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1. Abstract (Deutsch)

Einleitung: Das Parkinson-Syndrom ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen und
es wird geschatzt, dass sich die Anzahl der Patientinnen und Patienten in den néachsten 20 Jahren
weltweit verdoppeln wird. Bisherige Therapien fokussieren sich vor allem auf die Linderung der
auftretenden Symptome. Die Transplantation von mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe
(ASC), ebenso wie der Botenstoff glial cell-derived neurotophic factor GDNF, haben im
Tiermodell bereits vielversprechende Ergebnisse gezeigt. Die Kombination dieser beiden
Therapieansatze konnte ein neues Konzept fur die Regeneration dopaminerger Neurone darstellen,
deren Schadigung bei der Entstehung des Parkinson-Syndroms eine wesentliche Rolle spielt. Der
Einfluss von vermehrt GDNF sekretierenden ASC auf das Immunsystem sowie insbesondere die
Mikroglia ist bislang kaum erforscht und soll in dieser Arbeit am 6-OHDA (6-Hydroxydopamin)

Modell der Ratte untersucht werden.

Methoden: Mannliche Wistar Ratten erhielten eine einseitige intrastriatale Injektion von 6-OHDA
und eine gleichzeitige Transplantation von naiven ASC oder ASC, die GDNF vermehrt
exprimieren (GDNF-ASC). Als Kontrollgruppen dienten Tiere, die eine Injektion mit 6-OHDA,
jedoch nur eine Vektortransplantation erhielten und Tiere, die eine Scheinldsion und eine
Vektortransplantation erhielten. Die Population der Mikroglia im Striatum wurde nach 4 Tagen, 4
Wochen und 6 Monaten mittels Ibal-DAB (ionized calcium-binding adapter molecule 1-3,3'-

Diaminobenzidin) Farbung ermittelt und mit der naiven Hemisphare verglichen.

Ergebnisse: Die Mikrogliapopulation nahm in allen Gruppen mit der Zeit ab. Die Tiere, die GDNF
exprimierende Zellen erhielten hatten zu allen Zeitpunkten die hochste Mikrogliapopulation. Der
Unterschied zu den Tieren, die naive Stammzellen erhielten war nach 4 Tagen und 6 Monaten
signifikant, nicht jedoch nach 4 Wochen. Zusétzlich zu der Anzahl der Mikroglia waren auch
vermehrt aktivierte Mikroglia bei den Transplantationstieren und insbesondere bei den GDNF-

ASC-Tieren nachweisbar.

Schlussfolgerung:  Die  Transplantation von ASC fuhrte zu einer anhaltenden
Inflammationsreaktion im Striatum, die jedoch kontinuierlich abnahm. Dieser Effekt wurde durch
die Sekretion von GDNF durch die transplantierten Zellen noch verstarkt. Auch wenn die
Rekrutierung von Mikroglia nach sechs Monaten nur geringfiigig erhéht war, weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass GDNF (ber die Modulation von Mikroglia anhaltende
inflammatorische und somit potenziell schadliche Effekte haben kann. Dies konnte Uber die
unterschiedliche Aktivierung des ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) und des

PIBK/AKT (Phosphatidylinositol-3-kinase/ Proteinkinase B) Signalweges bedingt sein. Weitere
1



Forschung zur besseren Differenzierung der funktionellen Eigenschaften in vivo der hier
rekrutierten Mikroglia ist daher nétig, um die von ihnen hervorgerufenen Effekte ndher zu

untersuchen und ihre potenziellen therapeutischen oder schadigenden Einfllsse zu verstehen.,

2. Abstract (English)

Objective: Parkinson’s Disease is one of the most common neurodegenerative disorders and it is
estimated that the number of worldwide patients will be doubling in the upcoming years.
Nonetheless, there is a lack of disease modulating therapies. The transplantation of fat tissue
derived mesenchymal stem cells (ASC) as well as the glial cell-derived neurotrophic factor
(GDNF) have shown promising results in animal studies. The combination of these two strategies
might provide a new concept to target the regeneration of dopaminergic neurons. However, the
influence of these gene modified stem cells on the immune system and specifically on the
microglia population has not been investigated before and will be addressed in this study with a 6-

OHDA dopamine depletion model.

Methods: Male Wistar rats received a unilateral intrastriatal injection of 6-OHDA and
transplantation of naive ASC or ASC overexpressing GDNF. Animals receiving either 6-OHDA
injection and sham transplantation or sham lesion served as control animals. The microglia
population was identified through Ibal-DAB staining of the caudoputamen at 4 days, 4 weeks or

6 months post lesion.

Results: The microglia population declined in all groups over time. The animals receiving GDNF
overexpressing ASC had the highest number of microglia at each timepoint. The difference to the
animals receiving naive ASC was significant after 4 days and 6 months, but not after 4 weeks. In
addition to the higher number of microglia there were also more activated microglia, characterized
by a rounded cell soma with shorter and fewer dendrites, present at the transplantation site in both

the transplantation groups. This was even more predominant in the GDNF overexpressing group.

Conclusion: This study showed an ongoing inflammatory reaction in the caudoputamen after the
transplantation of ASC. An effect that was amplified by the secretion of GDNF of the transplanted
cells. Even though the recruitment of microglia in the long-term was only raised marginally these
results show that GDNF might have potential deleterious effects through the modulation of the
striatal microglia response. This might be due to differential activation of the ERK1/2-and the

PI3K/AKT-signalling pathways. However, further research is needed to better define the



functional properties of the recruited microglia in vivo and to better understand their potential

therapeutical or damaging effects in this regenerative approach.



3. Einleitung

3.1. Parkinson-Syndrome
Neurologische Erkrankungen sind der haufigste Grund fiir eine Behinderung weltweit (1). Unter
den neurodegenerativen Erkrankungen ist das Parkinson-Syndrom nach dem Morbus Alzheimer
die zweithdufigste Erkrankung bei Gber 65-J&hrigen (1). Unterschieden werden das idiopathische
Parkinson-Syndrom (Morbus Parkinson), als h&ufigste Erscheinungsform, von den atypischen
Parkinson-Syndromen, bei denen die Patientinnen und Patienten zusatzlich zu den
charakteristischen  Parkinsonsymptomen weitere Symptome aufweisen. Des Weiteren
unterscheidet man genetische und sekundére Parkinson-Syndrome, die beispielsweise toxisch-
oder ischamisch-induziert zu einem &hnlichen klinischen Bild fiihren kdnnen wie das idiopathische
Parkinson-Syndrom. Das Kardinalsymptom der Parkinson-Syndrome ist die Brady- oder Akinese.
Als weitere Symptome kénnen dann in unterschiedlicher Auspragung Rigor, Tremor und posturale
Instabilitdt auftreten, die das klinische Bild auch dominieren konnen. Fakultativ ist das
Vorhandensein nicht-motorischer Begleitsymptome mdglich. Diese beinhalten sensorische
(Dysasthesien, Schmerzen, Hyposmie) und vegetative Symptome (Dysregulation von Blutdruck,
Blasen- und Darmtétigkeit, sexuelle Dysfunktion, REM (rapid eye movement)-
Schlafverhaltensstérung) sowie psychische (Depression, Affektlabilitdt, Angststérung) und
kognitive Beeintrachtigungen (Demenz) (2, 3). Die Prévalenz des Parkinson-Syndroms liegt bei
ca. 251- 571/ 100.000 Einwohner mit einer Zunahme im hoheren Alter (4). Damit ist das
Parkinson-Syndrom die einzige neurologische Erkrankung, deren altersstandardisierte Werte fr
Préavalenz, Tod und disability-adjusted life years seit 1990 deutlich zugenommen haben (1).
Aufgrund zukinftig weiter steigender Lebenserwartung und damit einhergehend einem Wandel
der Altersverteilung wird sich nach Schatzungen die Anzahl der Erkrankten in den nachsten zwei
Jahrzenten weltweit mehr als verdoppeln (5, 6). Obwohl das Parkinson-Syndrom bereits 1817 das
erste Mal von James Parkinson, damals noch als Schittellahmung, beschrieben wurde (7), ist die
Atiologie des idiopathischen Parkinson-Syndroms bisher noch immer nicht hinreichend geklart.
Funktionell steht die neuronale Dysregulation aufgrund eines Untergangs bestimmter
Zellpopulationen im Mittelpunkt. Der zunehmende Verfall der dopaminergen Neurone
insbesondere in den Basalganglien bzw. der Substantia nigra pars compacta ist dabei fir die
definierenden motorischen Symptome verantwortlich (2, 8). Unter physiologischen Umstanden
uben die dopaminergen Neurone einen regulatorischen Einfluss auf die Neurone des Putamens
aus. Diese flhren Uber die Aktivierung des direkten Signalwegs zu einer reduzierten Aktivitat des

Globus pallidus internus und der Substantia nigra pars reticulata und damit zu einer Enthemmung
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Abbildung 1: Pathophysiologisches Modell der Basalganglien beim Parkinson-Syndrom

(A) Der motorische Cortex projiziert mit glutamatergen Neuronen auf das Putamen. Dieses erhalt zudem
Input von dopaminergen Neuronen der Substantia nigra pars compacta. Auf diese Weise wird der
monosynaptische direkte Signalweg aktiviert, der iber GABAerge Neurone den Globus pallidus internus
und die Substantia nigra pars reticulata hemmt. Es kommt nachfolgend zu einer erleichterten
Bewegungsausfiihrung. Zudem (iben dopaminerge Neurone der Substantia nigra pars compacta einen
hemmenden Einfluss auf den indirekten Signalweg aus. Dementsprechend gibt es eine verringerte
Hemmung des Globus pallidus externus, der wiederum den subthalamischen Nucleus hemmt. Entsprechend
kommt es zu keiner Aktivierung des Globus pallidus internus und der Substantia nigra pars reticulata. (B)
Durch die zunehmende Degeneration der dopaminergen Neurone in der Substantia nigra pars compacta
kommt es zu einer reduzierten Aktivierung des direkten Signalweges und zu einer reduzierten Hemmung
des indirekten Signalweges. Dies fulhrt beides zu einer gesteigerten Aktivitat des Globus pallidus internus
und der Substantia nigra pars reticulata mit nachfolgender Hemmung des ventrolateralen Nucleus und der
resultierenden Bewegungsausfiihrung. Klinisch beeindruckt eine Brady- oder sogar Akinese. (C) Durch
exogen zugefiihrtes L-DOPA, Dopaminagonisten oder andere Pharmakotherapien kommt es zu einer
Hyperaktivitat des direkten und einer Hypoaktivitdt des indirekten Signalweges mit resultierender
enthemmter Bewegungsausfihrung. Griine Pfeile stellen aktivierende Verbindungen, rote Pfeile hemmende
Verbindungen dar. GABA= y-Aminobuttersaure GPe= Globus pallidus externus, GPi= Globus pallidus
internus, L-DOPA= Levodopa, STN= Nucleus subthalamicus, SNc= Substanita nigra pars compacta, SNr=
Substantia nigra pars reticulata, VL= Nucleus ventralis lateralis. Abbildung nach Rodriguez- Oroz et al.
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der Bewegungsausfuhrung. Die Blockade des indirekten Signalwegs tber den Globus pallidus
externus flhrt zudem zu einer Hemmung des nachgeschalteten Nucleus subthalamicus, der
wiederum ebenfalls auf den Globus pallidus internus und die Substantia nigra pars reticulata
projiziert (2). Durch die Degeneration der dopaminergen Neurone entfallt der hemmende Einfluss
auf den Globus pallidus internus und die Substantia nigra pars reticulata und es kommt zu einer
verstarkten Hemmung der Bewegungsausfiihrung (2) (siehe Abbildung 1). Begleitend zum
Untergang der Neurone kommt es zur intrazytoplasmatischen Aggregation von a-Synuclein (a-
syn) und zur Ausbildung von sogenannten Lewy-Korperchen. Aktuell werden verschiedene
Theorien beziglich der Entstehung und der Bedeutung dieser histopathologischen Merkmale
diskutiert. Eine Hypothese geht davon aus, dass es sich beim Parkinson-Syndrom um eine
prionenahnliche Erkrankung handelt (9). Braak et al. beschrieben 2003 sechs Stadien des
Parkinson-Syndroms, die gekennzeichnet sind durch die fortschreitende Ausbreitung von Lewy-
Korperchen in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns (10). Mit zunehmender Erkrankungsdauer
kommt es demnach zur sequenziellen Ausbreitung der Lewy-Koérperchen beginnend in den
dorsalen motorischen Nuklei der Hirnnerven IX und X oder im anterioren olfaktorischen Nucleus
und nachfolgender Ausbreitung Gber die Substantia nigra und den Meso- bis in den Neocortex
(10). Zwar ist es nicht moglich die longitudinale Ausbreitung am Menschen nachzuverfolgen,
gestiitzt wird diese Theorie jedoch durch die Beobachtung, dass a-syn von Neuronen nach
extrazellular abgegeben und von anderen Neuronen aufgenommen werden kann (11). Uber
axonalen Transport innerhalb der Zellen kann es sich so im Gehirn ausbreiten und auf andere
Populationen von Neuronen Ubertragen werden (12-14). a-syn kann dabei unterschiedlich
geformte Oligomere und Fibrillen bilden, die in den Empfanger-Neuronen als Vorlage fur die
Produktion weiterer gleich geformter a-syn Oligomere dienen (11, 15). Es wird vermutet, dass
unterschiedlich geformte a-syn Monomere dabei fur die individuelle Ausbreitung und klinische
Symptomatik bei Parkinsonpatientinnen und -patienten verantwortlich sind (16).

Jedoch gibt es auch einige widerspruchliche Aspekte dieser Prionenhypothese (17). So ist nur bei
ungefédhr der Halfte der Parkinsonpatientinnen und -patienten eine Verteilung der Lewy-
Korperchen nachweisbar, die kongruent ist mit den von Braak et. al beschriebenen Stadien (18).
Des Weiteren ist die Bildung von Lewy-Korperchen auch bei anderen neurodegenerativen
Erkrankungen zu beobachten und sogar bei asymptomatischen Patientinnen und Patienten zu
finden (19) und die Ausbreitung korreliert nicht zwangslédufig mit dem neuronalen Verlust (17,
20). Wenn es sich beim Parkinson-Syndrom um eine Prionenerkrankung handelt, sollte sich die
Ausbreitung der Lewy-Kdrperchen zudem entweder entsprechend der synaptischen Verbindungen

im Gehirn oder in lokaler Nachbarschaft der betroffenen Strukturen ausbreiten. Dies scheint
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jedoch zumindest im Mausmodell nicht zuzutreffen und eine zusatzliche Vulnerabilitat der
Nervenzellen gegenuber der Formierung von Lewy-Kd&rperchen und der Neurodegeneration
zusétzlich zur synaptischen Verbindung oder lokalen Nachbarschaft ist daher anzunehmen (17).
Oxidativer Stress durch den Dopaminstoffwechsel, mitochondriale Dysregulation und
Neuroinflammation werden daher als wichtige Aspekte fur den fortschreitenden Zelltod diskutiert
(21). Der Einstrom von Ca?-lonen durch L-Typ Kandle wéhrend der autonomen
Schrittmacherdepolarisation der dopaminergen Neurone konnte diese anfélliger fir oxidativen
Stress machen als andere Neurone (22). Dopaminerge Neurone sind zusétzlich in besonderem
MaRe durch Redoxpotenziale geféahrdet, da Dopaminmetabolite zelltoxisch wirken kénnen (23)
und das fur die Synthese von Dopamin benétigte Eisen (24) ebenfalls ein hohes Redoxpotenzial
besitzt. Zudem kdnnen Dopamin, Eisen und Sauerstoff miteinander reagieren und das Neurotoxin
6-Hydroxydopamin (6-OHDA) bilden (25), das auf katecholaminproduzierende Zellen toxisch
wirkt (siehe 3.4). Demnach koénnte der zunehmende Verfall der dopaminergen Neurone in der
Substantia nigra und anderen klassischerweise degenerierenden Regionen, wie dem Locus
caeruleus, auf die Ausbreitung der Lewy-Korperchen, verbunden mit einer erhéhten Vulnerabilitét
dieser Neuronenpopulationen zurtickzuftihren sein (17). Neuere Hypothesen postulieren daher die
Betrachtung des Parkinson-Syndroms anhand von Triggern, unterstttzenden und aggravierenden
Faktoren, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung zum Tragen kommen (26). Es wird
dabei von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen, bei der verschiedene Faktoren fiir die
Entstehung préadisponieren und an vulnerablen Zeitpunkten das Fortschreiten der Erkrankung
beschleunigen (26).

Obgleich der enormen epidemiologische Bedeutung des Parkinson-Syndroms fehlt es noch immer
an krankheitsmodulierenden Therapien. Bisher in der Praxis eingesetzte medikamenttse
Therapien fhren nur zu einer Symptomkontrolle, kénnen ein Fortschreiten der Erkrankung jedoch
nicht verhindern. Insbesondere im fortgeschrittenen Krankheitsstadium sind bisherige Therapien
aufgrund einer abnehmenden Wirksamkeit und starken Wirkungsfluktuation unzureichend und
schlecht modulierbar und konnen auch zur Ausbildung von psychiatrischen Nebenwirkungen
fuhren (27, 28). Zudem zielen diese Therapien groRtenteils auf die Verbesserung der
dopaminergen Neurotransmission ab. Vegetative, sensorische und psychokognitive Symptome,
die zu groflem Teil auch auf die Dysregulation nicht-dopaminerger Transmittersysteme
(noradrenerg, serotonerg, cholinerg, glutamaterg und GABAerg) zurtickzufuhren sind, bleiben von
diesen Therapiestrategien meist unbeeinflusst (29, 30). Diese Symptome stellen fiir die betroffenen
Patientinnen und Patienten jedoch eine erhebliche Beeintréchtigung der Lebensqualitat dar (31).

Eine Sonderstellung in der Therapie hat die tiefe Hirnstimulation mittels in das Hirn eingebrachter
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Elektroden bei fortgeschrittener Erkrankung inne. Meistens dienen dabei der Nucleus
Subthalamicus oder der Globus pallidus internus als Zielstruktur. Die durch die Erkrankung
gesteigerte Aktivitat dieser Strukturen wird mittels intrazerebral eingebrachter Elektroden
inhibiert und erlaubt damit eine Symptomkontrolle der motorischen Defizite. Jedoch sind nicht
alle Patientinnen und Patienten fir diese Form der Therapie geeignet, die Symptomkontrolle ist
nicht bei allen Patienten langfristig zufriedenstellend und auch das Fortschreiten der Erkrankung
kann nicht verhindert werden (32-34). Dieser Mangel an wirksamen Therapien erfordert daher die
verstarkte Erforschung neuer Behandlungsansétze. Ziel ist es dabei, die fortschreitende
Degeneration der Neurone zu stoppen und im besten Fall sogar eine Wiederherstellung
neuroanatomischer Strukturen und physiologischer Funktionen zu erreichen. Bisher ist noch keine
dieser neuen Therapien fur den Einsatz in der Klink zugelassen. Insbesondere die Transplantation
humaner Stammzellen zeigt jedoch vielversprechendes Potenzial, wie im néchsten Abschnitt

dargestellt wird.

