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ZERFALLEN UND BEWAHREN

In Deutschland leiden schédtzungsweise 250.000 Menschen an Morbus Parkinson, einer neurodegenerativen
Krankheit, in deren Verlauf Nervenzellen absterben, die den fiir die Bewegungskoordination wichtigen Boten-

stoff Dopamin produzieren. Ein Géttinger Forscherteam von Wissenschaftlern der Universitat Géttingen, des

Max-Planck-Instituts fiir biophysikalische Chemie und des Deutschen Primatenzentrums untersucht Moglich-
keiten einer Zellersatztherapie am Ratten-Modell. Dabei werden embryonale Stammzellen der Maus zu Vor-
lauferzellen der dopaminproduzierenden Nervenzellen »ausdifferenziert«, die dann in das Hirngewebe von

Ratten transplantiert werden.

Morbus Parkinson ist eine der hau-
figsten neurodegenerativen Er-
krankungen, von der in Deutsch-
land mindestens ein Prozent der
Bevolkerung tiber 60 Jahre betrof-
fen ist. Die Mechanismen, die zu
dieser Erkrankung fiihren, sind
noch weitgehend unklar. Was
man weils ist, dass die so genann-
ten dopaminproduzierenden (do-
paminergen) Neurone im Bereich
der Substantia nigra (schwarzen
Substanz) im Gehirn absterben.
Die Sustantia nigra liegt in den
Basalganglien im Gehirn, wobei
die Basalganglien vor allem fir
die Steuerung von Bewegung ver-
antwortlich sind. Die Nervenzel-
len der Substania nigra produ-
zieren den Botenstoff Dopamin,
der zur Ubertragung von Informa-
tionen im Gehirn benétigt wird.
Der Untergang der Nervenzellen
und der fehlende Botenstoff
Dopamin bewirken die Symp-
tome des Morbus Parkinson:
Muskelsteifigkeit (Rigor), Zittern
(Tremor) und Bewegungsarmut
(Akinese).

Am hédufigsten beginnt die Par-
kinson-Erkrankung mit einem
einseitigen Ruhezittern und einer
verminderten Beweglichkeit ei-
ner Hand. Da die Hauptsympto-
me in beliebiger Kombination auf
eine Extremitdt beschrankt oder
auch beidseitig auftreten konnen,
kommen insbesondere im Friih-
stadium unterschiedliche Kombi-
nationen und Ausprdagungen von
Symptomen vor. Es gibt Patienten,
bei denen nur eine Hand zittert,
andere dagegen sind insgesamt
bewegungsverarmt, ohne jedoch
zu zittern. In der Regel werden
die Patienten mit dem Standard-
medikament L-DOPA oder mit
Dopaminagonisten behandelt.

Neue Zellen fur kranke

Gehirne

Grundlagenforschung fur eine Zellersatztherapie

Mit diesen Medikamenten, die die
Wirkung von Dopamin imitieren,
leben viele Patienten tiber Jahre
weitgehend beschwerdefrei. Im
Frihstadium der Parkinson-Er-
krankung ist das Gehirn noch in
der Lage, L-DOPA durch Aufnah-
me in dopaminerge Nervenzellen
Gber mindestens vier bis sechs
Stunden zu speichern, auch
wenn das im Blut befindliche L-
DOPA nach etwa zwei Stunden
abgebaut wird. Doch im Verlauf
der Erkrankung geht die Speicher-
fahigkeit des Gehirns durch fort-
geschrittenen Untergang dopami-
nerger Nervenzellen verloren.
Bereits zwei bis drei Stunden —
oder noch friiher —nach Einnahme
des Wirkstoffes kehren die
Symptome zuriick. Bei der medi-
kamentosen Langzeittherapie er-
geben sich zudem weitere Pro-
bleme, die sich derzeit nur teil-
weise |6sen lassen. Sie umfassen
schwere Unbeweglichkeit (Aki-
nese), Uberbewegungen (Dyski-
nesien), Unwirksamkeit oder Un-
vertraglichkeit medikamentoser
Therapie und Halluzinationen
(Psychosen).

