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1. Einleitung 

1.1. Morbus Parkinson und Parkinson-Syndrome 

Der Morbus Parkinson (Parkinson’s disease, PD) ist eine progredient verlaufende 

neurodegenerative Erkrankung, deren Prävalenz mit steigendem Lebensalter 

deutlich zunimmt und nach der Alzheimer-Demenz die zweithäufigste 

neurodegenerative Erkrankung weltweit darstellt (7, 88, 118, 139, 209).  

1817 beschrieb der britische Chirurg James Parkinson in seinem Essay „On the 

Shaking Palsy“ („Eine Abhandlung über die Schüttellähmung“) (157) erstmals die 

in der heutigen Zeit als Morbus Parkinson bekannte Erkrankung und stellte den 

Tremor sowie die posturale Instabilität als charakteristische Symptome dar. 

Heutzutage werden Parkinson-Syndrome charakterisiert durch das Vorliegen einer 

Akinese sowie mindestens eines der weiteren Symptome Rigor, Ruhetremor 

und/oder posturale Instabilität (48, 56). Dabei ist die Ausprägung der Symptome 

nicht diagnostisch relevant. Neben diesen Kardinalsymptomen können weitere, 

fakultative Begleitsymptome auftreten, welche sensorischer, vegetativer, 

psychischer sowie kognitiver Art sein können (52, 54). PD ist eine klinische 

Diagnose, welche durch bildgebende Verfahren sowie medikamentöse Tests mit 

L-DOPA oder Apomorphin gesichert werden kann. 

Die Pathogenese der Erkrankung ist noch nicht vollständig geklärt. Es kommt zu 

einem Verlust dopaminerger Neurone (DaN) vorrangig in der Pars compacta der 

Substantia nigra (SnPc). Dieser Verlust an Neuronen scheint zu einem gewissen 

Teil in Verbindung zu stehen zu den Stoffwechselwegen der Autophagie (33, 78, 

159), der Endozytose (3, 44, 67), der Lysosomen (50, 104, 145, 148, 156, 167), 

der Mitochondrien (22, 47, 76, 146, 192, 204, 227) sowie der Immunantwort (33, 

108, 148, 194, 225). Durch den Mangel an Dopamin kommt es zu einer Störung 

der Basalganglienschleife, was zu der klassischen Symptomtrias aus Rigor, 

Tremor und Akinese führt (48, 56).  

Ferner sind auch serotonerge Neurone in den Raphekernen sowie cholinerge 

Neurone im Nucleus basalis Meynert von der Degeneration betroffen, was zu 

einem Mangel der Neurotransmitter Noradrenalin, Serotonin und Acetylcholin und 

damit zu einer Entwicklung einer depressiven sowie dementiellen Symptomatik 

führt (9). Die genaue Ursache für den Verlust der Neurone ist nicht bekannt. Es 
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wird vermutet, dass die Erkrankung zu einem großen Teil auf eine komplexe 

Interaktion zwischen genetischen Faktoren, Umweltfaktoren und dem individuellen 

Lebensstil zurückzuführen ist (122, 152). Neben idiopathischen Formen der 

Erkrankung, welche als idiopathische Parkinson-Syndrome (IPS oder Morbus 

Parkinson) bezeichnet werden, gibt es auch Formen, die auf genetischen 

Mutationen beruhen (hereditäre Parkinson-Syndrome, GPS). 

Polymeropoulos et al. zeigten 1996, dass Mutationen im SNCA-Gen zu den PD-

typischen Krankheitsmechanismen und -symptomen führen können und belegten, 

dass die Veranlagung für diese Erkrankung vererbt werden kann (160). In den 

darauffolgenden Jahren wurden erste Familienanalysen durchgeführt, welche 

zeigen konnten, dass Parkinson eine genetisch heterogene und komplexe 

Erkrankung ist, welche wie in Tabelle 1 dargestellt nicht nur auf SNCA beschränkt 

ist (61, 147, 175, 176). Einige rezessiv vererbte Formen mit frühem Beginn 

wurden durch Mutationen in den Genen PRKN, PINK1 und DJ-1 beschrieben und 

2004 konnte schließlich gezeigt werden, dass eine Mutation in LRRK2 die nach 

aktuellem Stand häufigste autosomal-dominant vererbte PD-assoziierte Mutation 

darstellt (154, 226). 

Gen Mutation Entdeckung Vererbung 

SNCA Missense oder Multiplikation 1997 Dominant 

PRKN Missense oder loss of function 1998 Rezessiv 

DJ-1 Missense 2003 Rezessiv 

LRRK2 Missense 2004 Dominant 

PINK1 Missense oder loss of function 2004 Rezessiv 

Tabelle 1. Wichtige Parkinson-relevante Gene. Neben den dargestellten fünf Genen gibt es noch 

mindestens 15 weitere Gene, die mit der Parkinson-Erkrankung assoziiert sind. Darstellung nach 

Blauwendraat et al., 2020. 

Etwa 5-10 % der PD-Fälle sind monogen bedingt, was bedeutet, dass Mutationen 

in einem einzelnen Gen die Ursache für die Entstehung der Erkrankung sind (54, 

112, 120, 121). In den vergangenen 25 Jahren wurden Parkinson-assoziierte 

Mutationen in mehr als 20 Genen identifiziert, welche jedoch noch immer nicht alle 

monogenetischen oder komplex-genetischen Fälle erklären können.  

Die monogenetischen Parkinson-Syndrome weisen ein klinisches Bild auf, das 

dem der IPS sehr ähnlich ist, jedoch kommt es tendenziell häufiger zu weiteren, 

atypischen Symptomen wie beispielsweise zu Dystonien (15, 29, 120, 133). 
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Neben den idiopathischen und hereditären Parkinson-Syndromen gibt es 

zusätzlich noch die atypischen Parkinson-Syndrome, welche durch eine 

neurodegenerative Grunderkrankung hervorgerufen werden, sowie die 

sekundären Parkinson-Syndrome, welche meist Folge einer antidopaminergen 

Medikation sind, jedoch auch durch Tumoren bedingt sein können. 

Therapeutisch versucht man, das gestörte Gleichgewicht der Neurotransmitter zu 

beeinflussen, was insbesondere über das Beheben des Dopaminmangels durch 

medikamentöse Gabe von L-DOPA geschieht. 

1.1.1. Parkinson-Syndrome durch Mutationen im Parkin-Gen 

Das menschliche Parkin-Gen (PRKN, PARK2) liegt auf dem langen Arm von 

Chromosom 6 (6q25.2-q27) und besitzt 12 Exone (160, 161). Es kodiert für eine 

multifunktionelle E2-abhängige E3-Ubiquitin-Ligase im Zytosol, welche unter 

anderem an der Degradierung intrazellularer Proteine beteiligt ist (29, 123, 178, 

180). 

 

Abbildung 1. Struktur des Parkin-Gens. Parkin besteht aus 465 Aminosäuren und ist bei 

Menschen auf dem langen Arm von Chromosom 6 zu finden. Ubl: Ubiquitin-like, RING: really 

interesting new gene, IBR: in-between RING 

Das Parkin-Protein besteht aus einer N-terminalen Ubiquitin-like-Domäne (Ubl-

Domäne), zwei really interesting new gene-Domänen (RING-Domänen) 0 und 1, 

welche zusammen die carboxyterminale RING-Box bilden, einer In-Between 

RING-Domäne (IBR-Domäne), einem Repressorelement (REP) sowie der RING 2-

Domäne. 

Die drei RING-Domänen sowie die IBR-Domäne können jeweils zwei Zink-Ionen 

binden und somit zur korrekten Faltung des Proteins sowie zur Proteinfunktion 

beitragen (11, 24, 92, 178, 207). Die Ubl-Domäne spielt eine wichtige Rolle bei der 

Erkennung der Enzymsubstrate, dem Einleiten des Ubiquitinierungsvorganges und 

der Regulation der zellulären Parkin-Level und der Parkin-Aktivität (8, 34, 60, 63, 
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170, 206). Das REP bindet die E2-bindende RING 1-Domäne und blockiert diese 

dadurch.  

Als E3-Ubiquitin-Ligase ist Parkin direkt an der Ubiquitinierung beteiligt. Bei 

diesem posttranslationalen Prozess werden abzubauende Proteine durch das 

Anhängen von Ubiquitin markiert (87). Die so markierten Proteine können dann 

mittels des Proteasoms oder durch Lysosomen abgebaut werden, wobei man 

letzteres als Autophagie bezeichnet (165). Für die Ubiquitinierung werden drei 

Enzyme benötigt: E1, E2 und E3. E1 aktiviert das Ubiquitin mittels 

Adenosintriphosphat (ATP) und überträgt es dann auf E2. Das E2-Enzym 

interagiert schließlich mit dem E3-Enzym und transferiert das Ubiquitin auf das 

abzubauende Protein (87, 178). 

Unter physiologischen Bedingungen wird die Ligaseaktivität durch Autoinhibition 

unterdrückt, bestimmte Mutationen oder auch Einwirkung von Hitze unter 

experimentellen Bedingungen können die Aktivität jedoch verstärken. Die 

Autoinhibition weist dabei drei Mechanismen auf (34, 166, 208, 216): 

1. Der Zugang zur katalytischen RING 2-Domäne wird durch die RING 0-

Domäne geblockt. 

2. Die Bindestelle für das E2-Enzym befindet sich auf der RING 1-Domäne, 

welche durch die Ubl-Domäne sowie das REP geblockt wird. 

3. Im inaktiven Zustand ist die Entfernung zwischen der E2-Bindestelle und 

der katalytischen RING 2-Domäne so groß, dass der Ubiquitin-Transfer 

verhindert wird. 

Bei Aktivierung ubiquitiniert Parkin eine Vielzahl an Proteinen im Zytosol und an 

der äußeren Mitochondrienmembran und zeigt dabei eine geringe 

Substratspezifität (32, 173). Zu den Substraten des Enzyms zählen Stoffe, die 

wichtige Funktionen in diversen Stoffwechselwegen aufweisen, wie beispielweise 

α-Synuclein, Synaptotagmin XI sowie Synphillin-1 (94, 181). Bei Patienten mit 

Mutationen im Parkin-Gen kommt es zur Akkumulation dieser Stoffe, was einen 

möglichen Erklärungsansatz für den selektiven Untergang von DaN in der SnPc 

sowie im Locus coeruleus darstellen könnte (42, 202). 

Zusammen mit PINK1 ist Parkin in der Lage, geschädigte Mitochondrien mit 

reduziertem mitochondrialem Membranpotential zu erkennen und die Elimination 
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mittels Ubiquitin-Proteasom- sowie Autophagie-Stoffwechselwegen anzuregen 

(103, 124, 149, 150, 220). 

Auch im Dopaminmetabolismus und bei der Clearance von Proteinen, die als 

Folge von Dopaminoxidation geschädigt wurden, spielt Parkin eine wichtige Rolle. 

Studien konnten zeigen, dass Neurone mit Parkin-Mutation eine verringerte 

Dopaminaufnahme bei gesteigerter spontaner Dopaminfreisetzung aufwiesen (40, 

101, 105). 

Bei Zell-Stress wie beispielsweise der Akkumulation ungefalteter Proteine wird die 

Expression von Parkin hochreguliert, sodass diese Proteine abgebaut werden und 

der Zelluntergang unterdrückt wird (95, 96). Ein Modell mit Parkin-Knockout-Zellen 

konnte höhere Level an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nachweisen (17, 23). 

Das Parkin-assoziierte Parkinson-Syndrom wird autosomal-rezessiv vererbt und 

stellt die häufigste genetische Ursache der Parkinson-Erkrankung mit frühem 

Beginn (Early Onset Parkinson’s Disease, EOPD) dar (18, 85, 138). EOPD 

beschreibt eine Parkinson-Erkrankung, welche vor dem 40. Lebensjahr erstmals 

symptomatisch wird; in einigen Fällen treten auch juvenile Formen mit einem 

Beginn vor dem 20. Lebensjahr auf. Das mediane Erkrankungsalter bei EOPD 

liegt bei 31 Jahren (2, 18, 21, 85, 117, 127, 138). Über 50 % der Fälle von 

autosomal-rezessiv vererbtem EOPD liegen Mutationen im Parkin-Gen zugrunde 

(18, 216). 

Die ersten Mutationen im Parkin-Gen wurden 1998 von Kitada et al. in 

japanischen Patienten mit EOPD beschrieben (109). Es handelte sich dabei 

sowohl um homozygote als auch um gemischt heterozygote Mutationen. Gemischt 

heterozygote Mutationen beschreiben eine Allelkonstellation, bei welcher zwei 

unterschiedlich mutierte Allele des gleichen Gens vorliegen (174). Aktuell sind weit 

über 250 verschiedene Mutationen oder genetische Varianten im Parkin-Gen 

bekannt, welche zum Ausbruch der Erkrankung führen (29). Ein möglicher Grund 

für diese ungewöhnlich hohe Rate an Mutationen könnte die Position dieses Gens 

innerhalb einer sog. fragile site sein, in diesem Fall FRA6E (140). Die Bandbreite 

der möglichen Mutationen erstreckt sich von Punktmutationen über Deletionen 

und Insertionen bis hin zu Deletionen oder Multiplikationen eines oder mehrerer 

Exons. In den meisten Fällen kommt es durch einen Frameshift zu einem 
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vorzeitigen Proteinabbruch oder einer Funktionseinschränkung bzw. -veränderung 

des Proteins (174). 

Neben dem frühen Erkrankungsbeginn und den klassischen Symptomen der 

Erkrankung weist das Parkin-assoziierte GPS auch Befunde auf, welche eine 

klinische Abgrenzung zum IPS möglich machen. Zu diesen Befunden zählen eine 

ausgeprägte tageszeitliche Schwankung der Symptomausprägung, Dystonie und 

Hyperreflexie. Häufig kommt es durch Schlaf zu einer Besserung der 

Symptomatik. Der Krankheitsverlauf ist im Vergleich zum IPS eher langsam 

progredient, das Ansprechen auf Levodopa ist sehr gut (51, 85, 86, 107, 126, 

127). Histopathologisch ist das Besondere an der Parkin-assoziierten 

Parkinsonerkrankung das Fehlen von Lewy-Körperchen, was eine Rolle von 

Parkin bei der Bildung ebenjener Strukturen indiziert. Als Lewy-Körperchen 

werden rundliche Einschlüsse aus abnorm phosphorylierten Proteinen bezeichnet, 

welche im Zytoplasma von Neuronen auftreten und neben der Parkinson-

Erkrankung auch bei der Lewy-Körper-Demenz auftreten (21, 39, 82, 117). 
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1.2. Induzierte pluripotente Stammzellen 

Stammzellen bieten aufgrund ihres Differenzierungspotentials beste Bedingungen, 

um die Auswirkungen von Mutationen und genetischen Varianten detailliert zu 

erforschen. Die Gewinnung solcher Stammzellen aus menschlichen Embryos wirft 

viele ethische Fragen auf, weswegen schon vor mehr als 60 Jahren erste 

Experimente bezüglich einer Reprogrammierung von somatischen Zellen 

durchgeführt wurden. So konnten Gurdon et al. 1958 erfolgreich intestinale 

Epithelzellen in enukleierte Eizellen von Fröschen implantieren (77). 

2006 konnten Takahashi und Yamanaka erstmals erfolgreich pluripotente 

Stammzellen aus Hautzellen adulter Mäuse herstellen (197, 198). Nach 

Retrovirus-vermittelter Transduktion der Zellen fanden sie heraus, dass lediglich 

vier Gene benötigt wurden, um Fibroblasten zu solchen induzierten pluripotenten 

Stammzellen (iPSC) zu reprogrammieren: Oct3/4, Sox2, Klf4 und c-Myc. Die so im 

Labor hergestellten Stammzellen wiesen alle molekularen und funktionellen 

Eigenschaften humaner Stammzellen auf, ohne die komplexen ethischen 

Fragestellungen, welche durch die Verwendung humaner Embryos entstehen, 

aufzuwerfen. Diese wegweisende Arbeit wurde 2012 mit dem Nobelpreis für 

Physiologie und Medizin ausgezeichnet und hat seitdem immer mehr an 

Bedeutung gewonnen (90). 

Nach Entwicklung der iPSC-Technik wurde diese Methode rasch als große 

Chance für die personalisierte Medizin gesehen, um beispielsweise 

Organtransplantate künstlich zu züchten. 2013 generierte eine japanische 

Forschungsgruppe zwei Retinaimplantate aus Fibroblasten von an altersbedingter 

Makuladegeneration erkrankten Patienten (131). Ein Jahr später wurde einer 

ersten Patientin ein Implantat aus iPSC-abgeleitetem Retinaepithel eingesetzt. 

Kurz vor der Operation eines zweiten Patienten wurde diese klinische Studie 

jedoch abgebrochen, da Mutationsanalysen mehrere genetische Veränderungen 

des Implantats zeigten (66). Seitdem wird die sichere Anwendung von iPSC-

abgeleiteten Implantaten in Patienten stark diskutiert. 

