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Kurzreferate ausgewahlter VVortrage

Physiologische und anatomische Aspekte der Hirnentwicklung
PD Dr. Ulrich Gartner, Paul-Flechsig-Institut fir Hirnforschung, Universitat Leipzig

Die zellulire und funktionelle Organisation des Nervensystems wiahrend der
Entwicklung hidngt ab von der Herkunft der Nervenzellen, induktiven und trophischen
Wechselwirkungen zwischen Zellen, vom Ziel stammenden und zielunabhidngigen
Navigationssignalen, spezifischer Zell-Zellerkennung und stdndiger aktivitidtsabhidngiger
Verfeinerung der Verbindungen. Bei Wirbeltieren (Vertebrata) beginnt die Bildung des
Nervensystems mit einem induktiven ProzeB: Das dorsale Mesoderm (Chordamesoderm,
Notochord, Chorda dorsalis) der Gastrula induziert in dem dariiberliegenden Ektoderm die
Bildung der Neuralplatte. Diese faltet sich und bildet das Neuralrohr (Zentralnervensystem)
und die Neuralleiste (peripheres Nervensystem). Die Neuronen und Gliazellen des
Zentralnervensystems werden durch Teilung von Stammzellen in der Ventrikuldrzone des
Neuralrohres generiert. Postmitotische Neuronen wandern aus (Migration) und bilden die
graue Substanz des adulten Nervensystems.

Einige Figenschaften der zukiinftigen Neuronen werden ungefihr zu der Zeit
determiniert, in der sie ihre letzte Zellteilung beenden. Andere Eigenschaften werden am Ort
ithrer endgiiltigen Position durch Wechselwirkungen mit der Umgebung reguliert. Sowohl die
Determination der Zellidentitdt als auch Prozessse der Organogenese des Zentral-
nervensystems (Hirnabschnitte, Arealspezifizierung) werden hiufig durch sogenannte
homootische Gene bzw. Proteine (Mastergene, Transkriptionsfaktoren) reguliert.

Neurone senden ihre Axone mit Wachstumskegeln an der Spitze aus, deren
Wuchsrichtung und spitere Kontaktaufnahme durch verschiedene 16sliche und zellgebundene
Signale reguliert werden (attraktive, repulsive). In manchen Féllen wird die Bahn des Axons
zu seinem Ziel durch Zwischenstationen oder Wegweiserzellen markiert (Pionierneurone,
Wegweiserzellen bei Insekten aber auch Vertebrata). Die axonale Projektion ist anfénglich
hiufig ausgedehnter als im adulten Zustand. Sie wird wihrend der Entwicklung durch
trophische und aktivitdtsabhingige Mechanismen auf das adulte Muster reduziert. Auf diese
Weise werden auch {iiberfliissige Neuronen (Apoptose) und nicht bendtigte synaptische
Kontakte eliminiert. Im allgemeinen ergibt sich, daB nur wenige Verbindungen des
Nervensystems fest vorgegeben sind (genetisch determiniert).

Ihre einzigartige Identitét erhalten neuronale Strukturen durch das Zusammenwirken
genetischer und epigenetischer Faktoren sowie unter dem EinfluBl externer Stimuli. Das
prazise Verbindungsmuster des adulten Nervensystems ist somit Resultat dialektischer
Wechselwirkungen zwischen genetischen Vorgaben und Umwelteinfliissen.

REIFUNG SENSORISCHER SYSTEME AM BEISPIEL DES
SEHSYSTEMS

Prof. Dr. Andreas Reichenbach, Paul-Flechsig-Institut fir Hirnforschung, Univ. Leipzig



Das Sehen ist eine fiir die meisten Tiere so wichtige und unverzichtbare Fahigkeit, da3 sich im Verlauf
der Phylogenese auBerordentlich komplexe und an die spezielle Lebensweise einer Tierart angepalite
Augen entwickelt haben (selbst Darwin wurde von Zweifeln dariiber geplagt, wie die Evolution solche
Organe hervorbringen konnte!). Gegenstand der Vorlesung ist die ontogenetische Entwicklung des
Wirbeltierauges, besonders der Netzhaut und ihrer strukturellen und funktionellen Spezialisierungen.

