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1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Parkinson

Vor Uber 180 Jahren beschrieb James Parkinson die bis heute nach ihm benannte Erkrankung
(Parkinson, 1817). Morbus Parkinson (MP) ist eine neurodegenerative Erkrankung an der 1
bis 2 % der Uber 65-J&hrigen in Europa leiden (de Rijek et al., 2000). Die klassische Trias
Klinischer Symptome besteht aus Rigor, Tremor und Akinese. Beschreibungen von
Erkrankungen mit vergleichbaren Symptomen finden sich aber auch schon in alten indischen
Schriften von 4500 - 1000 v. Chr. (Manyam et al., 1990), oder bei Leonardo da Vinci am
Ende des 15. Jahrhunderts.

1.1.1 Epidemiologie

MP ist eine weltweit auftretende Erkrankung und gehort mit einer Prdavalenz von 65 bis 200
pro 100 000 Personen zu den hdufigsten neurodegenerativen Erkrankungen (Chouza et al.,
1996). Die beschriebenen geographischen Variationen der Pravalenz waren mdéglicherweise
bedingt durch die Anwendung unterschiedlicher Diagnosekriterien und Studienbedingungen
(Zhang et al., 1993; Anderson et al., 1998). Die Zahl der Parkinson-Patienten nimmt von 0,6
% der 65 bis 69-J&hrigen mit fortschreitendem Alter kontinuierlich zu auf 2,6 % der 85 bis
89-Jahrigen (de Rijk et al., 2000). Die Prévalenz des MP ist firr beide Geschlechter identisch
(de Rijk et al., 2000). Zwischen 5 bis 10 % der Patienten zeigen Symptome vor dem 40.
Lebensjahr, was als ,,young-onset* Parkinson bezeichnet wird.

1.1.2 Pathologie

Die Pathologie des MP ist gekennzeichnet durch einen spezifischen, aber dennoch
heterogenen Nervenzelltod. Degenerative Prozesse finden sich in den dopaminergen
Neuronen der Substantia Nigra pars compacta (SN), im cholinergen Nucleus basalis Meynert,
im noradrenergen Locus coeruleus, im serotinergen Nucleus raphe, im autonomen
Nervensystem, im Hypothalamus und im Striatum. Von entscheidender Bedeutung fur das
Auftreten der Krankheitssymptome ist vor allem die Degeneration der dopaminergen Neurone
der SN (Forno, 1996) mit konsekutivem Dopaminmangel im Striatum. Zum Zeitpunkt der
Erstmanifestation sind bereits 50 % der dopaminergen Neurone degeneriert (Fearnley et al.,
1991), und die Menge an Dopamin ist im Striatum um 70 bis 80 % vermindert (Bernheimer et

al., 1973). Der Beginn dieses degenerativen Prozesses wird aufgrund von PET und SPECT
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Studien vier bis funf Jahre vor Krankheitsbeginn vermutet (Brooks et al., 1998). Eine weitere
typische, dennoch nicht pathognomonische Pathologie des MP ist der Nachweis von Lewy
Korpern ("Lewy bodies”; LB). Diese eosinophilen, intracytoplasmatischen Einschlusskorper
konnen in allen betroffenen Regionen des Cortex und Hirnstammes beobachtet werden,
besonders im dorsalen vagalen Nukleus (Gai et al., 1995). Hauptbestandteil der LB ist das
Protein o-synuclein (Spillantini et al., 1997), dessen genaue physiologische Funktion noch

unbekannt ist.

1.1.3 Atiologie und Neurobiologie

Fur die Mehrzahl der sogenannten idiopathischen MP Erkrankungen ist bis heute keine
eindeutige Ursache bekannt. Diskutiert wird unter anderem eine vermehrte Exposition
dopaminerger Neurone gegenuber oxidativem Stress. Die Entstehung reaktiver
Sauerstoffradikale ("Reactive oxygen species”; ROS) ist ein normaler Vorgang im
Zellmetabolismus, und flir deren Detoxifizierung haben Zellen eine Reihe von
Abwehrmechanismen entwickelt (Ebadi et al., 1996). In dopaminergen Neuronen findet man
hohere Konzentrationen von ROS. Ausloser dafiir konnten erhohte Eisenmengen in der SN
(Hirsch et al.,, 1998), die Entstehung toxischer Nebenprodukte im endogenen
Dopaminstoffwechsel oder die Metabolisierung von Exotoxinen sein (Jenner et al., 1998;
Schapira, 1997). Erniedrigte Konzentrationen an reduziertem Glutathion deuten aber auch auf
eine verminderte Eliminierung reaktiver Sauerstoffspezies bei MP hin (Jenner et al., 1996).

Inwieweit es sich dabei allerdings um sekundare Prozesse handelt ist noch unklar.

Die Entdeckung des Neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP), das
als Heroinverunreinigung bei Drogenabhéngigen in den USA eine Parkinson-dhnliche
Erkrankung verursachte, I6ste neue Diskussionen Uber die Atiologie des MP aus. Da dieses
Toxin selektiv dopaminerge Neurone im Menschen zerstort (Lanston et al., 1983), wurde eine
durch Umwelttoxine bedingte Genese des MP vermutet. Einen Anhaltspunkt fiir diese These
liefert eine aktuelle Studie, in der bei Ratten nach einer Langzeitexposition gegentber
niedrigen Dosen des Insektizids Rotenon eine Erkrankung festgestellt werden konnte, die
klinisch und morphologisch viele Analogien mit MP besitzt (Betarbet et al., 2000). Zudem
wird heute eine gestorte Mitochondrienfunktion diskutiert, da sowohl MPTP als auch Rotenon
den Komplex | der Atmungskette selektiv hemmen (Mizuno et al., 1997; Betarbet et al.,
2000). Die selektive Hemmung dieses Komplexes fiihrt zu einem gestérten

Elektronentransport entlang der Atmungskette, was zur Folge hat, dass vermehrt ROS



entstehen und weniger ATP gebildet wird. Experimente mit kultivierten Nervenzellen fanden
auch eine durch Hemmung des Komplex | induzierte Apotose (Schapira, 1996). Die
Untersuchung von Mitochondrien der SN bei Parkinson-Patienten zeigte ebenfalls eine
verminderte Aktivitdt des Komplexes | der Atmungskette (Schapira et al., 1989). Das
Vorkommen dieser Defizienz ist fast pathognomonisch fir das idiopathische Parkinson-
Syndrom. Allerdings ist die Hemmung des Komplexes nur gering ausgepragt, so dass neben
einer verminderten ATP-Produktion weitere Faktoren, wie z.B. ROS, fir den Zelltod

mitverantwortlich sein missen (Mizuno et al., 1997, Betarbet et al., 2000).

Seit der Beschreibung verschiedener Familien mit hereditdrem Parkinson-Syndrom, werden
mehrere genetische Ausldser des MP diskutiert. Unter anderem konnten Mutationen im Gen
fur o-Synuclein auf Chromosom 4 (Polymeropoulus et al., 1997), dem Parkin-Gen auf
Chromosom 6 (Kitada et al., 1998) oder ein Locus auf Chromosom 2 (Gasser et al., 1998)
identifiziert werden. Allerdings ist der Anteil der Patienten mit genetisch bedingten
Parkinson-Syndrom insgesamt nur gering. Dennoch konnte die Klarung der Auswirkungen
der einzelnen Mutationen viel zum Verstandnis der Pathogenese des MP beitragen.

Neurotrophe Faktoren sind von groRer Bedeutung fiir das Uberleben und die Differenzierung
von Nervenzellen. Faktoren wie der "Glia Cell Line-derived Neurothrophic Factor” (GDNF)
oder der "Brain-derived Neurothrophic Factor” (BDNF) haben sowohl protektive als auch
regenerative Wirkungen auf dopaminerge Neurone (Beck et al., 1995; Gash et al., 1996).
Diese Entdeckung gab Anlass zu Fragen, ob ein Mangel an neurotrophen Substanzen oder
Defekte in deren Signaltransduktion relevant fur die Entstehung von MP sein kdnnten.
Bisherige Untersuchungen Uber die Genstruktur von neurotrophen Faktoren bei Patienten mit

familidrem Parkinson Syndrom liefern dafur keine Hinweise.

1.1.4 Klinische Manifestation

Erste klinische Symptome sind zu Beginn der Parkinson’schen Erkrankung relativ
unspezifisch und ein pathologisches Korrelat ist oft nur schwer nachweisbar. Es bietet sich ein
breites Spektrum an Manifestationen wie Dysasthesien, Muskelschwdache oder —steifheit und
Storungen der Feinmotorik. Depressive Symptome oder Stérungen des Antriebs werden in der
Anfangsphase ebenfalls beschrieben. Es kann aber auch zuerst nur ein Gewichtsverlust im
Vordergrund stehen. Erst im spateren Krankheitsverlauf ist die klassische Trias mit Rigor,

Tremor, Akinese nachweisbar, deren einzelne Auspragung je nach Dominanztyp in



unterschiedlicher Starke auftreten kann. Einzelne Kardinalsymptome kénnen z.T. aber auch
fehlen, wie z.B. der Ruhetremor in einem Viertel der Falle (Hughes et al., 1993). Ein
wichtiges diagnostisches Kriterium ist daher auch eine Linderung des Krankheitszeichen nach
Gabe von L-DOPA (Lang et al., 1998). Im weiteren Therapieverlauf mit L-DOPA treten nach
durchschnittlich 4 bis 5 Jahren Dyskinesien und Fluktuationen auf (Marsden, 1994). Nach 10-
jahriger Behandlungsdauer weisen schlieBlich iber 80 % der Patienten mindestens eine der
beiden Stérungen auf (Marsden, 1994). Als ein wichtiger Bestandteil spéterer
Krankheitsstadien wird auch die Demenz angesehen, die bei MP Patienten fast 7-mal haufiger
auftritt als in Kontrollgruppen gleichen Alters (Mayeux et al., 1990). Zeichen dementieller
Prozesse finden sich nach einer durchschnittlichen Krankheitsdauer von 9 Jahren mit einer
Prévalenz von 43 % (Hughes et al., 1993). Als weitere Spatsymptome konnten in einzelnen
Fallen vegetative Stérungen wie Blasen- und Mastdarmstérungen beobachtet werden
(Marsden, 1994).

Bis heute wird die Diagnose MP vor allem Kklinisch gestellt. Da spezifische
Krankheitssymptome in der Frihphase der Erkrankung fehlen sind Fehldiagnosen nicht
selten. So konnte in Autopsie-Studien gezeigt werden, dass in 24 % der Félle eine inkorrekte
Diagnose vorlag (Hughes et al., 1993). Gleichzeitig bleiben aber auch viele Falle unerkannt
(de Rjik et al., 1997). Der Ausschluss differentialdiagnostischer Erkrankungen wie der
Multisystematrophie oder der progressiven supranukledren Ophtalmoplegie kann sich daher
als schwierig erweisen und erfordert eine kombinierte Bewertung des klinischen Verlaufs und
den Ergebnissen moderner, bildgebender Verfahren wie PET und SPECT. Letztere sind in der
Lage mittels Substanzen wie Fluorodopa oder B-CIT die Anzahl an dopaminergen Neuronen
bzw. deren Stoffwechselaktivitat zu quantifizieren. Diese Untersuchungen konnte auch eine
Korrelation zwischen dem Ausprégungsgrad des klinischen Bilds und der Degeneration

dopaminerger Neuronen nachweisen (zur Ubersicht, Briicke et al. 2000).

1.2 Medikamentdse Behandlungsmaoglichkeiten

Bis heute ist die medikamentdse Pharmakotherapie des MP vor allem eine symptomatische.
Die Grundlage symptomatischer Behandlungsstrategien ist der Ersatz von Dopamin. Da
Dopamin aber nur in geringem Male die Blut-Hirn Schranke passiert, besteht eine
therapeutische Option in der Gabe der Vorlaufersubstanz L-DOPA. Am Zielort wird dann L-
DOPA durch das Enzym Dopa-Decarboxylase zu Dopamin decarboxyliert. Weitere

Therapiemdglichkeiten sind die Gabe von synthetischen, direkten Dopaminagonisten oder die



Gabe von Medikamenten zur Hemmung von Dopamin-abbauenden Enzymen wie der
Monoaminooxidase B (MAO-B) oder der Catechol-O-Methyltransferase (COMT).

Die symptomatische Therapie kann eine ausgepragte Manifestation des MP fiir mehrere Jahre
verhindern. Spater treten die Grenzen der Pharmakotherapie in Form von
Langzeitkomplikationen in Erscheinung. Untersuchungen haben gezeigt, dass zumindest ein
Teil dieser Komplikationen ursachlich mit der Art der medikamentdsen Therapie

zusammenhéngt (Baas et al., 1996).

1.2.1 L-DOPA

Seit den ersten Versuchen vor (ber 30 Jahren ist die Gabe von L-DOPA bis heute die
effektivste Therapie des MP (Cotzias et al., 1969). Zwar ist durch die rein symptomatische
Therapie eine Progression der Erkrankung nicht zu verhindern, aber in einem Zeitraum von 5
bis 7 Jahren ist eine Reduktion aller wesentlichen Krankheitssymptome mdglich. In der
klinischen Anwendung wird L-DOPA (blicherweise mit peripheren Decarboxylasehemmern
kombiniert, um das Auftreten peripherer, Dopamin-induzierter Nebenwirkungen zu
vermindern. Verbleibende Nebenwirkungen wie Ubelkeit oder orthostatische Hypotonie
treten meist nur zu Beginn auf und konnen durch ein langsames Aufdosieren gemildert
werden. Erst nach einer Therapiedauer von Uber 5 Jahren setzten bei mehr als 25 % der
Patienten Spatkomplikationen in Form von Fluktuationen und Dyskinesien ein (Marsden,
1994). Die Lé&nge des Zeitraumes bis zur Manifestation wird vor allem durch die applizierte
Dosismenge und die Behandlungsdauer bestimmt (Poewe et al., 1986; Roos et al., 1990).
AuRer den Nebenwirkungen kann gleichzeitig eine reduzierte Wirkdauer des L-DOPASs bei
gleichbleibender Dosis beobachtet werden. Therapeutische Probleme bereiten auch die
Dyskinesien (Marsden, 1994), deren Ursache bisher nicht geklart ist. Gegenstand aktueller
Diskussionen ist der Zeitpunkt an dem mit einer L-DOPA Substitution begonnen werden
sollte. Nach Meinung einiger Autoren konnte die vermehrte Bildung von ROS durch
Reaktionen im Stoffwechsel von L-DOPA, die Degeneration dopaminerger Neurone in der
SN beschleunigen (Olanow et al., 1992). Klinische und tierexperimentelle Studien konnten
aullerdem Hinweise auf einen kausalen Zusammenhang zwischen einer L-DOPA-Therapie
und dem Auftreten von Dyskinesien liefern (Montastruc et al., 1999; Pearce et al., 1995).
Wegen diesen Ergebnissen fordern mehrere Autoren erst so spat wie mdglich mit einer L-
DOPA-Therapie in moglichst geringen Dosen zu beginnen (Marsden, 1994; Poewe et al.,

1986). Andere Autoren hingegen bezweifeln ein toxisches Potential von L-DOPA (Agid et



al., 1998), und sprechen sich augrund der evidenten, klinischen Besserung durch L-DOPA-
Gaben gegen einen verzogerten Therapiebeginn aus (Rajput et al., 1997; Lang et al., 1998).

