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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Gap Junctions und Connexine

Gap Junction-Kanale sind interzellulare Proteinrohren, welche die Zytoplasmata
benachbarter Zellen miteinander koppeln und somit eine direkte interzellulare
Kommunikation ermoglichen (Abb.1.1 A). Normalerweise befindet sich zwischen den
Plasmamembranen benachbarter Zellen eine Lucke von 30-40 nm. In Bereichen, an
welchen Gap Junctions die Zellen verbinden, treten die Membranen jedoch bis auf 2-4 nm
aneinander heran (Revel und Karnovski, 1967; Payton et al., 1969) (Abb.1.1 C). Da die
benachbarten Zellen dort nur noch durch einen schmalen Spalt (engl. Gap) voneinander
getrennt sind, werden diese Strukturen als Gap Junctions (Spaltverbindungen) bezeichnet.
Die Proteinuntereinheiten der Gap Junction-Kandle, die Connexine, sind
Transmembranproteine bestehend aus vier Transmembranregionen sowie einer
zytoplasmatischen N-terminalen und einer C-terminalen Domane. Weiterhin besitzen die
Proteine zwei extrazellulare und eine intrazellulare Schleife (Milks et al., 1988; Fleishman
et al., 2004) (Abb.1.1 B). Intramolekulare Disulfidbrickenbindungen zwischen den
extrazellularen Schleifen stabilisieren das Connexinprotein (Foote et al., 1998).

Sechs Connexine formen in der Plasmamembran eine hexamere Struktur, die eine
wassergeflllte Pore umschliet. Ein solches Hexamer wird als Halbkanal (Connexon)
bezeichnet. Zwei Halbkanale benachbarter Zellen binden aneinander und bilden einen
Vollkanal (Kumar und Gilula, 1996). Die Kopplung wird dabei von den extrazellularen
Schleifen vermittelt. Intramolekulare Disulfidbrickenbindungen zwischen Cysteinresten
sorgen hier flr eine komplexe B-Faltblattstruktur, welche das Docken der Connexone
ermoglicht (Foote et al., 1998). In der Plasmamembran treten die Gap Junctions lokal in
Verbanden von bis zu mehreren tausend Kanalen auf, den Gap Junction-Plaques (Caspar
et al., 1977).

Die Familie der Connexinproteine umfasst im Genom der Maus 20 und im humanen
Genom 21 Isoformen (Sohl et al., 2004), welche nach ihrer theoretischen Molmasse in
kDa klassifiziert sind (z.B. besitzt Connexin43 (Cx43) ein theoretisches Molekulargewicht
von 43) (Beyer et al., 1987).

Ein Connexon kann sich aus nur einer Connexinisoform zusammensetzen (homomeres
Connexon), kann aber auch aus unterschiedlichen Isoformen aufgebaut sein (heteromeres

Connexon). Genauso ist es maoglich, dass sich gleich bzw. unterschiedlich aufgebaute



Einleitung

Connexone zu einem Vollkanal verbinden. Man spricht dann von homo- bzw.
heterotypischen Gap Junction-Kanalen (Kumar und Gilula, 1996) (Abb.1.1 A). Die
Zusammensetzung der Kanale bestimmt die Eigenschaften der Gap Junctions bezuglich
ihrer Permeabilitat fur bestimmte niedermolekulare Substanzen (Bevans et al., 1998) und
ihrer elektrischen Leitfahigkeit (Gros et al., 1996; Desplantez et al., 2007). Daruberhinaus
besitzen die Connexinisoformen unterschiedliche Bindungsstellen flr Bestandteile des
Zytoskeletts (z.B. Tubulin), fur Adapterproteine (z.B. ZO-1) sowie fir Proteinkinasen (z.B.
c-Src) (Duffy et al.,, 2002; Laird et al., 2006). Somit wird durch die Vielfalt an
Kombinationsmoglichkeiten innerhalb eines Connexons bzw. eines Gap Junction-Kanals
eine hohe Diversitat an Kanaleigenschaften erreicht.

Gap Junction-Plaques sind aulerst plastische Strukturen und die Halbwertzeit ihrer
Connexinuntereinheiten ist mit eineinhalb bis finf Stunden relativ gering (Berthoud et al.,
2004). Die Connexine werden im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und im
Trans-Golgi-Netzwerk zu Connexonen zusammengesetzt, von wo aus ein vesikularer
Transport zur Zellmembran stattfindet (Laird et al., 2006). Fur Cx26 ist daruberhinaus ein
alternativer, direkter Transportweg beschrieben (Ahmad und Evans, 2002). In der
Zellmembran koénnen die Halbkanale zunachst frei diffundieren bis sie in einen Gap-
Junction-Plaque integriert werden.

Der Abbau der Connexine beginnt mit einer Internalisierung ganzer Teile eines Gap
Junction-Plaques in von einer Doppelmembran umgebenen Vesikeln, den sogenannten
annularen Junctions (Marquart et al. 1977). Es folgt die Degradierung Uber den
lysosomalen Weg (Sasaki und Garant, 1986; Severs et al.,, 1989). Neben dem
lysosomalen spielt ebenfalls der proteosomale Abbau eine Rolle, unter anderem im
Zusammenhang mit der Degradierung von Connexinproteinen aus dem
endoplasmatischen Retikulum (Laird et al., 2006). Daruberhinaus ist ein Ricktransport
internalisierter Connexine zurtck in die Membran madglich (van Slyke und Musil, 2005).
Gap Junction-Kanéale sind interzellulare Proteinrdhren, deren Offnungszustand gezielt
regulierbar ist. So kann z.B. eine hohe Spannungsdifferenz, eine hohe intrazellulare
Kalziumkonzentration oder ein niedriger intrazellularer pH-Wert zum Verschluss von Gap
Junction-Kanalen fuhren (Spray et al., 1984; Morley et al., 1997). Des Weiteren bietet die
Phosphorylierung bestimmter Thyrosin-, Serin- oder Threoninreste durch Proteinkinasen,
z.B. am C-Terminus einiger Connexine, eine weitere Mdglichkeit fur die Steuerung des

Offnungsverhaltens von Gap Junction-Kanalen (Moreno et al., 2007).
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Abb.1.1: Gap Junctions, Connexone und Connexine.

A: schematische Darstellung von Gap Junction-Kanalen. B: schematische Darstellung
eines Connexins mit den vier Transmembrandomanen (m1-m4), den extrazellularen
Schleifen (el1 und el2), der zytoplasmatischen Schleife (cl) sowie des N- und C-Terminus
(modifiziert nach Wagner, 2008). C: elektronenmikroskopische Aufnahme eines Gap
Junction-Plaques (links: Querschnitt, rechts: Aufsicht) (modifiziert nach Gilula et al., 1974).
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1.2 Funktionen der Gap Junctions

Gap Junction-Kanale ermdglichen den direkten Austausch von niedermolekularen
Substanzen mit einer GroRe von bis zu 1,8 kDa zwischen benachbarten Zellen (Neijssen
et al.,, 2005). So konnen beispielsweise lonen, Metabolite und sekundare Botenstoffe
innerhalb eines Zellverbundes diffundieren. Dabei scheinen vor allem zyklisches
Adenosinmonophosphat (CAMP), Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD+) sowie Kalziumionen eine wichtige Rolle zu spielen (Goldberg et al.,
1999 und 2004). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass auch kleine Peptide (Neijssen et al.,
2007) und kleine RNA-Molekile (siRNAs) durch Gap Junction-Kanale dringen kdnnen

(Wolvetang et al., 2007). Somit tragen Gap Junctions zur Homoostase von Geweben bei.

Neben niedermolekularen Substanzen koénnen auch elektrische Impulse Uber Gap
Junctions direkt in einem Zellverbund weitergegeben werden. Dies geschieht z.B. bei der
elektrischen Reizweiterleitung im Herzen wodurch eine koordinierte Kontraktion ermaoglicht
wird (Rohr et al., 2004). AulRerdem findet man eine solche Signallbertragung bei
neuronalen Zellen. Man spricht in diesem Zusammenhang von elektrischen Synapsen,
welche im Gegensatz zu den chemischen Synapsen eine direkte und damit sehr schnelle

Weiterleitung von Aktionspotentialen im Gehirn ermdglichen (Benett et al., 2004).

Uber die Bildung von Zell-Zell-Kanalen hinaus, erflllen Connexine auch weitere

Funktionen wie die Beteiligung an Zelladhasion und Migration (Prochnow et al., 2008).

Gerade in den letzten Jahren ruckte eine weitere mogliche Funktion von Connexonen in
den Fokus des Interesses. Ungedockte Connexin-Halbkanale koénnen sich unter
bestimmten Bedingungen o6ffnen und somit einen direkten Kontakt zwischen dem
Zytoplasma der Zelle und dem extrazelluldaren Raum herstellen (Evans et al., 2006).
Dieser Vorgang konnte z.B. in Astrozyten gezeigt werden. Dort findet eine
Adenosintrisphosphat  (ATP)-Ausschittung  mittels  Cx43-Halbkandlen in  den
extrazellularen Raum statt, die mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der Weiterleitung
von interzellularen Kalziumwellen spielt (Kang et al., 2008). Die physiologische Bedeutung
von Connexin-Halbkanalen wird zur Zeit kontrovers diskutiert (Spray et al., 2006) und ihre

Aufklarung hat gerade erst begonnen.

11
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1.3 Pannexine

Wahrend Gap Junctions in Vertebraten aus Connexinuntereinheiten aufgebaut sind,
vermitteln in Invertebraten die Innexine (Invertebraten Connexine) die direkte Zell-Zell-
Kommunikation (Phelan et al., 1998). Obwohl Innexine und Connexine unterschiedliche,
nicht homologe Genfamilien darstellen, weisen die Proteine gewisse topologische
Gemeinsamkeiten auf und erflllen in den beiden Tierstammen die gleiche Funktion
(Bruzzone et al., 1996; Phelan und Starich, 2001). Spater wurden auch in Vertebraten
homologe Proteine zu den Innexinen entdeckt (Panchin et al., 2000; Potenza et al., 2003;
Bruzzone et al., 2003; Baranova et al., 2004). Aufgrund ihres Vorkommens in allen
Stdammen wurden diese ,Innexine“ neu klassifiziert und als Pannexine bezeichnet
(griechisch pan = alles, ganz und nexus = Verbindung) (Panchin et al., 2000).

Das menschliche Genom wie auch das Mausgenom enthalten drei Pannexingene (Panx1,
Panx2 und Panx3), welche spezifisch in bestimmten Geweben ausgepragt sind. So
scheint Panx1 beispielsweise ubiquitar exprimiert zu sein, wahrend sich die Panx2-
Auspragung weitestgehend auf das Gehirn beschrankt (Baranova et al., 2004; Bruzzone et
al., 2003; Panchin et al., 2000). Wie die Connexine und Innexine kdonnen auch die
Pannexine Gap Junction-Kanale ausbilden, was an mit Panx1 transfizierten, gepaarten
Xenopus-Oozyten gezeigt werden konnte (Bruzzone et al., 2003). Ob Pannexine in
Vertebraten auch in vivo an Gap Junction-vermittelter Kommunikation beteiligt sind oder
ob sie eine andere physiologische Rolle spielen, ist bisher noch unklar (Bao et al., 2004;
Dahl et al., 2006). So wurde beispielsweise gezeigt, dass Pannexin1-Halbkanale in
Assoziation mit P2X7-Rezeptoren in den Zellmembranen vorkommen (lglesias et al.,
2008). Die Panx1-Halbkanale haben vermutlich eine Bedeutung bei der P2X7-Rezeptor
gesteuerten Ausschuttung niedermolekularer Substanzen wie z.B. von ATP oder von dem
proinflammatorischen Interleukin-13 in den extrazellularen Raum (Pelegrin et al., 2006;
Huang et al., 2007; Suadiciani et al., 2009).