Doi et al. starteten 2018 eine neue Studie, in der iPSC-abgeleitete dopaminerge 

Progenitorzellen zur Behandlung von Parkinsonpatienten eingesetzt werden (53, 

196). Endgültige Ergebnisse dieser Studie stehen noch aus. 
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Heute dient die iPSC-Technologie zum größten Teil dem Modellieren von 

Krankheiten oder spezifischen Krankheitsaspekten und dem genauen Verständnis 

von Medikamentenwirkungen auf einzelne Patienten (28, 128, 185). Mithilfe der 

CRISPR/Cas9-Technologie ist es möglich, zwischen den Effekten von 

spezifischen Mutationen und weiteren Mutationen im genetischen Hintergrund der 

Individuen zu unterschieden, indem patientenspezifische isogene iPSCs mit 

korrigierten Mutationen hergestellt werden (10, 16, 20, 41, 79, 130, 172). 

Zusätzlich dazu können spezifische Marker in Zellen eingebracht werden, welche 

beispielsweise die Identifikation von Subtypen ermöglicht (26, 224).  

Um die genetischen Aspekte der Parkinsonerkrankung zu untersuchen, ist es 

wichtig, die dopaminergen Zellen zu untersuchen, da in diesen die pathologischen 

Prozesse ablaufen. Dies gelingt beispielsweise durch Markierung der 

Tyrosinhydroxylase (TH) in den Zellen. Die TH ist das Schlüsselenzym der 

Katecholaminbiosynthese, welches die Oxidation der Aminosäure Tyrosin in 3,4-

Dihydroxyphenylalanin (DOPA) katalysiert (142). Aus DOPA werden anschließend 

die Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin gebildet. Durch 

Markierung dieses Enzyms kann eine möglicherweise veränderte Aktivität 

beobachtet werden (46).  
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1.3. Ziel der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit wurden drei iPS-Zelllinien elektrophysiologisch 

untersucht. Die Zellen wurden aus den Fibroblasten zweier Parkinsonpatienten 

und einer gesunden Kontrollpatientin gewonnen. Die an einem GPS erkrankten 

Patienten wiesen unterschiedliche, komplex-heterozygote Mutationen im Parkin-

Gen auf, wobei eine der Mutationen identisch war.  

Nach Reprogrammierung und Differenzierung der Fibroblasten zu dopaminergen 

Neuronen sollten mögliche elektrophysiologische Unterschiede in den 

Mutationszelllinien im Vergleich zur Kontrollzelllinie aufgedeckt und eingeordnet 

werden. In allen drei Zelllinien wurde zwischen dopaminergen, 

Tyrosinhydroxylase-exprimierenden Zellen (TH+) und nicht-dopaminergen, nicht-

Tyrosinhydroxylase-exprimierenden Zellen (TH–) unterschieden. Da die Parkinson-

Erkrankung mit einem Verlust dopaminerger Neurone einhergeht, ist zu vermuten, 

dass die (Schrittmacher-) Aktivität dieser Zellen im Vergleich zu den Zellen 

gesunder Probanden gestört ist, was in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. 

Dabei wurden neben der Spontanaktivität der Neurone auch weitere 

elektrophysiologische Parameter der Zellen analysiert. 
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2. Material 

Die benötigten Materialien für die Herstellung und Kultivierung der in dieser Arbeit 

verwendeten iPSC-abgeleiteten Zellen wurden vom Institut für Neurogenetik der 

Universität zu Lübeck bereitgestellt. 

Eine detaillierte Auflistung dieser und aller weiteren verwendeten Materialien 

befindet sich im Anhang (Abschnitt 8.2. bis 8.7.). 

2.1. Patientenmaterial 

Die für die Experimente verwendeten iPS-Zellen wurden vom Institut für 

Neurogenetik der Universität zu Lübeck durch Reprogrammierung humaner 

dermaler Fibroblasten generiert. Das Patientenmaterial stammte von einer 

gesunden Probandin und zwei Patienten mit klinisch diagnostiziertem Parkinson-

Syndrom. Beide Erkrankte wiesen kombinierte heterozygote Mutationen im Parkin-

Gen auf. 

Genauere Informationen zu den Spender*innen der Fibroblasten sind in Tabelle 2 

dargestellt. 

Name Labor-

Code 

Alter bei 

Biopsie 

Geschlecht PD-assoziierte 

Mutation (Gen) 

PD-assoziierte 

Mutation 

(Protein) 

818 SFC 

818 

57 Jahre Männlich delEx4, 

c.823 C>T 

Verkürzt, 

p.R275W 

821 SFC 

821 

35 Jahre Weiblich c.823 C>T, 

c.1054 T>C 

p.R275W, 

p.C352R 

Wildtyp 084 63 Jahre Weiblich Keine Keine 

Tabelle 2. Verwendete Spenderzelllinien. Bei den beiden Mutationslinien trägt je ein Allel die 

gleiche Parkinson-assoziierte Mutation; in der zweiten, ebenfalls Parkinson-assoziierten Mutation, 

unterschieden sich die Zelllinien.  

Eine schriftliche Einverständniserklärung der Spender*innen sowie die Bewilligung 

der Studie durch die Ethikkommission lagen dem Institut für Neurogenetik vor. 
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3. Methoden 

3.1. Induzierte pluripotente Stammzellen 

3.1.1. Herstellung iPSC-abgeleiteter Neurone 

Die Arbeitsgruppen Molecular Mechanisms of Parkinson Disease (Leitung: Dr. A. 

Rakovic) und Applied Stem Cell Biology (Leitung: Prof. Dr. P. Seibler) des Instituts 

für Neurogenetik der Universität zu Lübeck führten die Reprogrammierung der 

Fibroblasten und Differenzierung der iPS-Zellen durch und stellten sie zur 

Verfügung. 

3.1.1.1. Reprogrammierung und Fluoreszenzmarkierung 

Zur Reprogrammierung der humanen dermalen Fibroblasten wurde ein nicht-

integrierendes Sendaivirus mit drei Vektoren (codierend für die 

Transkriptionsfaktoren KOS, Klf4 und c-Myc) genutzt, mit welchem die Zellen 

transduziert wurden.  

Um eine visuelle Identifikation Dopamin-produzierender Neurone (TH+) zu 

ermöglichen, wurde mittels der CRISPR/Cas9-Methode ein T2A-mCherry-

Konstrukt an das 5ʹ-Ende des TH-Gens angefügt. Bei Bestrahlung mit grünem 

Licht (Wellenlänge 550 nm) emittieren die dopaminergen Neurone, d.h. die TH+-

Neurone, rotes Licht.  

3.1.1.2. Zelldifferenzierung 

Das Institut für Neurogenetik ging bei der Differenzierung der iPS-Zellen zu 

dopaminergen Neuronen nach dem Protokoll von Kricks et al. (114) vor. Dabei 

wurde den Zellen ein stetig ansteigender Anteil von neuronalen 

Wachstumsfaktoren zugesetzt, bis sie an Tag 20 auf mit Salpetersäure gereinigten 

sowie mit PLO und Laminin beschichteten Deckgläschen ausplattiert werden 

konnten. Im Anschluss daran erfolgten die elektrophysiologischen Messungen wie 

in Abbildung 2 dargestellt. 
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Abbildung 2. Zeitlicher Verlauf der Zelldifferenzierung und Experimentierphase. 

3.1.2. Kultivierung der iPS-Neurone 

Am 21. Tag nach Beginn der Differenzierung wurden die auf Deckgläschen in 24-

Well-Platten liegenden Zellen aus dem Institut für Neurogenetik in das Center for 

Brain, Behaviour and Metabolism für die weiteren Messungen überführt. 

Ein Wechsel des Nährmediums erfolgte alle zwei Tage. Bis einschließlich Tag 40 

nach Beginn der Differenzierung wurden dem Nährmedium zusätzliche Faktoren 

nach dem in Tabelle 3 dargestellten Schema hinzugegeben. 

Dazu wurde zunächst das alte Medium vorsichtig mit einer Pasteurpipette am 

oberen Rand des Wells abgesaugt, bis das Deckgläschen lediglich mit einem 

kleinen Rest Flüssigkeit benetzt war. Anschließend wurden 0,5 ml neues Medium 

(ggf. plus Faktoren) langsam hinzugegeben. 

Substanz Verhältnis Menge pro Well 

AA 1:500 1 µl 

BDNF 1:2000 0,25 µl 

cAMP 1:200 2,5 µl 

DAPT 1:1000 0,5 µl 

GDNF 1:500 1 µl 

TGF ß3 1:2000 0,25 µl 

NB/B27-Medium  0,495 ml 

Tabelle 3. Schema zur Zugabe von Wachstumsfaktoren und Medium bis einschließlich Tag 

40 nach Start der Differenzierung. 



Methoden 

23 
 

3.2. Patch-Clamp-Verfahren  

3.2.1. Elektrophysiologische Grundlagen 

Die Elektrophysiologie beschäftigt sich mit der Messung lokaler 

Potentialänderungen über erregbare Zellmembranen. Neben 

Spannungsänderungen (Aktionspotentiale, AP) kann auch der Stromfluss durch 

einzelne Ionenkanäle aufgezeichnet werden. Eine spezielle Methode stellt die 

Patch-Clamp-Technik dar, bei der sowohl ganze Zellen als auch einzelne 

Membranabschnitte einer Zelle untersucht werden können. 

3.2.1.1. Erregbare Membranen und Aktionspotentiale 

Die Zellmembran dient als Barriere zwischen dem Zytoplasma und dem die Zelle 

umgebenden extrazellulären Raum. Sie besteht zum Großteil aus Phospholipiden 

mit einem lipophilen und einem hydrophilen Molekülanteil. Diese ordnen sich in 

wässrigen Lösungen so an, dass sich eine Lipiddoppelschicht ergibt, bei der die 

hydrophilen Anteile nach außen gerichtet sind (217). Diese Doppelschicht grenzt 

die Zelle zu ihrer Umgebung ab, ermöglicht den Ablauf zellulärer Prozesse und 

bietet Schutz vor chemischen und mechanischen Einflüssen (183). Das 

Zytoplasma, der intrazelluläre Raum, und der extrazelluläre Raum unterscheiden 

sich hinsichtlich ihrer Ionenzusammensetzung, wodurch Konzentrationsgradienten 

entstehen. Diese werden durch aktive und passive Transportprozesse von 

geladenen Teilchen durch Ionenkanäle oder Pumpen aufrechterhalten (49). Durch 

die unterschiedlich verteilten Ladungen auf den beiden Seiten der Membran ergibt 

sich das Ruhemembranpotential, welches in neuronalen Zellen bei etwa -70 mV 

liegt (37, 71, 115, 219).  

Aktionspotentiale dienen der Übermittlung von Informationen. Um ein AP auslösen 

zu können, bedarf es spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle. Erreicht 

ein Reiz ein Neuron, zum Beispiel in Form von Neurotransmittern, welche durch 

ein benachbartes Neuron ausgeschüttet wurden, kommt es durch Bindung dieser 

Neurotransmitter an Rezeptoren in der Zellmembran zu einer initialen 

Depolarisation. Sobald ein definiertes Schwellenpotential erreicht wird, kommt es 

zum Öffnen spannungsabhängiger Natriumkanäle in der Membran und einem 

schnellen Einstrom positiv geladener Natriumionen in das Zellinnere, was zu einer 

schlagartig ansteigenden Depolarisation führt - ein AP wird ausgelöst (Abbildung 

3). Da die spannungsabhängigen Natriumkanäle zeitlich nicht unbegrenzt aktiv 
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sind, sondern schnell inaktivieren, kommt es zur Repolarisation. Der Scheitelpunkt 

der Kurve stellt den Beginn dieser dar. Es öffnen sich spannungsabhängige 

Kaliumkanäle, sodass es zu einem Ausstrom von Kaliumionen kommt. 

Anschließend folgt eine Phase der Hyperpolarisation, welche durch einen 

fortgesetzten Kaliumausstrom verursacht und auch als relative Refraktärzeit 

bezeichnet wird. Anschließend nähert sich die Zelle durch Wiederherstellung der 

ursprünglichen Ladungsverhältnisse mittels Natrium-Kalium-Pumpe ihrem 

Ruhemembranpotential an (89, 151). Die so ablaufenden Prozesse für die 

Entstehung eines AP dauern in Neuronen wenige Millisekunden. Direkt nach 

einem Aktionspotential sind die spannungsabhängigen Natriumkanäle noch 

inaktiv, die Membran ist somit nicht sofort wieder erregbar. Diese Zeitspanne, 

welche knapp 1 ms beträgt, entspricht der absoluten Refraktärzeit und ist wichtig 

für die Erregungsleitung, da sie eine unidirektionale Reizweiterleitung 

gewährleistet. 

 

Abbildung 3. Beispielhaftes neuronales Aktionspotential einer Zelle der Wildtyplinie zum 

Zeitpunkt 2. Es kommt zu einem Natriumioneneinstrom, der das Membranpotential bei Erreichen 

des Schwellenwertes stark ansteigen lässt. Etwas verzögert öffnen Kaliumkanäle. Durch den 

Kaliumionenausstrom kommt es zu einer Repolarisation und abschließenden Hyperpolarisation. 
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3.2.1.2. Intrazellulare Membranpotentialableitungen: Patch-Clamp-Technik 

Mithilfe der Patch-Clamp-Technik können Stromfluss und Spannungsänderungen 

über einzelne Membranabschnitte einer Zelle untersucht werden. 

Dabei können die Experimente in zwei Modi betrieben werden, die man als 

Voltage-Clamp- oder Current-Clamp-Modus bezeichnet. Im Voltage-Clamp-Modus 

ist die Kontrolle des Membranpotentials möglich. Dabei fungiert das Haltepotential, 

welches an die Membran angelegt wird, als künstliches Ruhemembranpotential. In 

diesem Modus wird der Stromfluss aufgezeichnet. Im Current-Clamp-Modus ist die 

Aufzeichnung des natürlichen Membranpotentials einer Zelle möglich. Zusätzlich 

können Ströme in die Zelle injiziert werden. Diese Methode findet Anwendung bei 

der Aufnahme von Aktionspotentialen. 

Um ein Patch-Clamp-Experiment durchzuführen, wird eine Mikropipette mit einer 

Elektrode nah an die Zellmembran der zu untersuchenden Zelle geführt und 

anschließend ein Kontakt hergestellt. Je nach Ziel der Messungen und abhängig 

von der Art der Zellen lässt sich die genaue Art dieses Kontaktes anpassen. Man 

unterscheidet fünf verschiedene Formen dieser sog. Messkonfigurationen, welche 

in Abbildung 4 dargestellt sind. 

 

Abbildung 4. Konfigurationen bei Durchführung von Experimenten mit der Patch-Clamp-

Technik. (A) Attached cell-Konfiguration: Die Pipette geht eine dichte Verbindung (“seal”) mit der 

Membranoberfläche ein. (B) Whole-cell-Konfiguration: Durch Anlegen eines wiederholt kurzen 

Unterdrucks wird eine Verbindung ins Zellinnere geschaffen. (C) Outside-out-Konfiguration: Die 

äußere Seite der Zellmembran wölbt sich in die Badlösung, sodass das zytosolische Milieu 

erhalten bleibt. (D) Inside-out-Konfiguration: Die innere Seite der Zellmembran steht in Kontakt mit 

der Badlösung, das extrazellulare Milieu bleibt erhalten. (E) Perforated-patch-Konfiguration: Nach 

Erreichen der attached-cell-Konfiguration perforiert ein Poren-formendes Antibiotikum in der 

Pipette die Zellmembran. 

Bei allen Konfigurationen wird ein Stromkreis zwischen zwei Elektroden 

geschlossen. Die erste Elektrode befindet sich in der Badlösung, die zweite im 

Inneren der Mikropipette; die Potentialdifferenz zwischen diesen beiden 

Elektroden spiegelt das Membranpotential wider. Die Badlösung ist dabei der 
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Extrazellularflüssigkeit nachempfunden, während die Lösung im Inneren der 

Pipette der Zusammensetzung des Zytosols ähnelt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Messungen in der whole-cell-Konfiguration 

durchgeführt, im Folgenden sollen jedoch auch die anderen möglichen 

Konfigurationen kurz erläutert werden. 

Die attached-cell-Konfiguration ist die erste Konfiguration, welche beim 

Durchführen eines Patch-Clamp-Experiments erzielt wird. Dabei wird durch 

Anlegen eines Unterdrucks eine dichte Verbindung zwischen Pipettenspitze und 

Membran erzeugt. In dieser Messkonfiguration kann nur der Stromfluss durch den 

mit der Pipette abgedeckten Membranbereich gemessen werden, nicht aber das 

Membranpotential (62). 

