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1 Einleitung

1.1 Parkinson-Krankheit

Relevanz der Parkinson-Krankheit fur die Forschung

Die Parkinson-Krankheit ist neben dem Morbus Alzheimer die wohl bekannteste
neurodegenerative Erkrankung weltweit. Neurodegenerative Erkrankungen sind
durch eine progrediente Degeneration von Neuronen im zentralen Nerven-
system (ZNS) gekennzeichnet. Je nach Art und Funktion der betroffenen Areale
fuhrt dies zu unterschiedlichen neurologischen und funktionellen Defiziten.

In Deutschland geht man aktuell von 250.000 bis 400.000 Parkinsonpatienten
aus (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007). Die Pravalenz steigt mit dem
Alter und betragt in Deutschland ab 65 Jahren 1,8 % (Mollenhauer et al., 2010)
und ab 85 Jahren 2,2 % (Mutch et al., 1986) der Allgemeinbevdlkerung.
Aufgrund der steigenden Lebenserwartung und des demographischen Wandels
wird mit einer Verdopplung der Inzidenz in Deutschland bis 2050 gerechnet
(Bickel, 2001).

Parkinson-Definition

Die Parkinson-Krankheit wird in die primare Form, das idiopathische Parkinson-
Syndrom (IPS), sowie die sekundare Form unterteilt (s. Ubersichtsartikel
Gerlach et al., 2007). Das Durchschnittsalter bei Beginn der symptomatischen
Phase liegt zwischen 50 und 60 Jahren (s. Ubersichtsartikel Tanner and
Goldman, 1996).

Es gibt vier kennzeichnende Kardinalsymptome des IPS:

e Bei der ,Bradykinese“ handelt es sich um die Verlangsamung der
Willkirbewegung mit einer progressiven Abnahme der Geschwindigkeit
bei repetitiven Aktionen. Dazu zahlen auch Frihsymptome wie die
Hypomimie und die Mikrographie (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al.,
2007).



e Als ,Rigor” wird die Muskelstarre durch eine generalisierte Erhdhung des
Muskeltonus definiert. Er tritt meist in Form des Zahnradphanomens auf
(s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).

e Der ,Tremor® zeigt sich in der Regel als Ruhetremor mit unilateralem
Beginn, niedriger Frequenz und kleiner Amplitude. Es folgt eine
Ausbreitung auf weitere Extremitaten und ein zusatzlicher Haltetremor,
der im Verlauf zur ,posturalen Instabilitat, einer unzureichenden
Stabilitat beim aufrechten Stand fiihrt (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al.,
2007).

e Des Weiteren kann es zu Riechstérungen, zu einer Sialorrhoe
(Pseudohypersalivation) durch vermindertes Schlucken sowie zu
kognitiven (Demenz) und psychischen Stérungen (Depression) kommen
(s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).

Als Klinisch gesichert gilt die Diagnose des IPS nach Ausschluss einer
symptomatischen Genese, bei dem Auftreten einer Bradykinese mit drei
weiteren parkinsontypischen Kriterien, einem progressiven klinischen Verlauf
oder bei klinischem Ansprechen auf die Gabe von L-3,4-Dihydroxy-L-
Phenylalanin (L-DOPA) (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).

Das dopaminerge System und die neurochemischen Vorgange bei der
Parkinson-Krankheit

Die Basalganglien setzen sich anatomisch aus dem Striatum, der Substantia
nigra und dem Globus pallidus (Globus pallidus externus und dem Globus
pallidus internus) zusammen. Das Striatum ist dabei nach seinem
embryologischen Ursprung in das Putamen, den Nucleus caudatus und das
ventrale Striatum, inklusive des Nucleus accumbens (im Rattenmodel: Caudate
putamen unit, kurz CPU), untergliedert. Die Substantia nigra setzt sich aus der
Substantia nigra pars compacta, der Substantia nigra pars reticulata und dem
Nucleus subthalamicus zusammen (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).
Die Basalganglien haben neben feinmotorischen Funktionen auch eine zentrale
Bedeutung fur Kognition, Emotionen und Affekt (Schmidt, 2000).



In den Kernkomplexen modulieren Neurotransmitter, vor allem Dopamin und
Acetylcholin, die Intensitat der durch y-Aminobuttersaure (GABA) ausgelosten
Hemmung auf die motorische Exzitation (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al.,
2007). Die Synthese des Neurotransmitters Dopamin erfolgt dabei aus der
Aminosaure Tyrosin Uber mehrere Schritte. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt dieser Reaktionskette ist die Umwandlung von Tyrosin in Levodopa mit
Hilfe des Enzyms Tyrosinhydroxylase (TH) (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al.,
2007).

Im Wesentlichen gibt es drei dopaminerge Systeme, welche grundlegende
zerebrale Funktionen steuern (s. Ubersichtsartikel Girault and Greengard,
2004).

e Das nigro-striatale System, mit Projektion der dopaminergen Neuronen
von der Substantia nigra pars compacta zum Striatum, ist vor allem an
der Kontrolle willktrlicher Bewegung beteiligt. Dieses System ist bei der
Parkinson-Krankheit am starksten betroffen (s. Ubersichtsartikel Gerlach
et al., 2007).

e Beim mesolimbischen System innervieren dopaminerge Neuronen von
der Area tegmentalis ventralis die mesolimbischen Regionen (Nucleus
accumbens, Corpus amygdaloideum und Nucleus septi lateralis) oder die
mesokortikalen Regionen (Gyrus cynguli, frontaler und entorhinaler
Cortex). Dieses System spielt bei der Kontrolle motivationsbedingter
Verhaltens-, Lern- und Gedachtnisfunktionen eine entscheidende Rolle
(s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).

e Im tubero-infundibularen System projizieren Neurone vom Nucleus
arcuatus in den Hypothalamus und regulieren dort die Freisetzung von

hypophysaren Hormonen (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).
Die Parkinson-Krankheit ist durch eine fortschreitende Degeneration der nigro-

striatalen, dopaminergen Neuronen charakterisiert. Mit einer massiven

Regression des Dopamin-Gehalts im Striatum kommt es auch zu einer
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einhergehenden Senkung der Aktivitat der TH und der DOPA-Decarboxylase
(Riederer et al., 1978).

Dabei treten die typischen klinischen Symptome erst bei einer Reduktion der
urspranglichen Dopamin-Konzentration um 50-70 % auf (Bernheimer et al.,
1973). Kompensiert werden die symptomatischen Defizite bis zu einer
Degeneration von zwei Dritteln der Neuronen (Plastizitat). Dies geschieht durch
eine erhdohte Dopamin-Synthese der verbleibenden Neuronen (Rausch et al.,
1988) sowie durch eine erhdhte postsynaptische Dopamin-(D1-)Rezeptordichte
der verbliebenen Neuronen im Striatum (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al.,
2007).

Auch noradrenerge Neurone, vor allem im Locus coeruleus, degenerieren bei
der Parkinson-Krankheit (Jellinger et al., 1991). Dieser Verlust ist flr die

dementielle und depressive Symptomatik verantwortlich (Gerlach et al., 1994).

Hypothesen zur Pathogenese der Parkinson-Krankheit

Die exakte Pathogenese der Parkinson-Krankheit ist bisher nicht abschlief3end
geklart. Derzeit existieren verschiedene Hypothesen dazu (s. Ubersichtsartikel
Gerlach et al., 2007).

Danach kann die Schadigung der dopaminergen Neuronen durch die
Veranderung des lonen-Milieus im Rahmen des zellularen Alterungsprozesses
verursacht werden (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007). Aber auch
oxidative Effekte durch reaktive Sauerstoffspezies, freie Radikale oder Redox-
Gleichgewichtsveranderungen  kénnen  zur  dopaminergen  Neuronen-
degeneration und damit zur Krankheitsauspragung beitragen (s.
Ubersichtsartikel Fearnley and Lees, 1991) (s. Ubersichtsartikel Sies, 1991)
(Saporito et al., 1999).

Bisher kennt man auch verschiedene Genloci, die mit der Erkrankung
korrelieren, und es werden immer weitere entdeckt. So ftritt beispielsweise bei
der familiaren Parkinson-Krankheit Typ 1 (PARK1) eine Mutation im -
Synuclein-Gen auf, welche zur Auspragung der Erkrankung fuhrt

(Polymeropoulos et al., 1997). Aulderdem zeigen Verwandte von IPS-Patienten
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ein doppelt so hohes Erkrankungsrisiko wie die Allgemeinbevdlkerung (s.
Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).

Wie auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen kommt es bei der
Parkinson-Erkrankung zu einer abnormalen Akkumulation von fehlgefalteten
Proteinen. Die Uberforderung des Ubiquitin-Proteasom-Wegs, welcher die
fehlgefalteten Proteine abbaut, fuhrt zur Entstehung von a-Synuclein-
enthaltenden Einschluss-Korperchen, die selektiv Neuronen schadigen (Kruger
et al., 2002).

Medikamentose Therapieansatze des IPS

Der aktuelle medikamentdse Goldstandard in der IPS-Therapie ist die Gabe der
natlrlichen Aminosaure L-DOPA. Dies ist ein Vorlaufermetabolit der Dopamin-
Biosynthese. Im Gegensatz zu Dopamin ist es L-DOPA mdoglich die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberwinden und damit in das ZNS zu gelangen. Durch die DOPA-
Decarboxylase wird L-DOPA sowohl im ZNS als auch in der Peripherie zu
Dopamin decarboxyliert. Zur Vermeidung von unerwinschten peripheren
Nebenwirkungen wird oral appliziertes L-DOPA daher zumeist mit einem
peripher wirksamen DOPA-Decarboxylase-Hemmer wie Benserazid oder
Carbidopa kombiniert (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).

Unter der Langzeittherapie mit L-DOPA kann es zu Nebenwirkungen wie
Dyskinesien, motorischen Fluktuationen (,on-off Phanomene) sowie
psychischen Nebenwirkungen wie Halluzinationen und Verwirrtheitszustanden
kommen (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007). In einer Studie entwickelten
45 % der Patienten innerhalb der ersten funf Therapiejahre Dyskinesien, nach
15 Jahren waren es bereits 88 % (Cedarbaum and Olanow, 1991).

Bei therapieresistentem Tremor und bei Fluktuationen werden auch zusatzlich
Anticholinergika eingesetzt (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007). Man geht
davon aus, dass sie einer funktionellen Dominanz cholinerger Interneuronen im
Striatum, welche sich aufgrund des Verlustes dopaminerger Neuronen
entwickelt, entgegenwirken (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007).
Unterstutzend zur L-DOPA-Therapie kommen Catechol-O-Methyltransferase-

(COMT-)Hemmer zum Einsatz, welche das periphere (Entacapon) oder
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zusatzlich das zentrale (Tolacapon) Enzym hemmen. Dadurch wird die
Akkumulation von schadlichen Metaboliten verringert und die Effektivitat von
oral appliziertem L-DOPA erhoht (Gerlach et al., 2004).

Die Dopamin-Rezeptor-Agonisten wirken an den D1- und D2-Rezeptoren im
Striatum und werden bereits in der Fruhphase der Erkrankung eingesetzt
(Gerlach et al., 2003).

Durch die hauptsachlich spat im Krankheitsverlauf und in Kombination mit L-
DOPA verwendeten Monoaminooxidase-B-Hemmer wird der Abbau von
Dopamin im synaptischen Spalt verzégert (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al.,
2007).

Die anti-glutaminerg  wirkenden  N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA-)Rezeptor-
Antagonisten reduzieren das bei der Parkinson-Krankheit auftretende
Ungleichgewicht zwischen Glutamat und Dopamin. Die Hemmstoffe werden vor
allem im Anfangsstadium und spater in Kombination mit L-DOPA appliziert (s.
Ubersichtsartikel Muller, 2012). In Abbildung 1 sind die Wirkprinzipien der

aktuellen medikamentésen Therapie schematisch dargestellt.

COMT- L
Inhibitoren | 3-OMD
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transporter [

Synaptic 6 N , == Postsynapti
COMT e Presynaptic terminal yesilo E terminal
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Tyrosine) = (L00PA) | | (Tyrosine YA  007A IR Dopomine) 1o
Y N
DX - RHAOA> ‘
==g!
Dopaming | MAO-Inhibitoren
periphere DDC- |
. - - =, A
Inhibitoren arocies MAOK> MAO-Inhibitoren
Y\ aoe
]
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Blood-brain S
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Abbildung 1: Therapeutische Ansétze zur Hemmung enzymatischer Ab- und
Umbauprozesse mit dem Ziel der Erhéhung des synaptisch verfiigbaren Dopamins
(Youdim et al. 2006). COMT = Catechol-O-Methyltransferase, DDC = DOPA-
Decarboxylase, MAO = Monoaminooxidase, TH = Tyrosinhydroxylase
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Bei dem Versagen konservativer Therapien kommen als Ultima Ratio
chirurgische  Verfahren wie  Thermokoagulation, Pallidotomie  oder
Thalamotomie zum Einsatz. Der Wirkmechanismus dieser Methoden basiert auf
der Inaktivierung der erhdhten neuronalen Evozierbarkeit der betroffenen Areale
(s. Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007). Neben diesen destruktiven Methoden
gibt es die Neurostimulation, bei der Uber eine Hochfrequenzstimulation eine
neurophysiologische Depolarisation und damit die Inhibierung eines

Kerngebietes erzielt wird (Benabid et al., 1996).

Die aktuelle Parkinson-Therapie wirkt jedoch ausschlie3lich symptomatisch und
versucht den Dopamin-Verlust zu kompensieren oder dessen systemische
Auswirkungen zu reduzieren. Die Therapien sind nicht in der Lage die
Progression der Erkrankung oder den letalen Verlauf zu verhindern. In vielen
Fallen reicht die medikamentose Therapie nicht aus, um ein beschwerdefreies
Leben zu flhren, wozu die erheblichen Nebenwirkungen der einzelnen

Medikamente beitragen.

1.2 Stammzellen

Stammzellen besitzen die Fahigkeit sich kontinuierlich selbst zu reproduzieren
und je nach Stadium in verschiedene Zellarten zu differenzieren.

Bei neurodegenerativen Erkrankungen zielt eine Stammzelltherapie mit
embryonalen Stammzellen (ESC), induzierten pluripotenten Stammzellen
(iPSC), neuralen Stammzellen (NSC) oder mesenchymalen Stammzellen
(MSC) unter anderem darauf ab die degenerierten Zellen zu ersetzen (s.
Ubersichtsartikel Kim et al., 2013). Das Potential solcher Stammzellen, sich in
Neuronen und Gliazellen zu differenzieren (s. Ubersichtsartikel Kim et al.,
2013), bildet die Basis vielversprechender neuer Therapieansatze und wird im

Folgenden auszugsweise vorgestellt.
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Embryonale Stammzellen (ESC)

Pluripotente embryonale Stammzellen (ESC) werden aus embryonalem
Zellgewebe gewonnen. Die Verwendung von humanen ESC ist daher ethisch
sehr umstritten. ESC koénnen sich in nahezu alle Zellreihen differenzieren,
besitzen im Vergleich zu weiter ausdifferenzierten Stammzellen aber auch eine
hdhere Entartungstendenz (Thomson and Marshall, 1998).

ESC wurden schon mehrfach in experimentellen Modellen der Parkinson-
Krankheit eingesetzt. So konnten aus Mausen gewonnene ESC in vitro nach
Behandlung mit Fibroblast growth factor 8 (FGF-8) erfolgreich in NSC und
funktionelle dopaminerge Neurone differenzieren (Kim et al., 2002). Auch
humane ESC sind nach einer In-vitro-Studie in der Lage sich in dopaminerge
Neurone zu differenzieren (Park et al., 2005). Kultivierte ESC und MSC aus
Primaten entwickelten sich nach chirurgischer Transplantation in einem
Primatenmodell fir die Parkinson-Krankheit, zumindest phanotypisch, zu
dopaminergen Neuronen und verbesserten klinisch die parkinsontypischen
neurologischen Ausféalle (Takagi et al., 2005). In vitro differenzierte NSC aus
humanen, fetalen Hirnzellen zeigten, ebenfalls in einem Primatenmodell, nach
direkter Implantation in das Striatum einen positiven therapeutischen Effekt auf
die krankheitsbedingten, klinischen Defizite (Redmond et al., 2008).

