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Abkürzungen 

 

AADC  L-Aminosäure-Decarboxylase 

AAV   Adenoassoziiertes Virus 

Abb.   Abbildung 

bFGF  basic fibroblastic growth factor 

BDNF  brain-derived neurothrophic factor 

BrdU  5-Brom-2´-desoxyuridin 

cDNA  komplementäre DNA 

CMV  Cytomegalie-Virus 

COMT  Catecholamin-O-Methyl-Transferase 

D6  Differenzierungstag 6 

Dapi  4'-6-diamidino-2-phenylindole 

DBS   deep brain stimulation 

DIV   Tage in vitro (engl.: days in vitro) 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMEM/F12 Dulbecco's modified Eagle medium: nutrient mixture F-12  

DNA  Desoxyribonucleinsäure 

dNTPs  Desoxyribonukleosidtriphosphate 

E3  Expansionstag 3 

E6  Expansionstag 6 

E12  Embryonaltag 12 

EBV  Epstein-Barr-Virus 

EGF  epithelial growth factor 

eGFP  enhanced green fluorescence protein 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

GABA  γ-Aminobuttersäure 

GAD  Glutamat-Decarboxylase 

GDNF  glia cell line-derived neurotrophic factor 

GFAP  glial fibrillatory acidic protein 

GFP  green fluorescent protein 
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GFR1 GDNF-family receptor- (glial cell line-derived neurotrophic factor receptor 

alpha1) 

Gpi   Globus pallidus internus 

HBSS  Hanks' balanced salt solution 

HEPES 4-2-hydroxyethyl-1-piperazineethanesulfonic acid 

HSV  Herpes-Simplex-Virus 

kD  kilo-Dalton: Einheit des Molekulargewichts 

LB  Lewy bodies 

L-DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylamin 

MP  Morbus Parkinson 

MPP  1-methyl-4-phenylpridinium 

MPTP  1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

PBS  phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlösung 

PCR  Polymerasekettenreaktion 

PD  Parkinson’s disease 

PET  Positronenemissionstomographie 

RET  receptor tyrosine kinase (rearranged in transfection) 

RLT  RNeasy lysis buffer 

RNA  Ribonucleinsäure 

RT-PCR Riverse Transkriptase -PCR 

SN  Substantia nigra 

SPECT Single-Photon-Emissions-Computertomographie 

STN  Nucleus subthalamicus 

TH  Tyrosinhydroxylase 

TRITC  Tetramethylrhodamine-5-(and-6-)isothiocyanate 

-TUB III Beta-Tubulin III 

VIM  ventral intermediate nucleus of thalamus 

VM  Ventrales Mesencephalon 
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1 EINLEITUNG 

 

1.1 Morbus Parkinson 

James Parkinson beschrieb Anfang des 19. Jahrhunderts die nach ihm benannte Erkrankung 

(Parkinson J. 1817). 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  

Morbus Parkinson (MP) ist nach der Alzheimerschen Erkrankung die zweithäufigste 

neurodegenerative Erkrankung des Menschen. MP tritt weltweit auf, wobei die Prävalenz 

dieser Erkrankung in Nordeuropa und Nordamerika höher zu sein scheint als in Südeuropa, 

Asien und Afrika (Masuhr K. F. Duale Reihe 1998). In Europa liegt die Prävalenz dieser 

Erkrankung bei über 65-Jährigen bei ca. 2 %, wobei die Inzidenz mit fortschreitendem Alter 

kontinuierlich steigt (de Rijk et al. 2000). 

 

1.1.2 Pathologie 

Die Pathologie des MP ist gekennzeichnet durch den Verlust dopaminerger 

Nervenzellpopulationen des Hirnstamms. So finden sich degenerative Prozesse in den 

dopaminergen Neuronen der Substantia nigra pars compacta (SN), der ventralen tegmentalen 

Area, im cholinergen Nucleus basalis Meynert, im noradrenergen Locus coeruleus, im 

serotinergen Nucleus raphe, im autonomen Nervensystem, im Hypothalamus und im Striatum. 

Von entscheidender Bedeutung für das Auftreten der Krankheitssymptome ist jedoch vor 

allem die Degeneration der dopaminergen Neurone der SN (Forno 1996) mit dem daraus 

resultierenden 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). Ein weiteres 

typisches pathomorphologisches Charakteristikum des MP ist der Nachweis von Lewy 

Körpern ("Lewy bodies"; LB). Diese eosinophilen, intracytoplasmatischen Einschlusskörper 

können in allen betroffenen Regionen des Hirnstammes, aber auch in cortikalen 

Gehirnregionen nachgewiesen werden (Gai et al. 1995). Ein Hauptbestandteil der LB ist das 

Protein -Synuclein (Spillantini et al. 1997). 
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1.1.3 Ätiologie und Neurobiologie 

Für das idiopathische Parkinson Syndrom wird eine multifaktorielle Genese angenommen, 

wobei sowohl genetische wie auch Umweltfaktoren eine Rolle zu spielen scheinen. Als einer 

der Faktoren, der zur Degeneration dopaminerger Neurone führt und als Auswirkung 

endogener und exogener prädisponierender Faktoren unter anderem diskutiert wird, ist eine 

vermehrte Exposition gegenüber oxidativem Stress. Die Entstehung reaktiver 

Sauerstoffradikale ("Reactive oxygen species"; ROS) ist ein normaler Vorgang im 

Zellmetabolismus und für deren Detoxifizierung haben Zellen eine Reihe von 

Abwehrmechanismen entwickelt (Ebadi et al. 1996). In dopaminergen Neuronen findet man 

per se höhere Konzentrationen von ROS. Ein Grund dafür könnte der hohe  Eisengehalt 

dopaminerger Neuronen und die Entstehung toxischer Nebenprodukte im endogenen 

Dopaminstoffwechsel sein (Jenner et al. 1998). Zudem wurden erniedrigte Konzentrationen 

an reduziertem Glutathion in der SN von Patienten mit MP nachgewiesen, was auf eine 

verminderte Kapazität zur Eliminierung reaktiver Sauerstoffspezies hinweisen könnte (Jenner 

et al. 1996). Damit scheinen dopaminerge Neurone per se vulnerabler als andere 

Neuronenpopulationen zu sein.  

Erste Hinweise für die Beteiligung exogener Faktoren bei der Genese der Parkinsonschen 

Erkrankung ergaben sich aus der Identifizierung des Neurotoxins MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-

1,2,3,6-Tetrahydropyridin), das in verunreinigtem Heroin gefunden wurde und bei i.v. 

Drogenkonsumenten zu einem Parkinson-Syndrom geführt hatte, das klinisch nicht 

unterscheidbar war vom Bild eines MP (Langston et al. 1983; Jenner et al. 1981). 

Obwohl die Tatsache, dass bei circa 10% der Patienten mit einem Parkinson-Syndrom weitere 

Familienangehörige betroffen sind, schon lange bekannt und dokumentiert ist (Gasser et al. 

1994, 1998), wurde erst vor gut 10 Jahren eine Mutation in dem Gen -Synuclein entdeckt, 

bei dessen Vorliegen es zu 100% zum Auftreten eines Parkinson-Syndroms kommt 

(Polymeropoulus et al. 1996). Im Verlauf wurden dann weitere autosomal dominante und 

rezessiv vererbte Mutationen in Genen identifiziert, die jedoch klinisch eher von geringer 

Relevanz waren, da sie meist nur in einigen wenigen Familien nachgewiesen werden konnten 

(Kitada et al. 1998; Hardy et al. 2003). Mit der Identifizierung von unterschiedlichen 

Mutationen im LRRK2 Gen bei drei Familien (Zimprich et al. 2004) und dem Nachweis der 

Mutationen bei bis zu einem Prozent der Patienten mit sporadischem Parkinson Syndrom, 

wurde die Hypothese einer nicht unerheblichen genetischen Prädisposition hinsichtlich des 

Auftretens der Erkrankung weiter untermauert.         



 

8 

 

Neurotrophe Faktoren, die in der Substantia nigra und Striatum von Gliazellen oder 

neuronalen Zielzellen exprimiert werden, tragen wesentlich zur Funktion und 

Aufrechterhaltung dopaminerger Neurone bei. Obwohl bis dato keine Mutationen in Genen, 

die für neurotrophe Faktoren kodieren, bei Patienten mit einem familiären Parkinson-

Syndrom identifiziert werden konnten, wurden in RNA Microarray-Analysen eine 

verminderte Expression von Signaltransduktions-Komponenten von Neurotrophinen (NTs), 

glia cell line-derived neurothrophic factor (GDNF) und brain-derived neurothrophic factor 

(BDNF) nachgewiesen (Bossers et al. 2009).    

  

1.1.4 Klinische Manifestation und Symptome 

Die ersten klinischen Symptome der Parkinsonschen Erkrankung können relativ unspezifisch 

sein und bieten ein breites Spektrum an Manifestationen wie Dysästhesien, muskelkaterartige 

Schmerzen, Gewichtsverlust und Geruchsstörungen.  Ebenfalls sind depressive Symptome 

und Störungen des Antriebs nicht selten (Berg et al. 2008). Meist erst im weiteren 

Krankheitsverlauf sind die klassischen Symptome mit Rigor, Tremor, Bradykinese und 

posturaler Instabilität nachweisbar. 

Neben dem Vorliegen einer Bradykinesie in Kombination mit einem weiteren klassischen 

Symptom stellt die anhaltende Besserung der Symptome auf eine L-DOPA-Therapie ein 

wichtiges diagnostisches Kriterium dar, wobei dessen Fehlen immer an der Diagnose eines 

idiopathischen Parkinson-Syndroms zweifeln lassen sollte. Im weiteren Therapieverlauf mit 

L-DOPA treten nach durchschnittlich 5 Jahren zunehmend Wirkungsfluktuationen mit 

„Wearing Off“, „Peak-dose Hyperkinesien“ und „End-of-dose“ Dystonien auf  (Marsden 

1994). Nach 10-jähriger Behandlungsdauer  können bei fast allen Patienten 

Wirkungsfluktuationen nachgewiesen werden (Marsden 1994). Durch den Einsatz von 

Dopaminagonisten kann jedoch das Auftreten von Wirkungsfluktuationen zu einem gewissen 

Grad hinausgezögert werden.  

