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VORWORT

Akute und chronische neurodegenerative Erkrankungen gehéren zu den haufigsten Krankheitsbildern
der zunehmend é&lter werdenden Bevdlkerung in den Industrienationen und gehen mit irreversiblem
Untergang des neuronalen Gewebes und bleibenden neurologischen Ausfallen einher.

Die bisherige Therapie beschrankt sich einerseits auf symptomatische Behandlung der
Hauptbeschwerden, andererseits auf Sekundarpravention im Sinne von Minderung moglicher
Risikofaktoren. Da bei den meisten vor allem chronischen neurodegenerativen Prozessen jedoch die
Atiologie bisher nicht eindeutig bekannt ist, ist hier eine Vermeidung oder Minimierung der
Erkrankungsrisiken nicht méglich. Die symptomatische Therapie umfasst zumeist die medikamentdse
Intervention, die in einigen Fallen spezifisch (pharmakologischer Levodopa Ersatz bei Morbus
Parkinson) jedoch nicht nebenwirkungsfrei und dadurch limitiert ist. Bei anderen neurodegenerativen
Prozessen wie im Rahmen von Morbus Alzheimer oder Chorea Huntington ist die medikamentdse
Therapie beschrankt auf die unspezifische Gabe von Antidementiva, Antipsychotika und
Dopaminagonisten, die zumeist unzureichend und lediglich kurzfristig eine Besserung der
Beschwerden bewirken. Seit einigen Jahren gehdrt die stereotaktische neurochirurgische Therapie,
die so genannte tiefe Hirnstimulation (deep brain stimulation, DBS) zu den Standardverfahren bei
Morbus Parkinson, Dystonien und anderen Bewegungsstérungen (Deuschl et al, 2006, Kupsch et al,
2006). Aufgrund der extrem belastenden Operation und ihrer Durchfihrung lediglich in wenigen
spezialisierten Zentren bleibt diese Therapieoption jedoch lediglich einem geringen Anteil an
(konstitutiv stabilen) Patienten vorbehalten und bietet trotz zunehmender Optimierung keine
Alternative zur medikamentésen Therapie.

Da jedoch die meisten neurodegenerativen Erkrankungen zu Krankheiten des Alters gehdren, stellt
sich nach wie vor die Frage nach alternativen, den Patienten so wenig wie méglich belastenden, fur
viele Patienten erreichbaren und sozio-6konomisch vertretbaren Therapien.

Die Suche nach regenerativen Therapien im Sinne von Zell- und Gewebeersatz riickte in den letzten
Jahren zunehmend in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Die Vorstellung, akut
und/oder chronisch untergegangenes Gewebe im Zentralen Nervensystem (ZNS) dauerhaft durch
funktionell gleichwertiges Gewebe ersetzen zu koénnen, fuhrte zur umfassenden Erforschung von
Zellersatztherapien. Der Einsatz von fetalen, embryonalen und adulten Stammzellen aus
unterschiedlichen Geweben im Tiermodell und teilweise in Pilotstudien am Menschen ist jedoch
aufgrund limitierter Ressourcen, teilweise ausgepragter immunologischer Reaktionen, lokaler und
systemischer Nebenwirkungen sowie aufgrund nicht unerheblicher ethischer Bedenken, bisher
lediglich experimentell mdglich (Olanow et al, 2003).

Die endogene Kapazitat des ZNS neue neurale Zellen zu bilden, die in einigen Gehirnregionen zu
reifen und funktionell integrierten Neuronen differenzieren kénnen und bereits durch physiologische
Stimuli wie korperliche Aktivitat und verstarkte soziale Interaktion hinsichtlich Anzahl und Reifestadium
stimuliert werden konnen, stellt daher eine mdgliche therapeutische Alternative dar. Bisher ist in
tierexperimentellen Studien und Grundlagenuntersuchungen gezeigt worden, wie die neu gebildeten
Zellen charakterisiert und stimuliert werden kénnen und inwieweit sie moglicherweise eine funktionelle

Relevanz im gesunden und erkrankten adulten ZNS besitzen. Erste Hinweise auf die Bildung solcher



Zellen im humanen Gehirn wurden ebenfalls in post mortem Studien bereits geliefert. Zurzeit wird
intensiv erforscht, welche molekularen und zellularen Mechanismen diesem Phanomen zugrunde
liegen, was die neurogenen und nicht-neurogenen Zonen im Gehirn voneinander unterscheidet und
wie sich diese gehirneigenen Zellen in pathologischen Prozessen verhalten.

Die vorliegenden Arbeiten verstehen sich als Beitrag zu der Beschreibung grundlegender
Mechanismen adulter Neurogenese und neuraler zellularer Plastizitat, deren detaillierte Kenntnis
unabdingbare Voraussetzung fir den Einsatz dieser Zellen als regenerative Therapieoption bei

neurodegenerativen Prozessen darstellt.



1. EINLEITUNG

1.1 Stamm- und Vorladuferzellen im adulten Gehirn

Adulte Stammzellen besitzen per definitionem die Fahigkeit zur Teilung und weiteren Differenzierung
in alle Zell- und Gewebstypen (Omnipotenz), in viele verschiedene Zelltypen (Pluripotenz) oder in
verschiedene Zelltypen eines spezifischen Gewebsverbands (Multipotenz). Im Gehirn von
Saugetieren wurden aus unterschiedlichen Regionen multipotente Stammzellen isoliert, die in vitro die
Fahigkeit besitzen in die drei groRen neuroektodermalen Zelltypen des Gehirns — Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten- zu differenzieren. Das therapeutische Potential dieser adulten Stammzellen
aus dem Gehirn ist zurzeit Gegenstand intensiver Untersuchungen, da zunehmend deutlich wird, dass
diese Zellen eine Alternative zu embryonalen und fetalen Zellen bei neurodegenerativen
Erkrankungen darstellen. Die Vorteile adulter Stammzellen liegen einerseits in der gesetzlich
geregelten Mdglichkeit ihrer Gewinnung und Anwendung im Gegensatz zur deutschen Gesetzeslage
hinsichtlich embryonaler Stammzellen innerhalb des Embryonenschutzgesetzes. Andererseits gibt es
Daten aus anderen Landern (Schweden, USA), die embryonale bzw. fetale Stammzellen als
potentiellen Zellersatz bei Neurodegeneration bereits in klinischen Studien einsetzten durchaus
problematische  Ergebnisse, die die Entwicklung von Malignomen und irreversiblen
neuropsychiatrischen Nebenwirkungen zeigen (Ubersicht in Olanow et al, 2003).

Die Voraussetzung fur Untersuchung hinsichtlich der Funktionalitdt und therapeutischen
Einsetzbarkeit, ist eine detaillierte Kenntnis Uber die Morphologie und die biologischen Eigenschaften
adulter Stammzellen. In vivo ist die Darstellung multipotenter Stammzellen im adulten Gehirn bisher
nicht gelungen, mdoglicherweise aufgrund fehlender technischer Mdoglichkeiten (keine geeigneten
Antikorper, die eindeutig eine Stammzelle charakterisieren wirden). Andererseits ist es jedoch auch
denkbar, dass im adulten Gehirn die multipotenten Zellen bereits einen determinierten
Vorlauferzellcharakter aufweisen, d.h. Zellen sind, die sich noch teilen kénnen, jedoch hinsichtlich
ihrer Differenzierung bereits auf einen Zelltyp festgelegt sind. Diese Vorlaufer (Progenitoren) weisen
im Gehirn typische Eigenschaften auf, wie die Expression des Intermediarfilaments Nestin, der eben
diese neuralen Vorlaufer charakterisiert (Lendahl et al, 1990). Da der eindeutige Nachweis
pluripotenter Stammzellen im adulten Gehirn in vivo bisher nicht gelungen ist, wird in den folgenden
Abschnitten und in den vorgelegten Forschungsergebnissen die Bezeichnung ,neurale Vorlauferzelle*
verwendet.

Reynolds und Weiss zeigten erstmalig 1992 neurale Vorlauferzellen in der adulten subventrikularen
Zone (SVZ) um die Seitenventrikel der Maus (Reynolds und Weiss, 1992). Diese Zellen waren in vitro
in der Lage in Glia und Neurone zu differenzieren. Folgestudien zeigten, dass diese Vorlauferzellen in
der SVZ zunachst astrozytare Antigeneigenschaften besitzen und im Verlauf der Differenzierung und
Migration neuronale Expressionsmuster aufweisen (Doetsch et al, 1999). In welchem =zeitlichen
Verlauf sich diese Vorlauferzellen teilen und differenzieren und ob ihre Teilung in symmetrischer
(Entstehung zweier identischer Vorlauferzellen) oder asymmetrischer (Entstehung einer neuen
Vorlauferzelle und einer differenzierteren Tochterzelle) Weise verlauft ist bisher in weiten Teilen
ungeklart.

Im der subgranularen Zone (SGZ) des Gyrus dentatus des adulten Hippocampus konnten ebenfalls
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neurale Vorlauferzellen mit Differenzierungskapazitat in Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone
gezeigt werden (Ray et al, 1993, Palmer et al, 1999). Die vorgelegten Arbeiten zeigen die detaillierte
Untersuchung dieser Differenzierung und ihre Beeinflussbarkeit durch intrinsische und extrinsische,
physiologische und pathologische Stimuli. Die von uns aufgestellte derzeitig anerkannte Hypothese
beschreibt Nestin-positive Vorlauferzellen mit astrozytaren Eigenschaften, die Gber mehrere Stufen
(Intermediarstadium zwischen Glia und Neuron, frihneuronales Stadium, reife Nervenzelle) zu
funktionell integrierten Neuronen ausreifen (s. Abbildung 1). Wir stellten ein Modell auf, in dem
langsam und selten proliferierende gliale Typ-1 Zellen in den Folgegenerationen zu rasch
proliferierenden neuronalen Typ-2 und Typ-3 Zellen differenzieren (Ubersicht in Kempermann et al,
2004).

Vorlauferzellen, die in vitro zu Neuronen und Glia differenzieren kénnen, konnten bis zum heutigen
Zeitpunkt auch aus den meisten in vivo nicht-neurogenen Regionen des adulten Gehirns gewonnen
werden (Palmer et al, 1999, Ehninger und Kempermann, 2003). Dieses Phanomen zeigt, dass die
Begriffsystematik bezogen auf das adulte Gehirn bisher nicht eindeutig ist. Es scheint so zu sein, dass
es sich bei Vorlauferzellen aus SVZ und SGZ um andere Zellen handelt, als bei den Vorlaufern aus
anderen Regionen. Ob diese Unterscheidung tatsachlich aufgrund der zelluldren Eigenschaften allein
zu ftreffen ist, oder ob, bzw. inwieweit regionale Faktoren des umgebenden Gewebes in die
Charakterisierung einbezogen werden mdussen, ist noch nicht abschlieRend geklart. Die Hypothese
einer neurogenen Nische, die ein pro-neurogenetisches Millieu fir die Bildung und Differenzierung
neuraler Vorlauferzellen zu reifen Neuronen bildet, wird durch die bisherige Datenlage unterstutzt
(Suhonen et al, 1996, Herrera et al, 1999, Shihabuddin et al, 2000). Den vorliegenden Arbeiten liegen
die Fragen zugrunde welche zelluldren und molekularen Faktoren eine neurogene Region von einer
nicht-neurogenen unterscheiden, vor dem Hintergrund eines moglichen zukinftigen therapeutischen

Einsatzes endogener Vorlauferzellen bei neurodegenerativen Prozessen im adulten Gehirn
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Abb.1 Meilensteine neuronaler Differenzierung im adulten Gyrus dentatus
Typ-1 Zellen bilden eine langsam und selten proliferierende Population neuraler Vorlauferzellen mit
astrozytaren und radiar-glialen Eigenschaften. Im Verlauf der Differenzierung verandert sich die
Morphologie und das Antigenexpressionsmuster der Zellen. In den Intermediarphasen (Typ-2a, Typ-2b)
gibt es eine Uberlappung glialer und friih-neuronaler Marker, im weiteren Verlauf reifen die Zellen zu
funktionell intergrierten Kérnerzellen im DG aus (Typ-3).