12
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1.4 Die Entwicklung des murinen Praimplantationsembryos von der Eizelle zur
Blastozyste

Die Befruchtung der Eizelle findet normalerweise im Eileiter (Ovidukt) in der Nahe der
Eierstocke (Ovarien) statt. Von dort aus wandert die befruchtete Eizelle durch das Ovidukt
zum Uterus, was drei bis vier Tage dauert. Wahrend dieser Zeit teilt sich die Eizelle
mehrfach, wobei es zu keinerlei Wachstum der Zellen kommt. Daher halbiert sich das
Zytoplasma der Zellen bei jeder Teilung und die GesamtgroRe des Embryos bleibt mehr
oder weniger konstant. Wahrend des 8-Zell-Stadiums findet die Kompaktierung statt.
Dabei verbindet sich der vorher lose Verbund an Zellen zu einem dicht gepackten
Aggregat, in welchem die Zellen des Embryos durch Tight Junctions verbunden sind und
zum ersten Mal Gap Junction-Kanale ausgebildet werden (Houghton et al., 2002). Ab dem
16-Zell-Stadium wird der kompaktierte Embryo als Morula bezeichnet. Die inneren Zellen
der Morula sind komplett von anderen Zellen umgeben und daher unpolar. Im Gegensatz
dazu sind die aulReren Zellen polarisiert und besitzen eine nach aul3en gerichtete (apikale)
sowie eine nach innen gerichtete (basale) Seite. Im nachsten Entwicklungsschritt bildet
sich aus der polarisierten auReren Zellschicht das Trophektoderm, welches den Kern aus
undifferenzierten Zellen, die sogenannte Innere Zellmasse, umschliel3t. Im weiteren
Verlauf teilen sich sowohl die Zellen der inneren als auch der duBeren Zellmasse wobei
beide Populationen Uber die Sekretion parakriner Faktoren (z.B. FGF-4) miteinander
kommunizieren. An Tag 3 der Embryonalentwicklung werden Natriumionen von
Natriumkanalen durch die apikale Membran in die Trophektodermzellen geschleust und
mit Hilfe von Na*/K*-ATPasen weiter durch die basolaterale Membran in das Innere der
Morula transportiert. Dadurch wird ein osmotischer Gradient erzeugt, welcher zum
Einstrom von Wasser zwischen Trophektoderm und Innere Zellmasse fuhrt. Es entsteht
ein flussigkeitsgefullter Hohlraum (Blastozoel) und man bezeichnet den Embryo nun als
Blastozyste. Zu diesem Entwicklungsstadium ist der Embryo nach wie vor von der zona
pelucida, einer Schutzhulle aus Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen, umgeben. Vor
der Implantation schlupft der Embryo aus der zona pelucida und kann sich nun in der
Gebarmutterwand einnisten. In der Folge entsteht aus den Zellen des Trophektoderms der
embryonale Teil der Plazenta, wahrend sich aus den Zellen der inneren Zellmasse der

eigentliche Embryo weiterentwickelt.
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Abb.1.2: Graphische Darstellung der Praimplantationsentwicklung.

A: Darstellung der Embryonalentwicklung von der befruchteten Eizelle bis hin zur
Blastozyste (modifiziert nach Wang und Dey, 2006). B: mikroskopische Aufnahmen der
frihen Embryonalentwicklung. IZM: Innere Zellmasse, BZ: Blastozoel, TE: Trophektoderm,
ZP: Zona Pelucida (modifiziert nach Braude et al., 2003).
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1.5 Connexinexpression wahrend der frihen Embryonalentwicklung

Wahrend der frGhen Embryonalentwicklung von Mausen wird eine Vielzahl von
Connexinisoformen exprimiert. Im 2-Zell- und 4-Zell-Stadium konnte mittels RT-PCR die
Expression der Connexine Cx31, Cx43 und Cx45 nachgewiesen werden. Ab dem 8-Zell-
Stadium werden zusatzlich mRNAs der Connexine Cx30.3, Cx31.1 und Cx40 ausgepragt.
RT-PCR-Analysen an Blastozysten zeigten die Transkription der bereits zuvor
nachgewiesen Connexine. Zusatzlich konnten alle sechs Connexin-mRNAs mit
Polyribosomen co-sedimentiert werden, was auf eine Translation aller gefundenen
Isoformen hindeutet (Davies et al., 1996). In einer weiteren Studie an Blastozysten der
Maus wurden zusatzlich Transkripte der Connexine Cx30, Cx36 und Cx57 nachgewiesen
(Houghton et al., 2002).

Mit Hilfe spezifischer Antikdrper konnten mittels Immunfluoreszenzanalysen die Connexine
Cx26, Cx31, Cx43 und Cx45 in der inneren und aulderen Zellmasse von Blastozysten der
Ratte lokalisiert werden. DarUber hinaus ist die Expression der zuvor nachgewiesenen
Connexine mittels Immunofluoreszenzanalysen an adharenten Blastozysten in vitro
untersucht worden. Dabei fanden sich Cx43 und Cx45 ausschliel3lich in der inneren
Zellmasse, wahrend Cx31 in den auswachsenden Trophektodermzellen lokalisiert war. Die
Farbung flur Cx26 zeigte die Expression des Cx26-Proteins an der Grenze zwischen der
inneren Zellmasse und dem Trophektoderm, was auf die Auspragung des Connexins im
primitiven Endoderm hindeutet. Weitere RT-PCR- und Immunfluoreszenzuntersuchungen
an Blastozysten der Maus zeigten, dass Cx26 hier nicht ausgepragt ist und dass die Cx26-
Expression einen Unterschied zwischen der frihen Embryogenese von Ratte und Maus
darstellt (Nishi et al., 1991; Davies et al., 1996; Houghton et al., 2002).

Bei RT-PCR-Untersuchungen zur Auspragung von Connexin-mRNAs in humanen
Embryonen fand sich eine Expression der Connexine Cx26, Cx31, Cx43 und Cx45 vom 4-
Zell-Stadium bis zur Blastozyste, wahrend Cx32 und Cx40 zu keinem Zeitpunkt
nachgewiesen werden konnten (Bloor et al., 2004). Dieses Ergebnis steht in Kontrast zu
Studien von Hardy et al. (1996), bei denen eine Expression des Cx32-Proteins in
Trophektodermzellen spater menschlicher Blastozysten nachgewiesen wurde. Das Cx43-
Protein wird ab dem 4-Zell-Stadium ausgepragt und die Expressionsstarke steigt von
diesem Entwicklungszeitpunkt bis zum Blastozystenstadium kontinuierlich an. Bei der
Lokalisation mittels Immunfluoreszenzanalysen in humanen Blastozysten ist das Connexin
nahezu Uberall in den Membranen der auf3eren und inneren Zellmasse als dichtes

Netzwerk von Immunsignalen sichtbar. Des Weiteren konnte die Expression von Cx26 und
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Cx32 im Trophektoderm spater humaner Blastozysten gezeigt werden (Hardy et al., 1996).
Zu allen in der inneren Zellmasse der Blastozyste exprimierten Connexinen wurden
Defektmause erzeugt (Reaume et al., 1995; Krlger et al., 2000; Kumai et al.,2000; Plum
et al.,, 2001). Dabei wurde jedoch in keinem Fall eine Stérung der Entwicklung des
Praimplantationsembryos festgestellt. Auch bei Cx31/Cx43-doppeltdefizienten Mausen ist
die Blastozystenentwicklung nicht beeintrachtigt und es zeigen sich keine zusatzlichen
Phanotypen aulder denen, die bereits bei Cx31- bzw. Cx43-defizienten Mausen beobachtet
wurden (Kibschull et al., 2005). Cx31/Cx45- bzw. Cx43/Cx45-doppeltdefiziente Mause sind
bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht untersucht worden.

Im Jahr 1995 injizierten Becker und Davies Antikorper, welche gegen die zytoplasmatische
Schleife von Cx43 gerichtet waren, in Zellen von Embryonen des 8- und 16-Zell-Stadiums.
Daraufhin beobachteten die Autoren eine Dekompaktierung dieser Zellen und einen
Ausschluss von der weiteren Embryonalentwicklung (Becker und Davies, 1995). Diese
Ergebnisse stehen jedoch in Kontrast zu der Beobachtung, dass sich Cx43-defiziente
Mause bis zum Blastozystenstadium und dartuber hinaus normal entwickeln und erst spat
in der Embryogenese an einem Herzfehler versterben (Reaume et al., 1995). In weiteren
Studien wurden Praimplantationsembryonen in vitro in Gegenwart des pharmakologischen
Gap Junction-Inhibitors 18-alpha-Glycyrrhetinsdure bis zum Blastozystenstadium kultiviert.
Dabei zeigte sich, dass durch die Zugabe des Inhibitors der Transfer des
niedermolekularen Farbstoffes Lucifer Yellow zwischen den Zellen des Embryos blockiert
wurde. Dies fuhrte jedoch zu keinerlei Beeintrachtigung der Entwicklung bis hin zum

Blastozystenstadium (Vance et al., 1999).

1.6 Embryonale Stammzellen

Als Stammzellen bezeichnet man in einem gewissen Malde undifferenzierte Zellen, die
sich einerseits unbegrenzt teilen kdnnen und andererseits die Fahigkeit besitzen, sich in
einen bzw. mehrere Zelltypen zu differenzieren. Man unterscheidet adulte und embryonale
Stammzellen. Erstere finden sich in vielen adulten Geweben und konnen sich in einen
(unipotent), in einige wenige (oligopotent) oder in mehrere nah verwandte (multipotent)
Zelltypen umwandeln. Beispiele fur unipotente Zellen sind die Basalzellen der Haut oder
Muskelstammzellen. Unter den blutbildenden (hamatopoetischen) Stammzellen findet man
sowohl multipotente als auch die aus diesen entstehenden oligopotenten myeloischen und
lymphoiden Stammzellen.

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) besitzen im Gegensatz zu den adulten Stammzellen
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die Fahigkeit Zellen aller drei Keimblatter (Endo-, Ecto- und Mesoderm) zu bilden und
werden deshalb als pluripotent bezeichnet. ES-Zellen werden aus der inneren Zellmasse
einer Blastozyste gewonnen. Die Blastozyste bezeichnet ein frihes Embryonalstadium
(Tag 3,5 bei der Maus), in welchem der Embryo lediglich aus der inneren und der dul3eren
Zellmasse besteht. Die Zellen der auferen Zellmasse (Trophektoderm) formen eine
Hohlkugel, in der sich die Zellen der inneren Zellmasse befinden. Isoliert man Blastozysten
aus dem Uterus schwangerer Mause und kultiviert diese in Schalen mit Nahrmedium,
schliipfen die Embryonen nach ein bis zwei Tagen aus der sie umgebenden zona
pelucida. In Kulturschalen, deren Boden mit einer Nahrzellschicht aus mitotisch
inaktivierten embryonalen Fibroblastenzellen bedeckt ist, konnen sich die Embryonen nun
absetzen und anwachsen. In Zellkultur kdénnen die Zellen der inneren Zellmasse
expandiert werden, wobei eine stabile Zelllinie entsteht. Diese Zellen werden als
embryonale Stammzellen bezeichnet und weisen eine kleine, kugelige Zellmorphologie
auf. Sie wachsen dicht gepackt in runden bis ovalen Kolonien mit scharf begrenzten
Randern.