Zum Erreichen der whole-cell-Konfiguration wird durch wiederholtes Anlegen von 

Unterdruckpulsen eine Verbindung ins Zellinnere geschaffen (45, 177). Da das 

Volumen der Zelle verglichen zu dem der Pipette gering ist, ist davon auszugehen, 

dass die Intrazellularlösung komplett gegen die Pipettenlösung ausgetauscht wird 

(6). Mit dieser Konfiguration können nun elektrophysiologische Messungen wie in 

der vorliegenden Arbeit durchgeführt werden. 

Aus der whole-cell-Konfiguration kann der sog. outside-out-Patch entstehen. 

Dabei bilden die Enden der abgelösten Membranen einen Vesikel an der 

Pipettenspitze, wenn die Pipette vorsichtig von der Zelle zurückgezogen wird 

(210). Der inside-out-Patch entsteht aus der attached-cell-Konfiguration. Die 

Elektrode wird vorsichtig von der intakten Zellmembran entfernt, bis ein Teil dieser 

aus der Zelle gerissen wird. Dabei zeigt die innere Seite der Zellmembran nach 

außen. Inside-out- und outside-out-Konfigurationen werden bevorzugt zur 

Messung der Aktivität einzelner Ionenkanäle genutzt (80, 143). Der in Abbildung 4 

unter E dargestellte Patch wird als perforated patch bezeichnet. Bei diesem 

befindet sich in der Pipette ein Porenbildner, sodass nach der attached cell-

Konfiguration vereinzelte Öffnungen in der Zellmembran geschaffen werden, 

welche für Ionen durchlässig sind, größere Moleküle jedoch nicht passieren lassen 

(6, 91). Diese Konfiguration ähnelt der whole-cell-Konfiguration, da es jedoch nur 

zu kleinen Membranperforationen kommt, bleibt das Zytosol hier nahezu intakt. 

Je nach Fragestellung gibt es verschiedene Aufbauten, um Patch-Clamp-

Experimente durchzuführen. Diese können von simplen Konstruktionen bis hin zu 
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komplexen, hoch differenzierten und automatisierten Setups reichen. Ein 

schematischer Aufbau des verwendeten Patch-Clamp-Setups ist in Abbildung 5 

dargestellt und soll im Folgenden kurz erläutert werden. 

Grundsätzlich wird bei der Patch-Clamp-Technik eine Mikropipette in Kontakt mit 

einer Zellmembran gebracht. Um dies zu ermöglichen, benötigt man ein 

Mikroskop, mit welchem man die Position der Mikropipette und die Zellen 

beobachten kann. Meist kommt ein inverses Mikroskop zum Einsatz, bei welchem 

das Objektiv im Gegensatz zu regulären Mikroskopen unter dem Objekt liegt.  

Dies ermöglicht präzise Bewegungen der Pipetten mithilfe der dreidimensional 

bewegbaren Mikromanipulatoren. Um die Zelle stimulieren und die Reaktionen 

aufzeichnen zu können, werden zusätzlich diverse elektrische Komponenten 

benötigt. 

Da bereits kleine Vibrationen die Qualität der Messungen beeinträchtigen und zum 

Abreißen der Pipette von der Zelle führen können, sind Mikroskop und 

Manipulatoren auf einem schwingungsgedämpften Tisch installiert. Um Einflüsse 

durch elektrische Störquellen in der Umgebung zu reduzieren, wird der gesamte 

Versuchsaufbau in einem Faraday’schen Käfig installiert. 

  

Abbildung 5. Aufbau des Patch-Clamp-Setups. 

Der Verstärker ist die zentrale Komponente des Aufbaus. Er ist mit beiden 

Elektroden verbunden. Die gemessenen Signale werden in ein Spannungssignal 

umgewandelt und digitalisiert.  
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Die mit in Abschnitt 8.4. beschriebener Lösung befüllte Mikropipette wird über 

einen chlorierten Silberdraht gestülpt und am Pipettenhalter befestigt, welcher sich 

im ca. 45°-Winkel zum Objekttisch befindet. Über- und Unterdruck können dann 

über einen Schlauch, welcher seitlich in den Pipettenhalter mündet, appliziert 

werden. 

  

Abbildung 6. Aufbau von Messkammer und Elektrode. 

Die Messkammer (Abbildung 6) liegt über dem Objektiv des Mikroskops. Sie ist 

mit Extrazellularlösung gefüllt, in welcher sich zwei Messsonden befinden. Die 

Elektrode in der Badlösung stellt die erste dieser Sonden dar, die zweite Sonde ist 

ein Temperatursensor, mit welcher die Temperatur der Lösung gemessen werden 

kann. Über die temperierbare Messkammer können definierte Badtemperaturen 

eingestellt werden. 

3.2.2. Herstellung der Mikropipetten 

Die zur Messung verwendeten Mikropipetten wurden aus 1.5 x 1.8 x 100 mm 

Borosilikatglas hergestellt. Dazu wurde eine Glaskapillare in das Pipettenziehgerät 

eingespannt und durch ein eingestelltes dreistufiges Programm mit definierter 

Hitze und Zugspannung zu zwei identischen Mikropipetten ausgezogen (Details 

sind in Tabelle 4 aufgelistet). Die hergestellten Mikropipetten wiesen einen 

durchschnittlichen Öffnungsdurchmesser von 0.5 µm auf, welcher mit Hilfe eines 

Lichtmikroskops überprüft wurde. 

 

 



Methoden 

29 
 

Line Heat Pull Velocity Delay Pressure Ramp 

1 (x2) 573 0 27 1 500 571 

2 (x1) 565 0 24 1 

3 (x1) 565 10 24 1 

Tabelle 4. Einstellungen zur Herstellung der Glasmikropipetten bei einem Ramp-Wert von 

571. 

Im Anschluss wurden die Spitzen der Mikropipetten mit RTV-Silikonkautschuk (vgl. 

Tabelle 5) überzogen. Dies dient der Verringerung der elektrischen Kapazität der 

Glaselektrode, welche zu Störungen in Form von erhöhtem Rauschen und 

schlechter Spannungskontrolle der untersuchten Zelle während der Messung 

führen kann. 

Dafür wurden die Mikropipetten einzeln in eine Mikroschmiede eingespannt und 

die flüssige Silikongummiverbindung mithilfe eines Applikationshakens unter 

lichtmikroskopischer Kontrolle angebracht, ohne dabei die Öffnung der Spitze zu 

verschließen. Um das Silikongummi auszuhärten, wurde anschließend für einige 

Sekunden ein heißer Luftstrom auf die Spitze ausgerichtet.  

Benötigte Materialien: RTV 615 1 Lb-Kit 

Behälter 

Waage 

Hot Plate Stirrer 

1. Substanz A und B im Verhältnis 10:1 abwiegen. 

2. Langsam auf 50 °C erhitzen und mischen, bis die 

entstandene Substanz beginnt, Blasen zu bilden. 

3. Entstandene Silikongummiverbindung zu je ca. 0.5 ml in 2 

ml Gefäße abfüllen und bei –20 °C bis zur Verwendung 

lagern. 

Tabelle 5. Herstellung der Silikongummiverbindung zur Beschichtung der Spitzen der 

Glasmikropipetten. 

Vor jeder Messung wurden die Glasmikropipetten zusätzlich hitzepoliert, um das 

Erzielen einer dichten Zell-Pipetten-Verbindung im Gigaohm-Bereich (Gigaseal) zu 

ermöglichen. Dazu wurden die Mikropipetten erneut in die Mikroschmiede 

eingespannt und so ausgerichtet, dass sich die Spitze nur wenige Mikrometer 

entfernt von einem Heizdraht befand. Dieser Draht wurde dann für einige 

Sekunden erhitzt, wodurch die Ränder der Mikropipettenspitze glattpoliert wurden. 
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Unmittelbar vor der Verwendung als Messelektrode wurde die Mikropipette mit der 

Pipettenlösung befüllt. Dazu wurde zunächst die Spitze der Pipette in die Lösung 

eingebracht und dann Unterdruck appliziert, sodass Flüssigkeit in die Spitze 

gelangen konnte. Im Anschluss wurde unter Verwendung einer Kunststoffkanüle 

weitere Lösung in die Glasmikropipette gegeben, bis diese etwa zur Hälfte befüllt 

war. Um eventuell verbliebene Luftbläschen zu entfernen, wurde die Mikropipette 

vorsichtig geschwenkt und beklopft. 

Die auf diese Weise hergestellten Messelektroden wiesen einen elektrischen 

Widerstand von etwa 3-4 MΩ auf. 

3.2.3. Durchführung der Messung 

Um die elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen mittels der Patch-Clamp-

Technik erfassen zu können, wurde die 24-Well-Platte der gewählten Zelllinie 

zunächst lichtmikroskopisch auf ihre Eignung untersucht. Dabei wurde darauf 

geachtet, dass die Zellen in ihrem Zellverband vital aussahen und noch am 

Deckgläschen hafteten. 

Anschließend wurde je ein Deckgläschen unter der Sterilwerkbank aus einer der 

Vertiefungen der Platte geholt und in die Messkammer, welche vorher mit 1 ml 

Badlösung gefüllt wurde, überführt. 

Um eine geeignete Zelle für die Messung auszuwählen, wurde das gesamte 

Deckgläschen unter einem inversen Mikroskop betrachtet. Die zu analysierenden 

Zellen mussten definierte Kriterien aufweisen: Zum einen sollten sie möglichst 

isoliert liegen und dabei eine längliche bis rundlich-ovale Form aufweisen, zum 

anderen sollten mindestens zwei Fortsätze vorhanden sein, mit denen die 

Neurone in Kontakt mit benachbarten Zellen stehen konnten. 

Durch Bestrahlung mit grünem Licht und Herunterregulieren der 

Durchlichtbeleuchtung wurde visuell überprüft, ob ein rotes Fluoreszieren der 

gewählten Zelle vorhanden war und dies dokumentiert. 

Die verwendeten Pipetten- und Badlösungen wurden in ihrer Zusammensetzung 

den physiologischen Eigenschaften der Intra- und Extrazellularflüssigkeit 

nachempfunden. Dazu wurden sie nach dem in Abschnitt 8.4. aufgeführten 

Schema hergestellt. Ein Aliquot der Pipettenlösung wurde während der kompletten 

Versuchszeit auf Eis gelagert. 



Methoden 

31 
 

Eine Mikropipette wurde mit Pipettenlösung bis zur Hälfte befüllt, über die AgCl-

Elektrode gestülpt und im Pipettenhalter befestigt. Um einer Kontamination der 

Spitze der Glasmikropipette vorzubeugen, wurde ein leichter Überdruck angelegt, 

bevor die Mikropipette in die sich in der Messkammer befindende Badlösung 

eingetaucht wurde. 

Nun wurde ein Testpuls im Voltage-Clamp-Modus appliziert, um die Etablierung 

eines Gigaseals zu überprüfen. Nach Eintauchen der Mikropipettenspitze in die 

Badlösung wurde die Signalantwort erkennbar.  

Der vorher ausgewählten Zelle wurde sich vorsichtig genähert. Sobald die Spitze 

direkt neben der Zelle zu liegen kam, wurde der Spannungs-Offset zwischen Bad- 

und Pipettenlösung ermittelt und korrigiert.  

Anschließend wurde der Zellkontakt durch direktes Ansteuern der Zelle etabliert. 

Der Kontakt wurde durch einen Abfall der Testpulsantwort deutlich, woraufhin der 

Überdruck in der Mikropipette durch einen leichten Unterdruck ersetzt wurde. 

Nach Etablieren eines Seals im GΩ-Bereich wurde eine weitgehend flache 

Stromantwort mit kapazitiven Artefakten am Anfang und Ende des Testpulses 

sichtbar. Diese Artefakte wurden durch die Kapazität der Elektrode hervorgerufen 

und durch Betätigen der Schalttaste Auto im Bereich C-fast durch den Verstärker 

kompensiert. 

Um von der attached-cell-Konfiguration in die whole-cell-Konfiguration zu 

wechseln, wurde das Membranpotential zunächst auf –30 mV gesetzt, um den 

Patch zu stabilisieren und eine plötzliche Depolarisation der Zelle nach dem 

Durchbrechen zu vermeiden. Anschließend wurden kurze, in der Intensität 

langsam kräftiger werdende Unterdruckpulse genutzt, um durch die Zellmembran 

zu brechen. Erneut traten kapazitive Stromspitzen zu Beginn und Ende des 

Testpulses auf, welche durch das Umladen der Membrankapazität hervorgerufen 

wurden. Die Geschwindigkeit, mit welcher sich die Membran auf- bzw. entladen 

kann, wird durch die Kapazität der Membran und den Serienwiderstand bestimmt. 

Um diese Parameter zu kompensieren, wurde die Schalttaste Auto im Bereich C-

slow betätigt. 

Das Membranpotential wurde langsam auf –70 mV heruntergesetzt. Besaßen die 

Zellen noch immer einen Seal im GΩ-Bereich und lag der unkompensierte 

Serienwiderstand unter 20 MΩ, wurde die Messung nach Kompensation des 
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Serienwiderstandes initiiert und die Messprotokolle ausgeführt. Alle Messungen 

erfolgten bei einer definierten Temperatur von 20 °C ± 0,5 °C. 
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3.3. Protokolle  

Im Folgenden werden die verschiedenen Messprotokolle im Voltage- und Current-

Clamp-Modus beschrieben, welche von jeder Zelle aufgenommen wurden, die den 

zuvor genannten Kriterien entsprach. Die ersten beiden Protokolle wurden dabei 

im Voltage-Clamp-Modus durchgeführt, während für die letzten beiden Protokolle 

in den Current-Clamp-Modus gewechselt wurde. Dabei wurde die Software 

PATCHMASTER von HEKA Elektronik verwendet. 

Durch das Zusammentreffen der Pipetten- und Badlösungen entsteht das 

sogenannte Liquid Junction Potential (LJP). Es tritt auf, wenn zwei 

Elektrolytlösungen unterschiedlicher Ionen-Zusammensetzung miteinander in 

Kontakt stehen. Die Ionen diffundieren von der Lösung mit hoher Konzentration in 

die Lösung mit niedrigerer Konzentration. Durch diesen Ionentransfer entsteht 

eine Potentialdifferenz, welche mit den hier verwendeten Lösungen –7 mV beträgt. 

Dieses LJP wurde in den Protokollen berücksichtigt und alle Spannungsangaben 

um diesen Betrag nachträglich korrigiert.  

3.3.1. Messung spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle 

Um die Stromantworten spannungsabhängiger Natrium- (NaV) und Kaliumkanäle 

(KV) im whole-cell-Modus zu messen, wurde ein Doppelpulsprotokoll verwendet. 

 

Abbildung 7. Pulsprotokolle zur Messung spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle. 

(A) Schematische Darstellung des verwendeten Messprotokolls. (B) Repräsentative Stromantwort 

eines TH+-Neurons der Wildtyplinie auf die in A dargestellten Testpulse. 

Die Zellen wurden zunächst für 50 ms auf ein Membranpotential von –107 mV 

gebracht und anschließend mit einer Serie von 20 ms-Pulsen in 10 mV-Schritten 



Methoden 

34 
 

auf –80 mV bis 0 mV depolarisiert, um NaV-spezifische Stromantworten zu 

messen.  

Dem folgte eine 40 ms andauernde Erholungsphase bei –107 mV, bevor eine 

zweite Serie von 80 ms-Testpulsen von 0 mV bis 80 mV in Schritten von 10 mV 

appliziert wurde, um KV-abhängige Ströme zu messen.  

In Abbildung 7 sind das verwendete Protokoll sowie die Stromantworten eines 

repräsentativen TH+-Neurons der Wildtyplinie gezeigt. 

3.3.2. Messung postsynaptischer Ströme 

Um mögliche postsynaptische Ströme (PSCs) darstellen und messen zu können, 

wurden die Zellen auf ein Haltemembranpotential von –77 mV geklemmt. 

Anschließend wurden die spontanen PSCs für mindestens 20 s aufgezeichnet. 

  

Abbildung 8. Messprotokoll zur Messung postsynaptischer Ströme. (A) Schematische 

Darstellung des verwendeten Messprotokolls. (B) Repräsentative Stromantwort eines TH+-Neurons 

der Wildtyplinie auf das in A dargestellte Protokoll. 

3.3.3. Messung des Membranpotentials und der Spontanaktivität: Spontane 

Aktionspotentiale 

Um das Ruhemembranpotential der Zellen zu ermitteln und mögliche spontane 

Oszillationen und Aktionspotentiale zu identifizieren, wurde die Zellaktivität für 

mindestens 40 s bis maximal 200 s aufgezeichnet, ohne dass Strom injiziert 

wurde.  



Methoden 

35 
 

 

Abbildung 9. Messung spontaner Aktionspotentiale. (A) Current-Clamp-Protokoll ohne 

Strominjektion zur Messung spontan generierter Aktionspotentiale. (B) Repräsentative Antwort 

eines TH+-Neurons der Wildtyplinie auf das in A dargestellte Protokoll. 

