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�������	�	
���

�����
��
���������
��

Das idiopathische Parkinsonsyndrom (iPS) ist eine neurodegenerative Erkrankung, unter der

ca. 1-2,5% aller �������j�	�
���� 
��
������
��������
��������	���
� ��

��� ��
����������
�

Danielczyk, 1991; Gerlach et al., 2001, Ries et al., 2008). Die erste Beschreibung dieser

Erkrankung erfolgte durch den englischen Arzt James Parkinson (Parkinson, 1817). Die vier

Kardinalsymptome des iPS sind der Rigor, der Tremor, die Bradykinese und die posturale

Instabilit��� (Birkmayer und Danielczyk, 1991; Rohkamm, 2000; Gerlach et al., 2001). Der

Rigor, das sogenannte Zahnradph�������� ����� ���� �
��� ���������� ���������
�	�
��

umschrieben werden. Die Extremit����� ������� �
�	� 	
����
� �������
� �
���� 
�������

Muskelwiderstands nur unter Kraftaufwand ruckartig in eine Beugestellung bringen. Die

Bradykinese oder Akinese (auch Bewegungsunlust genannt, da Parkinson-Patienten oftmals

nicht in der Lage sind, aus dem Sitzen aufzustehen oder sich aus dem Bett zu erheben)

erschwert zudem deren F�	
���
�� �����itive Bewegungen durchzuf�	���� �z. B.

Gehbewegungen). Ein weiteres Charakteristikum dieser Erkrankung, der Tremor der distalen

Extremit������ �
�
�  ��� ������ ��	���
� !�	��	����� ���������
�"� �����
���� 	�� ����	�����

sind dabei zitternde Bewegungen, mit einer Frequenz von 2-3 Hertz, von Daumen und den

opponenten Fingern, die dann das sogenannte Pillendrehen durchf�	���� ��
�������� ��
�

Danielczyk, 1991; Gerlach et al., 2001). Auf dieses Symptom f����� ���	� 
��� ���������
�	��

Begriff der Parkinson������� 	
�
���
��� �ur����� �������� ������������
��� ���
� ���

Englischen: shaking palsy (Parkinson, 1817; Birkmayer und Danielczyk, 1991; Gerlach et al.,

2001).

Von der ersten wissenschaftlichen Beschreibung dieser Erkrankung und ihren Symptomen

(Parkinson, 1817) dauerte es weitere hundert Jahre bis zur Erkenntnis, da�����������������
�

Pigmentierung im Mittelhirn, genauer in der Substantia nigra, mit dieser Erkrankung

einhergeht (Tretiakoff, 1919). Inzwischen wei�� ����� ���� ��������������� ��������
���

Nervenzellen in der Substantia nigra pars compacta degenerieren und die Symptome des iPS

erst dann manifest werden, wenn ca. 70% dieser Zellpopulation bereits abgestorben sind

(Lozano et al., 1998; Gerlach et al., 2001). Durch das Absterben dieser Nervenzellen wird das

dopaminerge nigrostriatale System irreparabel gesch������� 
��� ��� ������ �
� ���� �����

beschriebenen Symptomen der Parkinson�������	
�
���
��� ���
�������  !"�#��������� ��$��

1998; Gerlach et al., 2001). Heute ist allgemein bekannt, da�� ���� �%���������� �����
�

Krankheit auf einem Mangel des Neurotransmitters Dopamin in dem Terminalgebiet der

Substantia nigra pars compacta beruht (Marsden, 1992). Dieses Areal, das Corpus striatum,
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genauer der Nucleus caudatus und das Putamen sind wie der Globus pallidus externus und

internus, der Nucleus subthalamicus und die Substantia nigra pars compacta den

Basalganglien und somit funktionell dem extrapyramidalen-motorischen System zuzuordnen

(Marsden, 1992; Zilles und Rehk����
�� �  &"� '�
����� ��� ��$�� !((�1$� )��� ��������������

erhalten ihre Efferenzen vom gesamten Kortex und projizieren ���
� ���� 2�����
�� �
��

pr�����
�������3�
��4��

���$��
��������
���� wird ersichtlich wie die Bewegungsabl�
*��

durch die Basalganglien im Normalfall und beim iPS ver����
��+�
���$

����� ��� �
��	�
�	��	� ��������	�
�� �	�� �	��������	�� 	�	������������
	
�����	�� ���		��� ������ �
!
����"
�	���%��	��	� ��������
�&�����
�� �
Erkl�

���������
��������2�4�$
'	�	��	 Ach: Acetylcholin, Enk: Enkephalin, GABA: �-Aminobutters�

���GPe: Globus pallidus externus,
GPi: Globus pallidus internus, MSN: striatale ��edium �piny type��!eurone, NC: Nucleus caudatus, Nvl/vat:
Nucleus ventrolateralis/ventralis anterior thalami, Put: Putamen, Snc: Substantia nigra pars compacta, Snr:
Substantia nigra pars reticulata, SP: Substanz P, STN: Nucl. subthalamicus, Th: Thalamus, NC und Put werden
auch als Striatum bezeichnet. (Modifiziert nach Rohkamm, 2000).
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Im Normalfall bewirken die dopaminergen Neurone der Substantia nigra pars compacta (Snc)

eine Stimulation der �-Aminobutters�
��-abh�	
�
�	� �
�����
�	1�5�
��	�� ����������
����

Die D1-Rezeptoren (erregend wirkende Dopaminrezeptoren) dieser Neurone bewirken

daraufhin ����� ���� �����������	������� ��	��6���
	
������
����	���� 	�
��� ����� �����
������

(Snr), die ebenfalls aus GABAergen Neuronen besteht. Die im Striatum vorhandenen D2-

Rezeptoren (hemmend wirkende Dopaminrezeptoren) f����	� �
� ��	��� 6���
	
� ����

GABAergen striatalen Projektionsneurone des Globus pallidus externus (GPe). Die wiederum

�����
��������2��	�������� �
� die Neurone im Nucleus subthalamicus (STN) projezieren.

STN-Neurone senden mittels Glutamat erregende Signale zum Globus pallidus internus (GPi)

und der Snr. GABAerge hemmende Einfl����� �	�
7��
	���	��
���	
�	���		��
���	�5
�����

ventrolateralis und ventralis anterior des motorischen Thalamus (Nvl/vat), der auf kortikale

Areale ����� ��	� 5�
�����	�������� 
�
������ ����
�	�� !����"� !����� ������#����� ��	��

R��������
	
� �����
�� ������
�	
���	��������1�� ���!�����$�����	� ���������� ��	�	� �������	�

Weg (D1-Rezeptoren) inhibierend und ����� ��	�	� �	�������	� 8�
� �$2-Rezeptoren)

stimulierend auf die Snr und den GPi. Je kleiner der dort stimulierende Einfluss ist, desto

kleiner ist auch der stimulierende Effekt auf den motorischen Thalamus und um so kleiner ist

der hemmende Einflu#� �
�� ��	� 3����4� 
	�� ���� ��!�

	
�	�� ����� iPS kommt es zu

dramatischen Ver�	���
	
�	� ������� �����
�	
���	��������	�� $
���� ���� ��������	� ����

dopaminergen Neurone in der Snc f�������������
�����	���%�	��
#��
������$1-Rezeptoren des

Striatums weg, und damit auch der inhibierende Effekt des Striatums auf die Snr. Dies ist

somit ein Ausfall des direkt hemmenden Weges. Auf der anderen Seite entf����� ����

inhibierende Einfluss auf die D2-Rezeptoren des Striatums, und im folgenden auch die

hemmenden Effekte vom Striatum auf den GPe, bzw. von dort auf den STN. Dieser kann

dann ungehemmt den GPi stimulieren. Von dem GPi gelangen daraufhin mehr inhibitorische

Impulse zum motorischen Thalamus und dieser schickt dann wiederum weniger aktivierende

Signale zum motorischen Kortex.

Daraus folgt, dass durch den Dopaminmangel eine Hemmung des motorischen Thalamus und

demzufolge ein stark hemmender Effekt auf die Bewegungsbildung im Kortex besteht.

Die Ursache des iPS ist in den meisten F����	�������
���	���������		�� �&��ano et al., 1998;

Gerlach et al., 2001; Toulouse und Sullivan, 2008; Weintraub et al., 2008). Eine kausale

Heilung oder Pr� �	���	������������
�
�
	������
	
�������	�9������	������	
�	������:
������

Jedoch wurde durch die L-Dopa Substitution, einer Blut-Hirn-Schranke g�	
�
�	�;����
���

des Dopamins, eine wirksame Ma#	����� �
�� &�	���
	
� ���� ������������ �	�!�������

(Carlsson et al., 1957; Gerlach et al., 2001). Mit Einf���
	
�����&-Dopa-Therapie wurde die
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Behandlung der Parkinsonpatienten sozusagen revolutioniert, jedoch treten nach ca. 5-15

Jahren der L-Dopa Substitution schwere Nebenwirkungen auf, die einen Abbruch dieser

Behandlungsma#	����� ���!�	
�	� �2������ ��� ���"� '((); Ries et al., 2008; Toulouse und

Sullivan, 2008). Neben dieser pharmakologischen Routinebehandlung werden daher auch

weitere Ans����� �
�� ����	��
	
� ������� 	�
����
�	����� �	� %����	�
	
� �	�

tierexperimentellen und klinischen Studien verfolgt. Einige dieser Versuche beinhalten

hierbei stereotaktische Verfahren, in denen bestimmte Kerngebiete im ZNS selektiv zerst:���

werden (Laitinen et al., 1992) oder neuerdings die sogenannte tiefe Hirnstimulation, bei der

die gezielte elektrophysiologische Stimulation einzelner Hirnareale, insbeondere des Nc.

subthalamicus, zur Linderung der Parkinsonsymptomatik f����� ���	����� ��� ���"� '(('*�

Benazzouz und Hallett, 2000; Toulouse und Sullivan, 2008). Jedoch k:		�	�	
�� ����<-10%

der Patienten mit iPS, u.a. aufgrund der Auswahlkriterien und der ben:��
��	�=	������
��
��	�

der operativen Einrichtungen, einer solchen Behandlung zugef����� !����	� ���	
�� ��� ���"�

2007).

Eine weitere aussichtsreiche Behandlungsstrategie, die sogenannte intrazerebrale

Transplantation oder Zellersatztherapie, wird seit den 70iger Jahren des 20. Jahrhunderts

erforscht (Bj:���
	�� 
	�� &�	� ���"� +,,0). Diese Behandlungsmethode wurde in der

Vergangenheit auch schon erfolgreich an Parkinsonpatienten angewandt (Olanow et al., 1996;

Piccini et al., 1999; Freed et al., 2001; Olanow et al., 2003).

��(�)	��	���	"	�	����	�

Die Tatsache, da#� ���� ��������� ��� Parkinsonerkrankung auf einem Dopaminmangel im

Terminalgebiet der degenerierenden Substantia nigra pars compacta beruhen (Marsden, 1992)

hat zu experimentellen Studien gef����"� ����	� >���� �s ist, diesem Mangel an Dopamin-

synthetisierenden Zellen durch gezielte Transplantation entgegen zu wirken (Bj:���
	��
	��

Lindvall, 2000; Ries et al., 2008). Als Grundlage dieser Therapiemethode dienten

tierexperimentelle Transplantationsstudien an Nagetieren und nichtmenschlichen Primaten,

bei denen zuvor k�	���������	�Morbus Parkinson induziert wurde (siehe Kapitel 1.5). Zellen

aus unterschiedlichsten Geweben oder Organen wurden bislang in pr����	�����	� ��
���	�

transplantiert. In erfolgreichen Studien an Nagetieren und nichtmenschlichen Primaten kamen

Zellen aus dem chromaffinen Nebennierenmark (Freed et al., 1981), dem Glomusk:�������	�

(Espejo et al., 1998; Luquin et al., 1999), dem ventralen Mesenzephalon von Feten

unterschiedlichster Spezies (Herman und Abrous, 1994; Bj:���
	��
	��&�	� ���"�+,,,1���!���
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Sertoli-Zellen aus dem Hoden zum Einsatz (Borlongan et al., 1997; Liu et al., 1999). Alle

hierbei verwendeten Zellen oder Gewebe enthielten katecholaminerge Zellen, zu denen auch

die dopaminergen Zellen in der Substantia nigra geh:��	�� $��� 
�
	������ ��	���� �����	�

unterschiedlichen Studien ist es, das Corpus striatum, in das die Zellen transplantiert wurden,

mit Hilfe der transplantierten Zellen dopaminerg zu reinnervieren (Gagnon et al., 1993;

Bj:���
	��
	��&�	� ���"�+,,,; Ries et al., 2008).

Aufgrund dieser vielversprechenden pr����	�����	� ��
���	� ��������	� �	� ���� ?��
������

Parkinson-Patienten Zelltransplantate aus dem eigenen chromaffinen Nebennierenmark

(Backlund et al., 1985; Olson et al., 1991), dem ventralen Mesenzephalon von Schweinefeten

(Deacon et al., 1997) oder dem ventralen Mesenzephalon von abgetriebenen humanen Feten

(Olanow et al., 1996; Piccini et al., 2000; Freed et al., 2001). Allerdings wird gegenw����
�	
��

noch die Transplantation von Zellen aus dem ventralen Mesenzephalon aus humanen Feten

durchgef����" da sich Transplantate aus den beiden anderen Zell- oder Gewebetypen in

klinischen Studien als nicht erfolgreich herausstellten (Hagell und Brundin, 2001). Bislang

erhielten ca. 300 Parkinsonpatienten intrazerebrale Transplantate aus dem ventralen

Mesenzephalon von jeweils 3-8 menschlichen Feten eines bestimmten postkonzeptionalen

Alters (7. - 12. Woche) pro Patient (Hagell und Brundin, 2001; Bauer et al., 2002). Vor allem

j�	
���� 7����	��	� ���
��	� 	���� ������� ����	��
	
� ��	�� ������
	
� ���� ���	�����	�

Symptomatik, die auch mit einem erh:���	�$�����	
������ ���@���
�� ������
�� ��	���
�	
�

(Piccini et al., 2000; Freed et al., 2001), d. h. eine dopaminerge Reinnervation im

Empf�	
��
����	�	�����	��������������2��	����	�����	������:
�����

Die Tatsache, da#������iPS eine singul����>������
�����	���������	�����
	����������������
��

dem Nichtvorhandensein eines einzelnen Neurotransmitters beruhen, macht eine

Zellersatztherapie, bei der die absterbenden oder toten dopaminergen Neurone durch

Spenderzellen ersetzt werden, zu einer hoffnungsvollen Behandlungsmethode. Weiterhin

erhofft man sich von diesen Behandlungsstrategien beim iPS neue Erkenntnisse und

Therapieans����� ���� ��	�� -�����  �	� !������	� 	�
����
�	����� �	� %����	�
	
�	"� !��� z. B.

dem Morbus Alzheimer oder der Chorea Huntington (Bj:���
	�� 
	�� &�	� ���"� +,,,*�

Peterson, 2002; Rossi und Cattaneo, 2002).

��*�!	
���	��	���"	��	��
����
�����	��	�+�,,	�	�"�	�
���

Die ethischen Bedenken bei der Verwendung von Spenderzellen, die von abgetriebenen

menschlichen Feten stammen, machen die Erforschung alternativen Spendermaterials
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notwendig (Bj:���
	��
	��&�	� ���"�+,,,*�-�����
	��@����	��"�+,,+1��8�������	�������	��
���

methodische Probleme eine wichtige Rolle bei der Suche nach Alternativen, da f��� ����

Transplantation eines Parkinsonpatienten bislang 3-8 Feten verwendet werden (Olanow et al.,

1996; Piccini et al., 2000; Freed et al., 2001) und das Spendermaterial nie in ausreichender

Menge zur Verf�

	
������	�!������?��	����:		�	�������������
	�� ������3�	����	����	�	�

dieses, jeweils frisch gewonnenen Gewebes nicht ausgeschlossen werden (Bj:���
	�� 
	��

Lindvall, 2000).

Als aussichtsreiche Variante k:		��	��������
������	���	�
����������- oder Progenitorzellen

herausstellen (Bj:���
	��
	��&�	� ���"�+,,,*�7������	"�+,,+*�-�����
	��@attaneo, 2002), aus

denen im Laufe der Entwicklung alle Nerven und Gliazellen des Zentralnervensystems bei

S�

������	� ��� ��
���	� ���
��"� '(A<*�-����"� '(B'*�� �	���	� ��� ���"� +,,'*�2�����"� +,,'1��

Die Definition der pluripotenten neuralen Stammzelle �������� und ������� ergibt sich durch

folgende Kriterien: sie proliferiert, generiert sich dadurch selbst und ist in der Lage

Tochterzellen hervorzubringen, die sich in Neurone oder Gliazellen differenzieren k:		�	�

(Gage, 1998). In ������
���( ist dieser Ablauf der Differenzierung sowie der Nachweis der

unterschiedlichen Zelltypen mittels immunhistochemischer Marker schematisch dargestellt.

W����	�� ���� %	�!����
	
� ���� 5�� �	�������� ��	��	� ����� ���� 	�
����	� ����������	�

haupts�������� �		������� ���� �
� �	����
����	� Zone entlang der Ventrikel und des

Zentralkanals des R����	�����"�!�� ���� 	���� ������7�����������	�2�����������	� ��
���	"� ����

dann in ihre entsprechenden Zielgebiete migrieren um schlie#������	�5�� �	- oder Gliazellen

auszudifferenzieren (Rakic, 1971; Culican et al., 1990; Temple, 2001). Das Vorkommen

neuraler Stammzellen ist nicht einzig auf die Embryonal- und Fetalentwicklung beschr�	����

Ausgehend von den wegbereitenden Studien der Arbeitsgruppe um Fernando Nottebohm

(1985), die erstmals adulte Neuroneogenese aus einem bei adulten Singv:
��	��4�������	��	�

Vorrat an neuralen Stammzellen nachwiesen, konnte die Existenz neuraler Stammzellen in

der Folgezeit auch im Gehirn adulter Nagetiere (Reynolds und Weiss, 1992; Temple und

Alvarez-Buylla, 1999), adulter Primaten (Gould et al., 1999) und inzwischen auch f��� ����

ZNS des erwachsenen Menschen (Eriksson et al., 1998; Palmer et al., 2001, Sanai et al., 2004;

Curtis et al., 2007) gezeigt werden.

Inzwischen vorliegende Daten belegen, da#� ����� ������ >����	� �
�� �����en und adulten

Gehirnen gewinnen lassen und sie in Kultur unter Verwendung bestimmter

Mediensupplemente vermehrt und weiterhin charakterisiert werden k:		�	� �-��	����� 
	��

Weiss, 1992; Svendsen und Rosser, 1995; Palmer et al., 1997). Eine weitere Reihe von

Studien zeigt, da#� ����� �
�� ������	� 
	�� �
��� ��
���	� 	�
����	� ����������	� �
���� >����	�
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generieren lassen, die Eigenschaften dopaminerger Neurone besitzen und somit eine �
#�����

aussichtsreiche Option f�������>���������������������������	��$�����
	��8����"�1999; Wagner

et al., 1999; Rossi und Cattaneo, 2002).

�����(��+�,,	�	�"�	�
����	����
���
		�		���	
�
	�	
�	����	���	���"	��	��"
���
�����	��	���!	
�
�	��

�	��"
�-���"	��	� �
Neuro- und Glioneogenese aus neuralen Stammzellen (nach Rakic 1971; Culican et al., 1990; Perrone-Capano
und DiPorzio, 2000; Svendsen et al., 2001; G:���+,,'1. Aus pluripotenten neuralen Stammzellen entstehen �����
neuronale Vorl�
���"�	����!������	�����������	�2���
	
�	�����5�
��������	��$�������	��	��������
	
�����
�
	��
proliferieren weiter, deren Tochterzellen schlie#�����  �������	� ����� 2���
	
�����
����� 
	�� !����	� �
�
postmitotischen Neuronen. Die gliale Vorl�
����������	�!�������������
���	��!���6�
��
�
���	�����.����
����
im ZNS der Wirbeltiere, den Astrozyten und den Oligodendrozyten. Inzwischen ist auch die Genese von
Neuronen aus Radialgliazellen beschrieben worden (G:��� +,,'1�� $��� $�������
	
� �����������.�����������	��
mittels Antik:��������
	
�	���		��
��=��	��������
	
�
	��@�������������
	
����� C�!����
�	�>��������
	�����	���
Differenzierungsgrades herangezogen werden. Das Vorkommen des jeweiligen Markerproteins in der Zelle ist
mit +, das Fehlen eines solchen durch ein � dargestellt. Marker f��� ���	
��
��
� ;������
�� ���� �
��
�
dopaminerge Neurone sind unterstrichen.
'	�	��	 M = Mitose, ALDH2 = Aldehyddehydrogenase-2, �-3 Tub = �-3 Tubulin, GalC = Galactocerebrosid,
GFAP = Gli��
�� ���������
�� �	��
�� 7���
���� 5
����� D� �
��	�
�� ��	

�
������
���� Nurr1 = nukle��
��
Retins���
�
������ ���5?�D�5
������	

����5���D� �
����
����������
� ����ase, NeuN = neuronales nukle��
��
Protein, MAP5 = mikrotubulinassoziiertes Protein 5, PLP = Proteolipid Protein, S-100 = Astrozytenspezifisches
Kalzium-bindendes Protein, TH = Tyrosinhydroxylase.
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Die ��� ���� Entwicklung dopaminerger Neurone im Mesenzephalon von M���
�� �����

	��
����) aus neuralen Stammzellen ist inzwischen sehr gut erforscht (Perrone-Capano und

Di Porzio, 2000). Aus den Stammzellen werden w���
����
������
��E����
�
�
��
���	����
�

den Embryonaltag 8,5 unter dem Einfluss verschiedener Faktoren Neuroblasten generiert, die

haupts�������� ���
�� �

� ��������� �
�� ����	�
��
���
� ������ �
��
���� ����1� ���� �

�

basischen Fibroblasten-Wachstumsfakor 8 (bFGF8) beginnen, eine Differenzierung hin zu

dopaminergen Progenitoren zu durchlaufen (Perrone-Capano und Di Porzio, 2000). In der

weiteren Entwicklung, um den zehnten Embryonaltag, exprimieren diese Zellen die Boten-

RNA (mRNA) des nukle��
�� 
�������
�
�
������5����������
	���
�������	�����
�
������1���
��

zur Ausbildung eines dopaminergen neuronalen Ph����!�s essentiell zu sein scheint und

zeitlebens von dopaminergen Zellen exprimiert wird (Zetterstr:
�
��	�"���##B$�����
	��
��	�"��

1999; Wallen et al., 1999; Perrone-Capano und Di Porzio, 2000). Das Schrittmacherenzym

der Dopaminsynthese, die Tyrosinhydroxylase (TH), ist in den dopaminergen Progenitoren

erstmals um den Embryonaltag 11,5 nachweisbar (Zetterstr:
�
��	�"���##B$��	��
��-Cardenas

et al., 1998; Perrone-Capano und Di Porzio, 2000), gefolgt von dem Retinaldehyd

konvertierenden Enzym Aldehyddehydrogenase-2 (ALDH2), welches als Indikator f���
��
��

ausgereiften dopaminergen Ph����!�� �
�	��
���
�� %���� ���@	��
�!� ���� &���
��� �##F$�

Haque et al., 1997; Wagner et al., 1999; Wallen et al., 1999).

��.�/��
�	�����	�		��	
���	��	���"	��	��

Trotz der oben aufgef���ten Vorteile, die neurale Stammzellen, die aus Prim��������
��

gewonnen werden, als potentielles Spendermaterial haben, besitzen sie auch einige Nachteile.

Sie bestehen meist aus heterogenen Zellpopulationen, in der verschiedenste Zelltypen

vorkommen, sie k:��
�� 

���� ���� ������ ��
� >��	�
� �
��
�� �����


��
� �
�

���	

�
��
����'� �
�	��
�� %
��
��� ���� %
��
����� ���� ���
� �4�	������ ���
	��� 	��� 
����
�

dutzend Passagen begrenzt (Snyder, 1994; Palmer et al., 2001). Diese Nachteile k:��
��������

die sogenannte Immortalisierung behoben oder reduziert werden.

Bei einem dieser Verfahren, der temperatursensitiven Immortalisierung, wird durch

retroviralen Gentransfer ein f����	��E����
���������(	��
-T-antigen kodierendes Gen stabil

in das Genom von neuralen Stammzellen eingef����"�)������
��
���%
��
�� ��
� 
������
����

transfizierten Zellen klonal selektiert und sind in der Lage bei einer Umgebungstemperatur

von ca. 33G� @ beinahe unbegrenzte Zellteilungen durchzuf���
�� �3���-Brandt, 1993;

Martinez-Serrano und Bj:���������##B$�@attaneo und Conti, 1998). Sie verlieren durch diese
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Immortalisierung keine der Stammzelleigenschaften, sind in Standardmedien mit einfacher

Zugabe von fetalem K���
��
��
� �	������
��
����
4�	���
��	������
�tstammen als klonale

Zellen einem einzelnen Zellklon, dessen Eigenschaften ��� ����� und ��� ���� charakterisiert

werden k:��
�� ���!�
��� �##F$� @	��	�
�� ���� @������ �##*1"� &�
� 2	��	��
�� dass das

immortalisierende Onkogenprodukt (Large-T-antigen) nur bei 33G�@ gebildet wird und es bei

Umgebungstemperaturen um 39G�@, welche der K:��
��

�
�	���� +��� 	��
�� ��������
��

(Schr:�
��� �#*,1� ���� 	���� �
�� 2

�
�	���� �
� 5	�
��
����� 
���������� �-������� �##.$�

Martinez-Serrano und Bj:�������� �##B1�� ������ 

��� +��� ��
�
�� >
��
�� �
����
�� %����� ��
�

daraufhin ihre Zellteilungen einstellen und ausdifferenzieren, macht dieses

Immortalisierungverfahren ideal f��� 
��
� >
��
��	����
�	��
� �
�� 
4�
��

��
��� 	���
�:��
��

Modellen f����
����
�
�
�	��+
�����	�����
�"

��0�1�	��
�	��	��	���
��
���������
��

Um neue Therapiemethoden f��� �	� iPS zu entwickeln und zu erproben, wurden bislang

unterschiedliche Tiermodelle etabliert, die Ausl:�
�������!
���

��
��3�	���
��� �
���
�
��

sollen, da die Parkinson����
� ����	������ ���� �
�� �
����
�� +����

�� ���� ����	��� �����

keine Tierspezies bekannt ist, die diese Erkrankung aufweist (Beal, 2001).

Ein experimenteller Parkinson kann bei Nagetieren oder nichtmenschlichen Primaten durch

Injektion oder systemische Applikation neurotoxischer Substanzen, wie z. B. 6-

Hydroxydopamin (6-OHDA, Ungerstedt und Arbuthnott, 1970), 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridin (MPTP, Burns et al., 1983) oder dem Pestizid Rotenon (Betarbet et al.,

2000) induziert werden. Modelle, die sich transgener Methoden bedienen, um den Verlauf

eines Morbus Parkinson zu imitieren, sind bislang nur wenige publiziert worden. Eine Arbeit,

in der bei Fruchtfliegen (�����
����� 	�����������) das Protein alpha-Synuclein mutiert

vorliegt, zeigt ein Absterben TH-positiver Neurone bei diesen Tieren (Feany und Bender,

2000), allerdings kommt es bei einem transgenen Mausmodell, in dem mutiertes alpha-

Synuclein ��
�
4���
�
��� %����� ������ ��
� )���
��
�� ���	
��
��
�� 5
�+
��
��
�� ��� �
��

Substantia nigra und den somit einhergehenden Symptomen eines Morbus Parkinson

(Abeliovich et al., 2000). Es ist allerdings zu erwarten, da������
��>���������
�
�����
��
��

ein gr:��
�
����������
����
�
���
���%������
	���/..�1"

Bei Nagetieren ist das unilaterale 6-Hydroxydopamin-induzierte L������
��
�������	��� �	��

am meisten verwendete und am besten charakterisierte (Ungerstedt und Arbuthnott, 1970;

Schwarting und Huston, 1996a, b). Hierbei wird Ratten (������� �������
��) mittels einer
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einseitigen stereotaktischen Injektion das katecholaminerge Neurotoxin 6-OHDA

(Strukturformel siehe �����*) in das mediale Vorderhirnb���
� (MVB), das die nigrostriatale

dopaminerge Faserbahn enth�����+
�	��
����"�&	��,-OHDA muss direkt injiziert werden, da es

die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann. Das dem Dopamin vom Aufbau her �������
�,-

OHDA wird dadurch von den dopaminergen nigrostriatalen Nervenzellen mit retrogradem

axonalen Transport aufgenommen und folgt dann den gleichen Abbauwegen wie Dopamin

(Karoum et al., 1993), wobei im Fall von 6-OHDA Wasserstoffperoxid freigesetzt wird.

Zus�������� �:��� 
�� ?
������-gebundenes Eisen, wodurch die effiziente Umsetzung von

Wasserstoffperoxid zu Hydroxid-Radikalen gew����
���
�� %���"� &�
�
� 

�	�������
�

Umsetzung von 6-OHDA in die f��� ���	
��
��
� 5
����
� ��4����
��  	���	�
� ���� ���

������
���* dargestellt. Durch diesen eleganten Eingriff, die Injektion von 6-OHDA in die

nigrostriatale Faserbahn, werden weder das Mesenzephalon, noch das Corpus striatum (CPu)

direkt gesch�����"

OH

OH

OH

NH2

OH

NH2

O

O

O2 H2O2, O-
2, OH

6-Hydroxydopamin 6-Hydroxydopamin-p-Chinon

����� *�� �		��
����	�
��� 2
�� 3&4���
���
������ "
� 3&4���
���
�����&�&5���
�� 
���
4���
����������	� �
Oxidation von 6-OHDA f������ ��
�� ������ �
�
���
� >%����
����

��� ��� �
��
�� 9
%	������� ��� ,-
Hydroxydopamin-p-Chinon und der Entstehung von Wasserstoffperoxid (H2O2), einem Superoxidanion-Radikal
(O-2) und einem Hydroxidradikal (OH�). (Nach Zigmond und Keefe, 1998).

Das Ausma���
������	�
�	�
��(�������	����	����	���-	�
��
��������
�
���+
��&1- und D2-

Rezeptoragonisten Apomorphin (Strukturformel siehe �����.) ermittelt werden. Apomorphin

l:����
��
������
�����������
��
��2�
�
��
��������	�	�
�	�
��&�
�+
��	�ten aus (siehe �����.),

das sich folgenderma�
�� 
�����
�� ����H� 7���-synaptische Dopamin-Rezeptoren in der
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l������
��
���
��
�%
��
�� ������
��
�����-synaptischen Denervierung supersensitiv, d. h. die

Rezeptoren der ipsilateralen Seite reagieren empfindlicher auf Dopamin und

Dopaminrezeptoragonisten, als die in der noch intakten kontralateralen Seite. Dadurch findet,

im Vergleich zur intakten Seite, eine st���
�
�
��������
�)���+����� ����
�� �������
��
���
��
�

nach Gabe von Dopaminrezeptoragonisten statt. Dieses hat zur Folge, da����
��������
��
��
��
�

der Intakten quasi ��	+�������'� ���� 
�� ��� 
��
��  ��	����� �
�
�� ��
� ������������
��
� ���	��
�

(kontralaterale) Gehirnh����
� ��

�"� =
� -
�
��	��� ��
���� �:�
�� &��	
��-freisetzende

Wirkstoffe, z. B. Amphetamine, ipsilaterale Rotationen aus (siehe �����.). Diese Rotationen

k:��
�� 
��� 6���
� 
��
��  ���

�
��� 
�
���
��� ���� I�	�������
��� %
��
�"� &�
� )��	��� �
��

ausgef����
��  ��	����
�� ����
��
��� 
��� �

� )��
	�� �
�� ����	�
�	�
�� ���	
��
��
��

Deafferentierung (Ungerstedt und Arbuthnott, 1970; Schwarting und Huston, 1996a, b; Beal,

2001; Gerlach et al., 2001). Ist ein experimenteller Parkinson dann erfolgreich induziert

worden, k:��
�� 
��� �
�� ;
��������
�
�� ��
� %
��
�
�� �4�
��

��
�� �" B. eine

Zellersatztherapie, durchgef�����%
�den und eine Abnahme der Rotationen als Kriterium f���

eine Besserung der Symptomatik herangezogen werden.

�����.��1�	��
�	����	��4	���������
� �
Nach unilateraler Injektion von 6-OHDA in das rechte mediale Vorderhirnb���
�� ��

�� 
�� 	������� von
Radikalbildungen zum selektiven Absterben dopaminerger Nervenzellen in der Substantia nigra pars compacta.
Daraufhin k:��
�� �����	�	�
�	�
�  ��	����
�� 
��� �

� ������
�
���+
�� &1/D2-Agonisten Apomorphin
(Strukturformel siehe eingef���
�)��������1�	���
�:�������
���
���
��
�� ���

�
���I�	�������
���%
��
�"�&�
�
�
Rotationen k:��
�����
���
����

��	���
�����	
��
��
������	�	�
��&
	��
�
���
���������
��
���%
��
�"



Einleitung - 12 -

����	�		��
����	��2
���	�	��	�����	�	�

Die intrazerebrale Transplantation neuraler immortalisierter Progenitor- oder Stammzellen

k:���
� ����� ��� >������� 	��� 	���������
���
� 2�
�	��
������� �
�� �
����
�
�
�	��+
��

Erkrankungen erweisen. Ziel der folgenden Dissertation ist es, eine solche temperatursensitiv

immortalisierte Progenitor- oder Stammzelllinie (CSM14.1-Zellen) �������� und ������� nach

Transplantation in das Striatum von Hemiparkinson-Ratten eingehender zu untersuchen.

Mit Hilfe von immunzytochemischen Methoden und Western-Blotting sollen die Zellbiologie

und die Differenzierung in Nerven- oder Gliazellen dieser aus dem ventralen Mesenzephalon

von Ratten stammenden CSM14.1-Zellen unter definierten Kultur- und

Differenzierungsbedingungen charakterisiert werden. Dabei werden weiterhin die

dopaminerge Differenzierung dieser Zellen mit der aus der Literatur bekannten ��� ����

Differenzierung von dopaminergen Zellen aus der Substantia nigra pars compacta von

Nagetieren verglichen. Zur Vervollst����������
���
������������
��@�	�	��
����
������������
�

Expression ausgew����
�� 5
����������
�� ��
� ����	��� �ur Therapie des experimentellen

Morbus Parkinson zum Einsatz kamen, bei den CSM14.1-Zellen untersucht werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird das ��� ���� Differenzierungsverhalten von CSM14.1-

Zellen nach bilateraler Transplantation in das Corpus striatum von Ratten, bei denen zuvor ein

Hemiparkinson ausgel:��� %urde, untersucht. Hierbei sollen mit Hilfe von stereotaktischen

Operationen, Apomorphin-induzierten Rotationen, lipophiler Fluoreszenzmarkierung von

transplantierten Zellen und immunhistochemischen Methoden folgende Fragestellungen

beantwortet werden:

- Wie weit migrieren, integrieren und differenzieren sich transplantierte undifferenzierte

CSM14.1-Zellen ������� im dopaminerg deafferentierten und kontralateralen, intakten Corpus

striatum der Ratte?