In einem weiteren Parkinsonrattenmodell wurden aus humanen ESC
differenzierte, dopaminerge Neuronen chirurgisch in das Striatum transplantiert.
Einige Wochen nach der Transplantation zeigte sich eine signifikante klinische
Verbesserung der parkinsontypischen Defizite in der Behandlungsgruppe (Kriks
etal., 2011).

Neben Tiermodellen wurden ESC auch schon beim Menschen eingesetzt. So
wurden in einer Studie aus humanen ESC striatale Neuroblasten differenziert.
Diese wurden dann bei funf Patienten, welche an Morbus Huntington erkrankt
sind, in das rechte Striatum implantiert. Ein Jahr nach dem Eingriff verbesserten
sich die motorischen und kognitiven Fahigkeiten dieser Patienten. Auch zeigte
sich via PET-Scan eine deutlich hdhere metabolische Aktivitat im Bereich der

zuvor metabolisch reduzierten Areale (Bachoud-Levi et al., 2000).
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Neben den vielversprechenden Studienergebnissen gibt es auch Bedenken. So
werden humane ESC aus menschlichen Embryonen im 8-Zell-Stadium
gewonnen. Dies ist in Deutschland gesetzlich verboten und wird auch weltweit
immer wieder ethisch in Frage gestellt. Aufgrund der Pluripotenz kdnnen sich an
der Implantationsstelle vor allem Teratome entwickeln (Erdo et al., 2003, s.
Ubersichtsartikel Sharpe et al., 2012).

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)

Die iPS in der Parkinsontherapie werden aus adulten, somatischen Geweben
(z. B. Fibroblasten aus Bindegewebe) durch Induktion embryonaler Gene
gewonnen (s. Ubersichtsartikel Takahashi, 2013). Durch eine induzierte
Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren konnen sich Fibroblasten
unter anderem zu Neuronen differenzieren, die in der Lage sind neuronale
Aktionspotentiale und neuronenspezifische Proteine zu generieren. Damit
stellen diese Zellen funktionelle Neuronen dar (Pang et al., 2011).

In einer Studie konnten Fibroblasten durch die induzierte Expression von funf
verschiedenen Transkriptionsfaktoren in dopaminerge Neurone differenziert
werden (Liu et al., 2012). Ein grof3er Vorteil der iPS besteht in der Moglichkeit
autologe und weit ausdifferenzierte Gewebezellen zu ihrer Gewinnung zu
verwenden.

Auf dem Gebiet der Parkinson-Therapie konnten bisher aus Fibroblasten
induzierte dopaminerge Neurone erfolgreich in ein Rattenmodell transplantiert
werden (Wernig et al., 2008). Die transplantierten Tiere zeigten auch hier eine
klinische Verbesserung ihrer parkinsontypischen Symptomatik (Wernig et al.,
2008).

Eine Herausforderung zur verlasslichen Anwendung scheint jedoch die
schwierige, reproduzierbare In-vitro-Umdifferenzierung von ausdifferenzierten
Gewebszellen in dopaminerge Neurone zu sein (s. Ubersichtsartikel Kim et al.,
2013). AuRerdem besteht in vivo auch bei iPS ein Risiko zur Entwicklung eines
Teratoms (s. Ubersichtsartikel Kim et al., 2013).
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Neurale Stammzellen (NSC)

NSC finden sich neben der Embryonalphase von Saugetieren auch im Gehirn
von ausgewachsenen (adulten) Individuen. Sie besitzen die Fahigkeit sich in
Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten zu differenzieren (Flax et al., 1998).
Menschliche NSC koénnen dabei spezifische Neurotransmitter zur
Signaltransduktion produzieren. Auch schitzen sie durch die Synthese
neurotropher Faktoren sich selbst und andere Neurone und unterstitzen das
neuronale Wachstum (Kim, 2004).

In einem Rattenmodell der Parkinson-Krankheit wurden NSC, welche aus
anderen Ratten der gleichen Gattung gewonnen wurden, chirurgisch in das
Striatum transplantiert. Nach einiger Zeit zeigte sich bei den operierten Ratten
eine funktionale, klinische Verbesserung der krankheitsbedingten motorischen
Defizite (Yasuhara et al., 2006).

In einem weiteren Parkinsonrattenmodell wurden NSC aus dem ZNS von
Mausen gewonnen und mit dem TH-Gen (GTPCH-1) transfiziert. Nach
intrastriataler Implantation zeigte sich auch hier eine Verbesserung der
motorischen Defizite bei den behandelten Ratten (Ryu et al., 2005).

Bei der Suche nach neuen Therapieansatzen fur Morbus Huntington wurden
NSC in einem Rattenmodell praventiv, d. h. vor Lasion der Rattenhirne, in das
Striatum implantiert. Dort bewirkten sie eine Verzégerung und Abschwachung
des Krankheitsverlaufes (Ryu et al., 2004).

Auch in einem Rattenmodell der Amyotrophen Lateralsklerose konnten aus
fetalem Ruluckenmark isolierte NSC nach zerebraler Transplantation den

Progress der Erkrankung verzdgern (Xu et al., 2006).

Mesenchymale Stammzellen (MSC)

MSC zahlen zu den adulten Stammzellen und entwickeln sich aus dem
Mesoderm (Prockop, 1997). In der Therapie neurodegenerativer Stammzellen
werden vor allem MSC aus dem Knochenmark (engl. bone marrow
mesenchymal stem cells, BMSC) verwendet. Im Vergleich zu ESC sind MSC in

ihrer Differenzierungsfahigkeit eingeschrankter. Sie koénnen jedoch ohne
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ethische Bedenken sowohl allogen (vom Knochenmarkspender) als auch
autolog (Spender = Empfanger) gewonnen werden.

Im adulten Organismus tragen MSC zur Regeneration des Binde- und
Stutzgewebes bei. Sie kdnnen dabei in verschiedene mesodermale Zelltypen
wie Chrondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten differenzieren (Pittenger et
al., 1999). |hr Differenzierungspotential geht aber auch uber ihre urspringlichen
Differenzierungsgrenzen hinaus (s. Ubersichtsartikel Korbling and Estrov,
2003). Beispielsweise konnen sich aus MSC funktionelle Kardiomyozyten
entwickeln (Makino et al., 1999), deren kardiomyozytische Funktionsfahigkeit
aber kontrovers diskutiert wird (Siegel et al., 2012).

Das Differenzierungspotential der MSC Uberschreitet sogar Keimblattgrenzen.
Sie kénnen sich in ektodermale (z. B. Epithelzellen) oder endodermale Zellen
differenzieren (Harris et al., 2004). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass
MSC durch spezifische Zytokin-Ausschittung zur Unterstitzung der
GefalRneubildung und -reparatur beitragen sowie bei Entzindungen und

Immunreaktion eine Rolle spielen (s. Ubersichtsartikel Barry and Murphy, 2004).

Dass sich MSC sogar in funktionelle, neuronenartige Zellen differenzieren
konnen, wurde in vitro bei MSC von adulten Ratten (Woodbury et al., 2000)
(Dezawa et al., 2004) (Liu et al., 2015) sowie bei MSC aus menschlichen
periapikalen Zysten (Marrelli et al., 2015) gezeigt. MSC sind auch in der Lage
neuroprotektive Faktoren wie Neurotrophin oder den Glia-cell-line-derived
neutrophic factor (GDNF) zu produzieren (Sadan et al., 2009). Die
weiterfUhrende Rolle von MSC im Rahmen innovativer Therapiestrategien fur
Parkinson und andere neurodegenerative Erkrankungen wird in der Diskussion

genauer dargelegt.
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1.3 ZNS-Stammzellapplikation

1.3.1 Chirurgische Stammazellentransplantation

Die chirurgische Transplantation von therapeutisch wirksamen Zellen in das
Gehirn ist moglich, birgt jedoch methodisch bedingt ein hohes Potential fir
Komplikationen (s. Ubersichtsartikel Sinden et al., 1992). Durch den
chirurgischen Eingriff kommt es zu einer direkten Gewebsschadigung und in
Folge moglicherweise zu Entziindungen, zerebralen Odemen und einer
reaktiven Gliose (Finsen et al., 1991) (Perry and Teeling, 2013). Daneben gibt
es potentielle weitere Probleme, wie die Abstollung des transplantierten
Spendergewebes aufgrund von immunologischen Abwehrreaktionen (s.
Ubersichtsartikel Sinden et al., 1992) (Kozlowska et al., 2007) oder eine
reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit des Transplantats durch die
methodisch bedingten Traumata (Shindo et al., 2006).

Ein frihes Absterben von chirurgisch transplantierten therapeutischen Zellen
wurde sowohl bei an Morbus Parkinson erkrankten Menschen (Helt et al., 2001)
als auch bei gesunden Ratten belegt (Coyne et al., 2007). Das Verfahren
scheint daher zur repetitiven Applikation von therapeutischen Stammzellen bei
neurogenerativen Erkrankungen, wie die Parkinson-Krankheit, nicht ideal zu

sein.

1.3.2 Systemische Stammzellapplikation liber das GefaBRsystem

Eine Alternative zu der chirurgischen Applikation ist die systemische Applikation
uber das Blutgefalsystem. Um in das ZNS zu gelangen, missen Therapeutika
nach Applikation in den Blutkreislauf, dazu jedoch die naturliche Barriere der
Blut-Hirn-Schranke uberwinden. Die  Blut-Hirn-Schranke ist eine
Blutbahnverengung durch mit Tight Junctions eng verbundenen Endothelzellen
der Hirnkapillaren sowie der Basalmembran, Astrozyten und Perizyten (s.
Ubersichtsartikel Zlokovic, 2008). Sie bildet damit eine mechanische Barriere

fur groRe Molekulle zwischen dem ZNS und dem peripheren Blutkreislauf. Viele
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potentiell im ZNS therapeutisch wirksame Zellen sind zu grof3, um diese
naturliche Barriere (Blut-Hirn-Schranke) zu passieren. Ob ein Durchtritt dieser
Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke dennoch mdglich ist, wird kontrovers
diskutiert (Meyerrose et al., 2007) (s. Ubersichtsartikel Jiang et al., 2011).

In einem In-vitro-Modell zeigten MSC ahnliche molekulare Mechanismen zur
Transmigration, wie beispielsweise Leukozyten, welche die Blut-Hirn-Schranke
uberwinden kénnen (Liu et al., 2013). Allerdings spiegeln die bisher bekannten
In-vitro-Blut-Hirn-Schranken-Modelle nicht die realen In-vivo-Eigenschaften der
Blut-Hirn-Schranke wider (Liu et al., 2013).

Neben der anzunehmenden geringen Migrationsrate in das ZNS kommt es bei
der intravendsen Gabe zu einer systemischen Verbreitung der applizierten
Zellen. Dies kann zu einer nicht erwlnschten Akkumulation in peripheren
Organen wie Lunge, Leber und Milz fihren (Kraitchman et al., 2005, Hauger et
al., 2006).

In einem Modell zur Transischamischen Attacke (TIA) migrierte, nach
intraarterieller Applikation der therapeutischen Zellen, ein geringer Teil in das
betroffene Hirnareal (Walczak et al., 2008). Jedoch kann es bei intraarterieller
Applikation  zu mikrovaskularen Gerinnseln kommen, die bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Morbus
Alzheimer den ohnehin schon beeintrachtigten zerebralen Blutfluss weiter
einschranken kénnen (Olsen, 1986, Kikuchi et al., 2001).

1.3.3 Die intranasale Applikation

Die intranasale Applikation bietet einen vielversprechenden, nicht invasiven
Ansatz, um therapeutische Substanzen (Molekule, Zellen) an der Blut-Hirn-
Schranke vorbei in das ZNS zu transportieren. Bisher konnten Wissenschaftler
im Tiermodell belegen, dass Uber diese Route eine Vielzahl von Substanzen
(Peptide, Medikamente, Metalle, Viren, Plasmide, Bakteriophagen und Zellen)

in das ZNS migrieren kann (s. Ubersichtsartikel Jiang et al., 2011).
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Intranasale Applikation von Therapeutika

Die Existenz der transnasalen Route zur Umgehung der Blut-Hirn-Schranke
wurde erstmals von Dr. William H. Frey Il 1989 belegt (Frey, 1991b). Inhm gelang
der Nachweis, dass neutrotrophe Zytokine, wie Nerve growth factor (NGF) oder
Fibroblast growth factor (FGF-2), nach intranasaler Applikation das ZNS und
Hirnparenchym erreichen (Frey WH 2nd, 1997, Frey WH 2nd, 1995). Diese
Route wurde im Folgenden durch weitere Untersuchung erfolgreich fur den
Transport von Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (Thorne et al., 2004), aber
auch Neuropeptide, weitere Zytokine und Polynukleotide in das ZNS belegt
(Hanson and Frey, 2008).

In einem Mausemodell von Morbus Alzheimer verzdgerte die Behandlung mit
Zytokine wie NGF die Neurodegeneration und verbesserte die kognitive
Funktion (Capsoni et al., 2002). In einem anderen Rattenmodel fur Schlaganfall
reduzierte die intranasale Gabe von IGF-1 den Hirnschaden durch
Verbesserung der neurologischen Defizite (Liu et al., 2004).

Auch beim Menschen konnte der erfolgreiche Transport von Peptiden wie
Norcortin, Vasopressin oder Insulin in das ZNS nach intranasaler Applikation
nachgewiesen werden (s. Ubersichtsartikel Born et al., 2002). Intranasal
appliziertes Insulin verbesserte in einem Alzheimer-Modell die Merkfahigkeit der
betroffenen Patienten (Benedict et al., 2004). Dies geschah schon nach
einmaliger Gabe einer geringen Dosierung, welche sich dabei nicht auf den
systemischen Insulinhaushalt auswirkte (Reger et al., 2006).

Der Vorteil der intranasalen Applikation von therapeutisch wirksamen
Substanzen in das ZNS besteht vor allem in der nicht invasiven Methodik und
der, im Vergleich zu anderen Methoden, reduzierten systemischen Exposition
und damit deren Nebenwirkungen (Hanson and Frey, 2008).

Die genauen Vorgange des Transports von Substanzen nach intranasaler
Applikation sind noch Gegenstand aktueller Forschung. Das ZNS wird nach
intranasaler Gabe von Therapeutika, aber hauptsachlich entlang einer Route
des Nervus olfactorius und Nervus trigeminus erreicht. Welcher Transportweg

genutzt wird, hangt auch von den chemischen und physikalischen
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Eigenschaften der Medikamente ab (s. Ubersichtsartikel Jiang et al., 2011).

Eine weiterfuhrende Erlauterung folgt in Kapitel 1.3.4.

Intranasale Applikation von mesenchymalen Stammzellen

Auch mesenchymale Stammzellen kénnen Uber die transnasale Route die Blut-
Hirn-Schranke umgehen und zielgerichtet in das ZNS migrieren (Danielyan et
al., 2009). Dabei gelangen die Zellen durch die nasale Mukosa entlang der in
Kapitel 1.3.4 beschriebenen Mirgrationsrouten in das ZNS. Der initiale Mukosa-
Durchtritt der Zellen kann dabei durch die Verabreichung von Hyaluronidase
erleichtert werden (Zwijnenburg et al., 2001, Danielyan et al., 2009). Die 10-30
pm grof3en Zellen sind in der Lage die Lamina cribrosa zu durchdringen und
anschlieBend entweder Uber den Bulbus olfactorius in andere Teile des
Hirnparenchyms zu migrieren oder Uber den Liquor entlang der Cortex-
Oberflache in das Interstitum zu gelangen (Danielyan et al., 2009). MSC
konnten bei naiven Mausen nach der intranasalen Applikation im
Subarachnoidalraum, Bulbus olfactorius, Thalamus, Hippocampus, Kleinhirn

und Cortex nachgewiesen werden (Danielyan et al., 2009).

