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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Humanes neuronales Zellmaterial wird fiir die regenerative Medizin sowie physiologische und
pharmakologische Studien dringend bendtigt, ist aber sehr eingeschrénkt verfligbar. Es wurden deshalb
bereits verschiedene Ansitze entwickelt, neuronale Zellen aus gut zugénglichen und in vitro
vermehrbaren Zellen zu transdifferenzieren und damit ein neuronales Zellmodell zu kreieren. Fiir ein
aussagekriftiges Zellmodell ist es allerdings notwendig, die generierten Zellen, wie auch das
Ausgangszellmaterial, exakt zu kennen und den neuronalen Entwicklungsstand nach der
Differenzierung moglichst prézise einordnen zu kdnnen.

Sowohl Ionenkanile als auch Gap Junctions sind fiir die Integration, Funktion und Entwicklung von
Zellen in ein Gewebe essenziell, da sie die inter- und intrazelluldre Signalgebung und somit auch die
Zellkommunikation sowie Differenzierung maBgeblich beeinflussen, so auch in neuronalem Gewebe.
Ziel dieser Dissertation war deshalb die Untersuchung der Regulation von Ionenkanélen und Gap
Junctions wiahrend der Zellentwicklung am in vitro-Modell neuronal transdifferenzierter humaner
MSCs aus dem Knochenmark.

Die unbehandelten MSCs exprimierten die charakteristischen MSC-Marker CD73, CD90, CD105 und
CD166 wie auch den neuronalen Marker Tujl. Wéhrend der neuronalen small molecule-induzierten
Transdifferenzierungen wurden die MSC-Marker signifikant herunterreguliert und die Expression von
Tujl gesteigert. Die neuronal transdifferenzierten Zellen entwickelten zudem eine elektrische
Erregbarkeit und konnten einzelne Aktionspotentiale erzeugen. In den MSCs und den neuronal
differenzierten Zellen konnten verschiedene Isoformen der Gap Junction-bildenden Connexine
nachgewiesen werden, wobei sich das Expressionsmuster durch die Differenzierung verénderte. Die in
den MSCs starke Gap Junction-vermittelte Zellkopplung war in den transdifferenzierten Zellen fast
vollstdndig unterdriickt, wobei die Aktivitdt von Gap Junction-Halbkandlen gesteigert war. Bei einer
extrazelluldren Zugabe des Neurotransmitters ATP reagierten sowohl die MSCs als auch die induzierten
neuronalen Zellen mit intrazelluliren Ca?*-Signalen, wobei die Reaktionsfihigkeit der MSCs dabei
insgesamt hoher war. Das Ca?**-Signal in den MSCs wurde vor allem durch die metabotropen P2Y-
Rezeptoren und geringfiigig durch die ionotropen P2X-Rezeptoren determiniert. Die Aktivitdt der P2Y-
Rezeptoren wurde durch die neuronale Transdifferenzierung deutlich verringert.

Die Analyse verschiedener Marker und die physiologische Charakterisierung der neuronal induzierten
Zellen lieBen auf eine induzierte Entwicklung unreifer Neuronen oder neuronaler Stamm-oder
Vorlduferzellen schlieBen, die fiir die Verwendung als neuronales Zellmodell durchaus

vielversprechend sind.

Schlagworte: Mesenchymale Stamm-/Stromazellen, neuronale Transdifferenzierung, small molecules,

Gap Junctions, purinerge P2-Rezeptoren



Abstract

Abstract

Human neuronal cell material is highly needed for regenerative medicine as well as for physiological
and pharmacological studies but has a very limited availability. Different approaches have been
developed to transdifferentiate well-accessible and in vitro expandable cells into neuronal cells, thereby
creating a neuronal cell model. To establish a sophisticated model it is imperative to know the evolved
as well as the initial cells in detail and to be able to precisely assess the neuronal developmental state
after differentiation.

Ion channels as well as gap junctions are essential for integration, function and development of cells in
tissue, as they strongly influence the inter- and intracellular signalling. Thus, they affect cell
communication and differentiation as well, also in neuronal tissue. The aim of this dissertation was to
examine the regulation of ion channels and gap junctions during cell development on the in vitro model
of neuronal transdifferentiated bone marrow-derived mesenchymal stem/stromal cells (MSCs).
Untreated MSCs express the characteristic MSC markers CD73, CD90, CD105 and CD166 as well as
the neuronal marker Tujl. During small molecule-induced neuronal transdifferentiation the MSC
markers were significantly down-regulated while Tujl was up-regulated. The neuronal
transdifferentiated cells developed an electrical excitability and were able to evoke single action
potentials. In MSCs as well as in the differentiated cells different isoforms of the gap junction-building
connexins could be detected, whereby the expression pattern changed during differentiation. The strong
gap junction coupling of the MSCs was nearly completely suppressed in the transdifferentiated cells
whereas these cells showed an enhanced gap junction hemichannel activity. Upon extracellular
stimulation with the neurotransmitter ATP the MSCs as well as the induced neuronal cells reacted by
provoking intracellular Ca** signals. In MSCs, the response capacity was higher than in the neuronal
cells and the Ca*" signal was mainly determined by metabotropic P2Y-receptors and only slightly by
ionotropic P2X-receptors. The activity of the P2Y-receptors was significantly reduced during neuronal
transdifferentiation of the MSCs.

Analysing different markers and physiologically characterising the neuronal induced cells leads to the
conclusion that immature neurons or neuronal stem and progenitor cells have been developed, which

appear promising concerning their use as a neuronal cell model.

Keywords: Mesenchymal stem/stromal cells, neuronal transdifferentiation, small molecules, gap

junctions, purinergic P2-receptors
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1 Einleitung

., The study of these mesenchymal stem cells, whether isolated from embryos or adults, provides the

basis for the emergence of a new therapeutic technology of self-cell repair” (Caplan, 1991).

,»Die Untersuchung dieser mesenchymalen Stammzellen, ob aus Embryos oder Erwachsenen isoliert,
schafft die Basis fiir die Entstehung einer neuen therapeutischen Technologie der Erneuerung mit

korpereigenen Zellen® (iibersetzt nach Caplan, 1991).

Heute, knapp 30 Jahre spiter, kdnnen wir uns sicher sein, dass Arnold I. Caplan mit dieser Aussage
nicht richtiger hitte liegen konnen. In Zeiten immerfort neu aufkommender regenerativer Zell- und
Gewebeerneuerungsstrategien spielen die mesenchymalen Stammzellen (MSCs), wie auch andere
adulte Stammzelltypen, eine tragende Rolle. Was Caplan damals noch nicht ahnte, war, dass sich
Forscher weltweit nicht auf die Anwendung der MSCs zur Reparatur von skelettalem Gewebe
beschrinken wiirden, worin aus seiner Sicht das grof3e Potential dieser Zellen lag, sondern zusétzlich
Differenzierungen von somatischen Zellen in Zellen anderer Keimbldtter beschrieben. Die daraus
resultierenden Moglichkeiten sowohl fiir die regenerative Medizin als auch fiir die zell- und
entwicklungsbiologische Grundlagenforschung scheinen kaum limitiert zu sein. Die bekannten
Vorgénge in der Zellentwicklung présentieren sich also ldngst nicht mehr als so geradlinig, wie es vor
einigen Jahrzehnten noch schien. MaBigeblich beeinflusst wurde dieses neue Bild durch die Entdeckung
induzierter pluripotenter Stammzellen (Takahashi und Yamanaka, 2006), fiir die Shinya Yamanaka im
Jahr 2012 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. In Anbetracht dieser neuen vielféltigen
Moglichkeiten ist ein tieferes Verstdndnis der zugrundeliegenden Mechanismen und physiologischen
Verdnderungen wihrend der Zellentwicklung unabdingbar.

Um die zelluldre Entwicklung zu induzieren und wihrend ihres Voranschreitens zu regulieren, ist die
Zellkommunikation von essenzieller Bedeutung. Eine solche Zellkommunikation kann entweder durch
einen direkten Zellkontakt, {iber sogenannte Gap Junctions, oder durch die Kommunikation iiber
Botenstoffe unter Beteiligung zellularer Rezeptoren und Ionenkanéle ermdglicht werden. Diese Arbeit
beschiftigt sich deshalb mit der Regulation von lonenkanédlen und Gap Junctions wihrend der
Zellentwicklung, die dabei am Beispiel einer Transdifferenzierung von humanen MSCs zu neuronalen

Zellen untersucht wird.

1.1 Mesenchymale Stamm-/Stromazellen

Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die in der Lage sind, sich selbst zu erneuern und sich in andere
Zelltypen zu differenzieren. Dabei unterscheidet man totipotente, pluripotente sowie multipotente
Stammzellen. Wihrend totipotente Zellen in der Lage sind, unter geeigneten Bedingungen einen
vollstindigen Organismus hervorzubringen, konnen pluripotente Stammzellen in Zellen aller

embryonalen Keimblétter, das Ektoderm, Endoderm und Mesoderm differenzieren. Eine weitere
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Klassifizierung von Stammzellen ist die Einteilung in embryonale und adulte Stammzellen, wobei
pluripotente embryonale Stammzellen aus der Blastozyste und multipotente adulte Stammzellen aus
einem postnatalen Organismus isoliert werden (Fortier, 2005).

Mesenchymale Stamm-/Stromazellen gehdren zu den adulten Stammzellen und sind somit multipotent.
Sie entstammen dem Mesoderm und kdnnen in vivo und in vitro zu mesenchymalem Gewebe wie
Knochen, Knorpel, Muskeln oder auch zu Fettzellen differenzieren (Pittenger et al., 1999). Die MSCs
wurden als nicht-hdmatopoetische Stammzellen erstmals im Knochenmark gefunden, wo sie sich
zusammen mit hdmatopoetischen Stammezellen in einer spezialisierten Stammzellnische befinden
(Méndez-Ferrer et al., 2010), und konnten erfolgreich in vitro kultiviert werden (Friedenstein et al.,
1970). Inzwischen sind allerdings diverse Quellen fiir die Isolierung von MSCs bekannt. So konnten
diese unter anderem aus Nabelschnurblut (Lee et al., 2004), der Nabelvene (Covas et al., 2003),
Fettgewebe (Zuk et al., 2001), der Zahnpulpa (Poltavtseva et al., 2014) oder der Synovialmembran (Bari
et al, 2001) gewonnen werden. Aus dem aspirierten oder ausgeschabten Knochenmark werden die
MSCs durch verschiedene Verfahren isoliert. FEine der géngigsten Methoden ist die
Dichtegradientenzentrifugation, bei der die mononuklearen Zellen, zu denen auch die MSCs gehoren,
von Erythrozyten separiert werden. In der folgenden in vitro-Kultivierung werden die adhérenten MSCs
durch Medienwechsel von nicht-adhérenten Zellen, wie beispielsweise himatopoetischen Stammzellen,
separiert (Pittenger et al, 1999; Gnecchi und Melo, 2009). In Kultur nehmen die MSCs eine
spindelartige fibroblastoide Morphologie an und richten sich bei einer ausreichend hohen Zelldichte
aneinander aus, sodass wellenartige Strukturen entstehen (Silva et al., 2003).

Der Name der MSCs als ,,mesenchymale Stammzellen wurde von Caplan (1991) gepréagt. 2005
positionierte sich die International Society for Cellular Therapy zu dem Thema und bezeichnete die
MSCs als multipotente mesenchymale Stromazellen (Horwitz et al., 2005). Da Caplan spater jedoch
Zweifel beziiglich ihres tatsdchlichen Stammzellcharakters kamen, schlug er vor, den Namen erneut zu
dndern und die MSCs als Medicinal Signaling Cells zu bezeichnen (Caplan, 2017). Bis zum jetzigen

Zeitpunkt hat sich diese Nomenklatur nicht durchsetzen kénnen.

1.1.1 Definition und Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen

Die Isolierung von MSCs aus verschiedensten Gewebetypen und Spendern verschiedenen Alters und
Geschlechts, wie auch stark abweichende in vitro-Kulturbedingungen, fiihren zu einer groflen
Heterogenitét der erhaltenen Zellpopulation beziiglich der Expression von Markern, der Morphologie,
der Wachstumsrate und ihres Differenzierungspotentials (Vogel ef al., 2003; Le Blanc und Pittenger,
2005; Ho et al, 2008; Phinney, 2012; Lv et al., 2014). Um trotz grofBer Vielfalt an MSCs eine
einheitliche Basis fiir die Definition von humanen MSCs zu schaffen, gab die International Society for
Cellular Therapy minimale Kriterien zu deren Identifikation heraus (Dominici et al., 2006). Diese
minimalen Kriterien beinhalten das adhiarente Wachstum der MSCs auf Zellkulturplastik und sowohl
die Expression (> 95 %) der Oberflichenantigene CD73, CD90 und CD105 als auch die Abwesenheit
(£2 % positiv) der Oberflichenantigene CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 und HLA Klasse

4
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II. Als weiteres Kriterium benennen Dominici et al. (2006) die Fahigkeit der MSCs, sich unter Standard-
in vitro-Bedingungen in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten zu differenzieren. Sie betonen,
dass es sich bei diesen Punkten um minimale Kriterien handele und empfehlen die Untersuchung
weiterer Oberfldchenmarker zur genaueren Charakterisierung von MSCs.

CD?73 ist eine auf der Zelloberflache der MSCs exprimierte Ektonukleotidase, die AMP zu Adenosin
abbaut, das wiederum Adenosinrezeptoren an Zelloberflichen stimulieren und somit Signale autokrin
oder parakrin an Zellen iibermitteln kann. Auf diese Weise kann sowohl die Proliferation als auch die
osteogene, chondrogene und adipogene Entwicklung der MSCs sowie ihre Wechselwirkung mit anderen
Zelltypen beeinflusst werden (Katebi et al., 2009; Gharibi et al., 2011; Ode et al., 2013). CD90 (Thy-1)
ist ein Glykoprotein auf der Zelloberfliche von MSCs. Uber seine Funktionen wird derzeit noch viel
spekuliert. Wahrend es in Fibroblasten bei der Zellmigration, der Organisation des Zytoskeletts und der
Fokaladhésion eine Rolle zu spielen scheint (Barker et al., 2004), werden ihm in MSCs eher eine
gewisse Einflussnahme bei der Forderung der Selbsterneuerung und Differenzierung zugeschrieben
(Maleki et al, 2014; Moraes et al., 2016; Saalbach und Anderegg, 2019). CD105 (Endoglin) ist
beziiglich der Differenzierung von MSCs ebenfalls relevant. So fordert die reduzierte Expression von
CD105 das chondrogene Differenzierungspotential (Fan et al., 2016; Izgi et al., 2017), wéhrend eine
erhohte CD105-Synthese die Osteogenese von MSCs begiinstigt (Levi ef al., 2011).

1.2 Neuronen

Neuronen sind erregbare Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems, die Signale verarbeiten
und in Form von elektrischen Signalen, den Aktionspotentialen (Abschnitt 1.2.1), oder ausgeschiitteten
Neurotransmittern an andere Zellen iibermitteln. Untereinander bilden sie ein neuronales Netzwerk aus,
in dem ein Neuron gleichzeitig mit tausenden weiteren Neuronen in Kontakt stehen kann. Die
weiterzuleitenden Signale werden dabei an Synapsen (Abschnitt 1.2.2) von der prasynaptischen an die
postsynaptische Zelle iibermittelt. (Hammond, 2014).

So wie es viele verschiedene Typen an Neuronen gibt, so unterscheidet sich auch ihre Morphologie in
einem gewissen Rahmen. Gemeinsam ist allen Neuronen aber ihre zelluldre Polarisation und ihr Aufbau
aus einem Zellkorper (Soma), einem verdstelten Baum aus Dendriten und einem Axon. An den
Dendriten erreichen diverse Signale die Zelle, die anschliefend im Soma verarbeitet werden. Dort wird
gegebenenfalls, je nach Ergebnis der Verarbeitung, ein Aktionspotential ausgeldst, welches das Axon
hinunter geleitet wird und an dessen Ende an eine postsynaptische Zelle iibermittelt wird. Neuronen
konnen sowohl sehr regional Signale weitergeben als auch weite Distanzen {iberwinden, wobei mithilfe
einer saltatorischen Reizweiterleitung die Geschwindigkeit der Weiterleitung stark erhoht werden kann
(Hammond, 2014).

Eine Besonderheit von Neuronen ist, dass sie wihrend ihrer Differenzierung den Zellzyklus verlassen
und nicht mehr proliferieren (Herrup und Yang, 2007). Aus diesem Grund miissen Neuronen auch im
adulten Organismus bei Bedarf neu differenziert werden. In dem Prozess der Neurogenese entwickeln

sie sich aus neuronalen Stammzellen, welche sich in multizelluliren neurogenen Nischen befinden
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(Doetsch et al., 1999; Palmer et al., 2000; Shen ef al., 2008). In dieser Mikroumgebung werden sowohl
die Selbsterneuerung als auch die Regulation und Induktion der Differenzierung zu Neuronen unter
anderem von Astrozyten sowie von reifen Neuronen beeinflusst (Song et al., 2002; Deisseroth et al.,
2004; Pardal und Lopez Barneo, 2016). Das kann iiber direkte Zell-Zellkontakte oder parakrine
Signalwege erfolgen. Wihrend der Neurogenese entwickeln sich die neuronalen Stammzellen zu den
etwas weiter differenzierten transit-amplifying progenitors (TAPs), aus denen im weiteren Verlauf
Neuroblasten hervorgehen. Diese entwickeln sich zundchst zu immaturen und schlieBlich durch weitere

Reifung zu maturen Neuronen (Kempermann et al., 2015; Liu und Song, 2016).

1.2.1 Aktionspotentiale

Eine der wichtigsten Eigenschaften von Neuronen ist ihre Fahigkeit elektrische Signale in Form von
Aktionspotentialen zu erzeugen und diese mit sehr hoher Geschwindigkeit (bis zu 100 m/s) {iber groB3e
Distanzen weiterzuleiten. Ein Signal kann dabei von einem Neuron entweder direkt elektrisch
empfangen werden oder es erreicht die Zelle als chemisches Signal und wird dort in ein elektrisches
Signal, ein Aktionspotential, iibersetzt. Das Ruhemembranpotential von Neuronen liegt bei
ungefahr -70 mV. Zum Ausldsen eines Aktionspotentials muss es sowohl bei einer elektrischen als auch
bei einer chemischen Stimulierung zunichst zu einer Depolarisation der Zellmembran kommen. Wird
dabei ein Schwellenwert des Membranpotentials Uy, von ungefdhr -40 mV {iberschritten, kommt es zum
Offnen spannungsabhingiger Na*-Kanile, sodass sich die Permeabilitiit P fiir Na'-Ionen stark erhoht.
Da die extrazellulire Na“*-Konzentration um ein Vielfaches hoher ist als die Konzentration in der Zelle,
kommt es zu einer weiteren Depolarisation der Zellmembran, also zur Erhhung des Membranpotentials

U, wie aus der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung ersichtlich wird.

RT PK+[K+]e +PNa+[Na+]e + Po-[CL7];
=—1In
F " Pg+[K*]; + Pyg+[Na*]; + Pg-[CL7 ],

m

Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung. U,: Membranpotential, R: Allgemeine Gaskonstante, 7: Temperatur in Kelvin, F:
Faraday-Konstante, P: Membranpermeabilitét des als Index dargestellten Ions, die Darstellung des Ionensymbols in eckigen

Klammern bezeichnet die Konzentration dieses lons im intrazelluldren (i) bzw. extrazelluldren (e) Raum.

Wihrend dieser depolarisierenden Phase des Aktionspotentials kann das Membranpotential deutlich
tiber 0 mV ,.hinausschieBen (overshooting). Nach einer Offenzeit der Na'-Kanidle von nur ungeféhr
1 ms kommt es zu deren Inaktivierung, wobei die Kanidle von innen verschlossen werden, ohne dass
sich die Pore in der Membran schlie3t. Dieser inaktive Zustand ist also von dem geschlossenen Zustand
der Kanile zu unterscheiden und verhindert fiir eine gewisse Zeit ein weiteres Offnen. Auf diese Weise
wird das weiterzuleitende Signal gerichtet transportiert.

Durch die Inaktivierung der Na'-Kanéle kommt es zu einer Repolarisation der Zellmembran, die
dadurch unterstiitzt wird, dass die vorherige Depolarisation spannungssensitive K'-Kandéle aktiviert hat,

die sich nun wéhrend der Inaktivierung der Na'-Kanile ebenfalls 6ffnen. Da K*-Ionen in der Zelle
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deutlich hoher konzentriert sind als auBerhalb, fiihrt die erhohte Permeabilitdt P fiir K zu einer
Reduktion des Membranpotentials (herzuleiten aus der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung). K*-Kanéle
haben eine deutlich ldngere Offenzeit, sodass es nach der Repolarisation kurzfristig zu einer leichten
Hyperpolarisation der Zellmembran kommt, da zu diesem Zeitpunkt die Na*-Kanéle noch inaktiviert
und die K*-Kanile offen sind. Erst wenn die K'-Kanile wieder geschlossen sind, erreicht die Zelle
erneut ihr Ruhemembranpotential (Hodgkin und Huxley, 1952; Barnett und Larkman, 2007). Das
Erreichen und die Stabilisierung des Ruhemembranpotentials wird zudem mafgeblich durch einwarts
gleichrichtende K*-Kanile gefordert (Oliver et al., 2000).

Aktionspotentiale sind in allen erregbaren Zellen individuell, wozu unter anderem die hohe Vielfalt an
Na'- und K*-Ionenkanilen beitragt. Auch verschiedene Neuronentypen unterscheiden sich in der Art
ihrer ausgelosten Aktionspotentiale teilweise stark in der Amplitude, Dauer und Frequenz des Signals

(Barnett und Larkman, 2007; Hammond, 2014).

1.2.2 Synapsen

Die interzelluldre Weitergabe von Signalen in neuronalem Gewebe findet vor allem an Synapsen statt.
Dabei werden elektrische und chemische Synapsen unterschieden, die auf vielfaltige Weise kombiniert
in einer Synapse vorliegen und eng miteinander interagieren konnen (Pereda, 2014). Entgegen friitherer
Kontroversen, ob elektrische Synapsen iiberhaupt existieren, gibt es inzwischen zahlreiche Belege, dass
sie in Sdugetiergehirnen weit verbreitet sind (Galarreta und Hestrin, 1999, 2001a; Connors und Long,
2004). Allen Synapsen ist gemeinsam, dass sie aus einer prisynaptischen Zelle, von der das Signal
tibermittelt wird, und einer postsynaptischen Zelle, die das Signal empfingt, bestehen. Diese beiden
Zellen sind durch den sogenannten synaptischen Spalt voneinander getrennt (Bennett, 1999; Hormuzdi
et al., 2004).

In chemischen Synapsen hat der synaptische Spalt eine Groenordnung von 20-40 nm. Erreicht ein
Aktionspotential die présynaptische Zelle, so 6ffnen sich spannungssensitive lonenkanile wie zum
Beispiel spannungsabhiingige Ca?*-Kaniile, sodass es zu einem loneneinstrom in die Zelle kommt. Auf
diese Weise wird das zuvor elektrische Signal in ein chemisches iibersetzt. Ca*>* wirkt in der Zelle als
sekundérer Botenstoff und induziert die Freisetzung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt.
Die Neurotransmitter kdnnen dann an entsprechende ionotrope oder metabotrope Rezeptoren an der
Zellmembran der postsynaptischen Zelle binden, wodurch intrazelluldre Signalkaskaden ausgelost
werden konnen. Diese Signalkaskaden konnen beispielsweise dazu fiihren, dass die intrazelluldre
Genexpression auf die aktuelle Situation angepasst wird. Bei ionotropen Rezeptoren handelt es sich
hiufig um unspezifische Kationenkanile. Deren Offnung fiihrt zu einer erhohten Membran-
Permeabilitdt fiir Na'- und K*-Tonen und somit zu einer Verdnderung des Membranpotentials. Wird
dabei ein Schwellenwert von -40 mV erreicht, kann ein Aktionspotential ausgeldst werden und so das
zuvor chemische Signal wieder in ein elektrisches Signal iibersetzt und an die néchste Zelle

weitergegeben werden (Hormuzdi et al., 2004; Pereda, 2014).
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In elektrischen Synapsen findet keine derartige Ubersetzung des Signals statt. Durch eine direkte
zytoplasmatische Verbindung der prid- und postsynaptischen Zelle {iber sogenannte Gap Junctions
(Abschnitt 1.3) ist der elektrische Widerstand zwischen den Zellen deutlich reduziert und das
Aktionspotential setzt sich in der postsynaptischen Zelle fort. Durch diese direkte Kopplung kdnnen
Neuronen synchronisiert werden, wodurch eine deutlich hohere Erregbarkeit erreicht wird, sodass sie
sensibler auf Stimuli reagieren konnen (Galarreta und Hestrin, 2001b; Curti ef al., 2012). Eine weitere
Besonderheit von elektrischen Synapsen ist ihre bidirektionale Leitfahigkeit, die es ermdglicht, Signale
in beide Richtungen {iber den synaptischen Spalt hinweg weiterzuleiten (Bennett und Zukin, 2004). Bei
der Bildung von Gap Junctions befinden sich die Zellmembranen der benachbarten Zellen sehr nah
aneinander, damit die zytoplasmatische Verbindung entstehen kann. Dadurch ist der synaptische Spalt
in den elektrischen Synapsen mit 2 - 4 nm deutlich schmaler als in chemischen Synapsen (Bennett und

Zukin, 2004; Hormuzdi et al., 2004).

1.3 Gap Junctions

Gap Junctions sind interzelluldire Kanidle in der Zellmembran zweier benachbarter Zellen,
beispielsweise in elektrischen Synapsen, die deren Zytoplasma direkt miteinander verbinden. Bedingt
durch die Linge dieser Kandle werden die Zellmembranen der benachbarten Zellen dicht zueinander
gefiihrt, wodurch eine definierte Liicke (engl.: gap) von 2 - 4 nm zwischen den Membranen entsteht
(Revel und Karnovsky, 1967). Diese ist namensgebend fiir die Gap Junctions. Eine stabile Annédherung
der Zellmembranen geschieht vor allem in Bereichen, in denen eine hohe Gap Junction-Kanal-Dichte
herrscht, in sogenannten Gap Junction-Plaques. In diesen Plaques liegen Ansammlungen von hunderten
bis zu mehreren tausenden an Gap Junction-Kanélen vor (Gilula et al., 1972; Sosinsky und Nicholson,
2005). Zu einem funktionalen Gap Junction-Kanal miissen beide der beteiligten Zellen je einen Gap
Junction-Halbkanal beisteuern, ein sogenanntes Connexon (Yeager und Nicholson, 1996). Connexone
wiederum sind Hexamere aus Connexin-Untereinheiten (Unwin und Zampighi, 1980). Von diesen Gap
Junction-bildenden Transmembranproteinen sind 21 menschliche Isoformen bekannt, die sich vor allem
in ihren C-Termini in Lénge und Sequenz unterscheiden. Alle Connexin-Isoformen besitzen den
gleichen topologischen Aufbau. Der C-Terminus eines Connexins ist, wie auch der N-Terminus,
zytoplasmatisch orientiert. Die vier Transmembrandoménen werden durch zwei extrazelluldre und eine
zytoplasmatische Schleife miteinander verbunden (Zimmer et al., 1987; Falk et al., 1994; Willecke et
al., 2002; S6hl und Willecke, 2004).

Fiir die verschiedenen Connexin-Isoformen existieren zwei parallel verwendete Nomenklaturen. Die
erste bezeichnet die Connexine nach ihrer strukturellen und genetischen Verwandtschaft, anhand derer
sie in fiinf Gruppen (a, B, v, 6 und €) eingeteilt werden. Der Name der Connexine setzt sich dann aus
den Buchstaben ,,GJ* fiir Gap Junction-Protein, dem entsprechenden Buchstaben fiir die Gruppe (z.B.
A fiir die a-Gruppe) und einer Zahl zusammen, welche die Connexine in ihrer Reihenfolge der
Entdeckung innerhalb ihrer Gruppe durchnummeriert. Obwohl diese Nomenklatur fiir die Connexin-

Proteine seltener verwendet wird, ist sie dennoch namensgebend fiir die offiziellen Gensymbole der
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Connexine (Kumar und Gilula, 1992; Harris und Locke, 2008). In dieser Arbeit sind die fiir die
Connexine kodierenden Gene anhand dieser offiziellen Gensymbole benannt.

Die zweite und meistverwendete Nomenklatur richtet sich nach dem vorhergesagten Molekulargewicht
des zu bezeichnenden Connexins in kDa. Da sich dieses Gewicht zwischen verschiedenen Organismen
leicht unterscheiden kann, sodass es zu unterschiedlichen Benennungen der orthologen Connexine
kommt, kann der Herkunftsorganismus durch das Voranstellen eines Prifixes im Namen kenntlich
gemacht werden. So ist beispielsweise mCx43 das murine Connexin mit einem Molekulargewicht von
43 kDa. Wird kein Priafix vorangestellt, handelt es sich per Definition um das entsprechende humane
Connexin. Um dennoch zu kennzeichnen, dass das humane Connexin gemeint ist, kann entweder das
Prifix ,,h* vorweggestellt oder die Buchstaben ,,CX* beide grogeschrieben werden (Beyer et al., 1987,
Harris und Locke, 2008). In dieser Arbeit wird keine weitere Kennzeichnung verwendet, da
ausschlieBlich mit humanen Zellen gearbeitet wurde und somit immer die humanen Connexine gemeint
sind. Beispielsweise wird das humane 43 kDa grofle Connexin auf Proteinebene als Cx43 und auf
mRNA-Ebene als GJAI bezeichnet (Tabelle 8).

Ein funktionaler Gap Junction-Kanal bildet beim Offnen eine wassergefiillte Pore zwischen den an der
Kanalbildung beteiligten Zellen, durch die kleinere Molekiile, wie beispielsweise Metabolite, lonen,
sekundére Botenstoffe, Neurotransmitter und andere Signalmolekiile bidirektional diffundieren kdnnen
(Dermietzel und Spray, 1993; Goodenough et al., 1996). Dabei héngt die Permeabilitdt und Selektivitét
des Kanals sowohl von dem Gewicht und der Form der diffundierenden Molekiile als auch von der
Kanalzusammensetzung ab. Substanzen, die eine globuldre Struktur aufweisen, konnen den Kanal bis
zu einer Grofle von ungefahr 1 kDa passieren (Goodenough ef al., 1996), wihrend fiir lineare Peptide
bereits eine Durchldssigkeit von bis zu 1,8 kDa nachgewiesen werden konnte (Neijssen et al., 2005).
Diese Permeabilitit wird zudem durch den Poreninnendurchmesser des Gap Junction-Kanals sowie die
Ladungen der im Kanallumen befindlichen Seitengruppen bestimmt und variiert, je nachdem welche
Connexin-Isoformen an der Kanalbildung beteiligt sind. Da Connexine Membranproteine sind, ist eine
Kristallisierung ihrer Kanalstrukturen sehr schwierig, sodass bisher nur die Rontgenkristallstruktur des
Cx26-Gap Junction-Kanals publiziert wurde. Dabei konnte ein Poreninnendurchmesser von 1,4 nm an
der schmalsten Stelle bestimmt werden (Maeda et al., 2009; Maeda und Tsukihara, 2011).
Physiologisch gesehen haben Gap Junctions durch die Ausbildung dieser zytoplasmatischen
Verbindung zweier benachbarter Zellen einen sehr groflen Einfluss auf die Zellkommunikation in fast
allen Gewebetypen, da sie die Zellen auf diese Weise metabolisch und elektrisch koppeln kénnen (S6hl
et al., 2005). Die Funktionen von Connexinen und Gap Junctions in MSCs und neuronalen Zellen

werden in den Abschnitten 1.3.2 und 1.3.3 ausfiihrlicher dargestellt.

1.3.1 Gap Junction-Halbkanile

Connexine kdnnen nicht nur in Form von vollstdndigen Gap Junction-Kanilen funktionale Ionenkanile
ausbilden. Entgegen anfanglicher Annahmen, dass Gap Junction-Halbkanéle nur in einer geschlossenen

Form existieren und ausschlieBlich als Vorrat zur Bildung neuer Gap Junction-Kanile dienen, sind
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inzwischen diverse weitere physiologische Funktionen dieser Kanéle bekannt (Burra und Jiang, 2011;
Cheung et al., 2014). Den ersten Beleg, dass Connexone ebenfalls funktionale lonenkanidle sind,
lieferten Paul ef al. (1991), indem sie zeigten, dass sich in Xenopus laevis-Oozyten exprimierte Cx46-
Halbkanile spannungsabhingig 6ffnen lieBen. In HeLa-Zellen wurde zunéchst festgestellt, dass die
exogen exprimierten Connexine Cx30, Cx46 und Cx50 zwar funktionale Gap Junction-Halbkanile
ausbildeten, sich diese allerdings unter physiologischen Bedingungen nicht 6ffneten (Valiunas und
Weingart, 2000). Inzwischen ist bekannt, dass auch eine Offnung unter physiologischen Bedingungen
moglich ist, diese aber sehr eng kontrolliert wird. Dabei nehmen Faktoren wie das Membranpotential,
ATP-Stimuli, posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierungen, Verdnderungen des
intrazellularen pH-Werts, das Redoxpotential der Zelle sowie mechanische Stimuli auf vielfaltigste
Weise Einfluss (Francis et al., 1999; Kim et al., 1999; Trexler et al., 1999; Bao et al., 2004a; Bao et al.,
2004c; Bao et al., 2004b; Ripps et al., 2004; Saez et al., 2005; Giaume et al., 2013; Orellana et al., 2013;
Wang et al., 2013; Retamal, 2014).

Eine besondere Rolle im Zusammenhang mit der Regulation von Gap Junction-Halbkanélen spielt die
intrazelluldre und extrazellulire Ca*-Konzentration. Bei einer physiologischen extrazelluldren Ca®'-
Konzentration von 1 -2 mM ist die Offenwahrscheinlichkeit von Gap Junction-Halbkanédlen in den
meisten Fillen sehr gering, was erklért, warum Valiunas und Weingart (2000) schlussfolgerten, dass die
getesteten Connexin-Halbkanéle unter physiologischen Bedingungen geschlossen seien. Verringert sich
jedoch die extrazellulidre Ca>*-Konzentration auf wenige nM, wird die Offnung der Halbkanile induziert
(Quist et al., 2000; Thimm et al., 2005; Allen et al., 2011). Intrazelluldr scheinen Ca**-Konzentrationen
bis ungefdhr 500 nM die Offenwahrscheinlichkeit der Gap Junction-Halbkanéle zu erhoéhen. Es wird
vermutet, dass eine Ca?>"/Calmodulin (CaM)-abhiingige Signalkaskade die Offnung verursacht, bei der
auch die CaM-abhédngige Proteinkinase II (CaMK-II) und die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase
(MAPK) involviert sind (Schalper et al., 2008b; Vuyst et al., 2009). Bei hoheren Ca**-Konzentrationen
werden Mechanismen zur Inaktivierung der Gap Junction-Halbkanéle induziert (Vuyst et al., 2006;
Vuyst et al., 2009).

Gap Junction-Halbkanile bilden beim Offnen eine Pore vom Zytoplasma der Zelle in den
extrazelluldren Raum und kénnen damit zur ionischen Homoostase der Zelle beitragen (Kar ez al., 2012).
Da diese Kanéle, wie auch interzellulére Gap Junction-Kanéle, nicht selektiv-permeabel fiir bestimmte
Molekiile sind, konnen durch sie diverse lonen, Signalmolekiile und Metabolite in den extrazelluldren
Raum freigesetzt werden, wo sie autokrine oder parakrine Signalkaskaden auslosen konnen (Kar et al.,
2012). Zu diesen Signalmolekiilen zdhlen unter anderem Glutamat (Ye et al., 2003; Takeuchi et al.,
2006; Jiang et al., 2011), Prostaglandin E, (Jiang und Cherian, 2003; Cherian et al., 2005; Burra und
Jiang, 2009), Glutathion (Rana und Dringen, 2007; Stridh et al., 2008; Stridh et al, 2010) NAD"
(Bruzzone et al., 2001) und ATP (Zhao et al., 2005; Eltzschig et al., 2006; Vuyst et al., 2006; Sonntag
et al., 2009). Die Gap Junction-Halbkanéle stehen dabei oft in einer direkten Verbindung zu purinergen

Signalkaskaden (Abschnitt 1.4), da durch die ATP-Stimulierung purinerger Rezeptoren die Halbkanile
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geoffnet werden konnen (lacobas et al., 2007; Scemes et al., 2009), aber umgekehrt, durch sie auch ATP
in den extrazelluldren Raum gelangen und dort purinerge Rezeptoren aktivieren kann. Die Moglichkeit
einer positiven Riickkopplungsschleife, die das ausgeldste Ca®*-Signal verstirkt, liegt auf der Hand und
konnte bereits belegt werden (Anderson et al., 2004; Baroja-Mazo et al., 2013). Die spezifischen
Aufgaben von Gap Junction-Halbkandlen in MSCs und in neuronalen Zellen werden in den zwei

folgenden Abschnitten erlautert.

1.3.2 Gap Junctions und Connexine in MSCs

MSCs exprimieren vor allem die Connexine Cx40, Cx43 und Cx45, die fiir die in den MSCs typische,
starke interzelluldre Gap Junction-Kopplung verantwortlich sind (Dorshkind et al., 1993; Bodi ef al.,
2004; Valiunas et al., 2004). MSCs sind sowohl untereinander als auch mit anderen Zelltypen in der
Lage, funktionale Gap Junction-Kanidle auszubilden, was sie als zelluldre Therapeutika in der
regenerativen Medizin hochinteressant macht. Funktionale Kanile zu Kardiomyozyten (Potapova et al.,
2004), ventrikuldren Myozyten und Cx40-, Cx43- oder Cx45-transfizierten HeLa-Zellen konnten bereits
nachgewiesen werden (Valiunas et al., 2004). AuBlerdem sind sie in ihrer natiirlichen Umgebung, der
Stammezellnische im Knochenmark, iiber Gap Junctions mit den hidmatopoetischen Stammzellen
gekoppelt und fordern dort unter anderem deren Proliferation und die Himatopoese (Rosendaal et al.,
1997; Diirig et al., 2000; Genet et al., 2018). Eine besondere Rolle in MSCs iibernimmt Cx43. So ist es
nicht nur am stérksten in den MSCs exprimiert und somit vermutlich hauptverantwortlich fiir die hohe
Zellkopplung, sondern es ist auch essentiell fiir die Erhaltung der Stammzelleigenschaften von MSCs,
da es ihre vorzeitige Zellseneszenz verhindert (Shao et al., 2019).

Cx43 ist auBlerdem in der Lage, die einzigen in MSCs bisher nachgewiesenen funktionalen Gap
Junction-Halbkanile zu bilden. Diese konnten experimentell durch die mechanosensitive Stimulierung
mit Ultraschall aktiviert werden (Yoon et al., 2018) und scheinen zudem eine Rolle in der osteogenen
(Wagner ef al., 2017a; Wagner et al., 2017b) wie auch in der chondrogenen Differenzierung von MSCs
zu spielen (Schrobback et al., 2015). Wurden MSCs nach einem Herzinfarkt in das geschéddigte Gewebe
transplantiert, wurde dort durch Cx43 ihre Uberlebensrate gesteigert und auBerdem die Angiogenese

gefordert (Wang et al.,, 2010; Wang et al., 2014).

1.3.3 Gap Junctions und Connexine in neuronalen Zellen

Neuronale Vorlduferzellen sind stark {iber Gap Junctions miteinander gekoppelt (Duval et al., 2002;
Eugenin ef al.,, 2012). Diese Kopplung kommt in diesen Zellen vor allem durch eine hohe Expression
an Cx43 zustande, in denen es die Zellproliferation fordert und auf diese Weise eine neuronale
Differenzierung unterdriickt (Rozental et al., 2000; Lemcke und Kuznetsov, 2013). Cx43 ist bei der
neuronalen Entwicklung unerlédsslich, wobei seine Funktionen vielféltiger und teilweise
widerspriichlicher Natur sind. In der embryonalen Entwicklung fordert Cx43 die Proliferation der
neuronalen Vorlduferzellen, wohingegen es umgekehrt in der adulten Neurogenese die Proliferation

hemmt (Swayne und Bennett, 2016). Wahrend der neuronalen Differenzierung muss die Cx43-
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Expression und die damit verbundene Gap Junction-vermittelte Zellkopplung herunterreguliert werden
(Rozental et al., 2000; Duval et al., 2002; Yamashita, 2013; Rinaldi ez al., 2014). Von einigen Autoren
wird das als Voraussetzung fiir das Verlassen des Zellzyklus und somit den Beginn der neuronalen
Differenzierung beschrieben (Rozental et al., 2000; Lemcke et al., 2013; Lemcke und Kuznetsov, 2013;
Rinaldi et al., 2014). Shin et al. (2015) konnten in der Tat nachweisen, dass die Cx43-Expression schon
in aktivierten neuronalen Stammzellen herunterreguliert ist, und auch ein Einfluss von Connexinen auf
den Zellzyklus und somit auf Zellwachstum und Differenzierung ist bekannt (Shi et al., 2015).

In reifen Neuronen koénnen je nach Neuronen-Typ diverse Connexine gefunden werden, die meisten
jedoch nur sehr schwach exprimiert. In den meisten Studien werden die Connexine Cx26, Cx45 und vor
allem Cx36 nachgewiesen (Condorelli et al., 2000; Rozental et al., 2000; Sohl et al., 2005; Eugenin et
al., 2012; Swayne und Bennett, 2016). Cx26 sorgt in vivo fiir eine vollstindige neuronale Entwicklung
und fordert die damit verbundene Synapsenbildung (Su et al., 2017). Obwohl Gap Junctions auch in
Neuronen vorhanden sind und eine essenzielle Rolle, beispielsweise fiir die Bildung elektrischer
Synapsen, spielen (Gutnick und Prince, 1981; Lo Turco und Kriegstein, 1991; Yuste et al, 1995;
Bittman et al.,, 1997; Noctor et al., 2001), ist die Gap Junction-vermittelte Zellkopplung in Neuronen
nicht so stark wie in neuronalen Vorlduferzellen. Die elektrischen Synapsen werden von dem am
héufigsten in Neuronen exprimierten Connexin Cx36 gebildet (Belluardo ef al., 2000; Condorelli et al.,
2000; Gulisano et al., 2000; Sohl et al., 2005; Eugenin et al., 2012; Pereda, 2014). Cx36 scheint
auflerdem in der Lage zu sein, in vivo und in vitro eine neuronale Differenzierung zu induzieren
(Rozental et al., 2000; Hartfield et al., 2011).

In Neuronen konnte bisher keine Gap Junction-Halbkanalaktivitdt unter physiologischen Bedingungen
gemessen werden. Die in den Neuronen exprimierten Connexin-Isoformen sind prinzipiell imstande,
funktionale Halbkandle auszubilden (Thompson und MacVicar, 2008). So konnten unter
pathophysiologischen Bedingungen bereits funktionale Halbkandle von Cx36 nachgewiesen werden
(Schock et al, 2008). In neuronalen Vorlduferzellen ist die Existenz funktionaler Gap Junction-
Halbkanile bekannt. Diese dienen dort dem Erhalt der Zellen in einem undifferenzierten

proliferierenden Entwicklungsstadium (Talaverdn et al., 2015).

1.4 Purinerge P2-Rezeptoren

So gut wie alle bekannten Zellen haben eine Sensitivitit flir extrazellulares ATP, da es sich bei der ATP-
vermittelten Signalgebung um einen der urspriinglichsten interzelluliren Kommunikationswege handelt
(Burnstock und Verkhratsky, 2009). ATP stellt dabei evolutiondr eines der ersten chemischen
Signalmolekiile dar und wurde erstmals 1970 als Neurotransmitter im autonomen Nervensystem
identifiziert (Burnstock et al., 1970). Inzwischen ist bekannt, dass ATP auf vielféltigste Weise sowohl
neuronale als auch nicht-neuronale Zellen beeinflusst. Die Erkennung von extrazellulirem ATP findet
iiber sogenannte purinerge P2-Rezeptoren in der Zellmembran statt, die in ionotrope P2X-Rezeptoren
(Abschnitt 1.4.1) und metabotrope P2Y-Rezeptoren (Abschnitt 1.4.2) klassifiziert werden konnen

(Abbracchio und Burnstock, 1994). Durch Signalkaskaden, in denen sekundére Botenstoffe wie cAMP
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oder Ca*" beteiligt sind, konnen diverse zelluldre Reaktionen ausgeldst werden, die beispielsweise
Migration, Zellmetabolismus, Sekretion, Proliferation oder Differenzierung beeinflussen (Berridge,
2016). Dabei unterscheidet man kurzfristige Signalgebungen, bei denen es sich um die direkte, oft
synaptische Ubermittlung von Signalen handelt, und langfristige (trophische) Signalgebungen, die
Prozesse wie die Zellproliferation, Differenzierung oder den Zelltod bezeichnen (Burnstock, 2016). Die
ausgeloste Reaktion in der Zelle ist dabei sowohl abhingig von der Anzahl und Zusammensetzung der
exprimierten P2-Rezeptoren als auch von der extrazelluldren ATP-Konzentration, da nicht alle P2-

Rezeptoren gleich sensitiv auf ATP reagieren (Xing et al., 2016).

1.4.1 Ionotrope P2X-Rezeptoren

Die purinergen P2X-Rezeptoren gehdren zu den ligandengesteuerten Ionenkanal-Rezeptoren, deren
natiirlicher Ligand ATP ist, und bestehen aus sieben Subtypen P2X1-P2X7 (Ralevic und Burnstock,
1998). Diese Isoformen konnen entweder Homo- oder Heterotrimere und so einen funktionalen P2X-
Rezeptor bilden (North, 2002; Saul ef al., 2013). Auf diese Weise kann je nach den Voraussetzungen
des entsprechenden Gewebes eine hohe Vielfalt an Rezeptoren kreiert werden. Eine P2X-Untereinheit
ist durch zwei Transmembrandoménen in der Zellmembran verankert, die durch eine extrazelluldre
Schleife miteinander verbunden sind. Der N- und der C-Terminus des Proteins befinden sich im
Zytoplasma (Valera et al., 1994; North, 1996; North, 2002).

Bindet ATP an einen P2X-Rezeptor, kommt es zu einer Konformationsdnderung, welche die Pore des
Ionenkanals 6ffnet. Je nach P2X-Isoform ist der gedffnete Ionenkanal permeabel fiir Na*, K™ und vor
allem Ca?*, die entlang ihres Konzentrationsgradienten in die Zelle diffundieren konnen (Burnstock,
2007). Durch den Einstrom des sekundiren Botenstoffs Ca?" werden in der Zelle diverse Signalkaskaden
ausgelost (Berridge, 2016). Eine besondere Rolle spielt der P2X7-Rezeptor. Dieser Rezeptor ist in der
Lage, bei andauernder ATP-Stimulierung eine immer grofer werdende Pore zu bilden, sodass er
schlieBlich fiir Molekiile iiber 900 Da permeabel wird (North, 2002). Inzwischen gibt es immer mehr
Belege dafiir, dass er auf diese Weise auch die Freisetzung von ATP in den extrazelluliren Raum
ermoglichen konnte (Pellegatti ef al., 2005; Suadicani et al., 2006; Ohshima et al., 2010; Brandao-Burch
etal, 2012).

1.4.2 Metabotrope P2Y-Rezeptoren und ihre physiologische Vielfalt

Bei den metabotropen P2Y-Rezeptoren handelt es sich um G-Protein-gekoppelte, purinerge Rezeptoren,
fiir die acht Isoformen, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y 12, P2Y13 und P2Y 14, bekannt sind
(Abbracchio et al., 2003). Diese Rezeptoren werden ebenfalls alle von ATP stimuliert. Im Unterschied
zu den P2X-Rezeptoren konnen diese Rezeptoren allerdings auch von weiteren Liganden wie ADP,
UTP, UDP und UDP-Zucker aktiviert werden (Abbracchio et al., 2006). Die Struktur der P2Y-Rezeptor-
Proteine weist sieben Transmembrandoménen auf, die durch drei intrazelluldre und drei extrazellulire
Schleifen miteinander verbunden sind. Der C-Terminus befindet sich im Zytoplasma, wihrend der N-

Terminus extrazellulér lokalisiert ist. Fiir die Bildung eines funktionalen Rezeptors wird nur eine P2Y-
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Untereinheit bendtigt, sodass lange angenommen wurde, dass nur monomere Rezeptoren existieren
(Ralevic und Burnstock, 1998). Inzwischen ist bekannt, dass diese Rezeptoren auch Homo- oder
Heterodimere mit anderen P2Y-Rezeptoren oder mit anderen Transmitter-Rezeptoren wie
beispielsweise Adenosin-Rezeptoren bilden kénnen (Abbracchio et al., 2009).

Die P2Y-Rezeptoren sind an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt, sodass fiir eine intrazelluldr
auszulosende Signalkaskade wichtig ist, welche P2Y-Rezeptoren von der Zelle exprimiert sind, und bei
der extrazellulire vorhandenen ATP-Konzentration stimuliert werden, sodass ein entsprechend
gekoppeltes G-Protein Enzyme gezielt aktiviert oder inhibiert. Die Rezeptoren P2Y12, P2Y 13 und
P2Y14 sind Gjo-Protein-gekoppelt, welches bei einer ATP-induzierten Rezeptor-vermittelten
Aktivierung intrazelluldr die Adenylatcyclase inhibiert und somit die Bildung von cAMP unterbindet.
Aktiviert werden kann die Adenylatcyclase andersherum durch den Gs-Protein-gekoppelten Rezeptor
P2Y11 (Koles et al., 2008). Viele P2Y-Rezeptoren sind an mehrere G-Proteine gekoppelt, die abhingig
von der Rezeptorkomposition und dem stimulierenden Liganden aktiviert werden konnen. Auch eine
P2Y-abhéngige Aktivierung kleiner GTPasen ist mdglich, was unter anderem fiir die Migration von
himatopoetischen Stammzellen gezeigt werden konnte (Rossi et al, 2007). Die meisten P2Y-
Rezeptoren sind ebenfalls oder ausschlieBlich mit G-Proteinen wie dem Gg11-Protein gekoppelt (Koles
et al., 2008), welche die Phospholipase C (PLC) aktivieren, die darauthin Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat (PIP;) in Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) spaltet. IP; kann
anschlielend an seine IP3-Rezeptoren in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums binden. Bei
diesen Rezeptoren handelt es sich um Ca?**-permeable lonenkanile, die durch die IP;-Bindung geoffnet
werden, sodass Ca*" aus den intrazelluliren Speichern des Endoplasmatischen Retikulums in das
Zytoplasma stromen kann, wo es Ca**-abhiingige Enzyme aktivieren kann (Berridge, 2016). Zusitzlich
befinden sich in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums Ryanodinrezeptoren, die ebenfalls
Ca*"-permeabel sind. Diese Rezeptoren werden in vivo von verschiedenen Liganden aktiviert, wobei sie
am hiufigsten durch bereits im Zytoplasma eingestromtes Ca*" aktiviert werden und so fiir eine positive
Feedback-Schleife sorgen (Fruscione et al., 2011; Berridge, 2016; Chen-Engerer ef al., 2019; Karagas
und Venkatachalam, 2019).

