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Dr. Stefan Schildknecht erhielt den Young Scientists Toxicology Award 2014 fir seine
Arbeiten im Rahmen der Etablierung eines zellularen Modells mit dem die wesentlichen
Vorgange der Neurodegeneration von Dopamin-Neuronen bei der Parkinson Erkrankung in
einem in vitro System nachgestellt werden kénnen. Die hierbei generierte LUHMES Zell-
Linie basiert auf menschlichen immortalisierten neuronalen Zellen aus dem Mittelhirn, die
innerhalb einer Woche in postmitotische Nervenzellen mit dopaminergem Phanotyp
ausdifferenziert werden konnen. Um ein breites Anwendungsspektrum der LUHMES zu
erlauben, wurde fur genetische Manipulationen der Zellen ein lentivirales System optimiert,
das durch seine Kassettenstruktur eine hohe Flexibilitat gewéhrleistet. Mit Hilfe diese
Systems wurden LUHMES Subklone generiert, die z.B. das in der Parkinson Erkrankung
wichtige Protein Alpha Synuclein, oder in Mitochondrien lokalisiertes Fluoreszenzprotein
uberexprimieren, mit dessen Hilfe z.B. die Bewegung von Mitochondrien in den Neuriten
lebender Zellen verfolgt werden kann. Eine grundlegende Anforderung an das LUHMES
Modell bestand von Beginn an darin, die wesentlichen pathophysiologischen Prozesse, die aus
in vivo Untersuchungen bekannt sind, widerzuspiegeln. Damit kommt dem chemischen

Ausloser, welcher experimentell zur Induktion der Neurodegeneration verwendet wird,



besondere Bedeutung zu. Im Tiermodell hat sich MPTP als geeigneter Giftstoff etabliert,
welcher diese Kriterien erflllt. MPTP wird in Astrozyten in die aktive Form MPP*
umgewandelt. Um realitdtsnahe Bedingungen in Bezug auf die MPTP Umwandlung zu
erlauben und gleichzeitig die komplexen Interaktionen zwischen Nervenzellen und Gliazellen
in einem in vitro Modell zu integrieren, wurde ein Co-Kultur Modell aus LUHMES und
Astrozyten entwickelt. Wahrend die Behandlung von reinen LUHMES Kulturen mit MPTP
keinen Effekt zeigte, kann in der Co-Kultur mit Astrozyten eine Degeneration der LUHMES
nach MPTP Gabe beobachtet werden. Die MPTP Umwandlung findet in Astrozyten
interessanterweise im Zytosol statt, verursacht hier aber keine nennenswerte Schadigung.
Obwohl diese Beobachtung schon lange bekannt und das MPTP Modell weit verbreitet ist,
konnte hierfiir bisher keine iberzeugende Erklarung gefunden werden. Im Rahmen der hier
vorgestellten Arbeit wurde gezeigt, dass der Export der MPTP Metabolite tber eine instabile
Zwischenstufe ablauft, die im Gegensatz zum Endprodukt MPP* keine Ladung tragt und
somit ohne Hilfe von Transportern passiv die Zellmembran tbergueren kann. Es konnte ferner
gezeigt werden, dass die Bedingungen im extrazellularen Milieu (pH, O-Partialdruck,
eisenhaltige Proteine) die nichtenzymatische Umsetzung des Zwischenproduktes in MPP*
fordern. Sie begunstigen die extrazellulare Bildung von MPP* im Gehirn, welches dann Gber
den Dopamintransporter in dopaminerge Neuronen aufgenommen wird und zu deren

selektiver Degeneration fihrt.
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