1.3.4 Die transnasale Migrationsroute

Intranasal applizierte Therapeutika erreichen das ZNS Uber den olfaktorischen
und trigeminalen Migrationsweg (Hanson and Frey, 2008). Dabei wird die
direkte Verbindung der Nervi olfactorii et trigemini von der Nasenhohle bis zum
ZNS genutzt (Hanson and Frey, 2008). In den Anfangen der Erforschung dieser
Migrationsroute ist man hauptsachlich von der olfaktorischen Route (OR; siehe
Abbildung 3), welche Uber den Nervus olfactorius und den Bulbus olfactorius in
das ZNS fuhrt, ausgegangen (Frey, 1991a, Jansson and Bjork, 2002).

Bisher ist diese Route auch der einzig komplett belegte Weg, Uber den
intranasal applizierte MSC (INA-MSC) in das Gehirn gelangen (Abbildung 2).
Nach intranasaler Applikation und Durchtritt durch die Mukosa und Lamina
cribrosa (CP) teilt sich die olfaktorische Route in den Liquor- (1 in Abb. 2) und

Parenchym-Zweig (2 n Abb.2). Beim Liquorzweig (1) verteilen sich die Zellen
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mit dem Fluss des Liquor cerebrospinalis an lateralen Anteilen des Cortex,
Cerebellums und Hirnstamms. Neben der nachgewiesenen Route existieren
weitere als wahrscheinlich geltende Migrationsrouten (Danielyan et al., 2009).
Beim hypothetischen Parenchymzweig (2, Abb.2) migrieren die Zellen direkt
durch das Parenchym. Dieser Zweig kdnnte laut Danielyan et al. (2009) auch
mit dem rostralen Migrationsstrom (RMS), der bei der Migration von neuronalen
Progenitorzellen eine wichtige Rolle spielt, zusammenhangen (Luskin, 1993,
Lois and Alvarez-Buylla, 1994).

==+ olfactory route (OR) CP  cribriform plate
=+ trigeminal route (TR) —===. trigeminal ganglion
@ CSF branch of OR @ parenchymal branch of OR

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Rattenschidels mit den Verteilungsrouten
der MSC nach intranasaler Applikation.

Olfaktorische Route (OR), Trigeminale Route (TR), Liquorzweig (1), Parenchymzweig (2).
Durchgehende Linien entsprechen nachgewiesenen Routen, gestrichelte Linien den
hypothetischen Routen. Lamina cribrosa (CP) (Danielyan et al. 2009)

Die trigeminale Route entlang des Nervus trigeminus besteht aus mindestens
zwei Zweigen, wovon einer die Lamina cribrosa durchtritt und sich im kaudalen
und rostralen Parenchym verteilt. Der andere Zweig fuhrt von der nasalen
Mukosa in das Ganglion trigeminale. Von dort verteilen sich die Zellen in das

Vorderhirn, den Riechkolben (OB) und in kaudale Hirnbereiche wie Hirnstamm
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und Cerebellum (Danielyan et al., 2009). In einem Tierversuch wurde nach
intranasaler Gabe die hdchste IGF-1-Konzentration in der Ursprungsregion des
Nervus trigeminus gefunden (Thorne et al., 2004).

Der schnelle Transport (nach 1 Stunde) der intranasal applizierten Zellen in das
ZNS (Danielyan et al., 2009) lasst vermuten, dass der fur Molekule
beschriebene paravaskulare Transportweg (Rennels et al., 1985, Hadaczek et
al., 2006) auch fur INA-MSC durchgangig ist (siehe Abbildung 4).

Die treibende Kraft fur den Transport der Stoffe zwischen Blutgefallen und
Basalmembran des Umgebungsgewebes sind wahrscheinlich Massen-
stromeffekte und arterielle Pulsationen (perivaskulare Pumpe) (Skipor et al.,
2003, Hadaczek et al., 2006). Makromolekulle wie Albumin oder Liposomen, die
in das Striatum von Ratten injiziert wurden, fand man beispielsweise schon 30
min spater im Globus pallidum (Hadaczek et al., 2006). Auch fur Progesteron
zeigte sich Uber diesen Weg eine schnelle Verteilung im Gehirn (Skipor et al.,
2003).

Trigeminal neural
pathways (o)

@<,

.

’
A iy
Suiny’
-

Abbildung 3: Potentielle Zellroute fiir intranasal applizierte Stammzellen beim Menschen
(s. Ubersichtsartikel Chapman et al. 2013)
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Eine durch die arterielle Pulsation angetriebene, perivaskulare Pumpe wurde
die ubiquitéare und schnelle Verteilung der Zellen im Parenchym und in den
Basalganglien erklaren (Danielyan et al., 2009). Eine weitere Studie unterstitzt
diese Hypothese. Danach benutzen Neuroblasten die Blutgefalle als eine Art
Gerust, um in den Bulbus olfactorius zu migrieren (Bovetti et al., 2007).

Ein weiterer Migrationsweg konnte, zumindest fur kleinere Molekule, entlang
der Lymphbahnen verlaufen. Dies zeigte eine Studie, in der nach intranasaler
Gabe von IGF-1 die Konzentration von IGF-1 in den untersuchten zervikalen

Lymphknoten 18-mal héher war als im Blut (Thorne et al., 2004).

1.4 Zielsetzung der Studie

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Analyse der Biodistribution, des
Uberlebens, der Proliferation sowie des therapeutischen Einflusses von
intranasal applizierten mesenchymalen Stammzellen in einem 6-OHDA-

Rattenmodell der Parkinson-Krankheit.
Folgende vier Teilaspekte wurden dabei behandelt:

o Teilaspekt 1: Es zeigt sich eine schnelle und zielgerichtete Biodistribution
von INA-MSC in die Strukturen des ZNS.

o Teilaspekt 2: Es zeigt sich eine lasionsgerichtete Anreicherung und
Uberleben der INA-MSC im Zielgewebe (Striatum, Substantia nigra), 6,7
Monate nach der Applikation.

o Teilaspekt 3: Es =zeigen sich Zeichen der Proliferation und
Differenzierung der INA-MSC im ZNS als Zeichen der Integration.

e Teilaspekt 4: Es zeigt sich ein therapeutischer Einfluss der INA-MSC auf
das 6-OHDA-ladierte Zielgewebe.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

Chemikalienliste (alphabetisch)

3H-Thymidin (TRK418)
6-OHDA-Hydrobromid

Alpha MEM (minimal essential
medium)

Ascorbinsaure 0,01 %
Atropin-Sulfat

Beta-Tubulin [lI

Carprofen Rimady
Cy3-assoziiertes Anti-Maus-
Immunglobulin G (IgG)
Desipramin -Hydrochlorid
Fotales Kalberserum (FCS)
Hyaluronidase

Jonosteril

Ketavet

Penicillin
Phycoerythrin-konjugierte AK
Phenobarbital (Narcoren)
Smooth muscle alpha actin-
(SMAA)-AK

Streptomycin

TMRred In Situ Cell Death
Detection kid

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland

Pfizer, Deutschland

Dianova, Hamburg, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Pfizer, Deutschland

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien
BD Bioscience, Santa Cruz, CA, USA

Merial, Hallbergmoos, Deutschland

Progen, Heidelberg, Deutschland

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
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Triton 0,1 %
Tyrosinhydroxylase-Antikorper-
(TH-AK)

Ultima Gold Scintillations-
flussigkeit

Vectashield mounting medium

Materialien- und Gerateliste

AnalySIS Software

BD CellQuestPro Software
FACScan
Mikrokanulen-SGE syringes
Olympus BX51
Stereotaxierahmen
Kulturschalen

Software AnalySIS

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Chemicon Schwalbach, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Vector Laberatories Burlingame, CA, USA

Soft Imaging System GmbH, Deutschland
BD Bioscience, San Jose, CA, USA

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

Kiln Farm Milton Keynes, United Kingdom
Olympus, Hamburg, Deutschland
Stoelting, Wood Dale, IL, USA

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Soft Imaging System GmbH, Deutschland

27



2.2 Stammzellengewinnung

2.21 EGFP-Agouti-Ratten-Anzucht zur EGFP-MSC-Gewinnung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten MSC wurden von Herrn Prof.
Robert Weissert (Institut fur Neurologie, Universitat Regensburg) isoliert. Die
transgenen Ratten wurden von Herrn Dr. Jens van den Brandt (Universitat
Greifswald) und Herrn Prof. Reichardt (Institut fir Immunologie, Universitat
Gottingen) generiert.

Um eine Generation von Ratten zu zichten, deren MSC das EGFP (enhanced
green fluorescent protein) exprimieren, wurden die Muttertiere mit EGFP-Gen-
tragenden Lentivirus-Vektoren transfiziert (van den Brandt et al., 2004).

Zur Gewinnung der Lentivirus-Partikel wurde FUGW-Vektor-DNA mit Hilfe der
Plasmide pMDL-RRE, pRSV-REV und pVSV-g in HEK293T-Zellen transferiert.
Das Virus wurde dann mittels Ultrazentrifugation konzentriert, in Phosphat
gepufferter Salzlésung (PBS) resuspendiert und auf Hela-Zellen titriert. Das
daraus gewonnene Viruskonzentrat wurde dann in den Raum zwischen Zona
pellucida und Oolemm (Perivitellin-Raum) bei befruchteten einzelligen
Embryonen injiziert. Die Embryonen stammten von weiblichen Dark-Agouti-
Ratten (DA/OlaHsd) der Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland),
deren Eisprung durch Hormongabe geférdert wurde.

Im Zweizell-Stadium wurden die Embryonen in den Eileiter von
pseudoschwangeren ,Crl:CD(SD)“-Ratten der Firma Charles River (Sulzfeld,
Deutschland) implantiert. Die Zellen der Nachkommen dieser Ratten wurden
anschlieBend mittels Durchflusszytometrie auf die EGFP-Expression
untersucht. Vermittelt durch einen Ubiquitin-C-Promotor im transfizierten
Lentivirus-Vektor wurde das EGFP dann in allen Zellreihen exprimiert.

Alle MaRnahmen entsprachen dabei den gesetzlichen Regulierungen des

Staates Bayern und wurden von der Regierung von Unterfranken genehmigt.
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2.2.2 Gewinnung von mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark

Aus dem gemischten Knochenmark von zehn weiblichen, ein Monat alten Dark-
Agouti-Ratten wurden die EGFP-MSC nach dem Kunststoffadharenz-Prinzip
isoliert. Danach wurden die Zellen in Alpha-MEM (Minimum Essential Medium)
bei 37 °C und unter feuchter Luft mit 5 % Kohlenstoffdioxid kultiviert. Das
Kulturmedium enthielt Desoxyribonukleotide (10 mg/L, 11 mg/L 2 Desoxycytosin
HCI), Ribonukleotide (10 mg/L), Ultraglutamin (434 mg/L), 100 IU/mL Penicillin,
100 pl/mL Streptomycin und 10 % fetales Kalberserum (fetal calf serum = FCS).

Die Stammzellcharakterisierung und das Differenzierungspotential wurden von
Herrn PD Dr. R. Schéfer (Frankfurt am Main) evaluiert. Hierfir wurde eine In-
vitro-Differenzierung in drei Zelllinien durchgefuhrt. Die erfolgreiche
Differenzierung in die jeweilige Zelllinie wurde dann durch die spezifische
Anfarbung mit Oil Red O (Adipogenese), Alkalischer Phosphatase
(Osteogenese) und Safranin O (Chondrogenese) nachgewiesen.

Die Stammzellen wurden durch Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) mit
Hilfe einer FACScan-Analyse (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) isoliert. Zur
Analyse wurde die Software CellQuestPro (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
verwendet. Die untersuchten Zellen wurden davor mit verschiedenen
Phycoerythrin-(PE-)konjugierten AK inkubiert (anti-rat-CD9, -CD11b/c, -CD29, -
CD31, -CD34, -CD39, -CD44, -CD45, -CD73, -CD90, -CD106, -CD133, -
CD143, -CD166, -CD200, -SSEA-1 der Firmen BD Bioscience (San Jose, CA,
USA); Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); Serotec (Raleigh, NC,
USA); Biolegend(San Diego, CA, USA)).

Damit konnte sichergestellt werden, dass die isolierten Zellen positiv fur die
Zelloberflachenproteine CD9, CD29, CD44, CD73, CD90, CD166, CD200 und
SSEA-1 und negativ fir CD11b/c, CD31, CD34, CD39, CD45, CD106, CD133
und CD143 waren.
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2.3 Versuchstiere

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um mannliche Sprague-
Dawley-Ratten (Charles River WIGA GmbH, Sulzheim, Deutschland) mit einem
Korpergewicht zwischen 240 und 300 g. Wahrend der Studiendauer wurden sie
artgerecht in Gruppen von drei bis vier Tieren in Standard-Macrolon-Kafigen
gehalten. Der Raum, in dem sich die Kafige befanden, war temperatur- und
klimareguliert. Die Tiere waren einem zwodlfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus
ausgesetzt, mit Tagesbeginn um 7:00 Uhr morgens. Sie hatten jederzeit freien
Zugang zu Wasser und zu einer standardisierten Nahrung von taglich bis zu
15 g pro Tier. Alle MalRnahmen geschahen unter Einhaltung der ethischen
Richtlinien und wurden von der lokalen Regierungsbehdrde bewilligt

(Regierungsprasidium Tubingen, Genehmigungsnummer ZP1-08).

2.4 Das 6-Hydroxydopamin-induzierte Morbus-Parkinson-Modell

241 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)

Das Neurotoxin 6-OHDA wurde ursprunglich entwickelt, um sympathische (vor
allem noradrenerge) Nervenfasern zu schadigen. 6-OHDA fuhrt primar zu einer
Noradrenalin-Verarmung (Porter et al., 1963) durch die selektive Zerstérung
adrenerger Nervenendigungen. Es fuhrt auch zu einer Reduktion der TH- und
Dopamin-Beta-Hydroxylase-Aktivitat (Thoenen and Tranzer, 1968). Schlielich
kommt es zu einer Degeneration der gesamten katecholaminergen (inklusive
dopaminergen) Neuronen und damit zu einer verringerten Konzentration an
Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin, ihrer Metaboliten und dem TH-Kofaktor
Tetrahydrobiopterin im betroffenen Hirngewebe (Zigmond and Stricker, 1989).

Die toxische Wirkung des 6-OHDA beruht auf der Hemmung der Atmungskette
und damit auf der konsekutiven Ansammlung reaktiver Sauerstoffspezies wie

Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale. Dies fuhrt zur Schwachung der
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Glutathion- und Superoxiddismutase-Aktivitat und schlussendlich zum Zelltod
(Glinka et al., 1997).

Nach Exposition von 6-OHDA im Hirngewebe wird es durch sogenannte
Monoamin-Transporter, die hauptsachlich Noradrenalin und Dopamin
transportieren, prasynaptisch in die Neuronen aufgenommen. Um eine
Degeneration der noradrinergen Neuronen zu verhindern, kann der fur 6-OHDA
hochaffine Noradrenalin-Transporter mit Gabe von Desipramin blockiert
werden. Damit kommt es zu einer vorwiegend dopaminergen
Neurodegeneration (Breese and Traylor, 1970).

Durch direkte, stereotaktische Injektion von 6-OHDA in die Substantia nigra, in
das Striatum oder in den lateralen Ventrikel kann bei Nagern oder Primaten
eine selektive Lasion des nigrostriatalen Systems erreicht werden. Durch diese
Applikationsmethode kann 6-OHDA gezielt in das ZNS appliziert werden. Bei
systemischer Applikation Uber das Blutsystem wirde es andernfalls nicht die
Blut-Hirn-Schranke (iberwinden kénnen (s. Ubersichtsartikel Deumens et al.,
2002).

Eine Injektion in das mediale Vorderhirnblndel bei Ratten fuhrt zu einer fast
vollstandigen Degeneration der dopaminergen Neuronen des nigrostriatalen
und zuséatzlich des mesolimbischen System (s. Ubersichtsartikel Deumens et
al., 2002).

