.,
1996). Auch wenn es also einige Argumente gibt, die eine homotope Transplantation
befiirworten, so bleibt doch weiterhin die schlechte Uberlebensrate, welche im Vergleich zum
CPu nur ca. ein Achtel betrdgt, ein entscheidender Nachteil. Im CPu tiberleben im
Durchschnitt 12 von 1000 transplantierten Zellen ldngerfristig. In der SN sind es nur 1,7 von
1000 (Nikkhah et al., 1995a).

Die Hiirde der groBen Entfernung zwischen SN und Striatum konnte im Tierversuch mit
ektopen Transplantaten umgangen werden. Bei diesem Verfahren werden die Zellen direkt an
den Wirkort des Dopamins verbracht. Die transplantierten Zellen haben hier nicht nur eine ca.
8-fach hohere Uberlebensrate (siche oben), sondern innervieren im Durchschnitt auch einen
Radius von 2,5 mm, wodurch es moglich ist, eine groBflachigere Reinnervation zu erzielen
(Olanow et al., 1997). Die zuletzt genannte Arbeitsgruppe zeigte in klinischen Studien auch,
dass mit diesem Verfahren die Symptomatik von IPS-Patienten beeinflusst werden kann: So
fihrt eine Transplantation in das dorsale CPu v.a. zur Besserung motorischer Defizite,
wihrend eine Reinnervation des ventralen CPu vordergriindig die sensomotorischen

Symptome lindert (Olanow et al., 1997). Generell gilt, dass das Spendergewebe moglichst
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bald nach der Entnahme transplantiert werden sollte. Dabei konnen die Zellen in
,.Gewebsblocken* oder als Losung zugefiihrt werden. Auch wenn die Uberlebensrate bei
beiden dhnlich ist (Olanow et al., 1997), so bietet Letzteres doch die Moglichkeit, die DA-
Zellen in der Losung anzureichern oder das Material mehrerer Spender einzubringen

(Bjorklund et al., 1983).

1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit
In das adulte Ratten-Striatum transplantierte CSM14.1-Zellen differenzierten sich nicht zu

einem dopaminergen Phénotyp, wurden nicht in das nigro-striatale System integriert und
fithrten auch im Rotationstest nicht zu Verbesserungen (Bentlage et al., 1999). Da diese
Zellen die funktionelle Integritdt des nigro-striatalen Systems nicht wieder herstellen, stellt
sich die Frage nach den Ursachen hierfiir.

Diese Arbeit setzt sich mit der Frage auseinander, wie sich CSM14.1-Zellen im neonatalen
Milieu des CPu entwickeln, welches ein vollig anderes ist als das adulte (Saunders et al.,
1999). Um dieser Frage nachzugehen, wurden neugeborene Ratten (P;) mithilfe des
Neurotoxins 6-OHDA bilateral l4sioniert und zwei Tage spdter (P3) unilateral transplantiert.
In das rechte Striatum wurden ca. 100.000 immortalisierte CSM14.1-Zellen stereotaktisch
injiziert (siche Kapitel 2). Nach 5 Wochen beurteilten wir die motorischen Leistungen anhand
des Zylindertests. Eine Woche spdter wurden die Tiere perfundiert und das Striatum

immunhistochemisch aufgearbeitet. Folgenden Fragen sollen beantwortet werden:

a) Differenzieren sich die transplantierten CSM14.1-Zellen im Milieu der neonatalen Ratte zu
dopaminergen Neuronen?

b) Wie stark ist die TH-Immunreaktivitédt der transplantierten Tiere?

¢) Andert sich das motorische Verhalten der transplantierten Tiere beim Zylindertest im
Vergleich zu Kontroll- und nur lisionierten Tieren?

Um abschitzen zu konnen wie viele der CSM14.1-Zellen tatsdchlich den dopaminergen
Differenzierungsweg eingeschlagen haben, betrachteten wir die Doppelmarkierung von PKH-

26 und der TH-Immunfluoreszenz.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und zeitlicher Ablauf
Die Untersuchungen erfolgten an 33 ménnlichen Wistar Ratten (Rattus norvegicus, Charles

River WIGA, Sulzfeld, Deutschland), welche in drei Gruppen eingeteilt wurden. Jeweils 6
neonatale Ratten kamen zusammen mit dem Muttertier in einen Makrolonkifig (ca. 720 cm?
Flache), wo sie unter einem kiinstlichen 12-Stunden Hell-Dunkel Rhythmus bei 22 + 2° C im
Tierstall des Instituts fiir Anatomie der Universitdt Rostock gehalten wurden. Die Jungtiere
wurden gesdugt und die Muttertiere hatten freien Zugang zu Wasser und Standardnahrung
(Ssniff, Soest, Deutschland). Alle Tiere wurden, gemiB3 geltendem Tierschutzrecht und den
Auflagen der zustidndigen Behorden behandelt.

Untersucht wurden eine Kontrollgruppe (n = 10), deren Tiere weder ldsioniert noch
transplantiert wurden, eine Gruppe bilateral ldsionierter Tiere (n = 17), sowie sechs Tiere, die
nach bilateraler Lédsion unilateral transplantiert wurden.

Die Léasion erfolgte am Tag 1 nach der Geburt (P,), die Transplantation am 3. postnatalen Tag
(P3), und die Testung der Ratten im Zylindertest wurde im Alter von 5 Wochen durchgefiihrt
(Abb. 2). Eine Woche spiter wurden die Tiere perfundiert, die Gehirne entnommen und der

immunhistochemischen Auswertung zugefiihrt.

Immunbhisto-
[ chemische

Auswertung

Geburt Tag 1 Tag 3 ] Woche 5 Woche 6
Lision Iransplantation Zylindertest  Perfusion

Abb. 2: Der zeitliche Ablaufim Uberblick (nicht proportional).

2.2 Bilaterale 6-OHDA Lision (dopaminerge Deafferenzierung)
Einen Tag nach der Geburt (P;) wurden 23 Ratten nacheinander ldsioniert, nachdem sie fiir 5

Minuten auf Eis gelegt und somit hypothermisch narkotisiert waren. Mit einem sagittalen
Schnitt wurde die Kopfhaut eroffnet und der Rattenkopf in einem Neonatal Rat Adapter
Stereotaxierahmen (Stoelting Co, II, USA), der in einem Stereotaxiegerit (Kopf, Tujunga,
CA, USA) befestigt wurde, in der ,,Flat-skull* Position eingespannt, indem zwei Metallstifte
in die dusseren Gehorgédnge eingeflihrt wurden und der Gaumen auf einer Vorrichtung ruhte.
Dadurch wurde sichergestellt, dass die Schiadeloberflache genau horizontal zu liegen kam. Ein

iiber die Nase gefiihrter Metallbiigel stabilisierte das Tier in dieser Position. Die Einstellung
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der Kaniile (in Bezug auf Bregma) erfolgte anhand von - in der Literatur vorgegebenen -
Koordinaten (Nikkah et al., 1994).

Mittels eines Handstiickbohrers (Reco Dental, Wiesbaden, Deutschland) wurde die Schadel-
kalotte an diesen Stellen kleinflachig (1,5 mm Durchmesser) trepaniert und die Dura mater
mit einer sterilen Kaniile eréffnet. Zur Entfernung der Knochenspéne wurde die Wunde mit
steriler Kochsalzlosung gespiilt. Eine 5 ul Hamilton® Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz),
mit aufgesetzter Glaskapillare (Nikkah et al,, 1994) wurde in die Halterung des Stereo-
taxiegerdtes gesetzt und die Kaniile zu folgenden Koordinaten (im Bezug zum Bregma)
vorgeschoben: AP —-0,6; L +0,8; —2,1 (Dura). Da das mediale Vorderhirnbiindel bei
neonatalen Ratten fiir eine gezielte Lasion noch zu klein ist, applizierten wir das Neurotoxin
bilateral intraventrikuldr. Nach einer Minute Wartezeit wurde in jeden Lateralventrikel 2 pl
6-Hydroxydopaminhydrochlorid-Lésung (120 pg/10ul des 6-OHDA-HCL (Sigma) in 0,2
mg/ml Ascorbinsiure-0,9% NaCl-Losung) injiziert. Anschliefend wurde die Kaniile fiir ca. 2
min im Gewebe belassen und dann langsam herausgezogen. Nachdem die Kopthaut verniht
war, kamen die Tiere auf eine ca. 30° C warme Heizplatte und wurden bis zum Erwachen aus

der Narkose beobachtet.

2.3 Die Transplantationsvorbereitung

2.3.1 PKH-26-Markierung der CSM14.1-Zellen
Bevor die CSM14.1-Zellen den Tieren implantiert werden konnten, musste sichergestellt

werden, dass man sie in den entstehenden Hirnschnitten wieder sicher identifizieren kann.
Dazu wurden die Zellen im Vorfeld mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff PKH-26 (Horan
und Slezak, 1989; Haas et al., 2000) markiert.

Die PKH-markierten Zellen wurden bei einer Temperatur von 33° C in einem 10% FKS
haltigem DMEM Medium (Gibco) kultiviert. Nach Beendigung der Kultivierung wurden die
Zellen 20 min trypsiniert (Gibco) und anschliefend bei 400 g in einer ,,Labofuge 200*
zentrifugiert. Hiernach wurden die CSM14.1-Zellen erneut in die 10% FKS-DMEM Losung
tiberfiihrt und das Trypsin neutralisiert. Es folgten drei Waschschritte in serumfreiem DMEM
und eine fiinfminiitige Inkubation in der PKH-26/Diluent-C Markierungslosung (Sigma).
Durch Zugabe von FKS wurde die Markierungsreaktion beendet und die Zellen erneut bei
400 g zentrifugiert. Nach der Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen dreimal in

serumfreiem DMEM gewaschen.
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Um zu gewihrleisten, dass alle Tiere bei der Transplantation die gleiche Anzahl an Zellen
erhalten, musste die Zahl der Zellen in der Losung bestimmt und auf einen festen Wert
eingestellt werden. Mit einem Hédmatozytometer (Neubauer-Zéhlkammer, Fischer Scientific)
und einer Trypan-Blau Féarbung (Sigma) wurde die Anzahl lebender Zellen ermittelt und auf
ca. 100.000 vitale Zellen je pl DMEM eingestellt. Bis zur Transplantation wurde die
Zellsuspension bei 4° C gelagert. Im Anschluss an die Transplantation (ca. 12 h nach der
Markierung) wurde die Anzahl der lebenden Zellen erneut ermittelt. Die Auszéhlung ergab,
dass auch zu diesem Zeitpunkt noch > 90% der Zellen vital waren. Um die Vitalitit der nicht-
transplantierten Zellen beurteilen zu konnen, wurde das bei der Transplantation nicht

bendtigte Material erneut bei 33° C {iber Nacht inkubiert.

2.3.2 Intrastriatale Transplantation der PKH-26-markierten CSM14.1-Zellen
Nachdem die Tiere am ersten Lebenstag (P;) bilateral ldsioniert worden waren, wurden sie am

dritten Tag (P3) der Transplantation (n = 6) unterzogen. Dazu wurden sie erneut fiir 5 min
hypothermisch narkotisiert und anschlieBend im Stereotaxiegerit (Kopf, Tujunga, CA, USA)
fixiert (siche Lision). Nachdem die Kopfhaut eréffnet und der Referenzpunkt (Bregma)
freiprépariert war, konnten die stereotaktischen Positionen eingestellt werden (Nikkah et al.,
1994). Der Schiddel wurde — wie schon bei der Lision — mit einem Handstiickbohrer (Reco
Dental, Wiesbaden, Deutschland) trepaniert und der OP-Situs mit steriler, physiologischer
NaCl-Losung gespiilt. Das Mikrotransplantat wurde mittels einer Glaskapillare, die einen
Aussendurchmesser von ca. 50-70 um hatte und an einer 5 pl Hamilton® Spritze (Hamilton,
Bonaduz, Schweiz) befestigt war, injiziert. 1 pl der Transplantatlosung (ca. 100.000 Zellen)
wurde in das rechte Striatum injiziert (Koordinaten: AP +0,7; L —1,8; V =2,9. [Dura] im
Bezug zum Bregma). Nach einer kurzen Wartezeit von 1 min wurde die Kaniile durch
langsames Zuriickziehen entfernt und die Kopthaut verndht. AnschlieBend wurden die Tiere

bis zum Narkoseende wiederum auf einer Warmplatte erwarmt.

2.4 Verhaltenstestung im Zylindertest
Der hier angewandte Zylindertest ist ein motorischer Test, der die Asymmetrie im Gebrauch

der Vorderpfote bei unilateral ldsionierten und / oder bilateral ldsionierten und anschlieBend
unilateral transplantierten Tieren zeigt. Er wurde 1990 erstmals von Schallert und Lindner
beschrieben und durch Schallert und Tillerson (1999) modifiziert. Der Test basiert auf der
instinktiven Erkundung einer neuen Umgebung (z.B. Glaszylinder), welche Ratten durch-

fithren, sobald sie in die neue Umgebung gelangen. Sie richten sich im Glaszylinder auf und
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tasten — ohne einen weiteren Stimulus, weder pharmakologisch noch durch den Untersucher —
die Zylinderwand mit ihren Vorderpfoten ab. Hinter dem Zylinder werden zwei Spiegel
installiert, die im Winkel von 90° zueinander stehen, um das Tier auch dann noch genau
beobachten zu konnen, wenn es sich vom Untersucher abwendet (Abb. 3).

Alle Tiere wurden im Zylindertest getestet. Dazu wurden die Ratten in den Glaszylinder (20
cm Durchmesser) gesetzt, vor dem ein Videosystem (Sony) aufgebaut war. Mit Hilfe der
Videoaufzeichnung wurden nun die ersten 30 aufeinanderfolgenden, zeitunabhidngigen
Wandberiihrungen der Vorderpfoten gezéhlt und das Verhiltnis zwischen dem Gebrauch der
rechten (ipsilaterale Transplantatseite) und linken (kontralaterale Transplantatseite) Pfote fiir

die jeweiligen Gruppen ermittelt.

Kontrolltier

Transplantiertes Tier

Abb. 3: Zylindertest. Die unilateral transplantierten Tiere wurden zuvor bilateral ldsioniert. Die untere Hilfte der
Abbildung zeigt ein linksseitig-transplantiertes Tier fritherer Versuche und soll nur den Ablauf des Zylindertests
veranschaulichen. Unsere transplantierten Tiere nutzten iiberwiegend die linke Vorderpfote.

2.5 Gewinnung und Aufarbeitung der Hirne
Nachdem alle Tests durchgefiihrt waren, wurden die Tiere in ihrer 6. Lebenswoche

perfundiert. Dazu bekamen sie 90 mg/kg Pentobarbital-Na™ (Serva) zur Narkose intra-
peritoneal appliziert. Nach Wirkungseintritt wurde das Tier in Riickenlage auf einer festen
Unterlage fixiert und der Thorax mit einer spitzen Schere erdffnet. Danach wurde der linke
Herzventrikel er6ftnet, und eine diinne Glaskaniile bis zur Aorta ascendens vorgeschoben und
dort fixiert. Um den AbfluB des Blutes zu gewihrleisten, wurde das rechte Herzatrium
ebenfalls eroffnet. AnschlieBend wurden 50 ml 4° C kalte 0,9%ige NaCl-Losung {iber ein
Infusionssystem (Druck ca. 100 mm/Hg) in den Organismus geleitet, um das Blut

auszusplilen. Daran schloss sich die Perfusion mit ca. 300 ml 4° C kaltem, 4%igem Paraform-
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aldehyd (PFA; in 0,1 M PBS, pH = 7,4) an. AnschlieBend wurden den Tieren die Hirne
entnommen und zur Nachfixierung fiir 4 h in 4° C kalte Perfusionslésung gelegt. Zur Kryo-
protektion wurden die Hirne tiber Nacht in einer 20%igen Saccharose - PBS - Losung bei
4° C equilibriert und anschlieBend fiir 5 min. in —50° C kaltes Isopentan (Roth, Best.-Nr.
39261) gelegt. Nachdem die Hirne gefroren waren, wurden sie einzeln in Metallfolie verpackt
und bis zu ihrer Aufarbeitung bei —80° C gelagert.

In der Folge wurden im Kryostaten (Jung CM 3000 Leica, Germany) bei —23° C Kammer-
temperatur 30 um dicke Hirnschnitte angefertigt. Die Schnitte der zu untersuchenden Region
wurden in 0,1 M PBS (pH 7,4) gefiillte 24er Zellkulturgefile (Nunc, Deutschland) gelegt.
Um eine homogene Verteilung der Schnitte in den einzelnen Farbungen zu erreichen, wurden

diese nach einem bestimmten Schema auf die Schalen verteilt, von denen hier die ersten

beiden dargestellt sind (Abb. 4).
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Abb. 4: Schema der systematischen Schnittverteilung in den Kulturgeféf3en.
Die Zahl im Kreis gibt die jeweilige Nummer der kontinuierlich gesammelten Schnitte an.

