ANATOMIE

Abteilung Neuroanatomie

Direktorin: Prof. Dr. rer. nat. Claudia Grothe

Forschungsprofil

In der Abteilung Neuroanatomie stehen Fragen zur Funktion neuronaler Wachstumsfaktoren
bei der Entwicklung des Nervensystems und bei neurodegenerativen Erkrankungen im Mittel-
punkt des Interesses. Neben der Expression, Regulation und Funktion von Wachstumsfaktoren
und deren Rezeptoren ist der mogliche Einsatz solcher Substanzen bei der Etablierung neuer
therapeutischer Strategien zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen Gegen-
stand der Untersuchungen. Besonders intensiv werden Mitglieder der Fibroblastenwachstums-
faktor-Familie (FGF-2, FGF-20) und neurotrophe Zytokine (Interleukin-6, CNTF) analysiert.
Die Studien werden an neuronalen und glialen Zellkulturen, in in vivo-Lésions-Tiermodellen
und an Mausmutanten des FGF-2 Systems durchgefiihrt. Hauptsachlich werden fetale mesen-
zephale dopaminerge Neurone bzw. dopaminerge Progenitorzellen und spinale Motoneurone
des zentralen Nervensystems sowie periphere Nerven und Spinalganglien untersucht. Dar{iber
hinaus werden die biochemischen und molekularen Interaktionen insbesondere von FGF-2
analysiert, um die Wirkungskaskaden des Faktors aufzukldren.

Forschungsprojekte

Genetisch modifizierte dopaminerge Progenitorzellen — Charakterisierung und morpho-
logische und funktionelle Evaluation in vitro und nach intrastriataler Transplantation
in vivov

Morbus Parkinson ist durch den progredienten Verlust dopaminerger Neurone in der Pars
compacta der Substantia nigra des Mesenzephalons gekennzeichnet. Als aussichtsreiche,
alternative Behandlungsstrategie gilt die Zelltransplantation, die auf dem Konzept basiert, dass
die degenerierten dopaminergen Neurone substituiert werden. In der klinischen Anwendung
wurden bisher embryonale mesenzephale Zellen intrastriatal implantiert. Die Verwendung
embryonaler mesenzephaler Neurone ist aus praktischen und ethischen Griinden beschrdnkt
und bietet keine standardisierte Zellquelle. AuRerdem {iberleben nur ein bis fiinf Prozent
der transplantierten Zellen. Die Verwendung neuraler Progenitorzellen als standardisierte
Zellquelle in Kombination mit neurotrophen Faktoren, die die dopaminerge Differenzierung
und das Uberleben der transplantierten Zellen stimulieren, ist ein aussichtsreicher experi-
menteller Ansatz bei der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien des Morbus Parkinson
und ist Gegenstand des Projektes. In dem interdisziplindrem Vorhaben werden native und
genetisch verdnderte (Uberexpression von FGF-2 Isoformen und von FGF-20) Progenitorzellen
in vitro und nach intrastriataler Transplantion vergleichend im Hinblick auf morphologische,
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morphometrische, verhaltensbiologische und elektrophysiologische Parameter analysiert.

Im Mittelpunkt der in vitro Arbeiten steht die Propagierung und Differenzierung
dopaminerger Neurone und deren anschlieBende genetische Modifikation (mittels Elek-
troporation oder Lipofectamine). Dopaminerge Neurone werden aus Progenitorzellen des
ventralen Mesenzephalons embryonaler Ratten (E12) gewonnen. Dazu werden Dissoziate
der ventralen Mesenzephali unter experimentell ermittelten Bedingungen expandiert und
zum dopaminergen Phéanotyp hin differenziert. Abbildung 1 zeigt den Anteil dopaminerger
Neurone (Tyrosinhydroxylase-immunreaktiv) an der Gesamtneuronpopulation (RIII-Tubulin-
immunreaktiv). Die hochste Anzahl hochangereicherter dopaminerger Neurone ist nach
fiinftagiger Kulter unter Differenzierungsbedingungen zu erhalten.
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Abb.1: A zeigt die Erhdhung des Anteils dopaminerger Neurone (TH-immunreaktiv) unter fiinftdgiger Differenzierungsbe-
dingung. Wéhrend auch der Anteil der Astrozyten (GFAP) zugenommen hat, ist die Gesamtneuronpopulation unverandert
(BIl-Tubulin, MAP). In Abbildung 1 B ist ersichtlich, dass der Anteil dopaminerger Neurone (TH) an der Gesamtneuronpo-
pulation (BIll-Tubulin) nach fiinftdgiger Differenzierungsphase am hochsten ist.

Abb. 2: zeigt représentative Kulturbilder nach fiinftagiger Differenzierung.

Eine Verdnderung dopaminerger Markermolekiile konnte mittels semiquantitativer RT-
PCR in differenzierten versus immaturen Kulturen beobachtet werden.

Die Eigenschaften der dopaminergen Progenitorzellen wurden in vivo nach intrastriataler
Transplantation im Morbus Parkinson-Modell der Ratte verhaltensbiologisch und morphome-
trisch analysiert und mit Préparationen der ventralen Mesenzephali der E14 Ratte, die bisher
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iibliche Zellquelle in diesem Modell, verglichen. Die funktionelle Verbesserung der Tiere
zeigte sich in Abhdngigkeit von der Dauer der Differenzierungsphase in vitro. Nach vierté-
giger Differenzierung konnten mit dopaminergen Progenitorzellen gleich gute funktionelle
Verbesserungen erzielt werden wie mit E14 Kulturen.