1.2 Adulte Neurogenese in neurogenen Arealen des Gehirns

Bis in die 80er Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurde in Lehrbiichern fiir Neurologie und
Neurowissenschaften das von dem spanischen Anatomen Santiago Felipe Ramon Y Cajal (1852-
1934) aufgestellte Dogma gelehrt, dass im erwachsenen zentralen Nervensystem (ZNS) alles sterben,
jedoch nichts regenerieren kann. Diese These wurde erstmalig 1965 von Altman und Mitarbeitern
angezweifelt, die zeigen konnten, dass es im adulten Gehirn durchaus Zellneubildung gibt und diese
Zellen sogar neuronalen Charakter haben (Altman and Das, 1965). Aufgrund methodischer Einwande
geriet diese revolutionare Arbeit jedoch zunachst in Vergessenheit. Erst zwanzig Jahre spater wurde
eine Methode gefunden, mit der Zellproliferation im Gehirn in vivo detektiert werden konnte. Das
Thymidinanalogon Bromodesoxyuridin (BrdU) ist bei geringer Dosierung (50mg/kg Kdrpergewicht)
nebenwirkungsfrei und lagert sich nach systemischer Gabe wahrend der S-Phase in die DNA jeder
sich teilenden Zelle ein. Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen BrdU kann dieses dann
immunhistochemisch im Zellkern nachgewiesen und die Zelle damit als neu gebildet erkannt werden.
Seit der Verwendung von BrdU als Proliferationsmarker konnte in der Tat in zahlreichen Studien
glaubhaft gezeigt werden, dass das adulte Gehirn sehr wohl in der Lage ist, neue Zellen zu bilden. Die
entstehenden Zellen lassen sich als neurale Vorlaufer anhand typischer Antigenexpressionsmuster
identifizieren. So exprimieren alle neuralen Vorlauferzellen das Intermediarfilament Nestin (Lendahl et
al, 1990). Diese (Nestin-positiven) Vorlauferzellen und die daraus entstehenden Gliazellen und
Neurone lassen sich hinsichtlich ihrer proliferativen Eigenschaften, morphologisch, anhand des
Antigen-Expressionsmusters und elektrophysiologisch weiter in Subpopulationen einteilen (Doetsch et
al, 1999, Yamaguchi et al, 2000, Seri et al, 2001, Kronenberg et al, 2003, Filippov et al, 2003, Steiner
et al, 2004, Ubersicht in Kempermann et al, 2004). Das adulte Gehirn besitzt zwei solcher neurogenen
Areale, in denen aus Vorlauferzellen iber mehrere Intermediarstadien reife Nervenzellen gebildet
werden, die sich funktionell in die vorhandenen Netzwerke integrieren kdnnen (van Praag et al, 2002,
Jessberger und Kempermann, 2003). In der SVZ der Seitenventrikel entstehen neu gebildete Zellen,
die uber einen Migrationspfad zum Bulbus olfactorius wandern und im Verlauf dieses Prozesses
weiter proliferieren und zu Neuronen differenzieren. Im Bulbus olfactorius lassen sich lebenslang neue
reife Neurone nachweisen (Altman et al, 1969, Kornack and Rakic, 2001). Die funktionelle Rolle dieser
Neurone ist bisher nicht eindeutig geklart, es wird jedoch vermutet, dass sie bei Adaptationsprozessen
an neue Umgebung, bzw. bei weiblichen Tieren (hier ist auch eine héhere Neurogenese im Vergleich
zu mannlichen Tieren nachweisbar) bei Erkennung und Schutz der Nachkommen eine Rolle spielen
(Brennan and Keverne, 1997, Kendrick et al, 1997, Rochefort et al, 2002). Diese Hypothese wird
weiter unterstitzt durch Arbeiten, die zeigen, dass Graviditdt und Laktation vermutlich Uber die
Ausschuttung von Prolaktin einen signifikant neurogenen Effekt in der SVZ und Bulbus olfactorius
haben (Shingo et al, 2003).

Die zweite neurogene Zone befindet sich in der Region unterhalb der Kérnerzellschicht (subgranulare
Zone, SGZ) im Gyrus dentatus des Hippocampus. Hier entstehen lebenslang neue neurale
Vorlauferzellen, die Uber einen mehrschrittigen Prozess zu reifen Neuronen und Gliazellen
differenzieren (Kempermann et al, 2004, Abbildung 1). Die zunachst in Nagern beschriebene
hippocampale Neurogenese wurde durch methodische Adaptierung inzwischen ebenfalls in Gehirnen

von adulten Primaten beschrieben (Kuhn et al, 1996). Eriksson und Mitarbeitern gelang die post
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mortem Darstellung neu gebildeter Zellen im humanen Gyrus dentatus (Eriksson et al, 1998). Mit Hilfe
des Proliferationsmarkers BrdU, Immunfluoreszenzfarbungen und konfokaler Mikroskopie kdnnen seit
Mitte der 90er Jahre des vergangenen Jahrhunderts neu gebildete neurale Zellen im adulten Gehirn
quantifiziert und phanotypisiert werden.

Diese Zellen wandern innerhalb von wenigen Tagen bis Wochen in die Kérnerzellschicht ein und sind
sowohl morphologisch als auch physiologisch mit den residenten Neuronen vergleichbar und
funktionell in die vorhandenen Netzwerke integriert (van Praag et al, 2002, Jessberger und
Kempermann, 2003, Abbildung 2). Die meisten neu gebildeten Zellen im Gyrus dentatus
differenzieren jedoch nicht weiter, sondern werden kurze Zeit nach ihrer Bildung apoptotisch (Biebl et
al, 2000, Ekdahl et al, 2003, Dupret et al, 2007). Diese Beobachtung fihrte zu der Annahme, dass nur
die funktionell bendtigten und integrierbaren Zellen im Gyrus dentatus Uberleben. Allerdings konnten
in letzter Zeit gezeigt werden, dass die neu gebildeten Vorlauferzellen ein hohes Plastizitatspotential
besitzen und auch nach initialer phanotypischer Determinierung unter bestimmten Bedingungen gliale
Zellen in neuronale Zellen und umgekehrt verandert werden kénnen (Jessberger und Gage, 2009,
Jablonska et al, 2010). Diese Studien zeigen erstmalig Hinweise auf mogliche therapeutische
Anwendungen der Zellen nach Schadigung. Dennoch ist trotz intensiver Studien hinsichtlich der
Integrierbarkeit und Plastizitat adulter neuraler Vorlaufer nach wie vor die funktionelle Rolle der Zellen
nicht eindeutig geklart. Es gibt zunehmend Hinweise auf Beteiligung dieser Zellen bei Lern-,
Gedachtnis- und Adaptationsvorgangen; so zeigen Tiere mit erhdhter hippocampaler
Neurogeneserate ein signifikant besseres Lernverhalten (Kempermann et al, 1997, van Praag et al,
1999, Shors et al, 2002, Ehninger und Kempermann, 2006). Die hier vorgelegten Arbeiten
untermauern diese Hypothese und zeigen gleichzeitig zelluldare und molekulare Mechanismen (z. B.
ein intaktes peripheres Immunsystem), die bei der Aufrechterhaltung adulter Neurogenese und damit
bei intakter hippocampaler Funktion eine Schlisselrolle spielen (Wolf et al, 2009a+b).

Die Neubildung und Differenzierung von Neuronen im adulten Gehirn ist aktivitdtsabhangig
regulierbar. So fuhren freiwillige kérperliche Aktivitat und das Leben in einer reizreichen Umgebung zu
einer gesteigerten Neurogeneserate im Hippocampus und zu verbesserten kognitiven Leistungen der
Experimentaltiere. Diese robusten physiologischen Stimuli bewirken in nicht-neurogenen Arealen
ebenfalls die Steigerung der Zellproliferation und bewirken funktionelle, klinisch messbare Effekte, sie
sind jedoch nicht suffizient, um potentielle neurale Vorlduferzellen zur neuronalen Differenzierung zu
stimulieren. Die Suche nach Mechanismen, die den neurogenen Gyrus dentatus von den nicht-
neurogenen, aber plastischen Regionen unterscheidet, stellt den Mittelpunkt unserer Arbeit und der

vorgelegten Forschungsergebnisse dar.
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Abb. 2 Proliferation und Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen im adulten Gyrus dentatus (nach
Guo-Li Ming, Dept. of Neuroscience, John Hopkins School for Medicine, 2005)
In der SGZ des Gyrus dentatus entstehen kontinuierlich neue neuronale Vorlauferzellen, die in die
Kornerzellschicht einwandern und zu reifen Neuronen differenzieren. Sie werden in die vorhandenen
Netzwerke integriert und bilden synaptische Projektion zur CA3 Region und damit in den enthorhinal-
hippocampalen Zyklus aus und erhalten selbst synaptische Verbindungen aus dem enthorinalen Kortex.

1.3 Endogene zelluldre Plastizitét in nicht-neurogenen Zonen

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass das adulte Gehirn nicht nur in den beiden exklusiven
neurogenen Arealen SVZ und SGZ in der Lage ist, neurale Vorlauferzellen zu bilden. Stamm- und
Vorlauferzellen kénnen ebenfalls aus Cortex, Amygdala, Striatum und anderen Arealen des adulten
Gehirns isoliert und in vitro in Neurone und Gliazellen differenziert werden (Reynolds and Weiss,
1992, Palmer 1999, Ehninger und Kempermann, 2003). Welche Rolle diese Zellen jedoch in vivo
spielen und ob sie einen endogenen zellularen Pool fir potentielle Regeneration und Zellersatz bieten,
ist bisher nicht bekannt.

Zhao und Mitarbeiter postulierten 2003, dass die adulte Substantia nigra (SN), eine dopaminerge
Zone im Mittelhirn, deren Schadigung zum klinischen Bild eines Parkinson-Syndroms (IPS) flhrt,
ebenfalls neue Neurone bilden kann. Die Autoren zeigten im Mausmodell fur IPS BrdU-positive
dopaminerge Zellen in der SN als Hinweis auf endogene nigrale Neurogenese und als ersten Hinweis
auf einen potentiellen endogenen Reparationsmechanismus bei Neurodegeneration (Zhao et al,
2003). Die Daten aus dieser Arbeit bleiben umstritten, da ein Jahr spater von einer anderen
Arbeitsgruppe gegenteilige Befunde publiziert wurden (Frielingsdorf et al, 2004). Frielingsdorf und
Mitarbeiter untersuchten ebenfalls die Neubildung dopaminerger Neurone am selben Mausmodell und
beschrieben die von Zhao et al erhobenen Befunde als methodisch bedingte Artefakte. Zwar konnten
auch in dieser Arbeit BrdU-positive Zellen in der SN beschrieben werden, eine Differenzierung zu
Neuronen fand nach Ansicht dieser Autoren jedoch nicht statt. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es

lediglich eine geringe Anzahl von Arbeiten, die neu gebildete nigrale Zellen untersuchen, so dass die
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Neubildung neuer dopaminerger Neurone nach wie vor umstritten ist. Lie und Mitarbeiter konnten am
Rattenmodell fir IPS zeigen, dass die meisten neu gebildeten Zellen in der SN das neuro-gliale
Antigen NG2 exprimieren und in vitro unter bestimmten Kulturbedingungen in der Lage sind, zu
Neuronen zu differenzieren (Lie et al, 2002). In vivo konnten auch hier keine neu gebildeten Neurone
nachgewiesen werden, wurden die potentiellen Vorlaufer (NG2-positive Zellen) aus der SN jedoch in
den adulten Hippocampus der Ratte transplantiert, zeigten sie dasselbe neuronale
Differenzierungsmuster, wie die residenten hippocampalen Zellen. Diese Befunde unterstitzen die
Hypothese, dass die neurogenen Areale des ZNS ein exklusives Mikromillieu besitzen, das die
Differenzierung neuraler Vorlaufer ermdglicht. Es scheint in der Tat vor allem die zellulare und
molekulare Zusammensetzung dieses Mikromillieus und weniger die neurogene Potenz der neuralen
Vorlauferzellen zu sein, die adulter funktionell relevanter Neurogenese unterliegt. Allerdings zeigen
adulter neurale Vorlauferzellen an sich eine hohe Plastizitatskapazitat; d.h. unter bestimmten
Bedingungen ist es gelungen, neuronale Zellen zu glialen Zellen und umgekehrt umzuwandeln
(Jessberger und Gage, 2009, Jablonska et al, 2010). Dies ist jedoch bisher lediglich unter bestimmten
Kultivierungsbedingen fir hippocampale Zellen gezeigt worden, ohne bisherige erfolgreiche
Anwendung in vivo an Modellen fir neuronale Schadigung. Die Erforschung der Unterschiede der hier
zugrunde liegenden molekularen und zelluldren Mechanismen in SN (und anderen nicht-neurogenen
Arealen) und Hippocampus stellt daher den Schwerpunkt des derzeitigen wissenschaftlichen
Interesses auf diesem Gebiet. Interessanterweise zeigt sich zunehmend, dass neurodegenerative
Prozesse wie bei Morbus Parkinson durchaus reaktiv Proliferation neuraler Zellen (und neuronaler
Vorlaufer) als méglichen Reparationsmechanismus bewirken (Aponso et al, 2008).