- L����� ����� ��
�
�� &���
�
���
�����
���
�� 
��� �
�� ��+��� ���
������
�� ��� �����

Differenzierung unter definierten Kulturbedingungen vergleichen?

- Weiterhin soll, im Vergleich mit unilateral dopaminerg deafferentierten und anschlie�
���

scheintransplantierten Kontrolltieren, untersucht werden, ob die transplantierten CSM14.1-

Zellen einen Einflu��	����	��)��
������-induzierte Rotationsverhalten aus��
�"
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(����		�����
����		�
�	��

(����������	����	���	�		����5���.��&)	��	��

(�����6	�7	��			�)	������	�
���8
�	
��	����
��	��

Untersuchungsgegenstand der hier vorliegenden Studie waren temperatursensitiv

immortalisierte mesenzephale Progenitorzellen der Zelllinie CSM14.1 (Durand et al., 1990),

welche aus dem ventralen Mesenzephalon von E14-Ratten gewonnen wurden. Diese Zellen

wurden unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise von Prof. D.E. Bredesen (University of

California, San Diego, Ca, USA) zur Verf�������
��
���"�&�
�3����+�
����������4�	�������
��

Zellen erfolgte in einem CO2-Inkubator (NuAire, Plymouth, Mi, USA) in einer feuchten

Atmosph��
� �
�� <J�@E2 unter der permissiven Temperatur von 33G�@ (Frederiksen et al.,

1988a; Durand et al., 1990; Redies et al. 1991). Die Kulturmedien und Reagenzien stammten,

soweit nicht anders vermerkt, alle von der Firma Gibco (Karlsruhe, Deutschland). Die

CSM14.1-Zellen wurden in Gewebekultur-Petrischalen kultiviert (Greiner, Frickenhausen,

Deutschland). Das sterile N���

���
��
��	���	���&�����	��
�
���
���
���-���	MAXTM,

1000 mg/L D-Glukose, Natriumpyruvat, Firma Gibco), 10% f:�	�
��3���
��
��
��?3�1�����

1% Antibiotika/Antimykotika-L:������7
��������K���
���
!�����-����1"����
�7	��	�
�
���
���

Trypsin (Gibco) erfolgte bei konfluenten Zellen ca. alle drei Tage.

(���(�)	����,,	�	�"�	�
����������	������������������������������������������������������������������

Da die immortalisierten Progenitorzellen unter den Kultur- und Expansionsbedingungen von

33G�@ in 10% FKS-haltigem Medium in einem undifferenzierten Zustand vorliegen (Durand

et al., 1990), war es n:����	�����
�������
�
����+
�9
�
bungstemperatur von 39G�@, welche

auch der Temperatur im Nagergehirn entspricht (Schr:�
����#*,$�-��������##.1�����
��:�
�"�

Nach dem Protokoll von Winkler et al. (1998) wurde zus�������� �
�� �
��
�
�	��� �
��

N���

���
�� 	��� �J� ?3�� �
����
��"� )������
�� 
�����ach das serumreduzierte

Differenzierungsmedium dem ������
��3����+�
�����- und Expansionsmedium (siehe oben).

Die CSM14.1-Zellen wurden nach vorangegangener Passage wiederum in 10% FKS-haltigem

Medium aufgenommen und f����	��8
��
��-Blotting auf Petrischalen bzw. f�����
�6��������
�

und Immunzytochemie auf Poly-L-Lysin-beschichteten (5 g auf 50 ml H2O, Sigma,

Deisenhofen, Deutschland) Falcon-Kulturobjekttr��
��� �?���
�� ���
�������� ���%
��
��

Deutschland) ausges����������
��5	�����
��AAG�@ kultiviert, um ein Anheften der Zellen auf

dem Substrat zu gew����
���
�"� &	�	��� 
������
� 
��� 8
���
�� ��� �
��
�
����
��
��

Differenzierungsmedium, und die Zellen wurden bei 39G�@ in einer feuchten Atmosph��
��
��

5% CO2 kultiviert. Ein Mediumwechsel mit dem Differenzierungsmedium erfolgte alle 3
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Tage. Bei der Probenaufbereitung f����	��8
��
���������������
�
����
�1�
������
�	����C
%
����

eine Zellzahlbestimmung der vitalen entnommenen Zellen mittels eines H�
	���ytometers

(Neubauer-Z����	


���?����
�����
������1� ����2�!�	���	�-F������� ����
	1�%�
��
��(�����

(2000) beschrieben. Es wurden mindestens drei voneinander unabh������ 	��
�
�����
�

Kulturen ausgez������ ���� ��
� ����
�%
��
� ��
�
�� >������
�� ����
�� 	���  
����	�
� ���� ��
�

Ver���
����
���
��>
���	������
��&���
�
���
������
������gen ein.

(���*��
���
�
��	�
���/��
�
���	
��	��	�2
��)	���
�	
�	��

2.1.3.1 Histologie

F��� ��
� %
��
�
�� 9��
��������
�� %���
�� @���F"�-Zellen verwendet, die f��� �%
�� 2	�
�

unter permissiven Kulturbedingungen (2 d, 33G�@, 10% FKS), oder f���A��B���.������F�2	gen

unter Differenzierungsbedingungen (3 d, 7 d, 10 d oder 14 d, 39G�@, 1% FKS) kultiviert

wurden. Am Tag der Entnahme wurden diese jeweils kurz mit 0,1M Phosphatpuffer (PBS: 8 g

NaCl, 0,2 g KCl, 1,42 g Na2HPO4L/62O, 0,27 g KH2PO4, auf 1000 ml mit Aqua dest.

aufgef����� ���� 	��� �6�B�F� 
���
��
����� 	��
� 
	�
���
�� +����
�+	��6
��
��
����&
������	��1�

gesp���� ���� ��� �
��  	�
�

�
�	���� � 21� 
��� FJ� 7	�	���
	��
�!�� �7?)�� ��� 7���� �
�+	1�

fixiert. F��� ��
� ������������
� ?������� 
��� �

� �	�����
�� 2

��	�������� 3�
�!�+�olettazetat

(Sigma), zur Darstellung der Zellmorphologie und der Nissl-Substanz (Romeis, 1989),

wurden die Kulturen 2 x 5 min in Aqua dest. gesp���� ����	������
��
��� ����A min in einer

w������
��3�
�!�+���
��	�
�	��:����� �.��J1� �
�����"�5	��� %�
�
�����

�8aschen in Aqua

dest. und der Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Pr��	�	�
� 
���

DePeX (Serva) eingedeckt.

2.1.3.2 Quantifizierung der Fortsatzl���
�	���&���
�
���
�����
	�

In Nissl-gef����
�� >
��������
�� +��� ������
�
���
��
�� �/ d, 33G� @, 10% FKS) und

differenzierten Zellen (39G�@, 1% FKS) zu den Zeitpunkten 7 d und 14 d wurde, als weiteres

Ma�� ���� 
��
� &���
�
���
����� �
�� >
��
��� ��
� ?����	������
� �
���

�"� 6�
���� %���
��

Zeichnungen von 20 Zellen aus den drei verschiedenen Kulturen (je n = 6) mittels Mikroskop

(20x Objektiv und 10x Okular, Zeiss, Oberkochen) und Camera Lucida Einrichtung

angefertigt. Durch verschieben des Objekttisches um jeweils einen Millimeter in eine

Richtung und Fokussierung auf die im Mikroskop-Sichtfeld zentral gelegene Zelle war

sichergestellt, dass es sich um eine zuf�����
� >��	


���
������ +��� 7���	�	�
�� �	��
��
"�

Ferner wurden nur Zellen verwendet, die klar abgrenzbare Zellgrenzen besa�
�����
�����
�	
��
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in der Fokusebene lagen und bei denen nur ein deutlich erkennbarer Zellkern vorhanden war.

Es gingen keine Zellen in die Berechnungen ein, die pyknotische, bzw. apoptotische

Morphologien aufwiesen. Diese waren erkennbar durch ��
�rissen'� %���
��
� �

��	�
���

Fragmente von Nuklei innerhalb der Zellen oder generell zerfallene Zellen (apoptotische

K:��
���
��� �	��������� ����
�'1"� &	�� )��

��
�� �
�� ����+���
��
�� ?����	������
� 
������
�

dann mittels einer eigens angefertigten durchsichtigen Schablone (������
���0). Auf dieser

waren in definierten Abst���
�� �
����
��
 aufgetragen. Es wurde zuvor mit einem

Objektmikrometer (Carl Zeiss, Jena) ermittelt welche Gr:�
�+
���������
� �
�� �
�� @	

�	�

Lucida Zeichnungen vorlagen. Der erste, zentral gelegene Kreis, entsprach einem

Durchmesser von 40 M
���
������+�����
��%
��
�
��
it 60 M
��*. M
������.. M
"�&	�	���

folgend kamen Messkreise die einem Durchmesser von 200 M
��A.. M
��F.. M
��<.. M
�

und 600 M
�
�����	��
�"�&
��5���
����
���
�
����
�
��>
��
��%���
������
��
���	�
�7��������

gebracht und die Anzahl der Intersektionen zwischen den Kreisen, welche von einem Fortsatz

ber����� %���
��� 
�
���
��"� �
�� 	��%
��
��
�� ?�������
�� %���
�� ���� ��
� ����������
��

Intersektionen hinzugerechnet. Basierend auf dieser Methode kann die Gesamtl���
� �
��

Forts���
� 
��
�� >
��
� ���� ��
��� 	���� 
��
�� >
llpopulation berechnet werden (Sholl, 1953;

Skogh und Campbell, 2003).

F�����
���	��������
�)��%
������%���
�
���������	�	

������
��9-Test (Mann-Whitney-Test)

verwendet. Dieser Test wurde mit dem Programm SPSS f���8����%�� ��".�� ������
������

(Originaldaten hierzu finden sich im Anhang, siehe Kapitel 5.2.1).

����� 0�� �	��
��� �	�� �
�	��	"�9��	� �����
��
�����:0*� �
Der Zellkern einer zu messenden Zelle wurde
in das Zentrum der Schablone gelegt und die
von den Zellforts���
�� �������
���
��
Intersektionen bestimmt. Der Ma���	��������
��
Radius der jeweiligen Messkreise an.
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2.1.3.3 Immunozytochemie von kultivierten CSM14.1-Zellen

Die ��� ����� Differenzierung der CSM14.1-Zellen wurde mittels immunhistochemischer

Markierung gegen Stammzellmarker und neuronale oder gliale Markerproteine untersucht.

Die F���
����
����������
���
��
��
��7��
��- und Sekund��	����:��
��+
���
������
��
�
	�
�H�

CSM14.1-Zellen, f��� �%
�� 2	�
� ���
�� �
�
����+
��3������
�������
�� �AAG�@, 10% FKS)

oder f���A��B���.������F�2	�
�����
��&���
�enzierungsbedingungen (39G�@, 1% FKS) auf Poly-

L-Lysin beschichteten Kulturobjekttr��
��������+�
����%���
��	
�2	�
��
������	�

�C
%
����

kurz mit 0,9% NaCl-L:������
����������
���FJ�7?)�����7��1������ h bei RT fixiert. Nach

Waschen in 0,1M TRIS-Puffer (TRIS, 0,1M, pH 7,4, Serva) wurden die Pr��	�	�
������ h bei

RT in einer L:����� 	��� 2 =�-Puffer, 3% Rinderserumalbumin (bovine serum albumine,

BSA, Sigma), 5% normales Ziegenserum (normal goat serum, NGS, Gibco) und 0,05%

Triton-X100 (Sigma), zum Neutralisieren unspezifischer Bindungsstellen, geblockt und

anschliessend ��
��5	�����
��FG�@ in einem Inkubationsmedium (TRIS, 1% BSA und 0,025%

Triton-X100) mit den entsprechenden Prim��	����:��
��� ���
�
� ���
�1� ������
��"� )
�

darauffolgenden Tag wurden nichtgebundene Prim��	����:��
�� 
��� 2 =�� �
����
��
�����"�

Nach dreimaligem Waschen in TRIS erfolgte wiederum ��
��5	�����
��FG�@ die Inkubation

mit Sekund��	����:��
���� ��
� �
�
�� ��
� C
%
����
� 7��
��	����:��
���
��
�� �
�����
�� %	�
��

(gel:������2 =����J���)�����.�./<J�2�iton-X100).

Bei fluoreszenzmarkierten Sekund��	����:��
��� 
������
� �	��� ���� < min bei RT eine

Markierung der Zellkerne mit dem blaufluoreszierenden Farbstoff Diamidino-Phenylindol

(DAPI, 5 x 10-7%ig in TRIS, Roth, Karlsruhe, Deutschland). Nach wiederholtem Sp��
�� ���

TRIS wurden die Pr��	�	�
� 
���
��� %������

� ?����
��
��
���
��

���
� �����2
���

G:�����
���&
������	��1�
���
�
��
�"

Pr��	�	�
� ������
� �����
������������
�9��
���������%���
���	����
��?�4�
����� ���FJ�7?)�

kurz mit TRIS gewaschen, zur Blockung endogener Peroxidasen f���/. min bei RT in einer

L:����� 	��� AJ� 62O2 (in TRIS gel:���� ���
	1� ������
��� ���� %�
�
��
� 
��� 2 =�-Puffer

gewaschen. Nach dem Abblocken, der Prim��- und Sekund��	����:��
������	����� �C
%
����

��
��5	���� �
�� FG�@) wurden die markierten Strukturen mittels eines ABC-Kits (Dianova,

Hamburg, Deutschland) und dem br�������
��@���
��
��&�	
����
�����������
	1��	����
��

bekannten Avidin-Biotin-Methode visualisiert. Nach Dehydrierung in einer aufsteigenden

Alkoholreihe erfolgte die Einbettung in DePeX (Serva).

Eine Liste der verwendeten Antik:��
������%
��
�
� =����
	����
����
��
�������� ����
�� �����

unter 2.4.
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(���.�;�		��
��
��	��2
��5���.��&��
		������		��

2.1.4.1 Western Blot

Um eine weitere Charakterisierung der differenzierenden CSM14.1-Zellen ��� �����

durchzuf���
���%���
��7���
���!�	�
��
�������� �
��-
�	���� �
���

�
���	��
�����
��
�
���

Hilfe der Western Blot-Technik untersucht. Diese Methode ist sensitiver als die oben

beschriebene Immunhistochemie an fixierten Zellen; zudem l����� ��
� �

�I�	ntitative

Aussagen ��
�� �
�� -
�	��� +��� 7���
��
�� ���� �	� +
���
���
��
� �
��
�� 	�� -
�	
�����
���

untersucht werden k:��
�"

���������� ���� ������������ CSM14.1-Zellen, f��� �%
�� 2	�
� ���
�� �
�
����+
��

Kulturbedingungen (33G� @, 10% FKS) oder f��� A�� B�� �.� ���� �F� Tagen unter

Differenzierungsbedingungen (39G�@, 1% FKS) in Petrischalen (Greiner) kultiviert, wurden

am Tage der Entnahme jeweils mit PBS gesp��������������2�!�����
������-����1�+�
����
��

der Petrischalen abgel:��"� &�
� >
������
�����
�� %���
�� �. min bei 400 g zentrifugiert

(Labofuge 200, Heraeus, Osterode, Deutschland), der N�
���	��� 	��
��


�� ���� ��
�

trypsinierten Zellsuspensionen mit serumhaltigem Medium gewaschen. Nach diesem Schritt

wurde die Anzahl vitaler Zellen mit Trypanblau ermittelt und es erfolgte wiederum eine

Zentrifugation f��� �. min bei 400 g, ein Abnehmen des N�
���	��
�� ���� �����
������� ��
�

Zugabe von 100 M��7���	���<�4��.5 Zellen zu dem jeweiligen Zellpellet.

���������� ���� ��������������� Nach mehrmaligem Auftauen und Einfrieren der

Suspensionen (-80G�@) wurden diese einer Messung des Gesamtproteingehalts unterzogen.

F�����
�7���
��

������%���
��
����@)-Kit (Pierce Chemical Co, Rockford, Il, USA) und

ein Spektrophotometer (Model DU640, Beckman, Fullerton, CA, USA) nach den

Herstellerangaben verwendet. Nach Ermitteln des Gesamtproteingehalts wurden jeweils

vergleichbare Mengen an Gesamtprotein (500 M�1� 	��� �
��7���
�:����
�� 
����


�� ����

mit SDS-Probenpuffer (Laemmli, 1970) auf 200 M��;���

���
��	��������	������
�
�������<

min im Wasserbad bei 95G�@ denaturiert. Der Proben- bzw. Lysepuffer bestand aus folgenden

Reagenzien: 52 ml Aqua dest., 1 g SDS (Serva), 5 g Glycin (Roth), 92,5 mg EDTA (Roth),

0,4 g TRIS (Serva), 10 mg Bromphenolblau (Roth), 2,5 ml �-Mercaptoethanol (Roth).

���������
����	��������!���
������� "�����#�$%� Die Proteine wurden elektrophoretisch

nach der Methode von Laemmli (1970) in denaturierenden, diskontinuierlichen SDS-PAGE

Gelen aufgetrennt. Hierbei wurden fertige acrylamidhaltige Trenngele (Criterion-Gel, Bio-
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Rad, M���hen, Deutschland) mit einem Gradienten von 4-15% verwendet. Jede Probentasche

wurde mit 20 M��(!�
����
���
�����
��
���<. M��-
�	
�����
��1��
��C
%
����
��7���
��
�����"�

Bei konstanten 170 V unter Verwendung einer Mini-Elektrophoresekammer (Criterion-Cell,

Bio-Rad) dauerte die Gelelektrophorese ca. 1 h. Der Elektrodenpuffer bestand aus 3 g TRIS

(Serva), 14,4 g Glycin (Roth), 1 g SDS (Serva) und einem Liter H2O. Als Marker wurde ein

Molekulargewichtsstandard von 6,5-175 kDa verwendet (Bio-Rad).

&�������'�������� (		������!����� Aus dem Polyacrylamidgel wurden die Proteine mittels

��

���!� ����'� 	��� 
��
� 5�����
������



��	�� �)

���	
� ������
��
��� ?�
�������

Deutschland) ��
���	�
�"�&
����������
���
��	���	���<�* g TRIS (Serva), 2,9 g Glycin (Roth),

0,375 g SDS (Serva), 200 ml Methanol (JT Baker, Deventer, Holland) und 800 ml H2O. Es

wurde f��� 
��
� �����
� 
��� �����	��
�� ����
� +��� .�* A pro cm2 Geloberfl���
� 	��� ��
�

Blotkammer (Modell Semi-Phor, Hoefer, San Francisco, Ca, USA) angelegt. Die Spannungs-

und Stromquelle f�����
�-
�
�
��������
�
������
���

���!��������
�
��
�
�����	�������
�
��

(Modell 1500, Hoefer).

Nach der Protein��
���	�����	�����
��

��	��%���
���
�
����.����7����7������
�
�/"�"A"�1�

gesp���� ���� ��
� ����
�������
�� ����������
��
�� ��� 
��
�� ������:sung aus PBS, 1% BSA

(Sigma) und 0,1% Tween20 (Sigma) f��� 
��
� �����
� geblockt. Die

Prim��	����:��
������	����� ��
�:��� ��� ������:����1� 
������
� �
�� FG� @ ��
�� 5	���"� 5	���

viermaligem Waschen in PBS und 0,1% Tween20 (PBST) wurden die Membranen mit

Peroxidase-konjugierten Sekund��	����:��
����
�
��	���� ���������:����1� ����
��
������
��
��

RT inkubiert. Danach erfolgten vier Waschschritte in PBST. Die Membranen wurden

daraufhin f��� � min mit einem ECL-Detektionskit (Amersham Biosciences) inkubiert und

anschliessend die nach der Chemolumineszenz-Methode positiv markierten Banden unter

Verwendung eines 100NIF-R:���
����
���)��	�������
����
���
�1��
�
���
��"

Die verwendeten Antik:��
������%
��
�
�=����
	����
���	�������
����������
��/"F"
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(�(�'9��
��&�
���1��������	�	�
��	��	���	�		�

(�(���6	�7	��			�1�	�	�

Die Untersuchungen wurden an adulten, 300-450 g schweren, m�������
��8���	�-Ratten

(��������������
��, Charles River WIGA, Sulzfeld, Deutschland) durchgef����"�O
%
�����%
��

Ratten wurden in einem Makrolonk������B/0 cm2 Fl���
1��
��
��
����	��	���	���������������

Soest, Deutschland) und Wasser ��� ������	 in einem k��������
���/K�/������
��2	�-Nacht-

Rhythmus bei 22 P/G�@ im Tierstall des Instituts f���)�	��
�
��9��+
������� ������1��
�	��
�"�

Insgesamt wurden 29 Tiere (K:��
��
%�����zu Beginn der Experimente ca. 300 g) unilateral

mit 6-OHDA (Sigma) l������
������
�
�/"/"/1"�5	�����
���������
��
������
����������
�����
��

L������ ���
�
� /"/"A1� 
���
��
�� �%:��� 2�
�
� 
��� >
����	����	��	�"� ���� %
��
�
� 2�
�
� 
���
��
��

anstelle des Transplantats nur das N���

���
� �&���1�� ��� �

� ��
�>
��
�� �
�:���%	�
�"�

Diese Tiere dienten als scheintransplantierte Kontrollen (siehe Tabelle 1, folgende Seite).

Alle Experimente wurden nach den g�����
�� �
�
������
�� �
���

���
�� ���� 
��� �
��

Erlaubnis der :������
��3��������
�:��
��������
�����"
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1��	��	�����
,���	
����	��6	��
���	�	�	�
������	�<	�����
�� �

Aufgef������������
�5�


����
��;
��������
�
���
�
��-
������	��
��>
���������
��(������
���,-OHDA, die

Art und der Zeitpunkt der Behandlung (Transplantat oder Scheintransplantat mit DMEM), sowie schlie�������
��

Zeitpunkt der Gehirnentnahme

6	��
���	�	�� -	�
�	���	
�� '9��
��	��� 1��������	�	� 1��������	�	�
�� 4���	�	����	�
Zelltransplantate: � � � � �
L72 14.2.99 14.4.99 CSM14.1 27.4.99 21.7.99

L73 29.1.99 14.4.99 CSM14.1 27.4.99 21.7.99

L74 29.1.99 14.4.99 CSM14.1 27.4.99 21.7.99

L76 21.2.99 14.4.99 CSM14.1 27.4.99 21.7.99

L82 11.2.99 14.4.99 CSM14.1 27.4.99 21.7.99

L15 10.7.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

L16 15.8.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

L17 15.8.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

L18 7.8.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

L19 6.7.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

L20 16.7.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

L21 16.7.99 13.10.99 CSM14.1 25.10.99 19.1.00

Scheintransplantate:

L87 17.2.99 5.5.99 DMEM 17.5.99 11.8.99

L91 5.3.99 5.5.99 DMEM 17.5.99 11.8.99

L92 3.3.99 5.5.99 DMEM 17.5.99 11.8.99

L96 6.3.99 5.5.99 DMEM 17.5.99 11.8.99

L98 14.3.99 16.6.99 DMEM 28.6.99 22.9.99

L4 29.3.99 16.6.99 DMEM 28.6.99 22.9.99

L10 13.4.99 16.6.99 DMEM 28.6.99 22.9.99

L11 7.8.99 13.10.99 DMEM 25.10.99 19.1.00

L12 27.7.99 13.10.99 DMEM 25.10.99 19.1.00

L13 6.7.99 13.10.99 DMEM 25.10.99 19.1.00

L14 6.7.99 13.10.99 DMEM 25.10.99 19.1.00

(�(�(�����	�	��	��
�����	��	�+	�,,	�	�	�	�
���

Nach Narkotisierung der Versuchstiere durch die intraperitoneale Injektion von Pentobarbital-

Na+ (45 mg/kg Lebendgewicht, Serva) erhielten die Tiere eine weitere intraperitoneale

Injektion mit dem Noradrenalin-Membrantransporter-Hemmer Desipramin (25 mg/kg

K:��
��
%���������
	1� ����7���
���������	��
�
��
��5
�+
��
��
�"�&�
�
��
�:�
��
�
��	����

zu den katecholaminergen Nervenzellen und Desipramin verhindert bei diesen die Aufnahme
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von 6-OHDA. Dann wurden die Tiere mit zwei Ohrstiften und einer Kieferklammer in einen

stereotaktischen Apparat (Kopf, Tujunga, Ca, USA) so fixiert, da���������
������
��
��
��
��

Ratte horizontal befand. Die Orientierungspunkte Bregma und Lambda befinden sich dann

auf gleicher H:�
"�&	������%	������
��
��
������	����
�3����	ltung mit der stereotaktischen

Lage des Rattenkopfes gem��� �
�� )��	�� +��� 7	4����� ����8	����� ��#*,1� ��
�
�����

�
�

('��	�� ������ ���������1�� ��� ����	
�� ��
� 
	
�
�	��	�
��
�� 3�������	
�� ��



� �	��
� ���� ��
�

Auffindung der rechten nigrostriatalen Faserbahn, des medialen Vorderhirnb���
�
� �
�
�
�

Kapitel 1.5, Tiermodell des Morbus Parkinson) genutzt werden.

Die unilaterale Injektion des 6-Hydroxydopamins (6-OHDA) in die rechte Hemisph��
� �

�

Gehirns wurde folgenderma�
��������
����	H

Mit einem Skalpell wurde in der Mitte der Kopfhaut ein ca. 2 cm gro�
�� ����

����		� ���

rostro-caudaler Richtung durchgef���	� ���� ��
� �����	
���
�
��
� 7
���
	� 
�	�
��	�� 5����

Ermittlung der Injektionskoordinaten anhand der stereotaktischen Bezugspunkte, erfolgte die

kleinfl�����
������� mm x 2 mm) Trepanation des nun freiliegenden Sch��
������
�
���		
�
�

eines Handst�������
�
���
����
�	�� �8�

���
� ��
�	
������1����
��������	
��!���
���	�

einem feinen Skalpell er:���
	�������
�8���
���	�
	
���
��3���
��"�:
������
�

#��	��$��
�<

M�� 6���lton-Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) wurde mittels Halter in die zuvor

bestimmte Tiefe eingef���	��5����
��
��%���	
�8��	
"
�	�!���
��F M���
��&-OHDA-L:
����

(26 M�� &-OHDA, Sigma), aus einer frisch angesetzten L:
���� �B&' M�� ' (J��
� 5�@�-

L:
��� �B&' M� L(+) Ascorbins���
� �%
��� �����
	��	 ��
�	
������1� ����< mg 6-OHDA)

��
�� 
��
�� >
�	����� )��� F min injiziert. Folgende Koordinaten in Bezug auf den

Interauralpunkt sollten erreicht werden: AP + 6,7; ML �1,5; V +1,5 (Paxinos und Watson,

1986). Nach weiteren 5 min wurde die Injektionsnadel durch langsames Zur���"�
�
��

entfernt, die Kopfhaut vern��	�������
�2�
�
 ���	
��
��
��8���
���#
 ���
�"������!���
��

aus der Narkose weiterhin beobachtet.

(�(�*���
�
�����&���
"�	�		�=
	�	�
�	��

Um das Ausmass der dopaminergen Deafferentierung zu ermitteln, wurden bei den

l�
����
�	
�� ;
�
���
	�
�
�� �#����#���-abh�����
� ��	�	���
�� ��	
�
���	� �' �< mg/kg

K:�#
��
!���	 � 2
���#���� � ���
���� � �
�	
������1�� �
�� ����	

�
�	�)
� �*K��-

Rezeptoragonist Apomorphin l:
	� �
�� �����	
���� dopaminerg deafferentierten Ratten ein

charakteristisches kontralaterales Drehverhalten aus (Ungerstedt und Arbuthnott, 1970). Diese

Rotationen k:��
����
�
!
�	
	�������	��
��%
��
����

	���
�
����#����
��
��5
�)
�"
��
��

der gesch����	
��6
��
#���
�����
��ert werden. Tiere, bei denen ��
��(BJ��
�������
	���	��
��
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dopaminergen Neurone einer Hemisph��
����

	���
��
��� ���	�
�
����������
����		��
�����
�

vier mal pro min ��
�� 
��
��>
�	����� )���F' min (Ungerstedt und Arbuthnott, 1970). Die

Tiere erhielten eine Woche nach L�
���� 
��
� 
����	��
� =�C
�	���� ��	� �#����#���� �' �<

mg/kg K:�#
��
!���	1� ��� �
��5���
� � ���� ��
� ��	�	���
�� !���
�� ��
�� F' min mit Hilfe

eines Rotometers, wie es auch in der Publikation von Ungerstedt und Arbuthnott (1970) zum

Einsatz kam, ermittelt. Das verwendete Rotometer wurde nach Pl��
�� �
���	 � ��
� ��
�

freundlicherweise von Prof. G. Nikkhah (Klinik f��� �	
�
�	��	�
��
� 5
�����������
 �

Universit�	�?�
����� ��
�	
������1�"���;
���������

	
��	�!���
��

Weitere apomorphinabh�����
���	�	���
��!��den bei den Tieren 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 und 12

Wochen nach Transplantation, Scheintransplantation oder vergleichbaren Zeitpunkten

(unbehandelte Tiere) ermittelt, um die therapeutische Wirksamkeit einer Behandlung

(Transplantation) zu untersuchen.

(�(�.�1��������	�	�
���84(3&�����	�		��5���.��&)	��	��

In die folgenden Studien gingen nur Tiere ein, die bei der vorhergehenden Untersuchung der

apomorphininduzierten Rotationen eine Woche nach L�
���� �
��� ��
� F� ��	�	���
�K����

aufwiesen. Zwei Wochen nach erfolgreicher L�
����!���
����
�2�
�
���	�7
�	������	��-Na+

(45 mg/kg Lebendgewicht, Serva) narkotisiert, in einen stereotaktischen Apparat positioniert

(Kopf) und wiederum der Sch��
������
�� ����� ?�
��
�
�� ��		
�
� 
��

� 6���
	�������
�
�

(Reco Dental) an der zuvor bestimmten Injektionsstelle trepaniert. Die Koordinaten f��� ��
�

bilaterale Zelltransplantat (bzw. einer DMEM-L:
���� ���� ���
��	���
#���	�	
1� ��� ��
�

Caudatus-Putamen (CPu) wurde hierbei auf Bregma bezogen: AP +0,5, ML PA < � ;� -5,5

(Paxinos und Watson, 1986). Die Tiere erhielten entweder ein bilaterales Transplantat mit ca.

100000 vitalen PKH26-markierten (Sigma) undifferenzierten CSM14.1-Zellen (1 M��

Zellsuspension, gel:
	�����%$% �� = 12), ein bilaterales Scheintransplantat bestehend aus 1

M���%$%��+����, n = 11) oder es erfolgte keine weitere Behandlung (n = 6).

Die Markierung der CSM14.1-Zellen mit dem lipophilen fluoreszierenden Farbstoff PKH26

(Horan und Slezak, 1989) machte es m:����� � ��
� 	���
#���	�
�	
�� >
��
�� ��� �
�� 
#�	
��

anzufertigenden Hirnschnitten wieder aufzufinden und mittels Immunhistochemie zu

charakterisieren (Haas et al., 2000). Die Markierung der CSM14.1-Zellen mit PKH26 erfolgte

nach den Herstellerangaben, bzw. nach dem Schema von Haas et al. (2000). Hierzu wurden

undifferenzierte CSM14.1-Zellen, bei 33G�@ in 10% FKS-haltigem DMEM (Gibco) kultiviert,

f����' min trypsiniert (Gibco) anschliessend bei 400 g zentrifugiert (Labofuge 200) und nach

dem Abnehmen des N�
�
	���
�!�
�
��������%$%���	�*'J�?3������
����
���$
�����	
��
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drei Waschschritte in serumfreiem DMEM und die f�������	��
� =�����	���� ��� �
��

PKH26/Diluent-C Markierungsl:
���� ������1�� ������ >����
� )��� �:	��
�� 3���
�

����

wurde die Markierungsreaktion beendet und die Zellen wiederum zentrifugiert (400 g), der

N�
�
	�������
����
����d die Zellen dreimal mit serumfreiem DMEM gewaschen. Vor der

Transplantation erfolgte die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen mit einem

H���	�",	��
	
�� �5
����
�-Z�������
�1� ���� 2�,#������� ������1�� ��
� ��"���� �
�
��
��

Zellen wurde daraufhin auf ca. 100000/M���%$%�
���

	
��	 �������
�>
��
���
��FG�@ bis zur

Transplantation gelagert. Erneute Ausz������� ��� $��
� 
��

� C
!
����
��

Transplantationsexperiments (ca. 12 h nach Beendigung der Markierung) ergab immer noch

eine Anzahl von ��
�� ('J� )�	��
�� >
��
��� ��
 verbleibenden PKH26-markierten Zellen

wurden am Ende der Zelltransplantation wiederum ��
�� 5���	� �
�� AAG� @ im Inkubator

kultiviert, um die Vitalit�	��
��>
��
��"���
���
	��
�
��

(�(�0��
,���	�	
����	��-	����	�

Zur Perfusion der Ratten wurden die Tiere 3 Monate nach intrazerebraler Transplantation mit

einer intraperitonealen Gabe von 80 mg/kg K:�#
��
!���	�7
�	������	��-Na+ (Serva) get:	
	��

Nach Er:������� �

� ���
	����

� !���
� �
�� ����
� 6
�")
�	���
�� ��	� 
��
�� �
��
�� ���
�
�

er:���
	 � 
��
� +��
�����
� ��
�� �
n Ventrikel in den Aortenbogen eingef���	� ���� ��4�
�	��

Anschliessend wurde der rechte Herzvorhof mit einer feinen Schere er:���
	��>���;��
#������

wurden mit einem Flaschensystem, unter einem Druck von 100-110 mm Hg, die Blutgef��
�

mit 50 ml einer eiskalten 0,9%igen NaCl-L:
�����

#��	 ��������!���
����
�2�
�
���	�<''

ml eiskaltem 4%igem PFA (in 0,1M PBS, pH 7,4) perfundiert. Um dem Gehirn m:�����
	�

grosse Mengen an Fixans zukommen zu lassen, wurde zus�	"����� ��
� ���	�� ����������
�

abgeklemmt. Nach der Entnahme der Gehirne wurden diese f��� F h bei RT in 4% PFA

immersionsfixiert und anschliessend ��
��5���	��
��FG�@ in einer 20%igen Saccharosel:
����

(in 0,1M PBS, pH 7,4) entw�


�	� ���� ��,�#��	
�	�
�	�� 5����
�� ��
� +
����
� )���
	������

abgesunken waren, erfolgte das Einfrieren in �50G� @ kaltem Isopentan (Roth). Die Hirne

wurden dann bis zur weiteren Aufarbeitung bei �80G�@ gelagert.