1.4.3 Purinerge P2-Rezeptoren in MSCs

Eine Stimulierung von MSCs mit ATP induziert in MSCs Ca®*-Signale, die sowohl auf die Aktivierung
von P2X- als auch von P2Y-Rezeptoren zuriickzufiihren sind (Coppi et al., 2007; Ferrari et al., 2011;
Peng et al., 2016). Dabei spielt die purinerge Signalgebung in diversen zelluldren Prozessen der MSCs
eine essenzielle Rolle. So werden mesenchymale Stammzellfunktionen mafBgeblich beeinflusst, zu
denen unter anderem der Erhalt eines undifferenzierten Zustands, ihre Migration und die Anlage zur
Selbsterneuerung sowie die damit verbundene Proliferationsfihigkeit und ihre Zellviabilitit zéhlen
(Riddle et al., 2007; Riddle et al., 2008; Scarfi, 2014; Jiang et al., 2017a; Jiang et al., 2017b; Roszek
und Wujak, 2018). Auch diverse Prozesse der osteogenen und adipogenen Differenzierung werden

durch ATP-induzierte Signale reguliert (Zippel et al., 2012; Ciciarello et al., 2013; Cavaliere et al.,
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2015; Roszek und Wujak, 2018). Das ATP kann dabei von MSCs (Kawano et al., 2006; Riddle et al.,
2007; Yoon et al., 2018) oder anderen Zellen in ihrer direkten Umgebung freigesetzt werden. Dafiir in
Frage kommen beispielsweise Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten (Orriss et al., 2010;
Brandao-Burch er al., 2012). Die Freisetzung von ATP kann dabei {iiber verschiedenste
Transmembrankanile erfolgen (Taruno, 2018). Auch fiir die neuronale Transdifferenzierung ist eine
purinerge Signalgebung bedeutend (Tu et al., 2014; Czarnecka et al., 2017).

In den MSCs wurden bisher die purinergen Rezeptoren P2X1, P2X3 - P2X7 sowie alle P2Y-Rezeptoren
nachgewiesen, wobei es Abweichungen zwischen den Resultaten unterschiedlicher Autoren und
zwischen den Expressionsniveaus auf mRNA- und Proteinebene gibt (Riddle et al., 2007; Ferrari et al.,
2011; Zippel et al., 2012). Die Variabilitit der P2-Rezeptorexpression ist auBerdem Donor-abhéngig
(Peng et al., 2016). Durch diese hohe Rezeptorvielfalt sind vielfiltige und genau regulierbare
Reaktionen auf ATP-Stimuli in MSCs mdglich.

MSCs sind durch eine autokrine Stimulierung des P2Y1-Rezeptors in der Lage, spontane Ca*'-
Oszillationen hervorzurufen. Das dafiir notige ATP wird dabei aus Gap Junction-Halbkanélen in den
extrazelluldren Raum sezerniert. Fiir diese spontanen Oszillationen ist noch keine genaue Funktion
bekannt, vermutet wird allerdings eine Beteiligung an Differenzierungsprozessen (Kawano et al., 2002;
Kawano et al, 2006). Die Rezeptoren P2Y2, P2Y4 und P2Y13 regulieren die adipogene
Differenzierung von MSCs, wobei P2Y 13 zusitzlich die osteogene Differenzierung beeinflusst (Ferrari
et al.,, 2011; Biver et al., 2013; Ciciarello et al., 2013). Die Proliferation und Migration von MSCs wird
maBgeblich durch den P2Y11-Rezeptor gesteuert, der Gs-Protein-gekoppelt ist und somit die cDNA-
Synthese stimuliert (Fruscione ef al., 2011). Die Zellmigration wird zusétzlich zum P2Y11-Rezeptor
auch von den Rezeptoren P2Y1 und P2X7 beeinflusst (Peng et al., 2016).

Ferrari et al. (2011) konnten zeigten, dass P2X7-Rezeptoren in MSCs von allen P2X-Rezeptoren den
groBten Anteil an den hervorgerufenen intrazelluliren Ca**-Signalen besitzen. Aufgrund dessen sind
ihnen auch diverse physiologische Rollen zuzuschreiben, wie zum Beispiel ein wesentlicher Beitrag
zum Erhalt der Zellhomoostase (Yang et al, 2018). Wie auch die Rezeptoren P2X5 und P2X6,
beeinflussen die P2X7-Rezeptoren die Osteogenese von MSCs. Dabei fordern sie bei ATP-Stimulierung
die Osteogenese und Mineralisierung (Sun et al., 2013; Noronha-Matos et al., 2014), wihrend die P2X5-
und P2X6-Rezeptoren dieser entgegenwirken (Zippel et al, 2012). Die Aktivierung des P2X4-
Rezeptors fiihrt zu extrazelluliren ATP-Oszillationen, die durch eine autokrine Signalgebung induziert
wird (Kwon, 2012). P2X-Rezeptoren spielen auch im Prozess der neuronalen Transdifferenzierung eine
Rolle. So forderten sie in Ratten-MSCs bei Anwesenheit von extrazellulirem ATP die neuronale
Differenzierung der MSCs. Das gelang auch in vivo, indem Astrozyten ATP freisetzten und so die
neuronale Differenzierung transplantierter MSCs induzierten. Welche P2X-Rezeptoren dabei genau
diesen Einfluss ausiibten, zeigten die Autoren nicht. Es wurden allerdings die Rezeptoren P2X1 und

P2X4 - P2X7 nachgewiesen, wobei P2X4 und P2X6 am stéirksten exprimiert waren (Tu et al., 2014).
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1.4.4 Purinerge P2-Rezeptoren in neuronalen Zellen

In neuronalen Zellen sind purinerge Rezeptoren an diversen Prozessen beteiligt. So sind die ionotropen
P2X-Rezeptoren vor allem verantwortlich fiir schnelle exzitatorische Prozesse wie die
Neurotransmission an Synapsen (Abschnitt 1.2.2) und fiir die Neuromodulation und sekretorische
Mechanismen (Burnstock und Verkhratsky, 2010), wihrend fiir die metabotropen P2Y-Rezeptoren in
Neuronen bisher nur wenige Aufgaben im Bereich der langsamen synaptischen Erregung bekannt sind
(Neary et al., 1996; Burnstock und Knight, 2004; Ren und Bertrand, 2008). Auch nicht-synaptische
Prozesse konnen in neuronalen Zellen ATP-vermittelt induziert werden. Beispielsweise wird auf diese
Weise in neuronalen Stamm- und Vorlduferzellen die Proliferation und neuronale Differenzierung
entscheidend beeinflusst (Ryu et al., 2003; Pearson et al., 2005; Tsao et al., 2013) und auch apoptotische
Mechanismen konnen durch ATP-Stimuli induziert werden (Delarasse et al., 2009). Das extrazellulire
ATP kann durch verschiedene Transmembrankanile wie Gap Junction-Halbkanile, Pannexin-Kanile
oder volumenregulierte lonenkanéle aus den neuronalen Zellen selbst oder aus benachbarten Zellen wie
beispielsweise Astrozyten freigesetzt werden (Coco et al., 2003; Suadicani ef al., 2006; Abudara et al.,
2018).

In Neurosphédren konnte die Expression der Rezeptoren P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 und P2Y 14
detektiert werden, die wahrend der neuronalen Differenzierung herunterreguliert werden (Oliveira et
al., 2015). In neuronalen Vorlduferzellen fiihrt die Aktivierung der Rezeptoren P2Y1 und P2Y2 zur
Proliferation und Migration und schlie8lich auch zur neuronalen Differenzierung (Tang und Illes, 2017).
In Neuronen sind nur noch wenige P2Y-Isoformen exprimiert, wobei vor allem P2Y'1, P2Y2 und P2Y6
nachgewiesen wurden und in besagten langsamen synaptischen Ubertragungen eine Rolle zu spielen
scheinen (Burnstock und Knight, 2004; Calvert ef al., 2004).

Neuronale Vorlduferzellen exprimieren alle P2X-Rezeptoren mit Ausnahme von P2X1. Wihrend einer
neuronalen Differenzierung werden die Rezeptoren P2X4 und P2X7 herunterreguliert und P2X2 und
P2X6 werden verstirkt exprimiert (Wu et al., 2009; Oliveira et al., 2015). Durch die Aktivierung des
P2X7-Rezeptors konnte in neuronalen Vorlduferzellen die Proliferation inhibiert und dadurch die
Differenzierung initiiert werden (Tsao et al., 2013). Auch apoptotische Mechanismen kdnnen in diesen
Zellen von dem P2X7-Rezeptor eingeleitet werden (Delarasse ef al., 2009). Dieser Rezeptor scheint also
fiir eine neuronale Differenzierung unabdingbar zu sein, muss aber anschlieBend herunterreguliert
werden, damit es zu einer neuronalen Reifung kommen kann, denn dieser Rezeptor wiirde das
Axonwachstum inhibieren, wenn er weiterhin exprimiert wire (Tsao et al., 2013). In vollstindig
ausgereiften Neuronen sind, je nach Neuronen-Typ, alle P2X-Rezeptoren auBBer P2X5 detektierbar. Am
starksten exprimiert und am meisten synaptisch aktiv sind dabei P2X2, P2X4 und P2X6 (Fields und
Burnstock, 2006).
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1.5 Transdifferenzierung

In der regenerativen Medizin werden Zellen in geschiddigtes Gewebe transplantiert, um dieses zu
ersetzen oder zur Regeneration anzuregen. Um immunologische AbstoBungsreaktionen zu reduzieren,
ist man dabei grofitenteils auf humane Zellen des entsprechenden Zielgewebes angewiesen, was héufig
Spenderengpésse und ethische Komplikationen birgt, sodass das verfiigbare Transplantatmaterial sehr
begrenzt ist. Doch auch bei einer ausreichenden Menge an erhiltlichen Zellen kann es bei einer
allogenen Transplantation immer noch zu Abstofungsreaktionen kommen. Eine mogliche Lésung dafiir
wire, patienteneigene gut zugingliche Zellen zu entnehmen, sie in vitro zu Zellen des benétigten
Zelltyps zu entwickeln und sie anschlieBend autolog zu transplantieren. Zusitzlich zu den direkten
therapeutischen Moglichkeiten dieser Zellen konnen mit ihnen auch patientenspezifische
Krankheitsmodelle erstellt und erforscht werden, sodass beispielsweise die genaue medikamentdse
Zusammenstellung vor der Verabreichung getestet und auf die genauen Bediirfnisse des Patienten
angepasst werden kann (Soldner und Jaenisch, 2018).

Ein Problem hierbei ist, dass das intrinsische Differenzierungspotential gut erreichbarer korpereigener
Zellen sehr begrenzt ist, da diese je nach Zelltyp und Gewebe bereits entsprechend spezialisiert sind und
natiirlicherweise nicht mehr in Zelltypen aller Keimblétter differenzieren konnen. Seit der erfolgreichen
Induktion von Fibroblasten zu pluripotenten Stammzellen (iPSCs) durch Takahashi und Yamanaka
(2006) ist bekannt, dass der Differenzierungszustand einer Zelle nicht so endgiiltig ist wie lange
angenommen, sondern durch eine entsprechende Beeinflussung modifiziert werden kann. Aus den
iPSCs konnen wieder somatische Zellen aller Keimblitter differenziert werden. Neben all ihren
Vorziigen bergen die iPSCs bei einer Transplantation jedoch gewisse Risiken, da sie ein tumorgenes
Potential besitzen. Das aus der Induktion von iPSCs gewonnene Wissen zugrunde gelegt, wurden
diverse Anséitze entwickelt, aus einer ausdifferenzierten somatischen Zelle direkt einen anderen Zelltyp
zu generieren und dabei den artifiziellen Zwischenschritt der Dedifferenzierung zu pluripotenten Zellen
zu umgehen.

Dieser Prozess wird als Transdifferenzierung bezeichnet und beschreibt die Entwicklung einer bereits
spezialisierten Zelle in eine andere, ebenfalls spezialisierte, Zelle eines anderen Gewebetyps und
schlieB3t dabei die Entwicklung zu einem Zelltyp eines anderen Keimblattes nicht aus (Krabbe et al.,
2005). Wiéhrend der Transdifferenzierung werden epigenetische Verdnderungen herbeigefiihrt, welche
die Genexpression der Zelle modifizieren und an die des neuen Zelltyps angleichen (Jopling et al.,
2011).

Fiir den Ablauf experimenteller Transdifferenzierungen gibt es zwei verschiedene Modelle. Die erste
Theorie ist, dass zundchst eine Dedifferenzierung zu einem pluripotenten Zelltyp stattfindet, bevor im
Anschluss die spezifische Differenzierung eingeleitet wird. In dem anderen Modell wird in der Idee
einer direkten Konversion des urspriinglichen Zelltyps zum Zielzelltyp die Existenz eines unnatiirlichen
Ubergangszustandes angenommen, in dem die genetischen Programme beider Zelltypen zu dhnlichen

Anteilen ablaufen (Jopling et al., 2011). Zu unterscheiden ist die Transdifferenzierung von der
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Reprogrammierung. Wahrend bei der Reprogrammierung durch die Expression von Pluripotenz-
erhaltenden Transkriptionsfaktoren stabil proliferierende pluripotente Zellen erzeugt werden, ist ein bei
der Transdifferenzierung gegebenenfalls durchlaufener pluripotenter Zustand der Zellen nicht stabil und
die erneute Differenzierung setzt sofort ein (Jopling et al, 2011). Bei experimentellen
Transdifferenzierungen kann man unterscheiden zwischen Transdifferenzierungen, bei denen die
epigenetischen  Verdnderungen  durch die exogene  Expression  Zielzell-spezifischer
Transkriptionsfaktoren herbeigefiilhrt werden, und Transdifferenzierungen, bei denen diese
Verdanderungen nur durch die Zugabe spezifischer Wachstumsfaktoren sowie kleiner chemischer
Molekiile, sogenannter small molecules, zum Zellkulturmedium induziert werden. Small molecules
konnen zudem auch zur Verstirkung einer Transkriptionsfaktor-vermittelten Transdifferenzierung

eingesetzt werden (Qin et al., 2017).

1.5.1 Transdifferenzierung mit small molecules

Die Transdifferenzierung mit small molecules hat gegeniiber der Transkriptionsfaktor-induzierten
Transdifferenzierung den Vorteil, dass dabei keine gentechnische Verdnderung der Zellen stattfindet. In
Hinblick auf eine therapeutische Anwendung ist das zu bevorzugen, da keine gentechnisch verdnderten
Zellen in den menschlichen Korper eingebracht werden, was immer gewisse Risiken wie beispielsweise
eine Tumorbildung oder unerwiinschte Nebeneffekte birgt. Allerdings ist eine durch small molecules
induzierte Transdifferenzierung hdufig nicht so effektiv und langfristig stabil wie eine
Transkriptionsfaktor-vermittelte Transdifferenzierung. Die verwendeten small molecules und
Wachstumsfaktoren konnen vor einer Transplantation durch einen Medienwechsel in der Zellkultur
problemlos wieder entfernt werden. Zudem werden die ausgeldsten biologischen Verdnderungen der
Zellen mit small molecules vergleichsweise schnell herbeigefiihrt und sind durch die Zusammenstellung
der verschiedenen chemischen Substanzen und die Variation ihrer Konzentration fein regulierbar (Qin
etal., 2017).

Small molecules sind kleine chemische Molekiile, die in verschiedenste Signalkaskaden der Zelle
eingreifen. Auf diese Weise inhibieren oder aktivieren sie gingige Signalwege, regulieren epigenetische
Barrieren, die von der Zelle im Zuge einer Transdifferenzierung iiberbriickt werden miissen, oder
modifizieren den Metabolismus, um dadurch, je nach Bediirfnis der Zielzelle, deren Proliferation zu
fordern oder zu inhibieren. Fiir eine erfolgreiche Transdifferenzierung sollte sich im Rahmen dieser
Moglichkeiten an den Bediirfnissen der Zielzelle orientiert werden. So sollten beispielsweise
Signalwege, die in der Zielzelle aktiviert sind, durch die Chemikalien stimuliert werden, wihrend
exprimierte Gene der Ausgangszelle, die in der Zielzelle keine Rolle spielen, unterdriickt werden sollten.
Es ist leicht vorstellbar, wie grof3 die dadurch entstehenden Mdglichkeiten zum gezielten Eingreifen in
die Entwicklung einer Zelle sind, sodass eine zentrale Aufgabe bei dieser Art der Transdifferenzierung
darin besteht, herauszufinden, welche Verdnderungen in den zelluldren Programmen minimal
stattfinden miissen, um eine Transdifferenzierung zu ermoglichen (Eisinger und Zhao, 2017). Auf

diesem Wege wurden bereits diverse Transdifferenzierungen erreicht. So konnten aus Fibroblasten
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Kardiomyozyten (Fu et al, 2015; Cao et al, 2016), Endothelzellen (Sayed et al, 2015), Insulin-
sekretierende Zellen (Pennarossa et al., 2014), Astrozyten (Tian et al., 2016), induzierte mesenchymale
Stammzellen (Lai et al., 2017), neuronale Stammzellen (Thier et al., 2012; Cheng et al., 2014; Han et
al., 2015b; Zheng et al., 2016) und Neuronen (Pfisterer et al., 2011; Hu et al.,, 2015; Li ef al., 2015)
generiert werden. Auch ausgehend von anderen Zelltypen wie Astrozyten (Zhang et al., 2015) oder
mesenchymalen Stammzellen wurde dies beschrieben (Kim et al., 2009; Bi et al., 2010; Bahrami et al.,
2016; Aguilera-Castrejon et al., 2017). Von der enormen Vielfalt der bereits publizierten Protokolle fiir
small molecule-basierte Transdifferenzierungen sei dies als eine kleine Auswahl genannt.

Da in dieser Arbeit small molecule-induzierte neuronale Transdifferenzierungen von MSCs verwendet
werden, sollen diese im Folgenden etwas genauer beleuchtet werden. Die bereits erwihnte Vielfalt an
Protokollen beinhaltet ebenfalls eine hohe Varietit an unterschiedlichen verwendeten small molecules,
sodass diese hier nicht alle betrachtet werden konnen. Allerdings fallt auf, dass sich bestimmte Molekiile
immer wieder in den Medien finden und von den Autoren als essenziell bezeichnet werden. Es ist
problematisch, die Substanzen einzeln in ihrer Wirkung betrachten zu wollen, da die unterschiedlichen
stimulierten oder inhibierten Signalwege sich wiederum gegenseitig beeinflussen, sodass sich das
gleiche Molekiil in zwei verschiedenen Medien bzw. biologischen Zielsetzungen sehr variabel
auswirken kann. Das Wnt-Signalweg-aktivierende Molekiil CHIR99021 beispielsweise fordert zum
einen die Induktion und Proliferation kardialer Vorlduferzellen (Qyang et al., 2007; Park et al., 2015)
und unterstiitzt zum anderen in neuronalen Induktionsmedien die Differenzierung der Zellen zu einem
nicht-proliferierenden Zelltyp, den Neuronen (Ladewig et al., 2012; Hu et al., 2015; Aguilera-Castrejon
et al., 2017). Fiir eine neuronale Transdifferenzierung scheint es notwendig zu sein, den Wnt-Signalweg
zu aktivieren, z. B. durch Zusatz des GSK-3p-Inhibitors CHIR99021, und den TGF-B-Signalweg zu
inhibieren. Letzteres fiihrt zu einer Forderung der MET (mesenchymal-to-epithelial-transition) und
kann beispielsweise durch die Zugabe von Repsox erreicht werden (Li et al., 2010). Die GSK-3-
vermittelte Signalgebung scheint diverse zentrale Prozesse wéhrend der neuronalen Entwicklung zu
beeinflussen (Hur und Zhou, 2010). VPA (Valproinsdure) wiederum scheint die Effizienz der
Transdifferenzierung zu erhohen, indem es die Histondeacetylase inhibiert und somit die
Histonacetylierungen erhoht und Genaktivierungen ermoglicht. Das erleichtert die fiir eine
Transdifferenzierung notwendige Verdnderung der Genexpression. Forskolin ist ein Stimulator der
Adenylatcyclase und sorgt somit fiir eine intrazelluldr erh6hte cAMP-Konzentration. Dadurch kann
wiederum die PKA aktiviert werden, die diverse zelluldre Reaktionen auslésen kann. Fiir I-BET151
wurde in murinen Fibroblasten gezeigt, dass durch diesen Inhibitor die Fibroblasten-typische
Genexpression unterdriickt und auf diese Weise eine Umprogrammierung zu Neuronen erleichtert wird
(Li et al, 2015). Y-27632 ist ein ROCK-Inhibitor. Dieses Molekiil verbessert die Viabilitidt von
neuronalen Vorlduferzellen und beschleunigt die neuronale Reifung (Koyanagi et al., 2008; Hu et al.,

2015).
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1.5.2 Neuronale small molecule-induzierte Transdifferenzierung von MSCs

Da MSCs aufgrund ihres multipotenten Stammzellcharakters ein groferes Differenzierungspotential
haben als Fibroblasten, kein tumorerzeugendes Potential zu besitzen scheinen und sie sich in vitro sehr
gut vermehren lassen, gewinnen sie fiir die Verwendung als Ausgangsmaterial fiir Differenzierungen
und Transdifferenzierungen an Beliebtheit. Inzwischen wird ihnen, zusétzlich zu ihren Moglichkeiten
der Differenzierung in Zellen des Skelettsystems, auch ein neurogenes Differenzierungspotential in vivo
und in vitro zugeschrieben (Taran et al., 2014), sodass ihr zukiinftiger Einsatz in Therapien
neurodegenerativer Erkrankungen gut vorstellbar ist.

MSCs entstammen, wie bereits beschrieben (Abschnitt 1.1), dem Mesoderm, sodass sie normalerweise
Zellen mesodermalen Ursprungs hervorbringen. Eine Transdifferenzierung meint in diesem Fall, dass
es sich bei den Zielzellen um Zellen des endodermalen (z. B. Hepatozyten oder B-Zellen) oder
ektodermalen Keimblattes (z. B. Keratinozyten oder neuronale Zellen) handelt (Woodbury ef al., 2000;
Han et al., 2015a; Qin et al., 2015; Miladpour et al., 2017; Murugan Girija et al., 2018). Dabei wurden
sowohl Transkriptionsfaktor-vermittelte als auch small molecule-basierte Protokolle publiziert. Bei
einer neuronalen Transdifferenzierung konnte zudem gezeigt werden, dass die Kulturoberfliche einen
wesentlichen Einfluss auf die Differenzierung hat. So konnten Materialien wie bioaktive Nanofasern
oder synthetische Nanorillenstrukturen die neuronale Induktion fordern (Yim ef al., 2007; Bahrami et
al., 2016; Ji et al., 2018). Eine neuronale Differenzierung von MSCs sollte sich theoretisch nicht allzu
sehr von den Erfordernissen einer neuronalen Differenzierung von Fibroblasten unterscheiden, fiir die
es diverse Protokolle gibt, da die Zellen gut zugénglich sind und das nétige Potential zu haben scheinen.
So wurden Fibroblasten bereits durch die exogene Expression der Transkriptionsfaktoren Brn-2, Ascll
und MyT1-L zu neuronalen Zellen konvertiert (Pang et al., 2011). Die gleichen Transkriptionsfaktoren
konnten durch die Expression einer anti-PTBP1-shRNA in der Zelle hochreguliert werden, was
ebenfalls zu einer neuronalen Differenzierung von Fibroblasten fiihrte (Xue et al, 2013). Ein
wachsendes Forschungsfeld stellt die Transdifferenzierung mit small molecules dar, mit deren Hilfe die
gentechnische Verdnderung der Zellen entweder unterstiitzt oder génzlich vermieden wird (Ladewig et
al., 2012; Han et al., 2015b; Hu et al., 2015).

Fiir eine neuronale Transdifferenzierung von MSCs mithilfe von small molecules gibt es inzwischen
ebenfalls diverse Protokolle (Woodbury et al., 2000; Bi et al., 2010; Alexanian et al., 2013; Aguilera-
Castrejon et al., 2017). All diese Protokolle sehen vor, die Zellen fiir eine begrenzte Zeit von fiinf
Stunden bis zu vier Wochen in einem oder mehreren neuronalen Induktionsmedium zu kultivieren und
anschlieend auf unterschiedliche Weise zu charakterisieren. In dieser Induktionszeit sind die Zellen
einem in mancher Hinsicht sehr aggressiven Medium ausgesetzt, da teilweise hohe Konzentrationen an
zytotoxischen Substanzen, wie z. B. VPA oder Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet werden. Aufgrund
dessen ist die entwickelte neuronale Morphologie wihrend der Induktion zu hinterfragen, da sich Zellen
unter zytotoxischen Bedingungen zusammenziehen bzw. schrumpfen konnen und ebenfalls eine

Morphologie ausbilden, die der von Neuronen dhnelt (Lu et al, 2004). Besonders bei einer
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Induktionszeit von wenigen Stunden oder Tagen (Woodbury et al., 2000; Bi et al, 2010) ist eine
tatsdchliche neuronale Entwicklung fraglich, da sich die Zellen bei einer Transdifferenzierung zellular
neu organisieren und ihre Proteinsynthese und Genexpression zum Teil stark modifizieren miissen. Ob
das in einem derart kurzen Zeitraum erfolgen kann, sei dahingestellt (Krabbe et al., 2005). Analysen der
generierten Zellen sind zwar in vielen Studien zu finden, allerdings beschrinkt sich die
Charakterisierung nach der Transdifferenzierung hiufig auf Untersuchungen der Morphologie und
Expressionsanalysen neuronaler Marker, wéihrend funktionelle Untersuchungen wie die Analyse der
elektrischen Erregbarkeit meist fehlen. Die generierten Zellen sollten somit stets umfassend analysiert

werden, um Fehlinterpretationen zu minimieren.

1.5.3 Kriterien zum Nachweis einer neuronalen Transdifferenzierung

Je nach Anwendung werden fiir die Qualititskontrolle einer neuronalen Transdifferenzierung
unterschiedliche Kriterien angelegt. Wahrend fiir in vitro-Anwendungen vor allem die Identitit und
in vitro-Funktionalitit der Zellen entscheidend sind, sind fiir den in vivo-Einsatz auch die Uberpriifung
der in vivo-Funktionalitit und der biologischen Sicherheit der generierten Zellen im Zielgewebe
erforderlich (Ladewig et al., 2013). Das bendtigt sehr anwendungsspezifische Experimente und
Nachweise und wird an dieser Stelle nicht weiter betrachtet.

Die Identitdt neuronaler Zellen sollte anhand von verschiedenen Faktoren iiberpriift werden. So ist ein
zentrales Kriterium die typische neuronale Morphologie, die einen polarisierten Zelltyp mit einem
langen Axon auf der einen Seite des Zellkdrpers und einem veréstelten Baum aus dendritischen
Zellfortsédtzen auf der anderen Seite aufweist. Die morphologischen Verdnderungen sind wihrend einer
neuronalen Transdifferenzierung meist als erstes Kriterium nachweisbar und koénnen schon nach
wenigen Minuten oder Stunden deutlich sichtbar sein. Neuronen exprimieren neuronale Marker, zu
denen unter anderem Tujl, MAP-2, NeuN, Tau und Synapsin gehdren. Diese Marker sollten auch in
den induzierten Zellen nachweisbar sein, da diese Proteine wesentlich zu den charakteristischen
neuronalen Funktionen wie z. B. der polarisierten Zellstruktur oder der Synapsenbildung beitragen. Die
Expression dieser Marker ist notwendig, aber allein noch kein ausreichender Beleg fiir eine komplette
neuronale Entwicklung zu reifen Neuronen. Dieser Nachweis muss iiber funktionelle Studien erbracht
werden. Dafiir konnen Neuronen elektrophysiologisch auf ihre Féhigkeit zur Erzeugung von
Aktionspotentialen und ihre synaptische Aktivitit mit vielfaltigen Methoden untersucht werden (Krabbe
et al, 2005; Yang et al, 2011). Beispielsweise kann mit dem Ca’*-Imaging die Aktivitit
charakteristischer Neurotransmitterrezeptoren, die in Synapsen zu finden sind, gemessen werden oder
es konnen Farbstoff-basierte Zellkopplungsversuche durchgefiihrt werden, um die Anwesenheit
funktionaler elektrischer Synapsen nachzuweisen. Selbstverstindlich konnen die induzierten Zellen
genauer identifiziert werden, wenn mehr und unterschiedliche Experimente durchgefiihrt werden. Es ist
somit ratsam, die mit small molecules behandelten Zellen sowohl durch die Analyse der Morphologie,

der Expression spezifischer Marker sowie ihrer Neuronen-typischen Physiologie zu charakterisieren.
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1.6 Zielsetzung

Die Analyse humaner neuronaler Zellen gestaltet sich als schwierig, da das entsprechende humane
Zellmaterial schwer zugénglich und somit sehr limitiert ist. Es wird deshalb schon seit einigen Jahren
nach Alternativen gesucht, die mithilfe gut zugénglicher, im besten Fall patienteneigener, humaner
Zellen ein neuronales Modellsystem schaffen, anhand dessen beispielsweise physiologische oder
pharmakologische Studien durchgefiihrt werden konnen. Fiir ein derartiges Modell ist es essenziell, dass
sich die verwendeten Zellen in ihrer artifiziellen Umgebung wie neuronale Zellen in vivo entwickeln
und verhalten. An dieser Stelle kniipft die vorliegende Dissertation an, deren Ziel es war, am Modell
der induzierten neuronalen Transdifferenzierung von humanen MSCs aus dem Knochenmark die
Regulation von lonenkanélen und Gap Junctions wahrend der Zellentwicklung zu untersuchen.
Mithilfe von unterschiedlichen bereits existierenden Transdifferenzierungsprotokollen sollte die
neuronale Entwicklung von MSCs vergleichend analysiert werden. Dabei sollte sowohl auf
molekularbiologische, proteinbiochemische und physiologische Methoden zuriickgegriffen werden, um
die induzierte Differenzierung bestmoglich zu verfolgen.

Die Transdifferenzierungen sollten einerseits durch den shRNA-vermittelten Knockdown des Proteins
PTBP1 induziert werden, wiahrend die anderen zu verwendenden Protokolle die Induktion iiber den
Zusatz von small molecules zum Zellkulturmedium erreichen sollten. Molekularbiologisch und
proteinbiochemisch sollten typische Marker von MSCs und neuronalen Zellen nachgewiesen werden
und deren Verdnderungen durch die Differenzierung nachvollzogen werden. Fiir die physiologische
Charakterisierung sollten zum einen elektrophysiologische Patch-Clamp-Messungen durchgefiihrt
werden, mit deren Hilfe Aktionspotentiale analysiert werden konnen, die eines der bedeutsamsten
Merkmale von Neuronen darstellen. Zum anderen sollte die Ausbildung funktionaler elektrischer und
chemischer Synapsen {iiberpriift werden, die wie auch die Aktionspotentiale essenziell fiir die
Neurotransmission und die Aktivitdt neuronaler Netzwerke ist. In elektrischen Synapsen findet die
Kommunikation zwischen den Zellen iiber Gap Junctions statt. Um eine mogliche Gap Junction-
vermittelte Zellkopplung zu untersuchen, sollten Farbstofftransferversuche vergleichend zwischen den
MSCs und den induzierten neuronalen Zellen durchgefiihrt werden, wobei eine Gap Junction-Kopplung
invivo fir beide Zelltypen bekannt ist. Zusétzlich sollte auch die Aktivitit von Gap Junction-
Halbkandlen in diesen Zellen untersucht werden, da sie beispielsweise an der chemischen
Synapsenbildung beteiligt sein kdnnen, indem sie Neurotransmitter in den synaptischen Spalt entlassen.
An chemischen Synapsen wird ein Signal durch Neurotransmitter zwischen den beteiligten Zellen
iibertragen. ATP kann einen derartigen Neurotransmitter darstellen und vielfaltige Reaktionen ausldsen.
Die Anwesenheit und Aktivitdit der von ATP stimulierten purinergen ionotropen P2X- und die
metabotropen P2Y-Rezeptoren sollten im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls sowohl in den MSCs als auch

in den neuronal induzierten Zellen mithilfe der Ca?*-Imaging-Methode untersucht werden.
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2 Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Zellkultur

Fir diese Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen (MSCs) aus dem Knochenmark
verwendet, die freundlicherweise von der AG Hoffmann (Medizinische Hochschule Hannover) isoliert
(Jungwirth et al., 2018) und zur Verfiigung gestellt wurden. Diese stammten von dem Patienten 131
(weiblich, Alter unbekannt) und wurden fiir bis zu neun Passagen verwendet. Die MSCs wurden in
MSC-Zellkulturmedium (Tabelle 12) kultiviert, wobei das Medium alle 2 -3 Tage vollstindig
gewechselt wurde. Die Inkubation erfolgte in feuchter Umgebung bei 37 °C mit 5 % CO»-Begasung.
Wenn eine Konfluenz der Zellen von ca. 70-80 % erreicht wurde, wurden die Zellen mithilfe von
Trypsin (0,125 % (w/v) in PBS) passagiert. Diese wie auch alle weiteren Zellkulturarbeiten wurden
steril unter einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Je nach experimentellem Ablauf wurden die Zellen
auf Zellkulturschalen (Durchmesser 100 mm, Sarstedt) oder Deckgldschen (Durchmesser 10 mm)
kultiviert. Zellkulturschalen wurden verwendet, wenn die Zellen vermehrt und zur RNA- oder
Proteinisolierung verwendet werden sollten. Fiir alle physiologischen Untersuchungen oder
Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Zellen auf Deckgldschen benotigt. Dafiir wurden die
Deckglaser zundchst mit 0,15 mg/mL Rattenkollagen Typ I beschichtet und die Zellen im Anschluss

darauf ausgesit.

2.1.2 Neuronale Differenzierung von MSCs

Die neuronale Differenzierung der MSCs erfolgte auf zwei verschiedene Weisen. Zum einen wurden
die Zellen mittels shRNA-vermitteltem PTBP1-Knockdown differenziert, zum anderen durch die
Kultivierung in neuronalen Induktionsmedien unter Zusatz von small molecules. Dabei wurden die
MSCs entweder in Zellkulturschalen differenziert oder fiir Experimente, bei denen die zu
untersuchenden Zellen auf Deckgldschen benétigt wurden, direkt auf den Deckgldschen differenziert.
Die Differenzierungen wurden induziert, wenn die MSCs eine Konfluenz von ca. 70-80 % erreicht

hatten. Nach oder wihrend einer Differenzierung wurden die Zellen nicht trypsiniert.

2.1.2.1 Neuronale Differenzierung mittels anti-PTBP1-shRNA

Fiir die von Xue et al. (2013) beschriebene neuronale Differenzierung mittels shRNA-vermitteltem
PTBP1-Knockdown wurden die MSCs zunéchst mit dem Plasmid pEGFP-U6_anti-PTBP1-shRNA
(Abschnitt 2.2.1) transfiziert und anschlieend mittels Geneticin (G-418) selektiert. Die MSCs wurden
dafiir auf Kollagen I-beschichteten Deckglischen mit einem Durchmesser von 10 mm in einer
24-Lochplatte bis zu einer Konfluenz von 70-80 % in MSC-Medium kultiviert. Die Transfektion
erfolgte mit Lipofectamine 2000, von dem pro Ansatz 2 pL mit 23 pL Opti-MEM™ versetzt, vorsichtig

gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Pro Ansatz wurden 500 ng Plasmid-DNA
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in 25 pL Opti-MEM™ verdiinnt, griindlich gevortext und zu den 25 pL Lipofectamine 2000 in Opti-
MEM™ gegeben. Nach erneutem griindlichem Mischen wurde dieser Ansatz fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, sodass sich ein DNA-Lipid-Komplex ausbilden konnte. Dabei wurde
zwischendurch ca. alle 5 min erneut gevortext. Wihrenddessen wurde das Zellkulturmedium gegen
500 uL Opti-MEM™ pro Vertiefung ausgetauscht. Nach der 20-miniitigen Inkubation wurden 50 pL
Lipofectamine 2000-DNA-Komplex pro Vertiefung zugegeben und griindlich verteilt. Nach 4-6 h
Inkubation im Brutschrank wurde der Transfektionsansatz abgenommen und Antibiotika-freies
neuronales Wachstumsmedium (NeuroM, Tabelle 12) zu den Zellen gegeben. Am folgenden Tag wurde
das Medium zu Antibiotika-haltigem NeuroM unter Zusatz von 300 pg/mL G-418 gewechselt, um die
transfizierten Zellen zu selektieren und ein Uberwachsen dieser Zellen mit untransfizierten Zellen zu
verhindern. Nach 7d Selektion wurden Fluoreszenzaufnahmen der Zellen in einem inversen
Fluoreszenzmikroskop gemacht. Das Reporterprotein EGFP wurde dabei mit einem Polychrome V-
Monochromator bei 488 nm angeregt und die Fluoreszenzsignale mit einer CMOS ORCA-Flash 4.0

Kamera aufgenommen.

2.1.2.2 Neuronale Differenzierung mithilfe von small molecules

Die MSCs wurden entweder auf 100 mm-Zellkulturschalen oder auf Kollagen I-beschichteten
Deckglédschen kultiviert bis sie eine Konfluenz von ungefihr 70-80 % erreicht hatten. Anschlieend
wurden sie mit den verschiedenen small molecule-basierten Differenzierungsmedien behandelt, die auf
Protokollen von Bi et al. (2010), Hu ef al. (2015) und Aguilera-Castrejon et al. (2017) basieren. Vor
Zugabe der jeweiligen neuronalen Induktionsmedien wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um
mdgliche FCS-Riickstinde zu entfernen.

Das Protokoll von Bi ef al. (im Folgenden NIM-1-Protokoll genannt) sieht eine Prainkubation der MSCs
in MSC-Medium unter Zusatz von 1 uM RA fiir 24 h vor, bevor die eigentliche neuronale Induktion fiir
weitere 24 h in einem neuronalen Induktionsmedium (NIM-1, Tabelle 12) erfolgt. Alle Experimente
wurden nach der vollstdndigen Durchfiihrung dieses Protokolls begonnen.

Hu et al. publizierten ein Protokoll, in dem in ihrem Fall Fibroblasten fiir § Tage in einem neuronalen
Induktionsmedium (NIM-3, Tabelle 12) inkubiert wurden, das einmal nach 4 Tagen komplett
gewechselt wurde. Im Folgenden wurden die Zellen fiir weitere 6 Tage in dem Maturationsmedium
(MAT, Tabelle 12) und anschlieend bis zur Durchfithrung der Experimente, mindestens aber fiir
2 Tage, in einem neuronalen Wachstumsmedium (NeuroM, Tabelle 12) kultiviert. Sowohl MAT als
auch NeuroM wurden alle 2 Tage zur Hélfte gewechselt. Die in dieser Arbeit verwendeten MSCs
wurden nach diesem Protokoll differenziert und morphologisch und elektrophysiologisch untersucht.
Fiir die Differenzierung nach Aguilera-Castrejon et al. wurden die MSCs wie von den Autoren
beschrieben fiir 7d in einem neuronalen Induktionsmedium (NIM-2, Tabelle 12) kultiviert (im
Folgenden bezeichnet als 7 d NIM-2-Protokoll). Da die Zellen nach diesem Zeitraum noch keine
Merkmale vollstédndig entwickelter Neuronen aufwiesen, wurde das Protokoll auf eine Inkubationszeit

von 30 d in NIM-2 verldngert (30 d NIM-2-Protokoll). NIM-2 wurde jeden zweiten Tag zur Hélfte
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gewechselt. Nach der 30-tdgigen Kultivierung in NIM-2 stellten sich die Zellen als instabil heraus,
sodass das Maturationsmedium von Hu ef al. (MAT, Tabelle 12) fiir 1 d verwendet wurde, um die
differenzierten Zellen zu stabilisieren (30 d NIM-2 1 d MAT-Protokoll). Zu diesen drei Zeitpunkten
wurden die Zellen fiir Protein- und RNA-Isolierungen, immunzytochemische Férbungen oder

physiologische Funktionsuntersuchungen verwendet.

2.1.3 Immunfluoreszenzfirbung

Auf Deckgléschen kultivierte Kontroll-MSCs und differenzierte Zellen wurden mit PBS gewaschen und
fiir 10 min mit 4 % para-Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend erfolgte in einem
Schritt die Permeabilisierung der Zellen und das Blockieren unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen
unter Verwendung von 0.1 % Triton X-100 und 1 % BSA in PBS fiir 30 min bei 37 °C. Wurde eine
Cx45-Farbung durchgefiihrt, wurden die Zellen nicht mit Formaldehyd, sondern fiir 5 min bei -20 °C in
eiskaltem Aceton/Methanol (1:1) fixiert. Bei dieser Methode ist eine Permeabilisierung nicht
notwendig, weshalb wihrend des Blockierens kein Triton X-100 zugesetzt wurde. Die Primérantikorper
anti-Cx26, anti-Cx43, anti-Cx45, anti-Tuj1, anti-Nestin und anti-MAP2 wurden wie angegeben (Tabelle
10) in 1 % BSA in PBS verdiinnt. Der Primédrantikdrper anti-NeuN (Tabelle 10) wurde ausschlieB3lich
in PBS verdiinnt. Die zu farbenden Zellen wurden iiber Nacht bei 4 °C in den entsprechenden
Primédrantikorperlosungen inkubiert. Proben fiir die Sekundérantikérper-Kontrollen wurden in 1 % BSA
in PBS bei ansonsten identischen Bedingungen inkubiert. Die sekundaren iFluor™488-konjugierten
anti-mouse- und anti-rabbit-Antikorper wurden 1:500 in 1 % BSA in PBS verdiinnt. Diese Losung
wurde mit 2 uM DAPI versetzt und fiir 1 h bei 37 °C zu den Zellen gegeben, nachdem diese griindlich
mit PBS gewaschen wurden. Nach der Inkubation mit den Sekundérantikérpern wurden die Zellen
erneut mit PBS gewaschen und darin bei 4 °C gelagert bis sie mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop unter Verwendung eines 60x-Wasserimmersionsobjektivs und der zugehorigen Software
EZ-C1 fotografiert wurden. Die Immunfluoreszenzfiarbungen dienten nicht zur Quantifizierung der

Proteinexpression, sondern ausschlieBlich dem Zweck der Visualisierung.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Klonieren eines shRNA-kodierenden Plasmids

Fiir die neuronale Differenzierung mittels anti-PTBP1-shRNA (Abschnitt 2.1.2.1) wurde unter sterilen
Bedingungen ein Plasmid erstellt (Abbildung 1), das, hinter einem U6-Promotor gelegen, eine gegen
PTBP1 gerichtete small hairpin RNA (shRNA) enthilt. Im Bereich des U6-Promotors kann die zur
RNA-Synthese bendtigte RNA-Polymerase binden und mit der Transkription beginnen. Der U6-
Promotor ist ein speziell fiir eine hohe RNA-Produktion optimierter Promotor. Aulerdem weist das
Plasmid ein unter der Kontrolle eines SV40-Promotors (Promotor des Simian-Virus 40) gelegenes
Neomycin-Geneticin-Resistenzgen (NeoR) auf, das die transfizierten Zellen zur Resistenz gegen G-418
befdhigt und somit eine Selektion der transfizierten Zellen mithilfe dieses Antibiotikums ermdglicht.

Diese Sequenz kodiert iiberdies fiir eine Kanamycin-Resistenz (KanR) und dient wéhrend der
25



Methoden

bakteriellen Anzucht und Vermehrung des Plasmids zur Selektion der Bakterien. Zusétzlich enthélt das
Plasmid eine fiir EGFP-kodierende Gensequenz, sodass transfizierte Zellen auch durch ihre griine
Fluoreszenz identifiziert werden konnen. Der davor gelegene Promotor des Cytomegalievirus (CMV-

Promotor) ist fiir die Uberexpression rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zellen optimiert.

EcoRI -

PEGFP-U6_anti-PTBP1-shRNA
5319 bp

oo00v!
a\'\t'\—PTBPI-shR,\Lq

Abbildung 1: Plasmidkarte des Plasmids pEGFP-U6_anti-PTBP1-shRNA. pBR322 origin: bakterieller Origin of
replication zur Vermehrung des Plasmids in Bakterien. CMV enhancer/promoter: Promotor des Cytomegalievirus, der fiir die
Uberexpression rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zellen optimiert ist. EGEFP: Gen kodierend fiir das verbesserte griin-
fluoreszierende Protein (EGFP), das zur Identifikation transfizierter Zellen verwendet wurde. SV40 promoter: Promotor des
Simian-Virus 40. NeoR/KanR: Gen, kodierend fiir eine Neomycin-, Geneticin- und Kanamycinresistenz. U6 Promoter: In dem
Bereich des Promotors kann die RNA-Polymerase binden und die Transkription beginnen. anti-PTBP1-shRNA: gegen PTBP1
gerichtete shRNA, die hinter den U6-Promotor kloniert wurde. Die shRNA soll einen Knockdown von PTBP1 induzieren. M13
rev: Bindestelle fiir einen riickwértsgerichteten M13-Primer, mit dem das Konstrukt nach erfolgter Klonierung sequenziert

wurde. Das gesamte Plasmid weist eine Grofie von 5319 bp auf.

Zur Herstellung dieses pEGFP-U6_anti-PTBP1-shRNA-Plasmids wurde zunichst die shRNA mittels
Annealing komplementirer einzelstringiger Oligonukleotid-Sequenzen erzeugt (Abschnitt 2.2.1.1), das
Zielplasmid durch einen Restriktionsverdau mit EcoRI und Mssl hinter dem U6-Promotor linearisiert
(Abschnitt 2.2.1.2), mittels Féllung aufgereinigt (Abschnitt 2.2.1.3) und die shRNA durch eine Ligation
in die offene Stelle des Plasmidriickgrats eingesetzt (Abschnitt 2.2.1.4). Chemisch kompetente
Escherichia coli XL10-Gold (E. coli) wurden zur Vervielfaltigung und Riicklage mit dem fertigen

Plasmid transformiert (Abschnitt 2.2.1.5) und vermehrt. Aus den E. coli wurde im Anschluss das
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Plasmid isoliert (Abschnitt 2.2.1.6), das mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung auf seine

Richtigkeit {iberpriift und fiir die Transfektion von MSCs (Abschnitt 2.1.2.1) verwendet wurde.

2.2.1.1 Annealing komplementirer Oligonukleotid-Sequenzen

Als shRNA wurde die von Xue et al. (2013) verwendete shRNA-Sequenz kloniert (Abbildung 2), die
als TRCN0000231420 im ,,Genetic Perturbation Platform (GPP) Web-Portal“ des Broad Institute
registriert ist. Diese doppelstringige Sequenz wurde in Form von zwei -einzelstringigen
Oligonukleotiden bestellt und dabei an einem Ende so erweitert, dass nach dem Annealing ein EcoRI-
kompatibler Uberhang und ein stumpfes Ende entstanden, die ein direktes Ligieren in das

Vektorriickgrat ermoglichten.

Xhol
Start (0) PaeR71 End (54)
57 GCGTGAAGATCCTGTTCAATACTCGAGTATTGAACAGGATCTTCACGCTTTTTG 37
58
37 CGCACTTCTAGGACAAGTTATGAGCTCATAACTTGTCCTAGAAGTGCGAAAAACTTAA 57

Abbildung 2: Anti-PTBP1-shRNA-Sequenz TRCN0000231420. Die shRNA wurde aus zwei Oligonukleotidstrangen durch
Annealing hergestellt. Die interne Xhol-Schnittstelle ermdglichte nach erfolgter Klonierung einen Kontroll-Restriktionsverdau

mit Xhol. Der entstandene einzelstringige Uberhang ,,TTAA“ ist kompatibel mit einem Uberhang nach EcoRI-Verdau.

Fiir das Annealing wurden die bestellten Oligonukleotide in DNase/RNase-freiem Wasser gelost, sodass
sie in einer Konzentration von 200 uM vorlagen. Der Reaktionsansatz wurde, wie in Tabelle 1
angegeben, hergestellt und fiir 4 min bei 95 °C in einem Thermocycler inkubiert. Im Anschluss wurde
der Ansatz aus dem Cycler genommen und fiir 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Zeit des

Abkiihlens diente dem Annealing der Oligonukleotide.

Tabelle 1: Oligo-Annealing-Reaktionsansatz

Reagenz Menge
200 pM Oligonukleotidstrang 1 5uL
200 pM Oligonukleotidstrang 2 S5uL
10x Oligo-Annealing-Puffer 2 uL
DNase/RNase-freies Wasser 8 uL
Gesamtvolumen 20 uL

1 uL dieses Ansatzes wurde 1:100 mit DNase/RNase-freiem Wasser verdiinnt, sodass die
Oligonukleotidkonzentration nun 500 nM betrug. 1 pL. dieser 500 nM Oligonukleotidlosung wurde
anschlieBend 1:100 mit 1x Oligo-Annealing-Puffer verdiinnt, sodass eine finale Konzentration von 5 nM
erreicht wurde. Diese Losung wurde fiir die Ligation (Abschnitt 2.2.1.4) verwendet. Der Erfolg des
Oligonukleotid-Annealings wurde mithilfe eines 4 %-igen Agarosegels (Abschnitt 2.2.6) iiberpriift.

2.2.1.2 Restriktionsverdau
Um das Plasmid zu linearisieren, damit die annealte shRNA eingefiigt werden konnte, wurde ein

Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen Mssl und EcoRI durchgefiihrt. Zunichst wurde
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das Plasmid mit MsslI linearisiert. Dafiir wurde ein Reaktionsansatz hergestellt (Tabelle 2), dieser zum
eigentlichen Restriktionsverdau fiir 2 h bei 37 °C inkubiert und abschlieBend zur Inaktivierung des
Enzyms fiir weitere 20 min auf 65 °C erhitzt.