3.2. Zellbasierte Therapieansatze beim Parkinson-Syndrom
Die Zelltransplantation ist eine Mdglichkeit degenerierte Neurone zu ersetzen. Bisherige Versuche
bei Parkinsonpatientinnen und -patienten konzentrierten sich v.a. auf die Transplantation von
embryonalem oder fetalem Gewebe. Hier konnten bei einigen Patientinnen und Patienten eine
Symptomverbesserung gezeigt werden, jedoch sind fir eine ausreichende Anzahl an
transplantierbaren Zellen die ventralen Mesencephala von mindestens drei humanen Féten pro
Hemisphare notwendig (35). Die derzeit noch andauernde européische multizentrische
, TRANSNEURO"“-Studie untersucht die Wirksamkeit der Transplantation von fetalen
dopaminergen Neuronen bei Parkinsonpatientinnen und -patienten (36). Methodische Probleme in
der Durchfiihrung der Studie ergaben sich zum einen in der Verfligbarkeit von fetalem Gewebe
als Hauptgrund fir eine verzdgerte Operation (36). Zum anderen sind die transplantierten Zellen
sehr heterogen und unterscheiden sich in ihrem genetischen Potenzial und damit auch sicherlich
in ihrer Wirksamkeit, die Regeneration der geschadigten Neuronenpopulationen zu beeinflussen.
Dies bringt auch das Risiko der Entartung mit sich. Des Weiteren stellt die Transplantation
humaner fetaler Zellen ein ethisches Konfliktpotenzial dar. Diesem Problem wurde mit der
Entwicklung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) aus humanen Fibroblasten vor
einigen Jahren entgangen (37). iPSC besitzen im Vergleich zu fetalem Gewebe eine bessere HLA-
Kompatibilitdt zwischen transplantierten Zellen und Empféanger, eine unbegrenzte Anzahl an
Zellen, eine langfristige Lagerungsmoglichkeit, sowie die mogliche vorausgehende Untersuchung
in Hinblick auf Sicherheitsaspekte sowie Entartungsgefahr und die Reproduzierbarkeit der Zellen
8



(38). Jedoch zeigten post mortem Studien in einigen Fallen Einschlusskdrperchen in den
transplantierten Zellen, die andeuten konnten, dass sich die Erkrankung auf die neuen Zellen
ausbreiten kann (39-41). Zudem besitzen embryogene Stammzellen und iPSC immunogenes
Potenzial und konnen zur Entwicklung von Teratomen fiihren (42). Die genannten Methoden
weisen daher einige entscheidende Nachteile auf. Im Gegensatz zu den fetalen und induzierten
pluripotenten Stammzellen, die auf die Ausbildung neuer Neurone durch die Transplantate selbst
abzielt, beruht die Idee der Transplantation von mesenchymalen Stammzellen (MSC) auf der
Sekretion bestimmter Boten- und Signalstoffe, die immunmodulatorisch wirken und zur Bildung
eines proregenerativen Milieus innerhalb des Gehirns fihren (43). Der vorrangige Effekt der
transplantierten Zellen soll dieser Idee nach nicht durch die Differenzierung der Stammzellen in
dopaminerge Neurone erfolgen, sondern vielmehr durch die Ausschiittung von parakrin aktiven
Faktoren, mMRNA (messenger RNA), regulatorischer miRNA (micro RNA) und Proteinen (44-46).
Diese Substanzkombination wird als Sekretom bezeichnet und soll die noch vorhandenen
endogenen Zellen zu Teilung und Wachstum anregen, antiinflammatorisch wirken, endogene
Reparaturmechanismen aktivieren und so die Regeneration des geschadigten Gewebes fordern
(44, 46). Die Differenzierung der MSC in Osteoblasten, Chondrozyten, Myozyten und Adipozyten
(47) spielt dabei fir die Regeneration des Gehirns keine Rolle. Zwar wurde auch die
Differenzierung von MSC in neuronale Zellen in einzelnen Studien gezeigt (48), die Funktionalitat
dieser Zellen wird allerdings in Frage gestellt (49). Mesenchymale Stammzellen sind gegentiber
den fetalen oder embryonalen Stammzellen einfacher zu gewinnen, bieten geringeres ethisches
Konfliktpotenzial, wirken immunmodulatorisch und besitzen ein geringeres Entartungsrisiko (50,
51). Bisherige Studien zur Effektivitat von MSC-Transplantation bei Parkinsonmodellen der Ratte
zeigten positive Effekte auf die Neurogenese (52-54) und eine Verbesserung im D-Amphetamin
induzierten Rotationstest nach einseitiger nigrostriataler Schéadigung, entsprechend einer
Reduktion der Asymmetrie dopaminerger Innervation (55). Zusétzlich konnte durch die Injektion
von konditioniertem Medium von MSC in die Substantia nigra und das Striatum die Koordination
und die unilateralen motorischen Defizite im Rattenmodell verbessert werden (56), was die
regenerativen Eigenschaften des Sekretoms der MSC unterstreicht. Die Vertraglichkeit beim
Menschen konnte in einer offenen Phase-1 Studie belegt werden, bei der Parkinsonpatientinnen
und -patienten autologe MSC aus dem Knochenmark transplantiert wurden, ohne dass dabei
schwerwiegende Nebenwirkungen auftraten (57). In friheren Studien wurden meist MSC aus dem
Knochenmark gewonnen (bone marrow derived mesenchymal stem cells BM-MSC). Seit einiger
Zeit hat sich jedoch auch Fettgewebe als Quelle mesenchymaler Stammzellen bewéhrt. Die

adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (ASC) sind einfacher zu gewinnen als MSC aus
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dem Knochenmark und weisen ein starkeres immunmodulatorischen Potenzials auf (58, 59). Da
MSC unter physiologischen Bedingungen nur wenige MHC-Klasse-1- (major histocompatibility
complex) und keine MHC-Klasse-11-Molekiile oder Kofaktoren ausbilden, besitzen sie zudem eine
gewisse immunogene Toleranz (60). Trotz ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften sind MSC
jedoch nicht immunprivilegiert und kénnen vom Immunsystem erkannt und abgestof3en werden
(60). So fuhren sie zu einer Vermehrung von B-, T- und NK-Zellen im Blut und zur Bildung von
Autoantikdrpern nach allogener intrakranieller Transplantation beim Rhesusaffen. Diese
Reaktion, wenn auch kurzfristig, ist abh&ngig vom Haplotyp und der Menge der transplantierten
Zellen (61, 62). Das immunogene Potenzial der MSC ist abhangig von der phylogenetischen Nahe
von Spender und Empfanger. Bei xenogener Transplantation wird die inflammatorische Reaktion
dabei vor allem durch NK- und T-Zellen sowie Mikroglia hervorgerufen (63).

Die therapeutischen Effekte und die immunmodulatorischen Effekte, die durch die Beeinflussung
des Mikromilieus durch die MSC entstehen, kénnen mit Hilfe genetischer Manipulation noch
weiter verstarkt werden. So ist es moglich die Expression bestimmter Botenstoffe zu induzieren

oder zu modifizieren, um so die gewiinschten proregenerativen Effekte noch weiter zu steigern.

3.3. GDNF

Unter den vielen moglichen Substanzen, die eine neuroregenerative Wirkung auf dopaminerge
Neurone zeigen, imponiert insbesondere der 1993 von Lin et al. beschriebene Wachstumsfaktor
glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) (64, 65). GDNF entfaltet seine Wirkungen tiber
verschiedene molekulare Mechanismen mit Hilfe seines Rezeptors GNDF family receptor alpha-
1 (GFRal). Dieser kann sowohl tber einen GPI-Anker (glycosyl phosphatidylinositol anchor) an
lipid rafts der Zellmembran gebunden oder als 16sliche Form als GDNF/GFRa1-Dimer vorliegen.
Bindet GDNF an membrangebundenes GFRal, kommt es zur Dimerisierung dieses Ligand-
Rezeptor-Komplexes und zur Bindung von zwei RET (rearranged during transfection) Rezeptor-
Tyrosinkinase-Molekilen und dadurch zur cis-Stimulierung und Aktivierung des ERK/MAPK-
Signalweges (extracellular-signal-regulated kinase/ mitogen-activated protein kinase). Bindet
hingegen ein loslicher GDNF/GFRa-1-Komplex an RET kommt es zur trans-Stimulierung mit
nachfolgender ~ Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges (Phosphatidylinositol-3-Kinase/
Proteinkinase B) (66). Alternativ kann der GDNF-GFRa1-Komplex auch RET-unabhéngig an das
neural cell adhesion molecule NCAM binden und intrazelluldr die Src Kinase Fyn und die focal
adhesion kinase (FAK) aktivieren. Die Bindung von GDNF an NCAM ist auch unabhéngig von
GFRal moglich, allerdings ist diese Bindung weniger affin als die Bindung zwischen einem
GDNF-GFRa1-Dimer und NCAM (67). Zudem kann GDNF von Syndecan-3 gebunden werden,
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einem transmembrandsen Proteoglykan, das mit Hilfe von Heparansulfatketten GDNF binden und
so lokal konzentrieren kann. Auf diese Weise kann es als Korezeptor fiir GFRa1 wirken oder selbst

intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren (68) (siehe auch Abbildung 2). Die Mdglichkeit eines

GDNF RET sGFRa1
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lipid raft ﬂ
GPI-Anker
IZR l l
ERK/ MAPK PI3K/ Akt
B Syndecan 3 EZM
- NE N\
IZR
Zelladhasion
c NCAM
EZR
—_—
—~ -
IZR . ' Fyn)
- . Inhibition der
Signaltransduktion Zelladhasion

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signaltransduktion von GDNF
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(A4) GDNF bindet an seinen Rezeptor GFRal. Da dieser keine intrazytoplasmatischen Anteile besitzt,
erfolgt die Signaliibertragung iiber weitere Rezeptoren. GFRol ist mit einem GPI-Anker in lipid rafts
gebunden. Nach der Dimerisierung von GDNF/GFR al Komplexen werden zwei RET Rezeptormolekiile
gebunden und es kommt zur intrazelluldren Signaltransduktion iiber ERK/ MAPK. Zudem kommt GFRo.l
auch als Igsliche Form ohne GPI-Anker vor und kann so (ber eine trans-Signaliibertragung seine
intrazellularen Effekte vermitteln. Dabei kommt es zur Aktivierung auBerhalb der lipid rafts und zur
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges. (B) Das Proteoglykan Syndecan 3 kann (ber seine
Heparansulfatketten GDNF binden, lokal konzentrieren und so als Korezeptor fungieren oder selbst tiber
die Tyrosinkinase Src intrazelluldre Signalkaskaden auslésen. Die Bindung von in der Extrazellularmatrix
(EZM) immobilisiertem GDNF an Syndecan 3 fuhrt zudem zur Zelladh&sion und zum Zellwachstum. (C)
RET-unabhdingig kann die Signaliibertragung iiber NCAM erfolgen. Ein GDNF/GFRal-Dimer bindet
NCAM mit hoher Affinitat und aktiviert so die intrazellulare Tyrosinkinase Fyn. NCAM st ein
Zelladhasionsmolekil fur Neuronen. In Abwesenheit von GDNF kann GFRal an NCAM binden und so die
Zelladhasion verhindern. AKT= Proteinkinase B, ERK= extracellular signal-regulated kinase, EZM=
Extrazellularmatrix, EZR= Extrazellularraum, GDNF= Glial cell-derived neurotrophic factor, GFRal=
GDNF family receptor alpha-1, GPI= glycosyl phosphatidylinositol, 1ZR=Intrazellularraum, MAPK=
mitogen-activated protein kinase, NCAM= neural cell adhesion molecule, src= sarcoma tyrosine kinase,

P13K= Phosphatidylinositol-3-kinase; Abbildung in Anlehnung an Sariola et al. (69)

weiteren GDNF-Rezeptors wurde postuliert, bisher jedoch nicht zweifelsfrei nachgewiesen (70).
Bisher ist noch kein geeigneter Applikationsweg beim Menschen etabliert. GDNF kann die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) nicht passieren und muss somit intrazerebral appliziert werden. Zudem ist

die Halbwertszeit von GDNF sehr kurz und eine kontinuierliche oder repetitive Freisetzung ist fur
einen andauernden Effekt notwendig (71). Insbesondere der Ort und die Art der GDNF-
Freisetzung haben eine entscheidende Rolle fur die Wirksamkeit. Kirik et al. (72) untersuchten
den geeignetsten Applikationsort von GDNF im intrastriatalen 6-OHDA Modell der Ratte
(Erlauterung des Modells siehe 3.4). Eine Injektion von GDNF ins Striatum konnte hier sowohl
die nigrostriatale Funktion als auch die dopaminerge Innervation des Striatum bewahren, wahrend
eine Injektion von GDNF in die Substantia nigra zwar dopaminerge Neurone schitzen, jedoch
weder die dopaminerge Innervation noch die funktionelle Integritdt erhalten konnte.
Intraventrikulére Injektionen zeigten hingegen keinerlei Effekt auf die striatale Innervation und
die nigrostriatalen motorischen Funktionen (72). Diese fehlende Wirksamkeit bei ventrikularer
Applikation bestétigte sich auch bei ersten Untersuchungen am Menschen. Intraventrikuléren
Injektionen von GDNF bei einem Parkinsonpatienten zeigten weder eine Besserung der klinischen
Symptomatik noch einen Erhalt der dopaminergen Neurone. Es kam jedoch zum Auftreten von
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unerwinschten Nebenwirkungen (73). Eine Phase Il Studie, die die Injektion von GDNF in das
dorsale Putamen bei Parkinsonpatientinnen und -patienten untersuchte, konnte nach sechs
Monaten keine Verbesserung der Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS) zeigen. Bei
neun Studienteilnehmern traten schwerwiegender Nebenwirkungen, wie intrakranielle Blutungen,
Infektionen oder Fehlplatzierungen auf und bei drei Studienteilnehmern war sogar die
Neuplatzierung bzw. Entfernung notwendig (74). Striatale GDNF-Messungen bei Rhesusaffen
nach Applikation mit Hilfe des gleichen Kathetersystems legen nahe, dass nur in ca. 2-9% des
menschlichen Striatum bei dieser Applikationsform eine ausreichende Konzentration von GDNF
erreicht wurde (75). Dies macht deutlich, dass andere Freisetzungsmechanismen fiir eine
ausreichende Wirkung von GDNF nétig sind. Insbesondere die Transplantation von modifizierten
mesenchymalen Stammzellen bietet sich daftr an. Durch das Einbringen geeigneter Plasmide in
die Stammzelle (vgl. 5.2.1) kann die Expression von neuroprotektiven Substanzen wie GDNF
verstarkt werden. Nach der Transplantation in das Striatum geben die Zellen GDNF und andere
Botenstoffe in das Parenchym ab. Dabei kénnen sie dauerhaft im Gewebe verbleiben, ohne jedoch

die Risiken eines implantierten Kathetersystems mit sich zu bringen.

3.4. 6-OHDA

6-OHDA st ein Neurotoxin, das aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu endogenen
Katecholaminen von Dopamin- und Noradrenalintransportern in die Zelle aufgenommen wird und
uber die Bildung von Sauerstoffradikalen zu oxidativem Stress und letztendlich zur
Zellschadigung fuhrt (76). Das 6-OHDA Modell ist eines der am héaufigsten verwendeten
Tiermodelle fir das Parkinson-Syndrom. Da 6-OHDA die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren
kann, ist eine intrakranielle Injektion des Neurotoxins noétig. Eine Reduktion bestimmter
Zellpopulationen ist dabei abh&ngig vom intrakraniellen Applikationsort. Bei Applikation in das
Striatum oder in die Substantia nigra kommt es zum Absterben von dopaminergen Neuronen und
dadurch zu motorischen Einschréankungen, die das Parkinson-Syndrom imitieren. Es kommt dabei
nur zur lokalen Ausbreitung in der jeweiligen Hemisphéare, die kontralaterale Seite bleibt
unbeeinflusst (77). Dies hat den Vorteil, dass die unbeeintréchtigte Seite als gesunde
Vergleichsseite betrachtet werden kann, wéhrend es in anderen Tiermodellen wie dem MPTP-
Modell (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetranydropyridine) zur systemischen Verteilung und damit
Beeintrachtigung beider Hemispharen kommt. Zudem ist 6-OHDA ungefahrlicher fir den
Anwender als MPTP, welches das Parkinson-Syndrom bereits Uber eine intranasale Gabe
hervorrufen kann (77). 6-OHDA wurde daher in den nachfolgend beschriebenen Experimenten
verwendet, um ein Parkinsonmodell der Ratte zu induzieren. Das Krankheitsmodell sowie die
13



verwendete Therapiestrategie mittels GDNF-sekretierender ASC sind in der Abbildung 3
dargestellt.

Striatum

Substantia Nigra

o Mesenchymale Stammzelle
© GDNF

Abbildung 3: Krankheitsmodell und Wirkprinzip der Transplantation

(A) Dopaminerge Neurone projizieren mit ihren Axonen in das Striatum und geben dort motorische
Befehle an die nachfolgenden Neurone weiter. (B) Nach der Injektion von 6-OHDA in das Striatum
kommt es zur Aufnahme des Toxins durch Katecholamintransporter in die Axone der dopaminergen
Neurone und zum retrograden Transport. Hier fuhrt 6-OHDA durch die Induktion von ROS und
oxidativem Stress zum Absterben der dopaminergen Neurone und zum Verlust der nigrostriatalen
Innervation. (C) Die Transplantation von ASC in das Striatum fiihrt zur Regeneration der nigrostriatalen
Innervation Uber die Expression von GDNF und anderen Wachstumsfaktoren, Botenstoffen und
messenger- und microRNA. Diese regen die Regeneration der kdrpereigenen dopaminergen Neurone
wieder an und filhren zu einer Wiederherstellung bzw. zum Erhalt der funktionellen Eigenschaften. 6-
OHDA= 6-Hydroxydopamin, GDNF= Glial cell-derived neurotrophic factor, ASC= mesenchymale
Stammzelle aus Fettgewebe; Abbildung in Anlehnung an Winner et al. (78)

3.5. Immunreaktion beim Parkinson-Syndrom

Die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung, Aufrechterhaltung und dem Fortschreiten des
Parkinson-Syndroms war in den letzten Jahren zunehmend Bestandteil aktueller Forschung.
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Wahrend die genauen Ursachen fiir die Entstehung der Erkrankung noch unklar sind, wurde die
Konfrontation des Immunsystems in lokaler Néhe zu sensiblen Bereichen des Nervensystems, wie
dem Bulbus Olfactorius und dem vegetativen Nervensystem des Darms, als moglicher Trigger
propagiert. Entziindungsreaktionen im Colon sind bei Parkinsonpatientinnen und -patienten
haufiger zu finden als bei gesunden Vergleichsgruppen (79) und bei Patientinnen und Patienten
mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) liegt die Inzidenz des Parkinson-
Syndroms hoher als bei Personen ohne CED (80). Zudem konnte gezeigt werden, dass die orale
Verabreichung von Proteus mirabilis, eines Enterobakteriums, das vermehrt bei mit Parkinson-
Syndrom erkrankten Mdusen im Darm zu finden ist, bei gesunden Mausen zum selektiven
Absterben von dopaminergen Neuronen fihrt. Es kam hierbei zu einer begleitenden
Neuroinflammation in der Substantia nigra und dem Striatum sowie zur Ansammlung von o-
Synuclein sowohl im Gehirn als auch im Colon (81). Ebenso kann eine begleitende
Entziindungsreaktion bei Parkinsonpatientinnen und -patienten im Blut nachgewiesen werden.
Eine Metaanalyse zeigte hohere Konzentrationen der Zytokine Interleukin 6 (IL-6), Tumor
Nekrose Faktor o (TNF-a), IL-1B, IL-2, 1L-10, C-reaktives Protein und RANTES (regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted) (82). Ob die Entziindung Ursache oder Folge
der Erkrankung ist, ist noch ungeklart (26, 83). Die Hypothese, dass proinflammatorische Zytokine
die Entstehung bzw. das Fortschreiten des Parkinson-Syndroms begunstigen wird durch in vitro
Studien gesttzt, die zeigen, dass IL-6, IL-1 und TNF-o neurotoxisch wirken (84-87). Zwar konnte
gezeigt werden, dass IL-1p iiber die Modulierung der neuronalen Glutamatsekretion unter
ischdmischen Bedingungen neuroprotektiv wirken kann (88), jedoch scheint die exzessive IL-1
Sekretion Uber die Schaffung eines hyperinflammatorischen Milieus eher schadigend zu sein (89,
90). Mduse, die nicht funktionelle Allele fir Cyclooxygenase-2 und TNF-Rezeptoren besitzen,
zeigen zudem eine geringere Anfélligkeit flr Neurotoxizitat bei dopaminergen Neuronen (91, 92).
Ebenso besitzt das proinflammatorische Zytokin Interferon-y (IFN-y) einen neurotoxischen
Einfluss auf dopaminerge Neurone (93), auch wenn dieses Zytokin in der Metaanalyse von Qin et
al. nicht erhoht war (82). Die Autoren weisen jedoch darauf hin, dass nur wenige Studien mit
kleinen Fallzahlen vorliegen und dies dazu flihren kdnnte, dass geringe Unterschiede nicht erfasst
wurden (82).