An vielen Forschungsstatten
weltweit wird daher versucht, ei-
ne kausale Therapie zu ent-
wickeln, die darauf abzielt, die
absterbenden Zellen durch neue

bei Morbus Parkinson
Walter Paulus

zu ersetzen. Da die Ursache von
Parkinson ein Zellverlust ist, wire
ein Zellersatz die ideale Thera-
pie, zumindest solange, bis wirk-
same Strategien zur grundsatz-
lichen Vermeidung des Zellverlus-
tes entwickelt werden. Im Be-
reich der Neurodegeneration ist
die Parkinson-Erkrankung derzeit
diejenige, bei der bereits gezeigt
werden konnte, dass durch Trans-
plantation in Einzelfillen wesent-
liche Besserungen des Krank-
heitsbildes zu erzielen sind und
die transplantierten Zellen nicht
von den pathophysiologischen
Prozessen der Erkrankung erfasst
werden (Piccini et al., 1999).
Hierbei werden dopaminprodu-
zierende Zellen beziehungsweise
deren Vorlduferzellen in das so
genannte Striatum von Parkinson-
Patienten transplantiert. Dies ist
die Zielregion fiir eine Transplan-
tation, es ist aber nicht die Ur-
sprungsregion (Substantia nigra)
der degenerierenden Zellen. Seit
etwa zehn Jahren erhielten bisher
im Rahmen kontrollierter wissen-
schaftlicher Studien weltweit
rund 350 Patienten Zelltransplan-
tate (Freed et al., 2001). Bei die-
sen Transplantationen sind bis-
lang ausschlieSlich Vorlauferzel-
len dopaminerger Neurone aus
Embryonen, so genannte fetale
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mesenzephale Zellen, verwendet
worden.

Die Verwendung dieser Zellen
birgt jedoch nicht nur ethische
Probleme - sie ist in Deutschland
ganzlich untersagt —, sondern
auch Probleme in der qualitativ
standardisierten und ausreichen-
den Gewinnung. Fir eine Trans-
plantation werden die Zellen von
bis zu acht Embryonen benotigt.
Auch wenn gezeigt werden konn-
te, dass Zellersatztherapie im
Prinzip funktioniert (»Proof of

Principle«), und dass sie in der
Behandlung des Morbus Parkin-
son einen moglicherweise gang-
baren Weg darstellt, besteht noch
groller Forschungsbedarf. Das
wird durch die Ergebnisse zweier
randomisierter verblindeter Stu-
dien unterstrichen, deren Ergeb-
nisse erniichternd ausfielen, so-
wohl! hinsichtlich der Effizienz
wie auch der Nebenwirkungen.
Ein wesentlicher einschran-
kender Faktor bei der weiteren Er-
forschung von Therapiestrategien
mit Ersatzzellen ist derzeit die
Verfligbarkeit dopaminerger Zel-

len. Die Differenzierung von
dopaminergen Neuronen aus
embryonalen Stammzellen kénn-
te dabei eine unerschopfliche
und reproduzierbare Quelle zur
Transplantatgewinnung darstel-
len. Die Eigenschaften und Po-
tenziale embryonaler Stammzel-
len sind weltweit gut erforscht:
Sie koénnen aus der inneren Zell-
masse der Blastocyste, einem Em-
bryo kurz vor seiner Einnistung in
die Gebarmutter, isoliert werden
und sind unter Laborbedingun-

gen (in vitro) praktisch unendlich
kultivierbar. Sie besitzen zum ei-
nen das Potenzial, in alle erdenk-
lichen Zelltypen des Organismus
auszureifen (differenzieren), und
zum anderen die Eigenschaft der
Selbsterneuerung. Durch Zugabe
spezifischer Wachstums- und
Reifungsfaktoren ist es durch Zell-
kultur moglich, die Ausreifung
der embryonalen Stammzellen in
den gewiinschten Zelltyp zielge-
richtet zu fordern. Eine Alternati-
ve konnte die Gewinnung und
Umprogammierung korpereige-
ner hamatopoetischer (blutbil-

dender) Stammzellen des Patien-
ten aus dem eigenen Knochen-
mark sein, die sogar den Vorteil
der Vermeidung immunologi-
scher Probleme hatten.

Um klinische Perspektiven der
Zellersatztherapie mit Hilfe der
Grundlagenforschung zu realisie-
ren und die vielféltigen Probleme
zu |6sen, sind Kooperationen un-
umganglich. Das neurowissen-
schaftliche Umfeld Géttingens
bietet hierflir geradezu ideale

Voraussetzungen. Das hier be-

schriebene Kooperationsprojekt
verkntipft die Expertisen der Ab-
teilung fiir Molekulare Zellbiolo-
gie des Max-Planck-Instituts fr
biophysikalische Chemie, des
Labors fiir Klinische Neurobiolo-
gie des Deutschen Primatenzen-
trums, der Abteilung Klinische
Neurophysiologie der Universitat
und seit kurzem auch der Para-
celsus Elena-Klinik fiir Parkinson-
erkrankungen in Kassel.

