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1 Zusammenfassung 
In familiären und idiopathischen Formen des Morbus Parkinson wird früh 

im Verlauf der Erkrankung pathologische alpha-Synuclein Akkumulation im 

Bulbus Olfaktorius gefunden. Während die Akkumulation der Wildtypform 

des präsynaptischen Proteins alpha-Synuclein ein Kennzeichen des 

idiopathischem Parkinsonsyndroms ist, zeigen Patienten mit einer A30P 

Punktmutation im alpha-Synuclein Gen einen frühen Krankheitsbeginn 

sowie einen fulminanten klinischen Verlauf. Im Bulbus Olfaktorius 

integrieren täglich physiologisch neu gebildete Nervenzellen durch adulte 

Neurogenese.  

Diese Arbeit untersucht die Veränderung der adulten Neurogenese in der 

subventrikulären Zone und dem Bulbus Olfaktorius in einem, durch 

Doxycyclin regulierbaren (tet-off) Mausmodell für Synucleinopathien. 

Humanes A30P alpha-Synuclein wird unter der Kontrolle  des 

Kalzium/Calmodulin- abhängigen Protein Kinase II alpha (CaMK)-

Promoters überexprimiert. 

In A30P alpha-Synuclein exprimierenden Tieren fand sich alpha-Synuclein 

im Bulbus Olfaktorius insbesondere in der Glomerulärzellschicht. Die 

Analyse der adulten Neurogenese zeigte keine Unterschiede bzgl. der 

Proliferation in der SVZ jedoch eine reduzierte Zahl neuer Neurone in der 

Granulärzellschicht sowie weniger dopaminerge Neurone in der 

Glomerulärzellschicht. In diesen Regionen findet sich vermehrt 

Programmierter Zelltod. Durch Unterdrückung der alpha-Synuclein 

Expression mit Doxycyclin konnte diese Reduktion der adulten 

Neurogenese verhindert werden.  

Diese Resultate zeigen unter Expression von A30P alpha-Synuclein eine 

reduzierte adulte Neurogenese im Bulbus Olfaktorius. Eine Unterdrückung 

der alpha-Synuclein Expression fördert das Überleben der integrierenden 

neu gebildeten Zellen. Folglich könnnte die Modulation alpha-Synuclein 

assoziierter Pathologie neu gebildete Nervenzellen retten und  dadurch 

eine zur adulten Neurogenese komplementäre therapeutische Strategie 

darstellen.  
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2 Einleitung 
Das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS) ist die zweithäufigste, 

altersassoziierte neurodegenerative Erkrankung und betrifft aktuell bis zu 

2% der über 60-jährigen. Für die folgenden Jahrzehnte wird durch die 

zunehmende Alterung der Bevölkerung in den westlichen Ländern von 

einer steigenden Inzidenz ausgegangen (Olanow et al 2009). Klinisch 

imponieren beim IPS die Kardinalsymptome Rigor, Tremor, Hypokinese 

und posturale Instabilität. Zusätzlich treten im zeitlichen Verlauf der 

Erkrankung eine Vielzahl von nicht-motorischen Symptomen wie z.B. die 

Riechstörungen auf. Die im Krankheitsverlauf häufig vor den motorischen 

Symptomen des IPS auftretende Riechstörung in Form der Hyposmie oder 

Anosmie (Ponsen et al., 2004) gilt als ein Surrogatmarker des IPS 

(Siderowf et al., 2005).  

Ein gestörter Ablauf von Proteinfaltung, -polymerisierung und -aggregation 

gilt als wesentlichen Schritt in der Pathogenese einer Reihe von 

neurodegenerativen Erkrankungen (Rubinsztein, 2006). Im Falle des IPS 

konnte das Protein alpha-Synuclein als aggregierendes Agens identifiziert 

werden (Polymeropoulos et al., 1996). Das physiologisch als Monomer 

vorliegende alpha-Synuclein lagert sich über oligomere und fibrilläre 

Zwischenstufen als Lewy Körper in den Nervenzellen ein. Die Substantia 

Nigra pars compacta gilt beim IPS als besonders vulnerabel für 

neurodegenerative Prozesse. Sie beeinflusst mit ihren dopaminergen 

Projektionsneuronen zum Striatum die Feinabstimmung von Bewegungen. 

Im Verlauf der Erkrankung werden jedoch auch andere Regionen des 

Gehirns von den degenerativen Prozessen erfasst. Beispielsweise zeigen 

das olfaktorische System und der Hirnstamm frühe pathologische 

Veränderungen (Braak et al., 2003).  

 

Die Assoziation der Hyposmie mit, neuropathologisch früh auftretender, 

alpha-Synuclein Pathologie im Bulbus Olfaktorius (OB) führt 

möglicherweise zu einer neuen pathogenetischen Betrachtung der 
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Erkrankung (Braak et al., 2003; Olanow et al., 2009). In der Tat könnte der 

Symptomenkomplex aus Anosmie gemeinsam mit gastrointestinalen 

Störungen (wie z.B. Obstipation) und REM-Schlafstörungen eine frühe 

Form des IPS darstellen (Langston, 2006) in deren Verlauf sich dann 

sowohl die motorischen Kardinalsymptome als auch andere schwer 

behandelbare nicht-motorische Symptome zeigen (Olanow et al. 2009). 

Daneben zeigen sich pathologische Veränderungen  auch im Mesokortex 

und im Neokortex (Del Tredici et al., 2002; Forno et al., 1996). Im 

Endstadium der Krankheit finden sich pathologische alpha-Synuclein 

Ablagerungen im gesamten Gehirn wobei neben dopaminergen Zentren 

auch eine Vielzahl nicht-dopaminerger Systeme betroffen sind (Braak et 

al., 2004).    