Die groRte methodische Schwierigkeit ist in diesem Zusammenhang die Detektion neuraler Stamm-
bzw. Vorlauferzellen im adulten Gehirn in vivo. Dies liegt am ehesten einerseits daran, dass die bisher
verfugbaren immunhistochemischen Nachweismethoden lediglich in vitro anwendbar sind,
andererseits ist es jedoch auch denkbar, dass diese Zellen im adulten Gehirn in vivo andere
Eigenschaften besitzen als im Rahmen von Kaultivierungsprozessen. Mdglicherweise sind die
Stammzellmarker, die eine solche Zelle im adulten Gehirn nachweisen noch nicht bekannt oder die
Zellen sind auch in den nicht-neurogenen Arealen bereits neural so weit vordifferenziert, dass
charakteristische Eigenschaften einer Stammzelle fehlen. Eine elegante Methode neurale
Vorlauferzellen dennoch in vivo darstellen zu kénnen, ist der Einsatz von transgenen Mausen, die das
griin fluoreszierendes Protein (GFP) unter dem Promotor des Intermediarfilaments Nestin exprimieren
(Yamaguchi et al, 2000). In diesen Tieren sind damit alle neuralen Vorlduferzellen in der
Immunfluoreszenz darstellbar und lassen sich quantifizieren und mit glialen und neuronalen
Antikorpern weiter differenzieren.

In unserer Arbeitsgruppe wird dieses Mausmodell seit langem verwendet, zunachst um die
hippocampalen Vorlauferzellen zu beschreiben (zur Ubersicht s. Kempermann et al, 2004).

Die Nestin-positiven neuralen Vorlauferzellen sind jedoch auch in der nicht-neurogenen SN
nachweisbar (Klaissle et al, in Revision, Lesemann et al, 2012). Wir konnten zeigen, dass diese Zellen
hinsichtlich ihrer Proliferationsaktivitdit und Beeinflussbarkeit durch physiologische Stimuli den
hippocampalen Nestin-positiven Zellen ahneln, jedoch sowohl in der gesunden SN als auch im

Parkinson-Modell zusatzliche gliale aber keine neuronale Eigenschaften besitzen (s. Abbildung 3).
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Abb.3 Neurale neu gebildete Zellen in der adulten Substantia nigra der Maus
Zellen mit Eigenschaften von Microglia (Iba-1), Oligodendrozyten (NG2, CNPase) und neurale Nestin-
exprimierende neurale Vorlauferzellen (GFP) in der SN der Maus inkorporieren den Proliferationsmarker
BrdU als Hinweis fir zelluldre Neubildung.

1.4 Adulte Neurogenese und Plastizitdt bei neurodegenerativen Erkrankungen

Neu gebildete neurale Vorlauferzellen im adulten Gehirn sind bis heute hinsichtlich Morphologie,
Antigeneigenschaften, proliferativer Aktivitat und Differenzierung in Glia und Neurone ausfiihrlich
untersucht worden. Insbesondere in der SGZ und SVZ fokussierten sich die Studien auf die detaillierte
Zuordnung und Beschreibung dieser Zellen. Obwohl bekannt ist, dass die neu gebildeten Zellen nach

Differenzierung in Neurone die elektrophysiologischen Eigenschaften der umgebenden Nervenzellen
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annehmen und sich funktionell in die vorhandenen Netzwerke integrieren, bleibt nach wie vor die
Frage nach der funktionellen Rolle dieser Zellen offen (van Praag et a, 2002, Jessberger und
Kempermann, 2003). Im Hippocampus gibt es Hinweise auf eine Beteiligung bei Lern- und
Gedachtnisprozessen, da gezeigt wurde, dass Tiere mit einer hdheren Anzahl neuer hippocampaler
Neurone in Lern- und Gedachtnistests besser abschneiden als Kontrollen mit niedrigerer Zellzahl
(Kempermann et al, 1997, van Praag et al, 1999). Auch in der SVZ und Bulbus olfactorius scheinen
die neuen Neurone bei dem Erkennen neuer Gerliche und damit bei der Orientierung in neuen
Situationen eine signifikante Rolle zu spielen (Shapiro et al, 2007, Veyrac et al, 2009). In einer Studie
an Londoner Taxifahrern wurde gezeigt, dass mit zunehmenden Ansprichen an das
Orientierungsvermogen (Erlernen von komplizierten Stadtplanen) sich das Volumen des Hippocampus
in kernspinntomographischen Untersuchungen vergréRert (Maguire et al, 2000). Alle diese Befunde
legen somit nahe, dass das gesunde Gehirn sich durch Plastizitdt (Zunahme der Zellzahl und/oder
Volumen) an veranderte Anforderungen adaptiert (Kempermann 2002).

Diese Erkenntnis fihrte im nachsten Schritt zu der Frage nach endogenen Kompensationsfahigkeiten
des adulten Gehirns bei pathologischen, akuten und chronischen neurodegenerativen Prozessen. Es
ist denkbar, dass Neurogenese bzw. Neuroregeneration und neurodegenerative Prozesse zwei Seiten
einer Medaille darstellen. Neurodegeneration wére in diesem Zusammenhang eher als fehlende oder
insuffiziente Neuroregeneration zu bewerten (Ubersicht in Steiner et al, 2006). Zugrunde liegt hier die
Uberlegung, dass es im Gesunden zu einer Homdostase zwischen Degeneration und Regeneration
im adulten ZNS kommt, in pathologischen Zustdnden kommt es zu einer Stérung dieses
Gleichgewichts und damit zur Manifestation der Erkrankung. Es gibt bisher kaum Evidenz fur diese
Theorie, dennoch gewinnt die Vorstellung von einem zellular-plastischen endogenen pool an neuralen
Vorlauferzellen, die durch noch zu beschreibenden Stimuli untergegangenes Gehirngewebe ersetzen
kénnten, im Rahmen der zunehmenden Suche nach regenerativen Therapien an wissenschaftlicher
Relevanz. Veranderungen adulter hippocampaler Neurogenese werden zunehmend im physiologisch
alternden Gehirn (Lugert et al, 2010) und in diversen neurodegenerativen Erkrankungen, bzw. deren
Tiermodellen beschrieben (Gron et al, 2007, Rao et al, 2005, Choi et al, 2008, Kunimoto et al, 2010).
Im Folgenden sind die bisherigen relevanten Studien zu adulter Neurogenese und Vorlaufer-basierter
Plastizitat an beispielhaften Modellen fiir neurodegenerative Erkrankungen zusammengefasst (Steiner
et al, 2006).

1.4.1 Morbus Alzheimer

Aufgrund der typischen histopathologischen Veradnderungen im Hippocampus von Patienten mit
Morbus Alzheimer (AD), der Haufung von Beta-Amyloidplaques und neurofibrillaren Ablagerungen in
Neuronen, die klinisch mit rascher Demenz und schweren kognitiven Einbussen vor allem in Lern- und
Gedachtnisfunktionen einhergehen, ist die adulte hippocampale Neurogenese und ihre Veranderung
im Verlauf der Erkrankung Gegenstand intensiver Untersuchungen. Die Madglichkeit eines
therapeutischen Ersatzes der untergegangenen hippocampalen Neurone durch endogene
Zellneubildung wird zurzeit extensiv untersucht. Die hippocampalen pathologischen Veranderungen
im Gehirn von Alzheimer-Patienten und in Tiermodellen fir Morbus Alzheimer legen nahe, dass es

durch die Bildung von Plaques und eine reaktive inflammatorische Reaktion zu einer Veranderung der
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Neurogeneserate kommt, die mdglicherweise zu den ausgepragten Stérungen der Lern- und
Gedachtnisfunktion durch eine herabgesetzte Adaptationsfahigkeit an neue und neu zu erlernende
Prozesse beitragt. In mehreren tierexperimentellen Studien und an humanen neuralen Vorlauferzellen
aus dem adulten Gehirn zeigten in vitro Untersuchungen, dass Beta-Amyloid die Proliferation und
Differenzierung neuraler Vorlauferzellen negativ beeinflussen kann (Haughey et al, 2002a+b). In vivo
fand sich in dem Presenilin-1-transgenen Mausmodell fir AD eine deutlich erniedrigte
Neurogeneserate in allen bekannten neurogenen Zonen, Hippocampus, SVZ und Riechhirn (Wen et
al, 2004, Wang et al, 2004, Chevallier et al, 2005). In einem anderen Modell fiir AD, einer transgenen
Maus, in deren ZNS das Amyloid-precursor protein (APP) Uberexprimiert wird, wurde gezeigt, dass die
Haufung der Amyloid-Plaques im Hippocampus zu einer gesteigerten Neurogeneserate fuhrt (Jin et al,
2004). Diese Daten stitzen die therapeutisch relevante Hypothese, dass es im Hippocampus nach
Schadigung und im Verlauf chronischer neurodegenerativer Prozesse zu einer reaktiven endogenen
Zellneubildung kommen kann, diese jedoch abortiv verlduft und nicht suffizient das untergegangene
Gewebe ersetzen kann (Ubersicht in Schaeffer et al, 2009). An dieser Stelle setzen im Hinblick auf
regenerative Therapieoptionen die Untersuchungen mdglicher positiver Stimulatoren der
Zellneubildung an. Es ist bekannt, dass die Lebensfiihrung (Erndhrung, Bewegung, kognitive Aktivitat)
das Risiko an Azheimer-Demenz zu erkranken signifikant reduzieren (Katzman et al, 1993, Ceria et al,
2001, Friedland et al, 2001, Eng et al, 2002), d.h. dieselben Faktoren die bekanntlich hippocampale
Neurogenese signifikant steigern und Lern- und Gedachtnisprozesse positiv beeinflussen kénnen
(Kempermann et al, 1998, Kempermann et al, 2002). Im Tiermodell fiir AD gibt es erste Hinweise auf
positive Effekte von Bewegung und reizreicher Umgebung auf kognitive (hippocampale) Funktionen,
die einhergingen mit der Erhéhung neurotropher Faktoren im Hippocampus und der Neubildung
neuronaler Zellen (Arendash et al, 2004). Insbesondere konnte eine reizreiche Umgebung langfristig
und abhangig vom Alter der Experimentaltiere die Bildung neuer neuronaler Vorlauferzellen bewirken
und somit die Anzahl der potentiell bei Bedarf zu rekrutierenden neuen Neurone im adulten Gyrus
dentatus unabhangig von der Plaquemenge steigern (Mirochnic et al, 2009). Diese Befunde konnten
allerdings in Studien an anderen transgenen AD-Mausmodellen nicht bestatigt werden (Cotel et al,
2010, Veeraraghavalu et al, 2010). In wieweit diese Befunde im kausalem Zusammenhang mit der
Entstehung und Progression der Erkrankung beim Menschen sind, ist bisher nicht eindeutig geklart.
Hong et al postulierten eine Schlisselrolle der intakten Phosphoryllierung des Tau-Proteins flr die
adulte hippocampale Neurogenese, bzw. eine abortive/verringerte Neurogenese in transgenen Tau-
defizienten Mausen (Hong et al, 2009). Eine kirzlich publizierte Studie zeigte hingegen eine Tau-
unabhangige Regulierung adulter Neurogenese bei AD-Mausen, so dass die kausalen zugrunde
liegenden Mechanismen weiterhin weitestgehend ungeklart sind (Blanchard et al, 2010). Es ist
weiterhin gezeigt worden, dass das N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten und andere
neurotrophe Peptide, die antidementiv wirken und teilweise bereits therapeutisch bei AD eingesetzt
werden, die Proliferation hippocampaler Vorlauferzellen steigern kdnnen (Namba et al, 2009, Li et al,
2010). Dies unterstitzt die Hypothese von einem kausalen Zusammenhang zwischen hippocampaler

Neurogenese und AD-assoziierter dementieller Symptome.

