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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Eine der haufigsten gastrointestinalen Erkrankungen bei Neugeborenen, mit einer
Inzidenz von 1 : 5000, ist die Hirschsprung-Erkrankung. Bei dieser Erkrankung finden
sich im Darm eine oder mehrere agangliondre Abschnitte, die aufgrund der fehlenden
neuronalen Innervierung tonisch kontrahiert sind. Aktuelle, meist operative
Behandlungsmoglichkeiten sind unbefriedigend und einhergehend mit einer
erheblichen Minderung der Lebensqualitdt (Granstrom et al., 2015; Rintala und
Pakarinen, 2010 und 2012; Tsuji et al., 1999).

Fur eine zellbasierte Therapie ist es aus ethischen Grinden winschenswert,
postnatale, zellbasierte Therapien auf Basis von progenitor-abgeleiteten Zellen zu
entwickeln. In der Vergangenheit wurde gastrointestinalen Progenitorzellen (adulte
multipotente  Stammzellen) die Fahigkeit zugesprochen, gastrointestinale
Dysfunktionen heilen bzw. einddmmen zu kénnen (Gershon, 2007; Estrada-Mondaca
et al., 2007; Wilkinson et al., 2012). Im Jahr 2009 zeigten Metzger et al., dass adulte
progenitor-abgeleitete  Zellen aus dem humanen Darm in vitro neben
neuronenahnlicher Morphologie, spannungsabhangige Natriumkanéle aufweisen
(Metzger et al., 2009a und 2009b).

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, als Teil eines Verbundprojektes, war es deshalb,
das Potenzial progenitor-abgeleiteter Zellen aus dem murinen Darm hinsichtlich ihres
Entwicklungspotenzials hin zu funktionalen enterischen Neuronen in vitro zu
untersuchen. Diese Evaluation durch elektrophysiologische Charakterisierung sollte
Aufschluss dartber geben, ob Progenitorzellen, welche postnatal aus dem murinen
Darm isoliert und anschliel3end in vitro proliferiert und differenziert wurden, in der Lage
sind, sich nicht nur morphologisch, sondern auch funktional in Neurone entwickeln zu
konnen. Elektrophysiologische Patch-clamp Messungen in vitro ergaben erstmals,
dass progenitor-abgeleitete Zellen tatsédchlich dazu féahig sind, sich in verschiedene
neuronale Subtypen mit modulierenden Eigenschaften entwickeln zu kdnnen. Als
positiver Hinweis einer erfolgreichen Differenzierung hin zu neuronalen Zellen, diente
der Nachweis von Natriumstromen und natrium-getragenen Aktionspotenzialen.
Sowohl die gemessenen Natrium-Spitzenstromamplituden als auch das dynamische
Schaltverhalten der Natriuminaktivierung stimmte mit der in der Literatur
beschriebenen Kinetik von primaren, murinen enterischen Neuronen, sowohl in vitro

(Rugiero et al., 2003) als auch in situ (Osorio et al., 2001) tberein. Daruber hinaus




konnte elektrophysiologisch zwischen zwei verschiedenen Neuronenarten des
enterischen Nervensystems unterschieden werden, den S- und AH-Neuronen. Bei der
naheren elektrophysiologischen Evaluation dieser Aktionspotenziale der beiden
Neuronentypen konnten ebenfalls mit der Literatur vergleichbare Ergebnisse bezlglich
der mittleren Maximalamplituden bestimmt werden (Nurgali et al., 2004, Rugiero et al.,
2002; 2003). AuRRerdem lasst das Vorhandensein verschiedener phasischer und
tonischer Aktionspotenzialmuster und (neuronenspezifischer) lonenstréme zusétzlich
den Ruckschluss zu, dass sich in vitro verschiedene neuronale Subtypen differenziert
haben.

Zusatzlich untermauert wurden diese Ergebnisse durch immunhistochemische
Untersuchungen der elektrophysiologisch evaluierten Zellen durch den Projektpartner
Anatomisches Institut der Universitat Tubingen. Durch Markierung der sich
proliferierenden Zellen mit BrdU, welches wahrend der Zellteilung in die DNA
interkaliert, konnte bestatigt werden, dass sich die elektrophysiologisch gemessenen
Zellen aus Progenitorzellen differenziert hatten.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass adulte enterische Progenitorzellen aufgrund ihrer
bereits determinierten Funktionalitat und dem Vorteil, in vitro expandiert werden zu
kénnen, ein hohes Potenzial haben, als Quelle fur (autologe) progenitor-zellbasierte
(gastrointestinale) Therapien eingesetzt werden zu kénnen. Ein grof3er Vorteil hierbei

ist die geringe Menge an benétigtem patienteneigenem Material.
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2 Einleitung

2.1 Motivation

Wahrend ein funktionierendes enterisches Nervensystem im Verlauf der
Embryogenese nicht essenziell ist, so ist es in allen postnatalen Stadien eines
Lebewesens umso wichtiger (Schuchardt et al., 1994). Stérungen im enterischen
Nervensystem beeintrachtigen nicht nur die Lebensqualitéat eines Menschen erheblich,
sondern kénnen auch zu dessen Tod fuhren.

Die Motivation der vorliegenden Arbeit war es daher, eine Methode im Tiermodell zu
entwickeln, die als Grundlage fir spatere Therapieanséatze bei der Hirschsprung-
Erkrankung dienen soll. Hierbei sollte eine Basis geschaffen werden, um Kindern, die
an einem Defekt des enterischen Nervensystems im Darm, der sogenannten
Hirschsprung-Erkrankung leiden, ein normales Leben zu ermdglichen, ohne
erhebliche Beeintrachtigungen  der  Lebensqualitat  durch  signifikante
Begleiterkrankungen. Besonders im Hinblick auf ethische Bedenken ist es
winschenswert einen Therapieansatz zu entwickeln welcher nicht auf pluripotenten
Stammzellen, sondern auf bereits adulten Stammzellen, den sogenannten
Progenitorzellen, basiert.

Durch ein vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) gefdrdertes
Kooperationsprojekt, zusammen mit dem Anatomischen Institut der Universitat
Tubingen, der Kinderklinik der Universitat Tubingen, Naturin Viscofan GmbH & Co. KG
und dem Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut der Universitat Tubingen
(NMI) sollte dies realisiert werden. Die ldee des Vorhabens war es, aus
patienteneigenen  Progenitorzellen des Darmes ein funktionierendes re-
transplantierbares Nervengeflecht innerhalb eines Kollagentragers zu entwickeln, um
so die defekten Darmregionen zu reaktivieren. Dadurch soll den Betroffenen eine
Darmresektion sowie die damit verbundenen Begleiterkrankungen und sozialen
Einschrankungen erspart werden. Teilaufgabe der vorliegenden Arbeit war es, isolierte
und differenzierte  Progenitorzellen aus dem  Mausmodell auf ihre
elektrophysiologische Funktionalitdt und Netzwerkaktivitat als mogliches Transplantat
zu Uberprifen. Bis heute ist wenig tber die elektrophysiologischen Eigenschaften und
die lonenkanalexpression von progenitor-abgeleiteten postnatalen enterischen

Neuronen in vitro bekannt.
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2.2 Das enterische Nervensystem

Das enterische Nervensystem, kurz ENS, ist der groRte Teil des peripheren
Nervensystems (PNS) und arbeitet weitgehend autonom. Ein Teil wird vom Rautenhirn
und den Ganglien des PNS innerviert (Trudrung et al., 1994; Luckensmeyer und Keast,
1998; Powely, 2000). Durch komplexe Reflexbdgen, bestehend aus intrinsischen
sensorischen Neuronen, Inter, - und Motorneuronen (Costa et al., 1996; Porter et al.,
1997; Kunze und Furness, 1999; Schemann et al., 2001), arbeitet das ENS aber
grofdtenteils autonom (Furness et al.,, 1995 und 1998). Das ENS findet sich im
kompletten Gastrointestinaltrakt und gliedert sich in Neurone und die zugehérigen
Gliazellen, in sogenannte enterische Ganglien. Die Neuronenzahl ist vergleichbar mit
denen des Riuckenmarks (Gershon et al., 1993). Neben Sympathikus und
Parasympathikus hat es im autonomen Nervensystem sowohl die grof3te Anzahl an
funktionell unterschiedlichen Neuronen als auch die komplexeste neuronale
Verschaltung (Costa et al., 1996; Furness, 2000; Brookes, 2001). Die Hauptaufgabe
des ENS besteht in der Vermittlung der Motilitatsreflexe und der Kontrolle des
Wasser, - und Elektrolythaushaltes (Furness, 2006). Aul3erdem wird ihm die Aufgabe

der intestinalen Blutversorgung zugeschrieben (Vanner et al., 1996).

2.2.1 Die Entstehung

Der Entstehungsort des ENS ist die Neuralleiste (LeDouarin and Kalcheim, 1999). Von
dort aus migriert es in der frihen Embryogenese als Vorlauferzellen zuerst in das orale
und anschlieRend in das anale Ende des Intestinaltraktes, um diesen schlief3lich
komplett zu besiedeln. Sobald die Vorlauferzellen den Intestinaltrakt erreicht haben,
sammeln sie sich in Gruppen. Je nach ihrer spateren Bestimmung entweder in dem
sich parallel entwickelnden myenterischen oder im submukdsen Plexus (Newgreen
und Young, 2002). Hier differenzieren sich die Vorlauferzellen zunachst in eine
Vielzahl verschiedener Neuronentypen und Gliazellen, formen die Ganglien und bilden

dann die komplexen Reflexbdgen, welche essenziell fir die Funktion des ENS sind.

2.2.2 Aufbau und Aufgaben

Im Unterschied zum zentralen Nervensystem (ZNS) ist das ENS in Ganglien
organisiert, welche als ,Knotenpunkte® eine Vielzahl verschiedener Neuronentypen
enthalten und sowohl Nervenbindel als auch Fasern miteinander verbinden. Die

Ganglien liegen in zwei verschiedenen Plexi, dem myenterischen Plexus (Auerbach
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Plexus), zwischen der Ring,- und &auf3eren longitudinalen Muskulatur und im
submukdsen Plexus (Meissner Plexus) der Submukosa. Bis auf den Osophagus und
den Magen ist die komplette Wand des Gastrointestinaltraktes mit Ganglien
ausgekleidet. Ihre Grol3e variiert je nach Darmregion und teilweise auch zwischen den
verschiedenen Spezies, wobei Ganglien des myenterischen Plexus immer grol3er als
die des submukdsen Plexus sind. Die Axone der einzelnen Neurone innervieren
wiederum andere Ganglien und Gewebe des Verdauungstraktes wie z.B.

Muskelschichten und die Mukosa (Furness, 2006).
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A Myenterischer Plexus

Ringmuskulatur

Submukdoser Plexus

longitudinaler
Muskel

Muscularis mucosae

Submukoser Plexus )
Ringmuskel

Submukosa

longitudinaler
' Muskel

Abbildung 1: Querschnitt durch die Darmwand mit den wichtigsten Komponenten des
enterischen Nervensystems.

A: Teil eines Querschnittes mit der charakteristischen Verteilung der Plexi innerhalb der Darmwand
(modifiziert nach Furness, 2012) B: Querschnitt des Darmrohres. Die einzelnen Plexi kleiden den Darm
komplett aus, sind aber in Knotenpunkten angelegt, welche durch Nervenfasern miteinander verbunden
sind. Die Knotenpunkte sind in regelmaRigen Abstanden Uber die komplette Lange des Darmes
angelegt. Der zum Lumen hin gerichteten Mukosa mit ihren Darmzotten folgt der submukose Plexus,
welcher zwischen der Mukosa und der inneren Ringmuskulatur liegt. Zwischen der &ufReren
longitudinalen Muskelschicht und der inneren Ringmuskulatur liegt der myenterische Plexus (modifiziert

nach Heanue und Pachnis, 2007).
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2.2.2.1 Der myenterische Plexus (Auerbach Plexus)

Der myenterische Plexus liegt zwischen der aufReren longitudinalen und der inneren
Ringmuskulatur des Darmes und kleidet den Darm in seiner kompletten Lange aus.
Seine Ganglien variieren erheblich in ihrer Gro3e: Im lleum des Meerschweinchens
wurden zum Beispiel pro Ganglion zwischen funf und 200 Neurone gezéhlt (Furness,
2006). Da die Ganglien grof3en Deformierungskraften durch die Darmmotilitat
ausgesetzt sind, sind sie stark verformbar (Gabella und Trigg, 1984). Der myenterische
Plexus gliedert sich in drei Komponenten: den priméren, den sekundaren und den
tertiaren Plexus (Furness, 2006). Das primare Netzwerk des Plexus bilden die
Ganglien und die internodalen Strange. Ein GrofR3teil der Nervenfasern dringt allerdings
nicht in das Ganglion ein, sondern wandert an ihm vorbei, um in einem anderen
Internodalbiindel zu minden. Die zweite Komponente des myenterischen Plexus wird
von feineren Nervenfaserbiindeln gebildet, entsprungen von den Ganglien oder den
primaren Internodalstrangen verlauft diese parallel zur Ringmuskulatur (Furness,
2006). Die dritte und feinste Komponente des Plexus schlangelt sich durch die Licken
des primaren Netzwerkes (Richardson, 1958; Llewellyn-Smith et al., 1993; Furness,

2000) und dient der Ringmuskelinnervierung (Furness, 2006).
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Abbildung 2: Der myenterische Plexus (Auerbach Plexus)

A: Eigene Daten zeigen eine Methylenblau-Farbung des myenterischen Plexus eines
Meerschweinchens. In Aa ist ein Ganglion vergrol3ert dargestellt.

B: Modifiziert nach Wedel et al., 2007 stellt den myenterischen Plexus eines humanen Kolons bei
5-fach VergréRRerung dar.

2.2.2.2 Der submukdse Plexus (Meissner Plexus)

Im Allgemeinen sind die Nervenfasern des submukdsen Plexus feiner und die
Ganglien kleiner als die des myenterischen Plexus (Furness, 2006; Timmermans et
al., 2001). Wie auch der myenterische Plexus kleidet er den Darm in seiner vollen
Lange aus. Die Organisation der submukodsen Ganglien und die Varietat an funktional
unterschiedlichen Neuronen variiert zwischen verschiedenen Spezies (Scheuermann
etal., 1987a; b; Hoyle und Burnstock 1989; Timmermanns et al., 1990). Auch die Tiefe,
in der die Ganglien innerhalb des Plexus angesiedelt sind, beeinflusst ihre neuronale
Zusammensetzung. So innervieren solche, die ndher zum Lumen gerichtet liegen
beispielsweise die Mukosa (Porter et al., 1999; Timmermans et al., 2001), solche, die
naher zur Ringmuskulatur liegen, innervieren dagegen die Ring, - und teilweise sogar
die longitudinale Muskulatur (Furness et al., 1990).
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2.2.2.3 Neuronentypen im ENS

Enterische Neurone werden entweder aufgrund ihrer Morphologie oder ihrer Funktion
eingeteilt. Funktional werden sie in drei Gruppen gegliedert: in intrinsische primare
afferente Neurone (IPANSs), in Inter, - und in Motoneurone. Die Axone enterischer
Neurone sind fein, unmyelinisiert und haben eine relativ langsame
Weiterleitungsgeschwindigkeit. In Nervenfaserbiindeln konnten Geschwindigkeiten
von 0,3 bis zu 0,7 m/s gemessen werden (Kosterlitz und Lydon, 1971; Yokoyama et
al., 1977). Antidromische Aktionspotenziale in Somata von Dogiel Typ Il Neuronen
erreichten hingegen eine Geschwindigkeit von 0,23 m/s (Hendriks et al., 1990).
Bereits 1895 beschrieb Dogiel drei verschiedene Neuronenmorphologien, die bis
heute bestand haben und in Dogiel Typ I, Il und Ill Neurone klassifiziert werden.
Manche Autoren nehmen eine Erweiterung der Neuronenklassen in Typ IV, V, VI und
VII vor, wobei die von Dogiel die Bestandigste darstellt (Furness, 2006).

Neurone vom Dogiel Typ |

Diese Neurone sind charakterisiert durch ihre leicht lang gezogene, abgeflachte und
stern, - oder winkelformige Morphologie. Ihre Somata sind zwischen 13 und 35 pm
lang und 9 bis 22 um breit. Sie besitzen ein Axon und 4 bis 20 Dendriten oder mehr.
Die teilweise bifurkalen Axone kdnnen in bis zu vier Ganglien minden bevor sie die
Ringmuskulatur erreichen, manche enden auch schon friher. Ein entscheidendes
Merkmal sind die lamellenartigen, kurzen Dendriten, die flach im myenterischen Plexus
liegen. Funktional gehodren die Dogiel Typ | Neurone keiner bestimmten Klasse an.
Unter ihnen gibt es inhibitorische Motoneurone, die auf den Muskel projizieren,

exzitatorische Motoneurone und Interneurone.
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Abbildung 3: Dogiel Typ | Neurone. Bestimmt und gezeichnet 1899 von Dogiel.
Die Neurone A, C, E, F und H entstammen dem myenterischen Plexus eines Meerschweinchen-
Dinndarmes, D und G des eines Menschen. Das Neuron in B zeigt ein Dogiel Typ | Neuron aus der

Gallenblase eines Hundes (modifiziert nach Furness, 2006).

Neurone vom Dogiel Typ Il

Typ Il Neurone sind die haufigsten Neurone im myenterischen und submukdsen
Plexus des Diunn- und Dickdarmes. Sie machen ungefahr 10 bis 25 % der
Gesamtpopulation der Neurone in myenterischen Ganglien aus. Laut Dogiel sind ihre
Somata rund oder oval, haben ein Axon und 3 bis 10 Dendriten. Manche von ihnen
haben einen pseudounipolaren Verlauf. Mittlerweile ist bekannt, dass alle
Hauptauslaufer dieser Neurone Axone sind (Furness, 2006; Hendriks et al., 1990).
Dogiel Typ Il Neurone sind mit 22 bis 47 um Lange und 13 bis 22 um Breite groR3er als
die vom Typ |. Die sehr langen Auslaufer dieser Neurone projizieren primar direkt in
die umgebenden Muskelschichten (Bornstein et al., 1991), manche sogar bis in die
Mukosa (Furness et al., 1990b). Die feineren Aste minden in demselben oder
benachbarten Ganglion. Ein Grol3teil der Auslaufer ist kreisférmig um den Zellkérper
gelegt und erreicht im Meerschweinchen beispielsweise eine Lange von rund 2 mm.
Ein Teil der Axone hat eine Lange von 2 bis 40 mm, teilweise sogar bis zu 100 mm,
und projiziert in proximale, anale Richtung (Brookes et al., 1995). Aul3erdem formen

sie Synapsen in myenterischen Ganglien (Johnson et al., 1996).
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Im submukdsen Plexus innervieren die Neurone benachbarte Ganglien (Lomax et al.,
2001; Reed und Vanner, 2001) und projizieren in die Mukosa, wobei die Auslaufer nur
eine Lange von ca. 2 mm annehmen (Furness, 2006; Kirchgessner et al., 1992; Song
et al., 1992).

Abbildung 4: Neurone vom Dogiel Typ Il. Bestimmt und gezeichnet 1899 von Dogiel.

Die Neurone in A und B sind aus dem myenterischen Plexus eines Meerschweinchen Dinndarmes,
Neuron C aus dem eines Menschen. Neuron D stammt aus dem Dickdarm eines Meerschweinchens
(modifiziert nach Furness, 2006).

Neurone vom Dogiel Typ Il
Morphologisch sind Neurone vom Dogiel Typ Il durch ihre 2 bis 10 verzweigten und
feiner werdenden Dendriten charakterisiert. Im Vergleich zu Dogiel Typ Il Neuronen

sind ihre Dendriten relativ kurz.
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Abbildung 5: Dogiel Typ Ill Neurone. Bestimmt und gezeichnet 1899 von Dogiel.
Beide dargestellten myenterischen Neurone stammen aus dem Dinndarm des Meerschweinchens. Das
oben dargestellte Neuron ist gleich mit den Neuronen, die in der Literatur als filamentdse Interneurone

des Meerschweinchens beschrieben werden (modifiziert nach Furness, 2006).

2.2.2.3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften enterischer Neurone des

DuUnn- und Dickdarms

Die elektrophysiologische Charakterisierung von ENS-Neuronen ist nicht nur durch die
Tatsache limitiert, dass es Unterschiede zwischen den Spezies gibt, sondern auch
dass ihre Eigenschaften durch Neurotransmitter, Hormone und andere Mediatoren wie
z.B. Histamin und Prostaglandin beeinflusst werden kénnen. Die ersten intrazellularen
Messungen und elektrophysiologischen Klassifikationen wurden in den 1970ern
gemacht (Nishi und North, 1973; Hirst und McKirdy, 1974; Wood und Mayer, 1978).
Nishi und North unterteilten die Neurone in drei Gruppen. Typ | Neurone, welche Uber
die komplette Zeit eines depolarisierenden Strompulses Aktionspotenziale generieren
(tonisch), Typ II, welcher mit nur einem Aktionspotenzial am Anfang einer
Depolarisation reagiert (phasisch) und Typ Ill der nicht erregbar war. Von diesem nicht
stimulierbaren Typ Il wird angenommen, dass dieser bei der Messung zerstort wurde
oder es sich falschlicherweise um Gliazellen handelte. Diese Unterschiede im
Feuerverhalten von Neuronen sind essenziell um ein neuronales Netzwerk optimal
kontrollieren und die Netzwerkaktivitat fein aufeinander abzustimmen zu kénnen.
Neurone mit Kkurzer Refraktarzeit, welche eine schnelle Abfolge von
Aktionspotenzialen auf einen Puls zeigen, sind besonders wichtig flr synaptische

Ubertragungen. Fiir die Modellierung der Informationsiibertragungen von Inter- und
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Motoneuronen beispielsweise ist es wichtig, dass die Neurone lange Refraktar- und
Hyperpolarisationsphasen haben, um spéater eintreffende Signale am Soma des
Neurons zu inhibieren.

1974 wurden die Neurone im Dunndarm des Meerschweinchens von Hirst et al., dann
in S- und AH-Neurone gegliedert. So steht ,S* fur ,synaptic* und ,AH* fUr ,after
hyperpolarizing“ und leitet sich von der Form des Aktionspotenzials bzw. vom
phasischen und tonischen Feuerverhalten der Neurone ab. Die Bezeichnung S- und
AH- Neuron ist heutzutage nicht mehr eindeutig zutreffend, wird aber dennoch

beibehalten.

S-Neurone

Die S-Neurone zeigen schnelle Aktionspotenziale gefolgt von meist kurzen
,hachhyperpolarisierenden“ Potenzialen (AHPSs), welche 20 bis 100 ms andauern. Da
es sich um natriumgetragene Aktionspotenziale handelt, kdnnen diese durch
Tetrodotoxin (TTX) inhibiert werden. Oft haben S-Neurone filamentdse Formen und
sind vom Dogiel Typ I. In Meerschweinchen zum Beispiel haben alle S-Neurone ein
einzelnes Axon und kénnen deshalb nie von Dogiel Typ Il sein (Furness, 2006).

Als Antwort auf intrazellulare Depolarisierungen von 50 ms feuern diese Neurone
tonisch  Aktionspotenziale (Furness, 2006). Bei 500 ms andauernden
depolarisierenden Pulsen reduziert sich die Feuerrate oder stellt sich nach 200-150
ms durch das Vorhandensein eines auswartsrektifizierenden Stromes ganz ein (Kunze
et al., 1997).

2001 zeigten Brookes et al., dass es drei verschiedene Neuronentypen mit
unterschiedlichen Eigenschaften gibt, welche in die Kategorie der S-Neurone fallen.
Noch ist die elektrophysiologische Subklassifizierung der S-Neurone nicht vollstandig
aufgeklart, es konnte aber gezeigt werden, dass auf, - aber nicht absteigende
Interneurone einen markanten A-Strom (la) besitzen. Hoch erregbare Neurone mit
hohem Eingangswiderstand, welche sich oft am Rande myenterischer Ganglien
befinden, konnten von Smith et al., 1999 identifiziert werden. Hierbei handelt es sich
um longitudinale Muskel-Motoneurone.

AulRRerdem zeigen S-Neurone sowohl langsame als auch schnelle exzitatorische
postsynaptische Potenziale (EPSPs), welche oft die Summe aus unterschiedlichen

Transmissionen verschiedener Axone darstellen. Langsame EPSPs hingegen werden
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meist durch Stimulation interganglionarer Verbindungen ausgeltst (Wood und Mayer
1978; Morita und North, 1985).

AH-Neurone

Das Aktionspotenzial eines AH-Neurons liegt einem Tetrodotoxin (TTX)-sensitiven
Natriumkanal (Inav) und einem TTX-insensitiven Kalziumkanal (TTX-R Icav) zugrunde
(North 1973; Hirst et al., 1985a; Rugiero et al., 2003). Bei Vorhandensein von TTX
reicht der TTX-R Icav aus um ein Aktionspotenzial am Soma auszulosen. Dem
ebenfalls einwartsgerichteten TTX-resistenten Natriumkanal (TTX-R Inavy) konnte
bislang noch keine tragende Rolle in der Entstehung von Aktionspotenzialen in AH-
Neuronen nachgewiesen werden (Rugiero et al., 2003).

Der TTX-sensitive Inav in myenterischen AH-Neuronen aktiviert zwischen -50 und
-40 mV und erreicht bei -10 mV seinen maximalen Offnungszustand (untersucht an
Meerschweinchen-Zellkulturen) (Zholos et al., 2002). Er zeigt eine schnelle
Inaktivierungskinetik und sein ,steady state“ halb-inaktivierungs Potenzial liegt bei
-56 mV. Die Zeitkonstante der Inaktivierung nimmt bei depolarisierenden
Haltepotenzialen ab. Die Erholung aus der Inaktivierung ist ebenfalls schnell, mit
Zeitkonstanten zwischen 7 und 44 ms, bei Haltepotenzialen von -100 und -60 mV
(Furness, 2006).

Die Maximalamplituden eines eines Aktionspotenzials eines AH-Neurons liegt
zwischen 75 - 100 mV (Meerschweinchen) und zeigt eine Flexion in der
repolarisierenden Phase, welche durch das Aktivieren eines ICav verursacht wird.
Hierbei handelt es sich um einen n-Typ Kalziumkanal, da unter Anwesenheit von L-
Typ Kalziumkanal-Blockern diese Flexion noch immer vorhanden ist (North und
Tokimasa 1987; Kunze et al., 1994). Normalerweise folgen der fallenden Phase des
Aktionspotenzials zwei einzelne Hyperpolarisationen, eine friihe und eine spate AHP
(,after hyperpolarisation®) (siehe Abb. 7). Die spaten, langsamen AHPs kdnnen 2 bis
30 Sekunden andauern (Hirst et al., 1974; 1985b). Die frihe AHP-Phase, welche sich
direkt der fallenden Phase anschlief3t, dauert 20 bis 100 ms und ahnelt der transienten
Hyperpolarisation von S-Neuronen sowie der Hyperpolarisation der meisten
Aktionspotenziale des ZNS. Prominente Strome, die diese transiente
Hyperpolarisation beeinflussen, sind unter anderem ein TEA-sensitiver delayed
rectifier Kationenkanal (Hirst et al., 1985a, Zholos et al., 1999), ein Kalzium- und ein

spannungssensitiver Kaliumkanal (BK-Kandle) mit grofRer Leitfahigkeit. Bei
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Ruhehaltepotenzialen negativer als -60 mV konnte das Vorhandensein eines
4-Aminopyridin-sensitiven A-Stroms (la) detektiert werden (Hirst et al., 1985a).

Die spaten AHPs spielen eine grof3e Rolle bei der Erregbarkeit der AH-Neurone. Je
nach Aktivierungsgrad des spaten AHP-Stromes kann die resultierende
Hyperpolarisation ausreichen, um spater eintreffende Aktionspotenziale am Soma zu
reduzieren und so folgende Informationsiibertragungen zu Inter- und Motoneuronen
zu verhindern. Dieser Effekt, dass AH-Neurone mit ihrer spaten AHP-Phase die
Signale der IPANs tackten, ist fir Regulation der Peristaltik notwendig. Essenziell fur
die Generation der spaten AHP-Phase ist die Aktivierung der kalziumabhangigen
Kaliumkanéle. Dies erfolgt durch eine kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung aus
intrazellularen Kalziumspeichern, die Uber einen Ryanodine-sensitiven Rezeptor
geregelt wird (Hirst und Spence, 1973; Hirst et al., 1974). Die Repolarisation aus der
spaten AHP-Phase hangt dann wiederum von der Kalziumaufnahme in die
Mitochondrien ab. Wird die Aufnahme von Kalzium in die Mitochondrien beispielsweise
durch mitochondriale respiratorische Enzyme gehemmt, so verlangert sich die AHP-
Phase (Vanden Berghe et al., 2002). Der AHP-Strom tragt auf3erdem zum Erreichen
des Ruhehaltepotenzials bei.

Zusatzlich existiert in AH-Neuronen ein unspezifischer Kationen-Strom (Ih), welcher
durch Hyperpolarisation aktiviert wird und beim Ruhehaltepotenzial aktiv ist (Galligan
et al., 1990, Rugiero et al., 2002). Dieser Strom tragt zu Membranleitfahigkeiten
negativer -40 mV bei, hat langsame Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken und
kann anhaltende Depolarisationen verursachen (Galligan et al., 1990; Rugiero et al.,
2002; Nguyen et al., 2005). Die Regulation des Stroms in AH-Neuronen ist noch nicht
ganz geklart, in anderen Zelltypen wie z.B. Herzmuskelzellen wird er durch cyclisches
AMP reguliert.

AH-Neurone wie auch die S-Neurone zeigen einen A-Typ Kaliumkanal (Ia) (Hirst et al.,
1985b; Galligan et al., 1989; Nguyen et al., 2005). Dieser Kanal ist bei den meisten
Neuronen bei Ruhehaltepotenzialen inaktiviert, bei AH-Neuronen hat er jedoch ein
geringes Aktivierungslevel (Starodub und Wood, 2000). Er ist aktivierbar bei
Hyperpolarisationen negativer -60 mV (Hirst et al., 1985a) und limitiert so z.B. die
Feuerrate eines Neurons, in dem er das Erreichen des Ruhemembranpotenziales

verzogert.

15



Einleitung

Weitere Kanéle, die aber keinen signifikanten Beitrag zum Erreichen des
Ruhehaltepotenziales leisten, sind z.B. HVA- (high voltage activated) Kalziumkanéle
und ATP-abhangige Kaliumkanale (siehe Abb. 7).

Beim Meerschweinchen sind fast alle Dogiel Typ Il Neurone, AH-Neurone. Den
meisten von ihnen fehlt allerdings die spate AHP, obwohl sie die typische Flexion

wahrend der Repolarisation zeigen (Cornelissen et al., 2000).

50ms 40ms

Abbildung 6: Vergleich des Aktionspotenzialverlaufs eines S-Neurons und eines AH-Neurons.
A: Das Aktionspotenzial eines S-Neurons. B: Das Aktionspotenzial eines AH-Neurons. Die blaue Linie
markiert das Ruhehaltepotenzial der Zellen. Deutlich zu erkennen ist, dass dem AH-Neuron der ersten
nachhyperpolarisierenden Phase eine zweite Phase folgt, welche sich Uber mehrere Sekunden
erstrecken kann. Dahingegen erreicht das S-Neuron bereits nach kurzer Zeit sein Ruhehaltepotenzial
und ist somit in der Lage innerhalb kurzer Zeit neue Aktionspotenziale auszulésen. Somit erzeugt es
eine hohe Aktionspotenzial-Feuerrate (modifiziert nach Furness, 2006).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung aller lonenkanale eines AH-Neurons (Meerschweinchen)
und deren Beteiligung am Ruhehaltepotenzial, Aktionspotenzial und nachhyperpolarisierendem
Potenzial.

Aufwartsgerichtete Pfeile symbolisieren auswartsgerichtete Stréme, nach unten zeigende Pfeile die

Einwartsstrome. Die angesprochenen Kanéle sind farblich markiert (modifiziert nach Furness, 2006).

2.3 Die Hirschsprung-Erkrankung

Erstmals beschrieben wurde die Hirschsprung-Erkrankung 1886 von dem danischen
Kinderarzt Harald Hirschsprung, welcher der Erkrankung seinen Namen gab. Bei der
Hirschsprung-Erkrankung handelt es sich um einen der haufigsten gastrointestinalen
Geburtsfehler bei Neugeborenen und Kindern mit einer Inzidenz von 1 : 5000
(Newgreen und Young, 2002) und einer Geschlechterverteilung von 4 : 1 (Mann : Frau)
(Cass, 1986). Hierbei werden wahrend der frihen Embryogenese verschiedene
Darmabschnitte nicht mit innervierenden Neuronen besiedelt, sodass dieser tonisch
kontrahiert ist. Hauptsachlich betroffen (bis zu 85 % der Falle) ist das Rektum und
Colon sigmoideum, eine sogenannte ,short-segment” Hirschsprung-Erkrankung (Seri
etal., 1997; Ryan, 1995). Seltener ist dieser Defekt in proximaler Richtung ausgeweitet
und betrifft das proximale lleum (,long-segment), in ungeféhr 10 % der Félle (Badner
et al., 1990; Seri et al., 1997). Bei Kindern mit einer long-segment Erkrankung weif3t

das Kolon in 60 % der Falle eine komplette Aganglionose auf (Ryan, 1995). Da der
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Darm normalerweise tonisch kontrahiert ist und der Transport der Nahrung durch
inhibitorische Neurone des ENS in Form von wellenartiger Peristaltik gewahrleistet
wird, kommt es zu funktionellen Charakteristika der Erkrankung. Unter anderem &uf3ert
sich ein fehlerhaftes ENS in intestinaler Obstruktion und massiver Konstipation, da sich
der Darminhalt in proximaler Richtung akkumuliert und ein Megakolon bildet (siehe
Abb. 8). In den meisten Fallen ist der Defekt des ENS nicht auf die distalen
aganglionaren Regionen beschrankt, sondern bildet in distalen Regionen des Darms
hypoganglionare Bereiche aus, welche sich in der ,transition zone® befinden und durch
die Peristaltik ausgeglichen werden kdnnen. Bevor moderne Operationstechniken
etabliert wurden, lag die Mortalitatsrate bei ca. 88 % (Takats und Biggs, 1938).

