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Referat

Schizophrenie ist eine komplexe psychiatrische Erkrankung dessen Pathomechanismen
bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart sind. Die Erkrankung zeigt sich in
verschiedenen Symptomkomplexen. Wéahrend sich die Positivsymptomatik, bestehend
aus Halluzinationen und Wahn, medikamentds behandeln lasst, gibt es kaum
Mdglichkeiten die Negativsymptomatik und die kognitiven Einschréankungen der
Patienten erfolgreich zu therapieren. Die Negativsymptomatik bestehend aus
eingeschranktem Geflhlserleben und sozialem Rickzug sowie die kognitiven
Einschrankungen stellen eine enorme Beeintrachtigung im Leben eines Patienten dar.
Um neue therapeutische Angriffsmoglichkeiten ausfindig zu machen, ist die
Untersuchung der zellularen und molekularbiologischen Pathomechanismen der
Schizophrenie im Fokus der aktuellen Wissenschaft. Besonders die Entwicklung der
kortikalen Interneurone nimmt bei der Entwicklung der Schizophrenie einen grof3en
Stellenwert ein. Ebenso sind heterozygote DNA-Variationen im Gen Neurexin 1

signifikant mit einer Schizophrenie assoziiert.

Fiur diese Arbeit wurden induziert pluripotente Stammzellen zur Verfigung gestellt,
welche von Schizophreniepatienten generiert wurden. Diese Patienten tragen eine
DNA-Variation in Neurexin 1. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus den Stammzellen
der Patienten Neurone differenziert und auf die Transkription spezifischer
Interneuronmarker inklusive relevanter Transkriptionsfaktoren der
Interneuronentwicklung untersucht. Es zeigte sich, dass sich dessen Transkription im
Vergleich zur Kontrolle unterscheidet und im Einklang mit Ergebnissen aus anderen
Schizophrenie-Modellen sind. AuBerdem wurden die differenzierten Neurone
metabolischen Analysen unterzogen. Auch hier zeigten sich Unterschiede im Vergleich
zur Kontrolle und auch diese gewonnenen Ergebnisse sind im Einklang mit aktuell

publizierten Ergebnissen.

Das verwendete in vitro-Modell ermoglicht die Auswirkungen der vorliegenden
DNA-Variationen in Neurexin 1 auf zellularer und molekularbiologischer Ebene zu
untersuchen. Es tragt daher einen grol3en Teil dazu bei, die vorliegenden
Pathomechanismen der Schizophrenie genauer zu beleuchten, um in Zukunft geeignete

Angriffspunkte neuer Therapien zu finden.

Reinsch, Dorothee Jessica: Transkriptionsanalysen und metabolische Analysen von Neuronen
differenziert aus Patienten-spezifischen induziert pluripotenten Stammzellen zur Untersuchung
von DNA-Variationen in Neurexin 1. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80S., 2022
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

1.1.1 Symptomkomplexe und Therapieansatze

Schizophrenie (SCZ) ist eine psychiatrische Erkrankung, die bei Betroffenen erstmalig
in der Adoleszenz oder im jungen Erwachsenenalter zwischen 15 — 35 Jahren
klassischerweise durch Psychosen symptomatisch wird. Die Lebenszeitpravalenz liegt
bei 1,0 %. Frauen und Manner sind gleich stark betroffen, wobei im Durchschnitt Manner
etwas friher erkranken. Die Suizidrate liegt bei 10 % [1]. Zu den klassischen Symptomen
zaéhlen wahnhafte, paranoide Gedanken, akustische Halluzinationen, desorganisiertes
Denken und desorganisierte Sprache, grob desorganisiertes Verhalten oder gestorte
Motorik sowie Negativsymptomatik [2]. Negativsymptomatik fasst die nichtproduktive
Symptomatik zusammen. Das sind Fahigkeiten, die den SCZ-Patienten im Vergleich zu
nicht erkrankten Individuen fehlen. Zu den wichtigsten Negativsymptomen zéhlen
Storungen des Affekts in  Form von eingeschranktem  Geflhlserleben,
Antriebsminderung,  Sprachverarmung und  sozialer = Rickzug. Kognitive
Einschrankungen in Form von Aufmerksamkeits- und Konzentrationsstdérungen, sowie

Gedachtnisstérungen kénnen sich im Verlauf entwickeln [2].

Der Begriff Psychose ist historisch gepragt und nicht klar definiert. Bei SCZ versteht man
unter dem Begriff das Auftreten der oben beschriebenen Positivsymptome. Besonders
typisch fir SCZ sind dabei der Wahn und die Halluzinationen [2]. Zusétzlich ist in einer
klinischen Longitudinalstudie gezeigt worden, dass Individuen, welche im
Erwachsenenalter eine SCZ inklusiver Psychosen entwickelten, bereits im Kindesalter
kognitive Einschrankungen zeigten. Verglichen wurden die Ergebnisse einer Gruppe von
Kindern, die im Verlauf eine SCZ entwickelten, mit den Ergebnissen einer Gruppe von
Kindern, welche bis zum Alter von 32 Jahren keine SCZ aufwiesen. Zu den beobachteten
Defiziten z&hlen Einschrankungen des deklarativen Gedachtnisses, des
Arbeitsgedachtnisses, des problemorientierten Handelns, der Koordination, der
Aufmerksamkeit und der Konzentrationsfahigkeit [3]. Die Psychosen lassen sich mit
klassischen und atypischen Antipsychotika behandeln, allerdings auf Kosten zum Tell
starker Nebenwirkungen. Die haufigsten Nebenwirkungen sind neurologische
Symptome, kardiale Nebenwirkungen sowie metabolische Veranderungen. Das
jeweilige Ausmalfld ist abhangig von der verwendeten Substanzklasse [4,5]. Die

Antipsychotika greifen in das dopaminerge Neurotransmittersystem ein, welches einen
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groRen Einfluss auf die Entwicklung der produktiven Symptomatik bei Betroffenen
nimmt. Daher kbnnen die Positivsymptome damit gut behandelt werden. Jedoch wird
derzeit davon ausgegangen, dass auch weitere Neurotransmittersysteme an der
Pathogenese der SCZ beteiligt sind, welche die erwéhnten Negativsymptome und die
kognitiven Defizite hervorrufen. Aktuell wird die Beteiligung der Neurone, welche
Glutamat sowie Gamma-Aminobuttersdure (GABA) als Neurotransmitter nutzen,
diskutiert [6,7]. Dies bietet einen Erklarungsansatz, weshalb die Negativsymptome sowie
die kognitiven Einschrankungen mit bekannten Antipsychotika nicht effektiv behandelbar
sind. Die zellulare und molekularbiologische Grundlage der SCZ ist im grof3en Interesse
aktueller Forschung mit dem Ziel, einen moglichen Angriffspunkt fir weitere
medikamenttse Therapien herauszuarbeiten [7].

1.1.2 Risikofaktoren

SCZ ist eine Erkrankung multifaktorieller Genese, hat ihren Ursprung bereits frih in der
embryonalen Entwicklung und z&hlt daher zu den Neuroentwicklungsstorungen.
Bekannte Risikofaktoren stellen genetische Disposition, Umweltfaktoren und
psychosoziale Faktoren dar [8,6,9]. Mithilfe Genomweiter Assoziationsstudien ist es
moglich, Risikogene, die im Zusammenhang mit SCZ stehen, zu identifizieren. Es sind
bereits 145 Genloki bekannt [10]. Betroffen sind haufig Gene, die fur Proteine kodieren,
welche an der Signaluibertragung zwischen den einzelnen Neuronen an den Synapsen
einen grof3en Stellenwert einnehmen. Unter anderem kdnnen Rezeptorproteine der
Neurotransmitter Glutamat und Dopamin betroffen sein oder spannungsabhéngige
Calcium-Kanale, welche einen besonderen Stellenwert in der Freisetzung der
Neurotransmitter einnehmen [6]. Ebenso ist das Gen eines weiteren synaptischen
Proteins mit der SCZ assoziiert, das Neurexin 1 (NRXN1) [8]. Diese Daten deuten darauf
hin, dass die Signaltibertragung zwischen den Neuronen bei SCZ-Patienten veréandert
ist. Das Gen NRXN1 und die daraus kodierten Proteine, werden zu einem spéateren
Zeitpunkt ndher erlautert. Abbildung 1 zeigt in einer schematischen Darstellung die
weiteren bekannten Faktoren, die einen Einfluss auf die Entwicklung einer SCZ nehmen,

sowie das Zeitfenster, in denen diese ein Risiko fur das Individuum darstellen.
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Abbildung 1: Risikofaktoren der SCZ. Das Schema zeigt Risikofaktoren mit dem Schwerpunkt
Umwelteinflisse, die die Entwicklung einer SCZ in einem bestimmten Zeitraum beglnstigen. Der
dargestellte Zeitstrahl stellt den Zeitraum der Entwicklung des Individuums von der Konzeption bis zum
Ausbruch der SCZ im Erwachsenenalter dar. Oberhalb des Zeitstrahls sind die Umwelteinfliisse dargestellt.
Anhand der Pfeile ist das Zeitfenster abzulesen, in dem diese einen Risikofaktor zur Entwicklung der SCZ
darstellen. Unterhalb des Zeitstrahls ist die Auswirkung auf die Entwicklung des neuronalen Netzwerkes
abzulesen. Die Abbildung verdeutlicht, dass in jedem Entwicklungsabschnitt einschlagige Ereignisse oder
Umwelteinflisse eine Entwicklung der SCZ bedingen kdnnen. Vor allem pranatale Umweltfaktoren wie
maternale Mangelernahrung, maternale Infektion/Inflammation und maternaler Nikotinkonsum nehmen
dabei einen schwerwiegenden Einfluss ein. Traumata in der Kindheit kdnnen sowohl physisch als auch
psychisch bedingt sein. Soziale Wahrnehmung/Kenntnis beinhaltet die Fahigkeit der Wahrnehmung,
Interpretation und Verarbeitung sozialer Informationen. Grof3e Defizite in der Erkennung und Wahrnehmung
von Geflihlen anderer Menschen wirken sich negativ auf die soziale Interaktion aus und stellen einen
Stressor und eine Barriere zur Aufrechterhaltung sozialer Kontakte dar. Dies begtinstigt das Voranschreiten
der SCZ. Cannabis- und Nikotinkonsum kann die Entstehung der SCZ begiinstigen. Ubersetzt und
modifiziert nach [9].

1.1.3 Pathomechanismen bei der SCZ

Im Rahmen von bildgebenden Studien und post mortem (PM) Untersuchungen wurde
gezeigt, dass sowohl strukturelle als auch funktionelle Veranderungen im Gehirn bei
SCZ-Patienten gegeniber gesunden Individuen vorliegen [6]. Dazu gehdren aus
anatomischer Sicht eine Dilatation der zerebralen Ventrikel, ein Riickgang der grauen
Substanz sowie eine Abnahme der Dichte der dendritischen spines an exzitatorischen
Neuronen. Die synaptische Funktionsweise ist verandert. Beobachtet wurden verénderte
dopaminerge, glutamaterge und GABAerge Neurotransmissionen. [6,11]. Im adulten
Gehirn ist der Metabolismus von Neuronen bei SCZ-Patienten ebenfalls betroffen. Es

sind Veranderungen der mitochondrialen Funktion und das Auftreten von oxidativem
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Stress mehrfach im Zusammenhang mit der SCZ beschrieben worden [12,13]. Der
oxidative Stress fuhrt wiederum zu einer Demyelinisierung von Axonen und einer
Schadigung von Neuronen [6]. Die Veranderungen im adulten Gehirn sind unter
anderem auf eine gestorte Funktion und Entwicklung von sogenannten
Interneuronen (IN) zurtick zu fuhren [14]. Es ist jedoch wenig dariiber bekannt, wie die
Entwicklung von IN im Gehirn betroffener Patienten verandert ist. Auf die Definition und
Funktion von IN sowie auf deren Entwicklung soll zu einem spéateren Zeitpunkt genauer

eingegangen werden.

1.2 Induziert pluripotente Stammzellen und deren Verwendung

SCZ zahlt zu den Erkrankungen der Entwicklung. Um die in den Entwicklungsstadien
vorliegenden Pathomechanismen der SCZ am humanen Gewebe zu untersuchen, ist
ein Modell aus induziert pluripotenten Stammzellen (iPSC) sehr gut geeignet. Die iPSC
sind Zellen, die in Ihrem Expressionsprofil und Entwicklungspotential den embryonalen
Stammzellen sehr ahnlich sind. Der Unterschied liegt darin, dass iPSC aus somatischen
Zellen adulter Individuen hergestellt werden. Im Jahre 2006 wurde diese sogenannte
Reprogrammierung muriner Fibroblasten zu iPSC erstmalig erfolgreich durchgefihrt. Im
darauffolgenden Jahr erfolgte die erste Reprogrammierung humaner Fibroblasten in
zwei voneinander unabhdngigen Arbeitsgruppen. [15]. Die Reprogrammierung erfolgt
durch die Transfektion bekannter Pluripotenzgene in die somatische Zelle. Die iPSC
besitzen pluripotente Eigenschaften und kénnen in nahezu jeden somatischen Zelltyp
differenziert werden, vorausgesetzt der angestrebte Zelltyp geht wahrend der
physiologischen Embryonalentwicklung aus einem der drei embryonalen Keimblatter
hervor [15,16]. Seither findet weltweilt intensive Forschungsarbeit mit iPSC statt. Die
Schwerpunkte liegen dabei auf der Erstellung eines Krankheitsmodells, um die
Pathomechanismen von zugrundeliegenden Erkrankungen zu verstehen, der
Medikamentenforschung sowie in der Re-Transplantation generierter Zellen in den
humanen Organismus. IPSC bieten eine vielversprechende Grundlage zum Verstandnis
und zur Behandlung vieler Erkrankungen und werden mithilfe weiterer Technologien in
Zukunft einen enormen Fortschritt in der Therapieentwicklung vieler aktuell noch schwer

behandelbarer Erkrankungen ermdglichen [15,17].

Menschliche Studien zur Entwicklung der SCZ gestalten sich sehr schwierig, denn bis
zum Ausbruch der Erkrankung vergehen meist etwa 20 — 25 Jahre. Vor dem Auftreten
der Erkrankung ist nicht mit Sicherheit festzustellen, ob ein Individuum eine SCZ
entwickeln wird. Bricht die Erkrankung aus, ist es unmdglich riickwirkend klinische oder

bildgebende Untersuchungen des Individuums vorzunehmen. Molekularbiologische
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Untersuchungen, die Probenentnahmen des Gehirns erfordern, unterliegen bei
lebenden Individuen strengen ethischen Grundsatzen. Aulerdem sind diese
Probeentnahmen ebenfalls nicht ruckwirkend durchfihrbar. Daher bietet ein
iPSC-basiertes in vitro-Modell, welches aus Zellen von SCZ-Patienten erstellt wurde, die
einzigartige Mdglichkeit, die patientenspezifisch vorliegenden Pathomechanismen der
Erkrankung zu untersuchen. Dabei ist vor allem die Differenzierung der iPSC zu Neurone
von besonderem Interesse. Die generierten iPSC und die daraus hergestellten Neurone
tragen die genetischen Informationen des Patienten [18,19]. Das iPSC-Modell ahmt die
in vivo existierenden entwicklungsbiologischen Schritte der Neuronenentwicklung als
in vitro-Modell nach. Das bedeutet ebenfalls, dass auch einige Wochen bis Monate
notwendig sind, um reife Neurone zu erhalten [20,21]. Das kann, abhangig von den
gesetzten Zielen der Untersuchung, eine Schwéache oder eine Starke des Modells
darstellen. Zur Untersuchung der embryonalen Entwicklung von Neuronen ist das
IPSC-Modell sehr gut geeignet. So ist es moglich in einem in vitro-Modell die
Hirnentwicklung nachzustellen und genauer zu untersuchen. Ebenso bieten iPSC eine
permanente Quelle an Stammzellen und damit die Mdglichkeit, immer wieder Neurone
in ausreichender Menge fir Analysen zu generieren. Dadurch ist sichergestellt, dass

genligend Material zur Verfligung steht [22].

1.3 Das zentrale Nervensystem

Das zentrale Nervensystem setzt sich aus dem Gehirn und dem Rickenmark
zusammen. Im adulten menschlichen Gehirn befinden sich etwa 86,1 Billionen
Neurone [23]. Das menschliche Gehirn wird ab der 5. Entwicklungswoche
post conceptionem (pc) in die verschiedenen Bereiche Telencephalon, Diencephalon,
Mesencephalon, Metencephalon und Myelencephalon eingeteilt [24]. Da die
Symptomatik der SCZ einer veradnderten Entwicklung von Neuronen des
Telencephalons zugeschrieben wird, sind die darin liegenden Hirnregionen groRRer
Bestandteil aktueller Forschung. Im zentralen Nervensystem der Vertebraten Iasst sich
die graue von der weilen Substanz unterscheiden. Die graue Substanz enthalt
grofRtenteils die Zellkdrper der Neurone, wahrend die weil3e Substanz Gberwiegend aus
deren Zellfortsatzen besteht [25]. Im menschlichen Gehirn existiert eine grolie
Neuronenvielfalt. Im humanen Kortex konnten in einer PM-Studie 69 verschiedene
Neuronentypen hinsichtlich inrer RNA-Expression nachgewiesen werden. Dabei wurden
24 Typen den exzitatorischen Neuronen und 45 Typen den inhibierenden Neuronen
zugeschrieben [26]. Die exzitatorischen Neurone benutzen Glutamat als
Neurotransmitter und stellen den grofdten Anteil im Kortex der Vertebraten dar. Dabei

liegt der Anteil dieser Neurone im murinen Kortex bei etwa 80 %. Aufgrund ihrer
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spezifischen Form werden sie auch Pyramidenzellen (PZ) genannt. Die inhibierenden
Neurone nutzen GABA als Neurotransmitter und haben einen Anteil von etwa 20 % im
murinen Kortex [27-29]. Im menschlichen Kortex konnte ein weitaus gréRerer Anteil
inhibitorischer Neurone von bis zu 40-45 % gezeigt werden. Da die Fortsatze der
GABAergen Zellen keine groR3e Reichweite haben und sie den exzitatorischen Zellen

zwischengeschaltet sind, werden sie auch IN genannt [30].
1.4 INim kortikalen Netzwerk

1.4.1 Hauptklassen der IN

IN steuern den Informationsfluss im Kortex und formen dynamische neuronale
Netzwerke. Daher spielen die Aktivitdtsmuster der IN eine wichtige Rolle fir die
Informationsverarbeitung im Kortex. Um eine gréRtmdgliche Variabilitat in der
Verarbeitung der neuronalen Signale zu erhalten, bedient sich der Organismus einer
grof3en Vielfalt verschiedener Subtypen [31]. Die Unterscheidung der kortikalen IN in
verschiedene Subtypen erfolgt auf Grundlage ihrer anatomischen Eigenschaften wie
ihres Erscheinungsbildes, ihrer Verbindungen zu anderen Neuronen sowie ihrer
laminaren Position im Kortex (Abbildung 2). Zur Unterscheidung werden zusatzlich ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften sowie ihre Expressionsmuster herangezogen.
Kortikale IN exprimieren spezifische Gene, die als molekulare Marker zur Untersuchung
der IN Subtypen herangezogen werden kénnen. Die Unterscheidung der IN Subtypen
ist moglich, weil die Variabilitat der IN maf3geblich durch die unterschiedliche
Kombination verschiedener Transkriptionsfaktoren (TF) ermdglicht
wird [31,28,30,32,33]. Es wird davon ausgegangen, dass die hohen kognitiven
Fahigkeiten der humanen und nicht-humanen Primaten auf die erhohte Vielfalt der

kortikalen IN zuriickzufihren ist [34].

Die Expression bestimmter molekularer Marker definiert drei verschiedene Hauptklassen
der reifen kortikalen IN. Die kortikalen IN einer Hauptklasse zeigen spezifische
funktionelle Eigenschaften, die sich auf diese jeweilige Hauptklasse beschranken oder
nur sehr schwach in den kortikalen IN anderer Hauptklassen ausgeprégt sind. Folgende
drei Hauptklassen werden bei humanen kortikalen IN unterschieden [30]:

(1) IN positiv fur Parvalbumin (PVALB)

(2) IN positiv fur Somatostatin (SST)

(3) IN weder positiv fur PVALB oder SST
Ebenfalls relevante Marker fur die weitere Charakterisierung von kortikalen IN sind

Reelin (RELN), vasointestinales Peptid (VIP), die calciumbindenden Proteine
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Calbindin 1 (CALB1) und Calbindin 2 (CALB2), die Neuropeptide Cholecystokinin und
Neuropeptid Y (NPY), sowie die Stickstoffmonoxidsynthase. Dabei sind die
Expressionsmarker im humanen Kortex jeweils einer IN Hauptklasse zugeteilt
(Abbildung 4A).

1.4.2 Funktion der IN

Eine der Schliisselfunktionen der kortikalen IN ist die Synchronisierung der Hirnaktivitat.
Bei diesen sogenannten Oszillationen finden groR3flachige und synchrone Inhibitionen
der PZ in verschiedenen Bereichen des Kortex bei einer bestimmten Frequenz statt.
Entscheidend fir die Auslbung kognitiver Fahigkeiten ist dabei die Erzeugung
hochfrequenter Gamma-Oszillationen von 30 — 80 Hz im prafrontalen Kortex [35]. Dabei
nehmen die PVALB-positiven kortikalen IN den gré3ten Stellenwert ein. Besondere
Fahigkeiten der PVALB-positiven Basket Zellen ist die schnelle, zuverlassige, starke und

zeitlich prazise Inhibierung ihrer Zielzellen [36,31].
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Abbildung 2: Die IN und ihre spezifischen synaptischen Verbindungen zu PZ. Die Abbildung zeigt
schematisch anhand ausgewéhlter Beispiele die Vielfaltigkeit der IN in ihrer Morphologie und vor allem in
ihren synaptischen Verbindungen zu PZ. Beispielsweise bilden die PVALB-positiven Basket-IN direkt an den
Somata der PZ ihre inhibitorischen Synapsen aus. Die SST-positiven Martinotti-IN und RELN-positiven IN
bilden ihre Synapsen an den distalen Dendriten der PZ aus. VIP-positive IN interagieren indirekt mit PZ
indem sie lhre Synapsen an den Dendriten der SST-positiven IN ausbilden. Modifiziert nach [33].

1)
P




Einleitung

1.5 Entwicklung kortikaler IN

1.5.1 Allgemeine Entwicklung von Neuronen des Telencephalons

Die embryonale Entwicklung des menschlichen Nervensystems ist ein sehr komplexer
Vorgang und noch nicht in allen Einzelheiten geklart. Die Entwicklung neuronaler
Gewebe geht aus Zellen des Ektoderms hervor. Dabei gehen aus dem Ektoderm
multipotente neurale Stammzellen (NSC) hervor. Aus diesen NSC entwickeln sich im
Verlauf Neurone und Gliazellen. Das weitere Differenzierungspotential der NSC ist
abhéngig von dessen Lage auf der sogenannten anterioren-posterioren-Achse. Die am
weitesten anterior liegenden NSC bilden das Telencephalon aus, die am weitesten
posterior liegenden NSC bilden das Riickenmark. Dazwischen befinden sich die Anlagen
fur die weiteren Hirnabschnitte. Neben der anterioren-posterioren-Achse existiert die
dorsale-ventrale-Achse, die ebenfalls das Differenzierungspotential der NSC

determiniert.

A
& BMPs

Abbildung 3: Einfluss bestimmter Morphogene auf die Entwicklung des ZNS. (A) Die schematische
Darstellung zeigt die Abhangigkeit von Morphogenen zur Ausbildung der anterior-posterior-Achse. Zur
Ausbildung des Forebrains, dem Telencephalon, ist lediglich eine geringe Konzentration der Morphogene
notwendig. RA: retinoic acids, FGF: fibroblast growth factors (B) Die schematische Darstellung zeigt die
Abhangigkeit von Morphogenen zur Ausbildung der dorsalen-ventralen-Achse. Dorsal im Kortex entstehen
aus den NSC die Progenitoren der PZ. Dafiir ist eine geringere Konzentration an SHH und eine hdhere
Konzentration an WNT als im ventralen Bereich notwendig. Ventral entstehen im Subpallium, den ganglionic
eminences (GE), die IN. Dafir ist eine hohere Konzentration von SHH essentiell. Modifiziert nach [37].
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Die Festlegung des Differenzierungsschicksals entlang der jeweiligen Achsen hangt von
der Konzentration bestimmter Morphogene ab. Die Morphogene bone morphogenic
proteins (BMP), wingless integrated proteins (WNT), retinoic acids, fibroblast growth
factors und sonic hedgehog signaling molecule (SHH) bilden Konzentrationsgradienten
entlang der jeweiligen Achsen und bestimmen so das Differenzierungspotential der
NSC [37] (Abbildung 3).

Bereits ab der 6. Entwicklungswoche pc lasst sich im zentralen Nervensystem die graue
von der weil3en Substanz unterscheiden. Die graue Substanz des embryonalen
humanen Telencephalons lasst sich zu diesem Zeitpunkt in das dorsal gelegene Pallium
und das ventral gelegene Subpallium einteilen. Aus dem dorsalen Pallium geht im
Verlauf der Neokortex, der Paleokortex und der Hippocampus hervor. Im ventralen
Subpallium lassen sich bereits in der 6. Entwicklungswoche pc verschiedene Bereiche
unterscheiden. Diese Bereiche werden die ganglionischen Hiigel genannt [38,25]. Diese
beinhalten die Bereiche medial ganglionic eminence (MGE), caudal ganglionic eminence
(CGE) und lateral ganglionic eminence (LGE) [29,27] (Abbildung 4C). Aus diesen gehen
im Verlauf Anteile der Basalganglien und der Amygdala hervor. Obwohl die
exzitatorischen PZ und die inhibitorischen IN zusammen im adulten humanen Kortex
vorliegen, sind diese unterschiedlichen Ursprungs. Im embryonalen Telencephalon
werden die glutamatergen PZ des Kortex ab der 7. Entwicklungswoche pc im Pallium
gebildet [23], die GABAergen IN werden im Subpallium gebildet. Die kortikalen IN
wandern im Laufe der Entwicklung wahrend der sogenannten Migration in das Pallium,
den sich entwickelnden Kortex, ein. Die ersten GABAergen IN erreichen den Kortex
bereits in der 9. Entwicklungswoche pc. Die Migration der kortikalen IN des
Frontallappens ist erst wenige Monate postnatal abgeschlossen. [30,27]. Die Reifung

des zentralen Nervensystems hélt postnatal bis in das Alter von 25 — 30 Jahren an [23].