Wird nur eine Hirnhalfte durch die 6-OHDA Injektion ladiert, besteht der Vorteil,
dass immer eine gesunde Seite zum Vergleich zur Verfugung steht. Auch beim
Menschen beginnt die Parkinson-Erkrankung meist in einer Hirnhalfte (s.
Ubersichtsartikel Gerlach et al., 2007). Allerdings treten aufgrund von
Querverbindungen zwischen den dopaminergen Neuronen zu der gesunden
Seite Kompensationsmechanismen auf. So wird z. B. die Dopamin-Synthese
der nicht Iadierten dopaminergen Neuronen durch Adaption (Hochregulation)
der postsynaptischen Dopamin-Rezeptoren erhéht (s. Ubersichtsartikel
Schwarting and Huston, 1996).
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2.4.2 6-OHDA-Lasion (Lasion der dopaminergen Neurone)

Die 6-OHDA-Lasion der Untersuchungstiere wurde von Herrn Dr. Andreas von
Ameln-Mayerhofer, Abteilung Neuropharmakologie, Universitat Tubingen
durchgefuhrt. Die Degeneration der dopaminergen Neuronen geschah dabei
mittels einer unilateralen Injektion von 6-OHDA in das mediale Vorderhirnbindel
(Fasciculus medialis telenzephali). Dafir wurden die Tiere tief narkotisiert.
Jedes Tier erhielt zuerst eine Kurzanasthesie mit Isofluran oder Fentanyl.
Danach wurde Phenobarbital in der Dosierung 64 mg pro Kilogramm
Korpergewicht (mg/kgKG) intraperitoneal appliziert. Um die Atmung wahrend
der Narkose zu erleichtern, wurde zusatzlich niedrig dosiertes Atropin-Sulfat
intravends injiziert (0,5 mg/ml, geldst in 0,1 ml Salzlésung).

Zum Schutz der noradrenergen Neuronen wurden die Tiere 30 min vor der
Applikation von 6-OHDA mit 20 mg/kgKG intraperitoneal appliziertem
Desipramin-Hydrochlorid behandelt.

Pro Tier wurden 12 ug 6-OHDA, als freie Base geldst, in 1 ul 0,01 % (wt/vol)
Ascorbinsaure verabreicht. Die Injektion dieser Emulsion erfolgte unilateral in
das linke, mediale Vorderhirnbundel mit einer Geschwindigkeit von 1,0 pyl/min.
Dies geschah, zur exakten Applikation, unter Verwendung eines
Stereotaxierahmens und 1-ul-Mikrokanulen.

Fir die Injektion im Stereotaxierahmen wurden nach Paxinos et al. (1980)
folgende Koordinaten verwendet: anterior-posterior (AP) = -4,0 mm, lateral (L) =
+1,6 mm und dorsal-ventral (DV) = -8,8 mm, von der Oberflache bis zum
Schadel gemessen (Paxinos et al., 1980). Um eine ausreichende Diffusion des
6-OHDA in das Hirngewebe zu gewahrleisten, blieb die Injektionskanlle noch
fur 7 min nach der Applikation an ihrem Platz.

Nach der Operation wurden die Tiere dann zur Erholung fur einen Tag isoliert.
Zum Schutz vor einer Dehydrierung bekamen die Tiere in dieser Zeit, fur
maximal zwei Tage postoperativ, zusatzlich eine intraperitoneale Infusion mit
der Minerallésung Jonosteril. Die Dosis betrug drei Milliliter pro Tier und Tag.
Zusatzlich wurden die Tiere mit 5 mg/kgKG Carprofen (Rimadyl ®) sofort nach

der Operation und bis zu zwei Tage postoperativ analgesiert.
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2.5 Intranasale Zellapplikation

Vor der intranasalen Zellapplikation erhielten die Tiere eine Kurzanasthesie mit
intraperitoneal appliziertem Ketamin (Ketavet) in der Dosierung von 75 bis 100
mg/kg KG.

Die Tiere der Zellgruppe erhielten zusatzlich intranasal 100 Einheiten
Hyaluronidase, gelost in 24 yl steriler PBS. Die Hyaluronidaseldsung wurde
dabei in zwei Gaben von je 6 pl pro Nasenloch verabreicht. Dafur erfolgte erst
die Gabe von links nach rechts und zwei Minuten darauf die Gabe von rechts
nach links. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten isotone Salzlésung der
gleichen Menge und Applikationsart.

Eine Stunde nach der Vorbehandlung mit Hyaluronidase wurde nach der
gleichen Vorgehensweise entweder die MSC-L6sung (Zellgruppe) oder isotone
Salzlésung (Kontrollgruppe) appliziert.

Die EGFP-MSC-Suspension enthielt entweder 3 x 10° oder 1 x 108 Zellen,
geldst in 24uL steriler, isotoner Salzlésung. Fir die meisten Versuchsmodelle
erhielten die Tiere 3 x 10° Zellen am dritten Tag nach der Operation. Die Tiere
mit der Applikation von insgesamt 1 x 10° Zellen erhielten diese in zwei

Einzelgaben (5 x10° Zellen) am siebten und neunten Tag postoperativ.

2.6 Radioaktive Markierung der MSC

Die radioaktive Markierung der MSC wurde von Herrn PD Dr. Verleysdonk,
Interfakultares Institut fir Biochemie, Universitat Tubingen, durchgefuhrt. Dazu
sind die Zellen bei etwa 20%iger Konfluenz in 75-cm?Kulturschalen fir eine
Woche mit 1 yM 3H-Thymidin (370 kBq) pro ml Medium inkubiert worden.

Nach dreimaligem Waschen mit isotoner PBS-Losung wurde das radioaktive
Medium durch ein nicht radioaktives Medium ersetzt. Die Zellen wurden dann,
bei taglichem Wechsel des Mediums, fur eine weitere Woche kultiviert.

Um nachzuweisen, dass der verbliebene Medienuberstand frei von

Radioaktivitat war, wurden die Proben fur 10 min mit einer Flussigkeits-
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Scintillationsmessung (LKB Rackbeta 1219, Wellesley, MA, USA) in Ultima Gold
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA; 5 ml in 20 ml Ampullen) analysiert.
Nach der Isolation der Zellen aus dem Restmedium wurde eine Teilprobe fur die

Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer verwendet.

2.7 Verteilung der INA-MSC im ZNS

Die radioaktiv markierten MSC wurden insgesamt sechs Ratten (n = 6), in einer
Dosis von 3 x 10° Zellen pro Tier, intranasal verabreicht. Nach vier Stunden sind
die Tiere unter Ketamin-Narkose (100 mg/kgKG) eingeschlafert worden. Das
Herz, die Nieren, die Lunge, die Leber, der Magen, die Milz, das Ruckenmark
und das Gehirn wurden entnommen und gewogen.

Das Gehirn wurde sofort auf einem eisgekuhlten Block seziert und in
Riechkolben (OB), Cortex, Striatum, Hippocampus (HC), Cerebellum (Cer) und
Hirnstamm unterteilt (Heffner et al., 1980, Mayerhofer et al., 2001). Das
verbleibende Hirngewebe wurde gesammelt und konserviert.

Die Proben sind zuerst mit Scheren zerkleinert worden. Dann wurden sie mit
deionisiertem Wasser gemischt und in einem Potter-Elvehjem-Homogenisator
bei einer Umdrehung von 4.000 rpm homogenisiert. Anschlielend wurde die
Probensuspension mit Ultima-Gold-Szintillationsflissigkeit gemischt und per
Flussigkeits-Szintillationszahlung (10 min pro Probe) auf Radioaktivitat
Uberprift.

Aus der gemessenen Radioaktivitat der Probe, dem Anteil der Probe an dem
gesamten Organ und der Radioaktivitat pro MSC (0,074 Bq) liel3 sich die Anzahl

der MSC in den untersuchten Organen bestimmen.
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2.8 Fluoreszenzmikrokopische Analysen

2.8.1 Zellzahlbestimmung

Mittels Kryosektion sind horizontale Schnitte mit einer Dicke von 20 ym aus den
Gehirnen der Ratten angefertigt worden. Fir die fluoreszenz-mikroskopische
Analyse der EGFP-MSC wurden die Schnitte mit dem zellkernspezifischen
Farbstoff 4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) inkubiert.

FUr die Analyse wurden dann horizontale Schnitte aus dem Bereich von -2 mm
bis -8 mm (gemessen von der Oberflache des Hirns) angefertigt.

Die konventionelle Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung der Bilder ist mit
dem Mikroskop Olympus BX51 der Firma Olympus (Hamburg, Deutschland)
und der Software AnalySIS der Firma Soft Imaging System GmbH (Minster,
Deutschland) erfolgt. Zur Bestimmung der Anzahl an EGFP-positiven MSC in
den einzelne Bereichen des Gehirns wurden die Volumina der untersuchten

Schnitte pro Hirn (n = 300) auf das Volumen von 1 mm? extrapoliert.

2.8.2 TH-, Beta-Tubulin-lll-, PCNA- und SMAA-Anfarbung

FUr die Markierung mit den unten beschriebenen Antikérpern wurden
horizontale Schnitte aus den Rattenhirnen der Zellgruppe verwendet.

Die Schnitte wurden mit Methanol bei -20 °C fixiert, gewaschen und
anschlieBend, je nach Versuchsanordnung, mit folgenden monoklonalen
Antikorpern (AK) inkubiert:

e TH-AK (Chemicon, Schwalbach, Deutschland) in der Verdinnung von
1:100. TH ist das Schllisselenzym der Dopaminsynthese und wird zum
Nachweis der dopaminergen Aktivitat markiert.

¢ SMAA-AK (Progen, Heidelberg, Deutschland) in der Verdlinnung von
1:30. SMAA wird zum Nachweis von glatten Muskelzellen, wie sie z. B. in

Blutgefallen des ZNS vorkommen, markiert.
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e PCNA-AK (Chemicon, Schwalbach, Deutschland) in der Verdinnung von
1:25. PCNA ist ein charakteristisches Protein der eukaryotischen
Proliferation.

e Beta-tubulin IlI-AK in der Klonvariante TUJ1 (R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) in der Verdinnung von 1:250. Beta-tubulin-Il|
kommt als spezifisches Protein bei der Bildung neuronaler Mikrotubuli
vor und ist damit ein Hinweis auf die Neurogenese und Axonbildung von

Zellen.

Alle Proben sind fur zwei Stunden mit dem entsprechenden AK bei
Zimmertemperatur inkubiert worden. Die Proben mit AK gegen PCNA, TH und
SMAA wurden nachtraglich ein weiteres Mal mit PBS gewaschen. Dann wurden
sie mit Cy3-assoziiertem Anti-Maus-Immunglobulin G (IgG) im Verdlinnungs-
verhaltnis von 1:500 (Dianova, Hamburg, Deutschland) fur eine weitere Stunde
bei Zimmertemperatur inkubiert.

Die daraus entstandenen Proben wurden mit 0,1 % Triton in PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden sie mit Vectashield mounting medium (Vector
Labaratories, Burlingame, CA, USA) inkubiert, welches DAPI enthalt.

Zur fluoreszenzmikroskopischen Bestimmung der TH-positiven Zellen in der
Substantia nigra wurden Hirnschnitte verwendet, die den gesamten Querschnitt
der Substantia nigra abbildeten. Insgesamt wurde jeder zweite Hirnschnitt der
Substantia nigra (n = 15 pro Tier) und des Striatums (n = 25 pro Tier) analysiert.
Die Anzahl der TH-positiven Zellen in den untersuchten Hirnschnitten wurde

abschlieRend auf die Flache von 1 mm? extrapoliert.

2.8.3 TUNEL-Anfarbung

Zur Bestimmung der Apoptose wurde die TUNEL-Methode (Terminale
desoxynukleotidyl Transferase (tdT) mediated 2-Desoxyuridin-5"-triphospat
(dUTP) biotin nick end labeling) verwendet. Dabei wurden in ausgewahlten
Hirnschnitten (n = 10), von jeweils vier Gehirnen der Zell- und Kontrollgruppe,

die TUNEL-positiven Zellen im Striatum und in der Substantia nigra ausgezahlt.
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Die Schnitte wurden zuerst mit PBS gewaschen und anschlieRend mithilfe des
TMRred InSitu Cell Death Detection kid nach dem Protokoll des Herstellers
(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) angefarbt. Zum Schluss wurden

die Proben mit Vectashield mounting medium (DAPI) inkubiert.

2.9 Statistische Auswertung

Fir die statistische Analyse der Auszahlungsergebnisse wurden die abhangigen
Variablen der EGFP-MSC, (3H-Thy-)MSC-, TUNEL- und TH-positiven Zellen der
Student-t-Verteilung (Vergleich von zwei Gruppen) und der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA = analysis of variance, Analyse von = 3 Gruppen)
unterzogen. Bei multiplen Vergleichen (> 2) wurde zusatzlich der Bonferroni-
Test angewendet. Bei allen Ergebnissen wurde p < 0,05 als statistisch
signifikant definiert.

In den Abbildungen sind die signifikanten Werte mit p < 0,05 mit einem (*) Stern
markiert, Unterschiede mit p < 0,01 mit zwei (**) Sternen und Unterschiede mit
p < 0,001 mit drei (***) Sternen. Die Daten wurden als Mittelwert *

Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean = SEM) dargestellt.
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3  Ergebnisteil

3.1 MSC-Biodistribution nach intranasaler Applikation

3.1.1 Organverteilung der INA-MSC

In Abbildung 4 ist die Verteilung der mit 3H-Thymidin markierten MSC in
verschiedenen Organen, vier Stunden nach intranasaler Applikation von 3 x10°

Zellen, im unilateralen 6-OHDA-Rattenmodell dargestellt (n = 6).
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Abbildung 4: Organverteilung der mit 3H-Thymidin markierten mesenchymalen
Stammzellen. Die Messung erfolgte vier Stunden nach der intranasalen Applikation von 3 x 10°
MSC in einem unilateralen 6-OHDA-Rattenmodell. Die Daten wurden auf den Mittelwert der
Zellzahlen im Gehirn (100-%-Wert) normalisiert. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, (n = 6).
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Unter allen untersuchten Organen ist die mit Abstand héchste MSC-Anzahl im
Gehirn zu finden. Ein Vergleich der einzelnen Organe ergibt einen signifikanten
Unterschied zwischen der hdheren MSC-Anzahl im Gehirn zu allen anderen
analysierten Organen (Herz (p < 0,01), Nieren (p < 0,01), Lunge (p < 0,01),
Magen (p < 0,01), Leber (p < 0,01) Milz (p < 0,01). Diese Befunde weisen auf
ein gezieltes Einwandern der INA-MSC in das Gehirn hin.

Von den Organen aullerhalb des ZNS sind am meisten MSC im Magen zu
finden. In den Magen sind sie vermutlich, nach Applikation in die Nasenhohle,
uber den Nasopharynx und den Schluckakt gelangt. Die einzelnen
Untersuchungstiere zeigen dabei eine grol3e interindividuelle Streuung, was am
ehesten auf eine unterschiedliche Menge an geschluckter Zellsuspension
wahrend der intranasalen Gabe zuruckzufuhren ist.

Die ubrigen Organe imponieren mit einem MSC-Anteil auf vergleichbarem
Niveau (maximal 20 % der im Hirn gemessenen MSC). Diese Daten deuten
darauf hin, dass ein gewisser Teil der INA-MSC in den Blutkreislauf gelangt und

sich von dort aus in den untersuchten Organen anreichert.

3.1.2 Biodistribution der INA-MSC innerhalb des ZNS

In Abbildung 5 ist die Verteilung der INA-MSC zwischen den verschiedenen
Bereichen des Gehirns vier Stunden nach der Applikation von 3 x 10° MSC bei
insgesamt sechs Versuchstieren dargestellt (n = 6).

Die Ergebnisse zeigen eine recht ausgegliche Verteilung der INA-MSC in den
Bereichen des Gehirns, die von Liquor cerebrospinalis umgeben sind. Dies
belegen die Zellzahlen von Rickenmark, Grof3-, Klein- und Stammhirn (siehe
Abb. 5).

Nicht von Liquor umgebene, weiter innen liegende Strukturen, wie das Striatum
oder der Hippocampus, zeigen im Vergleich zu den von Liquor cerebrospinalis
umgebenen Strukturen eine signifikant geringere Anzahl an Zellen (jeweils

signifikant auf p < 0,05).
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Abbildung 5: Verteilung der mit *H-Thymidin markierten mesenchymalen Stammzellen im
Gehirn. Bulbus olfactorius (OB), Hirnrinde (Cortex), Striatum, Hippocampus (HC), Kleinhirn
(Cerebellum), Hirnstamm, Rickenmark und restliches Hirn. Die Gesamtzahl aller detektierten
INA-MSC (Hirn) wurde als 100 % festgelegt. Die Daten wurden vier Stunden nach intranasaler
Applikation von 3 x 105 MSC im unilateralen 6-OHDA-Rattenmodell erhoben (n = 6).