Laut vieler US Studien ist die Pravalenz der Hirschsprung-Erkrankung unter Asiaten
am hochsten (2,8 / 10 000), gefolgt von Afroamerikaner (2,1 / 10 000) und Kaukasiern
mit 1,5/ 10 000 (Holschneider und Puri, 2008). Die genaue Atiologie ist bis heute noch
nicht vollstandig geklart (Burkardt et al., 2014).

Haufig geht die Hirschsprung-Erkrankung mit anderen Erkrankungen einher, wie z.B.
einer Variante des Shah-Waardenburg Syndroms (WS4), Deletionssyndrom 22q11,
Trisomie 21, dem kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndrom (Undine Syndrom)
und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Frykman und Short 2012; Levin et
al., 2012). All diese Erkrankungen, wie auch die Hirschsprung-Erkrankung stehen
wahrend ihrer Entwicklung in Zusammenhang mit der Neuralleiste, und werden

deshalb als Neurocristopathien zusammengefasst (Bolande, 1997).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines normalen Intestinaltraktes und eines
Intestinaltraktes mit agangliondrem Rektum
Auf apikaler Seite des aganglionaren Darmabschnittes akkumuliert der Darminhalt und fuhrt zu einem

Megakolon (maodifiziert nach ,Mayo Foundation for Medical Education and Research®).

2.3.1 Entstehung der Hirschsprung-Erkrankung

Genetische Hinweise (Seri et al., 1997) zeigen, dass eine Aganglionose nicht
notwendigerweise auf bestimmte Darmabschnitte beschrankt ist (Badner et al., 1990).
So gibt es z.B. keinen direkten Zusammenhang zwischen den betroffenen distalen
Regionen, den Genmutationen und den entsprechenden Genprodukten. Es muss sich
also um eine Fehlmigration der Vorlauferzellen aus der Neuralleiste durch den
kompletten Gastrointestinaltrakt wahrend der frihen Embryogenese handeln
(Newgreen und Young, 2002b). Ein mdgliches Problem kdnnte bei den Vorlauferzellen
der Neuralleiste selbst liegen, an der lokalen Umgebung, einem Fehler der

Migrationswege, bevor die Zellen den Darm tberhaupt erreichen oder im Darm selbst
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liegen. Mutationen kdnnten auf3erdem die Moéglichkeit der Vorlauferzellen zu Migration,
Teilung und Differenzierung beeinflussen. Prinzipiell sind Mutationen in Genen, die fir
2-Zell-Zell Signal Systeme codieren wie z.B. GDNF-Ret/GFRa1 (glial cell line-derived
neurotrophic factor - Rezeptortyrosinkinase Ret / GDNF-Familie Rezeptor a1) und ET-
3/ETs (Endothelin-3 / Endothelinrezeptor B) und Mutationen in Transkriptionsfaktoren
von essenzieller Bedeutung bei der Entwicklung des ENS. Bei den
Transkriptionsfaktoren sind vor allem Mashl (mammalian achaete scute homolog-1),
Sox10 (SRY-related HMG-box 10), Pax3 (paired box 3) und Phox2a und b (Paired
mesoderm homeobox protein 2a und b) betroffen. Wie genau die Kolonisation des
Darmes mit inhibitorischen enterischen Neuronen gestort wird, ist noch nicht ganz

verstanden (Newgreen und Young, 2002b).

2.3.2 Genetische Faktoren

Geschwister haben mit 4 % im Vergleich zur restlichen Population mit ca. 0,02 % ein
erhohtes intrafamiliares Risiko von der Hirschsprung-Erkrankung betroffen zu sein.
Das Risiko erhoht sich mit der LaAnge des aganglionaren Bereichs (Badner et al., 1990).
Die ,short"- und ,long-segment” Erkrankungen haben ihren Ursprung in Mutationen der
gleichen Gene (Seri et al., 1997; Parisi und Kapur, 2000), sind aber fir weniger als 50
% distaler Aganglionose verantwortlich. Bis jetzt konnten noch nicht alle betroffenen
Gene identifiziert werden. Es ist nur klar, dass es keine strickte, genetische Erkrankung
ist, Menschen mit Genmutationen aber auf jeden Fall pradisponiert sind an der
Hirschsprung-Erkrankung zu erkranken (Kapur, 1993; Parisi und Kapur, 2000;
Robertson et al., 1997; Sancandi et al., 2000).

2.3.2.1 RET und seine Liganden (GDNF-RET-GFR al)

Ungefahr 50 % der familiaren und bis zu 35 % der sporadisch auftretenden
Hirschsprung-Erkrankungen sind zurtckzufuhren auf Abweichungen in der
Zellerkennung und innerhalb von Signalkomplexen, welche eine Rezeptor-
Tyrosinkinase RET und seine Liganden, GDNF und GFR al, enthalten (Newgreen et
al., 2002a; Parisi und Kapur, 2000; Robertson et al., 1997; Butler Tjaden und Trainor,
2013).

GDNF wird von mesenchymalen Zellen des sich entwickelnden Darms exprimiert,
wohingegen seine Rezeptor-Tyrosinkinase auf den Vorlauferzellen der Neuralleiste
selbst vorkommt (Young et al., 2001; 2004).
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Das RET-Gen codiert einen transmembranen Rezeptor mit zytoplasmatischer
Tyrosinkinase-Domane. Uber GFR al (RET Co-Rezeptor) interagiert das GDNF mit
RET (Rezeptor-Tyrosinkinase) (Jing et al., 1996; Treanor et al., 1996).

Dieser Signalkomplex fordert im ZNS und PNS neben dem Uberleben von Neuronen,
die Mitose von neuronalen Progenitorzellen, deren Differenzierung und das
Neuritenwachstum (Lin et al., 1993; Henderson et al., 1994; Matheson et al., 1997;
Eng, 1999; Rosenthal, 1999).

Mutationen im RET-Gen fuhren zu einer Inaktivierung der Kinase was neben dem
Undine-Syndrom und anderen Erkrankungen, aganglionare Darmabschnitte in
verschiedenen Schweregraden zur Folge hat (Romeo et al., 1994; Edery et al., 1994).
Long-segment Erkrankte scheinen dabei eine hohere Mutationsrate im RET-Gen zu
zeigen als Betroffene mit short-segment Erkrankung, insbesondere in der
Tyrosinkinase-Domaéne (Inoue et al., 2000; 2001).

2.3.2.2 Endothelin-Endothelin Rezeptor

Ein weiteres regulatorisches System, das die Entwicklung des ENS kontrolliert, besteht
aus verschiedenen Endothelinen (ETs). Sie binden an die Endothelin-Rezeptoren A
(ETa) und B (ETs), auf der Zelloberflache (Newgreen et al., 2002a). Eine wichtige Rolle
bei der Entstehung des ENS scheint das Endothelin ET3 und sein Rezeptor ETs zu
sein. Es wird angenommen, dass das ET3 von mesenchymalen Zellen produziert wird
und der zugehdrige ETs Rezeptor auf enterischen Neuronen vorkommt (Kapur et al.,
2004). Mutationen in Genen des ET3-ETs Systems verursachen bis zu 10 % der
Hirschsprung-Erkrankungen (Parisi, 1993). Vermutlich fluhren Mutationen in
Endothelinen zu einer verfrihten Differenzierung der Vorlauferzellen zu enterischen
Neuronen, so dass diese nicht weiter proliferieren und eine weitere Migration in
entfernter liegende Darmregionen nicht mehr méglich ist (Hearn et al., 1998; Wu et al.,
1999). Oft gehen Mutationen im ETs mit dem Waardenburg-Shah-Syndrom einher,

welches je nach Mutation verschiedene Auspragungen erfahrt.

2.3.2.3 Transkriptionsfaktoren

Neben Genmutationen kénnen auch Mutationen in Transkriptionsfaktoren auftreten,
welche die Differenzierung von Vorlauferzellen zu enterischen Neuronen initileren. Zu
ihnen gehdren z.B. Phox2b und Sox10. Sind diese Transkriptionsfaktoren

beispielsweise ausgeschaltet, findet keine Kolonisation des Darmes mit Neuronen statt
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(Newgreen et al., 2002a). Neben Mutationen im Endothelin-Endothelin-Rezeptor kann
beim Waardenburg-Shah-Syndrom auch der Transkriptionsfaktor Sox10 betroffen

sein.

2.3.3 Therapiemdglichkeiten

Trotz stetiger Verbesserung der operativen Behandlungsmethoden der Hirschsprung-
Erkrankung konnte bis heute keine zufriedenstellende Therapie entwickelt werden.
Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde eine Vielzahl an operativen Techniken
angewendet. Hierzu zéhlen die Sympathektomien um die distalen Darmregionen zu
relaxieren, die Resektion des dilatierten proximalen Kolons sowie die Spinalanasthesie
(Judd und Adson 1928; Telford und Haxton 1948; Swenson et al., 1949). Die
Behandlung von erkrankten Kinder erfolgte auch medikamentds. Dies beinhaltete
beispielsweise Einlaufe, Behandlungen mit flissigem Paraffin und Mineral6l,
Darmmassagen und der Einsatz Sympathikus-stimulierender und Parasympathikus-
inhibierender Substanzen (Fullerton 1927; Yeazell und Bell 1949). 1949 entwickelte
der schwedische Kinderarzt Orvar Swenson einen bis dahin neuen Operationsansatz.
Er entfernte den aganglionaren Darmabschnitt und verband den funktionierenden Teil
des Darmes mit dem Rektum, ohne dabei den Schlie@muskel zu verletzen. Damit
erreichte er die erste ,Heilung“ von Hirschsprung erkrankten Kindern in 33 von 34
Fallen (Swenson et al., 1949; Yancey et al., 1952). Dieser Ansatz ist bis heute
Bestandteil vieler operativer Eingriffe und wurde Uber die Jahre immer weiter
verbessert. Seit den 1990ern wurden verschiedene minimalinvasive Techniken zur
Behandlung der Hirschsprung-Erkrankung entwickelt. Heutzutage werden nicht nur
Laparoskopien durchgefiihrt, sondern auch komplett transanale Ansatze verfolgt,
wodurch der trans-abdominale Eingriff umgangen wird (Langer, 2012). Meta-Analysen
zeigen, dass dieser transanale Ansatz nicht nur einen geringeren operativen Einsatz
benotigt und somit die Zeit der Hospitalisation verkirzt ist, sondern auch dass die
Folgen wie Inkontinenz und Obstipation deutlich verringert sind (Che et al., 2013).

Trotz all dieser Entwicklungen und einer erheblichen Verbesserung der Lebensqualitat
und verringerten Mortalitdt innerhalb der letzten Jahrzehnte bleibt eine Vielzahl an
Einschréankungen der Lebensqualitat. Nur 50 % der behandelten Kinder entwickelt eine
optimale Darmfunktion (Rintala und Pakarinen, 2012). Verschiedene Kohortenstudien
zeigen, dass es eine signifikante Rate an refraktdren Verstopfungen und fakaler

Inkontinenz gibt, was bei 10-30 % aller Betroffenen zu erheblichen sozialen
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Einschrankungen fuhrt (Ludmann et al., 1994; Balille et al., 1999). Beispielsweise kann
nach einem operativen Eingriff der Analsphinkter nicht mehr richtig schlieen, was in
40 % eine fakale Inkontinenz zur Folge hat. Bei Kindern mit einer long-segment
Hirschsprung-Erkrankung oder einhergehenden Erkrankungen wie Trisomie 21 ist der
Ausgang noch schlechter (87 % Inkontinenz) (Jarvi et al., 2010).

Die verzogerte Transitionszeit des Darminhaltes und die relative Motilitatsstorung des
Darms sind teilweise fir die sehr hohe Rate an Obstipation verantwortlich an welcher
30-100 % aller Behandelten leiden.

2.4 Der stammzellbasierte Therapieansatz

Durch das stetig wachsende Verstandnis der Regulation und Entwicklung des
enterischen Nervensystems und der Erkenntnis, dass im ZNS und PNS zeitlebens ein
kleiner Teil an Progenitor- bzw. Stammzellen unter der Kontrolle verschiedener
Transkriptionsfaktoren erhalten bleibt, wird vermehrt der stammzellbasierte
Therapieansatz verfolgt, um so die post-operativen Beeintrachtigungen der
Lebensqualitat bei Hirschsprung-Erkrankten und anderen Neurocristopathien
erheblich zu lindern bzw. zu |6sen ( Natarajan et al., 1999).

Der zellbasierte Therapieansatz ist vielversprechend, wirft aber noch grundlegende
Fragen auf. Ein gro3er Vorteil der multipotenten Progenitorzellen ist das verminderte
Risiko der Tumorbildung und ihrer Mdglichkeit aus patienteneigenem Material isoliert
werden zu kénnen. Dies ermoéglich eine autologe Transplantation, was fir den
Patienten den Vorteil hat eine Immunsuppression umgehen zu kénnen. Aktuell gibt es
jedoch noch keine spezifischen Zellmarker fir Progenitorzellen, sodass keine
zuverlassige Isolierung und Vermehrung mit hinreichend hohem Reinheitsgrad
moglich ist. Ein grundlegendes Problem schwebt tber allen stammzellbasierten
Therapieansatzen: Es ist noch nicht geklart, welche Komposition an Zellen essenziell
ist, um ein funktionales Netzwerk zu erlangen und ob dieses Uberhaupt eine
funktionale Einheit mit dem peripheren Nervensystem bilden kann. Aulerdem
scheinen postnatale Progenitorzellen in ihrem Potenzial verschiedene neuronale Sub-
Typen bilden zu kdnnen eingeschrankt zu sein (Kruger et al., 2002). 2013 zeigten Hotta
et al., dass transplantierte Progenitorzellen in der Lage sind Aktionspotenziale
auszubilden und synaptische Inputs verarbeiten zu kbnnen. Fraglich ist bis heute, ob
diese Neurospharen sich in komplett funktionale enterische Neurone entwickeln

kobnnen. Des Weiteren kann die genaue Besiedelung mit transplantierten
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Neurospharen nicht bestimmt werden, genauso wenig wie ihre Differenzierung

innerhalb des Organs.
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3 Zielsetzung

3.1 Funktionale enterische progenitor-abgeleitete Zellen auf einem
Kollagentrager

Viele Arbeiten zeigten bisher eine erfolgreiche Transplantation von stammzell-
abgeleiteten Zellen. In den meisten Fallen wurde deren ,Funktionalitat” nur mittels
morphologischer Marker, wie z.B. durch spezifische neuronale Marker oder
Neurotransmitter verifiziert. Eine noch immer ungeklarte Frage ist jedoch, ob diese
Zellen auch das Potenzial besitzen, ein elektrophysiologisch funktionales Netzwerk
auszubilden. Grundlegend hierfur ist das Vorhandensein einer essenziellen
Komposition von lonenkandlen, welche eine elektrophysiologische Reizweiterleitung
ermoglichen.

Um das Problem der nicht kontrollierbaren Migration von transplantierten Zellen zu
umgehen, sollten die progenitor-abgeleiteten Zellen in einem Kollagentrager
differenziert werden, welcher anschlieend an die aganglionare Stelle transplantiert

werden soll.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, aus dem Tiermodell Progenitorzellen so zu
isolieren, proliferieren und zu differenzieren, dass sie in vitro ein funktionales Netzwerk
ausbilden. Diese Funktionalitdt wurde mittels Patch-clamp Messungen uberpruft und
evaluiert.

Diese Charakterisierung sollte als Grundlage fiir einen spateren Transfer zu humanen

Progenitorzellen dienen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Alle Materialien, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind Anhang A,
verwendete Zellkulturmedien, Intra, - und Extrazellularlosungen Anhang B zu

entnehmen.
4.2 Methoden

4.2.1 Isolierung und  Kultivierung  enterischer  Neurone und

Progenitorzellen

4.2.1.1 Meerschweinchen

Fur die spateren elektrophysiologischen Untersuchungen der progenitor-abgeleiteten
enterischen Zellen (PDCs = progenitor derived cells) wurde zunéchst die Praparation
und Kultivierung primarer intestinaler enterischer Neurone aus Meerschweinchen in
der hier vorliegenden Arbeit etabliert. Aufgrund der hohen Verfligbarkeit an
Publikationen fiel die Wahl zunachst auf diesen Modellorganismus.

Prépariert und kultiviert wurden Neurone aus dem Plexus myentericus, welcher sich
zwischen &ulRerer Langs- und innerer Ringmuskulatur der Darmwand befindet. Nach
enzymatischer Behandlung konnten die darin liegenden Ganglien isoliert und far

folgende Patch-clamp-Versuche in Kultur genommen werden.

4.2.1.1.1 Isolierung und Kultivierung enterischer Ganglien

Nach der Dekapitation adulter, ménnlicher, 350-400 Gramm schwerer Dunkin-Hartley
Meerschweinchen wurde der Bauchraum steril gedffnet, der gesamte Dick- und
Dinndarm entnommen und unmittelbar in 4 °C sterile Krebslésung tberflhrt sowie
gespult. Danach wurde die au3ere longitudinale Muskelschicht mit dem sich darunter
befindenden myenterischen Plexus (LMMP) vorsichtig abgezogen und dreimal in
neuer Krebslosung gewaschen. Nach mechanischem Zerkleinern der LMMP’s wurde
ein Enzym-Mix, bestehend aus BSA (4 mg/ml), Protease | (1 mg/ml) und Kollagenase
Il (1,25 mg/ml) hinzugefiigt und bei 30-35 °C unter standigem Schitteln im Wasserbad
inkubiert. Durch Zugabe von 4 °C kalter Krebslosung konnte die enzymatische
Reaktion beendet werden, sobald der Mix mit den darin befindlichen LMMPs triib

wurde und mit Schlieren durchzogen war.
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Im Anschluss wurde die Losung dreimal 5 min bei 4 °C und 500 g gewaschen und in
eine 1:1 Mischung aus 4 °C kaltem Medium 199/GlutaMAX und Kulturmedium-GP auf
Eis Uberfuhrt. Bereits mit 0,1 mg/ml Poly-L Lysin Hydrobromid beschichtete
Deckglaser aus Glas wurden mittig mithilfe eines Binokulars mit jeweils 10-15 Ganglien
(Neurone und Gliazellen = funktionelle Einheit des ENS) beimpft. Durch das gezielte
Sammeln einzelner Ganglien wird eine UbermaRige Verunreinigung der Kultur mit
anderen Zellen verhindert. Die beimpften Deckglaser wurden udber Nacht im
Brutschrank (37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2) inkubiert. Am folgenden
Tag (DIV 1, day in-vitro), wurde die Tropfenkultur mit Kulturmedium-GP und 20 pM
Cytosin R-D-arabinofuranosid (Ara-C) aufgeflillt. Das Ara-C sollte hier in seiner
Eigenschaft als Mitoseinhibitor das Wachstum von Fibroblasten und anderen Zellen,
welche die spateren Patch-clamp-Experimente beeintréachtigen konnen, hemmen.

Bis zur weiteren Verwendung wurde alle 2-3 Tage ein halber Medienwechsel

durchgefuhrt.

4.2.1.2 C56/BL6N Mause

Aufgrund speziesspezifischer Unterschiede des enterischen Nervensystems (Furness,
2006) wurde die Isolierung und Kultivierung primarer intestinaler Neurone aus
Meerschweinchen nach erfolgreicher Etablierung auf den Modellorganismus Maus
Ubertragen. Die elektrophysiologisch zu charakterisierenden progenitor-abgeleiteten
Zellen (PDCs) wurden ebenfalls aus C56/BL6N Mausen gewonnen. Die
elektrophysiologischen Daten der adulten M&use sollten als direktes Referenzsystem
fur die PDCs dienen.

4.2.1.2.1 Adulte C56/BL6N Mause

Im Unterschied zur Meerschweinchen-Praparation wurden bei den Mausen keine
kompletten Ganglien-Verbande isoliert und kultiviert, sondern eine Mischung aus
Einzelzellen verschiedener Zelltypen des LMMPs verwendet.

Fur Experimente mit adulten C56/BL6N Mausen wurden ausschliel3lich ménnliche
Tiere verwendet. Den mit CO2 gettteten Mausen wurde der Bauchraum steril gedffnet,
der Dunn, - und Dickdarm steril entnommen und in Préaparations-HBSS (nominell
Ca?*, - und Mg?* frei und 1 % P/S, 4 °C) Uberfuhrt. Pro Ansatz wurden drei Tiere
verwendet. Nachdem die Darme in 1-2 cm lange Stlicke geschnitten und in frisches

Praparations-HBSS  transferiert wurden, konnten die Blutgefalie und
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Mesenterialansétze unter dem Binocular, mithilfe einer feinen Schere, sauber
abgetrennt werden. Danach wurden von den Darmstiicken, mittels einer spitzen
Pinzette, die LMMPs vorsichtig abgezogen und in ein Eppendorf Gefald mit frischem
Praparations-HBBS Uberfuihrt. Bei diesem Vorgang war darauf zu achten den Darm
nicht zu punktieren oder zu verletzten, um das Risiko spaterer Kontaminationen durch
den Darminhalt zu minimieren. Nach Absetzen der LMMPs in den Reaktionsgefalen
wurde das Préaparations-HBBS vorsichtig abgezogen. Die verbleibenden LMMPs
wurden enzymatisch mit 0,4 % Kollagenase Il und 0,24 % Protease | verdaut,
mechanisch mit einer Schere zerkleinert und trituriert. Nach 7-mintiger Inkubation bei
37 °C im Wasserbad wurde das Gemisch aus LMMPs und Enzymen mit 0,05 %
DNase | versetzt, erneut trituriert und weitere 10-20 min inkubiert, bis die Lésung keine
grolReren Gewebestiicke mehr enthielt. Um die Enzymreaktion abzustoppen, wurde
die Losung dreimal mit Praparations-HBSS gewaschen. Dies erfolgte jeweils durch
6 min Zentrifugation bei 100 g und anschlieRendem Triturieren des Pellets in sterilem
Praparations-HBSS. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in
Einzelzellmedium mit 10 ng/ml GDNF aufgenommen. Jeweils 5 x 104 Zellen/ml der
Zellsuspension wurden mittig auf Deckglasern aus Glas angebracht. Diese wurden
zuvor mit 5 pg/cm? Kollagen Typ | aus dem Rattenschwanz beschichtet. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation Uber Nacht bei 37 °C mit 5 % CO2 und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit. Am folgenden Tag (DIV 1) wurde die Tropfenkultur mit
Einzelzellmedium und 10 ng/ml GDNF vorsichtig aufgefillt. Ein Teil der Kultur wurde
zusatzlich mit 10 ng/ml NGF versetzt, um eventuelle Unterschiede im Uberleben und
der Funktionalitat der Zellen festzustellen. An DIV 2 erfolgte ein halber Medienwechsel,
ab DIV 4 wurde den Zellen zusatzlich 20 uM Ara-C zugegeben um ein Gbermaliges
Wachstum von Fibroblasten, Glia- und Muskelzellen, welche die spéateren Patch-
clamp-Experimente beeintrachtigen kdonnten zu minimieren. Danach erfolgte der

Medienwechsel bis zur weiteren Verwendung der Zellen alle 2-3 Tage.

4.2.1.2.2 Neonatale C56/BL6N Mause

Da die Hirschsprung Erkrankung hauptséchlich bei Neugeborenen auftritt, wurden die
zeitlebens persistierenden Progenitorzellen aus dem Darm von neonatalen C56/BL6N
Mausen (P 0-1) isoliert und kultiviert. Nach erfolgter elektrophysiologischer
Untersuchung sollten direkte Vergleiche zwischen den kultivierten PDCs und der

enterischen neuronalen Primarkultur adulter C57/BL6N Mause angestellt werden. Die
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Praparation und Kultivierung der neonatalen Tiere erfolgte zum Teil durch den
Projektpartner Anatomisches Institut Tubingen. Das Protokoll wurde von Metzger et
al., 2007 entwickelt und fiur das vorliegende Kooperationsprojekt adaptiert und
modifiziert. Um eine optimale Zellqualitat zu gewahrleisten und Beeintrachtigungen
z.B. durch den Transfer der Zellen an das NMI auszuschlieen wurden in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls Progenitorzellen aus neonatalen Tieren (P 0-1) am NMI
isoliert und kultiviert. Eventuelle Optimierungen hinsichtlich Transfer und Kultivierung
der Zellen wurden an den Projektpartner weitergeleitet und berlcksichtigt. Das
Geschlecht der Tiere ist zu diesem Entwicklungsstadium noch nicht zu erkennen,
sodass in diesem Versuchsansatz sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere

verwendet wurden.

Isolierung enterischer Progenitorzellen

Nach Dekapitation der Neonaten wurde der Dick- und Dinndarm in steriles HBSS (mit
Ca?* und Mg?*, 1 % P/S) Uberfuhrt und mittels sehr feinem Praparationsbesteck unter
dem Binocular von BlutgefaRen und Mesenterialansétzen befreit. Die praparierten
LMMPs wurden in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfihrt und enzymatisch mit
Kollagenase Il (750 U/ml) und Dispase Il (250 pg/ml), beides gel6st in HBSS (mit Ca?*
und Mg?*), bei 37 °C im Wasserbad verdaut. Nach 10 min wurde 0,05 % DNase |
hinzugegeben und fur weitere 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10 % fotalem Kalberserum (FKS) abgestoppt. Im Anschluss erfolgten mehrere
Waschschritte mit HBSS (nominell ohne Ca?* -und Mg?*, 1 % P/S), DMEM Ham’s F-

12 und anschlieRender Aufnahme des Zellpellets in Proliferationsmedium.

Kultivierung enterischer Progenitorzellen

Fur die Proliferation der Progenitorzellen wurden 12,5 x 10% Zellen/ml in einer
Kulturschale ausgesét und bis zum Transfer in die Differenzierungsphase taglich frisch
mit den Wachstumsfaktoren EGF (20 ng/ml) und FGF (20 ng/ml) versetzt. An DIV 0
wurden die Zellen zusatzlich mit B27 (1:50) behandelt. Das Kulturmedium
(Proliferationsmedium) wurde alle 2-3 Tage gewechselt.

Durch sanftes Triturieren der teils adharenten Enterosphéaren konnten diese in ein
neues Reaktionsgefald tberfihrt und mit DMEM Ham’s F-12 gewaschen werden. Das
aus Enterospharen bestehende Pellet wurde in Differenzierungsmedium trituriert und

die darin befindlichen Enterosphéren unter dem Binocular mittels Pipette auf bereits
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mit Kollagen Typ | (isoliert aus dem Rattenschwanz) beschichteten Deckglasern aus
Glas uberfuhrt werden. Nach ca. 6 Stunden waren die Spharen adhéarent und die
Tropfenkultur konnte mit Differenzierungsmedium und GDNF aufgefillt werden. Bis
zur weiteren Verwendung der Zellen fand alle 2-3 Tage ein halber Medienwechsel
statt. Wie bei den anderen Zellen wurde auch hier ab DIV 4 20 uM Ara-C zur Hemmung

des Fibroblasten-Wachstums zugegeben.

4.2.2 Histologie

Verschiedene Zelltypen und Zellbestandteile innerhalb einer primaren Zellkultur
kbnnen mittels spezifischer fluoreszierender Antikdrper (AK) oder durch

Umbauprodukte spezifischer Enzymreaktionen nachgewiesen und detektiert werden.

4.2.2.1 Immunfluoreszenz-Farbungen der Meerschweinchen

Ganglienkultur

Die zu farbenden Zellkulturen wurden 15 min in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und
im Anschluss mehrmals mit PBS gewaschen. Um die Membran der Zellen fur die AKs
zuganglich zu machen, erfolgte eine Permeabilisierung der Membran durch Inkubation
der fixierten Zellen in 0,1 % Triton-X 100, welches nach 5 min mit 0,1 M Phosphatpuffer
(PB) wieder ausgewaschen wurde. Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu
verhindern, wurden die Zellen 30 min mit Blocking Reagenz behandelt. Danach konnte
der primar Antikorper, entsprechend seiner jeweiligen Konzentration in Blocking
Reagenz verdunnt, auf die Zellen gegeben und Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten
Kammer inkubiert werden.

Nachdem der primar Antikorper durch mehrmaliges Waschen mit PBS bei
Raumtemperatur (RT) ausgewaschen wurde, konnte der spezifische sekundéare AK,
zuvor entsprechend in Blocking Reagenz verdunnt, auf die Zellen gegeben werden.
Die folgenden lichtempfindlichen Reaktionen erfolgten alle im Dunkeln. Die Inkubation
der Zellen mit dem spezifischen sekundaren Antikérper erfolgte 1 h bei 37 °C. Zuletzt
wurden die Zellen mehrmals mit PBS bei RT gewaschen und die Zellkerne durch eine
5-mindtige Inkubation mit 200 ng/ml 4’, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefarbt,
einem Farbstoff, der in die DNA interkaliert. Nach einem letzten Waschschritt in PBS
und H20 konnten die zellbesiedelten Deckglaser mit Fluoreszenz Eindeckmedium
eingebettet und bei den AK-spezifischen Wellenlangen mikroskopisch ausgewertet

werden.
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Die Farbungen mit den sekundar Antikdrpern NeuN (neuronal specific nucleus protein)
und GFAP (glial fibrillary acidic protein) unter der Verwendung der primar Antikorper
Cy2 (goat anti-mouse IgG) und Cy3, erfolgten wie beschrieben. Bei der Verwendung
des sekundaren Antikérpers SMI31 war darauf zu achten, dass das PBS und der
0,1 M PB durch 0,9 % NaCl ersetzt wurde. SMI 31 bindet an ein phosphoryliertes
Neurofilament-Epitop, daher sollte in den verwendeten Wasch- und
Verdunnungspuffern kein Phosphat enthalten sein, um unspezifische Bindungen zu

vermeiden.

4.2.2.2 Immunfluoreszenz-Farbungen bei C56/BL6N Mausen

Die immunhistochemischen Farbungen der Mauskulturen erfolgte grof3tenteils durch
den Projektpartner Anatomisches Institut Tdbingen. Hierzu wurden die Zellen, wie in
der vorliegenden Arbeit beschrieben, kultiviert und fixiert und anschlieRend dem
Projektpartner Ubermittelt.

Bei selbst durchgefuhrten Farbungen der Mauskulturen wurde das Protokoll der
Meerschweinchen Fluoreszenz-Farbung modifiziert angewendet. Der Unterschied war
hier, dass die Waschschritte in PBS/Tween20 anstatt in PBS und das Blocken der
unspezifischen Bindungsstellen durch eine einstindige Inkubation bei RT mit
Ziegenserum (normal goat-serum, NGS), Bovinem Serumalbumin (BSA) und PBS
durchgefiihrt wurde. Die Antikorper wurden entsprechend in BSA/PBS verdinnt und

auf die Zellen gegeben.

4.2.2.3 Biocytinfarbung gepatchter adulter muriner enterischer Neurone
und PDCs

Biocytin gehért zu den Carbonsaureamiden und wird in der Histologie als neuronaler
Tracer verwendet, mit ihm ist es moglich, die weit und fein verzweigten Auslaufer von
Zellen sichtbar zu machen. Da Biocytin selbst kein Farbstoff ist, muss dieses nach
erfolgter Injektion in die Zellen mittels Patch-clamp sichtbar gemacht werden.

Hierzu gibt es verschiedene Farbemethoden, die, je nach Mdglichkeit der spateren
Auswertung, mithilfe eines Mikroskops ausgewahlit werden.

Das Markieren der Zellen mit Biocytin und die anschlieRende Fixierung erfolgten, wie
in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Anschlieend wurden die Proben fur die
Finalisierung der Farbung zum Projektpartner Anatomisches Institut Tubingen

transferiert.
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Die Biocytin-markierten-Zellen konnten mithilfe eines hochsensitiven Farbekits
detektiert werden. Das Kit basiert auf einer Verstarkung des Signals durch die hoch
affine irreversible Bindung von Avidin an Biocytin. An das Avidin ist eine biotinylierte
Meerrettich-Peroxidase (HRP = horseradish peroxidase) gebunden, welche
Diaminobenzidin (DAB) oxidiert. Das DAB bildet so in der Zelle ein braunes,
unlésliches und lichtunempfindliches Prazipitat, welches mittels Mikroskop detektiert
werden kann. Durch die gezielte Injektion des Biocytin wahrend der Patch-clamp-
Methode ist es madglich, einzelne Zelle den jeweiligen Ergebnissen der Messungen
zuzuordnen.