Das Gehirn gilt als Organ mit einem spezialisierten Immunsystem, da es eine Toleranz des
Immunsystems gegentiber in das Gehirn eingebrachten Pathogenen zeigt. Diese Toleranz ist unter
anderem bedingt durch die BHS. Jedoch ist diese Toleranz nicht absolut und peripherere
Immunisierung kann zu einer zellularen Immunantwort im Parenchym des Gehirns fuhren (94).

Die BHS wird gebildet von Endothelzellen, den Perizyten, einer Basalmembran mit tight junctions
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sowie den Zellfortsatzen der Astrozyten und limitiert das Eindringen von toxischen Substanzen
und Zytokinen sowie das Einwandern von Leukozyten in das Gehirn unter anderem durch die
Expression von sonic hedgehog (SHH), IL-25 und CXC motif chemokine 12 (CXCL12) (95, 96).
Bakterien und andere Pathogene kdnnen die BHS jedoch durchbrechen (97) und das zentrale
Nervensystem wird daher kontinuierlich durch Zellen des peripheren Immunsystems im
zerebrospinalen Liquor, den Meningen und den Lymphgefélien des zentralen Nervensystems
uberwacht (94, 98). Bei Parkinsonpatientinnen und -patienten ist die Funktionalitat der BHS
gestort (99, 100) und CD8*-Lymphozyten kdnnen bei Parkinsonpatientinnen und -patienten in die
Substantia nigra einwandern (101). Zudem wurde eine vermehrte Anreicherung von
Immunglobulin G (IgG) in der Substantia nigra von Parkinsonpatientinnen und -patienten
beobachtet (102). Die Ansammlung von IgG kann sowohl Uber die Aktivierung des
Komplementsystems als auch tber die Aktivierung von Mikroglia zum Verlust von dopaminergen
Neuronen fuhren (103). So flhrte IgG, das von Parkinsonpatientinnen und -patienten gewonnen
wurde, nach Injektion in die Substantia nigra pars compacta von Miausen Fcy (fragment
crystallizable y)-vermittelt zur Ansammlung von Mikroglia und zum Verlust von dopaminergen
Neuronen (104).

3.6. Mikroglia

Mikroglia sind parenchymatdse Zellen des zentralen Nervensystems, die sich bereits friih in der
embryonalen Entwicklung aus erythromyeloiden Vorldauferzellen des Dottersacks entwickeln
(105). Sie gelten als die primaren Zellen des angeborenen Immunsystems im zentralen
Nervensystem und tasten mit ihren Fortsatzen kontinuierlich ihre Umgebung nach Schédigungen,
abgestorbenen Zellen oder Pathogenen ab (106). Mit Hilfe von pattern recognition receptors
(PRRs) konnen sie Pathogene (pathogen-associated molecular patterns PAMPS) oder danger-
associated molecular patterns DAMPS wie high mobility group protein 1 (HMGB1),
Adenosintriphosphat (ATP), Bestandteile der Extrazellularmatrix, mitochondriale DNS und
Hitzeschockproteine (107-111) in ihrer Umgebung erkennen. Dies fuhrt zur Aktivierung, Teilung
und Ansammlung von Mikroglia und zur Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen,
Botenstoffen und zytotoxischen Substanzen wie reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species ROS) (112). Des Weiteren sind Mikroglia auch an weiteren Prozessen im Gehirn wie
beispielsweise der Auflésung, Modulation und Neuentstehung von Synapsen beteiligt (112, 113).
Die Beobachtung, dass sich Mikroglia vermehrt in der Substantia nigra von Parkinsonpatientinnen
und -patienten anreichern, fuhrte zur Erforschung der Bedeutung dieser Zellen in der Pathogenese
des Parkinson-Syndroms (114). lhre Beteiligung am Krankheitsgeschehen ist inzwischen
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allgemein anerkannt, auch wenn die Kausalitat in der Pathogenese noch nicht geklart ist (115).
Genassoziationsstudien legen jedoch eine ursdchliche Beteiligung nahe (116, 117). So sind
Mutationen in dem Gen der Serin-/Threoninkinase Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2), auch
bekannt als Dardarin, einer der haufigsten Grinde fir die Entstehung von genetischen Parkinson-
Syndromen. Untersuchungen nordafrikanischer Araber zeigen, dass eine LRRK2-Mutation bis zu
37% der famili&ren und 41% der sporadischen Parkinsonformen ausmacht (116). Patientinnen und
Patienten mit LRRK2-Mutationen weisen dabei einen &hnlichen Phanotyp auf wie Patientinnen
und Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom, was diese Mutation besonders interessant
fuir die Erforschung der Pathogenese macht (118). Es wird angenommen, dass LRRK2-Mutationen
zu einem gestorten Gleichgewicht und zu einer veranderten Antwort der Mikroglia auf das
vermehrt anfallende a-syn fuhren (119). Dies wird gestiitzt durch neue Daten, die zeigen, dass
LRRK2-Knockout-Maduse eine geringere Anfélligkeit fir dopaminerge Degeneration zeigen,
mdoglicherweise begriindet durch eine reduzierte Mikrogliaaktivierung (120). Ein anderes Beispiel
fir ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung des Parkinson-Syndroms sind Mutationen im Gen von
TREM2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 2) (117), einem Mikrogliarezeptor, der
fur die Gewebsreparatur durch die Beseitigung von apoptotischen Zellen und die Unterdriickung
von Neuroinflammation verantwortlich ist (121). Funktionell beeintrachtigende Mutationen im
TREM2-Gen kénnen zu einer Ubersekretion proinflammatorischer Zytokine durch Mikroglia
fuhren (121).

Ein Konzept, das im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen vorgeschlagen wurde,
ist Mikroglia priming: Mit zunehmendem Alter und systemischer niederschwelliger Inflammation
werden Mikroglia empféanglicher flr inflammatorische Reize und reagieren mit einer verstarkten
und langer anhaltenden proinflammatorischen Immunantwort (122-124). Auch extrazelluldres o-
syn kann Mikroglia fur systemische inflammatorische Reize empfanglicher machen, so dass
systemische Infektionen eine lokale Aggravation im Gehirn beglinstigen konnen (125). Dies
konnte auch das erhdhte Risiko fur Parkinson-Syndrome von Patientinnen und Patienten mit CED
erklaren (79). Wie oben beschrieben ist die Ansammlung von fehlgefaltetem a-syn ein Eckpfeiler
in der Pathogenese des Parkinson-Syndroms. Das vermehrt anfallende o-syn kann toll-like
receptor 4 (TLR4)-abh&ngig von Mikroglia phagozytiert werden (126, 127). Dabei kommt es
TLR1/2- und TLRA4-vermittelt zur Aktivierung der Mikroglia und zur Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine (128-131).

Dem erhdhten Redoxpotenzial der Dopaminmetabolite wirken die Neurone entgegen, indem sie
Dopamin in Neuromelanin umwandeln (23). Dieses besitzt eine dunkle Farbung und ist ursachlich

fir die Namensgebung der Substantia nigra. Uberschiissiges Eisen wird durch Neuromelanin in
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Chelatkomplexen gebunden und die entsprechenden Redoxreaktionen somit verhindert (132).
Kommt es jedoch mit zunehmendem Alter zu mitochondrialer Dysfunktion, Proteinaggregation
und vermehrter Bildung von ROS, kann sich dieses Gleichgewicht verschieben und zu einer
Akkumulation von neurotoxischen Substanzen fiihren (24). Eisen wird nach extrazellular
abgegeben und von Mikroglia aufgenommen (133). Dies konnte als physiologische Reaktion zu
verstehen sein, um das Parenchym vor dem Redoxpotenzial des Eisens zu schiitzen (133). Gelangt
jedoch auch Neuromelanin nach extrazellular kommt es zur Aktivierung der Mikroglia (134, 135)
und zur Entstehung eines positiven Feedbackloops. Das proinflammatorische Milieu mit ROS und
die neurotoxischen Substanzen, die von den Mikroglia ausgeschiittet werden, fuhren zum
Absterben der Neurone, zur weiteren Freisetzung von Neuromelanin, DAMPs und Eisen mit
konsekutiver Aktivierung der Mikroglia, verstarkt durch die chronisch andauernde Bildung von
fehlgefaltetem a-syn (24, 135) (siehe auch Abbildung 4).

Uber den Einfluss der Anzahl der Mikroglia auf den Krankheitsverlauf von Parkinsonpatientinnen
und -patienten gibt es widerspruchliche Ergebnisse. Im Tiermodell korreliert die Menge der
Mikroglia mit dem Verlust an dopaminergen Neuronen (136). Dies konnte auch durch PET-
Untersuchungen (Positronen-Emissions-Tomographie) beim Menschen bestatigt werden (137).
Wéhrend Ouchi et al. in ihrer Studie zeigen konnten, dass die Mikrogliaaktivitdt mit der
Krankheitsdauer korreliert und eine hoéhere Aktivitdt mit einem zunehmenden Verlust an
dopaminergen Neuronen einhergeht (137), kdnnte die fehlende longitudinale Korrelation in einer
anderen Studie jedoch darauf hindeuten, dass es friihzeitig zu einer Aktivierung der Mikroglia
kommt, diese dann jedoch konstant bleibt und tiber eine kontinuierliche Zytokinfreisetzung den
Krankheitsverlauf moduliert (138). Die Diskrepanz dieser Studien kdnnte jedoch auch auf
methodische Aspekte zuruickzufihren sein (138).

Seit einiger Zeit ist bereits bekannt, dass Mikroglia verschiedene Funktionen je nach umgebendem
Milieu Gbernehmen konnen (139). M1 und M2 Mikroglia stellen in einem vereinfachten Modell
zwei extreme Zustande dieser Zellen dar (140). M1 Mikroglia werden dabei als der Zelltyp
angesehen, der bei akut auftretendem Schaden im Hirnparenchym eine erste Reaktion auf den
pathologischen Zustand liefert. Sie sind gepragt durch die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-o und I1-1B, von ROS und NO (Stickstoffmonoxid) und die Ausbildung von
typischen Oberflachenmarkern wie CD86 (cluster of differentiation) und CD11b und beseitigen
effektiv Bakterien, apoptotische Zellen und andere Pathogene (140, 141). Im Gegensatz dazu sind
M2 Mikroglia vorrangig gepragt durch die Ausbildung verschiedener Oberflachenmolekiile wie

Arginase 1, CD163, TREM2 und anderen sowie der Sekretion antiinflammatorischer Botenstoffe
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Abbildung 4: Mikrogliaaktivierung beim Parkinson-Syndrom

Beim Parkinson-Syndrom kommt es zur Bildung von fehlgefaltetem a-Synuclein. Kommen mehrere gleich
gefaltete o-Synuclein-Monomere zusammen kénnen diese aneinanderbinden und Polymere bilden. Die
Polymere erhdhen in dopaminergen Neuronen den intrazelluldren oxidativen Stress und fiihren so zum
Absterben. Gleichzeitig kdnnen die Polymere von Mikroglia phagozytiert werden und filhren zu deren
Aktivierung. Die aktivierten Mikroglia setzen proinflammatorische Zytokine frei, die ebenfalls toxisch auf
dopaminerge Neurone wirken. Sterbende Neurone setzen Neuromelanin und andere Substanzen frei, die
von den umgebenden Mikroglia erkannt und phagozytiert werden. Durch die Phagozytose wird die
Aktivierung der Mikroglia unterhalten und es entsteht ein sich selbst verstarkender Kreislauf mit
Entstehung eines proinflammatorischen Milieus und fortschreitender Degeneration der dopaminergen
Neurone. a-syn= a-Synuclein, DAMP= Damage-associated molecular pattern, |L-18= Interleukin 15,
IL-6= Interleukin 6, IFN-y= Interferon y, K+= Kalium, NO= Stickstoffmonoxid, ROS= Reaktive

Sauerstoffspezies, TNF-a= Tumornekrosefaktor o



wie IL-10 und TGF-i, Matrix-Metalloproteinasen (MMP) wie Ym1, Ornithin, Polyaminen und
Wachstumsfaktoren. Dadurch tragen sie zur Gewebsregeneration und -reorganisation bei (140,
141). Es wird vermutet, dass M1 und M2 Mikroglia jedoch nur zwei Zustande eines ganzen
Spektrums unterschiedlicher Phanotypen darstellen (142). Der Ubergang von der akuten M1-
Antwort hin zu einer antiinflammatorischen und regenerativen M2-Antwort ist ein
pathophysiologischer Eckpfeiler und bedeutend fiir eine physiologische Krankheitsbewaltigung.
Kommt es zu einer anhaltenden proinflammatorischen Reaktion, fuhrt dies langfristig zu einem
Untergang von gesundem Hirngewebe und damit zum Fortschreiten der Grunderkrankung (143).
Es wird daher angenommen, dass die Effekte, die durch eine gesteigerte Anzahl an
proinflammatorischen M1 Mikroglia entstehen, den progressiven neuronalen Verlust beim
Parkinson-Syndrom weiter verstarken (142). Der Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) scheint hierbei eine Schlusselrolle einzunehmen,
da er die Polarisierung der Mikroglia beeinflusst und so zu einem gestérten Gleichgewicht mit
langanhaltender proinflammatorischer Aktivierung der Mikroglia mit neurotoxischen Folgen
fuhren kann (142). Im Umkehrschluss kann eine Beeinflussung der Mikroglia in Richtung eines
M2 Phéanotyps moglicherweise protektiv oder bestenfalls sogar regenerativ flr dopaminerge
Neurone wirken. Insbesondere die Transplantation von BM-MSC konnte Uber die Sekretion von
IL-4 bereits die a-syn Beseitigung durch M2 Mikroglia induzieren (144). Zudem zeigten kirzlich
verOffentlichte Studien einen Wechsel zu einer M2-Antwort durch GDNF in vitro, die zusétzlich
zu den direkten neuroregenerativen Effekten von GDNF auf dopaminerge Neurone weitere
positive Auswirkungen auf den Erhalt der funktionellen Eigenschaften versprechen (145, 146).

Die intrakranielle Transplantation von ASC in vorangegangenen Studien zeigte eine vermehrte
Ansammlung von Mikroglia nach kurzer Zeit (53, 55). Jedoch zeigte eine kurzlich veroffentlichte
Studie, dass dieser Effekt nach sechs Monaten nicht mehr nachweisbar ist (147) und hohere
Plasmakonzentration der antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 6 Monate nach
intrastriataler ~ Transplantation von ASC (52) sprechen fur einen langfristigen
antiinflammatorischen Effekt der ASC. GDNF konnte u.a. in Modellen fir neuropathische
Schmerzen (148), Alzheimer (149) und einem LPS Modell (150) eine Reduktion der Mikroglia
erzielen und einige Studien zeigten bereits die protektiven Eigenschaften von GDNF-
sekretierenden BM-MSC auf dopaminerge Neurone (151-153). Zwei Studien untersuchten bereits
die kurzfristigen Auswirkungen von vermehrt GDNF-sekretierenden BM-MSC auf die Mikroglia
im Rattenmodell (152, 153). Eine Studie zeigte eine Reduktion der Mikroglia durch die
Umhillung der MSC mit einem Hydrogel aus Typ-I Kollagen, konnte jedoch keinen

Uberlebensvorteil fiir die MSC zeigen (153), obwohl die autokrine Sekretion von GDNF durch
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MSC in einer aktuellen Studie zu einer verbesserten Uberlebensrate fiihrte (154). Es ist daher
moglich, dass das Hydrogel diesen Uberlebensvorteil durch ein unglnstiges Mikromilieu
relativieren konnte. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte in einer nachfolgenden Studie ohne Hydrogel
die Reduktion der Mikroglia jedoch nicht wiederholen (152). Zieht man die besseren
immunmodulatorischen Eigenschaften der ASC im Vergleich zu BM-MSC in Betracht (58, 59)
liegt die Vermutung nahe, dass die Reduktion der Mikroglia durch die vermehrte Sekretion von
GDNF durch ASC auch ohne die Umhillung der ASC mit einem Hydrogel erreicht werden kann.
So konnte das Sekretom der ASC mit einer verstarkten Sekretion von GDNF eine synergistische
antiinflammatorische Wirkung zeigen. Bisher wurden jedoch noch keine Studien tber den Einfluss
von gentechnisch veranderten und damit vermehrt GDNF sekretierenden ASC auf Mikroglia

durchgefuhrt.
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4. Zielsetzung der Arbeit

Aktuelle Therapien fir das Parkinson-Syndrom sind nicht zufriedenstellend und kdnnen den
Krankheitsverlauf nur in geringem MaRe beeinflussen. Neue Therapiestrategien mit dem Ziel das
Fortschreiten der Erkrankung wirksam aufzuhalten oder im besten Fall sogar eine Regeneration
zu erreichen sind zwingend notwendig. Wahrend sowohl GDNF als auch die Transplantation von
mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe sich als vielversprechende Optionen fir dieses Ziel
dargestellt haben, ist die Kombination der beiden Methoden noch kaum untersucht. Die Expression
von GDNF durch mesenchymale Stammzellen bietet grofles Potenzial flir zukinftige
Therapiestrategien am Menschen. Da sich auch der Einfluss des Immunsystems und insbesondere
der Mikroglia auf die Entwicklung des Parkinson-Syndroms in den letzten Jahren
herauskristallisiert hat, ist es wichtig zu untersuchen, inwiefern sich die Zufuhr von GDNF durch
transplantierte mesenchymale Stammzellen auf die Funktion der Mikroglia auswirkt. Kirzlich
durchgefuhrte Studien mit mesenchymalen Knochenmarksstammzellen, die vermehrt GDNF
sekretieren, zeigten jedoch inkongruente Ergebnisse. In Anbetracht der stérkeren
immunmodulatorischen Eigenschaften von mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe im
Vergleich zu Knochenmarksstammzellen scheint eine vermehrte GDNF-Sekretion durch diese

Fettgewebsstammzellen vielversprechend.

Diese Arbeit hat daher zwei Ziele:

1. Untersuchen, welchen kurz-, mittel- und langfristigen Einfluss die Transplantation von
gentechnisch  verdnderten, GDNF-exprimierenden  humanen  mesenchymalen
Stammzellen aus Fettgewebe (GDNF-ASC) auf die Mikrogliapopulation im Striatum im
6-OHDA Modell der Ratte hat.

2. Einen ausfiihrlichen Uberblick geben (iber die vorhandene Literatur in Bezug auf die

Auswirkung von GDNF auf Mikroglia in vitro und in vivo.