Die Netzhaut ist ein in das Auge "vorgelagerter" Teil des Zentralnervensystems, der fiir die
Aufnahme und Verarbeitung von Lichtreizen spezialisiert ist. Die Netzhaut enthilt daher eine hohe
Dichte von Lichtsinneszellen (Photorezeptoren); die von diesen durch Absorption von Lichtquanten
aus der Abbildung der Umgebung extrahierte Information wird iiber Synapsen zuerst an Interneurone
der Netzhaut weitergeleitet. "Querverschaltungen" erhdhen den Kontrast zwischen den Signalen von
benachbarten Netzhautpunkten; es kommt zu einer weitgehenden Vorverarbeitung der Information
bereits innerhalb der Netzhaut, bis die Signale die Ganglienzellen der Netzhaut erreichen. SchlieBlich
werden die visuellen Informationen von diesen, in mehreren "Kanélen" (fiir Form / Bewegung / Farbe
eines Objektes) kodiert, an das Gehirn weitergeleitet. Entsprechend dieser strukturellen und
funktionellen Erfordernisse (und der gemeinsamen Herkunft aus der embryonalen Neuralplatte) zeigt
die Entwicklung der Netzhaut viele Gemeinsamkeiten mit der des Gehirns, allerdings auch einige
spezifische Besonderheiten.

Im Rahmen der Vorlesung werden vier Entwicklungsphasen besprochen:

e die Festlegung der fiir das Sehen verantwortlichen Abschnitte der Neuralplatte;

e die Generierung der verschiedenen Zelltypen der Netzhaut;

e die Reifung bzw. Differenzierung der verschiedenen Zelltypen der Netzhaut; und

e die Anpassung von Augengréfie und Netzhautflache an das Wachstum des Kindes.

Festlegung der flr das Sehen verantwortlichen Abschnitte der Neuralplatte:

Durch die rdumlich-zeitlich programmierte Expression von Organisationsgenen (z.B. Homeobox-
Genen) wird in der frithen Neuralplatte ein Gebiet mit ,,visueller Potenz* festgelegt (Abb. 1). Aus den
Zellen in diesem Gebiet gehen spiter die Netzhaut der (Lateral-) Augen, das Pinealorgan und visuell
spezialisierte Hirnabschnitte hervor. Bei Fischen, Amphibien und Reptilien entstehen Licht-
sinneszellen auBer in den Lateralaugen auch im Pineal- (und Parapineal-) Organ sowie in der Wand
des dritten Hirnventrikels. Stérungen dieser Prozesse fithren z.B. zur Zyklopie.
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Generierung der verschiedenen Zelltypen der Netzhaut:

Sobald die Anlage der Netzhaut sich aus dem Neuralrohr ausgestiilpt hat, wird durch eine kontrollierte
Proliferation von identischen Vorlduferzellen diese Anlage vergroBert; die Dauer dieser Phase
bestimmt die spatere GroBBe von Auge und Netzhaut (Maulwurf <> Kaninchen; —Mikrophthalmie).
Danach werden in zwei weiteren Proliferationswellen mit unsymmetrischer letzter Zellteilung
zundchst die fiir das Tagessehen verantwortlichen Nerven- und Sinneszellen (Zapfen), danach die
Stabchen, Bipolarzellen und Gliazellen gebildet (Abb. 2). Die Dauer dieser letzten Phase bestimmt den
Grad der Anpassung an eine nichtliche Lebensweise (Erdhornchen <« Dachs). In der zukiinftigen
Fovea centralis (der Stelle unseres schérfsten Sehens) wird diese letzte Proliferationsphase
unterdriickt, so daB3 dort von Anfang an keine Stdbchen entstehen. Wenn dieser Mechanismus durch
angeborene Enzymdefekte (z.B. bei Albinismus) gestort ist, entsteht keine Fovea centralis.

Reifung bzw. Differenzierung der verschiedenen Zelltypen der Netzhaut:

Nachdem die Netzhautzellen ,,geboren® sind, setzt ein komplizierter Differenzierungsprozef} ein. Die
Zellen miissen teilweise erst in die Netzhautschicht wandern, in der sie spiter liegen werden; die
Zellfortsdtze wachsen und bilden die synaptischen Kontakte zu den ,,passenden® Partnerzellen (Abb.
3) und schlieBlich reifen die fiir die speziellen Funktionen notwendigen Molekiile (z.B. die
Sehpigmente der Lichtsinneszellen). Besonders dieser letztere ProzeB ist bei zahlreichen vererbbaren
Erkrankungen gestort (,,Retinitis pigmentosa“); das kann frither oder spéter zur Erblindung fiihren.