Tabelle 2: Restriktionsverdau mit Mssl

Reagenz Menge
DNase/RNase-freies Wasser 77,3 uL
10x Puffer B 10 uL
5 ug pEGFP-U6-Plasmid (649,3 ng/ul) 7,7 uL
Mssl SuL
Gesamtvolumen 100 uL

Um das linearisierte Plasmid aus dem 100 pL-Ansatz aufzukonzentrieren und den Puffer B wie auch
das Enzym Mssl zu entfernen, wurde eine Ethanolpréizipitation (Abschnitt 2.2.1.3) durchgefiihrt.
Mithilfe dieser Fallung wurde das Volumen auf 10 pL reduziert. Das bereits Mssl-geschnittene Plasmid
wurde im Folgenden mit EcoRI verdaut, indem ein entsprechender Reaktionsansatz hergestellt (Tabelle
3) und fiir 2 h bei 37 °C inkubiert wurde. Die Hitzeinaktivierung von EcoRI erfolgte fiir 20 min bei
65 °C.

Tabelle 3: Restriktionsverdau mit EcoRI

Reagenz Menge

DNase/RNase-freies Wasser 32,5 uL

10x Puffer EcoRI 5uL

5 ng Mssl-geschnittenes pEGFP-U6- 10 uL
Plasmid (649,3 ng/uL)

EcoRI 2,5uL

Gesamtvolumen 50 uL

Das durch Mssl- und EcoRI-Verdau ausgeschnittene Fragment, wie auch EcoRI und sein zugehoriger
Puffer, miissen vor der Ligation (Abschnitt 2.2.1.4) aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Dafiir
wurde eine PEG-Fillung verwendet (Abschnitt 2.2.1.3). SchlieBlich wurde der Erfolg der Linearisierung
des Plasmids und das erfolgreiche Ausschneiden des Fragments mithilfe eines 1 %igen Agarosegels

tberpriift (Abschnitt 2.2.6).

2.2.1.3 Fillungsmethoden

Ethanolprizipitation
Glykogen ist ein sogenannter Carrier und unterstiitzt das Féllen von DNA. DNA fillt normalerweise

durch Interaktion mit anderen DNA-Molekiilen aus, was aber auch durch Glykogen hervorgerufen
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werden kann. Bei niedrigen DNA-Konzentrationen sollte wéhrend einer Féllung folglich Glykogen
zugesetzt werden, um die Ausbeute zu erhdhen. Der Reaktionsansatz fiir die Fillung wurde

zusammenpipettiert und fiir eine moglichst vollstindige Féllung {iber Nacht bei -20 °C inkubiert.

Tabelle 4: Reaktionsansatz fiir Glykogenfillung

Reagenz Menge
DNA-Losung 100 uL
Glykogen 1 uL
7,5 M Ammoniumacetat 50 uL
100 % Ethanol unvergillt 250 uL
Gesamtvolumen 401 pL

Am néchsten Tag wurden die Ansdtze mit der gefillten DNA fiir 30 min bei 18.000 x g und 4 °C
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, zum Waschen des Pellets 100 puL 75 %
Ethanol (unvergillt) zugegeben und erneut fiir 10 min bei 18.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde nochmals verworfen und das Pellet fiir mindestens 5 min bei gedffnetem
Reaktionsgefdfdeckel an der Luft getrocknet. SchlieBlich wurde das Pellet in 10 pL. DNase/RNase-

freiem Wasser gelost.

PEG-Fillung

Mithilfe einer Fallung mit PEG 8000 kénnen DNA-Fragmente, die kleiner sind als 300 bp, von gréferen
Fragmenten abgetrennt werden. So konnen beispielsweise amplifizierte PCR-Fragmente von den
Primern im PCR-Ansatz getrennt werden, oder es kann, wie hier verwendet, das Plasmidriickgrat von
einem kleinen ausgeschnittenen DNA-Fragment separiert werden. Diese Fillung wurde nach dem
Restriktionsverdau mit Mssl und EcoRI durchgefiihrt. Dafiir wurde ein entsprechender Reaktionsansatz

hergestellt (Tabelle 5).
Tabelle 5: Reaktionsansatz fiir PEG-Féillung

Reagenz Menge
DNA-Lo6sung nach EcoRI-Verdau 50 uL
TE-Puffer 150 uL
30 % PEG 8000, 30 mM MgCl, in H,O 100 uL
Gesamtvolumen 300 uL

Nach griindlichem Vortexen wurde fiir 30 min bei 14.100 x g zentrifugiert und vorsichtig der Uberstand
entfernt. Optional ist an dieser Stelle ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 14.100 x g, um
den Uberstand anschlieBend so vollstindig wie mdglich abnehmen zu kénnen. Dieser optionale Schritt
wurde ausgefiihrt. Das Pellet wurde nach Entfernen des Uberstandes in 25 pL TE-Puffer (Tabelle 12)
resuspendiert und der DNA-Gehalt mittels NanoDrop™ bestimmt.
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2.2.1.4 Ligation

Die annealte shRNA (Abschnitt 2.2.1.1) wurde durch eine Ligation mit dem linearisierten
Plasmidriickgrat (Abschnitt 2.2.1.2) verbunden, indem ein Ligations-Reaktionsansatz (Tabelle 6)
hergestellt und dieser iiber Nacht bei 14 °C inkubiert wurde.

Tabelle 6: Ligations-Reaktionsansatz

Reagenz Menge
10x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 uL
pEGFP-U6 (1 ng; 1,38 ng/uL) 0,72 pL
annealte anti-PTBP1-shRNA (5 nM) 1 ulL
DNase/RNase-freies Wasser 15,28 uL
T4-DNA-Ligase 1 uL
Gesamtvolumen 20 pL

Kompetente E. coli wurden zur Vervielféltigung und Riicklage mit dem fertig klonierten Plasmid

pEGFP-U6_anti-PTBP1 transformiert (Abschnitt 2.2.1.5).

2.2.1.5 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

70 uL  chemisch-kompetenter FE. coli XL10-Gold-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 2 uL des
Ligationsansatzes (Abschnitt 2.2.1.4) hinzugegeben und vorsichtig durch leichtes Schnipsen gemischt.
Nach einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis wurde fiir 1 min bei 42 °C der Hitzeschock der Bakterien
durchgefiihrt. Es folgte eine sofortige Inkubation auf Eis fiir 3 min, um die Temperatur zu senken.
250 pL eines antibiotikafreien SOC-Mediums wurden zu den Zellen gegeben und diese 1 h bei 37 °C
und schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf 30 pg/mL Kanamycin-haltigen LB-
Agarplatten ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C angezogen. Das Kanamycin erzeugte dabei einen
Selektionsdruck auf die E. coli-Zellen, die nur mit aufgenommenem Plasmid in der Lage waren, eine
Kanamycin-Resistenz auszubilden und zu iiberleben. Am nédchsten Tag wurden einzelne Kolonien
jeweils in einen Erlenmeyerkolben mit 30 pg/mL Kanamycin-haltigem LB-Medium iiberfiihrt und liber
Nacht bei 37 °C schiittelnd kultiviert. Am nédchsten Tag wurden aus den Zellsuspensionen der
verschiedenen Klone zum Einen Kryostocks zur Riicklage hergestellt und zum Anderen die Plasmide

isoliert (Abschnitt 2.2.1.6).

2.2.1.6 Plasmidisolierung

Um das klonierte Plasmid pEGFP-U6_anti-PTBP1 auf seine Richtigkeit iiberpriifen und schlieBlich
MSCs damit transfizieren zu konnen, musste zuerst das Plasmid aus der E. coli-Zellsuspension
(Abschnitt 2.2.1.5) isoliert werden. Dafiir wurde mithilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits nach
Anleitung des Kit-Herstellers die Plasmid-DNA isoliert. Dabei wurde die DNA von der DNA-bindenden

Sdule in zwei Schritten mit jeweils 25 pL. 56 °C warmem DNase/RNase-freiem Wasser eluiert, um die
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Ausbeute zu erhohen. Nach Zugabe des Wassers wurde die Séule vor der Zentrifugation jeweils 10 min
mit dem Wasser inkubiert, was ebenfalls der Erhhung der Ausbeute diente.

Mittels Sanger-Sequenzierung (durchgefiihrt von der Firma Seqlab/Microsynth, Gottingen,
Deutschland) wurde anschlieBend die Richtigkeit des Plasmides iiberpriift. Fiir die Sequenzierung wurde
ein rickwarts-gerichteter M13-Primer verwendet (Abbildung 1). MSCs wurden wéhrend weiterer
Experimente mit dem erstellten Plasmid transfiziert, um diese zu neuronalen Zellen zu differenzieren

(Abschnitt 2.1.2.1).

2.2.2 RNA-Isolierung

Aus den verschiedenen Zellproben wurde mithilfe des PeqGOLD Total RNA Kits die Gesamt-RNA
isoliert. Dabei wurde der Anleitung des Herstellers fiir adhdrent wachsende Monolayer-Zellen gefolgt,
die auf Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm kultiviert und je nach Probe differenziert
(Abschnitt 2.1.2) worden waren. Der im Protokoll optionale DNase I-Verdau wurde an dieser Stelle
ausgelassen, da dieser vor der folgenden cDNA-Synthese (Abschnitt 2.2.3) durchgefiihrt wurde. Eluiert
wurde die RNA in zwei Schritten mit 56 °C warmem DNase/RNase-freiem Wasser, wobei im ersten
Schritt 25 pL. HO und im zweiten Schritt 50 uL H,O verwendet wurden. Wie auch bei der
Plasmidisolierung wurde die Sdule mit dem zugegebenen Wasser vor der Zentrifugation fiir 10 min

inkubiert, um die Ausbeute der erhaltenen RNA zu erh6hen.

2.2.3 cDNA-Synthese

Die isolierte RNA (Abschnitt 2.2.2) wurde revers in cDNA transkribiert. Daflir wurde das Kit Maxima
First Strand ¢cDNA synthesis kit for RT-qPCR with dsDNase verwendet und der Anleitung des
Herstellers gefolgt. So wurde zunéchst ein dsDNase-Verdau durchgefiihrt, um die verbliebene
genomische DNA zu entfernen. Von der dsDNase-verdauten RNA wurde 1 uL abgenommen, um in
einer PCR (Abschnitt 2.2.4) zu tlberpriifen, ob die DNA vollstindig degradiert wurde. Es folgte die
cDNA-Synthese. Abschlieend wurde die cDNA mit DNase/RNase-freiem Wasser verdiinnt, bis eine

Konzentration von 12,5 ng/uL erreicht war.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung von DNA. Damit kann sie sowohl fiir
gentechnische Arbeiten wie Klonierungen als auch qualitativ oder quantitativ (QRT-PCR, Abschnitt
2.2.5) zu Nachweiszwecken eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde die qualitative PCR verwendet,
um die Vollstindigkeit der Degradation genomischer DNA zu {berpriifen. Dafiir wurden Primer
bendtigt, die in der Lage waren, an genomische DNA zu binden, wie zum Beispiel die hier verwendeten
gegen SOX2 gerichteten Primer (Tabelle 9). Als Template dienten die isolierte RNA (Abschnitt 2.2.2),
die genomische DNA enthalten sollte, und die isolierte RNA nach dem dsDNase-Verdau (Abschnitt
2.2.3), in der die genomische DNA degradiert vorliegen und somit nicht mehr amplifizierbar sein sollte.
Wire in dieser Probe nach der PCR ein Amplifikat sichtbar, wire der dsDNase-Verdau nicht erfolgreich

gewesen und miisste wiederholt werden. Der Reaktionsansatz der PCR bestand aus 1 uLL Template, je
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200 nM vorwiérts- und riickwérts-gerichteten Primern, 5 ul. One7ag® 2x Mastermix und H,O (ad
10 puL). Die PCR wurde in einem PCR-Cycler durchgefiihrt. Auf einen initialen Denaturierungsschritt
fiir 3 min bei 95 °C folgten 35 Zyklen, die jeweils aus einem Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 15 s,
einem Schritt zum Primer-Annealing fiir 30 s bei 60 °C und einem Elongationsschritt bei 72 °C fiir 45 s
bestanden. Zum Abschluss wurde eine finale Elongation fiir 5 min bei 72 °C durchgefiihrt. Die PCR-
Proben wurden zur Visualisierung auf ein 2 %iges Agarosegel (Abschnitt 2.2.6) aufgetragen und

elektrophoretisch der GréB3e nach aufgetrennt.

2.2.5 qRT-PCR
Mithilfe der quantitativen real-time-PCR (qQRT-PCR) wird die in Zellen vorhandene mRNA-Menge
relativ zu einem internen Standard bestimmt. In dieser Arbeit wurden Kontroll-MSCs und differenzierte
Zellen (Abschnitt 2.1.2.2) mittels qRT-PCR verglichen, wobei das Expressionslevel verschiedener
MSC- und neuronaler Marker, sowie verschiedener Connexin-Isoformen untersucht wurde. Der
Reaktionsansatz bestand aus 12,5 ng cDNA (Abschnitt 2.2.3) als Template, jeweils 200 nM vorwérts-
und riickwérts-gerichteten Primern (Tabelle 9), 5 pL KAPA SYBR® FAST Universal Mastermix (2x)
und H>O (ad 10 uL). Das verwendete PCR-Programm des peqSTAR 96Q real time PCR-Cyclers
beinhaltete eine initiale Denaturierung fiir 3 min bei 95 °C, gefolgt von 40 zweischrittigen Zyklen, die
jeweils aus einem Denaturierungsschritt fiir 15 s bei 95 °C und einem Schritt zum Primer-Annealing
und zur Elongation fiir 30 s bei 60 °C bestanden. Nach Abschluss eines Zyklus wurde jeweils die
Fluoreszenz der Proben gemessen. Nach dem Ende dieses Programms wurde eine Schmelzkurve
aufgenommen, um die spezifische Amplifikation des Zielgens zu iiberpriifen. Vor ihrer experimentellen
Verwendung wurden alle Primerpaare auf ihre Effizienz iiberpriift, die zwischen 90 % und 110 % liegen
musste. War dies bei einem Primerpaar nicht der Fall, wurden fiir dieses Zielgen neue Primer designt.
Die korrekte Amplifikation des Zielgens wurde durch eine Sequenzierung des Amplifikats bestitigt. In
einem Experiment wurden pro Probe und Primerpaar jeweils drei technische Replikate gemessen.
AuBerdem wurden pro Primerpaar drei Reaktionsansitze mit H,O anstelle des cDNA-Templates
untersucht, die als Negativkontrollen dienten. Jedes qRT-PCR-Experiment wurde mindestens dreimal
durchgefiihrt, wobei jeweils cDNA aus unabhingigen Differenzierungsansétzen verwendet wurde. Die
Quantifizierung des relativen mRNA-Levels wurde mithilfe der 2%““-Methode (Formel (1))
durchgefiihrt, wobei das Zielgen (ZG) auf das Haushaltsgen RPS29 normiert wurde.

relative cDNA-Menge = 2786t = 2~(Ctz6)~Ctirpsz9)) (1)
Signifikante Verdnderungen wurden mittels eines gepaarten zweiseitigen Studentschen #-Tests
berechnet, bei dem die Proben der differenzierten Zellen jeweils mit unbehandelten MSCs verglichen
wurden. Die p-Werte dienten dem Abschitzen von Signifikanzen, die als * p < 0,05, ** p <0,01 und
**% p <0,001 dargestellt wurden.
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2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach Anwendung und GroBle der zu analysierenden DNA-Fragmente wurden 1 %, 2 % oder 4 %
Agarose (w/v) in 1x TAE-Puffer (Tabelle 12) aufgekocht, bis die Agarose vollstindig gelost war, und
anschlieBend auf etwa 60 °C abkiihlen gelassen. Je hochprozentiger das Agarosegel ist, desto kleinere
Fragmente konnen darin hochauflosend aufgetrennt werden. 20 mL Agaroselosung wurden
anschlieBend mit 1 pL des in DNA interkalierenden Farbstoffs GelRed® versetzt, gemischt und in einen
Gelschlitten gegossen. Nach dem Aushiérten des Gels wurde dieses mit 1x TAE-Puffer tiberschichtet
und beladen. Es wurden je 5 pLL der Proben und 3 pL eines 100 bp DNA-Markers (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder) aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte fiir 40-45 min bei 80 V. Das
Gel wurde anschlieBend unter UV-Anregung des GelRed®-Farbstoffs mit einer Belichtungszeit von
15 s fotografiert.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Protein-Isolierung

Die Protein-Isolierung erfolgte aus undifferenzierten und differenzierten (Abschnitt 2.1.2) MSCs, die
auf Zellkulturschalen kultiviert wurden. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde 1 mL PBS zu den Zellen gegeben, die mithilfe eines Zellschabers von der
Zellkulturschale abgelost und in ein Reaktionsgefdl iiberfithrt wurden. Nach einer Zentrifugation bei
1.000 x g und 4 °C fiir 4 min wurde das Zellpellet zur Zelllyse in 50 pL. RIPA-Puffer (Tabelle 12)
resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 15 min auf Eis inkubiert und im Folgenden fiir 15 min bei
14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand, in dem die Proteine der Zellen enthalten waren, wurde in ein
neues Reaktionsgefd3 iiberfiithrt. Die erreichte Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Assay

(Abschnitt 2.3.2) abgeschétzt.

2.3.2 Proteinquantifizierung mittels Bradford-Assay

Die Proteinproben (Abschnitt 2.3.1) wurden 1:20 mit H,O verdiinnt. AuBerdem wurde eine
Standardreihe mit BSA in 5 %igem RIPA-Puffer in den Konzentrationen 1500 ng/uL, 1000 ng/uL,
750 ng/uL, 500 ng/uL, 250 ng/uL, 125 ng/uL, 50 ng/uL und 0 ng/uL angesetzt. In eine 96-Lochplatte
wurden jeweils in drei Vertiefungen je 5 ulL jeder Konzentration der Standardreihe und jeder
Proteinprobe vorgelegt. Im Anschluss wurden 250 pL Bradford-Reagenz zu jeder Probe hinzugegeben
und in einem Plate-Reader die Absorption bei 620 nm gemessen. Die Messung der Proteinkonzentration
mit dem Bradford-Reagenz basiert auf der Komplexbildung des Farbstoffs Brilliant Blue G mit
Proteinen, wobei sich das Extinktionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Aus
den Messwerten der Standardreihe wurde eine Standardkurve erstellt und daraus im Anschluss unter

Berticksichtigung des Verdiinnungsfaktors von 20 die unbekannte Proteinkonzentration ermittelt.
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2.3.3 SDS-PAGE

Um Proteine ihrer Gréf3e nach aufzutrennen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) durchgefiihrt. Die Proteinlosung (Abschnitt 2.3.1) wurde mit H>O und danach 1:5 mit
5x Lammli-Puffer (Tabelle 12) verdiinnt, sodass pro benétigter Probe 15 pL mit 20 pg Protein erhalten
wurden, die anschlieBend fiir 10 min auf 70 °C erhitzt wurden. Auf ein SDS-Polyacrylamidgel mit
einem 5 % Polyacrylamid-haltigen Sammelgel und einem 12 %igen Trenngel (Tabelle 7), das sich in
einem SDS-Laufpuffer (Tabelle 12) in einer Gelkammer befand, wurden pro Gelbahn die 20 pg
Gesamtprotein aufgetragen. Mittels Elektrophorese wurden die Proteine der GroBe nach aufgetrennt.
Wihrend sich die Lauffront im Sammelgel befand, wurde pro Gel ein Strom von 20 mA appliziert, der
nach Einritt der Lauffront in das Trenngel auf 40 mA pro Gel erh6ht wurde.

Tabelle 7: Zusammensetzung SDS-Polyacrylamid-Gele (fiir 5 Gele)

12 % Trenngel 5 % Sammelgel
H,O 8,25 mL H,O 4,76 mL
Rotiphorese® Gel 30 10,0 mL Rotiphorese® Gel 30 1,19 mL
1,5 M TRIS pH 8.8 6,25 mL 1 M TRIS pH 6.8 0,91 pL
10 % SDS 250 uL 10 % SDS 70 uL
10 % APS 250 uL 10 % APS 70 uL
TEMED 25 uL TEMED 7 uL

2.3.4 Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden unter Verwendung eines semi-dry Western-Blot-Systems (Biometra
Fasblot, Analytik Jena AG) und eines Transfer-Puffers (Tabelle 12) auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Wihrend des Blotting-Vorgangs wurde fiir 1,5 h ein Strom von 1 mA/cm? appliziert. Im
Anschluss wurde eine Ponceau-Férbung der Membran durchgefiihrt, um den Erfolg des Proteintransfers
zu iiberpriifen. Dafiir wurde die Membran fiir 5 min unter Schiitteln in Ponceau-Losung (Tabelle 12)
inkubiert und anschlieBend mit H,O entféarbt bis ein ausreichender Kontrast der gefarbten Proteine zum
Hintergrund erreicht war. Nach dem Blotten wurde die Membran in 5 % fettfreiem Trockenmilchpulver,
gelost in PBS-T (Tabelle 12), fiir 3 h schiittelnd bei Raumtemperatur geblockt, um unspezifische
Bindestellen der Antikorper abzusittigen. Es folgten fiinf Waschschritte fiir je 3 min in PBS-T unter
Schiitteln. AnschlieBend wurde die entsprechende in PBS-T verdiinnte Primédrantikorperlosung
(Antikorper und Verdiinnungen siehe Tabelle 10) zu der Membran gegeben und diese darin iiber Nacht
bei 4 °C schiittelnd inkubiert. Je nach Molekiilmasse des untersuchten Proteins, wurde entweder
GAPDH oder B-Tubulin als interner Standard verwendet. Die Membran fiir die Negativkontrollen der
Sekundérantikorper wurde ausschlieBlich in PBS-T bei ansonsten identischen Bedingungen {iber Nacht
inkubiert. Am néchsten Tag folgten auf die Primérantikdrperinkubation erneut fiinf Waschschritte in
PBS-T, jeweils 3 min schiittelnd bei Raumtemperatur, um Priméarantikorperreste griindlich zu entfernen

und somit Hintergrundsignale zu minimieren. Danach wurde die sekundére anti-rabbit-
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Antikorperlosung unter Schiitteln fiir 1 h bei Raumtemperatur zu den Membranen gegeben, erneut
fiinfmal mit PBS-T gewaschen und die Membranen im Anschluss 1 h bei gleichen Bedingungen in der
sekundéren anti-mouse-Antikorperldsung inkubiert. Nach drei Waschschritten in PBS-T und zwei
weiteren Waschschritten in PBS wurden die Membranen entwickelt. Dafiir wurden die Membranen in
einer Entwicklerlosung (Tabelle 12) geschwenkt und die resultierenden Chemilumineszenz-Signale
anschliefend mit einem CCD-Kamera-Imaging-System detektiert. Alle Experimente wurden
mindestens viermal durchgefiihrt, um eine statistisch belastbare Quantifizierung mittels Gelanalyse-
Tool der Software Fiji (Schindelin et al, 2012) zu ermdglichen. Die damit gemessenen
Bandenintensitéten des analysierten Proteins wurden zunéchst auf die Intensitaten der internen Kontrolle
(GAPDH oder B-Tubulin) normiert. Die resultierenden Werte wurden im Anschluss auf den Wert der
unbehandelten Kontroll-MSCs normiert, gefolgt von einer statistischen Analyse der Ergebnisse mittels
eines ungepaarten zweiseitigen Studentschen #-Tests im Vergleich zu unbehandelten MSCs. Anhand des
p-Werts wurden Signifikanzen abgeschitzt und als * p <0,05, **p<0,01 und ***p<0,001
dargestellt.

2.4 Physiologische Methoden

2.4.1 Patch-Clamp-Technik

Mithilfe der Patch-Clamp-Technik konnen lonenstrome, die durch Ionenkanéle in der Zellmembran
flieBen, gemessen werden, wie auch das Membranpotential der gepatchten Zelle. Es konnen
verschiedene Patch-Clamp-Konfigurationen verwendet werden, die entscheidend sind, ob einzelne
Ionenkanile oder alle Kanile der Zelle gemessen werden (Hamill ef al., 1981). In dieser Arbeit wurde
ausschlieBlich die Whole-Cell-Konfiguration verwendet, mit der alle lonenkanéle in der Zellmembran
der ganzen Zelle analysiert werden. Dafiir wurden die zu untersuchenden Zellen auf Deckgldschen
kultiviert und nach Bedarf differenziert (Abschnitt 2.1.2). Fiir die Patch-Clamp-Experimente wurde ein
entsprechendes Deckglas mit einzeln vorliegenden Zellen in eine mit Badmedium (Tabelle 12) gefiillte
Messkammer gelegt, die auf ein inverses Fluoreszenzmikroskop montiert wurde. Der gesamte
Versuchsautbau befand sich in einem Faraday-Kéfig auf einem schwingungsgedampften Tisch, um
Storsignale und Erschiitterungen zu reduzieren, die die Experimente beeintrichtigen wiirden. An einen
EPC 10 USB Double Patch-Clamp-Amplifier wurden zwei Elektroden angeschlossen, von denen sich
eine als Referenzelektrode in einem mit Pipettenmedium (Tabelle 12) gefiillten Gummischlauch im
Badmedium und die andere als Messelektrode in einer ebenfalls mit Pipettenmedium gefiillten
Glaskapillare befand. Die Glaskapillaren wurden zuvor mit einem Kapillarziehgerét diinn ausgezogen,
sodass sie bei den Messungen einen Eingangswiderstand von 4-6 MQ aufwiesen. Mithilfe einer solchen
auf einem Mikromanipulator montierten Glaskapillare und unter Verwendung der Software PatchMaster
2.9 wurde die Whole-Cell-Konfiguration bei einer einzelnen Zelle hergestellt und die gedffnete Zelle

auf eine Spannung von -60 mV geklemmt. Im Current-Clamp-Modus wurden depolarisierende Strome
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bis 200 pA in die Zelle injiziert und ihr resultierendes Membranpotential gemessen, um zu iiberpriifen,

ob sie in der Lage war, Aktionspotentiale als Antwort auf depolarisierende Strome zu induzieren.

2.4.2 Zellkopplungsversuche mittels Farbstofftransfer

Um den Einfluss der verschiedenen Differenzierungen auf die Gap Junction-Kopplung zu untersuchen,
wurden Farbstofftransferexperimente mit Lucifer Yellow (LY) durchgefiihrt. MSCs wurden auf
Kollagen I-beschichteten Deckgldschen kultiviert und nach Bedarf differenziert (Abschnitt 2.1.2). Da
hier die Zell-Zellkopplung untersucht wurde, war es diesmal wichtig, dass die Deckgléschen dicht
bewachsen waren. Wie auch bei den Patch Clamp-Versuchen (Abschnitt 2.4.1) wurde das besiedelte
Deckgldschen in eine Messkammer mit Badmedium (Tabelle 12) gelegt, die auf ein inverses
Fluoreszenzmikroskop mit angeschlossenem Polychrome V und CMOS ORCA-Flash-Digitalkamera
montiert wurde. Bei einer Zelle inmitten eines Zellverbands wurde, wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben,
eine Whole-Cell-Konfiguration hergestellt, wobei dem Pipettenmedium (Tabelle 12) 1 mg/mL LY
zugesetzt wurde. Nach dem erfolgreichen Offnen der Zelle konnte der Farbstoff fiir 10 min aus der
Kapillare in die Zelle hineindiffundieren, bevor die Kapillare wieder entfernt wurde. Waren die
untersuchten Zellen tiber Gap Junctions miteinander gekoppelt, konnte der Farbstoff von der gepatchten
Zelle iiber Gap Junctions in die Nachbarzellen diffundieren. Unter Verwendung der Mikroskopsoftware
NIS-Elements AR 4.4 wurde vor dem Versuch ein durchlichtmikroskopisches Bild des betreffenden
Ausschnitts aufgenommen. AuBlerdem wurden vor Beginn des Versuchs, wiahrend der Diffusionszeit
mit der Kapillare an der Zelle und direkt nach dem Entfernen der Kapillare Fluoreszenzaufnahmen
gemacht, fiir die LY bei 410 nm mit dem Polychrome V angeregt wurde.

Die entstandenen Bilder wurden mithilfe der Software Fiji (Schindelin et al., 2012) ausgewertet. Um
unspezifische Hintergrundsignale zu eliminieren, wurde die Fluoreszenzaufnahme, die vor dem
Herstellen einer Whole-Cell-Konfiguration gemacht wurde, von der subtrahiert, die nach Entfernen der
Kapillare aufgenommen wurde. Das resultierende erstellte Bild wurde weiter ausgewertet. Um die
Kopplungsrate zu quantifizieren, wurde die integrierte Dichte des Fluoreszenzsignals in allen Zellen
auBler der gepatchten gemessen und anschliefend auf die integrierte Dichte aller Zellen, einschlieBlich
der gepatchten Zelle, normiert. Dieser Wert wird in dieser Arbeit forthin als LY-Farbstoff-Transferrate
bezeichnet und liegt zwischen 0 und 1. Je groBer der Wert, desto mehr Farbstoff war aus der gepatchten
Zelle in gekoppelte Zellen diffundiert. Ist der Wert 0, war keine Zelle mit der gepatchten Zelle
gekoppelt. Wire der Wert 1, wire der gesamte Farbstoff aus der gepatchten Zelle in benachbarte Zellen
diffundiert. Das ist jedoch lediglich ein theoretischer Wert, da sich bei einer Diffusion ein Gleichgewicht
einstellt und der Farbstoff bei Erreichen dieses Gleichgewichts in keiner der beteiligten Zellen hohere
Konzentrationen erreichen wiirde. Die LY-Farbstoff-Transferrate wurde statistisch mit einem
ungepaarten zweiseitigen Studentschen z-Test untersucht und damit Signifikanzen im Vergleich zu

undifferenzierten MSCs abgeschétzt und als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 dargestellt.
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2.4.3 Ca*-Imaging

Die Fahigkeit der MSCs und differenzierten Zellen auf extrazelluldr applizierte sekundére Botenstoffe,
wie ATP, mit intrazelluldren Ca®-Signalen zu reagieren, kann mit der fluoreszenzbasierten Ca*'-
Imaging-Methode untersucht werden. Dafiir wurden die Zellen zunichst auf Deckgldschen kultiviert
und 7 d mit NIM-2 differenziert. Die Deckgldschen wurden erst mit einem Ca**-haltigen Badmedium
(Tabelle 12) gewaschen und anschlieBend fiir 30 min in dem Badmedium unter Zusatz von 1 uM des
membrangéngigen Fluoreszenzfarbstoffs Indo-1 AM bei 37 °C unter Lichtausschluss im Brutschrank
inkubiert. Nach 30 min wurde der Farbstoff entfernt, die Zellen mit dem Badmedium gewaschen und
anschlieBend fiir weitere 30 min bei 37 °C ohne Licht im Brutschrank inkubiert. Auf diese Weise
wurden die Zellen mit dem Farbstoff Indo-1 AM beladen, der in den Zellen durch zelleigene Esterasen
zu dem membranimpermeablen Indo-1 prozessiert wird. Mithilfe dieses Farbstoffs konnte emissions-
ratiometrisch der relative Ca®"-Gehalt in den Zellen bestimmt werden. Dafiir wurden die Zellen in einer
Durchflussmesskammer auf ein inverses Fluoreszenzmikroskop mit angeschlossenem Polychrome V,
Optosplit II mit zugehérigem Indo-1-Filterblock (406/15 nm, 485/20 nm) und CMOS ORCA-Flash-
Digitalkamera montiert. Ein Perfusionssystem mit peristaltischer Pumpe war mit der Messkammer
verbunden und ermoglichte einen kontinuierlichen Medienaustausch mit einer Flussrate von 3 mL/min.
Wihrend der verschiedenen Messungen wurde Indo-1 mit einer Wellenlinge von 360 nm zur
Fluoreszenz angeregt und mithilfe des Optosplit II sowohl bei 406/15 nm als auch bei 485/20 nm
detektiert, da sich das Emissionsmaximum von Indo-1 durch Komplexierung von Ca*" von 485 nm zu
405 nm verschiebt. Je mehr Ca*" in einer Zelle vorhanden ist, desto mehr Ca?* kann von Indo-1
komplexiert werden und desto groBer wird das Verhéltnis Fios nm/Fass nm. Es wurde pro Sekunde eine

Fluoreszenzautnahme mit einer Belichtungszeit von 20 ms und einem 4x4-Binning gemacht.

2.4.3.1 Ablauf der Messungen

Zu Beginn jedes Versuches befanden sich die Zellen unter kontinuierlichem Medienfluss in einem Ca*'-
haltigen Badmedium (Tabelle 12), das als Kontrollmedium diente. Die einzelnen Zellen wurden mithilfe
der Mikroskopsoftware NIS-Elements AR 4.4 als regions of interest (ROls) markiert und darin das
Verhiltnis 406 nm/485 nm im zeitlichen Verlauf des Experiments gemessen. Um eine Reaktion der
Zellen durch einen mechanischen Einfluss des Medienstroms auszuschlieBBen, wurden die Zellen zu
Beginn der Messung fiir 60 s mit dem Kontrollmedium perfundiert. Es folgte eine Applikation von
50 uM ATP (in Ca®"-haltigem Badmedium) fiir 5's, das im Anschluss fiir 175 s mit Ca®'-haltigem
Badmedium ausgewaschen wurde. Anhand dieser ersten Stimulierung wurde die prozentuale Reaktion
der Kontroll-MSCs und differenzierten Zellen auf 50 uM ATP bestimmt und sie diente als Referenz
(Referenzstimulierung, RS) fiir die Stimulierungen im weiteren Verlauf der Messung.

Im zweiten Versuchsabschnitt folgten drei weitere ATP-Stimulierungen (S1, S2 und S3), wobei jeweils
fiir 5s 50 uM ATP appliziert und dieses im Anschluss fiir 175 s wieder ausgewaschen wurde. Zuvor
wurde durch einen Medienwechsel das extrazellulidre Ca** entzogen und/oder verschiedene Inhibitoren

zu den Zellen gegeben, um die induzierten Ca**-Signalwege niher zu charakterisieren. Das Entfernen
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des extrazelluliren Ca®" gibt dabei Aufschluss iiber die Aktivitdt von P2X-Kanilen, wihrend die
Inhibitoren 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) und U-73122 an unterschiedlichen Stellen in die
P2Y-Rezeptor-induzierte Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern eingreifen. 2-APB ist ein
unspezifischer Blocker von IPs-Rezeptoren, sodass die Ca?*-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern
inhibiert wird (Peppiatt et al, 2003). U-73122 greift frither in diesen Signalweg ein. Durch die
Inhibierung der Phospholipase C (PLC) wird die Produktion von IP3; unterbunden und somit ebenfalls
die Freisetzung von Ca*" aus intrazelluldren Speichern verhindert (Bleasdale et al., 1990).

Je nach zugegebenem Inhibitor wurde die erforderliche Inkubationsdauer vor der nédchsten ATP-
Stimulierung ermittelt, damit der Inhibitor in die Zellen gelangen und wirken konnte. So benétigte der
Inhibitor 2-APB in einer Konzentration von 100 uM eine Inkubationsdauer von 7 min, wihrend fiir
2 uM U-73122 eine Zeit von 4 min ausreichend war. Um die Stabilitdt der Zellen moglichst lange zu
gewihrleisten, wurde das extrazellulire Ca?* in allen Versuchen erst 60 s vor der ersten ATP-
Stimulierung im zweiten Versuchsabschnitt (S1) entzogen. Auf diese Weise bestand ein
zusammengehdriges Versuchsset aus 4 verschiedenen Experimenten, die jeweils sechs- bis zwolfmal
durchgefiihrt wurden. Nach der RS wurden die ATP-Stimulierungen S1-S3 jeweils in Ca**-haltigem
Badmedium @ Inhibitor (Kontrolle), Ca**-haltigem Badmedium mit Inhibitor, Badmedium @& Ca**
@ Inhibitor und Badmedium @ Ca** mit Inhibitor induziert und zwischen den Induktionen das ATP mit

den entsprechenden Medien ausgewaschen.

2.4.3.2 Ca*-Imaging-Auswertung

Wihrend der Messungen wurde innerhalb der markierten ROIs die Fluoreszenzintensitét bei 406/15 nm
und bei 485/20 nm gemessen und das Verhéltnis 406 nm/485 nm im zeitlichen Verlauf dargestellt. Diese
Daten wurden im Anschluss an die Messung als Excel-Dateien exportiert und weiter mit OriginPro 2017
analysiert.

Anhand der Referenzstimulierung (RS) wurde ermittelt, wie viele der markierten Zellen prozentual auf
ATP reagierten. Zum Abschitzen von signifikanten Verdnderungen der differenzierten Zellen im
Vergleich zu den Kontroll-MSCs wurde ein zweiseitiger ungepaarter Studentscher #-Test im Vergleich
zu unbehandelten MSCs durchgefiihrt.

Die ATP-Stimuli im zweiten Versuchsabschnitt unter variierenden Bedingungen wurden auf zwei
verschiedene Weisen ausgewertet. Die erste Art der Auswertung beinhaltete das manuelle Auszdhlen
von Peaks, indem bindr entschieden wurde, ob ein Peak vorhanden war oder nicht. Fiir die
Stimulierungen RS und S1-S3 wurde ein Peak registriert, wenn in direktem Zusammenhang mit der
ATP-Applikation ein Peak erkennbar war. Es wurden nur Zellen in die weitere Auswertung einbezogen,
wenn diese auf RS reagiert hatten. Die Anzahl der Reaktionen wurde pro Stimulus (S1-S3) normiert auf
die Anzahl an untersuchten Zellen dargestellt, die auf RS reagiert hatten. RS entsprach somit immer
einer Reaktionsfahigkeit von 100 %.

Die zweite Art der Auswertung basierte auf einer automatisierten Peaksuche und Bestimmung der

relativen Peakhohe mithilfe eines eigens fiir diese Anwendung im Verlauf dieser Arbeit geschriebenen
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Makros fiir die Software OriginPro 2017 (Abbildung 3). Zu diesem Zweck wurden die exportierten
Excel-Daten, die die Messwerte der ROIs der analysierten Zellen eines Deckgldschens enthielten, in
OriginPro 2017 importiert und Zeitpunkte und Art der Medienwechsel eingegeben. Zunéchst erfolgte
eine Glittung der Daten mittels FFT-Filter (engl. fast fourier transformation) mit einer Fenstergrofe
von 40 Messpunkten. Anhand der eingegebenen Zeitpunkte als Ankerpunkte wurde anschliefend eine

Basislinie berechnet und von den geglétteten Daten subtrahiert.

Input Makro Output

Exportierte Excel-
Daten eines >
Deckglaschens

Import und Einlesen
der Excel-Daten

Ze(;tpusry(te T.nd Qrt Abfrage und Einlesen
erstimuiiun ——®  von Ankerpunkten
Medienwechsel ¢

Glatten der
Originaldaten mit FFT- 4>| Geglattete Messkurven |
Filter

Berechnung einer

Basislinie anhand der /—>| Basislinien |

Ankerpunkte

Subtraktion der Geglattete Basislinien-
Basislinie korrigierte Messkurven

I

Peaksuche mit einer
FenstergréfRe von
60 Messpunkten

L Peakparameter:
Berechnung von e Zeitpunkt Peak
absoluter und relativer * Absolute Peakhdhe
Peakhohe * Relative Peakhohe

(prozentual zu RS)

Abbildung 3: Flieischema des in OriginPro 2017 verwendeten Makros zur Peakanalyse.

In den geglétteten und Basislinien-korrigierten Messkurven wurde eine Peaksuche durchgefiihrt mit
einer Fenstergroe von 60 Messpunkten und einem Schwellenwert von 0,0135. Pro ATP-Stimulus
wurde dem Makro nur das Finden eines Peaks erlaubt, um Artefakte und Doppelpeaks auszuschlie3en.
Das Makro gab am Ende der Suche fiir jeden ATP-Stimulus den hochsten Peak aus. Im Anschluss
wurden die relative Peakhdhen von S1-S3 berechnet. Dabei wurde die ermittelte Peakhdhe von S1, S2
und S3 jeweils auf RS derselben Zelle normiert. Die relative Peakhohe von RS betrug somit immer
100 %. Auch in dieser Auswertungsmethode wurden nur die Zellen betrachtet, die auf RS reagierten.
Sowohl die geglatteten und Basislinien-korrigierten Messkurven als auch die Basislinien selber wurden

grafisch und numerisch als Grafiken und Worksheets ausgegeben. Die Resultate der Peaksuche und
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Normierung wurden ebenfalls in einem Worksheet ausgegeben. In dem Worksheet wurden sowohl die
Zeitpunkte, zu denen die Peaks gefunden wurden, eingetragen, wie auch die Basislinien-korrigierten
absoluten und relativen Peakhdhen. Mit den berechneten Peakhohen wurde im Anschluss ein
AusreiBlertest nach Nalimov durchgefiihrt (Kaiser und Gottschalk, 1972), um stark von der
Grundgesamtheit abweichende Werte zu eliminieren.

Aus den prozentualen Reaktionsfahigkeiten und relativen Peakhohen wurde zunéchst pro untersuchtem
Deckgléschen, also pro Experiment, der Mittelwert gebildet. AnschlieBend wurde aus den Werten der
einzelnen Deckglidschen pro Behandlung der Mittelwert und SEM aus allen Deckgldschen berechnet
und im direkten Vergleich zwischen den verschiedenen Kombinationen aus Medien und Inhibitor
dargestellt, wobei Signifikanzen mithilfe eines zweiseitigen ungepaarten Studentschen z-Tests im
Vergleich zum Ca?*-haltigen Badmedium abgeschitzt wurden. Die Ca?*-Signale der MSCs im zweiten
Versuchsabschnitt wurden dabei stets mit den entsprechenden Ca**-Signalen der MSCs im zweiten
Versuchsabschnitt in Ca**-haltigem Badmedium verglichen. Beispielsweise wurden die Ergebnisse von
S2, induziert in MSCs in Ca®*-freiem Badmedium mit U-73122, mit denen von S2, induziert in MSCs
in Ca’"-haltigem Badmedium, verglichen. Die Experimente der NIM-2-differenzierten Zellen wurden
ebenso analysiert. Signifikanzen wurden als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 dargestellt.
Direkte Vergleiche zwischen MSCs und NIM-2-induzierten Zellen zum gleichen Zeitpunkt (gleiche
Stimulierung) unter gleichen Messbedingungen (Medien, Inhibitoren) fanden ebenfalls statt.
Signifikante Abweichungen der 7 d NIM-2-differenzierten Zellen wurden mithilfe eines zweiseitigen
ungepaarten Studentschen ¢-Tests im Vergleich zu Kontroll-MSCs abgeschétzt. Beispielsweise wurden
die Ergebnisse von S2, induziert in NIM-2-behandelten Zellen in Ca**-freiem Medium, mit denen von
S2, induziert in MSCs in Ca*'-freiem Medium, verglichen. Signifikanzen wurden als # p < 0,05,

## p < 0,01 und ### p < 0,001 dargestellt.

2.4.4 Farbstoffaufnahme-Experimente

Wie in Abschnitt 1.3 erldutert, weisen auch Gap Junction-Halbkanéle in vielen Zelltypen eine Aktivitat
auf. Diese kann unter anderem mit Farbstoffaufnahme-Experimenten, wie zum Beispiel von Schalper e?
al. (2008a) beschrieben, untersucht werden. Dabei wird ein Farbstoff verwendet, hier das sehr sensitive
Ethidiumbromid (EtdBr), der nicht durch die Zellmembran diffundieren kann, sondern ausschlieflich
durch entsprechende gedffnete Kanéle in der Zellmembran wie Gap Junction-Halbkanile (Schadzek et
al., 2018).

MSCs wurden auf Kollagen I-beschichteten Deckgldschen kultiviert und nach Bedarf differenziert
(Abschnitt 2.1.2). Ein Deckgldschen wurde in eine Messkammer mit EtdBr-Badmedium gelegt und
diese auf ein inverses Fluoreszenzmikroskop mit angeschlossenem Polychrome V und CMOS ORCA-
Flash-Digitalkamera montiert. Die Messkammer war an ein Perfusionssystem mit einer peristaltischen
Pumpe angeschlossen, sodass ein kontinuierlicher Medienaustausch ermoglicht wurde. Ein Experiment
mit drei Versuchsabschnitten dauerte insgesamt 30 min. Wahrend der ersten 10 min wurden die Zellen

kontinuierlich mit 1 mL/min mit 37 °C warmem EtdBr-Badmedium perfundiert, welches 2 mM
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Calcium enthielt. Die Anwesenheit von zweiwertigen Kationen (vor allem Calciumionen) verringerte
die Offenwahrscheinlichkeit von Gap Junction-Halbkandlen stark, sodass wihrend dieses
Versuchsabschnitts lediglich eine schwache Farbstoffaufnahme messbar sein sollte. Wahrend der
zweiten 10 min wurden die Zellen mit 1 mL/min 37 °C warmem EtdBr-Badmedium @ Ca** @ Mg
(Tabelle 12) perfundiert, sodass die zweiwertigen Magnesium- und Calciumionen entzogen wurden und
vorhandene Halbkanéle eine erhdhte Aktivitét zeigen sollten. Wéhrend dieses Versuchsabschnitts sollte
somit mehr Farbstoff in die Zellen gelangen, wenn die Zellen iiber aktive Gap Junction-Halbkanile
verfiigen. Im letzten zehnminiitigen Versuchsabschnitt wurde dem EtdBr-Badmedium @ Ca** @ Mg?"
100 uM Carbenoxolon (CBX) zugesetzt. Das ist ein Gap Junction-Blocker, der die Aktivitdt der Gap
Junction-Halbkanidle und somit der EtdBr-Aufnahme reduzieren sollte. Wéhrend des gesamten
Experiments wurde alle 15 s eine Fluoreszenzaufnahme gemacht, bei der EtdBr mit einer Wellenldnge
von 535 nm bei einem Absorptionsnebenmaximum angeregt und eine Belichtungszeit von 700 ms
gewihlt wurde. Mithilfe der Mikroskopsoftware NIS-Elements AR 4.4 wurden die Zellen als ROIs
markiert und fiir jedes Bild die Fluoreszenzintensitét innerhalb der ROIs gemessen und im zeitlichen

Verlauf dargestellt.

2 mM Ca® 0 mM Ca®* 0 mM Ca?" + 100 uM CBX

EtdBr-Aufnahme [AU]

Zeit [min]

Abbildung 4: Schematische Abbildung einer Farbstoffaufnahmemessung. Dargestellt ist der schematische Kurvenverlauf
der gemessenen EtBr-Aufnahme im zeitlichen Verlauf wéhrend einer Farbstoffaufnahme-Messung. Im ersten
Versuchsabschnitt werden die Zellen fiir 10 min mit einem Badmedium mit 2 mM Ca?" perfundiert, gefolgt von 10 min in
Badmedium ohne Ca?" im zweiten Versuchsabschnitt. Wihrend des dritten Versuchsabschnitt wurde dem Ca?'-freien Medium
100 uM CBX zugesetzt. Die verstérkten Linien in den drei Versuchsteilen reprasentieren jeweils den Abschnitt, in dem die

Steigung der Fluoreszenzkurve ermittelt wurde.

In den drei Versuchsabschnitten wurde jeweils die Farbstoffautnahmerate (EtdBr AU/min) bestimmt,
indem mit der Software Microsoft Excel 2016 jeweils die Steigung der Fluoreszenzintensititskurve von
Minute 4-9, von Minute 14-19 und von Minute 24-29 berechnet wurde (Abbildung 4). Die
Farbstoffaufnahmeraten wurden jeweils fiir die Differenzierungen und die drei Experimentabschnitte
als Differenz zur Farbstoffaufnahmerate des entsprechenden Versuchsabschnitts der Kontroll-MSCs als

Mittelwert = SEM dargestellt. Beispielsweise wurde die EtdBr-Farbstoffaufnahmerate der Kontroll-
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MSCs im zweiten Versuchsabschnitt von der Farbstoffaufnahmerate der 7 d NIM-2-differenzierten
Zellen im zweiten Versuchsabschnitt subtrahiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
zweiseitigem paarweisen Studentschen #-Test im Vergleich zu unbehandelten MSCs. Es wurden pro
Behandlung mindestens 990 Zellen analysiert, wobei sich diese auf mindestens 18 unterschiedlichen
Deckgldschen befanden. Anhand des p-Werts wurden Signifikanzen abgeschéatzt und als * p < 0,05,
** p<0,01 und *** p <0,001 dargestellt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene fiir MSCs und Fibroblasten publizierte neuronale
Differenzierungsmethoden adaptiert und physiologische Experimente durchgefiihrt, um eine
ausfiihrliche Charakterisierung der unterschiedlich differenzierten Zellen zu ermoglichen.

Als Ausgangsmaterial dienten MSCs aus dem Knochenmark, die in einem ersten Schritt
molekularbiologisch und physiologisch charakterisiert wurden (Abschnitt 3.1), um sie in den folgenden
Abschnitten mit den unterschiedlichen Differenzierungen vergleichen zu koénnen. Um die
Transdifferenzierung zu induzieren, wurden die MSCs einerseits mit einer anti-PTBP1-shRNA
transfiziert und andererseits mit small molecule-haltigen neuronalen Induktionsmedien behandelt und
anschliefend charakterisiert (Abschnitt 3.2). AuBBerdem wurde untersucht, wie die Gap Junction-
abhingige Zell-Zellkopplung (Abschnitt 3.3) wie auch ATP-vermittelte Calcium-Signale (Abschnitt

3.4) durch die small molecule-induzierte Transdifferenzierung beeinflusst werden.

3.1 Charakterisierung von MSCs: Genexpression wichtiger Faktoren

MSCs miissen bestimmte Kriterien erfiillen, um als solche definiert und bezeichnet werden zu konnen
(Dominici et al., 2006). So miissen sie unter anderem die Marker CD73 (Gensymbol NT5E, fiir Gen-
und Proteindquivalente siche Tabelle 8), CD90 (Gensymbol THYI) und CD105 (Gensymbol ENG)
exprimieren. Auch CD166 (Gensymbol ALCAM) wird haufig fiir eine Charakterisierung herangezogen.
Diese Marker konnten mittels qRT-PCR auf mRNA-Ebene in den verwendeten humanen MSCs aus
dem Knochenmark auf einem im Vergleich zum Haushaltsgen RPS29 hohen Expressionsniveau
nachgewiesen werden (Abbildung 5). Fiir die folgende Differenzierung war es wichtig, den genauen
Ausgangszustand der MSCs vor der Differenzierung zu kennen. Im Rahmen einer genaueren
Charakterisierung wurden deshalb auch neuronale und muskuldre Marker betrachtet, um die MSCs nach
der erfolgten Transdifferenzierung mit den differenzierten Zellen vergleichen zu konnen. Die
neuronalen Marker NES und TUBB3 wie auch die muskuldren Marker ACTA2 und TAGLN waren
deutlich exprimiert. Auch der neuronale Marker MAP2 war exprimiert. Ein weiterer neuronaler Marker,
RBFOX3, und die Transkriptionsfaktoren POU3F2, SOX2 und MYTI1L wie auch die muskulidren Marker
MYL2 und SMYD1 waren nur sehr schwach nachweisbar (Abbildung 5).