Der zweite Aspekt wird nach Darstellung der Ergebnisse in die anschlieBende Diskussion

integriert.
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Folgende Hypothesen werden aufgestellt:

Die Transplantation GDNF exprimierender ASC im 6-OHDA Rattenmodell fuhren zu
einer signifikant hoheren Ansammlung von Mikroglia im Vergleich zur Kontrollgruppe

mit Scheinlasion und Vektortransplantation bzw. Lasion und Vektortransplantation.
Die Transplantation von vermehrt GDNF exprimierenden ASC fuhrt zu einer verringerten
Rekrutierung von Mikroglia im Vergleich zur Transplantation naiver ASC im 6-OHDA

Rattenmodell.

Im Verlauf kommt es zu einer Reduktion der Mikroglia im Sinne eines

antiinflammatorischen Effekts durch die Transplantation von GDNF exprimierenden ASC.
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5. Materialien und Methoden

5.1. Materialien:

Im Folgenden werden die Materialien aufgelistet, die fur die Durchfuhrung der Studie verwendet

wurden.

Tabelle 1: Gerate

Standard

Geratename Hersteller Firmensitz
Amaxa® Nucleofector™ 2b | Lonza Group AG Basel, Schweiz
Device

Countess™ Cell Counter Thermo Fisher Scientific Inc. | Schwerte
Eppendorf Research | Eppendorf AG Hamburg
Hubpipetten einkanal

variabel 0,5-10ul, 2-20ul,

10-100ul, 100-1000ul

Heizplatte Préazitherm Stork-Tronic Stuttgart
Heizschittler MR 3001 Heidolph Instruments Schwabach
Heizschittler MR Hei- | Heidolph Instruments Schwabach

Mikro-Kuhlzentrifuge  1- | SIGMA Laborzentrifugen | Osterode am Harz
14K GmbH
Leica CM1850 UV Leica Biosystems Nussloch | Nussloch
GmbH
Leica DMRA Mikroskop Leica Biosystems Nussloch | Nussloch
GmbH
Minishaker PMS100 Grant Instruments Ltd. Shepreth,  Cambridgeshire,
U.K.
Pipetboy Integra Biosciences Corp. Hudson, USA
Prézisionwaage EG 220-3 | Kern & Sohn GmbH Salingen
NM (W)
Schittler  UNIMAX 1010 | Heidolph Instruments Schwabach

Stereotaktischer Rahmen

TSE Systems GmbH

Bad Homburg

VWR VVV3 Vortexer

VWR International GmbH

Darmstadt
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Wasseraufbereitungssystem
Direct-Q®3

Merck KGaA

Darmstadt

HERAcell® 150 Inkubator

Heraeus Holding GmbH

Hanau, Germany

Tabelle 2: Software

Software Hersteller Firmensitz

Graphpad Prism 9 Graphpad Software San Diego, USA

IBM SPSS 25 IBM Ehningen

Office 365 Microsoft Redmond, USA

Stereo Investigator 10.40 MBF Bioscience- | Williston, USA
MicroBrightField, Inc.

Adobe Illustrator 2020 Adobe Inc. San Jose, CA, USA

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Materialen Hersteller Firmensitz

Deckgléser Stérke 1 | R. Langenbrinck GmbH Emmendingen

24x60mm

Eppendorf Pipettenspritzen | Eppendorf AG Hamburg

Eppendorf Tubes Eppendorf AG Hamburg

Ethilon 3-0 Faden Ethicon, LLC San Lorenzo, Puerto Rico,

USA

Falcon Tubes 15ml, 50ml

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe

Kryoréhrchen 0,5ml

Thermo Fisher Scientific Inc.

Schwerte

Kulturflaschen (T75, T150)

TPP Techno Plastic Products
AG

Trasadingen, Schweiz

Counting Chamber Slides)

Mr. Frosty™ | Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte
Gefrierbehalter
Objekttrager (Countess Cell | Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte

Objekttrager
Ultra Plus®

Superfrost

Gerhard Menzel B.V. & Co.
KG,

Braunschweig,

Schwerte
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Thermo Fisher Scientific Inc.

10ml, 25ml, 50ml)

Omnifix®-F 1ml Spritzen B. Braun Melsungen AG Melsungen
Pasteurpipetten 3ml, 5ml Alpha Laboratories Limited Hampshire, U.K.
ProTags® Clear Quartett GmbH Berlin
ProTaqs® PARAmMount | Quartett GmbH Berlin
Serologische Pipetten (5ml, | Corning Incorporated Durham, USA

5ml 22G  Hamilton™ | Hamilton Bonaduz AG Bonaduz, Schweiz
Kanile
2ml 26G  Hamilton™ | Hamilton Bonaduz AG Bonaduz, Schweiz
Kanile

Zellfilter 70 pm

SIGMA-ALDRICH Co.,
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH

St. Louis, USA

Steinheim, Deutschland

Tabelle 4: Chemikalien/Medikamente/Kits

Substanz

Hersteller

Firmensitz

2-Methylbutan >99%

SIGMA-ALDRICH Co.,
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH

St. Louis, USA

Steinheim, Deutschland

5-BrduU

SIGMA-ALDRICH Co.,
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH

St. Louis, USA
Steinheim, Deutschland

GmbH

6-OHDA 3,25¢/l gel6st in | Merck KGaA Darmstadt
0,9% NaCl

Bepanthen® Augencreme Bayer Vital GmbH Leverkusen
D+Saccharose Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
DAB SIGMA-ALDRICH CHEMIE | Schnelldorf
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di- Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Natriumhydrogenphosphat

wasserfrei

di- Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Natriumhydrogenphosphat-

Heptahydrat

DMEM GlutaMAX (geringe | Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte
Glukosekonzentration, mit

Natriumpyruvat)

DMSO (0,4%ig) Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte
Donkey serum Merck KGaA Darmstadt
Ethanol >99,8% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Ethanol 96% vergallt neoFroxx GmbH Einhausen
Ethanol 99% vergallt neoFroxx GmbH Einhausen
Ethylenglykol neoFroxx GmbH Einhausen
Ethylenglykol Merck KGaA Darmstadt
FBS (geprift auf: | SIGMA-ALDRICH CHEMIE | Schnelldorf
Endotoxine, GmbH.

Mykoplasmen, Viruskontam

ination, Virus-AK  [BVD-

MD, BHV-1, PI3])

Gylcerin Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe

Human MSC Nucleofector® | Lonza Group AG Basel, Schweiz

Kit

Isofluran CP® cp-pharma Burgdorf

Isopropanolol Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe

Metacam 5mg/ml Boehringer Ingelheim | Ingelheim/ Rhein,
Vetmedica GmbH, Terrassa, Spanien
Labiana Life Sciences S.A.

Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe

Natriumchlorid 0,9% B. Braun Melsungen AG Melsungen

Natriumdihydrogenphospha | Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe

t Monohydrat
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Natriumhydroxid

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe

Nickel (I1)-chlorid 98%

SIGMA-ALDRICH INC,,
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH

St. Louis, USA

Steinheim, Deutschland

Paraformaldehyd

SIGMA-ALDRICH Co.,
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH

St. Louis, USA
Steinheim, Deutschland

Penicillin/Streptamycin (= | Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte
Pen/Strep;

10.000 U/ml)

PolyFreeze Tissue Freezing | SIGMA-ALDRICH Co., St. Louis, USA

Medium

SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH

Steinheim, Deutschland

Puromycin Invivogen Toulouse, Frankreich
TritonX-100 SIGMA-ALDRICH CHEMIE | Steinheim

GmbH
Trizma®base SIGMA-ALDRICH INC., St. Louis, USA

SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH.

Steinheim, Deutschland

Trypanblau-Lésung 0,4% Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte
Trypsin-EDTA (gel6st in | Thermo Fisher Scientific Inc. Schwerte

PBS w/o Ca2+/Mg2+,

0.05%)

VECATASTAIN® Elite | Vector Laboratories Burlingame, CA, USA
ABC-Kit

Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe

DAPI D1306 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Human MSC Nucleofactor®

Kits

Lonza Group AG

Basel, Schweiz

Collagenase NB4

Serva Electrophoresis GmbH

Heidelberg

Ketaminhydrochlorid

Ketamin Inresa, Inresa

Arzneimittel GmbH,

Freiburg
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Xylazinhydrochlorid Xylavet®, CP-Pharma | Burgdorf

Handelsgesellschaft mbH

Tabelle 5: Losungen/Puffer

Losung/ Puffer Zusammensetzung

BrdU-LAsung 1mg/0,1ml mit NaCl 0,9% auflésen, vortexen und anschlieend mit
Spritzenvorsatz filtern

Cryoprotectant Solution | 500ml Glycerol, 500ml Ethylenglykol, 1000ml 0,1M PBS

(CPS)

Einfriermedium MSC 10% v/v DMSO [0,4%], 40% v/iv DMEM GlutaMAX und 50%
FBS

Nickelchlorid 8%ig 89 Nickelchlorid anhydrid, ad 100ml ddH20

PBS0,IMpH 7,4 189 NaCl, 5,269 NaH2PO4xH20, 23,089 Na2HPO4 wasserfrei
oder 43,529 Na2HPO4x7H20, ddH:0, pH einstellen mit NaOH
od. HCI

PBS+ 96ml PBS 0,1M, 3 ml Eselserum, 1ml TritonX-100 10%

PFA-L06sung 4%ig 80g PFA in ca. 1,81 ddH20 losen, tber Nacht auf 50°C riihren
lassen

Saccharose 30%ig 759 Saccharose, 150g ddH-0, bis auf 250ml auffullen

Tris-Puffer 1M pH 7,6 30,29g Trizma®base mit ddH20 bis auf ca. 200ml auffiillen,
pH 7,6 einstellen (NaOH), im Messkolben auf 250ml auffullen

TritonX 10%ig 10g TritonX100, 70ml ddH20 kalt riihren lassen, bis auf 200ml
auffullen

Wachstumsmedium MSC DMEM GlutaMAX (low glucose), 10% v/v FBS, 1% viv
Pen/Strep (100x)
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Tabelle 6: Antikorper

Antikdrper | Verdunnung | Art.-Nr. Hersteller Firmensitz
Anti Ibal | 1:1000 019-19741 Wako Pure | Osaka, Japan
Kaninchen Chemical

Industries

Ltd.
Anti rat | 1:250 712-065-150 | DIANOVA | Hamburg
Biotin  Esel GmbH
19G

5.2. Methoden

5.2.1. Zellkultur
Die Zellkulturexperimente, die im Folgenden beschrieben werden, wurden von Justina Rasinska
durchgefihrt und mit freundlicher Genehmigung fur ein besseres Verstandnis im Rahmen dieser
Arbeit dargestellt.

Gewinnung der Stammzellen
Die Stammzellen wurden aus dem Fettgewebe einer freiwilligen 21-jahrigen Spenderin wéhrend
einer Routineaspirationslipektomie gewonnen. Die Spenderin wurde zuvor von dem Versuch
informiert und willigte in die Entnahme ein. Die Entnahme erfolgte nach Genehmigung durch die
Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin (Zulassungsnummer EA2/127/07) und
geméR den Grundsédtzen fur medizinische Forschung am Menschen (Helsinki Deklaration).
Wahrend der Aspirationslipektomie wurde ein Gemisch aus Salzlésung, Lokalanasthetikum und
Epinephrin in das Gewebe injiziert und sowohl Flissigkeit als auch das Gewebe mit einem Sauger
zuriickgewonnen. Die Lésung wurde tber Nacht stehengelassen und anschlieRend wurde die Blut-
und Olphase entfernt. Es erfolgte die Zentrifugation bei 350 g fur 5 Minuten und die erneute
Absaugung der oberen und unteren Phase. Die verbliebene Suspension wurde zweimal 1:1 mit
PBS (Phosphat buffered saline) vermischt und erneut zentrifugiert und aufgetrennt. Zur
Verdauung wurde eine PBS-Collagenase-Mischung mit folgenden Konzentrationen verwendet:
Collagenase 25 U/ml (0,05%), CaCl2 2mM, BSA FV 0,25%. Diese wurde der Fettgewebsldsung
im Verhéltnis 1:1 hinzugefugt und das Gemisch anschlieBend fir 45 Minuten bei 37°C und 17rpm
mit 5% COz2 inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 350 g fiir 10 Minuten und dem Absaugen

des Uberstandes bis auf 5ml erfolgte die Resuspension der Zellpellets mit PBS. Es erfolgte die
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erneute Zentrifugation bei 350 g fir 10 Minuten, die Entfernung des Uberstandes und die
Resuspension. Mit Hilfe eines 70um Zellfilters wurden feste Gewebsbestandteile entfernt. 10pl
der Suspension wurden 1:1 mit Trypanblau verdiinnt und die Halfte dieses Gemisches wurde auf
einen Objekttrager gegeben, um die Zellkonzentration mit Hilfe des Countess™ Cell Counter zu
bestimmen. Darauf folgte die Aussaat der MSC in T-Flaschen mit einer Dichte von 2000-
3000Zellen/cm? bei 37°C und 5% CO2 mit Wachstumsmedium im Inkubator.

Kryokonservierung
Zellen, die nicht direkt fur die Transplantation verwendet werden konnten, wurden fir den
spateren Gebrauch kryokonserviert. Nach Absaugen des Wachstumsmediums aus den
Zellkulturflaschen erfolgte ein zweimaliges Waschen mit PBS (T75 Zellkulturflasche: 6ml; T150:
10ml) und die Zugabe von Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigséaure geldst in PBS 0,05%ig,
ohne Ca?* und Mg?*; T75: 1,5ml; T150: 4ml). Es erfolgte eine Inkubation tiber 3 Minuten bei 37°C
bis sich die Zellen von der Zellkulturflasche geldst haben. Durch das Hinzuftigen von PBS wurde
die Trypsinierung gestoppt (T75: 5ml; T150: 15ml). AnschlieBend wurde die Suspension zweimal
bei 21°C und 300 g fir 5 Minuten zentrifugiert und mit 6ml PBS gewaschen. Es erfolgte die
Resuspension mit 2ml Wachstumsmedium. Die Zellen wurden mit Hilfe des Countess™ Cell
Counter wie oben beschrieben gezéhlt. Nach erneuter Zentrifugation erfolgte die Aufnahme der
Zellen in das Einfriermedium mit einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml und die anschlieRende
Verteilung auf die Kryoréhrchen mit 108 Zellen/ Réhrchen. Die Réhrchen wurden in einen Mr.
Frosty™ Behalter gestellt und bei -80°C bis zu vier Monate gelagert. Bei langerem Vorhalten der

Zelle erfolgte die Umlagerung in flissigen Stickstoff.

Kultivierung und Passagierung
Kryokonservierte Stammzellen wurden zum Auftauen fir eine Minute in ein Wasserbad bei 37°C
gestellt und anschlieBend mit 1ml vorgewdarmtem Wachstumsmedium resuspendiert.
AnschlieRend erfolgte die Uberfihrung in 15ml Wachstumsmedium und die erneute
Resuspension. Die Zellen wurden bei 300g fiir 5 Minuten bei 21°C zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Das Zellpellet wurde erneut mit 2ml Wachstumsmedium resuspendiert. Die
Zellkonzentration wurde wie oben beschrieben mit Hilfe des Countess™ Cell Counters ermittelt.
Die Zellen wurden anschlieRend mit einer Dichte von 2000-3000/cm? ausgesat und bei 37°C und
5% COz2 inkubiert. Bei T75 Kulturflaschen wurden 15ml Medium verwendet, bei T150 Flaschen
30ml. Das Wachstumsmedium der MSC wurde alle drei bis vier Tage oder bei sichtbarem
Farbumschlag des Mediums gewechselt. Dazu wurde das alte Medium zuerst abgesaugt und die

Kulturflasche zweimalig mit 10ml vorgewarmten PBS gespult. Daraufhin erfolgte die erneute
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Zugabe von frischem, vorgewarmten Wachstumsmedium. Die Konfluenz der MSC wurde
regelméBig mikroskopisch Uberpruft. Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die MSC
passagiert. Dazu wurde das Wachstumsmedium entfernt und die Flasche zweimalig mit PBS
gespult (T75: 6ml; T150: 10ml). Wie oben beschrieben erfolgte dann die Trypsinierung der Zellen
und die Resuspension mit PBS. Daran schloss sich die Zentrifugation bei 300g und 21°C fiir 5
Minuten an. Der Uberstand wurde entfernt und weitere 6ml vorgewarmtes PBS hinzugegeben.
Nach erneuter Zentrifugation und Absaugen des Uberstandes wurde das das Zellpellet mit 2ml
Wachstumsmedium resuspendiert. Es erfolgte die wie oben beschrieben erneut die Bestimmung
der Zellkonzentration mittels Trypanblaufarbung und Countess Cell Counter. AnschlieRend
wurden die Zellen ausgesat (pro T75-Zellkulturflasche nucleef10® Zellen; pro T150-
Zellkulturflasche 2x10° Zellen) und in den Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO: inkubiert.

Plasmide

Die nachfolgende Beschreibung ist eine Darstellung der Plasmide, die von meiner Kollegin Justina
Rasinska fur die Transfektion verwendet wurden (siehe Anteilserklarung). Zwei Plasmide wurden
eingebracht, um die bendtigte Information an die MSC weiterzugeben. Auf dem ersten Plasmid
wurde das hyperaktive Transposon Sleeping beauty (155) mit dem CMV Enhancer und dem T7
Promoter kombiniert. Zur besseren Stabilitat wurde eine SV40-Polyadenylierungssequenz an das
SB100X Gen angehangt. Auf dem zweiten Plasmid wurde der EF-1a core promoter mit dem
entsprechenden EF-1a Intron kombiniert, um die Expression der Isoform 1 des humanen GDNF-
Gens zu erhohen. Zudem wurde ein bGH-Polyadenylierungssignal angehangt. Fir die spatere
Selektierung der Zellen wurde auf dem gleichen Plasmid der S\V40 Promotor mit einem Gen zur
Puromycinresistenz und einem SV40-Polyadenylierungssignal eingesetzt. Der SB Transposon
Vektor mit GDNF und dem Puromycinresistenzgen wurde mit dem SB Transposase Vektor im
Verhaltnis 9:1 gemixt. Das pCMV(CAT)T7-SB100 Plasmid wurde von Zsuzsanne lzsak zur
Verfligung gestellt (Addgene plasmid #34879; http://n2t.net/addgene:34879;
RRID:Addgene_34879) Fiir eine detailliertere Darstellung siehe (156).