Anpassung von Augengrofe und Netzhautflache an das Wachstum des Kindes:

Beim Menschen sind die bisher erwahnten Prozesse spitestens kurz nach der Geburt abgeschlossen.
Allerdings folgen weitere wichtige Entwicklungsschritte, die oft biomechanischen Charakter haben
und in ihrer Mehrzahl vom Wachstum des Gesamtorganismus getrieben werden, das noch bis zum
Ende des zweiten Lebensjahrzehnts fortschreitet. Das Wachstum des Auges fiihrt zu einem
sekunddren, ,passiven Wachstum der Netzhaut: Die Packungsdichte der (bereits existierenden)
Zellen wird durch die Dehnung der Netzhaut vermindert, was zu einer Verringerung der rdumlichen
Auflésung fiihrt. ,,Gliicklicherweise® findet diese Netzhautdehnung hauptsédchlich in der Peripherie
statt, wo wir auf eine hohe Sehschérfe verzichten konnen. Im Gegensatz dazu fithren komplexe
Mechanismen sogar zu einer wiinschenswerten Erhdhung der Sehzell- (Zapfen-) Dichte im Bereich
der zukiinftigen Fovea centralis (Abb. 4).

Wichtig ist, da das Ausmall des Augenwachstums durch die Funktion der Netzhaut
kontrolliert wird: Ein zu langer oder zu kurzer Augapfel fithren zu einer unscharfen Abbildung auf der
Ebene der Netzhaut. Es erfolgt daher eine stindige Anpassung des Augenldngenwachstums an die
Sehschirfe (,,Emmetropisierung®). Bei einer Stérung der dafiir notwendigen Mechanismen wird der
Augapfel entweder zu lang (—Kurzsichtigkeit, Myopie) oder zu kurz (—Weitsichtigkeit, Hyperopie).
In den Industrielindern und vor allem im asiatischen Raum nimt die Héufigkeit der Myopie rasant zu
(China: ca. 60-80% der jugendlichen Bevolkerung betroffen).
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Neurotrophine und Hirnentwicklung

PD Dr. Max Holzer, Paul-Flechsig-Institut fir Hirnforschung, Universitat Leipzig

Neurotrophe Faktoren (kurz Neurotrophine) sind 16sliche Proteine, die das Uberleben,
das Wachstum, die morphologische Plastizitit und die Genexpression in differenzierten
Neuronen regulieren. Sie stimulieren die Differenzierung und Wachstum bestimmter Zellen,
das Auswachsen von Neuriten und deren Fiihrung in die Zielregion des Hirns sowie die
dortige Bildung/Stabilisierung von Synapsen. Definierte Neurotrophine wirken auf die
Expression neuronaler Markerenzyme in bestimmten Neuronenpopulationen. So wirkt der
Nerven-wachstumsfaktor (nerve growth factor; NGF) speziell auf cholinerge Neuronen, die
Azetylcholin als Botenstoff ausschiitten, wahrend brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
das Uberleben und die Funktionen dopaminerger Neuronen unterstiitzt. Wihrend der
Ontogenese kann eine sequnetielle Expression der Neurotrophine beobachtet werden.
Embryonal werden vor allem Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4/5 (NT-4/5)
exprimiert, in der frithen Postnatalphase dominiert BDNF und im adulten Hirn wird vor allem
NGF nachgewiesen. Unter krankheitsrelevanten Bedingungen konnen Neurotrophine
neuronalen Zelltod verhindern.

Fiir alle Neurotrophine gilt, dass sie als target-derived neurotrophic factors wirken;
d.h. die Neurotrophine werden in den Hirnregionen gebildet, in die bestimmte Nervenfasern
auswachsen sollen (Zielregionen). Ist das Wachstum der Nervenfasern abgeschlossen, sind
die jeweiligen Neurotrophine an der Stabilisierung der Kontaktstellen zwischen den
Neuronen, den Synapsen, beteiligt.