1.5.2 Neurogenese und Migration kortikaler IN

Die Neurogenese kortikaler IN kann durch Untersuchungen am Mausmodell auf
zellularer Ebene in Teilen nachvollzogen werden. Studien zur Erforschung der humanen
IN-Entwicklung stellen vor allem bildgebende Untersuchungen in vivo, sowie
PM-Analysen humaner Feten und das Generieren von iPSC-Modellen dar. Im
Folgenden wird der Begriff Progenitoren fur Vorlauferzellen verwendet, die noch aktiv
Zellteilung betreiben. Der Begriff Neuroblast wird fiur Vorlauferzellen verwendet, die

bereits den Zellzyklus verlassen haben.
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Aus den NSC des Ektoderms gehen die Progenitoren hervor. Die Lage der Progenitoren
im Subpallium wahrend der Neurogenese bestimmt, welcher Hauptklasse die IN im
reifen menschlichen Gehirn zuzuordnen sind. Neben der Lage hat der Zeitpunkt der
beginnenden Differenzierung der Progenitoren einen Einfluss auf die Zuordnung zu einer
der IN Hauptklassen. Im Subpallium lassen sich die Bereiche MGE, CGE und LGE
einteilen [28,32] (Abbildung 4C). Jedes dieser Bereiche ist charakterisiert durch die
Ansammlung von Progenitoren, welche eine bestimmte Hauptklasse von kortikalen IN
hervorbringen. Bestimmt wird dieses Differenzierungsschicksal durch die spezifische
Kombination von TF, die die Progenitoren ortsabhéangig in sich tragen [27,32,29]
(Abbildung 4B).

Reife kortikale Interneurone

C Migrationsrouten kortikaler Interneurone

B Transkriptionsfaktoren der IN-Entwicklung

(, - ~ ™\ y
Subpallium } /L
}
N
ASCL1 \
DLX1 o
DLX2 Subpallium
GABA
GAD67 COUPTF1
kk ~ J Rostral Telencephalon Caudal Telencephalon

Abbildung 4: Charakterisierung kortikaler IN. (A) Einteilung reifer humaner kortikaler IN in drei
Hauptklassen. SST-positive IN bilden eine Hauptklasse. NPY-positive IN und Stickstoffmonoxidsynthase
(hier: nNOS) exprimierende IN gehéren der Hauptklasse der SST-positiven IN an. PVALB-positive IN bilden
eine weitere Hauptklasse. Die dritte Hauptklasse setzt sich aus den IN positiv fur VIP, CALB2 (hier: CR)
oder RELN zusammen. Als vierte Gruppe wurde in diesem Schema die Gruppe der CALB2-positiven IN
(hier: CR) mit Ursprung im Pallium genannt. Dessen Existenz unterliegt aktueller Diskussion.
(B) Transkriptionsfaktoren der IN-Entwicklung. Das Schema zeigt eine Auswahl von TF der
IN-Entwicklung und dessen Vorkommen. Die Transkriptionsfaktoren ASCL1, DLX1/2, GABA und glutamate
decarboxylase 67 (GAD67) kommen im gesamten Subpallium vor. COUPTF1 wird nur im dorsalen MGE
und CGE exprimiert. SHH, NKX2.1, LHX6, OLIG2 kommen im MGE vor. PROX1 und SP8 kommen im CGE
vor. Das Schema zeigt die Untergruppe der IN mit fraglicher Herkunft aus dem humanen Kortex.
(C) Migrationsrouten kortikaler IN am Beispiel des murinen Kortex. Die Abbildung zeigt zwei
schematische Querschnitte durch das murine Telencephalon. Im rostralen Querschnitt ist die Lage des MGE
und LGE zu erkennen. Im caudalen Querschnitt die Lage des CGE. Die Querschnitte zeigen, wie die in den
GE gebildeten IN in den Kortex migrieren. Modifiziert nach [30].

10



Einleitung

Im MGE werden SST- und PVALB-positive IN gebildet. Diese machen 50 - 70 % der IN
im murinen Kortex aus. Im CGE werden die IN weder positiv fir PVALB und SST
gebildet. Diese bilden einen Anteil 30 - 40 % im murinen Kortex aus [27,30,32,28]. Bei
Primaten ist der Anteil der MGE-stammigen kortikalen IN mit etwa 60 % geringer und
variiert in Abhangigkeit von der jeweiligen Kortexregion. Diese relative Reduktion der
MGE-stammigen IN geht mit einem vermehrten Anteil an CGE-stammigen IN bei

Primaten einher [39].

Die aus den GE hervorgegangenen Progenitoren stellen im Zuge der weiteren Reifung
ihre Zellteilung ein und verlassen die ganglionischen Hiigel. Diese postmitotischen
Neuroblasten gelangen durch Migration in den Kortex [29,27] (Abbildung 4C). Die
weitere Reifung der in Hauptklassen eingeordneten kortikalen IN zu spezialisierten
Typen von IN findet wahrend des Migrationsprozesses statt. Dabei findet auch die
Auspragung weiterer biochemischer Marker statt [32]. Die Identitat kortikaler IN pragt
sich wéahrend der Migration aus und festigt sich, wenn die IN den sich entwickelnden
Kortex erreichen und synaptische Verbindungen zu anderen Neuronen des kortikalen
Netzwerkes eingehen. Der beschriebene Entwicklungsprozess bestimmt die spateren
anatomischen, molekularen und elektrophysiologischen Eigenschaften der kortikalen IN
[32,27].

Es gibt Anhaltspunkte, die zeigen, dass bei Primaten einschlie3lich des Menschen einige
IN direkt im Kortex entstehen und nicht aus den GE immigrieren. Diese seien vor allem
CALB2-positiv (Abbildung 4A, B). Derzeit fehlt jedoch noch der konkrete Beweis, dass
diese IN tatsachlich im humanen Pallium entstehen. Es wéare ebenso denkbar, dass sehr
frih in der Entwicklungsphase noch mitotisch aktive IN-Progenitoren aus den GE in das
Pallium einwandern [40,34,41]. Das ist ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fur die
besonders groRRe Vielfalt der IN im menschlichen Kortex. Die Neurogenese von IN im

humanen Kortex ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.

Fur die Entwicklung eines reifen und funktionalen Gehirns, ist ein ausgewogenes und
koordiniertes Zusammenspiel der Aktivitaten exzitatorischer und inhibitorischer Neurone
wahrend der Entwicklung notwendig [30]. Nach der Migration in den Kortex bilden IN
Verschaltungen mit den dort vorliegenden PZ aus. Von diesen PZ erhalten die
kortikalen IN ihre exzitatorischen Signale. Die kortikalen IN, die zu wenig exzitatorische
Signale erhalten, leiten den programmierten Zelltod ein. Dieser wird Apoptose
genannt [32]. Die Interaktion mit exzitatorischen PZ ist daher fir die endgultige

postmitotische Ausdifferenzierung der kortikalen IN notwendig [42]. Die kortikalen IN
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tragen wiederum ihrerseits zur Entwicklung der exzitatorischen PZ bei [32]. Postnatal
reifen die IN im sich entwickelnden Kortex weiter und bilden die fur den jeweiligen Subtyp
spezifischen morphologischen und funktionellen Eigenschaften aus. Dabei werden auch
weitere Verbindungen zu anderen Neuronen geknipft. Dieser Prozess wird durch die

Aktivitaten im kortikalen Netzwerk induziert [33].

1.5.3 Relevante TF fur die Entwicklung aller Hauptklassen von IN

Die TF achaete-scute family bHLH transcription factor 1 (ASCL1), distal-less
homeobox 1 (DLX1) und distal-less homeobox 2 (DLX2) werden in allen GE exprimiert
und sind fiir die Ausbildung des GABAergen Zellschicksals sehr wichtig. Mausmodelle
zeigen, ein Funktionsverlust dieser TF fihrt zu einer Reduzierung der kortikalen IN um
50 - 80 % [30]. Wahrend der embryonalen Hirnentwicklung ist ASCL1 der friheste
bekannte Marker fir die Spezifizierung von IN. ASCL1 wird bereits wahrend der
Vermehrung der Progenitoren in den GE wahrend der friihen Entwicklung des
Subpallium exprimiert [30,43]. Durch ASCL1 wird die Expression weiterer TF wie DLX1
und DLX2 in den friihen Progenitoren aktiviert. ASCL1 ist ebenso an der Entwicklung
von Oligodendrozyten beteiligt (OL). Jedoch entwickeln sich die OL nur, wenn in den
Progenitoren die Expression von DLX1 und DLX2 unterdriickt wird. Die Expression von
ASCL1 wird in den IN-Neuroblasten herunterreguliert sobald diese den Kortex
erreichen [30]. Die Expression von DLX1 und DLX2 findet wahrend der frihen
Entwicklung im gesamten Subpallium statt [30]. DLX1 und DLX2 sind fur die Entstehung,
Migration und Differenzierung der meisten IN des Kortex, des Hippocampus und des
olfaktorischen Systems notwendig [44,45]. DLX1 und DLX2 werden durch neuronale
Aktivitat reguliert [32]. Die Expression von DLX1 und DLX2 unterdriickt die Expression
von dem TF oligodendrocyte transcription factor2 (OLIG2) und wirkt einer

Differenzierung der Progenitoren in OL entgegen [29].

Die Expression des TF nuclear receptor subfamily 2 group F member 1 (COUPTF1) ist
auf das dorsale MGE und das CGE beschréankt [28,46]. Ein Mausmodell zeigt, der
Funktionsverlust von COUPTF1 fuhrt zu einer verminderten Anzahl der VIP- und
CALB2-positiven kortikalen IN des CGE und einer erhdhten Anzahl SST- und
PVALB-positiven kortikalen IN des MGE. COUPTF1 reguliert die Progenitoren und erhalt
somit ein Gleichgewicht an kortikalen IN, die aus den CGE und MGE gebildet
werden [46]. Mausmodelle zeigen, ein Funktionsverlust von COUPTF1 hat zur Folge,
dass weniger SST-positive und mehr PVALB-positive kortikale IN gebildet werden. Es
ist der erste bekannte TF, der einen regulatorischen Einfluss darauf hat, ob SST-positive
oder PVALB-positive kortikale IN im MGE gebildet werden [47].
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1.5.4 Relevante TF fur die Entwicklung der IN des MGE

Fur die Entwicklung kortikaler IN aus dem MGE sind bestimmte TF von besonderer
Bedeutung. OLIG2 ist ein TF von Progenitoren im ventralen Subpallium. Progenitoren,
welche OLIG2 exprimieren, differenzieren sich in einem frihen Stadium der
Hirnentwicklung zu GABAerge Neurone oder in einem spaterem Stadium zu OL [40]. In

sich entwickelnden und ausgereiften OL ist OLIG2 stets exprimiert [48].

SHH wird im gesamten embryonalen Telencephalon exprimiert und erfillt dort
verschiedene Aufgaben. Die Konzentration von SHH nimmt von dorsal nach ventral stark
zu. Dieser Gradient ermdglicht die Beeinflussung der regionalen Organisation des
Gehirns, das auch als dorsoventrales patterning bezeichnet wird. SHH ist fir die
Ausbildung des ventralen Telencephalons unabdingbar [49,37,50]. Der SHH-Signalweg
unterstitzt die Vermehrung der Progenitoren in allen Bereichen des Gehirns wahrend
der Neurogenese, sowohl im Subpallium als auch im Pallium. Eine weitere Aufgabe ist
die Induktion und Aufrechterhaltung der Expression des TF NK2 homeobox 1 (NKX2.1)
in den proliferierenden Progenitoren des MGE [50]. Dadurch wird die Etablierung

bestimmter kortikaler IN-Subtypen gesichert.

Zusatzlich hemmt SHH die Expression des TF GS homeobox 2, einen TF der die
Differenzierung der CALB2-positiven kortikalen IN aus dem CGE fordert [51]. Eine
Unterbrechung des SHH-Signalweges flihrt zu einer Holoprosencephalie [50]. Die
Holoprosencephalie fasst Fehlbildungen des Gehirns und der Gesichtsregion
zusammen, welche aufgrund fehlender Mittellinienstrukturen entstehen. Dabei ist die
Auspragung sehr variabel. Bei stark ausgepragten Fallen kann statt zwei Seitenventrikel
ein unpaares Telencephalonbldschen vorliegen, sowie fusionierte Augenanlagen neben
weiteren Gesichtsfehlbildungen [25]. Aulerdem fiihrt eine Unterbrechung des
SHH-Signalweges zu einem selektiven Verlust der PVALB- und SST-positiven
kortikalen IN [50]. Mausmodelle zeigen, die Progenitoren des MGE nehmen bei Verlust
von SHH Eigenschaften des CGE an [51]. Auch innerhalb des MGE liegen
Konzentrationsunterschiede von SHH vor. Liegt eine hohere SHH-Konzentration vor,
bilden sich hauptsachlich SST-positive IN im dorsalen MGE. Eine geringe Konzentration
von SHH fiihrt zu einer Ausbildung von hauptsachlich PVALB-positiven kortikalen IN im
ventralen MGE [52].

NKX2.1 ist ein TF der frihembryonalen Entwicklung und wird von Progenitoren in der
Hirnregionen MGE exprimiert [53,54]. Ein Mausmodell zeigt, bei Funktionsverlust weisen

die Progenitoren im MGE dieselben Eigenschaften wie die Progenitoren im CGE
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auf [54]. NKX2.1 reguliert die Entstehung, Migration und Differenzierung der
PVALB- und SST-positiven kortikalen IN [55]. Hauptfunktion von NKX2.1 ist die
Induktion der Expression von LIM homeobox 6 (LHX6) in den Progenitoren [56]. Fir die
Entwicklung PVALB- und SST-positiver kortikaler IN ist die Expression von NKX2.1 und
LHX6 essenziell [55,57]. Jedoch ist fur eine normale Reifung und Funktionalitat der
postmitotischen PVALB-positiven kortikalen IN eine herunterregulierte Expression von
NKX2.1 erforderlich. Dies gilt nicht fir PVALB-positive IN des Striatum und Pallidum, da
diese einem anderen Migrationsverhalten unterliegen [58,53].

LHX6 ist ein direktes Ziel von NKX2.1. Die Expression von LHX6 ist auf das MGE
begrenzt. Die Expression von LHX6 beginnt ab dem postmitotischen Zeitpunkt in den
Neuroblasten der PVALB- und SST-positiven kortikalen IN und bleibt bis in das
Erwachsenenalter erhalten. Zu den Funktionen von LHX6 z&hlt die tangentiale und
radiale Migration. LHX6 ist notwendig fur die korrekte Positionierung der PVALB- und
SST-positiven IN  im  Kortex sowie fur die Ausdifferenzierung zu reifen
Zellen [59,60,56,61,57,58]. Ein Mausmodell zeigt, ein vollstdndiger Funktionsverlust von
LHX6 hat erhebliche Auswirkungen auf die Entwicklung, Migration und Differenzierung
der PVALB- und SST-positiven kortikalen IN, und ist mit dem Leben nicht
vereinbar [57,62]. LHX6 ist notwendig fir die Expression weiterer TF, die in der

Hirnregion des MGE exprimiert werden [60].

Neben den genannten TF spielt auch ein Rezeptor eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung von IN der Hirnregion MGE. C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) ist
ein Rezeptor flr das Chemokin C-X-C motif chemokine ligand 12 (CXCL12). CXCR4 ist
unerlasslich fir die tangentiale kortikale Migration der Neuroblasten und der richtigen
Positionierung in der entsprechenden Lamina. GABAerge kortikale IN aus dem MGE
tragen diesen Rezeptor. Der Ligand CXCL12 wird im Kortex von PZ exprimiert.
Migrierende Neuroblasten, welche CXCR4 exprimieren, bilden Synapsen mit diesen PZ

im Kortex aus [63].

1.5.5 Relevante TF fur die Entwicklung der IN des CGE

Wahrend der Embryonalphase sowie postnatal wird der TF prospero homeobox 1
(PROX1) von Progenitoren, Neuroblasten und kortikalen IN der Region CGE exprimiert.
PROX1 ist verantwortlich fur die Migration und Reifung der CGE-stdmmigen
kortikalen IN [28]. Ein Mausmodell zeigt, dass PROX1 durch ASCL1 induziert wird.
Zunachst ist PROX1 im MGE und CGE exprimiert. Zu einem spateren Zeitpunkt ist die

Expression dann nur auf das CGE beschrankt. Kurz darauf co-exprimieren
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PROX1-positive Zellen den TF Specificity protein 8 (SP8). Bei einem Funktionsverlust
liegt eine Reduktion der RELN-positiven kortikalen IN um etwa 40 % vor, die
CALB2-/VIP-doppelt-positiven IN sind nicht mehr nachweisbar [28].

SP8 ist ein TF, der bei etwa 20 % der kortikalen IN aus dem CGE exprimiert ist.
SP8-positive IN entstammen dem CGE und dem dorsalen LGE. Das dorsale LGE ist vor
allem an der Bildung von IN des olfaktorischen Systems beteiligt. Es wird angenommen,
dass 50 % der SP8-positiven kortikalen IN aus dem dorsalen LGE entstammen. Die
Expression von SP8 findet sowohl in Progenitoren als auch in reifen kortikalen IN
statt [64]. Jedoch markiert SP8 nicht alle kortikale IN, die auRerhalb des MGE entstehen.
Besonders im ventralen CGE gibt es kaum SP8-positive Zellen [64].

1.6 Stoffwechsel kortikaler Neurone

Das menschliche Gehirn verbraucht etwa 20 % des Sauerstoff- und 25 % des
Glucose-Gesamtbedarfs und hat dabei lediglich einen Anteil von 2,0% am
Gesamtkorpergewicht [65]. Neurone, einschlieBlich der kortikalen IN, decken ihren
Energiebedarf hauptséchlich Uber die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS), bei der
durch mitochondriale Aktivitat Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) generiert
wird. Die OXPHOS setzt sich aus der Elektrontransportkette und der ATP-Synthase in
der inneren Mitochondrienmembran zusammen. Eine weitere Form der
Energiegewinnung stellt die Glykolyse dar. Diese wird bei postmitotischen Neuroblasten

und Neuronen nur im geringen Umfang betrieben [66].
1.7 Neurexine

1.7.1 Aufbau und Funktion der Neurexine

Im Hinblick auf die synaptischen Verdnderungen in adulten Neuronen spielen
synaptische Proteine bei der SCZ eine wichtige Rolle. Neurexine sind prasynaptische
Transmembranproteine, die fir die Funktionalitat der Synapsen sowohl im zentralen als
auch peripheren Nervensystem unentbehrlich sind [67]. Neurexine interagieren sowohl
mit postsynaptischen membranstindigen Proteinen als auch mit frei sezernierten
Proteinen [68]. Dabei sind die postsynaptischen Transmembranproteine Neuroligin 1 — 4
die bekanntesten Liganden. Neurexine bilden mit Neuroliginen transsynaptische
Komplexe. Diese Interaktion ist nicht nur essenziell fiir die Funktionalitét, sondern auch
fur Ausbildung und Reifung der Synapsen. Neurexine sind ebenso fur die

calciumabhangige Freisetzung der Neurotransmitter notwendig [69].
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Im humanen Genom werden Neurexine durch drei verschiedene Gene kodiert, die als
NRXN1, NRXN2 und NRXN3 bezeichnet werden. Es sind bisher drei Gruppen bekannt,
denen Protein-Isoformen zugeordnet werden konnen. Diese sind a-Neurexine,
B-Neurexine und y-Neurexine. Die a-Neurexine besitzen eine sehr lange extrazellulare
Proteindoméane. Diese setzt sich aus verschiedenen Domanen zusammen. Dazu
gehoren die LNS-Domanen und die EGF-Doméanen. Dabei steht LNS fir die englische
Bezeichnung laminin-neurexin-sex hormone-binding globulin (LNS). Die Abkirzung EGF
steht im Zusammenhang fir die Beschreibung der Neurexin-Protein-Struktur fur
epidermal growth factor like (EGF).

A AS2 AS3
Nrxn1 8 3 2 2 7 2 alternatives SpleiBsegment
Nrxn2 8 3 4 2 / |
alternatives wesentliche
Nrxn3 8 3 4 2 2 30 I erstes Exon Exons
I / I I I 5 I I ] l I I alternative alternative Donor-/
0% X Y N N \A{ Exons Akzeptorexons

a-Nrxn B-Nrxn y-Nrxn
(Nrxn1 only)
B AS2 AS3 AS4
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AS5
' ' :
0o-NRXN N 1 2 3 3 4 5 6 c
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Abbildung 5: Darstellung der molekularen und strukturellen Vielfalt der Neurexine. (A) Die Abbildung
zeigt vereinfacht den Aufbau der Nrxn-Gene am Mausmodell. In der Darstellung ist zu erkennen, dass die
Gene fir Nrxnl, Nrxn2 und Nrxn3 strukturell &hnlich aufgebaut sind. Die Gene beinhalten drei Promotoren
und unterliegen exzessiven alternativen Spleil3en an den sechs alternativen SpleiRsegmenten (AS1 — 6).
Die Zahlen unterhalb der AS-Nummerierungen geben an, wie viele alternative SpleiRvarianten fur das
jeweilig AS und das jeweilige Gen bekannt sind. (B) Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der
a-, B- und y-Protein-Isoformen. Die drei Isoformen teilen sich die Transmembran (TMD) —Domé&ne und die
zytoplasmatische Doméne. Die extrazelluldare Doméane des a-Neurexin zeigt sechs LNS-Domaéanen, drei
EGF-Domanen und eine Heparinsulfat-Kette. Die Bindungsstellen fir Liganden befinden sich an LNS2 und
LNS6. Die Heparinsulfat-Kette bietet eine zusétzliche Bindungsstelle fur Liganden. Die AS2 und AS4
kodieren fir die Ligandenbindungsstellen. Die AS1, AS5 und AS6 kodieren fiir Regionen, die die
Konfiguration bestimmen. Die extrazellulare Domane des B-Neurexin beinhaltet eine LNS-Doméne und eine
Heparinsulfat-Kette, die extrazellulare Domane des y-Neurexin lediglich die Heparinsulfatkette. Modifiziert
nach [68].
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Das a-Neurexin besitzt sechs LNS-Doméanen. Zwischen den LNS-Domanen liegen
einzeln eingeschoben drei EGF-Domanen. Die Extrazellulardomane ist Uber eine
Transmembrandomé&ne mit dem intrazellularen C-Terminus verbunden. Der
intrazellulare C-Terminus verfligt Gber Bindungsstellen fir Adapterproteine des
Zytoskeletts (Abbildung 5B). Das B-Neurexin besitzt extrazellular nur eine LNS-Domaéne.
Diese ahnelt der sechsten LNS-Domane des a-Neurexin. Weiterhin tragt das B-Neurexin
keine EGF-Doméane. Daher féllt hier die extrazellulare Proteindoméne im Vergleich zum
a-Neurexin kirzer aus. Das y-Neurexin besitzt extrazellular weder eine LNS- noch eine
EGF-Doméne (Abbildung 5B). Die extrazellulare Proteindoméne aller drei Formen ist
zustandig fur die Bindung an Liganden. Die Transmembranregion und der intrazellulare

C-Terminus ist fur a-, - und y-Neurexin gleich. [68,69,67].

Welcher Gruppe das Neurexin angehort, entscheidet sich durch den Promotor, durch
den das urspriingliche Transkript generiert wurde. Es sind bisher drei Promotoren
beschriecben worden. Jedes NRXN-Gen enthdlt die a-und -Promotoren
(Abbildung 5A). Aufgrund mehrerer Promotoren liegt eine hohe Vielfaltigkeit der
NRXN-Transkripte vor. Durch den a-Promotor werden lange a-NRXN-Transkripte
generiert, durch den  B-Promotor  kirzere  (B-NRXN-Transkripte.  Diese
a- und B-Transkripte codieren fir die a- und B-Protein-Isoformen mit einer Lange von
1500 — 450 Aminosauren. Der dritte sogenannte y-Promotor wurde bisher nur in Nrxnl
im Mausmodell beschrieben (Abbildung 5A). Dieser generiert die besonders kurze
y-Protein-Isoform. Durch das Vorliegen der drei Promotoren ist es den Zellen mdglich,

eine groR3e Vielfalt an Transkripten zu generieren [68,69,67]

Die Gene fur NRXN1 und NRXN3 gehdren zu den grofiten Genen der Vertebraten und
umfassen knapp 0,1 % des gesamten humanen Genoms [69]. Das NRXN1-Gen liegt auf
Chromosom 2 im Bereich 2p16.3, hat eine Lange von 1,1 Mb, besitzt 25 Exons und
dazwischen viele grof3e Introns [70,71]. Die Gene NRXN1, NRXN2 und NRXN3 werden
nur in postmitotischen Zellen oder in sich sehr langsam teilenden Zellen transkribiert.
Die Transkription solch groR3er Gene bendtigt sehr viel Zeit, die wahrend eines zlgigen

Zellzyklus nicht aufgebracht wird [69].

Die mRNA-Transkripte der Neurexine unterliegen einem exzessiven alternativen
SpleiRen. So ist es dem Organismus méglich mehrere tausend verschiedene Isoformen
zu generieren. Die mRNA der a-Neurexine tragt 25 Exons und sechs alternative
SpleiRsegmente (AS) (Abbildung 5A). Die AS sind Stellen im Transkript, an denen das

alternative  SpleiRen stattfindet und somit die Generierung unzahliger
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Transkriptvarianten ermdglicht. Das Transkript der B-Neurexine entspricht dem
Transkript der a-Neurexine abwarts von Exon 17 und beinhaltet daher sieben Exons und
zwei verschiedene AS [71,69] (Abbildung 5A).

1.7.2 Neurexin 1 und SCZ

Eine Dysfunktion von Neurexin beeintrachtigt die Funktionalitdt der Synapsen und die
SignalUbertragung ohne jedoch die synaptische Weiterleitung von Reizen ganzlich zu
unterbrechen [72]. Heterozygote Deletionen und Duplikationen auf dem Chromosom 2
im Bereich 2p16.3, welcher fir das NRXN1 kodiert, sind mit der Erkrankung an SCZ
assoziiert [72,8]. Heterozygote Deletionen und Duplikationen werden als copy number
variations (CNV) bezeichnet. Sie kommen im gesamten Genom auch ohne Assoziation
mit einer Erkrankung vor. Fir das NRXN1 wurde aber gezeigt, dass SCZ-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe héaufiger eine heterozygote Deletion in NRXN1 tragen.
Ebenso konnte gezeigt werden, dass SCZ-assoziierte CNV in NRXN1 haufiger Exons
betreffen. Bisher wurden in der Literatur 101 Falle beschrieben, bei denen eine SCZ mit
einem CNV in NRXN1 einhergeht, wobei nur 21 Falle B-Neurexine betreffen [73]. Neben
den DNA-Variationen in NRXN1 sind auch DNA-Variationen in Neuroligin 2 im
Zusammenhang mit SCZ beschrieben worden [74]. Mutationen im Neurexin-Neuroligin-
Komplex fuhren zu einem Ungleichgewicht zwischen exzitatorischen und inhibitorischen
Signalen in neuronalen Schaltkreisen und stellen einen Pathomechanismus der SCZ dar
[69].
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es mithilfe von patientenspezifischen iPSC-Linien ein
Krankheitsmodell fir die SCZ in vitro zu generieren und zu analysieren. Zu diesem
Zweck sollen die patientenspezifischen iIPSC sowie iPSC einer Kontrollzelllinie zu
kortikalen Neuronen differenziert, als kortikale Neurone charakterisiert und hinsichtlich
der Entwicklung von IN analysiert werden. Fir die Analyse sich entwickelnder IN soll die
Transkription von molekularen Entwicklungsmarkern verschiedener Hauptklassen und
Subtypen von IN quantifiziert werden. Zusatzlich sollen die generierten
patientenspezifischen Neurone metabolischen Analysen unterzogen werden. Diese
Analysen zielen darauf ab, Veranderungen in der mitochondrialen Respiration und der

Glykolyse kortikaler Neurone im Zusammenhang mit SCZ genauer zu untersuchen.