Auch der Bulbus olfactorius, als nervale Verbindung zur Nasenhohle
(Applikationsstelle), beinhaltet auf den ersten Blick eine groRere Menge
radioaktiv markierter MSC. Allerdings zeigt sich hier statistisch kein signifikanter
Unterschied zu dem Rickenmark (p > 0,05), dem Grof3hirn (p > 0,05), dem
Kleinhirn (p > 0,05) und dem Stammhirn (p > 0,05).
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3.2 Lisionsgerichtete Anreicherung und Uberleben der INA-
MSC im Gehirn

3.2.1 Lisionsgerichtete Anreicherung und Uberleben der INA-MSC im
Empfangergewebe

In Abbildung 6 wurde die lasionsgerichtete Anreicherung der INA-MSC in den
durch 6-OHDA geschadigten Arealen des Gehirns via Fluoreszenz-mikroskopie
analysiert. Die Abbildung zeigt die Verteilung der EGFP-MSC in ausgewahlten
Hirnregionen der mit 6-OHDA behandelten Ratten. Die Daten wurden aus
Hirnschnitten, 6,7 Monate nach der intranasalen Applikation von 3 x 10° MSC je

Untersuchungstier, erhoben.
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Abbildung 6: Verteilung der EGFP-MSC in den seitengetrennten Hirnarealen

Dargestellt sind die Zellzahlen pro mm3, in der ipsi- sowie kontralateralen Seite, des Bulbus
olfactorius (OB), Hippocampus (HC), der Seitenventrikel (SV), des Striatums und des Cortex.
Die Messung erfolgte 6,7 Monate nach Applikation von 3 x 10° Zellen (n = 4). *p < 0,05, p** <
0,01, ***p < 0,001.
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Die Daten aus Abbildung 6 sind seitengetrennt dargestellt (ipsilateral = mit 6-
OHDA-Behandlung; kontralateral = ohne 6-OHDA-Behandlung) und stammen

aus der Analyse von insgesamt vier Untersuchungstieren (n = 4).

Die grofite MSC-Anzahl findet sich im Striatum und dort vor allem auf der
ipsilateralen, 6-OHDA-ladierten Seite (signifikant mit min. p < 0,05, zu jeder
anderen analysierten Struktur). Bei den restlichen untersuchten Strukturen zeigt
sich eine recht ausgeglichene Verteilung auf niedrigem Niveau.

Im Bulbus olfactorius und dem Cortex findet sich kein Unterschied zwischen der
ipsilateralen, ladierten Seite und der kontralateralen, gesunden Seite (p > 0,05).
Vor allem im Striatum als einseitig 6-OHDA-behandelte Struktur sind signifikant
mehr MSC auf der geschadigten, ipsilateralen Seite zu finden (p < 0,01).
Ebenso sind mehr MSC auf der ipsilateralen, geschadigten Hirnseite im
Vergleich zur kontralateralen Seite im Seitenventrikel (p < 0,05) und dem
Hippocampus (p < 0,05) zu finden. Beide Strukturen haben dabei eine
anatomische Nahe zum Striatum gemeinsam. Diese Befunde sprechen fur eine
|asionsgerichtete Anreicherung der INA-MSC um die und vor allem in den
ladierten Strukturen im 6-OHDA-Rattenmodel.

3.2.2 Lokalisation von MSC in der Nahe von Nervenfasern und GefaRen

Abbildung 7 und 8 zeigen die spezifische Anreicherung der INA-MSC an
bestimmten Gewebsstrukturen, wie Nervenfasern und GefalRe. Die Bilder sind
jeweils fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen aus dem ipsilateralen Striatum
einer 6-OHDA-behandelten Ratte, 6,7 Monate nach intranasaler Applikation von
3 x 10°MSC.
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In Abbildung 7 wurden die Nervenfasern mit B-Tubulin IlI-AK (rot) markiert. Die
MSC, welche sich in unmittelbarer Nahe zu der schrag gerichteten Nervenfaser
befindet, ist an ihrer grinen Farbung (EGFP-markiert) zu erkennen. Diese
Darstellung steht exemplarisch fur die haufig beobachtete raumliche Nahe der

MSC zu Nervenfasern in vielen Hirnschnitten.

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus dem ipsilateralen Striatum einer
6-OHDA-Ratte, 6,7 Monate nach intranasaler Applikation von MSC.
Dargestellt sind die EGFP-MSC (grlin), das Tubulin beta Il (rot) und die Zellkerne (blau).
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In Abbildung 8 wurden die glatten Muskelzellen, wie sie im Gehirn vor allem als
Bestandteil von arteriellen Blutgefalien vorkommen, mit Hilfe von SMAA-AK
(rot) markiert. Auch hier zeigt sich in der exemplarischen Abbildung eine
eindeutige raumliche Nahe einer MSC (grun) zu dem mit SMAA-AK markierten

Gefaly. Die Zellkerne der umgebenden Zellen sind mit DAPI (blau) markiert.

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus dem ipsilateralen Striatum einer
6-OHDA-Ratte, 6,7 Monate nach intranasaler Applikation der MSC.

Dargestellt sind die EGFP-MSC (griin), das Smooth muscle alpha actin (SMAA) (rot) und die
Zellkerne (blau).
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3.3 Differenzierung und Proliferation der INA-MSC im
Empfangergewebe

3.3.1 Die Differenzierung der INA-MSC

Dass die MSC in der Lage sind sich in funktionelle neuronenartige Zellen zu
differenzieren, wurde bereits in der Einleitung erwahnt. Ein Hinweis, dass auch
die INA-MSC im 6-OHDA-Modell diese Differenzierungsfahigkeit besitzen, ist
exemplarisch in Abbildung 9 dargestellt. Es handelt sich um eine
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus dem ipsilateralen Striatum einer 6-
OHDA-Ratte.

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus dem ipsilateralen Striatum einer
6-OHDA-behandelten Ratte, 6,7 Monate nach intranasaler Applikation von 3 x 10° MSC.
Der Balken im unteren, rechten Bildrand entspricht 100 Mikrometern. Dargestellt sind die
EGFP-positive MSC (griin), das TH (rot) und die Zellkerne (blau),
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Der Hirnschnitt wurde 6,7 Monate nach intranasaler Applikation von 3 x 10°
MSC erstellt. Markiert sind auf der Abbildung die EGFP-positive MSC (grun),
die mit DAPI-gefarbten Zellkerne (blau) und das mit AK-markierte TH (rot).

Wie an der MSC im linken, mittleren Bildabschnitt zu erkennen ist, zeigt sich der
Nachweis von TH direkt an der EGFP-markierten Zelle. Dies steht fur einen
exemplarischen, bildlichen Hinweis auf die Differenzierung der INA-MSC in eine

TH-exprimierende, neuronenartige Zelle.

3.3.2 Die Bildung von Auslaufern als Zeichen der Integration und
Differenzierung

Die Integration und Differenzierung der INA-MSC im zerebralen
Empfangergewebe zeigt sich auch durch die Bildung von Zellauslaufern. Diese
Differenzierungszeichen wurden, 4,5 Monate nach der intranasaler Applikation

von je 1 x 108 MSC, an drei Ratten untersucht.

3.3.2.1 Der Seitenvergleich der ,,auslauferbildenden” MSC in
ausgewahlten Hirnstrukturen

Die Anzahl und die Verteilung der auslauferbildenden MSC (pro mm3) in
verschiedenen, ausgewahlten Hirnregionen ist in Abbildung 13 dargestellt.
Untersucht wurden der Bulbus olfactorius (OB), das Seitenventrikel (SV), die
Substantia nigra (SN), das Striatum (striatum), der Hippocampus (HC), der
Cortex (Cortex) sowie die Gesamtanzahl, jeweils ipsi- und kontralateral
betrachtet.

Das Ergebnis zeigt, dass die auslauferbildenden MSC Uberwiegend auf der
ipsilateralen Hirnseite auftreten, im Speziellen in den ladierten Strukturen, dem
Striatum und der Substantia nigra (siehe Kapitel 3.7.2). Die Gesamtzahl aller
ausgezahlten auslauferbildenden MSC der |adierten, ipsilateralen Seite ist im
Vergleich zur kontralateralen Seite signifikant grof3er (p < 0,01). Dabei zeigt sich
ein deutlicher Unterschied zwischen der ipsi- und kontralateralen Seite flr das
Striatum (p < 0,001) und die Substantia nigra (p < 0,001).
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Abbildung 10: Verteilung der auslauferbildenden (,,process-bearing*“) MSC

Die Angaben sind pro mm?3, 4,5 Monate nach der intranasalen Applikation von 1 x 10 MSC, auf
der ipsilateralen, ladierten Seite (weilte Balken) und auf der kontralateralen Seite (graue
Balken): Bulbus olfactorius (OB), Seitenventrikel (SV), Substantia nigra (SN), Striatum,
Hippocampus (HC), Cortex sowie die Gesamtanzahlen (total). *p < 0,05, p** < 0,01, ***p <
0,001. (n = 3).

Im Vergleich zum ipsilateralen Striatum und zur ipsilateralen Substantia nigra
zeigt sich in allen anderen untersuchten Strukturen eine deutlich geringere
Anzahl an auslauferbildenden MSC (p < 0,01). Daneben ist auch im
ipsilateralen Hippocampus eine signifikant groRere Anzahl MSC, im Vergleich
zur kontralateralen Seite, festzustellen (p < 0,05). Im Bulbus olfactorius findet
sich zwar die geringste Anzahl an MSC, doch auch hier ergibt sich statistisch
eine groRere Menge auf Seiten der ipsilateralen, ladierten Hirnseite (p < 0,01).
Die Seitenverteilung beim Cortex und Seitenventrikel zeigte keine signifikanten

Unterschiede.

47



3.3.2.2 Die Verteilung der auslauferbildenden MSC in der ladierten
Hirnseite

Bei isolierter Betrachtung der auslauferbildenden MSC in den Hirnarealen der
ipsilateralen Seite (Abb. 11) bestatigt sich eine deutliche Ansammlung der INA-
MSC in der Substantia nigra und dem Striatum.
Die Anzahl der auslauferbildenden MSC im Striatum ist im Vergleich zur Anzahl
der auslauferbildenden MSC im Bulbus olfactorius (p < 0,01), Seitenventrikel (p
< 0,01) und Cortex (p < 0,01) signifikant hoher.
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Abbildung 11: Verteilung der auslauferzeigenden (,,process-bearing”) Zellen in der
ladierten Hirnseite

Die Angaben sind pro mm?, 4,5 Monate nach der intranasalen Applikation von 1 x 10¢ EGFP-
MSC: Bulbus olfactorius (OB), Seitenventrikel (LV), Substantia nigra (SN), Striatum,
Hippocampus (HC), Cortex sowie die Gesamtanzahlen (total). *p < 0,05, p** < 0,01, ***p <
0,001 (n = 3).
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Auch in der Substantia nigra finden sich signifikant mehr auslauferbildende
MSC im Vergleich zum Cortex (p < 0,01), zu den Seitenventrikeln (p < 0,01) und
zum Bulbus olfactorius (p < 0,001).

Die drittgrof3te Anzahl an auslauferbildenden MSC zeigt sich im Hippocampus.
Hier ist zugleich aber auch eine vergleichsweise hohe Streuung der Zellzahlen
zwischen den einzelnen Untersuchungstieren festzustellen. Wegen dieser
hohen Streuung ergibt sich im Vergleich zwischen Hippocampus, Striatum und
Substantia nigra kein statisch signifikanter Unterschied.

Allgemein treten auferhalb der Substantia nigra, des Striatums und des
Hippocampus nur geringe Mengen auslauferbildender MSC auf, was als

Hinweis auf eine lasionsgerichtete Differenzierung gewertet werden kann.

3.3.3 Die Proliferation der intranasal applizierten mesenchymalen
Stammzellen im Empfangergewebe

Abbildung 12: Expression von Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in INA-MSC
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus dem ipsilateralen Striatum einer 6-OHDA-Ratte, 4,5
Monate nach intranasaler Applikation von 1 x108 MSC. Der Balken im unteren, rechten Bildrand
entspricht 50 ym. Markiert sind die EGFP-MSC (griin), das PCNA (rot, rosa) und die Zellkerne
(blau).
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Um die Proliferationsfahigkeit der INA-MSC im Empfangergewebe
nachzuweisen, wurde das Vorkommen an PCNA-AK in den INA-MSC
untersucht. PCNA ist ein Protein, das bei der Mitose wahrend der S-Phase die

DNA umgibt, und eignet sich somit ideal zum aktiven Proliferationsnachweis.

Abbildung 12 =zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus dem
ipsilateralen Striatum einer 6-OHDA-I&dierten Ratte. Die Aufnahme wurde aus
einem Hirnschnitt, 4,5 Monate nach intranasaler Applikation von 1 x10°® MSC,
angefertigt. Es handelt sich um ein exemplarisches Bild, auf dem das rétlich
markierte PCNA in einer grunlich (EGFP) markierten MSC zu sehen ist. Blau
(DAPI) sind dabei wieder die Zellkerne markiert. Der Nachweis von PCNA in der
MSC belegt die aktive Zellteilung dieser EGFP-markierten INA-MSC, 4,5

Monate nach der Applikation.
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Abbildung 13: Verteilung der fiir PCNA positiven MSC

Analyse, 4,5 Monate nach der intranasalen Applikation von 1 x 108 EGFP-MSC: Bulbus
olfactorius (OB), Seitenventrikel (LV), Substantia nigra (SN), Striatum (striatum), Hippocampus
(HC), Cortex (cort), Gesamtanzahl (total). *p < 0,05, p** < 0,01, ***p < 0,001 (n = 3).
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Die fur PCNA positiven, EGFP-markierten INA-MSC wurden, getrennt nach
Seiten (ipsi- und kontralateral) und Hirnarealen, unter dem Fluoreszenz-
mikroskop ausgezahlt. Die Hirnschnitte wurden 4,5 Monate nach intranasaler
Applikation von 1 x108 MSC bei insgesamt 3 Untersuchungstieren angefertigt.
Die Ergebnisse sind, extrapoliert auf 1 mm?3, in Abbildung 13 dargestelit.

Die grofte Anzahl an PCNA-positiven MSC pro 1 mm? zeigt sich im Striatum
und Subtstantia nigra. Im Vergleich der ipsi- zur kontralateralen Seite zeigt sich
eine signifikant groRere Menge an proliferierenden MSC auf der ipsilateralen,
ladierten Seite (Substantia nigra p < 0,001; Striatum p < 0,01).

Im Vergleich zwischen ipsilateraler und kontralateraler Seite der verbliebenen
untersuchten Hirnareale zeigt sich statistisch nur beim Hippocampus ein
signifikanter Unterschied von mehr PCNA-positiven MSC auf der ipsilateralen,
|adierten Seite (p < 0,05). Fur die anderen Hirnstrukturen (Bulbus olfactorius,
Cortex, Seitenventrikel) sind aufgrund der hohen Streuung keine statistisch

signifikanten Verteilungsunterschiede feststellbar.

3.4 Therapeutischer Einfluss auf die dopaminerge Aktivitat

3.4.1 Das Tyrosinhydroxylase-Vorkommen nach intranasaler Applikation
von mesenchymalen Stammzellen

Der Nachweis des Enzyms Tyrosinhydroxylase (TH), als Schlisselenzym der
Dopaminsynthese, dient der Beurteilung der dopaminergen Aktivitat im Bereich
der dopaminergen Neuronen (Striatum und Substantia nigra).