Die Zellkommunikation in einem Gewebe ist sowohl in multipotenten als auch in final differenzierten
Zellen von essenzieller Bedeutung fiir die physiologische Funktionalitdt des Gewebes wie auch fiir den
Erhalt von spezifischen Zelleigenschaften. Diese Zellkommunikation kann iiber Gap Junctions
stattfinden, die das Zytoplasma von benachbarten Zellen miteinander verbinden und aus Connexinen
gebildet werden. Es sind im Menschen derzeit 21 verschiedene Connexin-Isoformen bekannt, die
spezifisch je nach Gewebe- und Zelltyp exprimiert werden. Auch auf Differenzierungsprozesse hat die
Connexin-Zusammensetzung und Gap Junction-Kopplung einen essenziellen Einfluss. Aus diesem

Grund wurde das Expressionsverhalten verschiedener Connexin-Isoformen in den verwendeten MSCs
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untersucht. Es zeigte sich, dass vor allem GJA1 (kodierend fiir Cx43) sehr stark exprimiert war, gefolgt
von GJCI (kodierend fiir Cx45), wihrend GJB2 (kodierend fiir Cx26), GJA4 (kodierend fiir Cx37) und
GJAS5 (kodierend fiir Cx40) schwach exprimiert waren und GJD2 (kodierend fiir Cx36) kaum
nachweisbar war (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Expressionsmuster auf mRNA-Ebene in humanen MSCs aus dem Knochenmark. Mittels qRT-PCR wurde
die relative Genexpression von MSC-Markern, neuronalen Markern und Transkriptionsfaktoren, muskuldren Markern und
verschiedenen Connexinen untersucht. In den MSCs konnten alle MSC-Marker, die neuronalen Marker NES und TUBB3, die
muskuldren Marker ACTA2 und TAGLN, sowie die Connexine GJA I und GJCI deutlich nachgewiesen werden. Die Daten sind
als Mittelwert + SEM (n > 3) dargestellt.

Die verwendeten MSCs waren adhdrent wachsende Zellen mit einer Fibroblasten-dhnlichen,
spindelformigen Morphologie (Abbildung 6). In Farbstofftransfer-Experimenten wurden die Zellen
physiologisch auf ihre Gap Junction-Kopplungsfahigkeit untersucht. Dafiir wurde mit einer mit LY-
haltiger Losung beflillten Kapillare eine Whole-Cell-Konfiguration bei einer Zelle inmitten eines
Zellrasens hergestellt, die auf diese Weise mit LY beladen wurde, und fiir 10 min inkubiert. Wahrend
dieser 10 min konnte der Farbstoff von der Donorzelle iiber Gap Junctions in benachbarte Zellen
diffundieren, sofern diese Zellen untereinander iiber Gap Junctions gekoppelt waren. Wire das nicht
der Fall, wiirde der Farbstoff nicht in Nachbarzellen diffundieren und sich nach dem Experiment nur in
der farbstoffbeladenen Zelle befinden. Nach der Inkubationszeit von 10 min wurde die Kapillare
entfernt und eine Fluoreszenzautnahme im LY-Kanal gemacht.

Der Farbstoff diffundierte wihrend der Inkubationszeit in eine Vielzahl benachbarter Zellen, was somit

eine starke Gap Junction-abhéngige Zell-Zellkopplung der MSCs zeigte (Abbildung 6).
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=

Abbildung 6: Gap Junction-Kopplung in MSCs. Die Zell-Zellkopplung wurde mithilfe von LY-basierten
Farbstofftransferexperimenten untersucht. Dargestellt sind beispielhaft eine durchlichtmikroskopische Aufnahme der Zellen
vor dem Experiment (links), eine Fluoreszenzaufnahme im L'Y-Kanal wéihrend des Experiments (Mitte), sowie eine weitere
Fluoreszenzaufnahme im LY-Kanal nach Entfernen der Kapillare (rechts). Zu erkennen ist, dass der Farbstoff von der

farbstoffbeladenen Zelle in eine Vielzahl an benachbarten Zellen diffundieren konnte. Der Maf3stabsbalken bezeichnet 100 um.

Um den Ausgangszustand der MSCs weiter physiologisch zu untersuchen, wurden die Zellen mithilfe
der Patch-Clamp-Technik untersucht. Bei einer ausgewihlten einzelnen Zelle wurde eine Whole-Cell
Patch-Clamp-Konfiguration hergestellt und die Zelle im Current-Clamp-Modus vermessen. Wihrend
dieser Messungen wurden Strome von 20 pA bis 180 pA in die Zelle injiziert und ihr Membranpotential
im zeitlichen Verlauf gemessen und aufgezeichnet. Die MSCs erzeugten keine Aktionspotentiale und

waren somit nicht elektrisch erregbar (Abbildung 7).

——180 pA
——— 140 pA
20 mv —— 100 pA

—— 60 pA

40 pA

200 ms —20pA

-30 mV

Abbildung 7: Elektrophysiologische Eigenschaften humaner MSCs. Patch-Clamp-Analysen im Current Clamp-Modus
zeigten, dass MSCs nicht elektrisch erregbar sind und keine Aktionspotentiale erzeugen konnen. Beispielhaft ist eine Messung
dargestellt, wobei Strome von 20 pA bis 180 pA in die gepatchte Zelle injiziert wurden. Das Membranpotential wurde im

zeitlichen Verlauf gemessen und dargestellt.

Zusitzlich zu der Gap Junction-vermittelten Zellkommunikation und der elektrischen
Signalweiterleitung mittels Aktionspotentialen findet eine weitere Art der Zellkommunikation chemisch
iiber Botenstoffe statt. Botenstoffe, oder Neurotransmitter, wie beispielsweise ATP werden von einer
Zelle ausgeschiittet und konnen parakrin oder autokrin an Rezeptoren einer Zelle binden, wodurch

unterschiedliche Signalkaskaden ausgelost werden konnen, die unter anderem zu einem transienten
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Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration fiihren kénnen. Dieses sogenannte Ca**-Signaling kann
mithilfe der Ca?*-Imaging-Methode untersucht werden, wobei die Zellen Stimuli unterschiedlicher
Botenstoffe ausgesetzt werden konnen. Bei dieser Methode werden die Zellen mit einem Ca®*-sensitiven
Farbstoff beladen, dessen Emissionsmaximum sich bei einer Bindung von Ca®" veriindert, sodass eine
Verinderung in der Ca**-Konzentration gemessen werden kann.

In dieser Arbeit wurden intrazellulidre Ca**-Signale als Antwort auf repetitive ATP-Stimuli untersucht.
Dafiir wurden die MSCs alle 3 min fiir 5 s ATP in einer Konzentration von 50 uM ausgesetzt. Diese
sequentiellen Stimuli fithrten zu wiederholbaren intrazelluliren Ca?*-Signalen. Im Verlauf des
Experiments wurden die Signale zwar stetig schwiécher, es kam wihrend der Messungen jedoch nie zu

einer vollstindigen Desensibilisierung der beteiligten Rezeptoren (Abbildung §8).
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Abbildung 8: Repetitive Ca**-Signale als Antwort auf wiederholten ATP-Stimulus in humanen MSCs. In Ca%*-Imaging-
Experimenten wurden MSCs alle 3 min fiir 5 s mit 50 uM ATP stimuliert und die resultierende intrazelluldre Ca?*-Antwort
gemessen. Beispielhaft ist eine derartige Messung im zeitlichen Verlauf dargestellt. Die Ca?*-Reaktion auf die ATP-Stimuli ist

wiederholbar, wobei das Signal nach und nach etwas schwicher wird.

3.2 Neuronale Transdifferenzierung von MSCs
Die MSCs wurden im Folgenden fiir verschiedene neuronale Differenzierungsansitze verwendet. Die
generierten Zellen wurden ebenfalls molekularbiologisch und physiologisch charakterisiert und mit den

undifferenzierten MSCs (Abschnitt 3.1) verglichen.

3.2.1 shRNA-vermittelter Knockdown von PTBP1 in MSCs

In Anlehnung an die Publikation von Xue et al. (2013) wurden die MSCs in dieser Arbeit mit einer anti-
PTBP1-shRNA transfiziert (Abbildung 2) und fiir 7 d in NeuroM kultiviert, um auf diese Weise eine
neuronale Differenzierung herbeizufiihren. Dafiir wurden die Zellen mit dem Plasmid pEGFP-U6_anti-

PTBP1-shRNA transfiziert, das auBer der gewiinschten shRNA zusétzlich ein Gen fiir das
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Reporterprotein EGFP und ein Resistenzgen gegen Geneticin (G 418) besitzt (Abbildung 1). Durch die
zusitzliche Expression von EGFP konnten transfizierte von untransfizierten Zellen unterschieden und
mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden. Nach ersten Versuchen zeigte sich, dass eine
Transfektionseffizienz von bis zu 20 % erreicht werden konnte und dass die transfizierten Zellen einen
deutlich proliferationsgehemmten Phénotyp aufwiesen. Folglich wurden sie innerhalb weniger Tage von
untransfizierten normal proliferierenden MSCs {iberwachsen. Aus diesem Grund wurden dem
Wachstumsmedium NeuroM in weiteren Versuchen 300 ug/mL. G 418 zugesetzt, fiir das die
transfizierten Zellen durch das Plasmid ein Resistenzgen besaflen, nicht aber die untransfizierten Zellen.
Nach einer Selektions- und Wachstumszeit von 7 d wurde die Morphologie der Zellen mit einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Insgesamt waren nur vereinzelt Zellen zu finden, da die
untransfizierten Zellen nicht iiberlebt hatten und die transfizierten Zellen nicht weiter proliferierten. Die
zuvor spindelformigen MSCs (Abbildung 6) bildeten durch die Transfektion und die entsprechende
Kultivierung kleine, runde Zellkdrper mit langen Zellfortsdtzen aus und &dhnelten morphologisch

neuronalen Zellen (Abbildung 9).

Abbildung 9: Morphologie anti-PTBP1-shRNA-transfizierter MSCs. MSCs wurden mit dem Plasmid pEGFP-U6_anti-
PTBP1-shRNA transfiziert und fiir 7 d in NeuroM unter Zusatz von 300 pg/mL G 418 kultiviert, um die transfizierten Zellen
zu selektieren und ein Uberwachsen dieser Zellen mit untransfizierten Zellen zu verhindern. Nach 7 d Selektion wurden
Fluoreszenzaufnahmen der Zellen mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop gemacht. Das Reporterprotein EGFP wurde dabei
bei 488 nm angeregt. Beispielhaft sind hier Fluoreszenzaufnahmen von drei transfizierten Zellen im GFP-Kanal dargestellt.
Nur vereinzelt sind griin fluoreszierende Zellen erkennbar. Diese haben eine Zellmorphologie, die meist durch runde, kleine
Zellkorper mit langen Zellfortsitzen gepragt ist und einer neuronalen Zellmorphologie dhnelt. Der Maf3stabsbalken bezeichnet

50 um.

Die Physiologie der generierten Zellen wurde elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-Technik
untersucht. Nach dem Herstellen einer Whole-Cell-Konfiguration wurden im Current-Clamp-Modus
Stréme von 20 pA bis 180 pA in die gepatchte Zelle injiziert und das resultierende Membranpotential
im zeitlichen Verlauf aufgezeichnet. Im Vergleich zu den zuvor nicht elektrisch aktivierbaren MSCs
(Abbildung 7) zeigten die differenzierten Zellen deutliche Eigenschaften elektrisch erregbarer Zellen.

Ab einem applizierten Strom von 40 pA waren sie in der Lage breite Aktionspotentiale zu erzeugen.
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Wurde ein Strom von 100 pA oder mehr injiziert, konnten die Zellen nach der hervorgerufenen

Depolarisation ihrer Membran nicht wieder repolarisieren (Abbildung 10).

-50 mv

20 mV —— 60 pA

200 ms

Abbildung 10: Elektrophysiologische Eigenschaften anti-PTBP1-shRNA-transfizierter MSCs. Patch-Clamp-Analysen
im Current-Clamp-Modus zeigten, dass die anti-PTBP1-shRNA-transfizierten Zellen elektrisch erregbar sind und breite
Aktionspotentiale erzeugen konnen. Beispielhaft ist eine Messung dargestellt, wobei Strome von 20 pA bis 180 pA in die

gepatchte Zelle injiziert wurden. Das Membranpotential wurde im zeitlichen Verlauf gemessen und dargestellt.

Die physiologischen Patch-Clamp-Messungen waren aufgrund der sichtbaren Aktionspotentiale
hinsichtlich einer neuronalen Entwicklung der MSCs sehr vielversprechend. Weitere physiologische
oder molekularbiologische Studien waren allerdings wegen der geringen Zellzahl nicht moglich, sodass

nach alternativen Differenzierungsmethoden gesucht wurde.

3.2.2 Charakterisierung der small molecule-basierten Differenzierung von MSCs
Eine solche alternative Differenzierungsmethode stellte die Verwendung von small molecules dar. In
dieser Arbeit wurden drei verschiedene small molecule-haltige Induktionsmedien im Vergleich getestet:
die Differenzierung nach Hu et al. (2015), die fiir humane Fibroblasten entwickelt wurde (Abschnitt
3.2.2.1), die Differenzierung mit RA-Prdinduktion nach Bi et al. (2010), die mit Ratten-MSCs gearbeitet
hatten, und der Ansatz nach Aguilera-Castrejon et al. (2017), die ihr Protokoll fiir humane MSCs
entwickelt hatten (Abschnitt 3.2.2.2).

3.2.2.1 Small molecule-basierte neuronale Differenzierung von MSCs nach Hu ez al.

Hu et al. publizierten 2015 ihr Protokoll fiir die small molecule-basierte Differenzierung von humanen
Fibroblasten in neuronale Zellen, die die Autoren umfangreich charakterisierten und auch physiologisch
untersuchten. Da Fibroblasten und MSCs dem gleichen Keimblatt angehdren und MSCs als adulte
Stammzellen theoretisch ein hoheres Differenzierungspotential haben als voll ausdifferenzierte
Fibroblasten, war dieses Protokoll ein vielversprechender Ansatz fiir eine neuronale Differenzierung
von humanen MSCs.

Die MSCs wurden fiir 8 d in dem von Hu et al. (2015) publizierten small molecule-haltigen neuronalen

Induktionsmedium (NIM-3) kultiviert, gefolgt von einer 6-tdgigen Inkubation in einem neuronalen
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Maturationsmedium (MAT). AnschlieBend wurden die Zellen bis zu ihrer experimentellen Verwendung
in einem neuronalen Wachstumsmedium (NeuroM) kultiviert. Wihrend des gesamten
Differenzierungsprozesses wurden mithilfe eines Mikroskops durchlichtmikroskopische Aufnahmen
gemacht, um die Entwicklung der Zellmorphologie zu untersuchen. Bereits 2 d nach der Zugabe des
NIM-3 hatte sich die Zellmorphologie der MSCs deutlich verdndert. Die Zellkérper wurden kleiner und
runder und es bildeten sich lange Zellfortsdtze aus. Dieser Zustand verstirkte sich mit zunehmender
Inkubationsdauer in NIM-3, sodass die Zellen nach 8 d in dem Induktionsmedium eine Morphologie
aufwiesen, die der neuronaler Zellen dhnelte (Abbildung 11 oben). Hu et al. konnten in ihrer Publikation
zeigen, dass durch die Induktion mit NIM-3 jedoch noch kein Entwicklungszustand reifer neuronaler
Zellen erreicht werden konnte, sondern, dass dafiir die weitere Inkubation in MAT zur weiteren Reifung
erforderlich war. Dieses Medium wurde deshalb im Anschluss an die 8§ d in NIM-3 zu den Zellen
gegeben. Dabei fand jedoch eine weitere morphologische Verdnderung der Zellen statt. Die Zellkdrper
streckten sich innerhalb des verwendeten Zeitraums von 6 Tagen wieder sichtbar mehr aus und wurden
weniger rund. Diese Morphologie verstérkte sich durch den Medienwechsel zu NeuroM weiter, sodass

sehr lange, schmale Zellen beobachtet werden konnten (Abbildung 11 unten).

MsC o 2d NIM-3 8d'NIM-3
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Abbildung 11: Morphologische Entwicklung wihrend der small molecule-basierten neuronalen Induktion nach Hu e?
al. (2015). Die MSCs wurden, wie von Hu et al. (2015) fiir Fibroblasten publiziert, fiir 8 d in NIM-3 kultiviert, gefolgt von
einer 6-tdgigen Inkubation in MAT. Im Anschluss wurden die Zellen bis zu ihrer Verwendung, mindestens aber fiir 2 d, in
NeuroM kultiviert. Dargestellt sind représentative durchlichtmikroskopische Aufnahmen des Differenzierungsprozesses zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. In der oberen Reihe sind die MSCs vor Beginn der Differenzierung, nach 2 d in NIM-3 und
nach 8 d in NIM-3 zu sehen (von links nach rechts). In der unteren Reihe sind die MSCs nach 8 d in NIM-3 und 1 d in MAT,
nach 8 d in NIM-3 und 6 d in MAT und schlieSlich nach 8 d in NIM-3, 6 d in MAT und 2 d in NeuroM dargestellt (von links
nach rechts). Bereits nach 2 d in NIM-3 ist eine deutliche morphologische Verdanderung der Zellen zu erkennen. Die Zellen
zeichnen sich durch kleinere und rundere Zellkorper und lange Zellfortsdtze aus. Diese Tendenz ist nach einer ldngeren
Inkubationszeit in NIM-3 noch stérker ausgeprégt. Durch den Wechsel zu MAT ist diese Entwicklung riicklaufig und die Zellen
bilden eine lange und schmale Zellform ohne runde Zellkdrper aus, was durch die Kultivierung in NeuroM weiter verstérkt

wird. Der MaB}stabsbalken bezeichnet 100 um.
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Nach diesem vollstindigen Durchlaufen des von Hu et al. (2015) publizierten Protokolls fiir eine small
molecule-basierte neuronale Differenzierung wurden die generierten Zellen elektrophysiologisch mittels
Patch-Clamp-Technik untersucht. Wie auch zuvor bei den undifferenzierten MSCs wurde bei einer
einzeln vorliegenden Zelle eine Whole-Cell-Konfiguration hergestellt und diese Zelle anschlieBend im
Current-Clamp-Modus vermessen. Dabei wurden Strome von 20 pA bis 160 pA in die Zelle injiziert
und das resultierende Membranpotential der Zelle im zeitlichen Verlauf gemessen und aufgezeichnet.
Ab einem injizierten Strom von iiber 100 pA konnten Aktionspotentiale in den Zellen ausgeldst werden.
Diese waren zwar in ihrer Form sehr breit und nicht repetitiv, zeigten aber dennoch die elektrische
Erregbarkeit der differenzierten Zellen (Abbildung 12). Da Hu et al. (2015) in ihrer Publikation
allerdings Aktionspotential-Messungen mit sehr schmalen und repetitiven Aktionspotentialen
prasentieren konnten und die Zellmorphologie zum Zeitpunkt der Patch-Clamp-Messungen nicht mehr
der neuronaler Zellen dhnelte (Abbildung 11), wurde versucht, das Protokoll fiir die Verwendung von

MSCs als Ausgangsmaterial fiir die Differenzierung zu optimieren.

-45 mV —— 160 pA
—— 140 pA
20mv —100pA
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Abbildung 12: Elektrophysiologische Eigenschaften von induzierten neuronalen Zellen nach der Differenzierung nach
Hu et al. (2015). MSCs wurden differenziert, indem sie 8 d in NIM-3, 6 d in MAT und mindestens 2 d in NeuroM kultiviert
wurden. Diese Zellen wurden elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-Technik untersucht. In der Whole-Cell-Konfiguration
wurden im Current-Clamp-Modus Stréme zwischen 20 pA und 160 pA in die Zellen injiziert und das resultierende
Membranpotential im zeitlichen Verlauf gemessen. Exemplarisch ist hier eine solche Messung dargestellt. Dabei zeigten die
Zellen eine elektrische Erregbarkeit. Bei applizierten Strdmen iiber 100 pA konnten Aktionspotentiale ausgeldst werden. Diese

waren in ihrer Form breit und nicht repetitiv.

Als Anhaltspunkt dienten dabei zundchst die Beobachtungen wihrend des Differenzierungsprozesses,
die beziiglich der Zellmorphologie gemacht wurden. Dabei war auffallend, dass die Entwicklung einer
neuronalen Morphologie riicklaufig war, sobald MAT zu den Zellen gegeben wurde. Eine mdgliche
Ursache dafiir wire, dass die MSCs eine ldngere Inkubationszeit in NIM-3 benétigen konnten, um sich
ausreichend weit zu differenzieren. Aus diesem Grund wurde die Induktion mit NIM-3 auf 11d
verldngert und ohne einen Medienwechsel zu MAT erneut Patch-Clamp-Messungen durchgefiihrt. In

der Whole-Cell-Konfiguration wurden im Current-Clamp-Modus Strome zwischen 20 pA und 180 pA
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in die gepatchte Zelle injiziert und das resultierende Membranpotential wéhrend dieser Testpulse
gemessen. Wurden Strome mit mehr als 100 pA injiziert, reagierten die Zellen mit Aktionspotentialen
und zeigten deutlich eine elektrische Erregbarkeit (Abbildung 13). Im Vergleich zu den zuvor
ausgelosten Aktionspotentialen nach dem vollstindigen Durchlaufen der Differenzierung unter
Verwendung aller drei Medien waren die Aktionspotentiale deutlich schmaler in ihrer Form, allerdings
weiterhin nicht repetitiv. Es war somit offensichtlich, dass der Differenzierungszustand der Zellen, der
von Hu et al. (2015) ausgehend von Fibroblasten publiziert worden war, hier noch nicht erreicht war.
Wurde nach 11 d das Medium von NIM-3 zu MAT gewechselt, konnte erneut beobachtet werden, dass

sich die Zellen in ihrem Erscheinungsbild von der Morphologie neuronaler Zellen entfernten.

-65mv —— 180 pA

—— 160 pA
——— 140 pA

20 mv ——— 100 pA
60 pA

200 ms 20pA

Abbildung 13: Elektrophysiologische Eigenschaften von induzierten neuronalen Zellen durch die alleinige Induktion
durch NIM-3. MSCs wurden durch eine Inkubation fiir 11 d in NIM-3 neuronal induziert und mittels Patch-Clamp-Technik
untersucht. Exemplarisch ist hier eine Messung dargestellt, wahrend der nach der Herstellung einer Whole-Cell-Konfiguration
im Current-Clamp-Modus Strome zwischen 20 pA und 180 pA in die gepatchte Zelle injiziert wurden. Dabei konnten bei

applizierten Stromen tiber 100 pA Aktionspotentiale ausgeldst werden, die schmal in ihrer Form, aber nicht repetitiv waren.

Es folgten deshalb weitere Versuche, wihrend derer die Inkubationszeit in NIM-3 weiter verldngert und
das Medium im Anschluss zu MAT gewechselt wurde. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Zellen
ihre Neuronen-dhnliche Morphologie beibehielten, solange sie in NIM-3 kultiviert wurden. Wurde das
Medium zu MAT gewechselt, war das nicht mehr der Fall. Durch lingere Inkubationszeiten in NIM-3
kam es zu einem erhdhten Zellverlust, da die Zellen nicht mehr proliferierten. Reife neuronale Zellen,
wie von Hu et al. (2015) publiziert, konnten mit MSCs als Ausgangsmaterial nicht erreicht werden. Im

Folgenden wurde deshalb gezielt nach Protokollen gesucht, die fiir MSCs entwickelt worden waren.

3.2.2.2 Small molecule-basierte neuronale Induktion nach Bi ef al. und Aguilera-Castrejon et al.
Fiir weitere Differenzierungsansétze wurden die Protokolle von Bi et al. (2010) und Aguilera-Castrejon
et al. (2017) ausgewdhlt, die mit MSCs gearbeitet und diese durch Induktion mit small molecules
differenziert hatten. Das Protokoll von Bi et al. (NIM-1) wurde fiir Ratten-MSCs entwickelt und arbeitet
mit einer kurzen Induktionszeit von einem Tag, der eine Prainduktion mit 1 pM RA fiir einen weiteren
Tag vorausgeht. Aguilera-Castrejon et al. verwendeten humane MSCs und differenzierten diese fiir 7 d
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in einem small-molecule-haltigen Induktionsmedium (NIM-2). In dieser Arbeit wurden beide Protokolle
parallel verfolgt und analysiert. AuBerdem wurde die Differenzierung in NIM-2 auf 30 d verldngert und
in einem weiteren Ansatz um eine eintigige Inkubation in MAT erweitert.

Als erstes vergleichendes Kriterium wurde erneut die Verdnderung der Morphologie wihrend der
Differenzierung herangezogen. Die zuvor spindelférmigen MSCs entwickelten sowohl durch das NIM-
1-Protokoll als auch durch die 7 d NIM-2-Induktion eine Neuronen-ghnliche Morphologie, die sich
durch kleine, runde Zellkdrper und die Ausbildung langer Zellfortsdtze auszeichnet. Durch die
Verldngerung der Inkubation in NIM-2 auf 30 d verringerte sich die vorhandene Zellzahl deutlich.
Morphologisch zeigten die vorhandenen Zellen neuronale Charakteristika wie lange Zellfortsétze
deutlich ausgeprigter. Diese Entwicklung war bei einer eintéigigen Inkubation in MAT nicht riicklaufig
(Abbildung 14).

MSC NIM-1 7d NIM-2 30d NIM-2 30d NIM-2 1d MAT

Abbildung 14: Morphologische Entwicklung wihrend der small molecule-basierten neuronalen Induktion mit NIM-1
und NIM-2. Von MSCs und mit NIM-1 und NIM-2 induzierten Zellen wurden durchlichtmikroskopische Aufhahmen gemacht,
von denen hier exemplarisch fiir jede Differenzierung ein Bild dargestellt ist. Die Malistabsbalken zeigen 100 pm an. Die
spindelformigen MSCs entwickeln durch Inkubation mit den small-molecule-basierten Induktionsmedien NIM-1 (Bi et al.,
2010) und NIM-2 (Aguilera-Castrejon et al., 2017) eine Neuronen-dhnliche Morphologie, die durch kleine, runde Zellkoper
und lange Zellfortsédtze geprégt ist. Durch eine langere Behandlung mit NIM-2 wurde diese Tendenz stérker sichtbar. Bei einer

eintidgigen Inkubation mit MAT war diese Entwicklung nicht riicklaufig.

Die NIM1- und NIM-2-differenzierten Zellen wurden ebenfalls physiologisch mittels Patch-Clamp-
Technik untersucht. Im Current-Clamp-Modus wurden depolarisierende Strome in die gepatchte Zelle
injiziert, um Aktionspotentiale auszulésen. Dabei zeigte sich, dass die NIM-1-induzierten Zellen keine

Aktionspotentiale auslosen konnten und somit nicht elektrisch erregbar waren (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Elektrophysiologische Eigenschaften NIM-1-differenzierter MSCs. MSCs wurden differenziert, indem sie
1din 1 pM RA und 1 d in NIM-1 kultiviert wurden. Diese Zellen wurden elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-Technik
untersucht. In der Whole-Cell-Konfiguration wurden im Current-Clamp-Modus Strome zwischen 20 pA und 180 pA in die
Zellen injiziert und das resultierende Membranpotential im zeitlichen Verlauf gemessen. Exemplarisch ist hier eine solche

Messung dargestellt. Dabei zeigten die Zellen keine elektrische Erregbarkeit.

Nach der Differenzierung fiir 7 d in NIM-2 konnten ebenfalls keine Aktionspotentiale ausgeldst werden
(Daten nicht gezeigt), wobei die Zellen nach 30 d in dem Induktionsmedium so instabil waren, dass
Patch-Clamp-Messungen nicht mdglich waren. Das deswegen erweiterte Protokoll, das die 30-tagige
Inkubation in NIM-2 um einen Tag in MAT erginzt, konnte die Zellen ausreichend stabilisieren, um
Patch-Clamp-Experimente zu ermoglichen. Es gelang in den 30 d NIM-2 1 d MAT-induzierten Zellen,
Aktionspotentiale auszuldsen. Diese dauerten mit {iber 200 ms relativ lange und waren nicht repetitiv.

Es konnte damit allerdings eine elektrische Erregbarkeit der Zellen gezeigt werden (Abbildung 16).

SN

-60 mV — 200 pA

20 mV

100 pA

200 ms —— 60 pA
Abbildung 16: Elektrophysiologische Eigenschaften NIM-2-induzierter MSCs. MSCs wurden differenziert, indem sie 30 d
in NIM-2 und 1d in MAT kultiviert wurden. Diese Zellen wurden elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-Technik
untersucht. In der Whole-Cell-Konfiguration wurden im Current-Clamp-Modus Strome zwischen 60 pA und 200 pA in die
Zellen injiziert und das resultierende Membranpotential im zeitlichen Verlauf gemessen. Exemplarisch ist hier eine solche
Messung dargestellt. Dabei zeigten die Zellen eine elektrische Erregbarkeit. Bei applizierten Stromen iiber 140 pA konnten

Aktionspotentiale ausgeldst werden. Diese waren in ihrer Form breit und nicht repetitiv.
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Wenn Zellen sich differenzieren, &andert sich dabei ihr spezifisches zelltypabhingiges
Expressionsmuster. Fiir verschiedene Zelltypen kdnnen somit spezifische Marker zur Identifizierung
und Charakterisierung herangezogen werden. Typische Marker fiir MSCs sind, wie bereits erwihnt,
CD73 (kodiert durch das Gen NT5FE), CD90 (kodiert durch THY1), CD105 (kodiert durch ENG) und
CD166 (kodiert durch ALCAM). Das Expressionsniveau dieser Marker wurde auf mRNA-Ebene mittels
gRT-PCR in unbehandelten und induzierten MSCs vergleichend untersucht.

NTS5E und ENG wurden durch die Differenzierungen nur geringfiigig beeinflusst, wihrend THY/ und
ALCAM vor allem durch die NIM-2-Induktion stark herunterreguliert wurden. Die NT5E-Expression
wurde in den NIM-1- und 30 d NIM-2 1 d MAT-Proben leicht reduziert. Bei einer Induktion von 7 d
und 30d in NIM-2 war das Expressionsniveau unveridndert. ENG blieb durch NIM-1-Behandlung
nahezu unverdndert, wohingegen die Differenzierung mit NIM-2 zu allen drei Zeitpunkten zu einer
Reduktion dieses Markers fiihrte. Die THYI-Expression wurde durch alle Differenzierungsansitze
herunterreguliert. Dabei fiihrte das NIM-1-Protokoll zu einer leichten und die beiden 30 d NIM-2-
Ansitze zu einer sehr starken Reduktion. Ahnlich verhielt es sich mit dem Marker ALCAM, der durch
NIM-1 eine leichte Senkung des Expressionsniveaus und durch alle NIM-2-Ansétze eine starke
Reduktion erfuhr. Die getesteten MSC-Marker waren nach den verschiedenen Differenzierungen somit
schwicher exprimiert als bei den unbehandelten MSCs. Die lingere Inkubation von 30 d in NIM-2 wies
dabei eine stirkere Verdnderung des Expressionsmusters der MSC-Marker auf (Abbildung 17).

Um eine mdgliche neuronale Differenzierung zu charakterisieren, wurden auf die gleiche Weise
auBerdem verschiedene neuronale Marker und Transkriptionsfaktoren untersucht. NES (kodiert fiir
Nestin) ist vor allem in neuronalen Stamm- und Vorlduferzellen zu finden (Wislet-Gendebien et al.,
2003) und dient diesen Zellen als Marker. Die getesteten MSCs exprimierten diesen Marker. Ein
dhnliches Expressionsniveau war nach der NIM-1-Differenzierung messbar, wohingegen die NES-
Expression durch Induktion mit NIM-2 signifikant reduziert wurde. 7 d und 30 d Inkubationszeit in
NIM-2 hatten dabei dhnliche Auswirkungen, wéhrend die Erweiterung des Protokolls um 1 d MAT
wieder eine etwas hohere Expression von NES zeigte. TUBB3 kodiert fiir Tuj1, einen Marker unreifer
bzw. frither Neuronen. Die MSCs exprimierten diesen Marker nur geringfiigig schwécher als die MSC-
typischen Marker. Wihrend der 7 d Induktion in NIM-2 wurde die TUBB3-Expression hochreguliert.
Als Marker fiir reife Neuronen wurden RBFOX3 und MAP?2 (kodieren fiir NeuN und MAP-2) getestet.
RBFOX3 ist in den unbehandelten und induzierten Zellen nur schwach exprimiert. MAP2 ist in den
MSCs etwas stirker exprimiert als RBFOX3, allerdings deutlich schwicher als NES und TUBB3. Durch
NIM-1-Induktion wurde die Expression verstirkt, wihrend sie durch NIM-2-Induktion abnahm. Die
neuronalen Transkriptionsfaktoren POU3F2, SOX2 und MYTIL (kodieren fiir Brn-2, SOX-2 und MyT1-
L) waren in MSCs nur schwach exprimiert, was sich fiir SOX2 und MYT1L wéhrend der Differenzierung
nicht énderte. Das Expressionsniveau von POU3F2 war nach 7 d und 30 d in NIM-2 noch weiter
reduziert (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Relative Genexpression von MSC- und neuronalen Markern nach NIM-1- und NIM-2-Induktion. Mittels
gqRT-PCR wurden MSCs und NIM-1- und NIM-2-induzierte MSCs auf ihr Expressionsmuster von MSC-Markern (NT5E,
THY1, ENG und ALCAM) und neuronalen Markern (NES, TUBB3, RBFOX3, MAP2, POU3F2, SOX2 und MYTI1L) untersucht.
Die Protokolle NIM-1, 7 d NIM-2, 30 d NIM-2 und 30 d NIM-2 1 d MAT wurden mit unbehandelten MSCs verglichen, um
eine mogliche neuronale Differenzierung zu analysieren. Wéhrend der Differenzierung wurde die Expression von MSC-
Markern deutlich reduziert, wéhrend die der neuronalen Marker TUBB3 (7 d NIM-2) und MAP2 (NIM-1) signifikant erhoht
wurde. Die Daten sind als Mittelwert + SEM (n=4) dargestellt. Signifikante Abweichungen im Vergleich zu den
unbehandelten MSCs wurden mittels Studentschem #-Test abgeschitzt und sind als * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p < 0,001
dargestellt.

Die vorhandene mRNA-Menge, die mittels qRT-PCR gemessen wurde, und die entsprechende
Proteinmenge des aus der mRNA hervorgehenden Proteins héngen zwar zusammen, miissen sich
allerdings nicht proportional verhalten. So konnte beispielsweise viel mRNA eines Gens synthetisiert
werden, diese aber dann nicht weiter prozessiert, sondern abgebaut werden, und es wire trotz viel
vorhandener mRNA wenig Protein nachweisbar (Maier et al., 2009). Da das Protein in den meisten
Féllen aber die biologisch relevantere Form darstellt, wurden die unbehandelten und induzierten MSCs

auch auf der Proteinebene auf die Expression neuronaler Marker hin untersucht.
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Abbildung 18: Immunfluoreszenzfirbung der neuronalen Marker Tujl, Nestin, MAP-2 und NeuN in unbehandelten
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und induzierten MSCs. Der frithe neuronale Marker Tujl war in MSCs und allen Differenzierungsansétzen deutlich
nachweisbar. Die stéirkste Fluoreszenz war nach 7 d in NIM-2 erkennbar. Auffillig in allen NIM-2-differenzierten Proben war
die verdnderte Morphologie der MSCs. Der Marker Nestin, der vor allem fiir neuronale Stammzellen charakteristisch ist, war
in allen Proben kaum nachweisbar. Lediglich nach NIM-1-Behandlung war eine schwache Fluoreszenz erkennbar. Ebenso
verhielt es sich mit MAP-2, einem Marker fiir reife Neuronen. Nur die NIM-1-induzierten Zellen zeigten nach der Farbung
eine schwache Fluoreszenz. Die Férbung von NeuN war ebenfalls schwach, wobei bei den MSCs und den NIM-1- und 7 d
NIM-2-differenzierten Zellen eine griine Fluoreszenz im Bereich des Zellkerns sichtbar war. Der jeweilige Marker wurde mit

iFluor™488 (griin) gefarbt, wahrend die Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt wurden. Die Maf3stabsbalken zeigen 50 um.

Fiir eine erste qualitative Analyse wurde eine Immunfluoreszenzfirbung der Marker Tuj1, Nestin, MAP-
2 und NeuN durchgefiihrt. Insgesamt auffillig war dabei erneut die sichtbar reduzierte Zellzahl der 30 d
NIM-2- und 30 d NIM-2 1 d MAT-kultivierten Zellen. Tujl war in allen Proben deutlich nachweisbar.
Die MSCs waren dabei als spindelformige Zellen sichtbar, die sowohl an den Zellgrenzen und
Ausldufern als auch im Zellinneren definierte Tujl-Signale zeigten. Nach der NIM-1-Behandlung
konnten teilweise Zellen mit einer Neuronen-dhnlichen Zellmorphologie beobachtet werden, die ein
schwicheres, aber dhnlich strukturiertes Fluoreszenzsignal zeigten. Nach der NIM-2-Induktion zeigten
die Zellen eine entscheidend verénderte Neuronen-dhnliche Morphologie und eine insgesamt, aber vor
allem auch in den Zellfortsdtzen, deutlich stirkere Tujl-Fluoreszenzfarbung. Nestin war nur sehr

schwach in den MSCs nachweisbar, wohingegen die Farbung in den NIM-1-differenzierten Zellen etwas
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starker sichtbar war. In den NIM-2-induzierten Proben war Nestin nicht nachweisbar. MAP-2 konnte
nur in den NIM-1-behandelten Zellen schwach sichtbar angefarbt werden und war in allen anderen
Proben nicht nachweisbar. Die Nestin- und MAP-2-Signale waren ebenfalls im gesamten Zellkorper
sichtbar. NeuN war in MSCs kaum wahrnehmbar angeféarbt, wiahrend es in den NIM-1-differenzierten
Zellen etwas deutlicher sichtbar war. In NIM-2-induzierten Zellen konnte nach 7 d ein ausgesprochen
schwaches NeuN-Signal detektiert und nach 30 d kein NeuN mittels Immunfluoreszenzfarbung mehr
nachgewiesen werden. Wenn vorhanden, war das NeuN-Signal im Zellkern sichtbar. (Abbildung 18).

Diese Ergebnisse wurden mithilfe von Western-Blots iiberpriift und quantifiziert. Dafiir wurde Tu;j1 als
Marker fiir unreife Neuronen und NeuN als Marker fiir reife Neuronen ausgewaihlt. Zusétzlich zu Tujl
und NeuN wurde GAPDH als interner Standard gefarbt und zum Normieren verwendet. NeuN war in
den unbehandelten MSCs auch im Western-Blot nur schwach in einigen der Proben nachweisbar. Die
NIM-1-differenzierten Zellen hingegen exprimierten NeuN, wobei die analysierten Proben sehr
heterogen waren und einige Proben NeuN sehr deutlich und andere es fast gar nicht exprimierten, sodass
sich aufgrund des daraus resultierenden hohen Standardfehlers keine signifikante Anderung im
Vergleich zu den MSCs ergab. In den Proben der NIM-2 induzierten MSCs konnte kein NeuN
nachgewiesen werden, sodass statistisch eine signifikante Reduktion der NeuN-Expression errechnet
wurde. Tujl war in allen Proben deutlich nachweisbar. Die NIM-1- und NIM-2-Differenzierungen
fiilhrten zu einer gesteigerten Tujl-Expression. Aufféllig an der Tujl-Féarbung war, dass ein multiples
Bandenmuster mit jeweils 3-5 nahe beieinanderliegenden Banden, anstelle einer einzelnen Bande,

nachgewiesen wurde (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Proteinexpression der neuronalen Marker NeuN und Tuj1 in unbehandelten und induzierten MSCs. Zur
Untersuchung der Proteinexpression von NeuN und Tujl wurden Western-Blot-Experimente durchgefiihrt. Links sind
exemplarisch entwickelte und fotografierte Western-Blots dargestellt. Bahn 1: MSCs, Bahn 2: NIM-1, Bahn 3: 7 d NIM-2,
Bahn 4: 30 d NIM-2 und Bahn 5: 30 d NIM-2 1 d MAT. Als interne Referenz wurde GAPDH verwendet. Die Quantifizierung
der Western-Blots ist rechts dargestellt. Es ist zu erkennen, dass NeuN lediglich in der NIM-1-Behandlung erhdht exprimiert
wurde, jedoch nicht signifikant. Alle NIM-2-Differenzierungen fiihrten zu einer signifikant reduzierten NeuN-Expression. Bei
dem friihen neuronalen Marker Tuj1 fiihrten alle Differenzierungen zu einer erhohten Expression. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM (n>3) dargestellt. Signifikante Abweichungen im Vergleich zu den unbehandelten MSCs wurden mittels
Studentschem #-Test abgeschitzt und sind als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 dargestellt.
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Auch Muskelzellen sind elektrisch erregbar und konnen Aktionspotentiale auslosen, welche in ihrer
Form eine gewisse Ahnlichkeit zu den hier gemessenen aufweisen konnen. Um eine mdgliche muskulire
Entwicklung der induzierten MSCs auszuschlieen, wurde das Expressionsniveau der muskulédren
Marker ACTA2, TAGLN, MYL2 und SMYDI in den unbehandelten und differenzierten MSCs mittels
gRT-PCR untersucht. ACTA2 und TAGLN waren in den MSCs deutlich exprimiert. Durch die
verschiedenen Differenzierungsansitze wurden diese Marker signifikant herunterreguliert. MYL2 und
SMYD]I waren schon in MSCs in nur geringen Mengen nachweisbar. Das Niveau blieb bei fast allen
Differenzierungen unverdndert. Lediglich die 30 d NIM-2-Induktion fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion des Expressionsniveaus. Eine signifikant erh6hte Expression eines Markers nach den

Differenzierungen war nicht messbar.
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Abbildung 20: Expressionsanalyse der muskuliren Marker ACTA2, TAGLN, MYL2 und SMYD1 in unbehandelten und
induzierten MSCs. Mittels qRT-PCR wurden MSCs und NIM-1- und NIM-2-differenzierte Zellen auf ihre Expression der
muskuldren Marker ACTA2, TAGLN, MYL2 und SMYD1 auf mRNA-Ebene untersucht. Keine der Behandlungen fiihrte dabei
zur signifikant erhdhten Expression eines muskuldren Markers. ACTA2 und TAGLN wurden nach allen Differenzierungen
signifikant schwicher exprimiert, wihrend MYL2 und SMYD] ein relativ konstantes Expressionsniveau aufwiesen. Lediglich
die Induktion fiir 30 d in NIM-2 fiihrte bei beiden Markern zu einer reduzierten Expression. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM (n=3) dargestellt. Signifikante Abweichungen im Vergleich zu den unbehandelten MSCs wurden mittels
Studentschem #-Test abgeschétzt und sind als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 dargestellt.

Die induzierten MSCs entwickelten somit eine Neuronen-dhnliche Morphologie, exprimierten MSC-
Marker signifikant schwicher, wéhrend neuronale Marker hochreguliert und muskuldre Marker
herunterreguliert wurden. Die Zellen waren aullerdem elektrisch erregbar, wenn sie 30 d in NIM-2 und
1d in MAT kultiviert wurden. Die Zellen wurden im Folgenden tiefergehend physiologisch

charakterisiert, um weitere Einfliisse der neuronalen Induktion zu erforschen.
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3.3 Gap Junctions in small molecule-induzierten MSCs

Die Gap Junction-vermittelte Zell-Zellkommunikation ist fiir jeden Zelltyp und jedes Gewebe spezifisch
und sehr vielfiltig. Durch Differenzierung von Zellen kann es zu bedeutsamen Anderungen in dem
Kopplungsverhalten der Zellen kommen. Weiterhin spielt die Art und Stérke der Zell-Zellkopplung eine
wichtige Rolle wéhrend der Zellentwicklung und kann den Differenzierungsvorgang direkt
beeinflussen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf die
Untersuchung der Gap Junctions und Gap Junction-bildenden Proteine, der Connexine, in

unbehandelten und induzierten MSCs gelegt.

3.3.1 Gap Junction-vermittelte Zellkommunikation in induzierten MSCs

Die Gap Junction-abhéngige Zell-Zellkommunikation wurde vergleichend in den MSCs und den
NIM-1- und NIM-2-induzierten Zellen untersucht. Diese Analyse wurde mittels Lucifer Yellow (LY)-
Farbstofftransfer-Experimenten durchgefiihrt. Mittels einer mit LY-Losung befiillten Patch-Clamp-
Kapillare wurde eine Zelle inmitten eines Zellverbandes mit dem Gap Junction-géngigen, aber
Membran-impermeablen Farbstoff befiillt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde die Kapillare
entfernt und eine Fluoreszenzaufnahme im LY-Kanal gemacht. Waren die Zellen in dem Zellverband
Gap Junction-gekoppelt, konnte der Farbstoff aus der Donorzelle {iber Gap Junctions in Nachbarzellen
diffundieren, sodass nach dem Experiment auch dort eine Fluoreszenz detektiert werden konnte.

Eine sehr starke Kopplung konnte fiir die unbehandelten MSCs beobachtet werden, die in den NIM-1-
differenzierten Zellen in vergleichbarem Mal sichtbar war. Die NIM-2-induzierten Proben zeigten
allerdings eine deutlich schwéchere Gap Junction-Kopplung. So war beispielsweise in den 30 d NIM-
2-behandelten Proben nur in Einzelféllen tiberhaupt ein Farbstofftransfer in eine Nachbarzelle sichtbar.
Wurde die Differenzierung um 1 d in MAT erweitert, konnte wieder hiufiger eine Kopplung beobachtet
werden. Im Vergleich zu den MSCs war bei allen differenzierten Zellen eine Zellmorphologie mit sehr
langen Zellfortsdtzen auffallig, die auch einen direkten Kontakt zweier weit voneinander entfernt
wachsender Zellen herstellen konnten (Abbildung 21).

Aufgrund der langen Zellauslaufer der differenzierten Zellen war es unmdglich, direkte Nachbarzellen
der gepatchten Zelle zu identifizieren. Deshalb musste anstelle einer Auswertungsmethode, bei der der
prozentuale Anteil fluoreszierender Nachbarzellen durch Zahlen ermittelt wird, eine Methode verwendet
werden, die unabhingig von einer zu bestimmenden Zellanzahl verldssliche Resultate liefert. In allen
LY-Fluoreszenzaufnahmen wurde die integrierte Dichte des Fluoreszenzsignals in allen Zellen, mit
Ausnahme der farbstoffbeladenen Zelle, gemessen und anschlieend auf die integrierte Dichte aller
Zellen, einschlielich der beladenen Zelle, normiert. Dieser Wert stellt die LY -Farbstoff-Kopplungsrate
dar und liegt zwischen null und eins, wobei ein hoherer Wert auch eine grofiere Gap Junction-Kopplung

bezeichnet.
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Abbildung 21: Analyse der Gap Junction-abhingigen Zell-Zellkopplung mittels Farbstofftransfer-Experimenten.

Mithilfe einer mit Lucifer Yellow (LY)-Losung befiillten Patch-Clamp-Kapillare wurde eine Zelle in einem Zellverband mit
dem Farbstoff beladen. Dieser konnte in einer 10-miniitigen Inkubationszeit in benachbarte Zellen diffundieren, wenn die
Zellen iiber Gap Junctions miteinander gekoppelt waren. Nach 10 min wurde die Kapillare wieder von der Zelle entfernt. Die
MSCs und die NIM-1-induzierten Zellen waren deutlich Gap Junction-gekoppelt. 7 d und 30 d Induktion in NIM-2 reduzierten
die Kopplung auf ein kaum sichtbares Mal3. Der zusitzliche Tag in MAT stellte die Kopplung in Teilen wieder her.
Exemplarisch sind hier fiir jede Behandlung drei Fotografien gezeigt, bestehend aus einer Durchlichtaufnahme vor Beginn des
Experiments (oben), einer Fluoreszenzaufnahme im LY -Kanal wiahrend des Experiments, mit der Kapillare an der Zelle (Mitte),
und einer Fluoreszenzaufnahme im LY-Kanal nach Entfernen der Kapillare und Beenden des Experiments. Die

MafBstabsbalken zeigen 100 pm an.

Die Quantifizierung der Farbstofftransfer-Experimente bestétigte den Eindruck, der beim Betrachten
der Aufnahmen entstanden war. Die MSCs und NIM-1-differenzierten Zellen zeigten eine &hnlich hohe,
starke Zell-Zellkopplung mit einer LY-Farbstoff-Kopplungsrate von jeweils etwa 0,65. Wurden die
Zellen fiir 7 d mit NIM-2 induziert, sank die Kopplungsrate signifikant auf ungeféhr 0,35, wéhrend eine
30 d-Differenzierung sogar zu einer signifikanten Reduktion der Kopplungsrate auf etwa 0,15 fiihrte.
Wurde diese Behandlung um einen weiteren Tag in MAT erweitert, waren die Zellen wieder etwas
starker Gap Junction-gekoppelt, allerdings mit einer Kopplungsrate von ungefdhr 0,30 immer noch
signifikant schwicher als die unbehandelten MSCs (Abbildung 22). Die NIM-2-differenzierten Zellen
wiesen somit alle eine deutlich schwéchere Gap Junction-vermittelte Zell-Zellkopplung auf als die

unbehandelten MSCs.
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Abbildung 22: Quantifizierung der Farbstofftransfer-Experimente. Anhand der Fluoreszenzaufnahmen der
Farbstofftransfer-Experimente wurde flir die verschiedenen Zellproben die jeweilige Kopplungsrate bestimmt und als
Mittelwert + SEM (die Anzahl der Experimente n ist dem Diagramm zu entnehmen) dargestellt. Signifikante Abweichungen
im Vergleich zu den unbehandelten MSCs wurden mittels Studentschem #-Test abgeschétzt und sind als *** p < 0,001

dargestellt. Die NIM-2-induzierten Zellen zeigten im Vergleich zu den MSCs eine signifikant reduzierte Zell-Zellkopplung.