2.6 Auswahl der Schnitte

Da fiir die Untersuchung das CPu von zentralem Interesse ist, wurde mit dem Aufnehmen der
Schnitte begonnen, sobald das Corpus callosum als einheitliches Gebilde sichtbar wurde, da
sich so das Striatum ab dem ersten Drittel untersuchen lieB und die Schnitte eine aus-
reichende mechanische Stabilitdt aufwiesen. Von diesem Zeitpunkt an wurden die Schnitte
kontinuierlich gesammelt und in die mit PBS (0,1 M, pH 7,4) gefiillten Gefdl3e {iberfiihrt.

Nachdem das Striatum komplett aufgenommen war (5 Serien & 20 Schnitte), wurden soviele
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Schnitte verworfen, bis sich ein erster, diagnostizierbarer Anschnitt der Substantia nigra
zeigte. Diese wurde in analoger Weise aufgenommen (5 Serien 4 16-20 Schnitte) und der
immunhistochemischen Férbung zugefiihrt. Die finf Serien jeder Hirnregion, die man
dadurch gewann, wurden folgenden histologischen, enzymhistochemischen und immunhisto-

chemischen Fiarbungen unterzogen:

SerieI - Nisslfiarbung

Serie I - Markscheidenfirbung / Acetylcholinesterase - Farbung (AChE)
Serie Il - Anti-Tyrosin-Hydroxylase - Farbung (Anti-TH-Féarbung)

Serie IV - Anti-NeuN - Farbung

Serie V. - Anti-GFAP - Féarbung

Dieses Férbeschema wurde nur bei den nicht-transplantierten Tieren durchgefiihrt. Tiere, die

ein Transplantat erhielten, wurden gemif3 Abschnitt 2.7.4. behandelt.

2.7 Verwendete Antikorper
Da die immunhistochemische Farbung auf Antigen-Antikorper Reaktionen beruht, sollen in

diesem Abschnitt die verwendeten Antikorper, sowie die Funktionen der Proteine, an welche

sie binden, kurz vorgestellt werden.

Tab. 1: Tabellarische Zusammenstellung der verwendeten Antikorper.

Antikorper Konzentration | Konzentration | Zielstruktur Hersteller Best.-Nr.
[Herkunft] DAB-Firbung | Fluoreszenz
Anti-TH 1:1000 1:500 dopaminerge & Sigma T1299
[Maus] (nor-)adrenerge

Zellen
Anti-NeuN 1:1000 1:1000 Neurone Chemicon MAB377
[Maus] International
Anti-GFAP 1:400 1:400 Astrozyten Sigma G3893
[Maus]
Anti-NF 200 -- 1:100 Neurone Sigma N4142
[Kaninchen]
Anti-Nurr 1 1:200 -- dopaminerge Transduction N83220
[Maus] Zellen Laboratories
Anti-Maus CY2 -- 1:400 Maus-AK Jackson 115-226-003
[Ziege] ImmunoResearch
Anti-Rabbit -- 1:100 Kaninchen -AK | Jackson 111-156-003
AMCA [Ziege] ImmunoResearch
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2.7.1 Primérantikorper

2.7.1.1 Neuronale Marker

Neuronale Marker werden eingesetzt, um Nervenzellen in einem zu untersuchenden Gewebe
zuverldssig erkennen und von Gliazellen unterscheiden zu konnen. Im Folgenden werden die

Marker besprochen, die in unserer Arbeit am aussagekréftigsten waren.

a) Anti-Tyrosin-Hydroxylase (Anti-TH)

Die Tyrosin-Hydroxylase ist das limitierende Enzym der Katecholamin-Synthese, welches die
Umwandlung von L-Tyrosin zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) katalysiert
(Betarbet et al., 1997). Das Enzym ist ein Tetramer aus vier gleichen Untereinheiten mit
einem Molekulargewicht von ca. 60-68 kDa (Meyers et al., 1996a). Hauptsidchlich kommen
dopaminerge Neurone im ZNS und im Nebennierenmark vor und lassen sich durch Anti-TH
sicher identifizieren, wobei Anti-TH nicht nur die Somata, sondern auch deren Axone
darstellt (Asan, 1993). Der monoklonale TH-Antikérper bindet an das N-terminale Ende des
Enzyms, das die regulatorische Doméne des Proteins beherbergt (Meyers et al., 1996a). Die
Erbinformationen flir die Tyrosin-Hydroxylase wird nur durch ein Gen codiert, was bei den
meisten Spezies (auch der Ratte) dazu fuihrt, dass es nur eine Form dieses Enzyms gibt.
Lediglich bei den Primaten werden durch alternatives Spleilen bis zu vier Isoformen dieses
Enzyms erzeugt (Haycock, 2002; Parareda et al., 2003).

In unserer Arbeit wurde Anti-TH (Sigma; Klon TH-2) bei der DAB-Fiarbung in der

Verdiinnung 1:1000 und bei der Immunfluoreszenz in der Verdiinnung 1:500 angewendet.

b) Anti-Neuronal Nuclei Antikorper (Anti-NeuN)

NeuN ist ein Kernprotein, welches von nahezu jeder Nervenzelle exprimiert wird, dessen
Funktion aber bislang unbekannt ist (Mullen et al., 1992).

Der neuronenspezifische Kernprotein-Antikérper (Klon A-60, aus der Maus, monoklonal,
Chemicon, Deutschland) reagiert sowohl mit zentralen als auch mit peripheren Nervenzellen
der meisten Wirbeltiere. Nur wenige Zellen exprimieren dieses Protein nicht und lassen sich
dementsprechend auch nicht anfirben. Dazu gehoren z.B. die Purkinjezellen des Kleinhirns
oder die Mitralzellen des Bulbus olfactorius (Mullen et al., 1992). Von NeuN ist bekannt, dass
es ca. 48 kDa schwer ist und nicht zu den Kernmatrixproteinen gehort (Gage et al., 1995). Die
Féarbung konzentriert sich zwar auf den Zellkern, ist aber auch im Zytoplasma noch deutlich
erkennbar. Da dieses Protein erst in postmitotischen Zellen exprimiert wird, bleiben

proliferierende Zellen bei dieser Farbung unerkannt (Chemicon Produktinformation). Anti-
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NeuN wurde von uns sowohl bei der DAB-Férbung als auch bei der Immunfluoreszenz in der

Verdiinnung 1:1000 verwendet.

¢) Anti-Neurofilament 200 (Anti-NF 200)

Neurofilamente (NF) sind Heteropolymere aus den drei Typ IV-Polypeptiden NF-Low (68
kDa), NF-Medium (160 kDa) und NF-High (200 kDa). Mit einem Durchmesser von 10-12 nm
zdhlen sie zu den Intermedidrfilamenten. Jedes dieser Filamente besteht seinerseits aus drei
verdrillten Protofibrillen, die aus zwei Tetrameren aufgebaut sind. Alle drei Neurofilamente
verbinden sich zu stabilen Zytoskelettelementen, welche die Nervenzelle und ihrem Axon
Stabilitdt verleiht (Lodish et al., 2001). Neurofilamente sind zwar nicht charakteristisch fiir
Neurone, kommen hier aber besonders konzentriert vor, da sie den zentralen Anteil der Axone
bilden und auch fuir ihr appositionelles Wachstum verantwortlich sind (Lodish et al., 2001).
Schon daraus wird ersichtlich, warum ein Antikorper, der gegen diese Zytoskelettkomponente
oder eines seiner Bestandteile gerichtet ist, zu Nervenzellen eine besonders hohe Affinitét
haben muss. Anti-NF 200 (Sigma) wurde bei unserer Immunfluoreszenz in der Verdiinnung

1:100 angewandt.

d) Anti-Nurrl (Anti-Nur-related factor 1)

Nurrl ist ein Steroidhormonrezeptor, der vornehmlich in dopaminergen Zellen exprimiert
wird, und zwar noch bevor diese Zellen in ithrer Entwicklung durch andere Marker erkannt
werden (McKusick, 1998). Uber Nurrl ist bisher bekannt, dass er eine DNA-Bindungsstelle
(,,Zink-Finger*) besitzt und groBe Ahnlichkeit zu Nurr77 — insbesondere zu dessen
C-terminalen Ende — hat. Obwohl sein Ligand bisher noch unbekannt ist (,,Waisen-
Rezeptor®), weill man, dass er fir die Differenzierung der dopaminergen Neurone von grof3er
Bedeutung ist, denn ohne Nurrl verharren diese Zellen in undifferenziertem Zustand (Davis
und Lau, 1994). Tiere, bei denen das Nurrl-Gen deaktiviert wurde, entwickelten keine
dopaminergen Neurone im Mesenzephalon (McKusick, 1998). Desweiteren wird der
Aktivierung dieses Rezeptors eine Apoptose-Schutzfunktion zugeschrieben, die insbesondere
in Neuronen ausgeprédgt sein soll. Vor der Anwendung in der DAB-Fiarbung wurde Anti-

Nurrl im Verhéltnis 1:200 verdiinnt.

2.7.1.2 Gliamarker
Gliamarker sind Substanzen, welche die ,,Stromazellen des Nervensystems (Astrozyten,

Oligodendrozyten, Mikrogliazellen) selektiv darstellen.
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Saures Gliafaserprotein-Antikorper (Anti-GFAP)

GFAP (glial fibrillary acidic protein) polymerisiert sich zu Intermediérfilamenten von ca. 10
nm Durchmesser, die sowohl in Gliazellen, von denen die Nervenzellen eingehiillt werden, als
auch in Astrozyten vorkommen (Lodish et al., 2001). Anti-GFAP (Klon: G-A-5, aus der
Maus, monoklonal, Sigma) bindet an ein ca. 50 kDa schweres Intermedidrprotein reifer
Astrozyten. Obwohl GFAP gelegentlich auch mit Vimentin koexprimiert wird, wird das
letztgenannte von Anti-GFAP nicht dargestellt (Chekhonin et al., 2001). Anti-GFAP wurde
sowohl bei der DAB-Farbung als auch bei der Immunfluoreszenz in der Verdiinnung 1:400

verwendet.

2.7.2 Sekundirantikérper

Da die Antikorper (AK), welche in den histologischen Pridparaten die Zielstrukturen
markieren, primér nicht sichtbar sind, dienen die Sekundérantikdrper der Visualisierung
dieser Primirantikorper. Dies gelingt entweder durch entsprechende Enzyme oder durch
Fluoreszenzfarbstoffe, die am Sekundirantikorper gebunden sind. Nachdem dieser zweite AK
an den Ersten gebunden hat, wird der Schnitt gewaschen, um ungebundene, tiberschiissige AK
zu entfernen. Nach dem Waschen kénnen die Schnitte, die mit fluoreszierenden Sekundir-
antikorpern behandelt wurden im Mikroskop betrachtet werden. In der DAB-Féarbung wird die
enzymatische Eigenschaft des gebundenen Sekundirantikorpers dazu genutzt eine Folge-
reaktion zu katalysieren, an deren Ende ein auswertbarer Farbumschlag steht. So fiihrt die
Oxidation von DAB durch eine an den Sekundérantikorper gebundene Peroxidase zu einer

Braunfirbung der markierten Struktur.

2.7.2.1 Fluoreszenzkonjugierte Sekundirantikorper

a) Die polyklonalen CY2-konjugierten (engl. Cyanine-dye = Zyanin-Farbstoff, maximale
Absorption bei 492 nm und maximale Emission bei 510 nm) Anti-Maus-Antikorper (aus

Ziege, Dianova, Best.-Nr. 115-226-003, Hamburg) wurden 1:400 verdiinnt.

b) Die polyklonalen AMCA-konjugierten (engl. Aminomethylcumarinacetate, maximale
Absorption bei 350 nm; maximale Emission bei 450 nm) Anti-Kaninchen-Antikorper

stammten ebenfalls aus der Ziege. AMCA bindet an die leichte Kette der Immunglobuline,
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jedoch nicht an deren FC-Teil und kann somit zur Darstellung dieser Immunglobuline
verwendet werden. AMCA wurde im Verhéltnis 1:100 verdiinnt (Dianova, Best.-Nr. 111-156-
003, Hamburg).

2.7.2.2 Biotingekoppelte Sekundirantikérper

Das Vitamin Biotin ist ein Co-Enzym und unterstiitzt verschiedene Carboxylierungs-
reaktionen. Es ist in seiner aktiven Form kovalent an Enzyme gebunden (Eulitz, 2000). Bei
der Avidin-Biotin Methode wird der am Antigen gebundene Primérantikdrper von einem
biotinylierten Sekundérantikorper erkannt. Das Biotin des Sekunddrantikérpers wird aus
einem Komplex von Avidin und Peroxidase gebunden. Da es hierbei zur Bildung groBerer
Komplexe kommt, erfolgt eine Signalverstirkung, welche durch die enzymatische Aktivitit
der Peroxidase sichtbar wird (Eulitz, 2000). Diese Peroxidaseaktivitdt kann dazu genutzt
werden ein Chromogen (wie z.B. das von uns verwendete DAB) zu oxidieren und somit
optisch sichtbar zu machen. Die so gefirbten histologischen Schnitte wurden lichtmikro-
skopisch ausgewertet. Folgende Sekundidrantikérper wurden nach Herstellerangaben

verwendet:

a) Anti-Maus-Kit (Vector, Best.-Nr. 6102, Burlingame, CA, USA)

Anti-Maus (aus Pferd, polyklonal) wurde 1:200 verdiinnt, die Lésungen A und B fiir den
ABC-Komplex je auf 1:50 eingestellt. Die DAB-Losung wurde aus 200 ml PBS plus 2 mg
DAB (Sigma) sowie 2 ul 35% H,0O, (Sigma) hergestellt. Die Schnitte wurden filir exakt acht
Minuten gefarbt.

b) Anti-Kaninchen-Kit (Vector, Best.-Nr. 6101, Burlingame, CA, USA)

Anti-Kaninchen (aus Ziege, polyklonal) wurde 1:200 verdiinnt, die Losungen A und B fiir den
ABC-Komplex je auf 1:50 eingestellt und die DAB-L6sung wurde aus 200 ml PBS plus 2 mg
DAB (Sigma) sowie 2 pl 35% H,0, (Sigma) angesetzt. Die Schnitte wurden ebenfalls fiir
acht Minuten gefiérbt.

2.7.3 Immunhistochemie der nicht-transplantierten Gehirne

Nachdem die Schnitte in die PBS-gefuillten Schalen iiberfiihrt waren, wurden sie dreimal in
PBS gewaschen. Dazu entnahm man jeden Schnitt vorsichtig mit einem feinen Pinsel und

legte ihn in eine frisch gefiillte Schale, welche dann fiir 10 min auf einem Schiittler bewegt
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wurde. Diesen Vorgang durchliefen alle Gewebeproben dreimal. Die Serien I und II konnten
nach dem Waschen bereits auf gelatinisierte Objekttrager (Menzel, Deutschland) aufgezogen
werden und sind entweder einer Nissl-, Markscheiden- oder Acetylcholinesterase (AChE)-
Farbung unterzogen worden. Diese histologischen Routinefirbungen sind im Anhang wieder-
gegeben.

Die Serien III — V durchliefen die immunhistochemischen Farbungen. Die Serien III-V kamen
bei Raumtemperatur (ca. 20° C) fur 15 min in eine 3% PBS-H,0,- Losung und wurden
wihrend dieser Zeit ebenfalls kontinuierlich bewegt. Im Anschluss daran durchliefen sie
erneut fir 3 x 10 min den Waschgang bevor eine Losung zum Besetzen unspezifischer
Proteinbindungsstellen (Abblocklosung) auf die Schnitte pipettiert wurde. Die Zusammen-
setzung der Abblocklosung ist im Anhang wiedergegeben. In dieser Losung inkubierten die
Schnitte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden sie
direkt — ohne weiteren Waschgang — in die Primérantikorperlosung tiberfiihrt, in der sie fiir 48
Stunden bei 4° C unter permanenter Bewegung inkubierten. Der erste Schnitt einer jeden
Serie diente als Negativkontrolle und durchlief die gleichen Schritte, wurde aber an Stelle der
Primédrantikorperlosung in PBS inkubiert. Die Antikorperlosung setzte sich aus der
Verdiinnungslosung (PBS, Triton X-100 0,025% und BSA 1% [Sigma]) sowie dem

spezifischen Antikdrper zusammen:

a) Anti TH: - Monoclonal anti-Tyrosin-Hydroxylase (Klon TH-2)
- Sigma Aldrich (USA)
- Verdiinnung 1:1000 (Best.-Nr.: T1299)

b) Anti NeuN: - Mouse anti-neuronal nuclei monoclonal antibody
- Chemicon International (USA)
- Verdiinnung 1:1000 (Best.-Nr.: MAB377)

¢) Anti GFAP: - Monoclonal anti-glial fibrillary acidic protein (Klon G-A-5)

- Sigma-Aldrich (USA)

- Verdiinnung 1:400 (Best.-Nr.: G3893)
Zur genauen Beschreibung der strukturellen und funktionellen Eigenschaften der Epitope
dieser drei Antikorper siche Kapitel 2.7.
Nach Ablauf der 48 Stunden wurden alle Hirnschnitte fiir 3 x 10 min gewaschen und der
Sekundérantikorperlosung zugefiihrt, welche aus der Grundlosung (PBS, Triton X-100
0,025%, BSA 1% und Normalserum der Maus 1:70) und dem Anti-Maus-Antikorper (Maus-
Kit, Vectastain, PK-6102; Burlingame) bzw. Anti-Kaninchen-Antikorper (Kaninchen-Kit,
Vector, Best.-Nr. 6101, Burlingame, CA, USA) bestand. In dieser Losung inkubierten die

Schnitte erneut fiir 24 Stunden bei 4° C und permanenter Rotation.
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Am letzten Tag der Farbung wurden die Schnitte 3 x 10 min in PBS gewaschen und in den
Avidin-Biotin-Komplex gegeben, in dem sie weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur und
standiger Bewegung inkubierten. In dieser Losung wurden PBS und die Reagenzien A und B
aus dem Maus-Kit (Vectastain, PK-6102; Burlingame) im Verhéltnis 1:50 gemischt, welche
unter stindigem Rithren zuvor flir mindestens 30 Minuten miteinander reagieren mussten.
Hiernach wurden die Schnitte erneut fiir 3 x 10 min gewaschen, bevor sich die Diamino-
benzidin (DAB)-Fillung anschloss.