1.4.2 Morbus Parkinson
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Der kontinuierliche Untergang dopaminerger Neurone in der SN fuhrt zu einem konsekutiven
Dopaminmangel in den nigrostriatalen Projektionen zu den Basalganglien. Die Atiologie der
Erkrankung ist nach wie vor unbekannt. Die Pathologie umfasst neben der dopaminergen
Degeneration die Bildung von alpha-Synuklein Einschlusskdrperchen (Lewy-Koérperchen), sowie
Veranderungen im cholinergen und serotoninergen System im ZNS. Die Kardinalsymptome betreffen
v.a. reduzierte motorische Fahigkeiten (Bradykinese, Rigor, Tremor, posturale Instabilitat), umfassen
jedoch auch neuro-psychiatrische (Depression) und vegetative Symptome, die in unterschiedlichem
MaRe die Erkrankung dominieren und zu einer ausgepragten Minderung der Lebensqualitat der
Betroffenen und ihrer Angehdrigen fiihren. Derzeitige Therapien beschranken sich auf die Substitution
von Dopamin und die Stimulation dopaminerger Gehirnareale und die Behandlung der motorischen
Defizite, vergangene Zellersatzversuche durch Transplantation von embryonalen oder fetalen
Stammzellen fihrten bisher nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen und stellen zurzeit keine
Therapieoption dar (Olanow et al, 2003). Erste tierexperimentelle Studien zu Neurogenese im adulten
Gehirn am 6-OHDA- Rattenmodell und 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) -
Mausmodell fir IPS konnten zeigen, dass Dopaminmangel zu einer signifikant erniedrigten
Neurogeneserate in den neurogenen Zonen SGZ und SVZ fihrt (Hoglinger et al, 2004, Winner et al,
2009). Da die meisten Patienten mit IPS im Verlauf der Erkrankung kognitive Defizite und depressive
Symptomatik entwickeln, ist ein mdglicher pathogenetischer Zusammenhang mit veranderter
hippocampaler Neurogenese denkbar. Aktuelle Studien verstarken diese Hypothese und zeigen eine
erniedrigte Neurogeneserate im Gyrus dentatus von 6-OHDA |adierten Ratten. Durch die
pharmakologische Behandlung mit dem Antidepressivum Fluoxetin aus der Gruppe der Serotonin-
Wiederaufnahmehemmern stieg die hippocampale Neurogeneserate in den ladierten Ratten erneut
auf Ausgangsniveau an (Suzuki et al, 2010). Diese Studien untermauern weiter die Hypothese der
Dopamin-abhangigen Neurogenese einerseits und den damit im Zusammenhang stehenden
kognitiven und depressiven klinischen Symptomen andererseits. In humanen Hippocampus-
Praparaten von Parkinson-Patienten konnte allerdings kein quantitativer Unterschied in
Neuronenzahlen zwischen Erkrankten und Kontrollen festgestellt werden (Joelving et al, 2006). In
dieser Studie wurden jedoch alle residenten neuronalen und glialen Zellen im Hippocampus gezahlt,
eine moglicherweise vorhandene Veranderung im Hinblick auf den Anteil der neu gebildeten Zellen,
v.a. der neuralen Vorlaufern, die mit herkémmlichen Markern flir Neurone und Glia nicht vollstandig
identifiziert werden kdnnen, wurde nicht berlcksichtigt. Im Tiermodell fir Morbus Parkinson konnte
hingegen nach Lasion eine reaktive Proliferation neuraler Zellen gezeigt werden (Aponso et al, 2008).
Die durch den Dopaminmangel bedingte Verminderung der Neurogenesrate in SVZ und Bulbus
olfactorius erklart moglicherweise zum Teil die Parkinson-assoziierte Hyposmie als ein typisches
Frihsymptom der Erkrankung. Diese Daten legen nahe, dass eine Veranderung im dopaminergen
System zu einer Veranderung der molekularen Homdostase als Voraussetzung fiir Neuropermissivitat
fuhrt. Es ist gezeigt worden, dass neuronale Vorlauferzellen in SGZ und SVZ Dopaminrezeptoren
exprimieren, so dass auch ein direkter Einfluss des Dopaminmangels auf veradnderte neuronale
Zellbildung bei IPS und im Tiermodell wahrscheinlich ist (O Keeffe et al, 2009). Veranderungen im
dopaminergen System beeinflussen jedoch auch Zellneubildung in nicht-neurogenen Arealen des

Gehirns. In der SN werden im Rattenmodell fir IPS deutlich weniger neurale Zellen mit neuronalem
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Vorlaufercharakter gebildet, als in der gesunden SN. Nach Stimulation durch reizreiche Umgebung
und Bewegungstraining als Modelle fir Veranderungen der Lebensflihrung, kommt es einerseits zum
signifikanten Anstieg neu gebildeter neuraler Zellen in der SN, andererseits zu einem signifikant
verbesserten Verhalten in motorischen Tests (Steiner et al, 2006). Abhangig von der Dauer der
Erkrankung zeigt sich im Tiermodell eine signifikante reaktive Proliferation neuraler Vorlauferzellen in
der SN als Zeichen fur einen endogenen Reparationsmechanismus, dessen Untersuchung im Hinblick
auf Stimulierbarkeit und funktionellen Zellersatz zurzeit durchgefiihrt werden (Lesemann et al, 2012,
Klaissle et al, in Revision). Es konnten erste Daten zu exogenen Steigerung der neuronalen
Vorlauferproliferation und Neurogenese im Gehirn von 6-OHDA l|adierten Ratten durch zytotrophe
Faktoren und Neurotrophine gezeigt werden. So wurde die Zellproliferation und Migration im Gehirn
dieser Tiere durch die intracerebrale Zufuhr des liver growth factor signifikant erhéht (Gonzalo-
Gobernado et al, 2009), neurotrophe Faktoren wie der platelet derived growth factor und BDNF

fuhrten ebenfalls zur Erhéhung striataler Neurogenese (Mohapel et al, 2005).

1.4.3 Chorea Huntington

Die bei der Huntingtonschen Erkrankung (Huntigton’s disease, HD) autosomal-dominant vererbte
Degeneration GABAerger Neurone im Nucleus caudatus und anderer Neuronenpopulationen im
Striatum ist bedingt durch die Expression einer mutierten Form des Huntingtin Proteins. Den massiven
kognitiven und motorischen EinbuRen und einer in allen Fallen frihen Sterblichkeit der Patienten liegt
ein Einzelgendeffekt zugrunde. Dennoch ist die damit verbundene Degeneration von Neuronen
vergleichbar mit neurodegenerativen Prozessen bei Morbus Alzheimer oder der Parkinsonschen
Erkrankung. Der irreversible Zellverlust ist mit den bisherigen, lediglich symptomatischen,
medikamentdsen Therapien nicht aufzuhalten. Erste Untersuchungen an Tiermodellen fir HD zeigten,
dass das intakte Huntigtin eine Rolle in der Proliferation neuer Neurone, sowie Synaptogenese und
axonalem Wachstum im adulten Gehirn spielt und Huntigtin die Sekretion des neurotrophen Faktors
BDNF stimuliert (White et al, 1997, Rigamonti et al, 2000). Im Tiermodell fur HD konnte gezeigt
werden, dass sowohl die Sekretion von BDNF als auch die Neubildung von neuralen Zellen im Gyrus
dentatus reduziert waren, als Hinweise fur eine funktionelle Rolle von Huntigtin bei BDNF-vermittelter
adulter Neurogenese (Zuccato et al, 2001, Lazic et al, 2004, Gil et al, 2005). Es ist bisher nicht gezeigt
worden, ob eine veranderte Neurogenese im Gehirn von HD-Tieren eine funktionelle Relevanz
hinsichtlich der Krankheitssymptomatik spielt, es gibt jedoch erste Hinweise fir die Rolle zellularer
Plastizitat als mdgliche Therapieoption. So fanden sich im humanen Gehirn reaktiv proliferierende
neurale Zellen am ladierten Nucleus caudatus als méglichen Hinweis auf regeneratives Potential
(Tattersfield et al, 2004, Curtis et al, 2005). Auch zeigten physiologische neurogene Stimuli wie das
leben in reizreicher Umgebung positive Effekte auf Motorik und BDNF Expression im Gehirn von HD-
erkrankten Tieren (Spires et al, 2004). Physiologische neurogene Stimuli wie freiwillige kérperliche
Aktivitdt konnten allerdings im Gyrus dentatus von Huntingtin-M&usen nicht reversibel die durch die
Erkrankung verminderte adulte Neurogenese steigern (Kohl et al, 2007), so dass hier méglicherweise
physiologische Stimuli allein nicht ausreichend therapeutisch wirksam sind. Exogene Stimulation

durch bisher nicht im Detail beschriebene am ehesten als Neurotrophine wirksame Faktoren konnte
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jedoch eine signifikante Steigerung striataler Neurogenese am Tiermodell fir HD als erster Hinweis

auf ein mogliches endogenes Reparationspotential gezeigt werden (Snyder et al, 2010).

1.4.4 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine autoimmune neuroinflammatorische Erkrankung, die mit irreversiblen
Verlust der neuronalen Myelinscheiden und gleichzeitig dem Untergang von Axonen im ZNS
einhergeht. Der neuronale Verlust ist bereits zu Beginn der Erkrankung nachweisbar und stellt
vermutlich neben der Zerstérung der Myelinscheiden einen weiteren kausalen Pathomechanismus
dar. Aufgrund der disseminierten Lokalisation dieser demyelinisierenden Lasionen sind die
resultierenden Symptome vielféltig und reichen von Visusstérungen, Uber motorische Einbussen bis
hin zu teilweise schweren kognitiven Veranderungen. Stérungen der Lern- und Gedachtnisfunktionen
werden zunehmend mit inflammatorischen neuronalen Veranderungen im Hippocampus in
Verbindung gebracht (Ubersicht in Chiaravalotti und DeLuca, 2008). Veranderungen im Hippocampus
konnten sowohl radiologisch in der MRT nachgewiesen werden (Sicotte et al, 2008, Roosendaal et al,
2010), als auch neuropathologisch in Hippocampus-Praparaten (Geurts et al, 2007). Der irreparable
Verlust von Nervenzellen und das Fehlen einer regenerativen Therapiemoglichkeit fihrten zu der
Suche nach endogenem Reparationspotential des ZNS bei MS. Es konnte in tierexperimentellen
Studien an der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem gangigen Tiermodell
fur MS gezeigt werden, dass die autoimmune Reaktion zu Veradnderungen im Bildungs- und
Differenzierungsprozess adulter hippocampaler Neurogenese fiihrt (Ziv et al, 2004). Die Induktion der
Erkrankung flihrte zu einer erhdhten Bildung neuraler Vorlauferzellen, eine antiinflammatorische
Behandlung mit Glatirameracetat steigerte im Folgenden die Migration dieser neu gebildeten Zellen
zum Ort der demyelinisierenden Lasion als Hinweis auf potentielle Regeneration des
untergegangenen Gewebes (Aharoni et al, 2005). Kipnis et al. konnten zeigen, dass die Proliferation
neuronaler Vorlaufer im adulten Gehirn als méglicher Kompensationsmechanismus nach Schadigung
mit einer Autoimmunantwort assoziiert ist (Kipnis et al, 2001). Weiterfuhrende Untersuchungen auch
aus unserer Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass diese neu gebildeten neuralen Vorlaufer nicht
langfristig Uberleben, sondern vermutlich zu glialen Zellen differenzieren, so dass eine funktionell
relevante Neurogenese in diesem Modell nicht stattzufinden scheint. Auf Genebene zeigte sich eine
Hochregulierung pro-glialer Faktoren wie Hes5 bei gleichzeitig verminderter Expression von Faktoren,
die mit neuronaler Differenzierung adulter Vorlauferzellen assoziiert sind (Hihnchen et al, 2011).
Unspezifische Inflammation fiihrte ebenfalls zu einer reduzierten Neurogeneserate im Hippocampus,
die jedoch nach antiinflammatorischer Behandlung reversibel war (Monje et al, 2002, Ekdahl et al,
2003). In den hier vorgelegten Arbeiten konnten wir ebenfalls einen Zusammenhang zwischen dem
intakten adaptiven Immunsystem in der Peripherie und adulter Neurogenese sowie hippocampaler
Fahigkeiten beschreiben, nach wie vor ist es jedoch nicht gelungen adulte Neurogenese im MS Modell
dahingehend therapeutisch zu beeinflussen, dass funktionell relevante neurologische Symptome
gebessert werden konnten (Wolf et al, 2009a, Wolf et al, 2009b).