3.3.4. Evozierte Aktionspotentiale 

Um Aktionspotentiale zu evozieren, wurden die Zellen zunächst auf ein Potential 

von –77 mV geklemmt und anschließend Strompulse mit schrittweise 

ansteigender Stromstärke injiziert. Diese Pulse dauerten jeweils zwei Sekunden, 

die Stromstärke stieg von 40 pA bis 140 pA in Schritten von 20 pA. Zwischen den 

Strompulsen wurde das Membranpotential auf das Haltepotential von –77 mV 

geklemmt. 

 

Abbildung 10. Messprotokoll zur Messung evozierter Aktionspotentiale. (A) Schematische 

Darstellung des verwendeten Messprotokolls zur Messung evozierter Aktionspotentiale. Rot 

dargestellt ist die Strominjektion von 40 pA, schwarz kennzeichnet 0 pA. (B) Repräsentative 

Antwort einer Zelle der Wildtyplinie auf eine Strominjektion von 40 pA. 
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3.4. Auswertung 

Die Auswertung der Messungen erfolgte unter Verwendung der Programme HEKA 

Fitmaster, Microsoft Excel und WaveMetrics IGOR Pro 8. Dabei wurden die Daten 

stets in gleicher Weise analysiert und ausgewertet. Zur statistischen Auswertung 

wurde das Programm IBM SPSS Statistics 21 bzw. 27 verwendet. 

Die Zellen der verschiedenen Linien wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten 

miteinander verglichen. Diese Zeitpunkte umfassten jeweils zwei 

aufeinanderfolgende Wochen und reichten von Woche 4 nach Start der 

Differenzierung bis einschließlich Woche 9 (vgl. Abbildung 2). 

3.4.1. Einschlusskriterien 

Es wurden nur Messungen berücksichtigt, die über den gesamten Messzeitraum 

eine stabile Abdichtung zwischen Zellmembran und Pipette aufwiesen (Seal im 

GΩ-Bereich). Zudem wurden Messungen mit einem unkompensierten 

Serienwiderstand von mehr als 20 MΩ nicht berücksichtigt. 

3.4.2. Bestimmung der Stromdichten der spannungsabhängigen Natrium- und 

Kaliumkanäle 

Die Membrankapazität ist ein Maß für die Membranfläche, also für die Größe einer 

Zelle mit ihren Verzweigungen. Um Zellen unterschiedlicher Größe und 

Morphologie in Bezug auf ihre Zusammensetzung von spannungsabhängigen 

Natrium- und Kaliumkanälen in der Zellmembran miteinander vergleichen zu 

können, wurden die Stromamplituden auf die Kapazität der Membran normiert. 

Durch Auftragen der Maximalstromdichten gegen die dazugehörigen Spannungen 

wurden Stromdichte-Spannungs-Kurven erstellt. Sie geben Aufschluss über die 

spannungsabhängige Aktivierung der zugrundeliegenden NaV- und KV-Kanäle. 

3.4.3. Auswertung postsynaptischer Ströme 

Die postsynaptischen Ströme wurden mittels eines in Igor Pro 8 erstellten Makros 

identifiziert und analysiert. Die Daten wurden mit 1 kHz gefiltert und die erste 

Ableitung berechnet. Als objektives Detektionskriterium diente ein Schwellenwert 

von –5 Standardabweichungen. Automatisch detektierte Ereignisse wurden 

anschließend visuell verifiziert, um Fehldetektionen auszuschließen. 

Die Analyse detektierter PSCs umfasste Anzahl und Amplitude der Ereignisse. 
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3.4.4. Auswertung der spontanen Aktivität 

Zu Beginn dieses Protokolls wurde der Messmodus von Voltage- auf Current-

Clamp-Modus umgeschaltet. Dadurch wird kein Ruhemembranpotential mehr 

vorgegeben und die Zelle kann ihr natives Ruhemembranpotential ausbilden. 

Analysiert wurden Aktionspotentiale im Zeitraum von 5 s - 35 s nach Umschalten 

in den Current-Clamp-Modus; die Detektionsschwelle für Aktionspotentiale betrug 

–20 mV. 

Die Aktionspotentiale wurden hinsichtlich der Schwellenspannung, bei der 

erstmals ein AP spontan auftrat, sowie der Peak-Spannung analysiert. Die 

Datenanalyse erfolgte mithilfe eines Makros in Igor Pro 8. 

3.4.5. Auswertung der Aktivität unter Strominjektion 

Evozierte Aktionspotentiale wurden in gleicher Weise analysiert wie in Abschnitt 

3.4.4 beschrieben. Für das erste evozierte Aktionspotential wurden zusätzlich die 

Amplitude und die zugehörige Stimulationsstromstärke ermittelt. 

Die Reaktion der Zelle auf die erste Strominjektion von –40 pA wurde zusätzlich 

auf einen Membranspannungsabfall innerhalb der ersten Millisekunden nach Start 

der Strominjektion (sog. sag) analysiert. Dazu wurde das Minimum der ersten 500 

ms mit dem Mittelwert des Membranpotentials der letzten 200 ms der 

aufgezeichneten Stromspur verglichen. 
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3.5. Statistische Auswertung  

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler berechnet und dargestellt.  

Mittels der statistischen Analysesoftware IBM SPSS Statistics wurde für 

unabhängige Stichproben der Mann-Whitney-U-Test angewandt, für relative 

Anteile wurde der exakte Test nach Fisher verwendet. 

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Signifikante Unterschiede 

zwischen TH+- und TH–-Zellen innerhalbeiner Zelllinie wurden mit [*] markiert. Um 

die zeitliche Entwicklung einzelner Parameter zu beurteilen, wurden die Daten des 

ersten und dritten Messzeitraums miteinander verglichen und entsprechende 

signifikante Unterschiede mit [x] markiert. Unterschiede zwischen verschieden 

Linien wurden mit [#] gekennzeichnet. Der Alpha-Fehler wurde nicht korrigiert. 

Aufgrund der in dieser Arbeit vorgenommenen Mehrfachvergleiche sind die 

inferenzstatistischen Auswertungen lediglich deskriptiv zu werten (4). 
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4. Ergebnisse 

Um die Auswirkungen kombiniert-heterozygoter Mutationen im Parkinson-

assoziierten Parkin-Gen auf die elektrische Aktivität von SnPc-Neuronen zu 

analysieren, wurden iPSC-abgeleitete dopaminerge Mischkulturen verwendet, die 

aus Spendermaterial von an Parkinson erkrankten Mutationsträgern und von 

gesunden Probanden hergestellt wurden. Diese Kulturen basieren auf Zelllinien, 

welche wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben modifiziert wurden.  

Die Messungen mit der Patch-Clamp-Technik wurden für jede Zelllinie über einen 

Zeitraum von sechs Wochen nach Start der neuronalen Differenzierung 

durchgeführt. Um der hohen Variabilität innerhalb der Kulturen Rechnung zu 

tragen und um eine statistische Auswertung zu ermöglichen, wurden Messungen 

aus je zwei aufeinanderfolgenden Wochen zu einem Analysezeitpunkt 

zusammengefasst (siehe Abbildung 2). 

Der Fokus lag auf dem Vergleich der funktionellen Eigenschaften gesunder 

Neurone („Wildtyp“) mit denen von erkrankten Mutationsträgern. Hierfür wurde die 

Entwicklung der elektrophysiologischen Eigenschaften über die Differenzierungs- 

und Untersuchungsdauer betrachtet. In jeder Linie wurde zwischen TH+- und TH–-

Zellen unterschieden, um potenzielle Unterschiede zwischen den beiden 

Subpopulationen und möglicherweise vorhandene Subtyp-spezifische Effekte der 

Mutationen zu identifizieren.  

Neben der funktionellen Kanalexpression von NaV- und KV-Kanälen, welche 

vonnöten ist, damit Neurone Aktionspotentiale bilden und Informationen 

weiterleiten können, wurde auch die Ausbildung von Netzwerken untersucht. In 

vivo werden diese benötigt, um Informationen zwischen Neuronen zu übertragen.  

Zu Beginn jeder Messung wurde die zu analysierende Zelle lichtmikroskopisch 

begutachtet. Deshalb soll zunächst auf die morphologischen Eigenschaften der 

verschiedenen Zelllinien eingegangen werden. 
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4.1. Qualitative Beschreibung der Zellmorphologie 

Die Zellkulturen stammen von Fibroblasten gesunder Probanden bzw. an 

Parkinson-erkrankter Patienten ab. In Zellkulturen stellen sich Fibroblasten als 

längliche Zellen mit nur wenigen, kurzen Zellausläufern und in meist 

gleichmäßiger Verteilung dar. Vor der Differenzierung zu neuronalen Zellen 

erfolgte die Reprogrammierung der Fibroblasten zu Stammzellen, welche sich in 

der Zellkultur als rundliche Zellen mit einer homogenen Zellverteilung zeigen. 

 

Abbildung 11. Repräsentative Darstellung der mCherry-Fluoreszenz von TH+-iPS-Zellen bei 

Anregung mit grünem Licht. Aufgrund der wenigen verfügbaren Zellen wurden keine eigenen 

Aufnahmen gemacht, weshalb dieses Bild eine vergleichbare iPSC-abgeleitete Reporterkultur 

zeigt. Das Bild wurde freundlicherweise vom Institut für Neurogenetik zur Verfügung gestellt. 

Die Verteilung von TH+- und TH–-Zellen wird in Abbildung 11 beispielhaft an Zellen 

eines gesunden Kontrollprobanden dargestellt. Die abgebildete Zelllinie stellt 

ausdifferenzierte Neurone dar, welche wie die in dieser Arbeit verwendeten 

Zelllinien mit einem Reportersystem zur Erkennung von TH ausgestattet wurden.  

Die Zellen wiesen eine neuronale Morphologie auf. Sie stellten sich rundlich-oval 

dar, wiesen lange, weitverzweigte Ausläufer auf und formten Zellcluster. Der Anteil 

der nicht-dopaminergen TH--Zellen war visuell deutlich höher als der Anteil der 

dopaminergen TH+-Zellen.  

Besonders stark fluoreszierenden Zellen waren vornehmlich in Clustern zu finden 

und besaßen viele Ausläufer. Nicht immer waren die einzelnen Zellen in den 

Clustern deutlich voneinander abzugrenzen, weshalb hauptsächlich die zuäußerst 

liegenden Zellen für Messungen verwendet wurden. Es konnten auch außerhalb 
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der Cluster vereinzelt fluoreszierende Zellen identifiziert werden, deren 

Fluoreszenzsignal jedoch deutlich schwächer war. 

Die Zellen der Wildtyplinie 084 und die der Linie 818 ähnelten bereits zu Beginn 

des Messzeitraumes sehr den in Abbildung 11 dargestellten Zellen. In beiden 

Linien wiesen die Zellen eine neuronale Morphologie auf. Die Cluster, welche in 

ihrer Ausprägung bei den Zellen der Wildtyplinie initial stärker ausgeprägt waren 

als bei der Linie 818, nahmen im Verlaufe der Differenzierung an Größe und 

Anzahl zu. Auch kam es bei beiden Linien zu einem starken Zuwachs an 

Zellfortsätzen, was den neuronalen Charakter der Kulturen unterstreicht und auf 

die Ausbildung von Netzwerken hinweist. 

Während fluoreszierende Zellen in der Wildtypkultur bereits zu Beginn der 

Messungen sichtbar waren, konnte man diese bei der Linie 818 erst sieben Tage 

nach Start der Messungen, d.h. ab dem 29. Tag nach Start der Differenzierung 

beobachten. Eine quantitative Auszählung war mit den verfügbaren Mitteln am 

Patch-Clamp-Setup nicht möglich. 

Die Zellen der Linie 821 wiesen vor allem zu Beginn der Differenzierungsphase 

ein nur wenig neuronal differenziertes Aussehen auf. Die einzelnen Zellen stellten 

sich rundlich und nur vereinzelt mit Ausläufern dar, zumeist waren sie avital 

verändert (siehe auch Abbildung 12). Ab dem zweiten Analysezeitpunkt (Tag 39 

der Differenzierung, siehe Abbildung 2) ähnelten viele der Zellen in ihrem Äußeren 

sehr denen des ersten Zeitpunktes. Nur wenige Zellen entwickelten ein 

neuronales Aussehen, die Mehrheit behielt die rundliche, nicht-neuronale 

Morphologie bei. Ab der achten Woche nach Beginn der Differenzierung 

veränderte sich die Morphologie der Zellen dieser Mutationslinie deutlich: Die 

Zellen nahmen eine mehr und mehr neuronale Morphologie an, charakterisiert 

durch ein längliches Aussehen der Zellkörper, einige sehr lange Fortsätze und 

kleine Cluster. 

Der Anteil der TH+-Zellen in dieser Linie war sehr gering. Fluoreszierende Zellen 

waren nur vereinzelt sichtbar, mehrere Deckgläschen enthielten keinerlei TH+-

Zellen. 
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Abbildung 12. Lichtmikroskopische Aufnahmen: Neuronale Morphologie der verwendeten 

Zelllinien. (A) Übersichtsbild (20-fache Vergrößerung) der Wildtypzelllinie mit dreidimensionalen 

Zellclustern. (B) Eine höhere Vergrößerung (40-fach) zeigt einzelne Somata in der Peripherie. Zum 

Zeitpunkt 2, d.h. 6-7 Wochen nach Start der Differenzierung wiesen die Zellen eine neuronale 

Morphologie auf. Die Somata waren länglich-oval und entwickelten Neuriten, die Netzwerke 

bildeten. (C, D) Aufnahmen der Zelllinie 818 wie in A und B. (E, F) Aufnahmen der Mutationslinie 

821. In (E) zeigen sich vereinzelte Somata ohne Zellcluster. Die Differenzierung dieser Zelllinie 

wurde von einem ausgeprägten Zellsterben begleitet. Es sind keine neuronal differenzierten Zellen 

zu erkennen. (F) Zum Zeitpunkt 3, d.h. 8-9 Wochen nach dem Start der Differenzierung, ist bei 

einzelnen Zellen eine neuronale Morphologie zu erahnen. 
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4.2. Elektrophysiologische Eigenschaften der drei Zelllinien 

4.2.1. Funktionelle Analyse spannungsabhängiger Ionenkanäle 

Spannungsabhängige Natrium- und Kalium-Kanäle sind wichtig für Neurone, da 

sie eine elementare Rolle in der Entstehung und Fortleitung von 

Aktionspotentialen spielen (siehe Abschnitt 3.2.1.). 

NaV- und KV-vermittelte Ionenströme wurden im Voltage-Clamp-Modus mithilfe 

eines Doppelpulsprotokolls aus zwei aufeinanderfolgenden Testpulsserien 

analysiert. Ausgehend von einem Haltepotential von –107 mV wurde eine erste 

Serie von 20 ms Pulsen mit Spannungen von –87 mV bis –7 mV in 10 mV 

Schritten appliziert, gefolgt von einer 40 ms dauernden Erholungsphase bei –107 

mV. Daran anschließend folgte eine zweite Pulsserie von 80 ms-dauernden 

Pulsen mit Spannungen von –7 mV bis +73 mV (vgl. Abbildung 7). 

 

Abbildung 13. Charakteristisches Schaltverhalten der NaV- und KV-Kanäle. (A) Kurze 

Spannungspulse (oben) zwischen –47 mV und –17 mV triggerten vorwiegend transiente 

Einwärtsströme (unten), wie sie für NaV-Kanäle typisch sind. (B) Ab einer Spannung von etwa –7 

mV (oben) aktivierten zusätzlich KV-Kanäle (unten), welche einen nicht-inaktivierenden 

Auswärtsstrom generierten.  

Wie in Abbildung 13 dargestellt, bewirkte der erste Teil des Doppelpulses ab einer 

Spannung von durchschnittlich –47 mV einen schnell aktivierenden Einwärtsstrom. 

Der maximale Einwärtsstrom wurde bei –37 mV erreicht und fiel mit weiter 

zunehmender Testpulsspannung wieder ab. Diese Spannungsabhängigkeit der 

Stromamplituden ist typisch für NaV-Kanäle und ist im Anhang in Abschnitt 8.1. für 
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alle untersuchten Linien dargestellt. Aufgrund der in Abschnitt 3.2.1. 

beschriebenen physiologischen Verhältnisse ist dieser Ionenstrom als Einstrom 

von Natriumionen in die Zelle zu werten. Die spannungsabhängigen 

Natriumkanäle werden durch eine Änderung des Membranpotentials geöffnet und 

kurz darauf bei anhaltender Depolarisation inaktiviert. Erst eine Repolarisation der 

Zelle führt zur erneuten Aktivierbarkeit der Kanäle.  

Der zweite Testpuls diente zur Aktivierung von KV-Kanälen. Während bei niedrigen 

Spannungen lediglich NaV-vermittelte Ströme zu sehen waren, wurden ab etwa –7 

mV zusätzlich KV-assoziierte Ströme gemessen. Diese zeigten sich als ein 

langsamer auswärtsgerichteter Strom, welcher mit positiver werdender 

Testpulsspannung größer wurde und keine nennenswerte Inaktivierung aufwies. 