Die DAB-Losung setzt sich aus 200 ml PBS, 2 pl H,O, (35%, Merck, Deutschland) und 20
mg DAB (3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid, Sigma-Aldrich, USA Best.-Nr. D8001)
zusammen. Jeder Schnitt wurde fiir genau acht Minuten bei Raumtemperatur in dieser Losung
inkubiert und danach sofort in frisches PBS iiberfiihrt und ein letztes Mal fiir 3 x 10 min in
PBS gewaschen. Nachdem die immunhistochemische Farbung beendet war, wurden die
Schnitte auf gelatinisierte Objekttrager (Menzel, Deutschland) aufgezogen. Im Anschluss
wurden sie tiber Nacht auf einer ca. 40° C warmen, staubgeschiitzten Heizplatte getrocknet.
Am folgenden Tag wurden sie mittels aufsteigender Alkoholreihe und abschlieBendem
Xylolbad (JT Baker, Holland, Best.-Nr. 34011530) entwéssert. Nach dem Xylolbad wurden
die Objekttrager mit DePeX (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg) bestrichen und mit
Eindeckglasern (Menzel, Deutschland) eingedeckt.

2.7.4 Immunhistochemie der transplantierten Hirne
Da die transplantierten Zellen mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff PKH-26 markiert

wurden (Haas et al., 2000), musste bei der Aufarbeitung genau darauf geachtet werden, dass
keine fettloslichen Detergenzien wie z.B. Alkohol oder Triton X-100 verwendet werden, die
PKH-26 herauswaschen wiirden (Haas et al., 2000). Da diese Substanzen aber notwendig
sind, um die Zellmembran fiir Antikdrper passierbar zu machen (Horan und Slezak, 1989),
mussten sie durch eine andere Methode ersetzt werden.

Das ,Freeze & Thaw*“-Verfahren (Huneau et al., 1988, Haas et al., 2000) erlaubt eine gute
Zugénglichkeit der Antikorper zu ihren intrazelluldren Epitopen. Hierbei wird das Gewebe
nach dem Schneiden direkt in eine 30%ige PBS-Saccharose-Losung liberfiihrt und tiber Nacht
darin belassen. Anschlielend kommen die Schnitte in kleine Aluminiumbehélter, welche in
flissigen Stickstoff getaucht werden bis das Gewebe komplett gefroren ist. AnschlieBend
werden die Behélter auf einer Heizplatte bis zum vollstdndigen Auftauen des Gewebes
wiedererwdarmt. Dabei ist darauf zu achten, dass das Gewebe nicht austrocknet. Dieser

Durchlauf wird fiinfmal wiederholt, wodurch die Zellmembranen durchldssig werden und den
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Antikorpern den Zugang zu den Epitopen gestatten (Haas et al., 2000). AnschlieBend
durchlaufen auch diese Schnitte die standardisierte Farbeprozedur, jedoch ohne Triton X-100.
Die Darstellung der Primérantikorper erfolgt in der Fluoreszenzfirbung mittels Fluoro-
chromkonjugierten Sekundérantikdrpern. Die Objekttriager der fluoreszenzmarkierten Schnitte
werden abschlieend mit wissrigem Fluoreszenz-Eindeckmedium (MobiTec) eingedeckt und
an einem dunklen, kiihlen Ort verwahrt.

Wihrend die Serien I und II weiterhin mit nicht-fluoreszierenden Farbungen wie AChE-, und
Nissl-Farbungen oder Versilberungstechniken behandelt werden, erfahren die Serien III — VI

folgende Fluoreszenz-Doppelmarkierungen:

Serie | AChE, Nissl oder Versilberung |Serie [V TH (ms) / NF 200 (rb)

Serie 11 TH (ms) — DAB-Férbung Serie V GAD 67 (ms) / S1008 (rb)

Serie 111 NeuN (ms) / GFAP (rb) Serie VI GFAP (ms) / TH (rb)

2.8 Betrachtung der Immunfluoreszenzen
Das von uns verwendete Leitz Aristoplan-Immunfluoreszenzmikroskop (Leitz, Wetzlar,

Deutschland) ist ein Auflichtmikroskop, welches iiber einen Fluoreszenz-Filterblock verfiigt,
der die Spektrenbereiche Rot, Griin und Blau trennt, sowie einen Rot-Griin Kombinations-
filter besitzt, mit dem es moglich ist, das rot-fluoreszierende PKH-26 mit einer Griin-
fluoreszenz gemeinsam zu detektieren. Dieses Verfahren bietet den Vorteil der
Mehrfachmarkierung, d.h. eine Zelle kann neben der bereits bestehenden PKH-26-
Markierung noch gleichzeitig mit zwei weiteren Markern dargestellt werden. In unserem
Experiment wurde die sekunddre Immunfluoreszenz angewandt, bei welcher ein
fluoreszierender Sekundéarantikérper an den Primérantikorper bindet. Als Sekundérantikdrper
wurden das griin-fluoreszierende CY2 und das blau-fluoreszierende AMCA genutzt. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode liegt in dem sehr hohen Kontrast der erzeugten Bilder,
wodurch auch einzelne Zellen gut beurteilbar sind. Ein grundsitzlicher Nachteil der
Fluoreszenzmikroskopie ist das relativ schnelle Ausbleichen der Préparate. Dem ldsst sich mit
geeigneten Eindeckmedien, einer dunklen Lagerung und der sofortigen fotografischen
Dokumentation wichtiger Befunde begegnen.

Die Betrachtung der fluoreszenzgefirbten Schnitte im Konfokalmikroskop (Nikon Eclipse E
400 mit konfokalem System C1) ermoglichte eine hochauflosende Visualisierung der

kolokalisierten Marker. Die Zellen konnten einzeln betrachtet und Zelliiberlagerungen mittels
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3-dimensionaler Bildrekonstruktion besser beurteilt werden. Die Auswertung dieser Befunde

erfolgt in Kapitel 3.3.2.

2.9 Verhaltensmessung
Nachdem die Tiere aller Gruppen den Zylindertest durchlaufen hatten und ihr Verhalten auf

Video aufgezeichnet war, wurden die Bédnder ausgewertet. Bei jedem Tier wurde der
Gebrauch der Vorderpfoten beobachtet und gezéhlt, wie oft welche Pfote die Zylinderwand
beriihrte. Es wurden die ersten 30 Wandberiihrungen zeitunabhéngig gezihlt und ermittelt,
wie viele dieser Berithrungen auf die linke bzw. die rechte Pfote entfielen. Aus den
Ergebnissen aller Tiere einer Gruppe wurde das arithmetische Mittel berechnet und mit dem

nicht-parametrischen U-Test (SPSS 11.01) verglichen.

2.10 Densitometrische Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

a) Auswahl und Vorbereitung der Schnitte

Vor der computergestiizten Auswertung wurden alle Objektrdger nochmals griindlich mit
Xylol (JT Baker, Best.-Nr. 34011530 Deventer, Holland) gereinigt und unter lichtmikro-
skopischer Betrachtung alle Hemisphérenanschnitte einer Seite markiert. Dies war notig, da
die Seitenzuordnung der Schnitte beim Aufiragen auf die Objekttriger oft nicht sicher
moglich war. Im Anschluss daran wurde der Referenzschnitt festgelegt, d.h. der Schnitt,
welcher der Injektionsstelle am nichsten liegt. Um den Referenzschnitt zu bestimmen, wurde
zundchst der Schnitt aufgesucht, der die Commissura anterior vollstdndig (nach Moglichkeit
beide Hemisphédren verbindend) zeigt (Abb. 5). Sobald diese Stelle ausfindig gemacht war,
wurde der vorhergehende Schnitt als Referenzschnitt definiert (Abb. 6).

Abb. 5: Schnitt mit linksseitig durchgehender Commissura anterior.
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Abb. 6: Der Schnitt vor dem Commissura anterior - Schnitt ist der Referenzschnitt.

2.10.1 Das densitometrische Verfahren
Ahnlich wie in anderen Arbeiten auch (z.B. Ermert et al, 2001) wurden unsere zu

analysierenden Schnitte mittels eines hochauflosenden Scanners (Nexscann 4100, Heidel-
berger, Deutschland) im Durchlichtmodus eingescannt und digitalisiert. Die optische
Auflosung betrug fiir alle Bilder 5,04 pm/Pixel bei einem Grauwertumfang von 256
Intensitdten. Die digitalisierten Grauwertbilder wurden mit einem Skriptprogramm unter
KS400 (Zeiss-Vision, Oberkochen) ausgewertet. Bevor das CPu einer jeden Hemisphére mit
einem Mauszeiger umfahren wurde (Morphometrie), erfolgte eine Transformation des
Intensitétsbildes in ein Dichtebild bzw. optisches Dichtebild. Messungen im optischen
Dichtebild werden als Densitometrie bezeichnet.

Das Licht, welches das Prédparat bei der Digitalisierung durchdrang, wird als transmittiertes
Licht bezeichnet, das iiber eine Optik auf einen Sensor geleitet wurde. Dessen digitale Werte
mussten aus Griinden der Vergleichbarkeit standardisiert werden. Die Standardisierung
erfolgte iiber eine Transformation jedes Pixels hinsichtlich der Differenz der Minimal- und
Maximalwerte, als auch des Bildhintergrundes. Das Ergebniss war ein Bild bzw. Dichtebild,
welches eine mittlere optische Dichte (OD) présentierte (Oberholzer et al., 1996). Um diese
sichtbar zu machen, mussten die Werte schlie3lich noch zwischen 0 und 255 skaliert werden.
Um die Interpretation der OD zu erleichtern, wurden die Werte in Prozent umgerechnet (Abb.

7). Ein OD-Wert von 100% entspricht einer theoretischen, maximalen Immunreaktivitit.

Abb. 7: Formel zur Errechnung der optischen Dichte (OD).
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I: zu transformierendes Intensitétsbild.
B: Hintergrundbild.
W: Bild ohne Objekt und nur mit der Beleuchtung, die zur Objektaufnahme verwendet wurde.

Gewebebereiche mit intensiver Anfirbung bzw. starker Immunreaktivitit besafen im
Originalbild niedrige Pixelintensitdtswerte und erschienen damit dunkel, wihrend sie im
optischen Dichtebild hohe Pixelintensititswerte besalen und hell erschienen. Basierend auf
dieser Transformation, die Grauwertintensitdten in Grauwert-kodierte optische Dichtewerte
umrechnete, wurden von immunreaktiven Arealen die mittlere Intensitit der Immunreaktivitéit
des Neuropils abgezogen. Die mittlere Intensitdt des Neuropils wird allgemein auch als
,unspezifische Hintergrundfirbung" bezeichnet und muss grundsétzlich als Signalanteil von
immunpositiven Bereichen in die quantitative Auswertung einbezogen werden. Eine
Schattierungskorrektur von Beleuchtungsinhomogenitidten war auf Grund der homogenen
Objektausleuchtung durch die Scannerlampe nicht notwendig. Die mittlere optische Dichte
des linken und rechten CPu wurden in eine Tabelle geschrieben und anschlieSend tiber alle
Schnitte eines Tieres gemittelt, so dass sich pro Tier zwei Mittelwerte der optischen Dichte
des CPu ergaben. Diese Mittelwerte wurden im Hinblick auf statistische Unterschiede
untersucht.

Bei den erhobenen Daten handelt es sich um quantitative Merkmale mit metrischem
Skalenniveau. Da sich auf Grund der niedrigen Stichprobenumfinge deren Verteilung nicht
bestimmen lisst und sich bei der statistischen Uberpriifung keine signifikanten,
zeitabhdngigen Unterschiede ergaben, wurde eine univariante Analyse des Faktors
,Behandlung* zwischen den CSM14.1-transplantierten und den Kontrolltieren mit Hilfe des
nicht parametrischen U-Tests nach Mann-Whitney durchgefiihrt. Der Test erfolgte mit dem
Programm SPSS fiir Windows 11.01.
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3 Ergebnisse

3.1 Verhaltenstest

Im Zylindertest konnte weder bei den nicht ldsionierten noch bei den bilateral ldsionierten
Tieren eine Seitendifferenz (rechte vs. linke Pfote) beobachtet werden. Die Kontrolltiere
zeigten ein Verhéltnis zwischen linker und rechter Pfote von 15:15 (£1,76; Abb. 8).

Bei der Auswertung wurden 30 zeitunabhidngige Wandberiihrungen gezéhlt, um eventuell
auftretende Unterschiede zu erkennen. In dem gezeigten Diagramm werden die Mittelwerte
einer jeden Gruppe dargestellt. Die Zahlen in den Siulen geben die Anzahl der Wand-
beriihrungen der jeweiligen Pfote wider. Die Bezeichnung unter der Sdule gibt die jeweils
gebrauchte Pfote des Tieres und die Gruppe an. Die genauen Daten zu jedem Tier befinden
sich im Tabellenanhang. Wie die Abbildung weiter verdeutlicht, zeigten die bilateral
lasionierten Tiere ebenfalls nur geringe Seitenunterschiede von 14,8:15,2 (£2,10).

Die Tiere, die nach der bilateralen Lésion ein rechtsseitiges, intrastriatales Zelltransplantat
erhielten, fielen durch die tibermdfig hiufige Benutzung der linken Pfote auf (12,8:17,2
+1,72). Dieser Seitenunterschied ist mit p = 0,042 im U-Test signifikant.

Auswertung Zvlindertest

T
1
“1 T T
T
1 1 1
14 1 L
T
12 e
10 1
15,0 15,0 14,8 152 12,8 17,2
8 1
6 1
41
2 1
0 % = -
Rechts Links Rechts Links Rechts Links
Kontrolle Liisioniert Transplantiert

Abb. 8: Diagramm der Zylindertestergebnisse. Dargestellt sind die Mittelwerte mit dem jeweiligen S.E.M.
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3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Tyrosin-Hydroxylase (TH) — Fiarbung (Abb. 9a - g)

Nachdem die Schnitte immunhistochemisch gefdrbt waren (siche Methoden), zeigten sich
bereits bei der mikroskopischen Auswertung deutliche Unterschiede. Die Gewebe der
Kontrolltiere, die weder einer Lésion noch einer Transplantation unterzogen wurden, zeigten
im TH-Nachweis eine kriftige und gleichméfige Farbung (Abb. 9a").

Die intensive braune Fiarbung im Bereich des CPu, weist auf eine hohe Tyrosin-Hydroxylase
Immunreaktivitdt hin. Die Immunreaktivitdt ist gleichmédfBig und wird typischerweise im
Bereich der Faserziige (Striae medullares) deutlich reduziert. Als Vergleich zu diesem
Kontrolltier, zeigt die Abb. 9a™" die TH-Férbung eines bilateral l4sionierten Tieres. Hier ist zu
erkennen, dass die Immunreaktivitidt - im Vergleich zum Kontrolltier - deutlich reduziert ist.
Das CPu unterscheidet sich, beziiglich der Farbung, kaum von den kortikalen Strukturen,
welche TH-arm sind (Bjorklund et al, 1983). Dies ist auf die erhebliche Reduktion
dopaminerger Fasern in Folge der toxischen Deafferenzierung zuriickzuftihren, welche sich
letztendlich in der stark verminderten Tyrosin-Hydroxylase - Expression manifestiert. Im
Vergleich dazu zeigt die Abb. 9a™"" eine deutlich kriftigere TH-Immunreaktivitdt auf der
rechten Seite, die bedingt ist durch das einseitig eingebrachte Transplantat. Die Vergroferung
der eben besprochenen Darstellungen (Abb. 9b™ - b™"") bekriftigt diese Aussage: Wiahrend die
Abb. 9b™" eine homogene, helle Fliche zeigt, lassen sich in den Abb. 9b" (Kontrolltier) und
Ob™"" (transplantiertes Tier) deutlich TH-positive Strukturen abgrenzen. Das es sich bei diesen
Strukturen um Neurone und deren Axone handelt, belegt die VergréBerung der in Abb. 9b™"
bezeichneten Befunde (Abb. 9d - g). Ahnliche Feststellungen lassen sich auch iiber die
Substantia nigra (SN) treffen, die fiir die jeweiligen Gruppen in den Abb. 9¢™ - ¢ dargestellt
ist. Die SN eines Kontrolltieres (Abb. 9¢) zeigt im kaudalen Bildabschnitt eine kriftige,
dunkel-gefarbte und nach lateral spitz auslaufende SN, die in dieser Form weder beim
bilateral ldsionierten Tier (Abb. 9¢’’) noch beim transplantierten Tier (Abb. 9¢c'*") zu
erkennen ist. Das Fehlen der SN in der zuletzt genannten Darstellung ldsst sich durch die
striatale (ektope) Lage des Transplantats erkldren, welches die nigro-striatale Projektion nicht

wieder errichten konnte.