Das Befillen der Zellen mit Biocytin (2 mg/ml) erfolgte bereits wahrend der Patch-
clamp-Messungen. Hierzu wurden die Intrazellularlosungen (1ZL) mit Biocytin versetzt.
So konnte das Biocytin Uber die Zeit der Messungen, durch passiven Transport, in das
Zellinnere gelangen. Ein stabiler Seal zwischen Patchpipette und Zelle fir mindestens
15-20 min war fur eine optimale Beflllung der Zellen Voraussetzung. Um ein
Herausstromen der Intrazellularldosung aus der Zelle nach Beendigung des
Experimentes zu verhindern, wurde die Patchpipette sehr langsam von der Zelle
fortbewegt, sodass eine ,outside-out‘-Konfiguration an der Pipette entstand und die
Zelle sich wieder schloss. Die Lage der Zellen wurde dokumentiert, um sie spater den
Biocytinmarkierten-Zellen zuordnen zu kénnen.

Die Zellen wurden, wie bei den Fluoreszenz-Farbungen, mit 4 % PFA fixiert und mit
PBS gewaschen. Um das Biocytin sichtbar zu machen, waren auch hier eine
Permeabilisierung der Zellmembran und Blocken unspezifischer Bindungsstellen
notwendig. Hierzu wurden die Zellen fur 30 min in Triton-X 100 und Ziegenserum
(NGS, normal goat serum) inkubiert und anschlielBend mit PBS gewaschen. Als
Nachstes erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem ABC-Farbekit (Avidin and
Biotinylated horseradish peroxidase macromolecular Complex) fir 30 min bei RT.
Nachdem das ABC-Kit mit PBS ausgewaschen wurde, wurden die Zellen unter
standiger visueller Kontrolle, solange mit DAB inkubiert, bis unter dem Mikroskop ein
braunes Prazipitat zu erkennen war. Die enzymatische Reaktion wurde dann durch
Zugabe von PBS abgestoppt. Obligatorisch wurde auch hier eine DAPI-Kernfarbung
im Dunkeln durchgefuhrt. Nach Einbettung der Zellen in Fluoreszenz-Eindeckmedium,

konnten diese unter dem Mikroskop ausgewertet werde.
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4.2.2.4 BrdU Proliferations Assay der PDCs

Um sicherzustellen, dass die spater charakterisierten Zellen progenitor-abgeleitet sind
und es sich nicht um bereits in der Zellkultur vorhandene Neurone und andere Zellen
handelt, wurde vom Projektpartner Anatomisches Institut Tidbingen ein BrdU-
Proliferations-Assay durchgefuhrt. Hierzu wurden die murinen enterischen
Vorlauferzellen an DIV 1 mit 1 uM BrdU (5-bromo-2-deoxyuridin) behandelt. Nach
erfolgten Patch-clamp Experimenten und Fixierung der Zellen wurde das BrdU am

Anatomischen Institut der Uni Tubingen immunhistochemisch prozessiert.

4.2.3 Elektrophysiologische Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Messungen im manuellen Patch-Clamp-
Verfahren bei RT durchgefiihrt. Alle elektrophysiologischen Ableitungen fanden in der
Ganzzell-Konfiguration statt. Zur Minimierung von Messartefakten wie z.B.
Leckstromen wurden p/n Protokolle verwendet. So konnten die Stromantworten von
den Leckstrémen subtrahiert werden.

Verwendete Losungen sind in Anhang B zu finden. Strom- und Spannungsprotokolle

in Anhang D.

4.2.3.1 Anordnung des Messtandes

Der Patch-clamp-Messstand (Setup) setzt sich aus einer Vielzahl verschiedener
Gerate zusammen. Hier soll der Grundaufbau eines solchen Messplatzes beschrieben
werden. Hersteller und Gerateinformationen sind im Anhang A zu finden.

Um eine schwingungsfreie Messung gewahrleisten zu kodnnen, wird ein aktiv
schwingungsgedampfter Tisch eingesetzt. Auf diesem befindet sich ein inverses
Mikroskop mit entsprechendem Halter fiir die auf Deckglaser kultivierten Zellen. In
diese Messkammer (Halter und Deckglas) kann die entsprechende Extrazellularlésung
(EZL) gefillt werden. AuRerdem befindet sich hier der Vorverstarker mit Pipettenhalter
(mit chloriertem Silberdraht). Mithilfe eines Mikromanipulators kann die Patchpipette
im Mikrometer Bereich exakt an der Zelle platziert werden. Der Vorverstarker gibt dann
die analogen Signale weiter an den Hauptverstarker (EPC 8) welcher die Signale in
digitale umwandelt und via Glasfaserkabel zum Computer weiter leitet. Die Signale
kénnen dann im Anschluss mittels der Software Patchmaster aufgezeichnet werden.
Um eine Messung durchfiihren zu kdnnen, muss zuerst der Stromkreis zwischen Zelle

und Messstand geschlossen werden. Hierzu wird eine Badelektrode (gesintertes Silber
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und Silberchlorid) in die Badlésung gegeben. Fiur Substanzapplikationen Uber das
Zellbad selbst wird eine Perfusion, die Gber Schwerkraft getragen ist, angeschlossen.
Hierzu gibt es einen Zu- und Ablauf, der die Badlésung konstant mit einer
Geschwindigkeit von 2 ml/min austauscht. Fir schnellere Substanzapplikationen,
direkt auf die Zelle, war ein 8-Kanal-Applikator vorhanden, der druckgesteuert in einem
Manifold endet und Austauschzeiten der Substanzen von wenigen Millisekunden
erreicht.

Alle Elemente wurden griandlich geerdet, um unerwinschten Storsignalen
entgegenzuwirken.

Mithilfe des Programms Patchmaster kénnen nicht nur alle relevanten Messparameter
definiert und bestimmt werden, sondern auch auf die jeweilige Fragestellung
angepasste Strom- und Spannungsprotokolle erstellt und ausgefuhrt werden (siehe
Anhang D).

4.2.3.1.1 Versuchsablauf

Vor Versuchsbeginn wurde die Osmolaritat des Zellkulturmediums der kultivierten
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Dementsprechend wurden die
Osmolaritaten der Intrazellularldsungen (IZL) und Extrazellularlosungen (EZL)
angepasst. Je nach Aufgabenstellung der jeweiligen Experimente wurden diese mit
entsprechender Zusammensetzung angesetzt. Sollten die Zellen zusatzlich zu den
elektrophysiologischen Messungen mit Biocytin markiert werden, wurde die 1ZL mit
2 mg/ml Biocytin versetzt und mit einem 0,22 um Spritzenfilter von ungelsten Biocytin
Teilen befreit.

Zur Patchpipetten Herstellung aus 1,5 mm dicken Bleiglasrohlingen wurde ein
Elektrodenziehgerat (P97, Sutter, USA) verwendet. Verwendete Pipetten hatten einen
Pipettenwiderstand im Bereich von 1 — 6 MQ.

Nach diesen Vorbereitungen wurden die kultivierten Glas Deckglaschen in die
Messkammer transferiert und fur den Transport zum Messstand mit 500 pl
Kulturmedium Uberschichtet. Fir die gesamte Dauer der Experimente wurde eine
konstante Badperfusion angelegt, welche die EZL mit einer Geschwindigkeit von
2 ml/min austauschte. Wahrend die Zellen in der EZL fur 5-10 min equilibrierten,
wurden die Patchpipetten vorbereitet. Fur eine optimale, luftblasenfreie Befillung der
Patchpipetten wurden diese zunachst per tip-filling“ mit 1ZL beflllt. Die beflllten
Glaspipetten wurden dann Uber die Messelektrode geschoben und luftdicht
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abgeschlossen, sodass der sich daran befindende chlorierte Silberdraht ausreichend
in die 1ZL ragte. Fur optimale Messergebnisse musste dieser Silberdraht regelmafig
mit einer gesattigten KCI-Losung nachchloriert werden. An der Patchpipette wurde ein
Uberdruck von ca. 80 mbar angelegt um ein Verstopfen der Patchpipettenéffnung beim
Eintauchen in die Badlésung (EZL) zu verhindern und die Pipette anschlie3end in das
Bad getaucht. Durch die vorher in der EZL platzierte Badelektrode war der Stromkreis
geschlossen. Mittels des Programms Patchmaster wurde ein alternierender Test Puls
von +5 mV flir 5 ms angelegt, mit dessen Hilfe der Pipettenwiderstand errechnet
werden konnte. Aul3erdem konnte der Pipetten-Offset abgeglichen werden, welcher
durch die unterschiedlichen lonenstarken von EZL und IZL zustande kommt. Mit dem
Mikromanipulator konnte die Patchpipette vorsichtig an die zuvor ,selektierte” Zelle
herangefiuhrt werden. Vor dem Anpatchen der Zelle wurde das Offset-Potenzial erneut
abgeglichen. Bei sichtbarer Erhéhung des Pipettenwiderstandes wurde der Uberdruck
abgeschaltet und durch leichten Unterdruck an die Zelle die Sealbildung zwischen
Zellmembran und Pipette unterstitzt. Bei Erreichen eines Seals tber 1 MQ wurde das
MembranPotenzial in -10 mV Schritten auf -70 mV eingestellt, die Zelle befand sich
nun im cell-attached-Modus. Nach Abgleichen der Pipettenkapazitét Crast und Anlegen
kurzer, negativer Saugimpulse wurde die Ganzzell-Konfiguration hergestellt. Wahrend
der kompletten Messdauer wurde ein konstanter Unterdruck von -10 mbar an der
Pipette angelegt, um die Verbindung zwischen Zelle und Pipette mdglichst konstant zu
halten. Bevor nun die Messprotokolle ausgefiihrt werden konnten, musste zuerst die
Membrankapazitdt Cmem, sowie der Serienwiderstand Rs der Zelle abgeglichen
werden.

Je nach Fragestellung konnten dann entsprechende Strom- und Spannungsprotokolle
zur Aktivierung- und Inaktivierung verschiedener lonenkanale gestartet werden (siehe
Anhang D). Die jeweiligen Stromantworten der Zelle wurden mithilfe des Programms
Patchmaster aufgezeichnet und gespeichert. Die interne Bessel Filter filterte bei
2,9 kHz, die Abtastrate betrug bei jeder Messung 50 kHz.

35



Material und Methoden

4.2.3.1.2 Messkriterien flir auswertbare Zellen

Um die erhobenen Daten der verschiedenen Zellen vergleichbar zu machen, mussten

alle Zellen, welche in die Auswertung eingehen sollten, bestimmte Kriterien erfillen.

Tabelle 1: Ubersicht der Messkriterien zur Auswahl der Zellen, welche in die Auswertung
einbezogen werden sollten.

Kriterium Grenzwert
Sealwiderstand 21 GQ
Serienwiderstand (Rs) <15 MQ
Serienwiderstandkompensation =80 %
Leckstrom <150 pA
Klemmfehler < 30 % Ikontroll
Offsetpotential <5mV

4.2.4 Auswertung der Patch-clamp Experimente

Nachdem alle Zellen, die den Messkriterien entsprachen, ausgewéahlt wurden, konnten
diese mit Hilfe des Programms IgorPro 6.34A, selbst geschriebenen Makros und PAT

(Patchers Power Tools) analysiert werden.

4.2.4.1 Analyse von Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken der

Natriumkanale

Fur die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken der Natriumkanale aller untersuchten
Zellen wurden die Natriumstrome in die jeweilige Leitfahigkeit (G) umgerechnet (1):

(1) G = INa
V—-VNa

Wobei Ina der Natriumstrom, V die applizierte Spannung und Vna das Umkehrpotenzial

der Natrium-lonen (entsprechend Nernst) ist.

Die daraus resultierenden Kurven fur die Aktivierung und Inaktivierung wurden mit Hilfe

einer nicht-linearen Regression auf Basis der Boltzmann Funktion (2) beschrieben:
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1 1

(2) f= Lie V- VZalf) , f= V—VZalf)

V steht fur das Membranpotenzial, Vhat ist das Potenzial, bei dem die Boltzmann
Funktion den Wert 0,5 annimmt und k ist die Steigung.

Daten, welche mit ,£“ markiert sind, stellen die mittlere Standardabweichung dar (SEM,
standard error of the mean).

4.2.4.2 Analyse der Aktionspotenziale

Um das Membranpotenzial, an welchem die maximale Anzahl an Natriumkanalen
gedffnet ist, zu bestimmen, wurde die Funktion der Aktionspotenziale mit deren ersten
Ableitung gleichgesetzt. Die Nullstellenbestimmung beider Kurven soll das
Membranpotenzial darstellen, welches Uberschritten werden muss, um ein

natriumgetragenes Aktionspotenzial auslésen zu kdnnen.

Die Schnittpunktbestimmung erfolgte gemaf der Differenzialgleichung (3 und 4):

(3) fl)=f()
(4) f)—f(x)=0

4.2.4.3 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde zunachst der Wilcoxon-Rang-Test
herangezogen, welcher ein parameterfreier statistischer Test ist. Mithilfe der
Nullhypothese Uberpriift dieser, ob zwei unabhangige Datengruppen zu einer gleichen
Grundgesamtheit gehdren. Wird die Nullhypothese erfillt, sind die analysierten
Datengruppen nicht verschieden zueinander (p>0,05).

Sollten mehr als zwei verschiedene Grundgesamtheiten k miteinander verglichen
werden, wurde der Kruskal-Wallis-Test zur statistischen Auswertung herangezogen.
Unter Verwendung der Nullhypothese soll unter k Stichproben eine Grundgesamtheit
ermittelt werden. Wird die Nullhypothese nicht erflillt, so sind die Daten zueinander

verschieden (p<0,05).
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5 Ergebnisse

Da es keine offensichtlichen morphologischen Unterschiede zwischen enterischen
Gliazellen und enterischen Neuronen in einer Kultur gibt, ist es wichtig, die Zellen
elektrophysiologisch zu bestimmen (Broussard et al., 1993). Aus diesem Grund wurde
zunachst, zum besseren Verstandnis und der Etablierung der Isolierung und
elektrophysiologischen Charakterisierung enterischer Ganglien bzw. Neurone, der
Modellorganismus Meerschweinchen herangezogen. Im weiteren Verlauf der Arbeit
wurde das System dann auf das murine C56/BL6N Modell, sowohl auf adulte als auch
progenitor-abgeleitete Zellen (PDCs) aus neonatalen Tieren, (bertragen, um
speziesspezifische Unterschiede innerhalb des Verbundprojektes bzw. der
Datenerhebung der anderen Projektpartner zu vermeiden. Es wurden zwei Zelltypen
von progenitor-abgeleiteten Zellen detektiert und untersucht. Zum besseren
Verstandnis werden die PDCs in der vorliegenden Arbeit in Typ | und Typ Il Zellen

unterteilt.

5.1 Meerschweinchen

Das Meerschweinchen ist, neben der Ratte, das am besten untersuchte Modell des
enterischen Nervensystems im Darm. Deshalb wurde zur Etablierung der Isolierung
und Kultivierung enterischer Neurone am NMI zuné&chst der Modellorganismus
Meerschweinchen gewahlt.

Es eignet sich hervorragend, um sich mit dem enterischen Nervensystem vertraut zu
machen, um dieses spater auf den Modellorganismus Maus Ubertragen zu kénnen.
Da das Meerschweinchen-Modell lediglich zum besseren Verstandnis dienen sollte,
wurden die Schaltkinetiken der Natrium- und Kaliumkanale, sowie die gemessenen
Aktionspotenziale nicht genauer untersucht. Elektrophysiologische Messungen sollten
lediglich als Verifikation einer erfolgreichen Isolierung und Kultivierung funktionaler
enterischer Ganglien dienen. Hierzu war der Nachweis des Vorhandenseins von

Natriumkanalen bzw. natriumgetragenen Aktionspotenzialen ausreichend.

5.1.1 Kultivierung und Immunhistochemie von Meerschweinchen
Ganglien
Bei der Kultivierung enterischer Neurone aus Meerschweinchen wurden komplette

Ganglien (Abb. 9 A) aus dem myenterischen Plexus des Darms isoliert und direkt in
Meerschweinchen Kultivierungsmedium (siehe Anhang B) Uberfuhrt. Dieses enthielt
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bereits den murinen Nervenwachstumsfaktor mNGF 7S, welcher das Uberleben der
Neurone in Kultur fordert. Bereits nach wenigen Stunden waren die isolierten Ganglien
adharent (Abb. 9 B). Abbildung 9 C zeigt ein solch adharentes Ganglion, markiert mit
dem Antikorper NeuN. Dieser ist neuronenspezifisch und zeigt durch spezifische
Bindung an das Protein NeuN eine Farbung des Nukleus und eine leichte Farbung des
Zytoplasmas. Wie bereits 1982 von Jessen et al.,, beschrieben, migrierten die
enterischen Gliazellen und Neurone aus dem Ganglienverband heraus und l6sten so
die Ganglienstruktur auf. Neurone wiesen hierbei eine lichtbrechende Oberflache unter
dem Mikroskop auf. Durch diese Migration entstand bereits nach wenigen Tagen in
Kultur ein fein verzweigtes Netzwerk aus neuronalen Strukturen (Abb. 9 E und F).
Diese Migration und das Ausbilden fein verzweigter Strukturen zwischen den Zellen
konnte erfolgreich in einer 15-tagigen Time-lapse Aufnahme gezeigt werden (siehe
Anhang E). Diese Verzweigungen, welche Voraussetzung fir eine optimale
Netzwerkaktivitat sind, stellen jedoch ein gro3es Problem flr elektrophysiologische
Messungen dar. Durch diese langen neuronalen Auslaufer und Verzweigungen ist es
sehr schwer die Zellen wahrend der Patch-clamp Messungen optimal unter Kontrolle
zu halten, sodass es zu gehauften Space-clamp Artefakten kommt (siehe Abb. 10 B).
Resultat dieser Artefakte sind Anderungen des kinetischen Schaltverhaltens von
lonenkanélen so wie Anderungen der AmplitudengréRen durch die Tatsache, dass ein
Teil des Stromes uber die langen Auslaufer der Zelle verloren geht. Die Abbildungen
9 E und F zeigen diese neuronalen Verbindungen, welche mehrere Hundert
Mikrometer Lange erreichten, immunhistochemisch sichtbar gemacht mit dem
Antikrper SMI 31. Der Antikorper SMI 31 bindet an ein phosphoryliertes
Neurofilament-Epitop und macht so das verzweigte neuronale Netzwerk sichtbar.
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Abbildung 9: Ubersicht frisch préaparierter, kultivierter und immunhistochemisch markierter
Meerschweinchen Ganglien in Kultur.

Abbildung A zeigt ein enterisches Ganglion (gepunktete Linie) direkt nach Isolierung im
Praparationsmedium (DIV 0). Nach 4 Stunden in Kultur fangen die Ganglien an zu adhérieren (B).
C zeigt ein Ganglion an DIV 1, gefarbt mit dem Antikérper NeuN (grin) sodass die neuronalen
Strukturen innerhalb eines Ganglions sichtbar sind, die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI markiert.
Lichtbrechende Neurone an DIV 8 sind in Abbildung D mit einem Stern markiert. Die Abbildungen E und
F zeigen eine Ganglienkultur an DIV 13 und 16, jeweils immunhistochemisch markiert mit dem
Antikérper SMI 31 (griin, orange). Die langen neuronalen Auslaufer wurden mit einem Pfeil markiert.
Die Zellkerne (blau) wurden ebenfalls mit DAPI angefarbt (Stern). In Bild F entspricht der

MafRstabsbalken 100 pum, in allen anderen Bildern 50 pm.

5.1.2 Elektrophysiologische Messungen vollstandig isolierter und

kultivierter Meerschweinchen Ganglien

Da es nicht ausreichend ist das kultivierte Zellen morphologisch neuronale
Charakteristika aufweisen, sondern ihr lonenkanalbesatz essenziell fir die
Funktionalitéat eines Neurons ist, wurden die kultivierten enterischen Ganglien auf das
Vorhandensein von Natriumkanalen bzw. natriumgetragenen Aktionspotenzialen
untersucht. Dies sollte als Nachweis der erfolgreichen Etablierung der Isolierung und
Kultivierung enterischer Neurone am NMI gelten. Zur Aktivierung von Natriumkanélen
wurde das Spannungsprotokoll im Anhang D Abb. 39 verwendet. Dieses Protokoll

wurde auch bei allen spater untersuchten Zelltypen verwendet, um eine Konsistenz
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innerhalb der untersuchten Natriumantworten zu erzielen. Durch das Vorhandensein
stark ausgepragter neuronaler Verzweigungen konnten die Zellen zum Teil nicht
optimal gemessen werden, da es zu unterschiedlich ausgepréagten Space-clamp
Artefakten wahrend der elektrophysiologischen Ableitungen kam (Abb. 10 B).

x30

-70mV

-|50mV

-120mv 50ms

s J 500pA
5nA
5ms e

100ms

Abbildung 10: Natriumstromantworten enterischer Neurone aus Meerschweinchen auf
Spannungsprotokoll zur Natriumaktivierung.

A zeigt ausgewdhlte, Ubereinander gelagerte Stromantworten eines enterischen Neurons auf die
Spannungspulse der Natriumaktivierung (Einschaltbild Mitte), gemessen an DIV 28. Die
auswartsgerichteten Strome zeigen die Gesamtheit der spannungsabhéangigen Kationenkanéle. Der
grol3e, leicht zeitverzbgerte Einwartsstrom basiert auf der Tatsache, dass die Zellen sehr schwer zu
klemmen sind und es haufig zu Space-clamp Artefakten kommt. Die maximale Stromantwort wurde bei
einer Depolarisierung auf -50 mV gemessen und betrug -9 nA, woraus sich bei dieser Zelle eine
Stromdichte von 460 pA/pF ergab. Das Einschaltbild unten zeigt die Stromantwort der Zelle auf eine
Depolarisierung auf -50 mV. In Abbildung B ist die Stromantwort einer Zelle an DIV 14 auf dasselbe
Spannungsprotokoll zu sehen. Die erheblichen Space-clamp Artefakte machten eine sinnvolle
Auswertung dieser Zelle unmdéglich. Dargestellt sind nur ausgewahlte Stromspuren.

Ausgehend von einem vorgegebenen Ruhehaltepotenzial von -70 mV wurden die Zellen fir 100 ms bei
-120 mV hyperpolarisiert bevor 250 ms lang anhaltende Hyper, - und Depolarisierungen folgten
(Einschaltbild Mitte). Diese Hyper- und Depolarisierungspulse wurden 16 Mal wiederholt, wobei
zwischen jedem Intervall 5 s lagen und der Depolarisierungspuls um +10 mV erhéht wurde, bis dieser
beim letzten Puls einen Wert von +30 mV annahm. Nach jeder erfolgten Depolarisation erfolgte ein

Rucksprung zum Ausgangsmembranpotenzial von -70 mV.
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5.1.3 Natriumgetragene Aktionspotenziale

Durch Anderungen des Membranpotenzials wird das dynamische Schaltverhalten von
spannungsgesteuerten lonenkanalen beeinflusst und fiihrt bei Uberschreitung eines
bestimmten Schwellenwertes zur Generierung eines Aktionspotenzials. Dies
ermoglicht eine exakte Modellierung der neuronalen Netzwerkaktivitat.

In der vorliegenden Arbeit wurden Aktionspotenziale untersucht, welche durch die
Aktivierung von Natriumkanalen hervorgerufen werden.

Die Messung solcher Potenzialanderungen fand im Current-clamp Modus statt. Bei
diesen Messungen wurden die Zellen zunachst auf ein Ruhehaltepotenzial von -70 mV
eingestellt und anschlielend verschiedene hyper- und depolarisierende Strompulse
mit einer Lange von 500 ms appliziert. Zwischen den einzelnen Pulsen wurde die Zelle
fur 500 ms beim Ruhehaltepotenzial gehalten.

Abbildung 11 zeigt 2 verschiedene Aktionspotenzialmuster auf dasselbe
Strompulsprotokoll. Das Verhaltnis von tonisch zu phasisch feuernden Neuronen lag

bei den gemessenen Zellen bei 1 : 4.
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Abbildung 11: Zwei verschiedene Aktionspotenzialmuster enterischer Ganglien des
Meerschweinchens an DIV 14, hervorgerufen durch dieselben hyper- und depolarisierenden
Strompulse im Current-clamp Modus.

Abbildung A zeigt die Potenzialantwort eines enterischen Neurons auf hyper- und depolarisierende
Strompulse. Uber die gesamte Lange des Pulses feuert dieses Neuron tonisch Aktionspotenziale. Das
Neuron in Abbildung B reagiert auf dieselben depolarisierenden Strompulse mit der Ausbildung eines
einzigen Aktionspotenzials zu Beginn des Pulses.

In den Einschaltbildern ist die Potenzialanderung durch einen Strompuls von 200 pA dargestellt.

Das Verhaltnis von tonischen zu phasischen Aktionspotenzialmustern lag bei 1 : 4.

5.2 Adulte C56/BL6N Mause

Nach erfolgreicher Etablierung des Meerschweinchen Modells am NMI und

Reproduzierbarkeit bereits in der Literatur beschriebener Daten, wurden die
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gesammelten Informationen auf das C56/BL6N Mausmodel Gibertragen. Da es sich bei
der vorliegenden Arbeit um ein Kooperationsprojekt handelte, sollten alle beteiligten
Projektgruppen mit demselben Tiermodell arbeiten, um so speziesspezifische
Unterschiede in der Datenerhebung- und Auswertung zu vermeiden. Dies erméglichte

eine optimale Interpretation der Resultate.

5.2.1 Kultivierung und Immunhistochemie adulter C56/BL6N Mause

Aufgrund der anatomischen Unterschiede konnte die Isolierung der enterischen
Ganglien aus Meerschweinchen nicht 1 : 1 auf das Mausmodell Ubertragen werden.
Deshalb musste die Isolierung und Kultivierung entsprechend adaptiert und auf das
Mausmodell angepasst werden. Nachdem dies etabliert war, wurden im Gegensatz
zum Meerschweinchen bei den C56/BL6N Mausen keine kompletten Ganglien isoliert
und kultiviert sondern ein Gemisch aus verschiedenen Einzelzellen des longitudinalen
myenterischen Plexus mit dem Wachstumsfaktor GDNF (Glial cell-derived
neurotrophic factor) in Kultur genommen. Abbildung 12 A und B zeigen eine solche
Einzelzellkultur an DIV 2 und DIV 10, immunhistochemisch markiert mit dem
Antikorper NeuN welcher bereits enterische Neurone aus dem Meerschweinchen
erfolgreich sichtbar gemacht hatte. Diese Zellen benétigten etwas mehr Zeit zur
Adhérenz als die kultivierten Meerschweinchen Ganglien und waren erst an DIV 2
vollstandig adharent. Nach ungefahr einer Woche bildeten diese Zellen ebenfalls ein
groRes Netzwerk aus Neuriten aus, worin sich die Neurone in kleinen Zellgruppen
zusammenfanden (Abb. 12 B). Im Bild D der Abbildung 12 sind deutlich die sehr langen
Auslaufer der Neurone zu erkennen, markiert mit dem Antikérper SMI 31, an DIV 16.
Es ist bekannt, dass der neuronale Nervenwachstumsfaktor NGF einen positiven
Einfluss auf das Uberleben neuronaler Zellen ausiibt (Huang und Reichardt, 2001).
NGF fordert das Auswachsen von Neuriten und Axonen sowie die neuronale
Proliferation und Differenzierung, unter anderem durch Interaktion mit einer
transmembranen Tyrosinkinase (Freeman et al., 2004; Lee et al., 2001; Wiesmann et
al., 1999). Ausserdem fordert er periphere Nervenregeneration (Sun et al., 2009). 50%
der Kulturen wurden deshalb zuséatzlich zum GDNF mit 10 ng/ml NGF versetzt. Einen
signifikanten Unterschied zwischen den Kulturen konnte nicht beobachtet werden.
Kulturen, die mit NGF behandelt wurden, konnten weder stabiler gemessen werden,

noch wiesen sie eine héhere Vitalitdt auf. Des Weiteren ergaben sich auch keine

44



Ergebnisse

Unterschiede in ihrem Wachstum und elektrophysiologischen Charakter (Daten nicht

gezeigt).

Abbildung 12: Ubersicht kultivierter adulter muriner Einzelzellen des longitudinalen

myenterischen Plexus des Darms an DIV 2; 10 und 16.

Abbildung A zeigt die immunhistochemische Markierung kultivierter Einzelzellen aus adulten M&usen
an DIV 2, NeuN (gruin); Zellkerne sind mit DAPI gefarbt (blau). In B sind neuronale Zellgruppen (Stern)
und deren neuronale Auslaufer an DIV 10 dargestellt. C zeigt eine solche neuronale Zellgruppe an DIV
10, immunhistochemisch sichtbar gemacht mit NeuN (grin); Zellkerne (blau) sind mit DAPI angefarbt.
In Abbildung D ist eine Einfachfarbung mit TuJ1 einer Einzelzellkultur an DIV 16 gezeigt. Der Stern
markiert Zellsomata, die Pfeile axonale Strukturen.

Die MaRstabsbalken aller Bilder entsprechen 50 um.
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5.2.1.1 Biocytinfarbungen

Um eine bessere Aussage uber die Morphologie der elektrophysiologisch gemessenen
Zellen und deren neuronaler Auslaufer treffen zu kdnnen, wurden die Zellen wahrend
der Messung mit Biocytin gefullt. Biocytin kann nach der Messung und Fixierung der
Zellen immunhistochemisch sichtbar gemacht werden. Verschiedene Aufnahmen
zeigten, dass die kultivierten, adulten C56/BL6N Neurone in vitro, Auslaufer von
mehreren Hundert Mikrometern ausbildeten (Abb. 13 Bc). Dies ist ein Hinweis daftr,
dass die Zellen versuchen ein Netzwerk und Verbindungen zu Nachbarzellen
auszubilden. In den Kulturen konnten sowohl Neurone mit einem, als auch mehreren
efferenten Nervenzellfortsdtzen detektiert werden, was ein Hinweis auf das
Vorhandensein verschiedener Neuronen Populationen ist. So sind beispielsweise AH-
Neurone immer multiaxonale Neurone (Dogiel Typ 1) und S-Neurone uniaxonale
(Dogiel Typ 1). Dies konnte durch die elektrophysiologische Evaluation dieser Zellen
bestdtigt werden. Abbildung 13 A zeigt ein AH-Neuron mit mehreren
Nervenzellfortsatzen, dessen erste Differenzialgleichung eine Kalzium-Flexion zeigte,
wohingegen dem Neuron in Abb. 13 B, mit nur einem efferenten Nervenzellfortsatz,

diese Flexion fehlte.
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Abbildung 13: Adulte S- und AH-Neurone, die wahrend der elektrophysiologischen Messung mit

Biocytin gefillt wurden.

Die Abbildungen A und B zeigen jeweils die Phasenkontrast Aufnahme eines AH-Neurons (A) und eines
S-Neurons (B) an DIV 20 wahrend der Patch-clamp Messung. Die Patchpipette ist gestrichelt
dargestellt. Die griine Ellipse markiert die gemessene und mit Biocytin gefilite Zelle. In den Abbildungen
Aa, Ab, Ba und Bc sind die Zellen jeweils mit einem roten Stern markiert, die Pfeile zeigen die efferenten
Nervenzellfortsatze der Zelle an. Blau sind die Zellkerne mit DAPI sichtbar gemacht. Alle
MafRstabsbalken entsprechen 20 pm.

5.2.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Natriumkanale

Spannungsaktivierte Natriumkanéle sind wichtige Kriterien fir die Zuordnung von
Zellen zu Neuronen, denn die Natriumkanale sind essenziell fir ein funktionierendes
Nervensystem bzw. dessen Netzwerkaktivitdit. Ohne funktional aufeinander
abgestimmte Schaltkinetiken der Natriumkanale kdnnen keine natriumgetragenen
Aktionspotenziale generiert und somit keine Zellkommunikation stattfinden. Deshalb
lag in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf den Natriumkanéalen.

Im folgenden Kapitel werden die spannungsabhangigen und pharmakologischen
Eigenschaften von Natriumkandlen in kultivierten Einzelzellen des longitudinalen
myenterischen Plexus aus adulten C56/BL6N Mausen analysiert. Die in Kapitel
4.2.3.1.2 aufgestellten Messparameter wurden fir jede gemessene Zelle
bertcksichtig. Zellen, die wahrend oder nach einer Messung nicht mehr diesen

Standard-Parametern entsprachen, oder Zellen, bei denen der Kaliumstrom grof3er als
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der Natriumstrom war, wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen. Da die adulten
Zellen als direktes Referenzsystem fir die progenitor-abgeleiteten Zellen (PDCs)
dienen sollten, wurden sie, ebenfalls wie die PDCs, zu verschiedenen Zeitpunkten
ihrer Differenzierung analysiert. Die ausgewerteten Zellen wurden in vier Gruppen
zusammengefasst: 0-6; 7-13; 14-20 und 21-28 Tage in Kultur. Neben den
spannungsabhangigen Schaltkinetiken der Natriumaktivierung und
Natriuminaktivierung zu diesen vier verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

wurden zunachst die Membrankapazitaten und Stromdichten analysiert.