Gap Junctions bestehen aus zwei Gap Junction-Halbkanilen, die selbst ebenfalls funktionale Kanile
darstellen und die Diffusion kleiner Molekiile und Botenstoffe zwischen dem Zytoplasma und dem
extrazelluldren Raum ermdglichen.

Die Aktivitdt vorhandener Gap Junction-Halbkandle kann mithilfe von Farbstoffaufnahme-
Experimenten analysiert werden. Zu Beginn eines solchen Experiments befinden sich die Zellen in
einem Ca’"-haltigen Badmedium, das die Offenwahrscheinlichkeit der Halbkanile stark reduziert. In
einem zweiten Versuchsabschnitt wird dann das Ca®" entzogen und die Offenwahrscheinlichkeit der
Halbkanéle somit erhoht. Abgeschlossen wird das Experiment mit einem Abschnitt, in welchem dem
Ca’*-freien Badmedium ein Gap Junction-Blocker wie CBX oder La*" zugesetzt wird, sodass die
theoretisch offenen Halbkanile durch den Inhibitor blockiert und die Farbstoffaufnahme gesenkt wird.
Dem Badmedium ist in allen Versuchsteilen ein Farbstoff wie Ethidiumbromid (EtdBr) zugesetzt, der
nur sehr schwach membrangéngig, aber Gap Junction-Halbkanal-permeabel ist. Anhand der
Farbstoffaufnahmerate konnen Riickschliisse auf die Aktivitit der Gap Junction-Halbkanile gezogen
werden. In dieser Arbeit wurden die Experimente mit EtdBr als Tracer-Farbstoff und CBX als Gap
Junction-Inhibitor durchgefiihrt.
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Abbildung 23: Analyse von Gap Junction-Halbkanilen mittels Farbstoffaufnahme-Experimenten. MSCs, 7 d NIM-2-,
30 d NIM-2- und 30 d NIM-2 1 d MAT-differenzierte Zellen wurden fiir jeweils 10 min erst einem Ethidiumbromid (EtdBr)-
haltigen Badmedium mit 2 mM Ca?*, dann einem EtdBr-haltigen Badmedium ohne Ca?" und schlieBlich einem EtdBr-haltigen
Badmedium ohne Ca?" mit 100 uM CBX ausgesetzt. Fiir alle drei Versuchsabschnitte wurde jeweils die EtdBr-Aufnahmerate
bestimmt. Dargestellt ist die EtdBr-Aufnahmerate der MSCs (links) und die um die Aufnahmerate der MSCs korrigierte EtdBr-
Aufnahmerate der NIM-2-induzierten Proben (rechts). Die Daten sind als Mittelwert = SEM (Zellanzahl n > 990) dargestellt.
Signifikante Abweichungen im Vergleich zum entsprechenden Versuchsabschnitt der unbehandelten MSCs wurden mittels
Studentschem #-Test abgeschétzt und sind als *** p < 0,001 dargestellt. Signifikante Abweichungen im Vergleich zum ersten
Versuchsabschnitt der entsprechenden Probe wurden ebenfalls mit dem Studentschen #-Test abgeschitzt und sind als

### p < 0,001 dargestellt.

Es wurde jeweils die EtdBr-Aufnahmerate von unbehandelten und NIM-2-differenzierten Zellen
bestimmt. Die MSCs zeigten bei Anwesenheit von Ca?* eine sehr schwache EtdBr-
Farbstoffaufnahmerate, die durch den Entzug von Ca?" zwar signifikant, aber dennoch nur schwach
erhoht wurde. Eine deutlichere Steigerung war durch den Gap Junction-Inhibitor CBX erkennbar
(Abbildung 23 links). Da vor allem die Verdnderung der Halbkanal-Aktivitit durch die NIM-2-
Behandlung von Interesse war, wurden die Messwerte der unbehandelten MSCs in den drei
Versuchsabschnitten als Ausgangspunkt gewertet und von den Messwerten der differenzierten Zellen in
den entsprechenden Versuchsteilen subtrahiert. Die korrigierten EtdBr-Aufnahmeraten in den
verschiedenen Versuchsteilen der differenzierten Zellen wurden sowohl jeweils innerhalb des Versuchs
mit den Kontrollbedingungen mit 2 mM Ca?" verglichen als auch mit den Aufnahmeraten der
unbehandelten MSCs in den entsprechenden Versuchsabschnitten.

Insgesamt war zu beobachten, dass die korrigierte EtdBr-Aufnahmerate in allen Proben der
differenzierten Zellen und in allen Versuchsabschnitten im Vergleich zu den unbehandelten MSCs
signifikant erhoht war. Der Entzug von Ca** im zweiten Versuchsabschnitt fithrte im Vergleich zum
ersten Abschnitt mit 2 mM Ca?" in allen Proben NIM-2-induzierter Zellen zu einem starken,
signifikanten Anstieg der Farbstoffaufnahmerate. Bei der 7 d NIM-2-Differenzierung blieb die Rate
durch Zugabe von CBX im dritten Versuchsabschnitt anndhernd gleich, wobei sie bei der 30 d NIM-2-

Induktion leicht sank und durch die Erweiterung der Differenzierung um 1 d MAT so stark sank, dass
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das Ausgangsniveau der EtdBr-Aufnahmerate des ersten Versuchsabschnitts wieder erreicht wurde
(Abbildung 23 rechts). Die NIM-2-differenzierten Zellen wiesen folglich eine signifikant gesteigerte
EtdBr-Farbstoffaufnahmerate im Vergleich zu unbehandelten MSCs auf.

3.3.2 Connexin-Expression in induzierten MSCs

Sowohl in Hinblick auf die Gap Junction-vermittelte Zell-Zellkopplung als auch durch die Analyse der
Gap Junction-Halbkanal-Aktivitdit konnte ein grofer Einfluss durch die verschiedenen
Differenzierungsmethoden, vor allem der NIM-2-Induktion, festgestellt werden. Es wurde deshalb
uiberpriift, ob diese Verdnderungen sich auch in einem verdnderten Expressionsverhalten der Gap
Junction-bildenden Connexine widerspiegeln und welche Connexin-Isoformen moglicherweise fiir die
physiologischen Verédnderungen der Zellen verantwortlich sein konnten.

Zunéchst wurde das Expressionsniveau der Connexine unter den verschiedenen Induktionsbedingungen
auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht. GJAI (Gen kodierend fir Cx43, Gen- und
Proteinbezeichnungen siehe Tabelle 8) war in den MSCs sehr stark exprimiert und erreichte ein dhnlich
hohes Expressionsniveau wie das Haushaltsgen RPS29. Durch alle durchgefiihrten Differenzierungen
wurde die Genexpression von GJA I signifikant reduziert. GJCI (Gen kodierend fiir Cx45) war ebenfalls
in den MSCs exprimiert, jedoch ca. 100-mal schwécher als GJA41. Auch dieses Connexin wurde nach
den unterschiedlichen Induktionen herunterreguliert. Allerdings hatte die NIM-1-Differenzierung dabei
eine geringere Auswirkung als die NIM-2-Behandlung. So war die stirkste Reduktion nach einer
Kultivierung fiir 30 d in NIM-2 und 1 d in MAT messbar. GJA4 und GJAS5 (Gene kodierend fiir Cx37
und Cx40) waren in unbehandelten MSCs dhnlich stark und geringer als GJCI exprimiert. Beide Gene
waren nach den drei verschiedenen NIM-2-Protokollen signifikant schwécher exprimiert, wobei die
stiarkste Reduktion jeweils in der Probe der 30 d NIM-2-induzierten Zelle sichtbar war. GJB2 (Gen
kodierend fiir Cx26) war in den MSCs eher schwach exprimiert. Es zeigte sich jedoch, dass dieses Gen
als einziges der getesteten Connexin-Gene nach den NIM-2-Differenzierungen signifikant hochreguliert
war. GJD2 (Gen kodierend fiir Cx36) war sowohl in den unbehandelten MSCs als auch in den
induzierten Zellen nur in Spuren nachweisbar, wobei keine Unterschiede im Expressionsniveau
zwischen den verschiedenen Behandlungen messbar waren (Abbildung 24).

Um diese Erkenntnisse auch auf Proteinebene zu iiberpriifen, wurden fiir die Connexine Cx26, Cx43

und Cx45 Immunfluoreszenzfarbungen und Western-Blot-Experimente durchgefiihrt.
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Abbildung 24: Relative Genexpression der Gap Junction-bildenden Connexine. Mittels qRT-PCR wurden Kontroll-MSCs,
NIM-1- und NIM-2-induzierte MSCs auf ihr Expressionsmuster verschiedener Connexine (GJB2, GJD2, GJA4, GJAS5, GJA1
und GJCI) untersucht. Die behandelten Proben NIM-1, 7 d NIM-2, 30 d NIM-2 und 30 d NIM-2 1 d MAT wurden mit
unbehandelten MSCs verglichen, um eine mogliche Verdnderung der Connexin-Expression durch die Induktion zu analysieren.
GJAI war in MSCs sehr stark exprimiert. Auch GJB2, GJA4, GJA5 und GJCI waren exprimiert, wenn auch teilweise
schwicher, wohingegen GJD2 nur in Spuren nachweisbar war. Im Verlauf der Differenzierung wurde die Expression der
meisten Connexine deutlich reduziert (GJA4, GJAS5, GJAI und GJCI), wiahrend GJD2 unverandert blieb und GJB?2 signifikant
erhoht wurde. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM (n =4) dargestellt. Signifikante Abweichungen im Vergleich zu den
unbehandelten MSCs wurden mittels Studentschem #-Test abgeschétzt und sind als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001
dargestellt.

In der Immunfluoreszenzfarbung konnten in allen Proben die drei getesteten Connexine nachgewiesen
werden, wobei sich die Beobachtungen aus der qRT-PCR bestitigten. Cx26 war in MSCs nur relativ
schwach als gleichmifiiges Signal in den Zellen detektierbar, wobei die Fluoreszenzintensitdt in den
NIM-2-differenzierten Proben zunahm. Das Fluoreszenzsignal schien in diesen Proben vor allem in den
Zellauslaufern stirker zu sein. Cx43 war deutlich in den unbehandelten MSCs nachweisbar. Das Cx43-
Signal war am stirksten in Form von Gap Junction-Plaques an der Zellmembran zu erkennen, was sich
auch in den differenzierten Zellen nicht verdnderte. Lediglich die Intensitit und Héaufigkeit der Cx43-
Signale wurde in den NIM-2-induzierten Zellen ein wenig geringer. Auch Cx45 konnte in allen Proben
in Form von Gap Junction-Plaques detektiert werden. Intensitit und Haufigkeit der Signale &dhnelten

sich in allen getesteten Behandlungen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Immunfluoreszenzfirbung der Gap Junction-bildenden Connexine. In unbehandelten und differenzierten
MSCs wurden Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis der Connexine Cx26, Cx43 und Cx45 durchgefiihrt, wobei alle
getesteten Connexine in allen Proben nachweisbar waren. Cx26 war in MSCs schwach nachweisbar, wohingegen das
Fluoreszenzsignal in den NIM-2-differenzierten Proben deutlich stirker war. Cx43 war in den MSCs stark exprimiert und nahm
in den NIM-2-induzierten Proben ein wenig ab. In allen Proben konnte das Connexin in Form von Gap Junction-Plaques an
den Zellgrenzen detektiert werden. Cx45 war in allen Proben detektierbar und war teilweise in Gap Junction-Plaques sichtbar.
Das jeweilige Connexin wurde mit iFluor™488 (griin) gefarbt, wahrend die Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt wurden.
Die MaB3stabsbalken reprasentieren 50 pm.

Diese Beobachtungen wurden im Folgenden mittels Western-Blot-Analyse quantifiziert. Als interner
Standard wurde je nach GroBe des nachzuweisenden Proteins entweder GAPDH oder B-Tubulin
verwendet. Die gemessenen Bandenintensititen wurden zundchst auf den internen Standard und
anschliefend auf die unbehandelten MSCs normiert. Fiir Cx26 und Cx45 diente GAPDH als interner
Standard, fiir Cx43 wurde B-Tubulin verwendet. In den entwickelten Western-Blots waren Cx26 und
Cx45 als einzelne Bande sichtbar, wohingegen der Cx43-Nachweis ein Bandenmuster von 2 - 3 Banden
ergab (Abbildung 26 links). Die Quantifizierung der Western-Blots bestétigte den Eindruck der
Immunfluoreszenzfarbungen. Cx26 war in den MSCs und in den NIM-1-differenzierten Zellen nur
schwach nachweisbar, wurde durch die Induktion mit NIM-2 aber hochreguliert, im Falle der 30-tdgigen
Differenzierung signifikant. Dabei war Cx26 in einigen Proben kaum héher exprimiert als in den MSCs,
wiéhrend in anderen Proben eine sehr deutliche Steigerung messbar war. Im Gegensatz dazu war Cx43
in den MSCs und NIM-1-behandelten Zellen sehr stark exprimiert und war nach den NIM-2-
Differenzierungen kaum noch nachweisbar, sodass das Expressionsniveau auch auf Proteinebene in
allen NIM-2-Proben signifikant reduziert war. Cx45 war im Western-Blot nur sehr schwach in den

MSCs nachweisbar, was sich auch durch die Differenzierungen nicht dnderte (Abbildung 26 rechts).
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Abbildung 26: Proteinexpression der Connexine Cx26, Cx43 und Cx45. Zur Quantifizierung der Proteinexpression von
Cx26, Cx43 und Cx45 wurden Western-Blot-Experimente durchgefiihrt. Exemplarisch sind links entwickelte und fotografierte
Western-Blots dargestellt. Bahn 1: MSCs, Bahn 2: NIM-1, Bahn 3: 7 d NIM-2, Bahn 4: 30 d NIM-2 und Bahn 5: 30 d NIM-2
1 d MAT. Als interne Referenz wurde je nach Grofe des nachzuweisenden Proteins GAPDH oder B-Tubulin verwendet. Die
Quantifizierung der Western-Blots ist rechts dargestellt. Es ist zu erkennen, dass Cx26 in den NIM-2-Behandlungen erhoht
exprimiert wurde, jedoch nur bei 30 d NIM-2-Induktion signifikant. Alle NIM-2-Differenzierungen fiihrten aulerdem zu einer
signifikant reduzierten Cx43-Expression, wihrend das Cx45-Expressionsniveau in allen untersuchten Proben unverdndert
blieb. Die Daten sind als Mittelwert + SEM (n > 3) dargestellt. Signifikante Abweichungen im Vergleich zu den unbehandelten
MSCs wurden mittels Studentschem #-Test abgeschétzt und sind als ** p < 0,01 und *** p < 0,001 dargestellt.

Insgesamt hatten die Differenzierungen, vor allem die Induktion mit NIM-2, einen bedeutsamen
Einfluss auf die Connexin-Expression und, wie zuvor gezeigt, auch auf die Gap Junction-Kopplung und
Gap Junction-Halbkanal-Aktivitdat. Ob auch, umgekehrt betrachtet, die Inhibition der Gap Junction-

Kopplung die Differenzierung beeinflusst, wurde nachfolgend untersucht.

3.3.3 Einfluss der Gap Junction-Kopplung auf die neuronale Differenzierung
Wihrend der neuronalen Differenzierung mit NIM-2 fiir 7d wurde dem Induktionsmedium 0 pM,
50 uM oder 100 uM des Gap Junction-Blockers CBX zugesetzt, um die Auswirkungen einer inhibierten
Gap Junction-Kopplung wihrend der Differenzierung zu untersuchen. Zur Kontrolle wurden auch dem
normalen Wachstumsmedium der MSCs die gleichen Konzentrationen an CBX zugesetzt und die MSCs
darin fiir 7 d kultiviert. Nach dieser 7-tdgigen Inkubation wurde aus allen Proben die mRNA isoliert und
das Expressionsniveau verschiedener MSC-Marker, neuronaler Marker und Connexine mittels qRT-
PCR untersucht.

Die MSC-Marker waren in den undifferenzierten MSCs bei allen CBX-Konzentrationen gleichermal3en
stark exprimiert. NT5E war ebenso stark auch in den Proben der differenzierten Zellen vorhanden,
wohingegen THY1, ENG und ALCAM durch die 7 d Behandlung in NIM-2 signifikant herunterreguliert
wurden. Der Zusatz von CBX hatte auf diese Reduktion keinerlei Einfluss. Fiir NES stellten sich die

Ergebnisse sehr dhnlich dar. Wihrend die unbehandelten Zellen diesen Marker, unabhéngig von der
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Anwesenheit von CBX im Medium, moderat exprimierten, wurde die Expression durch die
Differenzierung signifikant gesenkt. Auch hierbei war kein Einfluss durch CBX messbar. Nach einer in
den unbehandelten MSCs schon starken Expression wurde TUBB3 durch die Differenzierung noch
weiter hochreguliert. Dieser signifikante Anstieg der Expression wurde durch die Zugabe von CBX
abgeschwicht, sodass die 7 d in NIM-2 differenzierten Zellen unter Zusatz von 100 uM CBX signifikant
weniger TUBB3 exprimierten als ohne CBX-Zugabe. Die Analyse von MAP?2 zeigte keine Verdnderung
des Expressionsniveaus durch die Differenzierung in NIM-2. Allerdings wurde durch die Zugabe von
CBX die Expression von MAP?2 leicht verringert. Bei den differenzierten Zellen kam es unter Zusatz
von 100 uM CBX zu einer signifikanten Verringerung im Vergleich zu der entsprechenden Probe ohne
CBX-Zusatz. Im Expressionsniveau der neuronalen Transkriptionsfaktoren SOX2, MYTIL und
POU3F2 kam es in keiner Probe zu signifikanten Verdnderungen. Ein Einfluss von CBX auf das
Expressionsverhalten der getesteten Marker ist also nur geringfiigig erkennbar (Abbildung 27).
1
0,1 %
0,01
0,001
1E-4

1E-5

1E-6

Relative Genexpression (2%

1E-7

AONNNNNNNNNNNNY

1E-8

NT5E | THY1 | ENG | ALcAM | NES | TUBB3 | MAP2 T1L | POU3F2

MSC 0 uM CBX [l 7d NIM-2 0 uM CBX
MSC 50 uM CBX |27 7d NIM-2 50 uM CBX
MSC 100 uM CBX [ 7d NIM-2 100 uM CBX

Abbildung 27: Relative Genexpression von MSC- und neuronalen Markern unter Zusatz von CBX wihrend der
Induktion mit NIM-2. MSCs wurden fiir 7 d unter Zusatz von 0 pM, 50 uM oder 100 uM CBX kultiviert. Ebenso wurden
diese CBX-Konzentrationen dem Induktionsmedium wéhrend der 7 d NIM-2-Differenzierung hinzugefiigt. Im Anschluss an
die 7 d Kultivierung wurden die Zellen mittels qRT-PCR auf ihre Genexpression verschiedener MSC-Marker (NTSE, THY 1,
ENG und ALCAM) und neuronaler Marker (NES, TUBB3, MAP2, SOX2, MYTIL und POU3F?2) hin untersucht. Die Marker
THY1, ENG, ALCAM und NES wurden durch die Differenzierung fiir 7 d in NIM-2 herunterreguliert. Der gleiche Effekt trat
auch unter Zusatz von 50 uM und 100 uM CBX auf. TUBB3 wurde durch die Induktion in NIM-2 signifikant hochreguliert.
Durch den Zusatz von 100 pM CBX war diese Expressionssteigerung im Vergleich zu 0 pM CBX in NIM-2 signifikant
geringer. Auch auf die Expression von MAP2 hatte der Zusatz von CBX einen geringfiigigen Einfluss. Durch die Zugabe von
100 uM CBX zum Induktionsmedium NIM-2 war nach 7 d eine reduzierte MAP2-Expression zu beobachten. Auch ohne
Differenzierungsmedium war diese Tendenz durch Zugabe von 100 uM CBX erkennbar. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
(n=3) angegeben. Statistische Signifikanzen wurden mit einem Studentschen #-Test abgeschitzt und sind als * p < 0,05,
** p<0,01 und *** p <0,001 im Vergleich zu unbehandelten MSCs mit 0 uM CBX und als # p < 0,05, ## p <0,01 und
#it# p < 0,001 im Vergleich zu 7 d NIM-2-induzierten Zellen mit 0 uM CBX dargestellt.
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Weiterhin wurde auch das Expressionsniveau verschiedener Connexine untersucht. Es zeigte sich, dass
GJD2 und GJA4 weder durch die Induktion mit NIM-2 noch durch die Zugabe verschiedener CBX-
Konzentrationen signifikant beeinflusst wurden, wohingegen GJB2 durch die Differenzierung
signifikant hochreguliert wurde, durch CBX-Zusatz aber kein weiterer Einfluss messbar war. GJAS,
GJAI und GJCI wurden durch die Behandlung fiir 7 d in NIM-2 signifikant reduziert. Bei GJAS5 und
GJAI gab es keine weitere Verdnderung durch den Zusatz von CBX, wihrend die Zugabe von 50 uM
und 100 uM CBX in den NIM-2-differenzierten Zellen im Vergleich zu den NIM-2-behandelten Zellen
ohne CBX-Zusatz zu einer weiteren signifikanten Reduktion des Expressionsniveaus von GJC/ fiihrte

(Abbildung 28).
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Abbildung 28: Relative Genexpression von Connexinen unter Zusatz von CBX wihrend der Induktion mit NIM-2.
MSCs wurden fiir 7 d unter Zusatz von 0 uM, 50 pM oder 100 uM CBX kultiviert. Ebenso wurden diese CBX-Konzentrationen
dem Induktionsmedium wéhrend der 7 d NIM-2-Differenzierung hinzugefiigt. Im Anschluss an die 7 d Kultivierung wurden
die Zellen mittels gRT-PCR auf ihre Genexpression verschiedener Connexine (GJB2, GJD2, GJA4, GJAS5, GJAI und GJCI)
hin untersucht. GJB2 wurde durch die Induktion fiir 7 d in NIM-2 signifikant hochreguliert. Die Zugabe von CBX zeigte keinen
weiteren Einfluss auf das Expressionsniveau. GJAS5, GJAI und GJCI wurden durch die Differenzierung signifikant
herunterreguliert. Der Zusatz von CBX hatte nur auf die Expression von GJCI einen zusétzlich reduzierenden Einfluss. Die
Daten sind als Mittelwert = SEM (n = 3) angegeben. Statistische Signifikanzen wurden mit einem Studentschen #-Test
abgeschétzt und sind als * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001 im Vergleich zu unbehandelten MSCs mit 0 uM CBX und
als # p < 0,05, ## p < 0,01 und ### p < 0,001 im Vergleich zu 7 d NIM-2-induzierten Zellen mit 0 uM CBX dargestellt.
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3.4 Purinerge Rezeptoren in small molecule-induzierten MSCs

Purinerge Rezeptoren spielen sowohl in neuronalen als auch nicht-neuronalen Zellen eine essenzielle
Rolle in diversen zelluliren Prozessen. So sind sie beispielsweise in der Zellkommunikation,
Zellproliferation und bei verschiedenen Differenzierungen unerlisslich. Ob diese Rezeptoren auch in
der NIM-2-induzierten Differenzierung mittels small molecules von Relevanz sind oder ob ATP in den
entwickelten Zellen eine Rolle als Neurotransmitter spielt, wie es in reifen Neuronen der Fall ist, wurde

im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

3.4.1 ATP-vermittelte Calcium-Signale in induzierten MSCs

Die Bindung von ATP an purinerge P2X- oder P2Y-Rezeptoren fiihrt durch Ca**-Einstrom aus dem
extrazelluliren Raum oder durch die Ausschiittung von Ca*" aus intrazelluliren Ca®*-Speichern
intrazellulir zu Anstiegen der Ca**-Konzentration. Dieses freigesetzte Ca** kann emissions-
ratiometrisch mithilfe der fluoreszenzbasierten Ca?"-Imaging-Methode unter Verwendung des Ca?'-
sensitiven Farbstoffs Indo-1 AM gemessen werden.

Zunéchst wurde tberpriift, ob die MSCs und NIM-2-induzierten Zellen in der Lage waren, auf
wiederholte ATP-Stimuli mit repetitiven Ca?*-Signalen zu reagieren. Dafiir wurden die Zellen unter
dauerhafter Perfusion mit einem Ca?*-haltigen Badmedium insgesamt 6-mal alle 3 min fiir 5 s mit
50 uM ATP stimuliert. Auf die wiederholten Stimulierungen reagierten die verwendeten Zellen in allen
Féllen mit repetitiven intrazelluliren Ca*'-Antworten, die in ihrer Signalstirke im Laufe der Messung
ein wenig schwicher wurden. Eine Desensibilisierung der Rezeptoren war nie erkennbar (Abbildung
29). Bei der wiederholten Stimulierung der MSCs mit ATP kam es zu Ca**-Antworten, die als einzelne
und klar erkennbare Peaks wihrend der Messung sichtbar waren (Abbildung 29 oben). Um zu
tiberpriifen, ob die Dauer von 5 s und die Frequenz von 3 min der 50 uM ATP-Zugabe auch fiir die
differenzierten Zellen geeignet war, wurde die Messung mit den 7 d NIM-2-induzierten Zellen
wiederholt. Die Resultate waren denen der MSCs sehr dhnlich. Einzig die Peakform erschien ein wenig
breiter und nicht so schmal wie bei den MSCs (Abbildung 29 unten). Die Peaks der Ca**-Imaging-
Messung mit 5 s andauernden Stimulierungen mit 50 uM ATP erschienen sowohl unter Verwendung
von MSCs als auch unter Verwendung von NIM-2-induzierten Zellen sehr definiert und waren gut
voneinander und vom Hintergrund zu unterscheiden, weshalb diese Methode im Weiteren zur genaueren

Charakterisierung der purinergen Signaltransduktion verwendet wurde.
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Abbildung 29: Repetitive Ca**-Signale als Antwort auf wiederholte Stimuli mit 50 uM ATP. MSCs und 7 d NIM-2-
differenzierte Zellen wurden mittels Ca?*-Imaging-Methode physiologisch untersucht, ob sie auf extrazellulire ATP-Stimuli
mit intrazelluldren Ca®*-Signalen reagieren. Die verwendeten Zellen wurden permanent mit einem Ca?*-haltigen Badmedium
perfundiert. Alle 3 min wurde fiir 5s insgesamt 6-mal 50 uM ATP appliziert und danach wieder mit dem Badmedium
ausgewaschen. Die Stimulierung fiir 5 s fiihrte in den MSCs zu einzelnen, klar erkennbaren Peaks. Auch die induzierten Zellen
reagierten auf die 5 s andauernden ATP-Stimulierungen mit intrazelluliren Ca?*-Signalen in Form von einzelnen deutlichen

Peaks. Die dargestellten Messkurven sind basislinienkorrigiert.

Um einen ersten Eindruck tiber die jeweils auf ATP-Stimulus reagierenden Zellen zu gewinnen, wurde
in allen Messungen analysiert, wie viele MSCs und NIM-induzierten Zellen prozentual von allen jeweils
gemessen Zellen auf die erste ATP-Applikation mit einem Ca®'-Signal reagieren. Die unbehandelten
MSCs zeigten bei der ersten ATP-Stimulierung eine Reaktionsfahigkeit von 87 + 2,7 %, wihrend die
7 d NIM-2-differenzierten Zellen lediglich zu 36 + 4,9 % mit intrazelluldren Ca?*-Signalen auf ATP-
Applikation reagierten.

Intrazelluldre Ca**-Signale als Antwort auf ATP-Stimulierung kénnen auf unterschiedliche Weisen in
Zellen hervorgerufen werden, da das Signalmolekiil ATP an purinerge P2X- und P2Y-Rezeptoren
binden kann. Die dafiir in Frage kommenden Mechanismen kénnen durch die Zugabe verschiedener
Inhibitoren oder den Entzug von extrazellulirem Ca®" wihrend der ATP-Stimulierungen untersucht
werden.

Die P2X-Rezeptoren sind ionotrope Rezeptoren und gehoren zu den ligandengesteuerten lonenkanélen.
Bindet ATP an diese Rezeptoren, kommt es durch eine Konformationsdnderung des Rezeptors zum
Offnen des Ionenkanals und zum Einstrom von Ca*"-Ionen aus dem extrazelluldren Raum, die folglich
das intrazellulire Ca**-Signal hervorrufen (Abbracchio ef al., 2009). Um die Involvierung von P2X-
Rezeptoren zu untersuchen, kann dem extrazelluldren Milieu, im Experiment durch das Badmedium

vorgegeben, das Ca®* entzogen werden, sodass kein Ca**-Einstrom in die Zelle mdglich ist. Verringern
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sich die gemessenen Ca®’-Signale unter diesen Bedingungen oder bleiben sie ganz aus, werden die
Signale teilweise oder vollstandig von P2X-Rezeptoren hervorgerufen.

P2Y-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren, die durch Liganden-Bindung, wie beispielsweise ATP,
ein gekoppeltes G-Protein aktivieren konnen, das wiederum die Phospholipase C (PLC) aktivieren kann,
wodurch es zur Bildung von IP; kommt. IP3;-Molekiile konnen daraufhin an IPs;-Rezeptoren des
Endoplasmatischen Retikulums binden, die sich dadurch 6ffnen und den Ca?*-Einstrom aus dem
Endoplasmatischen Retikulum in das Zytoplasma ermdglichen und so die intrazelluliren Ca**-Signale
auslosen (Burnstock, 2008). Um diese Mechanismen zu untersuchen, kann die Signalkaskade an
unterschiedlichen Stellen durch Inhibitoren unterbrochen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde zum
einen frith in die Kaskade eingegriffen, indem der PLC-Inhibitor U-73122 (Bleasdale et al., 1990)
eingesetzt und somit die Bildung von IP; unterdriickt wurde (Abschnitt 3.4.1.1). Zum anderen wurde
die Signalkaskade mithilfe des [P3-Rezeptor-Blockers 2-APB (Peppiatt ef al., 2003) zu einem spéteren
Zeitpunkt unterbrochen (Abschnitt 3.4.1.2).

3.4.1.1 ATP-induzierte Ca**-Signale unter Anwesenheit des PLC-Inhibitors U-73122

Vorversuche ergaben, dass eine Prainkubation von 2 uM U-73122 fiir 4 min optimal ist, um sowohl eine
moglichst hohe Zellvitalitit als auch eine hohe Inhibition des PLC-induzierten IP3-Signalwegs wahrend
der Versuche zu gewahrleisten. Zu Beginn eines jeden Versuchs wurde eine ATP-Referenzstimulierung
(RS) der Zellen unter Kontrollbedingungen, also in 2 mM Ca®*-haltigem Badmedium, durchgefiihrt.
Anhand der vorhandenen oder nicht vorhandenen Ca®*-Signale als Antwort auf diese Stimulierung
wurden die weiterhin betrachteten Zellen ausgewéhlt. Aulerdem wurde die Hohe dieses Signals als
100 % gewertet und alle folgenden Signale relativ zu diesem Signal dargestellt. Weitere Stimulierungen
mit ATP (S1-S3) folgten mit einer Verzogerung von 4 min, um eine Inkubation von 4 min mit U-73122
zwischen RS und S1 zu ermoglichen. S2 und S3 folgten im 3-Minuten-Intervall. Alle anderen Versuche
dieses Abschnitts wurden identisch aufgebaut, um einen direkten Vergleich der Signale zu ermdglichen
und zeitliche Einfliisse ausschlieBen zu konnen. Extrazellulires Ca?* wurde in den entsprechenden

Versuchen 1 min vor S1 entzogen, um ein Leerlaufen der intrazelluliren Ca**-Speicher zu vermeiden.

Die Ca?*-Imaging-Versuche unter Zusatz des PLC-Inhibitors U-73122 und unter Ca**-Entzug wurden
sowohl in MSCs als auch in NIM-2-induzierten Zellen durchgefiihrt, um mogliche Verénderungen in
der Aktivitit und der Zusammensetzung der verschiedenen P2-Rezeptoren durch die induzierte
Differenzierung analysieren zu konnen (exemplarische Messungen, Abbildung 30). Die Voraussetzung
fiir die weitere Betrachtung einer Zelle unter den verschiedenen Messbedingungen (S1-S3) war, dass
die Zelle auf RS mit einer intrazelluliren Ca*-Antwort reagierte.

Wurde das Kontrollmedium mit 2 mM Ca*" withrend des gesamten Versuchs beibehalten, reagierten
sowohl MSCs als auch die differenzierten Zellen mit repetitiven Ca?*-Signalen auf die ATP-Stimuli. Im
Verlauf der Messungen wurden die Ca**-Signale nach und nach ein wenig schwicher, aber es kam zu

keiner Desensibilisierung der Rezeptoren, die eine weitere Reaktion auf ATP verhindert hitten. Nahezu
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identisch waren die Ca®'-Signale, wenn den MSCs das extrazellulire Ca®* entzogen wurde. Im
Gegensatz dazu war in den induzierten Zellen erkennbar, dass die Signale sichtbar schwicher wurden
oder gar kein Signal messbar war. Die Zugabe des PLC-Inhibitors U-73122 fiihrte in den MSCs zu einer
starken Reduktion der Signale, sodass diese schwach oder gar nicht detektiert werden konnten. In den
NIM-2-differenzierten Zellen war dieser Effekt ebenfalls sichtbar, allerdings nicht ganz so stark wie in
den MSCs. Wurde sowohl das extrazellulire Ca*" entzogen als auch U-73122 zu dem Badmedium

gegeben, waren in beiden Zelltypen kaum noch Ca?*-Signale messbar (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Intrazellulire Ca?*-Signale unter Anwesenheit des PLC-Inhibitors U-73122. Beispielhaft dargestellt sind
basislinienkorrigierte Messungen von MSCs (linke Spalte) und 7 d NIM-2-behandelten Zellen (rechte Spalte), in denen die
Zellen jeweils einmal unter Kontrollbedingungen (Badmedium mit Ca®") flir 5 s mit 50 uM ATP stimuliert wurden, gefolgt
von drei weiteren ATP-Stimulierungen unter vier verschiedenen Testbedingungen. Dafiir wurden die Zellen mit ATP stimuliert,
wihrend sie sich in Ca?*-haltigem Badmedium (Ca?"), in Ca?*-freiem Badmedium (@ Ca?"), in Ca?*-haltigem Badmedium mit
U-73122 oder in Ca?*-freiem Badmedium mit U-73122 befanden (zeilenweise von oben nach unten). Medien (Ca?" bzw.
@ Ca?"), Inhibitorzugabe (U-73122) und ATP-Stimulierungen (ATP) sind jeweils oberhalb der Messkurve graphisch
dargestellt. MSCs und induzierte Zellen reagierten auf ATP-Stimulierung mit einem intrazelluldren Ca®*-Signal. Ca?*-Entzug
hatte in den MSCs fast keine Auswirkungen auf dieses ausgeloste Signal, wiahrend die Signale in den differenzierten Zellen
schwicher wurden. Der PLC-Inhibitor U-73122 unterdriickte die Ca?*-Signale in den MSCs fast vollstindig, wohingegen sie
in den NIM-2-behandelten Zellen meist vorhanden waren, jedoch schwiicher wurden. Der zeitgleiche Entzug von Ca?* und der
Zusatz von U-73122 fiihrte in beiden Zelltypen zur vollstéindigen Unterdriickung der Ca®"-Signale, bei den differenzierten

Zellen allerdings zeitlich etwas verzdgert.

Um die ATP-Reaktionsfahigkeit der MSCs und NIM-2-differenzierten Zellen unter den verschiedenen
Messbedingungen zu quantifizieren, wurde zunédchst der prozentuale Anteil der auf ATP reagierenden
Zellen bestimmt (Abbildung 35). Es handelte sich hierbei allerdings um ein bindres System zur
Auswertung und kann einige Entwicklungen wihrend der Messungen nicht darstellen. Ein sehr viel
facettenreicheres Abbild kann durch die Auswertung der Peakhdhe der gemessenen Ca?*-Signale kreiert
werden. Dafiir wurde die Peakhdhe von den Stimulierungen S1-S3 fiir jede Zelle prozentual zu der
Peakhohe der Referenzstimulierung (RS) bestimmt, die als 100 % angesetzt wurde (Abbildung 31).
Unter Kontrollbedingungen waren keine signifikanten Abweichungen in der prozentualen Peakhdhe
zwischen den MSCs und den NIM-2-differenzierten Zellen messbar. Von S1 zu S3 nahm die Hohe der
Ca**-Signale kontinuierlich ab, sodass sie wiihrend der Messungen in den MSCs von 85 % auf 70 % und
in den induzierten Zellen von 90 % auf 65 % sank (Abbildung 31).

Bei einem Entzug des extrazellulidren Ca?* verhielten sich die Zellen zunéchst dhnlich wie zuvor unter
Kontrollbedingungen. Bei S1 und S2 waren keine signifikanten Verdnderungen zwischen den Zelltypen
oder zu den Kontrollbedingungen messbar, obwohl die relative Peakh6he bei S2 in der Tendenz in
beiden Zelltypen etwas niedriger wurde. Erst bei S3 nahm die Peakhdhe der Ca®-Signale in den
differenzierten Zellen signifikant ab im Vergleich zu dem Badmedium mit 2 mM Ca**. Da die MSCs
keine Reaktion auf den Ca?*-Entzug zeigten, ergab sich bei S3 in der relativen Peakhohe ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den MSCs und den NIM-2-induzierten Zellen (Abbildung 31).
Wurde dem Badmedium der PLC-Inhibitor U-73122 zugesetzt, war in den MSCs von der ersten ATP-
Stimulierung nach Inhibitorzugabe an eine signifikante Reduktion der relativen Peakhohe sichtbar.
Wiéhrend die Peakhohe bei S1 noch rund 50 % betrug, sank sie anschlieBend auf 17 % (S2) und
schlieBlich auf 14 % (S3). Die relative Peakhohe der Ca**-Signale in den differenzierten Zellen war bei
allen drei ATP-Stimulierungen signifikant grofler als die der MSCs. Die Reaktion auf S1 (85 %) war
nicht signifikant abweichend zu der unter Kontrollbedingungen (90 %). Erst bei S2 war eine

Verringerung der Peakhdhe auf 45 % messbar, die bei S3 weiter auf 37 % fiel (Abbildung 31).
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Die Kombination aus dem Entzug des extrazelluliren Ca** und der Zugabe des PLC-Inhibitors U-73122
fiihrte zu einer starken und im Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikanten Reduktion der
relativen Peakhohe auf 10 % bei S1 in den MSCs. Weitere Ca?*-Signale bei S2 und S3 waren in den
MSCs nicht mehr messbar, sodass die relative Peakhohe in beiden Féllen 0 % betrug. In den NIM-2-
differenzierten Zellen kam es zu einer im Vergleich zu den MSCs signifikant schwicheren Reduktion
der relativen Peakhohe unter diesen experimentellen Bedingungen, wobei auch hier deutliche
Beeintrichtigungen der intrazelluldren Ca®*-Signale als Antwort auf ATP-Stimuli messbar waren. Bei
S1 betrug die relative Peakhdhe im Mittel noch 65 %, wobei sie bei S2 bereits auf 35 % sank und
schlieBlich bei S3 auf 10 % fiel (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Reaktionsintensitiit bei ATP-Stimulierung unter Anwesenheit des PLC-Inhibitors U-73122. Es ist jeweils
die Reaktionsintensitét bei ATP-Stimulierungen im zweiten Versuchsabschnitt (S1, S2, S3) als relative Peakhohe dargestellt.
Dabei wurden nur die Zellen betrachtet, die im ersten Versuchsabschnitt mit einem Ca?*-Signal auf die ATP-
Referenzstimulierung reagierten. Die Peakhohe dieses Ca®*-Signals im ersten Versuchsabschnitt wurde als 100 % gesetzt und
fiir die Bestimmung der relativen Peakhohe von S1, S2 und S3 als Referenz verwendet. Unter Kontrollbedingungen (2 mM
Ca?") nahm die relative Peakhohe sowohl in den MSCs als auch in den 7 d NIM-2-differenzierten Zellen von S1 zu S3 stetig
ab. Zwischen den Zellgruppen gab es dabei keine signifikanten Unterschiede. Unter Ca>*-Entzug (@ Ca®") gab es bei den MSCs
keine signifikanten Anderungen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen, wihrend die relative Peakhdhe bei S3 in den
differenzierten Zellen signifikant reduziert war. Die Zugabe des PLC-Inhibitors U-73122 (2 mM Ca?* +2 uM U-73122) fiihrte
in den MSCs schon ab S1 zum signifikanten Riickgang der relativen Peakhohe. Bei den NIM-2-induzierten Zellen trat dieser
Effekt erst bei S2 und S3 auf. Wurde das extrazelluldre Ca®" entzogen und U-73122 zugesetzt (@ Ca?* +2 uM U-73122), waren
in den MSCs bei S1 noch schwache Reaktionen messbar, wohingegen die Zellen auf S2 und S3 nicht mehr mit Ca?*-Signalen
reagierten. Die Peakhohen in den differenzierten Zellen blieben stabiler. Erst bei S3 war ein signifikanter Riickgang der
Peakhohe zu beobachten. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM (n > 50) angegeben. Statistische Signifikanzen wurden mit
einem Studentschen #-Test abgeschiitzt und sind als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 (Vergleich eines Ca>*-Signals
eines Zelltyps unter Ca’>-Entzug oder Inhibitorzugabe mit dem entsprechenden Signal des gleichen Zelltyps unter
Kontrollbedingungen in Ca?*-haltigem Badmedium) und als # p < 0,05, ## p < 0,01 und ### p < 0,001 (Vergleich von NIM-2-
differenzierten Zellen mit unbehandelten MSCs zum gleichen Zeitpunkt und bei gleicher Medienzusammensetzung)

dargestellt.
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Der Entzug des extrazellulidren Ca?* beeinflusste die NIM-2-induzierten Zellen deutlich stéirker als die
MSCs, wihrend der PLC-Inhibitor U-73122 einen weitaus groBeren Effekt auf die MSCs als auf die
differenzierten Zellen hatte. Die Verdnderungen waren jeweils sowohl im prozentualen Anteil der

reagierenden Zellen als auch in der relativen Peakhohe der intrazelluldren Ca**-Signale sichtbar.

3.4.1.2 ATP-induzierte Ca?*-Signale unter Anwesenheit des IP;-Rezeptor-Inhibitors 2-APB
Inhibitoren konnen bei ihrer Verwendung unspezifisch reagieren oder ungewollte Nebeneffekte
erzeugen. Aus diesem Grund sollten mehrere Inhibitoren getestet und ihre Ergebnisse miteinander
verglichen werden. Mithilfe des IP3-Rezeptor-Inhibitors 2-APB wurde zu einem spéteren Zeitpunkt in
die P2Y-Signalkaskade eingegriffen, indem die IP;-Rezeptoren blockiert und somit ein Ca?*-Einstrom
aus intrazelluldren Speichern unterbunden wurde (Peppiatt e al., 2003). Zu Beginn eines jeden Versuchs
wurde eine ATP-Referenzstimulierung (RS) der Zellen unter Kontrollbedingungen (Badmedium mit
2 mM Ca*") durchgefiihrt, anhand derer die Zellen fiir eine weitere Betrachtung ausgewihlt wurden. Die
Hohe der gemessenen Ca**-Signale bei RS wurde als 100 % gewertet und alle folgenden Signale relativ
zu diesem Signal dargestellt. Weitere Stimulierungen mit ATP (S1-S3) folgten mit einer Verzégerung
von 7 min, um eine Inkubation von 7 min mit 2-APB zwischen RS und S1 zu erméglichen. S2 und S3
folgten auf S1 wie zuvor im 3-Minuten-Intervall. Alle Versuche dieses Abschnitts wurden identisch
aufgebaut, um einen direkten Vergleich der Signale zu ermdglichen und zeitliche Einfliisse ausschlieBen
zu kénnen. Sollte extrazellulires Ca*" in einem Versuch entzogen werden, so geschah dies 1 min vor
S1, um ein Leerlaufen der intrazelluldren Ca**-Speicher zu vermeiden, was zu falschen Riickschliissen
iiber die Art der purinergen Rezeptoren hitte fithren kdnnen.

Die Ca*'-Imaging-Versuche unter Zusatz des IP;-Rezeptor-Inhibitors 2-APB und unter Ca’'-Entzug
wurden sowohl in MSCs als auch in NIM-2-induzierten Zellen durchgefiihrt, um die zuvor gemessenen
Verdnderungen in der Aktivitdt der verschiedenen P2-Rezeptoren durch die induzierte Differenzierung
zu Uberpriifen (exemplarische Messungen, Abbildung 32). Die Voraussetzung fiir die weitere
Betrachtung einer Zelle unter den verschiedenen Messbedingungen (S1-S3) war, wie zuvor, dass die
Zelle auf RS mit einer intrazelluldren Ca**-Antwort reagierte.

Unter Kontrollbedingungen mit 2 mM Ca*" wiihrend des gesamten Versuchs fiihrten die ATP-Stimuli
sowohl in MSCs als auch in den differenzierten Zellen zu wiederholten Ca?*-Signalen. Im Verlauf der
Messungen lieB die Intensitit der Ca®*-Signale ein wenig nach, doch die Rezeptoren wurden nicht
desensibilisiert, sodass keine weitere Reaktion auf ATP moglich gewesen wire. Die MSCs reagierten
vergleichbar, wenn ihnen das extrazellulire Ca*" entzogen wurde. Im Gegensatz dazu wurden die
Signale in den NIM-2-induzierten Zellen sichtbar schwicher oder Signale blieben ganz aus. Die Zugabe
des IP3-Rezeptor-Blockers 2-APB fiihrte sowohl in den MSCs als auch in den differenzierten Zellen zu
einer starken Reduktion der Signale, sodass diese schwach oder nicht messbar wurden. Wurde sowohl
dem Badmedium das Ca®" entzogen als auch 2-APB zugesetzt, waren in beiden Zellpopulationen keine

Ca’*-Signale mehr detektierbar (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Intrazellulire Ca?*-Signale unter Anwesenheit des IP3-Rezeptor-Inhibitors 2-APB. Basislinienkorrigierte
Messungen von MSCs (linke Spalte) und 7 d NIM-2-behandelten Zellen (rechte Spalte), in denen die Zellen jeweils einmal
unter Kontrollbedingungen (Badmedium mit Ca?") fiir 5 s mit 50 uM ATP stimuliert wurden, gefolgt von drei weiteren ATP-
Stimulierungen unter vier verschiedenen Testbedingungen, sind beispielhaft dargestellt. Dafiir wurden die Zellen mit ATP
stimuliert, wiihrend sie sich in Ca?*-haltigem Badmedium (Ca?*), in Ca’*-freiem Badmedium (@ Ca®"), in Ca?"-haltigem
Badmedium mit 2-APB oder in Ca?*-freiem Badmedium mit 2-APB befanden (zeilenweise von oben nach unten). Medien
(Ca*" bzw. @ Ca?"), Inhibitorzugabe (2-APB) und ATP-Stimulierungen (ATP) sind jeweils oberhalb der Messkurve grafisch
dargestellt. MSCs und induzierte Zellen reagierten auf ATP-Stimulierung mit einem intrazelluldren Ca®*-Signal. Ca?*-Entzug
hatte in den MSCs fast keine Auswirkungen auf dieses ausgeloste Signal, wiahrend die Signale in den differenzierten Zellen
schwicher wurden. Der IP3-Rezeptor-Inhibitor 2-APB unterdriickte die Ca?*-Signale in den MSCs und NIM-2-differenzierten
Zellen fast vollstindig. Der zeitgleiche Entzug von Ca?* und der Zusatz von 2-APB fiihrte in beiden Zelltypen zur vollstindigen
Unterdriickung der Ca?*-Signale.

Es wurde die Fahigkeit der MSCs und NIM-2-differenzierten Zellen, unter den verschiedenen
Messbedingungen auf die ATP-Stimuli zu reagieren, quantifiziert. Dafiir wurde, wie zuvor beschrieben,
zunéchst der prozentuale Anteil der Zellen bestimmt, die auf die ATP-Stimuli reagierten (Abbildung
36). Nach der bindren Auswertung des prozentualen Anteils der mit intrazelluldren Ca®*-Signalen auf
ATP-Stimuli reagierenden Zellen folgte auch fiir das Versuchsset mit dem IPs;-Rezeptor-Blocker 2-APB
die detailliertere Auswertung anhand der prozentualen Peakhdhe (Abbildung 33).

Unter Kontrollbedingungen waren keine signifikanten Abweichungen zwischen den MSCs und den
NIM-2-induzierten Zellen in der prozentualen Peakhdhe messbar. Von S1 zu S3 nahm die Hohe der
hervorgerufenen Ca**-Signale in beiden Zelltypen kontinuierlich ab, sodass sie wihrend der Messungen
in den MSCs von 90 % (S1) auf 80 % (S2) und auf 75 % (S3) und in den induzierten Zellen von 85 %
(S1) auf 75 % (S2) und schlieBlich auf 60 % (S3) sank (Abbildung 33).

Bei einem Entzug des extrazelluliren Ca®>" war zunéchst, verglichen mit den Kontrollbedingungen in
einem Badmedium mit 2 mM Ca®’, keine Veridnderung in der Peakhdhe erkennbar. Die relative
Peakhohe bei S2 war in der Tendenz in beiden Zelltypen reduziert im Vergleich zu S1. Statistisch
signifikante Abweichungen zwischen den Zelltypen oder zu den Kontrollbedingungen ergaben sich
dabei allerdings nicht. Bei S3 nahm die Peakhohe der Ca**-Signale schlieBlich in beiden Zelltypen im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant ab. Die Reduktion der Ca**-Signale in den NIM-2-
differenzierten Zellen war dabei sehr viel stéirker, sodass die Peakhdhe dieser Zellen signifikant geringer
war als in den unbehandelten MSCs (Abbildung 33).