3.2.2 Nissl - Firbung (Abb. 10a +b)
In den Nisslfirbungen ist die dopaminerge Deafferenzierung erwartungsgemifl nicht

erkennbar. Im ldsionierten Tier (Abb. 10b) ist die Farbung etwas schwicher ausgeprégt. Bei
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der Betrachtung dieser Darstellung fallen keine umschriebenen Zellunterginge auf. Die
Farbung stellt sich nur etwas schwécher dar.

Anhand der Abbildung 10g soll kurz erldutert werden, aus welcher Region die Schnitte
stammen und welche Strukturen an ihnen zur Orientierung wichtig sind. Die Schnitte
stammen aus der mittleren Region des CPu (Bregma: -0,30 mm; Interaurallinie: 8,70 mm).
Ummantelt vom Cortex cerebri sind in der Bildmitte die CPu zu erkennen, an deren medialer
Seite noch das Restlumen der Ventriculi laterales (LV) angeschnitten ist. Am kranialen Rand

des CPu befindet sich das Corpus callosum (CC).

3.2.3 Markscheidenfirbung (Abb. 10c + d)
Die Markscheiden sind in dieser Darstellung als dunkle Strukturen erkennbar. Da hierbei das

Myelin der Nervenscheiden gefirbt wird, spiegelt die Féarbung die Verteilung der Axone
wieder. In der Abb. 10d erkennt man das CPu mit seinen kortikostriatalen bzw. kortiko-
fugalen Faserbiindeln als dunkle Flecken. Am prominentesten tritt das Corpus callosum
hervor, da es den grofiten Fasertrakt des Gehirns darstellt. Im unteren Teil der Abb. 10c + d
sind deutlich zwei schwarze Punkte zu sehen, bei denen es sich sich um den vorderen Anteil
der Commissura anterior handelt. Im direkten Vergleich zwischen dem bilateral ldsionierten
Tier und dem Kontrolltier sind auch in dieser Darstellung keine groBeren Entmarkungsherde

im ldsionierten Tier erkennbar.

3.2.4 Acetylcholin-Esterase (AChE) - Fiarbung (Abb. 10e + f)
ACHhE ist eine Cholinesterase, welche in den postsynaptischen Abschnitten des CPu enthalten

ist. Das in cholinergen Interneuronen vorkommende AChE spaltet das im synaptischen Spalt
befindliche Acetylcholin in Acetyl und Cholin, welches dadurch inaktiviert wird. In der
AChE-Darstellung erscheinen Strukturen, die dieses Enzym besitzen, dunkel. Anhand der
Abb. 10e wird deutlich, dass dieses Enzym im CPu besonders stark exprimiert wird. Auch
wenn die alleinige Betrachtung der AChE-Darstellung ungeeignet ist, eine Aussage liber die
dopaminerge Deafferenzierung nach 6-OHDA Applikation zu machen (MacKenzie et al.,
1989), so ist sie doch wichtig, um eventuelle Verdnderungen des cholinergen, striatalen
Systems — in Folge der toxischen Deafferenzierung — erkennen zu kénnen. Auch die iibrigen
Farbungen (Nissl, Markscheiden, etc.) dienen der Erkennung von evtl. auftretenden
morphologischen Verdnderungen des CPu. Bei den densitometrischen Messungen wurden

aber lediglich die TH-Darstellungen ausgewertet.
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Abb. 9: TH - Verteilung im bilateral ldsionierten und unilateral transplantierten Rattenhirn.

10 pm

a) Frontalschnitte durch das CPu.
a' CPu-Region eines Kontrolltieres mit starker TH-Immunreaktivitit.
a'’ CPu-Region eines bilateral ldsionierten Tieres.

a'"" CPu-Region eines bilateral l4sionierten und anschlieBend unilateral transplantierten
Tieres.

b) Vergréfierung der CPu-Regionen.
b’ Kontrolltier.
b"" Bilateral ldsioniertes Tier.
b Bilateral ldsioniert und unilateral transplantiertes Tier.

¢) Darstellung der Substantia nigra in den entsprechenden Gruppen.

d) — g) VergroBerung der TH-positiven Neurone aus Abb. b™*".
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Abb. 10: Nissl-, Markscheiden- und AChE-Firbungen des CPu mit Ubersichtsskizze. MaBstibe 2000 pum.
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Abb.:10 a) Nissl-Farbung des Striatums eines Kontrolltieres.
b) Nissl-Farbung des Striatums eines bilateral ldsionierten Tieres.
¢) Markscheiden-Féarbung des Striatums eines Kontrolltieres.
d) Markscheiden-Farbung des Striatums eines bilateral l4sionierten Tieres.
e) AChE-Fiarbung des Striatums eines Kontrolltieres.
f) AChE-Férbung eines bilateral ldsionierten Tieres.

3.3 Mikroskopische Auswertung

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 11)

Auf Grund der PKH-26-Markierung der transplantierten CSM14.1-Zellen konnten wir diese
in den Gewebsschnitten eindeutig identifizieren. Die Zellen strahlten bei Betrachtung eine
kréftige, rote Fluoreszenz aus (Abb. 11a +b).

Eine Schitzung mittels aufgelegtem Objektmikrometer ergab, dass die Zellen zwischen 800 —
1100 um in das umgebende Gewebe migrierten. Der Nachweis, dass sich die transplantierten
Zellen auch in vivo in Neurone differenzieren, gelang mit dem Rot-Griin Kombinationsfilter,
welcher die Kolokalisation zweier Chromophore, wie Abb. 11c + d zeigt, in einer Zelle
erlaubt (Rot = PKH, Griin = NeuN). Wihrend sich die neuronal ausdifferenzierten Zellen in
dieser Farbung als orangefarbene oder rote Zellen darstellen, die von einem griinen Saum
umgeben sind, erscheinen dopaminerg-ausdifferenzierte Zellen in der TH-Féarbung griin

gepunktet, da sich die Tyrosin-Hydroxylase im Zytoplasma befindet (Abb. 11e + f).

3.3.2 Konfokalmikroskopie (Abb. 12)
Bei eingehender konfokalmikroskopischer Untersuchung der fluoreszenzmikroskopischen

Befunde konnten wir die oben aufgefiihrten Ergebnisse bestdtigen. Die transplantierten Zellen
heben sich durch ihre kréftige, rote PKH-Markierung deutlich von dem umgebenden
Gliagewebe (griin = GFAP) ab (Abb. 12a). Umgeben wird das Transplantat von einer - in der
Abb. 12e gezeigten - Glianarbe, welche durch den Marker GFAP (griin) erfasst wurde. Eine
Kolokalisation zwischen den Markern PKH-26 und GFAP war in unseren Tieren nicht
festzustellen, was darauf hindeutet, dass in unserem Experiment eine solche gliale
Differenzierung nicht erfolgte.

Durch die Konfokalmikroskopie konnte bei mehreren Zellen eindeutig die Expression
dopaminerger Marker nachgewiesen werden. So ist die Co-Expression zwischen PKH-26
(Rot) und TH (Griin) ein Beleg fiir die dopaminerge Differenzierung der transplantierten
Zellen. Wéhrend die Abb. 12b + ¢ die Zellen jeweils in einzelnen Fluoreszenzen darstellen,
zeigt die Abb. 12d die zeitgleiche Detektion beider Spektren. In dieser Abbildung erkennt

man die griin gefdrbte Tyrosin-Hydroxylase im Zytoplasma, welches von der mittels PKH rot
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dargestellten Zellmembran umgeben wird. Dies belegt das Vorhandensein der Tyrosin-

Hydroxylase im Zytoplasma der transplantierten CSM14.1-Zellen.

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen.

a) Transplantat Ubersicht. Rot: PKH. MaBstab 150 um.

b) Transplantat Ubersicht. Rot: PKH. MaBstab 50 um.

c) PKH (Rot) - Darstellung einzelner Zellen. Maf3stab 50 um.

d) Neu-N (Griin) - Darstellung derselben Zellen wie in Abb. 11c. Mal3stab 50 um.

e) PKH (Rot) - positive Zelle. MaBstab 50 pm.

f) Intrazytoplasmatische TH-Markierung (Griin) derselben Zelle wie in 11e. MaBstab 50 pm.
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Abb. 12: Konfokalmikroskopische Aufnahmen.

a) PKH-26 markierte Zellen (Rot), umgeben von Glianarbe. Maf3stab 150 um.
b) PKH-26-markierte Zellen (Rot). Malistab 100 um.

¢) Dieselben Zellen wie in 12¢ in TH-Darstellung (griin). MaBstab 100 um.

d) PKH-26 (Rot) — TH (Griin) Doppelmarkierung. Mafistab 100 pum.

e) Glianarbe in GFAP-Darstellung (Griin). Mafistab 200 um.

3.4  Densitometrie
Die normierte Messung der optischen Dichte in den standardisierten immunhistochemischen

Reaktionen ergab fiir die Kontrolltiere (weder ldsioniert noch transplantiert) im Mittel 11,11%
+ 2,73%. Die ODs der bilateral 6-OHDA ldsionierten Ratten betrugen bei dieser normierten
Messung 2,08% +0,39%. Wie man der Abb. 13 entnehmen kann, liegen die Messdaten der
lasionierten Tiere deutlich unter denen der Kontrollen. Die transplantierten Tiere wiesen eine
optische Dichte von 14,45% + 1,84% auf. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden von allen

Tieren einer jeden Gruppe die Mittelwerte gebildet und grafisch dargestellt (Abb. 13).
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Gewebehintergrund-korrigierte optische Dichte
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Abb. 13: Mittelwerte der korrigierten optischen Dichte fiir die jeweiligen Versuchsgruppen mit Angabe der
Signifikanzwerte zwischen den einzelnen Gruppen.

Ein Vergleich der Gruppen untereinander soll die Unterschiede verdeutlichen: Zwischen der
Kontrollgruppe und den lidsionierten Tieren konnte ein signifikanter (p = 0,002 im U-Test)
Unterschied von 9,03% errechnet werden. Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit den
transplantierten Ratten - die nach dem selben Schema durchgefiihrt wurde - fiel ein
Unterschied von 3,34% zu Gunsten der transplantierten Tiere auf, welcher aber mit p = 0,116
statistisch nicht signifikant ist. Bei den transplantierten Ratten war eine um 2% hohere
mittlere OD der TH-Immunreaktivitdt - im Vergleich zu den Kontrolltieren - zu verzeichnen.
Die Griinde dafir werden im nédchsten Kapitel diskutiert. Wird derselbe Wert zwischen den
Daten der ldsionierten und der transplantierten Ratten ermittelt, so ergibt sich hier eine

Difterenz von 12,37%. Dieser Wert ist mit p = 0,003 (U-Test) statistisch hoch signifikant.
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4 Diskussion
Die vorliegende Arbeit untersucht funktionelle und strukturelle Effekte transplantierter

CSM14.1-Zellen in Hirnen neonatal dopaminerg-deafferenzierter, miannlicher Wistar-Ratten.
Diesem Experiment liegt die Annahme zu Grunde, dass die ektope Transplantation der
CSM14.1-Zellen in das Striatum neonataler Tiere, beziiglich des Zelliiberlebens und der TH-
Bildung, bessere Resultate erbringt, als in adulten Tieren (Herman et al., 1991; Bentlage et al.,
1999; Sortwell et al., 2001). Dies wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass junge Tiere in
ihrer zentralnervosen Extrazellularmatrix (engl. extracellular matrix = ECM) ein anderes
Expressionsmuster wachstumsfordernder und -hemmender Faktoren aufweisen als adulte
(Mendez et al., 1996; Krobert et al., 1997; Saunders et al., 1999; Mohapel et al., 2005) und
dass solche Faktoren maBgeblichen Einfluss auf das Uberleben der Zellen und die
funktionellen Resultate haben (Lindvall und Hagell, 2002a).

In unserer Arbeit wird gezeigt, dass transplantierte CSM14.1-Zellen im Striatum neonataler
Ratten iiberleben und ein dichtes Netzwerk TH-positiver Fasern bilden kénnen. Zu diesem
Zweck erhielten die Tiere am ersten postnatalen Tag (P;) eine Injektionen des Fehl-
metaboliten 6-OHDA in beide Lateralventrikel, worauf sich - zwei Tage spéter - in einer
Gruppe die unilaterale Transplantation der CSM14.1-Zellen anschloss. Da alle Tiere der
selben Rasse angehorten, gleichen Geschlechts und in etwa gleich schwer waren, war eine
Randomisierung nicht erforderlich. Wie in Kap. 1.3 aufgefiihrt, galten bei unseren Tieren

folgende Alterseinteilungen: Neonatal (P - P7), Juvenil (Pg - P2p), Adult (> Pyy).

4.1 Auswertung des Verhaltenstests
In unserem Experiment wird weiterhin gezeigt, dass eine bilaterale, intraventrikuldre

6-OHDA Applikation am ersten postnatalen Tag (P;) zu einem nahezu vollstdndigen Verlust
dopaminerger Fasern im CPu und dopaminerger Neurone in der SN fiihrt. Nach der
bilateralen Deafferenzierung waren die Tiere motorisch nur moderat eingeschrankt. Schwere
Storungen, wie Adipsie oder Aphagie, welche im adult-ldsionierten Tier beobachtet wurden
(Snyder-Keller et al., 1989; Luthman et al., 1994; Neal-Beliveau et al., 1999), traten bei den
neonatalen Tieren nicht auf.

Die Tatsache, dass unsere bilateral ldsionierten Tiere im Zylindertest dhnlich agieren wie die
intakte Kontrollgruppe, fithren wir darauf zuriick, dass durch die bi-ventrikuldre Lasion der
DA-Spiegel in beiden Hemisphéren etwa gleichstark vermindert wurde, so dass kein Seiten-
unterschied entstand (Snyder-Keller et al., 1989; Nikkhah et al., 1995b). Dieses Gleich-

gewicht wurde durch das Einbringen des Transplantats wieder gestort, was in einer
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bevorzugten Nutzung der (zum Transplantat) kontralateralen Pfote beim Erkundungsverhalten
(Glaszylinder) resultierte (Nikkhah et al., 1995b), da auch bei Nagetieren der Tractus
corticospinalis auf die kontralaterale Seite kreuzt (Nieuwenhuys et al., 1998; Donkelaar et al.,
2004).

Der Verhaltenstest wurde erst im Alter von 5 Wochen durchgefiihrt, da die Ratten zum
Zeitpunkt der Transplantation (P3) motorisch und korperlich nicht so weit entwickelt waren,
diesen Test zu absolvieren (Joyce et al., 1996). Auch bedarf es einiger Zeit, bis die Zellen sich
im Wirtsgewebe differenzieren, Axone bilden und synaptische Verbindungen kniipfen. Wie
Snyder-Keller et al. bereits 1989 zeigten, erfolgt die Axonbildung der transplantierten Zellen
im Wesentlichen in den ersten 15 Tagen nach dem Eingriff, so dass auch zu spéteren
Zeitpunkten keine wesentlich hohere Innervationsdichte zu erwarten ist.

Bedingt durch die ektope Lage unseres Transplantats, konnte keine nigro-striatale Projektion
errichtet werden. Diesbeziiglich scheinen die hier vorgestellten positiven Befunde im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Mendez et al. (2000) zu stehen, nach denen eine
Rekonstruktion dieser Bahn als Grundvorraussetzung fiir die motorische Erholung gilt. Es ist
zwar bekannt, dass bestimmte afferente Regulationsmechanismen das Transplantat nur
erreichen konnen, wenn dieses in loco typico (der Substantia nigra) platziert wurde (Nikkhah
et al., 1995b), doch konnten Abrous et al. bereits 1990 nachweisen, dass auch nicht
vollstdndig integrierte Zellen, welche aber zumindest zur Dopaminbildung féhig sind (,,DA-
Minipumpen®) und einen konstanten DA-Spiegel gewéhrleisten, das motorische Verhalten
glinstig beeinflussen konnen.