Schliel3lich stellte sich noch die Frage nach dem pharmakologischen Verhalten der
exprimierten Natriumkanale auf die Behandlung mit Tetrodotoxin (TTX). TTX ist ein
Nervengift welches selektiv spannungsgesteuerte Natriumkanéle blockiert.

Alle Patch-clamp Experimente wurden unter denselben Bedingungen und ohne
Verwendung von Kationenkanalblockern durchgefiihrt, da eine vollstéandige Inhibition

dieser Kanéle nicht gewahrleistet war.

5.2.2.1 Stromdichte in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer

Da Zellen eine gewisse Zeit maturieren missen, bis sie komplett funktionale
spannungsaktivierte Natriumkanale ausbilden (Biella et al., 2007, Takazawa et al.,
2012), wurden die mittleren Membrankapazitaten und die mittleren StromgréRRen in
Abhéangigkeit ihrer Kultivierungsdauer ermittelt. Da die kapazitive Umladung der
Zellmembran in linearem Zusammenhang mit der Zelloberflaiche steht, kdnnen
Ruckschlisse auf die Zellgrol3e und das Wachstum in vitro Gber einen bestimmten
Zeitraum gezogen werden (Abb. 14 A). Ein direkter Zusammenhang zwischen
Membranflache und der sich in der Membran befindlichen Natriumkanale kann mit der
Normierung des Natriumstroms auf die jeweilige Membranflache ermittelt werden.
Durch die Berechnung der mittleren Stromdichte kbnnen unterschiedliche Zellen trotz
verschiedener Gro3e miteinander in den direkten Vergleich gestellt werden, siehe
Abbildung 14 B.

Der gemessene Natriumstrom der adulten C56BL/6N Zellen, bei einer Depolarisierung
von -120 mV auf -20 mV, wurde auf die jeweilige Membrankapazitat der gemessenen
Zelle normiert und lasst so Ruckschlisse auf die Anzahl funktioneller Natriumkanéle
in der Membran und eventueller Veranderungen tber die Dauer der Differenzierung

zu. Es ist zu erkennen, dass sich die mittlere Membrankapazitat Gber die Dauer der
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Kultivierung kaum andert, ab 3 Wochen in Kultur jedoch etwas zunimmt (n=3).
Statistische Auswertungen zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Kultivierungszeiten auf. Die mittlere Stromdichte ist innerhalb der ersten
6 Tage nach Isolierung hoher und bleibt dann ab Tag 7 in Kultur ohne signifikante
Anderungen konstant. Die abnehmende Stromdichte ab Kultivierungstag 7 lasst sich
durch das Ausbilden sehr langer Neuriten innerhalb der ersten Tage in Kultur erkléaren
(siehe Abb. 12 D). Die genauen Werte sind den Tabellen 23 und 24 im Anhang C zu
entnehmen. Der mittlere Eingangswiderstand der Zellen betrug 495 + 41 MQ.
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Abbildung 14: Membrankapazitaten und mittlere Stromdichten bei -20 mV in Bezug auf die
Kultivierungsdauer.

A: Membrankapazitdten der in die Auswertung eingegangener Neurone in Abhangigkeit der
Kultivierungsdauer. Innerhalb der einzelnen Kaultivierungszeitfenster gibt es keine signifikanten
Abweichungen bezuglich der Membrankapazitét.

B zeigt die mittlere Stromdichte bei -20 mV Uber die Zeit der Kultivierung. Bei gemessenen Zellen
innerhalb der ersten 6 Tage nach Kultivierung ist die mittlere Stromdichte héher als in den drauf
folgenden Messungen, was sich durch Ausbildung extrem langer Neuriten im weiteren Verlauf der

Kultivierung begriindet. Innerhalb des Zeitfensters 7-28 Tage sind keine signifikanten Unterschiede
feststellbar.
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5.2.2.2 Spannungsabhdangige Schaltkinetik der Natriumaktivierung und

Natriuminaktivierung

Fur ein dynamisches Netzwerkverhalten von lonenkanalklassen ist ein angepasstes
Schaltverhalten jedes beteiligten lonenkanals von héchster Wichtigkeit. In der
vorliegenden Arbeit wurden hauptsachlich Natriumkanale, welche essenziell fur die
Ausbildung natriumgetragener Aktionspotenziale sind, untersucht und charakterisiert.
Im Folgenden wird gezeigt, bei welchen Membranpotenzialen die Natriumkanale der
Einzelzellkultur aus adulten C56/6BLN Mausen aktivieren bzw. bei welchen
Spannungen die Kandle in einen inaktiven Zustand Ubergehen. Fir diese
Untersuchung wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet (siehe Anhang D,
Abb. 39 und 40). In den oberen Einschaltbildern der Abbildung 15 A und B sind diese
Spannungsprotokolle dargestellt. Abbildung A zeigt eine Spitzenstromamplitude einer
Zelle an DIV 4 von -6,4 nA bei einer Depolarisation auf -20 mV und eine mittlere
Stromdichte von 180 pA/pF.

Abbildung 15 B zeigt im Einschaltbild oben das Spannungsprotokoll fur die
Natriuminaktivierung, bei welchem deutlich wird, dass hier der Depolarisierungspuls
konstant bleibt und die Hyper- und Depolarisationen in einem Abstand von +10 mV
variiert werden. Ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial von -70 mV wird die Zelle
zunachst hyperpolarisiert (300 ms). Auf diesen Puls folgt eine Depolarisierung auf
-10 mV, welche bei jedem Durchlauf konstant blieb. Lediglich die Spannungspulse vor
dieser Depolarisierung wurden pro Durchlauf um +10 mV erh6ht, sodass sich ermitteln
lie, ab welchem Membranpotenzial die Natriumkanale in die inaktivierbare
Konformation Ubergingen. Nach erfolgter Umrechnung der Stromantworten in die
jeweiligen Leitfahigkeiten wurde die Zeit der Kultivierung, welche die Schaltkinetik
beeinflussen kann, mit in die Auswertung einbezogen.

Bereits bei Messungen an DIV 4 musste mit Space-clamp Artefakten zu rechnen sein
(siehe Abb. 15 A). Genaue Korrelationen mit der Kultivierungszeit konnten nicht
aufgestellt werden, da diese Artefakte auch innerhalb einer Messgruppe stark
variierten und somit in allen gemessenen Zeitfenstern in unterschiedlicher Auspragung

auftraten.
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Abbildung 15: Natriumstromantworten kultivierter muriner adulter enterischer Einzelzellen auf
Spannungsprotokolle zur Natriumaktivierung und - Inaktivierung.

A zeigt ausgewahlte, Ubereinander gelagerte Stromantworten einer adulten enterischen Zelle auf die
Spannungspulse der Natriumaktivierung (Einschaltbild oben), gemessen an DIV 4. Die
auswartsgerichteten Strome zeigen die Gesamtheit der nicht-blockierbaren, spannungsabhéngigen
Kationenkandle. Der zeitverzdgerte Einwartsstrom beruht auf einem Space-clamp Artefakt. Die
maximale Stromantwort wurde bei einer Depolarisierung auf -20 mV gemessen und betrug -6,3 nA,
woraus sich eine Stromdichte von 180 pA/pF ergab. Der Eingangswiderstand dieser Zelle lag bei
242,5 MQ. Das Einschaltbild unten zeigt die Stromantwort der Zelle auf eine Depolarisierung auf
-20 mV. Das verwendete Spannungsprotokoll war dasselbe wie bei den bereits gemessenen
enterischen Neuronen enterischer Ganglien aus dem myenterischen Plexus des Meerschweinchens.
B zeigt ausgewahlte Stromspuren einer adulten enterischen Zelle an DIV 43 auf das
Natriuminaktivierungs-Spannungsprotokoll (oberes Einschaltbild). Die auswartsgerichteten Strome
resultieren aus nicht-blockierbaren spannungsabhéngigen Kaliumkanélen, welche bei hdheren
Depolarisierungen das Offset-Potenzial zu Beginn des Pulses verursachen. Beim Ruhehaltepotenzial
sind diese Kationenkanéle, gleich wie die Natriumkanale, wieder geschlossen.

Einem vorgegebenen Ruhehaltepotenzial von -70 mV folgten fiur 300 ms Hyper- und
Depolarisierungspulse und ein anschlieBender 10ms langer Depolarisierungssprung auf -10 mV,
welcher die aktivierbaren Kanéale offnen soll. Nach jedem Depolarisierungssprung erfolgte ein
Rucksprung zum Ruhehaltepotenzial von -70 mV. Die Hyper, - und Depolarisierungen erhdhten sich bei
jedem Protokolldurchlauf um +10 mV, bis sie einen Endwert von OmV annahmen. Zwischen jedem
Intervall lagen 5 Sekunden.

In Abbildung C ist ebenfalls die Stromantwort einer Zelle an DIV 17 auf die Spannungspulse der
Natriumaktivierung gezeigt. Deutlich zu sehen sind die zeitverzégerten Natriumstrome, sog. Space-
clamp Artefakte, welche das Auswerten dieser Messung nicht ermdglichte.

Die Zeitachsen der einzelnen Stromlinien besitzen unterschiedliche Zeitauflésungen.
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5.2.2.3 Spannungsabhangige  Schaltkinetik in Bezug auf die

Kultivierungsdauer

Nachfolgend sind die Leitfahigkeiten der Natriumaktivierung und -Inaktivierung
dargestellt. Alle Leitfahigkeiten der Aktivierung wurden auf +10 mV normiert, die der
Inaktivierung auf -50 mV. Diese Normierung auf -50 mV wurde gewahlt, da bei
negativeren Membranpotenzialen Kationenkanéle, wie beispielsweise der I aktiviert
ist, welcher den Natriumstrom maskieren kann. In Abbildung 16 A sind alle
Leitfahigkeiten unabhangig ihrer Zeit in Differenzierung gegen die jeweilige Spannung
aufgetragen, in Abb. 16 B ist die Natriumaktivierung zusatzlich fir den
Kultivierungszeitraum 0-6 Tage und 7-13 Tage aufgetragen. Fur die Aktivierungen
bzw. Inaktivierungen gibt es grof3e mittlere Standardabweichungen ab einer Woche in
Kultur. Dies ist auf das schnelle Auswachsen neuronaler Strukturen und daraus
resultierender Space-clamp Artefakte wahrend der Messungen zu erklaren. Aus
diesem Space-clamp Artefakt und den nichtblockierbaren Kationenkanalen, welche
bei Membranpotenzialen negativer -50 mV aktiviert werden, resultiert auch der sehr
groRe Window-current in Abb. 16 A. Es macht den Anschein, als wéaren die
Natriumkanéle bereits zwischen -90 mV und 0 mV geoffnet. Wie aber Abb. 16 B zeigt,
offnen die Natriumkanéle erst bei Spannungen ab -50 mV. Des Weiteren gibt es keine
signifikanten entwicklungsbedingten Veranderungen der Natriumkanéle innerhalb der
ersten zwei Wochen in Kultur. Dies lasst drauf schlie3en, dass diese von Beginn an
vollstandig exprimiert sind und die Kultivierungsdauer keinen Einfluss auf die
Schaltkinetik der Natriumkanéale ausibt. Die genauen Werte der halbmaximalen
Spannungen der Aktivierung und Inaktivierung, sowie der jeweiligen Steigung, gesamt

und in Abhangigkeit der Kultivierungszeit, sind Tabelle 25 im Anhang C zu entnehmen.
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Abbildung 16: Natriumaktivierung und Natriuminaktivierung Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum und innerhalb der ersten zwei Wochen in Kultur.

Auf der Abszisse sind die normierten Leitfahigkeiten G / Gmax in Bezug auf die jeweilige Spannung in
mV auf die Ordinate aufgetragen. Die einzelnen Werte der Natriumaktivierung und —inaktivierung
wurden mathematisch an eine sigmoide Gleichung angeglichen. Fehlerbalken zeigen den jeweiligen
SEM.

In A sind die Leitfahigkeiten aller in die Auswertung eingegangener adulter muriner Einzelzellen,
unabhéngig ihrer Kultivierungsdauer, aufgetragen. Fur die Natriumaktivierung (n=40) konnte eine
halbmaximale Spannung von Viz = -30,9 = 7,8 mV und fir die Natriuminaktivierung (n=27) eine V1,2=
-28,9 £ 4,3 mV bestimmt werden. B zeigt die Natriumaktivierung in Abhangigkeit ihrer Zeit in Kultur,
0-6 Tage in Kultur (blau) und 7-13 Tage Kultivierung (grin). Fir die 0-6 Tage alten Zellen konnte eine
halbmaximale Spannung von V2= -21,8 + 0,5 mV (n=5) gemessen werden. Fur die 7-13 Tage alten
Zellen in Kultur ergab sich eine Vy2=-21,9 £ 0,5 mV (n=12).

In A ist ein sehr groRer Window-current, beginnend bei -90 mV, zu erkennen, verursacht durch Space-
Clamp Artefakte und Maskierung des Natriumstromes durch aktivierte Kationenkanéle B zeigt eindeutig,

dass die Natriumkandle bei einem Membranpotenzial ab -50 mV 6&ffnen.

5.2.2.4 Pharmakologische Untersuchung der Natriumkanale

Es ist bekannt, dass sich im enterischen Nervensystem TTX-sensitive als auch TTX-
insensitive Natriumkanale befinden (Rugiero et al., 2002). In dieser Arbeit wurden
TTX-sensitive Natriumkanaltypen untersucht. Das TTX, welches selektiv
spannungsgesteuerte  Natriumkandle blockiert, wurde kumulativ in den
Konzentrationen 1 nM, 10 nM, 100 nM und 3 puM auf die Zellen gegeben. Zur
Aktivierung der  spannungsabhangigen  Natriumkanale wurde  dasselbe
Spannungsprotokoll wie in Abb. 15 A verwendet. Nach einer 100 ms dauernden

Hyperpolarisation auf -120 mV wurde die Zelle in +10 mV Schritten bis zu einem
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Endwert von +30 mV depolarisiert und die Natriumkandale so aktiviert. Zur Ermittlung
der TTX-Wirkung auf die Natriumkanale wurde eine Depolarisation auf +10 mV zur
Auswertung herangezogen. In Abbildung 17 ist der Reststrom nach Behandlung mit
TTX in Bezug auf den Kontrollstrom in % aufgetragen. Bei der Applikation von 1 nM
TTX verblieb ein Reststrom von 91,7 %, bei 10 nM 87,3 und bei 100 nM 53,3 %.
23,7 % verblieben bei 1 uM und 27,8 % bei 3 uM TTX. Zu sehen ist ein Rickgang des
verbleibenden Stroms mit Erhdhung der TTX-Dosis. Aufgrund der niedrigen Anzahl
stabil messbarer Zellen konnten keine Ruckschlisse auf die Wirkung im mikromolaren

Bereich gezogen werden.
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Abbildung 17: Pharmakologische Untersuchung der Natriumkandale mit Tetrodotoxin

Die Abbildung zeigt den Reststrom nach TTX-Behandlung in Bezug auf den Kontrollstrom in %. Zu
erkennen ist, dass bei Erhéhung der TTX-Konzentration der verbleibende Natriumstrom zunehmend
geringer wird. Da pro TTX Konzentration jeweils nur ein Datenpunkt (auf3er bei 100 nM, n=3) vorliegt,

wurden die Differenzierungszeiten nicht bertcksichtigt.

5.2.3 Natriumgetragene Aktionspotenziale

In Kapitel 5.1.3 wurde bereits erlautert, dass die Ausbildung von Aktionspotenzialen
essenziell fur die Modellierung der neuronalen Netzwerkaktivitat ist. Da es sich im
Darm grofR3tenteils um inhibitorische Neurone handelt, ist es hier besonders wichtig,
dass eine Aktivierung bzw. Inaktivierung dieser Neurone fein aufeinander abgestimmt

ist.
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5.2.3.1 AH-/S-Neurone und Aktionspotenzialmuster

Wie bereits bei der Meerschweinchen Analyse beschrieben, reagieren Neurone auf
dieselben Strompulse mit unterschiedlichen Aktionspotenzialmustern, entsprechend
ihrer Aufgabe innerhalb des myenterischen Plexus bzw. des Darmes. Auch bei den
untersuchten murinen Einzelzellkulturen konnte zwischen zwel
Aktionspotenzialmustern, sowie zwischen S- und AH-Neuronen unterschieden
werden. Neurone, welche lUber die Lange eines 1500 ms langen Spannungspulses mit
einem Aktionspotenzial am Anfang eines Pulses reagieren und solchen, die tonisch
Aktionspotenziale tUber die gesamte Lange des Spannungspulses ausbilden (Abb. 18).
Da bekannt ist, dass die Nachyperpolarisationszeit enterischer Neurone bis zu zwei
Sekunden andauern kann, wurde die Dauer des Strompulses von 500 auf 1500 ms
gesetzt. Zusatzlich zu phasisch und tonisch feuernden Neuronen konnte bei den
adulten murinen Einzelzellkulturen synaptische Aktivitat nachgewiesen werden (Abb.
18 B).

Rund 2/3 aller Zellen mit Aktionspotenzialen (n=44) zeigten eine Kalzium-Flexion in
der Repolarisationsphase. Diese Flexion konnte nur durch Ermittlung der ersten
Ableitung der Zellen sichtbar gemacht werden. Anhand des Verlaufs des
Aktionspotenzials war es nicht moéglich die Zellen eindeutig in AH- oder S-Neurone zu
unterteilen.

Neurone, welche die Kalzium-Flexion in der ersten Ableitung aufwiesen, wurden als
AH-Neuronen klassifiziert (Kunze et al., 2000; Clerc et al., 1998; Schutte et al., 1995),
solche Zellen, denen diese fehlte als S-Neurone. In den gemessenen Zellen lagen
S- und AH-Neurone in einem Verhaltnis von 1 : 1,5 vor. Des Weiteren bildeten einzelne
Neurone einen sogenannten Voltage-Sag beim ersten hyperpolarisierenden
Strompuls aus. Der Voltage-Sag ist der fur den In Strom typische Einbruch der
Hyperpolarisation zu Beginn eines Strompulses als Reaktion auf eine
Hyperpolarisation der Zellmembran. Der In Strom gehdrt zur Gruppe der HCN-Kanéle
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel), welche haufig bei
myenterischen AH-Neuronen zu finden sind (Galligan et al., 1999). In einer kleinen
Subpopulation von filamentésen S-Neuronen wurde der In ebenfalls detektiert (Song
et al, 1997). Diese Kanale tragen unter anderem zu der langen
Nachhyperpolarisationsphase (AHP) der Neurone bei (Abb. 18A).

Im Gegensatz zu den Meerscheinchen Messungen lag das Verhaltnis von phasisch zu

tonisch feuernden Neuronen bei 1 : 1,5.
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Abbildung 18: Zwei verschiedene Aktionspotenzialmuster eines AH Neurons einer adulten
murinen Einzelzellkultur als Antwort auf dieselben hyper- und depolarisierenden Strompulse im
Current-clamp Modus.

Abbildung A zeigt phasische Potenzialantworten eines AH-Neurons an DIV 3 auf hyper- und
depolarisierende Strompulse. Uber die gesamte Lange des Pulses feuert dieses Neuron nur ein
Aktionspotenzial zu Beginn des depolarisierenden Pulses. Die blaue Ellipse markiert einen Voltage-
Sag. Das AH-Neuron in Abbildung B (DIV 26) feuert auf dieselben depolarisierenden Strompulse
tonisch Aktionspotenziale tUber die gesamte Lange der Pulse. Die roten Kreise zeigen die synaptische
Aktivitat dieser Zelle. In beiden Abbildungen sind nur ausgewéahlte Potenzialantworten dargestellt, das
Einschaltbild zeigt jeweils das Aktionspotenzial auf einen +200 pA Strompuls. Das Stromprotokoll ist in
der Mitte dargestellt.

Das Verhaltnis von phasisch zu tonisch feuernden Neuronen in der adulten Einzelzellkultur lag bei
1:15.

5.2.3.2 Aktionspotenzial Analyse

Bei der Analyse der Aktionspotenziale wurden nach eingehender Betrachtung nur die
ersten funf hyper, - und depolarisierenden Strompulse ausgewertet (-200 pA, -100 pA,
0 pA, +100 pA, +200 pA, siehe unteres Einschaltbild Abb. 19). Alle folgenden
Potenzialanderungen unterschieden sich nicht voneinander.

Um die APs sowohl untereinander als auch mit den progenitor-abgeleiteten Zellen
vergleichen zu kdnnen, wurde die Breite und Maximalamplitude, sowie die Zeit die
zwischen zwei APs verging, ermittelt. Eine Korrelation zwischen den AP-Mustern und
der Kultivierungsdauer war nicht vorhanden. Insgesamt konnte in 44 Zellen
Aktionspotenziale gemessen werden, wovon letztendlich 32 Zellen den in Kapitel

4.2.3.1.2 aufgestellten Messparametern entsprachen. Das Alter der gemessenen
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Zellen korrelierte weder mit der Haufigkeit der gemessenen AH- bzw. S-Neurone noch
mit deren AP-Mustern.

Durch die Ermittlung der ersten Differenzialgleichung der Aktionspotenziale konnte in
30 von 44 Neuronen die klassische Kalzium-Flexion in der repolarisierenden Phase
des Aktionspotenzials von AH-Neuronen nachgewiesen werden. Diese Kalzium-
Flexion war sowohl in tonisch als auch in phasischen Neuronen vorhanden, auch in
solchen Neuronen, denen die zweite lange Nachhyperpolarisationsphase fehlte, und
sich schnell aus der Hyperpolarisation erholt hatten. Die Breite der APs der 24
ausgewerteten AH-Neurone betrug 4 £ 0,1 ms (APs n=108), die Maximalamplitude lag
bei 110 + 1,3 mV (APs n=108).

In 13 aller gemessenen Zellen mit Kalzium-Flexion (n=24) konnte ein Voltage-Sag
detektiert werden (Abb. 18 A). Da die Zellen wahrend der Messungen generell sehr
instabil waren, war die Ermittlung des Voltage-Sags und entsprechendem Rebound
sehr schwer.

In acht der 32 ausgewerteten Neurone konnten nach naherer Betrachtung keine
Kalzium-Flexion detektiert werden, vier dieser Neurone ohne transiente
Kalziumrepolarisation in der ersten Differenzialgleichung zeigten aber einen
eindeutigen Voltage-Sag. Aufgrund der fehlenden Kalzium-Flexion wurden diese acht
Zellen als S-Neurone klassifiziert. Bei einer Anzahl von 32 ausgewerteten Neuronen
konnten somit drei Mal mehr AH-Neurone als S-Neurone ausgewertet werden (24 AH-
Neurone, 8 S-Neurone). Die Breite der APs der acht ausgewerteten S-Neurone betrug
4,1 + 0,1 ms (APs n=26), die Maximalamplitude lag bei 114,8 + 3,6 mV (APs n=26)
(siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Vergleich der AP Breite und Maximalamplitude von S- und AH-Neuronen (adulte

Mause).
Breite AP (ms) Max. Amplitude (mV)
AH-Neurone 4+0,1 110+ 1,3
S-Neurone 41+0,1 1148 £ 3,6

57



Ergebnisse

Phasische Aktionspotenziale

In der vorliegenden Arbeit wurden all die AP-Muster zur Gruppe der phasischen APs
zusammengefasst, welche zu Beginn eines Strompulses nur ein Aktionspotenzial
generiert haben (n=17). Insgesamt konnten 11 Zellen, entsprechend den Messkriterien
in Tabelle 1, in die Auswertung einbezogen werden. In acht dieser 11 Zellen konnte
mittels der ersten Ableitung eine Kalzium-Flexion in der repolarisierenden Phase des
APs detektiert werden. Drei dieser acht Zellen zeigten einen Voltage-Sag beim ersten
hyperpolarisierenden Strompuls. Alle acht Neurone wurden als AH-Neuronen
klassifiziert. Drei der ausgewerteten phasisch feuernden Neurone zeigten weder einen
Voltage-Sag noch eine Kalzium-Flexion und wurden daher als S-Neurone klassifiziert.
Durch die Schnittstellenbestimmung des Aktionspotenzials mit dessen erster Ableitung
wurde das jeweilige Membranpotenzial bestimmt, bei dem die maximale Anzahl der
Natriumkanéle gedffnet ist. Anhand dieser Schnittpunkte wurde die Breite eines jeden
APs ermittelt.

Die Breite der Aktionspotenziale lag bei 4,2 + 0,2 ms und die Maximalamplitude bei
113,9 £ 3,6 mV. Diese Werte entsprechen 22 APs aus 11 verschiedenen Zellen.
Betrachtet man nur die Breite und die Maximalamplitude der phasischen AH-Neurone,
ergibt sich eine AP Breite von 3,9 £ 0,3 ms (n=8) und eine Maximalamplitude von 112,9
+ 4,3 mV (n=8). Fur die S-Neurone (n=3) konnte eine AP Breite von 4,7 £ 0,4 ms und
eine Maximalamplitude von 116,5 + 6,9 mV bestimmt werden (diese Werte sind in
Tabelle 3 zusammenfassend dargestellt).

Acht der phasisch feuernden Neurone wurde 3 pM TTX appliziert. Diese acht
untersuchten Neurone gliederten sich in sechs AH-Neurone und zwei S-Neurone. In
vier der AH-Neurone konnte danach kein Aktionspotenzial mehr ausgeldst werden. Bei
den anderen zwei AH-Neuronen verringerte sich die Maximalamplitude beim n&chsten
Strompuls um 46,5 %.

Bei den beiden S-Neuronen verringerte sich die Maximalamplitude nur um 8 %.

Es liegt die Vermutung nahe, dass AH-Neurone sensitiver auf TTX reagieren als S-

Neurone.
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Abbildung 19: Ubersicht phasisch feuernder AH- und S-Neurone mit entsprechender erster
Differenzialgleichung zur Bestimmung der Kalzium-Flexion.

Abbildung A zeigt phasische Potenzialantworten eines S-Neurons an DIV 13 auf 1500 ms andauernde
hyper, - und depolarisierende Strompulse. Uber die gesamte Lange des Pulses feuert dieses Neuron
nur ein Aktionspotenzial zu Beginn des depolarisierenden Pulses. Das Einschaltbild zeigt das
Aktionspotenzial auf einen Strompuls von +200 pA. In Ab ist dieses Aktionspotenzial vergréRert
dargestellt. Zur besseren Bestimmung des Vorhandenseins einer Kalzium-Flexion ist in Ac die
entsprechende erste Ableitung gezeigt. Die typische transiente Repolarisation fehlt in S-Neuronen. In
Ba ist das Aktionspotenzial eines phasisch feuernden AH-Neurons an DIV 3 auf dasselbe

Stromprotokoll (C) dargestellt. Bb zeigt das Aktionspotenzial auf eine Stromapplikation von +200 pA. In
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Bc wurde durch die Bestimmung der ersten Ableitung die transiente Kalzium-Flexion der Repolarisation
sichtbar gemacht (blauer Pfeil). In beiden Abbildungen sind nur ausgewahlte Potenzialantworten
dargestellt, das Einschaltbild zeigt jeweils das Aktionspotenzial auf einen +200 pA Strompuls. Das
Stromprotokoll ist in C dargestellt.

Das Verhéaltnis von AH-Neuronen zu S-Neuronen lag bei der Gruppe der phasisch feuernden Neuronen
bei 3:1.

Tonische Aktionspotenziale

Zur Gruppe der tonischen APs wurden alle Aktionspotenziale zusammengefasst,
welche Uber den gesamten Strompuls mehr als ein Aktionspotenzial generierten.
Insgesamt konnten 27 Zellen stabil gemessen werden, wovon 21 den Messkriterien in
Tabelle 1 entsprachen und somit in die Auswertung eingingen.

16 dieser 21 Zellen konnten durch Auswertung der ersten Differenzialgleichung den
AH-Neuronen zugeordnet werden. Die restlichen funf Neurone entsprachen der
Gruppe der S-Neurone.

Auch bei den tonisch aktiven Neuronen wurde die Breite des APs mit Hilfe der
Schnittstellenbestimmung ermittelt, sie betrug 4,1 £ 0,1 ms (n=21, 107 APS).

Die Zeit, welche zwischen zwei Aktionspotenzialen verging, lag jeweils bei
90,7 = 15 ms (n=21, 61 APs). Die maximale AmplitudengroR3e betrug 109 + 1,2 mV
(107 APs) und die mittlere, nicht signifikante Attenuierung der Amplitudengréf3e betrug
11 + 0,01 %.

Betrachtet man nur die Breite und die Maximalamplitude der tonischen AH-Neurone
(n=16) ergibt sich eine AP Breite von 4 = 0,1 ms (APs n=89) und eine
Maximalamplitude von 109,3 + 1,3 mV (APs n=89). Die Zeit, welche zwischen zwei
Aktionspotenzialen verging, lag jeweils bei 97,1 + 17,1 ms (n=21, APs n=55). Die
mittlere, nicht signifikante Attenuierung der AmplitudengrofR3e betrug 10,5 = 0,01 %
(APs n=74) (Diese Werte sind in Tabelle 3 zusammenfassend dargestellt).

Fur die S-Neurone (n=5) konnte eine AP Breite von 4,8 £ 0,4 ms (APs n=19) und eine
Maximalamplitude von 107,2 + 3,8 mV (APs n=19) bestimmt werden. Die Zeit zwischen
zwei APs betrug 48 + 5,9 ms (APs n=11). Die Maximalamplitude verringerte sich im
Mittel um 16 = 0,02 % (APs n=13).
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Abbildung 20: Ubersicht tonisch feuernder AH- und S-Neurone mit entsprechender ersten
Differenzialgleichung zur Bestimmung der Kalzium-Flexion.

Abbildung A zeigt tonische Potenzialantworten eines S-Neurons an DIV 13 auf hyper- und
depolarisierende Strompulse. Uber die gesamte Lange des Pulses feuert dieses Neuron mehrere
Aktionspotenziale. Das Einschaltbild zeigt das Aktionspotenzial auf einen Strompuls von +200 pA. In
Ab ist dieses Aktionspotenzial vergrol3ert dargestellt. Zur besseren Bestimmung des Vorhandenseins
einer Kalzium-Flexion ist in Ac die entsprechende erste Ableitung gezeigt. Die typische transiente
Repolarisation fehlt in S-Neuronen. In Ba ist das Aktionspotenzial eines tonisch feuernden AH-Neurons
an DIV 20 auf dasselbe Stromprotokoll (C) dargestellt, der Voltage-Sag in der Hyperpolarisation fehlt.
Bb zeigt das Aktionspotenzial auf eine Stromapplikation von +200 pA. In Bc wurde durch die
Bestimmung der ersten Ableitung die transiente Kalzium-Flexion der Repolarisation sichtbar gemacht

(blauer Pfeil). In beiden Abbildungen sind nur ausgewahlte Potenzialantworten dargestellt, das

61



Ergebnisse

Einschalthild zeigt jeweils das Aktionspotenzial auf einen +200 pA Strompuls. Das Stromprotokoll ist in
C dargestellt.

Das Verhaltnis von AH-Neuronen zu S-Neuronen lag bei der Gruppe der tonisch feuernden Neuronen
bei 3:1.

Tabelle 3: Vergleich von S- und AH-Neuronen bezuglich AP-Muster, AP-Breite,

Maximalamplitude, und Zeit zwischen zwei Aktionspotenzialen.

AH- Neurone S-Neurone
Phasisch H Tonisch Phasisch H Tonisch
Breite AP (ms) 39+0,3 4+0,1 47+04 48+0,4
Max. Amplitude (mV) 112,9+4,3 109,3+1,3 116,5+6,9 107,2+ 3,8
Zeit zwischen zwei 97,1+17,1 48 £5,9
APs (ms)

Tabelle 4: Vergleich der mittleren Attenuierung tonisch feuernder Neurone.

Mittlere Attenuierung der Maximalamplitude (%)

Tonisch feuernde Neurone (gesamt) 11+£0,01
Tonisch feuernde AH-Neurone 10,5+ 0,01
Tonisch feuernde S-Neurone 16 + 0,02

5.3 Progenitor-abgeleitete Zellen (PDCs) aus neonatalen C56/BL6N
Mausen

Die Grundidee des vorliegenden Projektverbundes war es, im Tiermodell eine
reproduzierbare Basis zu schaffen, welche spater auf den Menschen Ubertragen
werden kann, um so Neugeborenen und Kindern, welche an der Hirschsprung
Erkrankung leiden, durch Reimplantation korpereigener Nervenzellen die Resektion
betroffener Darmabschnitte und das Legen eines Stomas zu ersparen. Damit
einhergehend sollen Begleiterkrankungen wie z.B. Resorptionsstérungen und
erhebliche Einschrankungen der Lebensqualitat verringert werden. Dies soll durch

Entnahme zeitlebens persistierender Progenitorzellen des Darmes ermdglicht werden.
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Um diesem Leitgedanken des Projektvorhabens so nahe wie mdglich zu kommen, lag
der Hauptfokus der Arbeit auf der Isolierung, Kultivierung und elektrophysiologischen
Charakterisierung und Evaluation nativer adulter stammzell-abgeleiteter enterische
Neurone aus neonatalen C56BL/6N Mausen.