Transfektion der Stammzellen
Die Transfektion erfolgte mittels Elektroporation mit Hilfe des Amaxa® Nucleofactor™ 2b Device
und des Human MSC Nucleofactor® Kits in Passage 4 der Zellkultur. Die MSC wurden wie oben
beschrieben trypsiniert und anschlieBend auf Viabilitit und Zellzahl Gberprift. Bei einer
Konfluenz von 80-90% und einer Viabilitdt > 90% konnte die Transfektion durchgefiihrt werden.
Pro 1,5ml MikroreaktionsgefaR wurden 5x10° Zellen vorgelegt und anschlieRend bei 21°C und

300g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und es erfolgte die Resuspension
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mit 100l Human MSC Nucleofactor Solution. Fir jedes Sample wurden 4ug DNS hinzugegeben
und die Probe wurde in eine Kiivette tiberfiihrt. Am Amaxa® Nucleofactor™ 2b Device wurde das
Programm C17 (hohe Uberlebensrate) eingestellt. Nach Beendigung des Programms wurde die
Suspension in eine 6-Well-Platte Gberfihrt und bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Die Zellen wurden
nach zwei Stunden auf ihre Viabilitat Gberprift. Drei Tage nach der Transfektion erfolgte die
Selektion mittels Puromycin (1,5pug/ml) fir eine Woche und im Anschluss fir einige Tage die
Kultivierung im normalen Wachstumsmedium unter den oben genannten Bedingungen. Das
Selektionsmedium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Als Positivkontrolle diente GFP-DNS, als
Negativkontrollen die MSC gemischt mit DNS und Nucleofactor Solution jedoch ohne
Programmwahl und die Zellen mit Nucleofactor Solution und Programmwabhl, jedoch ohne DNS-

Zugabe. Die transfizierten Zellen wurden bis Passage sieben weiter kultiviert.
5.2.2. Invivo Experimente

Versuchsdesign

82 mannliche erwachsene Wistar Ratten aus der Tierzucht ENVIGO (Rossdorf), die bel
Versuchsbeginn 220-240g wogen, wurden in Gruppen unter Standard Lebensbedingungen in einer
pathogenfreien, temperatur- und luftfeuchtigkeitskontrollierten Umgebung mit einem Tag-Nacht-
Zyklus von 12 h gehalten. Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu Wasser und Essen und
wurden in Typ IV Kafigen mit Plastikrohren und Material zum Nestbau und Knabbern
untergebracht. Die Tiere wurden in 4 Gruppen eingeteilt und erhielten je nach Gruppe Injektionen
von Stammzellen oder NaCl in das linke Striatum. Es wurden naive mesenchymale Stammzellen
aus Fettgewebe (NASC) verwendet oder transfizierte MSC, die durch das Einfuhren eines
Plasmides mittels Elektroporation den Botenstoff GDNF vermehrt exprimieren (GDNF-ASC).
Alle Gruppen erhielten nach der Transplantation bzw. Scheintransplantation eine L&sion im linken
Striatum durch 2 Injektionen von 6-OHDA. Eine Kontrollgruppe erhielt sowohl eine
Scheintransplantation als auch eine Scheinlasion mit NaCl. Die Gruppen nASC + 6-OHDA und
GDNF-ASC+6-OHDA wurden als Test- und die Gruppen NaCl + 6-OHDA und NaCl + NaCl als
Kontrollgruppen definiert. Die Tiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten getdtet und das
Hirngewebe anschlieBend untersucht. Die Toétung der Tiere erfolgte nach 4 Tagen, 28 Tagen oder
6 Monaten. Hieraus ergeben sich die in Tabelle 7 eingeteilten Gruppen. Ein Tierversuchsantrag
wurde zuvor von der zustandigen lokalen Behorde (Landesamt fur Gesundheit und Soziales
Berlin) genehmigt (Tierversuchsantrag G0073/16). Alle Experimente wurden gemal der
Richtlinie des Européaischen Parlaments und des Rates zum Schutz der fur wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere (2010/63/EU) durchgefuhrt.
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Tabelle 7: Einteilung der Gruppen nach Injektion

4 Tage 28 Tage 6 Monate
NaCl + NaCl n=7 n=7 n=7
NaCl + 6-OHDA n=7 n="7 n=7
nASC + 6-OHDA n=7 n=7 n=7
GDNF-ASC + 6-OHDA | n=6 n==6 n=7

NaCl= Natriumchlorid, 6-OHDA= 6-Hydroxydopamin, nASC= naive mesenchymale Stammzellen
aus Fettgewebe/ adipose tissue-derived mesenchymal stem cells, GDNF-ASC= transfizierte

adipose tissue-derived mesenchymal stem cells

Tiere und Operation

Die Tiere konnten sich eine Woche vor OP-Termin an die neue Umgebung im Tierstall gewdhnen.
Die Transplantation der MSC erfolgte in Passage 7. Die MSC wurden wie oben beschrieben
trypsiniert und gewaschen. Es erfolgte die Ermittlung der Konzentration mittels Countess Cell
Counter und die anschlieBende Verdiinnung auf eine finale Konzentration von 3x10° Zellen in 5ul
NaCl.

Die Tiere wurden mit Isofluran 2 - 3,5 % in Oz anésthesiert und in einen stereotaktischen Rahmen
eingespannt. Als Analgetikum kam Meloxicam 2 mg/ kg KGW s.c. zum Einsatz. Es wurde auf
ausreichenden Augenschutz und Wérmeerhalt wéhrend der Narkose geachtet. Nach Erldschen der
Reflexe wurde die Haut rasiert, desinfiziert und mittels Einmalskalpell eroffnet und die
Schédelkalotte prapariert. Die Transplantationsstelle wurde nach Paxinos und Watson (157) von
Bregma ausgehend festgelegt und befand sich in anterior-posteriorer Ausrichtung bei +1 mm und
in medio-lateraler Ausrichtung bei +3 mm. Dies entspricht der linken Hemisphére der Ratte. Hier
wurde die Schadelkalotte mittels Zahnbohrer unter kontinuierlicher Spilung mit einer
physiologischen Kochsalzlosung erdffnet. Von der Dura Mater aus wurde die 22G Hamilton-
Kanule in dorso-ventraler Ausrichtung auf +5,8 mm eingestellt. An dieser Stelle wurden 2,5ul der
Zellsuspension (2 1,5x10°Zellen) transplantiert beziehungsweise 2,5ul NaCl 0,9% injiziert. Eine
Minute nach der ersten Injektion wurde die Kaniile in dorso-ventraler Richtung auf +4,4 mm
eingestellt und erneut 2,5 ul der entsprechenden LOsung injiziert. Nach einer weiteren Minute
wurde die Kanule entfernt und gespilt. 5 Minuten nach der Transplantation der Stammzellen
wurde eine 26G Hamilton-Kanile von der Dura Mater auf +5 mm in dorso-ventraler Ausrichtung
eingestellt und es wurden zweimal 1 pl 6-OHDA mit einer Konzentration von 3,25ug/pl NaCl
oder je 1ul NaCl 0,9% im Abstand von einer Minute injiziert (6,5 ug 6-OHDA gel6st in 2 pl 0,9%
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NaCl-Losung mit 0,1% Ascorbinséure). Die Spritze wurde fur eine Minute belassen und
anschlieBend entfernt. Es erfolgte die Hautnaht mit Einzelknopfnéhten. Die Tiere erhielten
daraufhin BrdU 50 mg/ kg Koérpergewicht i.p. und wurden bis zum Aufwachen gewéarmt und unter
Beobachtung gehalten. Im Anschluss an die Operation erhielten die Tiere fir zwei Tage
Meloxicam 2 mg/ kg KGW s.c. und BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) 50 mg/ kg KGW i.p.
Wéhrend des Versuchszeitraums wurden die Tiere tdglich untersucht und in regelmé&Bigen

Abstanden gewogen.

Zylindertest
Die Tiere durchliefen eine motorische Testung mittels Zylindertest. Zeitpunkte hierfiir waren 4
Tage, 28 Tage, 2 Monate oder 6 Monate postoperativ. Die Testung erfolgte in der aktiven
Dunkelphase der Tiere. Die Tiere wurden dazu in einen Glaszylinder (Durchmesser 25¢cm, Hohe
30cm) gesetzt und es wurde die Anzahl der Wandberihrungen mit beiden Pfoten gezéhlt. Der
Versuch wurde bei Uber 20 Beriihrungen mit der rechten Pfote beendet. Die Ergebnisse dieser
Verhaltenstests sollen nicht Bestandteil dieser Arbeit sein und werden an anderer Stelle

ausgewertet (156).

Perfusion
Die Perfusion erfolgte unmittelbar nach Durchfiihrung des letzten Zylindertests der jeweiligen
Gruppe. Die Tiere wurden mit 5% Isofluran anasthesiert und erhielten Xylazin 10 mg/kg
Korpergewicht und Ketamin 80mg/kg Korpergewicht i.p. Nach Aussetzung der Atmung wurden
die Reflexe getestet. Nach Eintreten der Areflexie wurden Thorax und Abdomen er6ffnet und das
Herz prépariert. Im Anschluss wurden 250 ml eiskaltes PBS und anschlieBend 250mi
Paraformaldehyd (PFA) 4% in PBS Uber eine Kanile im linken Ventrikel perfundiert. Daraufhin
erfolgten die Préparation und Entnahme des Hirns. Dieses wurde zuerst fir 2h in PFA 4% und

danach fir weitere 48h in 30%ige Saccharoseldsung bei 4°C gelagert.
5.2.3. Histologie

Fixierung der Hirnproben
Nach der Lagerung in 30%iger Saccharoselésung wurden die Hirne in einen Zylinder mit 2-
Methylbutan Gberfiihrt und in flissigem Stickstoff fiir 50s tiefgefroren. Es wurde darauf geachtet
die Temperatur wahrend dieser Zeit bei ca. -70°C zu halten. Daraufhin wurden die Hirne im
Kihlschrank bis zum Schneiden des Gewebes bei -80°C eingelagert. Der Schnitt der Hirne erfolgte
an einem Leica CM1850 UV-Kryostat. Die Temperatur wurde vorab auf -20°C bis -18°C

eingestellt. Es wurden koronare Schnitte mit einer Schnittdicke von 40um angefertigt. Wéhrend
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des Schneidens wurde im Bereich des kontralateral zur Lasion gelegenen Cortex eine Markierung
mittels 22G Kanule gesetzt, um die Seiten spéater eindeutig identifizieren zu kdnnen. Schnitte
wurden ab dem Beginn des Striatum bis nach dem Verschwinden der Substantia nigra in einem 24
Well Plate mit CPS gesammelt. Bis zur weiteren Verwendung der Schnitte wurden die Platten bei
+2 bis +6°C gelagert.

Immunhistochemie
Die Féarbung der Schnitte erfolgte als freischwimmende Gewebsschnitte (free floating sections).
Die Striatumschnitte wurden aus zwei Wells in einem 12-Well Intervall (Ad=480um)
herausgesucht und in PBS tberfihrt. AnschlieRend erfolgte dreimaliges Waschen mit PBS. Nach
dem Waschen wurden die Schnitte je 30 Minuten mit 0,6%igen H202 und anschlielend PBS+
(Zusammensetzung s.0.) vorbehandelt und mit dem primaren Antikorper gelost in PBS+ (ber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte zweimal mit PBS gewaschen und 25
Minuten mit PBS+ vorbehandelt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem sekundéren
Antikorper in PBS+ flr 2h. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Zugabe von PBS
mit dem ABC-Kit (je 9ug Losung A und B pro ml PBS). Es erfolgte erneut dreimaliges Waschen
mit PBS. Als Chromogen kam Diaminobenzidin zum Einsatz (9,432 ml destilliertes Wasser mit
55 pl DAB, 500 ul Tris-Puffer, 200ul TitronX 10%ig, 3 il H202 und 10 pl NiClz2). Diese Losung
wurde fir einige Minuten bis zu einem sichtbaren Farbumschlag auf die Schnitte gegeben und
anschliefend dreimal mit PBS ausgewaschen. Exemplarisch erfolgte die Kofdrbung einiger Tiere
mit DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) 1:1000 im letzten Waschschritt. Nach einer
aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte das Eindeckeln der Objekttrdger mit ProTags® Paramount.

Stereologische Untersuchungen
Die Ibal-DAB gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe von stereologischen Methoden ausgewertet.
Die Untersuchung erfolgte an einem Leica DMRE Mikroskop verbunden mit einer Retiga-2000R
Kamera. Die Zahlung erfolgte verblindet durch einen Untersucher, um eine Beeinflussung der
Ergebnisse durch das Wissen um die entsprechende Gruppe zu vermeiden. Bei jedem Tier wurden
die beiden aufeinanderfolgenden Schnitte ausgewéhlt, auf denen am deutlichsten die L&sionsstelle
zu erkennen war. Als Region of interest (ROI) wurde das Striatum definiert. Daftr wurden mit
einem 2,5x Objektiv die anatomischen Begrenzungen als Grenzen gewéhlt. Es wurde sowohl das
ipsilateral zur Lasion gelegene als auch das kontralaterale Striatum gezahlt. Ein Raster von einer
Kantenldnge von x= 272 um und y= 373 pum wurde Uber die ROI gelegt. Die Kantenldnge des
Zahlrahmens betrug 100 pum x100 pm. Fir die Z&hlung wurde ein 20x Objektiv verwendet. Es

wurden nur Zellen gezahlt, die eindeutig als solche zu erkennen waren. Die Gesamtpopulation der
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Ibal positiven Zellen und der 2nd estimated coefficient of error (CE) nach Schmitz-Hof (158)

wurde mit Hilfe der Stereo Investigator Software kalkuliert.

5.2.4. Statistische Analyse
Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistik Software Programm SPSS 25 durchgefihrt.
Die Léasionsseite wurde als ipsilaterale Seite definiert. Es erfolgte die Bildung eines Quotienten
aus den ermittelten Zellzahlen von ipsi- zu kontralateraler Seite. Die gebildeten Verhéltnisse
wurden daraufhin statistisch untersucht mittels zweifaktoriellen Varianzanalyse untersucht. Um
die Normalverteilung der Residuen zu tberpriifen wurde ein Shapiro-Wilk-Test durchgefihrt. Bei
annahernd gleichen GruppengroRen wurde von einer Gleichheit der Varianzen ausgegangen. Bei
Vorliegen eines Effektes wurde ein Tukey post-hoc-Test durchgefiihrt. Um genauere Aussagen
uber die Unterschiede der einzelnen Gruppen im zeitlichen Verlauf treffen zu kénnen wurde der
Datensatz anschlieBend nach Gruppen und Zeitpunkten sortiert und es wurde jeweils eine
einfaktorielle Varianzanalyse durchgefuhrt. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewahlt. Die
folgenden Ergebnisse sind als explorativ und nicht als konfirmatorisch anzusehen und wurden
daher nicht fir multiples Testen adjustiert. Die graphische Darstellung erfolgte mit Graphpad

Prism 9.

5.2.5. Literaturrecherche
Um einen Uberblick tiber bereits durchgefiihrte Studien zur Wirkung von GDNF auf Mikroglia zu
erhalten, wurde Uber die Suchdatenbank PubMed nach Artikeln gesucht, die die Begriffe
,Mikroglia“ + ,, GDNF* enthalten. Anschliefend wurden anhand der Abstracts alle Studien
ausgewdhlt, die die Wirkung von GDNF auf Mikroglia untersuchten. Die in den Volltexten
dargestellten Ergebnisse gingen in die Diskussion dieser Arbeit ein. Es wurden alle Studien
berucksichtigt, die bis zum 24.01.2021 tber PubMed zu finden waren.
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6. Ergebnisse

6.1. Verteilung der Mikroglia

Abbildung 5: Beispielbild eines 4-Tagestieres der NaCl + NaCl Gruppe.

Ibal-DAB Farbung des Striatum. Die Injektionsstelle ist eindeutig erkennbar. Auf der kontralateralen Seite
findet sich aufgrund des lokalen Wirkmechanismus von 6-OHDA (6-Hydroxydopamin) keine Veranderung.
Diese Seite kann also fiir die Auswertung als gesunde Hemisphdre und damit als Referenz betrachtet

werden. Ibal= lonized calcium binding adaptor molecule 1, DAB= Diaminobenzidin,

Die Auszéhlung der Mikroglia im Striatum erfolgte nach géngigen stereotaktischen Prinzipien.
Der 2nd estimated CE nach Schmitz-Hof war bei allen ausgezahlten Schnitten unter 0,05 und es
kann daher davon ausgegangen werden, dass die errechneten Zellpopulationen n&herungsweise
der realen Zellpopulation entsprechen (158). Da die Operation mit L&sion und Transplantation
jeweils nur im linken Striatum durchgefiihrt wurde, kann die rechte Hélfte des Gehirns als naiv
betrachtet werden und wird hier als Referenz fur die physiologische Anzahl der Mikroglia im
Striatum herangezogen (siehe Abbildung 5). Durch die Bildung eines Verhaltnisses zwischen der
ipsi- und kontralateralen Seite wurde der unterschiedlichen GréRe der Tiere aufgrund des
unterschiedlichen Alters Rechnung getragen und die Zahl der Mikroglia in der betroffenen
Hirnhalfte in Bezug gesetzt zur physiologischen Anzahl der Mikroglia in der naiven Hemisphére.
Die gebildeten Verhaltnisse wurden anschlieRend mittels VVarianzanalyse miteinander verglichen.
Sowohl die Zeit als auch die Behandlungsgruppe und die Interaktion dieser beiden Variablen
hatten einen Einfluss auf die Menge der Ibal-positiven Zellen (p<0,001). Die post-hoc Analyse
mittels Tukey Test zeigte einen Unterschied zwischen den gemittelten Werten zu den
verschiedenen Zeitpunkten (p<0,001) und zwischen den Gruppen ber alle Zeitpunkte (p<0,001).
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Abbildung 6: Relative Anzahl der Mikroglia im Striatum 4 Tage postoperativ

Darstellung als Boxplots mit Maximum und Minimum innerhalb der dargestellten Gruppen, univariate
Varianzanalyse (p<0,001), post-hoc Test *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
6-OHDA= 6-Hydroxydopamin, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, NaCl=

Natriumchlorid, nASC= naive mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe

Keinen Unterschied gab es jedoch zwischen den beiden Kontrollgruppen (p=0,635). Fir die
weitere Aufschlisselung der Interaktion zwischen Zeitpunkt und Gruppenzugehorigkeit und fur
den differenzierten Vergleich der Gruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde der Datensatz
jeweils nach Zeitpunkt und Gruppe aufgeteilt und mittels einfaktorieller Varianzanalyse
untersucht.

Hier zeigte sich, dass das Verhaltnis der Mikroglia tber die Zeit in fast allen Gruppen
kontinuierlich abnahm. Diese Abnahme war bei den Transplantationstieren (nASC und GDNF-
ASC) am deutlichsten ausgeprégt und nach 4 Wochen (jeweils p<0,001) und nach 6 Monaten zu
sehen (jeweils p<0,001). Bei den Scheinlasions- und Scheintransplantationstieren (NaCl + NaCl

und NaCl + 6-OHDA) war nach 4 Wochen eine Reduktion der Mikroglia zu sehen (jeweils
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p<0,01), jedoch kam es bei beiden Gruppen zu keiner weiteren Reduktion nach 6 Monaten

(p=0,123 und p=0,356 respektive). Die einfaktorielle ANOVA zeigte einen Unterschied zwischen

Abbildung 7: Mikroglia im Striatum 4 Tage postoperativ

Ibal-DAB Farbung 1:1000, 2,5x VergroRerung. Dargestellt ist das ipsilaterale Striatum. Die
Injektionsstelle ist deutlich erkennbar. (A) NaCl + NaCl Gruppe (B) NaCl + 6-OHDA Gruppe (C) nASC
+ 6-OHDA Gruppe (D) GDNF-ASC + 6-OHDA Gruppe.