Neben extrapyramidal-motorischer Symptomatik tritt bei ca. 40% der Patienten mit 

idiopathischem Parkinson-Syndrom eine Demenz auf, wobei im Gegensatz zur Alzheimer 

Demenz initial weniger eine Gedächtnisstörung, sondern vielmehr eine Störung der 

Exekutivfunktionen im Vordergrund steht (Williams-Gray et al. 2007). Als weitere 

Symptome im späteren Verlauf der Erkrankung werden zudem vegetative Symptome 

beschrieben.     
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1.2 Pharmakotherapeutische Behandlungsmöglichkeiten  

Zur Behandlung des Morbus Parkinson stehen eine Vielzahl von Medikamenten zur 

Verfügung, wobei nach wie vor Substanzen zur Substitution der dopaminergen Transmission 

die Basis der Behandlung darstellen. Für keines der derzeit am Markt erhältlichen 

Medikamente ist zweifelsfrei ein krankheitsmodifizierender Effekt nachgewiesen worden.    

 

1.2.1 L-DOPA  

L-DOPA ist nach wie vor die effektivste Therapie des MP. L-DOPA ist eine Vorstufe von 

Dopamin und wird durch das Enzym Dopa-Decarboxylase zu diesem decarboxyliert. Um das 

Auftreten peripherer, dopaminassoziierter Nebenwirkungen zu vermindern, wird dem 

eigentlichen Wirkstoff ein Decarboxylasehemmer (z.B. Carbidopa oder Benserazid) 

zugesetzt, der jedoch in weit geringerem Maße als L-DOPA die Blut-Hirnschranke 

überwinden kann. Neben den unter einer Langzeitgabe auftretenden L-DOPA assoziierten 

Wirkungsfluktuationen können wie bei allen dopaminerg wirksamen Medikamenten 

orthostatische Hypotensionen, Übelkeit und paranoid-halluzinatorische Symptome auftreten.   

 

1.2.2 Dopamin-Agonisten 

Dopamin-Agonisten wirken über die direkte Stimulation striataler, prä-und postsynaptischer 

Dopaminrezeptoren. Im Gegensatz zu L-DOPA wird jedoch eine geringere 

Symptomreduktion erreicht und es treten häufiger Nebenwirkungen auf (Lang et al. 1998). 

Der Vorteil eines Therapiebeginns mit Dopamin-Agonisten ist ein späteres Auftreten von 

Wirkungsfluktuationen (Widnell 2005). 

  

1.2.3 Monoaminooxidase B (MAO-B) Hemmer   

Selegilin und Rasagilin hemmen irreversibel das dopamin-abbauende Enzym 

Monoaminooxidase B. Die Wirkung beider Vertreter dieser Stoffklasse ist im Vergleich zu L-

DOPA eher gering, wird jedoch in frühen Krankheitsstadien eingesetzt, um die Gabe von L-

DOPA zu verzögern. Studien haben gezeigt, dass Rasagilin durch die Hemmung der MAO-B 

z.B. die Metabolisierung des Neurotoxins MPTP zu MPP
+
 und das damit verbundene, 

vermehrte Auftreten von freien Radikalen verhindert. Nicht unumstrittene Studien haben 

zudem gezeigt, dass unter Gabe von Rasagilin die Degeneration der dopaminergen Neurone 

bei Patienten mit MP weniger rasch voranschreitet (Schapira 2008).  
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1.2.4 Weitere pharmakologische Therapieansätze 

Der Einsatz von Amantadin und Anticholinergika beschränkt sich im Wesentlichen auf die 

Anfangsphase des Krankheitsverlaufs. Amantadin kann zusätzlich als Medikament zur 

Einsparung von L-DOPA beim Auftreten von Wirkungsfluktuationen eingesetzt werden. 

Beide Medikamente bergen jedoch besonders bei älteren Patienten das Risiko von 

Nebenwirkungen. Vor allem unter Anticholinergika treten gehäuft neuropsychiatrische 

Nebenwirkungen wie Gedächtnisstörungen und delirante Zustände auf. Catecholamin-O-

Methyl-Transferase-Hemmer (COMT-Hemmer) werden bei Auftreten von „End of dose“- 

Phänomenen eingesetzt.  

 

1.3 Chirurgisch-interventionelle Therapieverfahren  

Die Erkenntnis, dass es nahezu bei allen Patienten im Verlauf der Erkrankung und unter 

medikamentöser Therapie zu Spätkomplikationen und letztlich zu einem Verlust der 

Wirksamkeit der Medikamente kommt, hat operativ-stereotaktische Verfahren wieder mehr in 

den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerückt. 

 

1.3.1 Tiefe Hirnstimulation 

Die tiefe Hirnstimulation („Deep brain stimulation“ – DBS) erlebt aufgrund verbesserter 

Erkenntnisse über die funktionelle Vernetzung des nigro-striatalen Systems und dessen 

Veränderungen bei Patienten mit MP, der technischen Weiterentwickelungen bei 

bildgebenden Verfahren und stereotaktischen Methoden derzeit eine Renaissance. Ziel der 

DBS ist die Wiederherstellung der physiologischen Erregungsmuster in unterschiedlichen 

Kernregionen der Basalganglien durch Hochfrequenzstimulation. Zielorte hierfür sind i) der 

„ventral intermediate nucleus of thalamus“ (VIM), ii) der Globus pallidus internus (Gpi) oder 

iii) der Nucleus subthalamicus (STN). Die Wahl der Zielstruktur wird von der jeweiligen 

klinischen Symptomatik bestimmt. Die Stimulation des VIM führt in erster Linie zu einer 

Reduktion der Tremor-Symptomatik, während durch Ausschaltung des Gpi oder STN 

zusätzlich eine Verminderung der Bradykinese und der Dyskinesien beobachtet werden kann 

(Fahn 2008).   
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1.3.2 Intrazerebrale Transplantation von dopaminproduzierenden Zellen  

Die Transplantation von dopaminproduzierenden Zellen 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 übernehmen und als "biologische Pumpe" 

eine Symptomreduktion zu bewirken. 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 lädierten Ratten transplantiert (Perlow et al. 

1979). 1988 wurde erstmals eine Transplantation mit humanem, fetalem Gewebe bei einem 

Parkinson-Patienten durchgeführt (Madrazo et al. 1988). Zur Umgehung der ethischen 

Probleme, die mit der Verwendung von humanem embryonalem Gewebe einhergehen, 

wurden erstmalig im Jahre 1997 Xenotransplantationsversuche im Menschen, bei denen 

fetales, dopaminerges Gewebe des Schweins bei Parkinson-Patienten verwendet wurde, 

durchgeführt. Die dabei erzielte klinische Verbesserung der Symptomatik war jedoch 

marginal, was nicht zuletzt auf das schlechte Überleben der dopaminergen Neurone innerhalb 

des Transplantats zurückzuführen ist (Deacon et al. 1997; Schumacher et al. 2000). 

In zwei unabhängig voneinander durchgeführten placebo-kontrollierten Studien, im Rahmen 

derer bei Patienten mit MP humane fetale dopaminerge Neurone transplantiert wurden, 

konnte i) in der Studienpopulation keine signifikante Verbesserung des Parkinson-Syndroms 

nachgewiesen werden und ii) ist es bei einem Teil der Patienten zu schwer behandelbaren 

„off-Dyskinesien“ gekommen (Freed et al. 2001; Olanow et al. 2003). Auf Grund der zuletzt 

genannten Ergebnisse wurden in der westlichen Welt seitdem keine Transplantationen von 

fetalem dopaminergen Gewebe mehr durchgeführt. Andere Ansätze, bei denen dopaminerge 

Glomuszellen (Mínguez-Castellanos et al. 2003) oder retinale Pigmentepithelzellen 

transplantiert wurden (Stover et al. 2005), zeigten zum Teil eine Verbesserung der 

Parkinsonsymptomatik. Die positiven Effekte müssen jedoch noch in placebokontrollierten 

Studien bestätigt werden. Neue Möglichkeiten im Bereich der Neurotransplantation werden 

sich möglicherweise mit der Verwendung von differenzierten humanen embryonalen 

Stammzellen (ES-Zellen) eröffnen (Rodríguez-Gómez et al. 2007)  
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1.3.3 Gentherapeutische Verfahren 

Derzeit klinisch relevante, gentherapeutische Ansätze zielen i) auf die Veränderung der 

Neurotransmitter-Konzentration in unterschiedlichen Kerngebieten der Basalganglien und ii) 

auf die ektope Expression neurotropher Faktoren ab, stellen jedoch im Ganzen eine 

symptomatische Form der Therapie dar.  

Neben der Art der genetischen Modifikation kommt dem verwendeten Vektorsystem eine 

entscheidende Rolle zu, zumal dessen Sicherheit und Effizienz die Hauptdeterminanten für 

den Einsatz im Rahmen von klinischen Studien sind. Für den Gentransfer im präklinischen 

Tierversuch stehen unterschiedliche virale Vektoren zur Verfügung, darunter Herpes-

Simplex-Virus (HSV), adenoassoziiertes Virus (AAV), adenovirus- und lentivirusbasierte 

Systeme (zur Übersicht s.a. Bauer et al. 1999). Klinische Relevanz im Bereich 

gentherapeutischer Ansätze im ZNS hat derzeit lediglich AAV Serotyp2 (AAV2). AAV2 

transduziert fast ausschließlich Neurone, ist nur wenig immunogen und verursacht als 

Wildtypvariante keine Erkrankung im Menschen. Nicht-virale Vektoren wären hinsichtlich 

ihrer Sicherheit vorteilhafter als virale Vektoren. Mit den existierenden nicht-viralen 

Gentransfermethoden lassen sich ausdifferenzierte und sich nicht-teilende Neurone jedoch 

unzureichend transfizieren. Dadurch wird der Einsatz dieser Methoden insbesondere bei der 

Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen deutlich eingeschränkt.  