Wie in Abschnitt 3.2.1. beschrieben ist dieses Verhalten kompatibel mit dem 

spannungsabhängiger Kaliumkanäle.  

Mittels der aufgezeichneten Stromamplituden und der ermittelten 

Membrankapazität war es möglich, indirekt auf die Level der in der Zellmembran 

vorhandenen Ionenkanäle rückzuschließen. Dazu wurden die Stromantworten der 

Spannungspulse analysiert, welche die Zelle auf –27 mV bzw. auf 73 mV 

depolarisierten. Der Spannungswert von –27 mV wurden gewählt, da bei dieser 

Spannung zwar NaV-Kanäle, jedoch nahezu keine KV-Kanäle aktiv sind. Das 

Umkehrpotential für Natrium liegt bei den gegebenen Bedingungen rechnerisch 

bei 68,4 mV, weswegen der Puls bei 73 mV gewählt wurde, um KV-vermittelte 

Stromantworten ohne NaV-Einflüsse zu analysieren.  

Um den Vergleich unterschiedlich großer Zellen möglich zu machen, wurden die 

Stromamplituden auf die Membrankapazität der Zelle normiert, woraus 

Stromdichten resultierten.  

Die beschriebenen Parameter werden im Folgenden als Funktion der 

Differenzierungsdauer und TH-Expression dargestellt. Alle drei Zelllinien 

generierten sowohl KV- als auch NaV-vermittelte Ströme. Im Verlauf der 

Differenzierung entwickelten sich bei den einzelnen Linien jedoch abhängig von 

der TH-Expression unterschiedliche Trends, was in Abbildung 14 dargestellt ist. 

Die Wildtyplinie und die Mutationslinie 818 nahmen eine ähnliche Entwicklung: Die 

Natriumstromdichte war zum Zeitpunkt 2 sowohl bei den TH+- als auch bei den 

TH–-Zellen am höchsten und näherte sich am dritten Zeitpunkt dem Ausgangswert 
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an; es fand somit eine transiente Änderung statt. Während die TH+-Zellen der 

Linie 818 schon von Beginn an etwas mehr Natriumströme aufwiesen als jene des 

Wildtyps, wurde dieser Unterschied erst zum dritten Zeitpunkt signifikant, an 

welchem auch ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zellreihen dieser 

Mutationslinie vorlag.  

Die Kaliumstromdichte zeigte sich bei den TH–-Zellen des Wildtyps sowie bei 

beiden Zellreihen der Mutationslinie 818 rückläufig, wobei die TH+-Zellen der Linie 

818 zu jedem Zeitpunkt eine höhere Kaliumstromdichte aufweisen als die Zellen 

des Wildtyps. Diese Unterschied ist zum Zeitpunkt 3 statistisch signifikant. Bei den 

Wildtypzellen zeigten die TH+- Zellen zu Beginn der Messungen eine signifikant 

geringere Stromdichte als die TH–-Zellen (172 ±1,3 pA/pF im Vergleich zu 253 ± 

2,5 pA/pF). Im zeitlichen Verlauf hob sich dieser Unterschied wieder auf und die 

TH+-Zellen wiesen etwas größere Stromdichten auf, welche sich jedoch nicht 

signifikant von den TH–-Zellen unterschieden. 

Die Zellen der Mutationslinie 821 sind aufgrund der verzögerten morphologischen 

Entwicklung und deutlich geringeren Messungen nicht direkt mit den anderen 

Zelllinien vergleichbar. Zu Beginn waren kaum messbare Level von Nav- bzw. KV-

Kanälen vorhanden, welche im Verlauf der Differenzierung anstiegen. Am dritten 

Zeitpunkt konnten im Vergleich zum Wildtyp signifikant höhere Natrium- und 

Kaliumströme bei den TH–-Zellen nachgewiesen werden. Die gemessenen 

Stromdichten der TH+-Zellen dieser Mutationslinie sind aufgrund einer geringen 

Zellzahl nicht aussagekräftig, gleichen jedoch qualitativ denen der TH+-Zellen der 

Mutationslinie 818. 
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Abbildung 14. Aktivität spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle. (A-C) 

Repräsentative Stromantworten der iPSC-abgeleiteten TH–- und TH+-Neurone der untersuchten 

Zelllinien auf Testspannungen von –27 mV und 73 mV zum Zeitpunkt 2. (D) Durchschnittliche 

Membrankapazität (oben) sowie KV- (Mitte) und NaV-assoziierte (unten) Stromdichten der TH–- und 

TH+-iPSC-abgeleiteten Neurone zu verschiedenen Zeitpunkten nach Start der neuronalen 

Differenzierung. Die Daten wurden aus Experimenten wie in A-C gezeigt erhoben. Dargestellt sind 

Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte, verbunden mit durchgezogenen Linien. Die Anzahlen 

experimenteller Replikate sind in Klammern angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen TH–- 

und TH+-Zellen innerhalb einer Linie wurden mit *, zwischen Zeitpunkt 1 und 3 mit x und zwischen 

der Wildtyplinie und den Linien 818 sowie 821 mit # markiert. Für die Signifikanzniveaus gilt: */#/x 

P < 0,05. 

Um die Größe der Zellen abschätzen zu können, wurde der Parameter der 

Membrankapazität Cm herangezogen, über welchen indirekt auf die Größe der 

Membranfläche geschlossen werden kann. Es ist jedoch die Tatsache zu 

berücksichtigen, dass die Größe einer Zelle auch durch die Anzahl und Länge 

ihrer Fortsätze bestimmt wird und deren Membrananteile nur zum Teil in diesen 

Parameter einfließen. Aus diesem Grund sind mit der Membrankapazität Cm nur 

grobe Trends in Bezug auf die Zellgröße zu erfassen. 
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Über den Beobachtungszeitraum war die Membrankapazität der Zellen aller drei 

Linien stetig ansteigend; die Zellen der Linie 821 waren jedoch zu jedem Zeitpunkt 

etwas kleiner als die der anderen Zelllinien. Die ansteigende Membrankapazität ist 

als Hinweis auf eine zunehmende Zellgröße und die Ausbildung von 

Zellausläufern zu verstehen und typisch für eine sich entwickelnde Kultur. Die 

Wildtyplinie und die Linie 818 zeigten beide eine signifikante Entwicklung von 

Zeitpunkt 1 zu Zeitpunkt 3. Eine beobachtete Entwicklung bei den Zellen der Linie 

821 beschränkte sich auf die TH--Zellen, war jedoch nicht statistisch signifikant 

und kann aus den bereits genannten Gründen lediglich einen groben Trend 

angeben.  

Bezüglich der Aktivität spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle ähnelten 

sich die Wildtyplinie und die Mutationsträgerlinie 818 stark und wiesen nur wenige 

Unterschiede hinsichtlich der untersuchten Parameter auf. Die Mutationslinie 821 

verhielt sich hingegen anders: Wie bereits in Abschnitt 4.1. beschrieben lagen nur 

vereinzelt TH+-Neurone vor und die neuronale Entwicklung schien im Vergleich zu 

den anderen beiden Linien deutlich verlangsamt oder unvollständig zu sein. 

4.2.2. Postsynaptische Ströme als Indikator neuronaler Vernetzung 

Die synaptischen Verschaltungen zwischen einzelnen Neuronen dienen der 

Kommunikation der Zellen untereinander. Als Hinweis darauf können spontane, 

relativ kleine, an der Membran der postsynaptischen Zelle auftretende Ströme 

gewertet werden (sogenannte postsynaptische Ströme). Diese wurden ebenfalls 

im Voltage-Clamp-Modus aufgezeichnet und geben einen Hinweis auf die 

Netzwerkaktivität der iPS-Neurone. 

Um spontane postsynaptische Ströme zu messen, wurden die Zellen auf ein 

Membranpotential von –77 mV geklemmt (vgl. Abbildung 8). Stimulationspulse 

wurden nicht appliziert.  
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Abbildung 15. Postsynaptische Ströme der verschiedenen Zelllinien. (A) Repräsentative PSCs 

der verschiedenen Zelllinien bei einem Haltepotential von –77 mV zum Zeitpunkt 2. Im oberen Teil 

sind die spontanen Ströme der Zellen über eine Messdauer von 1 s dargestellt, im unteren Teil 

sind repräsentative PSCs in höherer zeitlicher Auflösung abgebildet. (B) Zeitliche Entwicklung des 

prozentualen Anteils der PSC-ausbildenden Zellen, bezogen auf die Gesamtanzahl analysierter 

Zellen. Die Daten wurden aus Messungen wie in A gezeigt erhoben. Die Anzahlen experimenteller 

Replikate sind in Klammern angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen TH–- und TH+-Zellen 

innerhalb einer Linie wurden mit *, zwischen Zeitpunkt 1 und 3 mit x und zwischen Wildtyplinie und 

den Linien 818 sowie 821 mit # markiert. Für die Signifikanzniveaus gilt: */#/x P < 0,05. 

Die Gesamtanzahl der PSC-ausbildenden Zellen stieg bei den TH+- Zellen der 

Wildtyplinie und der Linie 818 über den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg 

an, verlief jedoch nur bei den Zellen des Wildtyps signifikant. Bei den Zellen der 

Linie 818 traten etwas häufiger PSCs auf, was jedoch nur am ersten 

Untersuchungszeitpunkt statistisch signifikant war (vgl. Abbildung 15). 

Nur wenige Zellen der Linie 821 wiesen PSCs auf. Die TH–-Zellen zeigten 

tendenziell seltener PSCs als die Zellen der Wildtyplinie, jedoch war dieser Trend 
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nicht statistisch signifikant. Aufgrund von nur zwei erfolgreichen Messungen war 

eine valide Aussage zur Häufigkeit von PSCs in der TH+-Subpopulation dieser 

Linie nicht möglich.  

Aus weiterführenden Analysen der PSCs lassen sich keine verlässlichen 

Aussagen ableiten, da jeweils nur wenige Messungen durchgeführt werden 

konnten, welche zudem eine hohe Variabilität aufwiesen. Eine Analyse des 

Spannungspeaks, Anzahl der spontan auftretenden postsynaptischen Ströme pro 

Zelle pro Linie sowie onset und decay der PSCs (Zeit, die ein postsynaptischer 

Strom benötigte, um von der Ausgangsspannung ausgehend zu fallen bzw. zu 

steigen) ist graphisch dargestellt im Anhang in Abschnitt 8.1. zu finden. 

4.2.3. Spontane Aktionspotentiale 

Eine charakteristische Eigenschaft dopaminerger Neurone in vivo ist das 

Ausbilden spontaner Aktionspotentiale. Diese Fähigkeit wurde im Current-Clamp-

Modus untersucht. 

Alle Aktionspotentiale, welche die in Abschnitt 3.4.4. erläuterten Kriterien erfüllten, 

gingen in die Analyse ein. Dabei feuerten manche Zellen nur ein Aktionspotential, 

während andere mehrere aufeinanderfolgende APs oder kontinuierlich feuerten. 

Zwischen den einzelnen Linien und Subpopulationen gab es hinsichtlich der 

Feuercharakteristik keine klaren Trends. 

Der Anteil der Zellen, welche spontan Aktionspotentiale feuerten, wurde im Verlauf 

der Differenzierung (wie in Abbildung 16 dargestellt) sowohl bei den Zellen der 

Wildtyplinie als auch bei den Zellen der Mutationslinie 818 größer. Die TH+-Zellen 

beider Linien waren zu allen Zeitpunkten aktiver als die TH–-Zellen.  

Die TH+-Zellen der Linie 818 unterschieden sich bezüglich ihres spontanen 

Feuerverhaltens am ersten Zeitpunkt signifikant von den TH+-Zellen der 

Wildtyplinie, welche seltener Aktionspotentiale ausbildeten. Bei den TH–-Zellen der 

Linie 818 fiel auf, dass diese zu diesem Zeitpunkt noch keine spontanen 

Aktionspotentiale ausbildeten. Diese Tatsache war auch bei den Zellen der 

Wildtyplinie zu beobachten. 
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Abbildung 16. Spontanaktivität in iPSC-abgeleiteten dopaminergen Kulturen. (A) 

Repräsentative Aufzeichnung von Aktionspotentialmessungen der drei Linien zum Zeitpunkt 2. Die 

gestrichelte Linie markiert 0 mV. Pro Zelllinie sind exemplarisch je zwei Messungen von TH+- und 

TH–- Zellen dargestellt. (B) Zeitliche Entwicklung des prozentualen Anteils spontan feuernder 

Zellen an der Gesamtanzahl gemessener Zellen. (C) Die Aktionspotentiale wurden hinsichtlich der 

Schwellenwertspannung untersucht. Zusätzlich wurde der durchschnittliche Peak der 

Aktionspotentiale ermittelt. Die Daten wurden aus Messungen wie in A gezeigt erhoben. Die 

Datenpunkte repräsentieren Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte, verbunden mit 

durchgezogenen Linien. Die Anzahlen unabhängiger Messungen sind für B und C in Klammern 

angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen TH–- und TH+-Zellen innerhalb einer Linie wurden 

mit *, zwischen Zeitpunkt 1 und 3 mit x und zwischen Wildtyplinie und den Linien 818 sowie 821 mit 

# markiert. Für die Signifikanzniveaus gilt: */#/x P < 0,05. 
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Bezüglich des Peaks und der Schwellenspannung der Aktionspotentiale 

unterschieden sich die beiden Zellarten der Wildtyplinie und der Linie 818 nicht 

signifikant. Auffallend war jedoch, dass je höher der Anteil der feuernden Zellen 

war, desto weniger negativ, also höher waren auch die Spannungsschwelle und 

der Aktionspotentialpeak. 

Bei den Zellen der Mutationslinie 821 ließen sich nur wenige Zellen beobachten, 

welche spontan APs feuerten. Diese konnten lediglich am dritten Zeitpunkt 

gemessen werden und ähnelten bezüglich des Peak und der Schwellenspannung 

der APs den anderen beiden Zelllinien. 

4.2.4. Aktionspotentiale durch Injektion von Strompulsen: Evozierte 

Aktionspotentiale  

Nicht alle Zellen waren in der Lage, spontan Aktionspotentiale zu feuern. Um auch 

die Aktionspotentiale nicht spontan feuernder Zellen beurteilen zu können, wurden 

zweisekündige Strompulse zwischen –40 pA und 140 pA in Zellen injiziert, die 

zuvor auf ein Haltepotential von –77 mV geklemmt wurden (Low-Frequency-

Voltage-Clamp; vgl. Abbildung 17). Dadurch konnten in den meisten Fällen 

Aktionspotentiale evoziert werden.  

  
Abbildung 17. Exemplarisches Verhalten einer Zelle auf zweisekündige Strompulse. 

Die Zellen der Wildtyplinie unterschieden sich zu den verschiedenen Zeitpunkten 

in ihrer Fähigkeit, bei Strominjektion APs auszubilden, nicht signifikant 

voneinander. Die TH+-Zellen konnten tendenziell häufiger durch Strominjektion 

zum Feuern von Aktionspotentialen stimuliert werden (vgl. Abbildung 18).  

Der Anteil der TH–-Zellen, die evozierte Aktionspotentiale ausbildeten, nahm bei 

der Linie 818 über die Zeit ab. Die TH+-Zellen waren zu Beginn und zu Ende der 

Differenzierungsphase aktiver als die TH–-Zellen, jedoch war dieser Unterschied 

statistisch nicht-signifikant. 

Bei den Zellen der Mutationslinie 821 nahm der Anteil der AP-ausbildenden TH–-

Zellen im Laufe der Zeit zu. Die Ergebnisse der Messungen der TH+-Zellen dieser 

Zelllinie sind nicht mit den anderen Zelllinien vergleichbar und erlauben keine 

Analyse, da die Anzahl an Daten zu gering ist. Es konnten lediglich zwei 
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Messungen durchgeführt und dabei nur bei einer davon Aktionspotentiale 

hervorgerufen werden.  

Der AP-Peak der Zellen des Wildtyps zeigte zu den verschiedenen 

Messzeitpunkten keine signifikanten Unterschiede. Es stellte sich bei den TH+-

Zellen ein statistisch signifikanter Anstieg des Peaks dar. Der Strom, bei welchem 

das erste AP gefeuert wurde, bewegte sich für den Wildtyp über die gesamte 

beobachtete Zeitdauer hinweg zwischen 50 und 80 pA für beide Subpopulationen. 

Die beiden Subpopulationen der Mutationslinie 818 ähneln im zeitlichen Verlauf 

denen der Wildtyplinie. Die Stimulationsstromstärke, bei welcher das erste AP 

ausgelöst wurde, nahm bei den TH–-Zellen über die Zeit ab; bei den TH+-Zellen 

variierte dieser Wert. Im Allgemeinen lag sie bei dieser Zelllinie unter der des 

Wildtyps, was konsistent ist mit der höheren Spontanaktivität dieser Linie. 