(�(�3���,	�	��	��2
��-	7	�	�����			��
���6
��	�	�	
���,>����	�/��
����	
��	��	�
���

��	���"	�	��	�+			�	�
���	���84(3&�����	�		��)	��	��

Um Gewebsschnitte immunhistochemisch f���
�� "�� �:��
�� ���
� ��
� ��#�#���
�

Fluoreszenzmarkierung der transplantierten PKH26-markierten Zellen zu verlieren, war es

notwendig, intrazellul��
�$#�	�#
����
���
�;
�!
������)����
	
��
�	�
����
���������
������
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die Antik:�#
�� "�������� "�� ����
�� �6����� ���� ��
"�� � *(-( � 6��
� 
	� ��� � �'''1�� ���
��

wurden die Hirnschnitte vor der Antik:�#
�������	���� ����� �
�� �?�

"
-Thaw-Methode.�

behandelt (Huneau et al., 1988). In einem Kryostaten (Jung CM3000, Leica, Bensheim,

Deutschland) wurden 30 M�� ����
� 7�����
�
����		
� �
�� +
����
� ���
�
�	��	� ���� ��	� 
��
��

Pinsel in eine 30%ige Saccharosel:
��������' *%�7����
�:
	 �#6�B F1���
�����	����
������		
�

wurden ��
��5���	� �
��FG�@ gelagert, am n���
	
�� ����
�� ��� ����������
��


� ��
���hrt

und rasch, bevor die Schnitte austrockneten, 5x wiederholt ��
�����

��
���	���
	�����
����
��

und wieder aufgetaut. Durch einen derartigen Einfrieren-Auftauen-Zyklus wurden die

Zellmembranen perforiert, so dass eine sp�	
�
� �������
	���
��
��
� ?������� der

Gewebeschnitte ohne Artefaktbildung und die Anwendung von sonst ������
���
	
��
�	�
��

(Haas et al., 2000) durchgef���	�!
��
������	
�

Nach dem Einfrieren/Auftauen wurden die Hirnschnitte dreimal in TRIS (0,1M, pH 7,4)

gewaschen und f��� 
��
��	���
� ���
iner L:
������
�2�=� �AJ�����������1�����<J�5+��

(Gibco) abgeblockt. Die Prim����	��:�#
�������	���� ����2�=� �*J����1� 
�����	
���
��F- h

bei 4G�@. Danach wurden die Pr�#���	
���
��������2�=���
!�
��
� �������
�=�����	������	�

fluoreszenzkonjugierten Sekund��antik:�#
��� 
�����	
� ��
�� 5���	� �
�� FG� @. Am darauf

folgenden Tag wurden die Gewebeschnitte dreimal mit TRIS gewaschen, auf gelatinisierte

Objekttr��
�� ����
"��
�� ���� ��	� 
��
�� !�

���
�� ?����

"
�"
���
		�
����� �%���2
�1�

eingebettet.

Einige Schnitte (aus dem Bereich des CPu und der Substantia nigra pars compacta) wurden

auch einer lichtmikroskopischen Tyrosinhydroxylase-Darstellung mittels der bekannten ABC-

Methode (Dianova) und dem Chromogen Diaminobenzidin unterzogen. Hierbei wurden die

Pr�#���	
����
���ngs vor dem Blocken f����' min bei RT in 3% H2O2 inkubiert, dreimal mit

TRIS gewaschen und abgeblockt. Nach der Prim��- und Sekund����	��:�#
�������	����

erfolgte eine Inkubation im ABC-Komplex (45 min bei RT), wiederholtes Waschen in TRIS

und die anschliessende F��������

���������
�"����
��0,02% in PBS gel:
	 �Sigma) f�������-

min bei RT. Nach dem Aufziehen der Schnitte auf gelatinisierte Objekttr��
�� ����

anschlie�
��
���
�,���
��������
��
�����
	
��
��
����������
��
�
�����	
�
��
�$���
		�������

DePeX (Serva).

Die Angaben ��
����
�)
�!
��
	
����	��:�#
��������
�
��;
�������������
��
������	
����F�

(�*��
�7	�	
���
���+
�
�	�	�	�
���	�����	
�
�����	����9����		 �

Die Untersuchung der Pr�#���	
� 
�����	
� ��	
�� ;
�!
������ 
��

� �
�	"� ���
	�#���-

Forschungsmikroskops (Leitz, Wetzlar, Deutschland), das ��
�� 
��
��?��	
������
�	"� ������
�
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Fluoreszenzmikroskopie verf��	��$
�����	
������- (AMCA, maximale Absorbtion bei 350 nm

und maximale Emission bei 450 nm, Ultraviolettfilter), gr��- (CY2, maximale Absorbtion bei

492 nm und maximale Emission bei 510 nm, Fluoreszeinfilter) und rot- (PKH26, maximale

Absorbtion bei 488 nm und maximale Emission bei 514 nm, Rhodaminfilter) emittierende

Fluoreszenzen detektiert werden. Zudem verf��	
� 

� �ber einen Rhodamin- und

Fluoreszeinkombinationsfilter. Die Pr�#���	
� !���
�� ��	� 
��
�� 3��
�����
�	"� ����

Kleinbildfilme dokumentiert.

(�.�6	�7	��			�����9�&�
����	�
��9���	��?��	��

Die hier vorliegende Arbeit basiert im wesentlichen auf dem Proteinnachweis mit Hilfe der

Immunhistochemie, immunzytochemischer Verfahren oder der Western Blot-Methode, bei

denen ausschliesslich Antik:�#
��"����
	
�	����)���7��	
��
��
���


	"	�!
��
�����
���


��

Grund soll im Folgenden n��
��������
�)
�!
��
	
����	��:�#
��������
�)������
�������
�	
��

Strukturen eingegangen werden.
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1��	��	�(��@�	�����	�>�	����	�2	�7	��			������9�&�
����	�
��9���	��?��	� �

����9���	��?��	��
��
����	"�	���

5�����		���	�����,>��
,
��	��	�)	��	��	��

6	��>��
�������	��
/��
�"�	
&�
��

/��
����	
��	��	�

6	��>��
���
���A	�		���

<�
	�

<	"
��B
	��	�

Anti-Nestin (Maus) neurale Stammzellen 1:500 - Becton-
Dickinson

Anti-GFAP (Maus) Gliazellen (Astrozyten) 1:400 1:800 Sigma
Anti-MAP5 (Maus) Neurone 1:500 - Sigma

Anti-NSE
(Kaninchen)

Neurone 1:500 1:1000 Chemicon

Anti-NF200
(Kaninchen)

Neurone 1:100 - Sigma

Anti-NeuN (Maus) Neurone 1:1000 1:5000 Chemicon
Anti-Nurr1 (Maus) dopaminerge

Progenitoren
1:500 1:750 Becton-

Dickinson
Anti-TH (Maus) dopaminerge Neurone 1:500 1:3000 Sigma
Anti-ALDH-2
(Kaninchen)

dopaminerge Neurone - 1:1000 Dr. J.J.
Lipsky

(Kathmann et
al., 2000)

Anti-�-Aktin (Maus) alle Zellen, interner
Kontrollstandard

- 1:3000 Sigma

Anti-Large-T-
Antigen (Maus)

immortalisierendes
Onkogenprodukt

- 1:500 Becton-
Dickinson

Anti-CNTF (Ziege) Ciliary Neurotrophic
Factor

1:100 1:1000 R&D
Systems

Anti-GDNF (Ziege) Glial Cell Line-
Derived Neurotrophic

Factor

1:100 1:1000 R&D
Systems

�	�
��9���	��?��	��
��
����	"�	���

8
�C
��	� 6	��>��
�������	��
/��
�"�	
&�
��

/��
����	
��	��	

6	��>��
���
���A	�		���

<�
	

<	"
��B
	��	

Anti-Maus (Ziege) CY2 1:400 - Dianova
Anti-Kaninchen

(Ziege)
AMCA 1:100 - Dianova

Anti-Maus (Pferd) Biotin 1:80 - Dianova
Anti-Kaninchen

(Pferd)
Biotin 1:80 - Dianova

Anti-Ziege (Pferd) Biotin 1:200 Dianova
Anti-Maus (Pferd) Peroxidase - 1:5000 Vector
Anti-Ziege (Pferd) Peroxidase - 1:10000 Vector
Anti-Kaninchen

(Ziege)
Peroxidase - 1:10000 Vector
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(�.�������9���	��?��	��

)����������		�����������������*������

Neurales Stammzellprotein (Nestin)

Anti-Nestin (Klon: Rat401, aus der Maus, monoklonal, Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland) erkennt das sogenannte neurale Stammzellprotein (!	ural �	em Cell Prote�� =

!	�	��) in neuralen Stamm- und Progenitorzellen der Ratte (Lendahl et al., 1990). Es handelt

sich dabei um ein ca. 200 kDa schweres Intermedi�������
�	 �!
���

����>5S der Ratte um

den 15. Embryonaltag (E15) in allen neuralen Progenitorzellen nachweisbar ist (Frederiksen

und McKay, 1988b; Lendahl et al., 1990). Im adulten intakten ZNS ist es nur in proliferativen

Regionen nachweisbar (Cameron und McKay, 1998), ausdifferenzierende Neurone besitzen

kein Nestin mehr (Svendsen et al., 2001). Eine positive Anf������� 
	
��	� 
���� ��� 
��
��

intrazellul��
�� �����
�	:

�� %����
����� ��� � �
�� 3
��� ��
��	� ��
�

#��	 � ��� ���� �
����

befindet sich allerdings ein dichtes Faserwerk dieser Filamente.

Die Inkubation in der Immunhistochemie mit Anti-Nestin fand in einer Endverd�������)���

1:500 statt.

����	��!���

Saures Gliafaserprotein (GFAP)

Anti-GFAP (-lial �ibrillary �cidic �rotein = -���, Klon: GA5, aus Maus, monoklonal,

Sigma) bindet an ein Intermedi�������
�	�)����
	��",	
���$���
	���� �*(B*/�$�������3�

� �

1974; Debus et al., 1983; Franke et al., 1991). Das Molekulargewicht von GFAP aus dem

ZNS der Ratte betr��	�����<* kDa (Eng, 1980). GFAP kann eng mit dem Intermedi�������
�	�

Vimentin kolokalisiert sein, welches nicht ausschliesslich in Astrozyten vorkommt. Jedoch

kommt GFAP nie mit Neurofilamenten in einer Zelle vor (Eng, 1980), weshalb es der

gebr��������
	
� %���
�� ���� �
	������� �
	�� $��
� #�
�	�)
� %����
����� )��� >
��
�� ��	� +?�7�

stellt das sternf:����
� �����
�	:

� >
���
��
	� �
�� �
	��",	
�� ��� � !��
�� �
�� >
���
���

ausgespart bleibt.�

Anti-GFAP wurde f�����
�=������
	���
��
�*HF''�)
�����	/����8

	
������	�*H-''�

)�������	��!���

Im folgenden werden Marker f�����
�����
�
��
��
������
��*1�und speziell f�����
�

dopaminerge (2) Differzierung erl��	
�	�
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1) Allgemeine neuronale Differenzierung

a) Mikrotubulinassoziiertes Protein 5 (MAP5)

Anti-MAP5 (auch MAP1b genannt, Klon: AA6, aus Maus, monoklonal, Sigma) erkennt

Bestandteile der Mikrotubuli von Nervenzellen. Diese ca. 320 kDa schweren Proteine finden

sich in den Dendriten von Neuronen, wobei sie den gr:

	
��2
����
�������	�������

�"��
�	
��

Proteine ausmachen. Im Laufe der weiteren Entwicklung findet sich MAP5 auch im Soma

und dem Axon von Nervenzellen. Sein Vorkommen korreliert mit dem von MAP2, welches

ebenso als Marker f���
��
��
������
�����
�
�"�
�������
�	��7���
��
	���� �*((B1�

F��� ��
� �������
	���
��
��
�� ���� �����",	���
��
��
�� 7��#���	
� !���
�� %�7<-

Antik:�#
��*H<''�)
�����	�

b) Neuronales nukle��

���	��
���5
�51

Anti-NeuN (!	
ronal !uclei = !	
!, Maus, Klon A60, monoklonal, Chemicon,

Hofheim/Ts, Deutschland) richtet sich gegen einen Kernbestandteil von Neuronen des

zentralen sowie des peripheren Nervensystems von Wirbeltieren (Mullen et al., 1992). Der

Antik:�#
���
���
�	�������	�#�
	��	�	�
��
��5
����
����������
	����
���7��	
�� �!
���

�F&-

48 kDa schwer ist. Bislang ist die Funktion dieses Proteins noch nicht aufgekl��	�����������

der Kernlokalisation und den DNA-bindenden Eigenschaften wird jedoch vermutet, dass es

sich um einen Transkriptionsfaktor handelt, der f��� ��
� ��
�������� 
��

� �
������
��

Ph���	,#
�)
���	!��	������
	��%���
��
	���� �*((�/������	�
	���� �*((-1���
����	��:�#
������
	�

an eine Vielzahl von unterschiedlichen Nervenzelltypen, jedoch erkennt er einige wenige

Typen von Nervenzellen nicht (z. B. Purkinje-Zellen des Kleinhirns, Mitralzellen des Bulbus

olfactorius) (Mullen et al., 1992). Aufgrund der intensiven Markierung der meisten

postmitotischen ausdifferenzierten Neurone ist der monoklonale Antik:�#
�� 5
�5� 
���

Standardmarker f��� ��
� @�����	
��
�
����� )��� 5
�)
�"
��
�� �+��
� 
	� ��� � *((<1�� ��


��

Antik:�#
�� ���� ����� ��� 
��
�� �	���
� "��� ��!
����� � !
���
� 
�
	���
� ��
� ����	
�

Neuroneogenese im Gehirn des Menschen beschrieb (Eriksson et al., 1998). Immunreaktive

Strukturen sind vor allem der Zellkern von Nervenzellen, zudem wird auch deren Zytoplasma

schwach angef���	�� =�� 8

	
��� ���	� )��� �,
�	� ��
� 6����
!
�
� !
��
�� �-3 Banden im

Bereich von ca. 46-48 kDa gefunden. Eine weitere kann bei ca. 66 kDa vorkommen.

F�����
�=������
	���
��
�����=����",	���
��
�!���
���	�-NeuN 1:1000 verd���	��������

Western Blots kam der Antik:�#
�����
��
��;
���������)���*H<'''�"���$��
�	"�

c) Neuronen Spezifische Enolase (NSE)
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Anti-NSE (!euronen �pezifische �nolase = !��, aus Kaninchen, polyklonal, Chemicon)

erkennt ein ca. 39 kDa schweres Enzym, welches mit Neuronen assoziiert werden kann

(Grasso et al., 1977; Schmechel et al., 1978). NSE konnte allerdings inzwischen auch in

nichtneuronalen Zellen, z. B. heranreifenden und ausdifferenzierten Oligodendrozyten,

nachgewiesen werden (Sensenbrenner et al., 1997). Daher kann eine Charakterisierung von

Progenitoren zu sich differenzierenden Neuronen aufgrund des Nachweis dieses Proteins

alleine nicht vorgenommen werden, sondern muss mit weiteren zelltypspezifischen Markern

belegt werden (Svendsen et al., 2001). Eine positive Anf������������
�	���
�>,	�#��
���)���

Zellen gleichm�

��� 
	����� =�� 8

	
��� ���	� !���� ����
�
����	

� 5�$� �
�� 
��
��

Molekulargewicht von ca. 39 kDa detektiert. Lysat aus Hirngewebe der Ratte allerdings kann

eine komplexe Serie von Banden aufweisen, die von ca. 78-80 kDa (NSE-Homodimer) bis zu

ca. 20 kDa (Gamma-Enolase-Degradationsprodukt) reicht.

F�����
�=����",	�- und die Immunhistochemie wurde der hier verwendete Antik:�#
���
�
��

NSE 1:500 verd���	��=��8

	
������	��
	������
�;
���������*H*'''�

d) Neurofilament 200 kDa (NF200)

Der polyklonale Antik:�#
���
�
����
�5?�''����
�3������
� ������1�����	
	�
�����
�
��
���

Intermedi�������
�	, welches charakteristisch f��� 5
�)
�"
��
�� �
	� �8���� ���� ���
�	�� �

1981). Die 200 kDa schweren Neurofilamente besitzen einen Durchmesser von ca. 8-10 nm

und eine ungef���
� ����
� )��� *<' nm, sie bilden mitunter die Grundlage des neuronalen

Zytoskeletts und sind in den Axonen der Neurone in hoher Konzentration nachweisbar

(Shelanski, 1987; Svendsen et al., 2001). Der Antik:�#
��"
��	��
��
�3�
�"�
��	������	��
��

leichteren Neurofilamenten von ca. 160 kDa und 68 kDa, welche auch spezifisch f���

Nervenzellen sind. Eine positive Reaktion in der Immunzyto- und Immunhistochemie stellt

sich durch eine Faserdarstellung mit einem perinukle��
��5
	"����������������

��4��
�����

F�����
�=����",	�- und Immunhistochemie wurde der Antik:�#
��*H*''�)
�����	�

2) F�����
���#�minerge Differenzierung

a) Nurr1

Anti-Nurr1 (Klon: 6, aus Maus, monoklonal, Becton Dickinson) erkennt den nukle��
��

Retins���
�
"
#	��� *� �!
��� = �
clear �etinoic acid �eceptor �, Zetterstr:�� 
	� ��� � *((B1 �

dessen biologischer Ligand noch unbekannt ist (Wagner et al., 1999; Wang et al., 2003; Li et

al., 2007). Die Expression von Nurr1 ist notwendig, damit mesenzephale Progenitoren

vollst������ �����#����
��
�5
����
���
����
�
�"�
�
���:��
���?
��	� ���
����


���
"
#	�� �
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wie in Knock-out Studien von Zetterstr:�� 
	� ���� �*((B1� �
"
��	 � �:��
�� ��
� ���
�
�	
��

mesenzephalen Progenitoren der Substantia nigra pars compacta nicht ausdifferenzieren und

sterben ab, bevor sie einen dopaminergen Ph���	,#� ��
����
��� 5���*� �

�	"	� 
���

Molekulargewicht von ca. 72 kDa. Im Western Blot werden Nurr1-positive Proteinlysate mit

einer Bande bei ca. 72 kDa dargestellt.

Der Antik:�#
�� !���
� ��� 8

	
��� ���	� *HB<'� )
�����	�� E�!���� 
�� ����	� ���� ��
�

Immunzytochemie vorgesehen ist, wurden solche Experimente an CSM14.1-Zellkulturen in

einer Verd�������)���*H<''�������
����	�

b) Tyrosinhydroxylase (TH)

Um die dopaminerge Differenzierung zu untersuchen, kann das Enzym Tyrosinhydroxylase

(1yrosin�ydroxylase = TH) als Nachweis dienen, da es das Schrittmacherenzym f��� ��
�

Synthese von Dopamin ist. Es wandelt die Aminos���
� 2,��
��� ������ 6,���4,��
����� ���

Dihydroxyphenylalanin, einer Vorstufe von Dopa und letztendlich des Dopamins selbst, um

(Jatzkewitz, 1978). Der hier gegen TH verwendete Antik:�#
�����	�-TH, Klon: TH-2, aus der

Maus, monoklonal, Sigma) erkennt ein ca. 60 kDa schweres N-terminales Epitop der

Tyrosinhydroxylase von Nagern. TH-positive Zellen werden durch eine Anf������� �

�

gesamten Zytoplasmas bis in die Ausl���
������

	
��	����
�"����
��26�#�
�	�)
�����
��)���

ca. 60-68 kDa k:��
n im Western Blot auftreten.

Anti-TH wurde f�����
�=����",	�- und die Immunhistochemie 1:500 verd���	��?���8

	
���

Blots wurde Anti-TH 1:3000 verd���	�

c) Aldehyddehydrogenase-2 (ALDH2)

Die Aldehyddehydrogenase-2 (ALDH2) geh:�	� "�� 
��
�� 3��


� )��� �
��	�) unspezifischen

Enzymen, die in der Lage sind, verschiedene Retinaldehyde in Retins���
� ��"�!���
���

(Wallen et al., 1999). Das physiologische Substrat f������6������
�����
	��	����������
	������

unbekannt (Wallen et al., 1999; Perrone-Capano und Di Porzio, 2000), jedoch sind derart

metabolisierte Retins���
������
�����
����5���*�"������
���8���
��
	���� �*(((1 �!�
�"��
��
��

weiteren Differenzierung dieser Progenitorzellen in dopaminerge Neurone, bzw. den Erhalt

eines ausgereiften dopaminergen Ph���	,#
� ����
n k:��	
�� =�� �
����������
��
�� �	���
��

dient das Enzym ALDH2 jedoch als weiteres Markerprotein f�������
�
�"�
�	
��


�"
#���
�

dopaminerge Neurone, da diese ALDH2 besitzen (McCaffery und Dr��
� �*((F/�8���
�� 
	�

al., 1999; Perrone-Capano und Di Porzio, 2000). Der in dieser Studie verwendete polyklonale

Antik:�#
�� �
�
�� ���6�� ���
� 3������
� � 3�	������ 
	� ��� � �'''1� !���
� ��
�



Material und Methoden - 31 -

freundlicherweise von Dr. James Lipsky (Clinical Pharmacology Unit, Mayo Clinic and

Foundation, Rochester, Minnesota, USA) zur Verf������ gestellt. ALDH2 kommt als

tetramere Struktur mit einem Gewicht von ca. 200 kDa in verschiedenen Organen der Ratte

vor (McCaffery und Dr��
�/� *((F/� 3�	������ 
	� ��� � �'''1�� 5���� �
��	���
����� �
��

Gewebehomogenate f��� �
��8

	
������	� "
�����
����
� 
��"
��
��Anteile, und es wird eine

Bande bei ca. 54 kDa als positive Markierung detektiert (Kathmann et al., 2000). Der

Antik:�#
�� �
	�����	�������
�=����",	�- und Immunohistochemie geeignet. Im Western Blot

wurde er 1:1000 verd���	�

������������	+�����!��
���

a) beta-Aktin

Anti-beta-Aktin (Klon: AC-15, aus Maus, monoklonal, Sigma) bindet an das N-terminale

Ende der beta-Form von Aktin (North et al., 1993). Beta-Aktin ist ein Bestandteil des

Zytoskeletts und kommt ubiquit�����������������
��%
��
�����
��	����
��>
��en vor. F�����
�

Einbringen gleicher Proteinmengen nach der vorangegangenen Proteinbestimmung dient es

als Nachweis in Western Blots.

Anti-beta-Aktin wurde in dieser Studie f����
��8

	
������	�*HA'''�)
�����	�

b) Large-T-Antigen

Anti-Simian-Virus40-Large-T-Antigen (Anti-SV40-Large T Antigen oder Large-T-Antigen,

Klon: Pab101, aus Maus, monkolonal, Becton Dickinson) bindet an ein ca. 85 kDa schweres

Phosphoprotein, das vom Simian-Virus (simian engl. = Affe) zur Replikation ben:	��	�!����

(Gurney et al., 1986). Da dieses temperatursensitive Protein die DNA-Replikation induziert,

kann es dazu verwendet werden, um Progenitorzellen unter Verwendung kontrollierter

permissiver Temperaturbedingungen von ca. 33G�@ zu immortalisieren (Frederiksen et al.,

1988a; Redies et al., 1991). Bei nichtpermissiven Temperaturen um 39G� @, die der

Hirntemperatur von Nagetieren entspricht (Schr:�
� � *(-&/� +����� � *(('1 � !���� ��



�

immortalisierende Onkogen nicht mehr exprimiert (Frederiksen et al., 1988a; Redies et al.,

1991), und die SV40-transformierten Zellen stellen ihre Zellteilungen ein. In dieser Studie

diente der Nachweis gegen das SV40-Large-T-Antigen als Marker f��� ��
� ����
��
�	� �
��

konditionalen Immortalisierung unter ��� �����-Bedingungen und weiterhin als Indikator f���

eine Ausdifferenzierung von Progenitorzellen durch Proliferationsstopp.

Der Antik:�#
��!���
�����8

	
������	��	���
��*H<''�)
�����	�
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c) Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF)

-lial Cell Line-+erived !eurotrophic �actor (GDNF) ist ein Zytokinderivat und entfernter

Verwandter der transforming growth factor �� �2+?�1-Superfamilie, der aufgrund seiner

neurotrophen Eigenschaften f�����#����
��
�5
����
��

�%�		
�����
��
�
����	����������
�	�

wurde (Unsicker et al., 1998; Bohn, 1999). GDNF ist mitunter f��� ��
� ��
�������� 
��

�

ausdifferenzierten dopaminergen Ph���	,#
���	!
����� �9�
���
�� 
	� ��� � *((-/����� �*(((1 �

zudem hat es eine chemotaktische Funktion, d.h. es bewirkt bei der axonalen Wegfindung der

nigrostriatalen dopaminergen Neurone das Auswachsen im striatalen Terminationsgebiet

(Str:��
���
	���� �*((A/���

������
	���� �*((-1����
���"����+�5?-haltiger Neurone in der

Substantia nigra bei Patienten mit Morbus Parkinson ist deutlich verringert und wird als

m:�����
��+�����������
���
����������


��Krankheit angesehen (Chauhan et al., 2001). Wie

eingangs erw���	 � ��	� 
���� ��
� +��
� )��� +�5?� ��� )
�
���
�
�
�� ��
���
���
��
�� �

�

Morbus Parkinson als neuroprotektiv (Beck et al., 1995; Gash et al., 1996; Bilang-Bleuel et

al., 1997) und neuroregenerativ (Rosenblad et al., 1998) erwiesen. Erfolgreiche klinische

Studien wurden inzwischen auch an Patienten durchgef���	 ��
�
��+�5?� ��	��#��
���,����

injiziert wurde (Gill et al., 2003). Insbesondere die Transplantation von Zellen, welche GDNF

in hohen Mengen produzieren, k:��	
� 
���� ��
� ��

���	
�
���
� 2�
��#�
� �
��

Parkinsonpatienten herausstellen (Arenas, 2002; Rossi und Cattaneo, 2002). Als

Positivkontrolle im Western Blot diente rekombinantes GDNF der Ratte (R&D Systems,

Wiesbaden, Deutschland), welches nach der Denaturierung als Monomer vorliegt und eine

molekulare Masse von ca. 15 kDa besitzt. In der immunhistochemischen Darstellung sollte

sich GDNF als zytosolische Struktur anf���
��

Der von der Firma R&D Systems bezogene Antik:�#
�� !���
� ��
� >�
�
�� �
!���
�� und

wurde f���8

	
������	-Studien 1:1000 und f�����
�=����",	���
��
�*H*''�)
�����	�

d) Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF)

5iliary !euro	rophic �actor (CNTF) erhielt seinen Namen aufgrund seiner neurotrophen

Wirkung auf Nervenzellen des Ziliarganglions von H���
�
���,��
�� �������� ������)

(Sendtner et al., 1994). Es handelt sich dabei um ein ca. 20-24 kDa schweres Zytokinderivat,

dessen neurotrophe Eigenschaften inzwischen auch f��� 
��
� !
�	
�
� �
��
� )��� !
�	
�
��

Neuronenpopulationen gezeigt werden konnte (Sendtner et al., 1994; Thoenen und Sendtner,

2002). CNTF hat sich vornehmlich f���
	���	��
�=�	
��
����
 ���
�
��
��
4"�	�	�4�
��
����
����

unterzogen wurden, als neuroprotektiv erwiesen. Die Anwendung von CNTF in diesem

klassischen Tiermodell f����
��%���us Huntington (DiFiglia, 1990) wurde von verschiedenen
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Arbeitsgruppen aufgezeigt (Anderson et al., 1996; Regulier et al., 2002; Weinelt et al., 2003)

und kam inzwischen auch in einer klinischen Studie zum Einsatz (Bachoud-Levi et al., 2000;

Bloch et al., 2004). CNTF hat sich zudem ��� ���� als neuroprotektiv f��� ��#����
��
�

Nervenzellen erwiesen (Hagg und Varon, 1993), und es wurde weiterhin gezeigt, dass auch

die Anzahl CNTF-haltiger Zellen in der Substantia nigra bei Patienten mit Morbus Parkinson

verringert ist (Chauhan et al., 2001).

Als Positivkontrolle im Western Blot diente rekombinantes CNTF der Ratte (R&D Systems,

Wiesbaden), das eine molekulare Masse von ca. 22,8 kDa besitzt. Der polyklonale Antik:�#
��

stammte aus Ziegen und wurde f��� 8

	
��� ���	-Studien 1:1000 und f��� ��
�

Immunzytochemie 1:100 verd���	�

(�.�(��	�
��9���	��?��	��

Alle f�����
�=����",	�- oder Immunhistochemie verwendeten Sekund����	��:�#
��
	���	
��

von der Firma Dianova (Hamburg, Deutschland).

,������*��*!��-����������!���+�����!��
���

a) Die polyklonalen CY2-konjugierten (engl. 5�anine-dye = Zyanin-Farbstoff, maximale

Absorbtion bei 492 nm und maximale Emission bei 510 nm, Fluoreszeinfilter) Anti-Maus-

Antik:�#
�����
�>�
�
1�!���
��*HF''�����
��=�����	���
�:
����)
�����	�

b) Polyklonales Anti-Kaninchen, AMCA-konjugiert (engl. �mino�ethyl�umarin�cetate =

Aminomethylkumarinazetat, maximale Absorbtion bei 350 nm und maximale Emission bei

450 nm, Ultraviolettfilter), stammte ebenfalls aus der Ziege und wurde 1:100 verd���	�

'���������������!���+�����!��
���

F�����
�����	�����
��#�
��
����
	
�������
��������
��	�)
���	���	��
��!���
�����	��,��
�	
�

Sekund����	��:�#
�� 
��

��
	
�	���
��	
�)
�!
��
	�����
�	
#�
��
����
��6
�
	
��
������
��

(Dianova) verd���	�� =�� ���
��?���
�� !���
� ��
� ���-L:
��� mit 100 ml 0,1M TRIS, 5 mg

DAB (Sigma) und 10 M��AJ�62O2 (Sigma) angesetzt.

a) Anti-Maus-Kit

Anti-Maus (aus Pferd, polyklonal) wurde 1:80 verd���	 ���
��:
���
���������������
����@-

Komplex ebenfalls je 1:80.

b) Anti-Kaninchen-Kit
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Anti-Kaninchen (aus Pferd, polyklonal) wurde 1:80 verd���	 ���
��:
���
���������������
��

ABC-Komplex ebenfalls je 1:80.

c) Anti-Ziege-Kit

Anti-Ziege (aus Pferd, polyklonal) wurde 1:250 verd���	 � ��
� �:
���
�� �� ������ ���� �
��

ABC-Komplex je 1:200.

��!���+�����!��
���./������&�������'����

F��� ��
� �
	
�	���� �
�� ���� �
�� %
�����
�� �
����
��7�������	��:�#
�� !���
�� ���8

	
���

Blot Peroxidase-konjugierte Sekund����	��:�#
�� �
�� ?����� ;
�	��� ����������
 � @� � 9��1�

verwendet.

a) Anti-Maus

Der polyklonale Antik:�#
�� 
	���	
� )���7�
��
�� ���� !���e f��� �
��8

	
������	� *H<'''�

verd���	�

b) Anti-Kaninchen

Der aus Ziegen gewonnene polyklonale Antik:�#
�� !���
� ��� 8

	
��� ���	� ��� 
��
��

Endkonzentration von 1:10000 verwendet.

c) Anti-Ziege

Der aus Pferden gewonnene polyklonale Antik:�#
�� !���
� ��� 8

	
�� Blot in einer

Endkonzentration von 1:10000 verwendet.

(�0��	�	��	����	��
�7	�	
����	����
�
�����&���
"�	�		��=
	�	�
�	��

Zur Erfassung eines therapeutischen Effektes durch intrazerebrale Transplantationen wurden

kontralaterale Apomorphin-induzierte Rotationen ��
�� 
��
��>
�	����� )��� F' min bei den

verschiedenen Versuchsgruppen bestimmt. Die Rotationen wurden eine Woche nach L�
��� �

zur Ermittlung des gesetzten Schadens, sowie eine, zwei, drei, vier, f��� � 

��
 � ���	 � "
���

und zw:��� 8���
�� ����� 2���
#���	ation erfasst (Originaldaten zu Rotationswerten siehe

Kapitel 5.2.2 im Anhang). Die kontralateralen Netto-Rotationen eines jeden Tieres f��� �
��

entsprechenden Zeitpunkt gingen in diese statistische Auswertung ein. Anschlie�
���!���
��

dann die Werte der transplantierten (CSM14.1) und scheintransplantierten (DMEM) Tiere

gemittelt und diese beiden Gruppen miteinander verglichen.

Bei den erhobenen Daten handelt es sich um quantitative Merkmale mit metrischem

Messniveau. Da sich aufgrund der niedrigen Stichprobenumf���
� �
��
� ��

��
�� ��
�� ��
�
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Verteilung machen lassen, wurde ein nichtparametrischer U-Test verwendet, um die

Unterschiedshypothese zwischen CSM14.1-Transplantat und Scheintransplantat zu pr��
��

Dieser Test wurde mit dem Programm SPSS f���8����!
�**�'1 durchgef���	�
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*�����	�����	�

*����������	�+�,,	�	�"�	�
����	��5���.��&)	��	��

*�����)	����
�
��	�
����
���
�
�����	�6	�9��	�
��	��

CSM14.1-Zellen, die unter permissiven Bedingungen von 33G� @ in 10% FKS-haltigem

Medium kultiviert wurden, zeigten eine abgeflachte Gestalt, zudem ���
�	
�� 
�
� �����

Erreichen der Konfluenz epithelialen Zellen. Diese Zellen bildeten nur plumpe kurze

Ausl���
����
��E�	���
�����
��
������#����
�����	�������
�>
��
������
��3��	��
��������3�).

Der klar abgrenzbare Zellkern besa�� �
��
re Nukleoli, dies ist typisch f�� Rattenzellen.

Vergleiche von Pr�#���	
��������
�
�"�
�	
��>
��
����	
�
���
���cher Passagen innerhalb von

vier Jahren liessen keine morphologischen Ver���
����
�� �
�� >
��
�� ��� ��


�� >
�	�����

erkennen.