Aktuell wird die Sicherheit drei gentherapeutischer Therapieansätze bei Patienten mit MP 

untersucht (Phase I/II Studien): AAV2 vermittelt wird Glutamat Decarboxylase (GAD) ektop 

im STN exprimiert, was eine vermehrte Synthese des hemmenden Neurotransmitters GABA 

zur Folge hat und somit die bei Parkinson-Patienten vorliegende Überaktivität des STNs 

vermindern soll (Kaplitt et al. 2007) . In zwei weiteren Phase I/II Studien wird ebenfalls 

AAV2 vektorbasiert i) das Gen für das Enzym L-Aminosäure Decarboxylase (AADC) und ii) 

der neurotrophe Faktor Neurturin intrastriatal exprimiert (Fiandaca et al. 2008). 
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1.4 Grundlagen und Ziele der Arbeit  

Die bei der Parkinsonschen Erkrankung vorliegende Degeneration dopaminerger Neurone ist 

in den allermeisten Fällen multifaktorieller Genese und nach wie vor nur teilweise verstanden. 

In vitro-Versuche mit neuronalen Zelllinien sind ein essentieller Bestandteil derzeitiger 

Forschung, um grundlegende Mechanismen von Nervenzelldegeneration zu untersuchen. 

Neuronale Zelllinien haben jedoch den Nachteil, dass für dopaminerge Neurone spezifische 

Gene unter Umständen nicht exprimiert sind. Die Verwendung von kultivierten primären 

dopaminergen Neuronen könnte daher ein nützliches System darstellen, die in Zelllinien 

gefundenen Mechanismen in einem spezifischeren zellulären Hintergrund zu evaluieren. Der 

Nachteil bei der Verwendung von primären embryonalen Neuronen ist jedoch die limitierte 

Anzahl und die eingeschränkte Propagierbarkeit neuronaler Vorläuferzellen, die sich zu 

dopaminergen Neuronen differenzieren lassen. Vorarbeiten hierzu wurden unter Verwendung 

von embryonalem Mittelhirngewebe der Ratte publiziert (Studer et al. 1998), wobei durch 

eine genau definierte Abfolge von Kulturbedingungen dopaminerge Vorläuferzellen 

expandiert und anschließend differenziert wurden und dadurch eine Vervielfachung der 

Anzahl dopaminerger Neurone erreicht wurde. In Anbetracht der Tatsache, dass bereits 

Vielzahl von transgenen Parkinson-Mausmodellen existiert und insbesondere das 

Zusammenspiel exogener Faktoren und genetischer Veränderungen ein attraktives Feld für in 

vitro-Versuche mit primären dopaminergen Neuronen darstellt, war es das Ziel der 

vorgelegten Arbeit, primäre dopaminerge Kulturen aus embryonalem Mittelhirngewebe der 

Maus zu etablieren.  

Es wurden dazu a) die Effekte unterschiedlicher Kulturbedingungen auf die Proliferation und 

Differenzierung dopaminerger Vorläuferzellen der Maus untersucht, b) die zelluläre 

Zusammensetzung und die Expression von Rezeptorkomponenten des für das Überleben 

dopaminerger Neurone wichtigen neurotrophen Faktors GDNF in differenzierten Kulturen 

dokumentiert und c) der lipidvermittelte Gentransfer in dopaminergen Vorläuferzellen 

optimiert.  

 

  

 

 

 

 

 



 

14 

 

2 Material und Methoden 

Für die Verwendung von fetalem Gewebe der Mäuse und dessen genetischer Modifikation 

lagen die Genehmigungen der entsprechenden staatlichen Stellen vor. Versuche mit primärem 

Gewebe wurden am Institut für Klinische Molekularbiologie, Helmholtzzentrum München 

und am Institut für Humangenetik Helmholtzzentrum München und TU München, 

durchgeführt. Bezugsquellen von Verbrauchsmaterial und Chemikalien sind in Klammern 

angegeben. 

 

2.1 Primärzellen und Gewebekulturen 

Ventrales Mesencephalon (VM) wurde aus Embryonen der Maus (Charles River, 

Laboratories, Sulzfeld und Tierstall, Helmholtzzentrum München) am Embryonaltag 12 (E12) 

dissektiert und anschließend kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen 

Bedingungen und unter Verwendung von sterilen Materialien, Geräten, Lösungen und 

Medien. Die Zellen wurden im Brutschrank (Heraeus Instruments) bei 37 °C, 90% 

Luftfeuchtigkeit und unter Anreicherung der Raumluft mit 5% CO2 kultiviert. 

 

2.1.1 Dissektion und Trituration von ventralem Mesencephalon der Maus 

Zeitlich verpaarte Mäuse wurden 12 Tage nach Konzeption (E12) unter CO2-Narkose cervical 

disloziert. Das Peritoneum wurde durch einen Medianschnitt eröffnet und die Uteri mit den 

Embryonen entfernt. Nach mehrmaligem Waschen der Uteri mit phosphat-gepufferter Lösung 

(PBS, GibcoBRL, Karlsruhe) entfernten wir die Embryonen aus den Uterushörnern und 

überführten sie in steriles HBSS (Hanks' balanced salt solution) (GibcoBRL, Karlsruhe) mit 

1% Glucose. Die Köpfe der Embryonen wurden durch einen cervicalen Schnitt isoliert. Die 

weitere Präparation erfolgte unter Verwendung eines binokularen Mikroskops (Zeiss, Stemi 

SV 6).  

Zur Isolierung des ventralen Mesencephalons, in dem sich die dopaminergen Vorläuferzellen 

befinden, wurden zuerst die kaudalen Anteile und anschließend die dorsalen Anteile des 

Mesencephalons entfernt (Abb. 1). Das VM wurde dann rostral durch einen sektorförmigen 

Schnitt von dem restlichen Gehirn getrennt (Dunnett und Björklund 1992).   

 

 

 



 

15 

 

 

 

 

 

Abb. 1. Schematische Darstellung der Embryonenpräparation. Die roten Striche entsprechen den jeweiligen 

Skalpellschnitten; der Kopf wurde vor der Präparation cervical vom Rumpf abgetrennt. Nach den 4 einzelnen 

Schnitten erhält man ein VM-Stück in Form eines Schmetterlings, das die Anlage der Substantia nigra (SN) und 

somit die dopaminergen Vorläuferzellen enthält.   

 

Die VM-Stücke wurden nach der Präparation in einer Lösung aus HBSS und Glucose 

aufbewahrt. Pro verpaarte Maus konnten 10-12 Embryonen präpariert werden. Zur 

Zellvereinzelung wurden die VM-Stücke vorsichtig mit einer großlumigen Spitze in ein 1.5ml 

Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 1 ml Triturationsmedium überführt (Zusammensetzung: 20ml 

HBSS, 200 µl 45% Glucose, 200 µl 100mM Pyruvat und 22 µl 7,5% Natriumbicarbonat). 

Danach erfolgte die Trituration des VM-Gewebes mit feuerpolierten Pasteur-Pipetten 

unterschiedlicher Öffnungsgröße jeweils 10-mal, um eine Einzelzellsuspension herzustellen. 

Nach der Trituration wurde die Zellsuspension mit 200 g für 3 Minuten zentrifugiert. Nach 
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Abnahme des Überstandes wurden die abzentrifugierten Zellen mit 1 ml Medium aus 

DMEN/F12 (Dulbecco's modified Eagle medium: Nutrient mixture F-12) (siehe Kultivierung 

unten) resuspendiert. 

 

2.1.2 Zell-Zählung (Fuchs-Rosenthal-Kammer) 

Aus der Zellsuspension wurden 10 µl entnommen und mit 990 µl Trypan-Blau gemischt und 

unter dem Mikroskop durch Auszählung einer definierten Fläche quantifiziert und die 

Zellzahl pro Mikroliter (µl) bestimmt.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

2.1.3 Kultivierung der primären Zellkulturen 

Embryonale Zellen des ventralen Mesencephalons wurden in einer Zellsuspension mit einer 

Dichte von 100.000 Zellen pro 200 µl in 96-Lochplatten (Nunc) kultiviert. Das Kulturmedium 

setzte sich wie folgt zusammen: 50ml DMEM /F12 (Dulbecco's modified Eagle medium: 

Nutrient mixture F-12) (GibcoBRL), 500µl N2 oder 1000µl B27 Supplement (GibcoBRL), 

500µl 100mM Natriumpyruvat (GibcoBRL), 500µl 45% Glucose Lösung (GibcoBRL), 

0,5µg/ml Penicillin-Streptomycin und 4µg/ml Insulin. Je nach Versuchsaufbau wurden 20 

ng/ml "basic fibroblastic growth factor" (bFGF) und/oder „epithelial growth factor“ (EGF) 

(Strathmann Biotech) jeden Tag zugegeben. Die embryonalen VM-Zellen wurden je nach 

Versuchsbedingung 3 bis 6 Tage kultiviert (Expansionsphase). Die so kultivierten Zellen 

bildeten innerhalb eines Tages rundliche Kolonien („Sphären“). Um das Anhaften der 

Sphären an der Kulturschale zu vermeiden, wurden sie jeden Tag während der 

Expansionsphase vorsichtig mit einer Pipette suspendiert. Nach Expansion wurde die Hälfte 

der Sphären in 24-Lochplatten (Nunc) auf Poly-D-Lysin (10µg/ml H2O, 2 Stunden bei 37°C) 

beschichteten Platten in 400µl Medium für insgesamt 6 Tage kultiviert. 50% des Mediums 

wurde jeden zweiten Tag gewechselt.  
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2.2 Histologische Aufarbeitung der Kulturen 