Embryonale Mausstammzellen wurden erstmalig 1981 (Evans et al., Martin et al.) isoliert
und auf einer Nahrzellschicht aus inaktivierten embryonalen Mausfibroblasten kultiviert.
1988 zeigten Williams et al., dass ES-Zellen der Maus auch unabhangig von einer
Nahrzellschicht auf mit Gelatine beschichteten Plastikschalen kultiviert werden kénnen.
Dabei erhalten die Zellen ihren undifferenzierten, pluripotenten Charakter, sofern dem

Kulturmedium das Interleukin LIF (leukemia inhibitory factor) zugesetzt wird.

1.7 Connexine und Gap Junctions in embryonalen Stammzellen

Wie fur die innere Zellmasse der Blastozyste beschrieben, konnte auch in embryonalen
Stammzellen der Maus mRNA der Connexine Cx43 und Cx45 (Nishi et al., 1991;
Oyamada et al., 1996) mittels RT-PCR nachgewiesen werden. AuRerdem wurde der
Austausch des niedermolekularen Farbstoffes Lucifer Yellow zwischen embryonalen
Stammzellen gezeigt (Oyamada et al., 1996). Eine umfassende Analyse aller bekannten
Connexine auf mRNA- bzw. auf Proteinebene wurde bisher noch nicht durchgefuhrt und
wird erstmals in der vorliegenden Dissertation beschrieben.

Wahrend diese Arbeit erstellt wurde, erschienen zwei unabhangige Studien, die sich mit
der Connexinexpression in humanen embryonalen Stammzellen befassen (Wong et al.,
2005; Hattner et al., 2006). Wong und Mitarbeiter fuhrten zwar keine vollstandige Analyse

aller Connexine durch, konnten aber die in ES-Zellen der Maus sowie die in humanen
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Blastozysten beschriebenen Connexine Cx43 und Cx45 als mRNA und als Protein in den
Zellmembranen nachweisen und demonstrierten dartber hinaus den Transfer von Lucifer
Yellow in benachbarte Zellen. Huttner et al. untersuchten die Expression der bekannten
Connexinisoformen mittels RT-PCR und wiesen dabei die Transkription aller Connexine
auller Cx40.1 und Cx50 in humanen ES-Zellen nach. Zudem zeigten sie mittels

Immunfluoreszenzanalysen die Auspragung der Connexinproteine Cx40, Cx43 und Cx45.

1.8 Postimplantationsentwicklung bis zur Gastrulation

Wahrend des spaten Blastozystenstadiums teilt sich die innere Zellmasse in den
Epiblasten und das primitive Endoderm. Das primitive Endoderm spaltet sich im weiteren
Verlauf der Embryogenese in zwei Zellpopulationen auf, in das sogenannte viszerale
Endoderm wund das parietale Endoderm. Das parietale Endoderm kleidet den
Trophoblasten aus und bildet eine Struktur, die als Dottersack bezeichnet wird. Das
viszerale Endoderm umhullt den Epiblasten zum Dottersack hin und sezerniert eine
extrazellulare Matrix zwischen Epiblast und viszeralem Endoderm. Die Zellen die direkten
Kontakt zu dieser Matrix haben, organisieren sich zu einem Saulenepithel, dem primitiven
Ektoderm. Die unpolaren Zellen im Inneren des Epiblasten durchlaufen den apoptotischen
Zelltod und es entsteht eine Hohlung die als proamniotische Hohle bezeichnet wird. Bei
der nun folgenden Gastrulation entsteht mittels epithelial-mesenchymaler Transition das
embryonale Meso- und Endoderm aus Teilen des primitiven Ektoderms. Aus dem
verbleibenden Rest geht das Ektoderm hervor. Somit sind nach der Gastrulation alle drei

Keimblatter (Ektoderm, Endoderm und Mesoderm) des Embryos angelegt.

1.9 In vitro Differenzierung embryonaler Stammzellen in Embryonalkodrperchen

Embryonale Stammzellen besitzen das Potential sich in alle Zelltypen des Koérpers zu
differenzieren. Werden beispielsweise murine embryonale Stammzellen mittels einer
Mikropipette in Blastozysten injiziert, integrieren sich diese in die innere Zellmasse des
Empfangerembryos. Pflanzt man nun die Blastozysten in scheinschwangere Leihmitter
ein, so kénnen die injizierten ES-Zellen in der weiteren Embryogenese zur Entwicklung
aller Gewebe des Korpers beitragen. Es entstehen sogenannte chimare Mause, deren

Organismus aus Zellen zweier Individuen aufgebaut ist (Gossler et al., 1992).

Um ES-Zellen in vitro in verschiedene Zelltypen zu differenzieren, bedient man sich des

Differenzierungssystems der Embryonalkdérperchen (engl.: embryoid bodies). Dabei
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handelt es sich um Aggregate von ES-Zellen, die sich bei der Kultur von embryonalen
Stammzellen in Suspension spontan bilden. Die Zellaggregate ahneln der inneren
Zellmasse der Blastozyste und durchlaufen in den folgenden Tagen in Suspensionskultur
eine in einigen Punkten vergleichbare Entwicklung. Im ersten Differenzierungsschritt
entwickelt sich aus den aulieren Zellen des Embryonalkdrperchens eine Zellpopulation
welche als viszerales Endoderm bezeichnet wird. Diese Zellschicht sezerniert eine
extrazellulare Matrix. Im weiteren Verlauf kommt es zum apoptotischen Zelltod der Zellen
im Inneren des Embryonalkorperchens. Lediglich die Zellen, die direkten Kontakt zur
extrazellularen Matrix haben Uberleben und sdumen als Saulenepithel die entstandene
Hohlung (Coucouvanis und Martin, 1995). Diese Zellpopulation wird als primitives
Ektoderm bezeichnet. Gesteuert und koordiniert wird die Hohlraumbildung (Kavitation) von
BMP2 und BMP4 Signalen sowie Uber die Interaktion der Zellen mit der extrazellularen
Matrix (Coucouvanis und Martin, 1999). Nach weiteren Tagen l6sen sich Teile des
primitiven Ektoderms in einer epithelial-mesenchymalen Transition aus dem
Epithelverband, migrieren in den Raum zwischen primitivem Ektoderm und primitivem
Endoderm und bilden ein mesenchymales Gewebe. Aus diesem Mesenchym gehen spater
mesodermale und endodermale Zellen hervor (Viehbahn, 1995; Fujiwara et al., 2007). Aus
den Resten des primitiven Ektoderms entwickelt sich das Ektoderm. Damit sind alle drei
Keimblatter im Embryonalkoérperchen angelegt. Diese Differenzierungsprozesse
rekapitulieren in gewisser Weise die in Kapitel 1.8 beschriebene naturliche Entwicklung im
Embryo, bei der wahrend der Gastrulation ebenfalls alle drei Keimblatter angelegt werden

und sich eine zentrale Hohlung (Amnionhdhle) bildet.
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Abb.1.3: Vergleichende schematische Darstellung der Entwicklung des Embryos
von der Blastozyste bis zum Eizylinder in vivo bzw. eines Embryonalkérperchens in
Suspensionskultur in vitro. EZM = extrazellulare Matrix.

1.10 Funktion von Connexinen in ES-Zellen und wahrend der ES-Zelldifferenzierung

Die erste Studie zur Funktion von Connexinen in embryonalen Stammzellen wurde 1991
von Sheardown und Hooper publiziert. Die Autoren stellten kopplungsdefiziente ES-Zellen
mittels genereller Mutagenese und anschlieRender ,kiss of death” Selektion her und lieRen
diese ES-Zellen zu Embryonalkdrperchen aggregieren. Wahrend sich die Kontrollzellen in
zystische Embryonalkorperchen entwickelten und im Inneren diverse HoOhlungen
aufwiesen (Kavitation), konnte bei den kopplungdefizienten Zellen auch nach langer Kultur
von bis zu 24 Tagen keine Differenzierung in zystische Embryonalkdrperchen festgestellt
werden. Ebenfalls war so gut wie keine Ausbildung von Hoéhlungen zu beobachten. Die
Autoren interpretierten ihre Ergebnisse dahingehend, dass es aufgrund der fehlenden Zell-
Zell-Kommunikation zu einem Defekt in der Entwicklung des viszeralen Endoderms
kommt. Dies verhindert eine weitere Differenzierung der Zellen innerhalb des
Embryonalkérperchens, da von der Schicht viszeralen Endoderms, welche das
Embryonalkérperchen im Normalfall umgibt, die weiteren Differenzierungssignale
ausgehen (Sheardown und Hooper, 1991).

Eine weitere Studie wurde von Wong et al. (2006) veroffentlicht. Darin zeigten die Autoren,
dass eine Blockade der Gap Junction-vermittelten Zell-Zell-Kopplung mittels des

pharmakologischen Gap Junction-Inhibitors 18-alpha-Glycyrrhetinsaure sowohl zu einer
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verminderten Proliferationsrate, als auch zu einer Erhdhung der Apoptoserate in humanen
ES-Zellen fihrt.

Todorova et al. (2008) reduzierten die Cx43-Expression in murinen ES-Zellen mittels
siRNA (knockdown) auf zehn Prozent, was zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferationsrate der ES-Zellen fuhrte. Zusatzlich zeigte sich in Cx43-knockdown ES-
Zellen eine verminderte Expression der Stammzellmarker Oct4 und Nanog. Daruber
hinaus waren die Zellen nicht in der Lage, Embryonalkérperchen zu bilden. Die
Ergebnisse dieser Studie stehen jedoch in Kontrast zu Studien an Cx43 defizienten ES-
Zellen, welche in gleichem Male wie Wildtypzellen zu Embryonalkdrperchen aggregieren
und in schlagende Kardiomyozyten differenzieren. (Reaume et al., 1996; Banach et al.,
2003).

Parekkadan und Mitarbeiter (2008) untersuchten die neuronale Differenzierung von Cx43
defizienten ES-Zellen der Maus an einem speziell entwickelten System, in welchem
Zellpaare aus einer bereits differenzierten, Nestin-positiven Zelle und einer
undifferenzierten, Cx43-defizienten ES-Zelle untersucht wurden. Im Vergleich mit Wildtyp-
Zellen fanden die Autoren einen Anstieg der Differenzierung in Astrozyten und einen
kompletten Defekt der Differenzierung in Oligodendrozyten.

Studien zur Differenzierung von Cx43 bzw. Cx45 defizienten ES-Zellen in Kardiomyozyten
zeigten keine augenscheinlichen Unterschiede im Vergleich zu den verwendeten
Kontrollzellen (Reaume et al., 1996; Banach et al.,, 2003; Egashira et al., 2004). Eine
Uberexpression von Cx43 in humanen embryonalen Stammzellen mittels lentiviral
eingebrachter Konstrukte fuhrte hingegen dazu, dass aus den infizierten Zellen keine

Herzmuskelzellen mehr erzeugt werden konnten (Moore et al., 2008).

1.11 Apoptose

Multizellularen Organismen steht ein aktives, molekulares Programm zur Verflgung um
beschadigte, Uberflissige oder potentiell gefahrliche Zellen zu entfernen: der
programmierte Zelltod, die sogenannte Apoptose (Kerr et al., 1972).