Trotz Kenntnis der Früh- und Kardinalsymptome sowie der 

neuropathologischen Charakterisierung der Erkrankung über das 

dopaminerge System hinaus steht derzeit keine kausale Therapie des IPS 

zur Verfügung. Die medikamentöse Therapie des IPS basiert heute 

größtenteils auf der Substitution des Neurotransmitters Dopamin. Die 

Therapie mit Dopaminergika in Frühstadien des IPS hat sich im Hinblick 

auf die Behandlung der motorischen Störungen als sehr effektiv erwiesen 

wodurch IPS-Patienten bei frühzeitiger Therapie eine normale 

Lebenserwartung haben. Jedoch kann durch die symptomatische Therapie 

mit Dopaminergika der panneuronale Zellverlust und die damit 

einhergehende Progression der Erkrankung, welche eine Vielzahl an für 

den Patienten belastenden Symptomen mit sich bringt, nicht verhindert 

werden (Olanow et al., 2009).  

 

Die Suche nach einer kurativen Therapie für das IPS hat somit große 

Bedeutung. Als ein kurativer Ansatz gilt der zelluläre Ersatz von 

Nervengewebe welcher den Verlust an Neuronen kompensieren könnte. 

Im Fall des IPS, welches mit einer normalen Lebenserwartung einhergeht, 

müssen die Ergebnisse dieser stammzellbasierten Transplantations- 

ansätze mit den bereits existierenden medikamentösen Therapien 
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konkurrieren können, mit einem akzeptablen Operationsrisiko einhergehen 

und ein niedriges Nebenwirkungsspektrum aufweisen (Lindvall et al., 

2010). 

Die ersten Transplantationen von fötalem Mittelhirngewebe in das Striatum 

von insgesamt acht Patienten vor 20 Jahren haben die prinzipielle 

Machbarkeit des Transplantationsansatzes bewiesen (Mendez et al., 

2008). Jedoch waren die Ergebnisse bezüglich des klinischen Benefits 

sehr unterschiedlich (Braak et al.,  2008). Darüber hinaus scheint das 

transplantierte Gewebe von der alpha-Synuclein Pathologie erfasst zu 

werden. In zwei von drei Studien fanden sich in den Autopsien der 

transplantierten Gewebe in einem geringen Teil (4%) der Neurone Lewy 

Körper (Li et al., 2008; Kordower et al., 2008). 

Aktuell eröffnet sich durch die Reprogrammierung von Fibroblasten der 

Haut in pluripotente Stammzellen und dann in Neurone (Takahashi et al., 

2007; Hockemeyer et al., 2008) ein Weg zur Gewinnung von 

transplantierbarem autologem Gewebe. Es konnten bereits Fibroblasten 

von IPS-Patienten erfolgreich durch viralen Gentransfer reprogrammiert 

(Park et al., 2008) und dopaminerg differenziert werden. Ein funktioneller 

Benefit durch Transplantation von Neuronen welche aus induzierten 

Stammzellen differenziert wurden ist in einem Rattenmodell des IPS 

bereits beschrieben worden (Wernig et al., 2008). Aktuell ist jedoch unklar 

wie vulnerabel diese Zellen aufgrund ihres genetischen Profils auf lange 

Sicht sind und wie sie auf die im Transplantationsareal bestehende alpha-

Synuclein Pathologie reagieren (Lindvall et al., 2010; Kiskinis et al., 2010). 

Darüber hinaus müssen die bei diesem Ansatz noch bestehenden 

Probleme der malignen Entartung und der viralen Restaktivität dieser 

Zellen vor einem klinischen Einsatz  gelöst werden (Soldner et al., 2009). 

Dennoch können induzierte Stammzellen aufgrund ihrer Verfügbarkeit, der 

vergleichsweise leichten Produzier- und Differenzierbarkeit und der 

Möglichkeit der Etablierung von Patientenzellbanken eine Vielzahl neuer 

Informationen liefern und unerlässliche Einblicke in die humane 

Pathogenese des IPS liefern (Lindvall et al., 2010).  
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Eine weitere Möglichkeit der Verwendung von körpereigenem Gewebe ist  

die endogene Zelltherapie. Diese Form des Zellersatzes beruht darauf, 

dass im adulten Gehirn des Menschen die Neubildung von Nervenzellen 

aus neuralen Stammzellen physiologisch stattfindet (Eriksson et al., 1998; 

Sanai et al., 2004; Curtis et al., 2007). Diese, adulte Neurogenese 

genannte, Integration von neuen Zellen in ein funktionierendes neuronales 

Netzwerk stellt neben dem axonalen Wachstums und der synaptischen 

Reorganisation einen weiteren postnatalen neuronalen Adaptations-

mechanismus dar. Dadurch eröffnen sich zusätzliche regenerative 

Fähigkeiten des Gehirns und ein potentieller weiterer Therapieansatz beim 

IPS. So lässt sich die adulte Neurogenese durch den Dopaminagonisten 

Pramipexol (Winner et al., 2009) sowie durch das Neurotrophin BDNF 

(Pencea et al., 2001) und den Wachstumsfaktor PDGF (Mohapel et al., 

2005) steigern.  

Abb.  1: Als Möglichkeiten zur endogenen Stammzelltherapie bieten sich Gewinnung,  
               Expandierung und die anschliessende Retransplantation adulter neuraler Stammzellen  
               sowie die medikamentöse Stimulierung der adulten Neurogenese in vivo  an. 
               (modifizierte Version von Klucken et al. 2002)          
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Obwohl sich die hier vorgestellten Therapieansätze in ethischen (z.B. 

embryonale Stammzellen), logistischen (z.B. Verfügbarkeit von 

transplantierbarem Gewebe) und wissenschaftlichen (z.B. maligne 

Entartung) Fragen durchaus stark unterscheiden, stellt der Einfluss der 

alpha-Synuclein Pathologie auf das zum Zellersatz benutzte Gewebe und 

die postulierte, damit einhergehende Störung der Funktionalität des 

Zellersatzes bei allen Ansätzen ein gemeinsames Grundproblem dar 

(Lindvall et al., 2010; Brundin et al., 2008).  