 

2.2.1 Immunzytochemie 

Die Zellen auf den Glasplättchen wurden mit PBS (phosphatgepufferte physiologische 

Kochsalzlösung) gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd-PBS für 15 Minuten bei 37 °C 

fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Kulturen für 60 Minuten bei 

Raumtemperatur mit einer Lösung bestehend aus 10% Pferdeserum und 0,4% Triton-X-100 in 

PBS inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen erneut zweimal mit PBS gewaschen. Die 

Primärantikörper wurden in den angegebenen Konzentrationen (s.a. Tabelle 1) eingesetzt und 

in 2,5% Pferdeserum und 0,1% Triton-X-100 in PBS gelöst. Die Antikörperlösung wurde bei 

4 °C über Nacht (ca. 15 - 20 Stunden) inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 

PBS, wurden die fluorochrom-markierten Sekundärantikörper (1:100 verdünnt in 2,5% 

Pferdeserum und 0,1% Triton-X-100 in PBS) für 2 Stunden inkubiert. Zur Verwendung 

kamen ein rhodamin-(TRITC)-konjugierter, gegen Kaninchen IgG gerichteter Antikörper 

(Dako, Carpinteria, USA) und ein fluorescein-(FITC)-konjugierter, gegen Maus IgG 

gerichteter Antikörper (Dako, Carpinteria, USA). In manchen Versuchen wurde zur 

Darstellung der Zellkerne 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (Dapi) zur Lösung mit dem 

Zweitantikörper in einer Konzentration von 3µM zugesetzt. Nach erneutem dreimaligen 

Waschen mit PBS wurden die Kulturen auf den Glasplättchen auf einen Objektträger 

übertragen,  mit 50% Glycerin-PBS beschichtet und mit einem Glasplättchen abgedeckt. Die 

so antikörper-markierten Zellen wurden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, Axioskop) 

ausgewertet.  

Tabelle 1: Liste von verwendeten Primärantikörpern 

Primärantikörper gegen Verdünnung Spezies 

Green fluorescent protein (GFP, Clontech, Palo 

Alto, USA) 

1 : 1000 Kaninchen 

Glial fibrillary acidic protein (GFAP, Chemicon, 

Tennecula, USA) 

1 : 500 Maus 

-Tubulin III (Chemicon, Tennecula, USA) 1 : 400 Maus 

Nestin (PharMingen, San Diego, USA) 1 : 1000 Maus 

Tyrosinhydroxylase (TH, Chemicon, Tennecula, 

USA) 

1 : 500 Maus 
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2.3 Nicht-virale Transfektion 

 

2.3.1 Verwendung von Versuchslipiden (Qiagen) 

Für die Transfektion der primären Zellkulturen wurden von der Firma Qiagen (Hilden) sechs 

nicht kommerziell erhältliche Lipide für eine Testung zu Verfügung gestellt. Die 

Versuchslipide  (Lipid 1 - 6) (Qiagen, Hilden)  wurden in Mengen von 1,125 µl bis 11,25µl 

mit EC-Buffer auf 90µl aufgefüllt. In einem weiteren Ansatz wurden 1,35 µg Vektor DNA in 

113µl EC-Buffer gelöst. Danach wurde Komponente 1 im Verhältnis 1 (DNA in μg) zu 16 

(Komponente 1 in μl) zugegeben, gevortext und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde der DNA-Ansatz dem Lipid-Ansatz hinzugefügt und nach wiederholtem 

Vortexen für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Vorlage von 450 µl 

Expansionsmedium pro Vertiefung (24 Loch-Platte) wurde der Transfektionsansatz 

tröpfchenweise zugegeben. Nach einer Inkubationsdauer von 6 oder 16 Stunden unter 

normalen Kulturbedingungen wurde das Medium abgesaugt und durch 

Differenzierungsmedium ersetzt. 

 

2.3.2 Transfektion von Primärzellkultur aus ventralem Mesencephalon mit Effectene 

(Qiagen) 

Die Transfektion der Kulturen wurde am Tag 3 nach der Ausplattierung („3 days in vitro“ 

DIV 3) durchgeführt. Vektor-DNA (Konzentrationen sind in Tabelle 2 aufgelistet) wurde in  

Puffer EC (Qiagen) suspendiert und mit Enhancer (Qiagen) versetzt. Für 1 µg DNA wurden 8 

µl Enhancer I oder 16 µl Enhancer II verwendet. Das DNA-Transfektionsgemisch wurde für 2 

bis 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde Effectene (Qiagen, 

Konzentrationen s. u. die Tabelle 2) zugegeben und nach einer 5 bis 10 minütigen 

Inkubationszeit  in die 24-Lochplatten mit den ausplattierten Zellen gegeben. Nach 48 

Stunden wurden die transfizierten, GFP-positiven Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop 

(Zeiss, Axioskop) ausgewertet. 
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Tabelle 2: Tabellarische Übersicht von Lipid, Vektor und Enhancer 

Vektor-DNA in µg Enhancer I in µl Effectene in µl Verhältnis: DNA zu 

Effectene 

0,1 0,8 1 1 : 10 

  2,5 1 : 25 

  5 1 : 50 

0,2 1,6 2 1 : 10 

  5 1 : 25 

  10 1 : 50 

0,4 3,2 4 1 : 10 

  10 1 : 25 

  20 1 : 50 

Vektor-DNA in µg Enhancer II in µl Effectene in µl Verhältnis: DNA zu 

Effectene 

0,1 1,6 1 1 : 10 

  2,5 1 : 25 

  5 1 : 50 

0,2 3,2 2 1 : 10 

  5 1 : 25 

  10 1 : 50 

 

 

2.3.3 Auswertung 

Die Anzahl der GFP-positiven Zellen wurde prozentual berechnet. Es wurden zuerst alle 

GFP-positiven Zellen pro Kulturschale gezählt. Parallel dazu wurde eine gleich behandelte 

Kultur mittels Trypsinbehandlung vereinzelt und die Gesamtzahl der Zellen durch Zählung in 

einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. So ergab sich das prozentuale Verhältnis von 

transfizierten zu gesamten Zellen. Die Auswertung erfolgte frühestens 24 und 48 Stunden 

nach der Transfektion.   
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2.4 Isolierung von RNA  

Tiefgefrorenes Gewebe und Zellen wurden nach dem Auftauen mit Lysepuffer (Puffer RLT 

mit ß-Mercaptoethanol, Qiagen) vermischt. Zu etwa 4-5 VM-Explantaten (entspricht etwa 

400.000-500.000 Zellen) erfolgte eine Zugabe von 100 µl RLT Puffergemisch. Nach 

Homogenisierung und Zugabe von weiteren 250 µl RLT Puffer wurde das Gemisch für 2 

Minuten inkubiert. Nach 3 minütigem Zentrifugieren bei 15.000 rpm nahm man den 

Überstand ab und vermischte ihn mit 350 µl 70% Ethanol. Die Suspension wurde dann in eine 

RNase-freie „RNeasy mini spin column“ (Qiagen) übertragen und für 15 Sekunden bei 10.000 

rpm zentrifugiert. Anschließend erfolgte die Reinigung der Säule mit RW1 und RPE Puffer 

(Qiagen). Die RNA wurde im Anschluss in 30 µl RNAse-freiem Wasser durch Zentrifugation 

der Säulen gelöst. Die gelöste RNA lagerte man bei -80 °C. Die Konzentration der RNA in 

Lösung wurde mit einem Spektralphotometer (Kontron) über die UV-Absorption bestimmt.  

 

2.5 Reverse Transcriptase 

Pro 20µl Ansatz wurden 1000ng Gesamt-RNA in komplementäre DNA (cDNA) 

umgeschrieben. Vor der Reaktion erfolgte die Denaturierung der RNA für 5 Minuten bei 65 

°C. Das Reaktionsgemisch bestand aus  2µl RT Puffer (Qiagen), 2µl 

Desoxyribonukleosidtriphosphat-Lösung (dNTPs, 10mM), 2 µl Oligo-dT Primer (10µM),  

sowie 1 µl Reverser Transkriptase (Qiagen, 10 Einheiten) und destilliertem Wasser. Das 

Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C für eine Stunde inkubiert.  

 

2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Es wurde die Expression von zwei verschiedenen GDNF-Rezeptorkomponenten, GFR-1 und 

C-RET, in Primärgewebe und VM-Kulturen nachgewiesen. Dazu wurden jeweils 2µl cDNA 

aus dem RT Ansatz für die PCR eingesetzt. Ein 20µl Ansatz bestand aus 2µl Reaktionspuffer 

(Invitrogen), 2µl Desoxyribonukleosidtriphosphat Lösung (dNTPs, 10mM), 2 µl Vorwärts- 

und Rückwärts-Primer (10µM),  sowie 0,5 µl Taq-Polymerase (Invitrogen, 10 Einheiten). 

Folgende Primer wurden benutzt: GFR-1-forward (5’- GCG GGC AAG GAA ACC AACT -

3’) und GFR-1- reverse (5’- CAT AGG AGC ACA CAG GGA CG – 3’); C-RET-forward 

(5’-AGC AGA GAC TAC TTG GAC CTG GC-3’) und C-RET-reverse (5’-CGG G AG GGG 

AGC ATT GTT AC-3’). Es folgten 40 Zyklen mit folgenden Temperaturen und Zeiten: 30 

Sekunden bei 95 °C, 30 Sekunden bei 65 °C und 45 Sekunden bei 72 °C. Nach den 40 Zyklen 

wurde das Reaktionsgemisch über 10 Minuten auf 72 °C erhitzt und anschließend auf 4 °C 
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abgekühlt. Die Größe des PCR-Produkts wurde auf einem 1%igem Ethidiumbromid-Agarose-

Gel überprüft. 

  

2.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Analyse wurde mittels der in Microsoft Excel integrierter Analyse-Software  

durchgeführt. Die Messwerte wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung ausgewiesen. 