Auch sind die motorischen Testverfahren wie der Zylindertest oder pharmakologisch-
induzierte Rotationstests kaum geeignet den klinischen Erfolg einer solchen Transplantation
umfassend zu beurteilen, da ihre Sensibilitdt nicht hoch genug ist. Motorische Austille bilden
sich in diesen Tests bereits zuriick, wenn erst 5% - 10% der DA-Neurone ersetzt worden sind
(Kirik et al., 1998; Reader et al., 1999), bzw. die TH-Aktivitdt insgesamt tiber 10% ansteigt
(Burke et al., 1990). Ein wirklich sicher-positives Testergebniss (rotierende Tiere) erhdlt man
im Apomorphin-Rotationstest erst, wenn der Anteil der TH-positiven Fliche im CPu unter 2%
absinkt (Burke et al., 1990), was im Umkehrschluss bedeutet, dass in diesem Test die Tiere
bereits ab 3% Reinnerviertion erste Zeichen einer motorischen Besserung zeigen. Der
Rotationstest wurde von uns nicht durchgefiihrt, da dieser bei den Kontrolltieren, sowie bei
den nur-ldsionierten Tieren auf Grund des fehlenden interhemisphirischen DA-Ungleich-
gewichts nicht anwendbar war und somit ein Vergleich mit den transplantierten Tieren nicht

moglich wire. Daraus ergibt sich, dass das Hauptziel einer Transplantation darin bestehen
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muss, die striatalen Zellen wieder mit Dopamin zu versorgen, unabhidngig von dessen

Bildungsort oder Transportweg.

4.1.1 Molekularbiologische Griinde fiir die gefundenen Verhaltensunterschiede
zwischen adult- und neonatal-Lisionierten Tieren

In der Literatur wird das Ausbleiben schwerer motorischer Ausfille bei Jungtieren mit einer
erhohten Plastizitdt des neonatalen Hirns begriindet, welche bis maximal P; (Neal-Beliveau et
al.,, 1999) nachweisbar ist und sich als prd- und postsynaptische Verdnderung, sowie
Anpassung im Transmittersystem manifestiert (Luthman et al., 1994).

Erfolgte bei adulten Tieren eine nahezu vollstdndige (> 90%) dopaminerge Deafferenzierung
durch 6-OHDA, so fielen diese Tiere durch schwere sensomotorische Ausfille wie Aphagie,
Akinese, sensorischer Neglekt auf (Joyce et al., 1996), die einem fortgeschrittenen IPS-
Syndrom dhneln (Ungerstedt et al., 1971). Bei adult-ldsionierten Tieren konnte eine
postsynaptische Dopamin D,-Rezeptor Hochregulation festgestellt werden, begeleitet von
einer D;- und Preproenkephalin (PPE) — mRNA Hochregulation, sowie einem erhohten Met-
Enkephalin (ENK)-Spiegel (Chritin et al., 1993). Die Erhhung der D,-Rezeptordichte sowie
der D,-mRNA-Menge beginnt nach ca. 5 Tagen und erreicht ihre maximale Ausprdgung nach
2-3 Wochen. Diese Erhohung findet allerdings nur statt, wenn die Lision mindestens 90%
betrug und schwindet nach ca. 11 Monaten wieder (Joyce et al., 1996). Als Folge der D»-
Erhohung findet eine vermehrte Produktion von GAD- und PPE-mRNA in den
striatopallidalen Neuronen statt (Chritin et al., 1993). Ferner fiihrt der ldsionsbedingte DA-
Verlust zu einer steigenden Zahl cholinerger Interneurone, welche allerdings bei hoherem
DA-Spiegel (Erhohlung, Transplantat) wieder abnimmt (MacKenzie et al., 1989). Durch
vermehrte DA-Produktion der verbliebenen Neurone kommt es bei adult-ldsionierten Ratten
zu einem leichten Wiederanstieg des extrazelluliren DA-Spiegels, der mit einer moderaten
Erholung der Tiere einhergeht (Joyce et al., 1996). Diese Erholung ist an das Uberleben von
mindestens 5% der dopaminergen Neurone gebunden (Robinson et al., 1990) und ist sehr
empfindlich gegentiber nachtrdglich applizierten DA-Antagonisten, deren Einsatz die Tiere
nahezu akinetisch werden ldsst (Snyder et al., 1985). Die Arbeitsgruppe um Gerfen konnte
1990 in diesen Tieren eine langanhaltende, deutliche Verminderung der D;-Rezeptordichte
sowie erniedrigte D;-und Preprotachykinin (PPT)-mRNA-, Substanz P-Spiegel nachweisen,
welche sich v.a. im Matrix-Kompartiment manifestiert. Da eine ungestorte Bewegungs- und
Verhaltenskoordination einer ausgeglichenen D;-D, — Interaktion bedarf (Clark et al., 1987),
die bei diesen Tieren nicht mehr gegeben ist, wird diese Dissoziation, welche in einer

Uberaktivitit des D,-Rezeptor — Enkephalin-Systems und in einer Unteraktivitit des D;-
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Rezeptor — Substanz P - Systems Ausdruck findet (Joyce et al., 1996), mitverantwortlich
gemacht fur die schweren sensomotorischen Beeintréchtigungen adult-ldsionierter Ratten.
Ubereinstimmend mit unseren Beobachtungen, sind bei neonatal-lisionierten Tieren die
Ausfille diskret und oft nur mit Hilfe subtiler Tests (Zungen- oder Pfotengebrauch)
ermittelbar (Joyce et al., 1996). Auch die nachtriagliche Gabe von DA-Antagonisten wird von
diesen Tieren problemlos verkraftet, was ein Hinweis daflir ist, dass die neonatal-ldsionierten
Ratten auf das verbliebene DA nicht zwingend angewiesen sind (Breese et al., 1985). Eine
erneute 6-OHDA Lision des adulten Tieres, welches bereits an Py;; dopaminerg deafferenziert
wurde, fiihrt aber dennoch zu kontralateralen, sensomotorischen Fehlleistungen, so dass auch
in neonatal ldsionierten Ratten dem DA noch eine gewisse Bedeutung zugesprochen werden
muss (Joyce et al., 1996).

Die intraventrikuldre Lasion an Pg; flihrte zu einem ausgepridgten Verlust dopaminerger
Neurone im Patch-Kompartiment der ventralen SNpc, gefolgt von dauerhaften
Verdnderungen im DA-Rezeptorstatus (Gerfen et al., 1990). Im Gegensatz zu den adulten
Tieren, fand sich hier - mit einer Verzogerung von ca. 7 Tagen - eine Verminderung der D;-
Rezeptordichte im CPu: Im medialen Teil war sie ab P; nachweisbar, wohingegen sie im
dorsolateralen Teil erst ab P35 auftrat (Frohna et al., 1995). Diese Verdnderung lie§ sich in
beiden Gebieten noch an Pgg nachweisen. Bemerkenswert ist, dass die D;-mRNA - nach einer
anfinglichen Verminderung - nach ca. 2 Wochen wieder anstieg und auf einem erhohten
Niveau verblieb (Frohna et al., 1995). Dies legt eine funktionelle Entkopplung zwischen der
Rezeptorbildung und der Transkription seiner mRNA nahe, deren Konsequenz bislang noch
nicht verstanden ist. Beim adult-ldsionierten Tier korrelierte die D;-Rezeptordichte noch
direkt mit der Bildung der D;-mRNA (Joyce et al., 1996). Die verminderte D;-Dichte wurde
durch eine Hypersensitivitit der verbliebenen Rezeptoren zum Teil kompensiert. Diese
Sensitivitdtssteigerung erfolgte nur, sofern die dopaminerge Deafferenzierung mindestens
98% betrug und konnte ein Grund fiir die beobachtete Hyperaktivitdt und das ebenfalls
gelegentlich gezeigte autoaggressive Verhalten sein (Breese et al., 1985), welches unsere
Tiere auch zeigten.

Verglichen mit dem D;-Rezeptor wurde der D,-Rezeptor von der intraventrikuldren Lésion an
Py kaum beeintrachtigt, da er spéter als der D;-Rezeptor gebildet wird und dariiber hinaus
vornehmlich in der Matrix lokalisiert ist (Luthman et al., 1990). Das wiirde auch erkléren,
warum selbst starke DA-Depletionen (> 90%) nicht zu einer D,-Beeinflussung - weder der
Rezeptordichte, noch der mRNA-Menge - flihrten (Neal-Beliveau et al., 1993). Zugleich

schien bei frithzeitig (Po;) ldsionierten Tieren, die funktionelle Kopplung zwischen dem D,-
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Rezeptor-System und dem Met-Enkephalin-System auszubleiben, so dass die D, vermittelte
Signaltransduktion keinen Einfluss mehr auf das Met-Enkephalin-System hatte (Joyce et al.,
1996). Ferner schien sich bei neonatal-ldsionierten Tieren keine Dj-vermittelte, DA-
abhéngige Kontrolle der cholinergen Interneurone zu etablieren (MacKenzie et al., 1989). Bei
Adulten kann sich diese funktionelle Kopplung auch nach dopaminergen Léasionen neu
etablieren und eine Kontrolle des Met-Enkephalin-Systems (wieder) gestatten (Pollack und
Wooten, 1992).

Eine ldsionsbedingte Verdnderung, welche bei frithzeitig ldsionierten (bis P3) Ratten schon
recht lange bekannt ist und anfénglich als Kompensationsmechanismus aufgefasst wurde, ist
die serotonerge Hyperinnervation des CPu (Snyder et al., 1986; Luthman et al., 1994). Moy
und Mitarbeiter konnten 1997 zeigen, dass sich der Serotoningehalt der Gewebe nach der
Lasion fast verdoppelte, zugleich aber die Dichte der DA-D;- und Serotonin-Rezeptoren
anstieg, was einen Widerspruch bedeutet, da eigentlich verminderte Transmitterspiegel zu
einer kompensatorischen Rezeptor-Hochregulation fithren miissten (Marsden et al., 1982). Da
in diesen Tieren die Empfindlichkeit des 5-HT Aufnahmemechanismus und die Anzahl der
5-HT Fasern deutlich anstieg (Towle et al., 1989) wurde vermutet, dass dieser Transmitter
einen Ersatz flir das fehlende DA darstellt. Da aber Snyder-Keller und Mitarbeiter 1989
beobachteten, dass serotonerge Fasern keine Synapsen belegen, welche durch die
dopaminerge Deafferenzierung frei wurden, wurde dieses Konstrukt in Frage gestellt. Wére
dies der Fall, so hitten transplantierte, dopaminerge Zellen keine freien Bindungsstellen mehr
vorgefunden und somit auch keine Besserung der sensomotorischen Leistungen bewirken
konnen. Nachdem Moy et al. 1997 den Nachweis erbrachten, dass sich Tiere, bei denen
sowohl das dopaminerge als auch das serotonerge System geschiddigt wurden, genauso
verhielten, wie nur dopaminerg-lasionierte Tiere, war klar, dass Serotonin nicht als alleiniger
Kompensationsmechanismus fungiert. Im Gegenzug erweckte die Feststellung, dass das
Ausmal} der 5-HT—Reinnervation eng mit dem Grad der sensomotorischen Ausfille korreliert,
1987 bei Whishaw und Mitarbeitern den Verdacht, dass 5-HT evtl. eine der Ursachen fiir die
beobachteten leichten Ausfille sein konnte und auch Joyce et al. (1996) vermutete, dass die
serotonerge Hyperinnervation nach neonataler 6-OHDA Lision die beobachteten oralen
Dyskinesien der Tiere mitbedingen konnte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Vielzahl der Verdnderungen im neonatal
lasionierten Tier zwar Erklarungsansitze fiir deren kompensatorische Fahigkeiten liefert, aber

noch keine zufriedenstellende Beantwortung dieser Frage erlaubt.
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4.2  Immunhistochemische Auswertung

4.2.1 Lichtmikroskopische Auswertung

a) Tyrosin-Hydroxylase (TH)-Fiarbung

Die immunhistochemische Aufarbeitung der Hirne zeigt die morphologischen Korrelate zu
unseren bisherigen Resultaten. Die Tyrosin-Hydroxylase (TH)-Farbung erbringt die aussage-
kréftigsten Ergebnisse und wird im Anschluss densitometrisch quantifiziert. In der Kontroll-
gruppe zeigt sich hier eine kriftige, gleichmiBige Anfirbung des CPu (Abb. 9a"), welche auf
einen hohen Gehalt dieses Enzyms hinweist. Bei ldsionierten Tieren, konnte diese intensive
TH-Farbung erwartungsgemdf3 nicht nachgewiesen werden, wie die Abb. 9a™" belegt. Dies
bestitigt die Arbeit von Xavier und Mitarbeitern (2005), welcher ebenfalls eine signifikante
Abnahme der optischen Dichte, sowie der Neuronendichte in densitometrischen
Quantifizierungen 6-OHDA-l4sionierter Ratten findet. Das CPu erscheint bei diesen Tieren
blass und selbst der dopaminarme Kortex (Bjorklund et al., 1983) ist kréftiger angefirbt. Auf
Grund des deutlichen Ausmafles der dopaminergen Deafferenzierung fithrten wir keine
stereologische Quantifizierung der verbliebenen TH-positiven Neurone durch. Es kann davon
ausgegangen werden, dass bei unserem Versuchsaufbau ca. 98% der dopaminergen Neurone
degeneriert sind, so wie es von Snyder-Keller et al. (1989) und anderen Arbeitsgruppen

beschrieben wird.

4.3 Densitometrische Auswertung

Die Densitometrie ist eine geeignete Methode zur semi-quantitativen Erfassung von
Féarbeintensitdten (optische Dichte, OD) in immunhistochemischen Schnitten (Oberholzer et
al., 1996; Xavier et al., 2005). Um den Effekt von Schnittdicken- und immunhisto-
chemischen Variabilitdten auf die OD zu reduzieren, wurden die Dichtewerte beziiglich des
unspezifisch gefirbten Hintergrundes bildanalytisch korrigiert.

Da einige Tiere nach der Behandlung verstarben, waren die Stichprobengré3en unterschied-
lich. Jedoch dirfen Stichproben unterschiedlicher Grofe mit dem nicht-parametrischen
U-Test verglichen werden (Bortz, 1989). Bei klinischen Studien sind einfach-blinde oder
doppelt-blinde Auswertungen zwingend erforderlich, um die Evidenz bzw. Glaubhaftigkeit
und damit die Objektivitit zu erhohen. Die Maskierung, insbesondere des Verhaltenstests,
konnte in dieser Untersuchung nicht erfolgen, da die aufwendige Vorbereitung und
langwierige Auswertung des Verhaltenstests lediglich von zwei Mitarbeitern unseres

Institutes vorgenommen wurde. Aullerdem wurde bei den Tieren ein zeitunabhéngiges,
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qualitativ nominales Merkmal bzw. Ereignis gezdhlt, das entweder eindeutig ausgepriagt und
erkennbar war, oder nicht. Bei der Densitometrie wusste der Auswerter nicht, aus welcher
Versuchstiergruppe die Schnitte kamen, allerdings lieB sich auf Grund der immunhisto-
chemischen TH-Farbung deutlich erkennen, aus welcher Gruppe das Préparat stammte. Da
weiterhin das gesamte CPu flir die Messung abgegrenzt werden musste, und nicht etwa
kreisformige Stichproben in bestimmten Bereichen des CPu vom Auswerter gesetzt wurden,

kann an dieser Stelle kein Bias oder systematischer Fehler zustandekommen.

Die Densitometrieergebnisse der Kontrollgruppe lagen bei ca. 11 Prozent, was bedeutet, dass
die Intensitdt der TH-Darstellung hier 11% der maximal moglichen Intensitdt (Schwarz)
betrdgt. Vergleicht man dies mit der Gruppe der ldsionierten Ratten, so fillt auf, dass die
geschédigten Tiere eine erhebliche Reduktion der Intensitét auf ca. 2% aufweisen. Dies belegt
eine Verminderung dieses Parameters in dieser Gruppe um mehr als 80%, bedingt durch die
Wirkung des Neurotoxins 6-OHDA (Xavier et al., 2005). Dieser Wert entspricht den
bisherigen Literaturangaben (Snyder-Keller et al., 1989). Zwar ist die Firbeintensitdt nicht
gleich der TH-Faserdichte (Anzahl TH-positiver Fasern je Flache), doch ist es zuldssig eine
direkte Korrelation beider Parameter zu unterstellen, wenn man davon ausgeht, dass sich die
Fasern relativ gleichmifBig anfarben, was laut Burke und Mitarbeitern (1990), die die TH-
Féarbung als robuste und gleichméfige Farbung beschreiben, der Fall ist.