5.3.1 Typ | progenitor-abgeleitete Zellen

Da die Entnahme und Kultivierung progenitor-abgeleiteter Zellen zur spateren Re-
Implantation ein recht junger Gedanke ist und es bisher keinerlei elektrophysiologische
Belege uber die Funktionalitéat solcher isolierten und kultivierten Progenitorzellen
vorliegen, musste sich zunachst ein Uberblick Uber die vorherrschenden Zelltypen
innerhalb einer solchen Progenitor-Zell-Kultur verschafft werden. Daher wurde im
spateren Verlauf der Arbeit ein zweiter neuronenahnlicher Zelltyp von progenitor-
abgeleiteten Zellen detektiert und untersucht. Zum besseren Verstandnis werden die
PDCs in der vorliegenden Arbeit in Typ | und Typ Il Zellen unterteilt.

5.3.1.1 Kultivierung von Typ | progenitor-abgeleiteten Zellen

Schon wahrend der Proliferation konnten mit dem Antikérper NeuN
immunhistochemisch neuronale Strukturen in proliferierenden Progenitorzellen, den
sogenannten Enterospharen, identifiziert werden. Die anschliel3end differenzierten
Enterospharen zeigten zusatzlich morphologische Ahnlichkeiten mit neuronalen Zellen
auf (Furness, 2006).
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Abbildung 21: Ubersicht liber proliferierende Enterosphéaren und differenzierte Zellen.

Abbildung A zeigt sich in Proliferation befindende Progenitorzellen zum Zeitpunkt DIV 3. Eine einzelne
Enterosphére ist in Aa dargestellt. Bild Ab zeigt die immunhistochemische Markierung neuronaler
Strukturen innerhalb einer Enterosphare, NeuN (grin); Zellkerne (blau). In Abbildung B sind
differenzierte Enterosphéren an DIV 13 dargestellt. Ba zeigt die immunhistochemische Vielfachfarbung
einer differenzierten Kultur. Dieses Bild ist eine freundliche Bereitstellung des Projektpartners des
Anatomischen Instituts in Tubingen. NOS-1 (rot); TuJ (gruin); blau (Zellkerne). Bc ist eine Einfachfarbung
mit TuJ einer differenzierten Kultur an DIV 13. Der Stern markiert Zellsomata, die Pfeile axonale

Strukturen. In Bild Ba entspricht der MaRRstabsbalken 10 pm, in allen anderen Bildern 50 pm.

Die isolierten Progenitorzellen entwickelten sich durch Proliferation, mithilfe der
Wachstumsfaktoren EGF und FGF, innerhalb weniger Stunden zu sogenannten
Enterosphéaren. Diese Enterosphdren waren zunachst wenig adharent und
proliferierten zu kugeligen Spharen (Abb. 21 Aa). In Abb. 21 Ab wurde eine solche
Sphéare mit dem Antikdrper NeuN markiert. Dieser ist neuronenspezifisch und zeigt in
frisch postmitotischen Zellen eine Farbung des Nukleus und eine leichte Farbung des
Zytoplasmas. Der Antikdrper bindet spezifisch gegen das neuronenspezifische Protein
NeuN. So finden sich im Inneren einer Sphare die frisch postmitotischen Zellen,
wahrend sich in der Peripherie proliferierende Zellen befinden. Die Spharen
proliferierten 6 oder 9 Tage, bevor sie in die Differenzierung tbergeleitet wurden.

Bereits wenige Stunden nach dem Beginn der Differenzierung wurden die Spharen
adharent und fingen an, den Zellverband der Enterosphéren zu verlassen. Durch das

Ausbilden von Neuriten formte sich ein Netzwerk zu benachbarten Zellen. Auch
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morphologisch wiesen diese Kulturen groRe Ahnlichkeit mit isolierten und kultivierten
enterischen Meerschweinchen-Neuronen auf (siehe Abb 9 D, Jessen et al., 1983).

Immunhistochemisch wurde dies durch die Behandlung der Zellkulturen mit den
Antikdrpern NeuN und TUJ1 am NMI selbst und von den Projektpartnern des
Anatomischen Institutes der Universitat Tdbingen mit dem Antikérper NOS-1
untermauert (siehe Abb. 21 Ba und Bc). NOS-1 bindet an die Stickstoffmonoxid
Synthase (NOS), welche fur die Synthese des Neurotransmitters Stickstoff (NO)
verantwortlich ist. TuJ1 bindet spezifisch an neuronales 3-Tubulin und markiert so

unteranderem axonale Strukturen.

5.3.1.2 Elektrophysiologische Untersuchungen von Typ | progenitor-

abgeleiteten Zellen

Patch-clamp Experimente der differenzierten PDCs vom Typ | zeigten in 75 (62,5 %)
der 120 stabil gemessenen Zellen eine Kombination aus verschiedenen Kalium- und
Kationenstromen. 31 dieser 120 Zellen entsprachen den in Kapitel 4.2.3.1.2
aufgestellten Messparametern und zeigten unter anderem den neuronenspezifischen
A-Strom (la) (Abb. 23). Die mittlere Membrankapazitat dieser Zellen betrug 14,3
1,16 pF (n=31). Bei einer Normalisierung auf 0 mV zeigten diese Zellen eine mittlere
StromgroflRe von 3,8 + 9,9 pF/pA (n=31). Da in keiner der gemessenen Zellen ein
Natriumstrom detektiert werden konnte, es aber bekannt ist das Neurone erst eine
gewisse Zeit maturieren mussen bevor sie einem funktionalen Neuron entsprechen
(Biella et al., 2007, Takazawa et al., 2012), wurden die PDCs bis zu 80 Tage in Kultur
gehalten, um ihnen so genug Zeit zur Reifung zu geben. Es konnte bis DIV 80 kein

Natriumstrom nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Stromantwort ohne sichtbaren Ia einer Typ | PDC auf ein Spannungsprotokoll zur
Natriumaktivierung.

Gezeigt sind Ubereinander gelagerte Stromantworten einer PDC | auf die Spannungspulse der
Natriumaktivierung (Einschaltbild rechts), gemessen an DIV 26 (Proliferation 3 d). Die
auswartsgerichteten Strome zeigen die Gesamtheit der nicht-blockierbaren, spannungsabhéngigen

Kationenkanale.

Um sicherzugehen, dass es sich um neuronale Zellen und den neuronenspezifischen
Ila handelt, wurde den Zellen wahrend der Messung der Kationenkanalblocker
4-Aminopyridin (4-AP) in die Extrazellularflissigkeit gegeben.

4-AP inhibiert spezifisch nur den neuronenspezifischen A-Strom (la). Eine vollstandige
Isolierung des Ia durch Inhibition weiterer auswartsrektifizierender Kationenstrome war
nicht mdglich. Ebenfalls war es nicht moglich diesen Strom durch
Subtraktionsverfahren rechnerisch zu isolieren, da die Zellen wahrend der Messung
instabil wurden und sehr sensitiv auf Anderungen der Zusammensetzung der
Extrazellularflissigkeit reagierten.

Der Ia entwickelt sich zwischen 10 und 25 ms nach Beginn der Depolarisierung und
fallt dann nach 220 bis 600 ms ab (Starodub et al., 2000). Er hat somit eine sigmoidale
Entstehungs- und eine exponentielle Abfallphase (Hille, 1991). In Abb. 23 ist deutlich
zu erkennen, dass mit zunehmender Konzentration an 4-AP mehr Ia Kanale inhibiert
werden. Aufgrund der Instabilitdt der Zellen konnte kein ICso flir 4-AP auf Typ | PDCs

ermittelt werden.
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Abbildung 23: Stromantwort einer Typ | PDC unter zunehmender Konzentration von 4-AP.

Zu sehen ist die elektrophysiologische Antwort einer PDC Typ | (Proliferation 6 d, DIV 48) auf eine
Depolarisation auf +10 mV. Schwarz ist der native Strom, rot ist die Stromantwort bei einer Applikation
von 0,1 mM 4-AP. Die blaue Stromspur zeigt die Stromantwort auf eine Applikation von 0,3 mM, griin
die von 1 mM und die gelbe Stromspur zeigt die Stromantwort bei einer Applikation von 3 mM 4-AP. Es

ist deutlich zu erkennen, dass mit zunehmender Konzentration an 4-AP der 1a zunehmend inhibiert wird.

Durch diese immunhistochemischen und elektrophysiologischen Experimente konnte
nachgewiesen werden, dass es sich bei den untersuchten Zellen wahrscheinlich um
neuronenahnliche bzw. neuronale Vorlauferzellen handelt. Im weiteren Verlauf der
vorliegenden Kooperationsarbeit wurde ein weiterer neuronaler Zelltyp (Typ 1l PDC) in
den differenzierten PDC-Kulturen mittels immunhistochemischen Markierungen

identifiziert und anschlieRend elektrophysiologisch charakterisiert.

5.3.2 Typ Il progenitor-abgeleitete Zellen

Zwar wiesen die Typ | PDCs immunhistochemisch und morphologisch auf neuronale
Zellen hin, jedoch konnten bis zu DIV 80 in Differenzierung keine fur neuronale Aktivitat
essenziellen Natriumstrome gemessen werden. Daraufhin wurden die Kulturen vom
Anatomischen Institut in Tubingen mit einem weiteren neuronalen Marker behandelt.
Bei dieser Antikrpermarkierung konnte ein zweiter Zelltyp detektiert werden, der sich
vom ersten Typ morphologisch unterschied. Dieser zweite Zelltyp wies keinerlei
Ahnlichkeiten mit neuronalen Zellen auf, exprimierte jedoch funktionelle

Natriumkanéle.
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5.3.2.1 Kultivierung und Immunhistochemie von Typ Il PDCs

Sowohl die Enterospharen als auch die PDCs wurden weiterhin nach demselben
Protokoll wie die PDCs von Typ | auf Kollagen Typ | beschichteten Glas Deckglaschen
kultiviert. Bei der Behandlung der PDCs mit dem Antikdrper HUC/HuD durch das
Anatomische Institut in Tubingen wurde ein weiterer Zelltyp detektiert, die Typ 1l PDCs.
HuC/HuD bindet spezifisch an ein RNA-bindendes Protein, welches nur in Neuronen
exprimiert wird. Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, liegen diese Typ Il PDCs in kleinen
Nestern diffus im Hintergrund. Diese ,Zellnester® waren von einer lamina&hnlichen
Hulle umgeben, ahnlich wie in einem Ganglienverband. Diese Lamina musste fur die
elektrophysiologische Messung zunachst durchbrochen werden, was die
Untersuchung der Zellen etwas erschwerte. Zunachst sollte diese Hulle mit der
Umspllung von Protease vor den Patch-clamp Experimenten aufgelost werden,
sodass die Zellen frei zuganglich in ihren Zellnestern lagen. Dieser Ansatz wurde im
weiteren Verlauf der Arbeit jedoch wieder verworfen, da sich die kurzzeitige
Veranderung der Osmolarititen um die Zelle negativ auf die folgende Messung
auswirkte und stabile Messungen kaum maoglich waren. So musste diese Hullmembran
zunachst mit der Patchpipette durchbrochen werden, bevor die Zelle angepatcht
werden konnte. Um ein Verstopfen der Patchpipette wahrend dieses Durchbrechens
zu verhindern, wurde ein Uberdruck von wenigen Millibar auf die Patchpipette

ausgelbt.

Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung mit dem Antikérper HuC/HuD.

Bild A zeigt die Phasenkontrastaufnahme einer Kultur an DIV 14 (Proliferation 6 d). Zu sehen sind diffus
im Hintergrund liegende Zellnester (Markierung). In Abbildung B ist die Fluoreszenzaufnahme mit dem

Antikérper HUC/HuD (rot) gezeigt, welche die im Phasenkontrast kaum erkennbaren neuronalen
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Strukturen sichtbar macht. Die Mal3stabsbalken entsprechen 10 um. Beide Aufnahmen sind eine

freundliche Bereitstellung des Projektpartners des Anatomischen Instituts in Tibingen.

Im weiteren Verlauf der elektrophysiologischen Untersuchungen konnten in diesen
Zellen sowohl die bereits bekannten Kalium- und Kationenstréme der PDCs Typ |
nachgewiesen werden als auch Natriumstrome.

Um sicherzustellen, dass es sich bei diesen natriumpositiven Typ Il Zellen tats&chlich
um progenitor-abgeleitete Zellen handelt und nicht um adulte Neurone, die ebenfalls
isoliert und kultiviert wurden, wurden die Enterospharen bereits wahrend ihrer
Proliferation mit BrdU behandelt. BrdU interkaliert als Nukleosid-Analogon wahrend
der Zellteilung in die DNA und kann spater immunhistochemisch sichtbar gemacht
werden. Somit konnten nur Zellen, welche sich in der Proliferationsphase tatsachlich
geteilt hatten positiv fur die BrdU Prozessierung sein und stammten somit von
Progenitorzellen ab.

Um die elektrophysiologisch untersuchten Zellen nach ihren Messungen eindeutig zu
identifizieren und den BrdU-positiven Zellen zuordnen zu kdnnen, wurden diese
wahrend der Messung mit Biocytin gefillt. Hier war darauf zu achten, dass die jeweilige
Zelle am Ende des Experiments mit einer out-side-out Konfiguration verschlossen
wurde, sodass die mit Biocytin versetzte Intrazellularfliissigkeit bis zur Fixierung nicht
aus der Zelle entweichen konnte. Dies wurde durch sehr langsames und vorsichtiges
Entfernen der Patchpipette von der Zelle erreicht. An der Patchpipette befand sich
dann der out-side out Patch und die Zelle war verschlossen. Die Zellen wurden im
Anschluss an jedes Experiment sofort fixiert und zur weiteren Prozessierung zum
Anatomischen Institut der Universitat Tlbingen transferiert.

Nach erfolgter immunhistochemischer Behandlung der fixierten Zellen konnte durch
Sichtbarmachen des interkalierten BrdUs in die DNA und der Biocytin gefillten Zellen,
eindeutige Ruckschlisse auf die Herkunft der elektrophysiologisch gemessenen
Zellen geschlossen werden. Da nur Zellen, welche zuvor proliferiert hatten BrdU positiv
sein konnten, ergab die spatere Auswertung, dass alle BrdU positiven Zellen, welche
einen Natriumstrom aufwiesen, von Progenitorzellen abstammten. Diese war ein
positiver Nachweis daftr, dass es moglich ist, aus Progenitorzellen Zellen zu

differenzieren, welche neuronales Potenzial besitzen.
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Abbildung 25: Aufnahmen einer natrium- und BrdU-positiven Typ Il PDC.

Die Bilder A und Aa zeigen eine Phasenkontrastaufnahme einer PDC Typ Il an DIV 10 (Proliferation
6d) wahrend und kurz nach der Patch-clamp Messung. Die Patchpipette ist in Bild A angedeutet. In Ab
und Ac wurde diese Zellkultur zusatzlich zur BrdU und Biocytin-Auswertung mit dem Antikérper NOS-1
behandelt. NOS-1 (griin); BrdU (rot). Abbildung Ad zeigt die mit Biocytin gefillite Zelle und bestatigt,
dass es sich bei der BrdU-positiven Zelle um die gemessene natriumpositive Zelle handelt. Die Pfeile
markieren jeweils die gemessene Zelle. Alle Mal3stabsbalken entsprechen 20 um.

Die Aufnahmen sind eine freundliche Bereitstellung des Projektpartners des Anatomischen Instituts in
Tubingen.
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[ 4
Biocytin

Abbildung 26: Natrium- und BrdU-positive Typ Il PDC mit mehreren Hundert Mikrometer langem
neuronalen Auslaufer.

Die Abbildungen zeigen eine natrium- und BrdU-positive PDC Typ Il an DIV 18 (Proliferation 6 d).

In A ist die Phasenkontrastaufnahme mit Uberlagerter Fluoreszenzaufnahme einer PDC Kultur mit einer
Biocytin geflllten Zelle (rot) dargestellt. In B und C ist die Biocytinfarbung allein dargestellt. Zur besseren
Ubersicht der neuronalen Auslaufer ist dieselbe Aufnahme in C in schwarz/weiss dargestellt. Die Lange
des neuronalen Auslaufers vom Zellkdrper bis zur Gabelung (Pfeil) betragt 665 um. In den Abbildungen
D, E und F ist eine gro3ere Phasenkontrast- und Biocytinaufnahme (rot) der elektrophysiologisch
gemessenen Zelle aus Abbildung A zu sehen (Pfeil). G zeigt eine immunhistochemische Aufnahme der
Biocytin markierten Zelle (rot) und BrdU (griin). In H sind die BrdU Markierungen allein dargestellt.
Abbildung | zeigt die Zellkerne, sichtbar gemacht mit DAPI (blau). Die Pfeile in D, G, H, und | zeigen
denselben Zellkern der natriumpositiven und mit Biocytin gefiiliten Zelle.

Die Mal3stabsbalken in den Abbildungen A, B und C entsprechen 100 pum, in den ubrigen Bildern 20
pm.

Die Aufnahmen sind eine freundliche Bereitstellung des Projektpartners des Anatomischen Instituts in
Tlbingen. Diese Ergebnisse des Kooperationsprojektes wurden 2014 in der Fachzeitschrift PloS One
(Dettmann HM, et al., 2014) verdffentlicht.
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5.3.2.1.1 Biocytinfarbungen

Durch das Fiullen der Zellen mit Biocytin wahrend der elektrophysiologischen
Messungen konnten diese nicht nur innerhalb einer Kultur lokalisiert werden, sondern
es konnten auch die neuronalen Auslaufer der jeweiligen Zelle detektiert werden.
Voraussetzung fur eine optimale Markierung der Zellen mit Biocytin war ein stabiler
Gigaseal zwischen Zelle und Patchpipette. Je stabiler die Messung war und je langer
die Zelle mit Biocytin geflllt werden konnte, desto mehr Biocytin konnte sich in der
Zelle und ihren Auslaufern verteilen. Es wurden neuronale Verzweigungen von
mehreren Hundert Mikrometern detektiert (Abbildung 26 C). Ein weiterer Beleg dafur,
dass die progenitor-abgeleiteten Zellen in vitro das Bestreben hatten, ein neuronales
Netzwerk auszubilden. AuRerdem besal3en alle evaluierten Zellen eine multiaxonale
Morphologie, was einen Hinweis auf Dogiel Typ Il Neurone ist. Die in Abb. 27
dargestellten Zellen zeigen mehrere efferente Nervenzellfortsatze, spatere
elektrophysiologische Auswertungen ergaben, dass beide Zellen in der ersten

Differenzialgleichung die AH-Neuronen typische Kalzium-Flexion zeigte.
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Abbildung 27: Biocytin gefillte AH-Neurone, wéahrend der elektrophysiologischen Messung und

nach der immunhistochemischen Prozessierung.

Die Abbildungen A und B zeigen jeweils die Phasenkontrastaufnahme eines AH-Neurons (Proliferation
6 d, DIV 24) wahrend der elektrophysiologischen Messung. Die Patchpipette ist mit der gepunkteten
Linie dargestellt, der grine Kreis markiert die gepatchte Zelle. Aufgrund mehrerer efferenter
Nervenzellfortsatze und spéateren elektrophysiologischen Auswertung handelt es sich um ein Dogiel Typ
Il Neuron.

Aa und Ba zeigen die gemessene Zelle nach der Biocytin Prozessierung (roter Stern). Die Pfeile
markieren jeweils efferente Nervenzellfortsatze der Zelle. In Aa wurden zusatzlich die Kerne der
umliegenden Zellen mit DAPI sichtbar gemacht. Ba zeigt nur kurze efferente Nervenzellfortsatze, da die
Zelle nur kurze Zeit stabil an der Patchpipette gehalten werden konnte und sich das Biocytin nicht richtig
verteilen konnte.

Alle Maf3stabsbalken entsprechen 20 pm.

5.3.2.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Natriumkanale

Im folgenden Kapitel werden, wie bereits bei den adulten C56/BL6N Messungen
beschrieben, die spannungsabhangigen und pharmakologischen Eigenschaften von
Natriumkanélen der Typ Il progenitor-abgeleiteten Zellen besprochen. Neben den
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spannungsabhangigen Schaltkinetiken der Natriumaktivierung und
Natriuminaktivierung zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung werden zunachst
die Membrankapazitaten und Stromdichten uber die Dauer der Differenzierung in
Abhéangigkeit der vorausgegangenen Proliferationszeit analysiert.

Zum Schluss folgt die Ermittlung des dynamischen Schaltverhaltens bezlglich der
Erholung aus der Inaktivierung und dem pharmakologischen Verhalten der
exprimierten Natriumkanale auf die Behandlung mit Tetrodotoxin (TTX).

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle Patch-clamp Experimente unter
denselben Bedingungen und ohne Verwendung von Kationenkanalblockern

durchgeflihrt, da eine vollstandige Inhibition dieser Kanale nicht gewahrleistet war.

Abbildung 28: Typ Il PDCs wahrend elektrophysiologischer Messungen.

Zu sehen sind PDCs Typ Il zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten (Proliferation jeweils 6 Tage)
wahrend der elektrophysiologischen Messung. A: DIV 8; B: DIV 14; C: DIV 22.
Die grinen Sterne markieren jeweils eine PDC, die Patchpipette ist mit der gestrichelten Linie

angedeutet. Mal3stabsbalken entsprechen alle 20 um.

Auch auf die natriumpositiven PDCs wurden die in Kapitel 4.2.3.1.2 aufgestellten
Messparameter fur jede gemessene Zelle Ubertragen. Entsprachen Zellen wéhrend
oder nach einer Messung nicht mehr diesen Standard-Parametern, wurden diese nicht
in die Auswertung mit einbezogen.

Abbildung 29 zeigt das Verhaltnis gemessener Zellen zu natriumpositiven PDCs und
den Anteil der davon in die Auswertung eingegangenen Zellen. Dargestellt sind die
Ergebnisse in Abhangigkeit der Zeit, welche die Enterospharen unter
Proliferationsbedingungen in Kultur gehalten wurden.
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Abbildung 29: Verhéltnis insgesamt gemessener zu natriumpositiver Zellen. Gegenubergestellt
sind die in die Auswertung eingegangen Zellen im Vergleich zur Gesamtzahl natriumpositiver
Zellen, jeweils in Abhangigkeit der Proliferationsdauer.

A: Anzahl der gemessenen Zellen (grau) und natriumpositiven Zellen (blau) in Bezug auf die
Proliferationsdauer. Zellen, die den Messkriterien aus Tabelle 1 entsprachen und in die Auswertung
eingegangen sind, sind grin dargestellt.

Bei 3 Tagen in Proliferation wiesen 84,6 % der gemessenen Zellen Natriumstréme auf, wovon 72,7 %
der Zellen den Messkriterien entsprachen. Bei einer Proliferationsdauer von 6 Tagen waren 40,8 %
Zellen natriumpositiv, 38,7 % gingen in die Auswertung ein. 28,9 % der Zellen, die 10 Tage proliferierten,

wiesen Natriumstrome auf, 66,7 % davon wurden in die Auswertung aufgenommen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass eine erhéhte Anzahl gemessener Zellen nicht mit
einer erhdhten Ausbeute an natriumpositiven Zellen einhergeht. Auch eine signifikante
Anderung der Anzahl der natriumpositiven bzw. der in die Auswertung eingegangenen
Zellen korreliert nicht mit der Dauer der Proliferation und der Gesamtzahl der
gemessenen Zellen. Die erhOhte Gesamtzahl gemessener Zellen bei einer
Proliferation von 6 Tagen resultiert aus einer héheren Verfugbarkeit an Zellen, welche
sich 6 Tage in Proliferation befanden.

Bei Zellen, die 3 Tage unter Proliferationsbedingungen kultiviert wurden, konnten bei
84,6 % (n=11) aller gemessenen Zellen (n=13) Natriumstrome detektiert werden. Von
diesen entsprachen n=8 den Messparametern und gingen in die Auswertung mit ein.

40,8 % (n=31) der PDCs die 6 Tage proliferiert wurden wiesen Natriumstréme auf,
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n=12 dieser Zellen gingen in die Auswertung ein. Bei einer Proliferation von 10 Tagen
wurden bei einer Gesamtzahl von 52 Zellen bei 28,9 % (n=15) Natriumstréme
gemessen, n=10 dieser natriumpositiven Zellen wurden in die Auswertung mit

aufgenommen.

5.3.2.2.1 Stromdichte in Abhé&ngigkeit der Proliferations, - und

Differenzierungsdauer

Da nicht nur die Proliferationsdauer, sondern auch die Zeit, in der sich Zellen in
Differenzierung befinden, essenziell fur die optimale Entwicklung der progenitor-
abgeleiteten Zellen und deren lonenkanalexpression ist (Biella et al., 2007; Takazawa
et al., 2012) wurden die mittleren Membrankapazitaten und die mittleren Stromgré3en
in Abhangigkeit ihrer Proliferations- und Differenzierungszeit, wie bereits bei der
Auswertung der adulten C56/BL6N Einzelzellen beschrieben, ausgewertet.

Um einen direkten Zusammenhang zwischen der Membranfliche und den
membranstandigen Natriumkanalen zu ermitteln, wurde der gemessene Natriumstrom
bei einer Depolarisierung von -120 mV auf -20 mV auf die jeweilige Membrankapazitat
der gemessenen Zelle normiert. Dies lasst Ruckschliisse auf die Anzahl funktioneller
Natriumkanéle in der Membran und eventueller Veranderungen uber die Dauer der
Differenzierung und vorangegangener Proliferationszeit zu. In Abbildung 30 ist zu
erkennen, dass die mittlere Membrankapazitat tber die Dauer der Differenzierung
zwar zu, die mittlere Stromdichte jedoch abnimmt. Die genauen Werte sind den
Tabellen 26 und 27 im Anhang C zu entnehmen. Der mittlere Eingangswiderstand der
Zellen betrug 632 + 126,49 MQ.
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Abbildung 30: Membrankapazitaten und mittlere Stromdichten bei -20 mV in Abhangigkeit der
Proliferationsdauer und anschlieRender Zeit in Differenzierung.

A: Membrankapazitaten der in die Auswertung eingegangener PDCs (n=24) in Abhangigkeit der
Differenzierungsdauer. Innerhalb der einzelnen Proliferationszeiten und der Differenzierungsdauer gibt
es keine signifikanten Abweichungen bezuglich der Membrankapazitét.

B zeigt die mittlere Stromdichte lber die Zeit der Differenzierung in Abhangigkeit der Proliferationsdauer
der Enterosphéren (n=23). Trotz hoher Schwankungen innerhalb einer Proliferationsgruppe beziglich
der mittleren Stromdichte bei -20 mV sind keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Auch in Bezug
auf die verschiedenen Differenzierungszeiten gibt es keine signifikanten Abweichungen. Blau: 3 Tage
Proliferation, griin: 6 Tage Proliferation und rot bei 10-tagiger Proliferation.

5.3.2.2.2 Spannungsabhéngige Schaltkinetik der Natriumaktivierung und

Natriuminaktivierung

Fur ein dynamisches Netzwerkverhalten von lonenkanalklassen ist ein angepasstes
Schaltverhalten jedes beteiligten lonenkanals von hdchster Wichtigkeit. Der
Hauptfokus der vorliegenden Arbeit liegt auf natriumgetragenen Aktionspotenzialen,
weshalb Natriumkanéale untersucht und charakterisiert werden.

Im Folgenden wird gezeigt, bei welchen Membranpotenzialen die Natriumkanale der
PDCs Typ Il aktivieren bzw. bei welchen Spannungen die Kanéle in einen inaktiven

Zustand Ubergehen. Fur diese Untersuchung wurden zwei verschiedene Protokolle
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verwendet, eines zur Natriumaktivierung und eines zur Natriuminaktivierung (siehe
Anhang D Abb. 39 und 40). In den oberen Einschaltbildern der Abbildung 31 A und B
sind diese Spannungsprotokolle dargestellt. Fir die Natriumaktivierung wurden die
Zellen, ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial von -70 mV zunéchst fir 100 ms bei
-120 mV hyperpolarisiert, um maoglichst viele Natriumkanale in den geschlossenen
aktivierbaren Zustand zu bringen. Abbildung A zeigt eine Spitzenstromamplitude von
1,08 nA bei einer Depolarisation auf -20 mV und eine mittlere Stromdichte von
107 pA/pF.

Abbildung 31 B zeigt im Einschaltbild oben das Spannungsprotokoll fur die
Natriuminaktivierung, bei welchem deutlich wird, dass hier der Depolarisierungspuls
konstant bleibt und die Hyper- und Depolarisationen in einem Abstand von +10 mV
variiert werden. Ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial wird die Zelle zunachst
hyperpolarisiert. Auf diesen Puls folgt eine Depolarisierung, welche bei jedem
Durchlauf konstant blieb. Lediglich die Spannungspulse vor dieser Depolarisierung
werden pro Durchlauf erhéht, sodass sich ermitteln lasst, ab welchem
Membranpotenzial die Natriumkandle in die inaktivierbare Konformation tbergehen.
Nach erfolgter Umrechnung der Stromantworten in die jeweiligen Leitfahigkeiten
wurden weitere Parameter wie z.B. die Proliferations- und Differenzierungszeit, welche

die Schaltkinetik beeinflussen kdnnen, mit in die Auswertung einbezogen.
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Abbildung 31: Natriumstromantworten einer PDC Typ Il auf Natriumaktivierungs- und
Inaktivierungs-Spannungsprotokolle.

A zeigt ausgewdhlte, Ubereinander gelagerte Stromantworten einer PDC auf die Spannungspulse der
Natriumaktivierung (Einschaltbild oben), gemessen an DIV 17 (Proliferation 6 d). Die
auswartsgerichteten Strome zeigen die Gesamtheit der nicht-blockierbaren, spannungsabhéngigen
Kationenkandle. Der kleine zeitverzogerte Einwartsstrom basiert auf der Tatsache, dass die Zellen sehr
schwer zu klemmen sind und es haufig zu Space-clamp-Artefakten kommt. Die maximale Stromantwort
wurde bei einer Depolarisierung auf -20 mV gemessen und betrug -1,08 nA, woraus sich eine
Stromdichte von 107 pA/pF ergab. Der Eingangswiderstand dieser PDC lag bei 1,14 GQ. Das
Einschaltbild unten zeigt die Stromantwort der Zelle auf eine Depolarisierung auf -10 mV.

Ausgehend von einem vorgegebenen Ruhehaltepotenzial von -70 mV wurde die Zelle fir 100 ms bei -
120mV hyperpolarisiert bevor 250 ms lang anhaltende Hyper- und Depolarisierungen folgten. Diese
Hyper- und Depolarisierungspulse wurden 16 mal wiederholt, wobei zwischen jedem Intervall 5 s lagen
und der Depolarisierungspuls um +10 mV erhéht wurde, bis dieser beim letzten Puls einen Wert von
+30 mV annahm. Nach jeder erfolgten Depolarisation erfolgte ein Rucksprung zum
Ausgangsmembranpotenzial von -70 mV.

B zeigt ausgewahlte Stromspuren einer PDC an Tag 19 (Proliferation 10 d) auf das
Natriuminaktivierungs-Spannungsprotokoll (oberes Einschaltbild). Die auswartsgerichteten Strome
resultieren aus nicht-blockierbaren spannungsabhéngigen Kaliumkanéalen, welche bei hoéheren
Depolarisierungen das Offset-Potenzial zu Beginn des Pulses verursachen. Beim Ruhehaltepotenzial
sind diese Kationenkandle, gleich wie die Natriumkanale, wieder geschlossen.

Einem vorgegebenen Ruhehaltepotenzial von -70 mV folgten fir 300 ms Hyper- und
Depolarisierungspulse und ein anschlieBender 10 ms langer Depolarisierungssprung auf -10 mV,
welcher die aktivierbaren Kanéle o6ffnen soll. Nach jedem Depolarisierungssprung erfolgte ein

Rucksprung zum Ruhehaltepotenzial von -70 mV. Die Hyper- und Depolarisierungen erhéhten sich bei
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jedem Protokolldurchlauf um +10 mV, bis sie einen Endwert von 0 mV annahmen. Zwischen jedem

Intervall lagen 5 s.

5.3.2.2.3 Spannungsabhéangige Schaltkinetik in Bezug auf die

Proliferationsdauer

Nachfolgend sind die Leitfahigkeiten der Natriumaktivierung und -inaktivierung
hinsichtlich der Proliferationsdauer der Enterospharen dargestellt. Bisher konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Proliferationszeiten Auswirkungen auf
die spatere Entwicklung des dynamischen Schaltverhaltens der Natriumkanale haben
konnen.

Alle Leitfahigkeiten der Aktivierung wurden auf +10 mV normiert, die der Inaktivierung
auf -60 mV. In Abbildung 32 A sind alle Leitfahigkeiten in Abhangigkeit ihrer
Proliferationszeiten gegen die jeweilige Spannung aufgetragen. Gepunktete Kurven
reprasentieren die Natriuminaktivierung, durchgezogene Kurven die Leitfahigkeiten
der Natriumaktivierung. Zum besseren Verstandnis wurden diese in Aa, Ab und Ac
jeweils einzeln noch einmal dargestellt. Es ist zu erkennen, dass es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Proliferationszeiten und der spateren Leitfahigkeiten der
Zellen gibt. Die genauen Werte der halbmaximalen Spannungen der Aktivierung und
Inaktivierung sowie der jeweiligen Steigungen sind Anhang C zu entnehmen. In
Abbildung 32 B sind die Leitfahigkeiten unabhangig von ihrer Proliferationsdauer
dargestellt. Auch hier sind im Vergleich zu den einzeln dargestellten
Proliferationszeiten keine signifikanten Unterschiede festzustellen, sodass
anzunehmen ist, dass die Dauer der Proliferation keinen direkten Einfluss auf die
spatere Entwicklung der Schaltkinetiken der Natriumkanéle ausubt. Alle Kurven zeigen
einen sogenannten Window-current, welcher definiert ist als der Uberlappungsbereich
der Aktivierung und Inaktivierung, in dem die Natriumkanale immer geo6ffnet sind.
Dieser Window-current unterliegt keiner signifikanten Anderung zwischen den
jeweiligen Proliferationszeiten und befindet sich zwischen +40 und -10 mV.