1.4.5 Amyotrophe Lateralsklerose
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Der Focus detaillierter Untersuchungen adulter Neurogenese als mdéglichen therapeutischen Ansatz
bei neurodegenerativen Erkrankungen liegt nach wie vor bei Erkrankungen des Gehirns. Jedoch
kommt es bei Veranderungen im Bereich des Rickenmarks und peripherer Nerven zum Verlust von
Nervenzellen. Bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS), einer neuromuskularen Erkrankung,
kommt es zu einem unaufhaltsamen Untergang von Motoneuronen mit resultierenden rasch
progredienten schweren motorischen Defiziten mit in den meisten Fallen letalem Ausgang. Es gibt
erste Hinweise auf ein regeneratives Potential bei ALS, so konnte in G93A-SOD1 transgenen Mausen
eine reaktive Bildung von neuralen Vorlauferzellen und ihre Migration an der Lasionsstelle
beschrieben werden (Chi et al, 2005). Auch in diesem Model konnten jedoch weder eine Regeneration
untergegangener Neurone noch eine Remission der motorischen Symptome beobachtet werden.
Lediglich fand sich eine verbesserte motorische Leistung nach der Gabe des Neurotrophins Insulin
like growth factor 1 (IGF-1), das ebenfalls als neurogener Stimulator bekannt ist (Kaspar et al, 2003).
Weiterfihrende Untersuchungen zu der Rolle dieses Faktors bei neuronaler Regeneration bei ALS

stehen jedoch noch aus.

1.5 Endogene Reparationsmechanismen des adulten Gehirns

Die Bildung neuer Neurone im adulten Hippocampus und SVZ und die Beschreibung neu gebildeter
neuraler Vorlauferzellen mit neurogenem Potential in der SN und anderen Arealen des adulten ZNS
wecken erneut Hoffnung auf potentielle endogene Reparationsmechanismen im adulten Gehirn nach
akuten Schadigungen und chronisch-neurodegenerativen Prozessen.

Allerdings ist bisher die Frage, was eine neurogene Zone denn tatsachlich neurogen und exklusiv
macht, bisher nicht beantwortet. Lie et al konnten in einem Transplantationsexperiment zeigen, dass
das zelluldare und molekulare Millieu einer neurogenen Zone sich offenbar von dem einer nicht-
neurogenen erheblich unterscheidet. In dieser Studie wurde gezeigt, dass Zellen mit neuronalem
Vorlaufercharakter in der Substantia nigra existieren, jedoch an ihrem Ursprungsort nicht in Neurone
differenzieren kdnnen. Werden diese Zellen jedoch explantiert, differenzieren sie in vitro in Neurone.
Transplantiert man diese nigralen Vorlauferzellen nun in eine neurogene Umgebung des Gyrus
dentatus, differenzieren sie auch dort zu hippocampalen Neuronen (Lie et al, 2002).

Um also das neurogene Potential dieser Zellen bei neurodegenerativen Prozessen nutzen zu kénnen,
mussen die zelluldren und molekularen Mechanismen bekannt sein, die ein neurogenes Mikromillieu
ausmachen. Darlber hinaus ist es notwendig zu verstehen, wodurch adulte Neurogenese stimuliert
bzw. supprimiert werden kann und welche dieser Stimuli physiologische Neubildung der Neurone
induzieren, bzw. welche pathologischen Prozesse zu einer aberranten Neuro- und Gliogenese fihren.
In keiner der bisherigen Studien an Modellen fiir neurodegenerative Erkrankungen konnte
ausreichend gezeigt werden, dass die Neubildung und Differenzierung von Neuronen im erwachsenen
Gehirn als Ersatz des untergegangenen Gewebes fungieren kann. Die funktionelle Relevanz der
reaktiven Zellneubildung bleibt nach wie vor nicht eindeutig erklart. Um ein therapeutisches Nutzen
aus der potentiellen Selbstregeneration des Gehirns zu ziehen, mussen noch folgende Fragen

beantwortet werden:
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Wie unterscheiden sich neu gebildete Zellen mit neuralem Vorlaufercharakter in
verschiedenen Arealen des adulten Gehirns hinsichtlich Antigenexpression und
elektrophysiologischer Eigenschaften voneinander?

Welche regionalen Unterschiede hinsichtlich zellularer und molekularer Strukturen des
jeweiligen Mikromillieus bestehen zwischen neurogenen und nicht-neurogenen Zonen?

Wie unterscheiden sich die kontinuierlich neu gebildeten neuralen Vorlauferzellen im
gesunden adulten Gehirn von den reaktiv nach Neurodegeneration gebildeten neuralen
Zellen?

Welche funktionelle Rolle spielt der Zellersatz nach Neurodegeneration?

Welche physiologischen, pharmakologischen oder invasiv-interventionellen Zusatztherapien

spielen eine Rolle bei der Unterstitzung gehirneigener zellularer Plastizitat?

Die vorgelegten Arbeiten stellen einen Baustein in der Beantwortung dieser Fragen dar und bilden die

Grundlage fur zukinftige Projekte unserer Arbeitsgruppe.
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2. EIGENE ARBEITEN

21. Meilensteine adulter Neurogenese im Hippocampus

Typ-2 Zellen als verbindendes Element der glialen und neuronalen Zelldifferenzierung im
adulten Gyrus dentatus der Maus
Steiner B, Klempin R, Wang LP, Kott M, Kettenmann H, Kempermann G. 2006. Type-2 cells as link

between glial and neuronal lineage in adult hippocampal neurogenesis. GLIA 54 (8): 805-14.

Die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus umfasst einen mehrschrittigen
Reifungsprozess der neu gebildeten Zellen. Residente Vorlauferzellen im Gyrus dentatus durchlaufen
mehrere Stadien der Reifung, von der neural vordifferenzierten Zelle bis zum Neuron oder einer
Gliazelle. Neurale Vorlaufer sind im adulten Gehirn durch die Expression des Intermediarfilaments
Nestin charakterisiert. Die Gesamtpopulation der Nestin-exprimierenden Zellen lasst sich anhand von
morphologischen Kriterien, einem spezifischen Antigenexpressionsmuster  und der
elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Zellen weiter unterteilen. In Vorarbeiten ist es uns bereits
gelungen, diese Subpopulationen zu beschreiben (Kronenberg et al, 2003, Filippov et al, 2003,
Steiner et al, 2004). Typ-1 Zellen sind gliale Zellen mit astrozytdrer Morphologie und
elektrophysiologischen Eigenschaften von Astroglia. Sie stellen eine langsam uns selten
proliferierende Population dar, die gliale Marker exprimiert und den gréf3ten Teil der Nestin-positiven
Zellen im Gyrus dentatus darstellt. Typ-2 Zellen exprimieren friilhe neuronale Marker (Doublecortin,
DCX, Calretinin, NeuroD1) und stellen die am starksten proliferative Subpopulation dar. In Vorarbeiten
stellten wir bereits die Hypothese auf, dass Typ-1 Zellen einen residenten pool an Vorlauferzellen
darstellen, die durch moéglicherweise asymmetrische Zellteilung zur Neubildung von neuronalen Typ-2
Zellen flihren, die dann stark proliferieren und zu reifen Neuronen ausdifferenzieren (Steiner et al,
2004, Kempermann et al, 2004).

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir den Differenzierungsschritt von einer friihen Typ-2 Zelle,
die Nestin exprimiert, jedoch nicht weiter neuronal differenziert zu sein scheint, zum né&chsten
Reifungsstadium, der Typ-2 Zelle mit dem frihsten neuronalen Antigenexpressionsmuster. Ziel der
Untersuchung war es zu zeigen, dass gliale Zellen tatsachlich zu frithen Neuronen differenzieren
kénnen und der von uns hypothetisierte Reifungsprozess Nestin-positiver Vorlauferzellen in vivo
nachweisbar ist. Hierzu wurde adulten transgenen Mausen, die das grun fluoreszierende Protein
(GFP) unter dem Promotor von Nestin exprimieren, intravends der Proliferationsmarker BrdU
verabreicht. Desweiteren wurden transgene Tiere untersucht, die GFP unter dem Astrozytenmarker
glial fibrillary acidic protein (GFAP) exprimieren. Der Einsatz der transgenen Tiere erlaubt die direkte
Visualisierung der Nestin- bzw. GFAP-positiven Zellen in vivo. Die Tiere wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach BrdU getdtet und die Gehirne histologisch untersucht. Ein Teil der Gehirne wurde fir
elektrophysiologische Ableitungen aufgearbeitet. Wir konnten zeigen, dass Zellen mit glialen
Vorlaufereigenschaften (Expression von Sox-2 und dem brain lipid binding protein, BLBP) im Laufe
der Zeit kaum an Gesamtzahl zunehmen, hingegen die Zahle der Zellen in einem Intermediarstadium
zwischen Glia und Neuron (gleichzeitige Expression von GFAP und DCX in einem kurzen Zeitfenster)

Uber die Zeit deutlich anstieg. Im weiteren Verlauf nahm die Anzahl der Zellen in diesem
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Intermediarstadium ab, bis ausschlieRlich Typ-2 Zellen mit rein frih-neuronalem Phéanotyp
nachweisbar waren. Diese Daten bestatigten somit unsere Hypothese von einer heterogenen Typ-2-
Zellpopulation, die aus friihen glial-neuronalen Zellen und weiter differenzierten neuronalen Vorlaufern
besteht. Die morphologische und immunhistochemische Einteilung der Typ-2 Zellen in gliale Zellen

und friih neuronale Zellen lieR sich in elektrophysiologischen Untersuchungen bestéatigen.

N



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16958090

21



lole]



jode]



1



02N



NA



olel



IR



70



N



2.2. Beeinflussbarkeit adulter neuraler Vorlduferzellen durch exogene Stimuli

Physiologische und pathologische Stimuli neuronaler Vorlduferzellen im adulten Gyrus
dentatus der Maus

Steiner B, Zurborg S, Horster H, Fabel K, Kempermann G. 2008. Differential 24 h responsiveness of
Prox1-expressing precursor cells in adult hippocampal neurogenesis to physical activity,
environmental enrichment, and kainic acid-induced seizures. Neuroscience 154(2): 521-9.