Temperatursensitiv immortalisierte CSM14.1-Zellen, die unter Differenzierungsbedingungen

kultiviert wurden (39G�@, 1% FKS), wiesen hingegen w���
����

�3��	�)�
����
"
�	����

�

von 14 Tagen eine Ver���
��������
��%��#������
�����������3�&,). Nach drei Tagen bei 39G�

C besa�
�� �ie Zellen feine Ausl���
�� ���� 
��"
��
�>
��
�� ����
	
�� ���� 
��
�� ���	�#����
��

Ph���	,#� ��
� ������ 3�). Bei siebent����
�� 3��	�)�
����� ��	
�� �
�� ����	#
���

�)
��

Bedingungen fanden sich viele multipolare Zellen mit klar abgrenzbaren feinen Ausl���
������

den Zellkulturen. Diese Zellen erinnerten stark an kultivierte Nervenzellen (�����3�%��). Nach

weiteren Kultivierungszeiten traten die morphologischen Ver���
����
�� ����� �
�	����
��

hervor (����� 3	%� ,). Es fanden sich fast ausschliesslich multipolare Zellen mit langen

Ausl���
��� ����
��>
�����	����>����


��>
�	#���	
������
	
��
�����
	"!
����	��
��	���	��
��

aus. Ein Gro�	
��� �
�� >
��
�� 
�"�
�	
� �
�
���
�� @�%*F�*-Zellen, die bei 33G� @ kultiviert

wurden, eine deutliche Gr:�
�"�����
��
��7
�����,��������3�%�,).

Aufgrund der Erfassung der Fortsatzl���
� ����� �
�� %
	���
� )��� ������ �*(<A1� ����	
�� ��
�

oben aufgef���	
���
�����	���
� �)
��
��	
���
��������)���>
����
����
�������?��	
�	"
� �

quantifiziert werden (+�������� �). Es zeigte sich hierbei, da�� ��
� �����
����		���he

Fortsatzl���
��
��������
�
�"�
�	
��>
��
��-- &B M���PB &*1��
	�����>
��
������
�
� ���
�����B

d bei 39G� @ in Medium mit 1% FKS kultiviert wurden, erreichten eine durchschnittliche

Fortsatzl���
� )��� �*B '- M�� �PAF -�1� ���� ��	
�
���
�
�� 
���� 
���������	� (p � 0,01) von

undifferenzierten CSM14.1-Zellen. Bei CSM14.1-Zellen, die ��
�� 
��
��>
�	�����)���*F d

unter Differenzierungsbedingungen kultiviert wurden, kam es zu einer weiteren Zunahme der

Fortsatzl���
� ���� AFF *B M�� �P*F -A1�� ��


� >�����
� !��� 
�
�����s gegen��
��

undifferenzierten (33G�@/10% FKS) CSM14.1-Zellen signifikant (p � 0,01), und weiterhin

auch signifikant gegen��
��@�%*F�*-Zellen, die f���B d unter Differenzierungsbedingungen
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kultiviert wurden (p � 0,01). Es lassen sich also unter Differenzierungsbedingungen bei den

CSM14.1-Zellen Ver���
����
�� �
�� %��#������
� ������ 3) und damit einhergehend auch

signifikante Zunahmen der Fortsatzl���
��+���������) beobachten.

Erfassung der Fortsatzl���
�������������*(<A1

0
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33G@K*'J�?3�K�� 39G@K*J�?3�KB� 39G@K*J�?3�K*F�

M�

D D

+�������������,���
����	���
�	��	"�9��	��	��
���,,	�	�"�	�		��
�����,,	�	�"�	�	��	��5���.��&)	��	� �
Es sind die durchschnittlichen Fortsatzl���
������M�1�������
�
�"�
�	
��@�%*F�*-Zellen (33G�@, 10% FKS, 2 d)
und von CSM14.1-Zellen die f���B d und 14 d unter Differenzierungsbedingungen (39G�@, 1% FKS) kultiviert
wurden angegeben. CSM14.1-Zellen die eine Woche unter Differenzierungsbedingungen kultiviert wurden
besitzen signifikant l���
�
� ��
����
�� ��
� ������
�
�"�
�	
� @�%*F�*-Zellen (p < 0,01), jedoch signifikant
k��"
�
�?��	
�	"
� ��
�@�%*F�*-Zellen die f��� *F d unter Differenzierungsbedingungen kultiviert wurden (p <
0,01). CSM14.1-Zellen die f��� *F d bei 39G� @ und 1% FKS kultiviert wurden besa�
�� 
���������	� ����
�
�
Ausl���
�� ��
� ������
�
�"�
�	
� @�%*F�*-Zellen (p < 0,01) und CSM14.1-Zellen die 7 d unter
Differenzierungsbedingungen kultiviert wurden (p < 0,01). Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

CSM14.1-Zellen, die bei 33G�@ kultiviert wurden, f���	
���������
�*-��	���
��
��
�>
��	
������

durch. Dies machte alle drei Tage eine Passage und eine N�ertragung auf eine neue

Petrischale notwendig. Unter diesen Bedingungen befanden sich fast keine toten oder

absterbenden Zellen in den Kulturen. In den differenzierenden Zellen hingegen fanden sich

absterbende, bzw. tote Zellen, wie anhand von DAPI-F������en der pyknotischen Zellkerne

oder Trypanblau-Vitalit�	
	

	
� ����
"
��	� !
��
�� ����	
�� �
�� ;
������ �
�� +

��	"
��"����

w���
����
������
�
�"�
����

4#
���
�	
�!�������
��
�H�5����
��
����
	�
���
��>
��"�������

den ersten drei Tage unter nichtpermissiven Kulturbedingungen (39G�@, 1% FKS) kam es zu

einer kontinuierlichen Abnahme vitaler Zellen in den Zellkulturen (+�������� (). Der

Nachweis des immortalisierenden Large-T-Antigens mittels Western Blot (����E) zeigte nur

bei Zellen, die unter der permissiven Temperatur (33G� @) kultiviert wurden, eine positive
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Markierung. Zu weiteren Zeitpunkten (3-14 d) unter der nichtpermissiven Temperatur von

39G�@ war dieses Protein nach drei Tagen nicht mehr nachweisbar (�����E).

a) 2d/33G@K*'J�?3� b) 3d/39G@K*J�?3�

d) 7d/39G@K*J�?3�c) 7d/39G@K*J�?3�

f) 14d/39G@K*J�?3�e) 10d/39G@K*J�?3�

�����3���
���
�
�����	�6	�9��	�
��	���	��5���.��&)	��	��
�		��+�,,	�	�"�	�
����	����
��	� �
Dargestellt sind Nissl-gef���	
�7��#���	
�)���@�%*F�*-Zellen, die zwei Tage bei 33G�@, 10% FKS (Abb. 5a)
oder f���A-14 Tage bei 39G�@, 1% FKS kultiviert wurden (Abb. 5b-f). Die Gr:�
�"�����
��
��>
��
���������
��
Ausl���
������
������
�
�"�
�
��
��>
��
���
	�
��
��������
��%��
	���
�	
#����	�C
!
��
�B< M��
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+��������(��6	�9��	�
��	���	����"����2�	��	��5���.��&)	��	��
�		��+�,,	�	�"�	�
����	����
��	� �
Angegeben sind die Mittelwerte der Anzahl vitaler Zellen (P� �	��������!
������1 � ��
� ��		
�
�2�,#������-
F������
�����>
��
�
#
�
���
��)���7�����
����	��
�����D�F1��������)
���
������
��;��������
���		
�	�!���
���
Als Ausgangswert (0 d) wurde die Zellanzahl von Parallelkulturen direkt vor der Temperaturerh:����� ����
Serumreduktion herangezogen. Innerhalb der ersten drei Tage bei 39G�@ (3 d, 39G�@) war eine Zunahme in der
Anzahl vitaler Zellen zu beobachten. Nach diesem Zeitpunkt (7-14 d, 39G�@) kam es zu einer kontinuierlichen
Abnahme vitaler Zellen in den Kulturen. Originaldaten zur Erstellung des Diagramms sind im Tabellenanhang
unter Kapitel 5.2.2 aufgef���	�

�����E��A	�		���<�
	&!���7	���,>������'���	&1&��	��	����	���
		������		��2
��5���.��&)	��	� �
Pro Probentasche wurde jeweils das Proteinlysat von ca. 50000 vitalen Zellen aufgetragen, weiterhin wurde auch
ein Gewichtsstandard aufgetragen (M). Es wurden Zellen, die drei Tage bei 33G�@, 10% FKS kultiviert wurden,
mit Zellen, die f��� A-14 Tage bei 39G� @, 1% FKS kultiviert wurden, verglichen. Das temperatursensitiv
exprimierte immortalisierende Genprodukt (positive Bande bei ca. 85 kDa) konnte nur bei 33G� @-Zellen
nachgewiesen werden. Als interne Kontrolle wurde das Protein beta-Aktin (ca. 42 kDa) nachgewiesen.

M 33G@����A(G@����A(G@����A(G@����A(G@
3d 3d 7d 10d 14d

~ 85

~ 42
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�		��+�,,	�	�"�	�
����	����
��	�����F��8��
���*:G�5�

0

200000

400000

600000

800000

0d 3d/39G@ 7d/39G@ 10d/39G@ 14d/39G@

Zeitverlauf in Tagen (d)

Le
be
nd
ze
llz
ah
l/m
lS
us
pe
ns
io
n



Ergebnisse - 40 -

*���(�!	
�
���	�+�,,	�	�"�	�
���

Die �������� Differenzierung der CSM14.1-Zellen wurde weiterhin mittels Immunzytochemie

und Western Blot untersucht.

Zun���
	�!���
��
��7���
��	��- und Stammzellmarker Nestin in undifferenzierten CSM14.1-

Zellen nachgewiesen (����� H�). Das Intermedi�������
�	�5

	��� 
	
��	
� 
���� ��� �
��>
��
��

durch eine filament:

 � #
������
��
� %����
����� ����� >
��
� � ��
� �
�� AAG� @, 10% FKS

kultiviert wurden, waren intensiv angef���	 � ��	
�� ��


�� �
�������
�� ���
�� ����� 
����
�

Nestin-negative Zellen in den Kulturen vor (�����H�). Wurden die CSM14.1-Zellen jedoch

durch die Temperaturerh:����������
����
���	����"�������
�
�"�
��������
�
�	 �
������
��

w���
����

���	
�
���	
��;
�
���
"
�	����

���
�5

	��-positiven Zellen kontinuierlich ab

(�����H�&	). Zudem waren die noch verbleibenden positiven Zellen weniger intensiv markiert

(�����H�&�). Zellen, die 7-14 Tage bei 39G�@, 1% FKS kultiviert wurden, lie�
��
���������

von einer ebenso durchgef���	
�� 5
��	�)���	����
� ��
��
� 7�������	��:�#
�������	���1�

unterscheiden (�����H�&,).

Eine immunzytochemische Anf������� �
��@�%*F�*-Zellen mit dem Gliamarker GFAP in

den Zellkulturen war immer negativ. Als Positivkontrollen wurden Hirnschnitte von Ratten

gef���	 � ��
�� ��� +
�
�
�	"� "�� ��


�� !��
��@�%*F�*-Zellen nie immunreaktiv f��� +?�7�

(nicht dokumentiert). Es stellte sich w���
��� �
�� �	���
�� �
���
 � ���� �
�� ��	��:�#
�� ���

Western Blots nie eine positive Markierung (auch nicht in Positivkontrollen) hervorrief (nicht

dokumentiert) und er daher nicht f���9�	
�
������
����		
�
�8

tern-Blot geeignet war.

Im Gegensatz zum verminderten Progenitor- oder Stammzellmarker Nestin kam es zu einer

Zunahme neuronaler Markerproteine in differenzierenden CSM14.1-Zellen. Dies konnte f���

verschiedene Marker mittels Immunzytochemie oder Western Blot gezeigt werden.

N�
�� �
�� 3��	�)�
����
"
�	����� )��� "!
�� 8���
�� �
�� A(G� @, 1% FKS wurde z. B. das

Neurofilament 200 vermehrt in den Zellen gebildet (nicht dokumentiert). Ein weiterer

neuronaler Marker, das Mikrotubulinassoziierte Protein 5 (MAP5), wurde bei

undifferenzierten Zellen (33G�@, 10% FKS) nur schwach gebildet (�����:�), wohingegen es

in Kulturen mit sich differenzierenden Zellen (39G�@, 1% FKS) zunahm (�����:�&	). Es fand

sich zun���
	�����
����	
��������
���	���	��
������
��>
������
���������:�&�), und erst nach

sieben Tagen ��� ����� waren das Zytoplasma von CSM14.1-Zellen und Zellforts�	"
 � ��
�

Axonen ���
�	
� ���	
�
�)����
����	�������:�&	).
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a) 2d/33G@K*'J�?3� b) 3d/39G@K*J�?3�

c) 7d/39G@K*J�?3� d) 10d/39G@K*J�?3�

e) 14d/39G@K*J�?3� f) Negativkontrolle (2d/33G@K*'J�?3�1

�
�����H��!	�	��&/��
�"�	
��	��	����5���.��&)	��	� �
Auf der Abbildung ist die Intensit�	��
��5

	��-Anf�������)���@�%*F�*-Zellen, die bei 33G�@, 10% FKS (a) und
differenzierenden CSM14.1-Zellen, die f���A-14 Tagen bei 39G�@, 1% FKS kultiviert wurden (b-e), dargestellt.
Eine positive Nestin-Markierung ist durch eine schwarze, filament:

�����#
������
��
� ���������� 
��
�������
Eine deutliche Abnahme des Progenitor- oder Stammzellmarkers Nestin ��
����
�>
�	��
	�
��
�������5��������B�
Tagen bei 39G�@, 1% FKS ist Nestin nahezu abgebaut (c-e) und l�

	� 
���� ����� )��� 
��
��5
��	�)�ontrolle
unterscheiden (f). Die Pr�#���	
� !���
�� ���
� ��	� �
�

��
�� =�����	���
�:
���
�� �
����
�	� ���� "
�	��
����
gef���	���
��%��
	���
�	
#����	�C
!
��
�B< M��
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a) 2d/33G@K*'J�?3� b) 3d/39G@K*J�?3�

d) 10d/39G@K*J�?3�c) 7d/39G@K*J�?3�

e) 14d/39G@K*J�?3� f) (14d/39G@K*J�?3�1Negativkontrolle

�����:�����0&/��
��	��	�2�	9	�2
��5���.��&)	��	��
�		��+�,,	�	�"�	�
����	���
��	� �
Auf der Abbildung ist die Intensit�	��
��%�7<-Anf�������)���@�%*F�*-Zellen, die bei 33G�@, 10% FKS (a),
bzw. f���A-14 Tage bei 39G�@, 1% FKS kultiviert wurden (b-e), dargestellt. Undifferenzierte Zellen exprimieren
MAP5 schwach (a), jedoch ist eine deutliche Zunahme von MAP5 ��
����
�3��	�)�
����
"
�	�
��
������ ��-e).
Nach ca. 10 Tagen bei 39G�@, 1% FKS ist MAP5 im Zytoplasma und in axon�������
���	���	��
������!
�
����
(d, e). Die Gr:


�"�����
��
��>
��
��!���
����
������
�
�"�
�����!�rd ebenfalls deutlich (a-e). Der Ma�
	���
entspricht jeweils 75 M��
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Um semiquantitative Aussagen bez������� �

� +
���	

� 
��

� %���
�#��	
��
� ���� �
������
�

oder gliale Differenzierung im Western Blot machen zu k:��
� � !���
� �
��

Gesamtproteingehalt je Probentasche auf ca. 50 M��
���

	
��	��$��
���
����



��
��
	
�	����

des Zytoskelettproteins beta-Aktin wies f������
���	
�
���	
��>
�	#���	
��A d, 33G�@ und 3-14

d, 39G�@) eine ����������	
�
�)
�����
��
������F� kDa auf (������I). Mit dem Nachweis einer

gleichm�

��� 
	���
�� $4#�


���� ��



� ���	
��
�� �	������
.� ����� �
�� $��	���� ��
���
��

Gesamtproteinmengen aus den CSM14.1-Zellysaten unterschiedlicher Differenzierungs-

stadien konnten weitere Untersuchungen bez������� �

� +
���	
� )��� 7��	
��
�� ������� )���

Western Blots erfolgen.

������I��A	�		���<�
	��	�	���		�&��	�� �
Jeweils 50 M�� +

��	#��	
���)��� �,
�	� ��
�@�%*F�*-Zellkulturen, f���A d bei 33G�@ oder 3-14 d bei 39G�@
kultiviert, wurden pro Probentasche aufgetragen und auf ihren beta-Aktin Gehalt hin untersucht. Alle 50 M��
enthaltende Proben besitzen einen �������
��+
���	��

����	
��
���	������
.��
	�-Aktin (Bande bei ca. 42 kDa).

Das Enzym Neuronen-spezifische Enolase (NSE) konnte in den CSM14.1-Zellen mittels

Western Blot und Immunzytochemie untersucht werden. In den CSM14.1-Zellen war, ebenso

wie in der MAP5-Immunzytochemie, eine Zunahme von NSE mit Hilfe der

Immunzytochemie ��
�� �
��3��	�)�
����
"
�	����� )��� "!
��8���
�� �
�� A(G�@, 1% FKS

erkennbar (nicht dokumentiert). Im Western Blot (����� ��) wurde gezeigt, da�� ��
�

undifferenzierten CSM14.1-Zellen einen geringen Gehalt an NSE besitzen, jedoch schon nach

drei Tagen bei 39G�@, 1% FKS der Gehalt an NSE stark zunimmt und nach insgesamt 7 d bei

39G�@ die h:��
	
�5�$-Konzentration nachweisbar ist. Danach sinkt die Gesamtkonzentration

an NSE (10 und 14 d, 39G� @ in ����� ��). Sie bleibt aber intensiver als bei den

undifferenzierten CSM14.1-Zellen (�������).�
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���������!��&����	���
�����5���.��&)	��	� �
Es wurden je 50 M��+

��	#��	
���)���@�%*F�*-Zellysaten von 3 d, 33G�@ und 3-14 d bei 39G�@ kultivierten
Zellen aufgetragen und verglichen. Als Positivkontrolle wurde Gewebehomogenat aus einem adulten Ratten-
Hippokampus aufgetragen (Ratte-Hipp). Der Standardmarker ist mit M gekennzeichnet. NSE wird bei ca. 39
kDa detektiert (Ratte-Hipp). Undifferenzierte Zellen exprimieren NSE schwach, ein Anstieg dieses neuronalen
Markerproteins nach drei Tagen unter Differenzierungsbedingungen ist erkennbar. Ein H:�
#���	� !���� �����
sieben Tagen unter Differenzierungsbedingungen erreicht.

Als weiterer neuronaler Marker wurde ein Kernprotein postmitotischer neuronaler Zellen

untersucht (Neuronal Nuclei = NeuN). NeuN konnte in kultivierten CSM14.1-Zellen mittels

Immunzytochemie nicht sicher nachgewiesen werden (nicht dokumentiert). CSM14.1-

Zelllysate hingegen waren in Western Blots jedoch positiv f��� ��


�� %���
�� ������ �().

Zellen, die bei 33G�@ kultiviert wurden, wiesen eine einzelne positive Bande bei ca. 48 kDa

auf, wohingegen bei differenzierenden Zellen (39G�@, 1% FKS) schon nach drei Tagen eine

weitere spezifische, stark angef���	
�����
��
������F& kDa hinzu kam (������().

������(��!	
!&-	���	�2
��5���.��&)	��	�����A	�		���<�
	&!���7	�� �
50 M��+

��	#��	
���,
�	�)���������
�
�"�
�	
���AAG�@, 3 d) und differenzierenden (39G�@, 3-14 d) CSM14.1-
Zellen wurden auf ihren Gehalt des postmitotischen neuronalen Markers NeuN hin untersucht. Undifferenzierte
Zellen weisen nur eine Markierung einer Bande bei ca. 48 kDa auf, differenzierende Zellen hingegen (3-14 d,
39G�@) sind f�� eine weitere Bande bei ca. 46 kDa immunreaktiv. Die intensivste Anf������������
��
�����
��
findet sich bei Zellen die f���B d bei 39G�@, 1% FKS kultiviert wurden.

J*:
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*���*�+
�����	��	�+�,,	�	�"�	�
���

Der nukle��
� �
	��
���
�
"
#	��� 5���* � �
�� )��� 7���
��	��
n des Mesenzephalons zur

Ausbildung eines dopaminergen Ph���	,#
� �
�:	��	� !��� � ����	
� ��		
�
�8

	
������	� ����

Immunzytochemie in undifferenzierten CSM14.1-Zellen nachgewiesen werden (����� �*).

Nach drei Tagen unter Differenzierungsbedingungen (39G� @, 1% FKS) kam es zu einem

Anstieg von Nurr1. Im weiteren Verlauf (7-14 d) wurde die Konzentration von Nurr1 in

differenzierenden CSM14.1-Zellen kontinuierlich geringer (������*�). Der Nurr1-Gehalt in

differenzierenden Zellen (39G� @, 1% FKS) lag ab dem zehnten Tag unter dem von

undifferenzierten Zellen. Die Spezifit�	� �

� ��	��:�#
�
� ����5���*� ���8

	
������	� ����	
�

durch eine, von der Firma Becton Dickinson mitgelieferten Positivkontrolle f����
��8

	
���

Blot (SW13-Zelllysat, humane Karzinomzelllinie aus der Nebennierenrinde) und das

Auftragen von Gewebshomogenat aus dem Mittelhirn einer adulten Ratte nachgewiesen

werden (������*�). In der Immunzytochemie konnte Nurr1 ebenfalls in den CSM14.1-Zellen

nachgewiesen werden (����� �*�%� �). Mittels dieser Markierung trat deutlich die nukle��
�

Lokalisation dieses Rezeptors hervor. Weiterhin konnte gezeigt werden, da��5���*������
��

in allen Zellen auffindbar war (������*�&�). Eine Zu-, bzw. Abnahme der Immunreaktivit�	�

unter Differenzierungsbedingungen konnte mittels Immunzytochemie jedoch nicht beobachtet

werden und daher wurden nur undifferenzierte Zellen dokumentiert (������*�&�).

Ver���
����
�� ��� +
���	� �

� �����		����
�
�",�
� �
�� ��#����
,�	�


 � �
��

Tyrosinhydroxylase (TH), konnten in den CSM14.1-Zellen mittels Immunzytochemie nicht

nachgewiesen werden (nicht dokumentiert). In Western Blots f��� 26� ����
�
�� ������ �.)

fanden sich deutliche Unterschiede. Undifferenzierte Zellen waren nur schwach positiv f���

eine TH-Bande bei ca. 68 kDa (����� �.). Allerdings kam es schon nach 3 Tagen unter

Differenzierungsbedingungen zu einem deutlichen Anstieg des Enzyms TH (����� �.). Die

vormals aufgefundene Bande bei ca. 68 kDa war nun ��
�� �
�� �

��	
��

Differenzierungszeitraum (3-14 d) intensiver, zudem kamen weitere f��� 26� 
#
"���
��
�

Banden von ca. 60-68 kDa hinzu (������.).



Ergebnisse - 46 -

������*��!
���&-	���	����5���.��&)	��	� �
�� Nurr1-Nachweis im Western Blot: Aufgetragen wurden jeweils ca. 50 M�� +

��	#��	
���,
�	� )��� ��-
differenzierten CSM14.1-Zellen (33G� @, 10% FKS) sowie von Zellen, die 3-14 d unter
Differenzierungsbedingungen (39G�@, 1% FKS) kultiviert wurden. Als Positivkontrollen wurden Proteinlysate
aus dem die Substantia nigra (Sn) enthaltenden adulten Mesenzephalon der Ratte (Ratte Sn) und einer humanen
Karzinomzelllinie (PK=SW13-Zelllysat) aufgetragen. CSM14.1-Zellen besitzen im undifferenzierten Zustand
Nurr1 (Bande bei 72 kDa). Es kommt nach drei Tagen bei 39G�@, 1% FKS zu einem Konzentrationsanstieg, der
dann bei weiterer Kultivierung (7-14 d) kontinuierlich bis unter den Ausgangswert abnimmt.
�&�� Immunzytochemischer Nurr1-Nachweis: Es sind undifferenzierte CSM14.1-Zellen abgebildet. Eine
homogene Verteilung des nukle��
�� �
	��
���
�
"
#	��
� 5���*� ��� ���
�� @�%*F�*-Zellen ist aus der
Teilabbildung b) ersichtlich. Alle Zellen exprimieren den Rezeptor. Die Kernlokalisation von Nurr1 tritt bei
h:�
�
�� ;
���:�
����� �
utlich hervor (c). d) Aufnahme von einer Negativkontrolle, bei der die
Prim����	��:�#
��:
����������
��
���	��:�#
���
�
�=�����	���
�:
����
�

	"	�!���
�
Me�����
�H�*F' M���b + d), 50 M����1�
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������.��14&-	���	�2
��5���.��&)	��	�����A	�		���<�
	 �
Pro Probentasche wurden 50 M��+

��	#��	
�������
	���
����,
�	
�������
�
�"�
�	
��@�%*F�*-Zellen (33G�@, 3
d) sind f���26����� 
��!���������
��
������&- kDa) immunreaktiv. Differenzierende Zellen hingegen besitzen
schon nach drei Tagen bei 39G�@ und f����
��!
�	
�
��;
�
���
"
�	������A-14 d) einen hohen TH-Gehalt mit
spezifischen Banden von 60-68 kDa.

Das unspezifische, Retinaldehyde konvertierende Enzym ALDH2 wurde in zuvor

durchgef���	
�� 8

	
��� ���	-Experimenten bez������� 

��
�� ;�����	�	� ��
� %���
�� ����

ausdifferenzierte dopaminerge Zellen getestet (������0�). Es konnte gezeigt werden, da�����

Proteinlysaten aus Hippocampusgewebe von Ratten nur sehr geringe Mengen an ALDH2

enthalten sind, da der Hippocampus keine dopaminergen Neurone besitzt. Gewebshomogenat

aus dem Mesenzephalon adulter Ratten, das die dopaminerge Substantia nigra pars compacta

enth��	 �!�������
�
��
	����#�
�	�)��������6���������0�). Als Positivkontrolle k:��
�, nach

Angaben von Kathmann et al. (2000), auch Proteinlysate aus der Leber adulter Ratten

verwendet werden (������0�&�).

Die Proteinlysate aus undifferenzierten (3 d, 33G�@) und differenzierenden (3-14 d, 39G�@)

CSM14.1-Zellen wurden nach diesen Vorversuchen ebenfalls auf ihren ALDH2-Gehalt hin

untersucht (����� �0�). Als Positivkontrolle diente hierbei nun Proteinlysat aus der adulten

Rattenleber (����� �0�). Undifferenzierte Zellen (3 d, 33G�@) enthielten nachweislich kein

ALDH2; nach drei Tagen unter Differenzierungsbedingungen (39G� @) kam es zu einer

schwachen positiven Bande bei 54 kDa. Diese wurde w���
����
��!
�	
�
��3��	�)�
����
"
�	�

immer intensiver. Zusammenfassend l�

	� 
���� 
��
� � ���� �
�� ���6�-Gehalt in

Proteinlysaten aus 50 M��+

��	#��	
���)���undifferenzierten CSM14.1-Zellen sich unterhalb

der Nachweisgrenze befand, wohingegen er in differenzierenden Zellen zunahm (������0�).
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������0���'+4(&!���7	������5���.��&)	��	��
���8
�	�
���	7	�	���
����
		������		�����A	�		���<�
	 �
�� Untersuchung des ALDH2-Gehalts in Kontrollgeweben der Ratte. Proteinlysat aus dem Hippocampus der
Ratte (Ratte-Hipp), der keine dopaminergen Perikarya enth��	 ��
	�����
��!����#�
�	�)��������6���7��	
���,
�	�
aus dem die dopaminerge Substantia nigra pars compacta enthaltenden, Mesenzephalon der Ratte (Ratte-SN)
und Proteinlysat aus der Leber (Ratte-Leber) sind stark positiv f������6�������
��C
!
��
��
������<F kDa).
���Proteinlysat der Leber als Positivkontrolle (Ratte-Leber), sowie vergleichbare Mengen an Gesamtprotein aus
undifferenzierten (33G�@, 3 d) und differenzierenden (39G�@, 3-14 d) CSM14.1-Zellen wurden in einem Gel
aufgetragen. Lebergewebe weist wiederum eine starke Immunreaktivit�	� ���� ���6�� ���� �����
��
��<F kDa),
wohingegen es in undifferenzierten Zellen (33G�@, 3 d) nicht nachweisbar ist. In differenzierenden CSM14.1-
Zellen jedoch nimmt der ALDH2-Gehalt kontinuierlich zu (Banden bei ca. 54 kDa).

*���.�����	���
���	
�
	�
��	�����	
�	��

Zur Vervollst����������
��"
���������
��
��@�����	
��
�
������
��@�%*F�*-Zellen sollte die

Expression von ausgew���	
���
���	��#�
��?��	��
����	
�
���	�!
��
� ����
��
�
����
�"� B.

auch f������
�
�	
�#
��	��

�
�	�)������	���
�
�	
��	���"
������
���
����	��
	��@�		��
������

Conti, 1998; Lu et al., 2003). Da in den folgenden Transplantationsstudien nur

undifferenzierte (bei 33G� @ kultivierte) CSM14.1-Zellen zum Einsatz kamen, wurde der

Gehalt von CNTF und GDNF nur an ebensolchen Zellen untersucht.

Der CNTF-Nachweis erfolgte mittels Western Blot und Immunzytochemie (����� �3). In

Proteinlysaten von CSM14.1-Zellen lie�� 
���� ��� 8

	
��� ���	� �
��� @52?� ����!
�

���

Allerdings detektierte der Antik:�#
�� ��� 8

	
��� ���	
� "�
�	"����� ��
� 7�
�	�)���	����
�

aufgetragenes rekombinantes CNTF der Ratte schon bei geringer Konzentration, so dass die

Spezifit�	� �

� ��	��:�#
�
� ����
"
��	� !���
� ������ �3�). In der Immunzytochemie konnte

CNTF ebenfalls nicht nachgewiesen werden und unterschied sich nicht von den ebenfalls

durchgef���	
��5
��	�)���	����
���������3�&�).
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����� �3�� 5!1�&!���7	��� ��� 
���,,	�	�"�	�		�� 5���.��&)	��	�� ��			��� A	�		��� <�
	� 
���
/��
�"�	
��	��	 �
�� Western Blot, bei dem 0,5 ng rekombinantes CNTF der Ratte und 50 M��+

��	#��	
���
�	���	
��

��,
�	�
von undifferenzierten CSM14.1-Zellen aufgetragen wurde. CSM14.1-Zellen enthalten kein CNTF, wohingegen
bei der Kontrolle eine f���@52?�
#
"���
��
�����
��
�������� - kDa deutlich erkennbar ist. Bei ca. 42 kDa ist die
beta-Aktin Bande bei den CSM14.1-Zellen zu erkennen. Diese dient als Nachweis des Proteineintrags.
�&�� Immunzytochemischer CNTF-Nachweis in CSM14.1-Zellen. In Teilabbildung b) ist eine Parallelkultur zu
den Abb. c) + d) in einer Nissl-F�����������

	
��	��$��
�%����
������
��@�%*F�*-Zellen f���@52?� �
	�����	�
erkennbar (c) und unterscheidet sich nicht von einer Negativkontrolle (d). Ma�
	���D�*'' M����-d).

GDNF, der Faktor mit dem derzeit bekannten besten neurotrophen Effekt auf dopaminerge

Neurone, konnte in Proteinlysaten von CSM14.1-Zellen mittels Western Blots und zudem

auch immunzytochemisch in diesen Zellen nachgewiesen werden (����� �E). In Western

Blots, bei denen CSM14.1-Zelllysate untersucht wurden, zeigte sich eine f��� +�5?�

spezifische Bande bei ca. 15 kDa; sie fand sich auch bei der jeweils durchgef���	
��

Positivkontrolle, rekombinantem GDNF der Ratte (����� �E�). Der immunzytochemische

Nachweis zeigte eine schwache zytoplasmatische Anf������ � ��
� ����� ��
� ��
����
�� �
��

Zellen markierte (����� �E�). Diese unterschied sich aber deutlich von der g��"�����

unmarkierten Negativkontrolle (����� �E�), bei der die Prim����	��:�#
�� durch eine

antik:�#
���
�
�=�����	���
�:
����
�

	"	�!���
��
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����� �E�� -+!�&!���7	��� ��� 
���,,	�	�"�	�		�� 5���.��&)	��	�� ��			��� A	�		��� <�
	� 
���
/��
�"�	
��	��	 �
�� 50 M��+

��	#��	
���
�	���	
��

�>
���,
�	�)���@�%*F�*-Zellen wurde im Western Blot auf seinen GDNF-
Gehalt hin untersucht. Es findet sich eine f���+�5?�
#
"���
��
�����
��
������*< kDa. Bei der Positivkontrolle,
5 ng rekombinantes GDNF der Ratte, zeigt sich diese Bande auf der gleichen H:�
���
���
��@�%*F�*-Zellen
findet sich bei ca. 42 kDa die Bande f����
����	
��
���	��������
	�-Aktin, der hier ebenfalls detektiert wurde.
�&�� Immunzytochemischer GDNF-Nachweis in undifferenzierten CSM14.1-Zellen. In Teilabbildung b) ist eine
Parallelkultur zu den Abb. c) + d) in einer Nissl-F������� ����

	
��t. Eine zytoplasmatische Markierung der
CSM14.1-Zellen f���+�5?��
	 �!
������������
��!��� �
��
��������1�������	
�
��
��
	�
�����
�	�����)����
��
Negativkontrolle (d). Ma�
	���D�*'' M����-d).
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Aus der umfassenden Literatur zum unilateralen 6-OHDA-L�
���
���
��� �
�� ��		
� �
	�

bekannt, da��
������
������
����
�	
�2�
�
�������#����#������
��' �< mg/kg K:�#
��
!���	1�

��
��
��
��>
�	�����)���F' min mehr als vier kontralaterale Rotationen pro Minute ausf���
��

und da���
����


��2�
�
������(BJ��
����#����
��
�������
	���	��
��5
����
��
�
�
��
�	�
����

(Ungerstedt und Arbuthnott, 1970; Schwarting und Huston, 1996a, b; Beal, 2001). Da die

immortalisierten Progenitorzellen der Zelllinie CSM14.1 in das akut dopaminerg

deafferentierte Gehirn transplantiert werden sollten, gingen bei dieser Studie nur

Versuchstiere ein, die bei der ersten Rotationsmessung eine Woche nach unilateraler 6-

OHDA-L�
�����
�����
�F����	����	
���
���	�	���
��pro Minute ausf���	
���
iehe Tabelle 1,

Seite 20).