1.2.2 Dopamin-Agonisten

Dopamin-Agonisten werden seit tber 25 Jahren eingesetzt, um Krankheitssymptome bei
Parkinson-Patienten zu reduzieren (Calne et al., 1974). Die Substanzen wirken Uber die
direkte Stimulation striataler Dopaminrezeptoren. Allerdings ist im Gegensatz zur L-DOPA
Therapie eine signifikante Symptomreduktion nur bei ca. 30 % der Patienten nachzuweisen
(Lang et al., 1998). Dartiber hinaus sind die zu Beginn auftretenden Nebenwirkungen, wie
Ubelkeit und orthostatische Hypotonie, noch stirker ausgepragt als bei der Gabe von L-
DOPA, was ein noch langsameres Aufdosieren erfordert. Bei bestehender Wirkung ist in den
meisten Féllen eine medikamentdse Therapie ohne L-DOPA fiir 2 bis 5 Jahre mdglich. Der
Vorteil eines Therapiebeginns mit Dopamin-Agonisten ist die signifikante Reduktion an
Fluktuationen und Dyskinesien als Spatkomplikationen (Lang et al., 1998). Selbst wenn nach
weiterer Krankheitsprogression eine Kombinationstherapie von Dopamin-Agonisten mit L-
DOPA notwendig wird, ist das Auftreten jener Komplikationen noch deutlich niedriger als bei
einer L-DOPA Monotherapie (Hely et al., 1994). Als Ursache hierfur wird von manchen
Autoren ein neuroprotektiver Effekt vermutet (Jenner, 1995), dhnlich dem des Selegilins (s.
u.). Neue Hinweise flr einen neuroprotektiven Effekt liefert eine aktuelle Studie, die bei
Verwendung von Pramipexol eine verminderte Degeneration dopaminerger Neurone im
Vergleich zu einer Levodopa-Therapie nachweisen konnte (The Parkinson Study Group,
2002). In anderen Publikationen wird die Meinung vertreten, dass im Vergleich zu Standard-
L-DOPA Préparaten bei Dopamin-Agonisten eine physiologisch-tonische Wirkung vorliegt,
mit einem langsameren Wirkungseintritt und einer langeren Wirkungsdauer (Chase et al.,
1994). Anhaltspunkte hierfiir lieferten klinische Versuche, die durch eine kontinuierliche
Gabe dopaminerger Substanzen eine signifikante Reduktion der Fluktuationen und
Dyskinesien registrierten (Sage et al., 1990; Horowski et al., 1995).

1.2.3 Monoaminooxidase B (MAO-B) Hemmer

Die Wirkungsweise von Selegilin beruht auf der Hemmung des Dopamin-abbauenden
Enzyms Monoaminooxidase B. Da Selegilin im Vergleich zu L-DOPA nur eine
Symptomverbesserung von 20 bis 30 % erzielt, wird es klinisch meist im Fruhstadium der
Parkinsonschen Erkrankung als Monotherapie gegeben oder mit L-DOPA kombiniert. Die

Kombination bewirkt allerdings keine Reduktion der oben erwadhnten Spatkomplikationen
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einer L-DOPA Therapie (The Parkinson Study Group, 1996). Eine friihzeitig einsetzende
Monotherapie mit Selegilin kann aber den Einsatz von L-DOPA um 9 bis 14 Monate
hinauszogern (The Parkinson Group Study, 1993). Aufgrund dieses Effekts und den
Ergebnissen weiterer Untersuchungen wurde die Frage nach einer neuroprotektiven Wirkung
von Selegilin gestellt (Hely und Morris, 1996; Olanow et al., 1995). Eine mogliche
Wirkungsweise konnte die Hemmung von Stoffwechselschritten im Dopaminabbau sein, die
als Nebenprodukte ROS bilden (Fahn, 1992). Gegenstand von Diskussionen ist auch eine
Studie in der eine Zunahme der Mortalitat durch die Kombinationstherapie von Selegilin mit
L-DOPA gefunden wurde (Lees, 1995). Andere Arbeiten konnte diese Beobachtung jedoch
nicht bestéatigen (Olanow et al., 1996; The Parkinson Study Group, 1998).

1.2.4 Weitere pharmakologische Therapieansatze

Der Einsatz von Amantadin und Anticholinergika beschrankt sich im wesentlichen auf die
Anfangsphase atypischer Krankheitsverldufe. Eine Reduktion der Symptome tritt bei 20 %
der Patienten ein. Vor allem bei &lteren Patienten wird der Einsatz von Anticholinergika aber
durch die damit verbundenen Nebenwirkungen limitiert, wie Stérungen des Gedé&chtnisses,
der Psyche oder vegetativer Funktionen.

Eine Reduktion von L-DOPA ist moglich durch den Einsatz von Catecholamin-O-Methyl-
Transferase (COMT) Hemmern oder Amino-Acid-Decarboxylase (AACD) Hemmern, die
beide den peripheren Abbau von L-DOPA hemmen (Waters et al., 1997). Die Reduktion des
peripheren Abbaus fuhrt zu gleichmaliigeren Plasmaspiegeln, was tber eine gleichmaRigere
Verfligbarkeit von L-DOPA im ZNS zu einem vermindertem Auftreten von Dyskinesien flhrt
(Olanow et al., 2001).

1.3 Neurotransplantation als experimenteller Therapieansatz

Mit der Einfihrung von L-DOPA am Ende der sechziger Jahre fanden operative
Therapieansdtze des MP  zundchst wenig Beachtung. Zur Wiederentdeckung
neurochirurgischer Verfahren fuhrten erst die Erkenntnisse tber die Spatkomplikationen einer
pharmakologischen Therapie, die Verbesserung operativer und stereotaktischer Techniken,
kombiniert mit den Madoglichkeiten moderner Bildgebung. Der Grundstein der
Neurotransplantation bei MP wurden bereits Ende der siebziger Jahre gelegt: Im Tierversuch
wurde fetales, neuronales Gewebe in die Striata von 6-Hydroxydopamin ladierten Ratten
transplantiert (Perlow et al., 1979). 1988 wurde erstmals eine Transplantation mit humanem,

fetalem Gewebe bei einem Parkinson Patienten erfolgreich durchgefiihrt (Madrazo et al.,
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1988). Zu Beginn der neunziger Jahre wurde tierexperimentell auch die Transplantation nicht-
neuronaler Zellen getestet (Fisher et al., 1991). Die Ergebnisse dieser Versuche waren jedoch
nicht zufriedenstellend. Erste Xenotransplantationsversuche im Menschen, bei denen fetales,
dopaminerges Gewebe des Schweins bei Parkinson Patienten verwenden sind unléngst
durchgefuhrt worden. Untersuchungen an Autopsiematerial eines transplantierten Patienten
zeigten wenige morphologisch intakte dopaminerge Neurone (Deacon et al., 1997). Die
Klinische Evaluation der transplantierten Patienten im Zeitverlauf zeigte jedoch lediglich
geringe Effekte (Schumacher et al., 2000). Durch den optimierten Einsatz immunsuppressiver
Medikamente, sowie moglicherweise durch den Einsatz von neurotrophen Faktoren, die das
Uberleben der dopaminergen Neurone in vivo verbessern muss dieses Verfahren noch weiter
verbessert werden (Hagell und Brundin, 2001; Dunnett et al., 2001).

1.3.1 Transplantation von fetalem neuralem Gewebe

Die Transplantation von fetalem Gewebe basiert auf der Vorstellung, dass embryonale,
dopaminerge Neurone nach einer Transplantation ins Striatum in der Lage sind die Funktion
der degenerierten Neurone der SN zu Ubernehmen. In Transplantationsversuchen an Tieren
mit pharmakologisch induziertem Parkinson konnte bestatigt werden, dass fetale,
dopaminerge Neurone durch Bildung einer "biologischen Pumpe" eine Symptomreduktion
bewirken (zur Ubersicht, Lindvall, 1994; Olanow et al., 1996).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen waren Anlass fur zahlreiche klinische Studien mit zum
Teil unterschiedlichen Versuchbedingungen (zur Ubersicht, Olanow et al., 1996). Dabei
wurden zahlreiche Variablen ermittelt, die den Erfolg einer Transplantation beeinflussen
kdnnen. In Bezug auf das zu transplantierende Gewebe sind vor allem dessen Alter bei der
Préparation, dessen Lagerung und die zu transplantierende Menge von Bedeutung. Operativ-
technische Fragen sind unter anderem der Ort der Implantation und der Einsatz

immunsupprimierender Medikamente.

Als ideales Entwicklungsalter zur Gewinnung des Transplantates wird heute mesencephales
Gewebe von Foten aus der sechsten bis neunten Schwangerschaftswoche post conceptionem
angesehen (Olanow et al., 1996). Schatzungen Uber die zu transplantierende Menge an
Gewebe gehen davon aus, dass von den beim gesunden Menschen vorhandenen 250.000
dopaminergen Neuronen ungefahr die Hélfte bendtigt wird, um eine signifikante Reduktion

der klinischen Beschwerden zu erzielen (Pakkenberg et al., 2001; Hagell und Brundin, 2001).
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Da aber ohne weitere protektive MaBnahmen nur 1 bis 20 % der transplantierten Zellen
uberleben (Hagell und Brundin, 2001), ist Gewebe von ca. vier bis acht Féten pro Striatum
notwendig (Brundin et al., 2000). Wegen des Mangels an Spendergewebe ist die Entwicklung
von Kultursystemen zur Gewebelagerung von entscheidender Bedeutung, um mehr
Flexibilitat in Bezug auf den Zeitpunkte der Transplantation zu erhalten (Spenger et al.,
1994).

Operativ-technisch wird als optimaler Ort zur Implantation des mesencephalen Gewebes beim
Menschen das Putamen angesehen (Olanow et al., 1996). Die Griinde hierfir sind, dass
wichtige, motorischen Funktionen des Striatums im Putamen lokalisiert sind (Holthoff-Detto
et al.,, 1997), und dass in diesem Bereich des Striatums der grofite Dopaminabfall bei
Parkinson Patienten zu messen ist (Kish et al, 1988).

Der Einsatz immunsupprimierender Medikamente ist im Tierversuch bei allogenen
Transplantationen nicht noétig, damit dopaminerge Neurone uberleben und funktionelle
Effekte erzielen (Bjorklund et al., 1981). Beim Menschen wird eine immunsuppressive
Behandlung jedoch in aller Regel durchgefiihrt, ist jedoch noch Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussion (Olanow et al., 1996).

Ein signifikanter Rickgang der Krankheitssymptomatik kann postoperativ friihestens ab der
11. Woche nachgewiesen werden, was zeitlich mit der funktionellen Integration des
Transplantats im Empféngergehirn zusammenfallt (Clarke et al., 1988). Vor allem das
Auftreten von Dyskinesien wird vermindert (Hagell et al, 1999). Bei Vergleich von mehreren
Studien kann ohne Pharmakotherapie ("off-Phasen™) durchschnittlich eine Reduktion der
Kardinalsymptome von ca. 30 bis 40 % beobachtet werden. Gleichzeitig ist die Dauer der
Symptomreduktion mit Pharmakotherapie (“on-Phasen™) verlangert, und der Bedarf an
Medikamenten vermindert (zur Ubersicht, Hagell und Brundin, 2001). In der Mehrzahl der
Falle ist die Besserung des klinischen Bildes von langer Dauer. Dies wird bestétigt durch
moderne, bildgebende Verfahren (Fluorodopa-PET), die noch sechs Jahre nach der
Transplantation eine signifikante Steigerung der Dopamin-Aufnahme nachweisen (Wenning
et al., 1997). In der ersten Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie iber die Transplantation
fetaler Neurone konnte eine Reduktion der Krankheitssymptomatik vor allem bei jungeren
Patienten und keine signifikanten Verbesserungen in der Negativ-Kontrollgruppe beobachtet
werden (Freed et al., 2001). Anlass flr Diskussionen ist das Auftreten von Dyskinesien bei 15

% der Patienten nach ein bis drei Jahren, was nach Freed und Kollegen auf eine zu hohe
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Menge an freigesetztem Dopamin zurlickzufiihren sein kénnte (Freed et al., 2001). Da aber
die mittels PET gemessene Aufnahme von Fluorodopa im Vergleich zu anderen Studien nicht
erhoht ist und in letzteren keine vermehrten Dyskinesien beobachtet werden konnten, werden
hierflr Abweichungen von diagnostischen, operativen und zellkulturtechnischen Protokollen

verantwortlich gemacht (Olanow et al., 2001; Hagell et al., 2001).

1.3.2 Transplantation von embryonalen Stamm- und Vorlauferzellen

Mit dem zelltherapeutischen Einsatz von embryonalen Stamm- und Vorlauferzellen bietet
sich nicht nur die Mdglichkeit Spendergewebe in ausreichendem Malie zu generieren, sondern
auch den Bedarf an Foten deutlich zu reduzieren.

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind definiert durch ihr Potential sich durch Zellteilung
unlimitiert selbst zu erneuern und Zellen aller drei Keimblatter zu bilden. Im Gegensatz dazu
sind ZNS-Vorldauferzellen als Abkommlinge embryonaler Stammzellen nur zu einer
begrenzten Selbsterneuerung fahig, bevor sie zu Neuroblasten oder Glioblasten differenzieren
(Gage et al., 2000).

In vitro Untersuchungen an Vorlduferzellen haben gezeigt, dass extrazellulére Signale den
Ubergang von der undifferenzierten, mitotischen Phase des Zellzyklus in die differenzierte,
postmitotische Go-Phase in hohem Malie beeinflussen (Vicario-Abejon et al., 1995; McKay et
al.,, 1997). In mehreren Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass bFGF die
undifferenzierte, mitotische Phase verlangert und eine Differenzierung verzdgert (Bouvier et
al.,, 1995; Fawcett J-W et al., 1995). In neueren Arbeiten kann die Phase -einer

undifferenzierten Expansion auf vier Monate ausgedehnt werden (Nishino et al., 2000).

Fur eine Zelltherapie mit Stamm- oder Vorlauferzellen spielt aber, neben der Generierung
ausreichender Zellmengen, die Mdoglichkeit zur gezielten Differenzierung der Zellen eine
wichtige Rolle. Durch in vivo Transplantation von Stamm- und Vorlauferzellen in heterotope
Hirnbereiche konnte im Tiermodel eine dem jeweiligen Implantationsort angepasste
Differenzierung belegt werden (Bristle et al., 1995; Fishell et al., 1995). In spéateren
Versuchen konnte auch unter kontrollierten in vitro Bedingungen eine faktorabhangige
Differenzierung von Stamm- und Vorlduferzellen gezeigt werden (Okabe et al., 1996; Johe et
al., 1996). Neuere Protokolle sind in der Lage TH-positive Neurone aus ES-Zellen und

Vorlauferzellen zu generieren (Lee et al., 2000; Studer et al., 1998). Im Rattenmodel konnte
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durch deren Transplantation funktionelle Effekte erzielt werden (Studer et al., 1998). In einer
aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass die im Tiermodel angewendeten Protokolle auch
bei humanen Vorlduferzellen zur Bildung TH-positiver Neurone flihren, und deren
Transplantation in Ratten ebenfalls zur Reduktion des Rotationsverhaltens fuhrt (Sanchez-
Pernaute et al., 2001).

Weitere Perspektiven fir einen zelltherapeutischen Einsatz von Stammzellen haben sich
durch die Entdeckung adulter Stammzellen im ZNS und die Generierung neuronaler Zellen

aus nicht-neuronalen Stammzellen ergeben (Gage et al., 1995; Temple, 2001).

1.4 Gentherapie und Neurotransplantation

1.4.1 Therapiestrategien und Zielgene
Die zwei Hauptansatzpunkte bisheriger Versuche zum therapeutischen Gentransfer sind
sowohl die symptomatische Besserung der Krankheitssymptome als auch eine verbesserte

Neuroprotektion.

Die Grundlage symptomatischer Therapiestrategien ist die vermehrte Bereitstellung von
Dopamin. In ersten Versuchen wurde in Zielzellen das Gen fur Tyrosinhydroxylase
eingebracht, das als Schlisselenzym die Dopaminproduktion reguliert. In spateren Studien
wurde beobachtet, dass fur eine optimale Aktivitat der Tyrosinhydroxylase die ausreichende
Bereitstellung des Kofaktors Tetrahydrobiopterin durch die GTP-Cyclohydroxylase
entscheidend ist. Fur eine optimale Dopaminproduktion ist daher der Transfer beider Gene

notwendig (zur Ubersicht, Latchman et al., 2000).