Die Densitometrie belegt nicht nur die erfolgreiche dopaminerge Deafferenzierung des nigro-
striatalen Systems, sondern liefert auch die Beweise flir die erfolgte Dopaminsynthese der
transplantierten Zellen: Die Tiere, die ein Transplantat in das rechte Striatum erhielten, zeigen
auf dieser Seite eine deutlich erhohte mittlere Dichte (14,5%). Verglichen mit der
kontralateralen (linken) Seite des selben Individuums, als auch im Vergleich mit den nur-
lasionierten Tieren, ist dieser Unterschied mit p = 0,003 statistisch hoch signifikant.
Zusammen mit den fluoreszenzmikroskopischen Bildern ergibt sich hieraus, dass die
CSM14.1-Zellen erfolgreich den dopaminergen Differenzierungsweg eingeschlagen haben, an
dessen Ende ein eindeutiger, messbarer, motorischer Verhaltenseffekt steht. Die Bedeutung
dieses Resultats wird ersichtlich, da eine weitere Arbeit (Haas; in Vorbereitung) das gleiche
Experiment an adulten Hemiparkinsonratten durchfiihrt, wobei keine neuronale
Differenzierung der CSM14.1-Zellen gefunden wird, sondern diese Zellen in den adulten
Tieren eine gliale Differenzierung zu GFAP-positiven Zellen zeigen.

Eine Besonderheit, die bei der Datenerhebung ins Auge fillt, ist die Tatsache, dass die

transplantierten Tiere mit ihren densitometrischen Daten iiber den Werten der intakten
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Kontrolltiere liegen. Auch wenn dieser Unterschied nur 3,35% betrdgt und statistisch nicht
signifikant ist (p = 0,116), erfordert dies eine ndhere Untersuchung.

Eine Erklarung liegt in der experimentell verdnderten Struktur des Striatums: Bei unserem
Eingriff transplantierten wir ca. 100.000 Zellen in das Striatum — einer Hirnregion, die unter
physiologischen Bedingungen kaum dopaminerge Neurone enthélt, sondern diesen
Transmitter mittels axonalem Transport aus der Substantia nigra erhélt (Reader und Dewar,
1999). Im CPu der Ratte kommen dopaminergen Zellsomata sehr selten vor (Betarbet et al.,
1997), und dann auch keinesfalls so zahlreich wie bei den hier gezeigten transplantierten
Tieren, so dass das artifizielle Einbringen dopaminerger Neurone in diese Hirnregion eine
Erkldrung fiir den erhohten OD-Wert der transplantierten Gruppe sein konnte. Desweiteren
kommt eine interindividuell unterschiedliche Reaktivitdt der immunhistochemisch markierten

Strukturen als Fehlerquelle in Betracht (Xavier et al., 2005).

4.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Da die PKH-26 Firbung eine robuste Férbemethode ist, die auch das Freeze & Thaw
Verfahren tibersteht und Zellen nachweislich bis zu 4 Monate nach Transplantation markiert
(Haas et al., 2000), konnte der morphologische Nachweis bei den transplantierten Ratten
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgen. Die PKH-26-markierten mesenzephalen
CSM14.1-Progenitorzellen bilden mit ihren Axonen ein netzformiges Gebilde, welches von
dichtem Gliagewebe umgeben ist. In dem Transplantat finden sich einige doppelt markierte
Zellen, die neben der roten PKH-26- auch die griine TH-Fluoreszenz emittieren (Abb. 11e + f
und Abb. 12b — d). Dies ist ein Hinweis, dass sich diese Zellen in einen dopaminergen
Phinotyp differenziert haben. Auch der Nachweis einer PKH-26 und NeuN - Kolokalisation
dieser Zellen (Abb.11c + d) belegt eine neuronale Differenzierung. Zusammen mit den
Verdanderungen des motorischen Verhaltens legt dies den Schluss nahe, dass die CSM14.1-
Zellen aktiv Dopamin synthetisieren und sezernieren, was einer funktionellen Restitution des
lasionierten CPu entspricht.

Wir fanden keine Kolokalisation PKH-26-positiver Zellen mit GFAP. Allerdings ist die
mikroskopische Auswertung glialer Marker nur eingeschriankt beurteilbar, da das umgebende
Gliagewebe sehr intensiv fluoresziert und einen eventuell vorhandenen, schwachen Randsaum
um eine PKH-26-positive Zelle iiberstrahlen konnte.

Die Vitalitdt der Zellen wird durch die erfolgte Differenzierung und das beobachtete
Migrationsverhalten belegt: Durch Objektmikrometer-Schitzungen konnte nachgewiesen
werden, dass die Zellen zw. 800 — 1100 um in das umliegende Wirtsgewebe migriert sind,
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was in etwa den Werten bei adulten Tieren entspricht, wo sie nach Transplantation in die SN
(vom Injektionskanal gemessen) zw. 700 — 1400 um zuriicklegten (Petrov, 2004).

Hinweise auf eine unkontrollierte Zellteilung im Transplantat, welche eventuell zu einer
Tumorgenese hétten fithren konnen, fanden wir nicht. Dies bestétigt Voruntersuchungen von
Haas und Wree (2002) an dieser Zelllinie, in denen gezeigt wurde, dass diese Zellen bei 39° C
(der Hirntemperatur von Ratten; Gordon, 1990) nicht proliferieren. Auch fallen bei der
Betrachtung der Ventrikelform keine ungewdhnlichen Verdnderungen auf, die fiir eine
tibermifBige Druckerhohung seitens des Transplantats sprechen wiirden. Diese Beobachtung
schlieBt zwar eine Tumorgenese nicht vollstindig aus, da auch wéhrend der Gewebs-
gewinnung und —bearbeitung mechanische Krifte auf die Schnitte einwirkten, macht sie aber
weniger wahrscheinlich.

Wir werten daher das Uberleben und die dopaminerge Differenzierung der CSM14.1 - Zellen
als Hinweis auf die wachstumsfordernden Eigenschaften des neonatalen Milieus. Welche

Faktoren daran beteiligt sein konnten, wird im Abschnitt 4.4 niher erldutert.

4.3.2 Beurteilung der Primirantikorper
Da neben PKH-26 auch noch andere Substanzen zur Markierung bestimmter Strukturen

verwendet wurden und ebenfalls potentielle Fehlerquellen im Versuchsaufbau sind, soll an

dieser Stelle noch etwas nidher auf diese Stoffe eingegangen werden.

a) Anti-Tyrosin-Hydroxylase

Anti-TH bindet an das N-terminale Ende und reagiert sowohl mit der humanen Form des
Enzyms, als auch mit der in der Ratte exprimierten Variante (Sigma Produktinformation). Da
die Tyrosin-Hydroxylase das Schliisselenzym der Katecholaminsynthese ist (Betarbet et al.,
1997), wire es natiirlich auch moglich, dass noradrenerge und adrenerge Zellen durch unsere
Féarbung dargestellt wurden, was jedoch auf Grund der Tatsache, das die Tiere motorische
Verbesserungen erfahren haben und diese Verbesserungen auf die Anwesenheit von Dopamin

schlieflen ldsst, unwahrscheinlich ist.

b) Anti — NeuN

Anti -“Neuronal Nuclei” (NeuN) bindet an eine Neuronen-spezifische DNA-Bindungsstelle
und markiert dadurch nahezu alle Nervenzellen des zentralen und peripheren Nervensystems.
Eine Ausnahme hiervon bilden z.B. die Purkinje-, Mitral- und Photorezeptorzellen der Retina

(Wolf et al., 1996). Die Farbung konzentriert sich v.a. auf den Kern, ist aber auch im Zyto-
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plasma und in den anfidnglichen Axonabschnitten erkennbar. Der Marker kann sowohl bei
adulten als auch neonatalen Tieren der meisten Vertebraten eingesetzt werden (Chemicon
Produktinformation), allerdings nur, wenn sich die Zellen bereits im postmitotischen Stadium
befinden (Mullen et al., 1992). Anti-NeuN ist somit ein geeigneter Marker zur Identifizierung
neuronaler Zellen. Wegen der kréftigen Anfirbung fast aller postmitotischer Neurone, hat sich

NeuN als Standardmarker fiir Nervenzellen durchgesetzt (Gage et al., 1995).

c) Anti — GFAP

In Gewebsproben von Schweinen, Nagern und Menschen konnte gezeigt werden, dass der
Antikorper gegen das saure Gliafaserprotein (engl. Glial fibrillary acidic protein = GFAP) mit
hoher Spezifitdt an ein Intermedidrfilament von Astrozyten und Gliazellen bindet (Chekhonin
et al., 2001). Gegen Vimentin — einem Zytoskelettfilament, welches gelegentlich in Gliom-
zellen oder Astrozyten koexprimiert wird richtet sich Anti-GFAP nicht (Sigma Produkt-
information). Auch kommt es nicht gemeinsam mit Neurofilamenten in einer Zelle vor
(Petrov, 2004). Eingeschrénkt wird seine Spezifitit lediglich dadurch, dass sich dieser Marker
auch gegen alle Neoplasien, die von den genannten Zellarten ausgehen (z.B. Gliome), richtet.
Da solche Neoplasien in unseren Transplantaten nicht zu beobachten waren, ist dieser

Antikorper zur Detektion glialer und astrozytirer Zellen geeignet.

4.4 Die morphologische Integration und TH-Synthese ektop transplantierter
CSM14.1-Zellen

Die Transplantation von NMZs erfolgte bislang v.a. in adulte Tiere, doch mit meist unbefrie-
digenden Ergebnissen. Die Anzahl {iberlebender Zellen lag oft deutlich unter 20% (Rosen-
blad et al., 1996; Sortwell et al., 2001; Chaturvedi et al., 2003). Nach der Transplantation von
fetalen, dopaminergen Zellen in adulte Tiere (P29) beobachteten Bentlage und Mitarbeiter
(1999) eine Konglomeratbildung der Zellen — die Neurone lagen in tropfenformigen Haufen
zusammen und zeigten morphologisch kaum eine Interaktion mit dem Wirtsgewebe. Wie
Snyder-Keller et al. (1989) herausfand, lag das Faserwachstum nur bei ca. 1-2 mm und die
Dopamin-Sekretion der Zellen erfolgte ungesteuert.

Anders hingegen war die Situation in jlingeren Tieren (Ps , Pj¢): Hier bildeten die in die SN
transplantierten NMZs dichte Zellverbande (Netze) und zeigten ein wesentlich intensiveres
Faserwachstum, welches z.T. das CPu oder das mediale Vorderhirnbiindel erreichte (Bentlage

et al., 1999). Auch war die Besserung der klinischen Symptome bei den jiingeren Ratten (bis
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max. Pjo) im Rotationstest viel ausgeprdgter, was darauf schlieBen ldsst, dass die
transplantierten Zellen wesentlich besser in das nigro-striatale System eingebunden und von
diesem kontrolliert wurden. Da in unserer Arbeit statistisch signifikante Ergebnisse im
Zylindertest erzielt wurden, kann man davon ausgehen, dass in unserem Modell mindestens
8000 — 10.000 Zellen iiberlebt haben, da Bentlage und Mitarbeiter 1999 zeigten, dass zum
Erlangen motorischer Besserungen diese Anzahl tiberlebender Zellen nétig ist.

Unsere Ergebnisse nach der Transplantation von CSM14.1 Progenitorzellen in das bilateral
lasionierte, neonatale Rattenhirn bestétigen die Arbeiten von anderen Forschungsgruppen. So
zeigten Anton und Mitarbeiter 1994, dass die Transplantation von temperatursensitiven,
immortalisierten, nigralen Progenitorzellen im adulten IPS-Rattenmodell zu langanhaltenden
motorischen Verbesserungen fiithrte, die nachweislich auf eine vermehrte DA-Bildung
zuriickzufiihren waren (Anton et al., 1994). Gestiitzt wird diese Beobachtung durch Haas und
Wree (2002), der bei den temperatursensitiven CSM14.1-Zellen nach Anhebung der
Temperatur auf 39° C eine vermehrte TH-Expression in vitro beobachten konnte. Auch die
Arbeitsgruppe um Cattaneo zeigte 1998, dass temperatursensitive Progenitorzellen in vivo
iiberleben und sich sowohl in adulten als auch in neonatalen Tieren in eine neurogene
und/oder gliale Richtung differenzieren konnen. Weder Cattaneo et al. (1998) noch wir haben
eine Tumorgenese nach Transplantation der Progenitorzellen beobachtet.

Experimente mit anderen Transplantaten (z.B. Xenotransplantaten) ergaben, dass eine erfolg-
reiche Integration des Transplantats mehr vom Alter des Empfingers als vom Typ des
Transplantats abhidngt (Snyder-Keller et al., 1989; Bentlage et al., 1999).

Desweiteren fiel nach 6-OHDA Lésion die massive Behinderung dlterer Tiere auf, welche in
dieser Form bei Jungtieren nicht zu verzeichnen war. Wie im Kapitel 4.1 ausgefiihrt,
verstarben einige Adulte an einer bilateralen DA-Depletion (oft bedingt durch Aphagie und
Adipsie), wihrend Neugeborene diesen Eingriff wesentlich besser - oft sogar ohne grof3ere
motorische Ausfille - verkrafteten (Snyder-Keller et al., 1989; Luthman et al., 1994; Neal-
Beliveau et al., 1999).

In Hinblick darauf stellt sich die Frage, warum eine Integration von Zelltransplantaten in
adulte Tiere bislang scheiterte bzw. erheblich schlechtere Ergebnisse lieferte (Hermann et al.,
1991; Mendez et al., 1996; Bentlage et al., 1999; Haas, in Vorbereitung)? So wird die Ansicht
vertreten, dass das adulte Hirn wesentlich mehr inhibitorische Faktoren exprimiert als das
neonatale (Mendez et al., 1996; Olsson et al., 1997; Sortwell et al., 2001) und dass adulte
Astrozyten eine Neurogenese in dieser Hirnregion bei Weitem nicht mehr so intensiv

unterstiitzen, wie sie es beim neonatalen Tier tun (Krobert et al., 1997; Joosten et al., 2004).
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Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, werden im Folgenden die Faktoren erldutert, die in
der Literatur diesbeziiglich als wesentlich erachtet werden. Vorgreifend ldsst sich aber bereits
jetzt sagen, dass das biochemische Milieu im adulten Hirn die strukturelle und funktionelle
Integration transplantierter NMZs wesentlich weniger unterstiitzt, als das Milieu eines

juvenilen, sich noch in der Entwicklung befindlichen Hirnes.

4.4.1 Transplantation in neonatale Tiere

Die Tatsache, dass die motorischen Verdnderungen in Abhédngigkeit vom Lisionsalter (neo-
natal, juvenil, adult) sehr unterschiedlich sind (Castaneda et al., 1990; Penit-Soria et al., 1997
Breese et al., 2005), ldasst darauf schlieBen, dass die funktionelle Integration der Zellen auch
vom Alter des Wirtstieres abhidngt (Snyder-Keller et al.,, 1989). Versuche NMZs in adulte
Tiere zu transplantieren, verliefen hinsichtlich der schlechten Uberlebensrate von 5-20% nicht
zufriedenstellend (Rosenblad et al., 1996; Sortwell et al., 2001; Chaturvedi et al., 2003).
Obwohl sich bei diesen Experimenten im Bereich der Substantia nigra (v.a. dorsal) einige
Zellkonglomerate fanden, die auch kurze Fortsdtze bildeten, wurde die nigro-striatale
Projektion nicht verbessert und es erfolgte auch keine Kollateralbildung vom nigro-striatalen
Trakt zum Transplantat (Nikkhah et al., 1994). Da dies jedoch bei homotopen Transplantaten
eine der Grundvorausetzungen fiir die erfolgreiche Behandlung des IPS ist (Kapitel 1.2.3),
muss versucht werden die Kollateralbildung zu induzieren. Folgende Faktoren fordern die

Integration transplantierter NMZs und werden in der Literatur als relevant betrachtet:

a) Faktoren der ECM: NCAM.
b) Astrozytire Faktoren: Chondroitin-6-Sulfat, Tenascin, Laminin.
¢) Wachstumsfaktoren: PDGF, GDNF, BDNF, CNTF.