Die N�
�#���������


����

��
����
��
����	
��	�����		
�
��������
	���
��
����
����
�	
��

Gehirnschnitte f����
��5���!
�
��
�
����
������		����
�
�",���
����#����
,�	�


��261�

eines erfolgreich l�
����
�	
� Versuchtieres konnten best�	��	� !
��
�� ������ �H�&�). Wie

anhand einer TH-F������� ���� ��#����
��
� 5
����
� �����
!�


�� !���
 � !��� ��
� �
��	
�

Substantia nigra pars compacta (6-OHDA-Injektion) eine Woche nach erfolgreicher L�
����

einseitig degeneriert. Bis auf vereinzelte Zellen waren keine TH-positiven Neurone

nachweisbar. In Nissl-F������
�� ���� !
�	
�
�� 5
����
��������
�� �5
�5-

Immunhistochemie) waren zudem keine der sonst f��� ��
� ���
	��	��� ������ #��
� ���#��	��

������
�� ���� ������ ���


� 7
�����,�� �
�
��"
���neten dopaminergen Nervenzellen

auffindbar. Die kontralaterale linke Seite hingegen war stark TH-immunreaktiv und somit

intakt. Hier waren grosse TH-positive Zellen, wie sie f�����
����
	��	���������#��
����#��	��

������� 
��� � �
	
�	�
����� ������ �H�). NeuN- und Nissl-F������
�� )��� ��


�� ����	�

l�
����
�	
��6
��
#���
� ��



�� 
���� ����	� )��� �
�
�� ���"����� ���
����
�	
��3��	����	�
�
�

unterscheiden (nicht dokumentiert).

Erfolgreich unilateral dopaminerg deafferentierte Ratten wiesen im rechten Caudatus putamen

(Striatum), dem Terminalgebiet der rechten Substantia nigra pars compacta, ebenfalls keine

positive TH-Markierung auf, wohingegen die intakte kontralaterale linke Kontrollseite einen

hohen TH-Gehalt aufwies (������H�).
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�
������H��14&!���7	��������
�	�������			��	��	��
����		�����
�����	����	�,,	�	�	�	�		��=�			 �
�� Frontalschnitt durch das Mesenzephalon auf H:�
� �
�� ���
	��	ia nigra pars compacta. In der linken
Hemisph��
� 
���� ��
� 26-positiven Neurone der Substantia nigra pars compacta deutlich dunkel angef���	�
(Pfeile). Auf der rechten, l�
����
�	
�� �
�	
� ����
�
�� �
��
�� ��


� 26-enthaltenden Neurone (Pfeilspitzen).
Ma�
	���D�����* mm.
�� Ein Frontalschnitt desselben Tiers durch das Vorderhirn auf H:�
� �

�@����	�
� #�	��
�� �@7�1�� ���� �
��
linken Hemisph�re enth��	� ��
� @7�� �
�	����
� %
��
�� ��� 26� ������
� ���������1�� �
�� ���	����	
���
� �
dopaminerg deafferentierten CPu hingegen fehlt diese positive Markierung v:������ ����� ��
� 2��
�������
olfactorium (Ot) dieser Seite ist dopaminerg deafferentiert. Ma�
	���D��a. 2 mm.
'	�	��	 Aq: Aqueductus mesencephali, Ca: Commissura anterior, Cc: Corpus callosum, Co: Cortex, CPu:
Caudatus putamen, LV: Ventriculus lateralis, Ot: Tuberculum olfactorium, VTA: Area tegmentalis ventralis.
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Wie oben aufgef���	� �:��
�� �#����#���-induzierte Rotationen zur Ermittlung einer

einseitig gesetzten dopaminergen Deafferentierung, sowie auch zur Bestimmung eines

therapeutischen Effekts nach einer Behandlung, z. B. Transplantation, herangezogen werden

(Ungerstedt und Arbuthnott, 1970; Schwarting und Huston, 1996a, b; Beal, 2001). In

+�������� * sind die Ergebnisse der Apomorphin-induzierten Rotationen der CSM14.1-

transplantierten Tiere (CSM, gelbe Balken) und der scheintransplantierten Tiere (ST, blaue

Balken) vor und nach der Transplantation aufgef���	�� ��
� �

���
������ �
�� ��	�	���
��

erfolgt anhand der Differenz zwischen dem Zeitpunkt, der eine Woche nach L�
���� ��'1�

ermittelt wurde, und den Zeitpunkten, die eine bis 12 Wochen nach Transplantation (R1-R12)

erfasst wurden. Ausgehend von dieser Zu- oder Abnahme der Rotationen ergaben sich die

nachfolgend aufgef���	
�� $��
���


�� =�� �
�� 3����
��� �
	� C
!
��
� �
�� �	�������
��
��

angegeben, und die Signifikanzen wurden mittels U-Test ermittelt (siehe Kap. 2.5, Seite 34).

Eine Woche nach L�
����!���
���s Ausma���
����#����
��
���
���
�
�	�
������

	���	��

Die Gruppe, die anschlie�
��� 
��� >
��	���
#���	�	� 
���
�	 � ����	
� ��� %�		
�� *' B� �P* *<1�

Rotationen pro Minute durch. Die Gruppe der Tiere, die sp�	
�� ���
��	���
#���	�	
� 
���
�	 �

rotierte im Mittel 7,9 (P' -1��������
��
��
��8
�	
���	
�
���
�
��
��������	�
���������	�

Eine Woche nach Transplantation (R1), bzw. drei Wochen nach der L�
��������

��
��@�%-

Tieren, zu einer Zunahme von 1,8 (P' (1���	�	���
� �!�����
�
����
��2-Tiere sich um 4,1

(P* F1���	�	���en pro min steigerten. Bei R2 verringerte sich die Differenz bei CSM-Tieren

um 1,4 (P' B1 � �
�� �2-Tieren betrug sie 4,2 (P* A1�� ��
� @�%-Tiere zeigten bei R3 eine

weitere Reduktion der Rotationen und die Differenz betrug noch 0,5 (P' B1 �!�����
�
����


�

Differenz bei der ST-Gruppe 4,0 (P* <1� ��	�	���
�K���� �
	����� >�� ��


�� >
�	#���	�

unterschieden sich beide Gruppen signifikant (p = 0,044). Vier Wochen nach Transplantation

(R4) zeigten die CSM-Tiere mit �0,7 (P' (1���	�	���
�K����
��
��



������
�
���
���
m

Ausgangzustand, wohingegen die ST-Gruppe 3,3 (P* B1� ��	�	���
�K���� ���������	
�� >��

diesem Zeitpunkt fand sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p = 0,023). Zum

Zeitpunkt R5 jedoch betrug die Differenz bei den CSM-Tieren 1,2 (P* F1 ��
���
���2-Tieren

3,4 (P� *1�� �
��
� 8���
�� ����� �
��������� ��&1 � ���� 

� �
�� �
�� @�%-Gruppe zu einer

Differenz von 0,7 (P* A1� ��	�	���
�K����� ��
� �2-Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt eine

Differenz von 3,3 (P� *1����
���������
��
����	�	���
��!���
��������������
�"!
��8��hen

ermittelt. Acht Wochen nach der Behandlung (R8) zeigte sich bei den CSM-Tieren wiederum

eine Besserung von -0,6 (P* �1���	�	���
�K����� ��
��2-Tiere rotierten hier 1,8 (P* -1������

Die CSM-Tiere zeigten, zum Zeitpunkt R10, eine Differenz von �1 (P* �1���d die ST-Tiere

eine Differenz von 0,7 (P* -1����
��%���	
������2���
#���	�	������*�1� �
��"�
�	
��
������
�
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Rotationen bei der CSM-Gruppe weiter um -1,2 (P* �1� ��	�	���
�K���� ���� ��
� �2-Gruppe

zeigte hierbei eine Differenz vom R0-Wert die 0,8 (P* -1��
	����

��
�
�����&���
"�	�		�=
	�	�
�	��(0,25mg/kg KG, 40min)

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6

=I 1 =� =( =* =. =0 =3 =H =�
I

=�
(

Zeitverlauf

R
ot
at
io
ne
n/
m
in

CSM (n=12)
ST (n=11)

* *

+��������*��+���		��
����	����
�
�����&���
"�	�		��=
	�	�
�	��2
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5���.��&)	��	�%��"7�����	��	��������	�	�
����	�+������������	���	
��2
��4	���������
�&=�			� �
Aufgef���	� �
	� �
��;
������ �
���#���rphin-induzierten Rotationen eine Woche nach L�
���� ��'1 � 
�!�
� 
��
�
Woche bis 12 Wochen nach Transplantation (R1-R12). Die gelben Balken stellen die Gruppe dar, die ein
CSM14.1-Zelltransplantat erhielt (CSM), die blauen Balken stellen die Gruppe mit den Scheintransplantaten
(ST) dar. Die Rotationswerte wurden zum Zeitpunkt R0 von den �����
��C
!
��
����
"��
� ������
�����
�
�"
��
der Zu- oder Abnahme der Rotationen pro min darzustellen. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen ergaben sich bei R3 (p = 0,044) und R4 (p = 0,023) mittels U-Test. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler an.
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*�(�(�6�	���	9	��	��)	��	������������	�
���
���1��������	�	�
��

Um CSM14.1-Zellen aus der Ratte im Wirtsgewebe wieder auffinden und

immunhistochemisch charakterisieren zu k:��
� �!���

���	!
���� �
�
�"�)���"�������
�
���

Hierbei wurde der lipophile rotfluoreszierende Farbstoff PKH26 (Sigma) verwendet. Wie in

der ������
��� �: erkennbar, waren nach der Markierung alle Zellen mit dem Farbstoff

beladen. Zellen, die w���
��� �
�� 2���
#���	�	���
#��"
���� ���� ���� --12 Stunden auf Eis

gelagert wurden, erwiesen sich anschlie�
��������
��
�	
��>
��"���������	���
��('J���	��	
��

Zellen als vital. Wurden solche Zellen wiederum ��
��5���	����3��	����
����
� ��
��AAG�@�

in DMEM mit 10% FKS, so konnten sie nicht von CSM14.1-Zellen unterschieden werden,

die nicht einer solchen Behandlung unterzogen wurden (������:). Die so kultivierten Zellen

wurden adh��
�	 � ����
	
�� ���"
� #���#
� ��
����
�� ��
 � ���� 

� ����	
�� �����>
��	
��ungen

beobachtet werden (������:). Die Markierung und Lagerung bei 4G�@ auf Eis schien daher

keine negativen Einfl�


� ������
�@�%*F�*-Zellen auszu��
��� O
���������	
����


�>
��
��

im Fluoreszenzmikroskop, aufgrund ihrer PKH26-Markierung, von den �����
��@SM14.1-

Zellen unterschieden werden (siehe unten) und waren dadurch, nach intrazerebraler

Transplantation, auch im Wirtsgewebe detektierbar.
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������:���84(3&�����	�
����	��5���.��&)	��	���������	 �
�� PKH26 markierte CSM14.1-Zellen (rote Fluoreszenz), die nach Markierung f���-��	���
���
��FG�@ auf Eis
gelagert, anschlie�
���!�
�
������
��5���	��
��AAG�@ kultiviert und schlie��������	�FJ�7?����4�
�	�!���
��
�� Gleicher Ausschnitt wie oben (�) in der Gegenf���������	���7=��3
������
	��� �����-wei�
�?����

"enz).
�� Wie anhand der N�
����
�����)���736�&- und DAPI-Markierung erkennbar, waren alle Zellen mit PKH26
beladen. Die Zellen waren vital, adh��
�	 �����
	
�����"
�#���#
���
����
����
 �����	
��>
��	
�����
������������
waren, bis auf ihre Fluoreszenz, von den ������
��������
�
�"�
�	
��@�%*F�*-Zellen nicht zu unterscheiden.
Ma�
	�� = 200 M����-c).
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*�(�*�/�		���	�
���	��5���.��&)	��	�������1��������	�	�
���������)!��

Wie in einer vorangegangenen Publikation beschrieben (Haas et al., 2000), konnten

intrazerebral transplantierte Zellen aufgrund ihrer fluoreszierenden PKH26-Markierung im

Wirtsgewebe detektiert und weiterhin immunhistochemisch charakterisiert werden. Diese

Methode wurde auch hier verwendet, um die Integration, Migration und Differenzierung der

transplantierten CSM14.1-Progenitorzellen im dopaminerg deafferentierten Striatum und der

kontralateralen intakten Seite zu untersuchen (�����(I%�(�).

Drei Monate nach Transplantation waren in allen transplantierten Versuchstieren PKH26-

markierte Zellen bilateral im Striatum aufzufinden (����� (I). Die transplantierten Zellen

migrierten ca. 300-400 M�� !
�	� ��
� �
�� $��
	��������� ��� ��
� ���
�
��
� 8��	
�
!
�
��

Auff������ )�
�
�>
��
�� ���
�� ��	���
� ��� �
�� ����
��� )������	�
���
�� ������(I%�(�). Eine

Tumorbildung durch die temperatursensitiv immortalisierten Zellen konnte in keinem der

untersuchten transplantierten Tiere nachgewiesen werden. Soweit es die

fluoreszenzmikroskopische Beobachtung zulie� � 
�
���
�
�� ��
� 	���
#���	�
�	
�� 736�&-

markierten Zellen vital (����� (I%� (�). Unterschiede zwischen der l�
����
�	
�� ���� �
��

kontralateralen intakten Kontrollseite bez��������
����
���

����
�
�
��7���	
�!���
������	�

gefunden.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie war es, die Differenzierung der undifferenzierten

transplantierten Progenitoren in (dopaminerge) Neurone und Gliazellen zu untersuchen.

Die meisten der detektierten, PKH26-markierten CSM14.1-Zellen im Wirtsgewebe konnten

bez������� ���
��neuronalen oder glialen Differenzierung nicht charakterisiert werden, da sie

mit keinem der auf dem jeweiligen Schnitt inkubierten Antik:�#
�� �
���
�	
��� �
��

��
�!�
�
��
� ��	
��� �
�� ������	
��
�
����
�� >
��
�� !��� #�
�	�)� ���� �
�� +�������
�� +?�7�

(����� (��). Die meisten Zellen lagen hierbei innerhalb des Injektionskanals. Dieser war

aufgrund der, schon fr��
�� �
����	
� � 5���
��������� �

� 8��	
�
!
�

� ���
�� �
�	�����

immunraktiv f��� +?�7�� 8
�	
�
� +?�7-enthaltende, transplantierte Zellen lagen oftmals

Blutgef��
�����������(��).

Der einzige neuronale Marker, der in den CSM14.1-Zellen nach Transplantation mittels

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden konnte, war das Neurofilament 200 (NF200). Einige

wenige transplantierte Zellen, die NF200-immunoreaktiv waren, fanden sich im

Injektionskanal immunhistochemisch gef���	
�� 7��#���	
� ��
� ��


� Region im Striatum

(�����(��).
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�����(I����
�	�������		>�	�����		���
���	��	��������	�	�		��<	�	����	��	���
�����	����	�,,	�	�	�	�		��
5�
 �
�� Anti-GFAP markierter Frontalschnitt (gr��
�?����

"
�"1�������
��
��=�C
�	���
����� ��
��	���
#���	�
�	
�����
PKH26-markierte CSM14.1-Zellen enth��	����	
�?����

"
�"1����
���������
�=�C
�	����
�	
	���
�
�+�������
��
	�
aufgrund ihrer gr��
��?����

"
�"��
�	�����
���	������
��@��	
4���
�������

�@��#�
������
����@�1��
	�
�
�����
�
stark angef���	��Ma�
	���D��'' M���� �b).
�� NF200-gef���	
�� �����
� ?����

"
�"1� 7�����
�
����		� �
�� ��
�
�� ���������� �
��
������ ��� �
�� ��� �
��
��
Aufnahmen gekennzeichneten Blutgef��
� ��+1������

	
��	� 
���� 	���
#���	�
�	
� ��	�����

"�
�
��
�>
��
� ���
�
ca. 200-400 M����
��
��=�C
�	���
������in das umgebende CPu migriert sind (Pfeile).
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Alle weiteren hierbei untersuchten neuronalen Marker konnten nicht sicher den

transplantierten CSM14.1-Zellen zugeordnet werden. Das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH),

konnte ebenfalls nicht in transplantierten CSM14.1-Zellen detektiert werden, wohingegen es

aber in den gleichen Hirnschnitten in Kontrollregionen detektiert wurde, z. B. in TH-positiven

Zellforts�	"
���
������	��
����
�	
�����
	��	���������#��
����#��	�������	��	
���	���	�������

in dopaminergen Nervenzellen des Hypothalamus (nicht dokumentiert).

�����(���+�,,	�	�"�	�
����	��	��������	�	�		��5���.��&)	��	������
�����	����	�,,	�	�	�	�		��5�
 �
�� Frontalschnitt durch ein immunzytochemisch f��� +?�7� �����
� ?����

"
�"1� �
����	

� >
��	���
#���	�	��
PKH26-markierte transplantierte Zellen (rote Fluoreszenz) befinden sich gr:�	
�	
��
� ���
������ �

�
Injektionskanals, der aufgrund der Glianarbenbildung deutlich positv f���+?�7��
	��$��
�����+?�7�����736�&�
doppelmarkierte Zelle, die an einem Blutgef��� ��
�	 � �
	� durch einen Pfeil gekennzeichnet.
Ausschnittsvergr:�
����H� ��
� ��� �
�� N�
�
���	� ��	� 7�
��� �
�
��"
����
	
� ��� 
��
� +���"
��
� ��
����
�
�"�
�	
�
CSM14.1-Zelle.
�� Immunzytochemisch f�����
�5
��������
�	��''��5?�''1��
����	
��?���	��
����		������
�?����

"
�"1 durch
das CPu im Bereich eines Zelltransplantats. Erkennbar sind PKH26-markierte transplantierte CSM14.1-Zellen
(rote bis orangefarbene Fluoreszenz) im schr���)
�����
��
��=�C
�	���
���������
��#
"���	�	��
��5?�''-F�������
ist anhand der deutlich angef���	en blaufluoreszierenden Axonb���
��
��
�������$��
�	���
#���	�
�	
 �����5?�''�
positive Zelle ist mit einem Pfeil markiert. Ausschnittsvergr:�
����H�%�	�7�
��������
�	
�����
������
�����	����
differenzierte,� f���736�&�������
����
�
�?����

"
�"1�����5?�''���laue Fluoreszenz) positive transplantierte
Zelle in h:�
�
��;
���:


�����
Ma�
	��
� ��� �
�� ���������
�� �) und b) entsprechen 60 M��� %��
	��
� ��� �
�� ��

����		
)
���:�
����
��
entsprechen 20 M��
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.��+���
���
��

Diese Arbeit beinhaltete zum einen die Charakterisierung temperatursensitiv immortalisierter

Progenitorzellen der Zelllinie CSM14.1 unter definierten Kulturbedingungen ��� �����.

Nachweise wurden mittels Histologie, Immunzytochemie und Western Blot Techniken

durchgef���	, um morphologische Ver���
����
��mit dem Gehalt von Markerproteinen zu

korrelieren, die f��� ��
����
�
�"�
�
��
� 5
�)
�- oder Gliazellen charakteristisch sind. Das

Hauptaugenmerk lag haupts������������%���
�n f���
��
���#����
��
�����
�
�"�
�����

Weitergehend wurden CSM14.1-Zellen �������, nach Transplantation in das Corpus striatum

adulter Hemiparkinson-Ratten, bez����������
������
�
�"�
�����������#����
��
1�5
�)
�- und

Gliazellen hin untersucht. Um Fragen der dopaminergen Differenzierung zu beantworten,

wurden undifferenzierte PKH26-markierte CSM14.1-Zellen durch eine stereotaktische

Operation in das Corpus striatum von Hemiparkinson-Ratten eingebracht und nach drei

Monaten Beobachtungszeit mittels Immunzytochemie charakterisiert. N�
�� 
��
�� >
�	�����

von 3 Monaten wurde zudem der Einflu�� eines solchen Transplantats auf Apomorphin-

induzierte Rotationen hin untersucht und mit dem Einflu�� 
��
�� ���
��	���
#���	�	��� � �
��

eine Kontrollkohorte unterzogen wurde, verglichen. Die hierbei erzielten Ergebnisse werden

im Folgenden mit denen der Literatur verglichen.

.���5�����		����	�
����	��5���.��&)	��	���������	�

Wie oben aufgef���	� !��� 

� >�
�� ��


�� �	���
� ��
� ��� ����� Differenzierungspotential der

CSM14.1-Zellen zu untersuchen, da derartige Fragestellungen und Untersuchungen in der

Literatur noch unzureichend behandelt wurden. Hierbei wurde sich insbesondere auf die

Differenzierung in dopaminerge Neurone konzentriert und dies mit Literaturbefunden der ���

���� Differenzierung dopaminerger Neurone aus der Substantia nigra pars compacta

verglichen.

.�����)	����
�
��	�
����
���
�
�����	�6	�9��	�
��	��

Die Zelltypen des adulten S���
��
����
� 
	���
�� ���
� )��� #�����
��
�
��
�� �
����
��

Stammzellen ab, die sich im embryonalen Gehirn in der Ventrikularzone befinden (Sauer,

1935; McKay, 1989; Gage et al., 1995). Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass sich

solche Stammzellen auch aus adulten Gehirnen isolieren und ��� ����� unter Zugabe von

mitogenen Substanzen expandieren lassen (Reynolds et al., 1992; Weiss et al., 1996; Palmer

et al., 2001). Unter diesen Kultivierungsbedingungen behalten sie die Merkmale neuraler
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Stammzellen, n������� ��
� ;������
�

��� �

� �
����
�� �	���"
������
�
� 5

	���

(Frederiksen und McKay, 1988; Lendahl et al., 1990), hohe Proliferationsraten und das

Generieren von Tochterzellen mit Stammzelleigenschaften und von solchen Zellen, die in

neuronale oder gliale Richtung differenzieren (Gage et al., 1995; Svendsen und Rosser, 1995),

bei.

Die hier verwendete klonale CSM14.1-Zelllinie stammt aus dem ventralen Mesenzephalon

einer Ratte vom Embryonaltag 14 (E14) und wurde von Durand et al. generiert (1990).

Bekannt war bislang nur, da�� �iese Zellen mittels retroviralem Gentransfer zur

N�
�
4#�


�����

�E����
�#�����	

�����
-T-Antigen immortalisiert wurden, sie bei 33G�@

proliferieren und ihre Zellteilungen bei 39G�@ Umgebungstemperatur einstellen. Einhergehend

mit dem Teilungsstopp ver���
�	
�� ��
� �����
�� �
��oepithelialen Zellen ihre Morphologie,

bildeten vermehrt Ausl���
����
�����!��
��
��
�8���
����������
�
�"�
�����������
��	�)�

f��� 26� ��� NSE (Durand et al., 1990). Das Fehlen einer TH-Immunreaktivit�	� ���

undifferenzierten CSM14.1-Zellen wurde auch von der Arbeitsgruppe um Prof. D.E.

Bredesen beschrieben (Anton et al., 1994). Mehr als die Angaben aus dem Abstrakt von

Durand et al. (1990) und den Publikationsinhalt von Anton et al. (1994) ��
����
�>
���������
�

und die �������� Differenzierung dieser Zellen war nicht bekannt. Die Ergebnisse dieser hier

vorliegenden Arbeit best�	��	
������)
�)���
	�����	
�����
����
���
�����
����
�
���
����
��

Die in DMEM unter Zugabe von 10% FKS und unter permissiven Kulturbedingungen von

33G� @ kultivierten CSM14.1-Zellen zeigten weitere ph���	,#�
��
 � #�,
������
��
� ����

morphologische Eigenschaften, die allgemein als typisch f��� �
����
� �	���"
��
��

angenommen werden. Eine hohe Zellteilungsrate mit einer Teilung etwa alle 18 Stunden, die

alle drei Tage eine erneute Passage notwendig machte, sowie die Morphologie von

neuroepithelialen Zellen, die bei Konfluenz einem epithelialen Verband ���
�	
� ���� ��
�

erstmals dokumentierte Vorhandensein des neuralen Stammzellmarkers Nestin k:��
����
�zu

herangezogen werden (Lendahl et al., 1990; Redies et al., 1991; Cattaneo und Conti, 1998).

Da sich humane neurale Stammzellen in bisherigen Studien ��������)
���
�	
���7������
	��l.,

2000; Palmer et al., 2001; Andressen et al., 2003), ist deren unbegrenzte Vermehrung unter

ethischen (Hildt, 2000) und praktischen (Bj:����������� ����)��� � �'''/����
�� 
	� ��� � �''�1�

Gesichtspunkten von besonderem Interesse. Durch ihre Verwendung bei der klinischen

Transplantation w���
� ��
� ��"���� �
�� ��
����� )
�!
��
	
�� $���,��
�� ��
�� ?
	
�� ���� 
���

Minimum reduziert und es w��
� 
���
��

	
��	 � ��

� 

� �
��� $�#����
�� ��������� ����

m:�����
�� )���
���
�� 2

	�
� �

� �#
��
���	
����
� ����	� "�� )����
�� ��
�� ���	eriellen

Infektionen kommt.
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Eine Erh:������
��9��
����
	
�#
��	�������A(G�@, welche der Temperatur im Rattengehirn

entspricht (Schr:�
� � *(-&/� +����� � *(('/� %��	��
"-Serrano und Bj:������ � *((B1� ����

routinem��������)���
���
���	���
����	�	
�#
��	��

�
	�)�immortalisierten Zellen verwendet

wurde (Frederiksen et al., 1986, Redies et al., 1986; Zhong et al., 1993; Snyder, 1994;

Cattaneo und Conti, 1998), zusammen mit einer Reduktion von FKS auf 1% nach dem

Protokoll von Winkler et al. (1998) f���te zu einem Proliferationsstopp sowie weitgehenden

ph���	,#�
��
�� ���� ���#������
��
�� ;
����
����
��� �
�� 5���!
�
� ���� ��
�

immortalisierende Onkogenprotein Large-T-Antigen erfolgte im Western Blot. Bei

undifferenzierten, stark proliferierenden Zellen fand sich ein hoher Gehalt dieses Proteins.

Dieses war allerdings schon nach drei Tagen unter den oben beschriebenen

Differenzierungsbedingungen und f��� �
�� folgenden Zeitraum nicht mehr nachweisbar und

erkl��	� ����� ��
� ������
� )�	��
�� >
��
�� ��
�� �
�� !
�	
�
�� 3��	�)�
����
"
itraum. Die

Herunterregulation des immortalisierenden Onkogenproteins Large-T-Antigen und die damit

einhergehende Sicherheit dieses Immortalisierungsverfahren wurde schon fr��
���
�����
�
��

verschiedenen neuralen Stammzelllinien aufgezeigt (Frederiksen et al., 1988; Redies et al.,

1991; Cattaneo und Conti, 1998) und konnte in dieser Studie f��� ��
� @�%*F�*-Zellen

verifiziert werden. Die hier in der �������� Situation erzielten Ergebnisse werden weiter unten

bei der ������� Charakterisierung dieser Zellen wieder aufgegriffen (Kap. 4.2).

Unter den Differenzierungsbedingungen kam es weiterhin zu einer generellen

Gr:�
�"�����
� 
�!�
� 
��
�� 
���������	
�� >�����
� ��� >
����
����
��� �
�
���
��

undifferenzierten CSM14.1-Zellen. Viele der differenzierten Zellen besa�
���ie Morphologie

unterschiedlichster Nervenzellen wie man sie auch in prim��
�� �
������
�� >
�����	��
��

beobachten kann (Neale et al., 1978; Baughman et al., 1991; Goslin und Banker, 1991;

Trenkner, 1991; Keefer et al., 2001). Ausdifferenzierende CSM14.1-Zellen ���
�	
����#����
��

und multipolaren Nervenzellen oder waren mit Pyramidenzellen vergleichbar. Nach

einw:����
�� ����
�
�"�
����� ����
	
�� �
�
�� ��
����
�� ��
	"!
���������
.� �	���	��
��

untereinander aus, die denen von Nervenzellen aus Prim�����	��
�����
�	en (Trenkner, 1991;

Keefer et al., 2001).
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et al., 2001). Undifferenzierte CSM14.1-Zellen wiesen einen hohen Gehalt des neuralen
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Stammzellmarkers Nestin auf, wohingegen dieser w���
����
������
�
�"�
��������	��uierlich

abnahm. Es war schon seit l���
�
�� �
����	 � ���� 5

	��� ��� �
����
�� �	���- und

Progenitorzellen der Ratte vorkommt (Frederiksen und McKay, 1988; Lendahl et al., 1990),

im adulten Gehirn nur noch in Regionen mit proliferierenden Zellen nachgewiesen werden

kann (Cameron und McKay, 1998, Filippov et al., 2003) und in ausdifferenzierenden

postmitotischen Zellen nicht mehr nachweisbar ist (Svendsen et al., 2001). Eine solche

Abnahme dieses Intermedi�������
�	#��	
��
���	
������
�
�"�
����
�
����
�� �������� ist f���

eine Reihe weiterer immortalisierter neuraler Stamm- oder Progenitorzelllinien beschrieben

worden (Frederiksen et al., 1888; Redies et al., 1991; Snyder, 1994; Cattaneo und Conti,

1998). Im Gegensatz zur Abnahme von Nestin kam es w���
����
�����ferenzierung zu einer

Zunahme neuronaler Markerproteine in den CSM14.1-Zellen. Dies deutete auf eine generelle

neuronale Differenzierung dieser Zellen ��� ����� hin. F��� ��
�7��	
���5�$� !��� 
��
� 
����
�

Zunahme, eine Woche nach Differenzierung, f�����


�>
�len schon vorher bekannt (Durand

et al., 1990), jedoch konnte in dieser Studie eine deutliche Zunahme der NSE mittels Western

Blot schon nach drei Tagen bei 39G� @ Umgebungstemperatur nachgewiesen werden. Der

Gehalt dieses Proteins blieb dann ��
�� �
�� !
�	
ren Kultivierungszeitraum, gegen��
��

undifferenzierten CSM14.1-Zellen, erh:�	� ���� ��
� �#
"���	�	� �

� ��	��:�#
�
� !���
�

zus�	"����� ��	� 
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�� 7�
�	�)���	����
� �7��	
���,
�	� ��
� �
�� 6�##����#�
� 
��
�� ��		
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aufgezeigt. Da NSE jedoch als alleiniger Marker f��� eine neuronale Differenzierung als

problematisch anzusehen ist (Sensenbrenner et al., 1997; Svendsen et al., 2001), wurden die

Zellen zus�	"���������=��
��5
�5-Gehalt hin untersucht. Dieser panneuronale Marker (Mullen

et al., 1992), dessen Funktion noch nicht bekannt ist, markiert ausschlie������#�
	��	�	�
��
�

Neurone (Mullen et al., 1992; Sarnat et al., 1998). In der Immunzytochemie waren CSM14.1-

Zellen zu keinem Zeitpunkt eindeutig immunreaktiv f���5
�5 �!�����
�
�����8

	
������	�

eine f���5
�5�
#
"���
��e Bande bei ca. 46 kDa bei differenzierenden Zellen schon nach drei

Tagen und ��
���
���

��	
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�
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 � ����

NeuN spezifische Bande (ca. 48 kDa) war allerdings auch bei undifferenzierten CSM14.1-

Zellen im gleichen Ma�
�����!
�
����!�
� ��� ����
�
�"�
�
��
��������
�� ��
�?���	����)���

NeuN noch keine genauen Hinweise vorliegen, ausser der Annahme es k:��	
�
������
��
�����

einen Transkriptionsfaktor handeln, der an einer neuronalen Differenzierung beteiligt ist

(McPhail et al., 2004), kann ��
�� ��
� �
�
�	���� �
�� >�����
� ��
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differenzierenden CSM14.1-Zellen ��� ����� nur spekuliert werden. Es bleibt jedoch

festzuhalten, dass ein bestimmter Bestandteil dieses Proteins nur w���
����
������
�
�"�
�����

von den Zellen gebildet wurde, was ebenfalls auf eine neuronale Differenzierung hinweist.
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Eindeutiger fiel in dieser Studie der Nachweis f��� ��
� �
������
� %���
�#��	
��� %�7<� ���

differenzierenden CSM14.1-Zellen aus. Die hierbei detektierten Epitope,

Mikrotubulibestandteile von Nervenzellen, charakterisieren ausdifferenzierte Nervenzellen

(Matus, 1988). Diese waren mit immunzytochemischen Methoden in undifferenzierten

CSM14.1-Zellen nur schwach detektierbar, aber in differenzierenden Zellen nahm der MAP5-

Gehalt in allen Zellen stark zu und war in sp�	
���	���
�� ����
����	
��������
���	���	��
� �

dem Zytoplasma und Ausl���
��� ��
� �4��
�� ���
�	
�� ����!
�
����� 8
�	
�
�

mikrotubulinassozierte Proteine vom Typ 2 (MAP2) dienen ebenfalls als Standardmarker f���

postmitotische ausdifferenzierte Nervenzellen �������� (Palmer et al., 1997; Jung et al., 1998,

Li et al., 1998, Svendsen et al., 2001) und ��� ���� (Lundberg et al., 1997; Catapano et al.,

1999). Das Vorkommen von MAP2 korreliert wiederum sehr mit dem von MAP5, was die

neuronale Differenzierung der CSM14.1-Zellen erh��	
	� �7���
�� 
	� ��� � *((B1�� ��
�2
��
�"�

der CSM14.1-Zellen, unter diesen Differenzierungsbedingungen (39G� @

Umgebungstemperatur und Serumreduktion) in eine neuronale Richtung zu differenzieren,

l��	� 
�ch somit aus den in dieser Arbeit erbrachten Befunden ableiten. Diese werden noch

weiter dadurch bekr��	��	 � ���� +?�7 � ��
� ������	
��
	�
��
� =�	
��
���������
�	#��	
��� )���

Astrozyten (Eng et al., 1971; Eng und Kosek, 1974; Debus et al., 1983; Franke et al., 1991),

bei den CSM14.1-Zellen, mittels eines monoklonalen Antik:�#
�
 in dieser Studie zu keinem

Zeiptunkt nachgewiesen werden konnte. Dies ist ein Hinweis f�����
�#���
�
�	�
��
��
������
�

Differenzierung unter den hier durchgef���	
��3��	�)�
����
�
����ungen bei den CSM14.1-

Zellen. Ein solches Differenzierungsverhalten, d. h. eine pr��
�
�	�
��
� ����
�
�"�
����� ���

Nervenzellen ��� �����, ist f��� !
�	
�
� �����	���
�
�	
�>
������
� �z. B. RN33B- und ST14A-

Zellen, ebenfalls beschrieben worden (Whittemore und White, 1993; Cattaneo und Conti,

1998) und wurde sogar bei prim��
���
���
#�	�
����
��>
��
���
�����	
	�����-Caron, 1995).