Durch den Zusatz des IP;-Rezeptor-Inhibitors 2-APB wurde die Stirke der intrazelluldren Ca**-Signale
in beiden Zelltypen bei allen ATP-Stimulierungen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant
reduziert. Wihrend in den NIM-2-induzierten Zellen keine Ca®'-Signale detektierbar waren und ihre
Starke somit immer bei 0 % lag, wiesen die MSCs bei S1 noch eine relative Peakhohe von 30 % auf,
sodass statistisch eine signifikant stiirkere Ca**-Reaktion als in den differenzierten Zellen gemessen
wurde. Nach S2 und S3 betrug die relative Peakhohe der Ca*-Antwort in den MSCs lediglich 7 %
(Abbildung 33).
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Wurde dem Badmedium zusitzlich zu der Inhibitorzugabe des IP3-Rezeptor-Blockers 2-APB das Ca**
entzogen, war die Stirke der Ca**-Signale als Reaktion auf alle ATP-Stimuli und in allen Proben im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant reduziert. Wihrend die relative Peakhohe der Ca*'-
Signale bei S1 in den MSCs noch 36 % und in den NIM-2-induzierten Zellen noch 8 % betrug, waren
bei S2 und S3 in beiden Zelltypen keine Ca**-Signale mehr detektierbar, sodass die relative Peakhdhe
bei 0 % lag (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Reaktionsintensitit bei ATP-Stimulierung unter Anwesenheit des IP3-Rezeptor-Inhibitors 2-APB.
Dargestellt ist jeweils die Reaktionsintensitét bei ATP-Stimulierungen im zweiten Versuchsabschnitt (S1, S2, S3) als relative
Peakhohe. Betrachtet wurden dabei nur die Zellen, die im ersten Versuchsabschnitt mit einem Ca®*-Signal auf die ATP-
Referenzstimulierung reagierten. Die Peakhohe dieses Ca?*-Signals im ersten Versuchsabschnitt wurde als 100 % betrachtet
und fiir die Bestimmung der relativen Peakhdhe von S1, S2 und S3 als Referenz verwendet. Unter Kontrollbedingungen (2 mM
Ca?") nahm die relative Peakhohe sowohl in den MSCs als auch in den 7 d NIM-2-differenzierten Zellen von S1 zu S3 stetig
ab. Zwischen den Zellgruppen gab es dabei keine signifikanten Unterschiede. Unter Ca**-Entzug (@ Ca®*) war die relative
Peakhdohe bei S3 in den MSCs und in den differenzierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant reduziert.
Durch den Zusatz des IP3-Rezeptor-Inhibitors 2-APB (2 mM Ca?* + 100 uM 2-APB) wurden alle Ca?'-Signale in den MSCs
in ihrer Intensitdt stark verringert, wohingegen in den differenzierten Zellen aufgrund einer nahezu vollstindigen
Unterdriickung der Signale keine Peakhdhen messbar waren. Durch den Entzug von extrazellulirem Ca®" unter Zugabe von
2-APB (@ Ca?" + 100 uM 2-APB) wurde in beiden Proben die relative Peakhdhe bei S1 signifikant gesenkt, gefolgt von einer
kompletten Suppression der Signale bei S2 und S3. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM (n > 50) angegeben. Statistische
Signifikanzen wurden mit einem Studentschen #-Test abgeschitzt und sind als * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001
(Vergleich eines Ca?'-Signals eines Zelltyps unter Ca?*-Entzug oder Inhibitorzugabe mit dem entsprechenden Signal des
gleichen Zelltyps unter Kontrollbedingungen in Ca?*-haltigem Badmedium) und als # p < 0,05, ## p < 0,01 und ### p < 0,001
(Vergleich von NIM-2-differenzierten Zellen mit unbehandelten MSCs zum gleichen Zeitpunkt und bei gleicher

Medienzusammensetzung) dargestellt.
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Der Entzug des extrazellulidren Ca** beeinflusste die NIM-2-induzierten Zellen, wie bereits in Abschnitt
3.4.1.1 gezeigt, deutlich stirker als die MSCs. Der IP;-Rezeptor-Inhibitor 2-APB fiihrte in beiden
Zelltypen zu einer drastischen Reduktion der Ca**-Signale, wobei der Effekt auf die differenzierten
Zellen deutlicher ausfiel. Die Verdnderungen waren jeweils sowohl in dem prozentualen Anteil der

reagierenden Zellen messbar als auch in der relativen Peakhohe der intrazellulidren Ca?*-Signale.

3.4.2 Expression purinerger Rezeptoren nach Induktion mit small molecules
Mithilfe der Ca?*-Imaging-Methode konnte gezeigt werden, dass sich die Aktivitit von P2X- und P2Y-
Rezeptoren unter verschiedenen Messbedingungen durch die NIM-2-vermittelte Differenzierung von
MSCs im Vergleich zu unbehandelten MSCs verdnderte (Abschnitt 3.4.1). Im Folgenden wurde
untersucht, ob sich diese Beobachtung auch auf molekularbiologischer Ebene in einem verénderten
Expressionsmuster der purinergen Rezeptoren widerspiegelt und welche Rezeptoren als Ursache fiir das
verdanderte physiologische Verhalten der Zellen in Frage kommen. Dafiir wurden MSCs und 7 d NIM-
2-induzierte Zellen mittels qRT-PCR auf ihr Expressionsniveau der sieben verschiedenen P2X-
Rezeptoren und der acht verschiedenen P2Y-Rezeptoren getestet (Abbildung 34).

Von allen Genen der P2X-Rezeptoren waren P2X4, P2X6 und P2X7 in den MSCs am stirksten
exprimiert. Etwas schwécher nachgewiesen werden konnten P2X3 und P2X5. P2XI und P2X2 waren
kaum noch detektierbar. Durch die Differenzierung der MSCs fiir 7 d in NIM-2 wurden P2X4, P2X5,
P2X6 und P2X7 signifikant herunterreguliert, sodass ihre relative Genexpression teilweise um das ca.
10-fache geringer war (Abbildung 34).

P2Y6 und P2Y11 waren von allen P2Y-Rezeptoren auf mRNA-Ebene in den unbehandelten MSCs am
starksten exprimiert. In geringeren Mengen messbar waren P2Y2, P2Y4 und P2YI2, wihrend die
Rezeptoren P2YI, P2Y13 und P2YI14 kaum noch nachgewiesen werden konnten. Der einzige P2Y-
Rezeptor, der durch die 7 d NIM-2-Differenzierung signifikant verédndert wurde, war P2Y6, der nach
der neuronalen Induktion ca. um das 10-fache schwicher exprimiert war. Alle anderen P2Y-Rezeptoren

wurden durch die Differenzierung nicht beeintrachtigt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Relative Genexpression purinerger Rezeptoren in MSCs und NIM-2-differenzierten Zellen. Mittels qRT-
PCR wurden MSCs und 7 d NIM-2-induzierte MSCs auf ihr Expressionsmuster purinerger P2X- und P2Y-Rezeptoren
untersucht. Von den P2X-Rezeptoren sind P2X4, P2X6 und P2X7 am stérksten exprimiert, wihrend bei den P2Y-Rezeptoren
P2Y6 und P2Y11 dominieren. Durch die Differenzierung mit NIM-2 werden die Rezeptorgene P2X4, P2X5, P2X6, P2X7 und
P2Y6 signifikant herunterreguliert. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM (n = 4) dargestellt. Signifikante Abweichungen im
Vergleich zu den unbehandelten MSCs wurden mittels Studentschem #-Test abgeschitzt und sind als * p < 0,05, ** p < 0,01
und *** p < 0,001 dargestellt.

In den MSCs waren folglich mehrere Rezeptoren deutlich exprimiert, dominiert von P2X4, P2X6, P2X7,
P2Y6 und P2YI1I. In den 7 d NIM-2-differenzierten Zellen waren einige Rezeptoren signifikant
herunterreguliert und insgesamt deutlich weniger purinerge Rezeptoren stark exprimiert. Dabei zeigten
P2X4 und P2Y11 das hochste relative Genexpressionsniveau. Des Weiteren war auffallend, dass die

relative Genexpression keines Rezeptors durch die Differenzierung signifikant hochreguliert wurde.
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4 Diskussion

MSCs sind multipotente adulte Stammzellen, die in vivo in der Lage sind, in Osteoblasten,
Chondrozyten und Adipozyten zu differenzieren (Berry ef al., 1992; Herbertson und Aubin, 1997;
Kuznetsov et al, 1997). Invitro sind weitere Differenzierungen von MSCs wie auch
Transdifferenzierungen zu Zellen unterschiedlicher Keimblitter gelungen, so auch zu ektodermalen
neuronalen Zellen (Hermann et al., 2004; Ma et al., 2011; Feng et al., 2014; Qin et al., 2015; Hwang et
al., 2017). Bisher wurde meist das Expressionsmuster der Zellen vor und nach der Differenzierung
untersucht und als Beweis fiir eine vollstdndige Differenzierung angefiihrt. Physiologische Studien der
generierten Zellen fiihrten dabei meistens nicht iiber elektrophysiologische Studien zur Untersuchung
ihrer elektrischen Erregbarkeit hinaus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern die induzierte Zellentwicklung wéhrend einer
neuronalen Transdifferenzierung von MSCs zu Auswirkungen auf die molekularbiologischen und
physiologischen Eigenschaften der Zellen fiihrt. Dafiir wurden die MSCs zunichst beziiglich ihres
Expressionsmusters unterschiedlicher Marker untersucht sowie physiologisch ihre elektrische
Erregbarkeit, ihr Gap Junction-vermitteltes Zellkopplungsverhalten und ihre intrazellulire Ca*'-
Reaktion auf ATP-Stimuli analysiert (Abschnitt 4.1). Fiir die neuronale Transdifferenzierung der MSCs
wurden verschiedene Ansétze getestet, die zum einen auf einem shRNA-vermittelten anti-PTBP1-
Knockdown (Abschnitt 4.2.1) und zum anderen auf der Verwendung von small molecules (Abschnitt
4.2.2) basierten. Die small molecule-induzierten Zellen wurden anschlieBend molekularbiologisch und
physiologisch charakterisiert. Dabei wurde die Expression verschiedener Marker auf mRNA- und
Proteinebene untersucht und die elektrische Erregbarkeit der differenzierten Zellen mittels Patch-
Clamp-Technik getestet (Abschnitt 4.2.2). Um die generierten Zellen physiologisch umfassender zu
charakterisieren, wurden die MSCs und small molecule-induzierten Zellen auf ihr Gap Junction-
vermitteltes Zell-Zellkopplungsverhalten (Abschnitt 4.3) und auf die Expression und Aktivitit
purinerger Rezeptoren (Abschnitt 4.4) analysiert.

4.1 Molekularbiologische und physiologische Eigenschaften von MSCs

Dominici et al. (2006) publizierten im Namen der International Society for Cellular Therapy minimale
Kriterien zur Definition von MSCs. Diese Kriterien beinhalteten unter anderem ein adhérentes
Wachstum auf Plastik unter Standardzellkulturbedingungen und die Expression der Marker CD73
(Gensymbol NTSE), CD90 (Gensymbol THY1) und CD105 (Gensymbol ENG). Die in dieser Arbeit
verwendeten MSCs zeigten ein typisches adhdrentes Wachstum auf Zellkulturplastik-Petrischalen,
wobei sie eine Fibroblasten-dhnliche, spindelférmige Morphologie annahmen und die Fahigkeit zur
Proliferation besal3en, was vielfach in der Literatur beschrieben wurde (u. a. Pittenger et al., 1999; Barry
und Murphy, 2004). Zusitzlich zu den von Dominici et al. (2006) geforderten Markern CD73, CD90
und CD105 wurde auch die Genexpression von CD166 (Gensymbol 4LCAM) untersucht. Dieses Protein
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wurde von Bruder et al. (1998) als ein weiterer charakteristischer Marker fiir undifferenzierte MSCs
identifiziert und wird seither ebenfalls zur Analyse und Identifikation von MSCs verwendet (Barry und
Murphy, 2004). Die Anwesenheit von NTSE, THY1, ENG und ALCAM auf mRNA-Ebene konnte in den
in dieser Arbeit verwendeten MSCs bestitigt werden (Abbildung 5).

AuBerdem konnten NES (kodierend fiir Nestin), TUBB3 (kodierend fiir Tuj1) und MAP2 (kodierend fiir
MAP-2) in den Zellen auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. NES kodiert fiir das neuro-epitheliale
Stammzell-Intermediérfilament Nestin, das vor allem in neuro-astroglialen Vorlduferzellen exprimiert
wird und haufig als Marker fiir diese Zellen Verwendung findet (Lendahl ez al., 1990; Wislet-Gendebien
et al., 2003; Park et al., 2010; Zhang und Jiao, 2015). In der Literatur sind heterogene Angaben zur
Expression von Nestin in MSCs zu finden. Obwohl einige Autoren nur eine geringe Expression dieses
Gens nachweisen konnten (Hemptinne et al., 2004) und andere wiederum gezielt Nestin-exprimierende
MSCs untersuchten (Méndez-Ferrer ef al., 2010), so sind sich die meisten Autoren dariiber einig, dass
es in der Knochenmarknische eine Nestin-exprimierende MSC-Population gibt (Tondreau et al., 2004;
Wiese et al., 2004; Schajnovitz et al., 2011; Pacini und Petrini, 2014; Johnstone et al., 2015). Tondreau
et al. (2004) zeigten auBBerdem, dass diverse frithe und spétere neuronale Marker in MSCs exprimiert
sind. So war beispielsweise Tujl ohne jegliche neuronale Induktion deutlich in MSCs exprimiert,
wiahrend MAP-2 erst nach mehrfachem Passagieren nachweisbar wurde. So ist es nicht verwunderlich,
dass die wihrend dieser Arbeit untersuchten MSCs zusitzlich zu NES ebenfalls TUBB3 und MAP2
exprimierten (Abbildung 5). AuBBerdem konnte in den MSCs eine Expression von TAGLN und ACTA2
nachgewiesen werden, die fiir die muskuldren Marker Transgelin und a-Aktin-2 kodieren, was
kongruent mit bereits publizierten Daten ist (Silva et al., 2003; Talele et al., 2015). Insgesamt zeigte
sich bei der Betrachtung verschiedener Publikationen, die das Expressionsmuster unterschiedlicher
Marker in MSCs untersuchten, eine grole Heterogenitdt. So spielen zweifellos die Herkunft der
isolierten MSCs in Hinblick auf Spender und Gewebe, wie auch das verwendete Isolierungsprotokoll
und ihre in vitro-Kultivierung bis zur Analyse der Genexpression eine Rolle (Phinney, 2012; Camilleri
et al., 2016; Hoffmann et al., 2017; Hoogduijn und Lombardo, 2019).

Eine intrazellulidre Gap Junction-Kopplung ist fiir MSCs essenziell und wurde unter anderem mit
stammzellerhaltenden Eigenschaften wie der Inhibition ihrer Differenzierung oder Seneszenz und dem
Erhalt ihrer Proliferationsfdhigkeit in Verbindung gebracht (Bodi et al., 2004; Shao et al., 2019).
Deshalb wurde zusétzlich zu den getesteten Markern auch das Expressionsniveau verschiedener
Isoformen der Gap Junction-bildenden Connexine untersucht. Dabei zeigte sich, dass vor allem die
Connexine Cx43 (kodiert durch GJA1), Cx40 (kodiert durch GJA45) und Cx45 (kodiert durch GJCI)
exprimiert waren. Cx37 (kodiert durch G.J44) konnte ebenfalls nachgewiesen werden, wie auch Cx26
(kodiert durch GJB2) in geringen Mengen (Abbildung 5). Es ist bereits bekannt, dass die kardialen
Connexine Cx43, Cx40 und Cx45 in MSCs am stérksten exprimiert sind und den grofiten Einfluss auf
die intrazelluldre Gap Junction-Kopplung haben, wobei die bedeutsamste Rolle Cx43 zufillt (Dorshkind

et al., 1993; Valiunas et al, 2004; Schajnovitz et al, 2011). In Ubereinstimmung mit diesen
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Publikationen konnte auch in den hier verwendeten MSCs mittels Farbstofftransfer-Experimenten eine
starke intrazelluldre Gap Junction-abhéngige Zell-Zellkopplung nachgewiesen werden (Abbildung 6).
Neuronen-typische physiologische Eigenschaften wurden in den MSCs ebenfalls untersucht, um diese
nach einer neuronalen Differenzierung besser vergleichen zu kdnnen. Aus diesem Grunde wurde sowohl
die elektrische Erregbarkeit der MSCs analysiert als auch ihre Fahigkeit, auf Stimuli mit dem
Neurotransmitter ATP mit intrazelluldren Ca*'-Signalen zu reagieren. Wie vermutet und in der Literatur
beschrieben (Liu et al., 2012), waren die undifferenzierten MSCs nicht elektrisch erregbar und waren
somit nicht in der Lage, auf mittels Whole-Cell Patch-Clamp-Technik injizierte depolarisierende Strome
mit Aktionspotentialen zu reagieren. Wurde ein groBerer Strom in die Zelle injiziert, wurde das
Membranpotential zwar zunehmend depolarisiert, jedoch fand diese Zunahme proportional zur
injizierten Stromstérke statt und fiihrte zu keinem Overshoot (Abbildung 7).

Es gibt inzwischen viele Hinweise darauf, dass extrazellulires ATP wesentlich zum Erhalt des
undifferenzierten Zustands der MSCs sowie ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung beitrdgt und sowohl
die Proliferation und Vitalitdt als auch die Zellmigration und schlieBlich auch ihre Differenzierung
maBgeblich beeinflusst (Riddle et al., 2007; Riddle et al., 2008; Glaser et al., 2012; Ciciarello et al.,
2013; Scarfi, 2014; Jiang et al., 2017a; Jiang et al., 2017b; Roszek und Wujak, 2018). Auf die
sequenzielle Zugabe von ATP reagierten die MSCs mit wiederholbaren intrazelluldren Ca**-Signalen,
die im Verlauf des Messzeitraums von 19 min zwar schwécher wurden, aber nie ausblieben (Abbildung
8). Derartige ATP-induzierte Ca**-Signale konnten bereits in MSCs ausgeldst werden (Ferrari ef al,
2011; Peng et al., 2016). MSCs sind selbst in der Lage, ATP extrazellulir freizusetzen, was sowohl zu
einer autokrinen als auch zu einer parakrinen Signalgebung fithren kann. So wurde beispielsweise
gezeigt, dass ATP in MSCs durch Gap Junction-Halbkanéle in den extrazelluldren Raum sezerniert
werden kann, wo es den P2YI-Rezeptor stimuliert, was zu einer Ca®'-Freisetzung aus dem

Endoplasmatischen Retikulum fiihrt (Kawano et al., 2006).

Eine erste umfassende Analyse der in dieser Arbeit verwendeten MSCs aus dem Knochenmark ergab
somit, dass diese Zellen typische MSC-Marker, neuronale und muskulidre Marker sowie verschiedene
Connexin-Isoformen exprimierten. Im Zellverband waren sie stark iiber Gap Junctions miteinander
gekoppelt und reagierten auf sequenzielle extrazellulire ATP-Stimuli mit wiederholten intrazelluldren

Ca’*-Signalen.
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4.2 Neuronale Transdifferenzierung von MSCs

Die Charakterisierung der undifferenzierten MSCs (Abschnitt 4.1) diente in den nachfolgenden
neuronalen Transdifferenzierungsansétzen (Abschnitte 4.2.1 und 4.2.2) als Basis und wurde fiir die

Charakterisierung und Identifizierung der generierten Zellen als Referenz herangezogen.

4.2.1 shRNA-vermittelter Knockdown von PTBP1 in MSCs

Es gibt diverse Faktoren, die eine neuronale Differenzierung in somatischen Zellen induzieren und die
dafiir notwendige Reprogrammierung des Transkriptoms einleiten konnen (Li und Jin, 2010). So wurde
beispielsweise gezeigt, dass die gezielte Expression weniger und spezifischer Transkriptionsfaktoren
ausreichend ist, um eine neuronale Differenzierung von Fibroblasten hervorzurufen (Vierbuchen et al.,
2010; Caiazzo et al., 2011; Kim et al., 2011; Pang et al., 2011; Yang ef al., 2011). Auch Mikro-RNAs
spielen in der neuronalen Differenzierung eine regulatorische Rolle (Yoo et al., 2011). Xue et al. (2013)
zeigten, dass der gezielte Knockdown des polypyrimidine-tract-binding-Proteins 1 (PTBP1) in
Fibroblasten zu einer massiven Reprogrammierung der RNA-Prozessierung und des
Expressionsniveaus von mikro-RNAs und dadurch zu einer neuronalen Transdifferenzierung der
Fibroblasten fiihrte. Sie stellten auflerdem fest, dass die von Vierbuchen ef al. (2010) exprimierten
Transkriptionsfaktoren Ascll, Brn-2, und MyT1-L, die fiir eine neuronale Differenzierung nétig waren,
durch den PTBP1-Knockdown hochreguliert wurden.

Auf der Grundlage dieser Publikationen bestand ein erster Ansatz der neuronalen Transdifferenzierung
deshalb in dem shRNA-vermittelten PTBP1-Knockdown der MSCs. Mittels transienter Transfektion
wurde die shRNA auf einem Plasmid in die Zellen eingebracht, das zusétzlich fiir das Reporterprotein
EGFP kodierte, sodass erfolgreich transfizierte Zellen durch eine griine Fluoreszenz identifiziert werden
konnten. Bei der Betrachtung der transfizierten Zellen nach 48 h fiel auf, dass die Transfektionseffizienz
mit ca. 20 % sehr gering war. Eine dhnliche Transfektionseffizienz wurde mit dem gleichen
Transfektionsreagenz (Lipofectamine 2000) auch von anderen Autoren erzielt (Hoare et al., 2010).
Unter anderen Umsténden kann mit einer Transfektionseffizienz von 20 % durchaus gearbeitet werden.
Durch die Transfektion mit der anti-PTBP1-shRNA entwickelten die MSCs jedoch einen nicht
proliferierenden, also postmitotischen Phinotyp, sodass die untransfizierten ca. 80 % der MSCs in der
Lage waren, zu proliferieren, die transfizierten und differenzierten 20 % der Zellen allerdings nicht. Auf
diese Weise wurden die transfizierten Zellen von den weiterhin proliferierenden Zellen iiberwachsen
und der Anteil transfizierter Zellen sank innerhalb weniger Tage auf null.

Um die transfizierten Zellen von den nicht-transfizierten MSCs zu selektieren, wurden die Zellen im
Anschluss an die Transfektion in 300 ug/mL G 418 kultiviert, wofiir die transfizierten Zellen ein
Resistenzgen besaBlen. Durch diese Selektion war es moglich, eine reine Kultur transfizierter Zellen zu
erhalten. Gleichzeitig kam es allerdings auch zu einem Verlust transfizierter Zellen. Eine mogliche
Ursache hierfiir konnte die erforderliche Konzentration von 300 pg/mL G 418 sein, die auch fiir

resistente Zellen bereits eine gewisse Zytotoxizitét darstellt. Negativ verstirkt wurde dieser Effekt durch
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die Entwicklung der MSCs zu einem nicht proliferierenden Phinotyp, der dazu fiihrte, dass die Zellzahl
der iiberlebenden Zellen nicht wieder erhoht werden konnte.

Ein nicht proliferierender postmitotischer Phénotyp ist ein typisches Charakteristikum fiir adulte
Neuronen (Herrup und Yang, 2007) und kann somit durchaus als erster Hinweis fiir eine neuronale
Entwicklung der transfizierten Zellen gewertet werden. Auch die Zellmorphologie der induzierten
Zellen hatte sich von einer spindelférmigen zu einer Form mit kleinen, runden Zellkérpern und langen
Zellfortsdtzen entwickelt (Abbildung 9). Diese typische neuronale Morphologie konnte auch in vitro
wiéhrend einer neuronalen Reprogrammierung ausgehend von Fibroblasten durch die Expression
spezifischer Transkriptionsfaktoren induziert werden (Vierbuchen et al, 2010; Pang et al, 2011;
Ladewig et al., 2012; Connor et al., 2018).

Die wohl bedeutsamste Verdnderung, die in den anti-PTBP1-shRNA-induzierten Zellen beobachtet
werden konnte, war die Entwicklung einer elektrischen Erregbarkeit dieser Zellen in Form von
Aktionspotentialen durch die Injektionen depolarisierender Strome bei Messungen mit der
elektrophysiologischen Patch-Clamp-Technik (Abbildung 10). Die gemessenen Aktionspotentiale
waren sehr breit, nicht repetitiv und zeigten kaum einen Overshoot. Sie dhnelten in ihrer Anzahl und
Form mehr denen unreifer Neuronen (Ma ef al., 2011; Connor et al., 2018) als denen adulter Neuronen
(Vierbuchen et al., 2010; Moore et al., 2014; Jiang et al., 2015). Dennoch ist diese Entwicklung sehr
vielversprechend, da sie auf physiologischer Ebene eine Entwicklung von MSCs zu elektrisch
erregbaren, moglicherweise neuronalen, Zellen belegt. Die beschriebenen Verdnderungen der MSCs
durch die Transfektion mit der anti-PTBP1-shRNA weisen deutlich auf einen erfolgreichen PTBP1-
Knockdown hin.

An dieser Stelle miisste fiir eine weiterfiihrende Charakterisierung und Identifizierung eine umfassende
molekularbiologische Analyse der generierten Zellen folgen, um die Expressionen verschiedener MSC-
und neuronaler Marker zu untersuchen. Aulerdem sollte der Erfolg des Knockdowns von PTBP1 auf
mRNA- und Proteinebene iiberpriift werden. Aufgrund der zu geringen Zellzahl nach 7d
Differenzierung konnten diese Studien bisher nicht durchgefiihrt werden. Sollte dieser
Differenzierungsansatz weiterverfolgt werden, miisste die Zellzahl differenzierter Zellen stark erhoht
werden. Das wire beispielsweise durch eine Anreicherung transfizierter Zellen mittels FACS
(fluorescence-activated cell sorting) oder durch die Verwendung eines induzierbaren
Expressionssystems moglich. Dafiir miisste die shRNA in ein anderes Plasmid kloniert werden, wo sie
unter dem Einfluss eines induzierbaren Promotors stiinde. Die MSCs kdnnten mit diesem Plasmid
transfiziert und mit G 418 selektiert werden, bevor sie sich differenzieren und einen nicht
proliferierenden Phénotyp ausbilden. Eine weitere Vermehrung und Kryokonservierung dieser Zellen
wire auf diese Weise ebenfalls moglich. Wéren die Zellen ausreichend vermehrt, konnte der Promotor
entsprechend induziert und die shRNA synthetisiert werden, was die Differenzierung einleiten wiirde.
Es wire aber durchaus moglich, dass auch G 418 die Differenzierung beeinflussen wiirde. Da bei einer

transienten Transfektion auch nach der Selektion nicht auf den Zusatz dieses Antibiotikums verzichtet
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werden sollte, wire es empfehlenswert, mit einer stabilen, beispielsweise lentiviralen, Transfektion zu

arbeiten, sodass nach der Transfektion auf weitere Medienzusitze verzichtet werden konnte.

4.2.2 Charakterisierung der small molecule-basierten Differenzierung von MSCs
Alternativ zur Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren oder dem Knockdown bestimmter
zelluldrer Proteine mittels shRNA konnen auch small molecules fir die Induktion einer neuronalen
Differenzierung verwendet werden. Bei diesen kleinen Molekiilen handelt es sich um chemische
Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht. Diese werden dem neuronalen Induktionsmedium
zugegeben, sodass eine genetische Modifikation der Zellen entfillt. Auf diese Weise wire eine spitere
klinische Anwendung weniger bedenklich als bei genetisch verdnderten Zellen. Ein die Differenzierung
begiinstigender Effekt von small molecules als Medienzusatz bei der Differenzierung durch die exogene
Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren ist bereits bekannt (Ladewig et al., 2012; Liu et al.,
2013; Drouin-Ouellet et al., 2017). Auch gibt es einige erfolgreiche Ansétze ausgehend von murinen
und humanen Fibroblasten, die ausschlieBlich small molecules fiir die Differenzierung verwendeten und
auch physiologisch eine deutliche neuronale Entwicklung nachweisen konnten (Han et al., 2015b; Hu
et al., 2015; Li et al., 2015). Dienten MSCs als Ausgangsmaterial fiir die neuronale Differenzierung,
konnten ebenfalls Zellen generiert werden, die verschiedene neuronale Marker exprimierten und einige
physiologische Eigenschaften neuronaler Zellen aufwiesen. Aktionspotentiale, als eine der wichtigsten
Féhigkeiten reifer Neuronen, konnten allerdings bei keinen der generierten Zellen hervorgerufen werden
bzw. wurden noch nicht untersucht (Kim et al., 2009; Bi et al., 2010; Alexanian et al., 2013; Bahrami
et al., 2016; Aguilera-Castrejon et al., 2017). Hu et al. (2015) gelang es erfolgreich, Fibroblasten
mithilfe von small molecules in Neuronen zu differenzieren, die in der Lage waren, repetitive
Aktionspotentiale auszuldsen.

Ziel dieser Arbeit war unter anderem die physiologische Charakterisierung von small molecule-
induzierten, neuronal transdifferenzierten MSCs, um deren Nutzbarkeit als neuronales Zellmodell zu
validieren. = Aus  diesem  Grund wurden drei  verschiedene  bereits  publizierte
Transdifferenzierungsansitze iibernommen und auf die MSCs angewendet, um diese anschlieBend einer

genauen physiologischen Charakterisierung zu unterziehen.

4.2.2.1 Small molecule-basierte neuronale Differenzierung von MSCs nach Hu ef al.
Fibroblasten entstammen, wie auch MSCs, dem Mesoderm. Da MSCs ein hoheres
Differenzierungspotential als Fibroblasten unterstellt wird, wurde zunichst das bei Fibroblasten
erfolgreiche Protokoll von Hu et al. (2015) auf die MSCs angewandt.

Diese neuronale Differenzierung erfolgte durch die Inkubation in drei verschiedenen small molecule-
und Wachstumsfaktor-haltigen Medien: einem neuronalen Induktionsmedium (NIM-3), einem
Maturationsmedium (MAT) und einem neuronalen Wachstumsmedium (NeuroM). Zunichst wurden
die MSCs fiir die neuronale Induktion 8d in NIM-3 kultiviert. Dabei reduzierte sich ihre
Proliferationsgeschwindigkeit sichtbar, sodass sich die zu Beginn erreichte Zelldichte wihrend der
Differenzierung nicht erhdhte (Abbildung 11). Es kann somit vermutet werden, dass eventuell ein
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postmitotischer, zumindest aber ein proliferationsgehemmter, Phanotyp der generierten Zellen erreicht
wurde, was ein typisches Charakteristikum fiir adulte Neuronen ist (Herrup und Yang, 2007).
Morphologisch entwickelten sich die Zellen zu einer Zellform mit kleinen, runden Zellkérpern und
langen Zellfortsdtzen, die nach der Induktion der Morphologie neuronaler Zellen dhnelte. Bereits nach
2 d war diese Tendenz sichtbar und verstirkte sich noch bis zum Medienwechsel nach 8 d. Hu ef al.
(2015) konnten in ihren Experimenten eine dhnliche Entwicklung beobachten, wobei die Zellkorper
ihrer induzierten Zellen in ihrer Form noch deutlich runder waren und die Autoren hinterfragen lieen,
ob es sich bei diesen Zellen schon um neuronale Zellen handelte.

Sie entwickelten aus diesem Grund ein Maturationsmedium (MAT), welches das Uberleben und die
weitere Reifung von Neuronen fordern sollte. Dafiir setzten sie diesem Medium, neben diversen
neuronalen Wachstumsfaktoren (BDNF, GDNF und NT-3), die small molecules CHIR99021, Forskolin
und Dorsomorphin zu, denen in dieser Zusammensetzung die erwiinschten Effekte zugeschrieben
werden (Ladewig et al., 2012; Liu et al., 2013). Nach der Kultivierung der induzierten Zellen fiir 6 d in
MAT konnten Hu et al. (2015) eine morphologische neuronale Reifung ihrer Zellen beobachten. Im
Gegensatz dazu entfernten sich die in dieser Arbeit aus den MSCs entwickelten Zellen durch die
Kultivierung in MAT bereits nach 1 d wieder von einer neuronalen Zellform. Sie breiteten sich wieder
auf ihrer Wachstumsflache aus und nahmen erneut eine spindelférmige Morphologie an, sodass sie ihre
runden Zellkorper verloren. Nach 6 d in MAT war diese Entwicklung noch deutlicher zu sehen.
Morphologisch gesehen entfernten sich die Zellen somit wieder von einer neuronalen Differenzierung.
Weiter verdndert wurden diese Zellen durch den folgenden Medienwechsel zu NeuroM. Dieses Medium
enthilt, wie MAT, die neuronalen Wachstumsfaktoren BDNF, GDNF und NT-3, jedoch ohne weiteren
Zusatz von small molecules. Es diente bei Hu et al. (2015) nach der erfolgten Transdifferenzierung
lediglich der weiteren Kultivierung der generierten neuronalen Zellen bis zur Durchfiihrung der
Experimente. In der vorliegenden Arbeit fiihrte es dahingehend zu einer weiteren morphologischen
Veranderung der Zellen, dass sich die Zellen teilweise sehr schmal und lang streckten. Morphologisch
dhnelten diese Zellen nun noch weniger neuronalen Zellen, glichen in ihrer Form und Struktur aber auch
nicht den MSCs, aus denen sie induziert worden waren. Es wird deshalb vermutet, dass diese Zellen
nicht wieder zu ihrem Ausgangszustand entdifferenzierten, sondern zu einem anderen Zelltyp
differenziert wurden, wobei nicht die gewlinschte neuronale Entwicklung erreicht wurde. Rein aus der
morphologischen Entwicklung der MSCs wéhrend der Transdifferenzierung mit NIM-3, MAT und
NeuroM konnte ein deutlicher Unterschied zu der Entwicklung der von Hu et al. (2015) verwendeten
Fibroblasten festgestellt werden. Obwohl die MSCs im Vergleich zu Fibroblasten, aufgrund ihrer
Stammzelleigenschaften, theoretisch ein hoheres Differenzierungspotential aufweisen sollten, fithrten
die Bedingungen wihrend dieser small molecule-induzierten Transdifferenzierung in den MSCs zu
keiner neuronalen Differenzierung.

Um einen genaueren Eindruck {iber den Entwicklungsstand der generierten Zellen zu erhalten, wurden

diese nach einer weiteren 4-tégigen Inkubation in NeuroM elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-
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Technik im Current-Clamp-Modus untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Zellen elektrisch erregbar
und somit in der Lage waren, Aktionspotentiale auszulésen (Abbildung 12). Diese dauerten mit
200 -300 ms langer als man von neuronalen Zellen erwarten wiirde, die iiblicherweise
Aktionspotentiale von 1 - 2 ms erzeugen (Hodgkin und Huxley, 1952; Vierbuchen et al., 2010; Moore
et al., 2014; Jiang et al., 2015), und waren nicht repetitiv. Sie glichen in ihrer Form deutlich mehr den
Aktionspotentialen, die in unreifen Neuronen gemessen wurden, die aus neuronalen Vorlduferzellen
differenziert wurden (Connor et al., 2018). Ebenfalls dhnelten diese Aktionspotentiale denen aus
Muskelzellen, Kardiomyozyten eingeschlossen (Lakatta et al., 2010; Voitychuk et al., 2012; Manchanda
etal, 2019). Hu et al. (2015) waren nach ihrer neuronalen Differenzierung von Fibroblasten in der Lage,
schnelle repetitive Aktionspotentiale zu messen, die mit denen reifer Neuronen vergleichbar waren.
Diese Diskrepanz unterstiitzt die zuvor aufgestellte These, dass MSCs mit dem gleichen Protokoll, mit
dem adulte humane Fibroblasten erfolgreich zu neuronalen Zellen differenziert werden konnten, nicht

neuronal induziert werden konnten.

Da jedoch eindeutig eine Entwicklung der MSCs zu elektrisch erregbaren Zellen stattgefunden hatte
und zu Beginn der Differenzierung eine neuronale Morphologie beobachtet werden konnte, wurde im
Folgenden versucht, das Protokoll von Hu et al. (2015) auf die Verwendung von MSCs anzupassen. Die
vielversprechendste morphologische Verdnderung der MSCs wurde im Induktionsmedium beobachtet,
die riicklaufig war, sobald das Medium zu MAT gewechselt wurde. Die Zusammensetzung des MAT in
Hinblick auf die zugesetzten small molecules unterschied sich von der des NIM-3 vor allem dadurch,
dass die differenzierungsfordernden Substanzen Valproinsdure, Repsox, SP600625, G66983 und
Y-27632 im MAT nicht mehr enthalten waren. Anstelle dessen wurde zusétzlich Dorsomorphin
zugegeben, das zusammen mit CHIR99021 und Forskolin das neuronale Uberleben und Reifen
unterstiitzen sollte. Wére die Differenzierung zum Zeitpunkt des Medienwechsels noch nicht
ausreichend fortgeschritten, wiirden also wesentliche neuronale Induktoren fehlen und die
Differenzierung wiirde unterbrochen werden, wie es experimentell beobachtet wurde.

Aus diesem Grund wurde die Induktionszeit der MSCs in NIM-3 auf 11 d verldngert. Dabei
entwickelten die Zellen wie zuvor eine neuronale Morphologie und behielten diese bei, bis sie nach 11 d
ohne vorherigen Medienwechsel zu MAT elektrophysiologisch mittels Patch-Clamp-Technik
untersucht wurden. Als Reaktion auf die Injektion depolarisierender Strome waren die differenzierten
Zellen wieder in der Lage, Aktionspotentiale auszulosen (Abbildung 13). Diese dauerten nun deutlich
kiirzer und waren in ihrer Form bedeutend schmaler und spitzer. Auf diese Weise dhnelten sie
neuronalen Aktionspotentialen deutlich mehr als zuvor, obwohl sie weiterhin nicht repetitiv waren. Ma
et al. (2011) gelang es, aus neuronalen Stammzellen Neuronen zu differenzieren und Aktionspotentiale
in ihnen auszuldsen, die den hier gemessenen sehr dhneln. Auch diese Aktionspotentiale waren in ihrer

Form sehr schmal, dauerten also sehr kurz an, und waren nicht repetitiv.
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Durch die Verldngerung der Induktionszeit der MSCs in NIM-3 konnte also eine neuronale Morphologie
und eine elektrische Erregbarkeit erreicht werden, was fiir eine neuronale Entwicklung spricht. Da die
Aktionspotentiale nicht repetitiv waren, ist offensichtlich, dass der Entwicklungszustand reifer
Neuronen nach 11 d Differenzierung in NIM-3 noch nicht erreicht war. Dementsprechend wurde
versucht, durch eine weitere Kultivierung in MAT eine Reifung der generierten Zellen zu erzielen. Auch
nach der gestreckten Inkubationsdauer in NIM-3 von 11 d verloren die Zellen nach der Zugabe von
MAT ihre neuronale Morphologie, was sich ebenfalls durch weitere Verlangerungen der Kultivierung
in NIM-3 nicht vermeiden lie3. Es war somit durch die Medien NIM-3 und MAT in dieser Kombination
und Zusammensetzung nicht moglich, MSCs in reife neuronale Zellen zu differenzieren, wie es Hu et
al. (2015) ausgehend von Fibroblasten gelungen war. Die Autoren konnten zeigen, dass MAT auf bereits
ausreichend weit entwickelte neuronale Zellen einen das Uberleben und die Reifung fordernden Effekt
hatte. Ausgehend von MSCs scheint die Differenzierung diesen ,,irreversiblen* Entwicklungszustand
auch durch eine deutlich verldngerte Inkubationszeit in NIM-3 nicht zu erreichen. Der Effekt der small
molecule-haltigen Medien war hinsichtlich der entstandenen Zellmorphologie und elektrischen
Erregbarkeit zwar vielversprechend, war aber anscheinend fiir die MSCs im Vergleich zu Fibroblasten

nicht stark genug.

4.2.2.2 Small molecule-basierte neuronale Induktion nach Bi ez al. und Aguilera-Castrejon et al.
Da die von Hu et al. (2015) in Fibroblasten erreichte neuronale Entwicklung mit dem publizierten,
ebenso wie mit dem variierten Protokoll in MSCs nicht erzielt werden konnte, wurden weitere small
molecule-basierte ~ Protokolle  getestet. Dabei wurden nun von MSCs ausgehende
Differenzierungsprotokolle gesucht, da sich Fibroblasten und MSCs trotz ihrer Verwandtschaft
offensichtlich so sehr unterscheiden, dass sich small molecule-basierte Induktionsprotokolle nicht ohne
Weiteres tibertragen lassen. Ausgewdhlt wurden die Differenzierungsprotokolle von Bi et al. (2010),
die mit MSCs aus der Ratte, einer Prdinduktion in 1 uM RA und einer 24 h Inkubationsdauer in einem
neuronalen Induktionsmedium (NIM-1) arbeiteten, und Aguilera-Castrejon et al. (2017), die fiir ihre
Differenzierung humane MSCs fiir 7 d im Induktionsmedium (NIM-2) kultivierten. Diese Protokolle
wurden in den hier verwendeten MSCs vergleichend durchgefiihrit und analysiert. Die
Kultivierungsdauer von 7 d in NIM-2 wurde in einem zusétzlichen Ansatz auf 30 d in NIM-2 verlidngert
und in einem weiteren Ansatz zur Stabilisierung der Zellen nach den 30 d in NIM-2 noch um 1d in
MAT (Hu et al., 2015) ergénzt.

Wiéhrend der Induktion wurde zunéchst die Entwicklung der Zellmorphologie betrachtet. Die zuvor in
ihrer Form fibroblastoiden MSCs verdnderten sich sowohl durch die NIM-1- als auch die NIM-2-
Behandlung zu einer Neuronen-typischen Zellform mit kleinen, runden Zellkérpern und langen
Neuriten-dhnlichen Zellfortsétzen (Abbildung 14). Nach 30 d in NIM-2 war diese Entwicklung noch
stirker sichtbar. Die Zellen hatten nach dieser Induktionszeit deutlich langere Ausldufer gebildet und
die Anzahl der nicht morphologisch verinderten Zellen war stark zuriickgegangen. Die neuronale

Morphologie blieb auch nach der zusétzlichen Kultivierung fiir 1 d in MAT erhalten. Auffallend war in
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allen Ansidtzen, wie auch zuvor bei den anderen getesteten Differenzierungen, dass keine
Zellproliferation mehr stattfand. Somit kann auch hier die Entwicklung eines postmitotischen Phanotyps
vermutet werden, der Voraussetzung fiir das Erreichen eines reifen neuronalen Entwicklungszustands
ist (Herrup und Yang, 2007). Denkbar wire allerdings auch, dass die MSCs durch die Verdnderung ihrer
zum Wachstum benétigten Umgebung seneszent wurden und sich deshalb nicht mehr teilten (Burton
und Faragher, 2015). Eine mdgliche Seneszenz der small molecule-behandelten MSCs konnte
weiterfithrend beispielsweise mittels Farbung der Seneszenz-assoziierten P-Galaktosidase {iberpriift
werden.

Die Zelldichte reduzierte sich stetig wiahrend der Induktionszeit in NIM-2, sodass nach 30 d in diesem
Medium deutlich weniger Zellen vorhanden waren. Das ist wahrscheinlich auf den Zusatz der small
molecules zuriickzufiihren, die teilweise erheblich in zelluldre Prozesse eingreifen, um eine
Differenzierung herbeifiihren zu konnen (siehe Abschnitt 1.5.1).

Bei der folgenden Patch-Clamp-Analyse zeigte sich, dass auch die verbliebenen Zellen nach 30 d in
NIM-2 sehr fragil waren. Ihre Membran war so instabil, dass die Zellen nach 30 d nicht mit dieser
Technik messbar waren, da die Membran direkt nach dem Herstellen einer Whole-Cell-Konfiguration
wieder abriss. Meist konnte nicht einmal eine Whole-Cell-Konfiguration erreicht werden. Um die
Stabilitit der Zellen wiederzuerlangen und Patch-Clamp-Messungen durchfithren zu kénnen, wurden
die Zellen deshalb fiir 1 d in MAT kultiviert, das Hu ef al. (2015) zur Foérderung der neuronalen Reifung
und Vitalitdt verwendet hatten. Mit diesem Medium gelang es, die Zellen ausreichend zu stabilisieren,
um Current-Clamp-Messungen in den differenzierten Zellen durchzufiihren. Die elektrophysiologisch
analysierten Zellen wiesen hier eine neuronale Zellmorphologie auf. In diesen Messungen wurde
nachgewiesen, dass sich die MSCs durch die Differenzierung fiir 30 d in NIM-2, gefolgt von 1 d in
MAT, zu elektrisch erregbaren Zellen entwickelt hatten (Abbildung 16), was sowohl in 7 d NIM-2-
differenzierten Zellen (Daten nicht gezeigt) als auch in den MSCs (Abbildung 7) und in den NIM-1-
differenzierten Zellen (Abbildung 15) nicht der Fall war. Die generierten Zellen reagierten auf die
Injektion depolarisierender Strome mit Aktionspotentialen. Diese waren nicht repetitiv und dauerten mit
bis zu iiber 200 ms deutlich ldnger an, als Aktionspotentiale bei reifen Neuronen mit 1-2 ms
iiblicherweise andauern (Hodgkin und Huxley, 1952; Vierbuchen et al., 2010; Moore et al., 2014; Jiang
et al., 2015). Sie dhnelten, wie auch die in den unterschiedlichen NIM-3-induzierten Zellen gemessenen
Aktionspotentiale, denen unreifer Neuronen (Ma et al., 2011; Connor et al., 2018) oder Muskelzellen

(Lakatta et al., 2010; Marger et al., 2011; Voitychuk et al., 2012; Manchanda et al., 2019).

Da in diesen Zellen, zuséitzlich zu den gemessenen Aktionspotentialen, eine neuronale Morphologie
ausgepragt war, kann eine neuronale Entwicklung angenommen werden, die im Folgenden molekular
genauer charakterisiert wurde. Dafiir wurden die fiir 30 d in NIM-2 und 1 d in MAT differenzierten

Zellen auf ihr Expressionsmuster von typischen MSC-Markern und neuronalen Markern untersucht.
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Auch die NIM-1-differenzierten Zellen und die 7 d und 30 d in NIM-2 induzierten Zellen wurden im
Vergleich zu unbehandelten MSCs analysiert.

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Differenzierung ist, dass die Zellen ihre bisherigen Eigenschaften
verlieren oder verdndern, um die Identitit des neuen Zelltyps anzunehmen (Yang et al., 2011;
Vierbuchen und Wernig, 2012). Die Expression typischer MSC-Marker wie NT5E, THYI, ENG und
ALCAM war in NIM-1- und NIM-2-differenzierten Zellen signifikant reduziert (Abbildung 17). Diese
Abnahme an MSC-Markern wihrend der Differenzierung wurde fiir die NIM-1- und 7 d NIM-2-
differenzierten Zellen bereits beschrieben (Bi et al, 2010; Aguilera-Castrejon et al, 2017). Mit
Ausnahme von NT5E waren alle MSC-Marker in den NIM-2-induzierten Zellen deutlich stérker
herunterreguliert als in den NIM-1-differenzierten Zellen, was fiir einen fortgeschritteneren
Differenzierungszustand und einen Verlust an Stammzelleigenschaften spricht. Am grofiten war der
Einfluss auf die Marker THYI und ALCAM, deren mRNA-Expression sich um mehr als das 100-fache
reduzierte. Dabei fiel vor allem bei der Analyse von THY1 auf, dass die MSC-Marker nach 30-tagiger
Kultivierung in NIM-2 ein geringeres Expressionsniveau aufwiesen als nach 7-tdgiger Kultivierung,
welches fiir eine stirkere Differenzierung spricht und die Beobachtungen der zellmorphologischen und
elektrophysiologischen Untersuchungen bestétigt.

Die NIM-1- und NIM-2-differenzierten Zellen wurden daher zur Analyse einer méglichen neuronalen
Differenzierung auf die Expression neuronaler Marker untersucht. Als Marker fiir eine friihe neuronale
Entwicklungsstufe wurde die Anwesenheit von Nestin auf mRNA- und Proteinebene tiberpriift, welches
vor allem in neuro-astroglialen Vorlduferzellen zu finden ist (Lendahl et al., 1990; Wislet-Gendebien et
al., 2003; Park et al, 2010; Zhang und Jiao, 2015). Auf mRNA-Ebene war NES in den MSCs
nachweisbar. Fir die NIM-I1-differenzierten Zellen war keine signifikante Verdnderung dieses
Expressionsniveaus zu beobachten, wihrend es in allen NIM-2-differenzierten Proben zu einer
statistisch relevanten Reduktion kam (Abbildung 17). Auf Proteinebene war Nestin in
Immunfluoreszenzfarbungen lediglich in den NIM-1-induzierten Zellen eindeutig nachweisbar, wobei
auch in diesen Proben keine starke Expression sichtbar war (Abbildung 18). Dass die Mengen an
vorhandener mRNA und Protein nicht direkt korrelieren, ist nicht ungewohnlich und kommt durch
diverse EinflussgroBen, wie die Halbwertszeiten der mRNA und des Proteins und
Regulationsmechanismen der Zelle wiahrend aller Schritte der Proteinbiosynthese, zustande (Maier et
al., 2009). Hemptinne et al. (2004) stellten fest, dass allein die Verdnderung des Wachstumsmediums
der MSCs ausreichend war, um Nestin-exprimierende neuro-astrogliale Zellen zu erzeugen. Diese
Entwicklung war deutlich wahrscheinlicher, wenn diesem Medium Retinsdure (RA) zugesetzt wurde.
Diese Entdeckung konnte auch die hohere NES-mRNA-Expression nach der NIM-1-Behandlung, der
eine Prdinkubation mit 1 uM RA vorwegging, im Vergleich zu den NIM-2-behandelten Zellen erkléren.
Bi et al. (2010) konnten zeigen, dass die Nestin-Expression durch die zusitzliche Induktion mit 1 pM
RA im Vergleich zu der alleinigen Differenzierung in NIM-1 gesteigert werden konnte. Aufgrund ihrer

Beobachtungen schrieben sie der Retinsdure eine wichtige Rolle wéhrend der Initialisierung der
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Differenzierung von MSCs zu neuronalen Vorlduferzellen zu. Es konnte somit argumentiert werden,
dass die Initialisierung in den NIM-1-induzierten Zellen eventuell aufgrund der hdher konzentrierten
small molecules effizienter stattfand als in den NIM-2-differenzierten Zellen.

Eine andere Moglichkeit wire, dass die Induktion in den NIM-2-differenzierten Zellen ebenfalls sehr
erfolgreich war und die generierten Zellen in einem anderen Entwicklungsstadium waren als die NIM-1-
behandelten Zellen. Dafiir spricht zum einen, dass elektrisch erregbare Zellen mit einer neuronalen
Morphologie erzeugt wurden, und zum anderen, dass die Nestin-Expression wéhrend der neuronalen
Reifung von neuronalen Stamm- und Vorlduferzellen zu Neuronen bekanntermallen wieder
herunterreguliert wird (Zhang und Jiao, 2015). Zusétzlich wird diese These durch die auf mRNA- und
Proteinebene gesteigerte Expression des neuronalen Markers Tujl in den NIM-2-induzierten Zellen
(Abbildung 17, Abbildung 18 und Abbildung 19) gestiitzt. Tujl ist ein Neuronen-typisches Klasse 111
B-Tubulin, das bereits in unreifen Neuronen exprimiert wird (Tondreau et al., 2004; Zhang und Jiao,
2015).