Die verschiedenen Neurotrophine vermitteln ihre biologischen Wirkungen auf
definierte Neuronen {iber spezifische Neurotrophin-Rezeptoren. Alle bekannten
Neurotrophine binden an den p75-Neurotrophin-Rezeptor (p75 NTR), der seinen Namen dem
Molekulargewicht (75 kDa) verdankt. Dieser Rezeptor allein, kann demnach nicht spezifische
Wirkungen verschiedener Neurotrophine vermitteln. Die Wirkungs-Spezifitdt der Neuro-
trophine wird tiber Tyrosinkinase-gekoppelte Rezeptoren (Trk) realisiert. Dabei bindet NGF
an den TrkA-Rezeptor, BDNF und NT-4/5 an TrkB und NT-3 an TrkC (s. Abb. 1). Sowohl
der p75 NTR als auch die Trk-Rezeptoren aktivieren nach Bindung der Neurotrophine intra-
zelluldre Signalkaskaden, welche Phosphorylierungsprozesse, intrazellulire Calcium-
freisetzung und die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und damit die Genexpression
regulieren. Verkompliziert werden dieses Rezeptorsystem und die nachgeschalteten
Signalkaskaden dadurch, dass die Rezeptoren sowohl als Homodimere von jeweils 2
Molekiilen p75 NTR, TrkA, TrkB oder TrkC als auch als Heterodimere (z.B. p75 NTR-TrkA;
p75 NTR-TrkB, p75 NTR-TrkC) vorliegen kdnnen.

Die spezifische Expression von bestimmten Neurotrophin-Rezeptoren auf der
Zelloberflache definierter Neuronenpopulationen kann experimentell genutzt werden, um
diese selektiv zu schidigen. Dazu wird ein Zellgift an einen AntikGrper gegen einen
Neurotrophin-Rezeptor gekoppelt und ins Hirn appliziert. Damit lassen sich im Tiermodell
krankheitsrelevante Zustinde humaner Pathologien erzeugen (z.B. Degeneration cholinerger
Neuronen wie bei der Alzheimerschen Erkrankung), um die Mechanismen der Erkrankung zu
untersuchen und therapeutische Konzepte zu testen.



Derzeit werden verschiedene Neurotrophine hinsichtlich ihres therapeutischen
Potenzials zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen getestet; z.B. NGF zur
Behandlung der Alzheimerschen und BDNF zur Behandlung der Parkinsonschen Erkrankung.

Bindungs-Spezifitit der Neurotrophine
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Abb. 1: Alle Neurotrophine (NGF, BDNF, NT -3 und NT-4/5) binden an den
p75 Neurctrophin-Rezeptor (p75 NTR). Die Spezifitat der Neurotrophin-
Wirkung wird von den Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren (Trk) vermittelt.

Neurale Stammzellen — Ausgangspunkt der Hirnentwicklung

Prof. Dr. Johannes Schwarz, Neurologische Klinik, Universitat Leipzig (stellvertretener
Direktor), California Institute of Technology (visiting associate) und Pochon University /
Cha Stem Cell Institute Seoul (distinguished Professor)

A. Einteilung der Stammzellen

Es wird erwartet, dass die Stammzellbiologie flir die kommenden wichtigen Verbesserungen
der Therapie verschiedener Erkrankungen eine besondere Rolle spielen wird. Insbesondere
bei der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen, fiir die weiterhin allenfalls
symptomatische Behandlungen moglich sind, wird von den Stammzellen eine entscheidende
Wende erhofft. Im Labor kdnnen bereits aus einer Vielzahl verschiedener Stamm- oder
Progenitorzellen Zellen gewonnen werden, die viele Charakteristika der dopaminergen
Neurone zeigen. Zunichst miissen wir verschiedene Stammzellen unterscheiden:

1. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen).

Diese werden aus der Blastozyste zum Zeitpunkt des 16-Zell-Stadiums gewonnen. Das
Proliferationspotential dieser Zellen ist unter Zugabe spezifischer Mitogene nahezu
unbegrenzt. ES-Zellen sind (wahrscheinlich) totipotent und kdnnen dementsprechend nicht
nur in jeden Zelltyp des jeweiligen Organismus ausdifferenziert, sondern auch in
funktionsfahige Organismen (Individuen) liberfiihrt werden. In der Mausgenetik werden diese
Zellen benutzt, um Knock-out- oder Knock-in-Méuse zu generieren. Neben dem
unbegrenzten Teilungspotential haben die ES-Zellen den Vorteil, dass sie sehr stabil sind und
gut reproduzierbar ausdifferenziert werden konnen. Im Labor werden diese Zellen in aller
Regel zunéchst in embryonale Korperchen andifferenziert, die dann weiter amplifiziert und
anschlieBend in spezifische Zellen ausdifferenziert werden konnen. Die therapeutische
Nutzung der ES-Zellen ist wegen ethischer und biologischer Probleme zumindest in den
kommenden Jahren wenig wahrscheinlich. ES-Zellen konnten missbraucht werden, um
genetisch modifizierte Lebewesen zu erstellen (,,reproduktives Klonen®). Daher muss die
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Forschung mit diesen Zellen strengen Auflagen unterliegen. Andererseits haben diese Zellen
ein hohes Potential zur Entartung und nach Transplantation in Ratten wurden héaufig
Teratokarzinome beobachtet (Bjorklund et al., 2002).