Den Stand der an der Univer-
sitat Gottingen aktuellen For-
schung am Rattenmodell moch-
ten wir im Folgenden kurz be-
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schreiben. Zunichst werden em-
bryonale Stammzellen (ES-Zel-
len) der Maus so behandelt, dass
sie sich in dopaminerge Neurone
ausdifferenzieren. Diese Zellen
werden anschliefend in ein Rat-
tenmodell des Morbus Parkinson
transplantiert. Ein Ziel unserer Ar-
beit besteht darin, effiziente und
gereinigte Transplantate durch
ES-Zell-Differenzierung zu erhal-
ten und die funktionelle und mor-
phologische Integration der trans-
plantierten Zellen im Empfanger-
gehirn zu verstehen. Derzeit gibt
es in der wissenschaftlichen Lite-
ratur mehrere Protokolle, die zei-
gen, wie embryonale Stammzel-
len der Maus zu einem betricht-
lichen Anteil zu dopaminergen
Neuronen zu differenzieren sind
(Kim et al., 2002; Rolletschek et
al., 2001; Kawasaki et al., 2000).
In unserer Studie werden embryo-
nale Stammzellen der Maus
durch Ko-Kultivierung mit einer
so genannten Stroma-Zelllinie
(PA6-Zellen) aus dem Knochen-
mark der Maus differenziert. Die-
se PA6-Zelllinie besitzt durch ei-
nen noch nicht identifizierten
Faktor die Eigenschaft, die dopa-
minerge Ausreifung in besonde-
rer Weise zu fordern. Unmittelbar
vor der Transplantation werden
die differenzierten Zellen zur
spateren Identifizierung mit ei-
nem fluoreszierenden Farbstoff
(PKH26) markiert.

Die Zellen werden in das Ge-
hirn einer Ratte transplantiert.
Die Ratte wurde als Modell-Orga-
nismus vorher so prapariert, dass
in ihrem Gehirn einseitig ein
degenerativer Prozess in Gang

ZERFALLEN UND BEWAHREN

BMBF-Forschungsverbund:.
Dopamin-produzierende Zellen im experi-
mentellen Modaell der Parkinson-Erkrankung

(red.) Bei der Behandlung der Parkinson-Erkrankung gilt der Ersatz der
absterbenden dopamin-produzierenden Nervenzellen durch die Im-
plantation entsprechend programmierter Stammzellen als Option fiir ei-
ne zukunftsweisende Therapieform. Derzeit befinden sich Zellersatz-
Konzepte weltweit in der experimentellen Erprobung. In Deutschland
fordert das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) den
Forschungsverbund »Dopamin-produzierende Zellen im experimentel-
len Modell der Parkinson Erkrankung«, der unter Géttinger Leitung drei
Arbeitsgruppen in Gottingen und eine Miinchner Gruppen verkntipft. An
der Beantwortung der komplexen Fragestellung sind Zellbiologen, Ver-
haltensforscher mit tierexperimenteller Ausrichtung sowie Neurologen
beteiligt.

Die genetischen Grundlagen der dopaminergen Differenzierung von
Stammzellen werden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Wolfgang
Waurst (Max-Planck-Institut fir Psychiatrie, Minchen, Forschungszen-
trum fir Umwelt und Gesundheit, GSF) erforscht. Die Erzeugung der
dopamin-produzierenden Zellen aus embryonalen Stammzellen findet
am Gottinger Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in der Ar-
beitsgruppe von PD Dr. Ahmed Mansouri statt. Die Primatenexperi-
mente an Weillbuschelaffen und die Untersuchungen von Gewebs-
schnitten der Rattenmodelle werden am Deutschen Primatenzentrum
von Prof. Dr. Eberhard Fuchs und PD Dr. Gabriele Fliigge durchgeftihrt.
Fur die Experimente an den Maus- und Rattenmodellen zeichnen Prof.
Dr. Claudia Trenkwalder (Abteilung Klinische Neurophysiologie und Pa-
racelsus Elena-Klinik Kassel) und Prof. Dr. Walter Paulus (Abteilung Kli-
nische Neurophysiologie, Universitit Gottingen) verantwortlich. Als
erste Ergebnisse konnte der Ertrag an dopaminergen Neuronen aus em-
bryonalen Stammzellen am Maus-Modell deutlich gesteigert werden.
Auflerdem wurden in Transplantationsserien entsprechend ausdifferen-
zierte Stammzellen erfolgreich in Ratten- und Primaten-Modelle trans-
plantiert. Koordinator der Forschungsarbeiten ist Prof. Paulus.