Die iPSC wurden aus zwei verschiedenen Patienten, die an SCZ leiden, gewonnen.
Beide Patienten tragen eine heterozygote Deletion in NRXN1. Patient 1 tragt ein CNV
im Bereich 2p16.3. Bei Patient 1 liegt eine heterozygote Deletion in a-NRXN1 von
Exon 1 - 6 und des a-NRXN1-Promoters vor. Patient 2 tragt ein CNV im Bereich 2p.16.3.
Bei Patient 2 liegt eine heterozygote Deletion in a-NRXN1 von Exon 4 — 6 vor.

Der Zusammenhang zwischen den vorliegenden Deletionen in NRXN1 und
Veranderungen in der Entwicklung von IN soll analysiert werden. Ebenso soll der
Zusammenhang zwischen den vorliegenden Deletionen in NRXN1 und Veranderungen
der mitochondrialen Respiration und dem Glykolyse-Stoffwechsel der generierten
Neurone analysiert werden. Dazu wird zum einen der Vergleich zwischen den Patienten
mit Deletion in NRXN1 und der Kontrollzelllinie herangezogen, zum anderen werden die
Ergebnisse der Patienten miteinander verglichen. Es soll untersucht werden, ob auch
zwischen den Patienten Unterschiede in der IN-Entwicklung vorliegen und ob der

Umfang der Deletionen in NRXNL1 einen Einfluss auf die Ergebnisse ausiibt.
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3 Material und Methodik

3.1 Zellkultur

3.1.1 Erworbene iPSC Kontrollen

Die iPSC WISCi004-B wurde durch lentivirale Reprogrammierung aus humanen fetalen
Lungenfibroblasten gewonnen [75]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Klon 4
verwendet. Die iPSC WAI001-B wurde aus Vorhautfibroblasten eines Neugeborenen
durch Reprogrammierung mithilfe episomaler Vektoren gewonnen [76]. Beide Linien
wurden bei Wicell (Wicell Research Istitute, Wisconsin, USA) erworben.

Tabelle 1: verwendete humane iPSC-Kontrolllinien

in Literatur Kurzform in
Kontrolle | Alter / Geschlecht hPSCreg auch bekannt | dieser Arbeit
1 fetal / weiblich WISCi004-B | iPS(IMR-90)-4 | KON4-B
2 neugeboren / mannlich | WAIO01-B iPS DF19-9-7T | KON1-B

hPSCreg: Register fir humane pluripotente Stammzellen, Die Kurzform setzt sich aus KON fiir Kontrolle
und den letzten drei Zeichen der hPSCreg-Nummer zusammen.

3.1.2 Patienten und SCZ-spezifische iPSC

Die in dieser Arbeit verwendeten iPSC von SCZ-Patienten wurden von der Arbeitsgruppe
etabliert und entsprechend des Registers fir humane pluripotente Stammzellen
benannt. Die iPSC wurden aus peripheren mononukledren Blutzellen hergestellt. Daflir
wurden die Blutzellen zunachst aus dem Blut isoliert und dann mithilfe des
Eppstein-Barr-Virus immortalisiert. Die erzeugten B-Lymphoblastoiden Zelllinien wurden
mithilfe episomaler Vektoren zu den SCZ-spezifischen iPSC-Linien reprogrammiert
(Tabelle 2). Fiur Patient 1 stehen drei iPSC-Linien zur Verfugung, fir Patient 2 zwei

iPSC-Linien.

Tabelle 2: verwendete humane SCZ iPSC-Linien

Patient | A"/ NRXN1-Variation hpscreg | Kurzformin
dieser Arbeit

Geschlecht
heterozygot MLUiOO1-B | P1-B
37 Jahre / CNV in 2p16.3;

1 i . MLUiO01-F | P1-F
mannlich Deletion a-Promoter
+Exon1l-6 MLUi001-M | P1-M
heterozygot MLUi002-E | P2-E
2 22 Jahre /1 o\ in 2p16.3

mannlich Deletion Exon 4 -6 | MLUI002-G | P2-G

CNV: Copy Number Variation, NRXN1: Neurexin 1, hPSCreg: Register fiir humane pluripotente
Stammzellen. Die Kurzform setzt sich aus P fur Patient und den letzten drei Zeichen der
hPSCreg-Nummer zusammen.
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3.1.3 Stammbhaltung der iPSC

Die iPSC wurden im Inkubator bei 37 °C, 5,0 % molekularen Sauerstoff (O2) und
5,0 % Kohlenstoffdioxid (CO2) in mTeSR-1-Medium (Tabelle 3) in 6-Well-Paltten
kultiviert. Die Wells wurden mit Matrigel (Thermo Fischer Scientific, Darmstadt)
beschichtet. Fur die Beschichtung wird das Matrigel 1:100 mit Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) verdinnt, 1,0 ml der Verdinnung je Well aufgetragen und 1 h
bei 37 °C inkubiert. Die iPSC wurden wochentlich passagiert. Zum Abldsen der Zellen
wurde das Kulturmedium vollstandig entnommen. Anschlielend wurden die iPSC mit
1,0 ml Kollagenase IV (Thermo Fischer Scientific, Darmstadt) (1,0 mg / ml) bedeckt und
bei 37 °C fur 40 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1,0 ml
mTeSR-1-Medium pro Well gestoppt und die abgelésten iPSC in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Diese wurden bei 200 g fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, die verbleibenden iPSC im Zentrifugenréhrchen wurden
in neuem mTeSR-1-Medium aufgenommen und in bereits mit Matrigel beschichtete
6-Well-Platten ausgesét. Der Mediumwechsel erfolgte taglich.

3.1.4 Neurale Differenzierung zu neuralen Stammzellen

Die iPSC wurden fur 7 Tage (7 d) in neuralem Induktionsmedium (NIM) (Tabelle 3) bei
37 °C, 5,0 % O und 5,0 % CO- kultiviert. Die Inhaltstoffe des Mediums bewirken eine
Differenzierung der iPSC in die neurale Richtung. Nach 7 d liegen NSC vor, die sich in

verschiedene neurale Zellen differenzieren konnen.

3.1.5 Gerichtete Differenzierung zu terminal differenzierten kortikalen Neuronen
Die NSC wurden fir 7 d in Terminalem Differenzierungsmedium 1 (TDM1) (Tabelle 3)
bei 37 °C, 5,0 % Oz und 5,0 % CO2 kultiviert. Das Medium wurde alle 2 - 3 d gewechselt.
An 8 d wurde auf Terminales Differenzierungsmedium 2 (TDM2) (Tabelle 3) gewechselt.
Weiterhin erfolgte der Mediumwechsel alle 2 — 3 d. An 37 d erfolgte eine Passage. Das
Kulturmedium wurde vollstandig abgesaugt, die Neurone wurden mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Merck Millipore, Darmstadt) gespuilt,
anschlielRend wurden diese mit 1,0 ml TrypLE (Thermo Fischer Scientific, Darmstadt)
pro Well bedeckt und fur 5 min bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Neurone abgeltst
waren, wurde die Reaktion mit einem Stoppmedium bestehend aus ~ 80 % DMEM und
~ 20 % KnockOut Serum Replacement (beide Thermo Fischer Scientific, Darmstadt)
beendet. Die Neurone wurden in ein Zentrifugenréhrchen utberfuhrt, anschlie3end bei
200 g fir 5min zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen. Die im
Zentrifugenréhrchen verbleibenden Neurone wurden in TDM2 aufgenommen und in

Poly-L-Ornithin/Laminin beschichtete Wells tberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte weiterhin
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in TDM2. An 68 d wurden RNA-, Protein- und Immunfloureszenz-Proben der terminal

differenzierten Neurone (TD) gewonnen.

Fur die Beschichtung der Zellkulturplatten und Deckglaser wurde Poly-L-Onithin
Hydrocholorid (Merck, Darmstadt) in 10,0 mM Natriumborat (pH 8,4 Roth, Karlsruhe)
gelost. Jedes Well einer 6-Well-Zellkulturplatte wurde mit 1,5 ml dieser Losung gefillt
und fur mindestens 3 h bei 37 °C inkubiert. Die L6ésung wurde vollstandig abgenommen,
die Wells dreimal mit sterilem Wasser gespult und anschlielend unter der
Sterilwerkbank luftgetrocknet. Kurz vor der Verwendung wurden die Wells mit 3,0 ml
einer verdunnten Laminin-Losung (10,0 pl Laminin / ml PBS; Laminin: Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Laminin-Losung vollstandig
abgesaugt wurde, war die Beschichtung verwendbar und wurde unmittelbar mit
Kulturmedium bedeckt. Um die Neurone nach der Passage auf Deckglasern (Carl Roth,
Karlsruhe) zu kultivieren, wurden diese ebenfalls mit Poly-L-Ornithin/Laminin
beschichtet. Die Deckglaser wurden mithilfe kleiner Silikontropfen an den Boden der
einzelnen Wells befestigt und ebenfalls mit Poly-L-Ornithin-Lésung beschichtet. Diese
wurde in Form von groRen Tropfen auf die Deckglaser aufgetragen, damit der
Zwischenraum zwischen den Deckglasern nicht benetzt ist. Nach der Inkubation erfolgte

die bereits beschriebene Beschichtung mit Laminin und die Aussaat der Neurone.

3.1.6 Erworbene OL-Linie und dessen Kultivierung

Die M0O3.13 Humane Oligodendrozytische (Glial) Zelllinie ist eine immortalisierte
proliferierende Hybridzelllinie aus humanen Rabdomyosarkom-Zellen und humanen OL,
welche die morphologischen und molekularen Eigenschaften primérer OL zeigt. Diese
wurde bei tebu-bio (Offenbach) erworben. Die Linie wird im OL-Medium (Tabelle 3) im
Inkubator bei 37 °C, 5,0 % Oz und 5 % CO; kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgt alle
2-3d.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien und Zuséatze

Name Hersteller Endkonzentration

Stammzellmedium mTeSR-1

mTeSR-1 basal medium StemCell Technologies ~ 80 %

mTeSR-1 supplement Koln 1x

Gentamycin Biochrom, Berlin 0,1 mg/ ml

Neurales Induktionsmedium

STEM(dIff neural induction medium | StemCell Technologies,
Koln

Gentamycin Biochrom, Berlin 0,1 mg/ ml

Terminales Differenzierungsmedium 1

DMEM, high Glucose (1 x) Thermo Fischer Scientific | ~ 25 %
(31966021)

Ham’s F - 12 Nutrient Mix Thermo Fischer Scientific | ~ 25 %
(31765027)

Neurobasal Medium Thermo Fischer Scientific | ~50 %
(21103049)

Gentamycin Biochrom, Berlin 0,1 mg/ ml

N — 2 Supplement (100 x) Thermo Fischer Scientific | 1 x
(17502048)

B — 27 Supplement (50 x), minus Thermo Fischer Scientific | 1 x

vitamin A (12587010)

Cyclisches Sigma-Aldrich (A9501) 0,3 pg/ ml

Adenosimnomophosphat *

Recombinant Murine Wnt - 3a * Peprotech (315-20) 1ng/ml

Cyclopamine-KAAD * Merck Millipore (239804) | 1 uM

Terminales Differenzierungsmedium 2

DMEM, high Glucose (1 x) Thermo Fischer Scientific | ~ 25 %
(31966021)

Ham’s F - 12 Nutrient Mix Thermo Fischer Scientific | ~ 25 %
(31765027)

Neurobasal Medium Thermo Fischer Scientific | ~50 %
(21103049)

Gentamycin Biochrom, Berlin 0,1 mg/ ml

B — 27 Supplement (50 x), minus Thermo Fischer Scientific | 1 x

vitamin A (12587010)

Cyclisches Sigma-Aldrich (A9501) 0,3 pg/ ml

Adenosinmonophosphat *

Recombinant Human/ Murine/ Rat | Peprotech (450-02) 10 ng / mi

BDNF *

Recombinant Human GDNF * Peprotech (450-10) 10 ng/ ml

OL-Medium

DMEM Thermo Fischer Scientific, | ~ 89 %
Darmstadt

Fetales Rinderserum Thermo Fischer Scientific, | ~ 10 %
Darmstadt

Gentamycin Biochrom, Berlin 0,21 mg/ ml

* Zusatze erst direkt vor der Verwendung hinzufiigen
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium, WNT: wingless integrated proteins, BDNF: brain derived
neutrotrophic factor, GDNF: glial cell derived netrotrophic factor
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA-Isolation

Die Isolation von RNA erfolgte mithilfe des RNeasy mini elute cleanup kit (Qiagen,
Hilden). Die Zellen wurden im Well mit PBS gewaschen, mithilfe eines Schabers vom
Well-Boden abgenommen und in ein Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Danach wurden die
Zellen fiir 4 min bei 8000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in Lysepuffer aufgenommen. Die Probe wurde dann weiter entsprechend der
Anleitung des Herstellers aufgearbeitet. Wahrend der Isolation erfolgte der fakultative
Desoxyribonuklease-Verdau. Die = RNA-Konzentration  wurde  mithilfe  des
Plattenlesegerats (Synergy mx) gegeniber der Referenz (nukleasefreies Wasser,
Qiagen, Hilden) bestimmt. Die RNA-Probe wurde bei —80 °C gelagert oder direkt

verwendet.

3.2.2 Reverse Transkription

Fur die Transkription der zuvor isolierten RNA in komplementdre DNA (cDNA) wurde
1,0 pg RNA bendtigt. Die Bestandteile unter Schritt 1 (Tabelle 4) wurden vereint, fiir
5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieend auf 4 °C heruntergekunhlt. Im néchsten Schritt
wurden die unter Schritt 2 genannten Bestandteile (Tabelle 4) hinzugefugt und bei 42 °C
fur 60 min inkubiert. Um die Reaktion zu beenden, wurde der Ansatz bei 70 °C fir 10 min
Inkubiert und im Anschluss auf 4 °C gekihlt. Die gewonnene cDNA wurde bei — 20 °C
gelagert oder direkt fir eine Polymerasekettenreaktion (PCR) weiterverwendet.

Tabelle 4: Zusammensetzung eines Reverse-Transkriptions-Ansatzes

Bestandteil | Hersteller | Volumen
Schritt 1

RNA X Ml (=1 pug)
Oligog1s-Primer Thermo Fischer Scientific, Darmstadt 1,0 u
nukleasefreies Wasser Qiagen, Hilden ad 12,5l
Schritt 2

5 x Reaction Buffer RT Thermo Fischer Scientific, Darmstadt 4,0 ul
dNTPs (10 mM) Thermo Fischer Scientific, Darmstadt 2,0u
RevertAid M-MuLV Reverse | Thermo Fischer Scientific, Darmstadt 1,0 ul
RiboLock RNase Inhibitor Thermo Fischer Scientific, Darmstadt 0,5 ul

dNTP: Desoxynukleotidtriphosphate

3.2.3 Semiquantitative PCR

Die Ansatze der semiquantitativen PCR mit einem Gesamtvolumen von 25,0 pl wurden
entsprechend Tabelle 5 hergestellt. Die PCR-Reaktion folgte dem Tabelle 6
entsprechendem Programm. Die Primer wurden von der Arbeitsgruppe selbst entworfen

und zur Verfligung gestellt (Tabelle 12 Anlagen).

24



Material und Methodik

Tabelle 5: Zusammensetzung eines semiquantitativen PCR-Ansatzes

Bestandteil Hersteller Volumen
cDNA 1,0 u
dNTPs (2,5 mM) Thermo Fischer Scientific, Darmstadt | 2,0 pl
MgCl2 (25,0 mM) Sigma Aldrich, Taufkirchen 2,5 pl

10 x Puffer B Solis Biodyne, Tartu, Estland 2,5u
sense Primer (10,0 pmol / pl) 0,5 ul
antisense Primer (10,0 pmol / ul) 0,5 ul
Firepol DNA Polymerase (5 U / pl) | Solis Biodyne, Tartu, Estland 0,25 ul
Nukleasefreies Wasser Qiagen, Hilden 15,75 ul

cDNA: komplementéare DNA, dNTP: Desoxynukleotidtriphosphate

Tabelle 6: Programm fir die semiquantitative PCR

Reaktion Temperatur Zeit
Hitzedenaturierung 95 °C 10 min
Hitzedenaturierung 95 °C 30s
Hybridisierung 60 °C 30s 35X
Elongation 72 °C 30s

Elongation 72 °C 10 min

Stopp durch Kihlen 4°C 0

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

In einem zweiprozentigen Agarosegel (LE Agarose; Biozym Scientific, Hess. Oldendorf)
mit 0,01 % Ethidiumbromid (10,0 mg/ml, Promega, Mannheim) wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente durch Elektrophorese aufgetrennt. Dies geschah in
1 X Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (TAE-Puffer, Tabelle 11 Anlagen).
Die PCR-Ansatze sind mit 6 x Ladepuffer DNA Loading Dye (Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt) angereichert aufgetragen worden. Der GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fischer Scientific, Darmstadt) ist als Langenstandard mitgefiihrt worden. Der
Lauf erfolgte bei 80 — 100 V, 300 mA fur circa 30 min.

3.2.5 Quantitative Real Time PCR

Die Analyse der Marker fir IN wurde mithilfe der quantitativen real time PCR
durchgefuhrt. Die Primer fur die Gene PVALB, LHX6, SST, CALB1, CALB2, NPY, RELN,
SP8, DLX1 und DLX2 wurden erworben (PrimePCR SYBR Green Assay, Bio-Rad,
Miinchen, Tabelle 14 Anlagen). Die Primer der Gene ASCL1, COUPTF1, CXCR4,
OLIG2, SHH, NKX2.1, PROX1 und Glyceraldehyde-3-Phosphate-Dehydrogenase
(GAPDH) wurden durch die Arbeitsgruppe selbst entworfen und zur Verfiigung gestellt
(Tabelle 13 Anlagen). Die Standardkurven der Primer COUPTF1, SHH, OLIG2, PROX
und GAPDH waren bereits in der Arbeitsgruppe etabliert. Fur die Ubrigen Primer sind
Standardkurven angefertigt worden, um die erhaltenen Werte von Proben mit der
tatsachlichen Effizienz der Primer zu verrechnen. Die quantitativen real time

PCR-Ansatze mit einem Volumen von 20,0 ul sind nach Tabelle 7 auf 96-Well-Platten
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(Biozym Scientific, Hess. Oldendorf) pipettiert worden. Benutzt wurde der 5 x Hot Firepol
Eva Green qPCR Mix (Solis Biodyne, Tartu, Estland) und das nukleasefreie Wasser
(Qiagen, Hilden). Das quantitative real time PCR-Programm zeigt Tabelle 8. Die
Messung wurde im BioRad CFX Connect (BioRad, Minchen) vorgenommen und mithilfe
der zugehdrigen Software BioRad CFX Manager 3.1 ausgewertet. GAPDH diente als
Referenzgen. Als Positivkontrolle wurde human total brain und fetal human brain
(Thermo Fischer Scientific, Darmstadt) mitgefiihrt. Je Probe wurden dreifach

Bestimmungen vorgenommen.

Tabelle 7: Zusammensetzung eines quantitativen real time PCR-Ansatzes

Bestandteil Volumen

cDNA 1,0 ul

5 x Hot Firepol EvaGreen qPCR Mix 4,0 ul

Primer Fir AG-Primer Fir BioRad-Primer

1,0 pl sense Primer 1,0 pl PrimePCR
1,0 pl antisense Primer | SYBR Green Assay

Nukleasefreies Wasser ad 20,0 ul
cDNA: komplementére DNA, gPCR: quantitative real time PCR, AG-Primer: Primer der Arbeitsgruppe

Tabelle 8: Programm fir die quantitative real time PCR

Temperatur Zeit

95 °C 5 min

95 °C 15,0 S 45 x

60 °C 30,0s

60 °C-95 °C 0,05 s pro 0,5 °C Anstieg

3.2.6 Statistische Analyse der Daten aus der quantitativen Real Time PCR

Aus den generierten Daten wurde der Mittelwert und dessen Standardfehler berechnet.
Fur die gepoolten Daten wurde der Standardfehler aus biologischen Replikaten
bestimmt. Die Erstellung der Diagramme erfolgte mit SigmaPlot 2.0. Fir die Analyse der
Signifikanz wurde ein einfacher t-test mithilfe des Programms SigmaPlot 2.0

durchgefihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

3.3 Immunfloureszenzfarbung

Um in Neuronen bestimmte Proteine zu farben, erfolgte eine Fixierung der Zellen auf
dem Deckglas. Nach Abnahme des Kulturmediums wurden die Deckglaser fir 15 min
bei Raumtemperatur mit 4,0 % Paraformaldehyd in PBS (Carl Roth, Karlsruhe) bedeckt.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zum Blocken
unspezifischer Bindungen von Antikbrpern wurden die Zellen 30 min bei
Raumtemperatur mit 80,0 ul 1,0 % Pferdeserum (Thermo Fischer Scientific, Darmstadt)
und 0,02 % TritonX-100 in PBS (AppliChem, Darmstadt) pro Deckglas bedeckt. Danach

wurden die Deckglaser fur 30 min in 3,5 % Pferdeserum in PBS inkubiert. Die
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Deckglaser wurden dreimal in PBS gewaschen und fur 24 h bei 4 ° C mit dem priméaren
Antikérper in 80,0 ul Volumen pro Deckglas inkubiert. Der primére Antikérper MAB1637
Anti-tubulin beta 3 class Il (TUBB3) (Merck Millipore, Darmstadt) wurde 1:100 in PBS
verdinnt. Danach wurde das Deckglas dreimal mit PBS gewaschen und mit dem
sekundaren Antikorper gefarbt. Der sekundéare Antikérper 115-165-003 (Jackson
Immuno Research, Ely, UK) wurde 1:400 in PBS verdinnt. Die Deckglaser wurden flr
2 h bei Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikorper in 80,0 pl Volumen inkubiert.
AnschlieRend wurden die Deckglaser dreimal in PBS gewaschen. Danach erfolgte die
Kernfarbung mittels Hoechst-33342 (Invitrogen, Karlsruhe) mit 80,0 ul pro Deckglas fiur
5 min bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden die Praperate mit entionisiertem Wasser
gewaschen. Die Deckglaser wurden mit Flouromount G (Biozol, Echingen) auf
Objekttragern fixiert, fur 24 h bei 4 °C ausgehéartet und anschlieBend mit Nagellack
versiegelt. Die Praperate wurden bei 4 °C gelagert. Alle Inkubationen haben im
lichtgeschitzten Raum stattgefunden.

3.4 Agilent Seahorse XFe96 Analyzer

Der Agilent Seahorse XFe96 Analyzer ist ein Messgerat, das wiederholt die vorliegende
O2-Konzentration und den pH-Wert im Messmedium erfasst. Dadurch kann die
sogenannte Sauerstoffkonsumrate (OCR) und die extrazellulare Azidifikationsrate
(ECAR) kontinuierlich bestimmt werden. Wahrend der Glykolyse, die im Zytosol der Zelle
stattfindet, wird Glukose zu Pyruvat verstoffwechselt. Dieses wird in den Mitochondrien
durch den Zitrat-Zyklus und der OXPHOS weiter zu CO, und Wasser unter dem
Verbrauch von O verstoffwechselt. Betreiben die Zellen hauptséchlich Glykolyse zur
Energiegewinnung, stellt das Endprodukt der Glykolyse das Laktat dar und fihrt in
steigender Konzentration zu einer Verminderung des pH-Wertes. Protonen werden in
den extrazellularen Raum abgegeben. Dieser verandert ebenfalls seinen pH-Wert. Die
pH-Wert-Verdnderung des Messmediums wird durch den Seahorse Analyzer in Form
der ECAR gemessen. Ebenso misst dieser den verdnderten O.-Gehalt des Mediums. Ist
die Elektronentransportkette in den Mitochondrien der Zellen aktiv, verbrauchen sie O..
Der O,-Gehalt im Messmedium sinkt und wird in Form der OCR ausgedriickt. Das bei
der mitochondrialen Atmung entstehende CO; tragt ebenfalls zur Ansduerung und damit
auch zur pH-Wert-Absenkung des Messmediums bei. Dieser Einfluss kann jedoch durch
die spezifische Anordnung der jeweiligen Versuche herausgerechnet werden. Somit wird

die Ansauerung durch CO; nicht dem glykolytischen Stoffwechsel zugeschrieben.

Um die Messungen mithilfe des Seahorse Analyzers durchfiihren zu kdnnen, wurden

spezielle Zellkulturplatten (Seahorse XF96 Cell Culture Microplates), ein spezieller
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Sensor (Sensor Catridge) und eine Kalibrierlosung benétigt (Seahorse XFe96
Extracellular Flux Assay Kit). Die Sensor Catridge ermoglicht das Messen des
0O2-Gehaltes und pH-Wertes im sogenannten Assay-Medium, das Medium, das wéahrend
der Messung im Seahorse Analyzer verwendet wird. Alle Produkte, abgesehen vom

Assay-Medium, sind bei Agilent Technologies, Santa Clara, USA erhaltlich.