Die Auswirkung der INA-MSC auf die dopaminerge Aktivitat im Bereich der 6-
OHDA-ladierten Hirnstrukturen lasst sich am Vorkommen und der Menge an TH
quantifizieren. Dazu wurde exemplarisch ein fluoreszenzmikroskopisches Bild
des Striatums (Abbildung 14) und der Substantia nigra (Abbildung 15)
ausgewahlt. Bei allen Abbildungen handelt es sich um einen Ausschnitt der
ipsilateralen Hirnhalfte, 4,5 Monate nach der Behandlung mit 6-OHDA. Der
jeweils linke Ausschnitt, sowohl in Abbildung 14 als auch in Abbildung 15, ist

eine Aufnahme aus der Zellgruppe nach intranasaler Applikation von 1 x 10°
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EGFP-MSC. Der jeweils rechte Ausschnitt stammt von der Kontrollgruppe ohne
INA-MSC, die ebenfalls 4,5 Monate nach der 6-OHDA-Behandlung untersucht

wurde.

Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Striatums

Das Bild zeigt das Striatum von mit 6-OHDA behandelten Ratten (ipsilaterale Seite), 4,5 Monate
nach (links), oder ohne (rechts) intranasaler Applikation von 1 x 108 EGFP-MSC. Die rote
Farbung entspricht der Tyrosinhydroxylase. Die blauen Punkte sind die mit DAPI angefarbten
Zellkerne.

Im linken Ausschnitt von Abbildung 14 ist, 4,5 Monate nach Behandlung mit
INA-MSC, eine deutliche disseminierte, teils konfluierende rote Flache zu
sehen. Diese rotliche Farbung wird durch den rotfluoreszierenden TH-AK
hervorgerufen und zeigt ein flachig verteiltes Vorkommen an TH im gesamten
Bildausschnitt des Striatums der Zellgruppe. An Stellen, wo es zu einem
deutlich konzentrierten TH-Vorkommen kommt, wie am rechten Teil des linken

Ausschnittes, ist die Anfarbung hellrot.

Im Vergleich dazu ist die rotliche Fluoreszenz im rechten Ausschnitt von
Abbildung 14, jene der Kontrollgruppe ohne INA-MSC, deutlich geringer
ausgepragt. Teilweise ist auch keine rétliche Fluoreszenz zu erkennen. Dieser
Unterschied zeigt exemplarisch, dass 4,5 Monate nach Behandlung mit 1 x 108
INA-MSC im 6-OHDA-Rattenmodell ein sichtbar hdoheres TH-Vorkommen im

Striatum der Zellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen ist.
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Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Substantia nigra

Das Bild zeigt die Substantia nigra von 6-OHDA behandelten Ratte (ipsilaterale Seite), 4,5
Monate nach (links), oder ohne (rechts) intranasale Applikation von 1 x 108 EGFP-MSC. Die
rote Farbung entspricht der Tyrosinhydroxylase. Die blauen Punkte sind die mit DAPI
angefarbten Zellkerne.

Auch in der Abbildung der Substantia nigra (Abbildung 15) ist im linken
Ausschnitt der Zellgruppe eine deutliche konfluierende, rote Flache mit
intensiven roten Stellen zu erkennen. Im Vergleich dazu ist im rechten
Ausschnitt der Kontrollgruppe eine vergleichsweise geringe Menge an roétlicher
Fluoreszenz zu sehen. Auch hier lasst sich also exemplarisch festhalten, dass
4,5 Monate nach Behandlung mit 1 x 108 INA-MSC eine visuell deutlich groRere
Menge an TH in der Substantia nigra der Zellgruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe festzustellen ist.

3.4.2 Der Vergleich der Tyrosinhydroxylase exprimierenden MSC

Dass INA-MSC in der Lage sind TH zu exprimieren, zeigt der Nachweis von TH-
AK in unmittelbarer Nahe des EGFP-Signals einer INA-MSC. In Abbildung 16 ist
die Verteilung dieser TH-exprimierenden INA-MSC zu sehen. Die Abbildung
zeigt das Vorkommen in ipsi- und kontralateralen Substantia nigra in EGFP-
MSC pro mm? Die verwendeten Hirnschnitte stammen von drei 6-OHDA-

ladierten Ratten, 4,5 Monate nach intranasaler Applikation von 1x 106 MSC.
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Abbildung 16: Anzahl der TH positiven (TH+) und TH negativen (TH-) EGFP-MSC pro mm?
4,5 Monate nach intranasaler Applikation von 1 x 10® MSC in der ipsilateralen, ladierten
Substantia nigra (SN) und in der kontralateralen SN. *p < 0,05, p** < 0,01, ***p < 0,001 (n = 3).

Im Vergleich der TH-positiven MSC zeigt sich bei der Iadierten, ipsilateralen
Seite der Substantia nigra eine deutlich héhere Anzahl an TH-positiver MSC im
Vergleich zur kontralateralen Seite (p < 0,05). In isolierter Betrachtung der
ipsilateralen Seite sind auch hier deutlich mehr TH-positive MSC als TH-
negative MSC (p < 0,05) zu finden. Wahrend es auf der kontralateralen Seite
keinen signifikanten Unterschied zwischen TH-positiven und TH-negativen MSC
gibt.

Die Ergebnisse belegen damit, dass 6,7 Monaten nach INA-MSC,
|lasionsgerichtet in der Substantia nigra, signifikant mehr TH-exprimierende

MSC existieren.
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3.4.3 Die dopaminerge Aktivitat im Empfangergewebe

Der Einfluss von INA-MSC auf das dopaminerge System im Empfangergewebe
kann anhand der Messung der TH-positiven Flachen gezeigt werden. In
Abbildung 17 ist daflr die gesamte, auf TH positive Flache des ipsi- und
kontralateralen Striatums von sechs 6-OHDA-Iadierten Ratten dargestellt (n =
6). Die Resultate der Zellgruppen stammen von Ratten 4,5 Monate nach
intranasaler Applikation von 1 x10°¢ Zellen. Als Kontrollgruppe dienten 6-OHDA-
|adierte Ratten ohne MSC-Behandlung.
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Abbildung 17: Vergleich der TH-positiven Flache (mm?) im ipsi- sowie kontralateralen
Striatum der MSC-Gruppe (weiRe Balken) und der Kontrollgruppe (graue Balken)

Die Tiere der MSC-Gruppe erhielten eine intranasale Applikation von 1 x 108 EGFP-MSC. Die
Auswertung erfolgte 4,5 Monate nach INA-MSC oder PBS Gabe, nach unilateraler Lasion mit 6-
OHDA. *p < 0,05, p** < 0,01, ***p < 0,001, (n = 6).

Die Ergebnisse zeigen, dass die TH-positive Flache auf der ipsilateralen Seite

der INA-MSC-Gruppe signifikant grof3er ist im Vergleich zur ipsilateralen Seite
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der Kontrollgruppe (p < 0,001). Dieser Befund belegt eine erhdhte TH-Aktivitat,
gemessen an der groReren Flache auf der ladierten Seite nach Behandlung mit
INA-MSC im Vergleich zur Kontrollgruppe. Demgegenuber ist bei den nicht
ladierten, kontralateralen Seiten der Zell- und Kontrollgruppe eine nahezu
identische TH-positive Flache ohne statistischen Unterschied festzustellen.
Sowohl in der Zell- als auch in der Kontrollgruppe ist die TH-positive Flache auf
der ipsilateralen, Iadierten Seite im Vergleich zur kontralateralen Seite jeweils
signifikant kleiner (p < 0,001).

Neben der TH-positiven Flache ist zur Analyse des therapeutischen Einflusses
der INA-MSC auch die Anzahl aller TH-positiven Zellen pro Flache
beweiskraftig. Hierfur ist in Abbildung 18 die Anzahl der TH-positiven Zellen pro

mm? dargestellt.
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Abbildung 18: Vergleich der TH-positiven Zellen (pro mm?) im ipsi- sowie kontralateralen
Striatum der MSC-Gruppe (weiRe Balken) und der Kontrollgruppe (graue Balken)

Die Tiere der MSC-Gruppe erhielten eine intranasale Applikation von 1 x 108 EGFP-MSC. Die
Auswertung erfolgte 4,5 Monate nach der unilateralen Lasion mit 6-OHDA. *p < 0,05, p** <
0,01, **p < 0,001, (n = 6).
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Es zeigt sich, 4,5 Monate nach intranasaler Applikation von 1 x 108 MSC, eine
signifikant hohere Anzahl an TH-positiven Zellen in der ipsilateralen, ladierten
Seite der Zellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,015). Auf der
kontralateralen Seite ist kein Unterschied zwischen Zell- und Kontrollgruppe
festzustellen.

Zusammenfassend sind sowohl die TH-positiven Zellen als auch die TH-positive
Flache auf der ipsilateralen Seite der Zellgruppe, 4,5 Monate nach INA von 1 x

108 MSC, signifikant gréRer im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.4.4 Die Apoptose der Empfangergewebezellen

Neben dem Einfluss der INA-MSC auf die Thyrosinhydroxylase und damit auf
die dopaminerge Aktivitat ist auch ein moglicher protektiver Effekt der MSC auf
die Empfangergewebszellen wahrscheinlich. Durch die Analyse des Einflusses
der INA-MSC auf die Apoptose kann dies genauer betrachtet werden. Zur
Quantifizierung wurden DNA-Bruchstlcke in den apoptotischen Zellen der Zell-
und Kontrollgruppe mittels TUNEL markiert. Abbildung 20 zeigt die TUNEL-
positiven Empfangergewebszellen im Striatum und der Substantia nigra, 4,5
Monate nach unilateraler 6-OHDA-Lasion der Zell- und der Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse zeigen, dass in der Kontrollgruppe jeweils auf der ipsilateralen,
ladierten Seite im Striatum und der Substantia nigra eine deutlich erhdhte
Apoptoserate im Vergleich zur gesunden, kontralateralen Seite besteht (je p <
0,001). Nach Behandlung mit INA-MSC zeigt sich eine signifikante Reduktion
der Apoptose-Raten auf der ipsilateralen Seite im Vergleich zur Kontrollgruppe

(Striatum: p < 0,01, Substantia nigra: p < 0,01).
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Abbildung 19: Vergleich der TUNEL-positiven Zellen (pro mm3 im ipsi- sowie
kontralateralen Striatum (graue Balken) und in der Substantia nigra (graue Balken) in der
MSC- (Zell) und Kontrollgruppe (Ktrll)

Die Tiere der MSC-Gruppe erhielten eine intranasale Applikation von 1 x 108 EGFP-MSC. Die
Auswertung erfolgte 4,5 Monate nach der unilateralen Lasion mit 6-OHDA. *p < 0,05, p** <
0,01, ***p < 0,001 (n = 6).

Auf der kontralateralen Seite bewegt sich die Apoptose-Rate in beiden Arealen
auf einem niedrigen Niveau und war zwischen Zell- und Kontrollgruppe nicht
signifikant verschieden. Nach der Behandlung mit INA-MSC zeigt sich damit
eine niedrigere Anzahl an TUNEL-positiven Zellen im Striatum und in der
Substantia nigra, ohne signifikanten Unterschied zu der Apoptose-Rate der

nicht ladierten, kontralateralen Seite.
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4 Diskussion

4.1 Biodistribution und Migrationsrouten der INA-MSC

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.1 zeigen eine schnelle und zielgerichtete
Biodistribution der intranasal applizieten MSC in das Gehirn der 6-OHDA-
behandelten Ratten.

Die Uberwiegende Anzahl der intranasal applizierten MSC gelangte Uber die
transnasale Route in das Gehirn. Ein Teil der Zellen wurde auch im Magen
wiedergefunden, was am ehesten durch das Verschlucken der Zellsuspension
zu erklaren ist. Die in der Lunge nachgewiesenen MSC koénnten jedoch
ebenfalls Uber die Aspiration der Zellsuspension in das Lungengewebe gelangt
sein. Auch eine Verteilung Uber die Blutbahn in verschiedene Organe erscheint
moglich. Dafur ware die Einwanderung der MSC durch die nasale Schleimhaut
in die Blutgefalie eine Erklarung. Fur einen moglichen Weg des Zelltransports
uber die Blutbahn spricht auch die relativ gleichmaRige Verteilung der MSC

uber die anderen untersuchten Organe hinweg.

Bei der Analyse der Verteilung der INA-MSC im Gehirn zeigten sich vier
Stunden nach der Applikation die grof3ten Zellmengen in dem Cerebellum, dem
Cortex, dem Hirnstamm und dem Ruckenmark. Diese Befunde scheinen
zunachst den Ergebnissen einer anderen Studie aus 2009 (Danielyan et al.,
2009) zur Biodistribution von INA-MSC, bei denen die meisten Zellen im Bulbus
olfactorius gefunden wurden, zu widersprechen. In Danielyan et al. (2009)
wurden jedoch die Hirnschnitte bereits eine Stunde nach intranasaler
Applikation der MSC angefertigt und nicht erst nach vier Stunden. Daher ist in
der hier vorgestellten Analyse, vier Stunden nach INA-MSC, von einer weiter

vorangeschrittenen Migration auszugehen.

Zusammenfassend weisen die vorgestellten Resultate zur Biodistribution der

INA-MSC zusammen mit den Ergebnissen aus Danielyan et al. 2009 auf eine
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schnelle, zielgerichtete Verteilung der INA-MSC Uber die transnasale Route in

das Gehirn hin.

Wie bereits ausfiuhrlich in Kapitel 1.3.4. vorgestellt ist der wahrscheinlichste
Migrationsweg der MSC, um in das Gehirn zu gelangen, der perineurale Weg
uber den Nervus olfactorius und Nervus trigeminus. Dieser perineurale Weg
bietet eine schnelle und sichere Mdaglichkeit, Molekule Uber die Blut-Hirn-
Schranke hinweg in das ZNS zu transportieren (s. UbersichtsartikelJiang et al.,
2011, Pardeshi and Belgamwar, 2013). Er eignet sich nachgewiesenerweise
aber auch fur MSC, um in das ZNS zu gelangen und von dort in verschiedene
Strukturen des Grof3hirns und des Hirnstamms zu migrieren (Danielyan et al.,
2009). Die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit unterstitzen diese Annahme
von Danielyan et al., 2009.

Im ZNS angekommen verteilen sich die MSC dann hauptsachlich entlang der
Routen des Liquor cerebrospinalis (Danielyan et al., 2009). Ein weiterer Grund
fur die recht rasche Verteilung der INA-MSC kdnnte auch an der in Kapitel 1.3.4
erlauterten ,perivaskularen Pumpe® liegen. Entlang des Raumes zwischen dem
Endothel der GefalRe und der Basalmembran des umgebenden Gewebes
verhalt sich die ,perivaskulare Pumpe® durch die arterielle Pulsation wie ein
lymphatisches System. Dadurch kénnen Molekile parallel zum arteriellen Fluss,
passiv und vor allem schnell, in das Parenchym des Gehirns transportiert
werden (Danielyan et al., 2009). Dieser Mechanismus trug wahrscheinlich
zusatzlich zu der schnellen Distribution der INA-MSC in der hier vorliegenden
Arbeit bei.

Da die INA-MSC, vier Stunden nach der Applikation, vor allem Bereiche wie den
Hirnstamm und das Ruckenmark erreicht haben, scheint die intranasale
Applikation besonders geeignet fur Erkrankungen, die mit diesen Bereichen
assoziiert sind (Danielyan et al., 2011). Dazu gehdéren neben dem Morbus
Parkinson auch Erkrankungen wie Hirnstamminfarkte, Amyothrophe
Lateralsklerose, Multiple Sklerose oder traumatische Verletzungen (Danielyan
etal., 2011).
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Bei dem Versuchsaufbau in der vorliegenden Arbeit wurde den Tieren vor der
INA-MSC-Gabe das Enzym Hyaluronidase intranasal appliziert. Dies sollte dazu
beitragen die Membranbarriere der Schleimhaut in der Nasenhodhle zu
schwachen und so den MSC den Zugang zur transnasalen Route zu
erleichtern. Dieser Effekt der Hyaluronidase wurde bereits fur Bakterien
(Zwijnenburg et al., 2001) und fur INA-MSC in einer Pilotstudie (Danielyan et
al., 2009) belegt. Die Hyaluronidase-Behandlung ist daher wahrscheinlich auch

an der schnellen und zielgerichteten Migration in das ZNS beteiligt.