Es fanden sich hierbei auch keine Unterschiede bez������� �
�� ��	
�
���
�����
�� �
����en,

aus welcher diese Zellen stammten. Ob diese pr��
�
�	�
��
� ����
�
�"�
����� ��� �
������
�

Richtung alleine von den Kulturbedingungen, einem genetisch determinierten Programm oder

von fehlenden, bzw. vorhandenen Umgebungsfaktoren (z. B. Molek��
�� �
�� $>%� D�

extrazellul��
� %�	��41� ��������� �
	 � ����	
� ���� �
����
� �	���"
��
�� ��
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Einfluss hat. Ein wichtiger Kandidat jedoch k:��	
� ��
� >,	�����
��)�	� @52?� ���
	
��
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(Richardson, 1994; Lee et al., 2000; Haas et al., 2004). Von CNTF ist bekannt, dass es nach

Zugabe zum Kulturmedium ��� ����� (Hughes et al., 1988; Sun et al., 2001; Hasling et al.,

2003) oder nach Applikation ��� ���� in das Zentralnervensystem (Winter et al., 1995;
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Clatterbuck et al., 1996; Kahn et al., 1996), die Differenzierung von neuralen Progenitor- und

Stammzellen in eine gliale Richtung induziert. Q������
� $��
���


 � �������� 
��
�

Differenzierung in GFAP-immunreaktive Zellen nach CNTF-Applikation, wurden auch bei

sogenannten ES-Zellen (Embryonale Stammzellen) gefunden, die durch selektive

Kultivierungsbedingungen ��� ����� gezielt in unterschiedlichste Zellpopulationen des

Zentralnervensystem differenzieren konnten (Barberi et al., 2003). Wie in der hier

durchgef���	
�� ���
�	� ��		
�
�8

tern Blot und immunzytochemischem Nachweis gezeigt

werden konnte bildeten die undifferenzierten CSM14.1-Zellen selbst kein oder nur geringste

Mengen des Zytokinderivats CNTF. Dies w��
� ���
�� 
��
� �:�����
� $��������� ���� 
���

Ausbleiben der glialen Differenzierung in den CSM14.1-Zellen unter serumreduzierten

Bedingungen. Interessanterweise bildeten naive ST14A-Zellen, eine Zelllinie, mit deren

intrazerebralen Transplantation (Haas et al., 1999; Weinelt et al., 2003) und ��� �����

Charakterisierung (Wree et al., 2002; Hovakimyan et al., 2008a) sich unsere Arbeitsgruppe

ebenfalls besch��	��	 � ��� ;
���
���� "�� ���
�
�� 8���
	��
- und Differenzierungsfaktoren,

selbst nur geringste Mengen an CNTF-mRNA (Cattaneo und Conti, 1998), und desweiteren

war das CNTF-Protein in diesen Zellen ebenfalls nicht nachweisbar (Weinelt et al., 2003).

Inzwischen wurden diese naiven ST14A-Zellen in der Arbeitsgruppe um Prof. Rolfs (Klinik

f���5
�������
 �9��)
�
�	�	� ��
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�
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endogen CNTF ��
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Arbeitsgruppe (B:		��
��
	���� ��''A1�!���
���
���5�-Expressionsprofil der unver���
�	
��

ST14A-Zellen mit dem der CNTF-��
�
4#����
�
��
���2*F�-Zellen w���
���
��
�����"
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Differenzierungsphase verglichen. Es wurde hierbei die Affymetrix-Micoarray-MethodeR

angewandt und diese erm:�����	
� 

� ���� B(''� ��
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� +
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Differenzierung der CNTF-��
�
4#����
�
��
���2*F�-Zellen in Astrozyten. Jedoch erfolgte

in dieser Studie, verglichen mit der Arbeit von Cattaneo und Conti (1998), kein Serumentzug,

sondern lediglich eine Temperaturerh:���������A(G�@ (bei 10% FKS-Supplementierung) und

der l���
	
� ��	
�
���	
�>
�	����� betrug nur 24 Stunden (B:		��
�� 
	� ��� � �''A1��8
�	
�����

wurden diese Zellen ohne Tetrazyklingabe kultiviert (B:		��
�� 
	� ��� � �''A1 � ��!���� ��
�

eingebrachte CNTF-��
�
4#����
�
��
� +
�� ��	
�� 
��
�� 2
	��",����-abh��gigen Promotor

stehen sollte (Weinelt et al., 2003). CNTF sollte also in diesen Zellen, nach dem sogenannten

Tet-on-Prinzip (Kistner et al., 1996; Mansuy et al., 1998), nur bei Kultivierung mit dem

Antibiotikum Tetrazyklin oder seinen Derivaten von den Zellen produziert werden. Es w��
�

sicher eine interessante Fragestellung zu untersuchen, wie sich diese CNTF-
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���2*F�-Zellen bez����������
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Differenzierung ��
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��
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�	����� ����
�
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�	�������	
��Serum-freien oder -reduzierten

Differenzierungsbedingungen bei 39G� @ und zus�	"����
�� 2
	��",�������
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����	
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anzunehmen ist, da���
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�>
�	�����"�����"��
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von Tetrazyklin die CNTF-Produktion dieser Zellen doch deutlich erh:�
����

	
��;����
��

oben aufgef���	
�� �5AA�-Zellen (Whittemore und White, 1993), sowie auch von den

ST14A-Zellen (Cattaneo und Conti, 1998), wei�� ���� ��"!�
��
� � ���� 
�
� �����

Transplantation in das adulte Rattengehirn vermehrt in GFAP-immunreaktive Zellen, also in

Astrozyten, differenzieren (Lundberg et al., 1996, 1997, 2002). Dies ist auch f��� ��
�

Prim�����	��
���
!���
�
��
����
��	���"
��
� ���
���
����
�
�����	��"
�
�����	���
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wurden, gezeigt worden (Englund et al., 2002a, b). Diese neuroepithelialen Zellen besitzen

also das Potential in verschiedene Zelltypen des ZNS zu differenzieren, obwohl ��� �����

vornehmlich die neuronale Richtung eingeschlagen wird. Diese neuronale Differenzierung ���

����� lie�
� 
���� ������ �
�� �
����
�� 
���genen CNTF-Gehalt m:�����
�!
�

� 
�����
��� In

einer k��"����� von einer anderen Arbeitsgruppe publizierten Studie (Vernon und Griffin,

2005) wurde ebenfalls die neuronale Differenzierung von CSM14.1-Zellen ��� �����

untersucht. Hierbei wurde das von Haas und Wree (2002) beschriebene

Differenzierungsprotokoll angewandt. Die differenzierenden CSM14.1-Zellen wurden hierbei

jedoch f��� 
��
��>
�	�����)�����
� "�� 

��
�8���
�����	�)�
�	��>�
���
��
��
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	� 
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sagen, dass die in dieser Dissertation vorliegenden Befunde bez��������
������erenzierung in

neuronale Zellen von Vernon und Griffin (2005) best�	��	� !���
��� O
����� ����	
��;
�����

und Griffin den Astrozytenmarker GFAP in undifferenzierten CSM14.1-Zellen mittels eines

polyklonalen Antik:�#
�
� der Firma Chemicon nachweisen. Unter

Differenzierungsbedingungen nahm der GFAP-Gehalt in diesen Zellen dann kontinuierlich ab

(Vernon und Griffin, 2005). Die beiden Autoren schlossen daraus, wie es meine Befunde

ebenso aufzeigten, dass CSM14.1-Zellen ��� ����� eine pr��
�entielle Differenzierung in

Nervenzellen durchlaufen. Vernon und Griffin diskutierten zudem die Anwendung von Anti-

GFAP als Astrozytenmarker als sehr kritisch, da Zellen, die nicht zum ZNS geh:�
�,

ebenfalls GFAP enthalten k:��
�� �;
����� ���� +������ � �''<1. Zudem gilt die Anwendung

polyklonaler Antik:�#
�� ��� ���� und vor allem ��� ����� aufgrund unspezifischer

Kreuzreaktivit�	
�� des von immunisierten Tieren entnommenen Serums als ohnehin

problematisch (Polak und van Noorden, 1992). Eine positive Markierung undifferenzierter

und differenzierender CSM14.1-Zellen ��� ����� unter Verwendung eines monoklonalen

Antik:�#
�
 konnte in der hier vorliegenden Dissertation nicht beobachtet werden, obwohl
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dieser verwendete Antik:�#
�� ��� ���� deutliche positive Markierungen erzielte. Diese

Ergebnisse und die gliale Differenzierung bei den CSM14.1-Zellen ������� wird in Kapitel 4.2

weiter besprochen.

.���*�+
�����	��	�+�,,	�	�"�	�
����������	�

Nachdem auf die neuronale Differenzierung und das Fehlen einer glialen Differenzierung bei

den CSM14.1-Zellen eingegangen wurde, wird im folgenden die spezielle Differenzierung in

dopaminerge Nervenzellen diskutiert und mit der von dopaminergen nigrostriatal

projizierenden Neuronen ������� verglichen.

In Gehirnen von S���
	�
�
�� �
	� ��
�Anzahl dopaminerger Nervenzellen, im Vergleich zur

gesamten Anzahl von Neuronen, sehr gering (German und Manaye, 1993). Im Mittelhirn sind

diese dopaminergen Neurone zudem auf wenige Kerngebiete beschr���	������
����
��
�������

der Area 8 (A8, Nucleus retrorubralis), Area 9 (A9, Substantia nigra pars compacta) und Area

10 (A10, Area tegmentalis ventralis) (Bj:���������������)��� �*(-F/�5
�
���
	���� �*((&1��8�
�

Eingangs erw���	 ��
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an Dopamin in den Basalganglien, ausgel:
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im Mesenzephalon (Parkinson, 1817; Tretiakoff, 1919; Marsden, 1992). Hierbei sind es

besonders die nigrostriatal projizierenden Neurone, der Substantia nigra pars compacta von

A9, welche durch ihr Absterben zu den Bewegungsst:����
���
���%����
�7�����
�������
��

und nicht die der Region A10, die zudem in geringerem Ma�
� �
����
�
�
��	�)
��
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Ito et al., 1992). Diese A9-Neurone unterscheiden sich bez������� ���
�� $�	!������� � ���
��

Eigenschaften und ihres Gehaltes an spezifischen Markerproteinen von den �����
��

dopaminergen Nervenzellen des Mittelhirns und dem weiterer Hirngebiete (Liang et al., 1996;

Alfahel-Kakunda und Silverman, 1997). Im Hinblick auf die Substitutierung dopaminerger

Neurone in den Basalganglien durch die Zelltransplantation liegt es daher nahe, Zellen zu

verwenden, die denen aus der Area 9 am weitestgehenden entsprechen (Bj:���und und

Isacson, 2002).

Die �+
���	.������
����������
����
����
�
�"�
�������#����
��
��5
����
��
����
��(�)���

Nagetieren, insbesondere bei Laborm��

� ��
	�
�����!
�	�
�
�����	
�
���	������

����
�
��

(Perrone-Capano et al., 1999; Perrone-Capano und Di Porzio, 2000). Bei M��

�� ��
�	� �
��

Entstehungsort dieser Neurone an der ventrikul��
�� >��
� ��� �
�� +�
�"�
����� "!�
��
��

Mesenzephalon und Metenzephalon (Voorn et al., 1988), wobei die ersten Zellen um den

Embryonaltag 8,5 (E8,5) entstehen (Di Porzio et al., 1990). Die Entwicklung der
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dopaminergen Neurone basiert auf einer Reaktion auf Molek��
 � ��
� )��� 
��
����	
��

Signalzentren entlang der dorso-ventralen und antero-posterioren Achse sezerniert werden.

Zwei Signalmolek��
 � �������� ������ �
��
���� ����1� ���� �
�� basische Fibroblasten-

Wachstumsfaktor 8 (bFGF8), ��
�� ��
��
�� 
��
� !���	��
� ?���	���� ��
�� =�� )
�	���
��

Mesenzephalon wirken Shh und bFGF8 auf mitotisch aktive neuronale Vorl���
�"
��
� � ���

eine ventrale und anterior-posteriore Position zu bestimmen und um eine Kaskade von

Genexpressionen in Gang zu setzen, die letztendlich zu einem dopaminergen Ph���	,#�����
��

(Hynes et al., 1995; Ye et al., 1998; Hynes und Rosenthal, 1999). Es wurden eine Reihe von

Genen, die an diesem Prozess teilnehmen, identifiziert, darunter die Homeobox Gene 0	12�3�

��143� $��������� 2� ���� 5� "$�23� $�5%. Das erste bislang bekannte Gen, das speziell von

proliferierenden dopaminergen Vorl���
�"
��
�� 
4#����
�	� !��� � �
	� 0	12� (Smidt et al.,

2000), gefolgt von $�2 und $�5 um E9 (Simon et al., 2001; Simon et al., 2003). Am Tag

E10,5 werden die dopaminergen Vorl���
�"
��
�� #�
	��	�	�
��� ���� �
����
�� ����
�
��
�

neuronale Marker zu exprimieren (Wallen et al., 1999). Zu diesem Zeiptunkt wird erstmals

die mRNA des nukle��
���
	��
���
�
"
#	��
�5���* exprimiert, unmittelbar von ��14 am Tag

E11,5 gefolgt (Wallen et al., 1999; Smidt et al., 2000). Ein funktioneller Zusammenhang

zwischen diesen oben aufgef���	
��+
�
�� �
	���
��������������	��
����	 � C
�����!
�������

inzwischen, da�� 5���*� ���� ��
� +
�
��
��ng des Enzyms TH, welches ab dem Tag E11,5

nachweisbar ist, essentiell ist (Specht et al., 1981; Berger et al., 1982; Zetterstr:��
	���� �*((B/�

Saucedo-Cardenas et al., 1998; B��������
	���� �*(((/�7
����
-Capano et al., 1999; Wallen et

al., 1999; Cazorla et al., 2000; Smidt et al., 2000, Eells et al., 2001). Auf die Nurr1-

Expression folgt das Enzym Aldehyddehydrogenase-2 (ALDH2), das an der Synthese von

Retins���
���
�;�	��������
	
����	��
	�����"��
����
�!
�	
�
��=�����	�������
��
����
�
�
��	
��

dopaminergen Ph���	,#� �
��>
��
�� ��� ��
�� (� �
����
"��
�� !���� �%�@���
�,� ���� ����
� �

1994;�Haque et al., 1997; Wagner et al., 1999; Wallen et al., 1999). Sp�	
�� !
��
�� ��� �
��

dopaminergen Vorl���
�"
��
�� +
�
� 
4#����
�	 � ��
� ���� ��
� !
�	
�
� �,�	�


� ���� �
��

Metabolismus von Dopamin n:	��� 
��� � �����	
�� ���,���4,-L-Phenylalanin-Decarboxylase

(DDC), der vesikul��
� %�������	���
#��	
�� �� �;%�2�1 � �
�� ��#����	���
#��	
�� ���21 �

sowie andere f��� ��#����� 
#
"���
��
� +
�
� ��
�� 7��	
��
 � ��	
�� ���
�
�� �-ret und ein

Rezeptorkomplex (GDNFR�*1� ���� �
�� �
���	��#�
��?��	��� +�5?� �7
����
-Capano et al.,

1999). Es sind inzwischen Knock-out M��

�������
��
�
	
���
����
������
����	
��+
�
���
��

Transkriptionsfaktoren, darunter $�2 und $�5, 0	12� und Nurr1, generiert worden, und ihre

kritische Funktion f��� ��
� ����
�
�"�
����� ���� $�	!�������� �


�"
#���
�� ��#����
��
��

Neurone wurde nachgewiesen (Eells, 2003).
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Die Abfolge dieser Entwicklungsschritte bei der dopaminergen Differenzierung, wie sie oben

f���%��

��

����
�
��!���
 ��
	���������cher Art und Weise auch beim Menschen vorhanden

(Freeman et al., 1991; Perrone-Capano et al., 1999). Aufgrund der menschlichen

Entwicklungszeiten erfordern diese Schritte allerdings deutliche l���
�
�>
�	����
����
�
�
	
��

TH-immunreaktiven Zellen entlang der ventrikul��
��>��
����)
�	���
��%


�"
#�������

�

Menschen sind nach 6,5 Wochen der Schwangerschaft auffindbar und erst nach weiteren 3,5

Wochen sind Ihre Ausl���
�� 
�
	���
� ��� �
�� 2
�������
��
	
� � z. B. dem Putamen,

auffindbar. Ab der 10. Woche befinden sich dann nahezu keine neu entstehenden Zellen mehr

entlang der ventrikul��
��>��
��?�

����
	���� �*((*1��=���
��B��� 12. Woche wurde bislang

auch die Entnahme humaner Feten f��� �����
��
� 2���
#���	�	���

	���
�� )���
����
��

(Hagell und Brundin, 2001; Bauer et al., 2002).

Wie Eingangs erw���	 � !��� 
��
� �
�� "
�	���
�� ?���

	
�����
�� ��


�� ���
�	� ��
�

Untersuchung der dopaminergen Differenzierung der CSM14.1-Zellen unter definierten

Kulturbedingungen ��� �����. N�
�� ��


� !��� ��
����� ���� �
����	 � ��

� �����ferenzierte

CSM14.1-Zellen die mRNA f�����
�$�",��26�
4#����
�	
���>�����
	���� �*((A/���	���
	���� �

1994, 1995). Das Protein jedoch selbst konnte mittels Immunzytochemie in undifferenzierten

Zellen nicht nachgewiesen werden (Anton et al., 1994) und soll laut Durand et al. (1990) erst

nach einer Woche unter Differenzierungsbedingungen und der Zugabe von Retins���
� )���

den Zellen in nachweisbaren Mengen f��� �����",	���
��
��
�;
�����
�� �
����
	� !��den

sein. Weiterhin war bislang von den CSM14.1-Zellen nur bekannt, dass sie aus dem ventralen

Mesenzephalon einer Ratte vom Tag E14 stammen. Aus diesem Grunde und der Tatsache,

dass undifferenzierte CSM14.1-Zellen in eigenen immunzytochemischen Vorexperimenten,

ebenfalls keine positiven TH-Markierungen aufwiesen, untersuchte ich diese zun���
	� ����

ihren Nurr1-Gehalt, da die Nurr1-Expression im Rahmen der dopaminergen Differenzierung

der von TH direkt vorangestellt ist. Zudem ist das Vorhandensein von Nurr1 essentiell f�����
�

Generierung des Enzyms TH in dopaminergen Nervenzellen von A9 (Zetterstr:��
	���� �*((B/�

Saucedo-Cardenas et al., 1998; Cazorla et al., 2000; Eells et al., 2001). Homzygote Nurr1-

Knock-out M��

�����
���
��
���#����
��
��5
����
�����
�����
	��	���������#��
����#��	��

aus und sterben innerhalb der ersten Tage nach der Geburt, da sie aufgrund von motorischen

St:����
������	�����
�����
�
����5����������"��
��
���>
		
�
	�:��
	���� �*((B1���
����


��

Tieren sind jedoch die �����
�� ��#����
��
�� 5
�)
�"
��#�#���	���
� � z. B. im

Hypothalamus und dem Bulbus olfactorius, scheinbar normal angelegt (Zetterstr:�� 
	� ��� �

1997; Saucedo-Cardenas et al., 1998). Wie sich mittels Immunzytochemie zeigte, besitzen

alle undifferenzierten CSM14.1-Zellen (33G� @, 10% FKS) den Rezeptor Nurr1, und im
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Western Blot konnte seine anf�������
� >�����
� ���
������ �
�� 
�
	
�� ��
�� 2��
� �
��

Differenzierung dokumentiert werden. Anschlie�
��� ���� 

� "�� 
��
�� ���	����
�����
��

Abnahme unter den Ausgangswert, die aber immer noch deutlich detektierbar war. Im

Gegensatz hierzu zeigte sich f����as Enzym TH in den undifferenzierten CSM14.1-Zellen nur

eine schwache immunreaktive spezifische Bande bei 68 kDa, wohingegen schon nach drei

Tagen der Differenzierung diese Bande deutlich an Immunreaktivit�	�"����� �"��
��!
�	
�
�

f��� ��



� 7��	
��� 
#
"���sche Banden hinzukamen und diese Banden ��
�� �
�� �

��	
��

weiteren Kultivierungszeitraum konstant blieben. Q������� )
���
�	
�� 
���� ��
� @�%*F�*-

Zellen bez������� �
�� ;
����
����
�� ���

� ���6�-Gehaltes, n������� ����	� ����!
�
���
�

Mengen im undifferenziertem Zustand und eine kontinuierliche Zunahme ��
���
���

��	
��

Differenzierungszeitraum. Diese Ver���
����
����


��
��������
��
����
����	
�#�
	�
�
�H

Nestin-immunreaktive undifferenzierte CSM14.1-Zellen werden durch die ver���
�	
��

Kulturbedingungen zur Differenzierung angeregt und Nurr1, dessen biologischer Ligand

�����
��
����������	��
����	��
	 �
	
��	����

��
��+
���	������


��>
��
���� ����
���
�:	��	�

wird, um nun verst���	� �
��26-Promotor zu aktivieren (Cazorla et al., 2000; Eells et al.,

2001). Nach der Initialisierung der Differenzierung innerhalb der ersten drei Tage kommt es

dann zur kontinuierlichen Abnahme von Nurr1, wobei es aber immer noch in Proteinlysaten

aus diesen Zellen nachweisbar bleibt, wie es auch f��� ��#����
��
� 5
����
� ��� ����

beschrieben wurde (B������� 
	� ��� � *(((1�� ������� "�� �
�� ��� ���� Differenzierung

nigrostriataler dopaminerger Neurone von A9 konnte in den CSM14.1-Zellen ebenso, ��������,

eine zeitliche Abfolge der Expression der Markerproteine f��� 
��
� ��#����
��
�

Differenzierung n�������5���* �26�und schlie���������6���
�����	
	�!
��
�.

Diese Beobachtungen sind im Vergleich zu einer Publikation von Wagner et al. (1999) von

besonderem Interesse. In deren Studie wurden immortalisierte zerebell��
� �	���"
��
�� �
��

Zelllinie C17.2 mittels gentechnischer Methoden so ver���
�	 � ��

� 
�
� 
����
�� 5���*�

produzierten. Gew:������
�5

	��-immunreaktive C17.2-Zellen enthalten kein Nurr1. Unter,

den sonst f���@*B��-Zellen gebr��������
������
�
�"�
����
�
�������
������
�
�"�
�	
����


�

zun���
	� nicht in TH- und ALDH2-immunreaktive Zellen. Erst nach Kultivierung mit

Astrozyten, gewonnen aus dem ventralen Mesenzephalon von Mausembryonen (E16), konnte

in diesen zerebell��
�� �	���"
��
�� 26� ���� ��������
��� ���6�� �����
!�


�� !
��
��

(Wagner et al., 1999). Die Autoren folgerten daraus, dass unbekannte von den Astrozyten

sezernierte Faktoren an Nurr1 gebunden und so den dopaminergen Ph���	,� ��� ��


� �

urspr��������"
�
�
����
� ��	���"
��
���
�)���
���
�����
���8���
��C
�����
����
�>
��
�����

das Striatum adulter M��

�	���
plantiert, verloren sie ihre TH-Immunreaktivit�	 �!��
���
��
�
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weiteren Aussagen bez������� N�
��
�
� � =�	
���	���� ��
�� !
�	
�
�� ����
�
�"�
����� ��


��

Zellen erfolgten (Wagner et al., 1999). In der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals

aufgezeigt werden, dass CSM14.1-Zellen Nurr1-immunreaktiv sind und sie w���
��� �
��

Differenzierung, ohne die Ko-Kultivierung mit embryonalen mesenzephalen Astrozyten, in

der Lage sind, die dopaminergen Markerproteine TH und ALDH2 zu bilden. Dies k:��	
�
��

Indiz daf���

�� ���

�5

	��-immunreaktive mesenzephale Stammzellen eher in der Lage sind

einen maturen dopaminergen Ph���	,#� ��
"�����
�� ��
� "� B. die oben aufgef���	
��

zerebell��
���	���"
��
���
������
�@*B���

Ein kritischer Punkt bei der Dokumentation der Abfolge neuronaler und dopaminerger

Marker w���
��� �
�� @�%*F�*-Differenzierung in der hier vorliegenden Arbeit ist die

Tatsache, dass die Zunahme von NeuN und TH nur mittels Western Blot nachgewiesen

werden konnte. In der Immunzytochemie waren solche Zunahmen, ausgehend von

undifferenzierten CSM14.1-Zellen, nicht oder kaum erfassbar. Aufgrund eigener weiterer ���

���� Untersuchungen war die Spezifit�	� �
�� )
�!
��
	
�� ��	��:�#
�� �
�
��5
�5� ����26�

sichergestellt (Haas et al., 2007, 2008). Daher war diese nicht erfassbare NeuN- und TH-

Zunahme in den Zellkulturen mittels Immunzytochemie durch verschiedene andere Ursachen

bedingt, z. B. k:��	
��
��5
�5�����26-Gehalt in den differenzierenden Zellen zu gering f���

eine immunzytochemische Detektion gewesen sein. Ein weiterer Grund hierf��� !��
� ��
�

Abl:

��)�����
����
�
�"�
�	
��)�
��5
�5���
��26-bildendener Zellen wegen der zahlreichen

Wasch- und Inkubationsschritte. Diese sind f��� ��
� �����",	���
��
��
�

Markierungsverfahren unbedingt notwendig und hierbei werden die Zellkulturen ��
�� 
��
��

Zeitraum von 24 � 72 Stunden auf einem Sch�		�
�� �
!
�	�� ��
� 
�#��������
��

ausdifferenzierten Zellen haften nur noch mit ihren feinen Ausl���
��������
��9�	
����
�����

l:

�� 
���� ���� � ������ ����		
��
!
����
�� ����;
�!
������ )���Detergentien, leicht von

der Unterlage ab. Diese Prozedur wird beim Western Blot-Verfahren umgangen, denn dort

wird der gesamte Zellrasen nach dem einmaligen Absp��
��	�	
��>
��
�����
����
��������
�

Proteinlysat aller verbliebenen Zellen untersucht.

In weiteren Studien w��
� 

� "��
�� ��	
�


��	� ����
�
� >
�#	���	
� !���
��� �
��

Differenzierung zu untersuchen. Viele Markerproteine, NSE, NeuN, Nurr1 und TH zeigten

innerhalb der ersten drei Tage eine deutliche Zunahme, wohingegen das immortalisierende

Onkogenprotein Large-T-Antigen schon nach drei Tagen nicht mehr nachweisbar war. Die

hier f���@�%*F�*-Zellen erbrachten Erkenntnisse bez����ch des zeitlichen Verlaufs der Zu-

oder Abnahme von Markerproteinen dienen nun als Vorlage f��� !
�	
�
� �	���
�. Die

Ver���
����en bei den weiteren, hier beschriebenen Markerproteinen sind Gegenstand
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gegenw��	��
�� 9�	
�
������
�, in denen auch deutlich k��"
�
� >
�	����
� ��	� 
���
"ogen

werden. In diesen, bislang unver:��
�	����	
� ��	���
������	
�� !��� ��"!�
��
��"
��
� ���

�

das Onkogenprotein Large-T-Antigen schon nach 24 Stunden Kultivierungszeit bei 39G� @

Umgebungstemperatur und Serumentzug (1% FKS) kaum mehr nachzuweisen ist.

In diesen aktuellen Studien unserer Arbeitsgruppe, die ja auf den hier erbrachten

Erkenntnissen beruhen, werden zudem weitere Markerproteine zur Charakterisierung neuraler

Stammzellen und ausdifferenzierter dopaminerger Neurone zur Anwendung gebracht. Als

neuer, sehr fr��� 
4#����
�	
�� Stammzellmarker wurde das Zellkernprotein Nucleostemin

beschrieben (Tsai und McKay, 2002). Dieses Protein findet sich in ES-Zellen, in Stammzellen

der unterschiedlichsten Gewebe und in einigen Tumorzelllinien. Interessanterweise besitzen

proliferierende neurale Stammzellen diesen Kernbestandteil, jedoch ist er nicht mehr

auffindbar wenn deren Tochterzellen beginnen eine neuronale oder gliale zelltypspezifische

Linie einzuschlagen. Diese Vorl���
�"
��
�� 
���� 	
��!
�

� ����� 5

	��-immunreaktiv und

proliferieren, jedoch sind dies eben keine Stammzellen mehr. F��� 
��
� �



�
�

Charakterisierung sollte daher Nucleostemin bei weiteren Untersuchungen herangezogen

werden (Tsai und McKay, 2002). Erste Untersuchungen mit einem von der Firma R&D-

Systems kommerziell erh��	����
��Antik:�#
�, der gegen Nucleostemin gerichtet ist, zeigten

positive Immunreaktionen bei undifferenzierten CSM14.1-Zellen. Wir m�


�� C
����� ��
�

Spezifit�	� ��



� ��	��:�#
�
� ����� ��	� 8

	
��� ���	-Experimenten und bekannten

Positivkontrollen belegen, bevor eindeutigere Aussagen bez��������

�5���
�
	
���-Gehaltes

in den CSM14.1-Zellen getroffen werden k:��
���Die zeitlichen Verteilungsmuster, speziell

im Vergleich zum Nestingehalt, unter Differenzierungsbedingungen werden bei diesen

Untersuchungen besonders ber���
���	��	� !
��
��� Als Marker f��� ��
����
�
�"�
�	
�

dopaminerge Nervenzellen sollten in nachfolgenden Studien zudem, neben den in dieser

Studie verwendeten Antik:�#
�� �
�
��26� ���� ���6� � ��	��:�#
�� )
�!
��
	� !
��
�� ��
�

sich gegen VMAT2, DAT und den Rezeptorkomplex GDNFR� richten (Perrone-Capano et

al., 1999). Der Nachweis von Dopamin in den ausdifferenzierten CSM14.1-Zellen oder dem

Zellkulturmedium w��
� 
��
� !
�	
�
���
�
�#���	� ���� ��
� ��#����
��
� ����
�
�"�
������Da

das Dopamin, unter Verwendung immunzytochemischer- oder Western Blot- Methoden

schwer nachzuweisen ist, k:��	
���

���		
�
�6�����������

���
�	
������	����#��
��67�@1�

geschehen (Braunewell und Gundelfinger, 1997). Verschiedenste Arbeitsgruppen konnten

inzwischen mittels HPLC zeigen, da��$�-Zellen oder neurale Stammzellen nach neuronaler

Differenzierung in der Lage sind den Neurotransmitter Dopamin zu synthetisieren (Kim et al.,

2002; Barberi et al., 2003; Storch et al., 2003).
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Ein weiterer kritischer Punkt bei der Charakterisierung differenzierter Nervenzellen, die aus

ES-Zellen oder neuralen Stammzellen generiert werden, ist ihre sogenannte neuronale

�?���	������	�	., die anhand elektrophysiologischer Eigenschaften bestimmt werden kann.

Wenige Arbeitsgruppen haben sich bislang mit der elektrophysiologischen Charakterisierung

solcher, aus ES-Zellen oder neuralen Stammzellen ��
�
��
�	
�.� 5
�)
�"
��
�� �

����	��	��

Inzwischen ist jedoch gut belegt, da�� �
������� ��
����
�
�"�
�	
� �	���"
�����:������
� ���

����� (Ehrlich et al., 2001; Song et al., 2002; Storch et al., 2003) und ��� ����� nach

Transplantation in das ZNS (Auerbach et al., 2000; Englund et al., 2002c) einen

elektrophysiologisch maturen neuronalen Ph���	,#
�� ��
����
�� �:��
��� ��


� �
����
�

wurden auch f��� ��
����
�
�"�
�
��
� $�-Zellen ��� ����� und ��� ���� nach Transplantation

erbracht (Arnhold et al., 2000; Kim et al., 2002; Barberi et al., 2003). Eine solche

Charakterisierung war nicht Fragestellung der hier vorliegenden Dissertation, jedoch w��
�

diese eine interessante Aufgabe f��� "�����	��
� �	���
��� 6�
��
�� ��

	
�� 
��
�

�	
�

differenzierende mit undifferenzierten CSM14.1-Zellen bez������� =��
��

elektrophysiologischen Eigenschaften ��� ����� untereinander und zuz������� ��	� �
��

Eigenschaften dopaminerger Neurone der unterschiedlichsten Differenzierungsstadien �������

verglichen werden. Diese sicher sehr aufwendigen Arbeiten w���
�� ��
� 3��#
��	���� ��	�

Arbeitsgruppen, die ��
�� ��
� ��	!
����
�� 	
����
��
�� ���� �
	����
��
��;����


	"���
��

verf��
� � 
�����
���� ��
� ��
����� 
������	
�� ;�����
�	
�� �
�� �
�� $�
	
������ �
��

Differenzierungsprotokolle, der morphologischen und ph���	,#�
��
��@�����	
��
�
������
��

CSM14.1-Zellen k:��	
�������
����
"��
��!
��
�, um morphologische Ver���
����
����	�

dem elektrophysiologischen Korrelat zu vergleichen.