Zum Vergleich zweier Gruppen wurde ein t-test, zum Vergleich mehrerer 

Behandlungsgruppen eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt. Ein p-Wert von < 0,05 

wurde als signifikant betrachtet.   
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Expansion und Differenzierung der dopaminergen Vorläuferzellen aus 

embryonalem ventralen Mittelhirngewebe der Maus 

Das ventrale Mittelhirn (VM) von Mäuseembryonen, die bis zum Tag 12 (Embryonaltag 12, 

E12) ausgetragen wurden, wurde isoliert und anschließend trituriert, so dass eine homogene 

Einzelzellsuspension entstand. 100.000 Zellen wurden in 200 µl serumfreiem Kulturmedium, 

das entweder N2 oder B27 Supplement-Medium enthielt, in unbeschichtete Kulturschalen 

überführt. Für einen  Zeitraum von 3 oder 6 Tagen wurden die Wachstumsfaktoren bFGF 

(„basic fibroblast growth factor“) und/oder EGF („epidermal growth factor“) jeden Tag in 

einer Konzentration von jeweils 20ng/ml Medium zugegeben (Expansionsphase). 

Anschließend wurden die als Sphären im Medium schwimmend wachsenden Vorläuferzellen 

in Kulturschalen mit Poly-D-Lysin beschichtete Glasplättchen überführt und ohne Zugabe 

von Wachstumsfaktoren für weitere 6 Tage kultiviert (Differenzierungsphase) (zur Übersicht 

siehe Abb. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

oder 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Expansion der VM-Kulturen mit Wachstumsfaktoren 

und anschließende Differenzierung. 

 

 

DIV 0 DIV 3 DIV 9 

Expansionsphase Differenzierungsphase 

DIV 0 DIV 6 DIV 12 

Expansionsphase Differenzierungsphase 

    bFGF oder bFGF+EGF 

    bFGF oder bFGF+EGF 
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3.1.1 Expansion von dopaminergen Vorläuferzellen als frei schwimmende Sphären 

Das Zellwachstum wurde nach einer drei- beziehungsweise sechstägigen Expansionsphase 

anhand der Anzahl der Sphären („Zellcluster“), sowie deren Größe untersucht (Abb. 3).  

 

   

    

 

Abb. 3. Sphärenanzahlen und deren Größe nach drei- (DIV3) bzw. sechstägiger (DIV6) Expansion mit bFGF 

und bFGF+EGF. Die Versuche wurden in 2 unterschiedlichen Kulturmedien mit N2- oder B27-Supplement 

durchgeführt. p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** 

 

Nach DIV 3 gab es im N2-Kulturmedium keinen signifikanten Unterschied in der Clusterzahl 

zwischen der Kontrollgruppe (399+/-132, n=10) und den mit Wachstumsfaktoren (bFGF: 

349+/-95, n=10; p=0,51 sowie bFGF und EGF: 343+/-77, n=10; p=0,43) behandelten 

Gruppen. In B27-Kulturmedium fanden sich nach DIV 3 in der Kontrollgruppe (546+/-153, 

n=10) mehr Cluster als in der mit bFGF (412+/-120, n=10) behandelten Gruppe (p>0,05). 

Eine signifikant geringere Clusterzahl war in den mit bFGF und EGF behandelten Gruppen 

(353+/-84, n=10) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (546+/-153, n=10) nach DIV 3 in B27-

Kulturmedium zu verzeichnen (p < 0,05).   
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Im N2-Kulturmedium nach DIV 3 enthielten die mit bFGF behandelten Gruppen 1,3-fach 

(0,32+/-0,04, n=10) größere Cluster (p<0,05) bzw. die mit bFGF und EGF behandelten 

Gruppen 1,35-fach (0,34+/-0,041, n=10) größere Cluster (p<0,01) als die Kontrollgruppen 

(0,25+/-0,046mm, n=10). In B27-Kulturmedium waren die Cluster in den mit bFGF 

behandelten Gruppen 1,5fach (0,32+/-0,055, n=10) sowie den mit bFGF und EGF 

behandelten Gruppen 1,65fach (0,34+/-0,042; alle n=10) größer als in den Kontrollgruppen 

(0,21+/-0,022mm, n=10) (p<0,001). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

den beiden mit Wachstumsfaktoren behandelten Gruppen in N2- bzw. B27-Kulturmedium 

sowohl in der Clusterzahl als auch in der Clustergröße (p>0,05).  

Nach 6 Tagen in vitro (DIV 6) war die Clusteranzahl im N2-Kulturmedium unter mit 

Wachstumsfaktoren behandelten Bedingungen (bFGF- 215+/-80, n=6; bFGF und EGF-181+/-

83, n=8) im Vergleich zu Kontrollgruppe (207+/-167, n=6) vergleichbar (p>0,05). Ebenso 

konnten im B27-Kulturmedium keine signifikanten Unterschiede in der Clusterzahl unter den 

beiden Gruppen (Kontroll-272+/-135, n=8 versus bFGF-223+/-82, n=8 sowie bFGF und 

EGF-198+/-58, n=10) verzeichnet werden (p>0,05). Währenddessen fand sich im B27-

Kulturnmedium im Gegensatz zum N2-Kulturmedium ein signifikanter Unterschied bezogen 

auf Clustergrößen nach DIV 6. Die Clustergrößen zeigten keinen signifikanten Unterschied in 

der Kontrollgruppe mit N2-Kulturmedium (0,27+/-0,049, n=6) und in der bFGF behandelten 

Gruppe (0,40+/-0,020, n=6) bzw. in der mit bFGF und EGF behandelten Gruppe (0,46+/-0,64, 

n=8) (p>0,05). Im B27-Kulturmedium enthielten die mit bFGF behandelte Gruppen 1,5-fach 

(0,40+/-0,020, n=8) größere Cluster (p<0,01) bzw. die mit bFGF und EGF behandelten 

Gruppen 1,7-fach (0,46+/-0,064, n=10) größere Cluster als die Kontrollgruppen (0,27+/-

0,049, n=8) (p<0,01). 

Nach Expansion der VM-Vorläuferzellen als frei schwimmende Sphären in 96-Lochplatten 

(Abb. 4A), können diese auf Poly-D-Lysin-beschichteten Platten differenziert werden. 

Innerhalb eines Tages haften die Sphären am Boden der Kulturschale an und bilden Fortsätze 

aus (Abb. 4 B-D).  
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Abb. 4. Hellfeldmikroskopische Bilder der VM-Kulturen in unterschiedlichen Stadien der Differenzierung: (A) 

schwimmende Sphären nach dreitägiger Expansion (bFGF, N2-Medium) in 96-Lochplatten. Auf pD-Lysin 

differenzierte VM-Vorläuferzellen nach einem (B), drei (C) und sechs Tagen (D). Skalierungsbalken entspricht 

500µm.  

 

3.1.2 Charakterisierung von expandierten VM-Kulturen nach der Differenzierung 

Um den Embryonaltag 12 (E12) unterliegt das ventrale Mesencephalon einem starken Wandel 

bezüglich der Entwicklung und der Verteilung der verschiedenen Zellpopulationen in vivo 

(Studer et al., 1998). Um die zelluläre Zusammensetzung der differenzierten Kulturen in 

Abhängigkeit von unterschiedlichen Expansionsprotokollen in vitro zu untersuchen, wurden 

diese immunhistochemisch charakterisiert.  

In Tabelle 3 sind die Antigene und die dazugehörigen Zelltypen aufgeführt.   
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Tabelle 3: Auflistung unterschiedlicher, durch Antikörper nachgewiesener Antigene, die 

typischerweise in Neurone, Gliazellen und undifferenzierte Vorläuferzellen exprimiert sind. 

Antigen Markierter Zelltyp 

Nestin Neuroephitheliale Vorläuferzellen  

β-Tubulin III Neuronen  

GFAP Gliazellen  

TH Dopaminerge Neuronen 

 

 

In den Kulturen, die nicht mit Wachstumsfaktoren expandiert wurden, konnten nur vereinzelte 

TH- und β-Tubulin III-positive Zellen nachgewiesen werden. Immunhistochemische Marker 

für Gliazellen (GFAP) und undifferenzierte Vorläuferzellen (Nestin) waren in Kulturen, die 

nicht mit Wachstumsfaktoren behandelten wurden, ebenfalls nicht nachweisbar. 

Im Gegensatz dazu werden alle oben aufgeführten Marker in bFGF-expandierten und 

anschließend differenzierten Kulturen exprimiert. Die Abb. 5A-D zeigen jeweils TH-, β-

Tubulin III-, Nestin- und GFAP-positive Zellen nach 9-tägiger Kulturzeit (3-tägige 

Expansionszeit mit bFGF, gefolgt von weiterer 6-tägiger Differenzierungszeit).  
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Abb. 5. Immunhistochemische Charakterisierung der VM-Kulturen der Maus: Darstellung von TH- (A), β-

tubulin III- (B), Nestin- (C) und GFAP-positive (D) Zellen nach DIV9 (nach 3-tägiger Behandlung mit bFGF 

und anschließender Differenzierung für ebenfalls 6 Tage). Skalierungsbalken entspricht 300µm. 

 

Die Anzahl der TH-positiven Neurone wurde abhängig von den verwendeten 

Wachstumsfaktoren (bFGF oder bFGF+EGF), der Medienzusätze (B27 oder N2) und der 

Länge der Expansionsphase (3 oder 6 Tage) evaluiert (Abb. 6). 