4.2 Lasionsgerichtete Anreicherung und Uberleben der INA-MSC

Die lasionsgerichtete Anreicherung und auch das Uberleben der INA-MSC im 6-
OHDA-Rattenmodel, 6,7 Monate nach ihrer Applikation, konnte mit den
Ergebnissen in Kapitel 3.2 gezeigt werden.

Diese fluoreszenzmikroskopisch quantifizierte, lasionsgerichtete Migration in 6-
OHDA-Iadierte Hirnstrukturen, wie Substantia nigra und Striatum, wurde durch
zusatzliche Untersuchungen von Danielyan et al. 2011 bestatigt. Dort zeigte
sich in einer molekularchemischen Messung der Nachweis von lokal erhdhten
Mengen an Migration beeinflussenden Proteinen in der ipsilateralen Substantia
nigra und dem Striatum. Unter anderem konnte das Protein Brain-derived
neutrophic factor (BDNF) nachgewiesen werden. Dieses Protein scheint einen
migrationsstimulierenden Einfluss zu haben (Danielyan et al., 2011). BDNF
spielt moglicherweise auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen eine
Rolle. Bei Untersuchungen zu Morbus Alzheimer wurden sowohl beim
Menschen als auch bei Ratten eine deutlich erhdhte BDNF-Konzentration im
betroffenen Hirngewebe gemessen (s. Ubersichtsartikel Nagatsu et al., 2000, s.
Ubersichtsartikel Tayebati et al., 2013).

Einzelne Beobachtungen aus Kapitel 3.2.2. zeigen eine auffallige Nahe von

INA-MSC zu besonders vulnerablen Strukturen wie kleinen Gefallen oder
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Nervenfasern. Auch dies kann ein Hinweis auf die lasionsgerichtete

Anreicherung sein.

4.3 Differenzierung und Proliferation der INA-MSC im Empfanger-
gewebe

Die Fahigkeit der INA-MSC zur Proliferation im 6-OHDA-Rattenmodell konnte
mit den Ergebnissen in Kapitel 3.3. durch den Nachweis der PCNA-Expression
gezeigt werden. Die PCNA-Expression war dabei 4,5 Monate nach der
Applikation der MSC hauptsachlich in den ladierten Strukturen, der Substantia
nigra und dem Striatum zu beobachten.

Erganzend zu den im Ergebnisteil aufgefihrten Daten bestatigten Danielyan et
al. (2011), auf der Basis der gleichen Proben, dass insgesamt 3,2 % der INA-
MSC nach 4,5 Monaten PCNA exprimierten.

Da die proliferierenden Zellen mehrheitlich in der Iadierten Hirnseite auftraten,
ist davon auszugehen, dass die INA-MSC hauptsachlich dort zur Proliferation
stimuliert werden. Ein mdglicher molekularchemischer Stimulus der Proliferation
ist dabei das erwahnte BDNF (Danielyan et al.,, 2011). Die proliferations-
fordernde Wirkung von BDNF auf MSC wurde in einer In-vitro-Studie belegt (He
et al., 2015).

In der nicht ladierten Hemisphare war die Anzahl der proliferierenden MSC sehr
gering. Dieser Befund lasst auf einen geringen Einfluss der INA-MSC auf das
intakte Empfangergewebe schlieffen, wahrend durch Proliferation ein
anhaltender Einfluss im Bereich der ladierten Strukturen zu erwarten ist. Diese
Befunde unterstitzen somit die Annahme einer Proliferation von MSC im

ladierten Gewebe.

Dass die INA-MSC im 6-OHDA-Rattenmodell die Fahigkeit besitzen sich in
funktionelle, neuronenartige Zellen zu differenzieren, belegen die Ergebnisse
aus Kapitel 3.3.

4,5 Monate nach der Applikation der MSC zeigte sie eine signifikante
Anhaufung von zellauslauferbildenden MSC in der Substantia nigra und dem

Striatum der Zellgruppe. Neben der Auslauferbildung als
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Differenzierungszeichen konnte auch die TH-Expression in den INA-MSC im
Bereich der ladierten Strukturen nachgewiesen werden. Beides ist als Beleg fur
die Differenzierung der MSC in funktionelle, neuronenartige Zellen zu werten.
Dabei zeigt sich wieder eine Differenzierung der INA-MSC in den ladierten
Strukturen im 6-OHDA-Rattenmodell.

Es konnte in vorherigen Studien nachgewiesen werden, dass MSC in der Lage
sind sich in neuronenartige Zellen vom cholinergen Phanotyp zu differenzieren
(Woodbury et al., 2000). Sie zeigen dabei nicht nur einen dhnlichen Phanotyp
wie Neuronen, sondern produzieren auch in uUber 80 % der Falle
neuronentypische Enzyme und Proteine, wie neuronenspezfische Enolase
(NSE) oder Neurofilament-M (NF-M) (Woodbury et al., 2000). Nach der
Differenzierung in neuronenartige Zellen kdnnen INA-MSC dann auch selbst TH
exprimieren (Danielyan et al., 2011 und Kapitel 3.4.1-2), womit sich ein Teil des
therapeutischen Effekts der INA-MSC erklaren lasst.

4.4 Therapeutischer Einfluss der INA-MSC auf das 6-OHDA-ladierte
Empfangergewebe

Neben der TH-Expression der neuronenartig differenzierten MSC ist zur
Beurteilung des therapeutischen Effekts der INA-MSC vor allem der Einfluss auf
das absolute TH-Vorkommen im Bereich der ladierten Strukturen von
Bedeutung.

Da der TH-Gehalt als Mal} flr die Dopamin-Synthese von groflder Wichtigkeit ist,
wurden in Kapitel 3.4. die gesamte TH-positive Flache sowie samtliche TH-
positiven Zellen in den Hirnschnitten analysiert. Die Ergebnisse belegen, 4,5
Monate nach INA-MSC, eine eindeutige und signifikant vergroRerte TH-positive
Flache sowie eine signifikant erhohte Anzahl an TH-positiven Zellen in den
ladierten Bereichen der Substantia nigra und des Striatums.

Die hier gezeigten Resultate mit den signifikant vermehrten TH-positiven Zellen
und der vergroRerten TH-positiven Flache in der ipsilateralen Substantia nigra

und Striatum wurde in Danielyan et al. (2011) mittels Western-Blot-Analyse
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bestatigt. Es zeigte sich, dass das gemessene TH-Vorkommen in der
ipsilateralen Seite der INA-MSC Zellgruppe signifikant groRer war als jenes in

der ipsilateralen Seite der nicht mit INA-MSC behandelten Kontrollgruppe.

Die im Ergebnisteil aufgeflihrten Resultate zeigen eine deutlich groRere TH-
positive Flache in der Zellgruppe, als es mit dem im Verhaltnis zur TH-positiven
Flache geringeren Anstieg der TH-positiven MSC zu erklaren ist. Daher ist
davon auszugehen, dass die INA-MSC auch uber eine Neuroprotektion der
noch intakten dopaminergen Neuronen (siehe Kapitel 4.5.1) des dopaminergen

Systems im ladierten Empfangergewebe wirken (Danielyan et al., 2011).

Diese These wird mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.4. unterstutzt. Hier konnte
gezeigt werden, dass es 4,5 Monate nach INA-MSC zu einer Reduktion des
natlrlichen Zelltods (Apoptose) im Bereich der ladierten Strukturen kommt.
Anhand der TUNEL-Quantifizierung zeigte sich eine deutliche und signifikante
Reduktion der Apoptoseaktivitat im Bereich der |adierten Struktur nach INA-
MSC. Durch diese neuroprotektive Eigenschaft der INA-MSC kann
angenommen werden, dass der Zelluntergang der noch nicht degenerierten
dopaminergen Neuronen verzogert bzw. reduziert wird (siehe Kapitel 3.4.4). In
der Gesamtbetrachtung scheint der neuroprotektive Effekt der INA-MSC auf
das Empfangergewebe sogar einen héheren therapeutischen Einfluss zu haben

als die funktionelle Differenzierung der MSC (Danielyan et al., 2011).

Da der Nachweis von TH letztendlich nur das Vorkommen des
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Dopaminsynthese, aber nicht die
Veranderung des Dopamingehalts direkt wiedergibt, haben Danielyan et al.
2011 erganzend zu den hier vorgestellten Ergebnissen die direkte Bestimmung
der Dopaminkonzentration (ng/mg Gewebe) pro Hirnhemisphare in Zell- und
Kontrollgruppe durchgefiihrt. Dort zeigte sich, 4,5 Monate nach INA von 1 x 108
MSC, in der ipsilateralen Seite ein dhnlicher Dopamingehalt wie in der nicht
ladierten kontralateralen Hemisphare der Zellgruppe. Es war kein statistisch

signifikanter Unterschied festzustellen. Als Gegenprobe zeigte sich in der
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Kontrollgruppe ein deutlich erniedrigtes Dopaminniveau in der ipsilateralen
Hemisphare im Vergleich zur kontralateralen Hemisphare (Danielyan et al.,
2011). Es zeigte sich damit ein deutlicher Anstieg der Dopaminkonzentration
nach der Behandlung mit INA-MSC im 6-OHDA-Rattenmodell.

4.5 Weitere Effekte der INA-MSC im 6-OHDA-Rattenmodell

4.5.1 Anti-inflammatorische Wirkung der INA-MSC

In einer weiterfihrenden Untersuchung im gleichen 6-OHDA-Rattenmodell
fuhrten Danielyan et al. 2011 Messungen zur anti-inflammatorischen Wirkung
von INA-MSC durch. So zeigte sich, 4,5 Monate nach der Gabe von
Salzlésung, in der 6-OHDA-ladierten Hirnhemisphare von Ratten der
Kontrollgruppe eine deutlich erhdhte Konzentrationen der inflammatorischen
Zytokine Interleukin-(IL)-1 beta, IL-2, IL-6, IL-12, Tumornekrose-Faktor-(TNF-
)alpha, Interferon-(IFN-)gamma und  Granulocyte-Macrophage-Colony-
Stimulating factor (GM-CSF) (Danielyan et al., 2011). In der Zellgruppe kam es
4,5 Monate nach INA-MSC zu einer signifikanten Reduktion dieser
inflammatorischen Zytokine in den |adierten Hirnstrukturen (Danielyan et al.,
2011).

Eine vermehrte Expression inflammatorischer Zytokine wurde bereits in
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungsmodellen (Morbus Parkinson
(s. Ubersichtsartikel Hirsch and Hunot, 2009) und bei Morbus Alzheimer (Patel
et al., 2005; Danielyan et al., 2010)) gefunden.

Ein weiterer Beleg fur die anti-inflammatorische Wirkung der MSC st ihr
Potential die Aktivierung von natdrlichen Killerzellen und T-Zellen zu
unterdricken (Krampera et al., 2003, Sotiropoulou et al., 2006).

Dies zeigt die Fahigkeit der INA-MSC zu einem anti-inflammatorischen Einfluss
im Bereich neurodegenerativer Erkrankungen. In dem hier vorgestellten 6-
OHDA-Parkinsonmodell beruhen die anti-inflammatorischen, therapeutischen
Effekte der INA-MSC neben der Reduktion der Apoptose auch auf einer

Reduktion der erwahnten inflammatorischen Zytokine (Danielyan et al., 2011).
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4.5.2 Klinischer Effekt der INA-MSC im 6-OHDA-Rattenmodell

Bisher wurden metabolische Veranderungen als Beleg fur den therapeutischen
Effekt der INA-MSC im 6-OHDA-Rattenmodell aufgezeigt. Daneben kann bei
den INA-MSC-behandelten Tieren aber auch eine verbesserte klinisch-
motorische Funktion belegt werden (Danielyan et al., 2011). Hierfir wurde das
.stepping ratio“ der Vorderpfoten zur Bestimmung der sensomotorischen
Dysfunktion durch Danielyan et al. (2011) angewandt. Die sensomotorische
Funktion ist auch bei menschlichen Parkinson-Patienten beeintrachtigt
(Mukhida et al., 2001). Durch den klinischen Test des ,stepping ratio“ wird das
Verhaltnis zwischen einer motorischen Laufeinheit der rechten und der linken
Vorderpfote gemessen. Dies entspricht dem Verhaltnis zwischen der
motorischen Einheit der ladierten und der gesunden Hirnhalfte (Danielyan et al.,
2011). Ab dem 50. Tag nach INA der MSC zeigte sich eine signifikante
Laufverbesserung in der Zellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Danielyan
et al., 2011). Auch die motorische Kontrolle der Vorderpfoten konnte durch die
INA-MSC deutlich verbessert werden (Danielyan et al., 2011).

Dagegen zeigte sich bei der lasionsbedingten Dysbalance zwischen beiden
Hemispharen nur eine geringfligige Verbesserung (Danielyan et al., 2011).
Danielyan et al. (2011) vermuteten, dass diese klinischen Beobachtungen ein
Indiz fUr eine ausgepragtere Regeneration der dopaminergen Aktivitat in der

Substantia nigra als im Striatum ist.

4.6 INA-MSC bei neurodegenerativen Erkrankungen

Auch in anderen Studienmodellen zu degenerativen ZNS-Erkrankungen erwies
sich die intranasale Applikation von mesenchymalen Stammzellen als
vielversprechende Therapiealternative. Nachfolgend werden einige dieser

Erkrankungsmodelle kurz vorgestellt.
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Zerebrale Ischamie

In einem Erkrankungsmodell mit neonatalen Mausen wurde eine zerebrale,
hypoxische Ischamie induziert. Nach intranasaler Applikation von MSC kam es
zu einer signifikanten Verbesserung der sensomotorischen Funktion sowie zur
Reduktion des grauen und weil’en Substanzverlustes um mehr als ein Drittel im
Vergleich zur Kontrollgruppe (van Velthoven et al., 2010).

In einem anderen Mausemodell, ebenfalls zur zerebralen Ischamie, kam es
nach der intranasalen Gabe von MSC zu ahnlichen, positiven Resultaten. Es
zeigte sich eine signifikante Regeneration der degenerierten Hirnrinde und des
Hippocampus sowie eine Verringerung der reaktiven Gliose im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne INA-MSC-Therapie (Donega et al., 2014).

Bei einem Rattenmodell des neonatalen, hypoxischen Hirnschadens zeigten die
INA-MSC, nach Aussage der Autoren, eine Neuroprotektion der noch intakten,
nativen Neuronen. Es konnte auch eine Verbesserung der neurovaskularen
Regeneration und der funktionellen Regeneration festgestellt werden (Wei et
al., 2015).

In einem Rattenmodell zur spinalen Lasion fuhrte die INA von MSC zu einer
signifikanten Verbesserung der motorischen Funktion der Hinterldufe und zu
einer Verringerung der Lasionsgrofle (Ninomiya et al.,, 2015). Allerdings
erwiesen sich die in diesem Modell chirurgisch, intrathekal applizierten MSC, im
Vergleich zu den intranasal applizieten MSC, als geringfugig effektiver
(Ninomiya et al., 2015). Bei dieser methodisch postulierten Uberlegenheit des
chirurgischen Verfahrens gegenuber der intranasalen Gabe wurde jedoch nicht
bertcksichtigt, dass bei der nicht invasiven, intranasalen Applikation durch
wiederholte Gabe der therapeutische Effekt gesteigert werden kann. Ein
chirurgischer Eingriff ist weitaus komplikationsreicher und aufwendiger als die

intranasale Applikation.

In einer anderen Studie mit Mausen wurde ein ischamischer Schlaganfall
artifiziell induziert. Einen Tag darauf wurden ,Hypoxia pre-conditioned bone
marrow MSC* (HP-BMSC) intranasal appliziert. In der Folge zeigte sich eine

signifikante Reduktion des Infarktvolumens und der infarktbedingten
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neurologischen Defizite sowie eine Verbesserung des Blutflusses in der

ischamischen Region (Wei et al., 2012).

Morbus Alzheimer

Die intranasale Applikation von nicht zellularen Neurotherapeutika scheint laut
zahlreicher Studien eine vielversprechende Therapieoption fur Morbus
Alzheimer zu sein (s. Ubersichtsartikel Sood et al., 2014). Versuche mit
intranasal applizierten Zellen stehen noch am Anfang. Bisher wurde in einer
Studie die erfolgreiche Migration von EGFP-Makrophagen, nach intranasaler
Applikation in das ZNS im transgenen Mausemodell (APP/PS1) gezeigt
(Danielyan et al., 2014). Untersuchungen zur intranasalen Applikation von MSC
und/oder deren therapeutischen Effekten stehen zum aktuellen Zeitpunkt noch

aus.