Die Messungen der TH–-Zellen zum Zeitpunkt 1 sowie die der TH+-Zellen zum 

Zeitpunkt 2 der Linie 821 wurden wie bereits angeführt nicht statistisch mit den 

anderen Linien verglichen. Der Peak der TH–-Zellen stellte sich konstant und nicht 

signifikant unterschiedlich zum Wildtyp dar.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Wildtyplinie und die Mutationslinie 818 

eine vergleichbare Erregbarkeit sowie ein sehr ähnliches Feuerverhalten 

aufwiesen und eine ausführlichere Analyse der Daten der Linie 821 nicht möglich 

war. 
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Abbildung 18. Evoziertes Feuerverhalten der iPSC-abgeleiteten dopaminergen Kulturen. (A-

C) Repräsentative Reaktion der Zellen auf eine Strominjektion von 40 pA zum Zeitpunkt 2. Für jede 

Subpopulation (TH–/TH+) einer Zelllinie sind zwei unabhängige Messungen dargestellt, da manche 

Zellen nur ein Aktionspotential zeigten, andere jedoch mehrere APs feuerten. (D) Zeitliche 

Entwicklung des prozentualen Anteils feuernder Zellen. (E) Das erste aufgezeichnete 

Aktionspotential wurde hinsichtlich der maximal erreichten Spannung (Peak) sowie der 

dazugehörigen Stimulationsstromstärke analysiert. Die Daten wurden aus Experimenten wie in A-C 

gezeigt, erhoben. In (E) sind Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte, verbunden mit 

durchgezogenen Linien gezeigt. Die Anzahlen experimenteller Replikate sind in Klammern 

angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen TH–- und TH+-Zellen innerhalb einer Linie wurden 

mit *, zwischen Zeitpunkt 1 und 3 mit x und zwischen Wildtyplinie und den Linien 818 sowie 821 mit 

# markiert. Für die Signifikanzniveaus gilt: */#/x P < 0,05. 

4.2.4.1. Sag bei Injektion eines Strompulses von –40 pA 

 

Abbildung 19. Exemplarische Darstellung des Spannungs-Sags einer Zelle der Wildtyplinie, 

gemessen bei einer Strominjektion von –40 pA. 
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Dopaminerge Neurone generieren einen sog. Ih-Strom, welcher durch die Aktivität 

des hyperpolarisationsaktivierten HCN-Kanals verursacht wird. Dieser bewirkt bei 

Aktivierung eine transiente Hyperpolarisation (sog. voltage sag) der Zellen wie in 

Abbildung 19 exemplarisch dargestellt. Dieser sag wurde bei einem Strompuls von 

–40 pA aufgezeichnet und quantifiziert. 

 

Abbildung 20. Ausbildung eines hyperpolarisierenden Spannungs-Sags in iPSC-abgeleiteten 

dopaminergen Kulturen. (A) Zeitliche Entwicklung des prozentualen Anteils der Sag-

ausbildenden Zellen. Der Sag wurde mit einer Strominjektion von –40 pA ausgelöst. (B) Zeitliche 

Entwicklung der durchschnittlichen Amplitude des Sags der drei Zelllinien. Dargestellt sind in A 

prozentuale Anteile, in B Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte, verbunden mit 

durchgezogenen Linien. Die Anzahlen experimenteller Replikate sind in Klammern angegeben. 

Signifikante Unterschiede zwischen TH–- und TH+-Zellen innerhalb einer Linie wurden mit *, 

zwischen Zeitpunkt 1 und 3 mit x und zwischen Wildtyplinie und den Linien 818 sowie 821 mit # 

markiert. Für die Signifikanzniveaus gilt: */#/x P < 0,05. 

In allen drei Zelllinien stellte sich der Anteil der Zellen mit sag bei den TH+-Zellen 

höher als bei den TH–-Zellen dar, jedoch zeigte sich nur bei den Wildtypzellen am 

ersten Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied (vgl. Abbildung 20). Über den 

Untersuchungszeitraum glichen sich die prozentualen Anteile der Zellen mit sag 

bei der Wildtyplinie aneinander an, während die prozentualen Anteile bei den 

x

x
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Zellen der Mutationslinie 818 bei beiden Subpopulationen sank. Bei den TH–-

Zellen der Linie 821 schien dieser Trend ebenfalls zu existieren, auch wenn sich 

erst ab Zeitpunkt 2 sags zeigten.  

Die Höhe der Amplitude des sags stellte sich bei allen Linien ähnlich dar. Bei den 

TH+-Zellen der Wildtyplinie fiel die Amplitude über die Zeit signifikant ab. Alle drei 

Zelllinien zeigten über den Untersuchungszeitraum einen Abfall der sag-

Amplitude.
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5. Diskussion 

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen kombiniert-heterozygoter Mutationen im 

Parkinson-assoziierten Parkin-Gen auf die elektrische Aktivität iPSC-abgeleiteter 

dopaminerger Neurone untersucht. Eine mCherry-Reporter-Kassette wurde an 

das 5ʹ-Ende des TH-Gens angefügt, um zwischen Dopamin-produzierenden (TH+) 

und nicht-dopaminergen (TH-) Zellen differenzieren zu können. 

Da Morbus Parkinson mit einem Verlust dopaminerger Neurone einhergeht, wurde 

das Augenmerk auf mögliche Unterschiede in der elektrophysiologischen Aktivität 

der TH+-Zellen im Vergleich zu den TH–-Zellen gelegt. Es konnte gezeigt werden, 

dass die (Spontan-)Aktivität dopaminerger Neurone einer der beiden 

Mutationslinien höher war als die der gesunden Kontrolllinie. Bei einer weiteren 

Mutationslinie war die Generierung elektrophysiologischer Daten deutlich 

eingeschränkt.  

5.1. Zellmaterial 

5.1.1. Eigenschaften der untersuchten Zellen 

Neurone sind auf die Leitung und Übertragung von Erregungen spezialisiert und 

sowohl durch die charakteristische Form mit Zellfortsätzen als auch durch die 

Ausbildung von Aktionspotentialen gekennzeichnet (205, 221). Da sich die 

Herstellung neuronaler Zellen in vitro von der natürlichen Entwicklung in vivo 

unterscheidet, wird seit Längerem darüber debattiert, ob in vitro gezüchtete 

neuronale Zellen als Neurone bezeichnet werden können und wie genau man 

diese klassifizieren kann. 

Ein wichtiges Klassifikationskriterium ist dabei die Morphologie der Zellen. Bei den 

in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien ähnelten die Zellen der Linie 818 denen der 

Wildtyplinie lichtmikroskopisch stark: Die Zellen besaßen rundlich-ovale Somata 

und Neuriten, die weit verzweigte Netzwerke bildeten. Abweichend davon 

präsentierte sich die Mutationslinie 821; trotz identischer Differenzierung und 

Behandlung wurde dort ein erhöhtes Zellsterben beobachtet. Nur wenige der 

vitalen Zellen bildeten Neuriten, welche im Gegensatz zu den Zellen der anderen 

beiden Linien jedoch deutlich weniger verzweigte bis kaum ausgebildete 

Netzwerke aufwiesen.   
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Da dopaminerge und nicht-dopaminerge Neurone unter dem Lichtmikroskop 

anhand von morphologischen Kriterien wie Größe, Form oder Länge der Neuriten 

kaum voneinander zu unterscheiden sind (5, 106, 132), wurde wie beschrieben ein 

TH-Reportersystem in die Zellen eingebracht (14). Dabei entstehen Mischkulturen, 

die üblicherweise nur geringe Anteile an TH+-Zellen beinhalten (13, 26, 97, 117, 

164, 195). Auch bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturen konnte 

festgestellt werden, dass der Anteil der TH–-Zellen größer war als jener der TH+-

Zellen. Dabei wurde festgestellt, dass vor allem bei Zelllinien mit Mutation im 

Parkin-Gen quantitativ weniger TH+-Zellen vorhanden waren (164, 179). In den für 

diese Arbeit durchgeführten Messungen ließ sich dieser Umstand lediglich für die 

Mutationslinie 821 beobachten. In dieser Kultur war ein ungewöhnlich starkes 

Zellsterben und nur vereinzelte TH+-Zellen zu beobachten. Es ist anzumerken, 

dass sich die Kultivierung dieser Zellen deutlich schwieriger gestaltete als die der 

anderen beiden Zelllinien. Dieser Umstand könnte einerseits zurückzuführen sein 

auf mögliche Probleme oder Uneinheitlichkeiten bei der Gewinnung der Zellen, 

sodass die Differenzierung im Vergleich zu den anderen Zelllinien nur verlangsamt 

ablaufen konnte. Andererseits besteht die Möglichkeit, dass die erschwerte 

Kultivierung dieser Zellen zurückzuführen ist auf die Mutation. Es ist denkbar, dass 

die Mutationen im Parkin-Gen sich stärker auf diese Zelllinie auswirkten und die 

TH+-Zellen somit selektiv dezimiert wurden. Ebenfalls ist es möglich, dass die 

Effektivität der Differenzierung als Folge der Mutation reduziert war, wie man es 

bei Parkinson primär erwarten würde (5, 179, 214).  

Die Zellen der Linie 818 und des Wildtyps ähnelten sich auch morphologisch stark 

(siehe Abschnitt 4.1.), jedoch ist zu beachten, dass die Zellen der Linie 818 in der 

ersten Messwoche noch keine TH+-Zellen ausbildeten. Dieser Umstand könnte 

einer leicht verzögerten Entwicklung der Zellen dieser Mutationslinie oder einer 

generellen Reduktion der Effektivität der dopaminergen Differenzierung wie bereits 

für die Zellen der Linie 821 beschrieben geschuldet sein. 

Die Mutationen im Parkin-Gen, die in dieser Arbeit komplex-heterozygot 

vorliegend untersucht wurden, sind bislang lediglich homozygot oder heterozygot 

im Sinne eines betroffenen Allels untersucht worden (1, 135). Es ist somit möglich, 

dass sich die Mutationen in der vorliegenden Konstellation anders auswirken als 

die bislang untersuchten Einzelmutationen. Auch könnte dies ein Grund sein für 
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die verzögerte dopaminerge Differenzierung der Zellen der Linie 818 sowie die 

erschwerte Kultivierung der Zellen der Linie 821 (5, 179, 214). 

Bezüglich der Morphologie wurde zudem in mehreren Studien beschrieben, dass 

bei vielen Mutationen im Parkin-Gen prominente mitochondriale Abnormalitäten 

sowie zytoplasmatische Einschlüsse, Lewy-Körperchen genannt, zu sehen sind 

(17, 23, 25, 29, 70, 76, 117, 214). Diese morphologischen Charakteristika wurden 

in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, markante Auffälligkeiten wurden 

lichtmikroskopisch jedoch nicht festgestellt. Einige Autoren gehen davon aus, dass 

bei EOPD keine solche Lewy-Körperchen nachweisbar sind (189). 

Ein zweites wesentliches Klassifikationskriterium für neuronale Zellen ist die 

Fähigkeit, Aktionspotentiale zu generieren und synaptisch weiterzugeben (188, 

211, 218, 221). Zudem weisen Neurone typische Membrancharakteristiken auf, zu 

denen das Vorhandensein zahlreicher Ionenkanäle zählt (205, 221). Diese 

Parameter wurden mit der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch untersucht 

und werden in Abschnitt 5.3.1. weiterführend diskutiert. 

Ein weiterer Punkt der Diskussion, ob iPS-Neurone als Neurone klassifiziert 

werden dürfen, stellt die physiologische Umgebung der Zellen dar. Diese kann in 

vitro nicht in aller Komplexität dargestellt werden, da sich keine physiologischen 

Netzwerke vergleichbar mit der in-vivo-Situation ausbilden und die Zellen sich 

daher anders entwickeln. Diese These wird von einigen Studien unterstützt, in 

welchen nachgewiesen wurde, dass iPS-Neurone sich in ihren Eigenschaften von 

denen ausgereifter Hirnzellen unterscheiden (36, 59, 81, 141, 169, 184, 205, 222). 

5.1.2. Zellalter 

Da Parkinson-Erkrankungen zu den progredient neurodegenerativen 

Erkrankungen zählen, welche erst im Laufe des Lebens auftreten, stellt das Alter 

der Zellen einen wichtigen Punkt dar, welcher bei der Interpretation der 

Ergebnisse zu berücksichtigen ist. 

Die Entwicklung des Gehirns und des Nervensystems beginnt im menschlichen 

Embryo ab der dritten Woche post conceptionem (144, 168). Ab der sechsten bis 

siebten Woche nach der Konzeption entwickeln sich die dopaminergen Neurone 

(158). In der Literatur finden sich verschiedene Angaben, wann die Entwicklung 

der Neurone abgeschlossen ist (190). Setzt man den Beginn der Differenzierung 

der induzierten Stammzellen gleich mit dem Beginn der neuronalen Entwicklung, 
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so erfolgten viele der Messungen zu einem Zeitpunkt, an dem die Entwicklung der 

dopaminergen Neurone eventuell noch nicht abgeschlossen war. Unter der 

Voraussetzung, dass sich die Zellen in vitro so entwickeln wie in vivo, kann man 

daraus schlussfolgern, dass die beobachteten Ergebnisse der 

elektrophysiologischen Untersuchungen mit Vorsicht zu betrachten sind, da es 

sich nicht um vollständig ausgereifte Neurone handelte. Ein dopaminerger 

Charakter der untersuchten Zellen scheint zu existieren, da eine Expression von 

TH nachgewiesen wurde, jedoch ist die Reifung der Zellen vermutlich noch nicht 

abgeschlossen gewesen, sodass sich die erzielten Ergebnisse über einen 

längeren Untersuchungszeitraum gegebenenfalls verändert hätten. Ebenfalls 

möglich ist, dass die Reifung der Zellen zu einem frühen Zeitpunkt zum Erliegen 

gekommen ist und die untersuchten Zellen somit nicht ausgereift waren. 

Goldberg et al. untersuchten das Vorhandensein dopaminerger Neurone in Parkin-

Knockout-Mausmodellen und legten dar, dass die Anzahl der TH+-Neurone in der 

SnPc bis einschließlich zur 24. Woche bei Wildtyp und Knockout gleich groß war 

(68). In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dass reprogrammierte 

Fibroblasten ähnlich wie primäre Neurone einem Reifungsprozess unterliegen, 

sodass gerade die Zellen von Parkinsonpatienten die Charakteristika reifer 

Neurone und ebenso pathologische Auffälligkeiten erst nach längerer 

(Differenzierungs-) Dauer erwerben (36, 141, 187, 191, 200, 212, 221). Aufgrund 

dieser Berichte scheint es möglich, dass ausgeprägte elektrophysiologische 

Unterschiede zwischen Mutations- und Kontrolllinien erst nach längerer Zeit 

aufgetreten wären, was die Ähnlichkeit der Wildtyplinie mit der Mutationslinie 818 

zu den beobachteten Zeitpunkten erklären könnte. 

Neben dem biologischen Alter der Zellen hat auch das Alter der zellspendenden 

Personen zum Zeitpunkt der Fibroblastengewinnung einen entscheidenden 

Einfluss auf die Erfolgsrate der Zellkultur. In einer Studie von Falk und Karow 

konnte gezeigt werden, dass mit steigendem Alter der Spender*innen die 

Zellkulturen weniger erfolgreich etabliert werden können (59). In dieser Arbeit 

konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Während die Etablierung einer 

Zellkultur des Wildtyps (Spenderalter bei Biopsie 63 Jahre) und der Mutationslinie 

818 (Spenderalter bei Biopsie 57 Jahre) gelang, konnte bei der Linie 821 keine 

viable Kultur erzeugt werden, obwohl der Spender mit 35 Jahren zum Zeitpunkt 

der Biopsie deutlich jünger war. Eine Erklärung dafür könnte ein unterschiedlicher 
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Erkrankungsbeginn sein. Es ist noch unklar, inwieweit die individuelle Progredienz 

der Erkrankung die Etablierung von iPSC-abgeleiteten Neuronen beeinflusst. So 

ist es denkbar, dass eine stark fortgeschrittene Erkrankung der Spender*innen 

oder bestimmte physiologische Marker wie beispielsweise Alter und 

Krankheitsbeginn sich in Zellkulturen in schnellen Effekten der Mutationen äußert, 

also eine Differenzierung beziehungsweise Entwicklung der iPSC-abgeleiteten 

Neurone erschwert. Da jedoch keine Daten über den Beginn der Erkrankung oder 

die klinische Ausprägung der Symptome der Spender*innen der hier verwendeten 

Zelllinien vorliegen, lässt sich diese Hypothese nicht überprüfen. 

5.1.3. iPSC 

Seit der Entwicklung der iPSC-Technologie vor über zehn Jahren sind die 

induzierten pluripotenten Stammzellen aus der Forschung kaum noch 

wegzudenken. Es gibt jedoch einige Schwierigkeiten mit dieser Technik, welche 

vor allem in den letzten Jahren bekannt geworden sind. 