Die Bedeutung oben beschriebener Gentherapieansétze hat mit der Entdeckung neurotropher
Faktoren und der Entwicklung neuroprotektiver Therapiestrategien abgenommen. In den
letzten Jahren wurde eine Vielzahl neuroprotektiver Faktoren isoliert, die sowohl in vitro als
auch in vivo supportive Effekte flir dopaminerge Neurone aufweisen (Lindsay, 1995). Der
Einsatz neurotropher Faktoren in der Neurotransplantation verbessert unter anderem das
Uberleben und die Integration des Transplantats. Ein bedeutender Faktor fiir die Entwicklung
und das Uberleben dopaminerger Neurone ist GDNF (Lin et al., 1993). In einer aktuellen
Studie wurde in Rhesusaffen mit pharmakologisch induziertem Parkinson ein fir GDNF

kodierender Vektor auf Lentivirus-Basis intrastriatal injiziert. Im Vergleich zur
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Kontrollgruppe konnte dabei eine signifikante Reduktion der motorischen Symptome und
eine verminderte Degeneration dopaminerger Neurone beobachtet werden (Kordower et al.,
2000). Bei vorherigen Versuchen mit einer intraventrikuléren Injektion von GDNF waren
keine funktionellen Effekte nachweisbar (Kordower et al., 1999), was die Effektivitit der

Gentherapie als Applikationsform fir neurotrophe Faktoren demonstriert.

1.4.2 Viraler Gentransfer

Eine Maoglichkeit zur genetischen Modifikation von Zellen besteht in der Verwendung von
viralen Vektoren (Transduktion). Gentransfer in neuronales Gewebe ist moglich durch eine
direkte Injektion der Viren in das Empféangergehirn (in vivo Gentransfer), oder durch
Transduktion von in vitro Kulturen, die spéater transplantiert werden (ex vivo Gentransfer). Die
am haufigsten eingesetzten Vektoren basieren auf folgenden Viren: (a) HSV1, (b) AAV, (c)
Adenoviren und (d) Retroviren. Jedes dieser Vektorsysteme besitzt spezifische Vor- und
Nachteile (zur Ubersicht, Bauer et al., 1999). In zahlreichen Versuchen zeigten virale
Vektoren einen effizienten Gentransfer in neuronale Zellen und eine stabile Transgen-
Expression (Choi-Lundberg et al., 1997; Naldini et al., 1996). Der klinische Einsatz viraler
Gentransfersysteme wird aber eingeschrankt durch das Auftreten von Reaktionen der
Immunabwehr auf virale Antigene und Bedenken tber die Mdglichkeit von Ruckmutationen
der eingesetzten Vektoren zu einem aberranten Virus mit erh6htem pathogenen Potential (zur
Ubersicht, Bauer et al., 1999).

1.4.3 Nicht-viraler Gentransfer

Die Vorteile des nicht-viralen Gentransfers (Transfektion) bestehen in der leichteren
Generierung und Anwendung von Plasmid-Konstrukten und dem Vermeiden der oben
genannten Risiken viraler Vektorsysteme. Etablierte Verfahren der nicht-viralen Modifikation
von Zellen sind die Elektroporation, die Kalzium-Phosphat-Methode und synthetische
Transfektionsreagenzien auf der Basis von kationischen Lipiden und Proteinen (Felgner und
Rhodes, 1991). Auf die letzte der oben genannten Methoden soll hier eingehender
beschrieben werden. Gemeinsam ist allen Verfahren die im Vergleich zu viralen
Vektorsystemen  kirzere Dauer der Transgen-Expression und die niedrigere
Transfektionseffizienz. Bei der Transfektion von primdrem Gewebe wird die niedrige
Transfektionsrate nicht-viraler Verfahren mit Effizienzen von unter einem Prozent der
exponierten Zellen besonders deutlich. Erst mit der Entwicklungen neuer Lipidkomplexe

werden auch in diesem Bereich zunehmend bessere Ergebnisse erzielt.
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Die Transfektionsreagenzien auf Lipidbasis lassen sich in die Gruppe der liposomalen und der
nicht-liposomalen Vehikel unterteilen. Die kationischen Lipide der liposomalen Vehikel sind
im allgemeinen aus drei Strukturen aufgebaut: (a) einem hydrophoben Anteil, (b) einem
polaren Anteil und (c) einem Verbindungselement, das zwischen der hydrophoben und der
polaren Gruppe geschaltet ist (zur Ubersicht, Chesnoy et al., 2000). Als hydrophober Anteil
werden am hdufigsten neutrale Lipide wie DOPE {dioleoyl phosphatidylethanolamin} oder
Cholesterin eingesetzt, und die polykationischen Lipide DOPSA {2,3-dioleyloxy-N-
[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoacetat} oder DOTMA
{N[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium} als polarer Anteil. Die einzelnen
Komponenten liegen bei kommerziellen Transfektionsreagenzien, wie z.B. Lipofectamine
(GibcoBRL, Karlsruhe), in definierten Mischungsverhéltnissen vor. Hingegen ist die
Zusammensetzung der neu entwickelten nicht-liposomalen Reagenzien, wie Effectene

(Qiagen, Hilden), meist nur der Herstellerfirma bekannt.

1.4.4 Genetische Modifikation von nicht-neuronalen Zellen

Zellen nicht-neuronalen Ursprungs missen genetisch modifiziert werden, um von
therapeutischen Nutzen in der Behandlung des MP zu sein. Funktionelle Transgene wurden in
immortalisierte Zell-Linien durch virale und nicht-virale Verfahren eingebracht, und
anschlieBend wurden die modifizierten Zellen im Tiermodel transplantiert (Fred et al., 1990;
Horellou et al., 1989). Dabei wurden meistens Gene der oben genannten symptomatischen
Therapiestrategien eingesetzt. Der anfangliche Erfolg in der symptomatischen Reduktion des
Rotationsverhaltens wurde jedoch relativiert durch das Auftreten von Tumoren und
immunologischer Abwehrreaktionen. Als Alternative wurde daher primares Gewebe, wie
Fibroblasten oder Myoblasten, genetisch manipuliert (Ray et al., 1992; Partridge et al., 1995).
Da diese Zellen jedoch nicht in der Lage sind zur funktionellen, synaptischen Integration in
das Empfangergehirn, und Dopamin nicht reguliert freisetzen kénnen, wird deren Bedeutung
flr zukunftige Zelltherapien heute als gering angesehen (McKay, 1997).

1.4.5 Genetische Modifikation von neuronalen Zellen

Bis jetzt sind fir den Gentransfer in neuronales Gewebe vor allem virale
Gentransfermethoden entwickelt und erfolgreich angewendet worden. (Choi-Lundberg et al.,
1997; Kordower et al., 2000). Aufgrund der oben beschrieben Sicherheitsbedenken gegenuber
viralen Vektorsystemen wére die Anwendung des nicht-viralen Gentransfers zu favorisieren.

In ersten Versuchen wurde embryonales neuronales Gewebe von Xenopus und Ratte unter
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Verwendung liposomaler Transfektionsreagenzien modifiziert (Holt et al., 1990; Jiao et al.,
1992). Durch den Einsatz der neueren nicht-liposomalen Substanzen scheinen sich noch
bessere Ergebnisse erzielen zu lassen. In aktuellen Versuchen konnten Neurosphédren aus
Vorléuferzellen der Ratte mit einem fur GDNF kodierenden Plasmid unter Verwendung von
Effectene transfiziert werden (Bauer et al., 2000). Nach deren Transplantation wurde im
Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollen sowohl ein verbessertes Uberleben des
Transplantates, als auch eine schnellere Reduktion des Rotationsverhaltens der Tiere
beobachtet (Bauer et al., 2000). Neueste Studien berichten auch Uber eine erfolgreiche

Transfektion von Neurosphdren aus humanen Vorlduferzellen (Bauer et al., 2001)

1.5 Weitere interventionell-chirurgische Verfahren

Funktionell-neurochirurgische Techniken werden in den letzten Jahren wieder vermehrt
eingesetzt, aufgrund der verbesserten Erkenntnisse Uber die funktionellen Auswirkungen der
pathophysiologischen Prozesse des MP und der technischen Weiterentwickelung
bildgebender Verfahren und stereotaktischer Methoden. Ziel dieser Verfahren ist die
Wiederherstellung der physiologischen Erregungsmuster in den Basalganglien durch
Lasionssetzung oder Hochfrequenzstimulation (,,Deep Brain Stimulation™) (DBS). Als
potentielle Zielorte hierfur werden folgende Hirnnervenkerne angesehen: (a) der ,ventral
intermediate nucleus of thalamus* (VIM), (b) der Globus pallidus internus (Gpi) oder (c) der
Nucleus subthalamicus (STN). Die Wahl der Zielstruktur wird von der jeweiligen klinischen
Symptomatik bestimmt. Die L&sion oder Stimulation des VIM flhrt in erster Linie zu einer
Reduktion der Tremor-induzierten Beschwerden, wéhrend durch Ausschaltung des Gpi oder
STN hauptsachlich eine Verminderung der Bradykinese und der Dyskinesien beobachtet
werden kann (zur Ubersicht, Olanow et al., 2001). Heute wird die DBS gegeniiber den
ablativen Verfahren bevorzugt, da bei mindestens gleicher, therapeutischer Effektivitat das

Risiko fir bleibende, neurologische Ausfélle bei der DBS deutlich geringer ist.

1.6 Grundlagen und Ziele der Arbeit

Die vorgestellte Arbeit entstand im Rahmen der Kooperation zwischen den Labors von PD
Dr. med. Gasser (Leiter des Neurogenetischen Labors der Neurologischen Klinik, Klinikum
GroRhadern) und Dr. rer. nat. M. Ueffing (Laborleiter und stellv. Leiter des Instituts fir
Klinische Molekularbiologie, GSF Minchen). Ein Schwerpunkt dieser Kooperation war in
den letzten Jahren die Etablierung und Optimierung des nicht-viraler Gentransfers in

mesencephales Gewebe und der Einsatz neurotropher Faktoren zur Verbesserung der
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Neurotransplantation bei Parkinson Patienten. So konnte durch Verfahren des nicht-viralen
Gentransfers die Wirksamkeit von zelltherapeutischen Verfahren im Tierversuch verbessert
werden (Bauer et al., 2000). Die Kultivierung des primaren Gewebes als Neurospharen war
die technische Grundlage dieser Versuche. Da die Zellen innerhalb der Neurosphére einer
Transfektion kaum zugénglich sind, sollte ein Kultursystem mit dissoziierten, neuronalen
Vorlauferzellen der Ratte etabliert werden, basierend auf der Arbeit von Studer und Kollegen
(Studer et al., 1998). Des weiteren sollten Protokolle zur nicht-virale Transfektion dieser
Zellen erstellt werden.

Die Arbeit setzte sich aus folgenden Abschnitten zusammen: (a) Klonierung eines fiir GFP
kodierenden eukaryotischen Expressionsvektors (pRep7-GFP), (b) Testung des Vektors durch
Transfektion von LAN-5 Neuroblastomzellen und durch Vergleich mit bekannten Vektoren,
(c) Etablierung einer in vitro Kultur dissoziierter, neuronaler Vorlauferzellen der Ratte, (d)
Optimierung des nicht-viralen  Gentransfers  fur  primdres VM-Gewebe, (e)
immunhistochemische Charakterisierung des VM-Gewebes und der transfizierten Zellen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Fur die Durchfiihrung der Tierversuche, die Verwendung von fetalem Gewebe der Ratte und
dessen genetische Modifikation, lagen die Genehmigungen der Tierschutzkommission und
der Ethikkommission der LMU Minchen vor. Alle Versuche mit primarem Gewebe wurden
am Institut fir Klinische Molekularbiologie, GSF Minchen, durchgefiihrt. Bezugsquellen
sind in Klammern angegeben. Bei fehlender Angabe, handelt es sich um ein Produkt der
Firma Sigma Aldrich Chemie GMBH, Deisenhofen, mit Reinheitsgrad p. A..

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Préaparative Plasmid Isolierung mit Qiagen-Saulen (Qiagen)

Mit 3 ml einer Suspension eines Klones von E. coli Bakterien (DH 10B, GibcoBRL,
Karlsruhe), die mit dem gewilinschten Plasmid transformiert waren, wurden 200 ml LB-
Medium unter Zusatz von Ampicillin (100 pug / ml) angeimpft und tber Nacht bei 37 °C
geschittelt (225 rpm). Die Bakteriensuspension wurde dann mit 6000 g bei 4 °C fur 15
Minuten zentrifugiert, der Uberstand sofort verworfen und das Sediment in 10 ml P1-Puffer
(Qiagen, Hilden) resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml P2-Puffer (Qiagen, Hilden) und
vorsichtigem Mischen, folgte eine 5-minitige Inkubation bei Raumtemperatur. Danach
wurden 10 ml von kaltem P3-Puffer (Qiagen, Hilden) zu der Suspension gegeben, sofort
vorsichtig geschattelt, und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Denaturierte Proteine und
chromosomale Bakterien-DNA wurden durch Zentrifugation fir 30 Minuten bei 20 000 g (4
°C) von der im Uberstand gelosten Plasmid-DNA abgetrennt. Nach Uberfilhrung des
Uberstandes in saubere Zentrifugenréhrchen wurde die Zentrifugation wiederholt (15 min., 20
000 g, 4 °C). Wahrenddessen wurde eine "Qiagen-tip 500"-Sdule (Qiagen, Hilden) mit 10 ml
QBT-Puffer (Qiagen, Hilden) &quilibriert. Dann wurde der klare Uberstand auf die Saule
gegeben. Als die Flussigkeit durch die Saule geflossen war, wurde letztere zweimal mit je 30
ml QC-Puffer (Qiagen, Hilden) gewaschen. Die superhelikale Plasmid-DNA wurde mit 15 ml
QF-Puffer (Qiagen, Hilden) eluiert und mit 0,7-fachem Volumen (10,5 ml) Isopropanol bei
Raumtemperatur gefallt. Das Prazipitat wurde mit Gber 10.000 g (10 min., 4 °C)
abzentrifugiert und mit 5 ml eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen, fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet und in 300 ul TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen. Die Ausbeute
an hochreiner DNA/Liter Medium lag bei dieser Methode bei tber 2,5 mg
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2.1.2 Quantifizierung von DNA

Die DNA-Konzentration einer wassrigen Losung wurde mit einem Spektralphotometer
(Kontron) Uber die UV-Absorption der Nukleinsduren bestimmt. Die Extinktion von 1 ml
Losung wurde in einer 2 mm Quarzkuvette tber einen Bereich der Wellenléange von 320 -
220 nm gemessen. Die Verdunnung der DNA-LGsung wurde dabei so gewéhlt, dass die
Werte im Bereich der grofiten Messgenauigkeit (zwischen 0,1 und 1) lagen (Verdinnung von
1 : 50). Nach dem Lambert Beer'schen Gesetz entspricht eine bei 260 nm gemessenen
Extinktion von | einem DNA-Gehalt von 50 pug/ml. Anhand des Quotienten der bei 260 nm
und bei 280 nm gemessenen Extinktion konnte der Reinheitsgrad der DNA in Bezug auf
Proteinverunreinigungen bestimmt werden. Der E260/E280 Wert sollte fir reine DNA
zwischen 1,8 und 2 liegen. Fir die Ligationen wurden die relativen DNA-Mengen von
Fragment und Vektor Uber den Vergleich der Bandenstarke bzw. Farbintensitit der Banden
im mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel abgeschatzt. AuBerdem konnte die
Bandenintensitdt der DNA-Probe auch mit der Intensitdt der Banden eines DNA-Markers
verglichen werden. Aus der bekannten DNA-Konzentration des Markers l&asst sich die DNA-
Menge jeder Markerbande berechnen und durch Intensitatsvergleich die aufgetragene DNA-

Menge der DNA-Probe und damit deren Konzentration bestimmen.