Nach 3-tägiger Expansionszeit mit bFGF konnten im N2-Kulturmedium 9,1-fach mehr TH-

positive Zellen (236+/-50, n=7) nachgewiesen werden als in der Kontrollgruppe (25,7+/-26, 

n=6) (p<0,001). Nach der gleichen Expansionszeit mit bFGF und EGF fanden sich im N2- 

Kulturmedium 9,2-fach (237+/-65, n=8) mehr TH-positive Zellen als in der Kontrollgruppe 

(p<0,001). Im B27-Kulturmedium wurden nach 3-tägiger Expansion im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe (19+/-19,4, n=6) in der mit bFGF-behandelten Gruppe 14,4-fach (275+/-61, 

n=8) bzw. in der mit bFGF und EGF-behandelten Gruppe 16,6-fach (317+/-131, n=8) mehr 

TH-positive Zellen nachgewiesen (p<0,001). Es gab keinen signifikanten Unterschied in der 

TH-positiven Zellzahl zwischen den bFGF und bFGF+EGF behandelten Gruppen nach 3-

A 

C 

B 

D 
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tägiger Expansion. Bezüglich der Zahl TH-positiver Zellen konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen N2- und B27-Kulturmedien festgestellt werden (Abb. 6A). 

 

 

 

Abb. 6. Anzahl der TH-positiven Zellen pro ½ VM (50,000 Zellen) nach 3 (A) und 6 Tagen (B) Expansion mit 

bFGF oder bFGF/EGF in N2- und B27-supplementiertem Medium. p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***. 

   

Nach 6-tägiger Expansion mit bFGF konnten in N2-Kulturmedien (112+/-25, n=7) 18,6-fach 

mehr TH-positive Zellen ermittelt werden als in den Kontrollgruppen (6+/-5,5, n=5) 

(p<0,001). Bei der Expansion der Zellkultur im N2-Kulturmedium mit bFGF unf EGF für 6 

Tage wurden 9,1-fach mehr TH-positive Zellen (55+/-13, n=7) nachgewiesen als in den 

Kontrollgruppen (p<0,001). Im B27-Kulturmedium fanden sich nach 6-tägiger Expansion mit 

bFGF 16,7-fach mehr TH-positive Zellen (67+/-8, n=7)  bzw. mit bFGF+EGF 27-fach mehr 

TH-positive Zellen (108+/-22, n=7) als in der Kontrollgruppe (4+/-4,7, n=5) (p<0,001). 
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Während im N2-Kulturmedium signifikant weniger TH-positive Zellen nach der 6-tägigen 

Expansion mit bFGF+EGF (55+/-13, n=7) im Vergleich mit der mit bFGF (112+/-25, n=7) 

behandelten Gruppe detektiert werden konnten (p<0,001), stellte sich heraus, dass im B27-

Kulturmedium unter der gleichen Expansionszeit mit bFGF+EGF (108+/-22, n=7) signifikant 

mehr TH-positive Zellen vorhanden waren als mit bFGF alleine (67+/-8, n=7) (p<0,001). 

Ebenfalls konnte im Vergleich der Zahl TH-positiver Zellen in N2- und B27-Kulturmedien 

sowohl in den mit bFGF als auch in den mit bFGF+EGF behandelten Gruppen signifikanter 

Unterschied beobachtet werden (p<0,001) (Abb. 6B). 

 

3.1.3 Expression von GDNF-Rezeptor-Komponenten in VM-Kulturen 

„Glia cell line derived neurotrophic factor“ (GDNF) ist einer der wirkungsvollsten 

neurotrophen Faktoren für dopaminerge Zellen (Lin et al., 1993). GDNF bindet unter anderem 

an „Glial cell line-derived neurotrophic factor receptor alpha 1“ (GFR1) und aktiviert 

dadurch die Rezeptortyrosinekinase RET („rearranged in transfection“). GFR1 als auch der 

RET-Rezeptor sind in vivo sowohl in sich entwickelnden als auch in maturen dopaminergen 

Neuronen exprimiert (Airaksinen, M. Saarma et al. 2002). Um zu untersuchen, inwieweit die 

GDNF-Rezeptorkomponenten auch in expandierten in vitro-VM-Kulturen vorhanden sind, 

wurde die Expression von GFR1 und C-RET mittels PCR zu verschiedenen Zeitpunkten 

untersucht (Abb. 7).  

 

 

                                  A         B          C         D          E         F 

                  
 

Abb. 7. Nachweis der GFR1- und RET-Rezeptoren in der PCR. (A) GFR1-Amplifikat nach DIV 6, (B) nach 

DIV 3, und (C) aus dem Primärgewebe. (D) C-RET-Amplifikat nach DIV 6, (E) DIV 3, und (F) aus 

Primärgewebe. Die Zellkulturen wurden jeweils für 3 Tage mit bFGF expandiert. PCR-Amplifikate wurden mit 

Ethidiumbromid sichtbar gemacht.  

 

  546 bP 

 GFR1     C-RET 

  247 bP 
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GFRα1 und c-Ret mRNA ist sowohl in Primärgewebe als auch zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten während Expansion in VM-Kulturen exprimiert. 

 

3.1.4 Effekte von GDNF auf die Primärzellkultur während der Differenzierungsphase      

Die Zellkultur wurde in einem B27-Kulturmedium für 3 Tage mit bFGF expandiert. 

Anschließend wurden während der Differenzierungsphase (6 oder 12 Tage) die Zellen alle 2 

Tage mit 20 ng/ml GDNF behandelt. In den mit GDNF-behandelten Kulturen waren nach 6 

Tagen 1,17-fach (270 +/- 44, n=5, vs. Kontrollen: 230 +/- 51, n=6) beziehungsweise nach 12 

Tagen 1,85-fach (385 +/- 40, n=5, vs. Kontrollen: 207 +/- 26, n=6, p<0,001) mehr TH-

positive Zellen nachzuweisen als in den jeweiligen Kontrollgruppen. Die Anzahl der TH-

positiven Neuronen  in den Kontroll-Kulturen hat nach 12 Tagen Differenzierung im 

Vergleich zu der 6-tägigen Differenzierung nur minimal abgenommen (Abb. 8). Im 

Gegensatz dazu waren in den mit GDNF behandelten Gruppen nach verlängerter 

Behandlungsdauer signifikant mehr TH-positive Zellen zu verzeichnen (p<0,0027). 

Außerdem ergab die immunhistochemische Untersuchung der GDNF-behandelten Zellen ein 

ausgeprägteres Axonen- und Dendritennetz der dopaminergen Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollgruppen. 

 

 

 

Abb. 8. Anzahl der TH-positiven Neuronen nach GDNF-Behandlung während der Differenzierungsphase. 

Anzahl TH-positiver Zellen nach 6- (links) und 12-tägiger (rechts) Differenzierung.   p<0.001***.  
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3.2 Transfektionsoptimierung von Primärzellkultur aus dem ventralen 

Mesencephalon mit Effectene (Qiagen) 

Für die Transfektionsversuche der mesencephalen Kulturen wurde Effectene (Qiagen, Hilden) 

verwendet. Die Transfektion erfolgte am DIV 3 in 96-Lochplatten mit bFGF-expandierten 

Kulturen. Die Kulturen wurden mit ansteigenden Mengen (0,1-0,4µg) eines plasmidalen 

Vectors (pCMVeGFP), der für das „enhanced green fluorescence protein“ (eGFP) kodiert 

war, transfiziert. 

 

 

 

 

 

Abb. 9. Abhängigkeit der Anzahl der transfizierten Zellen von unterschiedlichen Transfektionsparametern. 

100,000 Zellen wurden isoliert, in 96-Lochplatten für 3 Tage mit bFGF expandiert und anschließend mit 

unterschiedlichen Effectene-DNA-Mischungen transfiziert. Die DNA-Mengen betrugen 0,1, 0,2 und 0,4 µg, 

Effectene wurde in einem µg-µl Verhältnis von 1 zu 10, 25 und 50 eingesetzt. Es wurden zusätzlich 2 

unterschiedliche Enhancer (1 und 2) verwendet.  
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Zur Identifizierung der idealen Transfektionsbedingungen untersuchten wir unterschiedliche 

DNA-Lipid-Verhältnisse (1:10, 1:25 und 1:50 µg zu µl). 

Zur quantitativen Untersuchung der GFP-positiven Zellen wurden die lebenden Kulturen 48 

Stunden nach der Transfektion unter dem UV-Mikroskop quantifiziert. Bei Verwendung des 

Enhancers 1 war die Transfektionseffizienz mit 0,1µg und 0,2µg unter den verschiedenen 

Bedingungen vergleichbar (1µl Effectene und 0,1µg DNA: 68 +/- 13, n=4). Unter 

Verwendung von 0,4µg Plasmid-DNA fiel die Transfektionseffizienz deutlich ab. Mit 

Enhancer 2 wurden etwas höhere Transfektionseffizienzen erreicht (2µl Effecten und 0,2µg 

DNA: 185 +/- 24, n=4) (Abb. 9). Somit hatte weniger das Mischungsverhältnis von DNA und 

Lipid sondern eher die absolute Menge der Vektor-DNA einen Einfluss auf die 

Transfektionseffizienz. Auf Grund der komplexen zellulären Zusammensetzung der Kulturen 

konnten nicht regelhaft die relativen Transfektionsraten erhoben werden, insgesamt lag die 

relative Transfektionseffizienz jedoch deutlich unter 1 %  (Abb. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10. eGFP-positive VM-Zellen 4 Tage nach Transfektion mit pCMVeGFP. Expandierte VM-Zellen wurden 

an DIV 3 transfiziert und nach 4 Tagen fixiert. Skalierungsbalken entspricht 100µm.  

 

Immunhistochemische Untersuchungen mit den in Tabelle 3 aufgeführten Markern haben 

keinen Aufschluss darüber gegeben, um welche Art es sich bei den transfizierten Zellen 

handelt. 

 

GFP  
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4 Diskussion 

Obwohl mögliche Funktionsstörungen unterschiedlicher zellulärer Strukturen, die bei der 

Entstehung der Parkinsonschen Erkrankung eine Rolle spielen, intensiv beforscht werden, 

steht bis dato noch kein in sich schlüssiges pathogenetisches Konzept zur Erklärung der 

zellulären Veränderungen zur Verfügung (Hardy et al. 2006; Trojanowski et al. 1998). 