gesetzt wurde, der dem eines Lasions-Modell der Ratte« be-

Parkinson-Patienten dhnelt und
durch die Zerstorung der dopami-
nergen Neurone gekennzeichnet
ist. Wissenschaftlich ist dieser
Modellorganismus als »6-OHDA

kannt. Die Einseitigkeit der La-
sion fithrt zu Drehbewegungen
(Rotationen) bei der Fortbewe-
gung als Ausdruck der Parkinson-
Symptomatik (Schwarting and
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Huston, 1996). Werden Medika-
mente wie Apomorphin und Am-
phetamin verabreicht, kann die
Drehrichtung verstarkt oder um-
gekehrt werden, was Vorausset-
zung fur die Quantifizierung der
Effekte und somit des Ausmales
der Erkrankung ist. Das Rotations-
verhalten der Tiere vor und nach
der Transplantation ladsst Rick-
schlisse auf die Wirksamkeit be-
ziehungsweise Funktionalitat der
transplantierten Zellen zu.
Unsere Studien zeigten nach
der Transplantation, dass die do-
paminergen Stammzellen erfolg-
reich in die quasi Parkinson er-
krankte Ratte transplantiert wer-
den konnten. Es wurden tatsach-
lich axonale Aussprossungen an
den Fortsiatzen der Nervenzellen
nachgewiesen, und beim Rotations-

test war eine signifikante Verbesse-
rung im Verhalten sichtbar. Wir
schlielen daraus, dass die neuen
Zellen im erkrankten Gehirn ihre
Arbeit aufnehmen. Der nachste
Schritt ist jetzt, einen nachst hche-
ren Organismus als Modell zu ver-
wenden und die im Rattenexperi-
ment gewonnenen Erkenntnisse
erneut zu erproben. Dazu wurden
Weillbtischelaffen als Modell-Or-
ganismen ausgewahlt. Erst wenn
die Untersuchungen an nicht-hu-
manen Primaten erfolgreich sind,
kann eine klinische Priifung ange-
dacht werden.

Gelost werden miissen Proble-
me wie beispielsweise das der so
genannten heterotopen Trans-
plantation, das heif8t, der heute
noch notwendigen Transplanta-
tion der neuen Zellen an einen
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anderen Ort als den der dege-
nerierenden Zellen. Damit ver-
bunden ist das Problem der Inte-
gration der Zellen in die umge-
bende Zellarchitektonik und de-
ren komplexe Verschaltung und
Regulation. Auferdem miissen
Effekte der lokalen Dopaminfrei-
setzung aus den transplantierten
Zellen von den Effekten durch die
Integration in neuronale Systeme
abgegrenzt werden. Im ersten Fall
wirde die Verbesserung der
Symptomatik wie bei einer medi-
kamentosen Therapie in Tablet-
tenform bestehen, jetzt jedoch
nur lokal angewendet. Im zwei-
ten Fall kénnte eine weitere Bes-
serung dadurch erreicht werden,
dass durch Integration der neuen
Zellen in die motorischen Zell-
netzwerke das motorische Ver-
halten véllig normalisiert wird;
denkbar ist aber auch eine Ver-
schlechterung durch Auslésung
von Uberbewegungen (Dyskine-
sien), wie sie bei Patienten ohne
oder mit Transplantation be-
schrieben wurden. Risiken beste-
hen hinsichtlich einer moglichen
Degeneration der Spenderzellen,
einer Abstolungsreaktion oder
betreffen die Ausbildung von Tu-
moren. Die bisher gewonnenen
Ergebnisse sind ein kleiner An-
fangsschritt eines sehr langen
Weges von der Grundlagenfor-
schung bis zum Ziel, einer ver-
besserten Therapie des Morbus
Parkinson im Spatstadium. «

In Gottingen sind folgende

Wissenschaftler an dem

Forschungsvorhaben beteiligt:

Dr. Paul Christian Baier!, PD Dr.

Gabriele Fliigge?, Prof. Dr. Eber-

hard Fuchs?, Prof. Dr. Peter

Gruss3, PD Dr. Ahmed Manssou-

ri3, Prof. Dr. Walter Paulus!, Dr.

Jan Schindehiitte34, Keneuoe

Thinyane'.2, Prof. Dr. Claudia

Trenkwalder! 4

1 Abteilung Klinische Neurophysiologie
der Medizinischen Fakultit

2 Deutsches Primatenzentrum

3 Max-Planck-Institut fir biophysikalische
Medizin

4 Paracelsus Elena-Klinik Kassel
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Cell replacement therapies

are new promising options
for many diseases. Transplanta-
tion of human fetal mesencepha-
lic cells into the striatum has been
studied in rat models of Parkin-
son's disease (PD). A clinical ap-
plication has been performed in
about 350 PD patients. Limited
access to this fetal material shifts
the focus towards embryonic
stem (ES) cells as an unlimited
source of grafting material.