2.1.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Doppelstrangige DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen vom Typ Il sequenzspezifisch
gespalten. Der Restriktionsverdau wurde unter den jeweils vom Hersteller (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen durchgefiihrt. Falls eine
DNA-Probe mit mehreren Enzymen verdaut werden sollte, wurde nach Mdglichkeit ein
Puffer gewadhlt, in dem alle Enzyme eine gemé&R der Herstellerangaben mdglichst hohe
Aktivitat besallen. War dies nicht mdglich, so wurden die Reaktionsbedingungen fur die
einzelnen Enzyme der aufeinander folgenden Spaltungsreaktionen angepasst. Dabei wurde so
verfahren, dass die Pufferbedingungen durch Zugabe von NaCl und MgCl, von niedrigen zu
hohen Salzkonzentrationen aufsteigend verandert wurden. Pro pug zu schneidender DNA

wurden | bis 3 Einheiten Enzym in 20 bis 30 ul Reaktionsvolumen eingesetzt. Eine

Enzymeinheit ist als jene Menge an Enzym definiert, die | ug A-DNA in einer Stunde
vollstdndig verdaut. Die Inkubation erfolgte meistens fir 2 Stunden oder Uber Nacht. Die
Volistandigkeit des  enzymatischen  Verdaus wurde jeweils anhand einer
gelelektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente kontrolliert.
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2.1.4 Préaparative DNA Isolierung mit LMP-Agarose

Die DNA-Fragmente wurden in 0,8 % LMP-Agarose (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) in 1x
TAE Puffer bei 80 V aufgetrennt und die zu isolierenden Banden mit einem scharfen Skalpell
aus dem Gel herausgetrennt. In der Regel wurden 50 pl Lésung A (1 M NaCl, 10 mM
Tris/HCI pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0) zu dem Gelstiick zugegeben und mit H,O auf ein
Endvolumen von 500 pl aufgefillt. Das Gel wurde bei 68°C fiir etwa 10 min geschmolzen
und anschlielend zweimal mit 0,7 Volumen Phenol extrahiert (vortexen, 3 min bei mehr als
10,000 g zentrifugieren, die obere wassrige Phase nochmals phenolisieren). Anschlielend
wurde die wassrige Phase mit zweieinhalbfachem Volumen 1-Butanol zwei- bis dreimal
nachextrahiert, um Phenol- und Ethidiumbromidreste zu entfernen und das Endvolumen fiir
die anschliefende Ethanol-Féllung auf das eingangs zugegebene Volumen der Ldsung A
einstellen zu kénnen. Nach Zugabe von zweieinhalbfachem Volumen 100 % EtOH wurde
nochmals fiir 10 min bei mehr als 10,000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das weiRe,
zerbrechliche Pellet mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 20 pl TE gelost.

2.1.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um bei einer Ligation eine Religierung des Vektors ohne Einbau des gewinschten DNA-
Fragments zu verhindern, wurde die durch restriktionsendonukleolytischen Verdau
linearisierte Vektor-DNA mit alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim)
behandelt. Die aus Kalberdarm isolierte alkalische Phosphatase (CIP, "calf intestine
phosphatase™) entfernt hydrolytisch die Phosphatgruppen der 5-DNA-Enden. Die DNA
wurde in einem Endvolumen von 50 ul in CIP-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim) mit 2
Enzymeinheiten fiir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5
mM EDTA und 10 minttiger Inkubation bei 70 °C beendet. Die gewilinschten DNA-

Fragmente wurden mit préparativer Gelelektrophorese isoliert.

2.1.6 Ligation

Bei der Ligation wurden ein linearisierter Vektor mit einem Passagier-DNA-Fragment
verknlpft. Das molare Verhéltnis von Passagier-DNA (“insert™) zu Vektor-DNA betrug 3 : I.
Die Menge der insgesamt eingesetzten DNA lag bei Ligationen mit stumpfendiger DNA
("blunt end™) bei 0,1 - I ug, bei Ligationen mit DNA mit kohdsiven Enden bei 0,01 - 0,1 ug.
Die Reaktion fand in 20 ul Gesamtvolumen in DNA-Ligase-Puffer (New England Biolabs
GmbH, Schwalbach) nach Zugabe von Vektor- und Insert-DNA und | Einheit T4 DNA-

Ligase (New England Biolabs GmbH, Schwalbach) wahrend einer 2 stiindigen Inkubation bei

22



16 °C statt. Um die Rate der Rickligationen des Vektors zu bestimmen, wurde in einem
Kontrollansatz der linearisierte, dephosphorylierte VVektor in Abwesenheit der Passagier-DNA
ligiert. Der Ligationsansatz wurde danach direkt zur Transformation kompetenter E. coli

Bakterien benutzt.

2.1.7 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmiden

Vektor-DNA wurde in kompetente E. coli (DH 10b) Bakterien eingeschleust und in ihnen
vermehrt. Dafuir wurden die kompetenten Bakterien nach einem modifizierten Protokoll nach
Hanahan (1985) transformiert. Es wurden jeweils 100 ul Bakterien und 7 pl Ligationsansatz
oder 1-50 ng Plasmid-DNA in einem vorgekihlten Polypropylen-Reagenzréhrchen gemischt,
30 Minuten auf Eis inkubiert und fir 60 Sekunden bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt.
Nach Inkubation fiir 2 Minuten auf Eis wurden 900 pul SOC-Medium zu den Bakterien
gegeben und diese, wie oben beschrieben, bei 37 °C fir | Stunde inkubiert und anschliefend
auf LB/ Ampicillin-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Effizienz der Transformation wurde anhand eines Transformationsansatzes mit
ungeschnittener DNA des Vektors pUC19 wund Auszdhlung der gewachsenen
Bakterienkolonien bestimmt. In einem zweiten Kontrollansatz wurde endonukleolytisch
geschnittene, dephosphorylierte, aber nicht ligierte Vektor-DNA transformiert, um anhand
der Zahl antibiotikaresistenter Bakterienkolonien die Menge an restlicher, eventuell nicht

gespaltener DNA zu erkennen.

2.1.8 Klonierung von pRep7-GFP (RSV-GFP)

Die Ausgangsvektoren der Klonierung waren pBluescriptll+ (pBSKII+) (Stratagene, La Jolla,
USA), ein konstitutionell GFP-exprimierender Vektor und pRep7 (Invitrogen, Karlsruhe).
pRep7 enthéalt einen Rous-Sarcoma-Virus-Promotor (RSV-Promotor) und kodiert zusatzlich
fir den Replikationsursprung von EBV (oriP), sowie fur Sequenzen eines 3’ trunkierten
»EBV Nuclear Antigen 1“ (EBNA1l) (Abb.1). EBNAL ist ein multifunktionales virales
Protein des Epstein Barr Virus, das unter noch nicht vollstandig geklarten Bedingungen und
im Zusammenspiel mit anderen zelluldren Faktoren fir eine Zell-Zyklus-unabhangige
Replikation des Plasmids als Episom und flr dessen Persistenz im Zellnukleus sorgt
(Ambinder et al., 1991; Yates et al., 1985).

Das Ziel der Klonierung war die Umklonierung des fir GFP kodierenden Genes aus pBSKII+

in pRep7. Zuerst wurde der Vektor pRep7 mit dem Restriktionsenzym Hind 11l (MBI
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Fermentas, St. Leon-Rot) und dem R+ Puffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) linearisiert und
im Anschluss daran dephosphoriliert, um die Chance einer Religierung des Vektors ohne die
Passagier-DNA zu minimieren. Zur Gewinnung des GFP-Gens wurde pBSKII+ ebenfalls mit
Hind 11l und dem R+ Puffer inkubiert. Nach Auftrennung im LMP-Agarosegel wurden pRep7
und GFP unter UV-Licht isoliert und danach die gewonnene DNA gereinigt. Unter
Verwendung von T4 Ligase wurden Vektor und Passagier-DNA fir 2 Stunden ligiert. Als
nachstes wurden die Bakterien mit den Ligationsprodukten transformiert und die Bakterien
auf LB/ Ampicillin Platten selektioniert. Abstriche der gewachsenen Kolonien wurden am
néachsten Tag in Kulturréhrchen mit 4 ml LB/Ampicillin Medium angesetzt und nach weiteren
24 Stunden Inkubation bei 37 °C wurde die DNA isoliert. Zur Uberpriifung der korrekten
Orientierung der Passagier-DNA wurde ein Probeverdau mit Xho I (MBI Fermentas, St.
Leon-Rot) und R+ Puffer durchgefiihrt.
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Abb. 1. pRep7-GFP (RSV-GFP) Vektorkonstrukt. Das fiir GFP kodierende Gen (rot) wurde Gber die Hind 111-
Schnittsequenz der Insertionsstelle von pRep7 (Invitrogen) in den Vektor integriert.

Erlduterung der Abkirzungen der Vektorkarte:

RSV 3 LTR: Rous sarcoma Virus Promotor
SV 40 Poly A:  Simian virus 40 Poly-Adenylierungs Signal
TK 40 Poly A:  Thymidinkinase 40 Poly-Adenylierungs Signal
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HygR: Hygromycin Resistenz

TKprom: TK Promotor

Amp/Ori: Ampicillin / origin of replication

EBNAL: Epstein Barr Virus Nuclear Antigen 1 trunkiert
OriP: Replikationsursprung von EBV

2.2 Zelllinien und Gewebekulturen

Die transformierte, humane Neuroblastomzelllinie LAN-5 (Sidell et. al, 1984) wurde zur in
vitro Testung aller Vektorkonstrukte verwendet. Ventrales Mesencephalon (VM) wurde aus
Embryonen der Ratte (Sprague-Dawley, Biotechnology & Animal Breeding Division,
Sulzfeld) am Embryonaltag 13 (E13) dissektiert und anschlieffend kultiviert. Alle Arbeiten
mit der Zellkultur erfolgten unter sterilen Bedingungen und unter Verwendung von sterilen
Materialien, Geraten, Losungen und Medien. Die Zellen wurden im Brutschrank (Heraeus)
bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und unter Anreicherung der Raumluft mit 5 % CO,

kultiviert.

2.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Die adhdrenten LAN-5 Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen (Nunc, Rochester, USA)
mit 10 ml Medium bei 70-prozentiger Konfluenz kultiviert. Als Medium wurde DMEM-
Medium (GibcoBRL, Karlsruhe) supplementiert mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS)
(GibcoBRL, Karlsruhe) verwendet. Alle drei bis vier Tage wurde das Medium durch frisches
Medium ersetzt oder die Zellen bei etwa 70 % Konfluenz wie folgt vereinzelt. Aus der
Brutschale wurde das Kulturmedium mit einer sterilen Pasteurpipette und einer Pumpe
abgesaugt und 5 ml PBS-Puffer hineingegeben. Der Puffer wurde durch horizontales
Verschieben der Schale gleichméal3ig verteilt und wieder abgesaugt. Danach wurden die
Zellen mit 2 ml Trypsin/ EDTA-L6sung (GibcoBRL, Karlsruhe) benetzt. Nach ca. drei
Minuten losten sich die Zellen vom Boden der Kulturschale ab. Noch festsitzende Zellen
wurden durch vorsichtiges Klopfen des KulturgeféRes gegen die Werkbank vom Boden der
Schale gel6st. AnschlieRend wurden 2 ml Kulturmedium hinzugegeben. Nach wiederholtem
auf und ab pipettieren erhielt man eine gleichméafige Zellsuspension, von der jeweils zwei bis

drei Tropfen in eine neue Zellkulturschale gegeben wurden.

2.2.2 Dissektion und Trituration von ventralem Mesencephalon der Ratte
Tréchtige Ratten wurden 13 Tage nach Konzeption (E13) mit 40 mg Nembutal (Roche,
Mannheim) pro kg Korpergewicht anésthesiert und anschlieBend durch zervikale Dislokation
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getotet. Das Peritoneum des Muttertiers wurde durch einen Medianschnitt er6ffnet und die
Embryonen aus den Uterushdérnern entfernt und in steriles GBSS (GibcoBRL, Karlsruhe) mit
10% Glucose gegeben. Die Embryonen wurden bis zur Dissektion bei 4°C in der GBSS-
Glucose Losung gelagert. Zur weiteren Préparation wurden die Embryo in eine mit DMEM
(GibcoBRL, Karlsruhe) gefullte Petrischale uberfuhrt. Die Praparation erfolgte anschlieRend
unter sterilen Bedingungen in einer Laminar-flow Zellkultureinrichtung und unter
Verwendung eines binokularen Mikroskops (Wild/Leitz M32).

Zwei Drittel des Gehirns wurden von frontal aus knapp Uber den Augen mit der Pinzette
abgetrennt. Die abstehenden Gehirnhdute wurden dann von kaudal nach rostral hin
abgezogen. AnschlielRend erfolgt die Abtrennung des Hirnstammes maoglichst weit rostral. Die
Gehirnhdute wurden vom Gehirnstamm vorsichtig entfernt. Zur Isolierung des VMs wurden
zuerst die kaudalen Anteile des Mesencephalons abgetrennt und anschlielend die dorsalen
Anteile entfernt. Das VM wurde dann rostral durch einen sektorférmigen Schnitt von dem
restlichen Gehirn entfernt (Dunnett und Bjorklund, 1992). Das gesamte VM eines Ratten-
Embryos wurde anschlieRend in vier VM-Sticke geteilt und in 15 ml Kulturréhrchen (Falcon,
Bedford, USA) uberfuhrt. Der Zeitraum zwischen Entnahme der Feten und Kultivierung der
einzelnen VM-Stlcke nahm im Schnitt 3 Stunden in Anspruch.

Vor der Trituration der VM-Stlicke wurde das Kulturréhrchen zweimal mit 15 ml DMEM-
Medium (GibcoBRL, Karlsruhe) gefillt, welches nach Absetzen der Stiicke abgesaugt wurde.
Beim dritten Mal wurde es nur noch mit 1 ml DMEM-Medium aufgefiillt. Danach wurde das
VM-Gewebe 10-mal vorsichtig mit einer feuerpolierten Pasteur-Pipette mit 80 % Lumen
trituriert und anschliefend dem Kulturéhrchen 5 ml DMEM-Medium hinzugegeben. Nach
Absetzten der restlichen, gréReren VM-Stiicke wurden 5 ml Uberstand in ein zweites
Kulturréhrchen tberfuhrt. Das verbliebene Medium (1 ml) wurde dann nochmals mit einer
feuerpolierten  Pasteur-Pipette mit 50 % Lumen 10-mal trituriert, um eine
Einzelzellsuspension herzustellen. Nach Zugabe von 4 ml DMEM-Medium in das letzte
Rohrchen, wurden die beiden Kulturréhrchen fir 5 Minuten mit 200 g zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstandes wurden die abzentrifugierten Zellen in jeweils 0,5 ml DMEM-

Medium resuspendiert und in ein gemeinsames Kulturréhrchen tberfuhrt (Abb. 2).
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Abbildung 2

Schematische Darstellung der Dissektion und Trituration

Trituration mit feuerpolierter
Pasteur-Pipette mit 80% Lumen

ap Trituration mit feuerpolierter
an Pasteur-Pipette mit 50% Lumen

Ventrales
Mesencephalon

Ausplattieren der
Einzelzellsuspension

Abb. 2. Schematische Darstellung der Dissektion des VM-Gewebes mit anschliefender mechanischer

Trituration und Ausplattieren der Einzelzellsuspension

2.2.3 Kultivierung der primaren Einzelzellkulturen

Nach Bestimmung der Zelldichte, wurde die Zellsuspension mit einer Dichte von 15.000
Zellen / cm? in einer 24 Loch-Platte (Nunc, Rochester, USA) in jeweils 1 ml
Expansionsmedium ausplattiert. Jedes Loch der 24 Loch-Platte wurde einen Tag vor
Dissektion mit je einem Glasspléattchen mit 12 mm Durchmesser (Labor Schubert & Weiss)
bestiickt und jeweils mit 500 ul Beschichtungslésung versehen. Die Beschichtungsldsung
enthielt 15 pg Polyornithin und 1 pg Fibronectin pro Milliliter PBS-Puffer. Vor der
Dissektion wurde die Beschichtungslésung abgenommen und drei mal flr je 5 min mit PBS-
Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde jedes Loch der 24 Loch-Platte mit 1 ml
Kulturmedium gefullt. Das Expansionsmedium war zusammengesetzt aus DMEM/F12
Nutrient Mix (GibcoBRL, Karlsruhe) mit N2 Supplement (GibcoBRL, Karlsruhe), 10 ng/ml
"basic fibroblastic growth factor" (bFGF) (Strathmann Biotech, Hannover), 1 mM
Natriumpyruvat (GibcoBRL, Karlsruhe), 0,55 mM 2-Mercaptoethanol (GibcoBRL,
Karlsruhe), 50 uM o-Thioglycerat und 20 nM Bathocuproinedisulfonat. Zur Differenzierung
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der VM-Kulturen wurde das Expansionsmedium durch das Differenzierungsmedium ersetzt.
Im Gegensatz zum Expansionsmedium enthielt das Differenzierungsmedium 10 % FCS an
Stelle des Wachstumsfaktors (bFGF).