Morphologisch durchlaufen apoptotische Zellen mehrere Stadien. Zuerst schrumpfen Zelle
und Zellkern, danach kommt es zu Ausstllpungen der Zellmembran (membrane blebbing)
und zur Kondensation des Chromatins. Im weiteren Verlauf des Zelltodes findet eine
enzymatische Fragmentierung des Genoms, sowie die Ausbildung apoptotischer Korper
statt. Diese ,apoptotic bodies“ sind membranumschlossene Vesikel, die sich von der

sterbenden Zelle abschnuren (Wyllie et al. 1980). In vivo werden die apoptotischen
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Korperchen von phagozytierenden Zellen aufgenommen und somit ohne lokale
Entzindungsreaktionen aus dem Gewebe eliminiert. Somit stellt die Apoptose im
Gegensatz zur Nekrose eine kontrollierte, aktiv eingeleitete Form des Zelltodes dar, bei
der ein Schaden an den umliegenden Zellen minimiert wird.

Die Schlusselenzyme der Apoptose sind die Caspasen (Earnshaw et al., 1999). Caspasen
sind proteolytische Enzyme, die in ihrem aktiven Zentrum die Aminosaure Cystein
enthalten und Proteine nach der Aminosaure Aspartat hydrolysieren (Cysteinyl-
Aspartasen) (Thornberry et al., 1998). Die Enzyme kommen in den Zellen als Zymogene
(Procaspasen) vor und werden durch proteolytische Abspaltung einer regulatorischen
Untereinheit aktiviert. Nun konnen die Caspasen autokatalytisch weitere Procaspasen
spalten. Wahrend der Apoptose kommt es zuerst zu einer Aktivierung von
Aktivatorcaspasen wie Caspase 8 oder 9. Diese Caspasen aktivieren daraufhin die
Effektorcaspasen (z.B. Caspase 3, 6 und 7). Im weiteren Verlauf der Apoptose vermitteln
die Effektorcaspasen den Abbau zellularer Strukturen und aktivieren weitere
proapoptotische Enzyme. Caspasesubstrate sind unter anderem Aktin, Lamin, Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase (PARP) und die DNA-Leiter-Nuklease. Es wurden bereits Uber
hundert Caspasesubstrate beschrieben (Earnshaw et al.,1999; Nicholson et al.,1999).
Ausldser der Apoptose sind Todessignale. Solche Reize sind unter anderem der Entzug
von Wachstumsfaktoren, von Zell-Zell-Kontakten oder von Hormonen. Aul3erdem flhren
Schadigungen der DNA, Stérungen des Zellzyklus, zytotoxische T-Zellen sowie
Schadstoffe zur Initiation des programmierten Zelltodes. Ein weiterer Weg zur Einleitung
apoptotischer Prozesse ist die Stimulation von Todesrezeptoren.

Zwei Moglichkeiten der Initiation von Apoptose sind ausfuhrlich in der Literatur
beschrieben: der Todesrezeptorweg und der mitochondrialen Weg. Todesrezeptoren sind
Transmembranproteine bestehend aus sechs antiparallelen, amphipathischen a -Helizes
(Huang et al., 1996). Die Bindung von Liganden wie Apo, Fas oder TNF an diese
Rezeptoren fuhrt zur Bildung eines Signalkomplexes, der das Adapterprotein FADD (Fas
associated death domain) rekrutiert (Eberstadt et al., 1998). In der Folge kommt es zur
Anlagerung mehrerer Procaspase-8-Molekule, welche Uber induzierte Nahe
autokatalytisch in die aktive Initiator-Caspase-8 Uberfuhrt werden. Im weiteren Verlauf
aktiviert die Caspase-8 die Procaspase-3. Die Effektor-Caspase-3 letztlich spaltet eine
Reihe von Substraten bzw. aktiviert weitere Effektor-Caspasen wie z.B Caspase-6 und -7
(Hengartner, 2000).

Der mitochondriale Apoptoseweg wird durch extrazellulare Signale, als auch durch

intrazellulare Defekte z.B. durch DNA-Schadigungen ausgel6st. Daraufhin  werden
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proapoptotische Faktoren der Bcl2-Familie wie z.B. Bax, Bam, Bad oder Bid aktiviert,
welche in ihrer inaktiven Form zytoplasmatisch vorliegen (Li et al., 1998; Wolter et al.,
1997; Puthalakath et al. 1999; Gross et al., 1999). Dephosphorylierung, proteolytische
Spaltung und andere Mechanismen aktivieren die proapoptotischen Faktoren, welche
daraufhin zur mitochondrialen Membran dirigiert werden (Adams et al., 1998; Antonsson et
al., 2000).

Proapoptotische und antiapoptotische Mitglieder der Bcl2-Familie treffen nun an der
mitochondrialen Membran zusammen. Uberwiegen proapoptotische Faktoren kommt es
zu einem Ausstrom von Zytochrom-c aus den Mitochondrien. Dies iniitiert die Bildung
eines Komplexes aus Apaf-1 (apoptosis protease activating factor 1), Zytochrom-c und
Procaspase-9, der als Apoptosom bezeichnet wird. Die Procaspase-9 wiederum spaltet
nun Procasapase-3 und es entsteht die katalytisch aktive Effektorcaspase-3, welche wie
bereits beschrieben eine Reihe von Substraten spaltet, was letztendlich zur Demontage

der apoptotischen Zelle fuhrt (Hengartner, 2000).

1.12 Das Cre/loxP-Rekombinationssystem

Die Cre (causes recombination)-Rekombinase ist ein Protein aus dem Bakteriophagen P1
und gehort zur Familie der Tyrosin-Rekombinasen (Nunes-Duby et al., 1998). Diese
Klasse von Enzymen katalysiert das Schneiden und Verknupfen von DNA-Molekilen an
spezifischen Erkennungsstellen. Dabei vermittelt die Cre-Rekombinase einen nukleophilen
Angriff auf das Phosphodiester-Ruckgrat Uber eine Tyrosin-Hydroxylgruppe, wobei ein
kovalent verknupftes DNA-Protein-Zwischenprodukt entsteht (Grindley et al., 2006). Die
Cre-Rekombinase reagiert mit spezifischen Erkennungssequenzen, den loxP (locus of
crossing (,X“) over of P1)-Stellen. Diese 34 bp langen Basenabfolgen bestehen aus einer
8 bp langen Kernsequenz, die von zwei 13 bp langen palindromischen DNA-Abschnitten
flankiert wird (Abremski et al., 1986). Die Cre-Rekombinase vermittelt die Deletion oder
Inversion von DNA-Abschnitten, die von zwei loxP-Stellen flankiert vorliegen. Dabei hangt
das Ergebnis der Reaktion von der Ausrichtung der Erkennungsstellen zueinander ab.
Diese wird wiederum von der Richtung der Kernsequenz bestimmt. Eine gleiche
Orientierung fuhrt zur Deletion, eine gegenlaufige Orientierung zur Inversion des
flankierten DNA-Bereiches (Hoess et al., 1986).

In der Molekularbiologie wird das Cre/loxP-System als Werkzeug zum gezielten
Ausschneiden bestimmter DNA-Sequenzen aus dem Genom verwendet. Mittels

genetischer Manipulation werden dazu zuerst loxP-Stellen in das Genom der zu

23



Einleitung

untersuchenden Zellen bzw. Tiere eingefuhrt. AnschlieBend wird die Deletion der
markierten DNA-Abschnitte induziert. In Zellen kann dies beispielsweise durch die
Transfektion von Plasmiden, welche die Cre-Rekombinase kodieren, geschehen.
Transgene Mause werden mit anderen Mauslinien gekreuzt, die das Cre-Protein unter der
Kontrolle eines gewebespezifischen, bzw. induzierbaren Promotors exprimieren (Pluck et
al., 1996). Im Mausmodell kann somit ein embryonal letaler Phanotyp umgangen bzw. die
Funktion eines Gens nur in bestimmten Zelltypen oder zu einem genau definierten
Entwicklungsstadium untersucht werden. In Zellen ermdglicht das System eine gezielte

und zeitlich genau definierte Deletion von Genen.

1.13 Transduzierbare Proteine

Fur die meisten Molekule, die groRer als 500 Da sind, stellt die Plasmamembran von
eukaryotischen Zellen eine effektive Barriere dar. Im Normalfall ist deshalb eine Aufnahme
von Proteinen in die Zelle nur Uber aktive Prozesse, wie z.B. die rezeptorvermittelte
Endozytose bzw. eine Aufnahme durch Transportproteine, mdglich und wird so von der
Zelle gezielt kontrolliert. Dartber hinaus findet man jedoch auch virale und bakterielle
Proteine, welche die Zellmembran durchdringen kdnnen. Beispiele hierfur sind das Herpes
Virus 22 Protein (VP22) sowie das HIV Protein TAT (Trans-Activator of Transcription)
(Efthymiadis et al., 1997; Phelan et al., 1998). Das TAT-Protein wird vom HI-Virus kodiert
und kontrolliert als Transaktivator die Transkription des HIV-Genoms (Cullen et al., 1990).
Des Weiteren wird TAT von den infizierten Zellen sezerniert und ist im Blut von mit HIV
infizierten Patienten nachweisbar. Von dort aus kann TAT in andere Zellen des Korpers
eindringen und wirkt beispielsweise in nicht infizierten T-Zellen als proapoptotisches
Protein, was zum Fortschreiten der AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome)-
Erkrankung beitragt (Campbell et al., 2004). Der genaue, molekulare Mechanismus fur die
Aufnahme des TAT-Proteins ist noch nicht endgultig aufgeklart. Moglicherweise erfolgt die
Einschleusung in die Zelle Uber Makropinozytose, eine spezielle Form der Endozytose.
Dabei bindet TAT an die Zellmembran, wird in Makropinosomen aufgenommen, entkommt
der endosomalen Degradation und gelangt so in das Zytoplasma. Die genauen
molekularen Ablaufe sind dabei jedoch weitestgehend unbekannt und Gegenstand der
derzeitigen Forschung (Gump und Dowdy, 2007). DarlUberhinaus wird ein direkter
Durchtritt des TAT-Proteins durch die Membran diskutiert (Nagahara et al., 1998).
Verantwortlich fir die Bindung an die Zellmembran der Zielzellen ist die TAT-

Proteintransduktionsdomane (PTD). Diese besteht aus den Aminosaureresten 48-57 des
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Proteins und ist reich an den basischen Bausteinen Arginin und Lysin. Fusioniert man die
PTD-Sequenz mit anderen Peptiden oder Proteinen, kénnen diese ebenfalls die
Plasmamembran von Zellen durchdringen. Somit ist die HIV-TAT-PTD neben anderen
zellpenetrierenden Peptiden (CPP) ein wirkungsvolles Werkzeug um Peptide, Proteine
oder andere Molekule in lebende Zellen einzuschleusen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Fusionsprotein aus der HIV-TAT-PTD, der Cre-
Rekombinase sowie einer Kernlokalisationssequenz (NLS) verwendet, um DNA-
Sequenzen, die von loxP-Stellen flankiert sind, aus dem Genom embryonaler
Stammzellen zu deletieren (Peitz et al., 2002). Die Transduktionsdomane vermittelt dabei
die Aufnahme des Proteins in die Zelle. Mit Hilfe der Kernlokalisationssequenz wird die
Cre-Rekombinase aus dem Zytoplasma in den Nukleus transportiert und entfaltet dort ihre

enzymatische Aktivitat.

o |

MGHHHHHHGMGAAGRKKRRQRRRPP

Abb.1.4: Schematische Darstellung der transduzierbaren Cre-Rekombinase.
H6: His-Tag =zur Aufreinigung des Fusionsproteins aus E.coli; TAT:
Proteintransduktionsdomane des HIV-TAT; NLS: Kernlokalisationssequenz; Cre: Cre-
Protein aus dem Bakteriophagen P1. (Nolden et al., 2006)
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1.14 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Wahrend der Praimplantationsentwicklung des Embryos wird eine Vielzahl an
Connexinisoformen exprimiert (Houghton et al., 2002). Die Funktion der Connexine bzw.
von Gap Junction-Kanalen wahrend der fruhen Embryonalentwicklung ist jedoch
weitestgehend unbekannt. Embryonale Stammzellen, gewonnen aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste, stellen eine Momentaufnahme des Praimplantationsembryos
an Tag 3,5 der Entwicklung dar. Die Zellen konnen durch die Wahl geeigneter
Kulturbedingungen nahezu unbegrenzt vervielfaltigt werden, wobei sie ihren pluripotenten
Charakter erhalten. Daruberhinaus lassen sie sich gezielt in verschiedene Zelltypen
differenzieren. Somit sind ES-Zellen ein geeignetes Modellsystem fur die Untersuchung
der Expression und der Funktion von Connexinen wahrend diesem Embryonalstadium.