Autoimmune Enzephalomyelitis

In einem Mausmodell zur Autoimmunen Enzephalomyelitis sind INA-MSC, die
einen Myelin-Oligodendrozyten-spezifischen Rezeptor exprimierten, in das ZNS
migriert. Nach der Behandlung von INA-MSC konnte die Auspragung der
Krankheitssymptome im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert

werden (Fransson et al., 2014).

Auch bei nicht neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel Tumor-
erkrankungen, scheinen INA-MSC eine vielversprechende Therapieoption zu
sein. So konnte in einem Mausemodell fur Glioblastoma multiforme die
Uberlebensrate der Mause nach intranasaler Applikation von TNF-related
Apoptosis-inducing ligand exprimierenden-MSC signifikant erhdht werden

(Balyasnikova et al., 2014).
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4.6.1 Vorteile der intranasalen Applikation

Bei der intranasalen Applikation handelt es sich um eine schonende, nicht
invasive und kosteneffiziente Methode. Sie stellt eine Moglichkeit dar, um Stoffe
und Zellen wie MSC, welche nach systemischer Applikation die Blut-Hirn-
Schranke nicht Uberwinden wirden, zielgerichtet in das ZNS zu transportieren.
Nach dem aktuellen Kenntnisstand sind ungewollte, periphere Nebenwirkungen
gering, da sich die intranasal applizierten Stoffe nur in einem geringen Malie
extrazerebral verteilen (s. Ubersichtsartikel Chapman et al., 2013).

Die intranasale Applikation von Zellen wie MSC stellt eine nicht invasive
Alternative zur aktuell durchgefihrten chirurgischen Transplantation dar und
bietet die Moglichkeit der komplikationsarmen, wiederholten Anwendung.
Dadurch kann potentiell die Anzahl der therapeutischen Zellen und damit deren

therapeutischer Effekt erhéht werden (Danielyan et al., 2011).

4.6.2 Vorteile der mesenchymalen Stammazellen

Die MSC sind mit einer komplikationsarmen Punktion leicht aus dem
Knochenmark zu isolieren. Ethische Bedenken wie bei der Gewinnung von
fetalen Stammzellen bestehen nicht. Zur Vermeidung von
AbstoRungsreaktionen konnen autologe Zellen, also Zellen aus Organismus
des Empfangers, verwendet werden (Dezawa et al., 2005). Eine Isolierung der
MSC ist dabei bei erwachsenen Menschen in jedem Alter moglich (Dezawa et
al., 2005).

4.6.3 Sicherheit der intranasal applizierten mesenchymalen Stammzellen

Bisher konnte bei keiner durchgefuhrten Studie mit INA-MSC eine Tendenz zur
Entartung oder zu schwerwiegenden Komplikation festgestellt werden. Die
aufgrund ihres ausdifferenzierteren Stadiums anzunehmende geringere

Entartungstendenz im Vergleich zu ESC sowie die Sicherheit und Effizienz von
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INA-MSC Uber einen langeren Zeitraum muss jedoch noch weiter erforscht

werden.

4.7 Kontroverse Ergebnisse zu INA-MSC im Parkinsonmodell

Die Gruppe um Bossolasco et al. (2012) analysierte in einem &ahnlichen 6-
OHDA-Rattenmodell intranasal applizierte humane Stammzellen in vivo mit der
,Live-imaging“-Methode. Dabei konnten sie, kontrar zu den hier vorgestellten
Ergebnissen, die INA-Zellen ausschlieBlich in der Nasenhdhle und nicht im
Gehirn nachweisen (Bossolasco et al., 2012).

Der fehlende Nachweis der Migration in das ZNS ist mdglicherweise
methodisch bedingt. Zum einen kénnten sich menschliche MSC in Ratten
anders verhalten als MSC von Ratten. Allerdings wurde eine erfolgreiche
Migration in das ZNS von humanen ("'In-)oxin-markierten MSC nach INA in
einem intrakraniellen Maus-Glioblastommodell bereits via
Magnetresonanztomographie in vivo und mit Fluoreszenzmikroskopie
postmortem nachgewiesen (Balyasnikova et al., 2014).

Wahrscheinlicher ist deswegen, dass die bei Bossolasco et al. (2012)
verwendete ,Live-imaging“-Methode eine zu geringe Sensitivitat besitzt und die
Ergebnisse daher falsch-negativ sind. Bislang wurde diese Methode noch in
keinem anderen Erkrankungsmodell fur die Nachverfolgung von INA-MSC

verwendet.

Eine weitere Arbeitsgruppe um Chartoff et al. (2011) untersuchte die Migration
von EGFP-MSC nach intranasaler Applikation in Mausen. Diese Gruppe kam zu
dem Schluss, dass die intranasal applizierten MSC, anders als die chirurgisch
direkt implantierten Zellen der Vergleichsgruppe, weder in das ZNS migrierten
noch dort Uberlebten. Zwar war in den Ex-vivo-Analysen nach der intranasalen
Applikation von MSC eine typische EGFP-Fluoreszenz sichtbar, diese sei

jedoch nach Ansicht der Autoren als Autofluoreszenz der umgebenen
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Gewebszellen zu werten und nicht als Zeichen fur die erfolgreiche Migration der
INA-MSC (Chartoff et al., 2011).

Auch andere Autoren berichteten in der Vergangenheit von den Schwierigkeiten
zwischen Artefakten, wie einer mdglichen Autofluoreszenz und tatsachlichen
EGFP-Signalen, zu unterscheiden (Jackson et al., 2004, Billinton and Knight,
2001, Brazelton and Blau, 2005).

Die dargestellten Kritikpunkte widersprechen damit den Ergebnissen der
vorliegenden Dissertation, sind aber aus nachfolgenden Grinden nicht
vergleichbar. Im Vergleich zu Chartoff et al. (2011) wurde in dem hier
vorgestellten Rattenmodell die sechsfache Menge an applizierten Zellen
verwendet. Dartber hinaus wurden die fluoreszenzmikroskopisch gesicherten
Daten zusatzlich durch eine nachtragliche DNA-Quantifizierung in der Menge
und im Vorkommen zweifelsfrei bestatigt (Danielyan et al., 2011). Dadurch
konnte eindeutig belegt werden, dass es sich bei den positiven EGFP-Signalen,
die zur fluoreszenzmikroskopischen Auszahlung herangezogen wurden, nicht
um eine Autofluoreszenz der umgebenden Gewebszellen handelte.

Eine mdgliche Ursache fur den fehlenden Nachweis von INA-MSC bei Chartoff
et al. (2011) kénnte die verwendete mechanische und nicht medikamentdse
(wie z. B. durch 6-OHDA) Lasion des Striatums sein. Eine chirurgische Lasion
des Striatums kann nachweislich zu einer Gewebsreaktion und damit zur
AbstoRung der MSC fuhren (Coyne et al., 2007).

4.8 Dopaminerger Zellersatz im Menschen

Die meisten Ansatze zur Substitution degenerierter, dopaminerger Neuronen
bei Morbus Parkinson am Menschen konzentrierten sich bisher auf die
Transplantation von fetalem dopaminergen Gewebe oder daraus isolierten
dopaminergen Zellen (s. Ubersichtsartikel Gerlach et al. 2007).

Freed et al. (2001) fUhrten bei einer Gruppe von 40 Patienten mit schwerem
Morbus Parkinson entweder eine Scheinoperation oder die Transplantation von
humanen, embryonalen dopaminergen Neuronen in das bilaterale Putamen

durch. Die transplantierten Neurone Uberlebten zwar nach einem Jahr, zeigten
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aber nur bei Patienten unter 60 Jahren einen klinischen Effekt im Sinne einer
milden Reduktion der Parkinsonsymptome (Freed et al., 2001). Nach einer
initialen Verbesserung kam es bei 15 % der Patienten zur Ausbildung von
Dystonien und Dyskinesien. Die Obduktion verstorbener Patienten belegte
jedoch eine gute Reinnervation des Transplantats mit Aussprossung in das
gesamte Putamen (Freed et al., 2001). Bei diesem Therapieansatz mussen die
mdglichen Komplikationen und Einschrankungen aufgrund der Operation sowie
der Einsatz von Neuronen embryonalen Ursprungs als kritisch angesehen

werden.

4.9 Intranasale Applikation in weiteren Erkrankungsmodellen

Die bei ZNS-Erkrankungen angewendeten therapeutischen Medikamente
konnen nur sehr eingeschrankt (< 1 %) nach systemischer Gabe (intravends
oder per os) die Blut-Hirn-Schranke (iberwinden (s. Ubersichtsartikel Stockwell
et al., 2013). Die Moglichkeit die Blut-Hirn-Schranke mittels INA via der
transnasalen Route zu umgehen wurde in praklinischen und klinischen
(Medikamente) Studien gezeigt. Metanalysen belegen die Sicherheit der
Methode fur Medikamente wie Oxytocin, Steroide, Insulin und Midazolam (s.
Ubersichtsartikel MacDonald et al., 2011, s. Ubersichtsartikel Wolfe and
Macfarlane, 2006, s. Ubersichtsartikel Nathan, 2011, s. Ubersichtsartikel
Shemesh et al., 2012).

Bei der Behandlung von Krampfanfallen (Epilepsien) konnte mit intranasal
applizierten Benzodiazepinen (z. B. Midazolam) ein schnelleres Durchbrechen
des Krampfereignisses bei geringer Dosierung erreicht werden (Zwijnenburg et
al., 2001).

Intranasal appliziertes Midazolam erwies sich bei Kindern mit anhaltender oder
symptomatischer Epilepsie im Vergleich zu rektal appliziertem Midazolam als
deutlich effektiver (Lahat et al., 1998). Die Uberlegenheit dieser

Applikationsform und die einfache Anwendung wahrend des Anfallereignisses
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brachte die Diskussion auf, die intranasale Methode als neuen Goldstandard zu
etablieren (s. Ubersichtsartikel Wolfe and Macfarlane, 2006).

Die intranasale Applikation von Insulin verbessert bei Alzheimer-Patienten die
deklarative Denkfahigkeit (Benedict et al., 2004), die Gedachtnisfunktion und
metabolische Integritat des Gehirns (Craft et al., 2012) sowie die Funktion des
verbalen Gedachtnisses (Reger et al., 2008) und stellt damit eine
vielversprechende Therapie- und Praventionsoption dieser Erkrankung dar (s.
Ubersichtsartikel Freiherr et al., 2013).

Durch die intranasale Applikation von Glutathion kdnnten die bei oxidativem
Stress gebildeten freien Radikale, wie sie bei der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson vorkommen, reduziert werden
(Owen et al., 1996). Die Sicherheit von intranasal applizierten Glutathion wurde
bereits belegt (Mischley et al., 2013). Ergebnisse zur Wirksamkeit stehen noch

aus.

Aktuell (2017) werden verschiedene Studien am Menschen zur intranasalen
Applikation von therapeutischen Substanzen durchgefuhrt. Unter anderem gibt
es eine Studie zur INA von Fentanyl bei der Behandlung chronischer
Schmerzen bei Krebspatienten (Stein et al., 0. D.). Eine andere Studie zu INA
von Oxytocin untersucht den Effekt auf das Verhalten von Adoleszenten
(Vulliez-Coady et al. 0.D.). In einer weiteren Studie wird die Wirkung von INA
Insulin auf die Verbesserung kognitiver Funktionen bei Morbus Alzheimer
untersucht (Burns et al., 0. D.). Auch gibt es eine Studie zur INA von Glutathion
mit der Frage zur Verbesserung der Symptomatik bei Morbus Parkinson
(Mischley et al. 0.D.). Die jeweiligen Studienergebnisse sind zum jetzigen

Zeitpunkt noch nicht veroffentlicht.
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4.10 Fazit

Zusammengefasst belegen die Daten der vorliegenden Dissertation, erganzt
durch die zusatzlichen Ergebnisse von Danielyan et al. (2011), die schnelle (vier
Stunden) Migration von INA-MSC in das ZNS im 6-OHDA-Rattenmodell und
eine zielgerichtete Anreicherung der Zellen in den ladierten Strukturen
(Striatum, Substantia nigra). Die INA-MSC Uuberleben im Empfangergewebe
uber mehrere Monate und zeigen nach dieser Zeit die Proliferation und
Differenzierung in neuronenartigen Zellen. Eine deutlich erhdhte TH-Aktivitat
(TH-Flache, TH-positive Zellen) korreliert dabei mit der Anwesenheit der INA-
MSC in den ladierten Arealen, was flr einen positiven therapeutischen Effekt
spricht. Auch scheinen die funktionell, neuronenartig differenzierten INA-MSC
selbst in der Lage zu sein, TH zu exprimieren. Die INA-MSC kdnnen klinisch
lasionsbedingte Defizite verbessern, was mdglicherweise neben der
Differenzierung zu funktionellen, neuronenartigen Zellen auf einer
neuroprotektiven und anti-inflammatorischen Wirkungen der INA-MSC im 6-
OHDA-Rattenmodell beruht (Danielyan et. al 2011). Es zeigt sich sowohl das
Potential der INA-MSC die Apoptose und inflammatorische Zytokine im
Empfangergewebe zu reduzieren als auch die TH- und Dopamin-Dysbalance
zwischen |adierter und nicht ladierter Hirnhalfte auszugleichen (Danielyan et. al
2011). Bis zum therapeutischen Einsatz dieser Methode bei Parkinson-
Patienten bedarf es jedoch noch zahlreicher praklinischer und klinischer
Untersuchungen zur  Durchfuhrbarkeit, Therapiedauer und zu den

Langzeitauswirkungen.
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5 Zusammenfassung (Abstract)

Die Parkinson-Krankheit ist eine der am haufigsten auftretenden, letal
verlaufenden, neurodegenerativen Erkrankungen weltweit. Multipotente
mesenchymale Stammzellen (MSC) stellen einen vielversprechenden Ansatz
zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen dar. Bei der Entwicklung
MSC-basierter  Therapiekonzepte sind die Erforschung geeigneter
Applikationswege und die Sicherstellung des Uberlebens der MSC die gréten
Herausforderungen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Biodistribution sowie den Effekt auf
dopaminerge Neurone von intranasal applizierten MSC (INA-MSC) in dem
unilateral ladierten 6-Hydroxydopamin-(6-OHDA)-Rattenmodell der Parkinson-
Krankheit.

Nach der intranasalen Applikation von MSC zeigte sich eine schnelle
Biodistribution der Zellen in das ZNS (nach vier Stunden). Nach 4,5-6,7
Monaten konnten das Uberleben der INA-MSC und eine Iasionsgerichtete
Anreicherung in der Substantia nigra (SN) sowie dem Striatum belegt werden.
Von den im Gehirn Uberlebenden MSC zeigten 3,2 % nach 4,5 Monaten eine
Proliferation im Lasionsbereich. Die INA-MSC differenzierten sich teilweise, vor
allem im Bereich des ladierten Gewebes, in funktionelle, neuronenartige Zellen,
welche Tyrosin-Hydroxylase (TH) (MaR fur die dopaminerge Aktivitat)
exprimierten. Parallel dazu zeigte sich eine signifikant groRere Menge an TH-
positiver Flache und TH-positiven Zellen in den ladierten SN und im Striatum
der mit INA-MSC behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der
zusatzliche neuroprotektive Effekt der INA-MSC wurde durch eine reduzierte
Apoptose (TUNEL-Protein) im Bereich der betroffenen Strukturen nach 6-OHDA
bestatigt. Die Ergebnisse zeigen, dass die intranasale Route eine
vielversprechende Applikationsart von MSC bei Morbus Parkinson darstellt.
Anders als die chirurgische Transplantation ist die intranasale Gabe eine nicht
invasive und komplikationsarme Therapiemdglichkeit. Aufgrund dieser
Eigenschaften ist auch eine repetitive Gabe zur Erhéhung der therapeutisch

wirksamen Zellkonzentrationen im ZNS maoglich.
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