2.3 Nicht-virale Transfektion

2.3.1 Transfektion von LAN-5 Zellen mit Effectene (Qiagen)

Einen Tag vor Transfektion wurden die LAN-5 Kulturen nach obigem Protokoll trypsinisiert
und in 6 Loch-Platten (Nunc, Rochester, USA) mit einer Dichte von 400.000 Zellen pro Loch
ausplattiert. Dies ergab am folgenden Tag eine 70-prozentige Zellkonfluenz zum Zeitpunkt
der Transfektion. Die Vektor-DNA (1 ug) wurde in 150 pl EC Buffer (Qiagen, Hilden) geldst
und mit Enhancer (Qiagen, Hilden) in einem Verhéltnis von 1 (DNA in ug) zu 8 (Enhancer in
ul) vermischt. Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden 25 ul Effectene zugegeben, das Gemisch fiir 10 Sekunden
gevortext und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wé&hrendessen wurde das
Medium der LAN-5 Kulturen abgesaugt und 1 ml frisches Medium vorgelegt. Zuletzt wurden
dem Transfektionsgemisch 1 ml Kulturmedium hinzugefigt und der Ansatz danach
gleichmaRig den Kulturen zugegeben. Nach 16 Stunden Inkubation unter normalen
Kulturbedingungen wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und durch 3 ml frisches
Medium ersetzt.

Fur den Vergleich der Transfektionsrate von proliferierenden LAN-5 Kulturen mit
differenzierten LAN-5 Kulturen wurde ein Teil der Tumorzellen mit Retinséure differenziert
(Sidell et al., 1983). Dafir wurde in dem zu differenzierenden Ansatz 6 Stunden vor
Transfektion das Medium gewechselt und frisches Medium, bestehend aus DMEM
(GibcoBRL, Karlsruhe) und 5 uM Retinséure, zugegeben. Der proliferierende Ansatz wurde
zu jedem Zeitpunkt vor und nach der Transfektion unter normalen Kulturbedingungen mit
DMEM-Medium und 10 % FCS kultiviert.

2.3.2 Transfektion von ventralem Mesencephalon

2.3.2.1 Verwendung von Effectene (Qiagen)

Vektor-DNA (0,1 pg - 0,2 pg) wurde in 20 pul EC Buffer geldst und mit Enhancer versetzt,
wobei dieser immer in einem Verhéltnis von 1 (DNA in pg) zu 8 (Enhancer in pl) benutzt
wurde. Nach dem Vortexen wurde das Gemisch fir 2 bis 5 Minuten bei Raumtemperatur
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belassen. In einem nachsten Schritt wurde Effectene (1 pl - 2,5 ul - 5 pl) zugegeben,
gevortext und 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurde das
Transfektionsgemisch mit 35 pl Expansionsmedium vermischt und zu den Kulturen gegeben,
wo zuvor 500 ul Medium vorgelegt wurden. Die Transfektion wurde am 2. Tag in Kultur
durchgefihrt. Nach 6 Stunden wurde der Transfektionansatz abgesaugt und

Differenzierungsmedium zugegeben.

2.3.2.2 Verwendung von Versuchslipiden (Qiagen)

Fur die Transfektion der primdren Zellkulturen wurden von der Firma Qiagen (Hilden) sechs
nicht kommerziell erhéltliche Lipide fir eine Testung zu Verfugung gestellt. Die
Versuchslipide (Lipid 1 - 6) (Qiagen, Hilden) wurden in Mengen von 1,125 ul bis 11,25 ul
mit EC-Buffer auf 90 ul aufgefillt. In einem weiteren Ansatz wurden 1,35 pg Vektor DNA in
113 pl EC-Buffer geldst. Danach wurde Komponente 1 im Verhéltnis 1 (DNA in ug) zu 16
(Komponente 1 in ul) zugegeben, gevortext und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde der DNA-Ansatz dem Lipid-Ansatz hinzugefugt und nach wiederholtem
vortexen fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Vorlage von 450 ul
Expansionsmedium pro Loch der 24 Loch-Platte wurde der Transfektionsansatz
tropfchenweise zugegeben. Nach einer Inkubationsdauer von 6 oder 16 Stunden unter
normalen  Kulturbedingungen  wurde das  Medium  abgesaugt und  durch

Differenzierungsmedium ersetzt.

2.3.3 Nachweis der Transgen-Expression

Die Messung der relativen Expressionsstarke des RSV-GFP-Konstrukts wurde durch den
Vergleich mit dem bereits bekannten Kontrollvektors CMV-GFP (Clontech, Palo Alto, USA)
vorgenommen. Hierflr wurden die etablierten LAN-5 Zellen verwendet, welche nach dem
oben genannten Protokoll mit beiden Vektoren transfiziert wurden. Die Auswertung erfolgte
frihestens 48 Stunden nach der Transfektion am Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, Axioskop).
Bei 320-facher VergroRerung wurden pro Loch der 6 Loch-Platte 5 Gesichtsfelder bei 4
gleichen Anséatzen ausgewertet und das Ergebnis arithmetisch gemittelt.

Zur objektiven Messung der Transgen-Expression der transfizierten VM-Kulturen musste das
Auswertungsprotokoll angepasst werden. Die Grinde hierfiir waren einerseits die wesentlich
geringere Zahl GFP-positiver Zellen und anderenseits die schwankende Zelldichte aufgrund
des Wachstums der Zellen in Zellgruppen. Um fiir die statistische Auswertung eine

ausreichend grof3e Zellzahl zu erfassen, wurden 3 nebeneinander liegende Flachen pro Loch
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ausgewertet, deren Breite der eines Gesichtsfeldes bei 100-facher VergroRerung entsprach
(Abb. 3).

Abbildung 3

Auszahlungsrichtung

A A

Abb. 3. Schematische Darstellung des Auswertungsverfahrens zur Messung der Transgen-Expression der
transfizierten VM-Kulturen in einem Loch einer 24 Loch-Platte (Nunc, Rochester, USA). Die Breite einer Flache

entspricht der Breite eines Gesichtsfeldes bei 100-facher VergroRerung

2.4 Histologische Aufarbeitung der Kulturen

Zur weiteren morphologischen Aufarbeitung der VM-Kulturen wurden diese fiir eine Stunde
in PBS-gepufferter, 4-prozentiger Paraformaldehyd Fixierlosung fixiert und anschlieBend mit
den jeweiligen Antikdrpern inkubiert.

Bei Verwendung der Antikérper des BrdU-Markierungssystems (Roche Diagnostics,
Mannheim) wurden die VM-Kulturen in der folgenden Ldsung nach Angaben des Herstellers
fixiert. Dieses Fixans bestand aus 70 ml abs. EtOH und 30 ml eines 50 mM Glycinpuffers bei

einem pH von 2. Darin wurden die Kulturen fir mindestens 20 min bei — 20 °C inkubiert.

2.4.1 Immunhistochemie

Die eingefrorenen (-80°C) Objekttrager wurden zuerst 3 x 10 Minuten in PBS gewaschen und
anschlieBend fur 60 Minuten bei Raumtemperatur mit einer 4x Stammlésung bestehend aus
10 % Pferdeserum (GibcoBRL, Karlsruhe) und 0,4% Triton X-100 in PBS inkubiert.
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AnschlieBend wurden die Objekttrager wieder 3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Der erste
Antikorper wurde in entsprechender Konzentration (s.a. unten) in die vierfach in PBS
verdunnten 4x Stammldsung gegeben und bei 4°C fur ca. 15 Stunden inkubiert. Die Schnitte
wurden dann 3 bis 5 x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Beim zweiten Antikérper wurde wie
beim ersten Antikorper verfahren. Bei Verwendung von Fluoreszenz-markierten Antikorpern
wurde eine Verdunnung von 1:100 benutzt. Nach einer Inkubationszeit von 2-2,5 Stunden bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte wiederum 3 bis 5 x 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Sind Fluoreszenz-markierte, zweite Antikdrper benutzt worden, kénnen die markierten Zellen
unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, Axioskop) betrachtet werden. Zur Verwendung
kam ein TRITC-konjugierter, gegen Kaninchen 119G gerichteter Antikorper (Dako,
Carpinteria, USA) und ein FITC-konjugierter, gegen Maus IgG gerichteter Antikorper (Dako,
Carpinteria, USA).

1. Antikorper Verdinnung | Spezies
GFP (Clontech, Palo Alto, USA) 1:1000 Kaninchen
GFAP (Chemicon, Tennecula, USA) 1:500 Maus
BTubulin 111 (Chemicon, Tennecula, USA) 1:400 Maus
Nestin (PharMingen, San Diego, USA) 1:1000 Maus

TH (Chemicon, Tennecula, USA) 1:500 Maus

2.4.2 5-Brom-2"-desoxy-Uridin (BrdU) Markierung

Fur die Messung der DNA-Syntheserate durch den Einbau von 5-Brom-2"-desoxy-Uridin
(BrdU) als Mal fur die Starke der Zellproliferation wurde das BrdU-Markierung Detection
Kit I (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Dieses Markierungssystem wurde sowohl
zur Messung der Proliferation der Zelllinie LAN-5, als auch der VM-Kulturen unter
optimierten Parametern verwendet.

Zur Messung der Proliferation der sich schnell-teilenden Tumorzellen der LAN-5 Linie
wurden diese fir 30 min mit BrdU inkubiert, welches in einer Konzentration von 10 uM dem
jeweiligem Kulturmedium zugefihrt wurde. Danach wurden sie 3 x 5 min mit Wasch-Puffer
gewaschen und nach dem oben genannten Protokoll fixiert. Im Anschluss an die Fixierung
wurden die Deckglaser wiederum 3 x 5 min mit Wasch-Puffer gereinigt. Zur Markierung der

BrdU-positiven Zellen wurden die Deckglaser fiir 2 Stunden mit der Anti-BrdU Arbeitsldsung
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bei 37 °C inkubiert. Diese setzte sich zusammen aus einem monoklonalen Anti-BrdU
Antikorper der Maus mit Nukleasen und Inkubationspuffer im Verhaltnis 1 : 100 und wurde
gemal’ Protokoll kurz vor Gebrauch hergestellt. Danach wurden die Deckglaser 3 x 5 Minuten
mit Wasch-Puffer gereinigt. Zur Darstellung der markierten Zellen wurden die Deckglaser fur
2 Stunden mit Anti-Maus-Ig-Fluorescein Arbeitsldsung bei 37 °C inkubiert. Diese bestand aus
einem Anti-Maus-Ig-Fluorescein und PBS-Puffer im Verhéltnis 1 : 100. Nach der Inkubation
wurden die Deckgléser 3 x 5 Minuten in Wasch-Puffer gewaschen, eingedeckelt und unter
dem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, Axioskop) ausgewertet.

Da sich die Zellen der VM-Kulturen im Verhaltnis zu den LAN-5 Zellen langsamer teilen und
empfindlicher gegentiber toxischen Substanzen sind, musste das Protokoll optimiert werden.
Die Inkubationsdauer des BrdU-Mediums wurde auf 15 Stunden verlangert und gleichzeitig
die Konzentration von BrdU auf 1 uM im Medium reduziert. Ansonsten wurden die weiteren
Schritte nach dem oben genannten Protokoll ausgefiihrt.

Die BrdU-Aufnahme der LAN-5 Zellen wurden am Fluoreszenz-Mikroskop 5 Gesichtsfelder
bei 320-facher VergroRerung in 4 identischen Ansédtzen ausgewertet und das Ergebnis
arithmetisch gemittelt. Bei den VM-Kulturen wurden in 4 gleichen Ansétzen je 8 Zellgruppen
sowohl im Dunkel- als auch im Hellfeld ausgezéhlt, das Ergebnis arithmetisch gemittelt, und

die Zahl BrdU-positiver Zellen in Prozent angegeben.

2.5 Statistische Auswertung
Die statistische Analyse wurde mit kommerzieller Software (Excel) durchgefihrt. Alle
Ergebnisse sind als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. Die Fehlerbalken in den

Tabellen geben die Standardabweichung an.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Plasmidvergleich von CMV-GFP mit RSV-GFP in LAN-5 Zellen

Der in dieser Arbeit hergestellte pRep7-GFP Vektor basiert auf dem kommerziellen Plasmid
pRep7, das sich aus einem RSV-Promotor und einem EBNAZL1-Element zusammensetzt.
Dieses Plasmid repliziert episomal und ermdglicht eine hohe Transgen-Expression in
neuronalem Gewebe (Holt et al., 1990; Bauer et al., 2000). Die relative Transfektionseffizienz
von pRep7-GFP (RSV-GFP) wurde durch vergleichende Transfektionen mit pGFP-C1
(CMV-GFP) bestimmt, bei dem die GFP-Expression unter Kontrolle eines CMV-Promotors
steht, und der keine EBV-Elemente enthélt. Zur Untersuchung der Plasmid-Eigenschaften an
neuronalen Zellen wurde eine humane Neuroblastomzelllinie (LAN-5) verwendet (Sidell et
al.,, 1983). Da LAN-5 Zellen durch Zugabe von Retinsdaure und Entzug von Serum
differenzieren (Sidell et al., 1983), wurde gleichzeitig in einem differenzierten und einem
proliferierenden Ansatz der Einfluss der Zellteilungsrate auf die Transfektionseffizienz

bestimmit.

3.1.1 Transfektion differenzierter LAN-5 Zellen mit CMV-GFP und RSV-GFP

Die Transfektion erfolgte in beiden Ansdtzen einen Tag nach frischem Ausplattieren der
LAN-5 Zellen, bei folgenden Bedingungen: Zellkonfluenz von 70 % am Tag der
Transfektion, Verhéltnis von 1 ug Vektor-DNA zu 25 ul Effectene (Qiagen, Hilden) und
Inkubation des Transfektionsgemisch fiir 16 Stunden. Die Zellproliferation wurde 48 Stunden
nach der Transfektion per BrdU-Markierung (Roche Diagnostics, Mannheim) ermittelt.
Sowonhl die Transfektionseffizienz als auch die BrdU-Aufnahme der Zellen wurde durch die
Zahlung von GFP- /BrdU- positiven Zellen in 5 Gesichtsfeldern (GF) pro Loch der sechs
Loch-Platte bei vier identischen Versuchsansatzen quantifiziert.

Fur die Differenzierung der Neuroblastomzellen wurde 6 Stunden vor der Transfektion das
DMEM-Medium (GibcoBRL, Karlsruhe) mit 10 % fetalem Kalber Serum (FCS) (GibcoBRL,
Karlsruhe) abgesaugt und durch DMEM-Medium mit 5 umol Retinsdure ersetzt (Sidell et al.,
1983). Die Messung der Zellproliferation mittels BrdU-Markierung ergab fir den
differenzierten Versuchansatz eine relativ geringe Zahl BrdU-positiver Zellen (5 +/- 0,8 pro
GF n=4).

Die Auswertung zeigte 48 Stunden nach der Transfektion bei allgemein niedriger Transgen-
Expression eine signifikant hohere Zahl GFP-positiver Zellen (3,6 +/- 1 pro GF, n=4) bei
Verwendung von CMV-GFP. Dessen Transgen-Expression stieg noch bis zum 4. Tag nach
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der Transfektion an (5,2 +/- 0,8 pro GF, n=4), um danach bis zum Auswertungsende
kontinuierlich abzunehmen (Abb. 4A). Hingegen wurde mit dem RSV-GFP nur eine sehr
niedrige Zahl GFP-positiver Zellen beobachtet (0,25 +/- 0,5 pro GF, n=4), die auch an den
weiteren Auswertungstagen auf diesem Niveau verblieb (Abb. 4A). Zusammengefasst zeigte
CMV-GFP im Vergleich zu RSV-GFP in diesem Versuchansatz nach 48 Stunden eine ca. 15-

fach hohere und an Tag 4 sogar eine 21-fach héhere Transgen-Expression.