2. Adulte/fetale Stammzellen (Vorlaufer- oder Progenitorzellen).

Dies sind organ-spezifische Vorlduferzellen, die sowohl aus dem embryonalen, fetalen und
adulten Geweben gewonnen werden kdnnen. Leider ist nicht nur das Proliferationspotential
dieser Zellen begrenzt, sondern scheint auch das Uberleben solcher Zellen im Labor begrenzt
zu sein (Milosevic et al., 2004). Dennoch ist es moglich eine Expansion dieser Stammzellen
iber viele Monate durchzufiihren. Als Mitogene (Wachstumsfaktoren) werden in der Regel
»epidermal growth factor (EGF) und “basic fibroblast growth factor” (bFGF oder FGF-2)
verwendet. Neurale Stammzellen (NSZ) differenzieren ausschlieBlich in Neuronen oder Glia.
Ein Missbrauch ist daher nicht mdglich, das Wachstum (Proliferation) ist wie bei den ES-
Zellen von der Zugabe von externen Mitogenen abhéingig. Beziiglich der Gehirnentwicklung
sind die Zellen aus fetalem Gewebe sehr viel potenter als Zellen aus dem adulten Gehirn. In
Letzterem finden sich Stammzellen nur noch in den neurogenen Zonen, in subventrikuldren
Abschnitten und im Gyrus dentatus. Diese Stammzellen kdnnen wahrscheinlich nur in wenige
Zelltypen ausdifferenzieren. Im Gegensatz dazu konnen die Stammzellen aus praktisch allen
Teilen des fetalen Gehirns gewonnen werden. Diese Zellen konnen je nach Ursprung mit
hoher Wahrscheinlichkeit auch in alle Nervenzellen der jeweiligen Region differenzieren.

3. Induzierte pluripotente Stammzellen (IPCs).

In den vergangen Monaten haben die IPCs erhebliche Aufmerksamkeit in der Fach- aber auch
der Boulevardpresse erhalten. Shinya Yamanaka gelang es erstmals, 4 Gene zu identifizieren,
die adulte somatische Zellen in ,,quasi-ES-Zellen* transformieren koénnen (Aoi et al., 2008;
Takahashi and Yamanaka, 2006; Yamanaka, 2008). Allerdings muss erwdhnt werden, dass
diese Gene auch Eigenschaften von Onkogenen besitzen und somit die generierten IPCs
ebenfalls, ein sehr hohes Entartungspotential aufweisen. Dennoch bieten die IPCs enorme
Moglichkeiten. Sollte das Entartungspotential durch eine partielle ,,Reprogrammierung®
gebannt werden, konnten flir jeden Patienten individuelle Ersatzorgane generiert werden.
Schon heute konnen aber von allen Patienten solche Zelllinien angelegt werden, und somit die
Entstehung von bisher unerkldrten Erkrankungen im Reagenzglas simuliert werden. Dies
sollte helfen, viele neue Krankheitsmechanismen zu erkennen.

B. Neurale Stammzellen und die Entwicklung des Gehirns

Es ist mittlerweile gut belegt, dass in der frithen Embryonalentwicklung iiber die Bildung des
Neuralrohres im Gehirn iiberwiegend neurale Stammzellen gebildet werden. Uber diese
Zellen wird die wesentliche Amplifikation der Gehirnzellen ermoglicht. Wahrend in den
ersten Wochen der Entwicklung (4 — 8 Wochen) nur wenige Millionen dieser Vorlduferzellen
vorhanden sind, enthilt das humane adulte Gehirn ja ca. 100 vielleicht sogar 1000 Milliarden
Nervenzellen und dazu ein Vielfaches an Gliazellen. Humane neurale Stammzellen miissen
sich also mindestens 20 mal vervielfachen konnen, um die Entwicklung des Gehirns zu
ermoglichen. Die Regulation dieser Neurogenese aus neuralen Stammzellen ist noch nicht gut
verstanden. Viele Forscher gehen aber davon aus, dass die Entschliisselung dieser
Mechanismen viele Mdglichkeiten fiir neue regenerative Therapien bieten wird.
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