Zur Etablierung einer auf Stammzellen basierenden Therapie ist es also 

von zentraler Bedeutung die Migration sowie die Integration der neuen 

Zellen in das durch alpha-Synuclein pathologisch veränderte Gehirn zu 

untersuchen. Interessanterweise ist das System subventrikuläre Zone 

(SVZ)/OB eine der beiden Regionen des Zentralnervensystems (ZNS) in 

denen kontinuierlich neue Nervenzellen gebildet werden. Dort werden 

auch dopaminerge Nervenzellen laufend neu gebildet und in das 

neuronale Netzwerk des Bulbus Olfaktorius integriert. Dies eröffnet die 

Möglichkeit im olfaktorischen System Veränderungen der adulten 

dopaminergen und nicht-dopaminergen Neurogenese im alpha-Synuclein 

überexprimierenden Tiermodell  zu untersuchen. Dadurch wird es möglich, 

ein Verständnis von den Mechanismen zu erhalten, welche die Etablierung 

von Zelltherapien beeinflussen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 

humanes wildtyp alpha-Synuclein die adulte Neurogenese im Bulbus 

Olfaktorius reduziert (Winner et al., 2004) und dass die A53T Mutation von 

alpha-Synuclein die Proliferation von adulten neuronalen Vorläuferzellen 

vermindert (Winner et al., 2008).  

Die vorgelegte Arbeit untersucht die Expression der A30P Mutation von 

alpha-Synuclein in einem regulierbaren, transgenen Mausmodell. Dabei 

wird der Einfluss auf die adulte Neurogenese im Bulbus Olfaktorius mit 

Hilfe von Immunhistochemie untersucht. In diesem Tiermodell für 

Synucleinopathien kann die Dauer der Expression von mutiertem A30P 

alpha-Synuclein durch die Gabe des Antibiotikums Doxycyclin gesteuert 
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werden (tet-off System). Somit kann nicht nur der Einfluss der A30P alpha-

Synuclein Mutation auf die adulte Neurogenese untersucht werden, 

sondern auch eine zeitliche Korrelation zwischen alpha-Synuclein 

Expression und adulter Neurogenese hergestellt werden.  

Im Folgenden wird die zentrale Rolle des Proteins alpha-Synuclein sowie 

die Pathophysiologie des IPS dargestellt und die adulte Neurogenese im 

System SVZ/OB erläutert. Anschließend werden die Ergebnisse der 

Publikation „Changes in adult olfactory bulb neurogenesis in mice 

expressing the A30P mutant form of alpha-synuclein “ erläutert. 

 

3 Mechanismen der alpha-Synuclein induzierten Neurodegeneration 

3.1 alpha-Synuclein (Park1 und Park4) 
Das Protein alpha-Synuclein konnte erstmals 1996 durch die 

Untersuchung einer italienisch- (Polymeropoulos et al., 1996) und einer 

griechischstämmigen (Duvoisin et al., 1995) Familie mit dem 

Parkinsonsyndrom in Verbindung gebracht werden. Diese Familien trugen 

eine A53T Missensemutation im SNCA-Gen welches für alpha-Synuclein 

kodiert und auf Chromosom 4q21 liegt (Farrer et al., 2006). Die Krankheit 

wurde über mehrere Generationen autosomal-dominant vererbt 

(Polymeropoulos et al., 1996). Weitere Punktmutationen des alpha-

Synuclein Gens (A30P, E46K) sind durch familiäre Parkinsonsyndrome 

identifiziert worden (Kruger et al., 1998; Zarranz et al., 2004). Die für diese 

Arbeit relevante A30P Punktmutation wurde bei zwei Betroffenen einer 

deutschen Familie gefunden. Klinisch zeichneten sich diese Patienten 

durch ein früh auftretendes und schnell progredientes Parkinsonsyndrom 

aus (Krüger et al., 1998). Alpha-Synuclein ist ein Protein, bestehend aus 

140 Aminosäuren, das keine kompakte Tertiärstruktur aufweist. Entdeckt 

wurde das Protein im elektrischen Organ des Aals „torpedo california“ 

(Maroteaux et al., 1988). Alpha-Synuclein liegt physiologisch als 

ungefaltetes, fadenförmiges Protein vor. In vitro Experimente zeigen, dass 

es in Abhängigkeit von seiner Umgebung polymerisieren kann, dadurch 

Protofibrillen sowie Fibrillen bildet und aggregiert (Conway et al., 2000). 
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Die exakte physiologische Funktion von alpha-Synuclein ist bisher 

unbekannt und alpha-Synuclein Knockout-Mäuse zeigen phänotypisch 

keine Auffälligkeiten  (Abeliovich et al., 2000).  Exprimiert wird es 

insbesondere im embryonalen Gehirn wobei es sich vor allem in 

präsynaptischen Nervenendigungen findet und mit synaptischen Vesikeln 

assoziiert ist. Deshalb könnte die korrekte präsynaptische Funktion 

teilweise von alpha-Synuclein abhängen (Withers et al., 1997; Murphy et 

al., 2000). Aufgrund der Fähigkeit Membranen zu binden, könnte alpha-

Synuclein „lipid Rafts“ fixieren und dadurch zur synaptischen Lokalisation 

von Vesikeln beitragen (van Rooijen et al., 2009). Auch eine Rolle in der 

Vesikelregeneration und der damit verbundenen Dopaminübertragung in 

präsynaptischen Endigungen wurde beschrieben (Abeliovich et al., 2000; 

Perez et al., 2002). 