In our study at present diffe-
rentiated ES cells are transplanted
into the 6-OHDA rat model of
Parkinson disease. Prior to trans-

days and labeled with a fluore-
scent dye (PKH26). Direct PKH26
fluorescence visualization and
TH-staining prove the survival of
cell deposits in the striatum of all
grafted animals for at least five
weeks after transplantation. In
comparison to sham operated an-
imals, the grafted animals sho-
wed a significant reduction in
amphetamine induced rotational
behavior. In the future GFP
should be expressed under con-
trol of a TH specific promoter in
order to purify the requested cell
population. In addition the me-
chanism of the graft versus host

plantation the ES cells are diffe- rejection is under investiga- .
rentiated on a PA6 feeder for 14 tion.

Europdisches Graduiertenkolleg 632:
Neuroplasticity — From Molecules to Systems

(red.) Die Kontrollmechanismen der cerebralen Plastizitdt — der sich verdn-
dernden Leistungsfahigkeit des Gehirns — auf verschiedenen Ebenen des
Nervensystems sind Thema des seit September 2000 an der Georg-August-
Universitdt Gottingen durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG)
geforderten Europdischen Graduiertenkollegs 632: »Neuroplasticity — From
Molecules to Systems«. Neuroplastische Prozesse werden durch molekula-
re, zelluldre und synaptische Veranderungen aktiviert. Das geschieht in der
frihkindlichen Entwicklung wie im Erwachsenenalter durch Aktivierung
des Gehirns ebenso wie durch Verletzungen, Krankheiten oder medika-
mentdse Einwirkungen. Neuroplastizitét spielt eine wichtige Rolle beim
Lernen und bei den Geddchtnisleistungen. Das Forschungsprogramm des
Graduiertenkollegs deckt wesentliche Bereiche neuroplastischer For-
schungsrichtungen ab. Neurophysiologische, neurochemische und neuro-
anatomische Grundlagen dieser Prozesse sollen in standiger Riickkopplung
mit klinischen Fragestellungen untersucht und die gezielte Entwicklung von
Therapieverfahren zum Beispiel bei Bewegungsstérungen und Epilepsie
vorangetrieben werden.

Das Europaische Graduiertenkolleg schlieBt Wissenschaftler der Uni-
versitat Gottingen, der Max-Planck-Institute fiir biophysikalische Chemie
und experimentelle Medizin sowie des Deutschen Primatenzentrums und
des University College London (UK) zusammen, um Doktoranden und
Postdoktoranden eine interdisziplindre Aus- und Weiterbildung zu vermit-
teln. Ein besonderer Stellenwert kommt der Verkniipfung von naturwissen-
schaftlicher (Biophysik, Biochemie, Neurobiologie, Pharmakologie) und
medizinischer Forschung mit den traditionellen Studienpldnen dieser Fach-
richtung zu. Mediziner erhalten eine naturwissenschaftliche Grundlagen-
ausbildung und Grundlagenwissenschaftler eine zielorientierte Ausbildung
in klinischen Therapiemdéglichkeiten. Der Erfolg der Kollegarbeit wird
durch Promotionen der derzeit 19 Promovenden, teils als vom Graduier-
tenkolleg finanzierte Stipendiaten, teils als Kollegiaten dokumentiert.
Sprecher des Graduiertenkollegs ist Prof. Dr. Walter Paulus.

Universitat Gottingen

Prof. Dr. Walter
i Paulus, Jahr-
gang 1953, stu-
dierte Medizin

‘ an der Univer-
L sitat in Diuissel-

dorf, wo er 1978 promoviert
wurde. Als Neurologe arbei-
tete er an der Universitatskli-
nik Diisseldorf, im Alfried-
Krupp-Krankenhaus  Essen
und an der Universitatsklinik
Miinchen. 1987 habilitierte
sich Prof. Paulus im Fach
Neurologie und klinische
Neurophysiologie. 1992 wur-
de er an die Medizinische
Fakultat der Universitit Got-
tingen berufen und leitet seit-
her die Abteilung Klinische
Neurophysiologie.

Prof. Paulus ist Koordinator
des Européischen Graduier-
tenkollegs 632 »Neuroplasti-
city: From Molecules to Sys-
tems« und des BMBF-For-
schungsverbundes »Dopa-
min-produzierende Zellen
im experimentellen Modell
der Parkinson-Erkrankung«
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