Eines der größten Probleme ist die Tatsache, dass iPS-Zellen eine erhebliche 

genetische Variabilität aufweisen können (12, 116, 119, 141, 153, 169, 182, 186, 

213, 223). Dazu zählen nicht nur Unterschiede zwischen verschiedenen Passagen 

einer Linie, sondern auch Unterschiede zu einem bestimmten Zeitpunkt innerhalb 

einer Linie zwischen unterschiedlichen Subpopulationen (163, 182). Volpato und 

Webber beschrieben drei Arten von Mutationen, die auftreten können (213): 

1. Vorbestehende Mutationen in somatischen Zellen, aus denen die iPSC 

gewonnen werden 

2. Mutationen, die durch den Prozess der Reprogrammierung hervorgerufen 

werden („prozessbedingte Mutationen“) 

3. Mutationen, welche im Laufe der Differenzierungszeit auftreten 

Die Mutationen während des Reprogrammierungsprozesses entstehen 

insbesondere zu Beginn des Prozesses und stellen mit knapp 75 % den größten 

Anteil der Mutationen (100, 193). Demnach kann nicht ausgeschlossen werden, 

dass es Unterschiede durch prozessbedingte Mutationen zwischen den insgesamt 

je drei Mal hergestellten iPSC-abgeleiteten Neuronen pro Zelllinie gab. 

Wie in weiteren Studien gezeigt wurde, kann auch das Geschlecht der 

Fibroblastenspendenden Auswirkungen auf die Qualität der iPS-Zellen haben 

(136, 171). Da Parkinson jedoch autosomal und nicht gonosomal vererbt wird, 
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sollten solche geschlechtsspezifischen Effekte eher geringfügige Auswirkungen 

haben. Es ist anzumerken, dass in dieser Arbeit die Fibroblasten der Wildtyplinie 

und der Mutationslinie 821 von einer weiblichen Spenderin stammen, jene der 

Linie 818 hingegen von einem männlichen Spender. Der große Unterschied 

zwischen den Zellen der Linie 821 und den anderen beiden Linien ist 

ausschließlich mit dem Geschlecht der Spender*innen somit nicht zu erklären. 
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5.2. Limitationen des experimentellen Setups 

Induzierte pluripotente Stammzellen und die aus ihnen abgeleiteten Zellen sind 

sehr empfindlich (35, 58, 116, 129, 153). Bereits kleinste Erschütterungen auf 

Transportwegen oder in der Zellkultur sowie Temperaturschwankungen können 

dazu führen, dass sich die Zellen von den Kulturgefäßen, in denen sie kultiviert 

werden, ablösen. Beim Transport der Zellen sowie beim Wechsel des 

Kulturmediums lässt sich auch mit größter Vorsicht eine mechanische Agitation 

der Zellen nicht komplett vermeiden, was den Verlust einiger Zellen zur Folge 

haben kann. 

Im Laufe des experimentellen Arbeitens konnte beobachtet werden, dass 

elektrophysiologische Messungen direkt nach Wechsel des Kulturmediums nur 

selten erfolgreich waren. Mit einem zeitlichen Abstand von einigen Stunden 

zwischen Wechsel des Mediums und den Messungen konnten Letztere 

problemlos erfolgen. Da diese Erkenntnis während laufender Experimente 

gewonnen wurde, ist es möglich, dass die elektrophysiologischen Eigenschaften 

einzelner Zellen unterschätzt wurden. 

Die Unterscheidung der Zellen in TH+- bzw. TH–-Zellen erfolgte ausschließlich 

anhand visueller Kriterien (siehe Abschnitt 4.1.). Aus diesem Grund könnte es 

sein, dass einzelne TH+-Zellen nicht als solche erkannt wurden, da sie im 

Vergleich zu anderen Zellen in geringerem Maße rotes Licht emittierten. Ebenfalls 

ist es möglich, dass einige TH–-Zellen fälschlicherweise für TH+-Zellen gehalten 

wurden, wenn die Zellen in direkter Nachbarschaft besonders stark rot 

fluoreszierten.
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5.3. Elektrophysiologische Messungen 

5.3.1. Spannungsabhängige Natrium- und Kaliumströme 

Die Höhe der spannungsabhängigen Natrium- und Kaliumströme wies über den 

betrachteten Zeitraum hinweg Schwankungen auf. Vor allem die TH+-Zellen der 

Linie 818 lieferten konstant höhere Stromantworten als die TH+-Zellen der 

Wildtyplinie. 

Die Aktivierung von Natriumkanalströmen bei iPSC-abgeleiteten Neuronen erfolgt 

in der Literatur bei -37 ± 8 mV, wohingegen Kaliumkanalströme erst bei -27 ± 14 

mV aktiviert werden (64). In der vorliegenden Arbeit konnte ein physiologisches 

Schaltverhalten der Natrium- und Kaliumkanäle wie in Abschnitt 3.2.1. und in der 

Literatur beschrieben dargestellt werden. 

Über die Membrankapazität Cm konnte indirekt auf die Größe der Zellen 

geschlossen werden, wobei Faktoren wie die Anzahl und Größe der Zellfortsätze 

zum Teil mit einflossen (69). Im Mausmodell mit MitoPark-Mäusen (57) sowie 

gesunden Mäusen stellte sich die Membrankapazität dopaminerger Zellen der 

MitoPark-Mäuse über die Zeit hinweg als absinkend dar, während die 

Membrankapazität der dopaminergen Neurone der Kontrollgruppe keine 

signifikanten Änderungen aufwies (19). Im Vergleich mit humanen iPSC-

abgeleiteten neuronalen Kulturen, wie sie auch in dieser Arbeit zur Anwendung 

kamen, konnten Studien zeigen, dass es zu einer Zunahme der Membrankapazität 

über die Zeit kam (164). Auch bei den drei in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien 

kam es zu einer Zunahme der Membrankapazität über die Zeit, was in 

Zusammenschau mit der Morphologie, dem Ionenkanalverhalten sowie der 

elektrischen Aktivität auf eine Größenzunahme der Zellen entsprechend einem 

fortschreitenden Zellwachstum bzw. einer sich entwickelnden Kultur hindeutet. 

Damit wird auch die Hypothese aus Abschnitt 5.1.2. weiter gestärkt: Die Zellen 

scheinen sich im Verlauf der experimentellen Phase stets weiter in Richtung 

neuronaler Kulturen entwickelt zu haben. Ob die Entwicklung abgeschlossen 

wurde, ist jedoch nicht zu beurteilen. 
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5.3.2. Spontane postsynaptische Ströme 

Spontane postsynaptische Ströme können als Marker für Zellverbindungen 

gewertet werden. Bereits die Morphologie der Zellen kann einen ersten Anhalt 

dafür geben, ob PSCs zu erwarten sind (106, 221). 

Kang et al. beobachteten dopaminerge iPSC-abgeleitete Neurone über einen 

Zeitraum von fünfeinhalb Wochen und konnten feststellen, dass Amplitude und 

Frequenz der spontanen postsynaptischen Ströme mit der Zeit zunahmen (106). 

Auch bei den hier untersuchten Zellen stellte sich die Amplitude der PSCs mit der 

Zeit als tendenziell zunehmend dar, die Frequenz wies leichte Schwankungen auf. 

Insgesamt gab es jedoch kaum signifikante Veränderungen über den 

Untersuchungszeitraum. 

Der Anteil der Zellen, welche PSCs ausbilden, wird in der Literatur als über die 

Zeit ansteigend beschrieben (162, 164). Die hier durchgeführten Messungen 

ermöglichen keine direkte Aussage über die Netzwerkaktivität, da in der 

Aufzeichnung der Ströme keine Differenzierung zwischen Spontan- und 

Netzwerkaktivität erfolgt ist. Somit sind die dargestellten Ergebnisse lediglich als 

Hinweise auf eine mögliche Netzwerkaktivität zu sehen. Mit Ausnahme der TH–-

Zellen der Wildtyplinie stieg auch in der vorliegenden Arbeit der Anteil der PSC-

ausbildenden Zellen mit der Zeit an, dabei wiesen die Zellen der Linie 818 im 

Vergleich zu den Wildtypzellen stets einen höheren Anteil auf. Ähnlich zu den 

Daten von Prè et al. wiesen zwischen 9 und 19 % der Zellen der Wildtyplinie sowie 

der Linie 818 zu Beginn der Messungen spontane postsynaptische Ströme auf 

(162). Die Zellen der Linie 821 fielen durch das Fehlen von PSCs auf, was jedoch 

gut erklärbar ist durch das eingeschränkte Wachstum dieser Zelllinie. 

5.3.3. Spontane Aktionspotentiale 

Eine der charakteristischen Fähigkeiten dopaminerger Neurone in vivo ist die 

Schrittmacheraktivität, welche das Feuern von Aktionspotentialen in regelmäßigen 

Abständen bezeichnet (55, 75, 114). Da die Parkinson-Erkrankung mit einem 

Verlust dopaminerger Neurone einhergeht, ist zu vermuten, dass die 

Schrittmacheraktivität dieser Zellen im Vergleich zu den Zellen gesunder 

Probanden gestört ist, was in der vorliegenden Arbeit ebenfalls untersucht wurde. 

Einige Autoren beschreiben eine Charakterisierung des spontanen 

Feuerverhaltens der Neurone, die je nach Kontext oder auch spontan variieren 
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kann (72–74, 110, 203). Margolis et al. hingegen konnten weder einzelne Zelllinien 

noch Subpopulationen der Zellen am spontanen Feuerverhalten unterscheiden 

(132). In der vorliegenden Arbeit wurde eine solche Unterteilung nicht vollzogen.  

Der Anteil an Zellen, welche spontan APs ausbilden können, beträgt in einigen 

Studien ca. 20 % nach fünf bis sechs Wochen nach dem Start der Differenzierung, 

im Laufe der Zeit steigt dieser Anteil an (19, 162). Die Membranspannung, bei 

welcher die Aktionspotentiale ausgelöst wurden (Schwellenwert), sinkt mit der 

Zeit, diese Zusammenhang konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden. 

5.3.4. Aktionspotentiale bei Strominjektion und voltage sag 

Eine Untersuchung evozierter Aktionspotentiale ist in der Literatur bis auf wenige 

Ausnahmen vorwiegend qualitativ vorgenommen worden. Einige Autoren konnten 

zeigen, dass die große Mehrheit der Zellen bei einer depolarisierenden 

Strominjektion Aktionspotentiale ausbilden konnten (158, 164). In der vorliegenden 

Arbeit liegt dieser Anteil mit jeweils mehr als 50% bei sowohl TH–- als auch TH+-

Zellen in einem ähnlichen Rahmen. 

Der durch Aktivierung der HCN-Kanäle hervorgerufene voltage sag konnte 

vorwiegend bei dopaminergen Neuronen beobachtet werden. Diese Kanäle 

wurden durch He et al. ausführlich physiologisch charakterisiert (84). In der 

Literatur ist beschrieben, dass dem sag häufig ein breites Aktionspotential folgt 

(27, 38, 55, 65, 132). Dies konnte hier nicht gezeigt werden, da die Messdauer 

nach Stimulation zu kurz war. Auch eine geringere Ausprägung des Ih-Stromes bei 

den Zellen der Mutationslinie wie durch Chan et al. beschrieben, konnte nicht 

beobachtet werden (31).  

Einigen Forschern zufolge spricht die Anwesenheit eines Ih-Stromes für eine 

pacemaking-Aktivität der Zellen (31, 38, 84). Dabei definiert die Abwesenheit 

eines solchen Stromes nicht-dopaminerge Neurone sicher, jedoch kann das 

Vorhandensein eines Ih-Stromes das Vorliegen dopaminerger Neurone nicht 

sicher bestätigen. Diese Aussage lässt sich mit den in dieser Arbeit erhobenen 

Daten stützen. 



Diskussion 

66 
 

5.4. Mutationen 

Die in den beiden Mutationszelllinien komplex-heterozygot vorliegenden 

Mutationen sind als Einzelmutationen häufig vorkommende Varianten. 

Die in beiden hier betrachteten Mutationslinien vorliegende Punktmutation R275W 

beschreibt einen Aminosäurenaustausch von Arginin zu Tryptophan in Exon 7, 

welches in der RING 1-Domäne liegt (43, 111). Beschrieben werden bei dieser 

Variante prominente mitochondriale Abnormalitäten sowie große Aggresome im 

Cytoplasma, wie sie beispielsweise auch bei der Huntington-Erkrankung durch 

Huntingtin-Aggregate oder der spinocerebellären Ataxie Typ 1 durch Ataxin-1-

Aggregate hervorgerufen werden (43, 102, 113, 214). Diese Punktmutation 

R275W führte in homozygoten Probanden zu einem unvollständigen 

Funktionsverlust des Parkins. Die Funktion war jedoch so hochgradig 

eingeschränkt, dass sie an die von Parkin-Knockout-Zellen erinnerte (17, 214). 

Sriram et al. postulierten, dass diese Mutation das Ubiquitin-Proteasom-System 

durch Einlagerung des Parkins in Aggresom-ähnliche intrazelluläre Strukturen 

beeinflusst (189). 

Die Deletion des Exons 4, hier vorliegend auf einem Allel der Zellen der Linie 818, 

wurde 1998 erstmals von Kitada et al. beschrieben und tritt häufig bei Patienten 

mit autosomal-rezessiv vererbten juvenilen Parkinsonerkrankungen auf (99, 109). 

Hayashi et al. konnten in einer postmortalen Untersuchung eines Gehirns eines an 

EOPD-erkrankten Patienten nachweisen, dass keine Lewy-Körperchen gebildet 

wurden (83). In dieser Arbeit wurden Lewy-Körperchen nicht explizit untersucht. 

Wie bereits in Abschnitt 5.1.1. beschrieben, imponierten jedoch lichtmikroskopisch 

keine prominenten Auffälligkeiten in den Zellen. Die Deletion dieses Exons führt zu 

einem verkürzten Protein mit fehlenden RING-Domänen und damit zu einem 

Verlust der enzymatischen Aktivität (199). Liegt diese Mutation homozygot vor, ist 

also keine funktionstüchtige Kopie des Exons 4 vorhanden, kommt es fast immer 

zum Entstehen einer Parkinson-Erkrankung, es scheinen jedoch zusätzlich auch 

Umweltfaktoren und/oder spezifische Suszeptibilitätsfaktoren eine Rolle zu 

spielen, da auch gesunde Probanden Varianten des Exons 4 aufweisen können, 

zu denen auch heterozygote Deletionen zählen (199). Der genaue Krankheitswert 

beziehungsweise der Einfluss auf die elektrophysiologischen Eigenschaften dieser 

Mutation ist also noch nicht abschließend geklärt. Da die Linie 818 in ihrer 

Morphologie und den Eigenschaften starke Ähnlichkeit mit dem Wildtyp aufwies, 
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stellt sich die Frage, inwiefern die Kombination beider Mutationen einen sich 

gegenseitig abmildernden Effekt hat oder ob ein nicht-homozygotes Vorliegen 

weniger ausgeprägte Effekte hat. 

Die in den Zellen der Linie 821 vorliegende Punktmutation p.C352R in Exon 9 

bezieht sich auf die IBR-Region des Parkins. Diese Mutation wurde 2020 von 

Tariq et al. isoliert als homozygot vorliegende Variante in iPSC-abgeleiteten 

Neuronen generiert und die genauen Auswirkungen auf die Zellphysiologie sind 

Gegenstand aktueller Forschungen (201). Genauere Ergebnisse bezüglich der 

Schwere dieser Mutation sind noch ausstehend, die hier untersuchte 

Mutationskonstellation zeigte sich jedoch zum einen kompliziert in Differenzierung 

und Zellkultur, zum anderen stellte sich das elektrophysiologische Verhalten der 

gemessenen Zellen im Vergleich zum Wildtyp und der weiteren Mutationslinie 818 

deutlich anders dar. Es konnten kaum TH+-Zellen untersucht werden, was Folge 

einer erschwerten Differenzierung sein könnte. Ebenfalls denkbar ist, dass dieser 

Umstand eine Folge der Mutation ist, welche die TH+-Zellen selektiv zerstört (vgl. 

auch Abschnitt 5.1.1.). Da keine klinischen Daten bezüglich der Ausprägung der 

Symptomatik vorliegen, können keine definitiven Schlüsse über die Effekte dieser 

Mutation getroffen werden, eine starke Beeinträchtigung der Parkin-Funktion ist 

jedoch anzunehmen.  
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5.5. Ausblick 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass komplex-heterozygote Mutationen, 

die sich in nur einer Mutation unterscheiden, verschiedene Auswirkungen auf die 

elektrophysiologischen Eigenschaften von neuronalen Mischkulturen haben 

können. Um die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse validieren und 

weiterführend untersuchen zu können, sollte man die einzelnen Mutationen isoliert 

voneinander untersuchen. So könnte man feststellen, ob die singuläre 

Punktmutation p.C352R der Linie 821 ebenfalls zu erschwerten Zellkultur- und 

Untersuchungsbedingungen führt. Zusätzlich sollte die klinische Symptomatik bei 

von den untersuchten Mutationen betroffenen Patienten mit den 

elektrophysiologischen Eigenschaften korreliert werden, um genauere Aussagen 

über den Schweregrad treffen zu können. 