 

3.2 Pathologie und Pathobiologie des IPS 
Pathologisches Korrelat der Parkinsonkrankheit sind amyloidähnliche, 

intrazelluläre Einschlusskörper, sogenannte Lewy Körper (Abb2A, 

Spillantini et al., 1997). Zusätzlich finden sich fadenförmige Strukturen, 

sogenannte Lewy Neuriten 

(Abb. 2B). Die licht-

mikroskopisch eosinophilen 

Lewy Körper enthalten 

Ubiquitin, welches eine 

wichtige Rolle beim 

proteasomalen Abbau von 

Proteinen spielt. Weitere 

Bestandteile sind Tubulin, 

Mikrotubulin assoziierte 

Proteine und das beta-

Amyloid Vorläuferprotein sowie abnormal stark phosphorylierte  

Neurofilamente. Alpha-Synuclein gilt jedoch als Hauptbestandteil dieser 

permanenten Ablagerungen (Sandmann-Keil et al., 1999). Lewy Neuriten 

Abb.  2: klassische Pathologische Veränderungen  im 
Gehirn eines IPS Patienten sind Lewy Körper (A) und 
Lewy Neuriten (B), welche kugelförmige Einlagerungen 
(C) aufweisen können (Braak et al., 2003).  
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sind alpha-Synuclein positive Nervenzellfortsätze und haben 

morphologisch die Gestalt von korkenzieherförmigen (Abb. 2B), mit 

Varikositäten und kugelförmigen Einlagerungen (Abb. 2C) versehenen 

Fäden haben (Braak et al., 2003). 

Man nimmt heute an, dass sowohl Lewy Körper als auch Lewy Neuriten 

Endresultate des bereits oben beschriebenen Prozesses der 

Polymerisierung und Aggregation sind. Vermutlich bilden lösliche 

Synucleinmonomere zunächst oligomere Protofibrillen, aus denen 

daraufhin amyloidähnliche Fibrillen gebildet werden. Diese werden 

schließlich permanent im Neuron eingelagert (Conway et al., 2001; 

Conway et al., 2000; Abb. 3). 

Abb. 3:   Schematische Darstellung des Aggregationsmechanismus von alpha-Synuclein. Das 
physiologisch als Monomer vorliegende Protein wird dabei über oligomere Protofibrillen und 
amyloidähnliche Fibrillen zu Lewy Körpern aggregiert, welche sich dann im Neuron ablagern. 
Dabei scheinen die Oligomere die neurotoxisch Konformation darzustellen (modifizierte Version 
von Moore et al., 2005). 
 
Obwohl Lewy Körper und Lewy Neuriten das pathologische Korrelat des 

IPS darstellen scheinen sie nicht wie lange angenommen (Braak et al. 

2004) neurotoxische Eigenschaften zu besitzen. Zwar war in frühen 

transgenen Tiermodellen des IPS nur in Anwesenheit von Aggregaten ein 

Phänotyp sichtbar (Masliah et al., 2000; Feany et al., 2000), jedoch fand 

sich in vitro sowie in Hefezellen keine Korrelation zwischen Fibrillenbildung 

und Toxizität (Volles et al., 2007). Es wird vermutet, dass die 

Fibrillenbildung den Versuch der Zelle darstellt die toxischeren 

Konformationen zu eliminieren (Kahle et al., 2002). Mehrere Arbeiten 

liefern unabhängig voneinander Hinweise darauf, dass oligomere 
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Konformationen von alpha-Synuclein neurotoxisch wirken (Goldberg et al., 

2000; Giasson et al., 2001; El-Agnaf et al., 2006; Lansbury et al., 2006), 

wobei verschiedene Oligomersubtypen unterschiedliche toxische 

Eigenschaften aufweisen(Danzer et al., 2007). Zum Beispiel stören schnell 

oligomerisierende und fibrillationsverzögernde Mutationen von alpha-

Synuclein dopaminassozziertes Verhalten bei Würmern und Fliegen 

(Karpinar et al., 2009). Zusätzlich konnte durch lentivirale Überexpression 

oligomerisierender alpha-Synucleinmutationen ein erhöhter Zellverlust in 

der Substantia nigra gezeigt werden (Winner et al., submitted). Weiterhin 

zeigen Tiermodelle phänotypische Anzeichen des IPS ohne Aggregate zu 

produzieren (Kahle et al., 2001; Neumann et al., 2002; van der Putten et 

al., 2000; Nuber et al., 2007). Die A30P Mutation, welche bei den 

Betroffenen klinisch durch ein schnell progredientes Parkinsonsyndrom 

aufgefallen ist, zeigte bei in vitro Untersuchungen eine verstärkte 

Oligomerisierung des Proteins (Conway et al., 2000).    

 

Neben diesem Einfluss der Oligomerisierung konnte gezeigt werden, dass 

auch der gestörte Abbau von alpha-Synuclein ursächlich für die 

Entwicklung des IPS ist. Die Inhibition des eiweißabbauenden, Proteasom-

Ubiquitin Systems führt zur Bildung von Ubiquitin und alpha-Synuclein 

positiven Einschlüssen (Rideout et al., 2001). So könnte beim IPS die 

Proteinakkumulation durch eine Dysfunktion im proteasomalen Abbau 

(Shimura et al., 2000), durch posttranslationale Phosphorylierung oder 

durch Oxidation mitbestimmt werden (Fujiwara et al., 2002; Neumann, et 

al., 2002; Hasegawa et al., 2002). Zusätzlich spielen oxidativer Stress und 

mitochondriale Dysfunktion  eine Rolle in der Pathogenese des IPS (Xu et 

al., 2002; Foley et al., 2000; Hsu et al., 2000).  

Zusammenfassend können Störungen in Bildung, Aggregation und  Abbau 

von alpha-Synuclein, induziert durch Mutationen, Überexpression oder 

Prozesse wie oxidatver Stress und mitochondriale Dysfunktion zur 

Entwicklung eines IPS beitragen. Dabei beeinflussen unterschiedliche 

Mutationen von  alpha-Synuclein dessen Aggregationseigenschaften. 
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Oligomere Formen von alpha-Synuclein haben dabei neurotoxisches 

Potential. 