4.4.2 Verinderte neuronale, zelluliire Adhisionsmolekiile (NCAM)

Bereits 1996 stellten Barker und Mitarbeiter fest, dass das adulte Hirngewebe fiir aus-
sprossende Axone schwerer zu durchdringen sei als das juvenile. In der frithen Reifungsphase
des dopaminergen Systems spielt die polysialisierte Form des Adhdsionsmolekiils (PAS-
NCAM) mit einem Molekulargewicht (MG) von 200-230 kDa eine herausragende Rolle fiir
das Auswachsen der Neuriten (Uryu et al., 1999). Es enthélt alpha-2-8-gebundene N-Acetyl-
neuraminsdure-Reste, welche die Adhisivitdt, im Vergleich zu der adulten Form (die diese
Reste nicht hat), deutlich mindern (Butler et al., 1997). Diese Form des Molekiils wird im
dorsolateralen Striatum bis zu Beginn der 4. Lebenswoche exprimiert, um danach durch die

leichtere Isoform (MG 140-180 kDa) ersetzt zu werden, welche diese Reste nicht mehr
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aufweist (DiFiglia et al., 1989; Uryu et al., 1999). Da das Axonwachstum im CPu bis P;g im
Wesentlichen abgeschlossen ist, wird vermutet, dass die nicht-polysialisierte Form der
Stabilisierung synaptischer Kontakte dient (Uryu et al, 1999), denn der Verlust dieses
chemischen Restes erhoht die Bindungskraft des NCAM um das 4-5fache (Szele et al. 1994;
Gopinath et al.,, 1996; Butler et al.,, 1997). Diese Theorie wird dadurch erhértet, dass die
Synapsenbildung im CPu zwischen P;3-Py; erfolgt und die Herunterregulation von PAS-
NCAM ab dem 18. postnatalen Tag beginnt (Uryu et al., 1999). Die selbe Arbeitsgruppe fand
1999 weitere Belege fiir diese Theorie, da sie nachweisen konnte, dass im adulten Tier PAS-
NCAM v.a. in Gebieten mit erhohter Plastizitit vorkommt. Auch nach Hirnverletzungen
wurde ein Wiederanstieg des PAS-NCAM in den verletzten Gebieten beobachtet (Krushel et
al., 1995), was — durch die verminderte Bindungskraft — ein (erneutes) Axonwachstum
begiinstigt. Auch stellte diese Arbeitsgruppe fest, dass kurz nach der PAS-NCAM
Verminderung (3. Lebenswoche) elektrophysiologische Aktivitdten im CPu messbar wurden.
Gopinath et al. (1996) vermutet, dass die DA-Zelle mit der Expression des reifen NCAM ihre
Migration stoppt und die TH-Synthese aufnimmt. Der Grund fiir die erschwerte Durchdring-
barkeit des Neuropils flir auswachsende Axone liegt wahrscheinlich in der erhohten
Adhésionskraft des reifen NCAM und dem daraus resultierenden verminderten Abstand
zwischen den Zellmembranen im Gewebe. Diese Theorie wird dadurch gestiitzt, dass die
PAS-NCAM Verminderung zeitnah zur intrazelluldren Herunterregulation von Dynamin-1,
einem Mikrotubulinassoziierten-Protein (MAP) erfolgt. Diese Vorgidnge fiihren zur
Stabilisierung des Zytoskeletts, was schlieBlich in der adulten Formgebung der Zelle miindet
(Szele et al., 1994). Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass die Riickbildung von
PAS-NCAM im Striatum dem gleichen kaudo-rostralen Gradienten folgt wie die Neuronen-

reifung (Szele et al., 1994).

4.4.3 Die Rolle der Astrozyten

Dass Astrozyten wihrend der Hirnentwicklung eine bedeutende Rolle spielen, belegen zahl-
reiche Arbeiten (Krobert et al., 1997; Pierret et al., 1998; Reuss et al., 2000; Chadi et al.,
2004; Joosten et al., 2004). Widhrend der Entwicklung neuronaler Strukturen vermitteln
Astrozyten das Auswachsen von Neuronen sowie deren Zielfithrung, wozu ein Zell-zu-Zell
Kontakt notig scheint (Joosten et al., 2004). Dieser Kontakt konnte sowohl iiber Cadherine als
auch tiber NCAM vermittelt werden. Desweiteren ist bekannt, dass Astrozyten eine Reihe von
Faktoren sezernieren, welche das Faserwachstum beeinflussen, z.B. bFGF, FGF-2, Laminin,

Integrine und Proteoglykane (Reuss et al., 2000; Joosten et al., 2004). In welchen Mengen und
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unter welchen Umsténden diese Faktoren gebildet werden, ist derzeit Gegenstand intensiver
Untersuchungen. Die Arbeitsgruppe um Krobert fand 1997, dass éltere Astrozyten mehr
wachstumsinhibierende Substanzen, wie zum Beispiel Chondroitin-6-sulfat, Tenascin und
verschiedene Proteoglykane bilden, womit evtl. erklart werden kann, warum Astrozyten die
Integration von Zelltransplantaten in adulten Hirnen weniger unterstiitzen, als sie dies bei
neonatalen tun (Krobert et al,, 1997). Auch konnten transplantateigene, embryonale Glia-
zellen durch diese vermehrte Produktion inhibierender Faktoren behindert werden. Dazu passt
auch die Beobachtung von Mendez und Mitarbeitern (1996), dass das neonatale Hirn mehr
wachstumsfordernde Faktoren (Laminin, Kollagen, Fibronektin) enthilt (Mendez et al., 1996;
Bentlage et al., 1999).

Die bessere Uberlebensrate transplantierter Zellen im neonatalen oder juvenilen Hirn
(Sortwell et al., 2001) konnte auch durch Faktoren wie FGF-2 bedingt sein. FGF-2 wird von
Astrozyten gebildet und fordert das Uberleben dopaminerger Zellen withrend der Entwicklung
(Reuss et al, 2000). Die Bildung dieses Faktors beginnt zwar erst nachdem die
auswachsenden Neurone ihre Zielstruktur erreicht haben, dennoch fiihrt ein (experimentell
herbeigefiihrter) Mangel an FGF-2 zu verminderten Zelldifferenzierungs- und Uberlebens-
raten (Reuss et al., 2000). Erwdhnenswert ist auch, dass die Bildung von FGF-2 durch die
DA-Synthese stimuliert wird. In Situationen verminderter DA-Bildung (wie dem IPS) konnte
sich durch die verminderte Expression von FGF-2 ein Circulus vitiosus einstellen, an dessen
Ende ein vermehrter Untergang dopamingerer Neurone steht (Reuss et al., 2000). Demnach
besitzen Astrozyten im adulten Hirn Eigenschaften, die ein ungiinstigeres Milieu flir die

funktionelle Integration transplantierter Zellen schaffen.

4.4.4 Wachstumsfaktoren

Es konnte experimentell gezeigt werden, dass hohe Konzentrationen von Wachstumsfaktoren
in der Lage sind die Mitose neurogener Vorlduferzellen anzuregen (Goh et al., 2003). Daher
wird im Folgenden nédher auf den Zusammenhang zwischen den flir das dopaminerge System
wichtigen Faktoren und deren Verdnderungen im neonatalen Hirn, wéhrend seiner

Entwicklung, eingegangen.

4.4.4.1 Platelet derived growth factor (PDGF)

PDGF ist ein Dimer, bestehend aus einer A- und einer B-Kette, welche iiber eine

Disulfidbindung verbunden sind. Es liegt im Extrazellularraum als AA, AB oder BB-Isoform
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vor (Smits et al., 1993). Obwohl PDGF sowohl bei neonatalen als auch bei adulten Tieren
nachweisbar ist, ldsst sich insbesondere in der postnatalen Reifungsphase, als auch nach
traumatischen oder chemischen (z.B. 6-OHDA) Lisionen, eine stark vermehrte Expression
nachweisen (Funa et al.,, 1996; Mohapel et al., 2005). Die Hauptfunktion dieses Proteins
besteht in der proliferationsfordernden Wirkung auf Gliazellen. Die Arbeitsgruppe um Funa
(1996) fand Hinweise dafiir, dass die Isoform AA das Neuritenwachstum dopaminerger
Zellen fordert, wihrend BB die Anzahl TH-exprimierender Neurone erhoht (mitogene
Wirkung). Im intakten Gehirn bilden Gliazellen allerdings kein PDGF (Smits et al., 1993).

Diese uneinheitliche Wirkung, welche mitogen auf DA-Neurone wirkt, aber nicht zu einer
quantitativen Zunahme dopaminerger Neurone im nigro-striatalen System fiihrt (Mohapel et

al., 2005), deutet auf eine zeit- und lokalisationsspezifische Funktion dieses Faktors hin.

4.4.4.2 Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)

GDNEF ist ein potenter neurotropher Faktor mit Wirkung auf DA-Neurone (Chaturvedi et al.,
2003). Seine Wirkung wurde erstmals in Zellkulturen beobachtet, in denen er neben der
Entwicklung dieser Neuronen auch deren Regeneration nach Traumata unterstiitzte (Oo et al.,
2005). Die Arbeitsgruppe um Canudas (2005) verwendet GDNF als wichtigen Marker fiir die
axonale Sprossung nigraler DA-Neurone. Neben diesen entwicklungsfordernden Eigen-
schaften wurde fiir diese Substanz auch eine volumenvergréf3ernde und iiberlebensfordernde
Wirkung auf transplantierte NMZs beschrieben. Diese Wirkung war auch zu beobachten,
wenn die Zellen vor der Transplantation mit GDNF inkubiert wurden (Chaturvedi et al.,
2003). Zheng und Mitarbeiter (2005) beschreiben, dass GDNF sowohl den apoptotischen als
auch den nekrotischen Zelltod verzogern bzw. verhindern kann, was ein Mechanismus der
iiberlebensfordernden Wirkung sein konnte. Wéahrend der Entwicklungsphase wird GDNF
v.a. in mittelgroBen, striatalen Neuronen gebildet und vermutlich (auch) via axonalem
Transport in die SNpc gebracht, weshalb es auch in einigen TH-Fasern nachweisbar ist (Oo et
al., 2005). Seine Expression erfolgt aber nur zwischen E,o — P7, weshalb in voll entwickelten
Hirnen die neurotrophe Wirkung dieses Faktors nicht mehr nachweisbar ist (Stromberg et al.,
1993). Ahnliche Erkenntnisse erbrachten in situ Hybridisierungs-Experimente von Rosenblad
et al. (1996). Obwohl nach Hirnverletzungen GDNF-positive Gliazellen beobachtet wurden,
geht man derzeit davon aus, dass im intakten postnatalen Hirn lediglich striatale Neurone
diesen Faktor bilden (Oo et al., 2005). Die Produktion dieses Faktors im Striatum sich
entwickelnder Hirne kann als weiteres Argument fiir die bessere Integration transplantierter

NMZs in neonatale Hirne gewertet werden. Ein Therapieansatz zur Verbesserung des
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geschiadigten nigro-striatalen Systems in IPS-Patienten konnte die Implantation GDNF-
transfizierter Vektoren sein, da einige Arbeiten belegen, dass dadurch die Erhohlung
geschidigter Neurone gefordert wird (Chaturvedi et al., 2003; Zheng et al., 2005). Dieser
Therapieansatz konnte auch bei élteren IPS Patienten zur Anwendung kommen, da sich beim
IPS die betroffenen Neurone flir lange Zeit in einem dysfunktionalen - aber noch reversiblen -
Zustand befinden, bevor sie endgiiltig absterben (Zheng et al., 2005). Die Hoffhung auf eine
erfolgreiche klinische Anwendung beim Menschen wird auch durch experimentelle Erfolge
im Primatenmodell gestiitzt (Zheng et al., 2005) und auch in adulten Ratten wurde eine ca. 2
Wochen andauernde Erhthung des DA-Spiegels und —metabolismus nach einmaliger GDNF-
Gabe beobachtet (Rosenblad et al., 1996).

4.4.4.3 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

BDNEF ist ein potentes Neurotrophin, welches im Rattenhirn ab ca. P; gebildet wird (Canudas
et al., 2005). Seine Wirkung scheint v.a. darauf zu beruhen, dass es in pathologischen Situa-
tionen das Uberleben dopaminerger Neurone fordert (Yoshimoto et al., 1995). Laut Krobert
und Mitarbeitern (1997) konnte es bei der Bildung von Antioxidantien oder der Stabilisierung
des intrazelluldiren Kalziumionenspiegels mitwirken. In vorhergehenden Studien konnte
gezeigt werden, dass BDNF sowohl die Zellverlustrate nach intraventrikuldrer 6-OHDA
Injektion um ca. 20% verminderte (Krobert et al, 1997), als auch das Uberleben
transplantierter NMZs und deren Axonaussprossung deutlich erhohte (Wang et al., 2002).
Wie diese Arbeitsgruppe weiterhin herausfand, sank die Apomorphin-induzierte Rotation der
unilateral ldsionierten und anschlieBend mit NMZs transplantierten Ratten im Durchschnitt
um 19%. Mohapel et al. fanden 2005 heraus, dass BDNF in geschidigten Gehirnen auch die
Migration von Vorlduferzellen aus der SVZ in das benachbarte CPu begiinstigt und dort ihre
dopaminerge Differenzierung fordert. Diese Erkenntnisse legen den Schluss nahe, dass dieser
Faktor v.a. in geschéddigten Gehirnen fiir die funktionelle Restitution von Bedeutung ist, was
ihn auch zur Unterstiitzung der Uberlebensfihigkeit transplantierter NMZs geeignet

erscheinen lésst.

4.4.4.4 Ciliary neurotrophic factor (CNTF)

CNTF, ein Mitglied der a-helikalen Zytokinsuperfamilie, wird erst in der zweiten postnatalen
Woche exprimiert (Richardson, 1994). Der hydrophile Faktor besteht aus 200 Aminosiuren
und ist im Zytoplasma von Astrozyten lokalisiert (Richardson, 1994). Sein Rezeptor besteht

aus drei Einheiten: Das Grundgeriist wird von einem LIF-Rezeptor gebildet, an den eine
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a-Untereinheit gebunden ist (Conover et al., 1993). Der Rezeptor CNTFR-a wird
vornehmlich im ZNS gebildet, wobei er im adulten CPu allerdings nur in sehr geringem Mafle
vorkommt (Haas et al., 2004). Weinelt und Mitarbeiter (2003) fanden heraus, dass CNTF den
Stoffwechsel und die Proliferationsrate von Stammzellen beschleunigt und die Apoptoserate
der sich differenzierenden Zellen senkt. Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf einer
erhohten neuronalen Toleranz gegeniiber freien Radikalen und Verdnderungen im
Elektrolytmilieu (Weinelt et al., 2003). Da CNTF die Regeneration geschiadigter Neurone
fordern und die Apoptose verzogern kann, kommen hohe Konzentrationen dieses Faktors in
der Néhe zerebraler Lisionen vor (Richardson, 1994). Wie Clatterbuck und Mitarbeiter 1996
beschrieben, begiinstigt CNTF auch die Differenzierung glialer Vorlduferzellen zu
Astrozyten, was mit einer erhohten GFAP-Bildung einhergeht. Dariiber hinaus induziert es

NGFRvon Mikrogliazellen. Diese

die Expression des nerve-growth-factor-Rezeptors P75
Beobachtung belegt, dass dieses Zytokin sowohl auf Gliazellen, als auch auf Neurone - deren
Uberleben durch diesen Faktor nachweislich gefordert wird - Einfluss hat (Richardson, 1994).
Zusammenfassend l4sst sich sagen, dass diese Faktoren dem extrazelluliren Milieu neonataler
Tiere proliferations- und differenzierungsfordernde Eigenschaften verleihen, was maBgeblich

zum Uberleben transplantierter Zellen beitragt.

4.5 Beantwortung der Fragestellung

Die in Kapitel 1.5 gestellten Fragen beziiglich dieser Arbeit lassen sich aus dem bisher

Gesagten wie folgt beantworten:

a) Differenzierten sich die transplantierten CSM14.1-Zellen im Milieu der neonatalen Ratte
zu dopaminergen Neuronen?

Nach den Erkenntnissen, die unsere Arbeit erbracht hat, kann davon ausgegangen werden,

dass die CSM14.1-Progenitorzellen nach der intrastriatalen Transplantation in bilateral

lasionierte, juvenile Ratten einen dopaminergen Differenzierungsweg einschlagen haben und

auch zur Dopaminsynthese und -freisetzung fahig sind. Eine gliale Differenzierung, wie sie in

adulte Tieren zu verzeichnen war, konnten wir nicht feststellen.

b) Wie stark fdllt die TH-Immunreaktivitdt der transplantierten Tiere aus?
Der rein subjektive Eindruck einer krédftigen TH-Immunreaktion in der TH-Féarbung wurde

durch die densitometrische Analyse der Schnitte bestitigt. Die optische Dichte der transplan-
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tierten Tiere lag um 12,37% iiber den Werten der bilateral ldsionierten Tiere. Dieser

Unterschied ist mit p = 0,003 statistisch hoch signifikant.

¢) Wie cinderte sich das motorische Verhalten der transplantierten Tiere beim Zylindertest im
Vergleich zu Kontroll- und nur ldsionierten Tieren?

Nachdem sowohl bei den intakten Kontrolltieren, als auch bei den ldsionierten Tieren auf

Grund des fehlenden interhemisphérischen DA — Ungleichgewichts keine Préferenz einer

Vorderpfote im Zylindertest erkennbar war, zeigten die transplantierten Tiere eine deutliche

Bevorzugung der — kontralateral zum Transplantat gelegenen — linken Pfote. Der Unterschied

war mit p = 0,042 statistisch signifikant.

4.6 Ausblicke

Abschliessend ldsst sich sagen, dass die von uns in neonatale (P3) Ratten transplantierten
CSM14.1-Zellen in der Lage waren, sich dopaminerg zu differenzieren. Die guten funk-
tionellen und morphologischen Resultate, verbunden mit den signifikanten Ergebnissen des
Verhaltenstests, legen den Schluss nahe, dass durch die Transplantation der CSM14.1-Zellen
eine funktionelle Restitution des nigro-striatalen Systems gelang.