3.1.2 Transfektion proliferiender LAN-5 Zellen mit CMV-GFP und RSV-GFP

Zur Untersuchung der Transfektionseffizienz bei proliferierenden LAN-5 Zellen wurden die
Zellen sowohl vor, als auch nach der Transfektion in DMEM-Medium mit 10 % FCS
kultiviert. Die BrdU-Markierung fur den proliferierenden Ansatz zeigte 48 Stunden nach der
Transfektion einen deutlichen Anstieg BrdU-positiver Zellen (34 +/- 6 pro GF n=5) im
Vergleich zum differenzierten Ansatz (5 +/- 0,8 pro GF n=4).

Die Auswertung ergab fir beide Vektoren eine hohere Zahl GFP-positiver Zellen im
Vergleich zur Transfektion differenzierter Zellen. So konnte bei Verwendung des CMV-GFP
Plasmids bereits 48 Stunden nach der Transfektion eine deutliche Steigerung der Transgen-
Expression gemessen werden (32 +/- 6 pro GF, n=4), und eine fast 15-fach hohere Zahl GFP-
positiver Zellen (74 +/- 4 pro GF, n=4) am 6. Tag nach der Transfektion, was zugleich die
hdchste Effizienz darstellte. Im folgenden Beobachtungszeitraum fiel die Zahl der Transgen-
positiven Zellen bis zum Auswertungsende (21 +/- 2 pro GF, n=4) kontinuierlich ab (Abb.
4B). Auch mit dem RSV-Konstrukt war an Tag 2 (3 +/- 0,6 pro GF, n=4) vor allem aber an
Tag 6 (10 +/- 1,2 pro GF, n=4) eine Erhohung der Transfektionseffizienz feststellbar.
Allerdings lag diese etwa 10-fach unter der des CMV-Vektors. Im Verlauf der weiteren
Auswertungen nahm bei RSV-GFP die Zahl der Transgen-positiven Zellen (1 +/- 0,2 pro GF,
n=4) bis zum 15. Tag nach der Transfektion stetig ab (Abb. 4B).

34



Abbildung 4

A
CMV-GFP vs. RSV-GFP in differenzierten LAN-5 Zellen
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Abb. 4. Anzahl der GFP-positiven Zellen pro GF bei 320-facher VergréRerung. Die Transfektionsgemische
enthielten 1 ug DNA (CMV-GFP, RSV-GFP) und 25 ul Effectene (Qiagen, Hilden). Beide Ansatze wurden fir
die Transfektionen in 6 Loch-Platten (Nunc, Rochester, USA) Uberfiihrt. Die Transfektion wurde ein Tag nach
dem Ausplattieren durchgefiihrt. Die Transfektionszeit betrug 15 Stunden. Die Auswertung begann 48 Stunden
nach der Transfektion. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Zahl GFP-positiver Zellen pro
Gesichtsfeld mit n=4. Die Transfektion proliferierender LAN-5 Zellen (B) erzielte im Vergleich zu
differenzierten (A) bei beiden Konstrukten deutliche Steigerungen der Effizienzen. Die Transgen-Expression
war bei Verwendung des RSV-Vektors in beiden Ansétzen unter der des CMV-Vektors.
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3.2 Transfektion von ventralem Mesencephalon

Zur Transfektion der mesencephalen Vorlduferzellen der Ratte wurden sowohl Effectene
(Qiagen, Hilden) als auch sechs Versuchslipide (Qiagen, Hilden) verwendet. Da die
Vorversuche an LAN-5 Zellen die Bedeutung einer hohen Zellteilungsrate zum Erzielen einer
hohen Transfektionseffizienz vermuten l&sst, wurden die primdren Zellen am 2. Tag nach der
Praparation (DIV 2), dem Tag des grofiten BrdU-Aufnahme (78 % +/-5 pro Zellgruppe, n=4)
transfiziert. Die Auswertung erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion (DIV 4), unter

Verwendung des im Material und Methoden Teils beschriebenen Schemas (Abb. 3).

3.2.1 Transfektionsoptimierung mit Effectene (Qiagen) als Gentransfer-Reagenz

Die Anlage des ventralen Mesencephalons (VM-Gewebe) wurde an Embryonaltag 13 (E13)
dissektiert und durch mechanische Trituration in eine Einzelzellkultur Gberfuhrt. Nach einer
Expansionsphase von 2 Tagen mit bFGF wurde die Transfektion mit CMV-GFP
durchgefuhrt. Die in Vorversuchen ermittelten Protokolle zur Transfektion von priméren
Gewebebldcken des ventralen Mesencephalons, mit 2 ug DNA und 20 pl Effectene (Bauer et
al, 2000), erwiesen sich als zu toxisch fur primdre Einzelzellkulturen (dissoziierte VM-
Kulturen). Daher wurden die eingesetzten DNA- und Effectene-Mengen schrittweise
abgesenkt. Erst bei 0,2 ug DNA mit entsprechenden Effectene-Mengen und einer
Inkubationsdauer von 6 Stunden, konnte eine Reduktion des Zelltodes beobachtet werden.
Die Testung der DNA-Lipid-Verhéltnisse (1:10, 1:25 und 1:50) ergab aber nur bei einem
Verhaltnis von 1:25 GFP-positive Zellen (13 +/- 4 pro Flache*, n=4). Die Erh6hung der
Inkubationsdauer auf 16 Stunden fiihrte bei steigender Toxizitat zu keiner Verbesserung der
Transfektionseffizienz. Durch eine weitere Absenkung der Vektor-DNA auf 0,1 ug mit
verschiedenen Effectene-Mengen (1:10, 1:25 und 1:50) konnten sowohl bei einem DNA-
Effectene—Verhaltnis von 1:10 (10 +/- 4 pro Flache*, n=4), als auch bei 1:25 (12 +/- 2 pro
Flache*, n=4) GFP-positive Zellen beobachtet werden (Abb. 5A). Mit einer weiteren
Reduktion der DNA-Menge auf 0,05 ug DNA konnte keine Steigerung des

Transfektionsergebnisses erreicht werden.

3.2.2 Transfektionsoptimierung mit Versuchslipiden (Qiagen) als Gentransfer-Reagenz

Die neuronalen Vorlauferzellen des ventralen Mesencephalons wurden an E13 dissektiert und
trituriert. Nach einer Expansionsphase von 2 Tagen mit bFGF wurde die Transfektion mit
CMV-GFP durchgefiihrt. Die Testung und Optimierung der sechs Versuchslipide (Qiagen,
Hilden) wurde mit LAN-5 Zellen in 96 Loch-Platten durchgefiihrt. Dabei erzielte, nach
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Umrechnung auf 24 Loch-Platten-Format, eine DNA-Menge von 1,35 ug mit Lipidmengen
von 4,5 bis 11,25 ul optimale Transfektionseffizienzen. Komponente 1 wurde stets im
Verhaltnis 1 (DNA in pg) zu 16 (Komponente 1 in pl) hinzugegeben.

In Vorversuchen wurden die dissoziierten VM-Kulturen mit den sechs Lipiden, unter
Verwendung von drei verschiedenen Lipidmengen (4,5 wl, 9 ul und 11,25 pl) und einer
Inkubationszeit von sechs Stunden in zwei unabhdngigen Versuchen transfiziert. Da alle
Lipide am Tag zwei nach Transfektion, im Vergleich zu Effectene, hohere
Transfektionseffizienzen bei niedriger Toxizitat zeigten, wurden die vier besten Lipide zur
weiteren Optimierung ausgewahlt. Weil bei diesen vier Reagenzien die niedrigste
Lipidkonzentration (4,5 ul) das hoéchste Transfektionsergebnis erzielt hatte, wurden in zwei
weiteren Versuchen noch niedrigere Lipidmengen (1,125 ul, 2,25 ul und 4,5 ul) getestet.
Nach Auswahl der zwei Lipide mit der héchsten Transfektionseffizienz wurden diese mit
allen bisherigen Lipidmengen (1,125 ul, 2,25 ul, 4,5 ul, 9 ul und 11,25 ul), bei vier gleichen
Ansatzen, fur sechs Stunden transfiziert. Im Vergleich zur Transfektion mit Effectene, konnte
die Transfektionseffizienz mit Versuchslipid 1 um das 18-fache (177 +/- 14 pro Flache*,
n=4), mit Versuchslipid 2 um das 11-fache (111 +/- 10 pro Flache*, n=4) gesteigert werden.
Dabei erzielten beide Versuchsreagenzien die maximale Zahl GFP-positiver Zellen mit einer
Lipidmenge von 4,5 ul (Abb. 5A). Das Auftreten einer toxischen Wirkung der
Transfektionsgemische konnte mit Versuchslipid 2 bei 9 ul und mit Versuchslipid 1 erst ab
11,25 ul beobachtet werden.

In einer weiteren Versuchsserie wurden die VM-Kulturen, unter Verwendung der gleichen
Lipidmengen (1,125 ul, 2,25 ul, 4,5 pl, 9 ul und 11,25 ul), mit einer verlédngerten
Inkubationszeit (16 h) transfiziert. Eine Steigerung der Transfektionseffizienz konnte fir
beide Lipide beobachtet werden. Die Zahl der Transgen-positiven Zellen erhohte sich im
Vergleich zu Effectene um das 31-fache mit Versuchslipid 1 (311 +/- 90 pro Flache*, n=4)
und um das 21-fache mit Versuchslipid 2 (209 +/- 8 pro Flache*, n=4). Hierbei lag die
maximale Zahl GFP-positiver Zellen in beiden Ansatzen wiederum bei einer Lipidmenge von
4,5 ul (Abb. 5B).

* Auswertungsfléche siehe Material und Methoden Abbildung 3
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Abbildung 5

A
Transfektionsauswertung VM E13 (DIV4) mit 6 h Inkubationsdauer

250
X
(5}
5 200 -
©
[
= ~ 150
8g E
)
N~ 100
2]
o
o
Q 50
O

0 |
1,125 ul 2,25 ul 4,5 ul 9ul 11,25 ul Effectene
Lipidkonzentration
OVersuchslipid 1 EVersuchslipid 2 W0,2/1:25 Eff. 0,1/ 1:25 Eff. @0,1/1:10 Eff.
B

Transfektionsauswertung VM E13 (DIV 4) mit 16 h Inkubationsdauer

500
400 -

300
200 -
100

GFP-pos. Zellen / Flache*
(100x)

0
1,125 ul 2,25 ul 4,5 ul 9 ul 11,25 ul

Lipidkonzentration

@ Versuchslipid 1 W Versuchslipid 2

Abb. 5. Die Anzahl GFP-positiver Zellen pro Flache bei 100-facher VVergroRerung in VM-Kulturen (E13) am 4.
Tag in Kultur. Die Transfektionsldsungen von Versuchslipid 1 und 2 (Qiagen, Hilden) bestanden aus 1,35 pg
DNA und verschiedenen Lipidmengen (1,125 ul, 2,25 ul, 4,5 ul, 9 pl und 11,25 ul). Die Transfektionsgemische
der Transfektionen mit Effectene (Qiagen, Hilden) enthielten 0,2 oder 0,1 pg DNA und Effectene im Verhaltnis
1:10 oder 1:25 (A). Die Transfektionen erfolgten in 24 Loch-Platten (Nunc, Rochester, USA) mit
Inkubationszeiten von 6 Stunden (A) und 16 Stunden (B). Die Auswertung erfolgte am 2. Tag nach der
Transfektion. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Zahl GFP-positiver Zellen pro Fléche (s. Abb. 3)
mit n=4. Bei Verwendung der Versuchslipide (jeweils 4,5 pul Lipidmenge) konnte im Vergleich zu Effectene eine
Steigerung der Transfektionseffizienz, um das 31-fache mit Versuchslipid 1 (A) und das 21-fache mit
Versuchslipid 2 (B) beobachtet werden.

38



3.3 Immunhistochemische Charakterisierung des ventralen Mesencephalons der Ratte
und der transfizierten Zellen

Am Embryonaltag 13 (E13) finden in der Anlage des ventralen Mesencephalons der Ratte
grolle Veranderungen in Hinsicht auf die sich entwickelnden Zelltypen statt. Nach Bildung
des Neuralrohrs liegen teilungsféahige, immature Vorlauferzellen vor, die in der weiteren
Entwicklung zu postmitotischen Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten differenzieren
kdnnen. Das Vorliegen teilungsfahiger Vorlauferzellen ist fur einen effektiven, nicht-viralen
Gentransfer bedeutsam, da proliferierenden Vorléuferzellen héhere Transfektioneffizienzen
erzielen als postmitotische Neuronen (Felgner et al., 1989). Um die Zusammensetzung der
Zelltypen unter den jeweiligen Kulturbedingungen zu erfassen, wurden die VM-Kulturen
nach unterschiedlichen Kulturzeiten immunhistochemisch charakterisiert. Es wurden hierfiir
verschiedene Antikorper zur Markierung der folgenden Strukturen verwendet: Nestin,
Tyrosinhydroxylase (TH), beta Tubulin 11l (3-TUB 1II) und Glial fibrillatory acidic protein
(GFAP) (Tabelle 1).

Nach Dissektion und Trituration an E13 wurden die VM-Kulturen wahrend der
Expansionsphase fir 5 Tage unter definierten Bedingungen expandiert (Studer et al., 1998),
und in der sich anschlieBenden Differenzierungsphase, durch Entzug von bFGF und Zugabe
von 10% FCS, flr weitere 7 Tage differenziert (Abb. 6A). Als Marker flr die immaturen,
neuroephithelialen Vorlduferzellen diente das Intermediérfilament Nestin. Dessen Nachweis
ist moglich nach Bildung des Neuralrohrs ab E11 und endet mit Beginn der Differenzierung
(Lendahl et al., 1990). In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Studer und
Kollegen (1998) lagen in der Expansionsphase bis zum 5. Tag fast ausschlieflich Nestin-
positive Vorldauferzellen vor (Abb. 6B). Erst in der Differenzierungsphase konnten
zunehmend differenzierte Zellen durch B-TUB IIl, GFAP und TH, neben Nestin-positiven
Zellen detektiert werden (Abb. 6B).

Fur die immunhistochemische Charakterisierung von transfizierten VM-Kulturen, wurden
Vorléuferzellen nach dem oben genannten, optimierten Protokoll mit Versuchslipid 1 am 4.
Tag in Kultur transfiziert. Die immunhistochemische Doppelfarbung mit einem GFP-

Antikorper zeigte die Transfektion von Nestin- und TH-positiven Zellen (Abb. 6C).
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Tabelle 1 Immunhistochemische Charakterisierung der VM-Kulturen

Antigen Markierter Zelltyp

Nestin Epression in immaturen, neuroephithelialen Vorlauferzellen (Lendahl et
al., 1990)

B-Tubulin 11 Expression in maturen Neuronen (Lee et al., 1990)

GFAP Expression in maturen Gliazellen (Fisher et al., 1997)

TH Expression in maturen, dopaminergen Neuronen

GFP Nachweis GFP-expremierender, transfizierter Zellen

Tab. 1. Immunhistochemische Charakterisierung der VM-Kulturen der Ratte. Darstellung der durch den 1.