 

4 Adulte Neurogenese  
Bereits 1969 wiesen Arbeiten auf sich teilende Neurone im adulten ZNS 

hin (Altman et al., 1969). Das von Cajal formulierte Dogma des nach der 

Embryonalphase unteilbaren neuronalen Anteils des adulten Gehirns ist 

heute längst widerlegt. Durch systemische Gabe von C14 Thymidin 

(Messier et al., 1958) und Bromodeoxiuridin (BrdU, Sano et al., 1965) und 

durch lokale Injektion von mit Reporterprotein markiertem Retrovirus (van 

Praag et al., 2002) waren Möglichkeiten geschaffen, neugebildete Neurone 

spezifisch nachzuweisen. Zusätzlich eröffnete die Etablierung von 

Doublecortin (DCX) als Marker für Neuroblasten die Möglichkeit, spezifisch 

neuronal determinierte Vorläuferzellen nachzuweisen (Nacher et al., 2001; 

Brown et al., 2003). 

Bei Säugetieren sind zwei neurogene Zonen beschrieben worden (Kaplan 

et al., 1977). Die Subgranulärschicht des Gyrus Dentatus im Hippocampus 

stellt neue Neurone für die Granulärzellschicht des Gyrus Dentatus bereit. 

Die zweite neurogene Zone ist die an die Seitenventrikel angrenzende 

Subventrikulärzone welche GABAerge und dopaminerge Interneurone für 

das olfaktorische System liefert (Kempermann et al., 2004).   

Der Begriff Neurogenese umfasst im Allgemeinen die Entstehung und 

Ausdifferenzierung von Nervenzellen und Nervensystemen. Dabei 

durchlaufen neu gebildete Nervenzellen unterschiedliche Stadien. Die 

wesentlichen Schritte, die Proliferation, die Migration und die Integration 

werden hier näher erläutert. 

Zunächst wird aber kurz auf die Stammzelleigenschaften dieser Zellen 

eingegangen. 
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4.1 Adulte neurale Stammzellen 
Adulte neurale Stammzellen (=somatische Stammzellen des Gehirns; 

NSC) müssen definitionsgemäß folgende Bedingungen erfüllen: 

1. Sie können aus dem adulten Gehirn isoliert werden 

2. Sie können sich durch Proliferation kontinuierlich selbst erneuern, das 

heißt symmetrische aber auch asymmetrische Zellteilung ist möglich 

3. Sie können alle Zellarten des ZNS bilden 

(Zhao et al., 2008) 

NSC teilen sich und differenzieren  in Oligodendrozyten, Astrozyten und 

Neurone. Diese Stammzelleigenschaften konnten  in vitro in Neurospheren 

und adherenten Monolayern bewiesen werden (Gage 2000).  

 

4.2 Adulte Neurogenese im Bulbus Olfaktorius  
Sowohl periglomeruläre als auch granuläre Neurone des Bulbus 

Olfaktorius werden im adulten Säugergehirn kontinuierlich neu gebildet 

(Bedard et al., 2004). Die SVZ der Seitenventrikel (unterhalb der 

Ependymschicht gelegen) ist in diesem System die neurogene Nische in 

der die neuralen Stammzellen proliferieren (Doetsch et al., 2003). 

Spezialisierte Astrozyten in der Subependymalzone bilden einen Pool sich 

teilender Zellen (Doetsch et al., 1999) mit charakteristischen 

Stammzellmarkern wie Nestin und Sox2 (Breunig et al., 2007). Zusätzlich 

lässt sich die Proliferation in der SVZ durch den Marker Proliferating cell 

nuclear antigen (PCNA) quantifizieren. Diese Zellen können durch 

asymetrische Zellteilung migrierende Neuroblasten bilden, welche zum 

rostralen migratorischen Strom (RMS) wandern (Lois et al., 1994; Lledo et 

al., 2006).  Der RMS bietet den DCX positiven Neuroblasten die 

Möglichkeit tangential via sog. “chain migration” entlang von Astrozyten zu 

migrieren. Dabei werden sie im Gegensatz zur Neurogenese im 

embryonalen Hirn nicht von radialer Glia begleitet (Lledo et al., 2005). 

Durch den RMS erreichen die neu gebildeten Vorläuferzellen den Bulbus 

Olfaktorius und beginnen mit der tangentialen Wanderung in Richtung 

Bulbusperipherie. Ein Großteil der neuronalen Vorläufer differenziert in der 
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Granulärzellschicht während der Rest mit einer zeitlichen Verzögerung die 

Glomerulärschicht erreicht (Petreanu et al., 2002). 

Von den neugebildeten Periglomerulärzellen exprimieren bis zu 30% den 

mit dopaminergen Zellen assoziierten Marker Tyrosinhydroxylase (TH; 

Winner et al., 2002). Der gesamte Prozess der adulten Neurogenese 

dauert von Proliferation bis Integration ca. 30 Tage. Zwischen Tag 5 und 7 

(Stadium 1) befinden sich die Vorläufer noch im RMS oder haben den 

Bulbus Olfaktorius gerade erreicht. Sie exprimieren die Vorläufermarker 

DCX und PSA-NCAM. Zwischen Tag 7 und 9 (Stadium 2) beginnt die 

Differenzierung dieser Neuroblasten welche von Tag 9-11 (Stadium 3) bis 

zum Tag 11-15 (Stadium 4) dauert. Die Neuroblasten beginnen dann den 

Marker für adulte Neurone neuronal nuclei antigen (NeuN) zu exprimieren 

während die DCX Expression langsam verschwindet. Ab Tag 15 zeigt der 

Dendritenbaum der jungen Neurone eine erwachsene Morphologie.  