Obwohl zuvor, sowohl bei den morphologischen und elektrophysiologischen Untersuchungen als auch
bei der Analyse der MSC-Marker, der Eindruck entstand, dass die induzierte Differenzierung durch die
verlidngerte Inkubation verstirkt wurde, konnte dies bei der Analyse der NES- und TUBB3-Expression
nicht bestitigt werden. Die Entwicklung im Expressionsniveau, die durch die 7 d-Behandlung sichtbar
wurde, war nach 30 d wieder riicklaufig. Weiter verstirkt wurde dieser Effekt durch den zusétzlichen
Tag in MAT, welches auch in der NIM-3-basierten Induktion zu einer Entdifferenzierung gefiihrt hatte
(Abschnitt 4.2.2.1).

Im Gegensatz zu den NIM-2-differenzierten Zellen war die Tujl-Expression in den NIM-1-induzierten
Zellen auf mRNA-Ebene nicht und auf Proteinebene nur leicht erhoht. Umgekehrt war die MAP-2- und
in einzelnen Ansétzen die NeuN-Expression in den NIM-1-differenzierten Zellen leicht erhoht, wéhrend
sie in den NIM-2-behandelten Zellen herunterreguliert war. MAP-2 und NeuN sind typische Marker
reifer Neuronen und sind somit gute Indizien fiir eine neuronale Differenzierung der NIM-1-induzierten
Zellen. Beide Marker kommen allerdings nicht ausschlieBlich in Neuronen vor und sollten deshalb nicht
die Basis einer neuronalen Charakterisierung bilden (Yang et al., 2011).

Xue et al. (2013) konnten zeigen, dass durch die neuronale Differenzierung mittels anti-PTBP1-shRNA
die Transkriptionsfaktoren Brn-2 (POU3F2) und MyT1-L (MYTIL) hochreguliert wurden. Diese
Transkriptionsfaktoren sind wie auch SOX-2 (SOX2) in der Lage, eine neuronale Entwicklung zu
induzieren, wenn sie exogen in somatischen Zellen exprimiert werden (Vierbuchen ef al., 2010; Pang et
al., 2011; Qin et al., 2015). Es wurde untersucht, ob die Induktion dieser Faktoren auch durch die hier
verwendeten small molecule-basierten Methoden hervorgerufen werden konnte, was nicht der Fall war.
Brun et al. (2015) gelang eine Differenzierung von MSCs zu glatten, muskelzelldhnlichen Zellen. Auch
Muskelzellen sind elektrisch erregbare Zellen. Obwohl die neuronale Morphologie und die bisher
analysierten Marker eher fiir eine neuronale Entwicklung der Zellen sprachen, sollte dennoch iiberpriift

werden, ob auch eine muskuldre Differenzierung stattgefunden haben konnte. Aus diesem Grund
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wurden die muskuldren Marker ACTA2, TAGLN, MYL2 und SMYDI auf mRNA-Ebene auf ihr
Expressionsverhalten hin untersucht. Eine signifikant erhohte Expression war nach der Differenzierung
fiir keinen der getesteten muskuléren Marker messbar, sodass eine muskulére Differenzierung der MSCs

ausgeschlossen wurde.

Es kann zusammenfassend festgehalten werden, dass sich die NIM-1- und NIM-2-induzierten Zellen
nach der jeweiligen Behandlung vermutlich in unterschiedlichen neuronalen Differenzierungsstadien
befanden. Anhand der Expressionsniveaus verschiedener Marker allein war keine eindeutige Aussage
moglich, welche Zellen in ihrer neuronalen Entwicklung weiter fortgeschritten waren. Wéhrend einer
induzierten Differenzierung sind die vorhandenen Zellen auflerdem nicht alle gleich weit entwickelt,
sodass es auch innerhalb der NIM-1- und NIM-2-induzierten Zellpopulationen zu einer groBeren
Variabilitit gekommen sein konnte. Da in den NIM-2-behandelten Zellen eine elektrische Erregbarkeit
nachgewiesen werden konnte, scheinen diese Zellen in ihren physiologischen Eigenschaften eher

Neuronen zu dhneln. Reife Neuronen konnten mit beiden Induktionsmedien nicht differenziert werden.

4.2.2.3 Vergleich der verwendeten small molecule-basierten Differenzierungen

Insgesamt wurden fiir die neuronale Induktion von humanen MSCs sechs verschiedene Ansétze unter
Verwendung von drei unterschiedlichen small molecule-basierten Induktionsmedien untersucht.

Das kiirzeste Protokoll war die 24-stiindige Inkubation in NIM-1 mit vorhergehender 24-stiindiger
Prainduktion der MSCs in 1 uM RA (Bi et al, 2010). Die auf diese Weise generierten Zellen
entwickelten eine neuronale Morphologie und exprimierten einige neuronale Marker stirker als zuvor.
Allerdings konnte in diesen Zellen keine elektrische Erregbarkeit nachgewiesen werden, was eine
essenzielle Eigenschaft von Neuronen ist (Barnett und Larkman, 2007). Eine Verlingerung dieses
Protokolls war aufgrund der hohen Zytotoxizitit von NIM-1 nicht méglich. Diese hohe Zytotoxizitit
konnte durch die relativ hohe Konzentration an Valproinsdure von 1,6 mM, der erhohten
Kaliumkonzentration von 20 mM und dem DMSO-Anteil von 1,6 % zustande kommen, sodass dieses
Medium fiir eine langer andauernde Differenzierung nicht geeignet ist.

Die neuronale Transdifferenzierung nach Hu et al. (2015) dauerte mindestens 16 d an, wihrend der die
Zellen fiir 8 d in NIM-3, 6 d in MAT und mindestens 2 d in NeuroM kultiviert wurden. Dabei zeigte
sich, dass lediglich das neuronale Induktionsmedium NIM-3 eine neuronale Entwicklung hervorrief, die
durch den Medienwechsel zu MAT weder erhalten noch fortgesetzt werden konnte. NIM-3 enthielt
neben Valproinsiure (500 uM) die small molecules CHIR99021 (3 uM), Forskolin (10 uM), Repsox
(1 uM), SP600625 (10 uM), G66983 (5 uM), Y-27632 (5 pM) und cAMP (100 pM). In dem
Maturationsmedium MAT waren lediglich CHIR99021 und Forskolin weiterhin enthalten. AuBBerdem
wurde dem Medium Dorsomorphin (1 uM) zugesetzt, das zusammen mit CHIR99021 und Forskolin
das neuronale Uberleben und Reifen unterstiitzen sollte. Somit waren die differenzierungsfordernden
Substanzen Valproinsdure, Repsox, SP600625, G66983 und Y-27632 im MAT nicht mehr enthalten.

Vermutlich waren die MSCs in ihrer neuronalen Entwicklung noch nicht weit genug fortgeschritten,
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sodass es beim Medienwechsel zu MAT nicht zu der beabsichtigten neuronalen Reifung, sondern durch
das Fehlen der neuronalen Induktoren zu dem beobachteten Verlust des Differenzierungsfortschritts
kam. Obwohl die Zellen bereits eine elektrische Erregbarkeit entwickelten, fiithrte auch eine verldangerte
Inkubation in NIM-3 nicht zu einer stabilen neuronalen Entwicklung der MSCs, was durch die
Verwendung des neuronalen Induktionsmedium NIM-2 (Aguilera-Castrejon et al., 2017) etwas besser
gelang.

Auch durch die Differenzierung in diesem Medium konnten elektrische erregbare Zellen generiert
werden. Wurde die Inkubationszeit in NIM-2 von 7 d auf 30 d erhoht, fiihrte ein anschlieBender
Medienwechsel zu MAT nicht zu einer sofortigen Entdifferenzierung der Zellen, sodass von einem
fortgeschritteneren neuronalen Differenzierungszustand ausgegangen werden kann, der wahrscheinlich
durch die zugesetzten small molecules im NIM-2 verursacht wurde. Mit einer Konzentration von 20 uM
war CHIR99021 fast 7-fach hoher konzentriert als im NIM-3. Auch Forskolin wurde mit 50 pM 5-mal
so hoch eingesetzt wie im NIM-3. Zusétzlich wurde 1 uM I-BET151 verwendet. Dieser Substanz
schrieben Aguilera-Castrejon et al. (2017) die Wirkung zu, das transkriptionale Netzwerk des
Ursprungszelltyps zu unterbrechen, sodass ein neues Netzwerk entwickelt werden kann. Die Autoren
wiesen nach, dass ihr entwickeltes Protokoll zur neuronalen Transdifferenzierung von MSCs ohne
dieses small molecule ineffektiver erfolgte, und untermauerten damit ihre Theorie.

Insgesamt konnte allerdings durch keines der verwendeten Medien eine derart stabile Differenzierung
erreicht werden, dass die zugesetzten small molecules entfernt und die generierten Zellen in géngigen
neuronalen Wachstumsmedien héitten weiterkultiviert werden konnen, ohne ihre neuronalen
Eigenschaften zu verlieren. Diesem Ziel am néchsten kamen die in NIM-2 differenzierten Zellen, die
zumindest durch einen kurzzeitigen Medienwechsel zu MAT nicht sofort entdifferenzierten. Aus diesem
Grund wurde mit der NIM-2-induzierten Transdifferenzierung weitergearbeitet und diese im Folgenden

mit der sehr kurzen NIM-1-basierten Differenzierung in physiologischen Experimenten verglichen.

4.3 Gap Junctions in small molecule-induzierten MSCs

In der Literatur ist eine  Vielzahl  unterschiedlicher  small  molecule-basierter
Transdifferenzierungsprotokolle beschrieben, von denen einzelne in dieser Arbeit Verwendung fanden.
Die verwendeten small molecules sind Chemikalien, die als Aktivatoren oder Inhibitoren in
unterschiedlichste Signaltransduktionswege der Zelle eingreifen. Viele dieser Signalwege spielen in
diversen zelluldren Prozessen eine zentrale Rolle, sodass neben den gewiinschten Verdnderungen
weitreichende Auswirkungen auf die Zellphysiologie zu erwarten sowie schwer abzusehen sind.
Differenzierte und transdifferenzierte Zellen sollten aus diesem Grund umfassend physiologisch
analysiert werden, um etwaige Verdnderungen, die nicht dem Profil der Zielzellen entsprechen,
erkennen und die Folgen besser abschitzen zu kdnnen.

Gap Junctions spielen fiir die Physiologie von Zellen innerhalb eines Gewebes eine essenzielle Rolle
und beeinflussen deren Entwicklung maBigeblich (Saez et al., 2003; Bodi et al., 2004; Esseltine et al.,

2015). Umgekehrt verdndert sich die Gap Junction-Kopplung und Connexin-Expression von Zellen
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durch deren Differenzierung (Rozental et al., 2000; Swayne und Bennett, 2016). Um den Einfluss der
neuronalen Transdifferenzierung auf die Gap Junction-Kopplung zu untersuchen, wurde zunéchst die
Gap Junction-vermittelte Zell-Zellkopplung in unbehandelten MSCs und den NIM-1- und NIM-2-
differenzierten Zellen untersucht (Abschnitt 4.3.1). Andersherum wurde auch untersucht, wie sich eine
mit dem Gap Junction-Blocker CBX unterdriickte Gap Junction-Kopplung auf die neuronale

Transdifferenzierung auswirkt (Abschnitt 4.3.2).

4.3.1 Gap Junction-vermittelte Zellkommunikation in induzierten MSCs

Mithilfe von LY-Farbstofftransferexperimenten konnte gezeigt werden, dass die unbehandelten MSCs
sehr stark iiber Gap Junctions miteinander gekoppelt waren (Abbildung 21 und Abbildung 22). So war
der in eine Zelle injizierte Farbstoff LY nach einer definierten Inkubationszeit von 10 min in eine
Vielzahl an Nachbarzellen diffundiert. Da LY Membran-impermeabel, aber Gap Junction-permeabel
ist, kann von einem Farbstofftransfer zwischen den Zellen iiber Gap Junction-Kanidle ausgegangen
werden. Diese Kopplung der MSCs untereinander ist bereits bekannt und wird vor allem durch die
kardialen Connexine Cx40, Cx43 und Cx45 verursacht (Dorshkind et al., 1993; Bodi et al., 2004;
Valiunas et al., 2004). In den hier verwendeten MSCs konnte die mRNA der Connexine Cx37, Cx40,
Cx43, Cx45 und in geringeren Mengen auch von Cx26 nachgewiesen werden (Abbildung 24). Dabei
war Cx43 mit Abstand am stdrksten exprimiert, sodass es naheliegend wire, dass die starke Gap
Junction-Kopplung vor allem durch dieses Connexin verursacht wird. Diese These miisste in
weiterfithrenden Experimenten durch die Verwendung von spezifischen Gap Junction-Inhibitoren, wie
beispielsweise dem mimetischen Peptid “*Gap26, oder durch gezielten siRNA-Knockdown von Cx43
iberpriift werden.

Todorova et al. (2008) konnten bereits zeigen, dass die interzellulire Gap Junction-Kopplung in
embryonalen Stammzellen notwendig ist, um diese in einem undifferenzierten und proliferierenden
Zustand zu erhalten. Dieser Einfluss von Gap Junctions auf die Proliferationsfahigkeit konnte auch in
himatopoetischen und neuralen Vorlauferzellen festgestellt werden (Bodi et al.,, 2004; Cheng et al.,
2004). Es wire somit auch fiir MSCs denkbar, dass die gemessene hohe Gap Junction-vermittelte Zell-
Zellkopplung zum Erhalt der Proliferationsfahigkeit beitrdgt und eine Differenzierung der Zellen
verhindert. MSCs sind aullerdem in der Lage, Gap Junctions zu anderen Zelltypen zu bilden. So sind
sie in ihrer natiirlichen Umgebung, der Stammzellnische im Knochenmark, {iber Gap Junctions mit den
himatopoetischen Stammzellen gekoppelt und fordern dort unter anderem deren Proliferation und die
Héamatopoese (Rosendaal ef al., 1997; Diirig ef al., 2000; Genet et al., 2018).

Fiir die Annahme, dass die Gap Junction-vermittelte Zellkopplung in den MSCs einen undifferenzierten
und proliferierenden Zustand erhélt, spricht ebenfalls, dass die nicht mehr proliferierenden NIM-2-
differenzierten Zellen im zeitlichen Verlauf eine zunehmend reduzierte Gap Junction-Kopplung
aufwiesen, was sich in einer deutlich geringeren LY-Farbstofftransferrate zeigte, die durch die Zugabe
von MAT fiir 1 d wieder leicht erh6ht wurde. Die NIM-1-induzierte Differenzierung fiihrte zu keiner
reduzierten Gap Junction-Kopplung (Abbildung 21 und Abbildung 22).
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Es ist bekannt, dass Gap Junctions und Connexine, insbesondere Cx36, auch in Neuronen und
neuronalem Gewebe ausgebildet sind und eine essenzielle Rolle, beispielsweise fiir die Bildung
elektrischer Synapsen, spielen (Gutnick und Prince, 1981; Lo Turco und Kriegstein, 1991; Yuste et al.,
1995; Bittman et al., 1997; Noctor et al., 2001). Bei einer Transdifferenzierung von MSCs zu Neuronen
wiirde erwartet, dass Cx37, Cx40 und Cx43 herunterreguliert wiirden, wéhrend die in Neuronen zu
findenden Connexine Cx26, Cx45 und vor allem Cx36 hochreguliert wiirden (Condorelli et al., 2000;
Rozental et al., 2000; Sohl et al., 2005; Eugenin et al., 2012; Swayne und Bennett, 2016). mRNA von
Cx36 konnte allerdings vor und nach der neuronalen Induktion nur in derart geringen Spuren gefunden
werden, dass diese physiologisch wahrscheinlich keine Relevanz besitzen. Cx37, das vor allem in
Endothelzellen diverser Gewebetypen zu finden ist (Kar ef al., 2012), und Cx40 waren auf mRNA-
Ebene auf einem &hnlich moderaten Niveau exprimiert und wurden durch die NIM-2-induzierte
Differenzierung signifikant herunterreguliert, im Fall von Cx40 sogar stark. Auch das zuvor sehr stark
exprimierte Cx43 wurde durch die NIM-2- und ebenso durch die NIM-1-vermittelte neuronale Induktion
in seiner Expression signifikant reduziert. Die Entwicklungen im Expressionsniveau der Connexine
Cx37, Cx40 und Cx43 entsprachen somit den Erwartungen. Fiir Cx45 wurden die Erwartungen
allerdings nicht erfiillt. Die Expression dieses Connexins wurde auf mRNA-Ebene nicht wie vermutet
gesteigert, sondern wurde ebenfalls signifikant reduziert. Einzig fiir Cx26 konnte die erwartete
Steigerung im Expressionsniveau auf mRNA-Ebene in den NIM-2-induzierten Proben beobachtet
werden.

Auf Proteinebene konnte fiir Cx45, im Gegensatz zu den Verdnderungen auf mRNA-Ebene, keine durch
die Differenzierungen hervorgerufene signifikante Reduktion der Expression beobachtet werden. Es
zeigte sich, dass Cx45 insgesamt sehr schwach detektierbar war und durch die Differenzierungen nicht
verdandert wurde (Abbildung 26). Fir Cx26 und Cx43 konnten die Beobachtungen aus der qRT-PCR
auch im Western Blot im Wesentlichen bestitigt werden. Auf Proteinebene zeigte sich hier, dass die
Expression nur durch die NIM-2-induzierte Differenzierung signifikant reduziert wurde. Die NIM-1-
vermittelte Induktion der MSCs zeigte keinen Einfluss auf die detektierte Proteinmenge an Cx43. In
weiterfilhrenden Experimenten sollten auch die {brigen in der qRT-PCR auf mRNA-Ebene
untersuchten Connexine auf Proteinebene quantifiziert werden, da bereits bei Cx45 und Cx43
Abweichungen zwischen dem gemessenen Expressionsniveau auf mRNA- und auf Proteinebene
festgestellt wurden.

Die beobachtete, deutliche Reduktion der Gap Junction-vermittelten Farbstoffkopplung durch die
NIM-2-induzierte Transdifferenzierung liegt somit wahrscheinlich in der verminderten Expression der
Connexine Cx37, Cx40 und Cx43 begriindet. Die Expressionssteigerung von Cx26 schien diesen Effekt
unter den Versuchsbedingungen nicht ausgleichen zu kdnnen. Cx43 wurde dabei der grofite Einfluss auf
die reduzierte Gap Junction-Kopplung zugeschrieben, da selbst das herunterregulierte
Expressionsniveau noch deutlich hoher lag als das der anderen Connexine vor der Reduktion, wie aus

den mRNA-Analysen ersichtlich wurde. Um diesen vermuteten dominanten Effekt von Cx43 genauer
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zu untersuchen, konnten die Farbstofftransfer-Versuche ausblickend beispielsweise unter gezieltem
Cx43-Knockdown mittels siRNA oder shRNA wiederholt werden.

Cx26 ist in vivo fir eine vollstindige neuronale Entwicklung und die Synapsenbildung im Neocortex
essenziell (Su et al, 2017). Die durch die NIM-2-Induktion hervorgerufene Steigerung im
Expressionsniveau konnte somit ein Hinweis auf eine neuronale Differenzierung der MSCs sein. Cx43
wird typischerweise nicht von reifen Neuronen exprimiert, ist allerdings bei der neuronalen Entwicklung
unerlésslich, wobei es vielfiltige Funktionen hat. Wiahrend Cx43 in der embryonalen Entwicklung die
Proliferation fordert, hat es in der adulten Neurogenese proliferationshemmende Eigenschaften (Swayne
und Bennett, 2016). Shin ez al. (2015) konnten beobachten, dass die Expression von Cx43 in aktivierten
neuronalen Stammzellen und in proliferierenden neuronalen Vorlduferzellen herunterreguliert ist. Die
hier gemessene deutliche Reduktion des Expressionsniveaus von Cx43 spricht somit stark fiir eine
neuronale Differenzierung der MSCs. Dass allerdings auch nach der NIM-2-induzierten Differenzierung
immer noch eindeutig Cx43 nachgewiesen werden konnte, ldsst darauf schliefen, dass keine
vollstindige neuronale Reifung durchlaufen wurde und sich die Zellen moglicherweise auf dem
neuronalen Entwicklungsstand von neuronalen Vorlduferzellen oder immaturen Neuronen befanden
(Rozental et al., 2000; Swayne und Bennett, 2016). Auch die fehlende Expression von Cx36 unterstiitzt
diese These, da dieses Connexin fiir die Bildung elektrischer Synapsen in reifen Neuronen unverzichtbar
ist und in diversen Neuronentypen exprimiert wird (Belluardo et al., 2000; Condorelli et al., 2000;
Gulisano et al., 2000; So6hl ef al., 2005; Eugenin et al., 2012; Pereda, 2014).

Obwohl Gap Junctions in Neuronen fiir die Bildung elektrischer Synapsen essenziell sind, ist die Gap
Junction-vermittelte Zellkopplung in Neuronen nicht so stark ausgeprdgt wie in neuronalen
Vorlauferzellen (Duval et al., 2002; Eugenin et al., 2012), was die beobachtete Reduktion der Kopplung
wihrend der induzierten Differenzierung begriindet. Die wieder leicht erhdhte Gap Junction-Kopplung
durch die Inkubation in MAT lésst auf eine erneute Entdifferenzierung der NIM-2-induzierten Zellen
schlieBen, wie sie schon zuvor nach der Analyse verschiedener Marker vermutet wurde (Abschnitt
4.2.2.2). Wird angenommen, dass mit der NIM-1-induzierten Transdifferenzierung neuronale
Vorlduferzellen erzeugt wurden (vergl. hierzu Abschnitt 4.2.2.2), so erklért dies die in diesen Zellen
gemessene Gap Junction-vermittelte LY -Farbstoffkopplung, die mit der von unbehandelten MSCs
vergleichbar war (Abbildung 21 und Abbildung 22).

Gap Junctions haben nicht nur als vollstindige Zell-Zell-verbindende Kanile eine physiologische
Relevanz. Auch die Gap Junction-Halbkanéle, die flir einen vollstindigen Kanal von beiden beteiligten
Zellen jeweils gebildet und zur Kanalbildung beigesteuert werden, sind fiir sich genommen funktionale
Kanéle, die in gedffnetem Zustand eine Diffusion kleinerer Molekiile zwischen dem Zytoplasma und
dem extrazelluldren Raum ermoglichen. Fiir die Zellkommunikation spielen sie ebenfalls eine Rolle, da
Botenstoffe, wie beispielsweise ATP, durch sie in den extrazelluliren Raum freigesetzt und dort

autokrin oder parakrin an Rezeptoren binden und zellulédre Signale induzieren konnen. Natiirlich konnen
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auf dem umgekehrten Wege auch Botenstoffe und andere kleine Molekiile in die Zelle gelangen
(Goodenough und Paul, 2003; Belousov et al., 2017).

Um die Aktivitit eventuell vorhandener Gap Junction-Halbkanile zu untersuchen, wurden mit den
unbehandelten MSCs und den NIM-2-differenzierten Zellen Farbstoffaufnahme-Experimente mit EtdBr
durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Farbstoffaufnahmerate in den unbehandelten
MSCs durch den Entzug von Ca*" im Badmedium minimal, jedoch signifikant, erhéht wurde (Abbildung
23). Das spricht fiir die Anwesenheit weniger aktiver Gap Junction-Halbkanéle, die durch den Entzug
des extrazelluliren Ca?" gedffnet wurden und somit in diesem Versuchsabschnitt eine hdohere
Farbstoffaufnahmerate ermoglichten. Durch Ultraschall gedffnete funktionale Cx43-Halbkanéle
wurden in MSCs bereits nachgewiesen (Yoon et al., 2018). In einem weiteren Versuchsabschnitt wurde
dem Ca?'-freien Badmedium zusitzlich 100 uM des unspezifischen Gap Junction-Blockers CBX
zugesetzt, der die zuvor gedffneten Gap Junction-Halbkanidle blockieren und somit die
Farbstoffaufnahmerate senken sollte (Schalper er al., 2008a; Yi et al., 2016). Beobachtet wurde
allerdings ein deutlicher Anstieg der Farbstoffaufnahmerate durch die Zugabe von CBX. Eine mogliche
Erkldrung dafiir wére, dass CBX die Zellmembran schidigt und auf diese Weise einen hdheren
Farbstoffeinstrom ermoglicht. Ein Zellmembran-schddigender Einfluss von CBX konnte in fritheren
Patch-Clamp-Versuchen an der Granulosa-Zelllinie GFSHR-17 bereits festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Um die Ergebnisse dennoch abzusichern und einen belastbaren Bezug zu Gap Junction-
Halbkanilen herzustellen, sollten die Versuche unter Verwendung anderer Gap Junction-Halbkanal-
Inhibitoren wie La*" oder einem mimetischen Peptid wie Gap26 wiederholt werden (Wang et al., 2013;
Saez und Leybaert, 2014; Fiori et al., 2017).

In den Farbstoffaufnahme-Experimenten in den differenzierten Zellen zeigte sich, dass alle Proben in
allen Versuchsabschnitten eine im Vergleich zu den MSCs signifikant erhohte Halbkanalaktivitét
aufwiesen (Abbildung 23). Unter Anwesenheit von 2 mM Ca®" war das gemessene Aktivititsniveau in
7 d und 30 d NIM-2-induzierten Zellen dhnlich hoch, sank jedoch nach der Zugabe von MAT fiir 1 d
wieder. Durch den Entzug des extrazelluldren Ca®* wurde die Halbkanalaktivitit im Vergleich zum Ca*'-
haltigen Medium in allen NIM-2-induzierten Proben wiederum signifikant erhoht. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann von einer erhohten Halbkanalaktivitit in den NIM-2-differenzierten Zellen
ausgegangen werden. Naheliegend wire, dass die gesteigerte Halbkanalaktivitdt in der erhohten
Expression von Cx26 begriindet liegt. Dieses Connexin war das einzige, das durch die neuronale
Induktion mit NIM-2 hochreguliert wurde, und aktive Gap Junction-Halbkanéle dieses Connexins sind
bekannt (Fiori et al, 2012; Valiunas, 2013). Es war auBlerdem auffillig, dass Cx26 bei einer
Uberexpression kleinere Gap Junction-Plaques ausbildete als Cx46 (Schadzek et al., 2018). Es kann
deshalb spekuliert werden, dass im Umkehrschluss mehr Cx26 in Form von Gap Junction-Halbkanélen
vorhanden sein konnte. Eine Gap Junction-Halbkanalaktivitit in den MSCs war kaum vorhanden und
die in MSCs exprimierten Connexine Cx37, Cx40 und Cx43 wurden durch die Differenzierung

herunterreguliert oder waren, wie Cx45, nach wie vor nur schwach exprimiert. Es ist dennoch moglich,
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dass diese Connexine nach der Differenzierung eine Halbkanalaktivitit ausbildeten, was in
verschiedenen Gewebetypen schon gezeigt werden konnte (Wang ef al., 2013; Retamal, 2014). Diese
Annahme wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Cx43 auch nach der Differenzierung immer
noch das am stirksten exprimierte Connexin ist. Da die Gap Junction-Kopplung drastisch reduziert
wurde, wire es denkbar, dass die vorhandenen Connexine nun als Halbkanidle aktiv wéren.
Weiterfiihrende Experimente mit gezieltem Knockdown einzelner Connexine mittels siRNA oder
shRNA konnten iiber die genaue Involvierung der Connexine in die gesteigerte Halbkanalaktivitét
Aufschluss geben.

In Neuronen wurde unter physiologischen Bedingungen bisher keine Gap Junction-Halbkanalaktivitét
nachgewiesen. Eine Aktivitét verschiedener Connexin-Isoformen ist allerdings denkbar (Thompson und
MacVicar, 2008) und eine Existenz funktionaler Halbkanidle des Neuronen-typischen Cx36 unter
pathophysiologischen Bedingungen konnte bereits gezeigt werden (Schock et al., 2008). Ebenfalls in
Neuronen nachgewiesen, kommen fiir die gemessene Halbkanalaktivitdt auch die mit den Connexinen
strukturverwandten Pannexine in Frage. Diese Proteine bilden Gap Junction-Halbkanal-dhnliche
Ionenkanile in der Zellmembran aus und ermdglichen ebenso die Diffusion von lonen und Metaboliten
(Swayne und Bennett, 2016). Pannexine wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher betrachtet und
konnten ausblickend in den NIM-2-differenzierten Zellen untersucht werden.

Wihrend in Neuronen unter physiologischen Bedingungen keine bedeutsame Halbkanal-Aktivitit
gemessen wurde, wurden in neuronalen Vorlauferzellen aktive Gap Junction-Halbkanéle nachgewiesen,
die dem Erhalt dieser Zellen in einem undifferenzierten proliferierenden Zustand dienten (Talaveron et
al., 2015). Die Anwesenheit funktionaler Gap Junction-Halbkanile in den NIM-2-induzierten Zellen
konnte somit fiir einen neuronalen Entwicklungsstand der Zellen sprechen, der zwischen dem neuronaler
Stamm- und Vorlduferzellen und dem reifer Neuronen einzuordnen ist. Es kdnnten somit immature

Neuronen erzeugt worden sein.

4.3.2 Einfluss der Gap Junction-Kopplung auf die neuronale Differenzierung

Verschiedenen Connexinen wird ein essenzieller Einfluss auf die neuronale Differenzierung und
Entwicklung nachgesagt. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Cx36 neben seiner
malBgeblichen Beteiligung an der Ausbildung elektrischer Synapsen auch notwendig zu sein scheint, um
in vivo und in vitro eine neuronale Differenzierung zu induzieren (Rozental et al., 2000; Hartfield et al.,
2011). Die nicht vorhandene Expression dieses Connexins nach der NIM-2-induzierten Differenzierung
der MSCs konnte also nicht nur bedeuten, dass kein Entwicklungszustand reifer Neuronen erreicht
wurde, sondern konnte dies sogar beeinflusst haben. Cx43 ist in neuronalen Vorlduferzellen stark
exprimiert, in denen es die Wachstumsfaktor-abhingige Zellproliferation fordert und auf diese Weise
eine neuronale Differenzierung unterdriickt (Rozental et al., 2000; Lemcke und Kuznetsov, 2013). In
MSCs konnte auBBerdem gezeigt werden, dass Cx43 wichtig ist, um eine vorzeitige Zellseneszenz zu
verhindern (Shao er al, 2019). Umgekehrt ist somit die Vermutung naheliegend, dass die Cx43-

Expression in den Zellen reduziert werden muss, um eine neuronale Differenzierung einzuleiten. In der
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Tat wurde fiir neuronale Vorlduferzellen bereits festgestellt, dass Cx43 zum Voranschreiten der
neuronalen Differenzierung herunterreguliert und die Zellen auf diese Weise entkoppelt werden miissen
(Rozental et al., 2000; Duval et al., 2002; Rinaldi et al., 2014). Diese Unterdriickung der Gap Junction-
Kopplung wird darum von verschiedenen Autoren als Voraussetzung fiir das Verlassen des Zellzyklus
und somit eine erste Induktion einer neuronalen Differenzierung beschrieben (Rozental et al., 2000;
Lemcke et al., 2013; Lemcke und Kuznetsov, 2013; Rinaldi et a/., 2014). Die Regulation des Zellzyklus
durch das Linsenconnexin Cx50 und der damit verbundene Einfluss auf das Zellwachstum und die
Differenzierung konnten bereits nachgewiesen werden (Shi et al., 2015).

Wihrend der in dieser Arbeit durchgefiihrten NIM-2-induzierten neuronalen Differenzierung der MSCs
konnte eine deutliche Reduktion der Cx43-Expression beobachtet werden, wobei es allerdings zu
keinem vollstdndigen Verlust an Cx43 kam. Das konnte zu der unvollstindigen neuronalen
Differenzierung beigetragen haben. Da, wie bereits beschrieben, die Entkopplung der Zellen eine
Voraussetzung fiir die neuronale Differenzierung zu sein scheint, wurde dem neuronalen
Induktionsmedium zusétzlich der unspezifische Gap Junction-Blocker CBX zugesetzt. Auf diese Weise
sollte die Gap Junction-vermittelte Zell-Zellkopplung wéhrend der Differenzierung inhibiert und somit
die neuronale Transdifferenzierung der MSCs gefordert werden. Um den Erfolg dieses Vorhabens zu
iiberpriifen, wurden verschiedene neuronale Marker und Connexine auf mRNA-Ebene auf ihr
Expressionsniveau hin untersucht und mit der Differenzierung ohne Zusatz von CBX verglichen. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die durch CBX unterdriickte Gap Junction-Kopplung keinen férdernden
Effekt auf die neuronale Transdifferenzierung der MSCs hatte. Weder waren die untersuchten MSC-
Marker durch CBX stérker herunterreguliert worden noch waren die neuronalen Marker nach der
Induktion stérker exprimiert. Ein &dhnliches Bild stellte sich auch fiir die analysierten Connexin-
Isoformen dar. Die meisten Connexine blieben in ihrem Expressionsniveau durch CBX unverédndert.
Nur Cx45 wurde durch CBX stérker herunterreguliert als zuvor. Dieses Ergebnis sollte ausblickend auf
Proteinebene iiberpriift werden. Da keine differenzierungsférdernden oder -beschleunigenden Effekte
einer mit CBX inhibierten Gap Junction-Kopplung auf die NIM-2-Induktion sichtbar waren, wird an
dieser Stelle geschlussfolgert, dass die Reduktion der Gap Junction-Kopplung zwar eine notwendige
Konsequenz einer vollstdndigen neuronalen Entwicklung zu sein scheint, sie allerdings nicht direkt

fordert.

4.4 Purinerge Rezeptoren in small molecule-induzierten MSCs

In MSCs, wie auch in neuronalen Zellen, spielen neben Gap Junction-Kanilen und -Halbkanédlen auch
purinerge Rezeptoren eine tragende Rolle in der Zellkommunikation. Sowohl in MSCs als auch in
neuronalen Stamm- und Vorlduferzellen konnte gezeigt werden, dass die ATP-vermittelte purinerge
Signaltransduktion die Proliferation der Zellen mafB3geblich beeinflusst (Ryu et al., 2003; Pearson et al.,
2005; Coppi et al., 2007; Riddle et al., 2007). Auch apoptotische Mechanismen konnen auf diese Weise
eingeleitet werden (Delarasse ef al., 2009). In neuronalen Vorlduferzellen wurde aulerdem beobachtet,

dass durch die Stimulierung purinerger Rezeptoren die neuronale Differenzierung induziert wird (Tsao
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et al., 2013). Ahnliches wurde auch fiir MSCs festgestellt, in denen purinerge Rezeptoren sowohl in der
osteogenen als auch in der adipogenen Differenzierung eine tragende Rolle spielen (Zippel et al., 2012;
Ciciarello et al., 2013). Es wire naheliegend, wenn die ATP-vermittelte purinerge Signaltransduktion
auch fiir die neuronale Transdifferenzierung von MSCs wichtig wére und sich das Expressionsverhalten

purinerger P2-Rezeptoren wihrend der Differenzierung dndern wiirde.

Um die Reaktivitit der MSCs und der 7 d NIM-2-induzierten Zellen auf ATP-Stimulierungen
physiologisch zu untersuchen, wurde zunéchst iiberpriift, ob die induzierten Zellen wie die MSCs (vgl.
Abschnitt 4.1) wiederholt auf ATP reagieren, ohne dass es zu einer Desensibilisierung der aktivierten
Rezeptoren kommt. Dafiir wurden sowohl die MSCs als auch die differenzierten Zellen jeweils alle
3 min fiir 5's mit 50 uM ATP perfundiert und wihrenddessen ihre intrazellulire Ca**-Konzentration
emissions-ratiometrisch gemessen. Durch die ATP-Zugabe konnte in allen Féllen ein Anstieg der
intrazelluliren Ca?*-Konzentration beobachtet werden (Abbildung 29), ein Befund, der wie bereits
publiziert, auf die Anwesenheit von purinergen P2-Rezeptoren hindeutete (Zippel et al., 2012). Zwar
wurden die Zellen ausschlieBlich mit ATP behandelt, allerdings ist es dennoch moglich, dass die
zelleigenen Rezeptoren nicht nur von ATP sondern auch von Adenosin stimuliert wurden. Auf der
Zelloberflache der MSCs befinden sich charakteristischerweise die Ektonukleotidasen CD39 und CD73,
die in der Lage sind, ATP zu Adenosin zu degradieren. CD73 ist ein typischer MSC-Marker und wurde
auch im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich in den MSCs nachgewiesen (siche Abschnitt 4.1). Es ist also
anzunehmen, dass ATP sowohl direkt auf P2-Rezeptoren als auch indirekt nach seiner Degradation als
Adenosin auf P1-Rezeptoren wirkt, wie es auch von anderen Autoren bereits beschrieben wurde
(Ciciarello et al., 2013). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die P1-Rezeptoren nicht niher betrachtet,
sondern ausschlieBlich die P2-Rezeptoren analysiert. Da die P1-Rezeptoren wie auch die P2-Rezeptoren
in diversen Zelltypen ein sehr weites physiologisches Wirkungsspektrum abdecken, kann davon
ausgegangen werden, dass sich ihr Einfluss und ihr Expressionsmuster wihrend der neuronalen
Induktion der MSCs verdnderte. In weiterfilhrenden Experimenten wire es sinnvoll, auch diese
Rezeptoren wihrend der NIM-2-induzierten Differenzierung zu untersuchen.

Die ATP-Zugabe fiir 5 s alle 3 min fiihrte zu transienten intrazelluliren Ca**-Signalen in Form von
schmalen, deutlich definierten Peaks. Es konnte bei diesen Intervallen festgestellt werden, dass die
Zellen in der Lage waren, auf die wiederholten ATP-Stimuli mit repetitiven Ca?*-Signalen zu reagieren,
ohne dass es zu einer vollstindigen Desensibilisierung der angesprochenen Rezeptoren und damit zum
Ausbleiben weiterer Ca?’-Reaktionen kam. Es konnte allerdings eine sukzessive Reduktion der
Signalstirke beobachtet werden, die vermutlich durch ein allmdhliches Ausbleichen des
Fluoreszenzfarbstoffes Indo-1 AM zustande kam. Ein deutlicher Unterschied wurde allerdings in der
Reaktionsféhigkeit der Zellen sichtbar. So waren 87 % der MSCs in der Lage, mit intrazelluldren Ca®'-
Signalen auf die ATP-Stimuli zu reagieren, wihrend das nur auf 36 % der 7 d NIM-2-induzierten Zellen

zutraf. Diese deutliche Reduktion der Reaktionsféhigkeit in den differenzierten Zellen kénnte zum einen
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durch einen tatséchlichen Verlust der Sensitivitdt auf ATP zustande gekommen sein. Zum anderen
wurde vor der Durchfiihrung der Ca*-Imaging-Experimente kein eindeutiges Kriterium zur
Bestimmung der Zellvitalitdt angelegt. So konnte es sein, dass ebenfalls Zellen gemessen wurden, die
aufgrund ihrer mangelnden Viabilitdt aus dem Versuch hitten ausgeschlossen werden sollen. Da
bekannt war, dass mit dem neuronalen Induktionsmedium ein Kompromiss zwischen einer gewissen
Zytotoxizitdt und der Féhigkeit zur Induktion und Forderung der neuronalen Transdifferenzierung
eingegangen werden musste, wire eine reduzierte Viabilitdt denkbar. Natiirlich kdnnte sich auch die
Zusammensetzung der purinergen Rezeptoren durch die Differenzierung derart verandert haben, dass
die zuvor fiir die MSCs ausgewihlte ATP-Konzentration von 50 uM nun zu niedrig war. So gibt es
beispielsweise eine Studie, die mithilfe mathematischer Modellierungen fiir den humanen P2X7-
Rezeptor eine minimale ATP-Konzentration von 100 uM zum Ausldsen einer Ca?*-Reaktion voraussagt
(Xing et al., 2016). Sollten diese Berechnungen auch fir MSCs zutreffend sein, wiirden P2X7-
Rezeptoren bei einer Stimulierung mit 50 uM ATP zumindest deutlich seltener oder sogar iiberhaupt
nicht aktiviert werden. Um Zweifel dahingehend auszurdumen, kdnnte in zukiinftigen Experimenten mit
einer hoheren ATP-Konzentration von zum Beispiel 1 mM, gearbeitet werden.

Im Folgenden wird die Zusammensetzung und physiologische Aktivitit der P2X-Rezeptoren (Abschnitt
4.4.1) und P2Y-Rezeptoren (Abschnitt 4.4.2) in den auf extrazellulires ATP reagierenden Zellen
diskutiert.

4.4.1 P2X-Rezeptoren in small molecule-induzierten MSCs

Die ionotropen P2X-Rezeptoren sind lIonenkanile, die sich bei ATP-Stimulierung 6ffnen und so unter
anderem den Einstrom von Ca?-Ionen aus dem extrazelluliren Raum in das Zytoplasma ermdglichen
(Khakh, 2001; North, 2002). Soll festgestellt werden, ob oder welcher Anteil an purinerger
Signaltransduktion durch P2X-Rezeptoren verursacht wird, kann dem extrazellulidren Medium das Ca**
entzogen werden. Auf diese Weise ist bei der Stimulierung der P2X-Rezeptoren extrazelluldr kein Ca**
vorhanden, das durch den getffneten Kanal in die Zelle einstrdomen konnte. Weiterhin messbare
intrazellulire Ca?*-Signale wiren dann durch P2Y- oder P1-Rezeptoren verursacht worden.

Unter Entzug von extrazelluldrem Ca®" zeigte sich, dass sich in MSCs die Hohe der Ca®*-Signale in
Antwort auf die ATP-Stimuli nur schwach verdnderte (Abbildung 31 und Abbildung 33). Die Reduktion
um maximal 15 % spricht dafiir, dass in MSCs unter diesen Versuchsbedingungen nur ein geringer
Anteil der ATP-induzierten Ca*'-Signale durch P2X-Rezeptoren hervorgerufen wurde. Das steht
zundchst im Widerspruch zu den Forschungen von Ferrari et al. (2011). Diese Autoren zeigten, dass
ATP-abhiingige Ca”'-Signale auch stark von P2X-Rezeptoren abhingig sind. In weiteren
physiologischen Experimenten und unter Verwendung des selektiven P2X7-Antagonisten KN62
konnten sie zeigen, dass die gemessenen Ca”'-Signale sehr stark vom P2X7-Rezeptor beeinflusst
wurden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden allerdings mit einer ATP-
Konzentration von 50 uM durchgefiihrt, was fiir alle P2X-Rezeptoren auBler P2X7 eine ausreichend

hohe Konzentration fiir eine Aktivierung wire (North, 2002). Fiir die Untersuchung von P2X7-
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Rezeptoren wird hingegen iiblicherweise eine ATP-Konzentration von 1 mM verwendet, da dieser
Rezeptor deutlich weniger sensitiv auf ATP reagiert und somit vermutlich wéhrend der durchgefiihrten
Experimente mit 50 uM ATP nicht stimuliert werden konnte. Dariiber hinaus ist wissenschaftlich
anerkannt, dass ATP-induzierte intrazelluldre Ca®*-Signale in MSCs anteilig sowohl von P2X- als auch
P2Y-Rezeptoren erzeugt werden (Coppi ef al., 2007; Ferrari et al., 2011; Peng et al., 2016). Ferrari et
al. (2011) zeigten, dass P2X7-Rezeptoren physiologisch von allen P2X-Rezeptoren den grofBten
Einfluss in MSCs haben, und konnten auf mRNA-Ebene alle P2X-Rezeptoren mit Ausnahme von P2X2
nachweisen, wihrend es auf Proteinebene lediglich P2X1, P2X4 und P2X7 waren (Ferrari ef al., 2011).
Diese Ergebnisse sind in den wesentlichen Punkten kongruent mit den hier gemachten Beobachtungen
in dem Sinne, dass auf mRNA-Ebene alle P2X-Rezeptoren, auch P2X2, detektiert werden konnten
(Abbildung 34). Dabei waren P2X2 und P2X1 auf einem &hnlichen, sehr niedrigen Expressionsniveau
nachweisbar, wihrend die Rezeptoren P2X4, P2X6 und P2X7 am stirksten exprimiert waren, sodass
eine physiologische Aktivitit von P2X7 unter angepassten experimentellen Bedingungen durchaus
wahrscheinlich wire. Eine generelle Variabilitdt in MSC-Populationen ist nicht verwunderlich, sowohl
in Hinblick auf eine Donor- als auch auf eine Populations-abhingige Heterogenitit (Phinney, 2012).
Eine Donor-abhingige Variabilitit der P2-Rezeptorexpression konnte zudem bereits gezeigt werden
(Peng et al., 2016). Besonders mit dem Wissen, dass allein durch den small molecule-Zusatz zum
Zellkulturmedium Differenzierungen in MSCs induziert werden konnen, ist zudem offensichtlich, dass
die Kultivierungsbedingungen von MSCs einen groBen Einfluss auf ihr Transkriptom und ihre
Physiologie haben. Leichte Abweichungen zwischen den Expressionsanalysen verschiedener Autoren
sind somit durchaus erklérbar.

Die P2X-Rezeptoren sind in MSCs auf verschiedene Weise relevant. Sowohl P2X7 als auch P2X6 und
P2XS5 beeinflussen die Osteogenese von MSCs, allerdings in unterschiedlicher Weise. Wahrend P2X7
die Osteogenese und Mineralisierung fordert (Sun et al., 2013; Noronha-Matos et al., 2014), wirken ihr
P2X5 und P2X6 entgegen (Zippel et al., 2012). Fiir den P2X4-Rezeptor wurde gezeigt, dass er in MSCs
ein wichtiger Mediator von ATP-abhéingigem Ca?'-Einstrom mit anschlieBender autokriner
Signalgebung ist, die zu extrazelluliren ATP-Oszillationen fithrt (Kwon, 2012). Der schwache
Riickgang der intrazelluldren Ca**-Signale durch den Entzug des extrazelluliren Ca** konnte also von

der vorherigen Aktivitit der Rezeptoren P2X4, P2X5 und P2X6 herriihren.

Im Vergleich zu den MSCs zeigten die 7 d NIM-2-induzierten Zellen durch den extrazelluléren Ca*'-
Entzug eine deutliche Reduktion in der Stirke der hervorgerufenen intrazellulidren Ca?*-Signale, die sich
signifikant von denen der MSCs unterschieden (Abbildung 31 und Abbildung 33). Aufgrund der
niedrigen ATP-Konzentration blieb auch in diesen Messungen der P2X7-Rezeptor wahrscheinlich
unberiicksichtigt. Der erhdhte Anteil ionotroper Ca**-Einstrome wiirde eine héhere Expression von
P2X-Rezeptoren erwarten lassen, wobei andere Ca’*-gingige Kanille in der Zellmembran nicht

ausgeschlossen werden konnen. Entgegen der Erwartungen konnte auf mRNA-Ebene kein P2X-
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Rezeptor nachgewiesen werden, dessen Expression nach der NIM-2-Induktion erh6ht war, sondern, im
Gegenteil, die signifikante Abnahme von P2X4, P2X5, P2X6 und P2X7 festgestellt werden. Hierbei
darf jedoch nicht auBBer Acht gelassen werden, dass sich die Anzahl der auf ATP reagierenden Zellen
durch die NIM-2-induzierte Differenzierung signifikant reduzierte und nur die Zellen weiterhin
betrachtet wurden, die auf den ersten ATP-Stimulus mit einem intrazelluldren Ca®*-Signal reagierten.
Trotz ihrer reduzierten Expression waren P2X4, P2X6 und P2X7 immer noch die am meisten
vorhandenen P2X-Rezeptoren in den 7 d NIM-2-induzierten Zellen.

Wihrend der neuronalen Differenzierung spielen verschiedene P2X-Rezeptoren eine zentrale Rolle. Fiir
P2X7 ist bekannt, dass dieser Rezeptor unterschiedliche Wirkungen auf die neuronale Differenzierung
hat. So konnte beispielsweise wihrend der neuronalen Differenzierung der murinen Neuroblastom-
Zelllinie Neuro-2A eine Reduktion von P2X7 nachgewiesen werden (Wu et al., 2009). In neuronalen
Vorlduferzellen aus der Ratte konnte durch die Aktivierung des P2X7-Rezeptors die Proliferation
inhibiert und die neuronale Differenzierung induziert werden (Tsao et al., 2013), wihrend das
Axonwachstum, ein sehr wesentlicher Bestandteil der neuronalen Reifung, durch den gleichen Rezeptor
inhibiert wurde (Diaz-Hernandez et al., 2008). Auch apoptotische Mechanismen konnen typischerweise
von P2X7-Rezeptoren eingeleitet werden (Delarasse et al., 2009). P2X-Rezeptoren waren in Ratten-
MSCs dafiir verantwortlich, dass extrazelluldres ATP die neuronale Differenzierung der MSCs forderte.
Das gelang auch in vivo, indem Astrozyten ATP freisetzten und so die neuronale Differenzierung
transplantierter MSCs induzierten (Tu ef al., 2014).

In Neuronen sind, je nach Neuronen-Typ, alle P2X-Rezeptoren auller P2X5 detektierbar. Dabei sind
P2X2, P2X4 und P2X6 in den meisten Neuronen funktional und stark exprimiert (Fields und Burnstock,
2006). In neuronalen Vorlauferzellen wurden alle P2X-Rezeptoren auBBer P2X1 nachgewiesen, wobei
P2X2 und P2X6 wihrend einer neuronalen Differenzierung hoch- und P2X4 und P2X7 herunterreguliert
wurden (Oliveira et al., 2015). Der Riickgang der P2X4- und P2X7-Expression konnte auch in dieser
Arbeit wihrend der NIM-2-induzierten Transdifferenzierung beobachtet werden, wobei eine erhdhte

Expression von P2X2 und P2X6 ausblieb.

4.4.2 P2Y-Rezeptoren in small molecule-induzierten MSCs

Die metabotropen P2Y-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die bis auf wenige
Ausnahmen die PLC aktivieren, die PIP, in DAG und IP; spaltet. DAG kann anschlieBend
beispielsweise die PKC aktivieren, die wiederum eine Vielzahl anderer Proteine phosphorylieren kann.
IP; ist ein wichtiger sekundédrer Botenstoff, der an IP3:-Rezeptoren in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums binden und die intrinsischen Ca**-Kanile dadurch 6ffnen kann. Auf
diese Weise kommt es zum Einstrom von Ca** aus intrazelluliren Speichern, wie dem

Endoplasmatischen Retikulum, in das Zytoplasma.