Antikorper detektierten Antigene und deren Expression in den jeweiligen Zelltypen.
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Abbildung 6

A Versuchsaufbau
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Abb. 6. Immunhistochemische Charakterisierung der VM-Kulturen (E13) der Ratte. Schematische Darstellung des
Versuchsaufbaus (A). Expansion der VM-Kulturen mit bFGF Uber 5 Tage. Differenzierung flr weitere 7 Tage
durch Entzug von bFGF und Zugabe von 10% FCS. Darstellung von Nestin-positiven Zellen im Dunkel- und
Hellfeld (B, oben) nach 5 Tagen Expansion. Detektion von Nestin-, TH-, B-Tubulin I111- und GFAP-pos. Zellen (B,
unten) am Ende der Differenzierungsphase. Der Skalierungsbalken (B) entspricht 50 um.
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C Transfektion

Abb. 6. Doppelfarbung transfizierter Zellen (C) mit GFP- und Nestin-Antikdrper (C, oben) bzw. TH-Antikorper
(C, unten). Der Skalierungsbalken (C) entspricht 30 um. Verwendung von FITC- (griin) (C) bzw. TRITC- (rot)
(B, C) markierten Sekundarantikérpern. Mikroskop: Zeiss, Axioskop.
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4 DISKUSSION

Bisherige Versuche zur Zelltherapie des Morbus Parkinson verwendeten hauptséchlich fetale,
mesencephale Zellen (Lindvall et al, 1989, Freed et al., 2001). Ein fur solche Verfahren
limitierendes Problem stellt dabei der Mangel an embryonalem Gewebe dar. Einen moglichen
Ansatz zur Reduzierung des Bedarfs an Spendergewebe zeigte die Studie von Studer und
Kollegen (1998) auf, in der neuronale Vorléuferzellen in vitro expandiert und differenziert
wurden und nach ihrer Transplantation funktionelle Effekte im Tiermodel erzielten. Ein Ziel
dieser Studie war es neuronale Vorlduferzellen in vitro zu expandieren und diese
Expansionsphase fir eine nicht-virale Transfektion zu nutzen. Die in den Vorversuchen an
LAN-5 Zellen beobachtete Bedeutung der Proliferation fiir den nicht-viralen Gentransfer war
eine wesentliche Grundlage fur die erfolgreiche Transfektion der Vorlduferzellen in der
Expansionsphase. Ein weiteres Ziel der Studie war es durch die Anwendung der Protokolle
von Studer und Kollegen (1998) den Anteil dopaminerger Zellen wahrend der
Differenzierungsphase zu erhéhen, um die nicht-virale Transfektion dieser Zellen zu
ermdglichen. Die immunhistochemische Charakterisierung der Transgen-positiven Zellen
ergab, dass auch die, fur zelltherapeutische Strategien des MP relevanten, dopaminergen
Neurone mit dem etablierten VVerfahren transfiziert werden konnten.

Fur die Vorversuche zur Optimierung der Transfektion an LAN-5 Zellen mittels Effectene
(Qiagen, Hilden) wurden zwei fiir GFP-kodierendere Vektoren mit unterschiedlichen Aufbau
untersucht (CMV-GFP; RSV-GFP). Zur Transfektion der Vorlduferzellen wurden neben
Effectene auch in der Entwicklung befindliche Versuchslipide (Qiagen, Hilden) angewendet.
Die immunhistochemische Charakterisierung zeigte, dass Nestin-positive und auch TH-

positive Neurone transfiziert wurden.

4.1 Faktoren zur Optimierung des nicht-viralen Gentransfers in LAN-5 Zellen

Fir einen erfolgreichen nicht-viralen Gentransfer existiert eine Vielzahl von unterschiedlichen
Voraussetzungen. Eine wesentliche Voraussetzung stellt die Wahl des Lipides fur die
Transfektion dar, da es sowohl verantwortlich fur die Struktur des DNA-Lipid-Komplexes als
auch dessen Interaktion mit den Zielzellen ist (Chesnoy et al., 2000). Als
Transfektionsreagenz wurde Effectene verwendet, da es im Vergleich zu Lipofectamine
(GibcoBRL, Karlsruhe) in Vorversuchen an mesencephalen Gewebeblocken hdohere
Transfektionseffizienzen erzielte (Bauer et al., 2000). Effectene besteht aus kationischen

Lipiden, die aber im Gegensatz zu Lipofectamine keine liposomalen Formationen ausbilden.
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Uber die genaue Zusammensetzung der einzelnen Komponenten von Effectene liegen derzeit

noch keine Informationen vor.

4.1.1 Einfluss der Zellteilung auf die Transfektionseffizienz

Nach der Interaktion des DNA-Lipid-Komplexes mit den Zielzellen, die sich hauptséchlich
aus dessen Bindung an die Zielzellen und dessen endosomaler und cytoplasmatischer
Aufnahme zusammensetzt, muss die DNA zur Expression in den Zellkern eingeschleust
werden (Chesnoy et al., 2000). Da Molekile tber 70 kDa nur Uber transportspezifische
Kernporen in den Zellkern gelangen (Dowty et al., 1995), ist eine freie Diffusion der DNA in
den Kern nicht moglich. Viraler Gentransfer tberwindet dieses Problem durch spezifische
virale Kernlokalisierungspeptide, die den Transport der DNA (ber die Kernporen
ermoglichen.  Erste  Versuche zur Nutzung dieses Prinzips bei nicht-viralen
Gentransferverfahren blieben fur die praktische Anwendung ohne Bedeutung (Remy et al.,
1995). Vielversprechend sind neuere Untersuchungen, die durch Kopplung von
Kernlokalisierungspeptiden mit Genen bis zu 1000-fach hohere Transfektionseffizienzen
erzielen (Zanta et al., 1999). Eine weitere Mdglichkeit zur Einschleusung der DNA in den
Zellkern ist die Ausnutzung der Phasen im Zellzyklus, in denen keine Kernmembran vorliegt
(Felgner und Ringold, 1989). Da dies nur wéhrend der Mitose der Fall ist, sollte sich fur eine
erfolgreiche nicht-virale Transfektion eine mdglichst hohe Zahl der kultivierten Zellen in der
Proliferationsphase befinden (Felgner und Ringold, 1989).

Zur Uberpriifung dieser These wurden Transfektionsversuche an LAN-5 Zellen durchgefiihrt.
Aufgrund der Moglichkeit diese Zelllinie durch Retinsdure und Serumentzug zu
differenzieren (Sidell et al., 1983), konnten zwei Ansdtze mit unterschiedlicher
Proliferationsstarke untersucht werden. Fir den Vergleich der Transfektionseffizienzen der
beiden Ansétze wurden die Ergebnisse des CMV-Plasmids im Pilotexperiment verwendet, da
mit diesen, aufgrund der hoheren Zahl Transgen-positiver Zellen, zuverldssigere Aussagen
ableitbar sind. Die Transfektionsergebnisse zeigten eine deutliche Steigerung der Zahl GFP-
positiver Zellen unter proliferativen Bedingungen. Bereits 48 Stunden nach der Transfektion
konnte gegenuber dem Differenzierungsansatz eine fast 10-fache Erhéhung der Zahl
transfizierter Zellen im Proliferationsansatz beobachtet werden. Im weiteren Verlauf des
Versuches erhielt man am vierten Tag eine 15-fache Steigerung der Transgen-Expression,
was zugleich die hochste Effizienz darstellte. Danach nahm die Zahl Transgen-positiver
Zellen unter beiden Bedingungen bis zum Auswertungsende kontinuierlich ab. Die Messung

der Proliferationsstarke mittels BrdU-Markierung, 48 Stunden nach der Transfektion, ergab
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aber nur eine 7-fach héhere Zahl BrdU-positiver Zellen unter proliferativen Bedingungen.
Eine mogliche Erklarung fir die fehlende Korrelation zwischen BrdU- und GFP-positiven
Zellen konnte in einer unterschiedlichen Expressionskinetik der transfizierten Zellen liegen.

Zusammengefasst zeigten die Vorversuche an LAN-5 Zellen, dass fir die
Transfektionseffizienz nicht-viraler Transfektionmethoden die Zellproliferation ein wichtiger
Faktor ist. Die sich hieraus ergebende Konsequenz fir die erfolgreiche Transfektion primérer,
mesencephaler Zellen ist, dass eine Transfektion wahrend der Expansionsphase der
neuronalen Vorlauferzellen hohere Transfektionseffizienzen erwarten lasst als die

Transfektion differenzierter Zellen.

4.1.2 Einfluss des Vektor-Konstrukts auf die Transfektionseffizienz

Neben der durch den DNA-Lipid-Komplex vermittelten Zellinteraktion und einer
proliferationsabhangigen Einschleusung der DNA in den Zellkern, spielt auch der verwendete
Vektor eine wesentlich Rolle fur das Erreichen einer moglichst hohen Transfektionseffizienz.
Eine Vorraussetzung fur eine hohe Transgen-Expression ist die erfolgreiche Transkription des
Zielgens. Hierflr ist unter anderem die Wahl eines geeigneten Promotors entscheidend.
Zusétzlich ist eine stabile Expression des Transgenes erwiinscht. Da konventionelle Vektoren,
ohne eigenen Replikationsursprung, bei proliferierenden Zellen wegen fehlender Replikation
nicht effektiv sind, ist ein Vektor von Vorteil, der als Episom unabhangig vom Genom
repliziert wird. Wegen dieser Anforderungen wurde das Reportergen GFP in pRep7 Kkloniert.
Dieser Vektor enthalt einen Rous-Sarcoma-Virus-(RSV)-Promotor, der in fetalem ZNS-
Gewebe eine stdarkere Transgen-Expression als CMV- oder SV40-Promotoren ermdglicht
(Holt et al., 1990; Jiao et al, 1992). Dariber hinaus enthélt pRep7 die Sequenz der 3'-
trunkierten Form von EBV-Nuclear Antigenl (EBNAL) des Epstein-Barr-Viruses (EBV).
EBNAL ist ein multifunktionelles, virales Protein, das im Zusammenspiel mit anderen
zellul&ren Faktoren zur Persistenz des Episoms im Zellkern beitrdgt. EBNAL bindet an den,
im pRep7-Konstrukt enthaltenen, viralen Replikationsursprung (oriP), der die Replikation des
Plasmids in der Phase der viralen Latenz ermdglicht. Die genannten Eigenschaften von
Vektoren mit EBV-Elementen gelten insbesondere fir Zelllinien, die auf humanen, oder den
Zellen anderer Primaten basieren, und kdnnen speziesspezifisch variieren. Die Zellen von
Nagern werden unter natirlichen Bedingungen nicht infiziert. Dennoch konnten
Vektorkonstrukte mit EBV-Elementen erfolgreich eingesetzt (Bauer et al., 2000), und eine
transiente Erhohung der Transgen-Expression im Vergleich zu nicht EBV-assoziierten

Vektoren beobachtet werden (Tomiyasu et al., 1998). Zusammengefasst waren fir die Wahl
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des pRep7-Konstrukts die sich aus dem Promotor und den EBV-Elementen ergebenden
Maoglichkeiten fur eine hohe und stabile Transgen-Expression entscheidend.

Zur Uberprifung der Erwartungen an RSV-GFP wurden vergleichende Transfektionen mit
pGFP-C1 (CMV-GFP) (Clonetech, Palo Alto, USA) durchgefiihrt. Bei dem zuletzt genannten
Vektor steht die GFP-Expression unter Kontrolle des CMV-Promotors und EBV-Elemente
sind nicht enthalten. Der Vergleich der beiden Plasmide an LAN-5 Zellen zeigte fir
Transfektionen mit RSV-GFP deutlich niedrigere Transgen-Expression als fir CMV-GFP. 48
Stunden nach Transfektion war die Zahl GFP-positiver Zellen bei proliferienden LAN-5
Zellen fur CMV-GFP (32+/- 6 pro GF, n=4) verglichen mit RSV-GFP (3 +/- 0,6 pro GF, n=4)
ca. 10-mal hoher. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den oben genannten Forderungen an
das pRep7-Konstrukt. Als Ursache werden kurze Sequenzen zwischen dem Promotor und der
Insertionsstelle vermutet, die eine effiziente Transkription durch die RNA Polymerase Il
behindern. Dieses Phanomen trat zum Teil in anderen Experimenten mit unterschiedlicher
cDNA an dieser Steller auf (M. Ueffing, personliche Mitteilung). Wegen der niedrigen Zahl
GFP-positiver Zellen bei den Transfektionen mit RSV-GFP sind keine sicheren Aussagen
Uber eine durch EBNAL verlangerte Transgen-Expression mdoglich. Fir die weiteren
Transfektionsversuche mit primarem Gewebe wurde, aufgrund dieser Ergebnisse, der CMV-
Vektor verwendet.

4.2 Transfektion von ventralem Mesencephalon

Seit den ersten Versuchen des liposomalen Gentransfers flr eukaryotische Zellen durch
Felgner und Kollegen (Felgner et al., 1987), wurden die Transfektionsreagenzien hinsichtlich
einer verminderten Toxizitdt und hoherer Transfektionseffizienzen stetig verbessert
(Templeton und Lasic, 1999). Dies ermdglichte es, nicht nur schnell-proliferierende Zell-
Linien (Wiesenhofer and Humpel, 2000) sondern auch primare, mesencephale Gewebebldcke
durch nicht-viralen Gentransfer zu erreichen (Bauer et al., 2000). Da bei der Transfektion von
Gewebeblocken aber bevorzugt die &uBeren Schichten transfiziert werden, wurden die
folgenden Versuche an priméren Einzelzellkulturen (dissoziierte VM-Kulturen) durchgefihrt.
Eine wesentliche Grundlage dafir bilden die Untersuchungen von Studer und McKay (Studer
et al., 1998), in denen dissoziierte, mesencephale Vorlauferzellen in vitro durch bFGF
expandiert, anschlieRend differenziert und erfolgreich transplantiert wurden. Der Einsatz von
bFGF bewirkt einerseits eine gesteigerte Zellproliferation und anderenseits eine verlangsamte

Differenzierung der Vorlauferzellen (Bouvier et al., 1995), wodurch ein effektiver, nicht-
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viraler Gentransfer erst moglich wird (Felgner et al., 1989). Als Transfektionsreagenzien
wurden Effectene und Versuchslipide eingesetzt.

4.2.1 Transfektion mit Effectene (Qiagen)

Effectene wurde als Transfektionsreagenz verwendet, aufgrund von vielversprechenden
Ergebnissen bei der Transfektion mesencephaler Gewebeblocke (Bauer et al., 2000). Das
dabei verwendete Transfektionsprotokoll mit 20 ul Effectene, 2 pg DNA und 15 h
Inkubationszeit war jedoch fir dissoziierte VM-Kulturen zu toxisch. Erst nach 10-facher
Reduktion der eingesetzten Menge an DNA und Effectene konnten bei gleichzeitig deutlich
verminderter Toxizitdt Transgen-positive Zellen nachgewiesen werden. Die erzielte
Transfektionseffizienz war jedoch im Vergleich zu den Versuchen an VM-Gewebeblécken
wesentlich niedriger, was auf die relativ geringe Menge an verwendeter DNA und Effectene
zurtickzufuhren sein kénnte. Die Transfektionseffizienz eines Lipides wird daher auch durch
dessen Toxizitat beeinflusst (Caplen et al., 1994; Bell et al., 1998). Faktoren, die die relative
Toxizitat eines Lipides bestimmen sind unter anderem strukturelle Eigenschaften, wie die
Ladung oder die Form der DNA-Lipid-Komplexe, die eingesetzte Lipidmenge, die
Inkubationsdauer und der zu transfizierende Zelltyp (Caplen et al., 1994; Aramaki et al.,
1999; Wiesenhofer et al., 1999). In aktuellen Studien konnte durch die liposomale
Transfektion verschiedener Zelllinien die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies als ein
weiterer, toxischer Faktor identifiziert werden (Aramaki et al., 1999; Aramaki et al., 2000).
Diese Radikale werden vor allem durch das Enzym Lipoxygenase gebildet und induzieren
durch die Zunahme von oxidativem Stress die Apoptose der Zellen (Takano et al., 2001).
Durch die Zugabe von antioxidativen Substanzen oder Inhibitoren der Lipoxygenase konnte
der durch die Transfektion bedingte Zelltod signifikant vermindert werden (Takano et al.,
2001).