Der Prozess der Integration der neugebildeten Neurone lässt sich 

elektrophysiologisch in den Wochen 2-4 noch weiter differenzieren 

(Belluzzi et al., 2003). 4 Wochen nach BrdU Applikation exprimieren bis zu 

98% der Zellen NeuN. Jedoch überleben nur 50% der Zellen länger als 3 

Monate, verbleiben dann aber mindestens 19 Monate im Bulbus 

detektierbar. In dieser Zeit findet sich eine erhöhte Anzahl apoptotischer 

Abb. 4: Schematische Darstellung der adulten Neurogenese in der Subventrikulären Zone (SVZ, A), 
dem rostralen migratorischen Strom (RMS, B), und dem Bulbus Olfaktorius (OB, C). Einzelheiten s. 
Text. SVZ= Subventrikuläre Zone; RMS= rostraler migratorischer Strom; GCL= Granulärzellschicht; 
Mi= Mitralzellschicht; EPL= Externe Plexiforme Schicht; GL= Glomerulärzellschicht ; Bild aus Zhao 
et al.2008 
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Zellen (Biebl et al., 2005) in der Granulärzellschicht wie auch in der 

periglomerulären Zone (Winner et al., 2002). Welchen Neuronentyp die 

integrierten Neurone bilden, konnte durch die Zuordnung zu 

transmitterassoziierten Enzymen und durch elektrophysiologische 

Untersuchungen festgestellt werden. Sowohl in der Granulärzellschicht als 

auch in der Periglomerulärzellschicht exprimiert die Mehrzahl der neuen 

Neurone GABA. In der Periglomerulärzellschicht enthalten bis zu 30% das 

Dopamin produzierende Enzym Tyrosinhydroxylase (Belluzzi et al., 2003; 

Carleton et al., 2003).  

 

5 Zusammenfassung der Publikation „Changes in adult olfactory 
bulb neurogenesis in mice expressing the A30P mutant form of 
alpha-Synuclein” (European Journal of Neuroscience, Vol. 29, pp. 
879–890, 2009) 

Grundlage für die erfolgreiche Etablierung von Zellersatztherapien ist das 

Verständnis der Integration der neuen Nervenzellen im durch alpha-

Synuclein pathologisch veränderten Gehirn (siehe Abschnitt 2). In dieser 

Arbeit wird der oben beschriebene Prozess der adulten Neurogenese in 

einem regulierbaren A30P alpha-Synuclein exprimierenden Tiermodell 

untersucht. A30P alpha-Synuclein wird unter der Kontrolle des 

Kalzium/Calmodulin-abhängigen Protein Kinase II alpha (CaMK)-

Promoters exprimiert. Dabei lässt sich die Expression von A30P alpha-

Synuclein durch die Gabe des Antibiotikums Doxycyclin unterdrücken. 

Es wurden folgende Hypothesen überprüft.  

 

1) Die Expression von A30P alpha-Synuclein ist regulierbar 

 

2) Die Expression von A30P alpha-Synuclein im Bulbus Olfaktorius 

reduziert die adulte Neurogenese im System SVZ/OB. 

 

3) Suppression  der alpha-Synuclein Expression beeinflusst die adulte 

Neurogenese im Bulbus Olfaktorius positiv.   
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5.1 Experimentelles Design 
Zur Überprüfung der Hypothesen wurde das regulierbare A30P alpha-

Synuclein exprimierende Mausmodell (im Folgenden A30P genannt) mit 

Kontrolltieren (im Folgenden control genannt) verglichen. Im Alter von 2 

Monaten wurde bei einem Teil der  A30P Tiere die Expression von alpha-

Synuclein durch Doxycyclin gestoppt (im Folgenden A30P+dox genannt). 

Um einen Einfluss von Doxycyclin auf die adulte Neurogenese 

auszuschließen erhielt ein Teil der Kontrolltiere ebenfalls ab dem zweiten 

Monat Doxycyclin (im Folgenden control+dox genannt). 

Zur Untersuchung der adulten Neurogenese wurde den Tieren aller 

Gruppen im Alter von 3 Monaten Bromodeoxyuridin (BrdU) zur Markierung 

neu gebildeter Zellen injiziert. Im Alter von 4 Monaten, ein Zeitpunkt an 

dem die markierten neu gebildeten Neurone den Bulbus Olfaktorius 

erreicht haben und in das System integrieren, wurden die Tiere 

immunhistochemisch untersucht. 

5.2 Die Expression von A30P alpha-Synuclein ist regulierbar 
Alpha-Synuclein fand sich insbesondere in der Glomerulärzellschicht. 

Zusätzlich konnte es in der Granulärzellschicht sowie der plexiformen 

Schicht des Bulbus Olfaktorius zusammen mit typischen pathologischen 

Veränderungen wie Ubiquitinylierung, argyrophilen Neuriten und 

Zellkörpern detektiert werden. Dabei enthielten lediglich 4% der 

Neuroblasten in der Granulärzellschicht alpha-Synuclein während in der 

Glomerulärzellschicht bis zu 69% der neu gebildeten Zellen alpha-

Synuclein koexprimierten. In der  A30P+dox Gruppe fand sich keine 

Expression von mutiertem alpha-Synuclein. Dies zeigt, dass die 

Expression von A30P alpha-Synuclein im Versuchszeitraum regulierbar ist 

und zu diesem Zeitpunkt noch keine permanente alpha-Synuclein 

Ablagerung im Bulbus Olfaktorius stattgefunden hat.  
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5.3 Die Expression von A30P alpha-Synuclein im Bulbus Olfaktorius 
reduziert die adulte Neurogenese im System SVZ/OB 

Zur Untersuchung der adulten Neurogenese wurde die Proliferation in der 

SVZ sowie die Neuroblastenzahl in der A30P Gruppe quantifiziert. Hier 

konnte kein Einfluss der alpha-Synuclein Expression festgestellt werden.  

Im Gegensatz dazu fand sich im Bulbus Olfaktorius eine signifikante 

Reduktion neu gebildeter Neurone in der Granulärzellschicht sowie neu 

gebildeter dopaminerger Neurone in der Glomerulärzellschicht. Parallel 

dazu lag eine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen vor.  

Unter Expression von alpha-Synuclein ist somit die adulte Neurogenese im 

Bulbus Olfaktorius reduziert. Aufgrund dieser Ergebnisse sowie normaler 

Proliferationswerte und normaler Neuroblastenzahlen hat alpha-Synuclein 

vermutlich einen regulierenden Einfluss während der Integration der neuen 

Zellen. 