Es ist seit langem bekannt, dass freiwillige korperliche Aktivitat, das Leben in einer reizreichen
Umgebung, aber auch pathologische Stimuli, wie epileptische Aktivitat, die Anzahl neu gebildeter
Neurone im Hippocampus steigern (van Praag et al, 1997, Kempermann et al, 1999, Brandt et al,
2003, Jessberger und Kempermann, 2003). Wir konnten bereits zeigen, dass diese Stimuli der
Neurogenese ebenfalls auf die Neubildung von hippocampalen Astrozyten wirken (Steiner et al,
2004). Wir beschrieben bereits die verschiedenen Differenzierungsstufen neuraler Vorlauferzellen im
Gyrus dentatus und die Einteilung dieser Zellen in reifungsabhangige Subpopulationen (Typ-1, Typ-
2a, Typ-2b, Typ-3 Zellen, Kronenberg et al, 2003, Filippov et al, 2003, Steiner et al, 2006).
Physiologische Stimuli und pathologische Prozesse wirken in unterschiedlicher Weise auf Proliferation
Nestin-positiver Zellen abhangig vom Reifestadium. In den bisherigen Studien unserer Arbeitsgruppe
und Anderen wurden physiologische und pathologische Stimuli meist I&ngerfristig (Behandlungsdauer
von einigen Tagen bis Wochen) eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit stellten wir die Frage, ob bereits ein akuter Stimulus durch kurzzeitige
kdrperliche Aktivitat, Verdanderung der Umgebung und akute epileptische Aktivitat einen Einfluss auf
Proliferation und Differenzierung neuraler Vorlaufer abhangig vom Reifegrad ausiibt. Transgene,
Nestin-GFP exprimierende Tiere erhielten eine einmalige systemische Injektion von BrdU und wurden
fur 24 Stunden in Kafigen mit freiwiligem Zugang zum Laufrad, bzw. in reizreicher Umgebung
gehalten, eine dritte Gruppe erhielt einmalige Injektionen des epileptogenen Wirkstoffs Kainat. Die
Tiere wurden 24 Stunden, bzw. 4 Wochen nach dieser akuten Stimulation getétet und die Gehirne
histologisch ausgewertet. Als frihster Marker fir neuronal differenzierte Zellen wurde der
Transkriptionsfaktor prospero-related homeobox-1 (Prox1), der bereits 1 Stunde nach Neubildung der
Zellen in neuronal determinierten Zellen nachweisbar ist, gewahlt. Wir konnten beobachten, dass
Kainat als starkster neurogener Stimulus die Proliferation glialer Typ-1 Zellen akut erh6hen konnte und
dass es unter dem Einfluss von Kainat zu einer signifikanten Reduktion von undifferenzierten Nestin-
positiven Vorlaufern (Typ-2a) zugunsten differenzierter Prox1-positiver Nervenzellen kam. Kurzzeitige
freiwillige korperliche Aktivitdt wirkte sich im Gegensatz zu Kainat positiv auf die Neubildung eben
dieser undifferenzierter Vorlaufer (Typ-2a Zellen) aus. Der kurzzeitige Einfluss reizreicher Umgebung
und die Gabe von Kainat spiegelten sich in der Proliferation bereits differenzierter Zellen (Typ-2b und
Typ-3) wieder. Der kurzzeitige Einfluss von Kainat reichte sogar aus, um das langfristige Uberleben
der neu gebildeten Neurone Uber einen Zeitraum von 4 Wochen zu steigern.

Diese Daten zeigen, dass physiologische und pathologische Stimuli der Neurogenese ein
differenziertes Muster an Veradnderungen der Zellneubildung im adulten Hippocampus aufweisen.

Neurale Vorlauferzellen und neue neuronale bzw. gliale Zellen werden abhangig von ihrem
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Reifestadium unterschiedlich stark reguliert. Die Frage nach der funktionellen Integritdt der neu

gebildeten Zellen abhangig vom Stimulus muss noch beantwortet werden.
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2.3. Auswirkungen endogener Verdnderungen des Immunsystems auf adulte hipocampale

Neurogenese

Zelluldre und molekulare Faktoren des peripheren Immunsystems als Schliisselmechanismen
adulter hippocampaler Neurogenese

Wolf SA*, Steiner B*, Akipmarli A, Kammertoens T, Nassenstein C, Braun A, Blankenstein T,
Kempermann G. 2009. CD4-positive T lymphocytes provide a neuroimmunological link in the control of

adult hippocampal neurogenesis. J Immunol 182(7): 3979-84.

Trotz intensiver Studien zu adulter Neurogenese sind bisher nur wenige intrinsische zelluldre und
molekulare Faktoren bekannt, die bei der Neubildung von Neuronen eine Rolle spielen. Nach wie vor
bleibt die Frage ungeklart, warum das adulte Gehirn in einigen exklusiven Arealen in der Lage ist, bis
ins hohe Alter neue Nervenzellen aus Vorlaufern zu bilden, wahrend andere Teile des Gehirns diese
Fahigkeit nicht besitzen. Um die neuen Neurone als potentiellen Ersatz in neurodegenerativen
Prozessen nutzen zu kénnen, ist es unabdingbar, Mechanismen, die adulter Neurogenese zugrunde
liegen detailliert zu beschreiben. Es gibt Hinweise darauf, dass neuroimmunologische Faktoren einen
Schliisselmechanismus bei hippocampaler Neurogenese darstellen (Ziv et al, 2004, Aharoni et al,
2005). Es wird vermutet, dass immunogene Faktoren in endogene Regulationsprozesse neurogener
Homdostase im Hippocampus eingreifen kénnen. In der vorliegenden Studie sollte gezeigt werden,
welche Rolle immunkompetente Zellen aus dem peripheren Immunsystem bei der Aufrechterhaltung
der Homoostase im Gyrus dentatus spielen. Es ist seit langem bekannt, dass Lymphozyten trotz
intakter Blut-Hirn-Schranke permanent, jedoch in geringer Anzahl in das gesunde Gehirn invadieren
(Wekerle und Fiertz, 1985, Cserr und Knopf, 1992). In der vorliegenden Studie wurde daher
untersucht, welche Lymphozyten-Populationen die Neurogenese beeinflussen und welche weiteren
Faktoren an diesem Phanomen beteiligt sind. In adulte Mausen ohne pathologischen neuronalen
Phéanotyp wurden periphere CD4-positive und CD8-positive T-Lymphozyten und B-Lymphozyten aus
der Peripherie unspezifisch systemisch aktiviert. Aktivierte CD4-positive T-Lymphozyten waren als
einzige Population in der Lage, die Anzahl neu gebildeter Neurone im Hippocampus zu erhdhen.
Umgekehrt flihrte die systemische pharmakologische Blockade von CD4-positiven (aber nicht die von
CD8-positiven oder B-) Lymphozyten zu einer signifikanten Reduktion hippocampaler Neurogenese
und zu einer signifikant schlechteren Lern- und Gedachtnisleistung der Experimentaltiere in kognitiven
Verhaltenstests (Morris Water Maze). Als moglichen Mechanismus, der diesen Effekten zugrunde
liegt, konnten wir die CD4-abhangige Freisetzung des brain derived neurotrophic factor (BDNF)
beschreiben. Zur Bestatigung dieser Daten untersuchten wir verschiedene transgene Mausstamme
desselben genetischen Hintergrunds, die eine defiziente CD4-, CD8, - bzw. B-Zellexpression
aufwiesen. Auch in diesem Teilexperiment konnten wir bestatigen, dass das Vorhandensein intakter
CD4-positiver Zellen in der Peripherie fur die Aufrechterhaltung eines neurogenen Millieus im
Hippocampus essentiell ist. Im letzten Schritt konnten wir zeigen, dass die Repopulation von Mausen
ohne CD4-positive T-Lymphozyten und gleichzeitig reduzierter hippocampaler Neurogenese mit eben
diesen fehlenden CD4-positiven Zellen, zu einem signifikanten Anstieg der Neurogenese geflhrt hat.

Da die Anzahl dieser Zellen im gesunden Gehirn gering ist, gehen wir am ehesten von parakrinen
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Effekten aus. Die vorliegende Studie zeigt, dass ein intaktes peripheres Immunsystem flr

Adaptationsprozesse des adulten Gehirns eine Schlisselrolle spielt.
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2.4. Plastizitat adulter neuraler Vorlauferzellen auBerhalb des Hippocampus

Physiologische Stimuli neuraler Vorlauferzellproliferation in der adulten Substantia nigra der
Ratte am 6-OHDA Lasionsmodell fiir Morbus Parkinson

Steiner B, Winter C, Hosman K, Siebert E, Kempermann G, Petrus DS, Kupsch A. 2006. Enriched
environment induces cellular in the adult substantia nigra and improves motor behavior function in the
6-OHDA rat model of Parkinson’s disease. Exp Neurology 199(2): 291-300.

Adulte Neurogenese wurde bisher lediglich in zwei exklusiven Arealen des Gehirns beschrieben, es ist
jedoch bekannt, dass neurale Stamm- und Vorlauferzellen auch aus anderen Regionen des ZNS
isoliert werden kénnen. Diese Zellen besitzen dann in vitro unter bestimmten Kulturbedingungen
ebenfalls die Fahigkeit, in Neurone zu differenzieren (Reynolds und Weiss, 1992, Palmer et al 1999).
Die Frage nach der Rolle dieser Zellen als potentieller Zellersatz bei neurodegenerativen Prozessen
im Gehirn rickte daher zunehmend in den Vordergrund. In der adulten Substantia nigra kommt es im
Rahmen des Morbus Parkinson zum kontinuierlichen Verlust dopaminerger Neurone. Ein endogener
funktioneller zellularer Ersatz dieser Neurone wirde eine optimale Therapie darstellen. Es ist in der
Tat im Tiermodell gezeigt worden, dass es nach Lasion, die die Parkinsonsche dopaminerge
Degeneration simuliert, zu einer verstarkten Bildung BrdU-positiver Zellen in der SN kommt. Es gibt
Hinweise darauf dass aus diesen Zellen tatsachlich Neurone entstehen (Zhao et al, 2003), diese
Daten sind jedoch nach wie vor methodisch umstritten (Frielingsdorf et al, 2004). Es ist jedoch
eindeutig nachgewiesen, dass die adulte SN potentielle neurale Vorlauferzellen bildet, die in vitro zu
dopaminergen Neuronen differenzieren (Lie et al, 2002). In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage
beantwortet werden, ob sich die Bildung dieser neuen potentiellen Vorlauferzellen mit physiologischen
Stimuli hippocampaler Neurogenese steigern oder hinsichtlich der Differenzierung dieser Zellen zu
Neuronen beeinflussen lasst. Es wurden Ratten im pharmakologischen 6-OHDA Modell fir IPS mit
einer einmaligen BrdU-Injektion behandelt und dann fir 4 bzw. 7 Wochen in reizreicher Umgebung
gehalten und kérperlich trainiert. Wir konnten zeigen, dass korperliche Aktivitdt und eine reizreiche
Umgebung einen stimulierenden, proliferativen Effekt auf neu gebildete Zellen in der Substantia nigra
hat, wie aus dem Hippocampus bekannt. Bei den neu gebildeten Zellen handelt es sich zum grof3ten
Tei um NG2-positive neuro-gliale Zellen, die in vitro als neuronale Vorlaufer beschrieben wurden
(Belachew et al, 2003). Wir konnten in vivo keine neu gebildeten dopaminergen Neurone beschreiben,
so dass es offenbar eines zusatzlichen Stimulus bzw. eines veranderten Mikromillieus in der SN
bedarf, um aus den neu gebildeten Zellen funktionell relevante Neurone zu bilden. Wir untersuchten
neben histologischer Veranderungen jedoch auch das klinische Verhalten der Experimentaltiere. Die
motorisch eingeschrankten ladierten Tiere (Parallele zum klinischen Bild des IPS) profitierten
signifikant vom koérperlichen Training und dem Leben in der reizreichen Umgebung im Vergleich zu
Kontrolltieren in Standardkafigen. Zusammenfassend scheinen also physiologische Stimuli das
Mikromillieu in der SN nach Lasion so zu verandern, dass es zur Neubildung neuraler Vorlaufer und
gleichzeitig zu einer klinischen Verbesserung der motorischen Fahigkeiten kommt. Welche Faktoren
notwendig sind, die eine Differenzierung der Vorlauferzellen zu funktionell integrierten dopaminergen

Neuronen bewirken, wird derzeit in Folgestudien untersucht.
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2.5. Exogene Manipulation neuraler Vorlduferzellen in der Substantia nigra stimuliert
potentielle Reparationsmechanismen nach Neurodegeneration

Unilaterale Lasion des Nucleus subthalamicus provoziert die Neubildung neuraler Vorlauferzellen in
der Substantia nigra der Ratte.