Unterschiedliche genetische (Preeti et al. 2010 und Lin et al. 2009) und auf Neurotoxin-

Behandlung basierende Tiermodelle (Katagiri et al. 2010; Walker et al. 2010) sowie 

zelllinienbasierte Modelle (Andrew et al. 2009)  werden derzeit in der Grundlagenforschung 

verwendet, wobei in vivo-Ansätze sehr aufwendig sind und klassische Zelllinien zumeist nicht 

genügend Ähnlichkeiten mit den bei der Parkinsonschen Erkrankung präferentiell betroffenen 

dopaminergen Neuronen haben. Eine elegante Möglichkeit die Vorteile beider Ansätze zu 

verbinden, ist die Verwendung von primären dopaminergen Neuronen. Hierzu können 

primäre dopaminerge Neurone aus der embryonalen Mittelhirnanlage von Ratten oder 

Mäusen entnommen und in Form von Gewebestücken als organotypische Kulturen (Bauer et 

al. 2002) oder nach Zellvereinzelung als „monolayer“ Kulturen (Bauer et al. 2008) verwendet 

werden. Einschränkungen hinsichtlich der Verwendung embryonaler Neurone gegenüber 

etablierten Zelllinien bestehen hinsichtlich i) der limitierten Anzahl von dopaminergen 

Neuronen je Embryo, ii) der Heterogenität der Kulturen, iii) der zeitlich begrenzten 

Kultivierbarkeit und iv) der eingeschränkten Transfizierbarkeit mit kommerziell erhältlichen 

nicht-viralen Transfektionsreagenzien. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit existierten 

zwar bereits Protokolle für dopaminerge Vorläuferzellen der Ratte (z.B. Studer et al. 1998), 

Kulturprotokolle zur wesentlich schwierigeren Propagierung und Differenzierung von 

dopaminergen Vorläuferzellen der Maus standen jedoch nur eingeschränkt zur Verfügung. 

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit sollte deshalb ein standardisiertes Protokoll zur 

Kultivierung dopaminerger Vorläuferzellen der Maus etabliert werden. Mittels der 

Verwendung unterschiedlicher Expansionsschemata wurde versucht die Anzahl dopaminerger 

Neurone in differenzierten primären Kulturen zu erhöhen, die zelluläre Zusammensetzung 

wurde dokumentiert und es wurden unterschiedliche, nicht kommerziell erhältliche 

Transfektionsreagenzien hinsichtlich deren Transfektionseffizienz untersucht. Darüber hinaus 

wurde untersucht, inwieweit Komponenten des GDNF-Signalweges unter optimierten 

Kulturbedingungen in expandierten primären Kulturen exprimiert sind und welche Effekte 

GDNF auf das Überleben expandierter dopaminerger Neurone hat. 
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4.1 Expansion der dopaminergen Vorläuferzellen 

Die in vivo-Differenzierung von Vorläuferzellen des ventralen Mittelhirns in dopaminerge 

Neurone findet bei der Maus zwischen dem 11. und 15. Embryonaltag (E11-E15) statt (Bayer 

et al. 1995). Unter der Annahme, dass am E12 noch eine für die Expansion ausreichende 

Anzahl dopaminerger Vorläuferzellen teilungsfähig ist (Studer et al. 1998) und zu diesem 

Zeitpunkt das ventrale Mesencephalon eine Größe hat, die technisch für eine standardisierte 

Präparation gut geeignet ist, wurde für die Versuche ausschließlich Mittelhirngewebe von 12 

Tage alten Embryonen verwendet. In initialen, hier nicht gezeigten Versuchen waren 

dissoziierte Zellen direkt auf unterschiedlich beschichtete (Poly-L-Ornithin und Fibronectin, 

Laminin oder Poly-D-Lysin) Glasplättchen ausplattiert und mittels unterschiedlicher 

Kulturprotokolle expandiert und differenziert worden. Auf Poly-D-Lysin beschichteten 

Plättchen wurden vereinzelt TH-positive Neurone nachgewiesen, die absolute Anzahl war 

jedoch so gering und die daraus resultierende Schwankungsbreite so hoch, dass dieser Ansatz 

im Rahmen der Arbeit nicht weiter verfolgt wurde. 

Entscheidend für die Integrität und das Überleben dopaminerger Vorläuferzellen in vivo und 

in vitro ist ein fein reguliertes Zusammenspiel von intrinsischen und extrinsischen Faktoren. 

Zu den intrinsischen Faktoren zählen unter anderem Transkriptionsfaktoren wie Lmx1a/b, 

En1/2, Ptx3 und Nurr1. Extrinsische Faktoren sind Proteine, die von umgebenden Zellen 

exprimiert und z.T. sezerniert werden und an Rezeptoren, die von dopaminergen 

Vorläuferzellen exprimiert werden, binden (Prakash et al. 2006). Entscheidend für die 

Wirksamkeit extrinsischer Faktoren ist deren Konzentration  und im Falle von zellgebundenen 

Proteinen, der räumliche Kontakt mit den dopaminergen Vorläuferzellen (Bauer et al. 2008). 

Zur besseren Gewährleistung von Zell-zu-Zell-Kontakt wurde das Kultivierungsschema 

deshalb modifiziert und die Vorläuferzellen wurden nach der Vereinzelung als Sphären 

expandiert (Abb. 4A). 

Für die Expansion der Vorläuferzellen des ventralen Mittelhirns wurden bFGF oder bFGF in 

Kombination mit EGF verwendet. Die in vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass durch 

bFGF das Überleben und die Proliferation von Vorläuferzellen unterstützt werden und 

möglicherweise die Expression von EGF-Rezeptoren induziert wird (Studer et al. 1998; 

Santa-Ollala, Bouvier et al. 1995 und Covarrubias 1999). Eine erst kürzlich erschienene 

Publikation legt zudem nahe, dass  bFGF auch in vivo ein entscheidender extrinsischer Faktor 

für die Entwicklung dopaminerger Vorläuferzellen ist (Klejbor et al. 2009). Dementsprechend 

wurden in eigenen Versuchen unter bFGF- und bFGF/EGF-Behandlung im Vergleich zu den 
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nicht behandelten Kontrollen signifikant größere Sphären nachgewiesen, wobei keine 

Unterschiede zwischen beiden Behandlungsgruppen bestanden (Abb. 3). Die Verlängerung 

der Expansionszeit von 3 auf 6 Tage resultierte in einer weiteren Zunahme der Größe der 

Sphären, die Verwendung unterschiedlicher Medienzusätze (N2- oder B27-Supplement) hatte 

keinen differenten Effekt (Abb. 3). 

 

4.2 Differenzierte VM-Kulturen 

Zur Charakterisierung der Kulturen wurde die Expression von Proteinen die in i) 

neuroephitheliale Vorläuferzellen (Nestin), ii) maturen Gliazellen (GFAP) und iii) maturen 

Neuronen (-Tubulin III) exprimiert sind, immunhistochemisch nachgewiesen. 

Das Intermediärfilament Nestin ist ein zellulärer Marker für immature Vorläuferzellen, der 

während der Entwicklung des Zentralnervensystems ubiquitär exprimiert ist (Lendahl et al. 

1990). Die Expression von Nestin im Mittelhirn ist transient und wird im Rahmen des 

Prozesses der Differenzierung durch die Expression von Neuronen-spezifischen 

(Neurofilament) oder Glia-spezifischen (GFAP) Intermediärfilamenten abgelöst (Wiese et al. 

2004). Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei nestin-positiven Zellen im nicht-

pathologisch veränderten Zentralnervensystem um mitotisch aktive Zellen handelt 

(Michalczyk und Ziman 2005). In wachstumsfaktorbehandelten Kulturen, nicht jedoch in 

Kontrollkulturen wurden nach der Differenzierung nestin-positive Zellen nachgewiesen (Abb. 

5C), wobei davon auszugehen ist, dass während der Kultivierung als Sphären auch in den 

Kontrollkulturen Nestin exprimiert wurde, eine immunhistochemische Untersuchung aus 

technischen Gründen jedoch nicht durchgeführt wurde. Bemerkenswert ist jedoch, dass auch 

nach Entzug von bFGF und Kultivierung unter differenzierungsunterstützenden Bedingungen 

ein Teil der Zellen als immature, nestin-positive Vorläuferzelle persistierten. Dieser Befund 

deckt sich mit anderen Beobachtungen, bei denen sich durch kurzzeitige bFGF-Gabe 

Expressionsmuster anhaltend veränderten (Santa-Ollala und Covarrubias 1999). 

Darüber hinaus konnte in den Kontrollkulturen auch keine Expression von GFAP 

nachgewiesen werden. Zwei Faktoren, die hier eine Rolle spielen, sind die relativ geringe 

Dichte der differenzierten Zellen (Abb. 5D) und die Verwendung von serumfreiem Medium 

(Walicke und Baird 1988). Da die gleichen Bedingungen jedoch auch für die 

wachstumsfaktorbehandelten Kulturen galten, muss von einem bFGF-spezifischem Effekt auf 

die Gliogenese ausgegangen werden, wobei in der Literatur sowohl eine Propagierung von 

astrozytären Vorläuferzellen (Lin und Goldman 2009) als auch die Induktion von 
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gliazellspezifischen Proteinen in suszeptiblen Zellen (Goddard et al. 2002) beschrieben 

wurde. 

Ein primäres Ziel dieser Arbeit war es, ein standardisiertes Protokoll zur Generierung einer 

ausreichenden Anzahl von dopaminergen Neuronen aus Mittelhirngewebe der Maus zu 

etablieren. Studer und Mitarbeiter berichteten über eine 8-fache Erhöhung der absoluten 

Anzahl dopaminerger Neurone nach bFGF-vermittelter Expansion von dopaminergen 

Vorläuferzellen der Ratte (Studer et al. 1998), wobei die Expansionsphase 7 Tage betrug. In 

eigenen Versuchen mit bFGF- und bFGF/EGF-expandierten Vorläuferzellen der Maus 

wurden im Mittel 500 dopaminerge Neurone je ventralem Mittelhirn generiert (Abb. 6A). 