3.4.1 Messung der Glykolyse mithilfe des Seahorse XF Glycolytic Rate Assay

Verwendet wurde das Seahorse XF Glycolytic Rate Assay Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA). Das Kit beinhaltet die notwendigen Reagenzien: Rotenon plus
Antimycin A (Rot/AA) und 2-Desoxy-D-Glukose (2-DG). Der Glycolytic Rate Assay
wurde entsprechend der vom Hersteller bereitgestellten Anleitung durchgefiihrt. Das
Assay-Medium (Tabelle 9) wird am Tag der Messung hergestellt und steril filtriert. Die
Neurone der Patienten wurden an 113 d gemessen. Daflir wurden die Neurone 10d
zuvor von den Zellkulturplatten abgel6st, in die Seahorse Zellkulturplatte Gberfihrt und
bis zum Tag der Messung in TDM2 kultiviert. Die OL MO3.13 wurden 1 d vor der
Messung in die Seahorse Zellkulturplatte Gberfihrt und bis zur Messung im OL-Medium
gehalten. 1 d vor der Messung wurde die Sensor Catridge in die Kalibrierldsung gelegt
und in einem 37 °C warmen und CO.-freien Inkubator gestellt. Am Tag der Messung
wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit dem Assay-Medium
gewaschen, daraufhin mit 175,0 pul Assay-Medium pro Well bedeckt und in einem
CO,-freien Inkubator bei 37 °C fir 45 min inkubiert. Die Reagenzien aus dem Glycolytic
Rate Assay Kit wurden entsprechend der Herstellerangaben gelést und in die Sensor
Cartridge eingefligt. Nachdem die Inkubation der Zellen im CO,-freien Inkubator beendet
war, wurde die Sensor Cartridge der Seahorse Zellkulturplatte aufgesetzt und die
Messung im Seahorse XFe96 Analyzer durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mithilfe

der Firmensoftware Wave

Tabelle 9: Zusammensetzung des Glycolytic Rate Assay-Medium

Name Hersteller Endkonzentration
DMEM without Agilent Technologies, Santa Clara, USA | ~97,5%

Phenol Red (103335-100)

HEPES (1 M) Agilent Technologies, Santa Clara, USA | 5 mM

D-(+) Glukose Sigma-Aldrich, Taufkirchen 10 mM
L-Glutamine AppliChem, Darmstadt (A3704) 2 mM

Sodium Pyruvate AppliChem, Darmstadt (A4859) 1mM

NaOH AppliChem, Darmstadt (A1432) pH 7,4 einstellen

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
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3.4.2 Funktionsweise des Glycolytic Rate Assay

Zu Beginn wurde die basale Glykolyse gemessen. Das ist die Stoffwechsellage, die unter
normalen Bedingungen stattfindet. Durch die Zugabe von Rot/AA werden die
Komplexe | und Il der Elektronentransportkette gehemmt (Abbildung 19 Anlagen). Die
OXPHOS steht zur ATP-Generierung nicht mehr zur Verfigung. Das fuhrt zu einem
Absenken der OCR, da weniger O, verbraucht wird. ATP muss mithilfe der Glykolyse
bereitgestellt werden. Die Glykolyse der Zellen wird bis zu deren Maximum gesteigert.
Wahrend der Glykolyse kommt es zur Azidifizierung durch das gebildete Laktat. Diese
wird in Form der ECAR gemessen und steigt an. Da der Zitrat-Zyklus unterbrochen ist,
kann davon ausgegangen werden, dass die gesteigerte Azidifizierung auf die Glykolyse
zurtickzufuihren ist. Unter diesen Bedingungen wurde die kompensatorische Glykolyse
bestimmt. Die Zugabe von 2-DG hemmt die Glykolyse durch kompetitive Hemmung der
Glukose-6-Phophat-Isomerase und bringt den ECAR auf ein nicht-glykolytisches Level.
Durch die CO.-freie Inkubation wird verhindert, dass andere Storfaktoren den pH-Wert
des Mediums zu beeinflussen. Mithilfe der gemessenen ECAR wird der Wert glycoPER
berechnet. Dieser gibt die genaue Protonen-Efflux-Rate aufgrund der Glykolyse an. Die

Azidifizierung aufgrund anderer Stoffwechselvorgange wird dabei herausgerechnet.

3.4.3 Messung der mitochondrialen Atmung mithilfe des Seahorse XF
Mito Stress Test Kit
Verwendet wurde das Seahorse XF Mito Stress Test Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Das Kit beinhaltet die notwendigen Reagenzien: Oligomycin, carbonyl
cyanide-p-triflouromethoxyphenylhydrazone (FCCP) und Rot/AA. Die Neurone der
Patienten wurden an 90 d untersucht. Die Vorbereitung der Zellkulturen entspricht der
fuir den Glycolytic Rate Assay beschriebenen Prozedur. Die Reagenzien des Kits wurden
so geldst, dass fir Oligomycin eine Endkonzentration von 2,0 uM, fir FCCP von 2,0 uM
und fur Rot/AA von 0,5 uM je Well bestand. Die Zusammensetzung des Assay-Mediums
ist in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Daten waren bereits in der Arbeitsgruppe

vorhanden und wurden im Rahmen dieser Arbeit analysiert.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Mito-Stress-Test Assay-Medium

Name Hersteller Endkonzentration

DMEM Agilent Technologies, Santa Clara, USA | ~98 %
(103334-100)

D-(+) Glukose Sigma-Aldrich, Taufkirchen 25 mM

L-Glutamine AppliChem, Darmstadt (A3704) 2 mM

Sodium Pyruvate AppliChem, Darmstadt (A4859) 1 mM

NaOH AppliChem, Darmstadt (A1432) pH 7,4 einstellen

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
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3.4.4 Funktionsweise des Mito Stress Test

Zu Beginn wurde die basale Respiration gemessen. Diese entspricht der normalen
Stoffwechsellage. Durch Zugabe von Oligomycin wird die ATP-Synthase gehemmt
(Abbildung 19 Anlagen) und der O2-Verbrauch (OCR) sinkt um den Anteil, der fir die
Herstellung des ATPs Uber OXPHOS unter Ruhebedingungen bendétigt wurde
(Abbildung 6). Um die maximale Leistungsfahigkeit der Elektronentransportkette zu
bestimmen, wird daraufhin FCCP hinzugegeben. FCCP wirkt als Entkoppler
(Abbildung 19 Anlagen), wodurch der Protonengradient zusammenbricht. Um dem
entgegen zu wirken, steigt der Elektronenfluss auf das Maximum an. Das fuhrt zu einem
stark erhohten Oz-Verbrauch an Komplex IV. Aus diesem OCR Anstieg lasst sich die
maximale Respirationsrate ablesen (Abbildung 6). Zum Schluss wird Rot/AA
hinzugegeben. Durch die Hemmung der KomplexelundlIll wird die
Elektronentransportkette unterbrochen und der verbliebende O.-Verbrauch der Zellen ist
Stoffwechselaktivitdten zuzuordnen, welche nicht den Mitochondrien entspringen
(Abbildung 6).

Seahorse XF Cell Mito Stress Test
Funktionsweise

Rotenon /
Oligomycin FCCP Antimycin A
R
|
A\ respiratorische
fi‘éser'u’ei-aua:itét

J

Sauerstoffkonsumrate (OCR)
pmol / min

‘Sauerstoffverbrauch auBerhalb der Mitochondrien

T T T T T T T T 1 § T 7 |

Zeit (min)

Abbildung 6: Funktionsweise des Seahorse XF Cell Mito Stress Test. Basale Respiration beinhaltet den
O2-Verbrauch, um den ATP-Bedarf der Zelle zu decken, sowie den O2-Verbrauch um der Protonen-Leckage
zu begegnen. ATP-Produktion: Die Abnahme der OCR nach Zugabe von Oligomycin zeigt den
O2-Verbrauch an, der zur ATP-Produktion im Rahmen der basalen Respiration erfolgte. Die Protonen-
Leckage kann physiologisch sowie pathophysiologisch in Zellen vorkommen und reguliert die mitochondriale
ATP-Produktion. Maximale Respiration: Die OCR nach FCCP-Injektion entspricht dem O2-Verbrauch im
Rahmen der maximal méglichen Respiration. Die OXPHOS zeigt die héchstmdgliche Leistung, um den
Protonengradienten aufrecht zu erhalten. Die respiratorische Reservekapazitat ergibt sich aus der Differenz
der maximalen Respiration und der basalen Respiration. Sie zeigt das theoretische Maximum der Zellen
auf, um das sie ihre mitochondriale Atmung in Energiemangelzustanden steigern kénnen. Durch Zugabe
von Rot/AA wird die OXPHOS gehemmt und die verbleibende OCR zeigt den O2-Verbrauch auRerhalb der
Mitochondrien an. FCCP: carbonyl cyanide-p-triflouromethoxyphenylhydrazone, H*: Proton.
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3.4.5 Normalisierung im Anschluss

Zur Normalisierung im Anschluss wird das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fischer Scientific, Darmstadt) angewendet, um die optische Dichte zu bestimmen. Es
wird dem Assay-Medium ein Protease-Inhibitor (complete, mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail, Roche, Merck, Darmstadt) zugegeben und danach das Assay-Medium
aus der Seahorse Zellkulturplatte abgenommen. Die Kulturplatte wurde einmal mit PBS
gewaschen. Dann wurden 50,0 pl Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) - Triton-
Losung (0,1 % Triton (AppliChem, Darmstadt) in 50,0 mM Tris-Puffer (Carl Roth,
Karlsruhe) pro Well hinzugegeben und 15 min bei 37 ° C inkubiert. AnschlieRend wurden
150,0 pl Tris (50 mM) pro Well dazugegeben und gemischt. 10,0 pl der Probe und
200,0 pl der BCA working solution werden in Doppelbestimmung auf eine 96-Well-Platte
aufgetragen, kurz gevortext, fir 30 min bei 37 °C inkubiert und die optische Dichte
mithilfe eines Plattenlesegeréates bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden zur

Auswertung in die Firmensoftware Wave importiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Differenzierungsverlauf von iPSC zu kortikalen Neuronen

Aus den iPSC der SCZ-Linien (Tabelle 2) und den iPSC der Kontrollzelllinien (Tabelle 1)
wurden NSC generiert, um sie im folgenden Verlauf weiter zu kortikalen Neuronen zu
differenzieren. Der Verlauf der Differenzierung wurde lichtmikroskopisch begutachtet
und dokumentiert.

Die iPSC zeigen die typischen morphologischen Kriterien mit grof3en Zellkernen und
verhaltnismafiig geringem Zytoplasma. Sie wachsen in Kolonien, zeigen nur sehr

geringe Zellzwischenraume und sind adhasiv (Abbildung 7).

&

iPSC P1-M

Abbildung 7: iPSC. (A) Die Abbildung zeigt eine kleine iPSC-Kolonie direkt nach der Passage der Linie
iPSC P1-F (B) Die Abbildung zeigt eine iPSC-Kolonie 5 d nach der Passage der Linie iPSC P1-M. Es ist
eine deutlich gréRere Kolonie als auf (A) zu erkennen. Dies ist auf hohe Zellteilungsraten zuriickzufiihren.
An 7 d erfolgt die ndchste Passage. (C) zeigt eine iPSC-Kolonie der Kontrollzelllinie iPSC KON4-B. MaR3stab
entspricht 100 pm (rechts unten je Bild).

4.1.1 Morphologischer Verlauf der Differenzierung von iPSC zu NSC

Die iPSC wurden 7 d in NIM kultiviert und an 7 d lichtmikroskopisch dokumentiert.
Beispielhaft wird hier die Entwicklung von iPSC zu NSC der Linie P1-F vorgestellt. Im
Unterschied zu den iPSC sind die NSC kleiner, von rundem Zellkdrper und weisen sehr
kleine Zellkerne auf. Es liegt ein geringeres Kern-Zytoplasma-Verhaltnis vor. In der
Zellkultur Gberwiegt das Bild einer homogenen Zellmasse bestehend aus diesen NSC
(Abbildung 8A). Typisch wahrend der Kultivierung in NIM ist das Auftreten von
dreidimensional wachsenden neuralen Rosetten, bei denen sich die Zellen radiar um
einen zentralen Kanal anordnen (Abbildung 8B). Die neuralen Rosetten kommen in der
gesamten Zellkultur vor, sind aber besonders in den lichteren Randbereichen gut zu
erkennen. Einige Bereiche der Zellkultur zeigen das Auftreten von unreifen Zellen, die
noch nicht den Charakter von NSC besitzen. Diese sind gekennzeichnet durch eine
starke Lichtbrechung und einem verhaltnismafig grof3eren Kern (Abbildung 8C). Sie
kommen in jedem Well und bei jeder Linie vor, stellen allerdings bei weitem nicht den

grofRten Anteil dar.
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Abbildung 8: NSC generiert aus iPSC durch Kultivierung in NIM. Dargestellt sind die NSC am Beispiel
der Linie P1-F. Maf3stab in Abbildung A - D entspricht 100 pm (rechts unten je Bild). (A) Die Abbildung zeigt
eine klassische homogene Verteilung kleiner runder NSC mit geringem Kern-Zytoplasma-Verhdltnis. (B) Die
Abbildung zeigt eine dreidimensional wachsende neurale Rosette mit zentralem Kanal (Pfeil). (C) Diese
Abbildung zeigt das Vorhandensein unreifer, nicht-neuronaler Zellen mit groBem Zellkern und starker
Lichtbrechung (Pfeil) in der Kultur. (D) Die Kultur enthalt auRerdem Zellen mit fortgeschrittener neuraler
Differenzierung (Pfeil).

Im Gegenteil dazu gibt es auch sehr wenige Bereiche, die deutlich Uber das
NSC-Stadium hinaus differenzierte Zellen enthalten. Diese Zellen weisen keine runden,
sondern vieleckige Zellkérper auf, sind polarisiert und besitzen kleine verastelte
Zellfortsatze (Abbildung 8D). Auch der Anteil dieser Zellen an der Gesamtkultur ist
gering. Der Grof3teil, der sich nach 7 d im NIM befindlichen Zellen zeigen das klassische
Bild der NSC. Die Differenzierung zu NSC lief in allen Zellen der SCZ-spezifischen Linien
und denen der Kontrollzelllinien vergleichbar ab. Es zeigten sich keine morphologischen
Unterschiede untereinander.

4.1.2 Morphologischer Verlauf der Differenzierung von NSC zu Neurone

Der weitere Differenzierungsverlauf wird an den Tagen 12 d, 20 d, 33 d, 40 d und 68 d
lichtmikroskopisch dokumentiert. Uber den gesamten Differenzierungsverlauf sind
deutliche morphologische Veranderungen zu erkennen.

Nach 7 d Kultur in TDM1 sind die Zellen morphologisch den NSC recht &hnlich. Sie
zeigen ebenfalls kleine runde Zellen mit kleinen Zellkernen. An 12 d zeigen sich
besonders an den lichteren Stellen groRere Zellkérper mit einer ovalen oder pyramidalen
Form. Zu beobachten ist, dass diese sich zunachst besonders am Rand einer neuralen
Rosette befinden (Abbildung 9A). Die Auslaufer der Zellen, Dendriten und Axone,
entwickeln sich und beginnen, in Kontakt zu anderen Zellen zu treten (Abbildung 9B).

Zunachst erscheinen sie diinn und zaghaft. Sie werden im Laufe der Zeit langer, kraftiger
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und verzweigter und bilden ein immer groReres und dichteres Netzwerk zwischen den
Nervenzellen aus. Abbildung 9C zeigt, dass auch zu diesem Zeitpunkt keine homogene
Masse an gleichartig differenzierten Zellen vorliegt. Nahe der Rosette sind viele dem
beschriebenen Stadium entsprechende Zellen vorzufinden, aber auch viele unreife
Zellen (Abbildung 9C Pfeil rechts unten im Bild) und Zellen nicht neuraler Herkunft
(Abbildung 9C Pfeil links oben im Bild). Bereits an 20 d liegt ein ausgepragtes Netzwerk
unter den Zellen vor (Abbildung 9D). Die Zellfortsdtze nehmen an Zahl und Starke zu
und werden bis zu 100 um lang oder langer (Abbildung 9E). Das Vorkommen
lichtmikroskopisch erkennbarer neuralen Rosetten nimmt deutlich ab. Die Zellkdrper
gruppieren sich zunehmend zu Anhaufungen und bilden wiederum lichtere Bereiche, die
durch Verbindungsstraf3en zwischen ihnen gekennzeichnet sind.

12'd P2-E.

68p2G

Abbildung 9: Verlauf der Differenzierung von 12 d bis 68 d. In den Abbildungen A und C zeigt die
Pfeilspitze auf pyramidale Zellkdrper. MaRstab in Abbildung A - G entspricht 100 um (rechts unten je Bild).
(A) 12 d: Am Rand der neuralen Rosetten beginnen sich Neurone mit pyramidalem Zellkérper heraus zu
differenzieren (Pfeilspitze) (B) 12 d: Innerhalb der Kultur nehmen die Zellfortsétze Kontakt zueinander auf
(C) 12 d: Der Grofteil der Zellen der Kultur zeigt zu diesem Zeitpunkt ein einheitliches morphologisches
Erscheinungsbild wie in Abbildung A und B. Dennoch liegen auch zu diesem Zeitpunkt unreife Zellen (Pfeil
rechts unten) und Zellen nicht neuraler Herkunft (Pfeil links oben) in der Kultur vor. Der Doppelpfeil markiert
eine Rosette. Die Pfeilspitze zeigt Neurone mit pyramidalen Zellkdrper. (D) 20 d: Ein ausgepragtes
neuronales Netzwerk liegt vor. (E) 33 d: Zellfortsatze sind bis zu 100 um lang. (F) 40d /3 d nach der
Passage: Die Zellauslaufer sind nach der Passage wieder erkennbar. (G) 68 d: Morphologischen Strukturen
zum Zeitpunkt der Probenentnahme: Ein morphologisch ausgepragtes neuronales Netzwerk liegt vor.
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An 37 d fand eine Passage der Neurone auf neue 6-Well-Platten statt. Die Neurone der
SCZ-Linien wurden 1:1 Ubertragen. Die Neurone der Linie KON4-B wurden 2:1
aufgetragen. Direkt nach der Passage war wieder eine homogene Verteilung kleiner
runder Zellen lichtmikroskopisch zu erkennen. Bereits 3 d nach der Passage waren
wieder erste Zellauslaufer und Netzwerke untereinander zu erkennen (Abbildung 9F).
Diese wuchsen zu einem groReren und reiferen Netzwerk als vor der Passage aus.
Ebenfalls gruppierten sich die Zellkdrper wieder zu Anhaufungen und gaben lichtere
Stellen, die lediglich Zellfortsatze enthielten, frei (Abbildung 9F). Die Neurone der Linien
P2-G und P1-B wurden an 57 d nochmals passagiert, da die Zellen drohten, sich
abzulésen. An 68 d wurden RNA-, Protein- und Immunfloureszenz-Proben der Neurone
gewonnen. Ab diesem Zeitpunkt werden die Neurone als terminal differenzierte
Neurone (TD) bezeichnet. Abbildung 9G zeigt beispielhaft an den TD der Linie P2-G die
morphologischen Strukturen der TD aller Linien zum Zeitpunkt der Probenentnahme. In
Abbildung 20 (Anlagen) sind die TD aller Linien zum Zeitpunkt der Probenentnahme
dargestellt. Die Entwicklung der Zellen der Linie P2-E wird im nachsten Kapitel genauer

betrachtet.

4.1.3 Unterschiede im Verlauf

Bis zum Zeitpunkt 20d gab es keine morphologischen Anzeichen fur einen
unterschiedlichen Differenzierungsverlauf zwischen den Zellen der SCZ-Linien. Die
Zellen von P2-E zeigten ab 20 d an wenigen Stellen eine leicht ver&nderte Morphologie,
die sich in den darauffolgenden Wochen zunehmend auspragte. Es zeigt sich eine
auffallige gleichmaflige Ausrichtung der Zellfortsatze (Abbildung 10A). Das
lichtmikroskopische Bild erscheint sortierter. Dabei dominieren eher langlich ovale bis
zylindrisch geformte Zellkorper. Die Zellen sind hauptsachlich bipolar (kleiner Pfeil
Abbildung 10C). Multipolare und unipolare Neurone kommen ebenfalls vor. Nach der
Passage an 40d ist vorerst kein Unterschied zwischen den Zellen der SCZ-Linien

auszumachen.

Abbildung 10: Differenzierung der Linie P2-E mit abweichender Morphologie. Die Linie P2-E zeigt im
Verlauf eine abweichende Morphologie ab 20 d. Ma3stab in Abbildung A - C entspricht 100 pm (rechts unten
je Bild). (A) 20 d: Es liegt eine gleichmafige Ausrichtung der Zellen vor (B) 40 d / 3 d nach Passage: Vorerst
ist kein morphologischer Unterschied zu den Zellen der anderen SCZ-Linien ersichtlich. (C) 68 d: Es zeigen
sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme wieder gleichgerichtete, bipolare Zellen (Pfeil) in der Kultur.
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Die Zellen sind auch bei P2-E direkt nach der Passage homogen im Well verteilt und
zeigen, wie auch die Zellen der anderen Linien, die erneute Ausbildung eines
Netzwerkes (Vgl. Abbildung 10B, Abbildung 9F). Ab 52 d macht die verdnderte
Morphologie den Grof3teil des Erscheinungsbildes in der Kultur aus und setzt sich bis
zum Tag der Probenentnahme an 68 d fort (Abbildung 10C).

Die Zellen der Kontrollzelllinie KON1-B zeigten im Vergleich zu den Zellen der anderen
Linien einen verlangsamten Differenzierungsverlauf. An 33 d zeigten die Zellen des
KON1-B ein Erscheinungsbild, dass in etwa dem von 12 d — 20 d der anderen Zelllinien
entsprach (Vgl. Abbildung 9B, Abbildung 11A). Es sind einige Neurone mit ovalen bis
dreieckigen Zellkérpern zu finden, dessen sehr zaghafte Fortsatze erst beginnen,
miteinander in Kontakt zu treten (Abbildung 11A). Die Dichte an Zellen hat in den letzten
30 d des Differenzierungsverlaufes abgenommen. Viele Zellen starben ab und lagerten
sich als Zelldetritus ab. Im weiteren Verlauf zeigen sich Zellen von génzlich
abweichender Morphologie. Sie zeigen einen polygonalen Zellkbrper mit rundem
Zellkern und 1 — 2 kraftigen Nucleoli (Abbildung 11B Pfeil).

Abbildung 11: Differenzierung der Linie KON1-B mit abweichendem Verlauf. Maf3stab in Abbildung A
und B entspricht 100 um (rechts unten je Bild). (A) 35 d: Das Erscheinungsbild der Zellen von KON1-B
erinnert an die Zellen der Ubrigen Zelllinien zum Zeitpunkt 12 d (B) 48 d: Zellen zeigen polygonale Zellkérper
mit rundem Zellkern (Pfeil). Es liegt eine deutliche morphologische Abweichung gegentiber den Zellen der
Ubrigen Linien zu diesem Zeitpunkt vor. An diesem Tag wurde die Probe TD KON1-B generiert.

4.1.4 Abhéangigkeit von der Zelldichte

Die TD aller Linien zeigten ab 68 d bis zu 85d keine starken morphologischen
Veranderungen. Die TD der SCZ-Linien P1-B, P1-F, P1-M, P2-E, P2-G und die TD der
Kontrolle KON4-B wurden an 85 d erneut passagiert, in unterschiedlicher Zelldichte
wieder ausgesat und 1 d spater lichtmikroskopisch dokumentiert. Eine Abhangigkeit der
Morphologie von der Zelldichte in der Kultur konnte an 86 d gezeigt werden. TD P1-B
wurde am dinnsten ausgesat. In der Kultur sind sehr wenige Zellen enthalten, die
morphologisch an Neurone erinnern. Groftenteils sind tote Zellkerne aufzufinden.
Bereits an 92 d liegen keine Neurone mehr im Well vor (Abbildung 12 Reihe A). TD P2-G

war ebenfalls recht dinn ausgesat, zeigte jedoch an 86d viele Zellen mit
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86 dP1-B

103 d P2-G

86 dP2E

Abbildung 12: Morphologische Entwicklung in Abhangigkeit von der Zelldichte. Reihe A mit
niedrigster Zelldichte nach Passage, Reihe F mit hdchster Zelldichte. Die Abbildungen zeigen, dass die
morphologische Entwicklung der Neurone von der Zelldichte abhéngig ist. MaR3stab entspricht 100 um
(rechts unten je Bild). (A) TD P1-B (B) TD P2-G (C) TD KON4-B (D) TD P1-F (E) TD P1-M (F) TD P2-E.
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charakteristischen morphologischen Kriterien fir Neurone. Zellen mit pyramidalem
Zellkorper sind vorhanden. Sie bilden nicht viele Kontakte zu anderen Zellen aus. Das
erinnert an das Erscheinungsbild eines recht unreifen Stadiums zwischen 12 d — 20 d.
An 92 d sind kaum noch Neurone aufzufinden. Das Bild erinnert an die Differenzierung
von KON1-B mit &hnlichen nicht-neuronalen Zellen in der Kultur. An 103 d liegen keine

reifen Neurone mehr vor (Abbildung 12 Reihe B).

TD KON4-B wurde nur bis 92 d beobachtet. Die ausgesate Zelldichte hat ausgereicht,
um ein neuronales Netzwerk aufzubauen (Abbildung 12 Reihe C). TD P1-F besitzt
bereits 1 d nach der Passage ein kraftiges und stark verzweigtes neuronales Netzwerk.
An 92 d zeigt sich in der Kultur wieder die typische Anhaufung der Zellkerne und die
lichteren Stellen, die durch die Zellfortsatze gepragt sind (Abbildung 12 Reihe D).
TD P1-M zeigt eine vergleichbare Entwicklung mit hoheren Zellzahlen
(Abbildung 12 Reihe E). TD P2-E besitzt die hochste Zelldichte, zeigte jedoch bereits
zuvor in der Differenzierung morphologische Auffélligkeiten. An 92 d sind trotz vieler
vorkommender Zellen nur sehr wenig neuronale Verbindungen auszumachen. Dieses
Bild setzte sich auch an den lichteren Réndern der Kultur fort. An 103 d waren kaum
noch Zellen im Well vorzufinden und die wenigsten zeigten neuronale Auslaufer
(Abbildung 12 Reihe F).

4.2 Transkriptionsanalysen synaptischer Marker

Die TD der SCZ-Linien und Kontrollzelllinien wurden mithilfe der semiquantitativen PCR
auf die Transkription der RNA synaptischer Proteine untersucht. Als Positivkontrolle
wurde human total brain mitgefiihrt. Die Transkripte zu synaptotagmin 1 (SYT1) und
vesicle associated membrane protein 2 (VAMP2) werden in allen Linien der TD
exprimiert (Abbildung 13). Als Referenz wurde die Transkription von GAPDH untersucht

und ist ebenfalls in allen Linien nachweisbar.

Patient1 Patient 2 Kontrolllinien
D g
© g \¢ )
RN '\7“ SO s & & o0
< < < < < GRS B
&Q «0 ,\Q ,\Q ,\Q «Q /\Q QO (4

SYT1

VAMP2

GAPDH

Abbildung 13: Transkription synaptischer Marker. Die Abbildung zeigt, dass die TD aller Linien die
synaptischen Marker SYT1 und VAMP2 transkribieren. GAPDH wurde als Referenz mitbestimmt.
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4.3 Expressionsanalyse von TUBB3

Mittels Immunfluoreszenzanalyse wurde die Expression des neuronalen Proteins
TUBB3 in allen Linien der TD 68 d untersucht. Abbildung 14 zeigt das Protein TUBB3

besonders in den Axonen der Neurone.