Patientenspezifische iPS-Neurone eignen sich gut zur Untersuchung 

patientenspezifischer Fragestellungen und der Entwicklung personalisierter 

Therapien, da der genetische Hintergrund mit dem des Patienten identisch ist. Um 

die Bedeutung und Auswirkungen verschiedener Mutationen im Detail zu 

verstehen und Mutationen von unterschiedlichen Patienten mit unterschiedlichen 

genetischen Hintergründen vergleichend zu untersuchen, eignen sich Patienten-

abgeleitete iPSC weniger. Spender*Innen können auch weitere, nicht-

pathologische somatische Mutationen aufweisen, welche durch die iPSC-

Technologie übernommen werden und im weiteren Verlauf dann möglicherweise 

die Funktion und das Überleben der iPSC-abgeleiteten Zellen beeinflussen. Aus 

diesem Grund erfordern mutationsspezifische Fragestellungen einen 

standardisierten genetischen Hintergrund. Nur mit sog. isogenen Linien, welche 

sich ausschließlich in der zu untersuchenden Mutation unterscheiden, lässt sich 

ein quantitativer Vergleich anstellen, weswegen sie in zukünftigen Projekten 

präferiert zur Anwendung kommen sollten.  

Zusätzlich sollte die Auswahl der Spender*innen, sofern keine isogenen 

Kontrolllinien verwendet werden, genau aufeinander abgestimmt werden. Neben 

der Berücksichtigung und Angleichung des biologischen Geschlechts sollte eine 

Anpassung auch in Bezug auf das Alter sowie die individuelle 

Krankheitsgeschichte erfolgen, um möglichst vergleichbare Daten zu produzieren. 
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Eine weitere Möglichkeit zur Optimierung der Validität der Daten stellt die 

Untersuchung der Zellen über einen längeren Zeitraum dar. Dieser sollte 

optimalerweise mehrere Jahre umfassen oder aber adäquat simuliert werden, 

beispielsweise mit Progerin, einem Protein, welches die Stammzell-

Differenzierung über den Notch-Signalweg reguliert und darüber den 

Alterungsprozess beschleunigt (191). Der Untersuchungszeitraum könnte auch 

nach hinten verschoben werden, um das Verhalten der Zellen zu späteren 

Zeitpunkten zu untersuchen. 

 

Abbildung 21. Neuronales Gedächtnis in Patienten-abgeleiteten neuronalen Modellen (nach 

Traxler et al., 2019). Um die Gegebenheiten in vivo auch in vitro möglichst gut darzustellen, sollten 

patientenspezifische Modelle die individuellen (epi-)genetischen Signaturen beinhalten. Diese 

können zwischen verschiedenen Zelltypen variieren, sind aber in allen dargestellten Zelltypen 

vorhanden. Neuronen-spezifische Signaturen finden sich lediglich in neuronalen Zellen. Im 

Gegensatz zur Reprogrammierung zur Etablierung von iPSC kann die direkte Umwandlung von 

Fibroblasten zu induzierten Neuronen auch alters- und umweltbezogene Signaturen 

aufrechterhalten, welche ggf. für Krankheitsmodelle wichtig sind. Da die meisten altersbedingten 

Erkrankungen eine Interaktionskomponente zwischen Genen und Umwelt aufweisen, erscheint es 

plausibel, dass spezifische Signaturen eher in induzierten Neuronen als in iPSC-abgeleiteten 

Neuronen zu finden sind. 

Um der Problematik hinsichtlich des Zellalters zu entgehen, gibt es die Möglichkeit 

einer Verwendung induzierter Neurone. Induzierte Neurone werden direkt aus 

Fibroblasten gewonnen, ohne dass ein Zwischenschritt über pluripotente 

Stammzellen erfolgt (30, 93, 98, 125, 134, 137, 155, 212, 215). So können 

altersbezogene Veränderungen erhalten bleiben und untersucht werden. Ein 
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Vergleich von Fibroblasten, iPSC, iPSC-abgeleiteten Neuronen und induzierten 

Neuronen ist in Abbildung 21 dargestellt.  

Die Dopaminausschüttung der Zellen sollte quantifiziert werden. Einige Studien 

konnten nachweisen, dass Mutationen im Parkin-Gen mit einer gesteigerten 

spontanen Dopaminfreisetzung einhergehen (39, 100, 105), welche zu 

vermehrtem Dopamin-induzierten oxidativen Stress führte, der am Untergang der 

dopaminergen Zellen beteiligt war. Die Depolatisations-vermittelte Calcium-

abhängige Dopaminausschüttung blieb dabei gleich, sodass ein Vergleich der 

spontanen, Calcium-unabhängigen Dopaminfreisetzung zwischen 

mutationsbetroffenen und gesunden Zellen neue Aufschlüsse geben könnte.  

Da Parkinson nicht ausschließlich Dopamin, sondern auch weitere 

Neurotransmitter betrifft, wäre eine größer angelegte Untersuchung mit 

Quantifizierung sämtlicher Neurotransmitter ebenfalls aufschlussreich (9).
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6. Zusammenfassung 

Morbus Parkinson ist die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit 

und durch eine Reihe charakteristischer Symptome gekennzeichnet, welche an 

Intensität zunehmen und die Lebensqualität der Patienten einschränken. Auf 

zellulärer Ebene ist die Erkrankung mit einem Verlust dopaminerger Neurone in 

der Substantia nigra assoziiert. Diese Arbeit untersuchte die Auswirkungen 

kombiniert-heterozygoter Mutationen im Parkinson-assoziierten Parkin-Gen auf 

die elektrische Aktivität von aus Patientenmaterial abgeleiteten Neuronen. 

Aus Fibroblasten eines Gesunden und zweier Parkinsonpatienten mit 

unterschiedlichen kombiniert-heterozygoten Mutationen im Parkin-Gen wurden 

Probanden-spezifische induzierte pluripotente Stammzelllinien generiert und ein 

Reportersystem für Tyrosin-Hydroxylase eingebracht. Diese Zelllinien wurden zu 

Neuronen ausdifferenziert und über einen Zeitraum von sechs Wochen mittels 

Patch-Clamp-Technik funktionell untersucht. 

Während die Zellen einer Mutationskultur eine geringe Zellviabilität aufwiesen und 

die Zellen vermehrt abstarben, konnten Neurone eines zweiten Patienten und 

eines Kontrollprobanden etabliert werden. Die charakteristischen Eigenschaften 

neuronaler Zellen wurden im zeitlichen Verlauf zunehmend deutlicher, sodass 

aufgrund dessen sowie aufgrund morphologischer Merkmale von sich 

entwickelnden Kulturen ausgegangen werden kann. Die Neurone der Probanden 

zeigten während der Differenzierungsphase eine vergleichbare funktionelle 

Expression spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle. Spontane 

Aktionspotentiale konnten detektiert werden, waren jedoch häufiger in den 

dopaminergen Zellen zu beobachten. Die Spontanaktivität war insbesondere in 

den dopaminergen Neuronen einer Parkin-Mutationslinie erhöht. 

Die untersuchten Mutationen wirken sich unterschiedlich auf die abgeleiteten 

Neurone und deren elektrischen Eigenschaften aus. Um die Mechanismen dieser 

kombiniert-heterozygoten Mutationen umfassend zu verstehen, ist es nötig, die 

Auswirkungen der Einzelmutationen zu untersuchen. Zusätzlich sollte die Zelllinie 

mit der geringen Zellviabilität erneut untersucht werden, um weitere die 

Kultivierungs- und Differenzierungsphase beeinflussende Faktoren 

auszuschließen. Eine Verwendung isogener Linien sollte überlegt werden. 
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8. Anhang 

8.1. Weiterführende Abbildungen 

 

Abbildung 22. Schaltverhalten der NaV- und KV-Kanäle und Spannungsabhängigkeit der 

Stromdichten Kurze Spannungspulse zwischen –47 mV und –17 mV triggern vorwiegend 

transiente Einwärtsströme, wie sie für NaV-Kanäle typisch sind. Ab einer Spannung von etwa –7 

mV aktivieren zusätzlich KV-Kanäle, welche einen nicht-inaktivierenden Auswärtsstrom generieren. 

Grau hinterlegt sind die Stromantworten der Spannungspulse, welche die Zelle auf –27 mV 

beziehungsweise auf 73 mV depolarisierten. Um den Vergleich unterschiedlich großer Zellen 

möglich zu machen, wurden die Stromamplituden auf die Membrankapazität der Zelle normiert, 

woraus Stromdichten resultierten. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte, 

verbunden mit durchgezogenen Linien. Die Anzahlen experimenteller Replikate sind in Klammern 

angegeben.  
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Abbildung 23. Weiterführende Analysen der postsynaptischen Ströme. (A) Vergleich der 

Anzahl der PSCs pro Linie sowie maximaler Amplitude. (B) Darstellung von onset und decay der 

PSCs (Zeit, die ein postsynaptischer Strom benötigte, um von der Ausgangsspannung ausgehend 

zu fallen bzw. zu steigen). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler der Mittelwerte, verbunden 

mit durchgezogenen Linien. Die Anzahlen experimenteller Replikate sind in Klammern angegeben. 

Signifikante Unterschiede zwischen TH–- und TH+-Zellen innerhalb einer Linie wurden mit *, 

zwischen Zeitpunkt 1 und 3 mit x und zwischen Wildtyplinie und den Linien 818 sowie 821 mit # 

markiert. Für die Signifikanzniveaus gilt: */#/x P < 0,05. 
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8.2. Chemikalien 

Ascorbinsäure (AA)    Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Brain-derived neurotrophic factor  

(BDNF) 

PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 

Calciumchlorid (CaCl2)   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Chlorwasserstoff (HCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Cyclisches Adenosinmonophosphat  

(cAMP) 

Enzo Life Science, Farmingdale, NY, USA 

DAPT (γ-Sekretase-Inhibitor IX)  Tocris Bioscience, Bristol, UK 

D-Glucose (Glc)    Carl Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

EGTA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Glial cell-derived neurotrophic factor 

(GDNF)     

PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 

HEPES Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl)    Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumhydroxid (KOH)   Carl Roth, Karlsruhe 

L-Glutamin (Gln)  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Magnesiumchlorid (MgCl2)   Carl Roth, Karlsruhe 

Mg-ATP     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

N2-Supplement (N2)   Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Na2-GTP     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Natriumchlorid (NaCl)   Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid (NaOH)   Carl Roth, Karlsruhe 

Neurobasal Medium   Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

NeuroCult SM1 Neuronal Supplement 

(B27)  

Stemcell Technologie, Vancouver,  

Kanada 

Penicillin-Streptomycin Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

RTV615 1 Lb Kit Momentive Performance Materials Inc., 

Waterford, NY, USA 

Silikongummiverbindung RTV 615-A und 

-B 

Momentive Performance Materials Inc., 

Waterford, NY, USA 

Transforming Growth Factor Beta 3 (TGF 

ß3) 

PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 
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8.3. Wachstumsfaktoren 

AA  0.2 mM, gelöst in Aqua Dest. 

BDNF  20 ng/ml, gelöst in steriler PBS mit 0.1 % BSA 

cAMP  0.5 mM, gelöst in Aqua Dest. 

DAPT  10 µM, gelöst in DMSO 

GDNF  20 ng/ml, gelöst in sterilem PBS mit 0.1 % BSA 

TGF ß3  1 ng/ml, gelöst in 4 mM HCl + 1 mg/ml BSA 

8.4. Lösungen und Medien 

Badlösung 

120 mM  NaCl  

3 mM  KCl 

2,5 mM  CaCL2 

1 mM  MgCl2 

30 mM  HEPES 

15 mM Glucose 

Die Lösung wurde steril filtriert. Nach Einstellung des pH auf 7,4 mit NaOH wurde 

sie bei 4 °C kühl gelagert. 

Pipettenlösung 

125 mM KCl 

8 mM  NaCl 

1 mM  CaCl2 

1 mM  MgCl2 

10 mM EGTA 

10 mM  HEPES 

Die Lösung wurde steril filtriert und der pH mit KOH auf 7,3 eingestellt. Bis zur 

Fertigstellung wurde dieser Lösungsansatz bei 4 °C gelagert. Zur 

Vervollständigung des Herstellungsprozesses wurden zusätzlich 0,4 mM Na2-GTP 

sowie 4 mM Mg-ATP hinzugegeben.  

Die fertiggestellte Lösung wurde in 2 ml Mikroreaktionsgefäßen aliquotiert und bis 

zur Verwendung bei –20 °C eingefroren. 
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NB/B27-Medium 

Neurobasal Medium 

2 % NeuroCult SM1 Neuronal Supplement (B27)  

2 mM L-Glutamin 

1 % Penicillin-Streptomycin 

8.5. Verbrauchsmaterialien 

Einmalhandschuhe Paul Hartmann AG, Heidenheim 

Meditrade, Kiefersfelden 

Einmalspritzen BD Discardit II, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,  

USA 

Kapillaren Borosilikatglas (1.5 - 1.8 x 100 mm), Kimble Chase,  

Vineland, NJ, USA 

Multiwellplatten 24 Well-Multiwellplatten, Greiner Bio One,  

Kremsmünster, Österreich 

Pipetten Pasteurpipetten aus Kalk-Soda-Glas, Labsolute,  

Renningen 

Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 

Labsolute, Th. Geyer, Renningen 

Greiner Bio One, Kremsmünster, Österreich 

Serologische Pipetten Greiner Bio One, Kremsmünster, Österreich 

Wischtücher Wypall, Kimberly-Clark, Irving, TX, USA 
 

8.6. Geräte 

Eismaschine Ziegra, Isernhagen 

Fluoreszenzlampe pE-300ultra, CoolLED Limited, Andover, UK 

Gefriertruhe (–20 °C) Liebherr, Bulle, Schweiz 

Heißluftsterilisator Heißluftsterilisator ST 6120, Heraeus, Hanau 

Heizplatte Hotplate Stirrer Benchmark Scientific, Edison, NJ, USA 

Inkubator  CO2-Inkubator Eppendorf Galaxy 170 S, Eppendorf, Hamburg 

Kamera DocuLUX camera system, HEKA Elektronik, Lambrecht 

Kühlaggregat Exos Liquid Cooling System, Koolance, Auburn, WA, USA 

Labornetzgerät RND 320-KA3005P, Distrelec Group, Nänikon, Schweiz 

Lötlampe Soudogaz X 2000 PZ, Newell Brands, Atlanta, GA, USA 

Magnetrührer Combimag RCH, IKA, Staufen 

Messtisch TMC Vibration Control mit Gimbal Piston ® -Technologie, 
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Ametek, Berwyn, PA, USA 

Mikromanipulator Multi-Micromanipulator Systems MPC-200, Sutter  

Instrument, Novato, CA, USA 

Mikropipettenziehgerät P-1000 Flaming/Brown Micropipette Puller, Sutter  

Instrument, Novato, CA, USA 

Mikroschmiede  L/M-CPZ 101, Luigs & Neumann GmbH, Ratingen 

Mikroskope 

 

Inverses Mikroskop Axio Vert.A1, Carl Zeiss, Jena  

Leica DMi1, Leica Camera, Wetzlar 

Zeiss ID 03, Carl Zeiss, Jena  

Perfusionsregelung MPCU, Lorenz Messgerätebau, Kaltenburg-Lindau 

pH-Meter SevenCompact, pH S220-Basic, Mettler-Toledo,  

Columbus, OH, USA 

Pipetten 

 

Research Plus Einkanalpipetten (0,5-10 µl, 10-100 µl, 100-

1000 µl), Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhelfer Pipetus akku (230 V), Hirschmann, Eberstadt 

Sterilwerkbank Thermo Scientific Safe 2020, Fisher Scientific, Hampton, NH, 

USA 

Temperaturregelung Single Channel Temperature Controller PTC-10, npi electronic 

GmbH, Tamm 

Verstärker EPC 10 USB Single Patch Clamp Amplifier, HEKA Elektronik, 

Lambrecht 

Vortexmischer Mini Vortex Mixer, Fisher Scientific, Hampton, NH, USA 

Waage ABT 100-5M, Kern & Sohn GmbH, Balingen 

Wasserbad VWB2, VWR International, Radnor, PA, USA 

8.7. Software 

DocuLUX Software HEKA Elektronik, Lambrecht 

FitMaster HEKA Elektronik, Lambrecht 

Igor Pro 8 WaveMetrics, Portland, OR, USA 

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

PatchMaster HEKA Elektronik, Lambrecht 

SPSS Statistics 21/27 IBM, Armonk, NY, USA 
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