 

5.4 Suppression der alpha-Synuclein Expression beeinflusst die 
adulte Neurogenese im Bulbus Olfaktorius   

Das Unterdrücken der alpha-Synuclein Expression vor Analyse der 

Neurogenese beeinflusste die adulte Neurogenese positiv. So waren 

Neurogenese- und Apoptosewerte in der A30P+dox Gruppe vergleichbar 

mit denen der Kontrollgruppen. Dadurch konnte zum ersten Mal eine 

direkte zeitliche Korrelation zwischen alpha-Synuclein Expression und 

reduzierter Integration neuer Neurone sowie die prinzipielle Reversibilität 

dieses hemmenden Einflusses gezeigt werden.   
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6 Diskussion 
Mit Hilfe des regulierbaren A30P alpha-Synuclein exprimierenden 

Mausmodells konnte gezeigt werden, dass die adulte Neurogenese im 

Bulbus Olfaktorius durch die Expression von A30P alpha-Synuclein 

moduliert wird.  

Die transiente Unterbrechung der alpha-Synuclein Expression zeigt, dass 

vor Analyse der Neurogenese keine permanente alpha-Synuclein 

Ablagerung im Bulbus Olfaktorius stattgefunden hat und es konnte zum 

ersten Mal eine direkte Korrelation zwischen pathologischem alpha-

Synuclein und der Regulation der adulten Neurogenese gezeigt werden. 

Der Einfluss von alpha-Synuclein spielt dabei insbesondere bei der 

Integration der neuen Neurone eine Rolle. In dem hier untersuchten Modell 

können somit alle drei formulierten Hypothesen angenommen werden. 

 

6.1 Die A30P alpha-Synuclein Maus als Modellsystem früher alpha-
Synuclein assoziierter Pathologie 

Symptomenkomplexe welche eine prämotorische Diagnose des IPS 

wahrscheinlicher machen, werden aktuell definiert (Siderowf et al., 2006; 

Siderowf et al., 2008). In diesem Symptomenkomplex nimmt die Anosmie 

als häufiger, klinisch leicht detektierbarer und früh auftretender 

Surrogatmarker eine wichtige Stellung ein (Siderowf et al., 2005). Damit 

korrelieren früh auftretende pathologische Veränderungen im 

olfaktorischen System (Braak et al., 2003). Im hier vorgestellten 

Mausmodell wird A30P alpha-Synuclein zu 80% im olfaktorischen System 

exprimiert und es finden sich zusätzliche Charakteristika alpha-Synuclein 

assoziierter Pathologie, wie Ubiquitinylierung (Spillantini et al., 1997; 

Neumann et al., 2002; Braak et al., 1999), welche bereits in anderen 

Tiermodellen wie auch in zellkulturbasierten Systemen für A30P alpha-

Synuclein beschrieben wurden (Kahle et al., 2000; Schneider et al., 2007). 

Mausmodelle die A30P alpha-Synuclein unter der Kontrolle des Thy-1 

Promoters exprimieren, zeigen  eine intrazelluläre Akkumulation von 

phosphoryliertem  alpha-Synuclein welches mit einer Verschlechterung der 
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motorischen, kognitiven und olfaktorischen Leistung einhergeht (Fleming et 

al., 2004; Freichel et al., 2007). Das in diesen Tiermodellen wie auch in 

zellkulturbasierten Systemen (Schneider et al., 2007) gefundene, typische 

intrazelluläre Verteilungsmuster von A30P alpha-Synuclein findet sich auch 

in dem hier vorgestellten A30P Mausmodell. Zum Untersuchungszeitpunkt 

findet sich nur wenig alpha-Synuclein in anderen Regionen des Gehirns 

und die alpha-Synuclein Pathologie ist zu diesem Zeitpunkt vollständig 

reversibel. Für ein motorisches Defizit fanden sich zum 

Untersuchungszeitpunkt keine auffälligen Verhaltensweisen und ein 

olfaktorisches Defizit konnte nicht festgestellt werden.  

So kann die A30P Maus als ein pathologisches Modell früher, 

präsymptomatischer alpha-Synuclein Pathologie betrachtet werden. 

Weitere Versuche sind notwendig um zu klären, ob sich eine progrediente 

Pathologie sowie ein olfaktorisches Defizit zu einem späteren Zeitpunkt 

entwickeln. Die Regulierbarkeit ermöglicht eine exakte chronologische 

Charakterisierung der alpha-Synuclein Effekte, insbesondere in den beim 

IPS früh befallenen Hirnregionen. Diese Regionen, wie auch die 

Untersuchung früher zellulärer Veränderungen rücken immer stärker ins 

Zentrum der pathogenetischen Betrachtung des IPS. 

 

6.2 Einfluss von A30P alpha-Synuclein auf die zelluläre Plastizität  
Der progressive Charakter der  A30P Mutation von alpha-Synuclein beruht 

vermutlich auf ihren schnell oligomerisierenden Eigenschaften (Conway et 

al., 2000). Die permanente Akkumulation von alpha-Synuclein in Form von 

Fibrillen und Lewy Körpern korreliert nicht mit Neurotoxizität (Karpinar et 

al., 2009; Chen et al., 2005), stellt aber den pathologisch detektierbaren 

Endpunkt des Aggregationsprozesses dar (Braak et al., 2003; Desplats et 

al., 2009). Obwohl Neurodegeneration beim IPS ein chronischer und 

langsam ablaufender Prozess ist, weisen mehrere Daten auf einen 

direkten Einfluss von alpha-Synuclein und dessen Mutationen auf das 

Überleben neuronaler Vorläuferzellen in vitro hin (Xu et al., 2002,; 
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Schneider et al., 2007). Proliferation, Differenzierung und Integration 

stellen hierfür vulnerable Zeitpunkte dar (Nuber et al., 2008).   