Die morphometrische Auswertung hinsichtlich der Anzahl der iiberlebenden dopaminer-
gen Neurone 15 Wochen nach intrastriataler Transplantation ergab ein &hnliches Bild wie die
Verhaltensdaten. Etwa gleiche Anzahl und gleiche Dichte TH-positiver Zellen zeigte sich in
den experimentellen Gruppen, die E14 Zellsuspensionen und dopaminerge Progenitorzellen
nach viertdgiger Differenzierungsphase erhielten (Abb. 3).

Zur Zeit wird die Transfektion der Progenitorzellen etabliert. Dabei haben sich die Me-
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thode der Elektroporation und der Einsatz von Lipofectamine bewdhrt. Erste Befunde zeigen
eine Transfektionsrate von ca. 20-30% BIII-Tubulin-positiver Zellen. Eine Erhthung der Rate
wird zur Zeit verfolgt, indem die Transfektion zu unterschiedlichen Phasen der Kultur mit
anschlieRender Anreicherung der transfizierten Zellen vorgenommen wird. Auch transfizierte
TH-positive Neurone konnten identifiziert werden. Niachster Schritt ist die Transplantation
genetisch manipulierter Progenitorzellen im Rattenmodell des Morbus Parkinson.

Verantwortlicher Projektleiter: Prof. Dr. C. Grothe; Drittmittel: PhD-Stipendium, Zentrum
Systemische Neurowissenschaften (ZSN) Hannover

Elektrophysiologische Untersuchungen in vitro und im M. Parkinson-Model der Ratte
nach Transplantation genetisch modifizierter DA-Progenitorzellen.

Projektleiter: Prof. Dr. Claudia Grothe, Prof. Dr. Johannes Bufler (Neurologie, MHH);
Forderung: PhD-Stipendium, Zentrum Systemische Neurowissenschaften (ZSN) Han-
nover

Analyse des nigrostriatalen Systems in Mausmutanten (FGF-2 ko; TgFGF-2), in intakten
Tieren und nach Neurotoxin-Lasion (6-OHDA) der DA-Neurone

Projektleiter: Prof. Dr. Claudia Grothe
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Fibroblastenwachstumsfaktoren: Signaltransduktionswege und ihre Regulation durch
einen neuen Inhibitor.

Projektleiter: Prof. Dr. C. Grothe, Prof. Dr. D. Ron, Haifa; Forderung: Niedersdchsisch-
[sraelische Forschungsférderung durch das MWK

Interaktives Testen und Optimierung der Effekte von Polysialinsaure-Matrizes in Zell-
Systemen basierend auf DNA Microarray-Techniken.

Projektleiter: Prof. Dr. C. Grothe, Prof. Dr. T. Scheper, Universitdt Hannover; Forderung:
DFG-Forschergruppe

Analyse des FGF-2 Systems im peripheren Nervensystem bei Mausmutanten.

Projektleiter: Prof. Dr. C. Grothe, Dr. Julia Jungnickel; Forderung: DEG

Funktionelle in vivo-Untersuchung zur Rolle des FGF-2 Systems bei der Regeneration
peripherer Nerven - Einsatz genetisch veranderter neonataler Schwann Zellen im in
vivo-Regenerationsmodell des Nervus ischiadicus der adulten Ratte

Projektleiter: Dr. Kirsten Haastert, Prof. Dr. Claudia Grothe; Forderung: DFG, Internationale
Stiftung Neurobionik

Einsatz genetisch veranderter adulter Schwann-Zellen in Interponaten zur Steigerung der
funktionellen Wiederherstellung nach Verletzungen des peripheren Nervensystems

Projektleiter: Dr. Kirsten Haastert; Forderung: Kogge-Stiftung fiir veterindr-medizinische
Forschung

Morphometrische Untersuchung des Einflusses von Polysialinsaure auf die Entwicklung
peripherer Nerven im Mausmodel

Projektleiter: Prof. Dr. Claudia Grothe, Dr. Kirsten Haastert gemeinsam mit Prof. Dr. Rita
Gerardy-Schahn, Dr. Birgit Weinhold, Abteilung Zelluldre Chemie, MHH; Férderung: DFG

Untersuchung zur Kalzium-induzierten Kalzium-Freisetzung im Rahmen von AMPA-
Rezeptor-vemittelter Exozytotoxizitat in spinalen Ratten-Motoneuronen

Projektleiter: Dr. Kirsten Haastert gemeinsam mit Dr. Julian GroBkreutz, Prof. Dr. Bufler,
Abteilung Neurologie, MHH; Férderung: HILF, DFG

Pharmakologische Beeinflussung der Expression des Survival of Motoneuron-Proteins
in spinalen Ratten-Motoneuronen

Projektleiter: Dr. Kirsten Haastert, Dr. Peter Claus gemeinsam mit Dr. Eric Hahnen, Prof.
Dr. Ingmar Bliimcke, Universitdt Erlangen-Niirnberg
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Untersuchungen zur Interaktion des Survival of Motoneuron-Proteins SMN mit dem
neurotrophen Fibroblastenwachstumsfaktor -2 (FGF-2): Bedeutung fiir die molekulare

Pathologie der Spinalen Muskelatrophie

Projektleiter: Dr. Peter Claus; Férderung: Fritz Thyssen Stiftung

Interaktion des Survival of Motoneuron-Proteins SMN mit dem neurotrophen Fibrob

lastenwachstumsfaktor -2 (FGF-2)

Projektleiter: Dr. Peter Claus; Férderung: Deutsche Gesellschaft fiir Muskelkranke e.V.

(DGM)

Analyse von Mutanten des Survival of Motoneuron-Proteins SMN in Motoneuronen

Projektleiter: Dr. Kirsten Haastert, Dr. Peter Claus
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