Ein weiterer aussichtsreicher Ansatz f���!
�	
�
��������� Studien ist die Supplementierung des

Kultivierungsmediums mit Neurotrophinen und sogenannten neuropoetischen Zytokinen, um

die Ausbeute an dopaminergen Zellen zu erh:�
��� =�� 
��
�� �
��
� )��� �	���
�� !���
� ��
�

verbesserte Ausdifferenzierung mesenzephaler Progenitoren in dopaminerge Nervenzellen

unter Verwendung eines solchen Differenzierungscocktails dokumentiert (Ling et al., 1998;

Potter et al., 1999; Carvey et al., 2001; Storch et al., 2003). Neben GDNF, dessen neurotrophe

Eigenschaften auf dopaminerge Nervenzellen schon l�nger bekannt waren (Lin et al., 1993;

Beck et al., 1995; Unsicker et al., 1998; Bohn, 1999), waren in dem oben beschrieben

Supplement noch die Zytokinderivate Interlerleukin-�-1 (IL-�-1) und Interleukin-11 (IL-11)

enthalten. Bislang ist nur bekannt, dass IL-�-1 und IL-11 in der Lage sind dopaminerge

Progenitoren mit hoher Effizienz in dopaminerge Neurone zu konvertieren (Ling et al., 1998;

Potter et al., 1999; Carvey et al., 2001; Storch et al., 2003). Die Mechanismen, mit denen IL-
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�-1 und IL-11 dies bewirken, sind allerdings noch nicht bekannt. Laufende Studien unserer

Arbeitsgruppe sollten zeigen, ob sich eine effizientere dopaminerge Differenzierung der

CSM14.1-Zellen durch Supplementierung mit einem, GDNF-, IL-�-1- und IL-11-

enthaltenden, Cocktail durchf���
����

	�

Eine verst���	
 Aktivierung von Nurr1 w��
� 
��
� !
�	
�
� %:������
�	� ��
� ��#����
��
�

Differenzierung der CSM14.1-Zellen zu induzieren und intensivieren. Aufgrund der, bislang

jedoch nicht genau bekannten Bindungspartner von Nurr1, waren solche Studien an den

CSM14.1-Zellen nicht durchf��������3��"���������	
�
��
�����":
�
��
����
�	
���##
 die in

dieser vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde verifizieren und aufzeigen, dass CSM14.1-

Zellen einen hohen Nurr1 mRNA-Gehalt besitzen (Sacchetti et al., 2006). Weiterhin, konnte

mittels eines Luciferase-Reporter Assays die Transkription der Nurr1 mRNA zu einem

funktionellen Protein nachgewiesen werden und basierend auf dieser Methode einige

m:�����
 physiologische Reaktionspartner von Nurr1 ermittelt werden (Sacchetti et al.,

2006). Leider erfolgte in dieser Studie keine Untersuchung ��
�� �:�����
� ��
!������
��

dieser Liganden auf eine dopaminerge Differenzierung der CSM14.1-Zellen (Sacchetti et al.,

2006). Daher kann ��
�� �
�
�� $��
�	
� ���� 
#
����
�	� !
��
�, solange entsprechende

Experimente ausstehen.

.���.�)
����	�,���
����	���������	�<	,
��	�

Bez������� �
�� ��� ����� Charakterisierung der CSM14.1-Zellen l�

	� 
���� ����
��

�

zusammenfassen: Undifferenzierte CSM14.1-Zellen zeigen aufgrund ihrer hohen

Proliferationsrate und ihrer Nestin-Immunreaktivit�	� 	,#�
��
� $��
�
����	
�� �
����
��

Stammzellen. Unter Differenzierungsbedingungen verlieren diese Zellen ihre Nestin-

Immunreaktivit�	 � ��
� �����	���
�
�
��
� E����
�#��	
��� ����
-T-Antigen ist nicht mehr

nachweisbar, und es kommt zu einem Anstieg im Gehalt allgemeiner neuronaler Marker

(NSE, MAP5, NF200 und NeuN), dopaminerger Progenitoren (Nurr1) und letztendlich

maturer dopaminerger Marker (TH und ALDH2). Das Fehlen einer glialen Differenzierung ���

����� l�

	�
��� durch den geringen endogenen CNTF-Gehalt erkl��
��

CSM14.1-Zellen lassen sich nahezu unbegrenzt vermehren und differenzieren �������� in den

ben:	��	
�� ��#����
��
��>
��	,#��Alle diese Punkte machen die CSM14.1-Zellen f��� 
��
�

experimentelle Zellersatztherapie in Tiermodellen des Morbus Parkinson besonders

interessant.
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Aufgrund der �������� Befunde bez��������
���
������
��������#����
��
������
�
�"�
�����

der CSM14.1-Zellen, die sich als aussichtsreiche Quelle f��� ��
� 
4#
���
�	
��
�

Transplantation herausstellten, wurden diese Zellen bilateral in den Caudatus-Putamen-

Komplex der dopaminerg deafferentierten (l�
����
�	
�1������
����	��	
��3��	�����
��
#���
�

transplantiert. In den folgenden drei Monaten wurde in diesen Tieren, sowie in

scheintransplantierten Kontrolltieren, das Apomorphin-induzierte kontralaterale

Drehverhalten als Ma����� diese therapeutische Behandlung ermittelt. Nach Abschlu����


��

Tests wurde die Morphologie der l�
����
�	
�� ���� 	���
#���	�
�	
�� Hirngebiete mit

histologischen und immunhistochemischen Methoden untersucht. Hierbei r���	
 � �
�
���
��

Ver���
����
�� ��� ��#��inerg deafferentierten Wirtsgehirn, das N�
��
�
� � ��
� %����	��� �

die Differenzierung und eventuelle Integration der transplantierten CSM14.1-Zellen in den

Blickpunkt.

.�(���6�����	9	��	���84(3&�����	�
���

Das Auffinden und Charakterisieren von Spenderzellen oder des Spendergewebes im

Wirtsorganismus ist hierbei einer der kritischsten Punkte bei Transplantantationsstudien.

Schon im ausgehenden 19. Jahrhundert und zu Beginn des 20. Jahrhunderts fanden erste

Neurotransplantationen statt (Thompson, 1890; Dunn, 1917), jedoch waren diese ersten

Beschreibungen aufgrund der damaligen methodischen Beschr������
��

���)��
��Eine sehr

elegante fr��
�%
	���
 �z. B. durch die Transplantation von pigmentiertem neuralen Gewebe

in unpigmentierte Molchlarven, erm:�����	
�

 genauere Aussagen ��
��die Morphologie und

die Wechselwirkungen zwischen Spender- und Empf���
��
!
�
�"�� 	�	��
�� ��#
���������

Mangold, 1924; Spemann, 1936). Die ebenfalls art��
��
�
��
��
�T
��	ransplantation von

H���
��
!
�
���������������) in Wachtelembyronen (6������1�
������1) oder vice versa ist

ebenfalls eine ��	
�
� ���� ���I��	
�@�����	
��
�
����
�
	���
 � ��� 
���� ��
�>
���
��
� �
��
��

Spezies morphologisch und bez��������
��3
���:�#
���
���"������	
�
��
��
����
�������� �

1982, 2005). Bei der allogenen Transplantation von Rattenzellen in das Gehirn der Laborratte

kann man auf diese Eigenschaften nicht zur�����
��
�� ���� �
�:	��	� ���
�
�

Markierungsmethoden. Daher wurden die CSM14.1-Zellen vor der Transplantation mit dem

lipophilen rotfluoreszierenden Farbstoff PKH26 beladen (Horan und Slezak, 1989). In

eigenen Vorexperimenten wurde diese Markierungsmethode f��� �
����
� >
��
� � ��
� ��
�
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Prim�����	��
���
!���
��!���
� �in unserer Arbeitsgruppe etabliert (Haas et al., 2000). Wir

konnten zeigen, dass bis zu 100% der Zellen vor der Transplantation �������� markiert werden

und dieser Farbstoff zudem keine toxische Wirkung besitzt, da sich die Zellen nach der

Markierung beim weiteren Kultivieren nur durch ihre deutliche Fluoreszenz von

unbehandelten Kulturen unterschieden. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass eine

100%ige Anzahl PKH26-markierter Zellen bis dahin sonst nur mit der radioaktiven [3H]-

Thymidinmarkierung zu erreichen war (Lundberg et al., 1997). Zum Zeitpunkt der

durchgef���	
�� $4#
���
�	
� !��� �iese Methode der Goldstandard zur Zellmarkierung

(Lundberg et al., 1997). Aufgrund des Umgangs mit radioaktiven Substanzen ben:	��	�����

jedoch spezielle r�������
� +
�
�
��
�	
�� ��� 2�
�
	���
�� ���� �����
��� ��


� %
	���
� �
	�

zudem sehr arbeits- und zeitaufw�ndig und ist mit manchen immunhistochemischen

Verfahren zur Zellcharakterisierung, aufgrund der langen Inkubationszeiten, inkompatibel

(Lundberg et al., 1997). Die nahezu vollst�����
�736�&-Markierung der Zellpopulation ist

auch deutlich effektiver als die 80% markierter Zellen die mit 5-Bromo-2�-Deoxyuridin

(BrdU) erreicht werden k:��
�� ������
���
	� ��� �*((B/�?����
�� 
	� ��� �*((( �$�������
	���� �

2002b) und sehr viel effektiver als die 10-20% bei Transfektion der zu transplantierenden

Zellen mit Reportergenen wie LacZ (�-Galactosidase-Gen) oder GFP (gr��������

"�
�
��



Protein) mittels der zum damaligen Zeitpunkt ������
� Transfektionsmethoden (Onifer et al.,

1993; Shihabuddin et al., 1995; Lai et al., 1999; Englund et al., 2002b).

Der weitere Vorteil der PKH26-Markierung besteht in der stabilen Bindung des

rotfluoreszierenden Farbstoffs an die Zellmembran, die eine langfristige Identifizierung von

Zellen nach Transplantation erm:�����	 (Horan und Slezak, 1989). In der Literatur wurden

bislang Nachweiszeiten von bis zu vier Monaten, z. B. f��� ��
� ����	�#�
	�
��
� �,
	
� �

beschrieben (Young und Hay, 1995; Fox et al., 1999). Bei intrazerebralen Transplantationen

wurden in eigenen Vorstudien (Haas et al., 2000) und auch von anderen Gruppen (Modo et

al., 2000a; Bantubungi et al., 2008) �������
� >
�	����
� untersucht und die PKH26-

Markierung erfolgreich angewandt. Im Gegensatz dazu ist die Expression von Proteinmarkern

wie GFP oder ,-Galaktosidase besonders in langzeitigen Experimenten recht variabel, bzw.

nicht mehr auffindbar (Lundberg et al., 1996; Gingrich und Roder, 1998). Dementsprechend

konnten in dieser Studie die PKH26-markierten CSM14.1-Zellen 3 Monate nach

intrastriataler Transplantation anhand ihrer roten Fluoreszenz sicher identifiziert werden und,

da die kryoprotektierten Hirnschnitte nach der Freeze-Thaw Methode aufgearbeitet wurden

(Haas et al., 2000), weiter immunhistochemisch charakterisiert werden. Neben der, zuvor

schon diskutierten Nicht-Toxizit�	� )��� 736�&� ��� �����, hat diese Markierung anscheinend
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auch nicht das ������� Verhalten nach Transplantation beeintr���	��	 ������
�@�%*F�*-Zellen

300-400 M� weit entfernt vom Transplantationskanal aufgefunden werden konnten. Zudem,

differenzierten etliche der transplantierten Zellen ��� ���� in Glia- oder Nervenzellen. Diese

Ergebnisse stimmen mit den Befunden anderer Arbeitsgruppen ��
�
��, die nach

intrazerebraler Transplantation von PKH26-markierten Zellen, in verschiedenen

experimentellen Modellen, eine extensive Migration dieser Zellen zeigen und die

Differenzierung solcher markierter Zellen mittels immunhistochemischen F������
�� f���

gliale und neuronale Marker nachweisen konnten (Modo et al., 2002a, b, c; Peng et al., 2002).

In einer dieser Arbeiten (Modo et al., 2002a) zeigte die Kombination von PKH26 und einem

zus�	"����
�� %����
����
�
��
�"� #
��
�	
� N�
�
��
	������
� � !�
� 
�
�����
� ���� ��
�

Spezifit�	��
��736�&-Markierung hindeutet (Modo et al., 2002a). Bei dieser Studie wurden

die Zellen vor Transplantation mit dem intrazellul��
��3��	��
	��		
��+�������������������

Dextran (GRID) in Verbindung mit PKH26 beladen. Dieses Kontrastmittel ist im lebenden

Tier mittels hochaufl:

��
��%�2��%���
	�

����"	���graphie) sowie in Gewebsschnitten

unter dem Fluoreszenzmikroskop nachweisbar. Die Verteilung GRID-markierter Zellen war

dadurch am lebenden Tier m:������ ���� 
�	
#����� 
#�	
�� ����� �
�� ;
�	
������ +�=�-

markierter Zellen in histologischen Pr�#���	
�� �



��
��Tieres. Wichtiger jedoch war die

Tatsache, dass die Verteilung der PKH26-markierten Zellen der Lokalisation und Verteilung

der GRID-markierten Zellen entsprach (Modo et al., 2002a).

Ein weiterer Nachweis f��� ��
� ;
���

�����
�	� �
�� >
�������
����� ��	
�� ;
�wendung von

PKH26 lieferte die Arbeitsgruppe um Weiss et al. (2003). Hier wurden PKH26-markierte

Zellen durch Inkubation in einem Ultraschallbad abget:	
	�������
���
��
��
�	
	���
�
��,
�	�

in das Gehirn injiziert. Bei der histologischen Untersuchung der Gehirne, ein oder zwei

Wochen nach Injektion dieses Zelldebris, waren keine PKH26-markierten Zellen im

Wirtsgehirn auffindbar. Damit l�

	� 
���� "
��
� � ��

� 736�&-markierte Zellfragmente die

endogenen Glia- und Nervenzellen der Wirtsgehirne nicht anf���en. Dies beruht wohl auf

dem enzymatischen Verdau dieses urspr�������� ��	�����

"�
�
��
�� ?���
	���
� durch

phagozytierenden Zellen im Wirtsgewebe (Weiss et al., 2003). Q������
�$��
���

e wurden

zudem von einer weiteren Arbeitsgruppe publiziert (Bantubungi et al., 2008). In dieser Arbeit

wurden PKH26-markierte mesenchymale und neurale Stammzellen in das zuvor mit

Quinolins���
���
����
�	
�+
�����)�����		
��	���
#���	�
�	���
��"�)������
	:	
	
����� danach

injizierten Zelllysaten - als Kontrollinjektionen - befanden sich in diesen Gehirnen, nach

Aufarbeitung, ebenfalls keine PKH26-enthaltenden Zellen (Bantubungi et al., 2008).
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Aufgrund der oben angef���	
�� �
����
� 
��
�
�� ���
�	
�� ���� �
�� ���
�
�� +��##
� kann

geschlossen werden, dass PKH26 als nichttoxischer membranst�����
�� %���
�� ���� ��
�

Detektion und weitergehende immunhistochemische Charakterisierung intrazerebral

transplantierter Zellen auch gegenw��	��� ����� �

���
	� �
	 (Haas et al., 2007, 2008;

Bantubungi et al., 2008).

.�(�(� �����	�
�%� /�		���	�
�� 
��� 1
�
�
�	��	9	� �	�� 5���.��&)	��	�� �����

��	���	���	��	��1��������	�	�
��

Aufgrund der histologischen Befunde dieser Arbeit ist davon auszugehen, dass die in das

Striatum injizierten PKH26-markierten CSM14.1-Zellen 3 Monate nach Injektion ��
��
�	�

haben. Die Zellen migrierten, vom Injektionskanal ausgehend, ca. 300-400 M�� !
�	� ��� ��
�

umgebende Parenchym. Eine genaue stereologische Quantifizierung der ��
��
�
��
��

transplantierten CSM14.1-Zellen wurde aufgrund methodischer Probleme nicht durchgef���	��

Da die Zellen im Injektionskanal sehr dicht gepackte Konglomerate bildeten, konnten

einzelne Zellen in diesen Regionen nicht voneinander unterschieden werden und lie�
��
��
�

Ausz������� ��� �en 30 M�� ����
�� ?����

"
�"�����
�	
�� 7��#���	
�� ���ht zu. Q������
�

Schwierigkeiten beim Ausz���
� PKH26-markierter intrazerebral injizierter ES-Zellen aus

M��

� wurden zuvor auch von einer anderen Arbeitsgruppe beschrieben (Baier et al., 2004).

Diese ES-Zellen migrierten ebenfalls nur in geringem Ma�� ��� ��
� ���
�
��
�6����
!
�
�

und bildeten dichte Cluster im Injektionskanal (Baier et al., 2004). In der hier vorliegenden

Arbeit wird aufgrund der visuellen Einsch�	"�����
����	
�
���	
��6���
����		
�)
���	
	 ���

�

die Anzahl der aufgefundenen CSM14.1-Zellen �������� �
�� ��
����
"���� �
�� "�vor

injizierten Zellen war. Im Vergleich mit der bisherigen Transplantation von postmitotischen

fetalen dopaminergen Progenitoren mit N�
��
�
�
��	
��)�������<-10% w��
���

� 
��
� 

���

hohe Nberlebensrate (Hagell und Brundin, 2001; Nikkhah, 2005). F�����


 hohe Anzahl gibt

es jedoch einige m:�����
�$��������
���;���
���
�2���
#���	�	���

4#
���
�	
���	��
����
��

Zelllinien, die ebenfalls mittels Expression des Onkogenproteins Large-T-Antigen

immortalisiert wurden, zeigten, dass diese Zellen in den ersten Tagen nach Injektion noch

zwei bis drei Mitosen durchliefen (Lundberg et al., 1996; 1997; Olsson et al., 1997). Dadurch

war die Anzahl �berlebender Zellen, auch wenn einige der transplantierten Zellen w���
���

der isch���
��
��7��

� 
	���
� sogar h:�
�� ��
� ��e der zun���
	� ��C�"�
�	
��>
��
�
#
�
����

(Lundberg et al., 1997). Diese ������� Beobachtungen (Lundberg et al., 1996, 1997; Olsson et

al., 1997) stimmen mit den in dieser Dissertation vorgestellten, sowie auch von anderen

Arbeitsggruppen ver:��
�	����	
��(Frederiksen et al., 1988; Whittemore und White, 1993) ���
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����� Befunden ��
�
�� � ��
� "
��
�, dass das immortaliserende Onkogenprotein Large-T-

Antigen in den immortalisierten Zellen nach 3-4 Tagen in Zellkultur bei nicht permissiver

Temperatur nicht mehr detektierbar ist und dass die Zellproliferation um diese Zeitpunkte

stark abnimmt (Jat und Sharp, 1989, Cattaneo und Conti, 1998; Haas und Wree, 2002). Von

Cattaneo et al. (1994) gibt es zudem ������� Befunde, die zeigen, dass das Onkogenprotein

Large-T-Antigen in ST14A-Zellen kurz nach intrazerebraler Transplantation nicht mehr

nachweisbar ist.

Im Zusammenhang mit dem Proliferationsstopp der immortalisierten CSM14.1-Zellen nach

intrazerebraler Transplantation ist ein wichtiger zu ber���
���	��
��
�� �
#
�	� �ie

Unbedenklichkeit bez������� 
��
�� 
)
�	�
��
�� 2������������� $
� �

	
�	� C�� ��
��
�� ��
�

theoretisch m:�����
� +
����� 
��
�� ������
�� 2���
�����	���� �
�� 	�ansplantierten Zellen,

welche durch eine genetische Ver���
����� �����	���
�
�	� !���
��� =�� �
�� ��
�� )����egenden

Arbeit wurde nach 3 Monaten N�
��
�
nszeit in keinem der Tiere ein Tumor in den

histologischen Pr�#���	
�� ����gewiesen. Dies best�	��	� zudem weitere Befunde unserer

Arbeitsgruppe, bei denen CSM14.1-Zellen heterotop in das CPu neonataler Ratten oder

orthotop in die Substantia nigra adulter Ratten transplantiert wurden und nach 6, bzw. 12

Wochen Nberlebenszeit ebenfalls keine Tumore bei diesen Tieren auffindbar waren (Haas et

al., 2007, 2008). Eine weitere Reihe von Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten auf, dass

transplantierte Zellen, die mittels der Expression des Large-T-Antigens immortalisiert

wurden, nach bis zu dreizehn Monaten ������o ebenfalls keine Tumore bilden (Anton et al.,

1994; 1995; Lundberg et al., 1997, 1998; Clarkson et al., 1998). Aufgrund dieser

Beobachtungen kann davon ausgegangen werden, dass solche temperatursensitiv

immortalisierte Zelllinien ohne signifikante Gefahr von Tumorbildung transplantiert werden

k:��
�����

� ��

	� 
���� "���
��
����������
�6
���	
��
����
������

� ����
-T-Antigens bei

39G�@�9��
����
	
�#
��	���erkl��
��(Frederiksen et al., 1988; Whittemore und White, 1993;

Cattaneo et al., 1994; La Rosa et al., 1998; Haas und Wree, 2002; Haas et al., 2007, 2008) und

zum anderen durch das Vorhandensein von hirnspezifischen Large-T-Antigen-hemmenden

Faktoren, die die Bildung dieses Onkogenproteins und damit unkontrollierte Zellteilungen der

transplantierten Zellen inhibieren (Whittemore und White, 1993; La Rosa et al., 1998).

Das Migrations- und Integrationsverhalten von transplantierten Zellen in das umgebende

Hirnparenchym h���	� 
�!�hl von den Eigenschaften der injizierten Zellen wie auch von

denen der Gewebeumgebung im Wirtsgehirn ab. Viele bekannte aber bislang auch

unbekannte Faktoren spielen hierbei eine wichtige Rolle (Nikkhah, 2005). Darunter sind das

Entwicklungsstadiums des Wirtsorganismus (embryonal, neonatal, juvenil oder adult), die
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Besonderheit der Hirnregion, wohin die Zellen transplantiert werden (intakt oder l�
����
�	 �

neurogene oder nicht-neurogene Region), die N�
�
��
	������� "!�
��
�� �
�� �
����� ��
�

welcher die Zellen urspr�������� 
	���
�� ���� ���
�� =�#���	�	ionsort (orthotopes oder

heterotopes Transplantat), Xeno- (Speziesverschieden) oder Allotransplantate (Costantini und

Isacson, 1999; Nikkhah, 2005), sowie der Vorgehensweise bei der Transplantation selbst

(Makroinjektion oder atraumatischere Mikroinjektionsmethoden).

Als Beispiel f��� ��	
�
���
�����

� %����	���
)
����	
�� ��� ���������
�	� )���

Entwicklungsstadium der Wirtstiere gibt es schon seit l���
�
�
�� Literaturbefunde

verschiedener Arbeitsgruppen. Prim��
� 
���,����
� 
	���	��
� >
��
� � ��
� ��� ��
� 
���,����
�

Ventrikelsystem des Gehirns oder das neonatale Striatum selbst injiziert wurden, wanderten

extensiv entlang der Capsula interna in verschiedene Hirngebiete oder in das gesamte

Striatum ein (Campbell et al., 1995; Olsson et al., 1997, 1998). Embryonale Vorl���
�"
��
��

aus derselben Region verblieben aber, nach Injektion in das adulte intakte oder l�
����
�	
�

Striatum am Injektionsort und zeigten nahezu kein Migrationsverhalten (Wictorin et al., 1990;

Labandeira-Garcia et al., 1991). Q������
��
����
� ���	� 

� ����� ����2���
#���	�	���

	���
��

mit mesenzephalen dopaminergen Progenitoren, die in das l�
����
�	
� ��
�� ��	��	
� �	���	���

neonataler oder adulter Ratten injiziert wurden (Nikkhah et al., 1995; Costantini und Isacson,

1999; Nikkhah, 2005). Embryonale striatale Progenitoren der Zelllinie ST14A fanden sich,

nach Transplantation in das embryonale Ventrikelsystem, f����2��
������=�C
�	�������!
�	
��

Bereichen des ZNS (Ventrikel, Kortex, Striatum, Thalamus und Cerebellum) (Cattaneo et al.,

1994). Nach Transplantation in das adulte Striatum migrierten ST14A-Zellen nur in das

umgebende Striatum und den Kortex aus (Lundberg et al., 1997). In unserer Arbeitsgruppe

durchgef���	
��	���
����	�736�&-markierten ST14A-Zellen, die in das adulte Striatum der

Ratte injiziert wurden, f���	
�� "�� �������
�� $��
���


�� !�
� )��� �����
��� 
	� ��. (1997)

beschrieben. Die PKH26-enthaltenden Zellen migrierten ca. 1400-1800 M�� ��� ��
� �triatum

und den Kortex ein, wobei die gr:�	
��	�
��
�
�	������

�@��#�
������
��
�����	
��6��
�
	�

al., 1999). Diese Ergebnisse der orthotopen Transplantation einer striatalen Zelllinie sind von

besonderem Interesse f����
��;ergleich der heterotopen Transplantation von mesenzephalen

Progenitoren der Linie CSM14.1 wie nachfolgend weiter aufgef���	�

Bez��������
s Migrationsverhaltens von CSM14.1-Zellen nach Transplantation in das adulte

Striatum waren aus bisherigen Literaturbefunden keine detaillierten Angaben aufzufinden

(Anton et al., 1994, 1995). In der hier vorliegenden Arbeit konnte immerhin ein Auswandern

aus dem Injektionskanal 300-400 M��!
�	������
����
�
��
�6����
!
�
��
�����	
	�!
��
���

Interessanterweise ist diese Entfernung jedoch wesentlich geringer als bei der orthotopen
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Transplantation von CSM14.1-Zellen in die intakte oder 6-OHDA-l�
����
�	
����
	��	���������

von adulten Ratten (Haas et al., 2008). In dieser Umgebung, ihrem eigentlichen Herkunftsort,

migrierten CSM14.1-Zellen bis zu 1400 M�������s Wirtsgehirn. Nach Transplantation in das

neonatale 6-OHDA-l�
����
�	
� �	���	��� )
���
�	
�� 
���� @�%*F�*-Zellen anders als im

adulten Gehirn und zeigten hierbei ebenfalls ein immenses Wanderverhalten mit

Entfernungen von ca. 800-1100 M����
��
��=�C
�	���
�anal heraus (Haas et al., 2007). Wie

zuvor erw���	�
����������


���	
�
���
�����
n Migrationsverhalten sicherlich viele Faktoren

verantwortlich. Bei unseren eigenen Studien wurden im Falle der adulten striatalen und

nigralen CSM14.1-Transplantation jeweils die, damals noch standardm����
 � 	�����	�
��
�
�

Form der Makroinjektion verwendet. Hierbei kamen jeweils Hamilton-Kan��
�� ��	� 
��
��

Au�
�������



��)�������' F����"���$��
�	"� Da sich die CSM14.1-Zellen wie auch die

intrastriatal transplantierten ST14A-Zellen hierbei jedoch unterschiedlichst verhielten ist dies

als Ursache f��� ��
� �
����
� %����	���
��#�"�	�	� �
�� @�%*F�*-Zellen im Striatum zu

vernachl�

��
�� �6��
� 
	� ��� � *((( � �''B � �''-1�� ;�
�� 
�
�� ����
�� ��
��
�� �
�� )���

Wirtsgewebe gebildeten Komponenten der EZM oder der unterschiedlich hohe Gehalt

gebildeter Neurotrophine (in Abh������
�	� )��� ��	
� � �"!�� �
�� �
����1 in Frage. Hierbei

kann den endogenen Astrozyten im Hirngewebe eine entscheidende Rolle zugewiesen werden

(Krobert et al., 1997; Pierret et al., 1998; Reuss und Unsicker, 2000; Chadi und Gomide,

2004; Joosten et al., 2004). Es ist bekannt, dass Astrozyten im adulten Gehirn mehr

wachstumsinhibierende Substanzen, wie z. B. Chondroitin-6-sulfat, Tenascin und

verschiedene Proteoglykane bilden, womit eventuell erkl��	�!
��
������ �!������
	��",	
��

die Integration von transplantierten Zellen im adulten Gehirn weniger unterst�	"
� als sie dies

beim Neonatalen tun (Krobert et al., 1997). Weitere Untersuchungen zeigten zudem, dass das

neonatale Hirn mehr wachstumsf:��
��
� $>%-Komponenten, wie Laminin, Kollagen und

Fibronektin, enth��	� �%
��
"� 
	� ��� � *((&/��
�	���
� 
	� ��� � *(((1� Das bessere Auswachsen

und N�
��
�
�� �
�� ��C�"�
�	
�� @�%*F�*-Zellen im neonatalen Striatum gegen��
�� �
��

Adulten k:��	
� ����� durch neurotrophe Faktoren wie FGF-2 bedingt sein. FGF-2 wird

ebenfalls von Astrozyten gebildet und f:��
�	���
�N�
��
�
����#����
��
��5
����
�!���
���

der Entwicklung (Reuss und Unsicker, 2001). FGF-2 wird auch vermehrt in der Substantia

nigra adulter Ratten gebildet (Claus et al., 2004), was das gute Migrationsverhalten nach

Transplantation der CSM14.1-Zellen in die adulte Substantia nigra mitunter erkl��
���:��	
�

Unterschiede bez��������

�+
���	
��
��$>%-Komponenten oder der Neurotrophinmuster im

adulten Striatum und der Substantia nigra sind noch weitgehend unbekannt und Gegenstand

momentaner Forschungsvorhaben unserer Arbeitsgruppe.Es kann davon ausgenagen werden,
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dass hier ein Schl�


���
�	"� ���� zuk���	��
� erfolgreichere Transplantationsstudien,

verbunden mit einem besseren Auswachsen injizierter Zellen, zu finden ist.

.�(�*�������	�+�,,	�	�"�	�
����	��5���.��&)	��	��

Zus�	"�����"���
�� �������� Charakterisierung der CSM14.1-Zellen war es eine Hauptaufgabe

der vorliegenden Arbeit, das ������� Differenzierungspotential dieser Zelllinie nach bilateraler

Transplantation in das intakte und 6-OHDA-l�
����
�	
� �	���	��� ����	
�� ��		
�� "��

untersuchen. Aufgrund der ��� ����� Untersuchungen, mittels immunzytochemischer und

Western Blot Methoden, besitzen diese Zellen ein neurogenes Potential und bilden keine

Gliamarker (Haas und Wree, 2002; Vernon und Griffin, 2005). Da aber aus der Literatur

bekannt ist, dass solche immortalisierten Progenitoren sich nach Transplantation plastischer

verhalten und ein breiteres Ph�notyppotential als �������� aufweisen (Shihabuddin et al., 1995;

Lundberg und Bj:������ �*((&/�Lundberg et al., 1997, Cattaneo und Conti, 1998; Whittemore

und Onifer, 2000), und da bei den bisher wenigen publizierten Transplantationsstudien

(Anton et al., 1994, 1995) keine ��� ���� Ph���	,#
�� �
�� 	���
#���	�
�	
��>
��
�� ��	
�
���	�

wurden, wurde in dieser Arbeit eingehender den ������� Eigenschaften der CSM14.1-Zellen

nach intrastriataler Transplantation nachgegangen.

In allen transplantierten Tieren wurden drei Populationen von PKH26-markierten CSM14.1-

Zellen nachgewiesen: (1) ein gro�
�� ��	
��� >
��
� � ��
� ��	� �
�� +�������
�� +?�7�

kolokalisiert waren, (2) ein sehr geringer Anteil, die sich in neuronale Richtung differenziert

haben und (3) eine Gruppe, nahezu die H���	
����
��	���
#���	�
�	
��>
��
� ���
���	��
��
���
��

untersuchten Marker charakterisiert werden konnten. Wenn man diese drei Gruppen von

Zellen, die in das Striatum bei nicht permissiver Gehirntemperatur (Schr:�
� �*(-&/�+����� �

1990) injiziert wurden und die dort die entsprechenden Bedingungen hatten sich zu

differenzieren, genauer betrachtet, fallen die folgenden Besonderheiten auf.

Der Teil der Zellen, die mit dem astrozyt��
��%���
��+?�7���������
�
�	��
����
��!���
� �

waren meist Zellen, die im Injektionskanal lagen, wo auch viele reaktive Astrozyten des

Wirtes zu finden waren, oder dicht in der N��
� ��� ���	�
���
�� "�� ����
��� ;��� anderen

Arbeitsgruppen und eigenen Arbeiten ist bekannt, dass sich in der Region des Einstichkanals

ein endogener intensiver CNTF-Gehalt nachweisen l�

	� �Asada et al., 1995; Haas et al.,

2004, 2008). Diese Befunde legen nahe, dass die ��� ���� CNTF-Expression zu der glialen

Differenzierung der transplantierten CSM14.1-Zellen und der endogenen reaktiven Gliose

wesentlich beigetragen hat, da solche Effekte dieses Neurotrophins schon mehrmals

beschrieben wurden (Levison et al., 1996; Lisosovski et al., 1997; Lee et al., 2000) und
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zudem CNTF in ��� ����� Protokollen eine gezielte gliale Differenzierung von Stammzellen

induziert (Sun et al., 2001; Barberi et al., 2003). Diese Ergebnisse stimmen auch mit einer

anderen Studie ��
�
�� � !�� 
��
� �����
� ����
�
�"�
����� )��� �����	���
�
�	
�� �2*F�-Zellen

im und in der N��
� �

� =�C
�	���
�����
� �
"
��	� !
��
� konnte (Lundberg et al., 1996).

Interessanterweise handelte es sich ST14A-Zellen um Progenitoren, die sich ��� �����

ausschlie������ ��� �
������
� ����	���� ����
�
�"�
�
�� �@�		��
�� und Conti, 1998). Nicht zu

vergessen ist auch die Tatsache, dass es sich beim adulten Striatum um eine nicht-neurogene

Umgebung handelt, wo �������� !�
� �
�� ���
�
�� ����	-neurogenen Regionen wie z. B.

R���
����� � @
�
�
����� ��
�� ���
	��	��� ������ 
�
�� 
��
� �����
� ����
�
�"�
����� �
��

transplantierten Zellen induziert wird (Svendsen et al., 1996, 1997; Fricker et al., 1999; Rubio

et al., 2000; Cao et al., 2002; Lie et al., 2002). Wie bez������� �
�� %����	���� �

����
�
��

versucht man dies mit dem Vorhandensein von weitgehend unbekannten restriktiven Signalen

und Faktoren zu erkl��
� � ��
� ��� �
�� ����	
�� ��	��	
�� �"!�� ��sionierten ZNS dazu in noch

gr:�
�en Mengen vorhanden sein sollen, die eine neuronale Differenzierung in diesen

Hirngebieten verhindern (Keirstead, 2001; Cao et al., 2002).