Die vorliegende Dissertation knlpft an die Ergebnisse meiner Diplomarbeit an, welche im
Jahr 2005 am Institut fur Genetik in Bonn angefertigt wurde. Ziel der Arbeit war die
vollstandige Charakterisierung der Connexinexpression in HM1 ES-Zellen. Diese wurde im
Zuge der Erstellung dieser Dissertation um Cx23 erganzt und um die Untersuchung der
drei bekannten Pannexinisoformen erweitert. Wahrend der Diplomarbeit wurde bereits mit
der Untersuchung der Funktion Gap Junction-vermittelter Kommunikation in ES-Zellen
begonnen. Zu diesem Zweck wurden HM1 Zellen mit den pharmakologischen Gap
Junction-Inhibitoren 18-alpha-Glycyrrhetinsdure und Carbenoxolon behandelt. Dies fuhrte
zu einem signifikanten Anstieg der Apoptoserate. Der Einfluss von Connexinen und Gap
Junction-vermittelter Kommunikation auf Tod und Uberleben von Zellen wird schon seit
einigen Jahren in der Literatur diskutiert. In zahlreichen Studien konnte dabei in
Abhangigkeit vom Zelltyp bzw. dem zellularen Kontext sowohl ein pro- als auch ein
antiapoptotischer Effekt gezeigt werden (zusammengefasst von Krysko et al., 2005). Somit
erschien auch ein Gap Junction-vermittelter antiapoptotischer Effekt in ES-Zellen
plausibel. Dennoch gab es einige Vorbehalte bezlglich der Spezifitat der verwendeten
Gap Junction-Inhibitoren bzw. deren zytotoxischen Nebeneffekten. Ziel dieser Dissertation
war es nun, die mittels pharmakologischer Gap Junction-Inhibitoren erzielten Ergebnisse
mit genetischen Methoden zu reproduzieren. Darlberhinaus sollten Cx43/Cx45
doppeldefiziente ES-Zellen hergestellt und charakterisiert werden, um die Funktion von
Connexinen und Gap Junction-vermittelter Kommunikation in embryonalen Stammzellen
sowie wahrend der ES-Zelldifferenzierung aufzuklaren und die Auspragung von

Connexinen wahrend der frihen Embryonalentwicklung verstehen zu kdnnen.
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2. Material

2.1 Verwendete Zelllinien

Name
Hela

HM1

Cx43floxHPRT

Cx43delHPRT

Cx43/Cx45flox

Cx43/Cx45del

Beschreibung

Kopplungsdefiziente Zelllinie aus
tumorgenen, aneuploiden Epithelzellen
eines humanen Zervixkarzinoms. Neben
HelLa Wildtypzellen wurden HelLa Zellen
verwendet, welche stabil mit Plasmiden
fur die Expression der Connexine
mCx26, mCx31, mCx32, mCx37, mCx43
und mCx45 sowie fur das Pannexin
mPanx1 transfiziert wurden.

Aus Sv129/Ola Blastozysten isolierte
murine embryonale Stammzelllinie, die
sich ohne Nahrzellen auf Gelatine
beschichteten Plastikschalen kultivieren
lasst.

HM1-Zellen, in denen Cx43 auf einem
Allel durch eine induzierbare Cre-
Rekombinase ersetzt ist. Auf dem
anderen Allel liegt Cx43 flankiert von
loxP-Stellen vor. Der Cx43-Sequenz folgt
eine Neomyzin-Selektionskassette,
welche ebenfalls von loxP-Stellen
flankiert ist sowie ein lacZ- Reportergen.

Cx43floxHPRT-Zellen, in denen Cx43
mittels einer transduzierbaren Cre-
Rekombinase (HTN-Cre) deletiert wurde.

Aus Blastozysten transgener C57BL/6-
Mause isolierte embryonale Stamm-
zelllinie. In den Zellen liegen Cx43 und
Cx45 homozygot von IloxP-Stellen
flankiert vor.

Cx43/Cx45flox Zellen, in denen Cx43
und Cx45 homozygot mittels einer
transduzierbaren Cre-Rekombinase
(HTNCre) deletiert wurden.
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2.2 Allgemeine Labormaterialien und Gerate

Materialien
Objekttrager und Deckglaschen

Hybond-ECL-Nitrozellulosemembran
Pipettenspitzen

Reagenzgefalle

Sterile Plastikware fur die Zellkultur

Roéntgenfilm Fuji Medical X-ray Super RX
Chemilumineszenzsubstrat Supersignal West Pico
Restore Western Blot Stripping Buffer

Permafluor Eindeckmedium

Whatman 3mm Papier GB002

Sterilfilter 0,2 pm

Fluoreszierender Kernfarbstoff Syto
Tag-Polymerase GoTag M830B und zugeharige Puffer
Tissue-Tek Einbettungsmedium

Glaskapillaren GB100F-8P zur Herstellung von
lontophoresekapillaren

AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit
HistoGreen POD Peroxidase Substrate Kit

Gerate
Entwicklermaschine Curix 60

Paraffin-Gewebeinfiltrationsautomat TP1020
Paraffin-GieR3station EG1140H
Rotationsmikrotom HM360

Binokular MS5

ELMA und Ultraschallspitze Sonifer B-12
Feinwage Kern ABS

Fluorometer Genios

Heizblock DRI-Block DB3

Heizgerat TRZ 3700 (Mikroinjektion)
Inkubatoren flr die eukaryotische Zellkultur mit CO»-Regulation
Kapillarenzieher horizontal P-97
Kolbenhubpipette Pipetman (20, 200, 1000 ul)
Kryostat HM5000M

Kuhlzentrifuge 5415R

Klhlzentrifuge J2-21 mit Rotor JA20
Klhlzentrifuge Multifuge primoR
Magnetruhrer MR 2002

Mikromanipulator

Mikroskop IM 35

Mikroskop LSM 510

Mikroskop mit Epifluoreszenz, Axiophot
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Hersteller

Marienfeld, Menzel-
Glaser

GE-Healthcare
Eppendorf

Falcon

Falcon, Sarstedt, Nunc,
Becton, Dickinson
Fuijifilm

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Schleicher & Schiill
Schleicher & Schull
Invitrogen

Promega

Sakura

Science Products GmbH

Calbiochem
Linaris

Hersteller
Agfa

Leica
Leica
Leica
Leica
Branson
Kern & Sohn GmbH
Tecan
Techne
Zeiss
Heraeus
Sutter Instruments
Gilson
Microm
Eppendorf
Beckman
Heraeus
Heidolph
Eppendorf
Zeiss
Zeiss
Zeiss
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Mikrowelle MW 800
PCR-Maschine PTC-200
PCR-Maschine PTC-100
PCR-Maschine Primus 96 plus
Peristaltische Pumpe P-1
Pipettierhilfe vac-petus

Spannungsgerat Bio-Rad 1000/500
Spannungsgerat LKB GPS 200/400
Spektralphotometer DU 640
Ultraschallbad Transsonic T460
UV-Transilluminator Image Master VDS
Wasserbad E100

Wasserbad Shake Temp SW21

Continent
Biozym

Biozym

MWG AG Biotech
Amersham

Faust

Bio-Rad
Pharmacia
Beckmann

Elma

Pharmacia Biotech
Lauda

Julabo

2.3 Verwendete Oligonukleotid Startermolekiile fiir die Polymerase Kettenreaktion

Name Startermolekiilsequenz

mCx26 USP 5 -CGGAAGTTCATGAAGGGAGAGAT-3’

mCx26 DSP 5 -GGTCTTTTGGACTTTCCTGAGCA-3’
mCx29USP 5 -GGGGTACCGACCACCATGTGCGGCAGGTTCC-3 "
mCx29 DSP 5’ -GCAGGATCCTCAAAATGGCTCTTTTGC-3 "
mCx30 USP 5 -GTCATCGGTGGCGTGAACAAGCAC-3’
mCx30 DSP 5 -GAGCAGCATGCAAATCACGGATGC-3’
mCx30.2 USP 5 -CCGCTCGAGCGGCCACCATGGGGGAGTGGGC-3 "
mCx30.2 DSP 5 -GGAATTCCCTAGATGGCCAGGTCCTGGCG-3 "
mCx30.3 USP 5 -TCAAACATGGGCCCAATG-3°

mCx30.3 DSP 5 -GGGAGTCACAGAGCAAGC-3~

mCx31 USP 5 -AGAAGCACGGGGAGCAAT-3’

mCx31 DSP 5 -TACTATGCTGGCGCACTG-3"

mCx31.1 USP 5 -ATATACCCTCCCTTCTATGGT-3"

mCx31.1 DSP 5 -TCACAGAATGGTTTTCTTCAC-3°

mCx32 USP 5 -CTGCTCTACCCCGGCTATGC-3"

mCx32 DSP 5 -CAGGCTGAGCATCGGTCGCTCTT-3 "

mCx33 USP 5’ -CTAGAAAAGGTTCAACCCTAC-3"

mCx33 DSP 5" -TAGAACAGCTGGATGACATTC-3"

mCx36 USP 5" -TGCAGCAGCACTCCACTATGATTG-3"
mCx36 DSP 5" -CATAGGCGGAGTCACTGGACTGAG-3"
mCx37 USP 5 -GGCTGGACCATGGAGCCGGT-3 "

mCx37 DSP 5 -TTTCGGCCACCCTGGGGAGC-3 "~

mCx40 USP 5 -CTGTCCCCACCCAGTCAACT-3"
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mCx40 DSP

mCx39N-Term

mCx39KXhol

mCx43 USP
mCx43 DSP
mCx45 USP
mCx45 DSP
mCx46 USP
mCx46 DSP
mCx47 USP
mCx47 DSP
mCx50 USP
mCx50 DSP
mCx57 USP
mCx57 DSP
B-Aktin USP
B-Aktin DSP
mPanx1-USP

mPanx1-DSP2

mPanx2-USP

mPanx2-DSP1

mPanx3-USP

mPanx3-DSP1

UMPR
43delforw
43delrev
tk-forw
43twoloxforw
Neorev
15Fcfor
13Frev
[IPx3rev
SRYfor
SRYrev