Steiner B, Kupsch A, Siebert E, Hosmann K, Klempin F, Morgenstern R, Winter C. 2008. Unilateral
lesion of the subthalamic nucleus transiently provokes bilateral subacute glial cell proliferation in the
adult rat substantia nigra. Neurosci Lett 430(2): 103-8.

Modulationen des adulten Nucleus subthalamicus (STN) durch ablative oder funktionelle L&sionen
fuhren zu signifikanten Verbesserungen motorischer Defizite und anderer dopaminabhangiger
neuropsychiatrischer Symptome bei Patienten mit Morbus Parkinson. Es ist bisher nicht beschrieben
worden, welche neurobiologischen Grundlagen diesem Phanomen zugrunde liegen. Es ist in der
Vergangenheit von uns und anderen Arbeitsgruppen gezeigt worden, dass die adulte Substantia nigra
in der Lage ist, neue neurale Vorlauferzellen zu bilden, die in vitro zu Nervenzellen differenzieren
kénnen (Lie et al, 2002, Steiner et al, 2006). Es ist daher durchaus denkbar, dass eine STN-
Modulation zu einer reaktiven Neubildung neuraler Vorlauferzellen fiihrt. Diese Zellen wirden eine
endogenen reaktive Reparationsoption bieten, sollte gezeigt werden kbénnen, dass sie zu
dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra differenzieren kénnen und das degenerierte Gewebe
ersetzen, bzw. Uber parakrine Effekte neuroprotektiv auf das Gehirn (Substantia nigra, andere Areale)
wirken kdnnen. Wie bereits dargestellt, ist die Bildung neuraler Vorlaufer in der Substantia nigra
beeinflussbar durch pathologische Prozesse (dopaminerge Degeneration im 6-OHDA Modell) und
physiologische Stimuli (Bewegung, reizreiche Umgebung, Steiner et al, 2006). In der vorliegenden
Studie untersuchten wir akute und chronische Effekte unilateraler STN-Lasion auf die Bildung und
Differenzierung neuer glialer und neuronaler Zellen in der Substantia nigra der Ratte. Der Focus
dieser Studie lag auf der Untersuchung dieser Effekte zunachst im Gesunden Gewebe. Gesunde
adulte Ratten wurden in Drei Gruppen (STN-Lasion, Scheinoperation, nicht ladierte Kontrolle)
eingeteilt. Alle Tiere erhielten eine intraperitoneale Injektion BrdU zur Markierung proliferierender
Zellen. Stereotaktische Infusion von Ibotensaure filihrte in der L&sionsgruppe zu unilateraler
Schadigung des STN. Die Tiere wurden nach 14 Tagen bzw. 8 Wochen transcardial perfundiert und
die Gehirne histologisch untersucht. Die Gabe von Ibotensaure fiihrte in allen |&dierten Tieren zu einer
mindestens 75% igen Neurodegeneration im STN. In der Substantia nigra konnten wir zeigen, dass
die STN Lasion zu einer Steigerung der Zellproliferation der ipsi- und auch der kontralateralen Seite
fuhrte. Nach 14d stieg die Anzahl neu gebildeter NG2-positiver Zellen an, diese Population stellte den
groBten Anteil aller neu gebildeten Zellen dar. Nach 8 Wochen fiel die Zahl auf das Ausgangsniveau,
es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen ladierten Tieren und Kontrollen nachgewiesen
werden. Neu gebildete Neurone konnten zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden.

Diese Daten zeigen erneut, dass die adulte Substantia nigra in der Lage ist nach exogener
Stimulation, neue gliale Zellen mit neuronalem Vorlaufercharakter zu bilden. Auch in dieser Arbeit ist
es jedoch nicht gelungen, nigrale Neurogenese zu zeigen (Lie et al, 2002, Frielingsdorf et al, 2004,
Steiner et al, 2006). Die Bildung neuronaler Vorlauferzellen scheint auch hier abortiv zu verlaufen, so

dass in Folgestudien der Fokus auf die Untersuchung der Mechanismen liegen soll, die in neurogenen
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Zonen im Unterschied zu nicht-neurogenen Zonen zur Differenzierung von Vorlduferzellen in
funktionell integrierte Neurone flihren. Das Ziel ist die Manipulierbarkeit neuraler Vorlauferzellen in
nicht-neurogenen Zonen im Hinblick auf ihren Einsatz als potentieller Zellersatz bei
Neurodegeneration.
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3. DISKUSSION

Die vorliegenden Arbeiten untersuchten die Kapazitdt des erwachsenen Gehirns, kontinuierlich
lebenslang und reaktiv nach Schadigung und bei Adaptationsprozessen neue neuronale Zellen zu
bilden. Sie stehen damit im Widerspruch zu der 1928 formulierten und in den letzten beiden
Jahrzehnten zunehmend widerlegten Hypothese von Ramon Y Cajal, dass das adulte Gehirn zwar
degenerieren, aber niemals regenerieren kann. Inzwischen ist eine mogliche Behandlung
neuropsychiatrischer Erkrankungen durch endogenen Zellersatz im Gehirn zunehmend im Focus der
Suche nach (endogenen) regenerativen Therapien.

Die intensive und in den letzten Jahren hinsichtlich ihrer Anzahl immens gestiegene Untersuchung
gehirneigener zellularer Plastizitdt und Neurogenese ist einerseits zunehmend mdglich durch die
technische Weiterentwicklung, wie den Einsatz von Proliferationsmarkern (BrdU u.a.) oder transgenen
Tieren, die eine Visualisierung neuraler Vorlauferzellen und ihre Differenzierung in vivo ermoglichen
(z.B. transgene Nestin-GFP-Maus, Yamaguchi et al, 2000). Beide Methoden wurden in den hier
vorgelegten Arbeiten parallel und ergdnzend angewendet. Mit diesen Methoden ist es gelungen, die
Neubildung und den Differenzierungsprozess neuraler Stamm- und Vorlauferzellen im adulten Gehirn
nachzuweisen und detailliert zu beschreiben. Es wurden neurogene Zonen definiert, d.h. Areale, in
denen neu gebildete Stamm- bzw. Vorlauferzellen Uber mehrere Zwischenstufen zu reifen
Nervenzellen differenzieren und von plastischen, jedoch nicht-neurogenen Regionen morphologisch
abgegrenzt, in den ebenfalls kontinuierlich neue Zellen gebildet werden, die jedoch keinen neuronalen
Phanotyp aufweisen. Es wird jedoch zunehmend auch in den vorgelegten Arbeiten deutlich, dass
diese initiale Einteilung in neurogene und nicht-neurogene Areale nicht starr ist und méglicherweise im
adulten Gehirn Ubergange oder Veranderungen abhangig von duReren Einflissen mdglich sind. In
den vorliegenden Arbeiten und in Studien anderer Arbeitsgruppen wird beispielsweise die adulte
Substantia nigra als eine plastische Region im Gehirn beschrieben, die zwar neurale Vorlauferzellen
enthalt, diese jedoch in situ nicht in Neurone differenzieren (Lie et al, 2002, Frielingsdorf et al, 2004,
Steiner et al, 2006, Steiner et al, 2008). Die Arbeit von Zhao et al zeigt jedoch genau solche neu
gebildete Tyrosinhydroxylase-positive dopaminerge Neurone in der SN im Krankheitsmodell, ndmlich
dem MPTP-Mausmodell fir Morbus Parkinson. Die Autoren argumentieren mit der in den Ubrigen
Studien nicht suffizient angewandten BrdU-Markierung der neu gebildeten Zellen und schlagen
methodisch eine Optimierung durch intracerebrale (intraventrikulare) BrdU-Injektionen, die zu einer
héheren Konzentration von BrdU im Gehirn, und auf diese Weise zu einer grofReren Anzahl von
markierten neu gebildeten Zellen in der SN fiihrt (Zhao et al, 2003). Obwohl methodisch nach wie vor
umstritten, zeigt diese Arbeit jedoch, dass unsere bisherigen Kenntnisse (und methodischen
Moglichkeiten) Uber die Kapazitdt des adulten Gehirns neue Neurone zu bilden nicht ausreichend
sind, um tatsachlich endgliltig potentiell regenerationsfahige Areale zu bestimmen, bzw. andersherum
die méglichen endogenen neuroregenerativen Kapazitaten bestimmter Gehirnareale nach Schadigung
optimal ggf. auch therapeutisch zu nutzen. Eine vergleichbare Diskussion findet zurzeit in der Literatur
zu neuraler Plastizitat im Hypothalamus — einer bisher als nicht neurogen bezeichneten Zone- statt. Es
gibt erste Hinweise auf adulte Neurogenese von funktionell relevanten Neuronenpopulationen im

Hypothalamus, die eine Rolle im Energiehaushalt und bei der Nahrungsaufnahme spielen sollen
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(Kokoeva et al, 2005). Es ist jedoch bisher umstritten, ob die neu gebildeten Neurone im
Hypothalamus selbst entstehen oder bei Anderungen des Energiehaushalts dorthin migrieren, bzw. ob
und in welcher Weise sie nicht nur morphologisch den residenten Neuronenpopulationen ahneln,
sondern auch funktionell integriert und relevant sind (Pierce et al, 2010). Diese ersten Daten aus dem
Hypothalamus bestarken jedoch ein weiteres Mal die Hypothese der endogenen
Neurogenesekapazitat des Gehirns als mdglicher Mechanismus der Adaptation an veranderte und
pathologische Prozesse.

Aus Untersuchungen am Hippocampus ist bekannt, dass neurale Vorlauferzellen hinsichtlich ihrer
phéanotypischen Determinierung und im Verlauf Differenzierung plastisch sind. Mechanismen, die einer
solchen Determinierung zugrunde liegen werden derzeit intensiv untersucht (Jessberger und Gage,
2009, Jablonska et al, 2010). Unsere eigenen Daten zeigen, dass es unter bestimmten
pathologischen Bedingungen auf Genebene zu Verschiebungen der Expression von pro- und anti-
neuralen, bzw. pro- und anti-glialen Genexpressionsmustern kommt (Hihnchen et al, 2011). Die
Moglichkeit, eine phanotypische sowie funktionelle Determinierung neuraler Stamm- bzw.
Vorlauferzellen beeinflussen zu kénnen, wirde einen weiteren Schritt zur therapeutischen Nutzung
dieser Zellen bedeuten. Welche intrinsischen und extrinsischen Faktoren hier eine Rolle spielen
koénnten, steht derzeit im Mittelpunkt der Arbeiten unsere Forschungsgruppe. Einschrankend muss
erwahnt werden, dass es durch die bisherigen Methoden nicht gelungen ist zu zeigen, dass neu
gebildete Neurone im adulten Gehirn, obwohl elektrophysiologisch funktionell in vorhandene
Netzwerke integriert, in der Tat auch eine funktionelle Rolle spielen. Bisher gibt es zwar in
zunehmender Anzahl, korrelative Ergebnisse, die veranderte Funktion mit veranderter zellularer
Plastizitdt und Neurogenese zeigen, ein direkter kausaler Zusammenhang ist jedoch nicht eindeutig
nachgewiesen worden. Es ist bekannt, dass Mause mit einer hdheren Anzahl neu gebildeter
hippocampaler Neurone in Lern- und Gedachtnistests besser abschneiden als Kontrollen, dass Ratten
mit einer erhdhten Zahl an NG2-positiven neuralen Vorlaufern in der SN bessere motorische
Leistungen aufweisen und dass erhdéhte Anforderungen an Lern- und Gedachtnisfunktionen bei
Menschen zu einem veranderten hippocampalen Volumen fiihren, es fehlt jedoch nach wie vor der
eindeutige Nachweis der Rolle der neu gebildeten Zellen bei der Bildung, bzw. Optimierung
bestimmter Gehirnleistungen (Kempermann et al, 1997, van Praag et al, 1998, Maguire et al, 2000,
Steiner et al, 2006). Mit dem derzeitigen Wissensstand ist die adulte Neurogenese somit zunachst als
ein Modell fir die vorhandene zellulare Plastizitdt im Gehirn zu betrachten. Mit Hilfe der bekannten
positiven und negativen physiologischen und pathologischen Stimuli ist adulte Neurogenese in
verschiedenen Arealen des Gehirns gut steuerbar und als Modell fir plastische Veranderungen des
adulten Gehirns untersuchbar. Die bisherigen Daten hinsichtlich der Proliferation, Migration und
Differenzierung adulter neuraler Vorlauferzellen im Gesunden und in Modellen fir neuropsychiatrische
Erkrankungen werden in bereits laufenden Studien fir potentielle therapeutische Ansatze durch
Zellreparation oder -ersatz genutzt. Im Zentrum dieser Untersuchungen steht vor allem die Frage nach
dem Zusammenspiel einer neuropermissiven Umgebung und der Neurogenitat der Vorlauferzellen
selbst.