Der Anteil an neuronal differenzierten CSM14.1-Zellen �������, nach Transplantation in das

adulte Striatum, war sehr gering. Nur vereinzelt waren PKH26-markierte Zellen, die den

postmitotischen Nervenzellmarker NF200 enthielten, auffindbar. Zudem waren bei allen

striatal transplantierten adulten Tiere keine NeuN- oder TH-immunreaktiven CSM14.1-Zellen

detektierbar. Ein Unterschied bez������� ��	��	
�� ��
�� ��
����
�	
��6
��
#���
� ����	
� ����	�

aufgezeigt werden. Der genaue Ph���	,#� ��


�� 5?�''-immunreaktiven Zellen bleibt

ungekl��	, da die Zellen in vivo TH-negativ waren und somit also keine katecholinaminerge

Differenzierung durchf���	
��� ��


� �
����
� 
	���
�� ��	� �
�
�� )��� ��	��� 
	� ���� �*((F �

1995), die bei in das Striatum transplantierten und genetisch nicht ver���
�	
�� @�%14.1-

Zellen ebenfalls keine TH-Immunreaktivit�	� ����!
�

�� ����	
�� Allerdings konnte bei

intranigralen Transplantationen der CSM14.1-Zellen eine respektable Anzahl NeuN-

immunreaktiver CSM14.1-Zellen, ausserhalb des Injektionskanals, nachgewiesen werden

(Haas et al., 2008), jedoch waren diese ebenfalls nicht TH-immunreaktiv. Im Gegensatz

hierzu fanden sich nach neonataler intrastriataler Transplantation NeuN- und TH-

immunreaktive CSM14.1-Zellen, die zudem in der Lage waren den Gehalt an TH im zuvor 6-

OHDA-l�
����
�	
���	���	���!�
�
������8
�	
�"��
��:�
�, wie sie bei intakten Kontrolltieren

aufgefunden werden (Haas et al., 2007). Hierdurch wird nochmals deutlich, dass die

CSM14.1-Zellen �������� und �������, je nach Transplantations-Lokus und Zeitpunkt, imstande

sind in dopaminerge Nervenzellen zu differenzieren. Weitere neuronale Marker, um z. B.
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GABAerge oder cholinerge Neurone zu charakterisieren, wurden in dieser Arbeit nicht

untersucht und weitere Aussagen k:��
�����
������	��
	����
��!
��
��

Es war auff����� ���

�
��
���:


�
�%
��
 (ca. die H���	
1 der PKH26-markierten Zellen mit

keinem der untersuchten Marker charakterisierbar war. Unter diesen Zellen gabe es welche,

deren Zellleib ausdifferenzierten Nerven- oder Gliazellen ���
�	
 � ��
� ��
�� ��
� 	
����
��
��

Gr���
� �z. B. aufgrund zu geringer Proteingehalte (unterhalb der Nachweisgrenze), mittels

immunhistochemischer Techniken nicht charakterisierbar waren. Eine andere Fraktion dieser

dritten Gruppe von Zellen, die zudem den ��
�!�
�
��
�� 2
��� ��
����	
 � �

��� 
��
�

undifferenzierte Morphologie (klein und meist rundlich). Solche Zellen fanden sich an

unterschiedlichsten Orten: einige lagen im Injektionskanal, befanden sich im Striatum oder sie

geh:�	
�� "�� �
�� >
�����##
, die am weitesten entlang des Corpus callosum migrierte und

dabei in einer reihenf:����
�� ���������� �bsetzten. Da in dieser Arbeit keine

Antik:�#
������
����
�� �
�
�� ������
���������
� $#�	�#
� ������
����	� !���
�, l�

	� 
����

nicht bestimmen, ob es sich bei den Zellen im Corpus callosum um Oligodendrozyten

handelte, die eine �������
� %��#������
� ���� #
��
��nurartige Aufreihung der

aufeinanderfolgenden Zellleiber aufweisen. Dies sollte in zuk���	��
�� �	���
�� 
���
�
��
��

untersucht werden. In einer weiteren Reihe von Studien wurde ebenfalls eine grosse Anzahl

von nicht charakterisierbaren oder undifferenzierten Zellen beobachtet (Renfranz et al., 1991;

Shihabuddin et al., 1995; Lundberg et al., 1996, 1997, Hovakimyan et al., 2006; Miljan et al.,

2008). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass wahrscheinlich ein Teil dieser Zellen

nach Transplantation in das Gehirn in einen stummen stammzell�������
��>�
	�����
��t und

in diesem ��
��%���	
����!
��)
���
��t (Renfranz et al., 1991; Snyder 1994; Miljan et al.,

2008). Von Shihabuddin et al. (1995) wurde f�����
�>
������
��5AA��"��
���

����
�
� ���

�

die Anzahl ��erlebender undifferenzierter Zellen bei l���
�
�� N�
��
�
�
"
�	
�� ������	��

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Zellen, die nicht differenzieren, mit der Zeit verloren

gehen, m:�����
�!
�

� !
�
�� �

� ?
��
�
� 	��#��
��
�� ?��	��
�� �8��		
���
� ���� 8��	
 �

1993).

.�(�.� ���,�
K� �	�� 1��������	�	�
�� �
,� ��
�
�����&���
"�	�		� =
	�	�
�	�� ���


����		���	��3&�4+�&'9��
���
�	����	��=�			�

Bei den Fragestellungen dieser Arbeit sollte zuletzt der Frage nachgegangen werden, ob die

transplantierten CSM14.1-Zellen einen Einflu�� ���� ��
� �#����#���-induzierte

Rotationsverhalten der unilateral 6-OHDA-l�
����
�	
� Tiere aus��
�. Diese Rotationen

wurden zudem bei ebenfalls unilateral dopaminerg deafferentierten und anschlie�
���
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scheintransplantierten Kontrolltieren untersucht und die Ver���
����
�� der Rotationen

miteinander verglichen. Wie schon in der Einleitung erw���	��3�#��*�<1 ��
	���
������	
���
�&-

OHDA-L�
���
���
��� �
�� ��		
� 
��

� �
�� !���	��
	
��6���
��		
�� �
��7�����
��-Forschung

zur experimentellen Entwicklung von Behandlungsstrategien (Ungerstedt, 1968; Ungerstedt

und Arbuthnott, 1970; Schwarting und Huston, 1996a, b; Schober, 2004). Die Injektion von

6-OHDA in das MVB f���	� 
����������*���� "���
����
�
�
��	�)
��;
����
����
�� ����
��

dopaminergen Neuronen der Substantia nigra (Jeon et al., 1995) und nach 2 Tagen sind im

histologischen Bild eine extensive neuronale Nekrose mit zugeh:���
� Gliose zu finden

(Maler et al., 1973). Nach 4-6 Tagen ist der H:�
#���	��

�>
����	
�����
�"���
�����	
� ����

den folgenden 2 Wochen geht dieser dann zur��� � !��
�� ����� �
	"	
������� ��
�� (BJ� �
��

dopaminergen Neurone in der Substantia nigra abgestorben sind (Jeon et al., 1995). Die

intraperitoneale Gabe von Desipramin, ein Hemmstoff des hochaffinen Noradrenalin-

Transporters, 30 min vor der 6-OHDA-Injektion bewirkt, dass nur dopaminerge Neurone,

nicht aber andere katecholaminerge Nervenzellen absterben (Breese und Traylor, 1970). Die

Degenerationserscheinungen im ipsilateralen CPu, dem Efferenzgebiet der Substantia nigra,

sind 2-3 Tage nach L�
ion am auff�����
	
� �!��
��
����������<�2��
�����	��
��
�!
�	
�
��

Nekrosen feststellbar waren (Maler et al., 1973). Der Verlust der terminalen dopaminergen

Boutons, und damit einhergend die beginnende dopaminerge Deafferentierung des CPu, kann

schon 18 h nach L�
���������
!�


��!
��
���6:��
�	�����9��
�
	
�	 �*(BA1� Apomorphin-

induzierte Rotationen lassen sich schon 2 Tage nach L�
������
�:

������
����������������

f�������

	
�
��''�2��
 ��"!����
�"����
�
�

��
 der Versuchstiere, ausl:
�����9��
�
	
�	 �

1971). Die Anzahl der Apomorphin-induzierten Rotationen zeigt in den ersten drei Monaten

nach L�
����
��
�����	����
�����
����
	�
����
����������A�%���	
��
���7��	
���
��
���	�!��� �

da die striatale dopaminerge Deafferentierung parallel zu einem Anstieg der dortigen D1- und

D2-Rezeptoren f���	 (Schwarting und Huston, 1996a, b). Der Verlauf der pathologischen

Ver���
����
�������


��2�
����
���
#�
�
�	����"�
���
������	��
������
��
��#����
��
�	
��

Verlauf des iPS mit dem allm������
��;
���
	� ��#����
��
��5
��one und der Ausbildung

von Einschlu��:�#
���
� � 
��
����	
� Lewy-K:�#
���
�, in den verbleibenden

pigmentierten dopaminergen Neuronen wieder (Schwarting und Huston, 1996a, b; Gerlach et

al., 2001). Im Gegensatz allerdings zu Tiermodellen, bei denen es durch die wiederholte

systemische Gabe von geringen Mengen MPTP (Schober, 2004) oder die intrazerebrale

Injektion von Rotenon (Betarbet et al., 2000) zu einem langsamen progredienten Verlauf des

Zelluntergangs und der Ausbildung von Einschlussk:�#
���
�� ����	 sind 6-OHDA-

L�
���
�����
)
�
��
����
��%727�������	
������
�!
��
����	���
 ������
��
��"�)����
�	�����
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sichtbaren Sch�������� �

� �����-striatalen Systems, in Tierverhaltenstests und im

histologischen Gehirnpr�#���	�Spontangenesungen beobachtet (Betarbet et al., 2000; Schober,

2004). Die MPTP- und Rotenonmodelle sind zudem sehr variabel in ihrer Auspr������ �

�

Schadens und variieren von Arbeitsgruppe zu Arbeitsgruppe (Betarbet et al., 2000; Gerlach et

al., 2001; Schober, 2004), so dass sich das hier verwendete unilaterale 6-OHDA-

L�
���
���
��� ��	� 
��
�� ��
�� (BJ��
�� ��#����
��
��>
����	
������ ��
� ��
�;����

	
� ����

Neurorestaurationsstudien mit mesenzephalen Progenitorzellen herausstellte. Unilateral mit 6-

OHDA-injizierte Ratten, die vor der Transplantation mehr als vier kontralaterale

Apomorphin-induzierte Rotationen pro min durchf���	
�� ���
�� 
��
��>
�	����� )���F'� ����

ermittelt) konnten, aufgrund dieser Verhaltensexperimente sicher als erfolgreich l�
����
�	�

angesehen werden. Histologische und immunhistochemische Untersuchungen an solchen

Gehirnen, 7 Tage nach L�
��� � "
��	
�� 
��
�� �
�	����
�� �����	
���
��;
���
	� ��#����
��
��

Perikarya in der Substantia nigra und eine damit einhergehende Reduktion TH-

immunreaktiver Fasern im ipsilateralen CPu. Eigene stereologische Arbeiten an solchen

unilateral l�
����
�	
�� ��		
� � �
�� �
�
�� ��
� ��#����
��
�� 5
����
� ��� �
�� ��	��	
� � �"!��

l�
����
�	
�� ���
	��	��� ������ ��
�
"���	� ���� )
������
�� !���
� � "
��	
�� 
��
�� �
��� ��
�

97%igen Verlust in der l�
����
�	
��6
��
#���
������6��s et al., 2008). Alle in dieser Arbeit

untersuchten l�
����
�	
�� Tiere, die drei Monate nach Transplantation bzw.

Scheintransplantation auf das Vorhandensein dopaminerger Neurone in der Substantia nigra

oder dem CPu hin untersucht wurden, wiesen eine klare dopaminerge Deafferentierung des

CPu und einen massiven Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra auf.

Hierdurch kann deutlich aufgezeigt werden, 1) dass diese Art von L�
�������
)
�
��
���
	�����

2) eine Transplantation von CSM14.1-Zellen nicht zu einer dopaminergen Reinnervation des

l�
����
�	
��@7���
����	���	�

Dieser zweite Punkt ist von besonderem Interesse, wenn es um die Betrachtung der hier

durchgef���	
��;
����	
�

4#
���
�	
���		
�
��#����#���-induzierter Rotationen geht. Eine

Woche nach 6-OHDA-Injektion wurde der Erfolg der L�
������	���


��2

	�
���		
�	, und

die Versuchstiere erhielten eine weitere Woche sp�	
�� 
��� >
��	���
#���	�	 mit CSM14.1-

Zellen oder sie wurden einer Sham-Operation unterzogen. Dieser fr��
�>
�	#���	 � �
�� �
��

das Plateau der Apomorphin-induzierten Rotationen noch nicht erreicht ist, haben wir damals

bewusst gew���	 � ��� ��
� >
��
�� ��� 
��� %���
�� zu bringen, welches gerade akute

Ver���
����
�� ���������	�� �
�� +
����
� !�� �dass den CSM14.1-Zellen vom Wirtsgewebe

gebildete Faktoren bestimmte Differenzierungssignale, hin zu dopaminergen Neuronen,

vermitteln w���
�. Anschlie�
��� !���
� � ���� 

��
� !
�	
�
�8���
�� ���
� 
�
�
��2��
� ����
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danach im 14 T����
����,	���
 ���


���	�	���
��
���		
�	� Die Zunahme der Rotationen bei

der Scheintransplantat-Gruppe w���
��� �
�� 
�
	
�� )�
�� 8���
�� 
�	
#����� �
�� 
�����

bekannten Erwartungen (Schwarting und Huston, 1996a, b). Die CSM14.1-transplantierten

Tiere dagegen zeigten einen deutlich geringeren Anstieg der nach drei und vier Wochen

signifikant geringer als bei der scheintransplantierten Gruppe war. Nach 8 Wochen jedoch

zeigten die scheintransplantierten Tiere, wie auch die Transplantierten, eine deutliche

Abnahme der Rotationen, die bewirkte, dass sich beide Gruppen wieder dem Ausgangswert

n��
�	
�. Bei den transplantierten Tieren lagen die Rotationen gegen Ende des Experiments

jedoch ca. 10% unter dem Ausgangswert und immerhin noch ��
�� 20% unter denen der

scheintransplantierten Gruppe. Diese Unterschiede waren am Ende des Experiments jedoch

nicht signifikant. Q������
�Rotationswerte erzielte auch die Transplantationsstudie von Anton

et al. (1994), obwohl in deren Experiment die zehnfache Menge vitaler CSM14.1-Zellen

injiziert wurde. Hieraus l�

	� 
���� ���
�	
� � ��

� ���	���� ��
� 2���
#���	at, gegen��
�� �
��

Scheintransplantations-Operation, zu einer Verbesserung f���	
 � C
����� ��� ;
������ �

�

Experiments die Effekte einer Scheintransplantation auch zu einer Abnahme der Rotationen

beitrug. Da keine TH-immunreaktiven Neurone im transplantierten CPu aufgefunden wurden

und es damit sicherlich nicht zu einer dopaminergen Reinnervation kam, m�


�� ���
�
�

Mechanismen als Erkl������ �
����
"��
�� !
��
��� =�"!�
��
�� ���	� 

� 
��
� �
��
� )���

Transplantationsstudien bei Hemiparkinson-Ratten und nichtmenschlichen Primaten mit

induzierten Parkinsonsymptomen, bei denen ebenfalls neurale Progenitorzellen verwendet

wurden und bei denen es auch zu Verbesserungen in Verhaltenstests kam, obwohl eine

dopaminerge Differenzierung der Zellen ebenfalls unterblieb (Yasuhara et al., 2006;

Redmond et al., 2007; Hovakimyan et al., 2008b; Miljan et al., 2008). Es wird davon

ausgegangen, dass die Sekretion von Neurotrophinen von den injizierten Zellen, oder

angeregt durch diese vom endogenen Gewebe durch Interaktion mit dem Transplantat, f�����
�

Verbesserungen in den Verhaltenstests eine gro�
� ����
� 
#�
�
��� ;��� )�
�
�� >
������
�� �
	�

schon bekannt, dass sie f�����
��7��klinisch relevante Neurotrophine, wie z. B. BDNF, CNTF,

bFGF, FGF-2 oder auch GDNF bilden k:��
� (Cattaneo und Conti, 1998, Lu et al., 2003;

Gao et al., 2006; Miljan et al., 2008). Gerade GDNF ist ein sehr potenter Wirkstoff, der auch

schon in klinischen Studien mit Parkinson-Patienten zum Einsatz kam (Gill et al., 2003).

Dieser wirkt zum einen, vor einer 6-OHDA-Injektion verabreicht, neuroprotektiv, jedoch

auch neuroregenerativ auf endogene dopaminerge Neurone, wenn er nach entsprechenden

L�
���
�� �##��"�
�	� !���� ��
��� 
	� ��� � *((</� Bohn, 1999; Kirik et al., 2000, 2001) Eine

m:�����
� $��������� ���� ��
� 
#��	��
��



rung nach CSM14.1-Transplantation kann evtl.
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durch die GDNF-Sekretion der injizierten Zellen erkl��	� !
��
� � ��� 
�
� ��� �
�� ���
� 
����

dieses Neurotrophin zu bilden, wie Western Blot Ergebnisse und immunzytochemische

Markierungen in dieser Arbeit gezeigt haben (Haas et al., 2008). Die allerdings ebenfalls

nachfolgende Abnahme bei den scheintransplantierten Tieren k:��	
� 
�
�����
� ������ ��
�

Wirkung von GDNF erkl��	�!
��
� ��������������
����
�	
���##
�������
��	��
�
	������*((B1�

gezeigt hat, dass nach einer Stabwound-L�
��� im Striatum, also �������� ��

�
�� bei den

Scheintransplantationen ebenfalls durchgef���	
��%������C
�	��� mit DMEM, der Gehalt der

endogenen GDNF-mRNA in dieser Region eine Verdopplung erf���	�� ��

� !��
� 
��
�

M:������
�	� der Erkl������ f��� ��e zeitlich versetzte Abnahme der Apomorphin-induzierten

Rotationen bei dieser Kontrollgruppe. Interessanterweise f���	
� ��
� 2���
#���	�	���� �
��

CSM14.1-Zellen in die Substantia nigra adulter Hemiparkinson-Ratten, ebenfalls 14 Tage

nach 6-OHDA-L�
��� � "�� 
�ner signifikanten Abnahme der Rotationen unter den

Ausgangswert, was also einer richtigen Besserung der Symptomatik bedeutet, wohingegen die

scheintransplantierten Tiere eine stetige Verschlechterung mit dann schon beschriebener

Plateaubildung (Schwarting und Huston, 1996a, b) ��
�� �
�� ��	
�
���	
�� >
�	����� )��� A�

Monaten ausbildeten (Haas et al., 2008). Eine M:�����
� $��������� ��
����� !��
 � ��

� ��
�

Platzieren der CSM14.1-Zellen in die Substantia nigra, die dann als sogenannte Zellpumpen

GDNF nahe am Zelleib der verbliebenen dopaminergen Neurone bilden, zu einem

�
#���	���.� ��


�� )
����
�
�
�� 5
����
� ����	, und dies effektiver als nach Injektion der

Zellen in das Striatum.

.�(�0�)
����	�,���
����	��������	�<	,
��	�

Abschlie�
�����

	�
����
��
� ���

���
�;
rhaltenseffekte nur spekulativ ausdiskutiert werden

k:��
� ����)�
�
�?��	��
� ���
���
�����
��
��$����������
� ����������	���
�
���
����
����	�

sind. Jedoch stellen gerade solche immortalisierte Progenitoren, wie die der Zelllinie

CSM14.1, ein gutes Ausgangsmaterial f���weitere Transplantationsstudien dar, da sie sich

leicht vermehren lassen, nach Transplantation keine Tumore ausbilden, sich auch nach

inzwischen fast zwei Jahrzenten in Kultur nicht ver���
�	����
�, sich �������� zielgerichtet in

Neurone mit dopaminergen Eingenschaften differenzieren lassen und sie zudem zuk���	���

einem �1����� Gentransfer zur Ausbildung von therapeutisch wirksamen Substanzen oder

Markerproteinen unterzogen werden k:��
�. Diese Punkte lassen vermuten, dass zuk���	��
�

Modifikationen dieser Zellen eine Generierung von Material f��� ��
� $�	!�������� 
��
��

effektiven, kontrollierten molekularen und zellul��
��5
����

	����	���
	�
��#�
�
�����en.
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.�*��
�������

Die Regenerative Medizin und gerade das Feld der Neurotransplantation unter Verwendung

neuraler Stammzellen unterliegt einem stetigen Wandel, ist somit keine statische

Forschungsrichtung, sondern dauernd im Flu��� �������� � �"!�� 	��	" der in dieser Arbeit

erhobenen Befunde sollten bei zuk���	��
���	���
�� 
����
�!���	��
�7���	
 �7�otokolle oder

Arbeitsmethoden erweitert, bzw. abgewandelt werden:

- F��� "�����	��
� ���
�	
�� �it dem unilateralen 6-OHDA-L�
���
���
�� sollte eine

weitere Reihe von Verhaltensexperimenten durchgef���	� !
��
���Der Apomorphin-

induzierte Rotationstest stellt zwar weiterhin die einzige M:������
�	� ���� ���
"��

vollst�����
���
���
��"��
���		
����Hefti et al., 1980; Heikkila et al., 1981; Casas et

al., 1988; Carman et al., 1991; Hudson et al., 1993; Moore et al., 2001), dieser sollte

aber durch weitere, z. B. nicht Pharmaka-induzierte, Verhaltensexperimente erweitert

werden. Der sogenannte Zylindertest (Schallert und Lindner, 1990; Schallert und

Tillerson, 1999; Kirik, 2001), bei dem die pr��
�
�	�
��
� ;
�!
������ �
��

Vorderpfoten und der Footprint Analysis Test (Metz et al., 2005), bei dem die

Schrittweiten der beiden K:�#
�����	
� � 
���		
�	� !
��
� � sollten standardm�����

durchgef���	� !
��
�. Diese Tests ermitteln g��"����� ���
�
�7����
	
�� ���� 
#�
�
���

therapeutische Verbesserungen unterschiedlicher motorischer Komponenten, z. B.

taktile Lokomotion oder Laufverhalten, wieder.

- Die atraumatischere Mikroinjektionsmethode (Nikkhah et al., 1994, 1995) sollte bei

weiteren Transplantationsstudien zum Einsatz kommen. Hierbei werden, gegen��
��

der hier noch verwendeten Hamilton-Kan��
�� ��	� ' F� ��� ������



� �

Glaskapillaren mit einem Aussendurchmesser von ca. 70-80 M���
��	"	����

�����	�"��

geringeren Verletzungen des Hirngewebes und damit einhergehend zu einer

verminderten Aktivit�	��
��
����
�
��%��������� �5�������
	���� �*((5, Hovakimyan

et al., 2008), was letztendlich zu einem besseren N�
��
�
� des Transplantats f���	�

- Die gentechnische Ver���
����� �
�� @�%*F�*-Zellen mittels Lentiviren zur

Expression des Markerproteins GFP sollte es in zuk���	��
�� �	���
�� 
�����
�� ��
�

transplantierten Zellen im Wirtsgewebe aufzufinden und immunhistochemisch

charakterisieren zu k:��
��� $��
� 2���
���	���� ��	� ��


�� +
�	���
�
�
,
	
�� ��	 �

gegen��
�� �
�� ��	
�
�� �
	��)����
�� �,
	
�� �
��;��	
�� � ��

� ��
� )
����
�	
��>
��
��
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die GFP-Expression auch unter Stress- oder Differenzierungsbedingungen nicht

einstellen. Daher eignet sich diese Vorgehensweise sehr gut f���

Transplantationsstudien. Eigene Vorexperimente in enger Zusammenarbeit mit der

Arbeitsgruppe f��� ;
�	�������
� ���� 
4#
���
�	
��
� +
�	�
��#ie an der Universit�	�

Rostock (Prof. B. P�	"
�1�"
��	
� ���

�
����
�+?7-exprimierenden CSM14.1-Zellen

auch nach 14 d bei 39G�@�����*J�?3�������
�
�"�
����
�
�������
�1�+?7�
�	���	
��

und im Fluoreszenzmikroskop detektierbar sind (siehe Abbildung unten). Durch diese

Markierungsmethode k:��	
�� 	���
#���	�
�	
� >
��
�� ����� ��� ���	
��

Gehirnschnittpr�#���	�
�
�	��#�,
������
���!
�	
��������	
��
�
�	�!
��
�����
������
	�

al., 2000).

-��&����	���
����,,	�	�"�	�		��5���.��&)	��	� �
CSM14.1-Zellen wurden mittels Lentiviren Gentechnisch ver���
�	 �
���

�
�
�
	�������
�%���
�#��	
���
GFP bilden. Dieses ist auch nach zwei Wochen unter Differenzierungsbedingungen (39G�@ �*J�?3�1�
noch nachweisbar.
a) DAPI-Markierung der Zellkerne (blaue Fluoreszenz) und b) endogene GFP-expression (gr��
�
Fluoreszenz) in allen Zellen detektierbar, wie in c) der N�
����
�����
��
������!�����%��
	���D�-'�M��
(a-c).

- Die �������� Differenzierung und anschliessende Transplantation der CSM14.1-Zellen

in das CPu oder die Substantia nigra von 6-OHDA-Ratten ist ein interessanter

experimenteller Ansatz f���"�����	��
��	���
� ������
��
����	
��	����
"�������
����
��

Vergleiche (undifferenzierte versus differenzierte Transplantate) widerspr�������
�

Ergebnisse vorliegen und diese beiden unterschiedliche Ans�	"
� ���
�� �����

kontrovers diskutiert werden. Nur pr�����
�
�"�
�	
� �


�"
#���
� 7���
��	��
� � ���

Vergleich zu undifferenzierten Progenitoren, waren in den Studien von Wang et al.

(2004) in der Lage das Striatum dopaminerg zu reinnervieren und

Verhaltensbesserungen auszul:

� � !�����
�
�� ���
�
� +��##
�� ��

�
"������� "��

gegenteiligen Ergebnissen kamen (Wagner et al., 1999).
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- N�
�	���
�� �

� ��
���
���
��
� ���� %��

� �=����� 
	� ��� � �''<1�� 6�
������� �:��	
��

zuk���	���
��
����	
� ������
��"�
�	
�%��

��
��2���
#�antationsstudien verwendet

werden. Immunologische Abstossungsreaktionen der Transplantate, auch im als

immunprivilegiert angesehenen Gehirn, werden als Ursachen f��� �
����
�

N�
��
�
�
��	
������%����	���
)������
���
��	�
�	��6��
�������������� ��''*1�

- Ermitteln von neurotrophen Faktoren oder EZM-Komponenten, die sich positiv auf

das Auswachsen eines Transplantats auswirken. Dies k:��	
�durch den Vergleich von

intakten Hirnregionen (CPu und Substantia nigra) mit 6-OHDA-l�
����
�	
��+
��
	
��

durchgef���	�werden oder durch Vergleiche von neonatalem mit adultem Hirngewebe

ermittelt werden. Wenn solche Faktoren, z. B. mittels Proteomanalyse, bekannt

w���
n, best���
� ��
�M:������
�	, die entsprechende Region vor oder w���
��� �
��

Transplantation mit diesen Stoffen anzureichern, um den injizierten Zellen sozusagen

die Strassen freizur���
��� $��� 
����
�� ��
�	"� !���� ���
�	��� )��� ��

�
��

Arbeitsgruppe durchgef���	����


�	�	����)���?����+��	��


�
�1�

Die Konzentration auf die entwicklungsabh�����
� 2���
#���	�	���
��
�he (neonatale

Transplantate) scheint momentan die erfolgversprechendste Strategie zu sein, um die

Bedingungen der dopaminergen Differenzierungen von Transplantaten mesenzephaler

neuraler Progenitorzellen besser zu verstehen. In eigenen Arbeiten konnte bislang nur nach

Transplantation mesenzephaler Progenitoren aus der Ratte (Haas et al., 2007) oder auch dem

Gehirn eines menschlichen Feten (Hovakimyan et al., 2006) in neonatale Tiere eine

dopaminerge Differenzierung der injizierten Zellen nachgewiesen werden. Bei adulten Tieren

unterblieb dies bislang, obwohl es sich um Zellen gleichen Ursprungs handelte (Haas et al.

2008; Hovakimyan et al., 2008). Interessanterweise wiesen bei einer der beiden einzigen

Placebo-kontrollierten Transplantationsstudien an Parkinson-Patienten, nur die j���
�
����	
��

60j�����
��7�	�
�	
��
��
������
��
�;
��



������
�
���
���
��3��	����#�	�
�	
�������?�

��

et al., 2001). Diese Patienten sind sicher nicht als neonatal oder juvenil anzusehen, jedoch

k:��	
 � ��������� �
�� ��	
�
��	
�
chiede zu den anderen Patienten, die Zusammensetzung

bestimmter Komponenten im Gehirn trotz allem ein permissiveres Milieu f�����
�=�	
���	����

transplantierter Zellen darstellen. Diese �Hypothese der kompetenten Nische. f���	
������"��

gegenw��	��
� im Labor durchgef���	
� differentiellen ontogenetischen Proteomstudien des

Rattengehirns, da wir der Meinung sind hier einen Ansatz f��� "�����	��� 
������
���
�
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Transplantationsstrategien zur Behandlung eines experimentell ausgel:
	
��7�����
��
,����
�

zu entwickeln.
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0���������

0���)
����	�,���
���

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen das Differenzierungsverhalten mesenzephaler

temperaturabh�����-immortalisierter Progenitorzellen der Zelllinie CSM14.1 aus dem Gehirn

der Ratte unter kontrollierten Differenzierungsbedingungen �������� mittels semiquantitativem

Western Blot und immunzytochemischen Methoden zu charakterisieren und zum anderen das

Differenzierungsverhalten von CSM14.1-Zellen ������� nach Transplantation in das Striatum

von 6-OHDA-injizierten Hemiparkinson-Ratten zu untersuchen. Zudem sollte der

therapeutische Einflu�� 
��

� 
����
�� 2���
#���	�	
� ��		
�
� �#����#���-induzierter

Rotationen ermittelt werden. In CSM14.1-Zellen wurde der Expressionsverlauf

zelltypspezifischer Markerproteine f��� 7���
��	��"
��
�� �Nestin), Neurone, dopaminerge

Progenitoren (Retins���
�
"
#	��� Nurr1) und ausdifferenzierte dopaminerge Nervenzellen

(TH, ALDH2) unter definierten Differenzierungsbedingungen (nichtpermissive Temperatur

39G�@ � *J�?3�1� ��	
�
���	��Die Zellzahl nahm w���
��� des untersuchten Zeitraumes (14

Tage) im Zeitverlauf ab. Die ehemals flachen, epithelialen Zellen bildeten bei 39G� @

zahlreiche Ausl���
�� ��
 und exprimierten GDNF. Das immortalisierende Onkogenprodukt

Large-T-antigen war in den Zellen nach 3 Tagen bei 39GC nicht mehr nachweisbar. Eine

Abnahme von Nestin ��
�� �
��3��	�)�
����
"
�	����� !��� deutlich erkennbar, wohingegen

die Expression neuronaler Proteine hochreguliert wurde. Nurr1 wurde in den Zellen schon bei

33G�@������
!�


�����������A�2��
���
� 39G�@���chreguliert. TH wurde bei 33G�@��
�����

exprimiert, dessen Gehalt stieg aber nach 3 Tagen bei 39G�@�
	��������������
����������
	��	�

nachweisbar. ALDH2 war bei 33G�@�����	�����!
�
��������dessen Gehalt stieg w���
����
��

Differenzierung kontinuierlich an. In diesem �������� System wurde also ein �������
���������

der dopaminergen Differenzierung beobachtet wie er wohl auch w���
��� �
��

Embryonalentwicklung abl���	��Drei Monate nach bilateraler Transplantation in das Striatum

konnte aufgezeigt werden, dass die PKH26-markierten CSM14.1-Zellen ca. 300-400 M����
�

dem Injektionskanal migrierten und ��
�!�
�
nd mit GFAP kolokalisiert waren; ein Gro�	
���

war nicht charakterisierbar und nur einzelne Zellen waren NF200-immunreaktiv. Eine

dopaminerge Differenzierung, und somit eine dopaminerge Reinnervation, im adulten

Striatum unterblieb. Seitenunterschiede wurden nicht beobachtet. Bei Apomorphin-

induzierten Rotationen war nur zu Beginn eine signifikante Reduktion bei CSM14.1-

transplantierten Tieren im Vergleich zu scheintransplantierten Kontrollen nachweisbar. Gegen

Ende glichen sich die Rotationswerte jedoch an und unterschieden sich nicht signifikant.
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0�(�1��	��	�������
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Werte der Apomorphin-induzierten kontralateralen Rotationen von CSM14.1-transplantierten

Tieren (CSM14) und der Versuchstiere (ST), die ein Scheintransplantat erhielten. R0 stellt

den Zeitpunkt 1 Woche nach L�
���� ����� ��
� 8
�	
� �*-R12 stellen die Zeitpunkte eine

Woche (R1) bis 12 Wochen (R12) nach CSM14.1-Zelltransplantation oder

Scheintransplantation dar. Nur diese aufgef���	
�� 8
�	
� ����
�� ��� ��
� 
	�	�
	�
��
�

Auswertung f�����
���	�	���
��
����
�
�
�3�#��A���*1�

%&� ������ '�� &� '�� '�� '�� '�� '�� '�� '(� '��� '���
)��� CSM14 9,4 11,6 9,6 12,1 9,3 9,3 9,9 7,5 6,8 6,2
)��� CSM14 16 20,4 16,9 14,7 15 14 15,6 16,3 14,1 17,2
)��� CSM14 4,7 10,4 8,4 6,9 7,7 5,8 7 5,3 5 5,5
)��� CSM14 11,5 10,6 12,6 9,9 8 8,9 6,9 5,4 4 3,4
)(�� CSM14 8,5 13,1 12,1 8,5 5,6 2,9 4 4,1 8,7 7,2
)��� CSM14 4,6 11,1 10,5 10,5 10,8 14,2 16 13,5 15,4 13,2
)��� CSM14 12,5 12,9 11,2 13,1 14,8 16,7 14,6 16 14,8 13,3
)��� CSM14 10,8 13,2 16,1 13,7 9,5 15,9 16,8 14,4 14,1 12,4
)�(� CSM14 14 13 11,2 10,6 10,3 10,4 8,1 7 8 7,4
)��� CSM14 12,2 14,5 14,1 14,3 11,9 16,9 14,5 12 11 12,1
)��� CSM14 7 7,9 11,8 8,4 5,4 9,4 9,4 8,7 3,4 7,1
)��� CSM14 17,1 11,7 10,9 12,2 12,2 18,1 14,5 11 10,9 9,2

%&� *"�+� '�� �&� '�� '�� '�� '�� '�� '�� '(� '��� '���
)(�� sham 5,4 8,9 10,7 11,4 11,2 8,9 10,8 12,4 10,7 11
)��� sham 4,1 6,5 6,5 6,1 6,2 5,6 4,6 4,6 4,2 3,2
)��� sham 8,9 18 10,1 8,3 6,6 9,1 8,6 7,9 2,8 2,1
)��� sham 7,9 10,7 11,9 9,8 9,1 8,5 7,1 7,1 6,2 6,7
)�(� sham 10,2 16,2 19,8 19,7 19,5 17,3 19,2 14,4 14,4 14,6
)�� sham 13,8 17,4 17,8 19,6 21,5 20,3 23,3 20,6 15 16,7
)��� sham 7,3 9,6 10,5 9 6,1 5,9 6 8,9 2,3 7,4
)��� sham 8,7 10,5 8,7 7,3 7,7 8 4,3 3 4 3,6
)��� sham 4,1 6,3 9,9 11,8 9,4 10,7 7,6 5,9 7,9 6,9
)��� sham 8,9 10,4 10,3 9,5 9,2 9,2 8,5 5,7 6,1 4,5
)��� sham 7,5 17,9 17,3 18,2 16,8 21,1 22,8 19,1 20,5 19,4
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