TD KON4-B

Abbildung 14: Expressionsanalyse von TUBB3 mittels Immunfluoreszenz. DNA ist in blau und das
Protein TUBB3 in rot dargestellt. TUBB3 ist in den TD aller Linien vor allem in den Zellfortsatzen exprimiert.

4.4 Transkriptionsanalysen molekularer Marker fur IN

Die TD von 68 d wurden auf die Transkription spezifischer IN-Marker untersucht.
Durchgefuihrt wurde eine quantitative real time PCR. Es erfolgte eine 3-fach Bestimmung
je Probe. Untersucht wurde sowohl die Transkription der entwicklungsrelevanten Gene
ASCL1, DLX1, DLX2, LHX6, NKX2.1, SHH, OLIG2, CXCR4, SP8, COUPTF1, PROX1
als auch die IN-Subtypenmarker PVALB, SST, CALB1, CALB2, NPY und RELN. Die TD
der SCZ-Linien werden mit den TD der Kontrollzelllinie KON4-B verglichen und in ein
Verhaltnis gesetzt, bei dem TD KON4-B immer 1 beziehungsweise 100 % entspricht.
Wenn im Wortlaut nicht konkret anders beschrieben, nehmen die relativen Wertangaben
Bezug auf die Kontrollzelllinie TD KON4-B.

4.4.1 Vergleich der Patienten 1 und 2

Die Transkription bestimmter IN-Marker in TD wurde im Vergleich zwischen Patient 1
und Patient 2 untersucht. Dabei stehen fir Patient1 drei biologische Replikate
(TD P1-B, TD P1-F, TD P1-M) und fur Patient 2 zwei biologische Replikate (TD P2-E,
TD P2-G) zur Verfugung (Tabelle 2). Mithilfe eines einfachen t-tests wurde die
unterschiedliche Transkription desselben Gens zwischen den Patienten auf Signifikanz

gepruft.
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Abbildung 15: Transkription von IN-Markern im Vergleich TD Patient 1 und TD Patient 2. Dargestellt
wurden die Werte in Prozent relativ zur Transkription desselben Gens in TD KON4-B. Normalisiert wurde
gegen das Referenzgen GAPDH. (A) zeigt Transkriptionsfaktoren aller GE und des MGE. (B) zeigt
Transkriptionsfaktoren des CGE und IN-Subtypenmarker.

Keines der untersuchten Gene entspricht in seiner Transkription die der Kontrollzelllinie
TD KON4-B (Abbildung 15). Die ASCL 1-Transkription zeigt in den TD beider Patienten
eine Verringerung um etwa 30 - 45 % im Vergleich zu TD KON4-B (Abbildung 15). Unter
den TD der Patienten ist ein signifikanter Unterschied festzustellen. TD Patient 2 weist
eine um 28% starkere ASCLI1-Transkription gegentber TD Patientl auf
(Abbildung 21 Anlagen). Die DLX1-Transkription unterscheidet sich deutlich zwischen
TD Patient 1 und TD Patient 2. Die DLX1-Transkription ist in TD Patient 1 fiinffach
erhoht, in TD Patient 2 um die Halfte gegentber TD KON4-B reduziert (Abbildung 15).
In der Analyse der einzelnen TD der SCZ-Linien ist diese Tendenz ebenfalls zu
erkennen. Die DLX1-Transkription in den Replikaten aus TD Patient 1 entspricht etwa
2150 % von TD KON4-B. Die DLX1-Transkription in den Replikaten aus TD Patient 2
zeigen eine Reduktion um etwa 50 % (Abbildung 16). Die DLX2-Transkription
unterscheidet sich signifikant zwischen TD Patient 1 und TD Patient 2. TD Patient 1
zeigt eine 93% starkere DLX2-Transkription als TD Patient 2 (Abbildung 21 Anlagen).
Ahnlichkeiten zum Transkriptionsmuster von DLX1 zeigen sich darin, dass TD Patient 1
deutlich mehr DLX2 transkribiert als TD KON4-B und TD Patient 2 mit 13 % deutlich
unterhalb des Transkriptionslevels in TD KON4-B liegt (Abbildung 15).

Die LHX6-Transkription liegt fir beide Patienten unterhalb des Transkriptionslevels in
TD KON4-B. Dabei zeigt TD Patient 1 eine deutliche Reduktion von 78 % im Vergleich
zu TD KON4-B. Die LHX6-Transkription ist in TD Patient 2 um 19 % geringer und zeigt
demnach eine hdhere Transkriptionsrate als TD Patient1 (Abbildung 15). Die

NKX2.1-Transkription ist ebenfalls unterschiedlich zwischen den Patienten. TD Patient 1
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zeigt eine nahezu gleichwertige Transkription wie TD KON4-B. Die in TD Patient 2
entspricht etwa dem 1,7 -Fachen (Abbildung 15). Fur OLIG2 (55 -57 %) und SHH
(185 - 188 %) scheint eine ahnliche Transkription in den TD beider Patienten vorzuliegen
(Abbildung 15). Dennoch ist die Transkription fiir OLIG2, SHH und NKX2.1 innerhalb der
TD der einzelnen Patienten zwischen den Replikaten sehr unterschiedlich. Die
CXCRA4-Transkription ist in TD beider Patienten auf etwa einem Niveau und liegt um die
35 - 40 % (Abbildung 15).

Die SP8-Transkription unterscheidet sich deutlich zwischen den TD der Patienten.
TD Patient 1 zeigt mit etwa 90 % eine nahe bei TD KON4-B liegende Transkription.
TD Patient 2  transkribiert 55% mehr als TD KON4-B (Abbildung 15). Die
COUPTF1-Transkription unterscheidet sich signifikant zwischen den TD der Patienten.
TD Patient 1 transkribiert Uber das dreifache an COUPTF1 als TD Patient 2
(Abbildung 21 Anlagen). Dabei liegt das COUPTF1-Transkriptionslevel der TD beider
Patienten unterhalb des COUPTF1-Transkriptionslevels in TD KON4-B. TD Patient 1
erreicht 76 % und TD Patient 2 liegt bei 23 % (Abbildung 15). Die PROX1-Transkription
ist in den TD beider Patienten deutlich herunterreguliert und weist dadurch eine
Gemeinsamkeit zwischen den Patienten auf. Sie entspricht in etwa 12 % fiir TD Patient 1
und 6 % fur TD Patient 2 (Abbildung 15).

Zwischen TD Patient 1 und TD Patient 2 liegt ein gegensatzliches
Transkriptionsverhalten von PVALB und SST vor. Die Transkription von PVALB ist in
TD Patient 1 deutlich reduziert und entspricht 3,7 % der PVALB-Transkription in
TD KON4-B. In TD Patient2 liegt die PVALB-Transkription bei 56 %. Die
SST-Transkription zeigt ebenfalls Unterschiede zwischen den TD beider Patienten. Die
SST-Transkription in TD Patient 1 liegt bei 57 % und damit deutlich Uber der
SST-Transkription in TD Patient 2 (6 %) (Abbildung 15).

Die CALB1-Transkription zeigt sich in den TD beider Patienten deutlich reduziert, dabei
transkribiert TD Patient 1 mit 18 % mehr als TD Patient 2 mit 5,5 %. Ein signifikanter
Unterschied ist in der CALB2-Transkription zwischen den TD beider Patienten zu
erkennen. Die Transkription ist in TD Patient 2 deutlich erhoht und betragt das
6,4 -Fache der Transkription in TD Patient 1 (Abbildung 21 Anlagen). Auf3erdem ist zu
beobachten, dass TD Patient 1 etwa um die Halfte weniger CALB2 transkribiert als
TD KON4-B. TD Patient 2 zeigt im Vergleich zu TD KON4-B eine sehr stark erhdhte
Transkription um 328 %. Die Transkription von NPY weist ebenfalls einen signifikanten

Unterschied zwischen den TD beider Patienten auf. TD Patient1 weist eine
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Transkriptionsrate von 111% auf und liegt damit auf einem ahnlichen
Transkriptionsniveau wie TD KON4-B. Die NPY-Transkription ist in TD Patient 2 mit
901 % neunfach hoher. Die RELN-Transkription ist hingegen in beiden Patienten
einheitlich gering und liegt bei 4,5 - 5,5 % (Abbildung 15).

Die Gene DLX1, DLX2, SHH, NKX2.1, CALB2 und NPY sind in mindestens einem der
beiden Patienten besonders stark (= 150 %) transkribiert. Dem gegeniiber zeigen DLX2,
LHX6, PVALB, SST, CALB1 und RELN besonders verringerte Transkriptionsraten
(=50 %) im Vergleich zur Kontrollzelllinie TD KON4-B. Diese Gene bedurfen einer
ausfuhrlicheren Betrachtung.

4.4.2 Analyse der einzelnen Linien der Patienten und der Kontrolle in TD
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Abbildung 16: Transkription von IN-Markern in den einzelnen Replikaten der TD der Patienten.
Dargestellt wurden die Werte in Prozent relativ zur Transkription desselben Gens in TD KON4-B.
Normalisiert wurde gegen das Referenzgen GAPDH. (A, B) zeigt die Replikate des TD Patient 1 (C, D) zeigt
die Replikate des TD Patient 2.
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Die Transkription von DLX1 unterscheidet sich zwischen den einzelnen SCZ-Linien. In
der Betrachtung der einzelnen Linien ist der patientenabhangige Unterschied deutlich zu
sehen. In TD P1-B und TD P1-F liegt die DLX1-Transkription bei dem 5 — 8,2 -Fachen
von TD KON4-B. TD P1-M steigt auf einen Wert von 148 % und die Linien TD P2-E und
TD P2-G zeigen eine etwa um die Halfte verringerte DLX1-Transkription
(Abbildung 16A, C). Die DLX2-Transkription zeigt groRe Unterschiede bei der
Betrachtung aller Linien. Das Transkriptionslevel in TD P1-B und TD P1-F ist etwa das
2,5 -Fache im Vergleich zur Kontrollzellinie TD KON4-B. TD P1-M, TD P2-E und
TD P2-G liegen unterhalb des Transkriptionslevels in TD KON4-B. TD P1-M liegt etwa
bei 69 % und TD P2-E und TD P2-G befinden sich auf einem Niveau von 10 — 15 %.
Dennoch ist zu erkennen, dass die Replikate des TD Patient 1 mehr DLX2 transkribieren
(=2 50 %) als die Replikate des TD Patient 2 (< 25 %) (Abbildung 16A, C).

Bei genauer Untersuchung der einzelnen Linien zeigt sich im Gegensatz zu DLX1 und
DLX2 kein einheitliches patientenabh&ngiges Transkriptionsmuster fir SHH. Sowonhl
innerhalb des TD Patient 1 als auch TD Patient 2 zeigt die SHH-Transkription groRe
Abweichungen. TD P1-F und TD P2-E zeigen die starkste SHH-Transkription und liegen
bei dem 3,2 — 4,4 -Fachen Transkriptionsniveau im Vergleich zu TD KON4-B. TD P1-M
kommt mit 88 % dem der TD KON4-B nahe. TD P2-G und TD P1-B zeigen eine deutliche
Verringerung der SHH-Transkription um 30-50% im Vergleich zu TD KON4-B
(Abbildung 16A, C). Die NKX2.1-Transkription ist ahnlich der SHH-Transkription. Sie ist
in TD P1-F und TD P2-E am starksten ausgepréagt und ist um das 2,5 — 3,3 -Fache héher
als in TD KON4-B. Eine verringerte NKX2.1-Transkription zeigen TD P1-M (42 %)
TD P2-G (14 %) und TD P1-B (3,5 %) (Abbildung 16A, C). Die LHX6-Transkription folgt
einem &hnlichen Muster. Die SCZ-Linien TD P2-E und TD P1-F zeigen erneut die
starkste Transkription des Gens. TD P2-E Ubersteigt um 54 % die Transkription von
TD KON4-B. In allen anderen Linien féallt die LHX6-Transkription deutlich geringer aus.
Die Transkription in TD P1-F ist in Bezug auf TD KON4-B nur halb so stark ausgepragt.
TD P1-B, TD P1-M und TD P2-G liegen bei 7 - 9 % (Abbildung 16A, C). Die SCZ-Linien
transkribieren einheitlich weniger OLIG2 als TD KON4-B. Hier ist keine deutliche
patientenabhéngige Transkription zu erkennen. TD P1-M und TD P2-E liegen mit 90 %
relativ nahe am Transkriptionsniveau der TD KON4-B. TD P1-B, TD P1-F und TD P2-G
zeigen eine 60-78 % geringere OLIG2-Transkription (Abbildung 16).

TD P2-E zeigt als einzige SCZ-Linie eine deutliche PVALB-Transkription
(Abbildung 16). Diese ist im Vergleich zu TD KON4-B um 9 % erhodht. Die Linien
TD P1-F, TD P2-G, TD P1-B und TD P1-M zeigen im Vergleich eine sehr geringe
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PVALB-Transkription von 1,8 - 5 % (Abbildung 16B, D). Die Linien TD P1-B, TD P1-F,
TD P1-M und TD P2-G weisen eine geringe PVALB-Transkription von 2 - 5 % auf und
zeigen zugleich eine LHX6-Transkription von unter 50 %. TD P2-E zeigt als einzige Linie
eine PVALB-Transkription von = 100 %. Diese weist ebenfalls als einzige Linie eine
LHX6-Transkription von = 100 % auf (Abbildung 16 B, D). Die SST-Transkription ist in
den TD bei TD P1-B am hochsten ausgepragt und Uberschreitet um 55 % die des
TD KON4-B. Ansonsten zeigen die Linien TD P1-M, TD P1-F und TD P2-E eine geringe
SST-Transkription von 5 - 11 %. TD P2-G zeigt eine noch geringere SST-Transkription
von 0,3%. TD P1-B zeigt als einzige Linie eine nennenswerte SST-Transkription
(150 %) (Abbildung 16B, D).

CALB1 ist in den TD unterschiedlich ausgepragt, jedoch transkribieren alle SCZ-Linien
weniger CALB1 als TD KON4-B. Die hochste CALB1-Transkription liegt in TD P1-M mit
40 % vor. TD P2-G, TD P2-E und TD P1-F weisen eine Transkriptionsrate zwischen
7-16% auf (Abbildung 16B, D). Der patientenspezifische Unterschied in der
CALB2-Transkription kann durch die Betrachtung der einzelnen Linien bestétigt
werden.TD P2-G und TD P2-E weisen mit dem 3,1 - 3,4 -Fachen von TD KON4-B
eindeutig die starkste CALB2-Transkription auf. TD P1-M transkribiert etwa genauso viel
CALB2 wie TD KON4-B. TD P1-F und TD P1-B weisen Transkriptionsraten von 26-29 %
auf und zeigen damit die geringste CALB2-Transkription unter den TD
(Abbildung 16B, D). In den Linien TD P1-B und TD P1-F kann gezeigt werden, dass eine
sehr hohe DLX1- und DLX2-Transkription (> 200 %) vorliegt, bei gleichzeitig sehr gering
transkribierten CALB2 (25 — 30 %). TD P1-M zeigt eine DLX1- und DLX2-Transkription
zwischen 70 — 150 %, die CALB2-Transkription liegt bei 100 %, ebenfalls nahe dem in
TD KON4-B. In TD P2-E und TD P2-G liegt die DLX1- und DLX2-Transkription zwischen
15-55%, die CALB2-Transkription ist bei diesen Linien > 200 %
(Abbildung 16A, B, C, D).

Ein patientenabh&ngiger Effekt ist fir die NPY-Transkription nicht klar zu erkennen. Die
NPY-Transkription ist in den Linien TD P1-B und TD P1-F am starksten ausgepragt und
betragt etwa das 7 — 14 -Fache der in TD KON4-B. Ebenfalls transkribiert TD P1-M mit
500 % weitaus mehr NPY als TD KON4-B. TD P2-E weist zweifache Transkription im
Vergleich zu TD KON4-B auf. Als einzige Linie zeigt TD P2-G eine deutlich verringerte
NPY-Transkription mit 16 % (Abbildung 16B, D). Die RELN-Transkription zeigt in den
TD ein anderes Muster wie NPY. TD KON4-B zeigt eindeutig die starkste
RELN-Transkription. Die RELN-Transkription der TD der SCZ-Linien ist sehr stark
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vermindert im Vergleich zu der in TD KON4-B und liegt zwischen 1,4—-8 %
(Abbildung 16B, D).

4.5 Stoffwechselanalysen

4.5.1 Glycolytic Rate Assay

Mithilfe des Seahorse Flux Analyzers wurde der Glycolytic Rate Assay an den Zellen der
OL-Linie MO3.13 und den TD der SCZ-Linien durchgefihrt. Die Messung wird an den
Zellen den OL vorgenommen, um die Methode zu etablieren und die geeignete Zellzahl
zu bestimmen. Der Glycolytic Rate Assay wurde an den OL in drei Gruppen
durchgefuhrt. OL Gruppe 1 enthélt 15.000 Zellen je Well, OL Gruppe 2 20.000 Zellen je
Well und OL Gruppe 3 enthalt 30.000 Zellen je Well. Der Versuch wurde einmal
durchgefuhrt. 14 Replikate stehen der OL Gruppe 1 und je 16 Replikate den
OL Gruppen 2 und 3 zur Verfligung in Form von Wells. OL Gruppe 3 zeigt die héchste
basale Glykolyse von allen drei Gruppen. Diese ist 2,6 -fach hdher als in OL Gruppe 1
mit der geringsten Zellzahl. Ebenso weist OL Gruppe 3 die grof3te kompensatorische
Glykolyse mit 640 % auf (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Glycolytic-Rate-Assay. Vergleich TD der SCZ-Linien mit MO13.3. (A) Die absoluten
glycoPER-Werte sind in einem Verhéltnis zueinander gesetzt, bei dem die basale Glykolyse der
OL Gruppe 1 =100 % ist. (B) Die absoluten glycoPER-Werte einer Zellgruppe sind in einem Verhaltnis
zueinander gesetzt, bei dem die basale Glykolyse der jeweiligen Zellgruppe = 100 % ist. Angegeben ist der
Standardfehler berechnet durch die Software WAVE von Agilent.

Diese Uberlegenheit den OL Gruppen 1 und 2 gegeniiber zeigt OL Gruppe 3 bereits
wahrend der Betrachtung des glycoPER zu allen Messzeitpunkten. Zum einen ist die
hochste Basalrate bei Betrachtung des glycoPER in OL Gruppe 3 ersichtlich
(Abbildung 22 Anlagen), zum anderen zeigt OL Gruppe 3 hach Zugabe von Rot/AA den
steilsten Anstieg des glycoPER um 684,1 pmol /min. Da durch das Rot/AA die

Elektronentransportkette gehemmt wurde, steigt die Glykolyse. Damit steigt auch die

45



Ergebnisse

extrazellulare Azidifizierung gemessen in ECAR und glycoPER. Die Reaktionen der
OL Gruppen 1 und 2 fielen deutlich geringer aus und zeigen Verdanderungen von etwa
280 pmol / min. Ebenso ist auch die Verdnderung, die durch Zugabe von 2-DG
verursacht wird, in OL Gruppe 3 am deutlichsten zu erkennen. Der glycoPER féllt um
740 pmol / min (Abbildung 22 Anlagen).

Der Glycolytic Rate Assay wurde ebenfalls an den TD der SCZ-Linien durchgefihrt.
Untersucht wurden die TD P1-F und TD P1-M von Patient 1 an 113 d. Ausgesat wurden
100.000 Zellen je Well. Es stehen pro Linie drei Replikate in Form von Wells zur
Verfliigung. Der Versuch wurde einmal durchgefuihrt. Die basale Glykolyse des TD P1-F
ist mit 92 % der basalen Glykolyse der OL Gruppe 1 recht ahnlich. TD P1-M zeigt mit
147 % eine basale Glykolyse, die naher an OL Gruppe 2 reicht. Die TD beider
SCZ-Linien weisen eine deutlich geringere kompensatorische Glykolyse als
OL Gruppe 1 auf. Die Werte liegen dabei fir TD P1-F bei 187 % und fur TD P1-M bei
214 % (Abbildung 17). Wird die kompensatorische Glykolyse jeweils im Verhéaltnis zur
basalen Glykolyse derselben Zellgruppe betrachtet, zeigt sich deutlich, dass die Zellen
der OL ihre Glykolyse um das 2 — 2,5 -Fache steigern kénnen, wahrend die TD der
SCZ-Linien ihre Glykolyse lediglich um das 1,5 -2 -Fache ihrer basalen Glykolyse
steigern (Abbildung 17). Dieses Verhalten ist auch bei der Betrachtung der absoluten
Werte der ECAR und des glycoPER im Verlauf deutlich zu sehen. Im Vergleich zu den
OL zeigen die TD der SCZ-Linien nur eine geringe Steigerung des glycoPER nach
Zugabe von Rot/AA. TD P1-F zeigt eine Steigerung des glycoPERs von 170 pmol / min
und TD P1-M weist eine Erhéhung um 120,8 pmol / min nach Zugabe von Rot/AA auf
(Abbildung 23 Anlagen). Ein deutlicher Abfall des glycoPERs ist nach Zugabe von 2-DG
in den TD beider Linien zu erkennen (Abbildung 23 Anlagen).

45.2 Mito-Stress-Test

Die folgenden Daten wurden durch die Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellt und wurden
im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Der Mito-Stress-Test wurde an den TD P1-M,
TD P2-G und der Kontrollzelllinie TD KON4-B an 90 d der Differenzierung durchgefihrt.
Pro Zelllinie wurden zwei Replikate in Form von Wells gemessen. Es zeigt sich eindeutig,
dass die TD der SCZ-Linien in allen untersuchten Parametern mitochondrialer Atmung
deutlich unterhalb der basalen Respiration von TD KON4-B liegen. Dabei zeigen sich
zwischen den TD beider Patienten in der basalen Respirationsrate kaum Unterschiede,
jedoch eine deutliche Reduktion gegeniber der basalen Respiration von TD KON4-B.
TD P1-M weist eine um 53 % verminderte und TD P2-E eine um 57% verminderte basale
Respiration im Vergleich zu TD KON4-B auf (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Mito-Stress-Test. Vergleich der TD der SCZ-Linien mit TD KON4-B. (A) Die absoluten
OCR-Werte wurden in ein Verhaltnis zueinander gesetzt, bei dem die basale Respiration der
TD KON4-B = 100 % ist. (B) Die absoluten OCR-Werte einer Zelllinie wurden in ein Verhdltnis gesetzt, bei
dem die basale Respiration der jeweiligen Zelllinie = 100 % ist.

Die maximale Respiration der TD der SCZ-Linien ist nicht nur geringer als die basale
Respiration von TD KON4-B, sondern weist auch Unterschiede im Verhdltnis zu ihrer
eigenen basalen Respiration auf. TD KON4-B zeigt eine maximale Respiration, die
dreifach so hoch ist wie die eigene basale Respiration. TD P1-M und TD P2-E zeigen
nicht solche starken Steigerungsfahigkeiten der mitochondrialen Atmung. In TD P1-M
liegt die maximale Respiration bei dem 1,7 -Fachen der eigenen basalen Respiration. In
TD P2-E liegt die maximale Respiration bei dem 2,2 -Fachen der eigenen basalen
Respiration (Abbildung 18). Ahnlich verhalt es sich fir die respiratorische
Reservekapazitat. Die respiratorische Reservekapazitat der TD KON4-B ist zweifach
groRer als die eigene basale Respiration. Bei TD P1-M ist zu beobachten, dass die
respiratorische Reservekapazitat mit 70 % unterhalb der eigenen basalen Respiration
liegt. Fur TD P2-E konnte eine 1,2 —fach erhdhte respiratorische Reservekapazitat im

Vergleich zur eigenen basalen Respiration detektiert werden (Abbildung 18).
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der aus iPSC gewonnenen Neurone

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten iPSC zu
reifen Neuronen differenziert wurden. Das konnte wunter anderem mit dem
Vorhandensein bestimmter neuronaler Marker gezeigt werden. VAMP2 stellt einen Teil
des sogenannten soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
Komplexes dar und erfillt seine Funktion in der Fusion der synaptischen Vesikel und der
Freigabe des Neurotransmitters in den synaptischen Spalt [77]. SYT1 fungiert als
Calcium-Sensor und ermdglicht eine schnelle Transmitterfreigabe [78]. Demnach
charakterisieren VAMP2 und SYT1 die Zellen als Neurone. Die Expression von TUBB3
ist ein weiterer Marker fir Neurone. TUBB3 wird fir die Bildung der Mikrotubuli benétigt

und unterstiitzt die Proliferation, Migration und laminare Organisation der Neurone [79].

5.2 IN

IN zeigen eine starke Vielfalt und haben dabei einen verhaltnismafig geringen Anteil
unter den Neuronen im menschlichen Kortex. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es eine
Herausforderung die IN und deren Rolle im Organismus zu untersuchen [31]. Dennoch
ist es notwendig, sich dieser komplexen Thematik zu widmen, denn es gibt immer mehr
Belege dafir, dass Erkrankungen wie SCZ, bipolare Stérung, schwere Depression und
Epilepsie ihren Ursprung in der fehlerhaften Entwicklung von kortikalen IN haben.
Einschrankungen in Proliferation, Differenzierung, Reifung und Migration der
kortikalen IN fihren zu Defiziten in der GABAergen Neurotransmission [80]. Besonders
die PVALB-positiven kortikalen IN nehmen eine Schllsselfunktion dabei ein [35]. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass SCZ-Patienten wahrend der Auslibung kognitiver
Leistungen veranderte Aktivitdten im dorsolateralen préafrontalen Kortex (DLPFC) und
eine geringere Starke der Gamma-Oszillationen aufweisen [81,82]. Das lasst die
Vermutung zu, dass bei der SCZ eine gestorte GABAerge Neurotransmission die
veranderten Gamma-Oszillationen verursacht und die kognitiven Einschrankungen
hervorruft [35,83]. In einem in vitro-Modell konnte bereits gezeigt werden, dass eine

gestérte GABAerge Transmission zu geringeren Gamma-Oszillationen fuhrt [84].

Es wird noch ein zweiter Erklarungsansatz fir die Beeintrachtigung der
Gamma-Oszillationen bei der SCZ verfolgt, denn es gibt ebenfalls Belege fur eine
gestorte  glutamaterge  Neurotransmission. Eine verminderte exzitatorische

Reizubertragung von PZ an kortikale IN wird derzeit diskutiert [36]. Da Neurexin 1 fur die
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synaptische Kopplung glutamaterger und GABAerger Neurone unentbehrlich ist, ist es
durchaus mdglich, dass heterozygote Deletionen in NRXNL1 einen entscheidenden
Einfluss auf die Neurotransmission haben kdnnen. Ein Funktionsverlust von NRXN1

koénnte die Abnahme der Gamma-Oszillationen bei SCZ-Erkrankten begiinstigen.