Geht man von absolut 10.000 dopaminergen Neuronen je Mittelhirn bei neonatalen Mäusen 

aus (Bayer et al. 1995), reduziert sich die Anzahl der in vitro kultivierbaren Neuronen auf 5%. 

Eine Verlängerung der Expansionszeit von 3 auf 6 Tage führte zu einer weiteren Halbierung 

der Ausbeute (Abb. 6B). Diese deutliche Diskrepanz zwischen Ratte und Maus bei 

Verwendung ähnlicher Kulturprotokolle ist hinweisend auf einen fundamentalen Unterschied 

der Kultivierbarkeit dopaminerger Vorläuferzellen beider Spezies. Hinweise für ein 

unterschiedliches Expansionsverhalten von neuralen Vorläuferzellen von Ratte und Maus 

wurden bereits in der Literatur beschrieben (Kelly et al. 2005). Systematische Arbeiten zur 

Untersuchung der molekularen Ursache dieses Unterschiedes wurden in der Pubmed-

Datenbank jedoch nicht gefunden. Unabhängig von dem zuvor erwähnten Speziesunterschied 

fiel auf, dass in den Kontrollkulturen nur vereinzelt TH-positive Neurone nachgewiesen 

werden konnten. Dieses könnte auf zu geringe Konzentrationen von endogen produziertem 

bFGF zurückgeführt werden (Klejbor et al. 2009). Eine andere Möglichkeit hierfür wäre ein 

fehlender oder zumindest deutlich verminderter gliavermittelter Effekt, zumal seit langem 

bekannt ist, dass Gliazellen neurotrophe Aktivität besitzen und das Überleben und die 

Differenzierung der dopaminergen Neurone verbessern (Beyer et al. 1991; Gaul und Lubbert 

1992; O`Malley et al. 1994). 
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4.3 Effekte von GDNF auf differenzierte dopaminerge Vorläuferzellen 

GDNF wurde aus Zellkultur-Überständen der B49 Gliom-Zelllinie isoliert und als 

neuotropher Faktor beschrieben, der das Überleben und die Differenzierung von kultivierten 

embryonalen dopaminergen Neuronen verbessert (Lin et al. 1993). Bis jetzt wurden insgesamt 

4 verschiedene GFR-Rezeptoren (GFR1-4) identifiziert, wobei GDNF eine Präferenz für 

die Bindung an GFR1 hat und mit geringerer Affinität an GFR2-4 bindet (Airaksinen et al. 

2002). Nach Bindung von GDNF an GFR1 interagiert dieser Rezeptorkomplex mit der 

Transmembran-Rezeptortyrosinkinase RET („rearranged during transformation“), was zu der 

Bildung eines aktiven GFR1-RET-Heterotetramer-Komplexes führt und eine Aktivierung 

von RET über die Autophosphorylierung intrazellulärer Tyrosingruppen zur Folge hat 

(Bespalov und Saarma 2007). In einer Vielzahl von in vitro- und in vivo-Versuchen konnte 

gezeigt werden, dass GDNF das Überleben dopaminerger Neurone und das Aussprossen von 

Neuriten verbessert (Meyer et al. 2001; Bauer et al. 2002; Kirik et al. 2004). 

Ziel eigener Experimente war es, das neu etablierte Kultursystem anhand der Untersuchung 

bereits bekannter Effekte des neurotrophen Faktors GDNF zu evaluieren. In einem ersten 

Schritt wurde hierzu die Expression des GDNF-Signalweges auf mRNA-Niveau untersucht. 

Die Expression von GFR1 und RET konnte an unterschiedlichen Zeitpunkten der 

Expansionsphase der dopaminergen Vorläuferzellen nachgewiesen werden (Abb. 7). Die 

Anzahl der TH-positiven Neurone in den mit GDNF-behandelten Kulturen war nach einer 

Kulturzeit von 12 Tagen um das 1,8-fache erhöht (Abb. 8). Vergleichbare Effekte auf das 

Überleben dopaminerger Neurone wurden bei der Kultivierung von primären dopaminergen 

Neuronen der Ratte beobachtet (Meyer et al. 2001; Bauer et al. 2002). 

 

4.4 Transfektion der Primärzellkultur mit Effectene 

Der lipidvermittelte Transfer von plasmodialer DNA („Transfektion“) ist eine technisch 

einfache und kostengünstige Methode zur Einbringung fremden genetischen Materials in eine 

Zelle. Die Transfektion von etablierten Zelllinien gehört zwar zu den Standardmethoden jedes 

molekularbiologischen Labors, der lipidvermittelte Gentransfer in primäre Zellen neuronalen 

Ursprungs ist jedoch aus folgenden Gründen weniger verbreitet: i) In aller Regel sind nur 

mitotisch aktive Zellen der Transfektion zugänglich, ii) auch unter optimierten Bedingungen 

ist die Transfektionseffizienz relativ gering und iii) bereits bei geringen DNA-Lipid-

Konzentrationen zeigen sich zytotoxische Effekte. 
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Da Moleküle über 70 kDa nur über transportspezifische Kernporen in den Zellkern gelangen 

(Dowty et al. 1995), ist eine freie Diffusion der DNA oder DNA-Lipid-Komplexe in den Kern 

meist nicht möglich. Bei sich teilenden Zellen kommt es im Rahmen der mitotischen 

Vorgänge zu einer Auflösung der Kernmembran. Nach erfolgter Teilung wird die 

Kernmembran um die dabei entstandenen Zellkerne und im Falle von transfizierten Zellen um 

die im Zytoplasma befindlichen Plasmide neu ausgebildet (Felgner und Ringold 1989). Je 

häufiger sich eine Zell teilt, desto höher ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass die zuvor in das 

Zytosol eingebrachte DNA in den Zellkern gelangt. Dieser Annahme entsprechend konnten in 

nicht-bFGF-expandierten Kulturen keine transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Erst bei 

Transfektionen von Vorläuferzellen, die mit bFGF expandiert wurden, exprimierte ein 

geringer Teil (<0.1%) der anschließend differenzierten Zellen das eingebrachte Transgen GFP 

(s.a Abb. 10). Unabhängig von der Verwendung unterschiedlicher Lipidkomponenten nahm 

die Transfektionseffizienz mit steigender DNA-Lipid-Konzentration ab (s.a. Abb. 9) und bei 

Verwendung von über einem 1 µg DNA je Ansatz zeigten sich deutliche zytotoxische Effekte. 

Als mögliche Ursache für die zytotoxischen Effekte bei lipidvermitteltem Gentransfer wurde 

die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies beschrieben (Aramaki et al. 1999, 2000). 

Diese Radikale werden vor allem durch das Enzym Lipoxygenase gebildet und induzieren 

durch die Zunahme von oxydativem Stress die Apoptose der Zellen (Takano et al. 2001). 

Die immunhistochemische Charakterisierung der transfizierten, GFP-positiven Zellen zeigte 

keine Co-Lokalisation mit Nestin, GFAP, β-Tubulin III oder TH. Hinsichtlich deren 

Morphologie (s.a. Abb. 10) und in Anbetracht anderer Transfektionsversuche von primären 

Mittelhirngewebe (Bauer et al. 2001) kann jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich 

dabei um ehemals nestin-positive Vorläuferzellen gehandelt hat. 
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5. Zusammenfassung 

In der vorgelegten Arbeit wurden die Proliferationsfähigkeit, die Differenzierung und das 

Überleben von dissoziierten, neuronalen Vorläuferzellen des ventralen Mesencephalons (VM) 

der Maus untersucht und ein reproduzierbares Kultursystem etabliert. Es besteht damit die 

Möglichkeit, Untersuchungen mit primären dopaminergen Neuronen mit einem veränderten 

genetischen Hintergrund unter Verwendung von Mittelhirngewebe von transgenen oder 

Knockout-Mäusen durchzuführen, um z.B. vor aufwendigen in vivo-Versuchen 

Kandidatenmoleküle aus der pharmakologischen Forschung vorab in vitro zu testen. 

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, das neu etablierte Kultursystem anhand der 

Untersuchung bereits bekannter Effekte des neurotrophen Faktors GDNF zu evaluieren. In 

einem ersten Schritt wurde hierzu die Expression des GDNF-Signalweges auf mRNA-Niveau 

untersucht. Die Expression von GFR1 und RET konnte mittels PCR an unterschiedlichen 

Zeitpunkten der Expansionsphase der dopaminergen Vorläuferzellen nachgewiesen werden. 

Desweiteren konnte es gezeigt werden, dass die Anzahl der TH-positiven Neurone in den mit 

GDNF-behandelten Kulturen nach einer Kulturzeit von 12 Tagen um das 1,8-fache höher als 

in den Kulturen ohne GDNF-Behandlung lag. 

Unter den optimierten Bedingungen wurden die mit bFGF expandierten Kulturen aus 

primärem ventralen Mesencephalon Effectene-vermittelt transfiziert. Obwohl es gelungen ist, 

reproduzierbar Zellen von expandierten Mittelhirnkulturen mittels lipidvermitteltem 

Gentransfer zu transfizieren, sind diesem Ansatz enge Grenzen gesetzt. Es konnte nur ein 

kleiner Teil undifferenzierter Zellen genetisch modifiziert werden (<0,1%). Außerdem konnte 

im Rahmen der gezeigten Untersuchungen die Art der transfizierten Zellen nicht identifiziert 

werden, was die Nützlichkeit dieser Methode zusätzlich einschränkt. Der verwendete 

lipidvermittelte Gentransfer ist eine sichere und nach entsprechender Optimierung effiziente 

Methode zur genetischen Modifikation primärer VM-Kulturen der Maus. 
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