Wahrend sich die Ansammlung von Mikroglia bei den Kontrollgruppen (A + B) vornehmlich auf die
Injektionsstelle begrenzt sind bei den Transplantationsgruppen (C + D) Mikroglia bis in die duReren
Anteile des Striatum zu sehen. Dies ist bei der GDNF-ASC Gruppe am deutlichsten. 6-OHDA= 6-
Hydroxydopamin, DAB= Diaminobenzidin, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, Ibal= lonized
calcium binding adaptor molecule 1, NaCl= Natriumchlorid, nASC= naive mesenchymale Stammzellen
aus Fettgewebe,
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den Gruppen 4 Tage postoperativ (p<0,001). Bei der Gruppe, die GDNF-ASC erhielt war die
Anzahl der Mi_kroglia mit 361,8% am hochsten und unterschied sich deutlich von allen anderen
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Abbildung 8: Mrphologie er Mikroglia im Stritum 4 Tage postoperativ
Ibal-DAB Farbung 1:1000, 20x VergroRerung. Dargestellt ist das ipsilaterale Striatum. Die
Injektionsstelle ist deutlich erkennbar. Aktivierte Mikroglia (beispielsweise mit Pfeil gekennzeichnet),
erkennbar durch einen abgerundeten Zellkdrper mit weniger und kiirzeren Zellfortsétzen, sind in den
beiden Transplantationsgruppen (C + D) deutlich haufiger zu sehen. Zum Teil iberlagerten sich die
Zellen so stark, dass sie nicht eindeutig voneinander abgegrenzt werden konnten. (A) NaCl + NaCl
Gruppe, (B) NaCl + 6-OHDA Gruppe, (C) nASC + 6-OHDA Gruppe, (D) GDNF-ASC + 6-OHDA
Gruppe. 6-OHDA= 6-Hydroxydopamin, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, Ibal= lonized
calcium binding adaptor molecule 1, DAB= Diaminobenzidin, NaCl= Natriumchlorid, nASC= naive

mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe,
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Gruppen. Ebenso zeigten diejenigen Tiere, die eine Transplantation von nASC erhielten, eine
erhdhte Anzahl von Mikroglia (295,2%) im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen. Zwischen

den Tieren, die jeweils nur eine Scheintransplantation (181,2%) bzw. eine Scheintransplantation

kkk
kK
kk

(@ 250 e KRR
= \
§ 200 o %X\\\\% fffffffff
‘g 150 s R N R
f o 7
B 00 e
@
c
R
<
()]
= 0

NaCl + NaCl nASC + 6-OHDA

mm NaCl + 6-OHDA GDNF-ASC + 6-OHDA

Abbildung 9: Relative Anzahl der Mikroglia im Striatum 4 Wochen postoperativ
Darstellung als Boxplots mit Maximum und Minimum innerhalb der dargestellten Gruppen, univariate
Varianzanalyse (p<0,001), post-hoc Test *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

6-OHDA= 6-Hydroxydopamin, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, NaCl= Natriumchlorid,

nNASC= naive mesenchymale Stammzellen

und -lasion erhielten (197,2%), gab es keinen Unterschied (p=0,837; siehe Abbildung 6). Auffallig
war, dass sich die Verteilung der Mikroglia zwischen den Gruppen unterschied. Wahrend bei den
Kontrollgruppen nur im Bereich der Injektionsstelle vermehrt Mikroglia nachweisbar waren, so
breiteten sich in den Transplantationsgruppen Mikroglia bis in die peripheren Anteile des Striatum
aus (siehe Abbildung 7). Dies war bei der GDNF-ASC-Gruppe am ausgeprégtesten. Zudem waren
bei den beiden Transplantationsgruppen mehr aktivierte Mikroglia, gekennzeichnet durch einen
abgerundeten Zellkorper mit kiirzeren Zellfortsatzen, zu sehen (siehe Abbildung 8). Diese zogen
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sich ebenfalls bis in die Peripherie, wahrend sich die aktivierten Mikroglia bei den

Kontrollgruppen nur an der Injektionsstelle detektieren liel3en.

*k
*ok
B B0 T
o NANANNNNNY \\g
ﬁ . @ T \\\\\\\
E S
£ 1004 &
o)
i~
2
o B0
S
©
<
)
= 0
NaCl + NaCl nASC + 6-OHDA
mm NaCl + 6-OHDA GDNF-ASC + 6-OHDA

Abbildung 10: Relative Anzahl der Mikroglia im Striatum 6 Monate postoperativ

Darstellung als Boxplots mit Maximum und Minimum innerhalb der dargestellten Gruppen, univariate
Varianzanalyse (p<0,001), post-hoc Test *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
6-OHDA= 6-Hydroxydopamin, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, NaCl= Natriumchlorid,

nASC= naive mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe,

Nach vier Wochen waren in der GDNF-ASC-Gruppe ebenfalls die meisten Mikroglia nachweisbar
(210,3%). Der Unterschied zur nASC-Gruppe mit 184,0% war jedoch nicht signifikant (p=0,153).
Die nASC-Gruppe wies mehr Mikroglia auf als die Scheinlasionsgruppe mit 135,4% und die
Scheintransplantationsgruppe mit 138,5%. Zwischen den beiden Kontrollgruppen gab es, wie
bereits nach 4 Tagen, keinen Unterschied in Hinblick auf die relative Anzahl der Mikroglia
(p=0.993; siehe auch Abbildung 9). Aktivierte Mikroglia waren in allen Gruppen weiterhin im
Bereich der Einstichstelle nachweisbar. Diese waren bei den beiden Kontrollgruppen jedoch nur

vereinzelt zu beobachten., wahrend sich bei den beiden Transplantationsgruppen eine deutliche
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Anreicherung fand. Diese konzentrierten sich jedoch groftenteils auf den Einstichkanal und waren
in der Peripherie nur vereinzelt zu beobachten.

Nach sechs Monaten war nur noch ein Unterschied zwischen der GDNF-ASC-Gruppe mit 131,6%
und der NaCl + NaCl GDNF-ASC- und der nASC-Gruppe

< ¥

Gruppe mit 109,8% und zwischen der

&

“
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Abbildung 11: ipsilaterales Striatum 6 Monate postoperativ

Ibal-DAB Farbung 1:1000, 2,5x VergroRerung. Dargestellt ist das ipsilaterale Striatum. Die
Injektionsstelle ist in der GDNF-ASC Gruppe (D) deutlich erkennbar. (A) NaCl + NaCl Gruppe (B) NaCl
+ 6-OHDA Gruppe (C) nASC+ 6-OHDA Gruppe (D) GDNF-ASC + 6-OHDA Gruppe.

6-OHDA= 6-Hydroxydopamin, Ibal= Ilonized calcium binding adaptor molecule 1, DAB=
Diaminobenzidin, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, NaCl= Natriumchlorid, nASC= naive

mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe,
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mit 108,0% zu sehen. Zwischen der GDNF-ASC Gruppe und der NaCl + 6-OHDA Gruppe
(117,9%) bestand kein Unterschied (p=0,067). Die Gruppe, die naive MSC erhielt, zeigte keinen
Unterschied zu den beiden Kontrollgruppen (siehe Abbildung 10). Wahrend bei den meisten
Tieren die Injektionsstelle z.T. nicht mehr eindeutig erkennbar war, so zeigte sich bei der
Testgruppe immer noch eine deutliche Reaktion (siehe Abbildung 11). Dies war bei der GDNF-
ASC-Gruppe am ausgeprégtesten, jedoch auch bei einzelnen Tieren der nASC Gruppe zu sehen.
In diesem Bereich waren auch nach sechs Monaten noch aktivierte Mikroglia zu sehen. Im tbrigen

Striatum war dies nicht der Fall.
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7. Diskussion

7.1. Mikrogliaantwort

Um den Einfluss der GDNF-sekretierenden ASC auf die Mikroglia im Striatum der Versuchstiere
zu zeigen wurde, eine Ibal-Farbung zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt. Eine initiale
Immunantwort wurde in allen Gruppen beobachtet, nahm jedoch im Verlauf ab. Der intrakranielle
Eingriff fuhrt zur Freisetzung von DAMPs wie HMGB1, ATP, Bestandteilen der
Extrazellularmatrix, mitochondrialer DNS und Hitzeschockproteinen, die zu einer Rekrutierung
und Aktivierung von proinflammatorischen Mikroglia im Hirnparenchym fuhren (107-111, 159).
Wider Erwarten gab es zu keinem Zeitpunkt in Bezug auf die Mikroglia einen Unterschied
zwischen der Scheinlasionsgruppe und der Gruppe, die 6-OHDA erhielt. Erwartungsgemal fihrt
der Untergang von Neuronen durch 6-OHDA zu einer starker ausgepragten Immunantwort als die
Injektion von NaCl. Dies konnte bereits bei anderen (160) oder &hnlichen Applikationsprotokollen
(161) gezeigt werden. Dies konnte jedoch darauf zuriickzufiihren sein, dass die in dieser Studie
verwendete Dosis oder das Applikationsprotokoll zu keiner ausreichenden Toxizitat bei
dopaminergen Neuronen fiihrten (156). Die kontinuierliche Abnahme der Mikroglia bei den
Kontrollgruppen im Verlauf erscheint logisch, da es nach der akuten Reaktion nach Gewebstrauma
zu einem Abbau der abgestorbenen Zellen und zur Regeneration des Gewebes kommt.

ASC werden weitestgehend als immunprivilegiert oder sogar immunsuppressiv angesehen. Nach
4 Tagen und nach 4 Wochen war bei den Tieren, die nASC erhielten, jedoch eine erhdhte Anzahl
an Mikroglia an der Transplantationsstelle im Vergleich zu den Scheintransplantationsgruppen zu
sehen. Dies bestatigt vorangegangene Publikationen, die im 6-OHDA Modell der Ratte eine
erhohte Anzahl an Mikroglia nach Transplantation von ASC beobachten konnten (53, 55). Zudem
kam es bei Rhesusaffen nach allogener Stammzelltransplantation in das Striatum zu einer
Vermehrung der T-, B- und NK-Zellen im Blut (61, 62). Ein Molekil das fur die vermehrte
Ansammlung der Mikroglia verantwortlich sein kénnte, ist monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1), das chemotaktische Eigenschaften fir Mikroglia gezeigt hat (162) und von ASC
exprimiert wird (163). Allerdings wirkt MCP-1 auf Mikroglia zwar chemotaktisch, fiihrt jedoch
zu keiner Aktivierung (162). Da bei den Tieren, die ASC erhielten, vermehrt aktivierte Mikroglia
im Bereich der Transplantationsstelle zu sehen waren, scheint MCP-1 nicht allein fir die
beobachteten Effekte verantwortlich zu sein.

Zudem konnen ASC auch vermehrt IL-6 bilden (163, 164), das zu einer Aktivierung von Mikroglia
mit neurotoxischen Folgen fiihren kann (165). Eine Aktivierung von TLR4 scheint dabei flr die

proinflammatorischen Eigenschaften der MSC verantwortlich zu sein (166). Da MSC sowohl pro-
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als auch antiinflammatorische Effekte haben konnen, héngt ihre effektive Wirkung zu einem
groRen Teil von der lokalen Umgebung ab, in der sie sich befinden (60, 167). Die zeitgleiche
Transplantation mit der 6-OHDA-Léasion konnte daher verantwortlich sein fur die vermehrte
Aktivierung der Mikroglia, da in einer anderen Studie bei zeitlich versetzter Transplantation eine
Reduktion von Mikroglia beobachtet werden konnte (168). Zusétzlich ist es denkbar, dass in einem
xenogenen Transplantationsrahmen die immunsuppressiven Eigenschaften der MSC nicht
vollstandig zum Tragen kommen, auch wenn es in einem allogenen Setting eher zu einer
antiinflammatorischen Reaktion kommen wiirde (169). Interessanterweise normalisierte sich der
Unterschied zwischen den Kontrollgruppen und der nASC-Gruppe und war nach 6 Monaten nicht
mehr nachweisbar. Bereits einige Tage nach der intrastriatalen Transplantation kommt es zum
Absterben eines groRen Teils der MSC und zur Abwanderung in andere Bereiche (170, 171). Dies
erklart auch die kontinuierliche Abnahme der Mikroglia bei den Transplantationsgruppen im
Verlauf. Jedoch sind auch 6 Monaten nach der Operation noch vereinzelt ASC an der
Transplantationsstelle nachweisbar und es liegt daher die Vermutung nahe, dass der
immunsuppressive Effekt der MSC erst verzogert zum Tragen kommt (156). Ubereinstimmend
damit war auch die systemische inflammatorische Reaktion in der Studie von Isakova et al. bei
Rhesusaffen nur kurzfristig und nach 6 Monaten nicht mehr nachweisbar (62). Zudem konnte im
6-OHDA Modell der Ratte gezeigt werden, dass es 6 Monate nach Transplantation der MSC zur
vermehrten Bildung der antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 kommt (52) und in einer
anderen Studie konnte die Transplantation von ASC die Anzahl an aktivierten Mikroglia im LPS-
Modell nach sechs Monaten verringern (147). Erklart werden konnte dieser Effekt tiber einen
negativen Feedbackmechanismus der ASC, die unter in vitro Bedingungen vermehrt
immunsuppressive Eigenschaften nach proinflammatorischen Stimuli zeigten (167, 172). Dieser
inhibierende Effekt auf Mikroglia ist moglicherweise ber CX3CL1 vermittelt (173). Die hier
durchgefiihrten Experimente zeigen &hnliche Ergebnisse. Zwar konnte nach 6 Monaten keine
Reduktion der Mikroglia im Vergleich zur 6-OHDA Gruppe gezeigt werden, allerdings bestand
auch zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen der Scheinlasionsgruppe und der 6-OHDA
Gruppe.

Es ist also denkbar, dass MSC unter bestimmten Umstanden das proinflammatorische Milieu des
Parkinson-Syndroms durch ihre Immunogenitét weiter unterhalten. Eine zusatzliche Modifikation
von MSC, um die antiinflammatorischen Eigenschaften zu steigern, erscheint daher sinnvoll.
GDNF wurde als Mdglichkeit gesehen diese antiinflammatorischen Eigenschaften zu verbessern

und die kurzfristige Immunreaktion abzuschwachen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
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autokrine Sekretion von GDNF durch ASC ihr Uberleben steigern konnte (154), was eventuell

auch eine verringerte Aktivierung von Mikroglia nach sich ziehen konnte.

7.2. GDNF-Wirkung auf Mikroglia

Die Transplantation von BM-MSC, die vermehrt GDNF exprimieren, konnte die Rekrutierung von
Mikroglia im Rattenmodell reduzieren, wenn sie in ein Gel aus Kollagen eingebracht wurden
(153), nicht jedoch wenn sie ohne Gel transplantiert wurden (152). Da ASC im Vergleich zu BM-
MSC vermehrt antiinflammatorische Eigenschaften zeigen, wurde diese Studie durchgefiihrt, um
herauszufinden, ob die Transplantation von vermehrt GDNF sekretierenden ASC die Rekrutierung
von Mikroglia auch ohne die Verwendung eines umhllenden Gels erreichen kann. Zudem sollte
die langfristige Wirkung auf Mikroglia untersucht werden, da vermutet wird, dass die
antiinflammatorischen Effekte erst verzdogert zum Einsatz kommen. Dabei ist diese Studie die
erste, die die Wirkung von GDNF-ASC auf Mikroglia untersucht. Die Transplantation der
modifizierten ASC fiihrte zu einer gesteigerten Rekrutierung von Mikroglia im Vergleich zu den
Kontrollen zu allen Zeitpunkten. Zudem fiihrte die vermehrte Expression von GDNF durch die
ASC zu einer hoheren Anzahl an Mikroglia nach vier Tagen und sechs Monaten im Vergleich zu
der Gruppe, die naive MSC erhielt. Der Unterschied zwischen den beiden
Transplantationsgruppen nach vier Wochen war nicht signifikant, was jedoch auf die niedrige
Gruppengrolie zurlckzufuhren sein kdnnte. Die inflammatorische Reaktion war langanhaltend
und auch nach sechs Monaten stérker ausgepréagt als bei den gesunden Kontrolltieren, nicht jedoch
im Vergleich zu den 6-OHDA Tieren. Jedoch nahm die Anzahl der Mikroglia im Verlauf ab und
war nach sechs Monaten nur noch geringftigig erhéht. Die Ergebnisse widersprechen jedoch den
Erwartungen, da die antiinflammatorischen Effekte von GDNF bereits in verschiedenen anderen
Krankheitsmodellen gezeigt werden konnten (148-150). Auch wenn einige Studien bereits die
Sekretion von GDNF durch Mikroglia zeigen konnten (174-176) und manche Autoren iber diesen
Mechanismus sogar einen Teil der proregenerativen Wirkung von GDNF vermuten (177-180),
sind die Auswirkungen von GDNF auf die Mikroglia selbst bisher nur in wenigen Studien
untersucht. Einen Uberblick tiber bisher erschiene Studien zeigt Tabelle 8.

Es existieren z.T. widerspriichliche Ergebnisse Uber die Wirkung von GDNF auf Mikroglia.
GDNF wirkt als Lockstoff fiir Mausmikroglia in vitro und in vivo (181) und férdert das Uberleben
im Rattenmodell Gber mehrere Tage (182, 183), nicht jedoch iber mehrere Stunden (184, 185).
GDNF senkt die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-o sowie der
inducible nitric oxide synthase iINOS von Mikroglia (148, 186).
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Tabelle 8: Uberblick tiber Studien zur Wirkung von GDNF auf Mikroglia

Zeitpunkt der
Autor Jahr | Tierart | PVYIVY | ankheitsmodenn | GONF-Gabe nach | Untersuchungs- | peeo) g
In vitro Kultivierung/ zeitpunkt
Versuchsbeginn

Expression: MMP91, MMP141, IL-1p<,
Huang . TNF-a, IL10, Argl«, p3871,
(187) 2021 | Maus Invitro | @ 7 Tage 6 Stunden TLR1/21

Sekretion: MMP91, MMP1471,
Zhong o immortalisierte IL-1B|, TNF-a, IL-101, TGF-B1, M1-
(146) 2020 | Maus | invitro | LPS Zelllinie 24 Stunden Marker, M2-Marker /M
Zhong invitro/ | Deafferenzierungs-
(145) 2020 | Ratte invivo | schmerz 2 Wochen/ 21 Tage | 24 Stunden/ n.a. | IL-18|, TNF-a], IL-107
Qing (149) | 2020 | Maus invitro | AB 2 Wochen 6 Stunden IL-12b], 1113, TNF-a, TGF-B|
Kronenberg I kein Einfluss auf Genexpression der
(188) 2019 | Maus invitro | @ 8 Tage 16 Stunden Mikroglia
Xie (189) 2018 | Ratte invivo | altere Tiere TO 6 Tage keine Abnahme der Mikrogliaaktivitat
Hernando N . enkapsuliertes GDNF senkt Anzahl an
(190) 2018 | Maus invivo | MPTP jeden 2. Tag 3,5 Wochen Mikroglia
Lin (191) 2016 | Ratte :2 x:gg/ Ischamie 2 Wochen/ @ 2h / 24 Stunden | keine Reduktion der Apoptose
Casola - Immunisierung . .
(192) 2016 | Ratte in vivo gegen GDNF TO 4 Wochen mehr ruhende Mikroglia
Hoban I kein Einfluss auf Rekrutierung von
(152) 2015 | Ratte invivo | LPS TO 21 Tage Mikroglia
Zlotnik morphologisch Aktivierung, kein Einfluss
(193) 2014 | Maus invitro | LPS 10-14 Tage 24 Stunden auf IL-6/TNF-a Expression und

Ausschiittung, NO |
Rickert NOJ, iNOS |, p38], qPCR: COX2/, IL-
(186) 2014 | Ratte invitro | LPS 3-4 Wochen 6, 24 Stunden 6/, 1113, TNF-o|, ELISA: IL-6|, TNF-

o)
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Riickenmarksver-

Sekretion: IL-6|, 111, MMP-9,

Chou (148) | 2014 | Ratte in vivo letzung TO 28 Tage Expression p38 ., iNOS
|(_|1%b3§n 2013 | Ratte invivo |@ T0 1,4,7,14 Tage Volumen der Mikrogliose,
Ku (181) 2013 | Maus :2 x:gg/ Gliom TO 24h /6 Tage GDNF wirkt chemotaktisch
E‘;‘i{;a 2012 |Ratte | invitro | Zymosan A 13 Tage 24 Stunden Phagozytose, ROS |
Lampe - GDNF in Hydrogel zieht weniger
(195) 2011 | Ratte invivo | @ 10 7,28, 56 Tage Mikroglia an als Hydrogel allein
. L Inhibition der Mikrogliaaktivierung durch
Xing (150) | 2010 | Ratte invitro | LPS 2-8 Wochen 3 Tage GDNF, NO-Produktion
Boscia NMDA/ Mikroglia exprimieren RET nach GDNF
2009 | Ratte invitro | Hippocampusschnitt- | 48h vor NMDA 2,7,14 Tage g P
(177) kultur Gabe
ALS/ genetische L - .
Li (196) 2007 | Maus invivo | Uberexpression transgene Méuse moribunde Tiere K/?-'Ee ellr_1deut|ge direkte Wirkung auf
GDNF ikroglia
Lin (184) 2006 | Ratte invitro | Ischdmie 16 Tage 2 Stunden keine Uberlebensvorteil fiir Mikroglia
Chang Maus, | i1 vitros immortalisierte 24 Stunden/1 | NO1, SOD-Aktivitatt, ICAM-11,
2006 | Ratte/ o %) Zelllinie, 8 Tage/ : .
(197) in vivo Woche Phagozytose?, integrin a51
Ratte TO
. . Kein Uberlebensvorteil fiir Mikroglia
Lu (185) 2005 | Ratte invitro | Ischamie 16 Tage 0-12 Stunden durch GDNF
. GDNF .
Hashimoto 2005 | Ratte invitro | heterozygotare Tiere/ | TO 1-24 Stunden Makrophagen: Phagozytose?, Zellzahl«,
(198) LPS MCP-11
Ghribi Kanin- S . . . .
(199) 2004 chen invivo | AB TO 7 Tage weniger aktivierte Mikroglia
Salimi L 1, 4,14 Tage verstarkte Uberlebensrate von Mikroglia,
(183) 2003 | Ratte nvitro | @ /-8 Tage nach GDNF Nitrite |, LDH
lannotti L Ruckenmarksver- . . .
(200) 2003 | Ratte in vivo letzung T0 30 Tage phagozytische Mikroglia |

50




Salimi 2002 | Ratte invitro | @ |mm(_)rFaI|S|erte 1-6 Tage verstarkte Uberlebensrate von Mikroglia
(182) Zelllinie

'(*Z%ri‘;a 1999 |Ratte | invitro | @ 12-23 Tage 1,2 Tage Zellzahle>, NO<«>, Morphologie <>
Shinoda - intraokulare - . .