5 -CCGTTTGTCACTATGGTAGC-3"

5" -CCGCTCGAGCGGCCACCATGGAGAAGTTGAACTTGTTGGG
ATTCCTCATCATCACCTTAAACTGTAACGTGACCATCATGGGC

ATGATCTGGCTGATCGTGGAG-3"

"—CCGCTCGAGCGGCCACCATGGAGAAGTTGAACTTGTTG-

"-TACCACGCCACCACCGGCCCA-3"

" -~GGCATTTTGGCTGTCGTCAGGGAA-3"

"—TTCCAAGTCCACCCATTTTAT-3"

"—ATCGTTCCTGAGCCATTCTGA-3"

" ~GGAAAGGCCACAGGGTTTCCTGG-3"

" ~GGGTCCAGGAGGACCAACGG-3"
" ~AAGACGGTGGTCACTCCTGG-3"
" —GCACAGCATCCTGCGCACTG-3"
"—CATCCTGCCCCTCTATC-3"

"—CTCTTCCCGCTCCACTT-3"

"—TTCCATTCAACAAACTACTCAGG-3~
"—ATACACATATACATATGTCTCATG-3"

"—CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAG-

"—TTGACCATGGCCATCGCCCACTTGG-3"

"—CTACAGATCCAACAGGGGTGCGTC-3"

" -AGTCGGCGGACATGGCGACC-3~

"—TCCGGCTCAGGATGGTGAGAGGG-3"

"—ATTCTCAGCAGCATCATGTCGC-

"—TTCAAAGTACCGTTCCTTCC-3"

"-TCACCCCAAGCTGACTCA ACCG-3°
"-GGCATACAG ACCCTTGGACTCC-3°
"-TGCGGGCCTCTTCGCTATTACG—
"~CGGCTCCATACCGACGATATGC-
"-CTCCAGCCCTTAGCTATCGTGG-
" -GCCCAGTCATAGCCGAATAGCC-
" -GGATTAAAGGCATGTGTCACCACTCTTGGC-5"
"-CTCTAGGAACACTGTAACCTGAGATGTCCC-5"

3 -AAGAACGGCCACAACTCTGGTAACAGGAAG-5"

5’ -AAGCGCCCCATGAATGCATT-3"

5’ -=TCCCAGCTGCTTGCTGATCT-3"

5
3
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5" -TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG—
5
5
5
5
5
5
5
5
5
3
3
3
3
3

3
3

3

=
=
=
—
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2.4 Verwendete Antikorper

2.4.1 Primare Antikorper

Antikorper
mCx26
monoklonal Maus
mCx31
polyklonal Kaninchen
mCx32
monoklonal Maus
mCx37
polyklonal Kaninchen
mCx43
polyklonal Kaninchen
mCx45
monoklonal Maus
Panx1
polyklonal Kaninchen
PARP
polyklonal Kaninchen
gespaltene Caspase-3
polyklonal Kaninchen
Oct4
monoklonal Maus
Laminin
monoklonal Ratte
AFP
monoklonal Maus
B-Tubulin I
monoklonal Maus
GFAP
monoklonal Maus
a-Aktinin
monoklonal Maus
B-Gal
polyklonal Kaninchen
eGFP
polyklonal Kaninchen

Hersteller
Zymed
(13-8100)
Biotrend
(Cx31-A)
Zymed
(35-8900)

Simon et al., 2006

Christian Schlieker
(Diplomarbeit 2000)
Chemicon
(MAB 3101)
Invitrogen
(48-8000)

New England Bioloabs
(9542)

New England Biolabs

Santa Cruz
(SC 5279)
Chemicon
(MAB 1914)
R&D Bioscience
(MAB 1368)
Chemicon
(MAB 3408)
Sigma
(C 9205)
Sigma
(A7811)
ICN Biomedicals
(55976)
Abcam
(ab290)
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Verdunnung (IF) Verdiunnung (IB)

1:400

1:100

1:100

1:50

1:400

1:250

1:400

1:500

1:500

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:750

1:2000

1:500

1:500

1:1500

1:500

1:500

1:1000

1:500

1:1000

1:1000

1:1000
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2.4.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Hersteller
Peroxydase Ziege Dianova
anti Kaninchen (115-035-114)
Peroxydase Ziege Dianova
anti Maus (115-035-146)
A@;;ggﬁﬁﬁss MobiTec
Kaninchen i)
Alexa Fluor 488 MobiTec
Ziege anti Maus (A-11029)
A@;;gg§ﬁ€94 MobiTec
Kaninchen GBS
Alexa Fluor 594 MobiTec
Ziege anti Maus (A-11005)
Cy3 Ziege anti Dianova

Ratte

(112-165-102)

2.5 Losungen und Medien

Verdiinnung (IF)

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

Verdiinnung (IB)
1:20000

1:20000

Alle Medien fur die Zellkultur werden in doppelt destillietem Wasser angesetzt.
Sterilisation der Medien erfolgt durch Autoklavieren oder Sterilfiltration.

Allgemeine Losungen
Losung
PBS

PBS*

TBS

Konzentration
137mM
2,7 mM
8,1 mM
1,5 mM

137mM
2,7 mM
8,1 mM
1,5 mM
0,7 mM
0,7 mM

10 mM

150 mM
pH 7,5
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Substanz

NaCl

KCI

NazHPO4 X 2H20
KH,PO,4

NaCl

KCI

NazHPO4 X 2H20
KH2PO4

CaC|2

MgCl,

Tris
NaCl

Die



Material

Losungen fir die Nukleinsaureanalytik

Losung

Agarosegel

TE-Puffer

TBE

Rnase 2000

ProteinaseK-Stammldsung

ES-Zell-Lysispuffer

Laird-Puffer

Lysis-Puffer

DEPC Wasser

Ethidiumbromid- Stammlosung

Konzentration Substanz
0,8% (w/v)

in TBE aufkochen
4ul/100ml

im abgeklebten Geltrager
mit eingesetzten
Kammen zu einem Gel
erstarren lassen

Agarose

Ethidiumbromid-Stammldésung

10 mM Tris

1 mM EDTA

pH 8

90 mM Tris

90 mM Borsaure
2,5 mM EDTA

PH 8,3

0,2% (w/v) RNase A
20000 U/ml RNase T

20 mg/ml ProteinaseK
2% (vIv) Proteinase K-Stammlésung

20% (viv)

100 mM
5mM
200 mM
0,1% (v/v)
pH 8,5

1 %(v/v) in Laird Puffer

0,1% (v/v)

1 h autoklavieren

1% (Wiv)
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Promega PCR-Puffer (5x)
Tris

EDTA

NaCl

SDS-Lésung (20%)

Proteinase K-Stammlésung

Diethylpyrocarbonat

Ethidiumbromid
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Losungen und Medien fiir die ES-Zellkultur
Losung Konzentration

B-Mercaptoethanol-Lésung 0,7% (wlv)
Gelatine-Losung 0,1% (w/v)

Trypsinlosung 1 mM
1% (v/v)
0,025% (w/v)
In PBS”
ES-Zell-Kulturmedium 500 ml
15% (v/v)
1 mM
6 ml

2 mM
6 ml

0,2% (v/v)

1% (VIv)

Substanz
B-Mercaptoethanol
Gelatine

EDTA
HUhnchenserum
Trypsin

Glasgow MEM (Biochrom AG)
Fotales Kalberserum
Natriumpyruvat

Penicillin/Streptomycin Losung
(100x)

Glutamin

Nichtessentielle Aminosauren
(100x)

LIF-haltiges, konditioniertes
Medium (eigene Herstellung)

B-Mercaptoethanol-Lsung

ES-Zelldifferenzierungsmedium ES-Zellkulturmedium ohne LIF

ES-Zelldifferenzierungsmedium 107 mM
(neuronal)

in ES-Zelldifferenzie-
rungsmedium

ES-Medium mit MEK-Inhibtor 50 uM

in ES-Zellkulturmedium

Einfriermedium 10% (v/v)
in fotalem Kalberserum

PBS

Steriles Wasser
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Retinsaure

MEK Inhibitor (PD98059)
Cell Signaling Technology

DMSO

Kommerziell erhaltliches PBS fiir
die Zellkultur (Gibco)

Kommerziell erhaltliches steriles
Wasser (Gibco)
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Losungen fir die Histologie

Losung

PFA-L6sung

X-Gal-Lésung

LacZ-Basislosung

LacZ-Fixierldsung

LacZ-Waschlosung

lacZ-Farbelosung

Hamatoxylin-Losung
Eosin-Farbelésung

Hoechst-Farbelosung

Propidiumiodid-Losung

Blockierungslosung

Konzentration
4% (w/v)

in PBS”

pH 7,2

4% (wlv)

in N,N-Dimethylformamid

0,5M

0,5M

1,25 mM

2 mM

pH 7,4

0,4% (viv)

in LacZ-Basislosung

0,01% (v/v)
0,2% (v/v)
in lacZ-Basislosung

5mM

5mM

8% (v/v)

in lacZ-Waschlosung
0,1% (v/v)

0,1% (w/v)

0,05% (w/v)

1% (Wiv)
in PBS’

4% (w/v)

0,1% (v/v)
in PBS”
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Substanz

Paraformaldehyd

X-Gal

NazHPO4 X 2H20
NaH2PO4X 2H20

MgC|2

EGTA

Glutaraldehydlésung (25%)

Deoxycholat-Lésung (10%)
Nonidet P40

Ks[Fe(CN)s]-Losung
Ks[Fe(CN)s]-Losung
X-Gal-Lésung

Mayers Hamalaun-Ldsung
Eosin Y

Hoechst 33258
Propidiumiodid

Kalberserum (BSA)
Triton-X-100-L6sung (10%)



Material

Losungen fir die Proteinanalytik

Losung Konzentration Substanz
Trenngelpuffer 1,5M Tris-Base
0,2% (v/v) SDS-Lésung (20%)
pH 8,8
Sammelgelpuffer 0,5M Tris
0,2% (viv) SDS-Lésung (20%)
pH 6,8

APS-Stammldsung

10% (W/v)

Ammoniumpersulfat

Probenpuffer 62,5 mM Tris
3% (w/v) SDS-Pulver
10% (v/v) Glyzerin

0,01% (Wiv)

Bromphenolblau

5% (viv) B-Mercaptoethanol
Elektrophoresepuffer 0,25 M Tris-Base

1,92 M Glyzin

1% (v/v) SDS-Lésung (10%)

pH 8,3
Transferpuffer 5mM Tris-HCI

25 mM Tris-Base

160 mM Glyzin

20% (viv) Methanol
Waschpuffer (Immunoblot) 8,5 mM Tris-HCI

1,7 mM Tris-Base

50 mM NaCl

0,1% (v/v) Tween 20

Blockierungslésung 5% (w/v)
in Waschpuffer

Magermilchpulver (Sucofin)
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Losungen fur die Mikroinjektion

Losung Konzentration
Ehidiumbromid-Lésung 5 pg/mi

In KCI-Lésung
Fixierlésung 0,1% (v/v)

In PBS”
KCI-Lésung 1M
LiCl-Lésung 1M
Lucifer Yellow-Losung 4% (wiv)

in KCI-L6sung
Meerrettich-PO-Lésung 0,1% (v/v)

In PBS’
Neurobiotin-Losung 6% (W/v)

0,4% (w/v)

0,1M
pH 7,6

Triton-X-100-Losung 2% (vIv)
in PBS
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Substanz

Ethidiumbromid

Glutaraldehyd (25%)

KCI
LiCl

Lucifer Yellow

Avidin D-gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase

Neurobiotin

Rhodamin-3-Isothiocyanat
Dextran

Tris

Triton-X-100
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3. Methoden

3.1 Kultur embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)

In dieser Arbeit werden embryonale Stammzellen der HM1-Zelllinie (Magin et al., 1992)
verwendet. Diese Zellen kdnnen unabhangig von einer Nahrzellschicht kultiviert werden.
Der Boden der verwendeten Kulturschalen wird vor der Aussaat der Zellen mindestens
zehn Minuten mit 0,1% Gelatine-Losung inkubiert, um den Zellen ein Anheften zu
erleichtern. Die Kultur der Zellen erfolgt bei 37°C und 5% CO,.Begasung im Brutschrank.
Das Medium muss taglich abgesaugt und ersetzt werden. Neben den HM1-Zellen werden
ebenfalls de novo isolierte transgene C57BL/6 ES-Zellen verwendet. Grundsatzlich erfolgt
die Kultur dieser Zellen wie bereits fir HM1 ES-Zellen beschrieben. Jedoch wird diese
Zelllinie auf einer Nahrzellschicht aus murinen, embryonalen Fibroblasten kultiviert. Diese
mussen zuvor durch Bestrahlung, bzw. Behandlung mit Mitomycin C mitotisch inaktiviert

werden.