Die adulte Neurogenese ist in Mausmodellen des IPS reduziert  (Winner et 

al., 2004; Winner et al., 2008). Unklar blieb dabei jedoch inwiefern alpha-

Synuclein direkt oder die sekundären Folgen der alpha-Synuclein 

Überexpression in diesen Mausmodellen für den Effekt auf die neu 

gebildeten Neurone zuständig waren. Durch die Regulierbarkeit konnte 

hier zum ersten Mal eine direkte Korrelation zwischen A30P alpha-

Synuclein und reduzierter Neurogenese gezeigt werden. Diese Reduktion 

verhält sich umgekehrt proportional zur exprimierten und zur mit jungen 

Neuronen koexprimierten alpha-Synuclein Menge. So ist die adulte 

Neurogenese in der Glomerulärzellschicht, welche die stärkste alpha-

Synuclein Expression und Koexpression mit neuen Neuronen (69%) 

aufweist, stärker betroffen als die Granulärzellschicht, die wenig alpha-

Synuclein Expression und Koexpression (4%) zeigt. Alpha-Synuclein findet 

sich erst spät in Neuroblasten, nämlich ab dem Erreichen des Bulbus 

Olfaktorius. Der Grund hierfür liegt am wahrscheinlichsten in der späten 

Induktion der CaMK Expression und damit auch der Expression des 

Transgens in unserem Modell (Faison et al., 2002). Ob die beobachtete 

Reduktion der adulten Neurogenese auf zellintrinsischen oder -

extrinsischen Folgen der alpha-Synuclein Expression beruht, oder ob 

alpha-Synuclein wie beschrieben eventuell über transzelluläre Weitergabe 

(Desplats et al., 2009) die integrierenden neuen Neurone erreicht und 

beeinflusst, bleibt hier unklar.  

Jedoch zeigen unsere Experimente eindrucksvoll einen sehr unmittelbaren 

Effekt von alpha-Synuclein auf die zelluläre Plastizität in vivo. So findet 

sich eine Reduktion der adulten Neurogenese nur bei paralleler Expression 

von alpha-Synuclein. 
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6.3 Modulation der alpha-Synuclein Expression und 
zellersatzbasierte Therapieformen des IPS 

Das Überleben transplantierter Zellen ist essentiell für die Effektivität 

zellersatzbasierter Therapieformen (Hagell et al., 2001). Das Auftreten von 

Lewy Körpern im transplantierten Hirngewebe in Studien an IPS Patienten 

(Li et al., 2008; Kordower et al., 2008) zeigt, dass transplantiertes Gewebe 

scheinbar von den neurodegenerativen Prozessen des umliegenden 

Gewebes beeinflusst wird (Braak et al., 2008). Die in diesen Studien 

genannte Lewy ähnliche Pathologie fand sich in 11 bis 16 Jahre altem 

transplantierten Gewebe (Kordower et al., 2008). Jedoch kann bei einer 

Menge von 4% Lewy Pathologie von einer geringen klinischen Relevanz 

ausgegangen werden. Zusätzlich korreliert Fibrillenbildung und die 

Formation von Lewy Körperchen nicht mit Neurotoxizität (Karpinar et al., 

2009; Chen et al., 2005). Die für das Zellersatzgewebe schädlichen 

Prozesse könnten theoretisch auch früher das Überleben neuer Zellen 

stören. So zeigen wir in der hier vorgestellten Arbeit einen sehr 

unmittelbaren Effekt von alpha-Synuclein auf die zelluläre Integrität. In 

diesem pathologischen Modell früher, präsymptomatischer alpha-

Synuclein Pathologie findet sich eine Reduktion der adulten Neurogenese 

nur bei gleichzeitiger Expression von alpha-Synuclein. Ein vulnerabler 

Zeitpunkt ist hierbei die Integration der neuen Neurone. Die 

Übertragbarkeit dieser Resultate und Schlussfolgerungen auf andere 

Transplantationsergebnisse ist fraglich, eine Überprüfung ist aber im 

olfaktorischen System dieses Mausmodells und in einem anderen 

Mausmodell (Nuber et al., 2008) durch die Regulierbarkeit möglich. 

Für eine endogene Zellersatztherapie folgt hieraus zunächst ein weiteres 

Hindernis im Bezug auf das Überleben neuer Neurone. Die Modulation der 

adulten Neurogenese durch Unterdrückung der alpha-Synuclein 

Expression zeigt aber auch die positive Beeinflussbarkeit der 

Integrationsfähigkeit der neuen Neurone. So könnte ein die alpha-

Synuclein Pathologie beeinflussender neuroprotektiver Ansatz eine, zu 

einem frühen Zeitpunkt begonnene, endogene Zellersatztherapie 

komplementär unterstützen und das Überleben neuer Zellen fördern. Bei 
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früher Diagnose und Therapie ließe sich so eventuell eine 

Krankheitsprogression verhindern. 
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9 Anhang 
 

9.1 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
 
 
 
BDNF 
 

Brain derived neurotrophic factor 

BrdU 
 

5’-Bromodeoxyuridin 

CaMK 
 

Kalzium/Calmodulin- abhängigen Protein Kinase II alpha  

DCX  
 

Doublecortin 

GABA 
 

Gamma-aminobutyric acid 

IPS 
 

Idiopathisches Parkinsonsyndrom 

NeuN 
 

Neuronal Nuclei Antigen 

NSC 
 

Neurale Stammzellen 

OB 
 

Bulbus Olfaktorius 

PCNA 
 

Proliferating cell nuclear antigen 

PDGF 
 

Platelet derived growth factor 

PSA-NCAM 
 

Poly-Sialated Neural Cell Adhesion Molecule  

REM 
 

Rapid eye movement 

RMS 
 

Rostraler migratorischer Strom 

Sox2 
 

SRY (sex determining region Y)-box 2 

SVZ 
 

Subventrikuläre Zone 

TH 
 

Tyrosinhydroxylase 

TUNEL 
 

Terminal doeoxynucleotidyl transferase (dUTP) nick-end labeling 

ZNS 
 

Zentralnervensystem 
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