Die halbmaximalen Spannungen und Steigungen der Natriumaktivierung und
Natriuminaktivierung in Abhangigkeit der Proliferationsdauer und aller in die
Auswertung eingegangener Typ Il PDCs, unabhangig von der Differenzierungszeit,

sind Tabelle 28 im Anhang C zu entnehmen.
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Abbildung 32: Natriumaktivierung und Natriuminaktivierung in Abhangigkeit der

Proliferationsdauer.

Dargestellt sind auf der Abszisse die normierten Leitfahigkeiten G / Gmax in Bezug auf die jeweilige
Klemmspannung in mV, aufgetragen auf die Ordinate. Gestrichelte Kurven mit ausgefilliten Symbolen
zeigen die Natriuminaktivierungskurven, durchgezogene Kurven mit offenen Symbolen die

Natriumaktivierung. Die einzelnen Werte der Natriumaktivierung und -inaktivierung wurden
mathematisch an eine sigmoide Gleichung angeglichen. Fehlerbalken reprasentieren den jeweiligen
SEM.

In A sind die einzelnen Leitfahigkeiten in Abh&ngigkeit ihrer Proliferationsdauer dargestellt. 3 Tage in
Proliferation (griin), 6 Tage in Proliferation (blau) und PDCs, die sich 10 Tage in Proliferation befanden,
sind rot dargestellt. In Aa, Ab und Ac sind die Leitfahigkeiten der Natriumaktivierung und Inaktivierung
jeweils einzeln nach ihrer Zeit in Proliferation aufgetragen.

Aa: Proliferationsdauer 3 Tage. Fur die Aktivierung (n=4) konnte eine halbmaximale Spannung
V12 von -13,85 + 0,26 mV und fir die Inaktivierung (n=6) eine V12 von -35,82 + 2,81 mV bestimmt
werden.

Ab: Proliferationsdauer 6 Tage: Fur die Aktivierung (n=12) konnte eine halbmaximale Spannung

Vi von -15,62 + 0,28 mV und fur die Inaktivierung (n=1) eine V1.2 von -34 mV bestimmt werden.
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Ac: Proliferationsdauer 10 Tage: Fur die Aktivierung (n=9) konnte eine halbmaximale Spannung
Vizvon -14,26 + 0,32 mV und fur die Inaktivierung (n=7) eine Vi2von -34,38 + 2,4 mV bestimmt werden.
B zeigt die Leitfahigkeiten aller in die Auswertung eingegangener PDCs unabhangig ihrer
Proliferationszeit. Fur die Aktivierung (n=25) konnte eine halbmaximale Spannung Vizvon -14,73 £ 0,21
mV und fur die Inaktivierung (n=14) eine V12 von -34,80 + 2,64 mV bestimmt werden.

Hinsichtlich der Natriumleitfahigkeiten in Bezug auf die Proliferationsdauer der Enterosphéaren gibt es
keine signifikanten Unterschiede der halbmaximalen Spannungen der Natriumaktivierung und
-inaktivierung. Bei allen Aktivierungs-und Inaktivierungskurven ist zwischen -40 und -10 mV ein

Window-current zu erkennen.

5.3.2.2.4 Spannungsabhéangige Schaltkinetik in Bezug auf die

Differenzierungsdauer

In 5.3.2.2.4 konnte ein direkter Einfluss der Proliferationsdauer auf die Schaltkinetik
der Natriumaktivierung- und inaktivierung ausgeschlossen werden. Auch die Dauer der
Differenzierung kann Einfluss auf die Schaltdynamik der sich differenzierenden
Natriumkanéle haben, da sich diese nach der Proliferationsphase neu entwickeln
mussen. Nachfolgend wird der Parameter der Differenzierungsdauer unabhéngig von
der Proliferationszeit betrachtet. Die Einteilung der Differenzierungszeiten gliedert sich
in 7-13, 14-20 und 21-27 Tage. Fur die Aktivierung wurden alle Leitfahigkeiten auf +10
mV (Abb. 33, durchgezogene Kurven), fur die Inaktivierung auf eine Spannung von
-60 mV (gepunktete Kurven) normiert. Hinsichtlich der Natriumleitfahigkeiten in Bezug
auf die Differenzierungsdauer gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
halbmaximalen Spannungen der Natriumaktivierung und -inaktivierung. Bei allen
Aktivierungs- und Inaktivierungskurven ist zwischen -40 und -10 mV ein Window-
current zu erkennen.

Die exakten halbmaximalen Spannungen und Steigungen der Natriumaktivierung und
Natriuminaktivierung, in Abhangigkeit der Differenzierungsdauer und aller in die
Auswertung eingegangener Typ Il PDCs, unabhé&ngig von ihrer Proliferationszeit, sind

Tabelle 29 im Anhang C zu entnehmen.
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Abbildung 33: Natriumaktivierung und Natriuminaktivierung in Abhangigkeit der
Differenzierungsdauer.

Dargestellt sind auf der Abszisse die normierten Leitfahigkeiten G / Gmax in Bezug auf die jeweilige
Klemmspannung in mV (aufgetragen auf die Ordinate). Gestrichelte Kurven mit ausgefiliten Symbolen
zeigen die Natriuminaktivierungskurven, durchgezogene Kurven mit offenen Symbolen die
Natriumaktivierung. Die einzelnen Werte der Natriumaktivierung und -inaktivierung wurden
mathematisch an eine sigmoide Gleichung angeglichen. Fehlerbalken repréasentieren den jeweiligen
SEM.

In A sind die einzelnen Leitfahigkeiten in Abhéngigkeit der Zeit in Differenzierung dargestellt. 7-13 Tage
Differenzierung (blau), 14-20 Tage in Differenzierung (grin) und PDCs, die 21-27 Tage differenziert
wurden, sind rot dargestellt. In Aa, Ab und Ac sind die Leitfahigkeiten der Natriumaktivierung und -
Inaktivierung jeweils einzeln nach ihrer Differenzierungsdauer dargestellt.

Aa: Differenzierung 7-13 Tage: Fiur die Aktivierung (n=2) konnte eine halbmaximale Spannung
Vizvon -3,92 + 1,07 mV und fur die Inaktivierung (n=1) eine Viz2von -34 + 2,17 mV bestimmt werden.
Ab: Differenzierung 14-20 Tage: Fur die Aktivierung (n=14) konnte eine halbmaximale Spannung
Viz von -18,16 + 0,29 mV und fir die Inaktivierung (n=5) eine V12 von -36,13 + 1,83 mV bestimmt
werden.
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Ac: Differenzierung 21-27 Tage: Fur die Aktivierung (n=9) konnte eine halbmaximale Spannung
V12 von -11,15 + 0,42 mV und fir die Inaktivierung (n=7) eine V12 von -35,88 + 2,84 mV bestimmt
werden.

B zeigt die Leitfahigkeiten aller in die Auswertung eingegangener PDCs unabhangig ihrer Zeit in
Differenzierung. Fur die Aktivierung (n=25) konnte eine halbmaximale Spannung Vi2 von -14,73 +

0,21 mV und fur die Inaktivierung (n=14) eine V12 von -34,80 £ 2,64 mV bestimmt werden.

5.3.2.2.5 Refraktarzeit der Natriumkanale

Hinsichtlich der Ausbildung von natriumgetragenen Aktionspotenzialen ist eine
Bestimmung der Refraktarzeit der Natriumkanéle besonders wichtig. Durch das
dynamische Schaltverhalten der Natriumkanale wird nicht nur das Auslosen eines
Aktionspotenzials beeinflusst, sondern auch das Aktionspotenzialmuster, im
dynamischen Zusammenspiel mit anderen Kationenkanalen, maf3geblich determiniert.
Abbildung 34 A zeigt das zur Bestimmung der Refraktarzeit verwendete Paar-Puls-
Protokoll, bei welchem die Zelle zunachst, ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial
von -70 mV, fur 300 ms bei -100 mV hyperpolarisiert wird. AnschlielRend erfolgen zwei
Depolarisierungsspringe auf -10 mV fir je 5 ms mit einer Pause von 4,5 ms, wobei
sich bei jedem Durchlauf das Zeitintervall zwischen beiden Depolarisierungen um je
3 ms erhdht und somit die Anzahl mdglich aktivierbarer Natriumkanéle erhéhen soll.

Aa zeigt exemplarisch jede dritte Stromantwort einer Zelle auf das Paar-Puls-Protokoll.
Da die erste Depolarisierung zeitlich konstant bleibt und die Stromantworten der Zelle
je Durchlauf Gbereinander gelagert werden, erscheint die erste Stromamplitude am
grofdten. Die zweite Stromamplitude ist am kleinsten, da nach dem ersten Puls die
meisten Natriumkanale im inaktivierten Zustand vorliegen, die darauffolgenden
Stromamplituden nehmen langsam zu. Dies lasst drauf schlieRen, dass sich mit
zunehmendem Zeitabstand zwischen zwei Depolarisierungen mehr Natriumkanale
aus der Inaktivierung erholen und wieder zur Verfligung stehen. Bei genauerer
Betrachtung sieht man, dass die Stromamplitude als Antwort auf die erste
Depolarisierung nicht konstant ist. In B ist der Quotient aus den
Spitzenstromamplituden jedes Durchlaufs gegen das Zeitintervall aufgetragen. Zu
erkennen ist, dass die gemessenen Zellen (n=9) solche Natriumkanéle besitzen,
welche sehr schnell aus der inaktiven in die aktive Konformation wechseln kénnen und
bereits nach 4,5 ms wieder vollstandig aktivierbar sind. Aufgrund dieser Tatsache lasst

sich die Kurve nicht an eine exponentielle Funktion anpassen und aus diesen Daten
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somit keine Zeitkonstante Tau ermitteln, da sich die Kandle nach 3 ms bereits schon

wieder im aktivierbaren Zustand befanden.
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Abbildung 34: Refraktarzeit der Natriumkanéle.

A: Paar-Puls-Protokoll zur Ermittlung der Erholung der Natriumkanale aus der Inaktivierung. Zur
besseren Ubersicht ist nur jeder 3. Durchlauf dargestellt. Ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial von
-70 mV wurde die Zelle bei -100 mV fir 300 ms hyperpolarisiert. Anschlielend erfolgte ein 5 ms langer
Depolarisierungspuls auf -10 mV gefolgt von einem Ricksprung auf -100 mV fiir 4,5 ms. Daraufhin
erfolgte eine erneute Depolarisierung auf -10 mV fir 5 ms, ein Ricksprung auf -100 mV und
anschlielend wurde die Zelle beim Ruhehaltepotenzial geklemmt. Bei jedem der 18 Intervalle erhdhte
sich der Zeitabstand zwischen den zwei Depolarisierungspulsen auf -10 mV um 3 ms. Die Pause

zwischen jedem Intervall betrug 8 s.
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Der erste Spannungspuls ist zur besseren Darstellung rot dargestellt. In Aa sind exemplarisch
ausgewahlte Stromantworten (lUbereinander gelagert) einer PDC auf das Paar-Puls-Protokoll
dargestellt. Durch Uberlagerung der Stromspuren scheinen die auf den ersten Puls folgenden
Stromamplituden gré3er zu werden und sich die Natriumkanéale somit aus ihrer Inaktivierung zu erholen.
Die erste Stromamplitude variiert jedoch bei jedem Durchlauf, sodass sich kein typisches
Refraktarverhalten im angegebenen Zeitintervall ergibt (B). B zeigt das Verhaltnis der Stromantwort des
zweiten Pulses zum ersten Depolarisierungspuls. Aus den vorliegenden Daten (n=9) konnte keine
Zeitkonstante Tau berechnet werden. Die Kandle befanden sich bereits nach 3 ms schon wieder im

aktivierbaren Zustand. Eine Anpassung an eine exponentielle Funktion war nicht méglich.

5.3.2.2.6 Pharmakologische Untersuchung der Natriumkanale

Der Hauptfokus der in dieser Arbeit durchgefihrten pharmakologischen
Untersuchungen lag auf TTX-sensitiven und TTX-insensitiven Natriumkanaltypen, um
herauszufinden, wie die Natriumkandle der progenitor-abgeleiteten Zellen auf die
Gabe von TTX in verschiedenen Konzentrationen reagieren und ob zwischen TTX-
sensitiven und TTX-insensitiven Natriumkanalen unterschieden werden kann. Das
TTX wurde, wie bereits bei den adulten murinen Zellen, kumulativ in den
Konzentrationen 1 nM, 10 nM, 100 nM und 3 puM auf die Zellen gegeben. Zur
Aktivierung wurde dasselbe Spannungsprotokoll wie in Abb. 31 A verwendet. Zur
Ermittlung der TTX-Wirkung auf die Natriumkanéle wurde eine Depolarisation auf
+10 mV zur Auswertung herangezogen, sodass durch die vorangegangenen
Spannungen moglichst viele Natriumkanale aktiviert wurden. Abb. 35 A zeigt die
Stromamplitude von -1,7 nA einer Zelle (Proliferation 6d, DIV 26) ohne
Substanzeinwirkung. Durch Applikation von 3 uM TTX reduzierte sich der Reststrom
auf 20 %. In Schaubild B ist der Reststrom nach Behandlung mit TTX in Bezug auf den
Kontrollstrom aufgetragen. Bei Gabe von 1 nM TTX verblieb ein Reststrom von
75,6 %, bei 10 nM 55% und bei 100 nM 29,3 %. Zu sehen ist ein Ruckgang des
verbleibenden Stroms mit Erhéhung der TTX-Dosis. Da die Typ Il PDCs wahrend der
Messungen sehr instabil waren und pro TTX Konzentration jeweils nur ein Datenpunkt
vorlag, konnte kein ICso der PDC Typ Il Zellen ermittelt werden. Deshalb konnten auch
die Proliferations- und Differenzierungszeiten der gemessenen Zellen nicht

bertucksichtigt werden.
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Abbildung 35: Pharmakologische Untersuchung der Natriumkanéle mit Tetrodotoxin.

A zeigt die Stromantwort einer PDC (Proliferation 6d, DIV 26) auf eine Depolarisierung von +10 mV
ausgehend von einer Hyperpolarisation von -120 mV. Der native Strom (schwarz) verringert sich bei
Zugabe von 3 pM TTX (rot) um 80,6 %.

In B ist der Reststrom nach TTX-Behandlung in Bezug auf den Kontrollstrom in % angegeben. Zu
erkennen ist, dass bei Erhéhung der TTX-Konzentration der verbleibende Natriumstrom zunehmend
geringer wurde. Da pro TTX Konzentration jeweils nur ein Datenpunkt vorlag, wurden die Proliferations-

und Differenzierungszeiten nicht beriicksichtigt.
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5.3.2.3 Natriumgetragene Aktionspotenziale

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln erlautert, ist fir die Regulation der
Darmmuskulatur und somit fir die Steuerung der Darmmotilitdt ein funktionierendes
neuronales Netzwerk essenziell. Grundvoraussetzung hierfur ist, dass neuronale
Zellen erregbar und dazu in der Lage sind, Aktionspotenziale auslésen zu kénnen. Fur
eine optimale Regulation sind aufRerdem verschiedene Aktionspotenzialmuster
erforderlich, um eine fein abgestimmte Modellierung der Reizweiterleitung zu

ermdglichen.

5.3.2.3.1 AH-/ S-Neurone und Aktionspotenzialmuster

Bereits in den Kapiteln 5.1.3 und 5.2.3 wurde beschrieben, dass Neurone auf
dieselben Strompulse mit unterschiedlichen Aktionspotenzialmustern reagieren
kénnen. Je nach Neuronentyp und Bestimmung innerhalb des myenterischen Plexus
werden Aktionspotenziale phasisch oder tonisch ausgelost.

Auch bei den PDC Typ Il Zellen konnte zwischen AH-/ S-Neuronen und phasisch und
tonisch feuernden Neuronen unterschieden werden. Phasische Neurone (n=4), welche
auf einen 1500 ms andauernden Spannungspuls mit der Ausbildung eines APs zu
Beginn der Depolarisation reagierten und tonisch feuernde Neurone (n=6), welche auf

denselben Spannungspuls 2 drei APs generierten (Abb. 36 und 37 B). Im Gegensatz

zu den adulten murinen Einzelzellen konnte bei den PDCs keine synaptische Aktivitét
nachgewiesen werden. Wie bereits bei den adulten murinen Neuronen war es nicht
mdoglich anhand der Form der Aktionspotenziale zwischen S- und AH-Neuronen
eindeutig unterscheiden zu kdnnen, d.h. die charakteristische
Nachhyperpolarisationsphase war nicht immer eindeutig zu sehen. Bei genauerer
Betrachtung der ersten Ableitung des Aktionspotenzials stellte sich heraus, dass alle
tonisch feuernden Neurone (n=6) die AH-Neuronen typische Kalziumflexion wahrend
der Repolarisation zeigten. In einzelnen Zellen wurde ein Voltage-Sag gemessen,
jedoch konnte das Auftreten des Voltage-Sag nicht mit der Dauer der Kultivierung in
Korrelation gebracht werden. Morphologisch war wahrend der Messungen kein
Unterschied zwischen den einzelnen Zellen zu erkennen. Die Zellen, welche keine
Kalzium-Flexion zeigten, wurden als S-Neurone klassifiziert (n=4).

Somit wurden bei den PDC Typ Il 1,5-mal mehr AH-Neurone als S-Neurone gemessen
(Verhaltnis 1,5 : 1). Insgesamt entsprachen sieben von 10 PDCs Typ Il den in Tabelle

1 aufgestellten Messparametern.

88



Ergebnisse

]20mv

50ms

I20mV
—\\’\——*’\/_/-"\—/‘/V 250ms

_]20mv

50ms

/)’M LA

20mV

250ms

|20mV

| 250ms

20mV
e e 250ms

Abbildung 36: Vergleich verschiedener tonischer Aktionspotenzialmuster muriner progenitor-
abgeleiteter Zellen.

Zwei bzw. drei verschiedene Aktionspotenzialmuster von PDCs als Antwort auf dieselben 1500 ms
andauernden hyper- und depolarisierenden Strompulse im Current-clamp Modus.

Abbildung A zeigt tonische Potenzialantworten einer murinen PDC (Proliferation 9 d, DIV 24) auf hyper-

und depolarisierende Strompulse. Uber die gesamte Linge des Pulses feuert dieses Neuron drei
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Aktionspotenziale zu Beginn des depolarisierenden Pulses. Das Einschaltbild zeigt die Potenzialantwort
auf einen Strompuls von 200 pA. Das Neuron in Abbildung B (Proliferation 9 d, DIV 24) feuert auf
dieselben depolarisierenden Strompulse tonisch Aktionspotenziale tiber die gesamte Lange der Pulse.
Das Einschaltbild zeigt ebenfalls die Potenzialantwort auf einen depolarisierenden Strompuls von 200
pA.

Abbildung C zeigt eine Besonderheit der AP-Antworten. Dieses Neuron (Proliferation 6 d, DIV 24)
feuerte zwar tonisch Aktionspotenziale, jedoch nicht gleichméaRig Uber die gesamte Zeit des
Strompulses. Aufgrund der Zeitabstande zwischen den einzelnen APs, scheint es als hétte es eine Art
Taktung.

In allen drei Abbildungen sind nur ausgewahlte Potenzialantworten dargestellt.

Das Verhéltnis tonisch zu phasisch feuernden Neuronen (und somit auch von AH- zu S-Neuronen) lag
bei den PDCs bei 1:1,5 (n=10).

5.3.2.3.2 Aktionspotenzial Analyse

Auch bei den PDCs wurden, wie bereits in Kapitel 5.2.3.2 beschrieben, nach néaherer
Betrachtung nur die ersten funf hyper, - bzw. depolarisierenden Strompulse zur
Auswertung herangezogen (-200 pA, -100 pA, 0 pA, +100 pA, +200 pA).

Um die APs untereinander und mit den adulten murinen Einzelzellen vergleichen zu
kénnen, wurde die Breite und Grol3e, sowie die Zeit die zwischen zwei APs liegt,
ermittelt. Auch bei den PDCs vom Typ Il gab es keine Korrelation zwischen den AP-
Mustern (phasisch und tonisch) und der Zeit in Proliferation bzw. Differenzierung. In
n=6 der Zellen war mittels der ersten Ableitung die fur die AH-Neurone klassische
Kalzium Flexion in der fallenden Phase des APs zu sehen. Die zweite
Hyperpolarisationsphase zeigte sich in keiner der gemessenen Zellen.

In drei der 10 ausgewerteten Zellen konnte ein Voltage-Sag gemessen werden, in zwei
Zellen zeigte sich zusatzlich zu diesem ein entsprechender Rebound am Ende des
hyperpolarisierenden Strompulses.

Phasische Aktionspotenziale

Insgesamt wurden vier phasisch feuernde Neurone gemessen, wovon zwei wahrend
der Messung stabil genug waren, um in die Auswertung einzugehen. Eine Kalzium-
Flexion in der Repolarisationsphase konnte bei der Bestimmung der ersten Ableitung
der Aktionspotenziale, in keinem der vier phasisch feuernden Neurone detektiert
werden. Beide ausgewerteten Neurone zeigten einen Voltage-Sag (Abb. 37 A).
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Die Breite eines Aktionspotenzials wurde wie in Kapitel 4.2.4.2 beschrieben anhand
der Schnittstellenbestimmung ermittelt. Die Breite jedes Aktionspotenzials lag bei 4,4
+ 0,9 ms (Anzahl APs n=5), die Maximalamplitude bei 70,4 £ 4,3 mV (Anzahl APs n=5)
(diese Werte sind in Tabelle 5 zusammenfassend dargestellt).

Tonische Aktionspotenziale

Zur Gruppe der tonischen Aktionspotenziale konnten sechs Zellen gezahlt werden.
Funf dieser Neurone entsprachen den Messkriterien in Tabelle 1 und gingen somit in
die Auswertung mit ein.

Eine Kalzium-Flexion in der Repolarisationsphase konnte durch Ermittlung der ersten
Ableitung der Aktionspotenziale in allen tonisch feuernden Neuronen detektiert werden
(Abb. 37), ein Voltage-Sag war in drei der Zellen sichtbar.

Auch bei den tonisch aktiven Neuronen wurde die Breite des APs mithilfe der
Schnittstellenbestimmung ermittelt und betrug 3,9 £ 0,2 ms (n=78). Die
durchschnittliche Maximalamplitude der Neurone lag bei 92,7 + 2 mV (n=59).

Die Zeit, welche zwischen zwei Aktionspotenzialen verging, lag jeweils bei
46,4 = 4,2 ms (n=42). Die nicht signifikante mittlere Attenuierung der
Maximalamplituden betrug 17,1 + 56 % (diese Werte sind in Tabelle 5
zusammenfassend dargestellt).

Zwei der tonisch feuernden Neurone waren wahrend der Messung stabil genug, um
ithnen 3 uM TTX zu applizieren. In n=1 konnte danach kein Aktionspotenzial mehr
ausgelost werden, bei n=1 verringerte sich die Maximalamplitude um 5 %. Dies kbénnte
ein Hinweis darauf sein, dass eine Zelle TTX-sensitive, eine TTX-insensitive

Natriumkanale besaRR.
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Tabelle 5: Vergleich progenitor-abgeleiteter PDC Il Neurone beziglich AP-Breite,
Maximalamplitude und Zeit zwischen zwei APs.
AH- Neurone S-Neurone (phasisch)
(tonisch)

Breite AP (ms) 3,9+£0,2 44 +0,9

Max. Amplitude (mV) 92,7+2 70,4 +4,3

Zeit zwischen zwei APs (ms) 46,4 + 4,2 /

Mittlere Attenuierung der 17,1+5,6 /

Maximalamplitude (%)
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Abbildung 37: Ubersicht phasisch und tonisch feuernder PDC Typ Il Zellen mit entsprechender
Differenzialgleichung zur Bestimmung der Kalzium-Flexion.

Abbildung A zeigt phasische Potenzialantworten eines S-Neurons (Proliferation 6 d, DIV 18) auf hyper-
und depolarisierende Strompulse. Uber die gesamte Lénge des Pulses feuert dieses Neuron nur ein
Aktionspotenzial. Das Einschaltbild zeigt das Aktionspotenzial auf einen Strompuls von +200 pA. Oben
in Aaist dieses Aktionspotenzial vergréRert dargestellt. Zur besseren Bestimmung des Vorhandenseins
der Kalzium-Flexion wurde die erste Differenzialgleichung bestimmt, die typische transiente Kalzium-
Repolarisation fehlt im S-Neuron. In B ist das Aktionspotenzial eines tonisch feuernden AH-Neurons
(Proliferation 6 d, DIV 18) auf dasselbe Stromprotokoll wie in (C) dargestellt, der Voltage-Sag in der
Hyperpolarisation fehlt. Das Einschaltbild zeigt das Aktionspotenzial auf eine Stromapplikation von
+200 pA. In Abbildung Ba wurde dieses AP vergrof3ert dargestellt und durch die Bestimmung der ersten

Ableitung die transiente Kalzium-Flexion der Repolarisation sichtbar gemacht (blauer Pfeil). In beiden
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Abbildungen sind nur ausgewahlte Potenzialantworten dargestellt, das Einschaltbild zeigt jeweils das
Aktionspotenzial auf einen +200 pA Strompuls. Das Stromprotokoll ist in C dargestellt.
Das Verhaltnis von S- zu AH-Neuronen lag bei den PDC Il bei 1 : 1,5.

5.3.2.4 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kaliumkanéle

Im Folgenden werden die auswartsrektifizierenden Kationen- und Kaliumkanale
dargestellt. Eine genauere elektrophysiologische und pharmakologische
Untersuchung war aufgrund der Instabilitéat der Zellen wahrend der Messungen nicht
maoglich. Des Weiteren war eine vollstandige Inhibition der auswartsgerichteten Strome
mittels lonenkanalblockern nicht zu 100% gewahrleistet, sodass die Analyse eines
einzelnen Kanals, beispielsweise mittels Subtraktionsverfahren, nicht anwendbar war.
In Folge dieser Tatsache und dem Hauptfokus dieser Arbeit auf den
spannungsgesteuerten Natriumkanélen folgend, wurde auf eine eingehende Analyse
verzichtet, sodass die vorliegenden Ergebnisse nur deskriptiv sind.

Wie bereits in Kapitel 5.3.2.1 beschrieben, wurde in Typ | PDCs neben anderen
auswartsrektifizierenden Kationenkandlen der neuronenspezifische Ia-Strom
gemessen. Dieser konnte ebenfalls in Typ Il PDCs mit Natriumstrom, als auch in
solchen ohne detektiert werden. Da der Hauptfokus dieser Arbeit auf der Analyse der
Natriumkanéle lag, wurde dasselbe Spannungsprotokoll wie in allen anderen Kapiteln
verwendet. Die Zellen wurden alle bei -70 mV gehalten, bevor sie fir 100 ms bei -120
mV hyperpolarisiert wurden. Diesem Hyperpolarisierungspuls folgten 16 Mal 250 ms
lange Hyper, - und Depolarisationen, welche sich bei jedem Zyklus um +10 mV
erhdhten, sodass die Zelle ab einem Membranpotenzial von +60 mV depolarisiert
wurde. Exemplarisch ist dieses Protokoll dem Einschaltbild 1 aus Abbildung 38 zu
entnehmen. Da es sich in jeder gemessenen Zelle um eine Vielzahl von
auswartsrektifizierenden Kationenkanalen handelt, die bei dem gleichen
Membranpotenzial aktiviert sind, ist es ohne pharmakologische Untersuchungen nicht
maoglich eine genaue Aussage Uber das Verhaltnis von Zellen mit Ia zu Zellen ohne Ia
zu machen. Den Ergebnissen aus Abbildung 38 ist zu entnehmen, dass die
Kationenstrome bei einem Membranpotenzial unter -40 mV in der inaktiven Form
vorliegen und zwischen -40 und -20 mV aktiviert werden. Fir die Analyse wurde der
Gesamtstrom zwischen 0 und 120 ms gemessen und auf 0 mV normalisiert. In
Abbildung 38 D werden die Werte der Typ | PDCs mit denen der Typ Il PDCs ohne
Natrium verglichen. Die Messwerte der Typ Il PDCs wurden mathematisch an eine
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sigmoide Gleichung angeglichen. Deutlich zu erkennen ist, dass sich die einzelnen
PDCs in ihrem Aktivierungsverhalten nicht voneinander unterscheiden. In E der
Abbildung 38 ist zusatzlich der analysierte Strom von Typ Il PDCs mit Natrium
aufgetragen. Dieser weist einen grol3en mittleren Standardfehler aufgrund des

Natriumstromes auf, nahert sich dennoch derselben sigmoidalen Kurve an.
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Abbildung 38: Vergleich zweier Stromantworten auf dasselbe Spannungsprotokoll von Typ |
PDCs und Typ Il PDCs mit und ohne Natriumstrom.

Einschalthild 1 zeigt das angewendete Spannungsprotokoll und den entsprechenden Maf3stab eines
jeden Strom-Einschaltbildes. Die Eischaltbilder entsprechen jeweils einer Stromantwort bei einer
Depolarisierung auf +10 mV.
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A und Aa zeigen die Stromantworten einer Typ | PDC. (A: Proliferation 9 d, DIV 79, Aa: Proliferation
9 d, DIV 29). B und Ba sind die Stromantworten einer Typ Il PDC ohne Natrium (beide Zellen:
Proliferation 9 d, DIV 16) und C und Ca die jeweiligen Antworten einer natriumpositiven Typ Il PDC. (C:
Proliferation 3 d, DIV 23, Ca: Proliferation 9 d, DIV 17) In D sind die auf OmV normierten Werte der Typ
| PDCs (Kreise, n=31) und Typ Il PDCs ohne Natriumstrom (K&stchen, n=11) verglichen. Die Werte der
Typ Il PDCs sind mathematisch an eine sigmoide Gleichung angeglichen. In E sind zusatzlich die auf

0mV normalisierten Werte der Typ Il PDCs mit Natriumstrom (Dreiecke, n=25) aufgetragen.

97



Diskussion

6 Diskussion

Gastrointestinale Erkrankungen mit eingeschrankter neuronaler Funktion bis hin zum
volligen Verlust neuronaler Besiedlung, als Folge von Entwicklungsstorungen wahrend
der Embryogenese, wie z.B. die Hirschsprung-Erkrankung sind bis heute nur schwer
zu kontrollieren. In den meisten Fallen ist die Behandlung betroffener Personen nur
unbefriedigend und einhergehend mit zahlreichen Komplikationen und einer
erheblichen Minderung der Lebensqualitéat (Granstrom et al., 2015; Rintala und
Pakarinen, 2010 und 2012; Tsuiji et al., 1999). Je nach Auspragung der Hirschsprung-
Erkrankung bzw. je nach Art der Aganglionose kann es dazu fiihren, dass Betroffene
zeitlebens einen kinstlichen Darmausgang bekommen, sich nur noch parenteral
ernahren kénnen oder eine Teilresektion des Darms durchgefiihrt werden muss
(Ruttenstock und Puri, 2009; Sauvat et al., 2008).

Zur Verbesserung der Behandlungsmoglichkeiten mit deutlich besserer
Langzeitprognose und einer damit einhergehenden Verbesserung der Lebensqualitat
wird nach neuen Therapieansatzen gesucht. Ein besonders vielversprechender
Ansatz ist eine zellbasierte Therapie basierend auf enterischen Progenitorzellen
(Almond et al., 2007; Metzger et al., 2009a und 2000b; Hotta et al., 2013).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals elektrophysiologische Funktionalitat von
murinen progenitor-abgeleiteten Zellen in vitro nachgewiesen werden. Enterische
Progenitorzellen, als Basis fur ein autologes Transplantat, haben unter den richtigen
Bedingungen in vitro das Potenzial, sich hin zu funktionalen enterischen Neuronen
entwickeln zu kénnen. Dies bietet die Moglichkeit die Progenitorzellen direkt auf einem
geeigneten Zelltrdger, wie beispielsweise einem Kollagentrager, in vitro zu
differenzieren und so direkt an aganglionare Darmbereiche transplantieren zu kénnen.
Ein groRRer Vorteil dieses Therapieansatzes, als Grundidee des vorliegenden
Verbundprojektes ist es, dass zellbesiedelte Kollagentrager den Bestimmungsort der
Zellen innerhalb des Darms bereits vorgeben wund somit eine hohere
Wahrscheinlichkeit gewahrleistet wird, dass diese Zellen tatsachlich an den
agangliondren Bereichen verbleiben. Dies ist ein grol3er Vorteil gegeniuber direkt
transplantierter progenitor-abgeleiteter Zellen, bei welchen die Migration und
Differenzierung in vivo nicht gesteuert werden kann und eine Besiedlung enterischer

neuronaler Zellen in aganglionaren Darmabschnitten nicht sichergestellt ist.
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6.1 Potenzial postnataler enterischer Progenitorzellen flr einen
zellbasierten Therapieansatz

Fur einen zellbasierten Therapieansatz gibt es verschiedene Madglichkeiten,
bestehend aus verschiedenen Zellquellen (Wilkinson et al., 2012). In der vorliegenden
Arbeit konnte durch BrdU-Markierung der proliferierenden Neurospharen erstmals der
Nachweis erbracht werden, dass natriumpositive Zellen tatsachlich in vitro aus
Progenitorzellen entstanden sind und nicht aufgrund einer Verunreinigung wéhrend
der Isolierung mit in Kultur genommen wurden. Dadurch ist erstmals der Nachweis
gelungen, dass sich funktionale enterische Neurone aus progenitor-abgeleiteten
Zellen entwickeln kénnen.