In den vorliegenden Arbeiten wurden neurale Vorlduferzellen und ihre Differenzierung im

Hippocampus und in der SN am gesunden Gehirn im Rattenmodell fir Morbus Parkinson beschrieben
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(Steiner et al, 2006a+b, Steiner et al, 2008). Aktuelle Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen
morphologische und funktionelle Veranderungen adulter hippocampaler Neurogenese im Mausmodell
fur Multiple Sklerose und Morbus Parkinson (Hihnchen et al, 2011, Lesemann et al, 2012). Diese
Daten bieten die anatomisch-morphologische Grundlage fir die Untersuchung der funktionellen Rolle
dieser Zellen und ihren mdglichen Einsatz in regenerativen Therapien. Weiterhin liegen hier erste
Daten zu der Rolle des peripheren Immunsystems und seiner zellularen und molekularen Faktoren bei
adulter Neurogenese vor (Wolf et al, 2009a+b). Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal die
funktionelle Interkonnektivitdt des peripheren Immunsystems und des Gehirns im Hinblick auf die
Aufrechterhaltung eines neuropermissiven Millieus im adulten Hippocampus. Um das gehirneigene
Potential neue Vorlauferzellen zu bilden therapeutisch nutzen zu kdnnen, ist es unumganglich, an
Tiermodellen flir neuropsychiatrische Erkrankungen die Veranderungen im Neurogeneseprozess zu
beschreiben. Die hier dargestellten Beispiele fur solche Erkrankungen in eigenen Arbeiten und
Studien anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass es abhangig von der Pathogenese zu unterschiedlichen
quantitativen und qualitativen Veranderungen kommt. Es scheint so zu sein, dass es im Tiermodell fur
Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer oder die Multiplen Sklerose zu einer quantitativen Verminderung
neu gebildeten Neuronenzahlen kommt, daruber hinaus jedoch auch vor allem auch zu
phanotypischen ( und damit mdglicherweise auch funktionellen) Verschiebung im Verlauf des
Reifungsprozesses neuraler Vorlauferzellen. Es kommt in beiden Fallen zu abortiver Neurogenese,
die dann zum vermutlich apoptotischen Zelluntergang neuraler Vorlaufer oder ihrer Differenzierung in
gliale Zellen fuhrt (Tatebayashi et al, 2003, Donovan et al, 2006, Hihnchen et al, 2011, Lesemann et
al, 2012). Der Hippocampus ist bei Morbus Alzheimer eine der wichtigsten neurodegenerativen
Pradilektionsstellen, bei der Multiplen Sklerose sowie bei Morbus Parkinson und einer damit
assoziierten dementiellen Entwicklung wurde ebenfalls eine haufige Affektion des Hippocampus mit
resultierenden kognitiven Stérungen beschrieben (Geurts et al, 2007). Es ist daher denkbar, dass den
klinischen Befunden bei diesen Erkrankungen eine gestdrte Neurogenese zugrunde liegt. Einige
neurodegenerative Erkrankungen koénnten dieser Hypothese folgend somit als ,neuronale
Stammzellerkrankungen® klassifiziert werden, die Beeinflussung der gehirneigenen Kapazitat die
untergegangenen Neurone selbst wieder zu bilden, kdénnte dann eine kausale regenerative

Therapieoption bieten.

Diese theoretischen Uberlegungen zeigen, dass adulte hippocampale Neurogenese und zellulare
Plastizitadt in anderen Hirnregionen zunehmend im Zusammenhang mit der Atiologie
neuropsychiatrischer Erkrankungen gesehen werden.

In sogenannten nicht-neurogenen Regionen konnte gezeigt werden, dass es zu einer kontinuierlichen
Proliferation neuraler Vorlauferzellen kommt, die unter bestimmten Kultivierungsbedingungen oder
nach Transplantation in neurogene Areale zu Nervenzellen ausdifferenzieren kdnnen (Lie et al, 2002).
Das regenerative Potential, das in diesen Zellen ruht, kdnnte zukiinftig in therapeutischen Ansatzen
fur neurodegenerativen Erkrankungen liegen, deren neurodegenerative Veranderungen nicht
unbedingt in den neurogenen Arealen des Gehirns lokalisiert sind. In den vorliegenden und laufenden
Arbeiten der Arbeitsgruppe werden erste Hinweise auf die zellulare Plastizitat in der nicht-neurogenen

SN prasentiert, die von der Pathologie abhangig pharmakologisch oder physiologisch beeinflussbar
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ist. So zeigt sich, dass es im Tiermodell fir Morbus Parkinson zu einer signifikanten Steigerung der
Neubildung potentieller neuraler Vorlaufer durch freiwillige kérperliche Aktivitat kommt (Steiner et al,
2006). Eine Kombination von korperlicher Aktivitat mit der pharmakologischen Substitution des
fehlenden Dopamins fiihrt dartiber hinaus zu einer Veranderung des neuralen Vorlauferphanotyps
(Klaissle et al, in Revision, Lesemann et al, 2012). Da jedoch auch die Neurogenese in den
neurogenen Arealen Hippocampus und SVZ durch den Dopaminmangel bei Morbus Parkinson gestort
ist, ist die Suche nach zelluldren und molekularen Faktoren, die den dopaminergen Einfluss auf die
Bildung neuraler (und neuronaler) Zellen bewirken, essentiell (Hoglinger et al, Winner et al, 2009).
Dies konnte insofern therapeutisch relevant werden, als gezeigt wurde, dass der Dopaminmangel in
Tiermodellen fir Morbus Parkinson zunachst zu einer Steigerung der neuralen Zellproliferationsrate
und somit zu einem potentiellen endogenen Reparationsmechanismus fihrt (Aponso et al, 2008).
Exogene Manipulationen der Basalganglien fihren reaktiv ebenfalls zu einer erhdhten
Vorlauferzellbildung in der SN (Steiner et al, 2008). Ansatze zu einem Zellersatz bei neurologischen
Erkrankungen sind nach wie vor hypothetisch, da nicht bekannt ist, inwieweit das erkrankte Gehirn
den zellularen Ersatz der zugrunde gegangenen Neuronen uberhaupt nutzen kann. Die funktionelle
Rolle der neu gebildeten Neurone ist im gesunden Gehirn lediglich korrelativ, im erkrankten ZNS
bisher noch gar nicht beschrieben worden. Gonzalo-Gobernado et al konnten zeigen, dass die
exogene Zufuhr von zytotrophen Faktoren einen positiven Effekt auf adulte Neurogenese bei Morbus
Parkinson bzw. seinen Tiermodellen sowohl in neurogenen Arealen, als auch im Striatum und den
Basalganglien zeigt (Gonzalo-Gobernado et al, 2009), es ist ebenfalls bekannt, dass neurotrophe
Faktoren die striatale Neurogenese signifikant erhdhen (Mohapel et al, 2005).

Dies zeigt jedoch lediglich, dass das Forschungsgebiet der endogenen Reparationskapazitat des
Gehirns noch in den Anfangen steckt und sich nach wie vor umfassende Untersuchungen zu den
zugrunde liegenden Mechanismen anschliefen mussen. Die vorliegenden Arbeiten zeigen, dass das
Reparationspotential nach Neurodegeneration durchaus vorhanden ist und bereits durch leichte, nicht
invasive physiologische Stimuli beeinflussbar ist. Es ist eindeutig, dass das Gehirn in allen bisher
untersuchten Arealen neue neurale Vorlauferzellen bilden kann, die vor Ort nach lokaler Schadigung,
bzw. durch Autotransplantation in geschadigte Areale therapeutisch genutzt werden koénnen. Im
Hinblick auf eine mdgliche therapeutische Anwendbarkeit endogener neuraler Vorlauferzellen und
Neurone ist zur ausreichender Beantwortung der eingangs gestellten Fragen die Fortfihrung
intensiver Grundlagenforschung unverzichtbar. Die zunehmend héhere Anzahl von Publikationen zu
diesem Thema steigert die Hoffnung auf zukilnftige Beantwortung der noch offenen Fragen und
unterstitzt die Weiterentwicklung und Anwendbarkeit der hier vorgelegten Ergebnisse unserer
Arbeiten. Das Ziel ist die Nutzbarkeit, Effektivitdt und sichere Anwendung endogener regenerativer
Fahigkeiten des Gehirns als zellbasierte Therapie fur akute und chronische neurodegenerative

Erkrankungen beim Menschen.
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4, ZUSAMMENFASSUNG

Das adulte Gehirn ist bis ins hohe Alter in der Lage neue Zellen zu bilden, die aus neuralen Vorlaufern
in reife und funktionell integrierte Neurone und Gliazellen differenzieren. Dieses Phanomen ist in den
neurogenen Zonen robust nachweisbar und hinsichtlich Zellzahl und Differenzierung durch
physiologische und pathologische Stimuli beeinflussbar. Die neu gebildeten Neurone scheinen eine
funktionelle Rolle bei Lern-, Gedachtnis- und Adaptationsprozessen zu spielen und somit einen
endogenen Reservepool darzustellen, der bei Bedarf in solchen Prozessen genutzt werden kann. Die
Idee, diese neu gebildeten Neurone als endogenen Zellersatz bei neurodegenerativen Prozessen
einsetzen zu kénnen, gewinnt zunehmend an Attraktivitdt und flhrte zu intensiver Erforschung der
zugrunde liegenden zelluldren und molekularen Mechanismen adulter Neurogenese. Die bisherigen
Erkenntnisse aus den vorliegenden Arbeiten unserer Arbeitsgruppe und aus den Daten in der Literatur
zeigen, dass die Homoostase und das lokale Mikromillieu in den neurogenen Zonen fir eine
quantitativ effektive und funktionell intakte Neubildung von Nervenzellen von entscheidender
Bedeutung sind. Die Stimulation residenter neurogener zelluldrer und molekularer Faktoren durch
physiologische Stimuli flhrt zur Steigerung der Neurogeneserate und zur funktionellen, klinisch
relevanten Effekten. Pathologische Veranderungen dieses Gleichgewichts regulieren Proliferation und
Funktion im negativen Sinne. Nach wie vor bleibt die Frage unbeantwortet, welche Faktoren eine
solche Homoostase aufrechterhalten und so eine neurogene Zone zu einer solchen exklusiven Region
machen. Die vorliegenden Arbeiten nahern sich dieser Frage am Tiermodell fiir neurodegenerative
Erkrankungen und beschreiben die Gemeinsamkeiten und grundlegenden Unterschiede zwischen
dem neurogenen Hippocampus und der plastischen, aber vermutlich nicht-neurogenen Substantia
nigra. Hier stehen weiterfihrende Untersuchungen molekularer und zellularer Mechanismen, die bei
endogenen Reparationsvorgangen im Gehirn nach Lasion eingesetzt werden kénnten noch aus. Die
Grundlagenforschung steht hier noch am Anfang, erdéffnet aber dennoch Méoglichkeiten fir
anschlieBende préklinische Studien. Die Hoffnung auf einen potentiellen gezielten therapeutischen
Einsatz endogener, neu gebildeter Neurone bei neuropsychiatrischen Erkrankungen wird durch die
vorgelegten Arbeiten gestarkt und bildet die Grundlage fiir unsere Hypothese: Im erwachsenen Gehirn

ist zwar alles sterblich, jedoch mit gezielter Intervention ersetzbar.
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