U-73122 ist ein selektiver PLC-Inhibitor, der friih in die beschriebene ATP-induzierte Ca’*-
Signalkaskade eingreift (Bleasdale et al., 1990). Durch die Verwendung dieses Inhibitors sollte im
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Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, wie grol der Anteil an P2Y-Rezeptor-vermittelten
intrazelluldren Ca?*-Signalen in MSCs und 7 d NIM-2-induzierten Zellen war. Bei der Verwendung von
U-73122 fiel zunéchst auf, dass die maximale Wirkung des Inhibitors ab der zweiten Stimulierung mit
ATP erreicht wurde. Vermutlich verging eine gewisse Zeit, in welcher der Wirkstoff in die Zelle und zu
seinem Zielort diffundierte, ehe seine volle inhibitorische Wirkung entfaltet wurde.

In den MSCs reduzierte sich die Amplitude der gemessenen Ca**-Signale um ca. 75 % durch die
U-73122-Zugabe (Abbildung 31). Das bestitigt die zuvor gemachten Beobachtungen bei
extrazellulirem Ca’’-Entzug, dass die intrazelluliren Ca®’-Signale in MSCs vor allem durch
metabotrope P2Y-Rezeptoren ausgelost wurden (Abschnitt 4.4.1). Wie bereits beschrieben, zeigten
mehrere Autoren, auch durch elektrophysiologische Messungen, ein Zusammenspiel beider
Rezeptortypen in MSCs, um Ca?*-Antworten hervorzurufen (Coppi et al., 2007; Ferrari et al., 2011;
Peng et al., 2016). In der Annahme, dass die Ca®*-Signale vor allem von purinergen Rezeptoren induziert
wurden, wurde den Zellen in einem weiteren Versuch unter Zusatz des Inhibitors U-73122 auflerdem
das extrazellulire Ca®>" entzogen. Unter diesen Bedingungen sollten in den MSCs keine weiteren
intrazelluldren Ca**-Signale mehr messbar sein, was auch der Fall war (Abbildung 31).

Um diese Ergebnisse zu iiberpriifen, wurde 2-APB, ein weiterer Inhibitor der ATP-induzierten Ca*'-
Signalkaskade, verwendet. 2-APB ist unter anderem ein Inhibitor der IP;-Rezeptoren in der Membran
des Endoplasmatischen Retikulums und verhindert somit das Offnen der intrinsischen Ca**-Kanile
dieser Rezeptoren, sodass kein Ca*" ins Zytoplasma stromen kann. Die Resultate unter Zusatz von
2-APB waren vergleichbar mit denen von U-73122. Die Ca?**-Signale in den MSCs wurden durch die
Zugabe dieses Inhibitors noch stirker reduziert als durch U-73122 (Abbildung 33). Durch den
zusitzlichen Entzug von extrazellulirem Ca*" konnten die intrazelluldren Ca?**-Signale ebenfalls
vollstandig unterdriickt werden. Mithilfe der durchgefiihrten Experimente konnte somit plausibel belegt
werden, dass der GroBteil an intrazellulidren Ca®*-Signalen in MSCs durch P2Y-Rezeptoren verursacht
wurde. Basierend auf den Ergebnissen der mRNA-Analyse der P2Y-Rezeptoren wiirden dafiir vor allem
P2Y2, P2Y6 und P2Y11 infrage kommen (Abbildung 34), die am stdrksten in den MSCs exprimiert
waren. Diese Rezeptoren konnten von Riddle e al. (2007) auch auf Proteinebene nachgewiesen werden.
In anderen Studien hingegen konnten die Rezeptoren P2Y1, P2Y2 und P2Y11 auf Proteinebene
gefunden werden, wihrend alle P2Y-Rezeptoren auf mRNA detektiert wurden (Ferrari et al., 2011).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnten alle P2Y-Rezeptoren in den MSCs auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden, wobei P2Y1, P2Y 13 und P2Y 14 allerdings nur schwach exprimiert waren. Hier
miisste fiir eine aussagekréftigere Analyse ein Nachweis der P2Y-Rezeptoren auf Proteinebene erfolgen.
P2Y-Rezeptoren haben in MSCs vielfiltige Funktionen. So wurde beispielsweise der Rezeptor P2Y'1
mit spontanen Ca?*-Oszillationen nach ATP-Stimulierung in Verbindung gebracht (Kawano et al.,
20006). Die Aktivierung der Rezeptoren P2X7, P2Y1 und P2Y11 durch ATP-Bindung fordert zudem die
Migration von MSCs (Peng et al., 2016).
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Die 7 d NIM-2-induzierten Zellen reagierten deutlich weniger sensitiv auf U-73122, sodass die
hervorgerufenen intrazelluliren Ca®*-Signale unter Anwesenheit dieses PLC-Inhibitors signifikant
stiarker waren als in den MSCs. Es kam hierbei zu einer maximalen Abnahme von ca. 30 %, wihrend in
den MSCs ein Signalriickgang von ca. 75 % gemessen wurde. Dieses Ergebnis unterstiitzt die zuvor
aufgestellte These, dass in den NIM-2-differenzierten Zellen ein bedeutender Anteil der intrazelluldren
Ca*"-Signale durch P2X-Rezeptoren, bzw. andere Ca*'-permeable Kanile in der Zellmembran ausgelost
wurde (Abschnitt 4.4.1). Oliveira et al. (2015) wiesen in Neurosphéren die Rezeptoren P2Y1, P2Y?2,
P2Y4, P2Y6, P2Y 12 und P2Y 14 nach, die wihrend der neuronalen Differenzierung herunterreguliert
wurden. In neuronalen Vorlduferzellen fiihrte die Aktivierung der Rezeptoren P2Y1 und P2Y2 zur
Proliferation und Migration und schlie8lich auch zur neuronalen Differenzierung (Tang und Illes, 2017).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf mRNA-Ebene lediglich die signifikante Reduktion von P2Y6
nachgewiesen werden, wihrend sich die Expression der anderen Rezeptoren nicht statistisch relevant
verdnderte (Abbildung 34). Ein Zusammenhang mit einer neuronalen Entwicklung ist daraus nicht
ersichtlich.

Uberaschenderweise wurden die Ca?*-Signale durch die Verwendung des Inhibitors 2-APB unter
Anwesenheit von extrazellulirem Ca*" vollstindig unterdriickt, obwohl hier dhnliche Resultate erwartet
wurden, wie unter Zusatz von U-73122. Da P2X-Rezeptoren durch 2-APB in der Regel nicht beeinflusst
werden, mussten andere Ca®*-permeable Kanéle in der Zellmembran fiir die reduzierten Signale beim
Entzug des extrazelluliren Ca®* verantwortlich sein, die zudem von 2-APB blockiert werden kdnnen.
Dafiir in Frage kommen beispielsweise store-operated channels (engl. fiir: Speicher-betriebene Kanile)
(Bootman et al., 2002), deren Relevanz auch in der neuronalen Differenzierung bekannt ist (Bell et al.,
2013), oder Gap Junction-Halbkanile, die ebenfalls durch 2-APB inhibiert werden konnen (Bai ef al.,
2006). In Abschnitt 4.3.1 dieser Arbeit konnte in den NIM-2-induzierten Zellen eine erhdhte
Halbkanalaktivitdt gemessen werden, was die Vermutung unterstiitzt, dass diese Halbkanéle fiir einen
Ca’*-Einstrom aus dem extrazelluliren Raum mitverantwortlich sein konnten. Wurde unter
Verwendung von 2-APB zusitzlich das extrazelluldre Ca’" entzogen, kam es zu keiner weiteren
Verinderung, da die Signale schon unter Anwesenheit von Ca*" komplett unterdriickt waren.

Wurde allerdings den U-73122-behandelten Zellen das extrazellulire Ca*" entzogen, waren immer noch
deutliche Signale messbar. Die einzige Erklirung hierfiir ist die Freisetzung von Ca*" aus intrazelluliren
Speichern auf einem IP3;- bzw. PLC-unabhingigem Weg. Das konnte beispielsweise iiber
Ryanodinrezeptoren geschehen, die sich ebenfalls in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
befinden und Ca®"-permeabel sind. Diese Rezeptoren werden in vivo von verschiedenen Liganden
aktiviert und sind sowohl in MSCs (Fruscione et al., 2011) als auch in Neuronen (Chen-Engerer et al.,
2019; Karagas und Venkatachalam, 2019) von entscheidender Relevanz. Auch wiahrend der neuronalen
Differenzierung konnte ihnen schon eine wichtige Rolle nachgewiesen werden (Tse et al., 2018), sodass
ihre vermehrte Aktivierung in den NIM-2-induzierten Zellen ein Hinweis auf die neuronale Entwicklung

dieser Zellen sein konnte.
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Die verwendeten Inhibitoren U-73122 und 2-APB zeichneten sich durch eine sehr unterschiedliche
Spezifizitit aus. Wiahrend U-73122 spezifisch die PLC inhibierte, blockierte 2-APB unspezifisch
diverse Rezeptoren und Kanéle wie die [P3-Rezeptoren, Ryanodinrezeptoren, Gap Junction-Halbkanile
und die store-operated channels. In der Kombination eingesetzt, ermdglichten diese Inhibitoren durch
ihr unterschiedliches Wirkungsspektrum die Identifikation mehrerer Rezeptoren und Kanéle in den
NIM-2-induzierten Zellen. So konnte gezeigt werden, dass unter anderem Gap Junction-Halbkanile,
Ryanodinrezeptoren und P2Y-Rezeptoren in diesen Zellen physiologisch aktiv zu sein scheinen.

Diese Vermutung muss ausblickend in weiteren Experimenten durch die Verwendung spezifischer
Agonisten und Antagonisten, wie auch durch eine umfassende Expressionsanalyse auf Proteinebene und
gezielte Knockdown-Versuche von P2X-, P2Y- und Ryanodinrezeptoren validiert werden, wobei eine
Diskrepanz zu den bereits vorhandenen Daten der Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene nicht

auszuschliefen ist (Ferrari et al., 2011).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich die Reaktivitit der Zellen auf ATP-Stimuli durch
die 7d NIM-2-Induktion drastisch reduzierte. Die weiterhin reagierenden Zellen wiesen einen
signifikant geringeren Anteil an aktiven P2Y-Rezeptoren auf als die MSCs und schienen einen
messbaren Anteil funktionaler Gap Junction-Halbkandle und Ryanodinrezeptoren zu besitzen.
Aufgrund des auf mRNA-Ebene analysierten P2-Rezeptor-Expressionsmusters in den differenzierten
Zellen konnte keine eindeutige Zuordnung zu einem neuronalen oder mesenchymalen Zelltyp
vorgenommen werden. Die hervorgerufenen Effekte der 7d NIM-2-induzierten neuronalen
Transdifferenzierung konnten durch die Verldngerung auf 30 d verstdrkt werden (vgl. Abschnitte 4.2.2.2
und 4.3.1). Es wére deshalb lohnenswert, in zukiinftigen Experimenten die P2-Rezeptor-Aktivitét in

30 d NIM-2-induzierten Zellen zu untersuchen.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Neuronales humanes Zellmaterial ist fiir die regenerative Medizin sowie physiologische und
pharmakologische Studien unerlésslich, aber nur schwer zugénglich und somit sehr eingeschréinkt
verfiigbar. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren verschiedene Ansitze entwickelt, neuronale
Zellen aus gut zuginglichen und in vitro vermehrbaren Zellen zu generieren und damit ein neuronales
Zellmodell zu erschaffen. Bei einer Anwendung in der regenerativen Medizin konnten auf diese Weise
ebenfalls patienteneigene Zellen entnommen, differenziert und in geschidigtes Gewebe eingesetzt
werden. Somit kénnten immunologische AbstoBungsreaktionen verhindert oder patientenspezifische
Diagnostik durchgefiihrt werden. Dafiir ist es allerdings notwendig, die transdifferenzierten Zellen, wie
auch das Ausgangszellmaterial, molekularbiologisch, proteinbiochemisch und physiologisch
genauestens zu kennen und den neuronalen Entwicklungsstand nach der Differenzierung einordnen zu
konnen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von lonenkanédlen und Gap Junctions wéhrend der

Zellentwicklung am Modell neuronal transdifferenzierter humaner MSCs aus dem Knochenmark zu
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untersuchen. Sowohl lonenkanéle als auch Gap Junctions sind fiir die Integration, Funktion und
Entwicklung von Zellen in einem Gewebe essenziell, da sie die interzelluldre Signalgebung und somit
die Zellkommunikation mafgeblich bestimmen.

Die unbehandelten MSCs zeigten ein charakteristisches Expressionsmuster der typischen MSC-Marker
CD73, CD90, CD105 und CD166. Des Weiteren konnte auch der neuronale Marker Tuj1 in den Zellen
nachgewiesen werden. Die MSC-Marker wurden wéhrend der neuronalen small molecule-induzierten
Transdifferenzierungen signifikant herunterreguliert, wiahrend eine Expressionssteigerung von Tujl zu
beobachten war. Die neuronal transdifferenzierten Zellen entwickelten zudem eine elektrische
Erregbarkeit, sodass sie einzelne Aktionspotentiale erzeugen konnten. Sowohl die MSCs als auch die
neuronal induzierten Zellen exprimierten verschiedene Isoformen der Gap Junction-bildenden
Connexine, wobei sich das Expressionsmuster durch die Differenzierung verénderte. In den MSCs
fiihrte vor allem die hohe Cx43-Expression zu einer starken interzelluldren Gap Junction-vermittelten
Zell-Zellkopplung, die in den transdifferenzierten Zellen fast vollstdndig unterdriickt wurde. In diesen
Zellen scheinen die exprimierten Connexine eher in Form von Gap Junction-Halbkanilen aktiv zu sein,
die einen Stoffaustausch zwischen dem Zytoplasma und dem extrazelluldren Raum ermoglichen und
auch an der Bildung von Synapsen beteiligt sein konnen. Durch Gap Junction-Halbkanile kann
beispielsweise der Neurotransmitter ATP in den extrazelluliren Raum entlassen werden, wo er an
purinerge P2-Rezeptoren binden kann, die wiederum intrazelluldr diverse Signalkaskaden ausldsen
konnen. Sowohl die MSCs als auch die induzierten neuronalen Zellen reagierten mit intrazelluldren
Ca’*-Signalen auf extrazellulire ATP-Stimuli. Die Reaktionsfihigkeit der MSCs war dabei insgesamt
hoher. Bei einer extrazelluldren ATP-Konzentration von 50 pM wurde das Ca**-Signal in den MSCs
vor allem durch die metabotropen P2Y-Rezeptoren und nur geringfiigig durch die ionotropen P2X-
Rezeptoren bestimmt. Der Einfluss der P2Y-Rezeptoren wurde durch die neuronale
Transdifferenzierung reduziert, wahrend es Hinweise fiir eine Beteiligung von Ryanodinrezeptoren gibt,
denen zukiinftig weiter nachgegangen werden sollte.

Die Analyse der neuronalen Marker und die physiologische Charakterisierung der neuronal induzierten
Zellen lieBen darauf schlieBen, dass die verwendeten Ansdtze zur Transdifferenzierung zwar eine
neuronale Entwicklung induzierten, allerdings keine vollstindig ausgereiften Neuronen erzeugen
konnten. Die aussichtsreichste Verdnderung der MSCs konnte mit dem neuronalen Induktionsmedium
von Aguilera-Castrejon et al. (2017) erreicht werden, in dem die Zellen iiber einen Zeitraum von bis zu
30 Tagen kultiviert wurden. Dabei kam es allerdings zu deutlichen Verlusten in der Zellzahl. Fiir ein
neuronales Zellmodell scheinen die auf diese Weise generierten Zellen durchaus vielversprechend zu
sein, wobei zukiinftig sowohl die Vitalitét als auch die neuronale Reifung verbessert werden sollte. Da
bereits gezeigt wurde, dass Astrozyten die neuronale Differenzierung von MSCs fordern kdnnen (Tu et
al., 2014; Hu et al., 2015), konnten die MSCs in fortfilhrenden Experimenten mit dem neuronalen
Induktionsmedium von Aguilera-Castrejon ef al. (2017) differenziert und anschlieend mit Astrozyten

ko-kultiviert werden. Das konnte zum einen die bendtigte Differenzierungszeit in dem
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Induktionsmedium verringern und somit die Uberlebensrate der Zellen erhhen und zum anderen die
neuronale Reifung deutlich verbessern. Dabei kdnnte sowohl ein Ansatz in einer direkten Ko-Kultur als
auch ein Ansatz in einer rdumlich getrennten Ko-Kultur in Transwell-Einsétzen getestet werden, die nur
einen Stoffaustausch, aber keine Zellmigration erlauben. Die erreichte neuronale Reifung sollte dann
durch elektrophysiologische Untersuchungen zur Messung von Aktionspotentialen und durch die
Analyse der synaptischen Transmission iiberpriift werden. Zusétzlich zu den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimenten konnte dafiir die Aktivitit weiterer typischer Gliotransmitter- und
Neurotransmitterrezeptoren analysiert werden. Zudem wire es wichtig, die durchgefiihrten Experimente
an MSCs weiterer Spender und an MSCs aus anderem Ursprungsgewebe, wie beispielsweise aus dem
Nabelschnurblut oder aus der Synovialmembran, zu wiederholen, um spender- oder gewebespezifische
Unterschiede miteinzubeziehen.

Im Gegensatz zu Transkriptionsfaktor-vermittelten Differenzierungen war der Differenzierungszustand
der small molecule-induzierten Zellen anscheinend weniger stabil, da dieser sich beim Entfernen der
small molecules und weiteren Kultivierung der Zellen in einem neuronalen Wachstumsmedium
zuriickentwickelte. Das ist bei der Reprogrammierung durch die exogene Expression von
Transkriptionsfaktoren nicht der Fall. Dabei wird eine stabile genetische Verdnderung der Zellen
vorgenommen und nicht ausschlieBlich eine transiente chemische Stimulierung verschiedener
Signaltransduktionswege. Obwohl eine neuronale Entwicklung, vor allem unter Verwendung des
NIM-2 durchaus erkennbar ist, scheint eine stabile Differenzierung durch den ausschlieBlichen Einsatz
von small molecules nicht gewihrleistet werden zu konnen. Fiir medizinische Anwendungen, wie
beispielsweise eine Transplantation, sollte dennoch versucht werden, auf eine genetische Verédnderung
der Zellen zu verzichten. In diesem Fall konnte die Integration von small molecule-induzierten Zellen
in ein entsprechendes neuronales Gewebe flir den Erhalt neuronaler Eigenschaften und die weitere
neuronale Entwicklung forderlich sein. Fiir neuronale in vitro-Studien sollte aufgrund der hdheren
Stabilitat und deutlicher ausgeprigten neuronalen Reifung auf Transkriptionsfaktor-basierte Methoden
zuriickgegriffen werden. Um dabei eine weitere Vermehrung transfizierter Zellen zu gewihrleisten,
kann auf induzierbare Vektorsysteme zuriickgegriffen werden. In diesen Vektorsystemen stiinden die
zu exprimierenden Transkriptionsfaktoren oder auch eine shRNA wunter der Kontrolle eines
induzierbaren Promotors. Auf diese Weise wiirde eine neuronale Differenzierung der Zellen und die
damit verbundene Entwicklung eines nicht-proliferierenden Phénotyps erst durch gezielte Induktion
eingeleitet. In allen Differenzierungsansétzen sollte eine Ko-Kultur mit Astrozyten nach der Induktion

in Betracht gezogen werden, um den in vivo vorherrschenden Bedingungen moglichst nahezukommen.
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6 Anhang

6.1 Zusatzliche Informationen

Tabelle 8: Gen- und Proteinnamenéiquivalente

Anhang

Genname Proteinname Vollname

RPS29 Rps29 40S ribosomales Protein S29

GAPDH GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase

NTSE CD73 Ekto-5'-Nukleotidase

THYI CD90 Thy-1 Zellmembran-Glykoprotein

ENG CD105 Endoglin

ALCAM CD166 Aktiviertes Leukozyten-Zelladhdsionsmoleciil
NES Nestin Neuro-epitheliales Stammzell-Intermedidrfilament
TUBB3 Tujl Neuronen-spezifisches Klasse I1I beta-Tubulin
RBFOX3 NeuN Neuronales Nuclei-Antigen

MAP2 MAP-2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2

POU3F2 Brn-2 Gehirnspezifisches Homdobox/POU-Doménenprotein 2
SOX2 SOX-2 Transkriptionsfaktor SOX-2

MYTIL MyTI1-L Myelin-Transkriptionsfaktor 1-dhnliches Protein
ACTA2 a-Aktin-2 Alpha-Aktin-2

TAGLN Transgelin Transgelin

MYL2 Myl2 leichte Myosinkette 2

SMYDI1 SmyD1 Histon-Lysin N-Methyltransferase SMYD1
GJB2 Cx26 Connexin26

GJD2 Cx36 Connexin36

GJA4 Cx37 Connexin37

GJAS Cx40 Connexin40

GJAI Cx43 Connexin43

GJCI Cx45 Connexin45
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6.2 Zusatzliche Daten

6.2.1 ATP-induzierte Ca**-Signale unter Anwesenheit von U-73122

Um die ATP-Reaktionsfahigkeit der MSCs und NIM-2-differenzierten Zellen unter den verschiedenen
Messbedingungen zu quantifizieren, wurde der prozentuale Anteil der auf die ATP-Stimuli (S1-S3)
reagierenden Zellen bestimmt (Abbildung 35). Es wurden nur Zellen betrachtet, die auf die RS mit
einem intrazelluldren Ca**-Signal reagiert hatten, was als 100 % angenommen wurde.

Wurden S1-S3 im Kontrollmedium mit 2 mM Ca®" induziert, reagierten von den MSCs bei S1-S3 fast
100 % der Zellen. Bei den differenzierten Zellen war nur ein leichter Riickgang der Anzahl reagierender
Zellen festzustellen, wobei keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den MSCs und den
induzierten Zellen messbar waren (Abbildung 35).

Waurde das extrazellulire Ca?>" im Badmedium entzogen, war bei den MSCs von S1 zu S2 eine leichte
Reduktion und von S1 zu S3 ein signifikanter Riickgang der reagierenden Zellen zu beobachten.
Allerdings lag die Anzahl reagierender Zellen bei S3 immer noch bei ca. 85 %. Signifikant
unterschiedlich im Vergleich zu den MSCs reagierten die NIM-2-induzierten Zellen. Wahrend bei S1
noch kein Unterschied zu den MSCs oder zum Kontrollmedium messbar war, war die Anzahl
reagierender Zellen unter Ca?*-Entzug bei S2 (40 %) und S3 (25 %) sehr stark reduziert und wich
signifikant von den gemessenen Kontrollwerten (S2: 95 % und S3: 90 %) ab. Der Einfluss des Ca?*-
Entzugs auf die differenzierten Zellen war somit deutlich stérker als auf die MSCs (Abbildung 35).
Die Verwendung des PLC-Inhibitors U-73122 fiihrte in den MSCs zu deutlich weniger auf ATP
reagierenden Zellen. Bereits bei der ersten Stimulierung nach Inhibitorzugabe (S1) reagierten mit 65 %
signifikant weniger Zellen auf den ATP-Stimulus als unter Kontrollbedingungen. Bei S2 und S3 sank
die Anzahl der reagierenden Zellen noch weiter auf 8 % bzw. 2 %. Damit reagierten bei Anwesenheit
von U-73122 bei allen ATP-Stimuli signifikant weniger MSCs als differenzierte Zellen. So war bei den
induzierten Zellen mit einem Reaktionsanteil von 90 % bei S1 keine signifikante Abweichung zu den
Kontrollbedingungen messbar und erst bei S2 (45 %) und S3 (25 %) eine signifikante Abnahme der
reagierenden Zellen zu verzeichnen (Abbildung 35).

Wenn zeitgleich der PLC-Inhibitor U-73122 zu dem Badmedium gegeben und das extrazellulire Ca*"
entzogen wurde, so zeigte sich ein dhnliches Bild. Auch bei diesem Experiment reagierten signifikant
weniger MSCs mit intrazelluliren Ca?*-Signalen als differenzierte Zellen. Schon bei S1 reagierten
lediglich 6 % der MSCs auf den ATP-Stimulus, wéihrend es bei den NIM-2-induzierten Zellen noch
55 % waren. Bei S2 und S3 waren simtliche Ca®'-Signale in den MSCs vollstindig unterdriickt. Auch
die differenzierten Zellen zeigten kaum noch Reaktionen auf S2 und S3. Hier lag die Reaktionsrate bei
6 % und 1 % (Abbildung 35). Dieser Versuchsaufbau fiihrte somit in beiden Zelltypen zu einem fast
vollstindigen Verlust der Ca?-Signale, bei den differenzierten Zellen jedoch mit einer zeitlichen

Verzogerung.
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Abbildung 35: Anzahl der auf ATP-Stimulierung reagierenden Zellen unter Anwesenheit des PLC-Inhibitors U-73122.
Dargestellt ist jeweils der prozentuale Anteil der im zweiten Versuchsabschnitt auf die ATP-Stimulierungen (S1, S2, S3)
reagierenden Zellen. Betrachtet wurden dabei nur die Zellen, die im ersten Versuchsabschnitt mit einem Ca?*-Signal auf die
ATP-Referenzstimulierung reagierten. Unter Kontrollbedingungen (2 mM Ca?") waren sowohl in den MSCs als auch in den
7 d NIM-2-differenzierten Zellen Ca?*-Signale als Antwort auf alle drei ATP-Stimulierungen stabil messbar. Der Entzug von
Ca?" im Badmedium (@ Ca?") fithrte bei den MSCs bei S3 zu einer leichten Minderung der reagierenden Zellen. Bei den
differenzierten Zellen reagierten bereits ab S2 signifikant weniger Zellen. Die Zugabe des PLC-Inhibitors U-73122 (2 mM
Ca?" +2 uM U-73122) fiihrte in den MSCs bei S1 zu einer signifikanten Reduktion der reagierenden Zellen, die bei S2 und S3
noch stirker war. Bei den differenzierten Zellen trat eine signifikante Minderung der reagierenden Zellen erst ab S2 ein. In
unbehandelten MSCs konnten die Ca?*-Signale durch gleichzeitigen extrazelluliren Ca?*-Entzug und den Zusatz von U-73122
(@ Ca?" + 2 uM U-73122) als Antwort auf alle ATP-Stimulierungen fast vollstindig unterdriickt werden. Diese Behandlung
fithrte bei den NIM-2-induzierten Zellen erst ab S2 zu einer nahezu vollstindigen Unterdriickung der Ca?*-Signale. Bei S1 war
die Anzahl der reagierenden Zellen jedoch bereits signifikant reduziert. Die Daten sind als Mittelwert + SEM (n > 50)
angegeben. Statistische Signifikanzen wurden mit einem Studentschen #-Test abgeschétzt und sind als * p < 0,05, ** p < 0,01
und *** p<0,001 (Vergleich eines Ca'-Signals eines Zelltyps unter Ca?'-Entzug oder Inhibitorzugabe mit dem
entsprechenden Signal des gleichen Zelltyps unter Kontrollbedingungen in Ca?*-haltigem Badmedium) und als # p < 0,05,
## p < 0,01 und ### p < 0,001 (Vergleich von NIM-2-differenzierten Zellen mit unbehandelten MSCs zum gleichen Zeitpunkt

und bei gleicher Medienzusammensetzung) dargestellt.

6.2.2 ATP-induzierte Ca?*-Signale unter Anwesenheit von 2-APB

Es wurde die Fidhigkeit der MSCs und NIM-2-differenzierten Zellen, bei den verschiedenen
Messbedingungen auf die ATP-Stimuli zu reagieren, quantifiziert. Dafiir wurde, wie zuvor beschrieben,
der prozentuale Anteil der Zellen bestimmt, die auf die ATP-Stimuli (S1-S3) reagierten (Abbildung 36).
Dafiir wurden nur Zellen betrachtet, die bereits auf die RS mit einem intrazelluldren Ca**-Signal
geantwortet hatten, sodass auf die RS per Definition 100 % der betrachteten Zellen reagierten.

Wurden S1-S3 im Kontrollmedium mit 2 mM Ca®" induziert, reagierten von den MSCs bei S1-S3 fast
100 % der Zellen (S1: 99 %, S2: 96 %, S3: 96 %). Bei den NIM-2-induzierten Zellen war von S1 zu S2
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(80 %) und schlieBlich zu S3 (70 %) ein Riickgang in der Anzahl reagierender Zellen messbar, wobei
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den MSCs und den induzierten Zellen zustande
kamen (Abbildung 36).

Um die Aktivitét der P2X-Rezeptoren zu testen, wurde den Zellen das extrazellulidre Ca** entzogen.
Dabei zeigte sich bei den MSCs ein leichter signifikanter Riickgang der Anzahl reagierender Zellen bei
S2 (70 %) und S3 (70 %). S1 blieb mit einer Reaktionsfahigkeit von 90 % relativ unveréndert. Sehr viel
starker fiel der Riickgang in der Anzahl reagierender Zellen bei den NIM-2-induzierten Zellen aus. Die
erste Stimulierung S1 lag mit 96 % noch auf dem Kontrollniveau. Die Reaktionsfahigkeit bei S2 sank
bereits auf 35 %, wihrend die Anzahl reagierender Zellen bei S3 schlielich nur noch 10 % lag. Somit
reagierten unter Ca?*-Entzug signifikant weniger differenzierte Zellen auf die ATP-Stimuli S2 und S3
als MSCs (Abbildung 36).

Die Zugabe von 2-APB zu dem Badmedium diente dem Inhibieren einer Ca®'-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern und fiihrte damit zu einer Unterbrechung von P2Y-Signalkaskaden. Wurden
unter Anwesenheit dieses Inhibitors die ATP-Stimuli induziert, reagierten kaum noch Zellen mit
intrazelluldren Ca**-Signalen. Wihrend bei S1 noch 10 % der betrachteten MSCs reagierten, waren es
bei S2 und S3 lediglich 1 %. Noch stérker fiel die Reaktion in den induzierten Zellen aus. Hier zeigte
sich in der Reaktion auf S1, dass mit 0 % an reagierenden Zellen im Vergleich zu den MSCs signifikant
weniger Zellen mit intrazelluldren Ca**-Signalen auf den ATP-Stimulus antworteten. Auch bei S2 und
S3 waren in den NIM-2-differenzierten Zellen keine Ca?*-Signale messbar (Abbildung 36).

Wurde dem Badmedium sowohl das extrazellulire Ca>* entzogen als auch der IPs-Rezeptor-Inhibitor
2-APB zugesetzt, gab es in beiden Zelltypen kaum noch messbare Ca**-Signale und keine signifikanten
Unterschiede zwischen den MSCs und den induzierten Zellen. Bei S1 reagierten in beiden Zelltypen
noch 3,5 % mit einem intrazelluldren Ca**-Signal auf den ATP-Stimulus. Bei S2 und S3 waren sowohl
in den MSCs als auch in den differenzierten Zellen keine Ca**-Signale mehr detektierbar (Abbildung
36).
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Abbildung 36: Anzahl der auf ATP-Stimulierung reagierenden Zellen unter Anwesenheit des IP3-Rezeptor-Inhibitors
2-APB. Dargestellt ist jeweils der prozentuale Anteil der auf die ATP-Stimulierungen im zweiten Versuchsabschnitt (S1, S2,
S3) reagierenden Zellen. Betrachtet wurden dabei nur die Zellen, die im ersten Versuchsabschnitt mit einem Ca?*-Signal auf
die ATP-Referenzstimulierung reagierten. Unter Kontrollbedingungen (2 mM Ca?*) waren sowohl in den MSCs als auch in
den 7 d NIM-2-differenzierten Zellen Ca**-Signale als Antwort auf alle drei ATP-Stimulierungen stabil messbar. Der Entzug
von Ca?" im Badmedium (@ Ca?") fiihrte bei den MSCs bei S2 und S3 zu einer leichten Minderung der reagierenden Zellen.
Bei den differenzierten Zellen reagierten ab S2 signifikant weniger Zellen. Durch die Zugabe des IP3-Rezeptor-Inhibitors
2-APB (2 mM Ca?" + 100 uM 2-APB) und die Zugabe von 2-APB unter zusitzlichem Entzug des extrazelluliren Ca?* (@ Ca®*
+ 100 uM 2-APB) waren sowohl in den MSCs als auch in den 7 d NIM-2-differenzierten Zellen kaum noch Ca?*-Signale
messbar. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM (n > 50) angegeben. Statistische Signifikanzen wurden mit einem Studentschen
t-Test abgeschitzt und sind als * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p < 0,001 (Vergleich eines Ca**-Signals eines Zelltyps unter
Ca?"-Entzug oder Inhibitorzugabe mit dem entsprechenden Signal des gleichen Zelltyps unter Kontrollbedingungen in Ca?'-
haltigem Badmedium) und als # p < 0,05, ## p < 0,01 und ## p < 0,001 (Vergleich von NIM-2-differenzierten Zellen mit

unbehandelten MSCs zum gleichen Zeitpunkt und bei gleicher Medienzusammensetzung) dargestellt.

6.3 Material

Wenn nicht ndher spezifiziert oder angegeben, wurden die verwendeten Materialien von Sigma-Aldrich

bezogen. Die Oligonukleotide wurden bei Microsynth/Seqlab bestellt.

Tabelle 9: qRT-PCR-Primer

Amplifikat- Effizienz

Zielgen Primersequenz 5°-3’ arife (bp) (%)

RPS29 Vorwirts CGAAAATTCGGCCAGGGTTC 109 94
Riickwirts TCGCGTACTGACGGAAACAC

NTS5E Vorwirts GGAACCACGTATCCATGTGC 76 93
Riickwarts TGGATTCCATTGTTGCGTTCA

THY1 Vorwirts GCGTCTGGAGGAGGCTG 117 93
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Zielgen Primersequenz 5°-3’ An.l.pliﬁkat- Effizienz
grofie (bp) (%)

Riickwiérts GGGAGACCTGCAAGACTGTTA

ENG Vorwirts CCTGACCTGTCTGGTTGCAC 126 96
Riickwarts ACGCGTGTGCGAGTAGATG

ALCAM Vorwirts ACGATGAGGCAGACGAGATAAG 150 93
Riickwarts ATGCAGTCTTTGACTTCTTCATGT

NES Vorwirts TCAGCTTTCAGGACCCCAAG 130 91
Riickwarts GGTGTCTCAAGGGTAGCAGG

TUBB3 Vorwirts AGCAAGAACAGCAGCTACTTCGT 102 96
Riickwarts GATGAAGGTGGAGGACATCTTGA

RBFOX3  Vorwirts CTCCGCCTGAAGCGATGG 115 95
Riickwiérts GAGTAGTCCTGCGTGGGGT

MAP2 Vorwirts AGTTCCAGCAGCGTGATG 95 98
Riickwirts CATTCTCTCTTCAGCCTTCTC

POU3F2  Vorwirts CTGGTGCAGGGCGACTAC 73 92
Riickwiérts CGGTGATCCACTGGTGAG

SOX2 Vorwirts CAAGATGCACAACTCGGAGA 147 98
Riickwarts CGGGGCCGGTATTTATAATC

MYTIL Vorwirts ATCAAGCCATGGAAACTTGG 126 94
Riickwarts TCCACCTCTGATAAGATCCT

ACTA2 Vorwirts AAAAGACAGCTACGTGGGTGA 76 93
Riickwirts GCCATGTTCTATCGGGTACTTC

TAGLN Vorwirts CTATGGCATGAGCCGCGAAG 97 95
Riickwirts GCCACACTGCACTATGATCCA

MYL2 Vorwirts TCTTTGCAGAGTGGTCCCTG 140 104
Riickwarts GCCACGAAGTACCCATAGCC

SMYD1 Vorwirts CAGAACCACGTGGAGCACTT 130 107
Riickwiérts CTCCGAAGATGTGCGAGATGT

CX26 Vorwirts CTCCCGACGCAGAGCAAA 114 90
Riickwirts ACGGTGAGCCAGATCTTTCC

CX36 Vorwirts AAGGCATCTCCCGCTTCTACA 71 98
Riickwirts GCCAACCAGGAACCCAATTT

CX37 Vorwirts CAGGCAGGCGACGGAG 127 109
Riickwarts TGCGGAAGATGAAGAGCACC

CX40 Vorwirts GCAGCCAGAGTGTGAAGAAG 150 110
Riickwirts CGGTCGAGTGCTTGTGTACT

CX43 Vorwirts TTTAAGCAAAAGAGTGGTGCCC 98 103
Riickwiérts CTTCCCTCCAGCAGTTGAGT

CX45 Vorwirts CTGGACAACAGGGCATACCA 144 93
Riickwarts ACAGCTGTAAGGACGATCCG
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Anhang

Zielgen Primersequenz 5°-3’ An.l.pliﬁkat- Effizienz
groBe (bp) (%)

P2RX1 Vorwirts CGCCTTCCTCTTCGAGTATGA 68 102
Riickwirts AGATAACGCCCACCTTCTTATTACG

P2RX2 Vorwirts TACGAGACGCCCAAGGTGAT 88 104
Riickwiérts CGAAGTAGAGCAGGATGAGCAG

P2RX3 Vorwirts TAAAGGGACAGGCTCCCCAT 80 101
Riickwirts CCTACAGGACAGGGAGACGA

P2RX4 Vorwirts CAGGTGCGTAGCTTTCAACG 78 97
Riickwiérts ACGTGTGTGTCATCCTCCAC

P2RX5 Vorwirts GAAGAGGTAGCGGCAAGGTC 86 101
Riickwirts ATTGACGCGGTTGAGAAAGC

P2RX6 Vorwirts GCTGGGGGCTTCTGGATTAT 99 95
Riickwiérts AGACCACGATCCCAAACTGC

P2RX7 Vorwirts TCTGTGCACACCAAGGTGAA 108 94
Riickwirts GAAGGTGTAGTCTGCGGTGT

P2RYI Vorwirts GGGTTGTAGGCAGAAGGCTC 91 92
Riickwirts CCTCTTCCGCCAGCTATCTC

P2RY2 Vorwirts CAGCACTACCTGCCCAGAAA 84 94
Riickwirts GAACTCTGCGGGAAACAGGA

P2RY4 Vorwirts GCAGTTTGGTTGGTCGTAGC 72 97
Riickwirts GGTCCCTTTGTTGCTGGTTG

P2RY6 Vorwirts GGGCATTTGAGCTGGGTTTT 94 93
Riickwirts GCACAAGGTGTCAGTAAAGGC

P2RYI1 Vorwirts AGCTCCTATGTGCCCTACCA 92 97
Riickwiérts GCTATGTCTGCAAAGCTCGG

P2RYI2 Vorwirts TGTGTGTCAAGTTACCTCCGT 99 95
Rickwirts CTGGTGGTCTTCTGGTAGCG

P2RYI3 Vorwirts TGGGGCTGAAATGGCATCAA 88 91
Riickwirts ACCACATAAAACACAAGCATTAGGA

P2RY14 Vorwirts TGACTTTGTGATGAGCCTGACT 86 96
Riickwiérts TGCACACAAACACGTTCAGC

Tabelle 10: Antikorper

Name Firma Produktnr. Klon Wirt IF WB

anti-Cx26 Merck Millipore  MABTI198 3B12.1 Maus 1:1.000 1:1.000

anti-Cx43 Sigma-Aldrich C6219 polyklonal  Hase 1:4.000 1:7.500

anti-Cx45 Thermo Fisher 41-5800 5C7G1 Maus 1:50 1:500

anti-GAPDH Abcam ab181602 EPR16891  Hase - 1:100.000
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anti-mouse I1gG

Anhang

iFluor™ 488 AAT Bioquest 16448 polyklonal  Ziege  1:500 -

anti-mouse IgG . .

 Peroxidase Sigma-Aldrich A9044 polyklonal  Hase - 1:40.000

anti-MAP2 Cell Signaling 4542 polyklonal ~ Hase 1:50 -

anti-Nestin Abcam ab105389 SP103 Hase 1:200 -

anti-NeuN Merck Millipore = MAB377 A60 Maus  1:100 1:200

??;ﬁi??;tigg AAT Bioquest 16608 polyklonal  Ziege  1:500 -

flr;[;f)zzzslegc} Sigma-Aldrich A9169 polyklonal  Ziege - 1:40.000

anti-B-Tubulin Sigma-Aldrich T4026 TUB 2.1 Maus - 1:2.000

anti-Tuj1 Abcam ab78078 2G10 Maus 1:1.000 1:2.000
Tabelle 11: Geriite

Geriit Hersteller

Agarose-Gelsystem Eigenbau

Analysewaage Sartorius

Axiovert 10 Zeiss

Brutschrank Hera Cells Heraeus

EPC 10 USB double Patch-Clamp-Amplifier HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH

Faraday-Kiéfig Eigenbau

Indo-1 Filterblock fiir Optosplit 11 Cairn Research

ISMATEC REGIO ICC peristaltische Pumpe Cole-Parmer GmbH

Kapillarziehgerét Narishige PP-830

MicroStar Micromanipulator Scientifica

NanoDrop™ Peqlab 2000c

Nikon DIGITAL Sight Nikon GmbH

Nikon Eclipse TE2000-E C1 Laser-Scanning-Mikroskop ~ Nikon GmbH

Nikon Eclipse TS100 Nikon GmbH

Nikon Ti-E, inverses Fluoreszenzmikroskop Nikon GmbH

Optosplit 11 Cairn Research

ORCA-Flash4.0 Digital CMOS camera Hamamatsu

PCR-Cycler Peqlab

peqSTAR 96Q real time PCR-Cycler Peqlab

Peristaltikpumpe Reglo ICC 4CH 8 Roller IDEX Health & Science/Cole-Parmer

Polychrom V FEI Company

Schwingungsgedédmpfter Tisch Newport

Sterilbank

Thermo Fisher Scientific
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Tabelle 12: Medien, Puffer und Losungen

Anhang

Medium, Puffer, Losung

Zusammensetzung

MSC-Zellkulturmedium

PBS, pH 7.4, 295 mosmol/L

NIM-1

NIM-2

NIM-3

DMEM mit 1,0 g/LL D-Glucose

100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin

10 % FCS

25 mM HEPES

2 ng/mL FGF-2 (human, PeproTech, 100-18B)

137 mM NaCl

1 mM KCI

1 mM KH,PO4

& mM NazHPO4 -2 Hzo

DMEM/Ham’s F12 (1:1)
100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin
1,6 mM Valproinsadure

1,6 % DMSO

160 uM Butylhydroxyanisol
8 uM Forskolin

0,8 uM Hydrocortison

20 mM KCl

4 ng/mL Insulin

50 % DMEM/Ham’s F12 (1:1)
50 % Neurobasal™ Medium

100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin

1x N-2-Zusatz

1x B-27™-Zusatz

1x GlutaMAX™

5 ng/mL Heparin

Ix nicht-essenzielle Aminoséuren
20 ng/mL FGF-2 (human, PeproTech, 100-18B)
100 uM dbcAMP

1 uM I-BET

20 uM CHIR99021

1 uM Repsox

50 uM Forskolin

5 uM Y-27632

50 % DMEM/Ham’s F12 (1:1)
50 % Neurobasal™ Medium
100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin

0,5x N-2-Zusatz

1x B-27™-Zusatz

500 uM Valproinsiure

100 uM cAMP
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MAT

NeuroM

10x Oligo-Annealing-Pufter

10x Puffer B

10x Puffer EcoRI

TE-Puffer

Anhang

20 ng/mL FGF-2 (human, PeproTech, 100-18B)
3 uM CHIR99021

1 uM Repsox

10 uM Forskolin

10 uM SP600125

5 uM G66983

5uM Y-27632

50 % DMEM/Ham’s F12 (1:1)

50 % Neurobasal™ Medium

100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin

0,5x N-2-Zusatz

1x B-27™-Zusatz

100 uM cAMP

20 ng/mL FGF-2 (human, PeproTech, 100-18B)
20 ng/mL BDNF (PeproTech, 450-02)
20 ng/mL GDNF (PeproTech, 450-10)
20 ng/mL NT-3 (PeproTech, 450-03)
3 uM CHIR99021

10 uM Forskolin

1 uM Dorsomorphin

50 % DMEM/Ham’s F12 (1:1)

50 % Neurobasal™ Medium

100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin

0,5x N-2-Zusatz

1x B-27™-Zusatz

20 ng/mL BDNF (PeproTech, 450-02)
20 ng/mL GDNF (PeproTech, 450-10)
20 ng/mL NT-3 (PeproTech, 450-03)

100 mM TRIS-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA, pH 8.0
1 M NaCl

100 mM TRIS-HCIL, pH 7.5
100 mM MgCl,
1 mg/mL BSA

500 mM TRIS-HCI, pH 7.5
100 mM MgCl,

1 M NaCl

0,2 % Triton X-100

1 mg/mL BSA

10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 mM EDTA
pH 8.0
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SOC-Medium

TAE-Puffer

RIPA-Puffer

5x Lammli-Puffer

SDS-Laufpufter

Transfer-Puffer

PBS-T

Ponceau S-Férbelosung

Entwicklerlsung

Anhang

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (w/v) Trypton

10 mM NaCl

2,5 mM KCI

20 mM MgSO4

20 mM Glucose

40 mM TRIS

10 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

pH 7.8 (Eisessig)

25 mM TRIS HCL, pH 7.6

150 mM NaCl

1 % (w/v) Nonidet P-40

1 % Natriumdesoxycholat (w/v)

0,1 % (w/v) SDS

0,5 % (v/v) Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche)
10 mM NaF

1 mM PMSF

1 mM Na3V04

65 mM TRIS HCI, pH 6.8

50 mM DTT

10 % (v/v) Glycerin

2 % (w/v) SDS

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

25 mM TRIS HCI, pH 8.3
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

25 mM TRIS HCI, pH 8.3
192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Methanol

137 mM NaCl

1 mM KCl

1 mM KH,PO4

8 mM Na,HPO; - 2 H,O
0,1 % Tween 20

0,1 % (w/v) Ponceau S
5 % Essigséure

100 mM TRIS HCI, pH 8.5
225 uM Cumarséure

1,25 mM Luminol

0,009 % H>O»
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Badmedium (Patch-Clamp)

Pipettenmedium

Badmedium mit Ca*" (Ca**-Imaging)

Badmedium @ Ca** (Ca**-Imaging)

EtdBr-Badmedium

Anhang

140 mM NaCl

5 mM KCl

10 mM HEPES

1 mM MgCl, - 6 H,O
10 mM Glucose

2 mM CacCl; - 2 H,O
pH 7.4 (NaOH)

295 mosmol/L

145 mM K-Gluconat

5 mM KCl

10 mM HEPES

2,5 mM MgCl; - 6 H,O
5 mM Glucose

0,5 mM Na,ATP

1 mM EGTA

0,5 mM CaCl, - 2 H,O
pH 7.4 (KOH)

295 mosmol/L

121 mM NaCl
5,4 mM KCl

25 mM HEPES
0,8 mM MgCl,
5,5 mM Glucose
6 mM NaHCOs3
1,8 mM CaCl,
pH 7.4

295 mosmol/L

121 mM NaCl
5,4 mM KCl

25 mM HEPES
0,8 mM MgCl,
5,5 mM Glucose
6 mM NaHCO;
1 mM EGTA
pH 7.4

295 mosmol/L

121 mM NacCl

5,4 mM KCl

25 mM HEPES

0,8 mM MgCl,

5,5 mM Glucose

6 mM NaHCO;

1,8 mM CacCl,

5 uM Ethidiumbromid (EtdBr)
pH 7.4

295 mosmol/L
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Anhang

EtdBr-Badmedium @ Ca** @ Mg 121 mM NaCl
5,4 mM KCl
25 mM HEPES
5,5 mM Glucose
6 mM NaHCO;
5 uM Ethidiumbromid (EtdBr)
pH 7.4
295 mosmol/L

Tabelle 13: Chemikalien, Enzyme und Kits

Chemikalie, Enzym, Kit Hersteller
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) Sigma-Aldrich
Agarose AppliChem

B-27™-Zusatz
Bradford-Reagenz
Butylhydroxyanisol
Carbenoxolon (CBX)
CHIR99021

DAPI

DMEM/Ham’s F-12 (1:1), stable glutamine, low endotoxin
DMEM mit 1,0 g/ D-Glucose
Dorsomorphin

FCS

Forskolin

GelRed®

GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GlutaMAX™

G066983

HEPES

Hydrocortison

Indo-1 AM

KAPA SYBR® FAST Universal Mastermix (2x)
LB-Medium

Lipofectamine 2000

Maxima First Strand cDNA synthesis kit for RT-qPCR with dsDNase

N-2-Zusatz

Neurobasal™ Medium

Nicht-essenzielle Aminosduren (NEAAS)
OneTag® 2x Mastermix

Opti-MEM™ |

Penicillin / Streptomycin

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Biomol

Sigma-Aldrich

Biomol

Sigma-Aldrich
Biochrom

Biochrom

Biomol

Biochrom

Biomol

Biotium

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Biomol

Merck

Biomol

Invitrogen

KAPA Biosystems

Roth

Invitrogen

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Gibco™

Biochrom

New England Biolabs
Gibco™

Biochrom
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Anhang

Chemikalie, Enzym, Kit Hersteller
PeqGOLD Total RNA kit Peqlab
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN
Rattenkollagen Typ I Trevigen
Repsox Biomol
Rotiphorese® Gel 30 Roth
SP600125 Biomol

T4-DNA-Ligase und zugehoriger Ligase-Puffer
Trypsin aus Schweinepankreas

U-73122

Valproinsdure (VPA)

Y-27632

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Biomol

Biomol

Biomol

Tabelle 14: Verbrauchsmaterial

Artikel

Hersteller

Deckglidschen, Durchmesser 10 mm

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG

Kapillaren Kimble Chase, Brand
Zellkulturschalen, Durchmesser 100 mm Sarstedt

Tabelle 15: Verwendete Software

Software Hersteller

OriginPro 2017 OriginLab Corporation
EZ-C1-Software Nikon GmbH

Fiji for Imagel National Institutes of Health
ISMATEC® Pump Control Cole-Parmer GmbH
Microsoft Excel 2016 Microsoft

Microsoft PowerPoint 2016 Microsoft
NIS-Elements AR 4.4 Nikon GmbH

PatchMaster 2.9

HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH
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