5.3 Ergebnisse im Kontext mit NRXN1

Diese Arbeit zeigt, dass die Transkription der IN-Marker zwischen den Patienten sehr
unterschiedlich ausgepréagt ist. Eine veranderte Expression der IN-Marker ist bereits
mehrfach im Zusammenhang mit der SCZ beschrieben worden. Inwiefern eine
heterozygote Deletion in NRXN1 auf die veradnderte Expression der TF der
IN-Entwicklung zurtickzufiihren ist, wurde bisher noch nicht konkret untersucht. Mehrere
publizierte Arbeiten zeigen, dass die Expression von NRXN1 fir die Ausbildung
funktionaler inhibitorischer Synapsen im Kortex von Vertebraten notwendig ist [85-87].

Ein knock-out Mausmodell zeigt, die Deletion der Gene NRXN1, NRXN2 und NRXN3 in
IN hat Auswirkung auf die synaptische Ubertragung von IN auf PZ der Lamina 5. Diese
Auswirkung hangt jedoch vom jeweiligen betroffenen Zelltyp ab [87]. Eine Deletion aller
NRXN-Gene in PVALB-positiven IN zeigte eine Verringerung der Synapsen um 50 %.
Die Anzahl der Zellen, die miteinander in Verbindung stehen, bleibt dabei unverandert.
Bei SST-positiven IN verhalt es sich umgekehrt. Bei einer Deletion aller NRXN-Gene
zeigen sich bei SST-positiven IN keine Veranderungen in der Anzahl der Synapsen pro
Zelle, jedoch treten weniger SST-positive IN mit PZ in Kontakt. Das zeigt eindeutig,
welche unentbehrliche Funktion Neurexine in der Ausbildung leistungsfahiger
Neuronen-Kontakte einnehmen. Das benannte Modell erklart dabei jedoch nicht, welche
unterschiedlichen Funktionen die einzelnen Gene NRXN1, NRXN2 und NRNX3
ubernehmen [87].

In einer weiteren Arbeit wurden aus humanen embryonalen Stammzellen, die eine
heterozygote Genvariation von a- und B-NRXN1 trugen, Neurone generiert [88]. Bei
diesen generierten Neuronen war die synaptische Ubertragung von Signalen
beeintrachtigt. Die Anzahl an Synapsen ist dabei nicht verandert. Es zeigt sich eine
geringere Freigabe von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt [88]. Da GABAerge
IN wahrend ihrer Entwicklung auf die Prasenz exzitatorischer Reize angewiesen sind, ist
anzunehmen, dass ein Funktionsverlust in NRXN1 die Ausdifferenzierung und Reifung
von IN stark beeintrachtigt. Da ein Funktionsverlust von NRXN1 die Ubertragung
synaptischer Signale beeintrachtigt, ist davon auszugehen, dass dadurch auch die

Ausiibung der Gamma-Oszillationen im Gehirn eingeschrankt ist.
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Die Ergebnisse der folgenden humanen PM-Studie zeigen, dass wahrend der prénatalen
Entwicklungsphase im zweiten Trimester die Transkription von a- und B-NRXN1 von
Woche zu Woche stetig steigt. Perinatal wird die héchste Transkriptionsrate erreicht.
Postnatal sinken die Transkriptionsraten von a- und B-NRXN1 bis zum Beginn des
vierten Lebensjahres. Das zu Beginn des vierten Lebensjahres erreichte Transkriptlevel
von a- und B-NRXNL1 bleibt bis ins Erwachsenenalter erhalten [89]. Da die Transkription
von NRXN1 besonders in der friihen Entwicklung am hdchsten ist, nimmt NRXN1
hdchstwahrscheinlich einen hohen Stellenwert in der Neurogenese ein. Das lasst den
Umkehrschluss zu, dass eine Variation von NRXN1 zu einer Neuroentwicklungsstérung

fuhren kann.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Neurone aus iPSC differenziert, welche die
genetischen Informationen der Patienten tragen. Bei Patient 1 liegt eine heterozygote
Deletion im a-NRXN1 der Exons 1 - 6 und des a-NRXN1-Promoters vor. Bei Patient 2
liegt eine heterozygote Deletion im a-NRXN1 der Exons 4 — 6 vor. Die Genabschnitte
der B-NRXNl1-Isoform sind bei beiden Patienten nicht veréndert. Exon 1 ist fir die
Kodierung der LNS1-Doméne und der ersten EGF-Domane zustandig. Die Exons 3 — 5
sind am alternativen SpleiRen an AS1 mit inbegriffen und kodieren den Abschnitt
zwischen erster EGF-Domane und LNS2-Domane. Exon 6 kodiert einen grof3en Anteil
der LNS2-Domaéne [71]. Durch die sechs vorhandenen Splei3stellen im NRXNL1 ist es
mdglich, eine Vielzahl von Proteinvarianten zu generieren. Bisher sind 247 a-NRXN1
und 11 B-NRXN1 SpleiBvarianten bekannt. Exon 6 fehlt nur in etwa7 % der
verschiedenen SpleiRvarianten. Diese SpleiRvarianten ohne Exon 6 zahlen nicht zu den
90 % der am haufigsten von den Zellen exprimierten Transkripten [71]. Diese Tatsache
unterstreicht die Bedeutung des Exons6 zur Ausbildung einer funktionalen

a-Neurexinl-lsoform.

Die LNS2-Domane, kodiert durch Exon 6, stellt die Bindungsstelle fir die Liganden
Dystroglycan und weitere Proteine der Gruppe der Neurexophilline dar. Es ist wenig Uber
die Interaktion mit Neurexophillinen bekannt, beispielsweise deren Funktionsweise oder
welche Neurexophilline an welche Neurexine binden [67]. Durch RNA-Analysen muriner
Neurone ist bekannt, dass Neurexophilline besonders von IN exprimiert und sezerniert
werden, im speziellen von PVALB-positiven IN [90], welche auch fiir die Generierung der
Gamma-Oszillationen notwendig sind. Durch eine veranderte Interaktion von
a-Neurexinl und Neurexophillin konnte es zu einer fehlerhaften Ausbildung

inhibitorischer Synapsen kommen. Hier kann ein Zusammenhang zu den
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eingeschrankten kognitiven Fahigkeiten, die mit einer SCZ-Erkrankung einhergehen,

bestehen.

A-Neurexine sind flir die primare Ausbildung und Entwicklung der groben Struktur der
Synapsen nicht essenziell. Sie haben jedoch vor allem in der Modulation der Synapsen
eine wichtige Bedeutung. A-Neurexine Ubernehmen die Feineinstellung wahrend der
Synapsenentwicklung. Ein knock-out Mausmodell zeigt, ein vollstandiger Verlust aller
a-Neurexine fuhrt zu einer Reduktion inhibitorischer Synapsen um etwa 30 % [91]. Bei
denen in dieser Arbeit verwendeten iPSC kodnnte aufgrund des Fehlens relevanter
Strukturen im a-NRXN1 eine geringere Expression an a-Neurexin 1-Proteinen in den
Neuronen der Patienten vermutet werden. Ob eine Reduktion von a-Neurexin 1
ebenfalls zu einer Reduktion inhibitorischer Synapsen fihrt oder ob lediglich ein
knock-out aller a-Neurexine zu diesem Ergebnis fihrt, ist unklar. Denkbar wére, dass
vor allem bei Patient 1 aufgrund der heterozygoten Deletion des a-Promotors eine
geringere Anzahl an a-NRXNZ1-Transkripten und a-Neurexin 1-Proteinisoformen vorliegt

und eine verminderte Anzahl an inhibitorischen Synapsen nach sich ziehen kdnnte.

Das a-NRXN1-Transkript tragt ebenfalls die Information fur die Ausbildung der
LNS6-Domane. Die LNS6-D6mane enthalt das AS4, welche durch Exon 22 kodiert wird.
Jeder Neuronen-Subtyp exprimiert Zelltyp-spezifische Neurexin 1-Proteinisoformen. Im
Mausmodell wurde gezeigt, dass unter physiologischen Umstanden in den
a-Neurexin 1-Isoformen der PZ das AS4 nicht vorliegt. In IN liegt AS4 jedoch vor [85,92].
Ein Mausmodell zeigt die Folgen einer Deletion des Exon 22 in PVALB-positiven IN. In
diesen PVALB-positiven IN ist dementsprechend wie in den PZ kein AS4 nachweisbar.
Es zeigen sich keine Veranderungen in der Dichte der Synapsen zu den Zellkdrpern
sowie kein Unterschied in den Synapsen zwischen den PVALB-positiven IN. Jedoch
wurde eine veranderte Netzwerkaktivitdit beobachtet. Die Mause zeigen keine
veranderte Lokomotion, keine Anzeichen fur Angst-Verhalten, jedoch Anzeichen fur ein
eingeschranktes Kurzzeitgedéachtnis [85]. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass
eine verminderte Transkription von a-NRXN1 aufgrund der reduzierten AS4 in PVALB-

positiven Zellen zu einer Einschrankung der kognitiven Eigenschaften fuhren kann.

Eine Veradnderung des AS4 der LNS6 hat Auswirkungen auf die Interaktion mit
Bindungspartnern, vor allem mit Neuroliginen. Diese binden nur, wenn eine bestimmte
Neurexin-Konformation vorliegt [67]. Dies trifft sowohl fir a- und B-Neurexin 1 zu. Es ist
davon auszugehen, dass bei den Dbeiden untersuchten Patienten die

B-Neurexin 1-Expression intakt ist, da keine DNA-Variationen in den dafir relevanten
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Bereichen vorkommen. Jedoch entstammt unter physiologischen Bedingungen der
Grol3teil der in den Zellen exprimierten Neurexine den a-NRXN1-Transkripten [93]. Es
ist zu vermuten, dass ein teilweiser a-NRXN1-Transkriptverlust nicht oder nur teilweise
durch eine vermehrt B-NRXN1-Transkription kompensiert werden kann, da die beiden
Isoformen Zelltyp-spezifisch gebildet werden. B-Neurexin 1 wird vor allem von PZ
exprimiert und geht mit postsynaptischem Neuroligin 1 eine Bindung ein. Damit
charakterisiert [(-Neurexin1 exzitatorische Synapsen. A-Neurexinl geht mit
Neuroligin 2 eine Interaktion ein und charakterisiert inhibitorische Synapsen [86]. Die
untersuchten Patienten weisen eine Deletion in a-NRXN1 auf, die sich der Literatur nach
auf die Interaktion mit Neuroligin 2 auswirkt. Dadurch ist anzunehmen, dass
heterozygote Deletionen in a-NRXN1 die Modulation inhibitorischer Synapsen

beeinflussen.

Neurexine werden besonders wahrend der Entwicklung von Neuronen stark exprimiert.
Diese Tatsache impliziert, dass Neurexine in der Entwicklung einen besonders hohen
Stellenwert einnehmen. Bei den untersuchten Patienten kommt die Vermutung auf, dass
aufgrund der heterozygoten Deletion im o-NRXN1 die Bindungsstellen des
a-Neurexins 1 fur IN-spezifische Liganden dysfunktional sind. Das betrifft bei Patient 2
die Interaktion mit Neurexophillin Gber die LNS2-Domaéane. Bei Patient 1 betrifft es das
gesamte a-Neurexin 1, das heif3t sowohl die Interaktion mit Neurexophillin Gber die
LNS2-Doméane sowie die Interaktion mit Neuroligin 2 Gber die LNS6-Domane. Dieses
deutet auf eine fehlerhafte Regulierung von inhibitorischen Synapsen hin. Das kénnte
einen Erklarungsansatz fir die stark verdnderte Expression der IN-Marker bei den
untersuchten Patienten in dieser Arbeit bieten, da IN wéahrend der Entwicklung auf
neurogene Signale angewiesen sind. Inwiefern die heterozygote Deletion in NRXN1
einen Einfluss auf die Expression der IN-Marker hat, kann mit dieser Arbeit nicht sicher
beurteilt werden. Zusammenfassend liegt die Vermutung nahe, dass die in Patient 1 und
Patient 2 vorliegenden heterozygoten Deletionen in NRXN1 die Fehlentwicklung von IN
bei SCZ beglnstigt haben, da essentielle Transkriptvarianten des NRXN1 bei diesen

Patienten wahrscheinlich vermindert vorliegen.

5.4 Ergebnisse im Kontext zu anderen SCZ-Modellen

Diese Arbeit zeigt, dass in differenzierten Neuronen keines der untersuchten Gene in
seiner Transkription mit der der Kontrollzelllinie TD KON4-B (TD WISCiO04-B)
Ubereinstimmt. Eine veranderte Expression der hier untersuchten molekularen Marker
fur IN ist bereits mehrfach im Zusammenhang mit der SCZ beschrieben worden. Die

Ergebnisse dieser Arbeit werden mit Arbeiten verglichen, die einen Zusammenhang
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dieser molekularen Marker fir IN und SCZ mithilfe diverser SCZ-Modelle untersucht
haben. Bei den zum Vergleich herangezogenen Arbeiten handelt es sich hauptsachlich

um humane PM-Studien und um Maus- oder Ratten-Modelle.

5.4.1 Betrachtung von PVALB

In mehreren Maus- und Rattenmodellen, die bekannte Risikofaktoren fur die SCZ tragen,
ist eine um 17-48% reduzierte Proteinexpression von PVALB mithilfe der
Immunfloureszenz im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp gezeigt worden [94]. Es ist aus
mehreren PM-Studien bekannt, dass bei SCZ-Patienten eine Reduktion der
Transkription und Proteinexpression von PVALB im Rahmen von 17 — 50 % in diversen
Kortexbereichen vorliegt [95-102]. Einige PM-Studien zeigen wiederum einen nicht

signifikanten Unterschied zwischen SCZ und Kontrollen [103,104].

In einer weiteren PM-Studie wurde ebenfalls eine Reduktion der PVALB-Transkription
bei Gesamtbetrachtung der SCZ-Patienten um 22 % gegenuber der Kontrollen
nachgewiesen [105]. Die zuletzt genannte Studie von Volk und Kollegen zeigte jedoch,
dass die SCZ nicht zwingend mit einer Reduktion der PVALB- und SST-Expression
einhergeht. Es wurde gezeigt, dass nicht alle SCZ-Patienten dem sogenannten low
GABA marker-Typ (LGM) entsprechen. Mit dem LGM-Typ sind Individuen definiert, die
einheitlich eine verminderte Expression typischer GABAerger Marker, wie der glutamate
decarboxylase 67 (GAD67), PVALB, SST und LHX6, vorweisen. Dieser molekulare
Phanotyp kommt sowohl bei gesunden als auch bei psychiatrisch erkrankten Individuen
vor. Volk und Kollegen zeigten, dass 48,8 % der SCZ-Patienten, 47,8 % der Patienten
mit schizoaffektiver Stérung, 28,6 % der Patienten mit bipolarer Stérung und 4,6 - 7 %
der gesunden Kontrollen in der untersuchten Stichprobe den LGM-Typ aufweisen
[106,105]. Anhand dieses Unterscheidungskriteriums zeigt sich eine enger eingefasste
signifikante Expressionsreduktion von PVALB um 28-34 % bei SCZ-Erkrankten des
LGM-Typs gegeniber der Gruppe des nicht-LGM-Typs. Diese Ergebnisse zeigen, dass
der LGM-Typ allein keine Ursache der SCZ ist, allerdings einen Risikofaktor
psychiatrischer Erkrankungen darstellen kénnte. Diese Vermutung ist darauf begriindet,

dass der LGM-Typ bei gesunden am geringsten in der Stichprobe zu finden war.

In dieser Arbeit konnte im iPSC-Modell gezeigt werden, dass die Transkription von
PVALB bei der SCZ gegeniiber der Kontrolle reduziert ist. Das iPSC-Modell zeigte eine
Reduktion der Transkription von PVALB von bis zu 98 %. PM-Studien zeigten eine
weniger starke Reduktion der PVALB-Expression. Das lasst die Vermutung zu, dass eine

heterozygote Deletion in NRXN1 im Zusammenhang mit der Entwicklung des LGM-Typs
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stehen konnte. Diese Hypothese muss jedoch durch weitere ausfiihrliche
Untersuchungen bestatigt werden. Die verminderte Transkription von GADG67 ist
ebenfalls ein Merkmal fur Neurone des LGM-Typs, weswegen die Untersuchung dieses
Markers in weiteren Experimenten die aufgestellte Hypothese weiter stitzen kdnnte.
DarlUber hinaus ware es wichtig zu untersuchen, welche Auswirkungen eine Deletion in
NRXN1 auf molekularbiochemischer Ebene in gesunden Individuen hat. Kdme es
ebenfalls zur Ausbildung eines LGM-Typs? Ebenso wichtig ist es, besser zu verstehen,
ob der LGM-Typ Auswirkungen auf den klinischen Phanotyp der Erkrankung zeigt.

5.4.2 Betrachtung von SST

SST betreffend wurde in mehreren PM-Studien gezeigt, dass die Transkription von SST
bei SCZ gegenuber der Kontrolle in diversen Kortexregionen um 20 - 51 % reduziert ist
[107,98,104,100,96,105]. Eine weitere PM-Studie zeigt ebenfalls einen Trend zur
Reduktion der SST-Transkription, allerdings ist diese nicht signifikant [95]. Auch hier
lasst sich die grolRe Spannbreite der Angaben und das nicht signifikante Ergebnis mit
dem Vorhandensein zweier unterschiedlicher molekularer Ph&notypen innerhalb der
Erkrankung SCZ erklaren. Denn die genannten PM-Studien zur SST-Transkription
haben nicht zwischen dem LGM-Typ und dem nicht-LGM-Typ unterschieden. Vergleicht
man direkt den LGM-Typ mit dem nicht LGM-Typ, zeichnet sich eine signifikante
Reduktion der SST-Transkription um 48 % ab [106]. Allen Arbeiten gemeinsam ist, dass
sie eine Reduktion der SST-Transkription zeigen, ebenso wie in diesem iPSC-Model.
Dies ist ein weiterer Hinweis, dass eine heterozygote Deletion in NRXN1 eine Ausbildung
des LGM-Typs beginstigen konnte. Allerdings zeigen sich hier bei den meisten der
iPSC-abgeleiteten SCZ-spezifischen Neurone eine starkere Reduktion um mindestens
89 %.

5.4.3 Betrachtung von CALB1 und CALB2

In einigen PM-Studien wurden Reduktionen der Proteinexpression von CALB1 in
verschiedenen Kortexbereichen bei SCZ-Patienten beschrieben [102,103,108,97].
Jedoch gibt es auch eine Arbeit, die zeigt, dass die Proteinexpression von CALB1 bei
der SCZ erhdht ist [109]. Eine andere Arbeit konnte eine erhéhte CALB1-Transkription
um 22,7 - 27,2 % bei der SCZ nachweisen [100,104]. In dieser Arbeit wurde eine
verminderte Transkription von CALB1 gezeigt. Diesem uneinheitlichen Bild folgend
kénnte eine Vermutung lauten, dass es bei den verschiedenen SCZ-Patienten keinen
einheitlichen Pathomechanismus hinsichtlich der CALB1-Expression betreffend gibt. Die
CALB1-Expression ist vermutlich von dem jeweiligen Risikofaktor und der Atiologie der
betroffenen Patienten abhangig. Ebenfalls kdnnte das Vorliegen der verschiedenen

Ergebnisse auf die Untersuchung zweier verschiedener Zeitpunkte zuriickzufihren sein.
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Das iPSC-Model stellt die Verhaltnisse wahrend der embryonalen Neurogenese nach
und die PM-Analysen wurden zum Endpunkt der Erkrankung in einem adulten Gehirn

durchgefuhrt.

Die calciumbindenden Proteine PVALB, CALB1 und CALB2 weisen neuroprotektive
Eigenschaften auf. So zeigen CALB1-positive Zellen in einem murinen in vitro-Modell
eine effektivere Reduktion der intrazellularen Calcium-Konzentration, eine bessere
Pufferung des intrazellularen Calciums sowie hoéhere Uberlebenschancen
beispielsweise nach hypoglykdmischen Zustdnden. Ebenso schitzen die
calciumbindenden Proteine die Neurone vor oxidativem Stress. Eine verringerte
Expression der calciumbindenden Proteine macht die Zelle sensibler und stéranfalliger
fur auRere Einflussfaktoren [110]. Eine Theorie zur Atiologie der SCZ beinhaltet, dass
Traumata  wahrend des  pranatalen oder des frihen  postnatalen
Entwicklungszeitraumes, in dem die calciumbindende Proteine noch nicht oder nicht im
ausreichenden Mal3e exprimiert werden, die Anfélligkeit fur SCZ enorm erhthen
koénnen [97]. Ob die veranderten CALB1-Expressionen Ursache oder Folge der bei SCZ

vorliegenden Pathomechanismen darstellt, ist jedoch wenig erforscht.

In mehreren PM-Studien zeigte sich keine verédnderte CALB2-Expression zwischen
SCZ-Gruppe und Kontrollgruppe auf Protein- und auf Transkriptebene
[102,101,103,109,104,98,99,97]. Eine weitere PM-Studie zeigte ebenfalls keinen
Unterschied in der CALB2-Transkription zwischen SCZ und Kontrollen, aul3er im
primaren visuellen Kortex. In diesem war eine Steigerung der Transkription um 41 % bei
SCZ zu erkennen [96]. In einer anderen PM-Studie konnte bei SCZ eine um 9 % erhdhte
CALB2-Transkription gezeigt werden [105]. Das iPSC-Modell dieser Arbeit zeigt nicht so
ein einheitliches Ergebnis, sondern Unterschiede zwischen den Neuronen der
verschiedenen Patienten. Die Replikate des Patienten 2 zeigen eine dreifach stérkere
Transkription als die Kontrollzelllinie, wahrend zwei Replikate des Patienten 1 eine
Reduktion der Transkription von 26 — 29 % vorweisen. Dieses Ergebnis passt nicht zu
den genannten PM-Studien. Die Unterschiede zwischen den Patienten wurden in den
jeweiligen biologischen Replikaten bestétigt. Daher ist die Vermutung zulassig, dass dies
eine Veranderung in Abhangigkeit zu den unterschiedlich vorliegenden Deletionen in
NRXN1 sein kénnte. Da der Zusammenhang zwischen der NRXN1-Funktion mit der
IN-Entwicklung bisher kaum untersucht wurde, sind aktuell auch keine weiteren

Untersuchungen in Zusammenhang mit CALB2 publiziert worden.
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5.4.4 Betrachtung von NPY und RELN

In diesem iPSC-Modell zeigte sich eine bis zu 14-fach erhdhte Transkription von NPY in
Abhangigkeit zur SCZ. Im Gegensatz dazu konnte in einigen PM-Studien gezeigt
werden, dass die Transkription von NPY im préafrontalen Kortex (PFC) beziehungsweise
im DLPFC bei SCZ um 15 — 28 % reduziert ist [104,107,95]. Ebenfalls wurde in weiteren
PM-Studien gezeigt, dass die NPY-Transkription in der SCZ unverandert ist [111,100].
Die auf den ersten Blick gegensétzlich erscheinenden Aussagen resultieren eventuell
aus einer sehr heterogenen Patientengruppe. 2009 konnte in einer weiteren PM-Studie
gezeigt werden, dass bei einer reinen SCZ keine Verénderungen der NPY-Transkription
zwischen SCZ und Kontrolle vorliegen. Bei Patienten, die an einer schizoaffektiven
Storung litten, zeigten sich jedoch eine signifikante Reduktion der NPY-Expression in
der oberflachlichen weilen Substanz des DLPFC gegenuber der gesunden
Kontrolle [112]. Das lasst die Vermutung zu, dass reduziertes NPY mit der Entwicklung
von Stérungen der Stimmungsregulierung mit zusatzlicher Stérung der
Realitatswahrnehmung einhergeht. Denn die Patienten, die ausschliel3lich an
Psychosen im Rahmen einer SCZ-Erkrankung oder ausschlie3lich an einer gestorten
Stimmungsregulierung im Rahmen einer schweren Depression litten, zeigten keine
Veranderung der NPY-Expressionsraten [112]. Die Ergebnisse der zuvor genannten
Arbeiten kénnten darauf zurtickzuftihren sein, dass innerhalb der Patientengruppen die
SCZ-Erkrankung und die schizoaffektive Stérung zusammengefasst wurden und nicht
separiert betrachtet worden sind. Vor dem Hintergrund dieser Feststellung gilt es zu
Uberprifen, wie sich der Unterschied zwischen diesen beiden klinischen Phanotypen
auch auf die Expression aller hier untersuchten IN-Marker widerspiegelt. In den bisher
veroffentlichten PM-Studien, welche fiir die Beurteilung dieser Arbeit herangezogen
worden sind, ist eventuell nicht deutlich genug zwischen Patienten mit SCZ und

Patienten mit schizoaffektiver Storung unterschieden worden.

Eine skandinavische Assoziationsstudie hat RELN als Risikogen fir SCZ
identifiziert [113]. In einigen PM-Studien konnte eine Reduktion der RELN-Transkription
bei der SCZ um 30 - 50 % gezeigt werden [11,114,115]. Diese Arbeit zeigt ebenfalls eine
Reduktion der RELN-Transkription, die mit 92 — 98 % Werte aus PM-Studien Ubertrifft.

5.4.5 Betrachtung der TF SHH, NKX2.1 und LHX6

Im Zebrafisch konnte nachgewiesen werden, dass SHH einen Einfluss auf die
Expression des Gens disrupted in schizophrenia 1 hat. Mutationen in disrupted in
schizophrenia 1 sind bereits in der SCZ beschrieben worden [116]. Aus diesem Grund

kann angenommen werden, dass eine geringe SHH-Expression mit der SCZ in
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Zusammenhang steht. SHH ist essenziell fur die Entwicklung der kortikalen IN. Eine
fehlerhafte SHH-Expression hatte daher eventuell krankheitsrelevante Folgen. In diesem
iPSC-Model weisen die Patienten gegeniber der Kontrolle deutlich verdnderte
SHH-Transkriptionen auf. Die NKX2.1-Expression wurde im direkten Zusammenhang
mit SCZ bisher kaum untersucht. Der TF NKX2.1 Ubernimmt eine wichtige Funktion bei
vielen molekularen Signalwegen, die bei SCZ einer verdnderten Regulation
unterliegen [58]. Da die NKX2.1-exprimierenden Progenitorzellen eine Schliisselfunktion
in Entwicklung der PVALB- und SST-positiven kortikalen IN einnehmen, ist davon
auszugehen, dass die in dieser Arbeit festgestellte Ver&nderung der
NKX2.1-Transkription eine wichtige Rolle im Pathomechanismus der SCZ einnimmt.