3.2 Passagieren von ES-Zellen

Um die Zellen zu passagieren, wird das Kulturmedium abgesaugt und die Schale drei Mal
mit sterilem PBS™ (Sigma) gewaschen. Daraufhin werden die Zellen flr zwei Minuten mit
Trypsinlésung bei 37°C inkubiert, um die Zell-Zell-, sowie Zell-Matrix-Verbindungen zu
I6sen. Anschliefend wird die Wirkung des Trypsins durch Zugabe von ES-Zell-
Kulturmedium abgeschwacht. Die Zellen werden finf Minuten bei 800 Upm (RT) in einer
Zentrifuge sedimentiert und der trypsinhaltige Uberstand abgesaugt und verworfen. Das
zuruckgebliebene Zellsediment wird in frischem Kulturmedium aufgenommen und die
Zellen durch mehrfaches, kraftiges pipettieren vereinzelt. Nun kénnen die ES-Zellen im

Verhaltnis 1:3 bis 1:6 ausgesat werden.

3.3 Einfrieren und Auftauen von ES-Zellen

Um die Zellen einzufrieren wird eine konfluent bewachsene Kulturschale zweimal mit PBS”
gewaschen und mit Trypsinlosung bei 37°C inkubiert, um die ES-Zellen von der
Kulturschale zu 16sen. Nach zwei Minuten wird die Trypsinbehandlung durch die Zugabe

von Kulturmedium beendet und die Zellen werden durch pipettieren mechanisch
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vereinzelt. Durch Zentrifugation bei 800 UpM werden die HM1-Zellen sedimentiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Zellsediment in einer angemessenen Menge
Einfriermedium aufgenommen (ca. 5000 Zellen /p | Einfriermedium). Je 1 ml
Einfriermedium wird anschlieend in ein 1,5 ml Einfrierrdhrchen gegeben. Die Rdéhrchen
werden bei -70°C in einer Styroporbox langsam eingefroren und nach einigen Tagen zur
dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Um eingefrorene ES-Zellen erneut in Kultur zu nehmen werden die Kryoréhrchen aus den
Flassigstickstofftanks entnommen und rasch bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. Die ES-
Zellsuspension wird in 9 ml ES-Zellmedium aufgenommen und finf Minuten bei 800 UpM
zentrifugiert. Um Reste des Einfriermediums zu entfernen, wird der Uberstand mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt und verworfen. Die am Boden des Zentrifugationsréhrchens
sedimentierten ES-Zellen werden in frisches 37°C warmes ES-Zellmedium aufgenommen.
Die Zellsuspension kann nun auf einer mit Gelatine beschichteten Kulturschale ausgesat

werden.

3.4 Isolation embryonaler Mausfibroblastenzellen

Embryonale C57BI/6 Stammzellen werden auf einer Nahrzellschicht aus mitotisch
inaktivierten embryonalen Fibroblasten kultiviert, die zu diesem Zweck aus Embryonen
isoliert werden mussen. Um die Fibroblasten zu gewinnen wird eine trachtige Maus an Tag
13,5 der Schwangerschaft mittels Genickbruch getdtet. Die Embryonen werden ohne
Reste von Plazenta, Fruchtblase oder Uterus prapariert und in PBS™ gebadet, um das Blut
abzuwaschen. Unter dem Binokular werden der Kopf, die Extremitaten, sowie die
sichtbaren inneren Organe (Herz, Leber, etc.) entfernt. Um die Zellen zu dissoziieren wird
das Ubrige Gewebe mit einer Schere zerkleinert und pro Embryo in 2 ml Trypsinldsung fur
30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird das angeldste Gewebe durch kraftiges Pipettieren
mechanisch weiter zerkleinert und die Zellsuspension mittels eines Zellsiebs von grof3eren
Gewebeteilen gereinigt. Die Trypsin-Zellsuspension wird daraufhin mit 8 ml frischem ES-
Zellkulturmedium vermischt und mittels Zentrifugation bei 800 UpM sedimentiert. Das
Zellsediment wird erneut in frischem Kulturmedium aufgenommen und die Zellen werden
auf Zellkulturschalen ausgesat. Die Fibroblastenkulturen kénnen nun drei bis flnf
Passagen lang expandiert werden, um eine grole Menge an Zellen zu erhalten.
AnschlieBend werden die konfluent mit Fibroblasten bewachsenen Schalen fur 2-4

Stunden mit 10 p g/ml Mitomycin C behandelt, um die Zellen mitotisch zu inaktivieren.
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Danach werden die Zellen dreimal mit PBS™ gewaschen, mittels Trypsinldsung von den
Kulturschalen gelost, in Einfriermedium aufgenommen und in Einfrierrohrchen langsam in
einer Styroporkiste eingefroren. Um die ES-Zellen spater auf der Nahrzellschicht
kultivieren zu kénnen werden die inaktivierten Mausfibroblasten einen Tag vor den ES-
Zellen aufgetaut und auf mit 0,1% Gelatinelosung beschichteten Zellkulturschalen

ausgesat.

3.5 Isolation embryonaler Stammzellen aus Blastozysten transgener C57BL/6 Mause

Fur die Isolation embryonaler Cx43/Cx45flox ES-Zellen wurden zunachst Cx43flox/flox
Mause (Eckardt et al., 2004) und Cx45flox/flox[eGFP] Mause (Maxeiner et al., 2005)
miteinander gekreuzt um Cx43flox/+;Cx45flox/flox Tiere zu erhalten. Die Durchfuhrung der
PCR-Analysen zur Genotypisierung der Tiere wurden bereits in den an diesem Institut
angefertigten Dissertationen von Dominik Eckart (2004) und Stephan Maxeiner (2005)
beschrieben. Die verwendeten Oligonukleotid-Startermolektile sind dem Materialteil dieser
Arbeit zu entnehmen. Die Blastozysten fur die Isolation der ES-Zellen stammten von
schwangeren Weibchen aus Verpaarungen der Cx43flox/+;Cx45flox/flox Mause
untereinander. Um die Ausbeute an Embryonen zu erhdohen wurde zu Beginn der
Experimente eine Superovulation eingeleitet (Martin-Coello et al., 2008). Den ca. drei
Wochen alten Cx43flox/+;Cx45flox/flox Weibchen werden zu diesem Zweck 5 U PMSG
(Pregnant Mare Serum, Gonadotropin) intra-peritoneal gespritzt. Es handelt sich hierbei
um ein Glykoproteinhormon, welches aus dem Blut trachtiger Stuten isoliert wird. An
Mause verabreicht, Ubt PMSG eine FSH-(Follikelstimulierendes Hormon) und LH-
(Luteinisierungshormon) ahnliche Wirkung aus. Dies leitet die Reifung der Follikel ein. 48
Stunden spater erfolgt, erneut durch intra-peritoneale Injektion, die Gabe von 50 U des
Glykoproteinhormons hCG (humanes Chorion-Gonadotrophin), welches direkt an LH-
Rezeptoren bindet und so den Eisprung auslost. Direkt nach der Injektion werden die
superovulierten Weibchen mit Cx43flox/+;Cx45flox/flox Bocken verpaart. Am nachsten Tag
wird die Begattung an Hand der Vaginalpfropfe (VP) makroskopisch bzw. mit einer Sonde
Uberpruft. VP positive Weibchen werden an Tag 3,5 nach der Begattung durch
Genickbruch getotete und die Uteri prapariert. Durch spuilen der Uteri mit einer feinen
Kanule erfolgt das Herauswaschen der Embryonen. Morulae und Blastozysten werden nun
in einzelne Vertiefungen einer 48-Lochplatte Uberfluhrt, deren Boden mit einer Schicht

mitotisch inaktivierter Mausfibroblastenzellen bewachsen ist. Dort werden die Embryonen
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in ES-Zell-Kulturmedium bei 37°C und 5% CO2-Begasung kultiviert. Dem Kulturmedium
werden 50 y M MEK1-Inhibitor (NEB) zugesetzt, um die lIsolation der ES-Zellen zu
erleichtern. Nach zwei Tagen in Kultur schlipfen die Blastozysten aus der sie
umgebenden zona pelucida und kénnen auf der Nahrzellschicht aus embryonalen
Mausfibroblasten anwachsen. Die Zellen der inneren Zellmasse beginnen sich zu teilen.
Nach weiteren zwei bis vier Tagen ist die innere Zellmasse soweit expandiert, dass die
Zellen durch Behandlung mit ES-Zell-Trypsinlésung von der Kulturschale abgel6st und
vereinzelt werden kénnen. Die Zellsuspension wird auf eine neue Kulturschale Utberfuhrt.
Nach einigen Tagen sind erste runde bis ovale Kolonien kleiner, dicht gepackter Zellen
sichtbar. Diese werden als embryonale Stammzellen bezeichnet und kdénnen nahezu
unbegrenzt expandiert werden. Die isolierten embryonalen Stammzelllinien werden in
Einfriermedium aufgenommen, langsam eingefroren und zur langerfristigen Aufbewahrung
in Tanks mit flissigem Stickstoff Uberflhrt. Ein Teil der Zellen wurde zuvor abgenommen
und fur einige Passagen auf gelatinebeschichteten Kulturschalen ohne Nahrzellschicht
expandiert. Dies geschah, um die embryonalen Mausfibroblasten aus der Kultur zu
entfernen und anschlieBend eine Charakterisierung der isolierten Zellen mittels PCR-

Analyse durchflihren zu kénnen.

3.6 Charakterisierung der isolierten ES-Zellen mittels PCR-Analysen

Nach der Isolation der ES-Zellen erfolgte eine Charakterisierung mittels PCR-Analyse um

Linien des Genotyps Cx43/Cx45flox zu identifizieren.