Die Wabhl, postnatale Progenitorzellen fir die vorliegende Arbeit zu verwenden basiert
auf den Ergebnissen von Metzger et al., (Metzger et al., 2000a) die das Vorhandensein
von spannungsgesteuerten Natriumkandlen in humanen progenitor-abgeleiteten
Zellen nachweisen konnten. Zusatzlich zu diesen Beobachtungen ist die Wahl
enterischer Progenitorzellen ideal, da ihre Differenzierung bereits determiniert ist
(multipotente Stammzellen) und somit die Wahrscheinlichkeit einer Differenzierung hin
zu enterischen Zellen/Neuronen erheblich gesteigert und die Moglichkeit der
Tumorbildung verringert ist. Diesen Vorteil machten sich in einer neuen Arbeit von
2015 Noisa et al., zum Nutzen und generierten zunachst aus pluripotenten humanen
embryonalen Stammzellen, neuronale Progenitorzellen, aus welchen dann
dopaminerge Neurone differenziert werden konnten.

Embryonale Stammzellen konnen in Kultur zwar unendlich expandiert werden
(Williams et al., 1988), jedoch bergen diese Zellen durch ihre Pluripotenz die Gefahr
der Tumorbildung (Wakabayashi et al., 1988). Verschiedenen Forschungsgruppen
gelang bereits der positive Nachweis fur die Differenzierung humaner embryonaler
Stammzellen hin zu Motorneuronen (Li et al., 2005), dopaminergen (Zeng et al., 2004)
sowie peripheren sensorischen und sympathischen Neuronen (Pomp et al., 2005).
Hinsichtlich der Tatsache, dass eine Basis flr eine spatere Therapie
hirschsprungerkrankter Menschen geschaffen werden soll, darf der ethisch kontrovers
diskutierte Einsatz von embryonalen Stammzellen und die signifikante Einschrankung
der Nutzung solcher Zellen durch das Embryonenschutzgesetz nicht aul3er Acht
gelassen werden (Robertson, 2001). Ein weiterer Vorteil der gastrointestinalen
Progenitorzellen ist, dass diese aus patienteneigenem Material isoliert und autolog

transplantiert werden kénnen (Wilkinson et al., 2015).
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Bestatigt durch immunhistochemische Markierungen neuronaler Oberflachenmarker
zeigten verschiedene Forschungsgruppen bereits in vitro eine erfolgreiche
Proliferation und Differenzierung enterischer Progenitorzellen hin zu Neuronen und
Gliazellen. Ein Nachweis dariber, dass diese Zellen tatsachlich aus in vitro
proliferierten Progenitorzellen stammten, fehlte jedoch (Natarajan et al., 1999; Kruger
et al., 2002; Bondurand et al., 2003; Schafer et al., 2003). Desweiteren scheint das
Potenzial der Zellen, postnatal verschiedene neuronale Sub-Typen ausbilden zu
kénnen eingeschrankt (Kruger et al.,, 2002). Zusatzlich zur morphologischen
Evaluierung dieser Zellen fehlt bis heute allerdings eine komplette
elektrophysiologische Charakterisierung hinsichtlich der Funktionalitat als enterische
Neurone und deren Fahigkeit zur Netzwerkaktivitat. Hotta et al., zeigten 2013 durch
intrazellulare Messungen, dass transplantierte Neurospharen im murinen Darm in der
Lage sind Aktionspotenziale zu generieren und synaptische Inputs empfangen zu
kénnen. Diese Beobachtung untermauert die in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnisse, welche zum ersten Mal den Nachweis erbringen, dass Zellen, welche von
Progenitorzellen abgeleitet sind, funktionale spannungsgesteuerte lonenkanéle, wie
Natrium- und Kaliumkanale, ausbilden und Aktionspotenziale generieren kdnnen.
Hinsichtlich einer mdglichen Therapie ist es dartber hinaus wiinschenswert anstelle
von Neurosphéren, bereits vollstandige differenzierte enterische Neurone an
agangliondre Darmabschnitte (autolog) transplantieren zu kdonnen, um so deren
Entwicklung und den spéateren Bestimmungsort innerhalb des Darmsegmentes genau
bestimmen zu kdnnen. Bis heute ist unklar wie die Migration und Differenzierung von
Neurospharen in vivo gesteuert werden soll, ebenso wie die exakte Steuerung der
Differenzierung in vitro. Aktuell gibt es keinerlei neuronale Marker, die einen
hundertprozentigen Nachweis von progenitor-abgeleiteten Zellen erbringen, sodass
sowohl eine Untersuchung in vitro als auch eine hohe Aufreinigung fur maogliche
(autologe) Transplantationen schwierig sind.

Bereits 2006 zeigten Rauch et al., dass Neurospharen, gewonnen aus humanen
Hirschsprung-Biopsien von Neugeborenen und Kleinkindern, erfolgreich aganglionéare
Darmbereiche in vitro besiedeln. Ebenso erfolgreich gelang es 2007 Almond et al.,
neonatale enterische humane und embryonische murine Neurospharen in
aganglionare embryonische Enddarm Explantate zu transplantieren und erbrachten
den Hinweis darauf, dass die Kontraktilitit wieder hergestellt werden kann. 2014

erbrachten Hetz et al., zusatzlich den Nachweis, dass Neurospharen, welche aus
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adulten postnatalen humanen Progenitorzellen expandiert wurden, im
immundefizienten Mausmodell die Kontraktilitdt in agangliondren Darmabschnitten

wieder herstellen kdnnen.

6.2 Isolierung, Proliferation und Differenzierung enterischer Zellen

in vitro

6.2.1 Meerschweinchen

Der Hauptfokus dieser Arbeit war die elektrophysiologische Charakterisierung muriner
postnataler progenitor-abgeleiteter Zellen. Um sich mit der Isolierung, Kultivierung und
der spateren elektrophysiologischen Messungen enterischer Neurone vertraut zu
machen und somit valide Ergebnisse erzielen zu kdnnen, wurden zunachst ganze
Ganglienverbande aus adulten Meerschweinchen isoliert. Grundlage hierfir war die
bereits etablierte Methode von Hanani et al., 2000 und Prof. Schemann von der
Technischen Universitat Munchen, Lehrstuhl fur Humanbiologie (personliche
Anleitung) zur Isolierung, Kultivierung und elektrophysiolgischen Messung. Die
erzielten Ergebnisse, sowohl morphologisch als auch elektrophysiologisch, kénnen
direkt verglichen werden mit den von Hanani et al., 2000 veroffentlichten Ergebnissen,
sowohl morphologisch als auch elektrophysiologisch. Das charakteristische
Auswachsen der Zellen (siehe Abb. 9 und Anhang E), entsprach dem Jessen et al.,
1983a;b und 1992 von Mulholland et al., beschriebenen Wachstum enterischer
Neurone des myenterischen Plexus in Primarkulturen. Nach dieser erfolgreichen
Etablierung (Kapitel 4.2.1.1.1) wurde dieses System zur besseren Evaluierung der
PDCs auf das adulte Mausmodell adaptiert. Um einen optimalen Vergleich von adulten
und progenitor-abgeleiteten Zellen herstellen zu kénnen, musste ebenfalls das hier
verwendete Protokoll zur Isolierung und Kultivierung progenitor-abgeleiteter Zellen
(Kapitel 4.2.1.2.2) bericksichtigt werden.

6.2.2 Adulte und progenitor-abgeleitete murine Zellen (PDCs)

Eine Schwierigkeit in der Kultivierung adulter muriner enterische Neurone bestand in
der speziesspezifischen GroRe der Ganglienverbande, welche beim murinen ENS
deutlich kleiner sind als beim Meerschweinchen. Des Weiteren war zu beachten, dass
die Neurospharen zwar als Zellverband in Differenzierung gebracht wurden, diese
jedoch nicht aquivalent zu einem intakten Ganglion sind. Die Neurosphéren sind
kugelige  Zellhaufen, bestehend aus sich proliferierenden enterischen
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Progenitorzellen, deren exakte spatere Funktion noch nicht determiniert ist. Enterische
Ganglien hingegen sind die funktionale Einheit des enterischen Nervensystems,
bestehen aus verschiedenen funktionalen neuronalen Zellen und enterischen
Gliazellen. Als funktionale Einheit sind sie von einer schiitzenden Lamina umgeben.

Da die progenitor-abgeleiteten Zellen in Kultur komplett neue synaptische
Verbindungen ausbilden missen und sich in ganglienartigen Zellverbdnden
zusammenfinden mussen, wurden die adulten murinen Neurone ebenfalls als
Einzelzellen in Kultur gebracht und somit jegliche synaptischen Verbindungen
eliminiert. Folgende elektrophysiologische Messungen zeigten, dass sowohl die
adulten, als auch die PDCs mehrere Wochen in Kultur Giberleben kénnen. Wahrend
der elektrophysiologischen Messungen waren beide Zelltypen, unabhéngig ihrer Zeit
in Differenzierung, sehr instabil und gingen zugrunde. Diese Instabilitat resultiert
wahrscheinlich unter andrem daraus, dass die Zellen nicht wie bei den
Meerschweinchen in intakten Ganglien in Kultur lagen. Die Zellen fanden sich zwar zu
Zellhaufen zusammen und bildeten eine laminaartige Struktur Giber diesen Zellnestern
aus, verbesserten die Vitalitat wahrend der elektrophysiologischen Messungen jedoch
nicht, sondern erschwerten diese zusatzlich. Auch die Veranderung verschiedener
Kultivierungsparameter wie z.B. unterschiedliche Konzentrationen an FKS wéahrend
der Isolierung und wahrend der Kultivierung und zusatzliche Behandlung mit NGF
(Huang und Reichardt, 2001) verbesserte weder die Ausbeute an stabil messbaren
Zellen noch war eine Anderung des lonenkanalbesatzes zu erkennen. Da bekannt ist,
dass Zellen oftmals die Umgebung, Signale und Stoffwechselprodukte benachbarter
Zellen bendétigen (Rafft et al., 1993), wurden ebenfalls verschiedene Ansétze beziiglich
des Medienwechsels durchgefihrt. Keiner dieser Ansatze wirkte sich positiv auf die
Kulturen bezlglich ihrer Messstabilitat aus. Prinzipiell ist zu sagen, dass sich die Zellen
morphologisch in Kultur gut entwickelten wie verschiedene Antikorper- und
Biocytinfarbungen zeigen (siehe Kapitel 5.2.1 und 5.3.2.1). Sowohl die adulten
murinen Zellen als auch die PDCs vom Zelltyp Il bildeten sehr lange efferente
Nervenzellfortsatze zu benachbarten Zellen/Zellhaufen aus (siehe Abb. 12). Dies
konnte bereits bei kultivierten Meerschweinchen Neuronen beobachtet werden
(Mulholland et al., 1992; Jessen et al., 1983b; Kapitel 5.1.1) und ist ein Indiz darauf,
dass die Zellen vital sind und das Bestreben haben ein neuronales Netzwerk
auszubilden. Die progenitor-abgeleiteten Zellen vom Typ Il waren in der Lage

natriumgetragene Aktionspotenziale auslésen zu kénnen (Kapitel 5.3.2.3), wenngleich
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es in vitro nicht moglich war, bei den progenitor-abgeleiteten Zellen synaptische
Aktivitat zu messen. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die enterischen Zellen
ein bestimmtes Umfeld bendtigen, um sich vollstandig funktional entwickeln zu
konnen. Eine grol3e Rolle hinsichtlich der Entwicklung kdnnte das sauerstoffarme
Milieu im Darm spielen, welches bei in vitro Kulturen und elektrophysiologischen
Messungen nur schwer zu realisieren ist. Auch ist unklar, welche &uf3eren Faktoren,
wie beispielsweise pH-Wert, Wachstumsfaktoren, andere Zellen und deren
Stoffwechselprodukte, auf die Entwicklung und Funktionalitat enterischen Neuronen
einwirken und dadurch die Differenzierung beeinflusst werden kann. Des Weiteren
kénnten auch biophysikalische Einfliisse eine Rolle bei der neuronalen Differenzierung
spielen. Keung et al., zeigten 2013, dass bei neuronalen Stammzellen die
Differenzierung hin zu verschiedenen Subtypen durch die Festigkeit des Substrates
nicht direkt beeinflusst wird, jedoch die pan-neurale Maturation moduliert werden kann.
Zu bedenken ist aber dass das Substrat auf verschiedene Zellsysteme des Kérpers
verschiedene Auswirkungen hinsichtlich der Differenzierung haben kann. Vorstellbar
ist durchaus, dass sich gastrointestinal entwickelnde Neurone gewisse Scherkréfte
bendtigen, um vollstandig zu Maturieren und/oder verschiedene neuronale Sub-

Populationen ausbilden zu kénnen.

6.3 Immunhistochemische Antikérpermarkierung als positiver

Nachweis enterischer Neurone

Wie bereits in Kapitel 6.1 erlautert, gelang es verschiedenen Forschergruppen
progenitor-abgeleitete Zellen erfolgreich in vitro mit pan-neuralen Antikdrperfarbungen
zu markieren (Bondurand et al., 2003). Um die Zellkulturen der vorliegenden Arbeit
morphologisch evaluieren zu kénnen, wurden die Kulturen der PDCs durch das
Anatomische Institut der Universitat Tubingen mit verschiedenen pan-neuralen
Oberflachenmarkern behandelt. Da es sich um pan-neurale Marker handelte, sollten
alle vorhandenen Neurone in den Kulturen markiert werden, dies war in der
vorliegenden Arbeit aber nicht der Fall. Typ | PDCs waren nur positiv auf TuJ1, Typ Il
PDCs konnten zuséatzlich mit HuC/HuD markiert werden. Dies lasst vermuten, dass
TuJ1 bereits an neuronalen Zellen bindet, welche noch kein HuC/HuD exprimieren und
somit noch nicht vollstandig differenziert sind (mtindliche Uberlieferung Anatomisches
Institut). Dies wiurde auch die vorliegenden elektrophysiologischen Ergebnisse

erklaren, in welchen in keiner der PDC Typ | Zellen ein spannungsabhangiger
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Natriumstrom gemessen werden konnte. Hendershot et al., 2007 vermuten zusatzlich,
dass TuJ1 nicht ausschlie3lich von Neuronen exprimiert wird.

Biocytin Auswertungen adulter Zellen in Kultur sind vergleichbar mit denen von Nurgali
et al., 2004, bei welchen multiaxonale murine Neurone (Dogiel Typ Il) groR3er waren

als die uniaxonalen Dogiel Typ | Zellen.

6.4 Elektrophysiologischer Vergleich adulter enterischer Neurone
und postnataler enterischer progenitor-abgeleiteter Zellen in
vitro

Fur einen direkten Vergleich der adulten murinen Zellen und den PDCs von Typ | und
Il wurden die Versuchsprotokolle verschiedener Publikationen am enterischen
Nervensystem Ubernommen und wenn nétig entsprechend den Mdglichkeiten der
verwendeten Zellen adaptiert (Hanani et al., 2000; Zholos et al., 2002; Rugiero et al.,
2002).

Es wurden erstmals elektrophysiologische Eigenschaften progenitor-abgeleiteter
Neurone in vitro ermittelt. Ihr dynamisches Schaltverhalten von Natrium,- als auch
Kaliumkanalen ist mit denen aus enterischen Meerschweinchen und Maus
Experimenten vergleichbar (Hanani et al., 2000; Zholos et al., 2002; Rugiero et al.,
2002). Auch die Ausbildung natriumgetragener Aktionspotenziale entspricht den
bereits veroffentlichten Ergebnissen adulter enterischer Neurone.

Eine Abstammung der elektrophysiologisch untersuchten Zellen von Progenitorzellen
konnte durch die Markierung proliferierender Enterospharen mit BrdU eindeutig
nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu den progenitor-abeleiteten Zellkulturen wurden in den adulten
Kulturen spontan rhythmisch aktive Zellhaufen beobachtet. Dies lasst darauf
schlieBen, dass wahrend der Préparation glatte Muskelzellen mit in Kultur genommen
wurden (Nakayama und Torihashi, 2002). Da diese spontan rhythmische Aktivitat bei
den PDC Il Kulturen ausblieb, ist zu vermuten, dass sich aus den Progenitorzellen
keine glatten Muskelzellen differenziert haben bzw. dass diese nicht spontan rhymtisch

aktiv waren.
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6.4.1 Reifung und Expression von lonenkandlen

Bereits 2007 beschrieben Biella et al., dass embryonale stammzellabgeleitete Zellen
aus hippocampalem Gewebe eine gewisse Zeit in Kultur maturieren missen, bevor ihr
lonenkanalbesatz vollstandig funktional ausgebildet ist. Bis zu 60 Tage in Kultur konnte
in 62,5% der elektrophysiologisch stabil gemessenen PDC Typ | Zellen neben den
auswartsrektifizierenden Kaliumkanalen kein Natriumstrom gemessen werden. Neben
Biella et al.,, 2007 beschrieben auch Takazawa et al.,, 2012 bei embryonalen
Stammzellen in Kultur eine signifikante Anderung der lonenkanalexpression innerhalb
der ersten 20-40 Tage. Da bei einem Teil dieser kaliumpositiven PDC Typ Il Zellen der
neuronenspezifische A-Strom (la) detektiert wurde, lasst dies in Kombination mit der
positiven neuronenspezifischen Antikorperfarbung mit TUJ 1, GFAP und NeuN den
Ruckschluss zu, dass es sich beim PDC Typ | Zelltyp um neuronale Vorlauferzellen
oder enterogliale Zellen handelt. Ebenfalls konnte bei diesen Zellen die Mdglichkeit
bestehen, dass ihre vollstandige lonenkanalexpression durch noch nicht bekannte
oder mangelnde Faktoren wéahrend der Differenzierung gehemmt wurde. Zusétzlich
wiesen diese Zellen morphologische Ahnlichkeiten mit enterischen Neuronen aus
verschiedenen Spezies auf (Furness, 2006; Metzger et al., 2009; Vogalis et al., 2000,
Jessen et al., 1983b).

Bei den PDC Typ Il Zellen wurde eine Verschiebung der Natriumaktivierung in
positivere Spannungsbereiche ermittelt. Dies lasst jedoch keinen eindeutigen
Ruckschluss auf eine entwicklungsbedingte Veranderung der lonenkanale tUber die
Dauer der Kultur zu. Viel mehr ist anzunehmen, dass diese Rechtsverschiebung ein
Resultat der gemessenen Space-Clamp Artefakte ist. Die von Biella et al., 2007
beschriebene Verschiebung der Natrium-aktivierung und —inaktivierung in negativere
bzw. positivere Spannungsbereiche bei Zellen mit unvollstdndig exprimierten
Natriumkanélen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Ebenfalls
konnten den verschiedenen Proliferationszeiten von 3; 6 und 10 Tagen und den
verschieden lang andauernden Differenzierungszeiten keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der lonenkanalexpression zugeschrieben werden.

Die Tatsache, dass die Dauer der Proliferation keinen Einfluss auf die spatere
Entwicklung der Neurone ausubt, konnte eine kostenginstige und zeitvariable
autologe Transplantation sowie eine schnelle Therapie fur Hirschsprung-Patienten
ermoglichen, gerade im Hinblick auf die Therapie von Neugeborenen. Zusatzlich wird
durch die Proliferation wenig patienteneigenes Material benétigt.
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Die Ermittlung der Membrankapazitat aller murinen Zellen (PDC I, PDC Il und adulte
murine Zellen), untermauert ebenfalls das Fehlen einer Zunahme funktionsfahiger
lonenkanéle lber die Dauer der Differenzierung. Dies lasst die Vermutung zu, dass
neuronale Zellen, welche von Progenitorzellen abgeleitet wurden keine verzdgerte
lonenkanalexpression aufweisen im Vergleich zu Zellen, die von embryonalen
Stammzellen abgeleitet wurden (Biella et al., 2007). Auch die Behandlung mit NGF
forderte entgegen verschiedener Publikationen, wie beispielsweise 2001 von Huan &
Reichardt, die Vitalitat der Zellen in Kultur nicht. Moégliche Erklarungen fur die
Instabilitét der Zellen wahrend der elektrophysiologischen Messungen kdnnte zum
einen eine zu gering eingesetzte Konzentration an NGF sein oder eine zu spate
Behandlung der Zellen mit NGF. Das NGF wurde den Zellen erst wahrend der
Differenzierung, nicht schon wahrend der Proliferationsphase zugegeben.
Maoglicherweise wird dieser neutrotrophische Faktor bereits wahrend der Proliferation
bendtigt, um einen positiven Einfluss auf die Progenitorzellen austiben zu kénnen. Da
NGF und GDF jedoch an der Transkription von Genen fur die Exprimierung von
Natriumkanélen essenziell beteiligt sind und verschiedene Subtypen von
Natriumkanalen sowohl hoch- als auch herunterregulieren konnen (Waxman, 2001),
muss die optimale Konzentration beider neurotrophischer Faktoren ermittelt werden
um einen optimalen lonenkanalbesatz der in vitro PDC Kulturen zu erzielen. Generell
darf der Einfluss von neurotrohpischen Faktoren nicht auf3er Acht gelassen werden,
da diese eine Schlusselrolle in der Regulation der Natriumkanalexpressionen spielen
(Dib-Hajj et al., 1998; Baker und Wood, 2001; Cummins et al., 2001 ). Auf3erdem wird
vermutet, dass sie einen direkten Einfluss auf die Expression von TTX-sensitiven und
TTX-insenstiven Natriumkanalen ausiben (Rugiero et al., 2003). Nur durch eine
optimale Anpassung neurotrophischer Faktoren kann eine funktionale dynamische

Verschaltung der Neurone gewahrleistet werden.

6.4.2 Natriumkanale

Neben der Expression verschiedener Kat- und Anionenkandlen ist das Vorhandensein
von Natriumkanélen essenziell fir die Funktionalitait von Neuronen. Ein fein
aufeinander abgestimmtes dynamisches Schaltverhalten eines jeden einzelnen
lonenkanals ist von zentraler Bedeutung um eine optimale neuronale Funktionalitat zu
gewéhrleisten. In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf Natriumkanalen und

natriumgetragenen Aktionspotenzialen. Dies galt als Hinweis einer erfolgreichen
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Differenzierung hin zu enterischen Neuronen. Um sicherzustellen, dass die
Natriumkanéle vollstandig exprimiert wurden, wurde das dynamisches Schaltverhalten
der adulten murinen Zellen und PDC Typ Il Zellen analysiert und vergleichen.

Bei der Untersuchung der halbmaximalen Spannungen der Natriuminaktivierung
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den PDC Typ I, den adulten
murinen Zellen und der Literatur festgestellt. Auch die Dauer der vorangegangenen
Proliferation der Enterospharen scheint keine Rolle auf das spatere Schaltverhalten
der Natriumkanale beztglich ihrer Aktivierung und Inaktivierung aus zu tiben. Rugiero
et al., beschrieb 2003 halbmaximale Spannungen fir die Natriumaktivierung von
Méausen und Ratten von Vi12=-32 mV und eine halbmaximale Spannung der
Natriuminaktivierung von Vi2=-31 mV. Der Wert der Natriuminaktivierung ist
vergleichbar mit den PDC Typ Il Zellen als auch mit den adulten murinen Zellen (PDC
[I: V12=-35 mV; adulte Zellen: V12=-29 mV). Auch die Natriumaktivierung der adulten
murinen Zellen entspricht mit einer Vi2=-31 mV diesen Ergebnissen. Die
halomaximale Natriumaktivierung der PDC Typ Il Zellen liegt jedoch mit einer
Vi2=-15 mV in positiveren Spannungsbereichen als in der Literatur beschrieben. Eine
mogliche Erklarung hierfir ist, dass die oben erzielten Ergebnisse von Rugiero et al.,
2003 unter Anwesenheit von Kalium- und Kalzium-Inhibitoren in den Messlésungen
durchgefuhrt wurden, dies war in der vorliegenden Arbeit bei den PDC Typ Il Zellen
jedoch nicht moglich. Bei den adulten murinen Zellen wurden die Natriumaktivierungs-
Experimente jedoch unter Substitution von Casium anstelle von Kalium in der
Intrazellularlésung  durchgefuhrt, bei diesen Messungen wurde keine
Rechtsverschiebung der Natriumaktivierung gemessen. Dies lasst die Vermutung zu,
dass die Rechtsverschiebung der Natriumaktivierung bei den PDC Typ Il Zellen ein
Resultat nicht inhibierter Kationenstrome ist und nicht ein Ergebnis fehlerhafter
Expression. Zholos et al., konnten 2001 bei Experimenten ohne Substition von Kalium
und Kalziumkanalblockern ebenfalls keine Aussage Uuber die halbmaximalen
Spannungen der Natriumaktivierung liefern, da zu viele kapazitiven Strome,
besonderes in Bereichen positiver als -20 mV, das Ergebnis verfalschten. Zusatzlich
ist der In zwischen -120 und -45 mV aktiv (Rugiero et al., 2002, Pape, 1996) und
beeinfluRt das Ergebnis zusatzlich. Seine Auspréagung variiert zudem in verschiedenen
neuronalen Sub-Populationen (Furness, 2006). Es ist also mdglich, dass die
Natriumaktivierung von verschiedenen lonenkanal-Subtypen maskiert wird, welche

dieselbe Aktivierung jedoch eine andere Inaktivierung aufweisen. Da diese
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Beobachtung nur bei den PDC Typ Il gemacht wurden, darf nicht auf3er Acht gelassen
werden, dass die Natriumkanéle eventuell nicht vollstandig funktional entwickelt sind.
Da die Natriumaktivierung und -Inaktivierung zwei voneinander verschiedene
Mechanismen sind, ist es durchaus moglich, dass der Mechanismus der Aktivierung
noch nicht vollstandig entwickelt ist, der der Natriuminaktivierung hingegen schon.

Betrachtet man das Schaltverhalten in Abhangigkeit der Differenzierungszeit, so
zeigen sich keine signifikanten Schwankungen bezuglich der halbmaximalen

Aktivierung und Inaktivierung der Natriumkanéle.

6.4.3 Kaliumkanale

Spannungsgesteuerte Kaliumkanéle konnen uber die Dauer ihrer Entwicklung eine
Anderung hinsichtlich ihres kinetischen Schaltverhaltens durchlaufen, dies wurde
bereits 1999 von Reiff und Gunther bei retinalen Ganglienzellen beschrieben. Um eine
genaue Aussage Uber die Schaltkinetik einzelner Kaliumkanale treffen zu kdnnen, ist
es notwendig den zu untersuchenden Strom von anderen Kationenkandlen, die
gegebenenfalls dieselbe Aktivierung besitzen, zu isolieren. Da in der vorliegenden
Arbeit eine vollstandige Inhibierung der auswartsgerichteten Stréme durch spezifische
lonenkanalblocker nicht moglich war, konnen keine Ruckschlisse auf eventuelle
entwicklungsbedingte Veranderungen im Kationenkanalbesatz und deren Entwicklung
Uber den Zeitraum der Kultivierung gezogen werden. Die jeweilig beobachteten
Kaliumstromprofile sind nicht auf bestimmte Kultivierungszeiten begrenzt. Uberdies
herrscht im ENS eine Vielzahl an verschiedenen Kaliumkanalen vor (Furness, 2006),
welche ohne entsprechende pharmakologische Untersuchungen kaum zu
identifizieren sind. Eine mdgliche Begrindung fir das insensitive Verhalten der
gemessenen PDC Typ | Zellen auf Kationkanalblocker kdnnte zum einen eine Folge
unvollstandiger Differenzierung aus progenitor-abgeleiteten Zellen sein. Da in den Typ
| PDCs ebenfalls kein Natriumstrom nachgewiesen werden konnte, kénnte dies ein
Hinweis darauf sein, dass die Isolierung und/oder Proliferation und/oder
Differenzierung hinsichtlich der Zellvitalitdt und lonenkanalexpression optimiert
werden muss, um vollstéandig funktionale Zellen zu erhalten. Zusatzlich stellt sie ein
Hinweis auf die enorme Komplexitat des Kationenkanalbesatzes dieser Zellen dar. Um
einen madglichst grofen Anteil der Kaliumkanéle blockieren zu kénnen, ist es von
No6ten verschiedene lonenkanalblocker, wie beispielsweise Casium, Barium, 4-AP und

TEA auf die Zellen zu geben. Da diese Substanzen toxisch sind, erfordert dies
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zusatzlich eine Bestimmung des ICso fUr jeden lonenkanalblocker fur diesen Zelltyp.
Dies war auf Grund der Instabilitat der Zellen wahrend der Messungen, trotz
Beachtung der Osmolaritaten, nicht moglich.

Bisher ist nur wenig Uber die pharmakologischen Eigenschaften enterischer Neurone
bekannt. Daher ist nicht auszuschlieBRen, dass die Konzentrationen verwendeter
Kationenkanalblocker, welche bei anderen Zelltypen angewendet werden, bei den
PDC Zellen keine ausreichende Inhibierung erzielen kbnnen. Bordey und Sontheimer
zeigten 1999 beispielsweise durch extreme Erhdéhung der Konzentration eines
Kaliumkanalblockers die Inhibierung von Kaliumkanalen, von denen bisher
angenommen wurde, sie waren nur durch Barium und Casium blockierbar. Aufgrund
des komplexen Kationenkanalbesatzes muissen bei kiinftigen Experimenten weitere
Kationenkanalblocker in héheren Konzentrationen getestet werden.

Da in den PDC | Zellen kein Natriumstrom gemessen werden konnte, lag der Verdacht
nahe, dass diese Zellen enterogliale Zellen sind. Ein wichtiger Hinweis auf die positive
Entwicklung der Neurospharen hin zu neuronalen Zellen ist die Messung des
neuronenspezifischen A-Stroms (la), welcher in den kaliumpositiven PDC Typ | Zellen
gemessen werden konnte. Der Ia wurde sowohl in AH- als auch S-Neuronen sowie
verschiedenen Subpopulationen nachgewiesen (Starodub und Wood, 2000; Xiao et
al., 2004). Auch wenn er bei der Form des Aktionspotenzials nur eine untergeordnete
Rolle spielt (Rugiero et al., 2002), ist er ein wichtiger Hinweis auf eine neuronale
Entwicklung der Zellen.

Broussard et al., zeigten bereits 1993 in ihren Experimenten, dass gliale
Meerschweinchen Zellen des ENS keinen A-Strom aufzeigen. Zusatzlich bestatigten
Starodub und Wood 2000 in ihrer Arbeit am Meerschweinchen, die bereits 1989
aufgestellte Vermutung von Wood, dass der A-Typ Kaliumstrom bei der Erregbarkeit

enterischer Neurone involviert ist.

6.4.4 Aktionspotenziale und die Moglichkeit von Netzwerkaktivitat

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals in vitro verschiedene progenitor-
abgeleitete Neuronentypen elektrophysiologisch bestimmt werden. Die erzielten
Ergebnisse sind vergleichbar mit denen aus der Literatur. Experimente zur
Netzwerkaktivitdt an Maus und Meerschweinchen zeigten unter Verwendung gleicher
Intrazellularldsungen ahnliche Ergebnisse (Rugiero et al., 2002; Xao et al., 2006; Clerc
et al., 1998; Kunze et al., 2000).
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Anhand der Aktionspotenziale konnten S- als auch AH-Neurone unterschieden
werden, die sowohl phasische als auch tonische Aktionspotenzialmuster ausbildeten.
Die Formen der Aktionspotenziale entsprachen alle denen, bereits vertffentlichter
Daten von Maus, Meerschweinchen und Ratte (Rugiero et al., 2002; 2003; Mao et al.,
2006; Nurgali et al., 2004). Die Ergebnisse zur Aktionspotenzial-Analyse der PDCs
vom Typ Il sind alle vergleichbar mit den erhobenen Referenzdaten der adulten
murinen Einzelzellkulturen. Wie bereits erlautert, ist anzunehmen dass durch
Isolierung, Kultivierung und der Menge an endogenen Faktoren, welche eine komplette
funktionale Entwicklung beeinflussen kdnnen, der lonenkanalbesatz der Zellen nicht
vollstandig entwickelt ist. Dies kénnte auch erklaren, wieso in den PDCs Typ Il im
Gegensatz zu den adulten murinen Zellen keine synaptische Aktivitat nachgewiesen
werden konnte. Zeng et al., zeigten 2010 an Ratten, dass GDNF die synaptische
Kommunikation fordert. GDNF kann die lonenkanalexpression sowohl herab als auch
herauf regulieren (Zeng et al., 2010). Dies kdnnte einen Hinweis darauf geben, dass
die Konzentration an GDNF, mit welcher die Zellen behandelt wurden, erhdht bzw.
entsprechend angepasst werden muss. Es wird angenommen, dass AH- und S-
Neurone verschiedene Kompositionen an spannungsgesteuerten lonenkanalen
besitzen, welche pharmakologische und elektrophysiologische Subtypen einwarts-
rektifizierender Kalzium- und kalziumabhangiger Kaliumstrome ausbilden (Galligan et
al., 1990; Vogalis et al., 2000; Rugiero et al., 2002).