Auch wenn erste Erfolge der Transplantationstechnik unbestreitbar sind, so muss man doch
einrdumen, dass in klinischen Studien v.a. jliingere Patienten (unter 60 Jahren) von diesem
Verfahren profitieren — ein Alter, welches die Zielgruppe dieser Therapie (Patienten bei denen
das pharmakologische Therapiepotential ausgeschopft ist) meist {iberschritten haben (Greene
und Fahn, 2002). Nach Aussage dieser Autoren verschlechterten sich bestimmte Fahigkeiten
der dlteren Patienten (v.a. Gehen und Gleichgewicht) nach der Transplantation von NMZs
sogar. Im Durchschnitt besserte sich der UPDRS-Wert lediglich um 28% (Freed et al., 2001),
was angesichts erfolgversprechender Alternativen, wie der tiefen Hirnstimulation (Vitek,
2002), als ungeniigend zu bewerten ist. Da in dieser Arbeit keine Aussage zur Rate der
iiberlebenden Zellen gemacht werden konnte, kann diesbeziiglich auch kein Vergleich mit
adulten Tieren durchgefiihrt werden. In der Literatur wird beschrieben, dass im neonatalen
Hirn deutlich mehr Zellen iiberleben als im Adulten (Sortwell et al., 2001). Durch den Einsatz
von Wachstumsfaktoren (PDGF, BDNF, GDNF, u.a.) und Apoptosehemmern, wird versucht
dem Ziel einer moglichst hohen Uberlebensrate transplantierter Zellen niherzukommen. Dass
es sich lohnt, diesen Ansatz weiter zu verfolgen, belegen Resultate von Lindvall und Hagell
(2002a), die nachweisen konnten, dass die Anwendung solcher Faktoren das Uberleben um

den Faktor 2-4 erh6hen kann.
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Im Hinblick auf die gravierenden Unterschiede zwischen den Resultaten adult- vs. neonatal-
transplantierter Tiere, sowie den in Kapitel 4.4 diskutierten Aspekten beziiglich der
Expression einzelner Faktoren, liegt es Nahe, das genaue Expressionsmuster dieser
Substanzen zu analysieren und herauszufinden, wie sich die Synthese dieser Faktoren in der
weiteren zeitlichen Entwicklung der Tiere gestaltet. Dazu ist es notwendig, die Protein-
expression eines neonatalen Tieres zu analysieren und zu vergleichen, welche Proteine in der
jeweiligen Gruppe zu bestimmten Zeitpunkten hoch- oder herunterreguliert wurden. Obwohl
Saunders und Mitarbeiter bereits 1999 konstatierten, dass das Neuropil des neonatalen Hirns
eine vollig andere Milieuzusammensetzung aufweist als das des adulten Tieres, ist eine
topografisch definierte Proteom- und Transkriptom-Analyse bis heute nicht erfolgt.

Unsere Ergebnisse stiitzen Befunde anderer Gruppen, die erhebliche Unterschiede zwischen
der neonatalen und der adulten ,,CPu-Nische* (Doetsch, 2003) eruierten, so dass es sinnvoll
ist, diese zeitlich variablen Strukturen mittels differentieller Fragestellung auf der
Transskriptom- und Proteomebene gezielt zu untersuchen. Vielleicht ist es dann moglich ein
Milieu zu erzeugen, in dem Zelltransplantate zur strukturellen oder sogar funktionellen
Integration fithren, um traumatisch oder degenerativ verdnderte Gehirne effektiver therapieren
zu konnen. Im Mittelpunkt unserer Bemiihungen steht das Ziel, IPS-Patienten eine Alternative
zu den bisherigen Therapieformen, welche oftmals mit erheblichen unerwiinschten

Wirkungen und Risiken einhergehen, anbieten zu kénnen.
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6 Anhang

Zusammensetzung wichtiger Substanzen

PBS — Phosphate buffered saline (Zusammensetzung fiir einen Liter)
= NaCl 8,00 g
= KCI 0,20 g
=  Na,HPO,4 1,42 g
= KH,PO4 0,27 g
= Aquadest. 800 ml
—> mit HCI auf den pH-Wert 7,4 einstellen und mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen

4% Paraformaldehyd (PFA)
= 40 g Paraformaldehyd (Merck, Deutschland, Best.-Nr. 1.04005.1000) in 1 L PBS (0,1
M pH 7,4) geben
= Gemisch auf 65° C erhitzen (zur Losung des Paraformaldehyd)
= nach dem Abkiihlen kann die Losung verwendet werden

Saccharoselosung (20%)
= 40 g Haushaltszucker gelost in 200 ml PBS

Abblocklosung
a) PBS
b) Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma; Deutschland)
¢) Bovine-Serum-Albumin (BSA 3%, Sigma-Aldrich; Deutschland)
d) Normalserum der Maus 1:70 (Mouse-Kit, Vectastain, PK-6102; Burlingame).

Diaminobenzidin (DAB)-L&sung
a) 200 ml PBS
b) 20 mg DAB
C) 2 },ll H,0,

Beschreibung wichtiger Fiarbungen und Arbeitsschritte

Beschichtung von Objekttrdgern zum Aufziehen flottierender Schnitte:

1. 0,5 g Gelatine unter Erwdrmung (60° C) in 500 ml Aqua dest. 16sen,
anschliefend 0,25 g Chromalaun (Kalium-Chrom-III-Sulfat) zugeben und
16sen.

2. in der Zwischenzeit die Objekttrager in die Stander packen, kurz in
Leitungswasser tauchen und anschlieend in Aqua dest. ausschwenken (Staub
und Schmutz entfernen).

3. anschlieBend die Objettréiger fiir einige Sekunden in Azeton oder 70% EtOH
entfetten und wiederum zweimal mit Aqua dest. spiilen.

4. die vollstandig geloste Gelatinelosung auf 50° C abkiihlen lassen und die
Objekttrager fuir einige Sekunden darin schwenken um eine vollstdndige
Beschichtung zu erreichen.

5. Die Objekttrager bei 50° C in den Ofen packen und nach dem trocknen
staubgeschiitzt lagern.
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Nissl - Fiarbung (Kresylviolett)

Priparate nach aufziehen auf Objekttréger fiir 15 min auf einer Heizplatte (37° C)
trocknen
45 min in 4%igem PFA (pH 7,0) bei Raumtemperatur fixieren
3 x 2 min in Aqua dest. waschen
30 min in Kresylviolett bei 60° C firben (alle 10 min umriihren)
2 min in Aqua dest. waschen
aufsteigende Alkoholreihe (Propanol):
> 2x2minin 70%
> 2 min in 80%
> 2x2min in 90%
> 2x21n96%, im ersten Gang die Objekte differenzieren und im zweiten
GefiBl sammeln
> 2x 3 min in 100%
> 3 x 5 min in Xylol
Eindecken mit De-Pe-X

Markscheidenférbung
1) Kryostatschnitte dreimal mit Aqua dest. spiilen und trocknen lassen
2) Pyridin 30 min
3) Aqua dest. 3 X 5 min
4) Ammoniumsilbernitrat 30 min
5) 1%ige CH;COOH 3 X3 min
6) Entwicklung 20 min (mindestens)
7) 0,5%ige CH;COOH 2 X 5 min
8) flieBend wissern 10 min
9) Polymax 10 min (Kodak, Best.-Nr.: 5211388)
10) flieBend wissern 10 min
11)in Aqua dest. spiilen kurz
12) aufsteigende Alkoholreihe
13) Eindecken

Versilberung (Staining of cell bodies)
1. Herstellung von Kryostatschnitten
2. Prinzip

Durch die konzentrierte Ameisensdure (CH,0,) und H,O; entstehen Radikale, die
versilbert werden. Die versilberten Strukturen entsprechen den Nissl-Schollen, d. h.
dem rauhen endoplasmatischen Reticulum.

3. Fdrbung

Fixierung: 15 min mit 3,7%igem PFA, phosphatgepuffert und kontinuierlich bewegt
Spiilen: 3 x 2 min in Aqua bidestilata
Vorinkubation: 4%ige Ameisensdure fiir 3 h

Inkubation in folgendem Gemisch bei 4° C tiber Nacht:
- 20 ml konz. Ameisensédure
- 60 ml H202
- 120 ml Aqua bidest.

Wissern: mit flieBendem Wasser fiir 15 min

Spiilen: 0,5%ige Essigsdure (C,H40,) fiir je 5 min
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Entwicklung: physikalischer Entwickler
Losung A: 100 ml
Losung B: 30 ml
Losung C: 70 ml

(Korbchen ofter bewegen und Kiivettte = zoppen)
erst Losung B und C - filtrieren und flir 5 min rithren, dann Losung A dazugeben
unter mikroskopischer Kontrolle solange inkubieren, bis gewiinschte Intensitét erreicht

ist (~ 30 min, bei fortwdhrender Bewegung)
Spiilen: 0,5%ige Essigsdure III flir 5 min

Waissern: fur 5 min bei flieBend lauwarmen Wasser

Fixieren: Unifix fiir 10 min (etwas bewegen)

Waissern: fir 5 min bei flieBend lauwarmen Wasser

Acetylcholinesterase (AChE) — Firbung (Ubersichtssizze)

Fixierte Kryoschnitte

Vorinkubation Hauptinkubation
50 mM Acetatpuffer, pH 5
— 0 mMGlycin >
2 mM Kupfer-(I)-sulfat-5-hydrat
200 ml| 25% Na,SO, T omm A‘I:Icl:jt_ﬁ:hiochsglinl-lodi]d ;
0.2 mM Tetraisopropy Ipyrophosphoramind
Waschung 1 Entwicklung
H.,O (Millipore)
1,25% Na,S
200 ml| {200 ml| | 200 ml| | 200 ml| | 200 m1{ {200 ml ’ 200ml| pH 7.8 _’
6x 6x 6x 6x 6x 6x 1 min
Waschung 11 Stabilisierung O
H.O (Millipore) = o=t
it
_) 1% AgNO, 9:" o
200 ml{ | 200 ml| | 200 ml| | 200 ml| | 200 ml| | 200 ml 200 ml (Q_)r %
o
) = O
6x 6x 6x 6x 6x 6x | min g =
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7 Tabellen

Tab. 1: Dateniibersicht der behandelten Tiere.

Nr.| Geburt Behandlung Datum Bregma Zielkoordinaten

1 |23.09.03 Kontrolltier

2 |23.09.03 Kontrolltier

3 123.09.03 Kontrolltier

4 |23.09.03 Kontrolltier

5 123.09.03 Kontrolltier

6 |23.09.03 Kontrolltier

7 |23.09.03 Kontrolltier

8 |23.09.03 Kontrolltier

9 123.09.03 Kontrolltier

10 | 23.09.03 Kontrolltier

11 |23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,18L 6,59V 7,52 |A7,12L 6,67+6,51 V 7,31
12 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,01L6,6V752 |A695L 6,68+6,52V 7,31
13| 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,04L 6,57V 7,55 | A6,98 L 6,65+6,49 V 7,34
14 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 |A 7,045 L 6,48V 7,64| A 6,99 L 6,56+6,40 V 7,43
15 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,190L 6,58V 7,56 | A7,13 L 6,66+6,50V 7,35
16 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,280L.6,55V 7,74 | A7,13 L 6,63+6,47V 7,35
17 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,08L 6,62V 7,55 | A6,86 L 6,71+6,55V 7,24
18 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,05L 6,65V 7,53 | A7,02L 6,70+6,54 V 7,34
19 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,09L 6,59V 7,60 | A6,99 L 6,73+6,57V 7,32
20 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A6,95L 6,59V 7,37 | A7,03L 6,67+6,51 V 7,39
21 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A6,94L 6,69V 7,48 | A6,89L 6,67+6,51 V7,16
22| 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,00L 6,60V 7,42 | A 6,88 L 6,71+6,55V 7,27
23| 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,09L 6,60V 7,21 | A 6,94 L 6,68+6,52V 7,21
24 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,06 L 6,59V 7,18 | A7,03L 6,68+6,52V 7,21
251 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A 7,26 L 6,55V 7,47 | A7,00L 6,67+6,51 V 7,27
26 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,04L 6,56V 7,45 | A 7,22 L 6,63+6,47V 7,26
27 | 23.09.03 6-OHDA, bilateral 24.09.03 | A7,01 L 6,55V 7,41 | A6,98 L 6,64+6,48 V 7,24
28 | 23.09.03 | 6-OHDA, CSM, re Stri | 26.09.03 | A 7,09 L 6,60 V 6,57 A 7,16 L 6,42V 6,28
29 | 23.09.03 | 6-OHDA, CSM, re Stri | 26.09.03 | A 7,15L 6,57 V 6,50 A 722010639V 6,21
30| 23.09.03 | 6-OHDA, CSM, re Stri | 26.09.03 | A 7,32 L 6,62 V 6,64 A 7,39L 6,44V 6,35
31 23.09.03 | 6-OHDA, CSM, re Stri | 26.09.03 | A 7,15 L 6,55V 6,57 A 7,22L6,37V6,28
321 23.09.03 | 6-OHDA, CSM, re Stri | 26.09.03 | A 7,04 L 6,55V 6,62 A7,11L637V6,33
331 23.09.03 | 6-OHDA, CSM, re Stri | 26.09.03 | A 7,16 L 6,68 V 6,59 A 7,23 L6,50V 6,30
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Tab. 2: Zylindertestresultate der Kontrolltiere.

Wandberiihrungen Wandberiihrungen
Gruppe/Tier der rechten Pfote der linken Pfote

Intakt/1 13 17
Intakt/2 14 16
Intakt/3 13 17
Intakt/4 18 12
Intakt/5 15 15
Intakt/6 13 17
Intakt/7 17 13
Intakt/8 16 14
Intakt/9 16 14
Intakt/10 15 15

Mittelwert 15,0 15,0

Standardabweichung 1,76 1,76

Tab. 3: Zylindertestresultate der bilateral ldsionierten Tiere.
Wandberiihrungen Wandberiihrungen
Gruppe/Tier der rechten Pfote der linken Pfote

6-OHDA/1 13 17
6-OHDA/2 14 16
6-OHDA/3 12 18
6-OHDA/4 16 14
6-OHDA/5 15 15
6-OHDA/6 16 14
6-OHDA/7 19 11
6-OHDA/8 12 18
6-OHDA/9 16 14
6-OHDA/10 15 15
6-OHDA/11 18 12
6-OHDA/12 17 13
6-OHDA/13 12 18
6-OHDA/14 14 16
6-OHDA/15 15 15
6-OHDA/16 12 18
6-OHDA/17 15 15

Mittelwert 14,8 15,2
Standardabweichung 2,1 2,1

85



Tab. 4: Zylindertestresultate der transplantierten Tiere.

Wandberiihrungen Wandberiihrungen
Gruppe/Tier der rechten Pfote der linken Pfote
6-OHDA/TrStr/1 15 15
6-OHDA/TrStr/2 13 17
6-OHDA/TrStr/3 10 20
6-OHDA/TrStr/4 14 16
6-OHDA/TrStr/5 13 17
6-OHDA/TrStr/6 12 18
6-OHDA/TrStr/7
Mittelwert 12,8 17,2
Standardabweichung 1,72 1,72
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9.

Thesen

Das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS) ist eine neurodegenerative Erkrankung, deren

Inzidenz im Zuge der demografischen Entwicklung weiter zunehmen wird.

Beim IPS degenerieren aus bislang ungeklirter Ursache dopaminerge Neurone der

Substantia nigra.

Auf Grund der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen als Spétfolge der medikamentdsen
Therapie und dem zunehmenden Leidensdruck der Patienten, besteht ein Bedarf an neuen

Therapiemethoden.

Da bekannt ist, dass beim IPS eine bestimmte Neuronenart an einer klar definierten
Lokalisation im Gehirn zu Grunde geht, ist es prinzipiell moglich diese Neurone zu
ersetzen und somit den Betroffenen eine kausale Therapie als Alternative zu den

bisherigen symptomatischen Therapieformen anzubieten.

Das 6-OHDA-Modell ist ein anerkanntes und gut beschriebenes Lédsionsmodell, welches

die Situation beim Menschen akzeptabel widerspiegelt.

Neonatal bilateral-ldsionierte Tiere zeigen, im Gegensatz zu adult-ldsionierten, kaum

motorische Ausfallserscheinungen.

Transplantierte CSM14.1-Progenitorzellen differenzieren sich im neonatalen - jedoch
nicht im adulten - Rattenhirn in dopaminerge Neurone und sind zur DA-Produktion und

DA-Freisetzung fahig.

Transplantierte CSM14.1-Progenitorzellen zeigen im neonatalen Rattenhirn keine gliale

Differenzierung.
Die neonatal, bilateral ldsionierten und anschlieend unilateral transplantierten Tiere

zeigen deutliche motorische Verhaltensbesserungen, gegeniiber den nur-ldsionierten

Tieren.
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