(202) 1996 | Ratte invivo | plantation alle 5 Tage 41-42 Tage mehr aktivierte Mikroglia

AP= Amyloid p, ALS= amyotrophe Lateralsklerose, COX2=

Cyclooxygenase 2, GDNF= glial cell-derived neurotrophic factor, ICAM-1=
intercellular adhesion molecule 1, IL-15= Interleukin 1f, IL6= Interleukin 6, IL-10= Interleukin 10, IL-12b= Interleukin 12b, iINOS= inducible
nitric oxide synthase, LDH= Lactatdehydrogenase, LPS= Lipopolysaccharide, MCP-1= monocyte chemoattractant protein-1, MPTP= 1-methyl-

4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine, NMDA= N-Methyl-D-aspartate, NO= Stickstoffmonoxid, qPCR= quantitative Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion, RET= rearranged during transfection, ROS= reaktive Sauerstoffspezies, SOD= Superoxid-Dismutase, TGF-A= transforming

growth factor f, TNF-a= Tumornekrosefaktor a,
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Zudem konnte die NO und ROS-Produktion durch Mikroglia gesenkt werden und es kam zu einer
Hemmung der Aktivierung und Phagozytoseaktivitat (150, 194). Dem widersprechen Ergebnisse
von Chang et al. hinsichtlich der Wirkung von GDNF auf Mikroglia (197). Diese Studie zeigte
eine erhohte Phagozytoseaktivitat sowie einen Anstieg der NO-Produktion, der SOD-Aktivitat und
der Genexpression von ICAM-1 und der integrin a5 Untereinheit (197). ICAM-1 fiihrt zu einer
TNF-a Produktion in Makrophagen (203) und ist fur die Rekrutierung von Granulozyten (204)
und TH-17-Zellen (205) in das Hirnparenchym wichtig. Zudem deuten Experimente in Affen
darauf hin, dass ICAM-1 fir die anhaltende inflammatorische Reaktion beim Parkinson-Syndrom
verantwortlich sein kénnte (206).

Ahnliche Ergebnisse bezliglich der Phagozytosetatigkeit wie Chang et al. (197) konnten
Hashimoto et al. fiir aktivierte Makrophagen zeigen (198). Hier kam es iiber GFRal und RET-
unabhdngig zu einer Steigerung der Phagozytoseaktivitat (198). Dies konnte auf die zeitlichen
Unterschiede der Mikroglia-/Makrophagenkulturen zurtickzufiihren sein. Cristovao et al. zeigten,
dass erst nach 13 Tagen in Kultur die Mehrzahl der Mikroglia in einen Ruhezustand zurtickkehrten
und eine Untersuchung zu einem friiheren Zeitpunkt, wie sie unter anderem von Chang und
Hashimoto durchgefiihrt wurde, daher zu widersprichlichen Ergebnissen fihren konnte (207).
Eine kirzlich verdffentlichte Arbeit zeigte zudem die p38-abhangige Sekretion von MMP9 und
MMP14, sowie der Rezeptoren TLR1 und 2 (187). Auch in dieser Studie wurden die Mikroglia
nur 7 Tage nach Kultivierung mit dem GDNF behandelt (187). Zwar konnte keine verdnderte
Sekretion von pro- oder antiinflammatorischen Zytokinen nachgewiesen werden (187), es wurde
jedoch bereits friiher gezeigt, dass eine Aktivierung von TLR1/2 auf Mikroglia NF-xB-vermittelt
zur Freisetzung von TNF-o und IL-1p fiihrt (130). MMP9 hingegen wird nach Kontakt mit a-Syn
durch Mikroglia ausgeschiittet und hat potenziell selbst neurotoxische Folgen (208). Es scheint
daher moglich, dass GDNF gegensétzliche Effekte auf Mikroglia entfaltet, je nachdem in welchem
Zustand sich die Mikroglia befinden. Dies wird unterstutzt durch &hnliche Beobachtungen
bezuglich der ambivalenten Wirkung des strukturell verwandten TGF-B auf Mikrogliakulturen.
Sowohl eine Verbesserung der Uberlebensrate als auch eine erhéhte Apoptoserate wurden
beobachtet und deuten auf die Bedeutung von unterschiedlichen Zellkulturbedingungen fur die
Wirkung von TGF-f hin (183, 209).

Ahnlich widerspriichliche Ergebnisse ergaben in vivo Modelle. Wiéhrend die hier durchgefiihrten
Experimente und einige andere Studien eine vermehrte Anreicherung von aktivierten Mikroglia
zeigten (202), fuhrte GDNF in anderen Studien zu einer Verringerung von aktivierten Mikroglia
(153, 195, 199).
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Zusatzlich zu den genannten konnten einige andere Studien keinen Effekt von GDNF auf
Mikroglia zeigen (188) oder sind eher uneindeutig (192, 196). So untersuchte eine Studie von
Casola et al. die Wirkung der intraperitonealen Injektion von GDNF zusammen mit Freuds
Adjuvant und Pertussis Toxin auf Mikroglia der Retina von Ratten. Dabei verzichteten die Autoren
jedoch auf den Nachweis von Antikorper gegen GDNF und es ist daher nicht mdglich zu
differenzieren, ob die vermehrte Anreicherung von ruhenden Mikroglia auf die intraperitoneale
GDNF-Injektion oder tatsachlich auf die Bildung von Autoantikdrpern zuriickzufiihren ist (192).
Eine Studie mit transgenen ALS-M4&usen, die GDNF vermehrt exprimieren, konnte eine Reduktion
von aktivierten Mikroglia im héheren Lebensalter zeigen, ob diese Reduktion jedoch auch den
Erhalt der Motoneurone oder auf direkte Wirkungen auf die Mikroglia zurtickzuftihren sind, bleibt
unklar (196).

Aktivierungszustande von Mikroglia

Aktivierte M1 Mikroglia zeigen phanotypisch einen abgerundeten, dickeren Zellkdrper mit
kirzeren Zellfortsatzen, wahrend M2 Mikroglia dem Ruhezustand &hneln (210, 211). Bei den hier
beobachteten Mikroglia um die Transplantationsstelle scheint es sich daher am ehesten um
aktivierte proinflammatorische M1 Mikroglia zu handeln, gekennzeichnet durch einen
abgerundeten, amoboiden Zellkérper mit kiirzeren Zellfortsatzen. Dies ist insofern wichtig, als
dass den M2 Mikroglia proregenerative Eigenschaften tber die Sekretion von Wachstumsfaktoren
und antiinflammatorischen Zytokinen zugeschrieben werden, wahrend M1 Mikroglia
weitestgehend als proinflammatorisch und potenziell gewebsschadigend gelten. Der
Aktivierungszustand der Mikroglia ist zudem entscheidend fur die Entfaltung der regenerativen
Eigenschaften von GDNF, da das von M2 Mikroglia sekretierte TGFP fiir die Rekrutierung von
GFRal Rezeptoren auf den Neuronen bendtigt wird und somit direkten Einfluss auf die
regenerativen Effekte nimmt (212). Ein Shift der Mikroglia zum M1 Typ kénnte die
vielversprechenden neuroprotektiven Eigenschaften von GDNF sekretierenden Zellen (151-153,
213) durch ein unterhaltenes proinflammatorisches Milieu auf lange Sicht konterkarieren.

Zwei aktuelle Studien einer chinesischen Arbeitsgruppe zeigten hingegen, dass die Sekretion von
GDNF durch MSC sowohl in vitro als auch in vivo die Aktivierung in M1 Mikroglia verhindern
und gleichzeitig eine Differenzierung in M2 Mikroglia beguinstigen konnte (145, 146). Gezeigt
wurde dies durch die reduzierte Sekretion von TNF-a, IL-6 und der vermehrten Ausschittung von
IL-10 und TGF-B, sowie durch den Shift von M1 zu M2 Mikrogliamarkern (145, 146).

Eine mogliche Erklarung fur die Diskrepanz der hier gezeigten Ergebnisse zu den oben genannten

Studien konnte darin begriindet sein, dass die GDNF-ASC in dieser Studie zeitgleich zur Lasion
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transplantiert wurden, wéhrend sie in dem Modell von Zhong et al. erst drei Wochen spater
transplantiert wurden (145). Zudem wurde in dieser Studie eine xenogene Transplantation
verwendet, wahrend Zhong et. al ein allogenes Transplantationsmodell anwandten. Das
Gewebstrauma durch die Operation und die Transplantation der MSC fuihren zu einer Aktivierung
der Mikroglia. Die Sekretion von GDNF fuhrt aufgrund der chemotaktischen Eigenschaften (181)
und der verbesserten Uberlebensrate von Mikroglia durch GDNF (182, 183) zu einer héheren
Anzahl im Vergleich zu den anderen Gruppen. Die immunogenen Effekte der Lasion und der MSC
scheinen dabei die anti-inflammatorischen Eigenschaften von GDNF zu tbertreffen. Da die MSC
auch nach 6 Monaten noch an der Transplantationsstelle nachweisbar waren und tber einen langen
Zeitraum GDNF exprimieren (156), sind auch die Effekte auf die Mikroglia Gber diesen Zeitraum
denkbar. Diese unterschiedlichen Bedingungen des Mikromilieus kénnten ber unterschiedliche
Signalwege ihre Wirkungen entfalten. Die antiinflammatorischen Wirkungen von GDNF auf
Mikroglia wurden in einigen Studien mit einer Aktivierung des PI3K/ Akt-Signalweges in
Verbindung gebracht (145, 146, 150). Allerdings konnte auch die Aktivierung von Erk1/2 in
Mikroglia durch GDNF gezeigt werden (201) und ging in der Studie von Chang et al. mit
proinflammatorischen Effekten einher (197). Dem gegenuber kam es bei Studien, die eine
antiinflammatorische Wirkung von GDNF zeigten, zu einer fehlenden Aktivierung oder sogar zu
einer Inhibition von Erk1/2 (148, 199). Zudem zeigte eine Studie eine vermehrte Expression des
Transkriptionsfaktors YAP durch GDNF mit folgender Reduktion der Zytokine IL-1p, IL-12b,
TNF-0, jedoch auch von TGFB (149). YAP ist ein nachgeschaltetes Protein sowohl des
PI3K/AKT- als auch des ERK-Signalweges und die Wirkung von YAP ist noch Gegenstand
aktueller Forschung (214). Der ERK1/2- und der PI3K/Akt-Signalweg konnten die scheinbar
gegensétzlichen Effekte von GDNF auf Mikroglia erklaren.

Die Aktivierung von ERK1/2 fuhrt zur Aktivierung von NF-xB und kann zur Ausbildung eines
M1 Phanotyps flihren (215, 216). Im MPTP-Modell kommt es dabei zur konstitutiven Aktivierung
des ERK1/2-Signalweges in Mikroglia (217). Eine Inhibition dieses Signalweges konnte im
nigrostriatalen Verletzungsmodell hingegen eine Reduktion von Mikroglia zeigen und gleichzeitig
eine Verbesserung in verschiedenen motorischen Tests bewirken (218). Der PI3K-Signalweg fiihrt
dahingegen Uber die Expression von IkBa zur Hemmung des NF-kB-Signalweges (219). Zudem
begunstigt TREM2 (ber eine Aktivierung des PI3BK/AKT-Signalweges die Ausbildung von M2
Mikroglia (220). Uber den PI3K/AKT-Signalweg modulieren Mikroglia des Weiteren den Shift

von neurotoxischen A1l Astrozyten zu neuroprotektiven A2 Astrozyten (221).
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Die Aktivierung von RET kann sowohl (ber cis- als auch trans-Stimulation erfolgen und
dementsprechend den Erk/MAPK- oder PI3K-Signalweg aktivieren (66). Fur die trans-
Aktivierung muss GFRal dabei entweder als 16slicher Rezeptor oder gebunden an die EZM oder
an benachbarte Zellen vorliegen (siehe 3.3). Sowohl der ERK1/2-Signalweg als auch PISK/AKT
kdnnen unabhangig von RET iber NCAM aktiviert werden (222, 223). Die Aktivierung von PI3K
hemmt zudem die Aktivierung von Erk (224). Die Existenz eines weiteren GDNF-Rezeptors, die
von einigen Autoren vermutet wird konnte dariiber hinaus Einfluss auf die Aktivierung
verschiedener Signalwege haben (70, 193).

Zusétzlich ergeben sich aus den bisher durchgefiihrten Studien mehrere moégliche Einflisse, die
die Aktivierung des ERK1/2- oder des PI3K/AKT-Signalweges durch GDNF modulieren kdnnten:
I) Ein lokales proinflammatorisches Mikromilieu konnte die Aktivierung des ERK1/2-
Signalweges begunstigen. In der hier durchgefiihrten Studie entstiinde dieses durch den
Gewebsschaden durch die Operation und durch die immunogenen Eigenschaften der MSC, was
bereits zu einer Voraktivierung und Bildung von M1 Mikroglia fiihrt, die durch das GDNF uber
Aktivierung des ERK1/2-Signalweges weiter bestérkt wird. Dem widerspricht jedoch, dass die
Arbeitsgruppe von Zhong LPS verwendete, um Mikroglia in vitro bereits vor GDNF-Gabe zu einer
Ausbildung des M1-Typs zu bringen und durch die GDNF-Gabe trotzdem eine Reduktion
proinflammatorischer Zytokine mit Reduktion der M1 und vermehrter Bildung von M2 Markern
zeigen konnte (145, 146).

I) Die lokale Konzentration von GDNF kodnnte entscheidend sein flr die Aktivierung des einen
oder des anderen Signalweges, da die hier verwendeten GDNF-ASC bezogen auf das
Transplantationsvolumen eine deutlich hohere Konzentration von GDNF sekretierten (156) als die
Konzentrationen, die in anderen Studien verwendet wurden (145, 146, 149, 195). Zudem kam es
zu einer kontinuierlichen Abnahme aktivierter Mikroglia wahrend zeitgleich die Konzentration an
GDNF im Zellkulturmedium der GDNF-ASC zurlickging. Wahrend die erste Studie von Hoban et
al. eine Reduktion der Mikroglia durch GDNF sekretierende BM-MSC zeigen konnte (153),
verfehlte eine zweite Studie, bei der eine ca. dreifach hohere Anzahl an BM-MSC transplantiert
wurde, dieses Ziel (152). Es ist schwierig abzuschétzen, wie hoch die Konzentration pro Zelle in
der zweiten Studie liegt, da die Autoren keine genauen Angaben uber die Menge an
Zellkulturmedium pro Zellen machen (152). Nimmt man jedoch &hnliche Mengen an
Zellkulturmedium pro T75 Zellkulturflasche an, wie sie in der hier durchgefuhrten Studie

verwendet wurden (i.e. 15ml), ergeben sich folgende Konzentrationen:
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ng 1,5ml 1,5ng 1,25ng
1— GDNF = =
ml 120.000 Zellen 120.000 Zellen 100.000 Zellen

Konzentration von GDNF pro 100.000 Zellen nach 24 Stunden Zellkultur, entnommen aus (153)

4ng CDNF 1,5ml 6ng S5ng
_— £ = =
ml 120.000 Zellen 120.000 Zellen 100.000 Zellen

Konzentration von GDNF pro 100.000 Zellen nach 5 Tagen Zellkultur, enthommen aus (153)

ng 15ml 225ng 52,63ng
15 GDNE Zellen ~ 427500 Zellen _ 100.000 Zell
m 5700 sz " 750‘m2 . eiLien . eLien

Konzentration von GDNF pro 100.000 Zellen nach 24 Stunden Zellkultur, entnommen aus (152)

Die Menge an GDNF pro 100.000 Zellen liegt daher in der zweiten Studie ungefahr 3-mal héher
als in der ersten Studie. Jedoch wurde diese Konzentration nach 24 Stunden gemessen (152). In
der ersten Studie von Hoban et al., bei der dieselbe Methode zur Erzeugung GDNF-sekretierender
MSC verwendet wurde, erreichte die GDNF-Konzentration das Maximum jedoch erst nach 5
Tagen (153) und es ist daher anzunehmen, dass die maximale Konzentration ebenfalls erst nach
einigen Tagen erreicht wird. Daher ergibt sich eine 5-40-mal hohere Konzentration pro 100.000
Zellen. Dies entspricht einer 15-130-mal héheren Menge an GDNF pro Tier bei 3-mal mehr Zellen
pro Transplantat (152, 153). Die Menge an GNDF der in dieser Studie verwendeten GDNF-ASC
ubertrifft die Menge an GDNF pro Zelle gegenuber der Studie von Hoban et al. von 2015 in den
ersten Wochen noch einmal um ungeféahr den Faktor 20, nahm in vitro jedoch schnell ab (156).
Diese Differenz an GDNF konnte jedoch erklaren warum es bei geringer Menge zu einer
Reduktion der Mikroglia (153), bei erhéhter Menge an GDNF zu keinem Einfluss auf die Anzahl
der Mikroglia (152) und bei deutlich erhohter Menge an sekretiertem GDNF (156) zu einer
vermehrten Ansammlung an Mikroglia fuhrt. Es ist schwierig diese Konzentrationen mit der von
Chang et al. zu vergleichen, da in dieser Studie die GDNF- Konzentration auf die Mikroglia
bezogen wurde und nicht auf die Anzahl der transplantierten Zellen (153, 197). Die langanhaltende
Uberexpression von GDNF fiihrte jedoch in verschiedenen Studien auch zu einer Abnahme des
Dopamingehaltes (225-227). Die hier gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch die
GDNF-Wirkung auf Mikroglia fur die deletaren Effekte verantwortlich sein kdnnte. Eine pulsatile
Freisetzung von GDNF konnte hingegen positive Effekte zeigen (228) und beeinflusst eventuell

auch die Aktivierung der Mikroglia.
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I11) Die Art der Freisetzung von GDNF erzielte in einigen Studien ebenfalls unterschiedliche
Ergebnisse. Die Einbettung der MSC in einem Kollagengel konnte die Menge an Mikroglia, die
durch die Transplantation von vermehrt GDNF exprimierenden MSC rekrutiert wurde deutlich
reduziert werden (153). Obwohl vermutet wird, dass die immunmodulatorischen Effekte der MSC
aufgrund der geringen Ausbildung von MHC-Molekiilen und Korezeptoren vor allem Zellkontakt-
unabhéngig sind (60) konnte eine Einbettung von Zellen in Kollagen (153) oder andere Materialen
wie Polymerstrukturen (213) die inflammatorische Reaktion reduzieren indem sie die direkten
Zell-Zell-Kontakte verhindern und so die therapeutischen Effekte steigern. Jedoch fuhrte auch die
Enkapsulierung von GDNF in Nanolipidtrdgern bei nasaler Applikation zu einer Reduktion an
aktivierten Mikroglia. Dieser Effekt konnte durch die Applikation von nicht-enkapsuliertem
GDNF nicht erreicht werden (190). Da die Verbindung aus Nanolipidartikel und GDNF zusatzlich
zu der Reduktion der Mikroglia auch eine motorische Verbesserung im Rotarodtest und einen
Erhalt von dopaminergen Neuronen zeigen konnte scheint die Menge an biologisch aktivem
GDNF durch die Modifikation erhéht zu sein und trotzdem die Rekrutierung von Mikroglia zu
reduzieren (190). Ebenso fiihrte eine Einbettung von GDNF mit Schwann-Zellen in Leitkandlen
aus polyacrylamide/polyvinylchloride (PAN/PVC) zu einer Reduktion an aktivierten Mikroglia in
einem Modell fur Querschnittsverletzungen, auch wenn die Autoren auf den Vergleich mit einer
Vehikel-Kontrollgruppe verzichteten (200). Da auch die Transplantation von Polyethylenglykol-
basierten Hydrogelen ohne Wachstumsfaktoren die akute Mikrogliaantwort inhibieren konnte
(229), scheinen diese Materialien die Reaktion der Mikroglia auf das freigesetzte GDNF auf bisher
noch nicht geklarte Art zu modulieren.