Die Reduktion des oxidativen Stress innerhalb der VM-Gewebeblocke konnte auch eine
maogliche Erklarung sein fur die geringere Toxizitat bei Transfektionen mit gleichen Effectene
Konzentrationen im Vergleich zu dissoziierten Kulturen. Als Ursachen hierfiir sind unter
anderem zu diskutieren, die Erhéhung der antioxidativen Kapazitat durch synergistische
Effekte innerhalb des Zellverbandes oder die verminderte Exposition der einzelnen Zelle
gegenliber den toxischen Transfektionsreagenzien, aufgrund der bei Gewebeblocken
reduzierten Zelloberflache. Da die Zelloberflache bei dissoziierten Zellkulturen nicht
verédndert werden kann, ist eine Verminderung der Toxizitdt nur durch Reduktion der

eingesetzten Menge an Reagenzien, durch Zugabe antioxidativ-wirkender Substanzen, oder
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durch Erhoéhung der Zelldichte méglich. Die Zugabe von Natriumpyruvat, o-Thioglycerat,
Bathocuproine Disulfonat (Brielmeier et al., 1998) und B-Mercaptoethanol (Lee et al., 2000)
zur Reduktion von oxidativem Stress, ist bei VM-Gewebe deshalb vielversprechend, da
neuronale Zellen nicht in der Lage sind Cystin zu transportieren. Dies beruht darauf, dass
neuronale Zellen, im Gegensatz zu fast allen anderen Zelltypen, keinen Cystin-Transporter
exprimieren (Murphy et al., 1989). Cystin oder das reduzierte Cystein sind aber von
entscheidender Bedeutung flr die Synthese von Glutathion, einem wichtigem antioxidativem
Schutzsystem von Zellen. Ublicherweise liegt in Zellkultur nur oxidiertes Cystin vor, das aber
durch Zugabe der oben genannten antioxidativen Substanzen zu Cystein reduziert und in
dieser Form in vitro erhalten werden kann. Die Zugabe der antioxidativ-wirkenden
Substanzen ermdglicht eine effiziente Aufnahme von reduziertem Cystein Uber den Ala-Ser-
Cys-Aminosduretransporter und verbessert so das Zelltiberleben (Brielmeier et al., 1998). In
einer Studie mit Burkitt-Lymphom-Zellen, die diesen Aminosduretransporter ebenfalls nicht
expremieren, konnte durch Zugabe der antioxidativen Substanzen die Effizienz stabiler
Transfektionen deutlich erhoht werden (Brielmeier et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden aber keine quantitativen Untersuchungen lber die Steigerung der
Transfektionseffizienz durch Reduktion des oxidativen Stress bei der Transfektion

dissoziierter VM-Kulturen durchgefiihrt.

4.2.2 Transfektion mit Versuchslipiden (Qiagen)

Bei den Transfektionsversuchen mit den Versuchslipiden wurden mit Versuchslipid 1 tber 30
mal mehr Zellen transfiziert als mit Effectene. Die Toxizitdt der neuen Lipide war dabei
wesentlich geringer. Daher war es moglich die in den Vorversuchen mit LAN-5 Zellen
ermittelten Konzentrationen der Transfektionsreagenzien auch fur das primére Gewebe
beizubehalten. Ein Grund fur die geringe Toxizitat konnte die Verwendung von Komponente
1 sein, da trotz hoher DNA-Konzentrationen vergleichsweise niedrige Lipidmengen bendtigt
werden. So war, im Unterschied zu Effectene, bei Anwendung der Versuchslipide die DNA-
Menge ca. 5- bis 10-fach hoher (1,35 ug DNA), wahrend die Lipidmenge gleichzeitig nur um
den Faktor 2 bis 4 anstieg (4,5 ul im besten Ansatz). Diese signifikante Steigerung der
Transfektionseffizienz bei relativ niedriger Toxizitat gibt Anlass fiir weitere Uberlegungen
zur Steigerung des Gentransfers. Augrund der niedrigen Toxizitat konnten die Zellen
beispielsweise an mehreren Tagen aufeinanderfolgend transfiziert werden ("boost"). So wurde

bei Versuchen mit primdaren Gliazellen eine beachtliche Steigerungen der
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Transfektionseffizienzen beobachtet, durch Transfektionen an drei aufeinanderfolgenden
Tagen flr je sechs Stunden (Wiesenhofer et al., 2000).

4.3 Immunhistochemische Charakterisierung des ventralen Mesencephalons der Ratte
und der transfizierten Zellen
Die Ausbildung der embryonalen Anlage des ventralen Mesencephalons findet bei der Ratte
zwischen E11 und E15 statt (Hanaway et al., 1972; Lauder und Bloom, 1974).
Thyrosinhydroxylase (TH)-positive, dopaminerge Neuronen konnen frihestens ab E12.5
immunhistochemisch nachgewiesen werden. An E15 ist deren Bildung abgeschlossen (Specht
et al., 1981; Lauder und Bloom, 1974). Durch Kultivierung unter definierten Bedingungen
und Verwendung von bFGF kann der Zeitraum, in dem die Zellen als immature
Vorléuferzellen vorliegen, verlangert werden (Bouvier et al, 1995, Fawcett et al., 1995, Studer
et al., 1998). Als Grund fur diese bFGF-vermittelten Effekte wird im Tiermodel unter
anderem eine vermehrte Expression des Enzyms Telomerase diskutiert (Haik et al., 2000),
welches Uber die Verlangerung der Telomere von Chromosomen die Seneszens von Zellen
verlangsamt (Harley et al., 1990). Ein zelluldrer Marker fiir immature Vorlauferzellen ist das
Intermediérfilament Nestin (Lendahl et al., 1990). In Anlehnung an die Experimente von
Studer und Kollegen (1998) wurde durch die tagliche Zugabe von 10 ng/ml bFGF die
Expansion Nestin-positiver Vorlauferzellen bis zum funften Tag in vitro verlangert.
Differenzierte Strukturen, wurden erst nach dem Entzug von bFGF und der Zugabe von FCS
in der Differenzierungsphase exprimiert. Sieben Tage nach Differenzierungsinduktion
konnten GFAP-positive Gliazellen (Fisher et al., 1997), B-TUB Ill-positive Neurone (Lee et
al., 1990) und auch TH-positive, dopaminerge Zellen beobachtet werden. Eine Untersuchung
der prozentualen Anteile der jeweiligen Zellpopulation wurde nicht durchgefuhrt. In den
Versuchen von Studer und Kollegen (1998) konnte aber unter Anwendung dieses Expansions-
und Differenzierungsschemas die Zahl dopaminerger Neuronen um das 30-fache gesteigert
werden. Der groRe Anteil an dopaminergen Neuronen, die sich aus den proliferierenden,
Nestin-positiven Vorlauferzellen bildeten, war entscheidend, um trotz der niedrigen

Transfektionseffizienz des nicht-viralen Gentransfers TH-positive Neuronen zu transfizieren.
4.4 Perspektiven und Ausblicke

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Zellsystems dissoziierter, neuronaler

Vorléuferzellen des ventralen Mesencephalons der Ratte und deren nicht-virale Transfektion.
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Das entwickelte Zellsystem ermoglicht weitere Untersuchungen zum therapeutischen
Gentransfer im Rahmen einer Zelltherapie des Morbus Parkinson.

Ein wesentliches Problem der Zelltherapie des Morbus Parkinson ist der Mangel an fotalem
Gewebe fur eine Transplantation. Da nach heutigen Transplantationsprotokollen nur ca. 1 bis
20 % der transplantierten, embryonalen Zellen langfristig berleben (Dunnett und Bj6rklund,
1999), wird Gewebe von mindestens vier bis acht Foten pro Striatum fiir eine signifikante
Symptomreduktion bendtigt (Brundin et al., 2000). Eine Methode mit standigem Bedarf an
humanen Foten ist flr eine breite, klinische Anwendung jedoch aus ethisch-moralischen
Grinden nicht vertretbar und kann nur als experimentelles Therapieverfahren eingesetzt
werden (zur Ubersicht, Boer et al., 1994). Als Alternativen fir humanes Gewebe werden zur
Zeit vor allem der Einsatz von Xenotransplantaten oder Stammzellen untersucht. Gleichzeitig
werden Wege zur Verbesserung des Uberlebens des Transplantats gesucht, wie z.B. der
Schutz durch neurotrophe Faktoren.

Erste Versuche mit Mittelhirn-Gewebe des Schweins als Xenotransplantat zeigten im
Rattenmodel vielversprechende Ergebnisse (Galpern et al., 1996), ebenso wie erste
Anwendungen bei Parkinson Patienten (Deacon et al., 1997). Trotz der mdglichen Erfolge ist
die Methode der Xenotranplantation dennoch nicht unumstritten. Ein Grund ist das mogliche
Auftreten von komplementvermittelten TransplantatabstoRungen (Weiss et al., 1997). Ein
weiteres Risiko der Xenotransplantation ist der mdgliche Transfer unbekannter, endogener
Retroviren des Schweins auf den Menschen mit Folgen wie das Auftreten von HIV-dhnlichen
Epidemien (Butler et al., 1998; Weiss et al., 1997). Kiritisiert wird auch die niedrige
Uberlebensrate der transplantierten Neuronen, die wesentlich weniger als ein Promille betragt
(Deacon et al.,, 1997). Aus diesen Griinden wird in aktuellen Artikeln der Einsatz der
Xenotranplantation als zukinftige Zelltherapie des MP zunehmend in Frage gestellt (Hagell
und Brundin, 2001; Dunnett et al., 2001).

Als alternative Quelle dopaminerger Neurone wird deren Generierung aus humanen,
embryonalen Stammzellen angesehen. Seit Isolierung dieser pluripotenten Zellen aus
Blastocysten (Thomson et al., 1998) sind sie als Quelle somatischer Vorldauferzellen von
grollem Interesse fiir die klinische Forschung. In Versuchen mit embryonalen Stammzellen
der Maus sind neben Kardiomyozyten und ha&matopoetischen Zellen auch Zellen mit
neuronalem Phénotyp beobachtet worden (Klug et al., 1996; Keller et al., 1998; Okabe et al.,
1996). In Bezug auf eine Zelltherapie des MP, sind aktuelle Protokolle zur Differenzierung
embryonaler Stammzellen (ber mehrere in vitro Schritte in dopaminerge Neuronen

vielversprechend (Lee et al., 2000). Eine Anwendung der tierexperimentellen Erkenntnisse
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auf humane, embryonale Stammzellen ist jedoch zur Zeit in Deutschland, aufgrund des
Embryonenschutzgesetzes und Diskussionen der Offentlichkeit tiber ethische Bedenken nicht
mdoglich. Kritisch hinterfragt wird auch, ob fir die Forschung oder zumindest fir die klinische
Anwendung die Arbeit an adulten Stammzellen nicht ausreichend ware. Diese Zellen konnten
aus dem Subependym des Frontalhirns (Morshead et al., 1994) isoliert, kultiviert und in
verschiedene neuronale Zelltypen differenziert werden (Palmer et al., 1995). Dennoch sind
bei adulten ZNS-Stammzellen mdgliche Restriktionen in ihrer Differenzierungsfahigkeit noch
nicht vollig auszuschlieBen (McKay, 1997). AuBerdem besteht sowohl bei embryonalen, als
auch adulten Stammzellen das Problem der genetischen und der epigenetischen Instabilitat,
aufgrund der standigen in vitro Proliferation und Selektion auf Zellen mit hohem mitotischen
Index (Humpherys et al., 2001). Dies kann unter Umstanden eine tumoréhnliche Proliferation
nach deren Transplantation zu Folge haben, auch wenn dies bisher noch nicht beobachtet
wurde. Fur zukunftige Stammzelltherapien sind die Kl&rung dieser Fragen und die Definition
ethischer Grundsatze entscheidend.

Fur eine erfolgreiche Zelltherapie neurodegenerativer Erkrankungen ist aber nicht nur eine
ausreichende Menge an transplantierbarem Gewebe bedeutsam, sondern auch eine
Verbesserung des Uberlebens des Transplantats. Neben der Verfeinerung der operativen
Techniken, wird auch die Wirkung antioxidativer, antiapoptotischer oder neurotropher
Strategien untersucht (zur Ubersicht, Brundin et al., 2000). Unter anderem konnte durch den
Einsatz neurotropher Faktoren wie z.B. BDNF oder GDNF eine signifikante Verbesserung
des Zelluberlebens festgestellt und auch im Tiermodel bestétigt werden (Levivier et al., 1995;
Choi-Lundberg et al., 1997; Bauer et al., 2000). Dabei scheint die Methode der
Faktorproduktion durch genetisch-modifizierte Zellen einer intrazerebralen Injektion der
Substanzen tberlegen zu sein (Kordower et al., 1999). Zukinftige Zelltherapien sollten daher
auch die Mdoglichkeit zur genetischen Manipulation des zu transplantierenden Gewebes
bieten, um eine Verbesserung des Transplantationsergebnisses zu erzielen.

In der vorgelegten Arbeit wurde ein Kultursystem dissoziierter, neuronaler Vorlauferzellen
des ventralen Mesencephalons der Ratte etabliert, und eine nicht-virale Transfektion dieser
Zellen ermdglicht. Die hier etablierte Methode des nicht-viralen Gentransfers ist in ihren
Einsatzmdglichkeiten bei verschiedenen Geweben oder Transgenen in hohem MaRe variabel.
Dies eroffnet die Moglichkeit auch neuen Entwicklungen Rechnung tragen zu kdnnen und die
Auswirkungen verschiedenster Transgene auf die Expansion und Differenzierung der

Vorléuferzellen gezielt zu untersuchen. Die sich entwickelnden Mdoglichkeiten des nicht-
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viralen Gentransfers, l&sst einen zukinftigen Beitrag gentherapeutischer Verfahren zur
Verbesserung der Neurotransplantation bei Morbus Parkinson erhoffen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung einer dissoziierten Kultur
mesencephaler Vorlauferzellen der Ratte und deren nicht-virale Modifikation mittels
kationischer Lipide.

In Vorversuchen wurden Faktoren zur Optimierung nicht-viraler Transfektionsverfahren
ermittelt.  Zur  Untersuchung des Einflusses der  Zellproliferation auf die
Transfektionseffizienz, wurden LAN-5 Neuroblastomzellen in zwei Ansdtzen mit
unterschiedlichem mitotischen Index mittels Effectene (Qiagen, Hilden) transfiziert. Es
konnte gezeigt werden, dass proliferierende LAN-5 Zellen fast 15-fach hohere
Transfektionsraten bei der Transfektion mit Effectene erzielen. In dem selben Versuchsansatz
wurde die Transfektionsrate des klonierten RSV-GFP, basierend auf dem pRep7-Konstrukt,
mit der des bereits bekannten CMV-GFP Plasmids verglichen. Im Gegensatz zu den
Erwartungen wurden mit dem pRep7-Konstrukt deutlich niedrigere Effizienzen beobachtet.
Das VM-Gewebe wurde in dissoziierten in vitro Kulturen gemaR den Protokollen von Studer
und Kollegen (1998) kultiviert. Durch Gabe von bFGF wurden die neuronalen
Vorlauferzellen zundchst expandiert, und erst durch Entzug von bFGF und Zugabe von
fetalem Kalber Serum setzte die Differenzierung ein. Dies konnte mit immunhistochemischen
Markern nachgewiesen werden. Da die Protokolle zur Transfektion von organotypischen VM-
Kulturen mit Effectene zu toxisch fur dissoziierte Vorlauferzellen waren, musste die
eingesetzte Menge an Effectene (Qiagen, Hilden) um das 10-fache reduziert werden. Im
Vergleich zu Effectene, erzielten die getesteten Versuchslipide (Qiagen, Hilden) bis zu 31-
mal hohere Transfektionseffizienzen. Die immunhistochemische Charakterisierung der
transfizierten Zellen belegte die Transfektion TH-positiver Neurone.

Durch die vorgelegte Arbeit konnten Methoden zur genetischen Modifikation priméren
mesencephalen Gewebes etabliert werden, die auf chemisch genau definierten Lipid-
Komponenten beruhen und die nicht mit den Risiken viraler Vektorsysteme behaftet sind.
Durch den effizienten Einsatz Lipid-vermittelten Gentransfers entstehen damit neue
Perspektiven fir einen moglichen Einsatz nicht-viraler Transfektionsverfahren in ex vivo

Gentherapie-Ansatzen.
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cDNA
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E13
EBV
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bFGF
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GDNF
GFAP
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L-DOPA
LMP
MP
PET
Tab.
TH
TRITC
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B-TUB Il
VM

Adeno-assoziiertes-Virus

Abbildung
2[3-carboxymethoxy-3p(4-iodophenyl)tropan
Tage in vitro (engl.: days in vitro)
komplementére DNA

Cytomegalie-Virus

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonucleinséure

Gestationsalter von 14 Tagen post conceptionem
Epstein-Barr-Virus

EBV-Nuclear Antigen 1

basic fibroblast growth factor

Fluorescein Isothiocyanate

glial derived neurotrophic factor

glial fibrillatory acidic protein
Herpes-simplex-Virus

kilo-Dalton: Einheit des Molekulargewichts
L-3,4-Dihydroxyphenylamin

low melting point

Morbus Parkinson
Positronenemissionstomographie
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Tyrosinhydroxylase
Tetramethylrhodamine-5-(and-6-)isothiocyanate
Single-Photon-Emissions-Computertomographie
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Ventrales Mesencephalon
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