Dennoch konnten mit den vorliegenden Ergebnissen der PDCs Typ |l Zellen

grundlegende Parameter der S- und AH-Neurone bestimmt werden.

6.4.4.1 AH-Neurone

Mehrere morphologische wie auch elektrophysiologische Parameter weisen auf das
Vorhandensein von AH-Neuronen in den PDC Kulturen hin. Die Morphologie von AH-
Neuronen ist vom Dogiel Typ Il und weist multiaxonale Auslaufer auf (Rugiero et al.,
2003, Nurgali et al.,, 2004) Neurone mit solch einer Morphologie konnten in den
Zellkulturen mithilfe einer Biocytinfarbung nachgewiesen werden (vgl. Abb. 27).

Verschiedene Forschungsgruppen benutzen die Bezeichnung AH-Neuron flr
Neurone, welche die Kalzium-Flexion in der fallenden Phase der Repolarisation zeigen
(Hanani et al., 2000; Rugiero et al., 2002; Baidan et al., 1992, Nurgali et al., 2004).
Diese Kalziumflexion bedingt breite Aktionspotenziale, hauptsachlich verursacht durch

einen N-Typ Kalziumkanal (Rugiero et al., 2002). In 30 von 44 gemessenen adulten

110



Diskussion

murinen Neuronen konnte diese Kalzium-Flexion durch Ermittlung der ersten
Differenzialgleichung nachgewiesen werden. Bei den PDCs Typ Il war das Verhéltnis
ahnlich, hier konnte die Flexion in sechs von 10 Zellen nachgewiesen werden.
Generell unterliegen die AH-Neurone 4 prominenten Stromen, dem lanp, welcher fur
die lange Nachhyperpolarisationsphase (AHP) verantwortlich ist, dem I, der fir die
Repolarisation verantwortlich ist, dem N-Typ Kalziumkanal, der fir die relativ breiten
APs verantwortlich ist und einem langsam inaktivierenden Natriumkanal (Rugiero et
al., 2002).

Andere Arbeitsgruppen konnten bei der Aktionspotenzial-Analyse von enterischen
Neuronen von Maus und Meerschweinchen mittlere Maximalamplituden von ca.
102 mV und AP Breiten zwischen 2,2 und 2,8 ms ermitteln (Mao et al., 2006; Rugiero
et al., 2002 und 2003).

In der vorliegenden Arbeit sind die APs der adulten Mause sowie die der PDC Typ Il
Zellen sind mit rund 4 ms etwas breiter. Die Maximalamplituden der adulten Mause
(110 mV) sind vergleichbar mit Maos und Rugieros Ergebnissen. Die PDC Il Zellen
zeigten eine kleinere Maximalamplitude von 93 mV. Dieses Ergebnis ist vergleichbar
mit der Maximalamplitude gemessener AH-Neurone aus dem distalen Maus Colon von
78 mV (Mao et al., 2006). Jedoch lag die AP Breite dieser Colon Neurone bei 2 ms.
Nurgali et al., 2001 vermuteten bereits, dass in verschiedenen Spezies sowie
Darmabschnitten unterschiedliche neuronale Subpopulationen vorhanden sind. Diese
Unterschiede hinsichtlich der Maximalamplitude und AP Breite kdnnten einen Hinweis
auf verschiedene Neuronenpopulation in verschiedenen Darmabschnitten sein. Da die
PDC Typ 1l Zellen progenitor-abgeleitet Zellen sind, kann nicht zwischen
verschiedenen Darmregionen unterschieden werden. Vielmehr muss im Hinblick auf
eine autologe Transplantation eine Differenzierungsmethode etabliert werden um
diese Zellen gezielt in verschiede neuronale Subpopulationen differenzieren zu
kénnen je nach betroffenem agangliondrem Darmabschnitt.

Aufgrund der Instabilitéat der Zellen konnte der In nicht in allen Zellen nachgewiesen
bzw. ausgewertet werden. Es ist aber anzunehmen, dass er, entsprechend der
Literatur, in allen AH-Neuronen exprimiert wurde (Mao et al., 2006; Rugiero et al.,
2002).

Das langsame AHP bzw. der lanp wurde in der vorliegenden Arbeit nicht explizit
untersucht und konnte anhand des Aktionspotenzialverlaufs nicht in jeder Zelle

eindeutig erkannt werden. Da bekannt ist, dass es speziesspezifische Unterschiede
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im AHP und dessen Ausbildung/Vorhandensein und der jeweiligen Messmethode gibt

(Nurgali et al., 2004; Liu et al., 2002), waren jegliche Aussagen spekulativ.

6.4.4.2 S-Neurone

Den S-Neuronen, welche vom Dogiel Typ Il sind, fehlt die Kalzium-Flexion in der
fallenden Phase der Aktionspotenziale (Rugiero et al., 2003). AulRerdem fehlt den
meisten der S-Neurone der I Strom. Dieser konnte bislang nur in einer kleinen
Subpopulation filamentdser S-Neurone nachgewiesen werden (Song et al,. 1997). Das
Fehlen der Kalzium-Flexion konnte in 14 der 44 adulten murinen Zellen und in 4 der
PDC Typ Il Zellen nachgewiesen werden. Sowohl ein Teil der adulten als auch der
PDC Il Neurone zeigten einen Voltage-Sag, verursacht durch den I, Strom. Dies lasst
vermuten, dass sich verschiedene neuronale Subpopulationen in Kultur differenziert
haben. Die in der Literatur beschriebene Maximalamplitude von S-Neuronen liegt
zwischen 48 und 73 mV, die Breite der APs liegt bei 1 — 2,5 ms (Rugiero et al., 2003;
Nurgali et al., 2004). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den gemessenen
Parametern der PDC Typ Il S-Neurone und denen der adulten murinen S-Neurone.
Die APs beider Zelltypen sind etwas breiter als die von Rugiero und Nurgali,
wohingegen die Maximalamplituden der PDC Typ Il Zellen deren Ergebnissen
entsprechen. Prinzipiell ist zu sagen, dass die Maximalamplituden der S-Neurone
etwas kleiner sind als die der AH-Neurone. Nicht auRer Acht gelassen werden dirfen
auch hier die verschiedenen Mess-, Isolierungs-, und Kultivierungsmethoden der
einzelnen Zellen.

Generell werden die S-Neurone zu den tonisch feuernden Neuronen gezahlt, da sie
schnelle synaptische Inputs verarbeiten kénnen (Brookes et al., 2001; Furness 2006).
Werden diesen Neuronen jedoch Strompulse appliziert, die langer als 500 ms
andauern, nimmt die Feuerrate der Neurone ab (Kunze et al., 1997), so kann die
Netzwerkaktivitat moduliert und Informationen gefiltert werden. Wahrscheinlich wird
die Feuerrate limitiert durch einen auswartsrektifizierenden Strom. Diese Fahigkeit der
Modulation erklart das Vorhandsein von tonisch als auch phasisch feuernden S-
Neuronen bei der adulten murinen Zellkultur. Bei den PDC Typ Il Zellen konnte dies
nicht beobachtet werden. Aufgrund des Fehlens synaptischer Aktivitat ist
anzunehmen, dass die PDC Il Zellen noch nicht optimal untereinander verschaltet sind

und deshalb bei den gemessenen Zellen keine Modulation der Feuerrate stattfand.
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6.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die Grundidee, aus progenitor-abgeleiteten
Zellen funktionale enterische Neurone in vitro zu differenzieren, hohes Potenzial hat.
Gerade im Hinblick auf die bisher unbefriedigenden Therapiemdglichkeiten der
Hirschsprung-Erkrankung ist dies ein vielversprechender Ansatz eines ethisch
vertretbaren autologen zellbasierten Therapieprinzips. Da jedoch das Wissen Uber die
elektrophysiologischen Eigenschaften enterischer Neurone im Darm generell noch
sehr luckenhaft ist und auch die Art der Isolierung und Kultivierung von
Progenitorzellen, gerade im Hinblick auf verschiedene endogene Faktoren optimiert
werden muss, ist noch viel Grundlagenforschung zu betreiben. Bevor der Ansatz eines
autologen zellbasierten Transplantates auf den Menschen Ubertragen werden kann,
muss eine standardisierte Isolierungs- und Kultivierungsmethode etabliert werden, die
eine Differenzierung hin zu funktionalen enterischen Neuronen gewahrleistet. Um
statistisch belastbare Daten erheben zu kodnnen, erfordert die Zellisolierung und
spatere Kultivierung in vitro einerseits einen sehr hohen Reinheitsgrad der
Zellkulturen, andererseits muss eine hohe Anzahl an progenitor-abgeleiteten Zellen
gemessen werden, um deren neuronale Funktonalitdt eindeutig evaluieren und
gegebenenfalls durch die Kultivierung anpassen zu kénnen. Der Hauptfokus weiterer
Forschungsarbeiten sollte jedoch nicht nur auf der Expression verschiedener
lonenkanédle, deren dynamischen Schaltverhaltens und Netzwerkaktivitdt von
progenitor-abgeleiteten Zellen liegen, sondern auch die Moéglichkeit deren Erregbarkeit
durch verschiedene Targetsubstanzen bertcksichtigen (Clerc et al., 2002, Furness
2006). Nur eine detaillierte Erfassung dieser Daten kann eine optimale Funktionalitat
des autologen zellbasierten Transplantats gewahrleisten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch bereits jetzt das Potenzial, dass wichtige
Grundparameter funktionaler enterischer Neurone in vitro vorhanden sind und sich
verschiedene neuronale Subpopulationen entwickeln kdnnen, welche sogar
modulierende Netzwerk- und Filtereigenschaften zeigen.

Diese elektrophysiologischen Ergebnisse bieten einen ersten vielversprechenden
Ansatz fur eine mogliche autologe zellbasierte Therapie der Hirschsprung-Erkrankung
mit positiver Langzeitprognose, da sowohl das Vorhandensein morphologisch
neuronaler Marker als auch das Vorhandensein neuronenspezifischer lonenkanéle der
progenitor-abgeleiteten Zellen in vitro demonstriert werden konnte. Fur weitere

Untersuchungen miissen zusatzlich mogliche postnatale altersbedingte Anderungen
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humaner enterischer Neurone berlcksichtigt werden, auch in Bezug auf
lonenkanalexpression und Neurotransmittersysteme (Wade und Cowen, 2004).

Eine solche Therapie, basierend auf autologen progenitor-abgeleiteten enterischen
Neuronen, konnte in vitro durch Proliferation patienteneigener gastrointestinaler
Progenitorzellen und einer drauffolgenden Differenzierung der Zellen auf einem
Kollagentrager realisiert werden. Ein grofRer Vorteil des Kollagentragers ware, dass
dieser direkt an agangliondre Darmabschnitte transplantiert werden kann und somit
die lokale Besiedlung der betroffenen Darmabschnitte mit bereits funktional
differenzierter Neurone sichergestellt ist. Dies stellt einen erheblichen Vortell
gegenuber lokal applizierten Progenitorzellen dar, da deren Differenzierung und
Migration nicht kontrolliert werden kodnnen. Eine Besiedlung aganglionarer

Darmsegmente wére somit nicht gewahrleistet.
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8 Anhang A

8.1 Verwendete Materialien

8.1.1 Verbrauchsmaterial und Laborinstrumente

Alle verwendeten Laborinstrumente stammten von der Firma Fine Science Tools
GmbH und VWR International GmbH.

Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Carl
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Eppendorf AG (Hamburg) und Greiner Bio-One
International AG (Frickenhausen) bezogen.

Tabelle 6: Verbrauchsmaterial.

Produkt Hersteller

Spritzen Filter (0,22 pm) Corning Incorporated
Borosilikatglas World Precision Instruments Inc.
Bleiglas World Precision Instruments Inc.
12-well Platten Corning Incorporated

24-well Platten Corning Incorporated

25 ml Tubes Corning Incorporated

50 ml Tubes Corning Incorporated

Neubauer Zahlkammer Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
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8.1.2 Chemikalien, Zellkulturmedien und —l6sungen

Alle verwendeten Zellkulturmedien, Intra- und Extrazellularlésungen sind Anhang B zu

entnehmen.

Tabelle 7: Chemikalien allgemein.

Produkt

Hersteller

4-Aminopyridin (4-AP)

BSA (Albumin Fraktion V)

Cadmium (Cd)

Caesiumchlorid (CsCl)
Kalziumchlorid (CaCl2)

Cytosin 3-D-arabinofuranosid (Ara-C)
D-Gluconsaure

Di-Natrium-ATP (Na2ATP)

EGTA (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsaure)

Glukose

Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure)
Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
PBS (Phosphatgepufferte Saline)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
Saccharose

Tetraethylammonium (TEA)
Tetrodotoxin (TTX)

Tolbutamid

Trypanblau

Sigma-Aldrich, CDS009306
Carl Roth, 8076.2
Sigma-Aldrich, 202908
Sigma-Aldrich, 232068
Carl Roth, T8885.2
Sigma-Aldrich, C1768
Sigma-Aldrich, G1951
Sigma-Aldrich, A6419
Sigma-Aldrich, 03779

Carl Roth, HN06.2
Carl Roth, 9105.3

Carl Roth, 6781.1
Carl Roth, 2189.1
Carl Roth, HN0O.2
Merck, 1.06346,0500
Carl Roth, HNO1.2
Gibco, 14190-094
PAA Laboratories, P11-010
Carl Roth, 4621.1
Sigma-Aldrich, T2265
Tocris, 1069
Sigma-Aldrich, T0891
Sigma-Aldrich, T8154

Tabelle 8: Chemikalien Meerschweinchen.

Produkt

Hersteller

Kollagenase Il
Fotales Kalberserum
Medium 199/GlutaMAX

MNGF 7S
Poly-L-Lysin Hydrobromid
Protease Typ |

Sigma-Aldrich, C6885

PAA Laboratories, A15-151
Life Technologies, 41150-
087

Sigma-Aldrich, N0O513
Sigma-Aldrich, P1274
Sigma-Aldrich, P4630
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Tabelle 9: Chemikalien C56/BL6N Mause, neonatal und adult.

Produkt Hersteller

Kollagenase Il Worthington Biochemical Corporation
Dispase |l Roche GmbH

DMEM/Ham’s F-12 Life Technologies

DNase | Sigma-Aldrich, DN25

EGF Sigma-Aldrich, E9644

Fotales Kalberserum Superior
FGF

GDNF

HBSS mit Ca?* und Mg?*
HBSS mit Ca?* ohne Mg?*
Heparin

A2P

N2-Supplement
Growth-Supplement (B27)
Rat tail Kollagen Typ |

Biochrom, Merck kGaA
Sigma-Aldrich, F0291
PeproTech

Life Technologies, 14065-049
Life Technologies, 14170-120
Sigma-Aldrich, H5515
Sigma-Aldrich, A8960

Life Technologies, 17502-048
Life Technologies, 17504-044
BD Biosciences

8.1.3 Immunhistochemie

Tabelle 10: Immunhistologische Reagenzien.

Produkt Hersteller

DAPI Sigma-Aldrich, D95542
ABC-Komplex Vector Laboratories Inc., PK 7100
Biocytin Tocris Bioscience, 3349

Blocking Reagenz Roche GmbH, 921673001

BrdU Life Technologies, 00-0103

Cy2 (goat anit-mouse IgG)
Cy3 (goat anit-rabbit IgG)
Fluoreszenzeinbett-Medium
Diaminobenzidin

GFAP

Imidazol

NeuN

Ziegenserum (NGS)
Paraformaldehyd

SMI 31

Trishydrochlorid
Triton-X-100

Millipore, Merck kGaA

Millipore, Merck kGaA

Dako

Vector Laboratories Inc., SK 4100
Dako, 20334

Sigma-Aldrich, 56750

Millipore, Merck kGaA, MAB377
Sigma-Aldrich, G9023
Sigma-Aldrich, 76240

Covance Inc.

Sigma-Aldrich, T5941
Sigmal-Aldrich; T8787
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8.1.4 Tiere

Die verwendeten Dunkin-Hartley Meerschweinchen wurden von der Firma Charles

River Laboratories geliefert, die C56/BL6N Mause stammten von der Firma Janvier

Labs, Frankreich.

8.1.5 Gerate.

Tabelle 11: Verwendeten Gerate.

Gerat

Hersteller

Wasserbad WNB 14

Sutter Model P97
DMZ-Universal Puller
Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge Laborfuge 400
Binocular

Brutschrank CB150 990049S
Schittler Polymax 2040
EPCS8
Schwingungsgedampfter Tisch
Manifold

Vorverstarker

Mikroskop
Fluoreszenzmikroskop
8-Kanal-Applikator

Memmert GmbH + Co.KG
Sutterinstrument Co.
Zeitz Instruments
Eppendorf AG.

Thermo Scientific

Motic Digital Microscope
Binder GmbH

Heidolph Instruments
Heka GmbH

Accurion GmbH

Ala Scientific Instruments Inc.
Heka GmbH

Carl Zeiss AG.

Carl Zeiss AG.

RAPP Elektronik

8.1.6 Software

Tabelle 12: Verwendete Software.

Software Hersteller

Axio Vision 4.8 Carl Zeiss AG.
Corel Draw Corel Corporation
Igor Pro WaveMetrics
Patchmaster Heka GmbH

PAT (Patcher’s Power Tools)
Microsoft Office 2003

J. Bergsmann
Microsoft Corporation
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9 Anhang B

9.1 Praparations,- und Kultivierungsmedien, Intra- und

Extrazellularlésungen
9.1.1 Praparations-, und Kultivierungsmedien

Tabelle 13: Krebslésung zur Préparation intakter Meerschweinchen Ganglien.

Der pH-Wert wurde bei 4 °C durch Begasung mit CO: auf pH 7,4 eingestellt

Substanz Molekulargewicht (g) Konzentration (mM)
NaCl 58,44 120,9

KCI 74,55 59
Glucose 180,2 11,5
NaHCOs 84,01 25
NaH2PO4 138 1,2
MgCl2*6H20 203,3 1,2
CaCl2*6H20 147,02 2,5

Tabelle 14: Meerschweinchen Kultivierungsmedium.
Das Medium wird ohne FKS und NGF steril filtriert

Endkonzentration in Medium 199 +

Substanz GlutaMAX
Penicillin/Streptomycin 1%
Glucose 30 mM
NGF 50 ng/ml

Tabelle 15: Einzelzellmedium zur kultivierung adulter muriner Einzelzellen.
Bei jedem MW werden 10 ng/ml GDNF und 1uM/ml Ara-C hinzugefuigt. Optional 10 ng/ml NGF

Endkonzentration in Medium 199 +

Substanz GlutaMAX
Penicillin/Streptomycin 1%
Glucose 10 mM
Fotales Kalberserum 10 %
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Tabelle 16: Proliferationsmedium von Enterosphéren.
An Tag 1 werden die Kulturen zusatzlich mit Growth Supplement (ehemals B27) in einer
Konzentration von 1:50 versetzt. Alle zwei Tage werden den Kulturen EGF und FGF in einer

Endkonzentration 20 ng/ml zugegeben

Endkonzentration in DMEM/Ham’s

Substanz F12 mit stabilem Glutamat
Penicillin/Streptomycin 1%
N2-Supplement 1:50

Tabelle 17: Differenzierungsmedium der Enterospharen.
Bei jedem MW werden 10 ng/ml GDNF und 1pM/ml Ara-C hinzugefiigt. Optional 10 ng/ml NGF

Endkonzentration in DMEM/Ham’s

Substanz F12 mit stabilem Glutamat
Penicillin/Streptomycin 1%
N2-Supplement 1:50
Fotales Kalberserum 2%

A2P (L-ascorbinic acid 200 pM

2-phosphate)

9.1.2 Intra,-und Extrazellularlésungen

Die folgenden Intra,- und Extrazellularlésungen wurden bei den Zellen, die in die

Auswertung eingegangenen sind verwendet.

9.1.2.1 Intrazellularlésungen

Die Intrazellularlosung Kalium-Gluconat mit 0,5 mM EGTA wurde nur bei den
Meerschweinchen Messungen verwendet. Die Casium-Gluconat Losung nur bei der
Ermittlung der Natriumaktivierung der adulten murinen Zellen. Alle anderen
Messungen der adulten murinen Zellen und PDC Typ | und Il Zellen fanden unter
verwedung von Kalium-Gluconat mit 0,1 mM EGTA statt.
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Tabelle 18: Intrazellularldsung Kalium-Gluconat mit 0,5 mM EGTA
Diese IZL wurde nur bei den Messungen der Meerschweinchen Ganglien verwendet.
Der pH-Wert wurde auf 7,4 mit KOH eingestellt

Substanz Molekulargewicht (g) Konzentration (mM)
Gluconsaure 196,16 130
HEPES 238,3 10
TEA 165,7 10
Na,ATP 551,1 2
MgCl2 203,3 2
EGTA 380,4 0,5

Tabelle 19: Intrazellularlésung Casium-Gluconat.
Diese IZLwurde nur bei der Bestimmung der Natriumaktivierung adulter muriner Zellen verwendet.
Der pH-Wert wurde auf 7,4 mit CsOH/HCI eingestellt

Substanz Molekulargewicht (g) Konzentration (mM)
Gluconséure 196,16 130
HEPES 238,3 10
TEA 165,7 10
Na2ATP 551,1 2
MgCl2 203,3 2
EGTA 380,4 0,5

Tabelle 20: Intrazellularlésung Kalium-Gluconat mit 0,1 mM EGTA.

Diese IZL wurde bei allen Messungen verwendet, ausser bei der Natriumaktivierung der adulten
murinen Zellen.

Der pH-Wert wurde auf 7,4 mit KOH eingestellt

Substanz Molekulargewicht (g) Konzentration (mM)
KCI 74,56 20
K-Gluconat 234,25 135

MgCl2 203,3 2

Na2ATP 551,1 2

HEPES 238,3 10

EGTA 380,4 0,1
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9.1.2.2 Extrazellularlésungen

Die Extrazellularlésung ExHepes low Kalium high Natrium wurde nur bei den
Meerschweinchen Messungen verwendet. Alle anderen Messungen der adulten
murinen Zellen und PDC Typ | und Il Zellen fanden unter Verwedung der

Extrazellularlosung ExHepes low Kalium statt

Tabelle 21: Extrazellularldsung ExHepes low Kalium high Natrium.
Diese EZL wurde bei den Meerschweinchen sowie bei den PDC Typ | Zellen verwendet.
Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt mit NaOH/HCI

Substanz Molekulargewicht (g) Konzentration (mM)
NaCl 58,44 145

KCI 74,55 2,5
Glucose 180,2 10

HEPES 238,3 10

MgCl2 203,3 1
Saccharose 342,3 10

CaCl2 147,02 2

Tabelle 22: Extrazellularldsung ExHepes low Kalium.
Diese EZL wurde bei bei allen Messungen verwendet, ausser bei Meerschweinchen und PDC Typ |
Zellen. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt mit NaOH/HCI

Substanz Molekulargewicht (g) Konzentration (mM)
NaCl 58,44 135
KCI 74,55 2,5
Glucose 180,2 10
HEPES 238,3 10
MgCl2 203,3 1
CaCl2 147,02 2
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10 Anhang C

10.1Zusammenfassung relevanter elektrophysiologischer Daten

10.1.1 Elektrophysiologische Daten adulter muriner Zellen

Tabelle 23: Mittlere Membrankapazitéten adulter muriner Zellen in Abh&angigkeit ihrer

Kultivierungsdauer.

Kultivierungsdauer (d) Mittlere Membrankapazitat (pF)

0-6 11,3+ 2,1 (n=5)
7-13 11,3 £ 1 (n=12)
14-20 12,7 + 1,2 (n=20)
21-27 16,9 + 2,8 (n=3)

Tabelle 24: Mittlere Stromdichte adulter muriner Zellen in Abhangigkeit ihrer
Kultivierungsdauer.

Kultivierungsdauer (d) Mittlere Stromdichte (pA/pF)

0-6 246 + 76 (n=5)
7-13 119 + 22 (n=12)
14-20 81,6 + 14 (n=20)
21-27 90,3 £ 51 (n=3)
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Tabelle 25: Halbmaximale Spannungen der Natriumaktivierung und — inaktiverung muriner
adulter Zellen mit entsprechender Steigung.
Fir die Natriumaktivierung sind die halbmaximalen Natriumaktivierungen bei 0-6 Tagen in

Differenzierung und 7-13 Tagen in Differenzierung gezeigt

Diff. (d) | Viz Na*-Akt (mV) | Steigung (k) | Viz Na*-InAkt (mV) | Steigung (k)
0-6 -21,82 £ 0,45 (n=5) 6,57+0,4 / /

7-13 -21,89 £ 0,5 (n=12) 7,22 £ 0,44 / /
gesamt | -30,9 + 7,8 (n=40) 15,06 +1,6 -28,9 + 4,3 (n=27) 7,34+ 3,8
10.1.2 Elektrophysiologische Daten progenitor-abgeleiteter Zellen

(PDC Typ 1)

Tabelle 26: Mittlere Membrankapazitat von PDC Typ Il Zellen in Abhé&ngigkeit der
Proliferationsdauer und der drauf folgenden Differenzierungszeit.

Proliferation Differenzierung Mittlere Membrankapazitaten (pF)
(d) (d)
3 7-13 /
3 14-20 20,3 (n=1)
3 21-27 19,5 + 2,6 (n=3)
6 7-13 23,5 (n=1)
6 14-20 13,7 £ 1,7 (n=7)
6 21-27 24,5 £ 9,3 (n=3)
10 7-13 /
10 14-20 13,1 £ 1,7 (n=6)
10 21-27 19,9+ 7,5 (n=3)
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Tabelle 27: Mittlere Stromdichte von PDC Typ Il Zellen in Abhéngigkeit der Proliferationsdauer
und der drauf folgenden Differenzierungszeit.

Proliferation Mittlere Stromdichte
(d) Differenzierung (pA/pF)
(d)

3 7-13 /

3 14-20 -25,3 (n=1)

3 21-27 -28,6 £ 8,83 (n=3)
6 7-13 -27 (n=1)

6 14-20 -110 + 34,8 (n=7)
6 21-27 -52,2 + 28,4 (n=3)
10 7-13 /

10 14-20 -66,8 £ 22,1 (n=6)
10 21-27 -34,9 £ 9,97 (n=3)
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Tabelle 28: Halbmaximale Spannungen und Steigungen der Natriumaktivierung und —

inaktivierung von PDC Typ Il Zellen in Abh&ngigkeit der Proliferationszeit.

Pro. (d) | V2 Na*™-Akt (mV) | Steigung (k) | Vi2Na*-InAkt (mV) | Steigung (k)
3 -13,85 + 0,26 (n=4) 4,8 +0,22 -35,82 + 2,81 (n=6) 5,47 + 2,42
6 -15,62 + 0,28 (n=12) 6,9 +0,25 -34 (n=1) 4.8
10 -14,26 + 0,32 n=9) 5,26 + 0,27 -34,38 + 2,4 (n=7) 6,42 +2,1
gesamt | -14,73+0,21(n=25y 5,97 +0,18 -34,8 + 2,64 (n=14) 5,87 £2,29

Tabelle 29: Halbmaximale Spannungen und Steigungen der Natriumaktivierung und —

inaktivierung von PDC Typ Il Zellen in Abhéngigkeit der Differenzierungszeit.

Bei dem Gesamtergebnis der halbmaximalen Steigung der Natriuminaktiverung betragt die Zellzahl

n=14, da in dieses Ergebnis eine ausgewertete Zelle an DIV 37 mit einbezogen wurde

Diff. (d) | Viz Na*-Akt (mV) | Steigung (k) | VizNa*-InAkt (mV) | Steigung (k)
7-13 -3,92 + 1,07 (n=2) 7,27 £ 0,98 -34 + 2,17 (n=1) 4,84 +1,81
14-20 | -18,16 £ 0,29 (n=14) 5,35+0,26 | -36,13 + 1,83 (n=5) 6,28+ 1,6
21-27 -11,5 + 0,42 (n=9) 5,39+0,38 | -35,88 + 2,84 (n=7) 551 +244

gesamt | -14,73+0,21 (n=25) 5,97+0,18 | -34,8 + 2,64 (n=14) 5,87 +2,29
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11 Anhang D

11.1Strom- und Spannungsprotokolle

11.1.1 Natrimaktivierung

+30mV

-70mV — I—"—

[ 10mV
-120mV 100ms

Abbildung 39: Spannungsprotokoll zur Ermittlung der Kinetik der Natriumaktivierung
Ausgehend eines vorgegebenen Ruhehaltepotenzials von -70 mV wurden die Zellen fur 100 ms bei
-120 mV hyperpolarisiert, bevor 250 ms langanhaltende Hyper- und Depolarisierungen folgten. Diese
Hyper- und Depolarisierungspulse wurden 16 mal wiederholt, wobei zwischen jedem Intervall 5s lagen
und der Depolarisierungspuls um +10 mV erhéht wurde, bis dieser beim letzten Puls einen Wert von
+30 mV annahm. Nach jeder erfolgten Depolarisation erfolgte ein Ricksprung zum
Ausgangsmembranpotenzial von -70mV.
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11.1.2 Natriuminaktivierung
~+10mV
-70mV 1 -
| 10mv
-120mV 100ms

Abbildung 40: Spannungsprotokoll zur Ermittlung der Kinetiken der Natriuminaktivierung
Einem vorgegebenen Ruhehaltepotenzial von -70 mV folgten fur 300 ms Hyper- und
Depolarisierungspulse und ein anschlieBender 10 ms langer Depolarisierungssprung auf +10 mV,
welcher die aktivierbaren Kanéle o6ffnen soll. Nach jedem Depolarisierungssprung erfolgte ein
Rucksprung zum Ruhehaltepotenzial von -70mV. Die Hyper- und Depolarisierungen erhdhten sich bei
jedem Protokolldurchlauf um +10 mV, bis sie einen Endwert von OmV annahmen. Zwischen jedem
Intervall lagen 5 s.
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11.1.3 Refraktarzeit der Natriumkanale

+10mV ]

-70mV -t

50mV

-120mV —— S

Abbildung 41: Paar-Puls-Protokoll zur Ermittlung der Refraktarzeit der Natriumkanale

Paar-Puls-Protokoll zur Ermittlung der Erholung der Natriumkanéle aus der Inaktivierung. Zur besseren
Ubersicht ist in B nur jeder 3. Durchlauf dargestellt. A: Ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial von
-70 mV wurde die Zelle bei -100mV fur 300ms hyperpolarisiert. Anschliel3end erfolgte ein 5 ms langer
Depolarisierungspuls auf -10mV, gefolgt von einem Ricksprung auf -100 mV fur 4,5 ms. Daraufhin
erfolgte eine erneute Depolarisierung auf -10 mV fur 5 ms, ein Ricksprung auf -100 mV und
anschlieBend wurde die Zelle beim Ruhehaltepotenzial geklemmt. Bei jedem der 18 Intervalle erhdhte
sich der Zeitabstand zwischen den zwei Depolarisierungspulsen auf -10 mV um 3 ms. Die Pause
zwischen jedem Intervall betrug 8 s. Der erste variable Spannungspuls ist zur besseren Darstellung rot
dargestellt, der letzte blau. B: Dargestellt ist der erste (rot), vierte (griin), siebte (blau) und zehnte (violett)

Depolarisierungspulst.
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11.1.4 Stromprotokoll (Current-clamp Protokoll)
n
OpA _ L
I 100pA
~200pA 500ms

Abbildung 42: Stromprotokoll zur Ermittlung von Membranpotenzialdénderungen.

Ausgehend von einem Ruhehaltepotenzial von -70 mV wurden den Zellen hyper- und depolarisierende
Strompulse mit einer Lange von 1500 ms appliziert. Zwischen den einzelnen Pulsen wurde die Zelle fur
500 ms beim Ruhehaltepotenzial gehalten.

Bei den Meerschweinchen Experimenten betrug die Lange der depolarisiernden Strompulse 500 ms.
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12 Anhang E

12.1Time lapse Aufnahme einer Meerschweinchen Primarkultur
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Abbildung 43: Time lapse Aufnahme einer priméaren Meerscheinchen Kultur Uber eine
Kulturdauer von 15 Tagen.

Dargestellt sind Aufnahmen einer priméaren Zellkultur vom Meerscheinchen im Abstand von 48 Stunden.
Bei Zeitpunkt O ist das Ganglion frisch in die Zellkultur Gberfiihrt und noch nicht adharent. Nach 48 war
es adharent und die Zellen fingen bereits an sich aus ihrem Ganglienverband zu I6sen. Uber die Dauer
der Kultur war zu erkennen, dass die Zellen das Ganglion immer mehr verlassen und Kontakt zu
benachbarten Zellverb&nden suchen. Ab Stunde 192 (Tag 8) sind oben rechts im Bild Zellen aus einem
anderen Ganglion zu erkennen. Wahrend der 15-tagigen Time lapse Aufnahme war zu beobachten,
dass die Zellen mit anderen, benachbarten Ganglien interagieren und sich innerhalb der Zellkultur neu

anordnen. Der Mal3stabsbalken entspricht in allen Bildern 50 um.
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