7.3. Targeting Neuroinflammation
Trotz der enormen Bedeutung des Parkinson-Syndroms und jahrzehntelanger Forschung fehlen
bisher noch immer krankheitsmodulierende Therapien. Neuroregenerative Therapien mit Hilfe
von Stammgzellen und Wachstumsfaktoren wie GDNF konnten zwar vielversprechende Ergebnisse
in Tiermodellen zeigen, jedoch konnte dies in klinischen Studien nicht reproduziert werden. Ein
besseres Verstandnis Giber das Mikromilieu im Transplantationsbereich scheint daher unabdingbar.
Insbesondere Aussagen Uber die kurzfristige Immunreaktion an der Transplantationsstelle bei
humanen Studien sind schwierig zu treffen. Bisherige Tierexperimente zeigen, dass die
Immunreaktion nach Transplantation transient zu sein scheint. Jedoch konnte eine stark
ausgepragte Immunreaktion auch das Uberleben der transplantierten Zellen und damit den

therapeutischen Nutzen reduzieren.

57



Auch wenn in dieser Studie nur zu einer geringen Erhéhung der Anzahl an Mikroglia im Striatum
nach sechs Monaten kam, besteht trotzdem das Risiko einer Transplantatabstolung durch das
Immunsystem von Parkinsonpatientinnen und -patienten, da hier bereits eine chronische
Aktivierung besteht. Verschiedene Maoglichkeiten die Abstolung von Zelltransplantaten zu
verhindern wurden bereits an anderer Stelle diskutiert (60, 63, 230). Bezogen auf GDNF-
sekretierende ASC scheint insbesondere die Verwendung eines Gels als Trégersubstanz eine gute
Maoglichkeit zu bieten, die Aktivierung von Mikroglia tber die Vermeidung von Zell-Zell-
Kontakten zu verhindern und die Wirkung von GDNF positiv zu beeinflussen (siehe 7.2).

Eine Doppelblindstudie nach bilateraler Transplantation von fetalem nigralem Gewebe zeigte post
mortem eine vermehrte Anreicherung von CD45, einem Marker flr aktivierte Mikroglia in dem
Transplantationsbereich. In dieser Studie wurde die zeitgleiche immunsuppressive Therapie mit
Cyclosporin A nach sechs Monaten eingestellt und koénnte der Grund fiir die persistierende
Aktivierung der Mikroglia sein (231). In einer anderen Studie konnte jedoch keine vermehrte
Immunogenitat gegenliber Mikroglia nachgewiesen werden, obwohl die immunsuppressive
Therapie ebenfalls nach sechs Monaten abgebrochen wurde (232). Die Mehrzahl der klinischen
Studien zur Transplantation verschiedener Stammzellen beim Parkinson-Syndrom legt nahe, dass
eine Immunsuppression das therapeutische Ergebnis verbessert. Eine Dreifachtherapie aus
Prednisolon, Cyclosporin A und Azathioprin scheint dabei das beste klinische Outcome zu
erzielen, auch wenn noch nicht klar ist wie lange diese eingenommen werden muss (230). Da MSC
weniger immunogen zu sein scheinen als fetale Stammzellen, gibt es bisher keine klinischen
Studien, die eine Immunsuppression nach Transplantation von MSC angewandt haben (230).
Zukunftige Studien sollten diese Frage angehen. Die Sekretion von Mikropartikeln durch
transplantierte Zellen ist ein vielversprechender therapeutischer Ansatz (233). Nicht nur
korpereigene Stoffe, sondern auch Medikamente wie Dexamethason oder Cyclosporin A kénnen
so zielgenau an ihrem Zielort eingesetzt werden, ohne systemische Nebenwirkungen zu entfalten.
Auf diese Weise ist eine zielgenaue und besser vertragliche Therapie méglich.

Jedoch gibt es seit einiger Zeit Anzeichen, dass eine reine Suppression des Immunsystems
wahrscheinlich nicht so effektiv ist wie urspriinglich angenommen. So legten altere Studien zwar
einen positiven Effekt von bestimmten nichtsteroidalen Antirheumatika- insbesondere Ibuprofen-
auf das klinische Outcome von Parkinsonpatientinnen und -patienten nahe (234-236), wurden
jedoch durch neuere Studien diesbezuglich revidiert (237-239). Bezogen auf Mikroglia ist eine
Veranderung der Antwort in Richtung einer alternativen M2-Aktivierung daher wahrscheinlich

wirksamer als eine komplette Inhibition, da die proregenerativen Eigenschaften der M2-Mikroglia
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zusatzlich genutzt werden kénnen (240) und zudem die positiven Effekte durch das Sekretom der
ASC weiter gesteigert werden kénnen. Einige Substanzen konnten einen derartigen Shift bereits
erzielen (211, 241). Die hier durchgefihrte Studie spricht dafiir, dass eine Beeinflussung des
Signalweges dhnliche Effekte haben kdnnte. Eine kirzlich veroffentlichte Arbeit zeigte, dass von
MSC sekretierte Exosomen Uber die Inhibierung des ERK1/2-Signalweges eine Polarisierung zu
M2-Mikroglia und zu einer Reduktion der neuroinflammatorischen Antwort in einem
Ischamiemodell erzielen konnte (242). Da die regenerativen Effekte von GDNF auf dopaminerge
Neurone zudem Uber den PI3K-Signalweg entstehen (243), und eine trans-Stimulation AKT-
abhadngig die nigrostriatale Innervation vor 6-OHDA schitzen kann (244), kénnte eine striatale
Sekretion von sGFRal die protektive Wirkung auf dopaminerge Neurone verstirken und
gleichzeitig eine M2-Mikrogliaantwort begiinstigen. Tatsdchlich fiihrte sGFRal im 6-OHDA-
Modell bereits zu einer protektiven Wirkung auf dopaminerge Neurone in der Substantia nigra
(245). Leider wurde die Wirkung von sGFRal auf die Mikrogliapopulation von den Autoren nicht
untersucht. Eine andere Studie zeigte jedoch eine dosisabhangige Aktivierung sowohl von ERK1/2
als auch AKT durch sGFRal (246). Welche molekularen Mechanismen letztendlich fir die
unterschiedlichen Wirkungen von GDNF auf die Aktivierung von Mikroglia verantwortlich sind
und inwiefern der PI3K/Akt- oder des Erk1/2-Signalweg dafur verantwortlich sind, ist nicht
abschlieRend zu beurteilen und sollte Gegenstand zukunftiger Studien sein. Jedoch scheint die
gezielte Beeinflussung der trans-Aktivierung durch GDNF ein interessanter therapeutischer
Ansatz zu sein, der die regenerativen Effekte durch GDNF und das Sekretom der ASC weiter
verstarken konnte.

Die Steuerung der GDNF-Freisetzung uber pharmakologische Schalter wird inzwischen Uber
verschiedene Systeme ermdglicht (228, 247, 248) und verspricht eine bessere Regulierung, da
auch eine langfristige Aktivierung von M2 Makrophagen zu einem Gewebsumbau mit

Fibrosierung und einer Schwéche gegenuber Bakterien und Pathogenen fiihren kann (140).

7.4. Limitationen der Studie
Die Differenzierung von aktivierten Mikroglia in der Ibal-DAB Farbung wurde erschwert durch
die Uberlagerung von gefarbten Strukturen, die im Bereich der Injektionsstelle zu erkennen waren
(siehe dazu auch Es war hier zum Teil nicht eindeutig ersichtlich, ob es sich um aktivierte
Gliazellen oder Zelldetritus handelte. Da nur Zellen in der Zahlung berticksichtigt wurden, die
eindeutig als solche zu erkennen waren, konnte daraus eine mogliche Unterschéatzung der
eigentlichen Anzahl der Mikroglia insbesondere im Bereich der Lé&sion resultieren. Diese

Uberlagerung von Zellanteilen war bei den 4-Tage-Ttieren besonders ausgepragt und starker als
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bei den Tieren, die zu einem spateren Zeitpunkt untersucht wurden. Eine lokal ausgepragte
Gewebsreaktion im Bereich des Einstichkanals manifestierte sich jedoch auch verstéarkt bei den
28-Tage-Tieren, wodurch auch hier eine exakte Zellzahlung beeintrachtigt wurde. Tiere, die eine
Transplantation von Stammzellen erhalten haben, zeigten eine lokal stirkere Gewebereaktion.
Diese manifestierte sich insbesondere bei denjenigen Tieren, die GDNF-ASC erhielten. Dies
macht es schwierig eine genaue Zahl der Mikroglia zu extrapolieren, da insbesondere bei den
alteren Tieren nur noch im Bereich der Einstichstelle eine deutlich sichtbare Anreicherung der
Mikroglia erkennbar ist. Im Bereich des restlichen Striatum war kein deutlicher Unterschied in
Bezug auf die Zelldichte erkennbar. Es scheint sich also offenbar um eine lokale Reaktion zu
handeln. Da nur ein Untersucher die Z&hlung durchfuhrte, wurde jedoch eine Variabilitat aufgrund
einer untersucherabhangigen Zahlung ausgeschlossen. Zudem wurde durch die verblindete
Auszahlung eine Verzerrung der Ergebnisse durch erwartete Resultate umgangen. Um eine
genauere Einschétzung der Effekte auf die Mikroglia durch die unterschiedliche Behandlung zu
erlangen, wére eine Konzentration auf den Bereich der L&sionsstelle besser geeignet, gestaltet sich
jedoch methodisch kompliziert, da es innerhalb des Striatum an geeigneten anatomischen Grenzen
mangelt und die Definition einer Gewebsflache um die Einstichstelle herum aufgrund der
unterschiedlichen GrélRe der Tiere- u.a. bedingt durch das unterschiedliche Alter zum
Untersuchungszeitpunkt und der Verformung des Gewebes wahrend des Aufbereitungs- und
Féarbeprozesses keinen einheitlich definierten Bereich darstellt. Die Quantifizierung der Ibal
positiven Zellen mittels Softwareanalysen der geférbten Flachen und Férbeintensitat wurde in
anderen Studien gezeigt (152, 160) und ermoglicht zusatzlich zur Flachenanalyse eine Auswertung
der Zellform und -gréRe. Da die Zellen in den Bereichen mit der hochsten lokalen Dichte an
Mikroglia um die Injektionsstelle z.T. in mehreren Ebenen (ibereinander lagen, misste zur
Quantifizierung die Farbeintensitdt mit der Anzahl der Zellkerne in einem solchen kritischen
Bereich korreliert werden. Exemplarisch erhielten einige Schnitte daher eine Kofarbung mit DAPI.
Dieses lagert sich an DNS an und kann fluororeszenzmikroskopisch untersucht werden. Die stark
positiv gefarbten Zellen l6schten jedoch in den hier durchgefiihrten Versuchen das DAPI-Signal
aus und es konnten keine Zellkerne eindeutig detektiert werden (siehe Abbildung 12). Eine reine
fluoreszenzmikroskopische Farbung und Quantifizierung mittels Konfokalmikroskopie ware eine
methodisch geeignete Losung fur dieses Problem. Die Zellen kénnten eindeutig als solche erkannt
werden und auch die Messung der Farbintensitat ware mittels Softwareanalyse automatisierbar.
Die starke raumliche Uberlagerung der Mikroglia im Bereich des Einstichkanals wurde in

vorangegangenen Arbeiten noch nicht beschrieben, da sich diese im Wesentlichen auf ASC

60



konzentrierten und nur wenige Studien Uber GDNF-ASC vorliegen. Fir zukinftige Arbeiten,
insbesondere mit dieser Zelllinie sollten fluoreszenzbasierte Farbetechniken bevorzugt werden.
Dies wurde zudem die Mdoglichkeit einer genaueren Differenzierung der funktionellen
Eigenschaften der Mikroglia tiber eine Kofarbung mit anderen Antikérpern erméglichen.

Die durchgefiihrten Varianzanalysen wurden nicht fur multiples Testen angepasst, da die
Experimente als explorativ und nicht als konfirmatorisch zu verstehen sind. Dies birgt das Risiko
von falsch positiven Ergebnissen mit zunehmender Anzahl an Tests. Aufgrund der kleinen
Tierzahl pro Gruppe sind die p-Werte z.T. nur knapp unter dem Grenzwert von 0,05. Da die

Vergleiche der Gruppen Uber die verschiedenen Zeitpunkte trotz der kleinen Gruppengréfien

Abbildung 12: DAB/ DAPI-Kofarbung 4-Tagestieres der GDNF-ASC-Gruppe

Dies diente zur Uberpriifung, ob die DAB-Farbung das DAPI-Signal im Zellkern iiberlagert oder ob eine
Korrelierung der DAB-Farbeintensitat mit der Anzahl der Zellen mdglich ist. A-C zeigen eine 20x
Vergrolierung, D-F eine 63x VergroRerung desselben Bildausschnitts. Die gefarbten Zellen 16schen das
DAPI-Signal in den dichten Bereichen vollstandig aus. MaRstabsskala A-C 50 pm, D-F 20 pum

ASC= mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe, DAB=3,3'-Diaminobenzidin, DAPI= 4’,6-diamidino-

2-phenylindole, GDNF=glial cell-derived neurotrophic factor
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jedoch konsistent sind, scheint es sich nicht um zuféllige Ergebnisse zu handeln. Vielmehr zeigt
sich das inflammatorische Potenzial der GDNF-ASC Uber verschiedene Zeitraume.

Eine langfristige Zellkultur von MSC kann epigenetische Veranderungen durch DNS-
Methylierung bewirken (249), die sich auch auf die immunmodulatorischen Eigenschaften
auswirken konnten. Nach langerer Zellkultur verlieren MSC ihre antiinflammatorischen
Eigenschaften, unter anderen durch die verminderte Expression von HLA-G (250). Es ist daher
mdoglich, dass die kurzfristigen inflammatorischen Effekte der MSC auf methodische Aspekte
zuriickzufiihren sind. Idealerweise sollte daher eine genetische Testung der MSC durchgefihrt
werden, um dies auszuschlie3en. Jedoch deckten sich die hier beobachteten kurz- und langfristigen
Effekte mit denen vorangegangener Arbeiten und eine funktionell bedeutende Anderung der
inflammatorischen Eigenschaften der MSC scheint daher unwahrscheinlich. Idealerweise ware ein
Vergleich zwischen GDNF-ASC und GDNF-exprimierenden BM-MSC, allerdings ist es
logistisch sehr schwierig, beide Zelllinien vom gleichen Spender zu erhalten, was notwendig ware,

um den Einfluss durch genetische Unterschiede auszuschliel3en.

62



7.5. Fazit

Weltweit suchen Forscherinnen und Forscher nach neuen Ansatzen fir die Therapie des
Parkinson-Syndroms. Die Ergebnisse am Patienten sind bisher leider groRtenteils noch nicht
zufriedenstellend. Das gezielte Ansprechen der Regeneration korpereigener dopaminerger
Neurone ist ein vielversprechender Ansatz. Immer mehr zeigt sich jedoch auch das komplexe
Mitwirken des Immunsystems bei den neuroregenerativen Veranderungen. Insbesondere
Mikroglia nehmen hierbei eine zentrale Rolle ein. GDNF-ASC haben in vorangegangen
tierexperimentellen Studien vielversprechende therapeutische Effekte gezeigt, jedoch ist ihre
Auswirkung auf die Mikrogliapopulation beim Parkinson-Syndrom bisher wenig erforscht. Die
hier vorgelegte Arbeit diente dazu die Auswirkungen von GDNF-ASC auf die
Mikrogliapopulation im 6-OHDA-Modell der Ratte zu untersuchen. Es konnte erstmals gezeigt
werden, dass GDNF-ASC potenziell proinflammatorische Effekte im Sinne einer Akkumulation
von Mikroglia im Striatum hervorrufen kdnnen. Die Aktivierung der Mikroglia zeigte eine
longitudinale Abnahme und kénnte in Verbindung mit der zeitgleichen L&sion durch 6-OHDA
stehen. Der Einsatz von GDNF-ASC bei Parkinsonpatientinnen und -patienten ist somit nicht
auszuschlieBen, sollte aber kritisch beurteilt und dessen proinflammatorische Komponente
beriicksichtigt werden. Da Patientinnen und Patienten mit Parkinson-Syndrom meist seit mehreren
Jahren unter der Erkrankung leiden und dementsprechend bereits eine erhdhte Aktivitat von
Mikroglia aufweisen, konnte dies das Risiko einer zusatzlichen Verstarkung der zellul&ren
Immunaktivierung bergen und potenziell aggravierende Folgen haben. Die Mdglichkeiten, die
Aktivierung von Mikroglia durch GDNF-ASC zu senken, sollten daher weiter untersucht werden.
Genauere Untersuchungen beziiglich der Wirkung von GDNF auf Mikroglia sind dafiir nétig.
Insbesondere die gezielte Modulation der nachgeschalteten Signalwege scheint vielversprechend.
Eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges konnte eine Verlagerung der Immunantwort von
proinflammatorischen M1 Mikroglia zu antiinflammatorischen und regenerativen M2 Mikroglia
begunstigen.

Zudem muss die Immunogenitat der ASC, insbesondere durch das vermehrt sekretierte GDNF
gesenkt werden. Die Transplantation in einem Hydrogel scheint eine gute Mdglichkeit zu bieten.
Weitere Studien sind jedoch von Néten, um die funktionellen Eigenschaften der Mikroglia in vivo
besser zu charakterisieren und die exakten biochemischen Reaktionswege zu identifizieren und
gezielt beeinflussen zu konnen. Dies gilt als wissenschaftliche Grundlage fur den Einsatz in

klinischen Studien, bei denen die Wirkung auf das Outcome von GDNF-ASC auf Patientinnen
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und Patienten mit Parkinson-Syndrom untersucht werden soll, um perspektivisch einen neuen und

zielgerichteten Ansatz immunmodulatorischer Therapie zu etablieren.
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