In PM-Studien konnte gezeigt werden, dass bei SCZ im PFC eine Reduktion der
LHX6-Transkription um 10 — 15 % vorliegt im Vergleich zur gesunden Kontrolle [105,59].
Im Gegensatz dazu konnte eine andere PM-Studie keine signifikanten Unterschiede auf
Transkriptebene zwischen SCZ-Patienten und Kontrolle in mehreren Kortexbereichen,
einschlie3lich des DLPFC, feststellen [96]. Diese Ergebnisse stellen keinen Widerspruch
zueinander dar, wenn in Betracht gezogen wird, dass in den genannten Arbeiten nicht
zwischen dem LGM-Typ und dem nicht-LGM-Typ unterschieden wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass SCZ-Patienten, die dem LGM-Typ angehdren, eine signifikante
Reduktion der LHX6-Transkription von 23 % gegenidber dem nicht-LGM-Typ
vorweisen [106]. In dieser Arbeit war eine Reduktion der LHX6-Transkription im
iPSC-Modell bei SCZ im Vergleich zur Kontrollzelllinie um 50 % bis zu 93 % zu
verzeichnen. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass eine heterozygote Deletion in
NRXN1 bei SCZ-Patienten die Ausbildung eines LGM-Typs beglinstigen kdnnte. Im
iPSC-Model zeichnet sich eine Reduktion der LHX6-Transkription in einem gré3eren

Umfang ab, als dies in den PM-Studien der Falls ist.

5.4.6 Betrachtung von OLIG2 und CXCR4

Der Zusammenhang zwischen OLIG2 und SCZ ist in Assoziationsstudien beschrieben
worden. Dabei wurde zum einen eine Kohorte der britischen Inseln, zum anderen eine
chinesische Population betrachtet [117,118]. In Japan ist jedoch kein Zusammenhang
festgestellt worden [119]. Demnach ist die Herkunft der Probanden hier von Bedeutung.
In einer nordamerikanischen PM-Studie konnte mithilfe der Immunhistochemie gezeigt
werden, dass die Anzahl der OLIG2-positiven Zellen um 21 % bei SCZ-Patienten
reduziert ist [48]. Das Ergebnis legt nahe, dass die OL wahrend ihrer Differenzierung
gestort werden oder im Verlauf der SCZ degenerieren. In einer weiteren PM-Studie

wurde mittels Durchflusszytometrie jedoch kein signifikanter Unterschied in der
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Proteinexpression von OLIG2 im frontalen und hinteren Kortex zwischen SCZ-Patienten
und Kontrollen gefunden [120]. Eine weitere PM-Studie zeigte keinen signifikanten
Unterschied in der OLIG2-Transkription zwischen SCZ-Patienten und Kontrollen im
DLPFC [121]. Die zuletzt genannte PM-Studie hat jedoch eine signifikant verminderte
OLIG2-Transkription bei homo- und heterozygoten Tragern des Risiko-A-Allels
festgestellt, ein Allel, das bereits in der oben genannten Assoziationsstudie [117] im
Zusammenhang mit der SCZ beschrieben wurde. Die in diesem iPSC-Modell
untersuchten Neurone zeigen eine verminderte Transkription von OLIG2. Unklar ist, ob
die untersuchten Patienten ebenfalls ein Risiko-A-Allel im Gen OLIG2 tragen.

In einer PM-Studie konnte gezeigt werden, dass die Transkription des
Chemokinrezeptors CXCR4 bei der SCZ um 14 % erhoht ist gegeniber den
Kontrollen [122]. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit eine um 46 —82 %
niedrigere CXCR4-Transkription gegenuber der Kontrolle gezeigt. Es gibt dafur sinnvolle
Erklarungsansatze im Kontext der SCZ. Ein Mausmodell zeigt, dass ein
CXCRA4-Funktionsverlust in PVALB-positiven IN zu einem veranderten Verhalten fuhrt.
Die Mause wiesen Stereotypien auf, sowie eine Hyperaktivitéat im open field test und ein
eingeschranktes Sozialverhalten [123]. Dies sind auch typische Symptome der SCZ.
CXCRA4 ist fur die Migration der MGE-stammigen kortikalen IN notwendig. Das lasst
vermuten, dass ein Funktionsverlust des funktionellen Komplexes aus
Chemokinrezeptor CXCR4 und des dazugehorigen Liganden CXCL12 einen Anteil an
den pathophysiologischen Verdnderungen in der SCZ haben kann. Der Komplex aus
Ligand CXCL12 und Rezeptor CXCR4 ist notwendig fur die Migration und fir die
Ausbildung inhibitorischer Synapsen von PVALB-positiven kortikalen IN zu PZ im PFC.
Ein Mausmodell zeigt, bei einem Verlust von CXCL12 liegen weniger inhibitorische
Synapsen an den PZ der Lamina 5 im Kortex vor [63]. Es ist durchaus wahrscheinlich,
dass ein Verlust des Rezeptors CXCR4 zu &hnlichen Ergebnissen fuhrt. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass beide SCZ-Patienten eine reduzierte CXCR4-Transkription
gegenuber der Kontrolle vorweisen. Das lasst vermuten, dass in diesem Model eine
verminderte Anzahl inhibitorischer Synapsen an PZ vorliegt. Diese Synapsen sind
jedoch notwendig, um die erforderlichen Gamma-Oszillationen im PFC zu erzeugen, die

fur die Leistung kognitiver Féhigkeiten notwendig sind.

5.4.7 Betrachtung von ASCL1, DLX1 und DLX2
In der Literatur ist wenig Uber die Expression von ASCL1 im Zusammenhang mit SCZ
bekannt. Aufgrund seiner essentiellen Funktion in der frihen Entwicklung kortikaler IN

ist zu vermuten, dass eine veranderte Expression von ASCL1 die Entwicklung
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kortikaler IN beeinflussen kann und damit auch zum Pathomechanismus der SCZ
beitragen kann. Auch DLX2 ist wichtig fur die Neurogenese. In einer DNA-Analyse von
SCZ-Patienten und Kontrollen wurden DNA-Variationen in DLX2 in beiden Gruppen
ohne signifikante Tendenz gefunden [124]. Aufgrund der Funktion von DLX2 haben
Veranderungen in der Expression wahrscheinlich auch Auswirkungen auf die
Entwicklung kortikaler IN. DLX2 ist daher eventuell auch an der Pathophysiologie der
SCZ beteiligt.

In einer skandinavischen Assoziationsstudie wurde DLX1 als Risikogen fir die SCZ
identifiziert [113]. Eine PM-Studie an 62 SCZ-Erkrankten und 62 Kontrollen zeigte eine
verminderte Transkription von DLX1 um etwa 20 % bei der SCZ [125]. In einer anderen
PM-Studie ist jedoch keine Verdnderung der DLX1-Transkription bei SCZ gegeniiber der
Kontrolle nachgewiesen worden [126]. Mithilfe der in situ-Hybridisierung konnte in einer
weiteren PM-Studie gezeigt werden, dass die Transkription von DLX1 signifikant um
35 % bei psychiatrischen Patienten, die unter einer Psychose litten, gegeniber der
Kontrolle reduziert war [127]. In der beschriebenen Studie wird sich nicht nur auf die SCZ
beschrankt. In der Gruppe der Untersuchten, die an Psychosen litten, wurden Patienten
mit einer SCZ, einer bipolaren Stérung oder einer schweren Depression eingeschlossen.
Die Kontrollgruppe setzte sich aus Patienten derselben Krankheiten ohne Psychosen
und psychiatrisch unauffalligen Personen zusammen. Daraus erschlie3t sich, dass
DLX1 wahrscheinlich eine wichtige Funktion in der Pathogenese der Psychose und
damit der Positivsymptomatik der SCZ einnimmt. Eine Reduktion der DLX1-Expression
konnte in diesem iPSC-Modell nicht fiir beide Patienten gezeigt werden. Hier zeigen sich
Unterschiede zwischen beiden Patienten, wobei Patient 1 eine erhhte Transkription um
500 % gegentber der Kontrollzelllinie zeigt und Patient 2 eine verminderte Transkription
von DLX1 um etwa 50 % aufweist. Beide Patienten zeigten im Krankheitsverlauf
Psychosen. Zusammen legen eigene Daten und die Literatur nahe, dass DLX1 in der
SCZ fehlerhaft reguliert ist und mit der Entwicklung von Psychosen im Zusammenhang
steht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass DLX1 aufgrund seiner Funktion
einen Einfluss auf den Pathomechanismus der SCZ hat, jedoch nicht zwingend
charakteristisch fir eine SCZ ist. Kongenitale Infektionen und Immunreaktionen der
Mutter sind ebenfalls bekannte Risikofaktoren fur die Entwicklung einer SCZ [128]. In
einem entsprechendem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass unter anderem die
Transkription von DLX1 und LHX6 verdndert ist, wenn der Embryo pranatal einer

Immunreaktion der Mutter ausgesetzt war [129]. Mdglicherweise ist DLX1 in der SCZ ein
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wichtiger Bestandteil der durch NRXN1 und immunregulatorische Signalwege gesteuert

wird.

5.4.8 Betrachtung von SP8

SP8 ist bei einer genomweiten Assoziationsstudie in der japanischen Bevdlkerung als
Risikogen fur SCZ identifiziert worden [130]. Daraus lasst sich schlieBen, dass SP8
eventuell einen Anteil an der Pathophysiologie der SCZ hat. In dieser Arbeit zeigten sich
entweder verminderte oder erhohte Transkriptionen von SP8 in SCZ-spezifischen

Neuronen im Vergleich zur Kontrolle.

5.5 Ergebnisse im Kontext der embryonalen Hirnentwicklung

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung von Zusammenhangen zwischen
SCZ und der Entwicklung kortikaler IN. Die erhaltenen Ergebnisse bestatigen die
aktuelle Literatur und die Annahme, dass bei SCZ bestimmte Pathomechanismen
tiefgreifend in die Entwicklung kortikaler IN eingreifen. Es ist daher wichtig die

Ergebnisse durch weitere Experimente zu validieren.

5.5.1 Betrachtung des Signalwegs: SHH — NKX2.1 — LHX6 — PVALB

Ein Mausmodell zeigt, dass ein Funktionsverlust von SHH zu einer signifikanten
Reduktion an NKX2.1-exprimierenden Progenitorzellen des MGE fiihrt und einen Verlust
von PVALB- und SST-positiven kortikalen IN mit sich brachte [50]. In diesem iPSC-
Modell ist dies ebenfalls zu beobachten. Die Expression von NKX2.1 hangt deutlich von
der SHH-Expression ab. Allerdings kdnnte ein krankheitsspezifischer Effekt sein, dass
eine deutlich hdhere Expression von SHH bei den Patienten notwendig ist als bei der
Kontrollzelllinie, um eine Expression von NKX2.1 zu generieren. Die SCZ-spezifischen
Neurone zeigen eine verminderte NKX2.1-Expression, wenn die SHH-Expression nicht
deutlich tber 100 % lag.

Es ist bekannt, dass eine hohere Menge an SHH eher zu einer Ausbildung von
SST-positiven kortikalen IN anstelle von PVALB-positiven kortikalen IN fiihrt. Diese
entwicklungsbiologischen Gesetzmaligkeiten werden von diesem SCZ-iPSC-Modell
nicht immer erfullt. Neurone des P2-E (MLUIO0O2-E) zeigten zwar eine
PVALB-Transkription &hnlich der Kontrollzelllinie, weisen jedoch eindeutig héhere Level
an SHH auf, als es bei den Neuronen des P1-B (MLUi001-B) mit den etwas lber dem
normalen SST-Transkriptionslevel der Fall ist. Ebenso ist dieses Muster bei den
nachfolgenden TF zu beobachten. Aus einem Mausmodell ist bekannt, dass bei einem
Funktionsverlust von NKX2.1 kein LHX6 exprimiert wird [54]. Ebenso ist bekannt, dass
LHX6 dem NKX2.1 direkt nachgeschaltet ist und durch dieses aktiviert wird [56]. Hier in
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diesem iPSC-Modell zeigt sich jedoch nur eine ausreichende LHX6-Expression bei

Ubermafig starker NKX2.1-Expression im Vergleich zur Kontrollzelllinie (> 250 %).

Dieses iIPSC-Modell zeigt auch, dass ausreichend LHX6 bendétigt wird, um PVALB
exprimieren zu kénnen. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der
LHX6-Expression um 40 - 45 % bei gesunden Individuen keine Auswirkung auf die
Anzahl der PVALB-positiven kortikalen IN oder auf die Menge der PVALB-Transkripte
hat [59,62]. Liegt bei SCZ-Patienten ein Verlust der LHX6-Expression in derselben oder
in Kleinerer GréRenordnung vor, sind deutliche Veranderungen im GABAergen System
zu beobachten. Dazu gehdren eine beeintrachtigte Migration und Differenzierung sowie
veranderte Transkriptionslevel von GAD67, PVALB und SST [106,105]. Die Ergebnisse
aus diesem iPSC-Model zeigen dieses Verhalten ebenfalls. Eine Reduktion der
LHX6-Expression um 50 % fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der PVALB-Expression
um knapp 80 %. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass hier ein SCZ-bedingter
Effekt vorliegen muss. Im Einklang mit dieser Schlussfolgerung wurde im Mausmodell
gezeigt, dass es bei gesunden Individuen bei teilweisem Verlust von LHX6 zu keiner
Abnahme der PVALB-Expression kommt. Demnach liegt die Vermutung nahe, dass ein
weiterer Regulationsmechanismus der PVALB-Expression bei der SCZ beeintrachtigt
sein kdénnte und die Abnahmen der PVALB-Expression bei der SCZ nicht nur auf die

verminderte LHX6-Expression zurtickzufiihren ist.

Dieses iPSC-Modell zeigt ebenfalls, dass eine verminderte LHX6-Transkription bei SCZ
nicht die Ursache sondern die Folge des bei SCZ zugrunde liegenden
Pathomechanismus sein kénnte [59]. Es wird vermutet, dass LHX6 in Folge der SCZ
herunterreguliert wird, wenn andere im Signalweg davorliegende TF krankheitsbedingt
bereits verandert vorliegen und diese den Phénotyp der PVALB- und SST-positiven
kortikalen IN ver&ndern. Ein Mausmodell zeigt, in gesunden Individuen fuhrt ein Verlust
von mehr als 50 % des LHX6 zu einer reduzierten terminalen Differenzierung von
SST-positiven kortikalen IN aber nicht der PVALB-positiven kortikalen IN [62]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei der SCZ diese entwicklungsbiologischen
GesetzmaRigkeiten nicht immer gelten. Bei einer Reduktion der LHX6-Expression um
50 % zeigt sich eine deutliche Transkriptionsreduktion von SST und PVALB im Vergleich
zur Kontrollzelllinie. Dies legt die Vermutung nahe, dass ein bedeutender
Regulationsmechanismus dieses Signalweges bei der SCZ wichtig ist. Dieser Phanotyp
konnte durch die heterozygote Deletion in NRXN1 hervorgerufen worden sein.

Mausmodelle zeigen, bei einem vollstdndigen Verlust der LHX6-Expression ist jedoch
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eine normale Entwicklung und Migration der kortikalen IN auch bei gesunden Individuen
nicht moglich [57,62].

5.5.2 Betrachtung von ASCL1, DLX1, DLX2 und COUPTF1

ASCLL1 ist ein Marker der in den Progenitoren von allen kortikalen IN exprimiert ist. In
dieser Arbeit liegt bei beiden Patienten eine Reduktion der Transkription von ASCL1
gegenuber der Kontrolle vor. Das lasst vermuten, dass bei den Patienten im iPSC-Model
weniger kortikale IN ausgebildet werden als in der Kontrolle. Bekannt ist, dass die
Kombination der TF ASCL1 und DLX1 und DLX2 in den Progenitoren notwendig ist, um
kortikale IN zu generieren [30]. Bei Neuronen aus Patient 2 ist die Transkription von
DLX1 und DLX2 geringer als in der Kontrollzelllinie. Das lieRe vermuten, dass sich
weniger IN-Progenitoren entwickelt haben und stattdessen Vorlaufer der Gliazellen
hervorgegangen sind. Dieser Vermutung widerspricht der Fakt, dass Patient 2 dennoch
keine auffallig veranderte OLIG2-Transkription gegenitber Patientl vorweist.
Moglicherweise exprimieren die TD aufgrund anderer  veranderter
Regulationsmechanismen weniger DLX1 und DLX2.

DLX1 und DLX2 werden wahrend der Entwicklung in allen IN-Progenitoren exprimiert,
wobei die TF eine besondere Bedeutung fur die Entwicklung von SST-, NPY- und
CALB2-positiven kortikalen IN haben [131,55]. Ein Mausmodell zeigt, dass ein
DLX1-Funktionsverlust zu einer Reduktion von rund 22 % der kortikalen IN fuhrt [131].
Dabei handelte es sich vor allem um eine verminderte Expression von SST um 22 %,
von CALB2 um 30 % und von NPY um 42 %, gemessen im sensomotorischen Kortex
zwei Monate postnatal [131]. Ein mausbasiertes in vitro-Modell zeigt, dass es bei einer
heterozygoten Deletion von DLX1 und DLX2 bereits pranatal zu einem Verlust
GABAerger kortikaler IN von etwa 75 % kommt [55]. Wahrend SST-positive und
NPY-positive kortikale IN stark reduziert waren, war das Vorkommen von
CALBZ2-positiven kortikalen IN kaum noch nachweisbar [55]. Obwohl DLX1 und DLX2
Uberall im Subpallium exprimiert werden, scheinen besonders die CGE-stdmmigen
CALBZ2-positiven kortikalen IN auf die Expression von DLX1 und DLX2 angewiesen zu
sein [55].

Dieser Zusammenhang zeigt sich in diesem untersuchten iPSC-Modell nicht eindeutig.
In Bezug auf CALB2 verhalt sich dieses Modell genau entgegengesetzt. Je mehr DLX1
in den einzelnen Linien transkribiert ist, desto geringer fallt die CALB2-Transkription aus.
In diesem iPSC-Modell zeigt sich jedoch, dass die Linie mit der hdchsten

SST-Transkription ebenfalls die starkste DLX1-Transkription aufweist. NPY ist ebenfalls

62



Diskussion

in den Linien hoher exprimiert, die ein hohes DLX1-Transkriptionslevel besitzen. Das
zeigt, dass in diesem SCZ-spezifischen in vitro-Modell das Zusammenspiel der
natirlichen Regulationsmechanismen vorhanden ist. Jedoch verhélt sich die
CALBZ2-Transkription entgegengesetzt der physiologischen Erkenntnisse. Bei Neuronen
aus Patient 2 liegt eine um 50 % reduzierte DLX1-Transkription vor, wahrend sie bei
Patient 1 stark gesteigert ist. Da es beim DLX1-Funktionsverlust zu einer Verminderung
der Anzahl kortikaler IN kommt, kann bei verminderter DLX1-Expression von einem
SCZ-Risiko ausgegangen werden. Eine Erklarung fur die Unterschiede in den Patienten
konnte die unterschiedliche Lokalisation der heterozygoten Deletion im Gen NRXN1
bieten.

Ein Mausmodell zeigt, ein Verlust von COUPTF1 fihrt zu einer verminderten
Generierung SST-positiver IN und einer erhdhten Anzahl an PVALB-positiven IN [47]
Dieser regulatorische Einfluss von COUPTFL1 zeigt sich auch beim Vergleich beider
Patienten miteinander. Patient 1 weist eine signifikant hohere Expression von COUPTF1
auf und besitzt ebenfalls eine hdhere Expression von SST als Patient 2. Patient 2 zeigt
bei geringeren COUPTF1-Expressionen eine hdhere PVALB-Expression als Patient 1.
Dass beide Patienten generell weniger COUPTF1, SST und PVALB als die Kontrolle
exprimieren, lasst vermuten, dass noch weitere Regulatoren einen Einfluss auf die
Expression von PVALB und SST haben und hier durch die SCZ verdndert sind.
AulRerdem zeigt ein Mausmodell, dass ein Funktionsverlust von COUPTF1 zu einer
verminderten Anzahl der CALB2-positiven kortikalen IN des CGE fihrt [46]. Dieser
Zusammenhang kann in diesem iPSC-Modell nicht gezeigt werden. Patient 2 zeigt bei
signifikant geringeren COUPTF1-Expressionen deutlich hhere CALB2-Transkriptionen.
Das lasst vermuten, dass CALB2 bei Patient2 aufgrund anderer

Regulationsmechanismen erhéht exprimiert wird.

5.5.3 Betrachtung des Signalwegs: PROX1 — SP8

Ein Mausmodell zeigt, dass ein reiner PROX1-Funktionsverlust keinen Einfluss auf die
SP8-Transkription hat [28]. In dieser Arbeit zeigen sich einheitlich geringere
PROX1-Transkriptionen und erhdhte SP8-Transkriptionen bei den SCZ-spezifischen
Neuronen im Vergleich zur Kontrollzelllinie. Das deutet darauf hin, dass die zum Teil
erhohte und die zum Teil verminderte SP8-Expression bei SCZ noch einem anderen
regulatorischen Mechanismus unterliegt als nur dem TF PROX1. Daflr spricht auch,
dass Neurone aus Patient 1 verhaltnismaRig mehr PROX1 exprimieren als Neurone aus
Patient 2 und dabei trotzdem eine geringere SP8-Transkription aufweist. Das genannte

Mausmodell zeigt auch, dass ein PROXI1-Funktionsverlust zu einer geringeren

63



Diskussion

CALB2-Expression fiihrt [28]. Diese Arbeit zeigt, dass es zusatzlich noch weitere
Regulationsmechanismen flr die Expression von CALB2 geben muss. Die Neurone
beider Patienten exprimieren sehr wenig PROX1 im Vergleich zu den Neuronen der
Kontrollzelllinie, wobei Patient 1 ebenfalls deutlich verminderte CALB2-Transkriptionen
zeigt, Patient 2 jedoch deutlich erhéhte CALB2-Transkriptionen vorweist. Ebenso wurde
im genannten Mausmodell nachgewiesen, dass ein Funktionsverlust von PROX1 zu
einer reduzierten RELN-Expression fiihrt [28]. Diese Arbeit zeigt dies ebenfalls. Alle
SCZ-spezifischen Neurone zeigen eine geringere Transkription von PROX1 und ebenso
geringe Transkription von RELN im Vergleich zur Kontrollzelllinie.

5.6 Bewertung des iPSC-Modells dieser Arbeit

Das Arbeiten mit einem iPSC-Model bietet viele Vorteile. Allerdings gibt es auch
Grenzen. Im in vitro iPSC-Modell nimmt die Generierung der Neurone einen &hnlichen
Zeitverlauf, wie dies in der in vivo-Entwicklung des fetalen Gehirns der Fall ist. Die
typische Symptomatik der Schizophrenie zeigt sich erst nach etwa 20 - 25 Jahren. Daher
ist die Darstellung der Pathophysiologie mithilfe des iPSC-Modells zum Zeitpunkt des
Krankheitsausbruches begrenzt. Au3erdem ist bei langerer Kultivierung der Neurone die
Gefahr des Verlusts von Material oder die der Infektion mit Mikroorganismen gegeben.
Aus diesen Grinden wird das iPSC-Model hauptsachlich genutzt, um die
entwicklungsbiologischen Veranderungen bei der SCZ zu untersuchen. Somit steht der
Wissenschaft ein weiterer Zweig zur Untersuchung humanen Gewebes zur Verfligung.
Bis vor 10 Jahren war es nur mdglich den Endpunkt der Erkrankung mithilfe von

PM-Studien zu untersuchen.

5.6.1 Aussagekraft von IN-Markern

In dieser Arbeit wurden verschiedene IN-Marker wahrend der in vitro-Differenzierung zu
SCZ-spezifischen Neurone untersucht. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Entwicklung von IN im Vorderhirn von Patienten der SCZ verédndert ist. Diese Arbeit
bietet deutliche Hinweise darauf, dass eine heterozygote Deletion in NRXN1 in
Zusammenhang mit diesen Verdnderungen gebracht werden kann. Diese Arbeit zeigt
auch, dass die aus den PM-Studien bekannten Transkriptver&nderungen sich bereits
wahrend der Neurogenese abzeichnen. Diese Transkriptverdnderungen scheinen im
Zeitraum der Neurogenese zum Teil deutlich stérker vorzuliegen als dies zum Endpunkt
der SCZ in PM-Studien gezeigt wurde. Dies wurde mithilfe dieser Arbeit fir PVALB, SST,
LHX6 und RELN gezeigt. Das ist ein Hinweis darauf, dass dies einen grof3en Beitrag zur
Pathogenese der SCZ darstellt. Allerdings konnte wiederum fir CALB1, CALB2 und NPY

gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse im Widerspruch zu den
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Ergebnissen der PM-Studien stehen. Unklar ist, ob diese Widerspriiche auf die
Untersuchung der Gewebe zu zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien
zurtickzufuihren sind oder ob weitere Grinde ursachlich sind. Beispielsweise kénnten
unterschiedliche Ein- und Ausschlusskriterien der Patienten zur untersuchten Gruppe
zwischen den Forschungsgruppen ursachlich sein. Beispielhaft konnte flr NPY
beschrieben werden, dass dessen Expressionsveranderungen in PM-Studien deutlich
vom Vorhandensein einer schizoaffektiven Stérung abhéngig sind oder die
Transkriptverdnderungen bei PVALB vom Vorliegen des LGM-Typs abhangig sind.

5.6.2 Genetische Diversitat von iPSC-Linien

Die Diversitat zwischen lebenden Individuen spiegelt sich auch in der Diversitat der iPSC
verschiedener Spender wider. Es wurden unterschiedliche Genexpressionen im
Vergleich der iPSC verschiedener Spender und verschiedener Ausgangsgewebe
beobachtet. Lange wurde das epigenetische imprinting, also die Methylierungsmuster
der somatischen Ausgangszellen, daftr verantwortlich gemacht. Mittlerweile konnte aber
gezeigt werden, dass weniger das epigenetische imprinting fir die unterschiedliche
Expression relevanter Gene zwischen verschiedenen iPSC verantwortlich ist, sondern
der individuelle genetische Hintergrund des Spenderindividuums [132]. Das macht das
Vergleichen der verschiedenen publizierten Modelle schwierig.

Ein Vorteil des iPSC-Modells ist, dass der genetische Hintergrund des
Spenderindividuums einen starken Einfluss auf die Expressionsraten diverser Gene
nimmt. Im vorliegenden Modell ist es der Einfluss der heterozygoten Deletion in NRXNL1.
Um diese Heterogenitat von Transkriptionsmustern so gering wie mdglich zu halten und
die Ergebnisse der Modelle besser miteinander vergleichen zu kbnnen, ist es besonders
wichtig Kontrollen zu verwenden, die gleichen Geschlechts, gleichen Alters und
ahnlicher Herkunft sind. Es konnte gezeigt werden, dass so ausgewdahlte humane
iPSC-Linien sich sehr &hnlich in ihrem Transkriptionsmuster und ihren epigenetischen
Eigenschaften sind [133].

Ein weiterer Punkt ist die Frage, ob die genetische Information des Individuums wahrend
der Reprogrammierung der somatischen Zellen in iPSC tatsachlich unbeschadet bleibt.
Besonderes Augenmerk liegt dabei bei diesen Patienten auf der Deletion in NRXNL1.
Obwohl die Literatur beschreibt, dass die genetischen Informationen der Patienten
erhalten wird, gilt es durch weitere Untersuchungen zu tberprifen, inwiefern die iPSC

sowie die differenzierten Neurone verlasslich die genetische Information der Patienten

65



Diskussion

wiedergeben. Das Vorkommen von genomischen Aberrationen in einer iPSC-Kultur ist

bereits beschrieben worden [134].

5.6.3 Diversitat von Kontrollen im iPSC-Modell

Im Rahmen dieser Arbeit wurden iPSC der Linie KON4-B (WISCi004-B) als Kontrolle in
der Differenzierung mitgefihrt und als gesunde Kontrolle im Vergleich zu den
SCZ-spezifischen iPSC analysiert. Die Kontrolle ist hinsichtlich ihrer Herkunft gleich mit
den Patienten, da sie ebenfalls aus einer somatischen Zelle zu einer iPSC
reprogrammiert wurde. Die verwendete Kontrolllinie WISCi004, auch unter dem Namen
iPS(IMR-90)-4 bekannt, ist eine haufig publizierte iPSC-Linie. Sie wird seit Uber einem
Jahrzehnt international verwendet und wurde mehrfach erfolgreich in diverse Zelltypen

ausdifferenziert. Diese Tatsache lasst auf die Qualitat der iPSC-Linie schliel3en.

Die SCZ-spezifischen iPSC entstammen aus zwei mannlichen Patienten, wobei die
Kontrolle weiblich ist. Die Linie KON4-B (WISCi004-B) ist einem fetalen Spender
entnommen worden. Demnach ist der fetale Spender sehr viel jinger als die Spender
der SCZ-spezifischen Linien. Diese sind zum Zeitpunkt der Spende 22 und 37 Jahre alt.
Der Unterschied, dass beispielsweise die Expression von PVALB in diesem iPSC-Model
um bis zu 98 % reduziert ist und in PM-Studien Reduktionen zwischen 23 - 34 %
beschrieben wurden, kann demnach durch die Diversitat der Kontrolle mit beeinflusst
worden sein. Um die Diversitat der Kontrollen besser abzubilden, ist es sinnvoll fir
zukunftige Versuche weitere Kontrollzelllinien mitzufihren. Die Kontrollen sollten
mdglichst hinsichtlich Alter, Geschlecht, Herstellung der iPSC und Zelltyp des
Ausgangsmaterials angeglichen werden. Steht einem eine groBe Auswahl
verschiedener Kontrollen zur Verfigung, kann man durch einen Vergleich der
genomweiten single nucleotide polymorphismen eine genetisch passende Kontrolle fiir

einen Spender zu suchen.

5.6.4 Variabilitat des Differenzierungserfolgs

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Reproduzierbarkeit. Es gilt kritisch zu betrachten, wie
oft Versuche durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse dieser Arbeit missen in weiteren
Analysen weiter untersucht werden. Umso hoher die Anzahl an Differenzierungen und
biologischen Replikaten ist, umso klarer kbnnen Aussagen getroffen werden. Weiterhin
ist es sinnvoll, die aus iIPSC generierten Neurone bestehend aus glutamatergen und
GABAergen Zellen besser zu charakterisieren. Der genaue prozentuale Anteil beider
Zellarten in der jeweiligen Kultur und Probe wurde in dieser Arbeit nicht bestimmt.
Obwohl die untersuchten Marker charakteristisch fir IN sind, konnte im Sinne der

Genauigkeit eine Sortierung der Zellen vor Probenentnahme durchgefihrt werden,
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beispielsweise mittels Durchflusszytometrie. Die Zellsortierung wiirde die Untersuchung

einer besser charakterisierten IN-Probe ermdglichen.

Selbst wenn Wiederholungen der hier gezeigten Versuche dieselben Ergebnisse zeigen,
bleibt offen, ob die heterozygote Deletion in NRXN1 der SCZ-Patienten wirklich die
Ursache der gefundenen Phanotypen darstellt. Der Literatur nach unterliegt die
Ausbildung der SCZ einer multifaktoriellen Genese [9]. Das besagt, dass nicht allein die
genetische Vorbelastung ausreicht, um den Ausbruch einer SCZ bei einem Individuum
hervorzurufen. Trager einer heterozygoten Deletion in NRXN1 haben jedoch ein vielfach
erhohtes Risiko an der SCZ zu erkranken. Demnach ist es wahrscheinlich, dass NRXN1

Teil eines Krankheitsmechanismus ist.

Es ist auch wichtig in Betracht zu ziehen, dass Patient 1 und Patient 2 mit héchster
Wahrscheinlichkeit wahrend der pranatalen Periode, der Kindheit und/oder der
Adoleszenz unterschiedlichen risikohaften Umwelt- und psychosozialen Faktoren
ausgesetzt gewesen sind. Diese Faktoren kdnnen ebenfalls einen groRen Einfluss auf
den Ausbruch und die Entwicklung der SCZ-Erkrankung haben. Welche Gewichtung
nehmen diese zusatzlichen Faktoren ein? Sind diese groftenteils verantwortlich flr die
veranderten Expressionsraten der IN-Marker? Hier zeigt sich wiederum, dass die
Genese der SCZ eine komplexe Kombination multipler Faktoren darstellt und vieles noch

unbekannt ist und weiterer stetiger Untersuchung bedarf.
5.7 Stoffwechsel kortikaler Neurone

5.7.1 Oxidative Phosphorylierung

Es sind bereits mehrfach mitochondriale Dysfunktionen in Zusammenhang mit der SCZ
beschrieben worden [13,12]. Die mitochondriale Aktivitdt der SCZ-spezifischen Neurone
fallt in dieser Arbeit geringer aus, als die der Kontrollzelllinie KON4-B (WISCi004-B). Das
ist sowohl durch die verringerte basale Respiration als auch durch die deutlich reduzierte
maximale Respiration und respiratorische Reservekapazitat erkenntlich. Eine andere
Studie analysierte bereits die mitochondriale Atmung iPSC-abgeleiteter kortikaler
Neurone ebenfalls mithilfe des Seahorse XF Analyzers [135]. Diese Studie verglich
ebenfalls SCZ-spezifische Neurone und Kontrollen mit dem Ergebnis, dass die maximale
Respiration als auch die respiratorische Reservekapazitat bei der SCZ gegeniber der
Kontrolle signifikant reduziert ist. Jedoch zeigte sich keine Veranderung der basalen
Respiration. Das unterscheidet die publizierte Studie von den Ergebnissen dieser Arbeit.

Eine mogliche Ursache kdnnte sein, dass die genannte Studie zu jedem SCZ-Patienten
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eine genetisch gematchte Kontrolle verwendete. Auf3erdem untersucht die besagte
Studie kortikale IN und PZ getrennt voneinander. In dieser Arbeit wurde eine Co-Kultur
beider Neuronentypen untersucht. Die glutamatergen Neurone der genannten Studie
von Ni und Kollegen zeigte hingegen keine Einschrankung in der respiratorischen
Atmung. Ebenso konnte mithilfe von Transkriptionsanalysen in der Studie gezeigt
werden, dass die Expression OXPHOS-relevanter Gene in den iPSC-abgeleiteten
kortikalen IN signifikant bei SCZ gegenuber der Kontrolle vermindert ist. Die Expression
dieser Gene war bei den iPSC-abgeleiteten PZ Neuronen jedoch nicht verandert. Diese
Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen zu: Eine verminderte Expression
OXPHOS-relevanter Gene fuihrt nachweislich zu einer eingeschrénkten respiratorischen
Funktion der Mitochondrien.

Diese Hypothese basiert auch auf Ergebnissen von Expressionsanalysen aus
PM-Studien, in denen Expressionsreduktionen und  Aktivitdtsmuster der
OXPHOS-Bestandteile im Zusammenhang mit der SCZ beschrieben wurden [136,137].
Mithilfe von PM-Studien ist ein Zusammenhang zwischen eingeschrankter
mitochondrialer Funktion, genauer der OXPHOS-Funktionalitat, mit einer gesteigerten
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen in den Mitochondrien beschrieben worden
[138,65,137]. Folgen des sogenannten oxidativen Stresses sind Schaden an Lipiden,
Proteinen und DNA [139]. PM-Studien deuten darauf hin, dass Neurone bei der SCZ
vermehrten reaktiven Sauerstoffverbindungen beziehungsweise oxidativem Stress
ausgesetzt sind [140,138,137].

In einem weiteren iIPSC-Modell konnte mithilfe von Expressionsanalysen gezeigt
werden, dass bei der SCZ die Zellen einem erhéhtem oxidativen Stress ausgesetzt sind
und einen dadurch induzierten Schaden vorweisen [22]. Starker Schaden an Zellen
aufgrund von oxidativem Stress fuhrt zur Apoptose. Da Neurone postmitotische Zellen
sind und keiner Erneuerung unterliegen, sind die Folgen des oxidativen Stresses fur das
Gehirn weitreichender als bei regenerativen Geweben. Aufgrund des hohen
Lipidgehaltes und der hohen metabolischen Aktivitat, sind Neurone besonders anfallig
fur oxidativen Stress [139]. Es gibt Hinweise zur Annahme, dass besonders die
PVALB-positiven IN empfanglich fir oxidativen Stress und dem dadurch induzierten
Schaden sind. Daher nehmen sie eine wichtige Rolle im Pathomechanismus der SCZ
ein [141]. In mehreren Maus- und Rattenmodellen, die bekannte Risikofaktoren fur SCZ
tragen, wurde gezeigt, dass es eine negative Korrelation zwischen gesteigertem
oxidativem Stress und verminderter PVALB-Expression gibt [94]. In einer weiteren

PM-Studie zeigten Transkriptionsanalysen von PVALB-positiven kortikalen IN und von
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PZ der Lamina 3, dass Gene der mitochondrialen Funktion in beiden Zelltypen verandert
exprimiert sind. 22 von 91 Genen, die fur die Funktion OXPHOS notwendig sind, sind
bei PVALB-positiven kortikalen IN der Lamina 3 geringer exprimiert. Eine verringerte
ATP-Produktion und hdhere Aussetzung gegeniber oxidativem Stress ist bei diesen
Zellen anzunehmen [138]. Ein Mausmodell zeigt, eine mitochondriale Dysfunktion in
PVALB-positiven IN  fihrt zu verdnderten Gamma-Oszillationen, verdndertem

Sozialverhalten und veréandertem sensomotorischen gating [142].

Da die aus iPSC-abgeleiteten Neurone dieser Arbeit eine eingeschrénkte respiratorische
Funktion vorweisen, kommt die Vermutung auf, dass die Expression
OXPHOS-relevanter Gene ebenfalls pathologisch verandert sein kénnte. Es wurde
bereits beschrieben, dass die calciumbindenden Proteine neuroprotektive Eigenschaften
tbernehmen und Neurone vor oxidativem Stress schitzen. Liegt bei der SCZ eine
verminderte Expression des calciumbindenden Proteins PVALB vor, kdnnte der Verlust
der neuroprotektiven Funktion des PVALB mit einem vermehrten Auftreten des
oxidativen Stresses und einer verminderten metabolischen Respiration in diesem Zelltyp
in Zusammenhang stehen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SCZ-Patienten, die eine
heterozygote Deletion in NRXN1 tragen, neben der veranderten Transkription von
IN-Markern ebenfalls eine eingeschrankte mitochondriale Funktionalitat vorweisen. Es
erscheint sinnvoll, zuklnftig den Einfluss des oxidativen Stresses in weiteren Versuchen

genauer zu untersuchen.

5.7.2 Glykolyse

In einer der bereits vorgestellten PM-Studie wurde eine signifikante Hochregulierung des
Insulins und des insulin like growth factor 2 im PFC bei SCZ-Erkrankten gefunden. Diese
beiden Proteine regulieren die Expression glykolytischer Enzyme [137]. Eine
Expressionssteigerung von Insulin und insulin like growth factor2 kann als
Kompensationsmechanismus zum relativen Energiemangel verstanden werden. Der
Energiemangel kommt durch die Einschrankung der OXPHOS und der damit
einhergehenden verminderten ATP-Produktion zustande. Es besteht die Annahme, dass
SCZ-Patienten eine gesteigerte Glykolyse zur Deckung des Energiebedarfs aufzeigen.
Humane in vivo Untersuchungen stitzen diese Annahme mithilfe bildgebender

Verfahren oder Liquor-Untersuchungen [143-145].

In dieser Arbeit wurde die Glykolyse in SCZ-spezifischen Neuronen untersucht. Im
Vergleich wurden die mitotisch aktiven und immortalisierten OL der Zelllinie MO3.13

untersucht. Die basale Glykolyse als auch die glykolytische Reservekapazitat der
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SCZ-spezifischen Neurone erreichte nicht das Level der mitotisch aktiven MO3.13.
Sowohl die basale als auch die kompensatorische Glykolyse fallen in den
SCZ-spezifischen Neuronen trotz sehr stark erhéhter Zellzahl geringer aus als in der
reifen Zelllinie MO3.13. Das Ergebnis ist nicht ungewohnlich, denn bei den untersuchten
SCZ-Linien handelt es sich um eine neurale Kultur, die hauptsachlich postmitotische
Nervenzellen beinhaltet. Postmitotische Neurone decken den eigenen Energiebedarf
hauptsachlich tber die OXPHOS [66]. OL nutzen, wie auch proliferative Zellen,
hauptséachlich die Glykolyse, um ihren Energiebedarf zu decken [146]. Um jedoch zu
Uberprufen, ob bei SCZ-Patienten in diesem iPSC-Modell eine gesteigerte basale
Glykolyse beziehungsweise glykolytische Reservekapazitat vorliegt, gilt es diese im
Vergleich zu generierten Neuronen einer gesunden Kontrolllinie zu untersuchen. Ein
ahnlicher Versuchsaufbau wie fur den Mito-Stress-Test sollte angestrebt werden. Leider
war dies im Rahmen dieser Arbeit nicht moéglich, da die generierten Neurone der
Kontrollzelllinie zum Zeitpunkt der Messung nicht mehr zur Verfligung standen.

Die Durchfiihrung des Glycolytic-Rate-Assays an der Zellinie MO3.13 in den
verschiedenen Gruppen zeigt, dass eine bestimmte Zellzahl notwendig ist, um die
Stoffwechselveranderung durch den Seahors Flux Analyzer erfassen zu kénnen. Es
handelt sich bei allen drei Gruppen um dieselbe Zelllinie, jedoch unterscheidet sich deren
Zellzahl zwischen den verschiedenen Gruppen. Gruppe 1 und Gruppe 2 zeigen eine
geringere basale und kompensatorische Glykolyse. Da es sich bei allen Gruppen um
dieselbe Zelllinie handelt und davon auszugehen ist, dass jede Zelle einer Linie die
gleichen Stoffwechseleigenschaften mitbringt, sind die Unterschiede auf die zu geringe
Zellzahl zurlickzuflhren. Bei zu geringen Zellzahlen kénnen die Veranderungen durch
das Gerat nicht erfasst werden. Um deutliche Effekte zu sehen, sind mindestens 30.000
Zellen notwendig. Die Vermutung konnte aufkommen, dass die geringe basale und
kompensatorische Glykolyse der Neurone ebenfalls durch eine verminderte Zellzahl
zustande gekommen sei. Das ist jedoch unwahrscheinlich, da fir den Mito-Stress-Test
ebenfalls nur 30.000 Zellen ausgeséat worden sind und deutliche Verénderungen im
Stoffwechsel beobachtet werden konnten. Der Versuch sollte mit Neuronen, die einem
jungeren Tag in ihrem Differenzierungsdurchlauf entsprechen, wiederholt werden, um
eine bessere Vergleichbarkeit zum Mito-Stress-Test zu erzielen. Der Mito-Stress-Test

wurde an 90 d der Differenzierung durchgeftihrt.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass iPSC fir ein in vitro-Modell zur Analyse der SCZ
verwendet werden kdnnen. Dabei wurden aus iPSC kortikale Neurone generiert, welche
die patientenspezifischen genetischen Informationen des Spenders tragen. Es wurde
gezeigt, dass Neurone von Patienten, die eine heterozygote Deletion in NRXNL1 tragen,
ein stark verandertes Transkriptionsmuster von molekularen Markern der verschiedenen
Hauptklassen von IN tragen. Weiterhin war auch die Transkription von
Entwicklungsmarkern von IN verandert. Diese Ergebnisse zeigen, dass NRXN1 an der
Entwicklung von IN beteiligt ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Neurone
von Patienten mit einer heterozygoten Deletion in NRXN1 ebenfalls eine verminderte
mitochondriale Funktion aufweisen. Verdnderungen sowohl im Expressionsmuster
molekularer Marker fir IN als auch Veranderungen im Stoffwechsel beziiglich einer
gestdrten mitochondrialen Energiegewinnung wurden bereits mehrfach in der Literatur
im Zusammenhang mit der SCZ beschrieben und stehen im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. Jedoch wurde ein solches Ergebnis noch nicht im direkten
Zusammenhang mit einer Veranderung des Gens NRXN1 veroffentlicht. Dieser
Zusammenhang wird im Rahmen dieser Arbeit erstmalig beschrieben. Um diesen
Zusammenhang hinsichtlich der Entstehung und Behandlung der SCZ besser zu

verstehen, bedarf es weiterer Untersuchungen.

Sollten sich die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse in vertiefenden Studien weiter
bestatigen, besteht die Moglichkeit, dass Patienten, die an SCZ leiden, in Zukunft davon
profitieren. SCZ-Patienten vom LGM-Typ kdnnten von einer Therapie profitieren, die den
GABAergen Signalweg modelliert. Es kommt erschwerend hinzu, dass auch
diagnostische Mdéglichkeiten weiterentwickelt werden mussen, um diesen Typ der SCZ
in vivo erkennen zu kdnnen. Die aktuelle Literatur deutet darauf hin, dass ein
Elektroenzephalogramm, welches die Gamma-Oszillationen misst, kombiniert mit einer
Magnetresonanzspektroskopie, welche die kortikale Konzentration von GABA messen
kann, als geeignete Verfahren in Betracht gezogen werden kdnnen. Das hier etablierte
iPSC-basierte in vitro-Modell stellt eine Mdglichkeit dar, die humanen molekularen
Pathomechanismen der SCZ zu erforschen und zu verstehen. Das Modell ermdoglicht
ebenfalls, neue Angriffspunkte medikamentdser Therapien zu erforschen und
Medikamentenscreenings durchzufiihren, um in Zukunft den Patienten, die an SCZ

leiden, weitere Therapieoptionen anbieten zu kénnen.
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Thesen

8 Thesen

1. Eine heterozygote Deletion in NRXN1 bei Schizophreniepatienten fuhrt zu einer
veranderten Transkription molekularer Marker fir Interneurone in abgeleiteten
Neuronen aus patientenspezifischen iPSC.

2. Eine heterozygote Deletion in NRXN1 bei Schizophreniepatienten fuhrt zu einer
verminderten Transkription der IN-Hauptklassenmarker PVALB und SST in
abgeleiteten Neuronen aus patientenspezifischen iPSC.

3. Eine heterozygote Deletion in NRXN1 bei Schizophreniepatienten fihrt zu einer
verminderten Transkription der IN-Marker CALB1 und RELN in abgeleiteten
Neuronen aus patientenspezifischen iPSC.

4. Eine heterozygote Deletion in NRXN1 bei SCZ fiihrt zu einer verminderten
Transkription der TF der IN-Entwicklung ASCL1, LHX6, OLIG2, COUPTF1,
CXCR4 und PROX1 in abgeleiteten Neuronen aus patientenspezifischen iPSC.

5. Die Transkription des IN-Subtypenmarker CALB2 sowie der TF DLX1 in
abgeleiteten Neuronen aus patientenspezifischen iPSC ist vom vorliegenden
CNV in NRXN1 bei SCZ abhangig.

6. Eine heterozygote Deletion in NRXN1 bei SCZ fuhrt zu einer verminderten
basalen respiratorischen Aktivitat, zu einer verminderten maximalen
respiratorischen Aktivitat und zu einer verminderten respiratorischen
Reservekapazitat mitochondrialer Atmung in abgeleiteten Neuronen aus

patientenspezifischen iPSC.
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Anlagen

Anlagen
Tabelle 11: Zusammensetzung TAE-Puffer fir Gelelektrophorese
Name Bestandteil Hersteller
10X TAE- | 4,89 Tris(hydroxymethyl)- Serva Electrophoresis,
Puffer aminomethane (Tris Base) Heidelberg
(0,4 M)
3,809 Nas EDTA (0,01 M, pH 8,4) Carl Roth, Karlsruhe
ad 100 ml | Wasser destilliert
1 x TAE 10 ml 10 x TAE-Puffer
ad 100 ml | Wasser destilliert

TAE: Tris Acetat Ethylendiamintetraessigsaure, Na4 EDTA: Tetrasodiumethylendiamintetraessigsaure

Tabelle 12: Verwendete Oligonukleotidprimer fir die semiquantitative PCR

Bezeichnung Sequenz GrolRe [bp] | RefSeq ID

h SYT1 as gcaaaagagcttgccccttc 508 NM_001135806.1
NM_001291901.1

hSYT1ls gacgatgaaagatcaggccc NM_005639.2
NM_001135805.1

h STX2 as ctgacggcgtgtaggaagaa 462 NM_194356.2

h STX2 s gtctgtggtggttctcccag NM_001980.3

h VAMP2 s gccaagctcaagcgcaaata 373 NM_014232.2

h VAMP2 as gcaaatgaagggacttgggg

h GAPDH s caaggtcatccatgacaactttg | 497 NM_001256799.2
NM_001289746.1

h GAPDH as gtccaccaccctgttgctgtag mm—ggégig?s'l

h: human, s: sense, as: antisense, bp: Basenpaare, RefSeq ID: NCBI Reference Sequence Database

Identifikationsnummer

Tabelle 13: Verwendete Oligonukleotidprimer fur die quantitative real time PCR

Bezeichnung Sequenz GroRRe [bp] | RefSeq ID

h ASCL1s ggagcttctcgacttcacca 128 NM_004316.3

h ASCL1 as aacgccactgacaagaaagc

h COUPTF1 s agaagctcaaggcgctacac 124 NM_005654.5

h COUPTF1 as | gacttctcctgcaggctctc

h CXCR4 s ggatcagcatcgactccttca 61 NM_003467.2

h CXCR4 as ttctcaaactcacacccttgctt NM_001008540.2
NM_001348056.1
NM_001348060.1
NM_001348059.1

h NKX2.1 s aaaccacaaaggccaaactg 101 NM_001079668.2

h NKX2.1 as gcgcttggttgtttttcatt NM_003317.3

h OLIG2 s tccaatctcaatatctgggtcaatc | 82 NM_005806.3

h OLIG2 as attctcccaaatcaacgagagaca

h SHH s cagtggacatcaccacgtct 103 NM_000193.3

h SHH as gccttggactcgtagtacacc NM_001310462.1

hPROX 1s acagggctctgaacatgcac 111 NM_001270616.1

h PROX1 as tgcgataatggcattgaaaa NM_002763.4

Vi




Anlagen

h GAPDH s cagcctcaagatcatcagca 143 NM_001289746.1

h GAPDH as gtcttctgggtggcagtgat NM_001289745.1
NM_001256799.2
NM 002046.5

h: human, s: sense, as: antisense, bp: Basenpaare, RefSeq ID: NCBI Reference Sequence Database
Identifikationsnummer

Tabelle 14: Vewendete PrimePCR Assays (Bio-Rad, Miinchen) fir die quantitative real time PCR

Bezeichnung Assay ID

h PVALB gHsaClD0014001

h SST gHsaCEDO0057374
h CALB1 gHsaClD0010913

h CALB2 gHsaClD0017945

h RELN gHsaClD0021778

h NPY gHsaClD0016006

h DLX1 gHsaCED0045194
h DLX2 gHsaCJD0034576
h LHX6 gHsaCEDO0036400
h SP8 gHsaClD0013916

h: human

Intermembranraum

Mitochondrienmatrix

Abbildung 19: Angriffspunkte der Reagenzien des Seahorse XF Cell Mito Stress Test an der
Elektronentransportkette der inneren Mitochondrienmembran. Rotenon hemmt Komplex | der
Elektronentransportkette. Antimycin A hemmt Komplex lll. Oligomycin hemmt die ATP-Synthase und
verhindert dadurch die Umwandlung von ADP zu ATP. FCCP wirkt als Entkoppler der
Elektronentransportkette. Dadurch folgen die Protonen ihrem Konzentrationsgradienten, unabhéngig von
der ATP-Synthase.

H*: Proton, Og2: Sauerstoff, H20: Wasser, ADP: Adenosindiphosphat, = ATP: Adenosintriphosphat,
FCCP: carbonyl cyanide-p-triflouromethoxyphenylhydrazone
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68d TD P1-B

68d-TD P1-F

680 TDPL-M

68d TD P2-G

68d'TD KON4B

Abbildung 20: Morphologie der TD am Tag der Probenentnahme 68 d. Die Zellkerne liegen
hauptséchlich in Ansammlungen vor. Dazwischen in den lichteren Bereichen sind die kraftigen Zellfortsatze
zu erkennen. Sie bilden ein ausgepragtes Netzwerk. Maf3stab je 100 um (rechts unten je Abbildung).
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Abbildung 21: Signifikante Unterschiede in der Expression bestimmter IN-Marker zwischen
TD Patient 1 und TD Patient 2. Dargestellt wurde die relative Expression eines Gens in Prozent. Dabei

entspricht die Expression desselben Gens in TD Patient 1 100%.

(D) CALB2 (E) NPY.
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Abbildung 22: Ergebnisse des Glycolytic Rate Assay der OL der Linie MO3.13. (A) zeigt die absoluten
Werte der ECAR. (B) zeigt die absoluten Werte des glycoPER. Sowohl in A und B zeigt sich die hochste

Azidifikationsrate bei der OL Gruppe 3.
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Abbildung 23: Ergebnisse des Glycolytic Rate Assay der TD der SCZ-Linien. (A) zeigt die absoluten
Werte der ECAR. (B) zeigt die absoluten Werte des glycoPER. A und B zeigen, dass die glykolytischen
Eigenschaften der TD beider SCZ-Linien recht &hnlich sind. Im Vergleich zu Abbildung 22 ist erkenntlich,
dass die Werte fir ECAR und glycoPER bei beiden TD SCZ-Linien deutlich geringer sind als die Werte der

OL Gruppe 3.
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