Cx43"°*. neu PCR

43delforw UMPR
R <R
P
Reaktionsansatz: PCR - Programm:

DNA 1 pl Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
43delforw  (100pmol/ul) 0,25 ul 94 4 1
UMPR (100pmol/ul) 0,25 ul 92 1
Puffer (5x) 5 ul 65 1,5 35
MgCI2 (25 mM) 1,5 72 2
DNTPs (10mM) 0,3 ul 72 10 1
Taqg-Polymerase 0,3 ul
H20 bidest 15,7 pl
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Liegt Cx43 von loxP-Stellen flankiert vor ergibt sich ein PCR-Produkt von 630 bp. Bei
einem Wildtyp-Allel betragt die Fragmentgrofe etwa 500 bp.

Cx45del[EGFP] PCR

15FCforw 13frev lipx rev
— ey Rpxre
Cx451 -Allel —B}‘ oGFP |
Reaktionsansatz: PCR-Programm:
DNA 1 pl Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
43delforw (100 pmol/ul) 0,2 ul 94 4 1
43delrev (100 pmol/ul) 0,2 i 95 1
1IPx3rev (100 pmol/ul) 0,4 i 67 1 35
Puffer (5x) 5 pl 72 1
MgCI2 (25 mM) 25 72 10 1
DNTPs (10 mM) 0,2
Taqg-Polymerase 0,5 ul
H,0 bidest 15

Bei der Cx45del[EGFP]-PCR werden in jedem Ansatz 3 Primer eingesetzt. Liegt das Cx45
Allel von 2 loxP-Stellen flankiert vor, amplifiziert das Primerpaar 15FCforw /12frev ein DNA
Fragment von 473 bp. Bei einem Wildtyp-Allel ergibt sich ein 389 bp groRes Fragment. Die
Uber den dritten Primer [IPx3rev kann ebenfalls die Deletion des von loxP-Stellen
flankierten Cx45 nachgewiesen werden. In diesem Fall wird ein 620 bp grofles PCR-

Produkt mit Hilfe des Primerpaars /IPx3rev/15FCfor amplifiziert.

SRY-PCR

Reaktionsansatz: PCR - Programm:
DNA 1 pl Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
SRYfor (100pmol/pl) 0,1 94 5 1
SRYrev (100pmol/pl) 0,1 pl 95 0,75
Puffer (5x) 5 ul 63 1 30
MgCl2 (25 mM) 2 72 1
DNTPs (10mM) 0,3 72 7 1
Taqg-Polymerase 0,3 ul
H20 bidest 16,1 pl

Um das Geschlecht der Zelllinien zu bestimmen wurde eine SRY-PCR durchgefiihrt (Han
et al., 1993). Dabei wird mittels der Primer SRYfor und SRYrev ein 102 bp langes DNA-

Fragment amplifiziert. Die Primer binden Sequenzen im SRY-Gen auf dem Y-Chromosom
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mannlicher Zellen. Bei weiblichen Zellen wird daher kein Fragment amplifiziert.

3.7 Cre-Transduktion in Cx43/Cx45flox ES-Zellen

Um die von loxP-Stellen flankierten Cx43 und Cx45 DNA-Sequenzen in den isolierten ES-
Zellen zu deletieren, werden die Zellen mit einer transduzierbaren Cre-Rekombinase
behandelt (Peitz et al., 2002). Dazu werden die Zellen zunachst mit PBS™ gewaschen und
durch Trypsinbehandlung bei 37°C vom Boden der Kulturschale abgelést. Nach drei
Minuten werden die Zellen durch kraftiges Pipettieren weiter mechanisch vereinzelt, um
eine Einzelzellsuspension zu erhalten. AnschlieRend werden die Zellen in geeigneter
Dichte ausgesat und fur sechs Stunden kultiviert. Die Transduktion wird durch Zugabe von
2y M Cre-Protein in Serum-freiem ES-Zellmedium fur 16 Stunden eingeleitet.
Anschlieend wird das Kulturmedium abgesaugt und durch frisches ES-Zellmedium
ersetzt. Nach einer Erholungsphase von zwei Tagen werden die Zellen durch
Trypsinbehandlung von der Kulturschale abgeldst, durch kraftiges Pipettieren mechanisch
vereinzelt und auf neue Kulturschalen ausgesat. Nach zwei bis drei Tagen sind die
einzelnen Zellen zu Klonen herangewachsen, die nun unter dem Mikroskop mit der gelben
Spitze einer 200 ul Pipette von der Kulturschale abgeschabt und in einzelne Vertiefungen
einer 96-Lochplatte Uberfuhrt werden kénnen (,picken®). Nach ausreichender Expansion
der klonal isolierten Zelllinien werden PCR-Analysen durchgefuhrt, um Klone zu
identifizieren die eine komplette Deletion von Cx43 und Cx45 aufweisen. Diese werden flr
weitere Experimente aufbewahrt und in flussigem Stickstoff konserviert. Fur die
Charakterisierung der Cx43 und Cx45 Genloki wurden neben den zwei bereits erwahnten
PCR-Analysen (Cx43floxneu und Cx45del[EGFP]), vier weitere Analysen durchgefuhrt
(Cx43del, 2loxneoA, 2loxneoB, 2lox43).
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43del PCR

delforw del_rev

oy e

P
Cx43dl -Allel AE-N LacZ —
Reaktionsansatz: PCR-Programm:

DNA 1 Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
43delforw (100pmol/pl) 0,25 pl 94 4 1
43delrev (100pmol/ul) 0,25 pl 92 1
Puffer (5x) 5 ul 65 1,5 35
MgCl2 (25 mM) 25 ul 72 2
DNTPs (10 mM) 0,2 72 10 1
Taqg-Polymerase 0,5 pl
H,0 bidest 15,3

Bei dieser PCR-Reaktion wird im Falle einer vollstandiger Deletion der von loxP-Stellen
flankierten kodierenden Region von Cx43 und der Neomycin Kassette ein 670 bp langes
PCR-Amplikon synthetisiert.

2loxneoA PCR

43delforw tkforw
ae o
P
Cx4320xmeo _Alle| 45*‘ LacZ -
Reaktionsansatz: PCR-Programm:

DNA 1 ] Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
Tkforw (100pmol/ul) 0,25 ul 94 4 1
43delforw  (100pmol/ul) 0,25 pl 92 1
Puffer (5x) 5 65 1,5 35
MgCI2 (25 mM) 1,5 72 2
DNTPs (10mM) 0,4 72 10 1
Tag-Polymerase 0,5 ul
H20 bidest 16,1 pl

Wird nach der Cre vermittelten Rekombination die von loxP Stellen flankierte Cx43
Sequenz deletiert und bleibt die von loxP Stellen flankierte Neomycinkassette erhalten,
ergibt sich ein PCR-Produkt von 850 bp. Erfolgt keinerlei Deletion ergibt sich fir den Cx43-
Lokus mit von loxP-Stellen flankiertem Cx43 und Neomycinkassette ein Amplikon von 2,1
kb.
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2loxneoB PCR

ngﬁv dijV

P

Cx4320xneo _Allel 45*‘ LacZ -
Reaktionsansatz: PCR- Programm:

DNA 1 pl Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
del_rev (100 pmol/ul) 0,25 ul 95 5 1
neo_rev (100 pmol/ul) 0,25 i 95 1
Puffer  (5x) 5 ul 55 1 35
MgCI2 (25 mM) 2 ul 72 1
dNTPs 0,4 i 72 10 1
Taqg-Polymerase 0,5 i
H20 bidest 15,6 i

Bei Allelen mit gefloxter Neomycinkassette, hinter der sich ein LacZ-Sequenz befindet,

wird ein etwa 600 bp groRes Fragment amplifiziert.

2lox43 PCR
43twoloxforw del_rev
— > “+—
P
Cx432042 Allel 45-}‘ LacZ —
Reaktionsansatz: PCR-Programm:
DNA 1 ul Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
43twoloxforw (100 pmol/ul) 0,25 pl 94 4 1
43delrev (100 pmol/ul) 0,25 pl 92 1
Puffer (5%) 5 ul 65 0,75 28
MgCI2 (25 mM) 1,5 i 72 0,75
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 72 10 1
Taqg-Polymerase 0,5ul
H,0 bidest 16,1ul

Mit dieser PCR kann die partielle Deletion der Neomycin Selektionskassette ohne Deletion
des gefloxten Cx43 nachgewiesen werden. In diesem Fall ergibt sich ein 420 bp grol3es
PCR-Produkt.
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3.8 Differenzierung embryonaler Stammzellen

3.8.1 Spontane Differenzierung in Embryonalkorperchen

Embryonalkérperchen sind Aggregate von ES-Zellen, welche in Suspensionskultur zu
komplexen, zystischen Strukturen reifen. In diesen entstehen Zellen aller drei Keimblatter
(Meso-, Endo- und Ektoderm). Um Embryonalkérperchen zu erzeugen werden
embryonale Stammzellen mittels Trypsinbehandlung vom Boden eines konfluent
bewachsenen T25-Zellkulturkolbens abgeldst, in Differenzierungsmedium aufgenommen
und durch kraftiges Pipettieren mechanisch vereinzelt. AnschlieRend werden die Zellen in
eine Bakterienkulturschale Uberfuhrt. Die ES-Zellen kdnnen sich nicht am Boden der
Kulturschale anheften und verbleiben deshalb in Suspensionskultur, wo sie sich zu
Aggregaten verschiedener GroRe zusammenlagern. Die Zellaggregate werden fur sechs
bis 22 Tage in Suspension weiter kultiviert und das Medium jeden zweiten Tag durch
frisches Differenzierungsmedium ersetzt. Die so gewonnenen Embryonalkdrperchen
variieren innerhalb eines Ansatzes stark in ihrer Grolde. Die Grolke der Zellaggregate
wiederum hat einen signifikanten Einfluss auf den Ausgang der Differenzierung der Zellen
innerhalb des Embryonalkdrperchens. Um kontrollierte Bedingungen, z.B. fir eine
statistische Auswertung des Differenzierungsverhaltens von Zellen, zu erhalten, ist es
wichtig die Gro3e der Aggregate genau zu kontrollieren. Dies kann mittels der ,Hangende
Tropfen“ Methode erreicht werden. Zu diesem Zweck wird die Zahl der ES-Zellen in der
Suspension mit einer Zahlkammer bestimmt und durch Verdlinnung so eingestellt, dass
eine bestimmte Zahl an Zellen pro Milliliter Medium erreicht wird. Anschlieend werden mit
Hilfe einer Mehrkanalapipette 20 uy | Zellsuspension aus geringer Hohe auf den
umgedrehten Deckel einer Bakterienkulturschale getropft. Der Boden der Schale wird mit
PBS bedeckt, um das Eintrocknen der Tropfen zu verhindern. Schliel3lich wird der Deckel
vorsichtig, in einer gleichmaligen Bewegung auf die Kulturschale aufgesetzt. Die Tropfen
mit der Zellsuspension hangen nun am Deckel der Kulturschale. Am Boden des Tropfen
sammeln sich die ES-Zellen und bilden einen, in GréRe und Form relativ genau definierten
Zellaggregat. Nach zwei Tagen werden die Embryonalkérperchen mit frischem
Differenzierungsmedium vom Deckel der Kulturschale abgewaschen und in eine nicht
adhasive Bakterienkulturschale uberfuhrt. Hier werden die Aggregate so lange wie fur die
Experimente noétig in Suspension kultiviert, wobei das Differenzierungsmedium jeden

zweiten Tag teilweise abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt wird.
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3.8.2 Differenzierung in Kardiomyozyten

Um die ES-Zellen in Kardiomyozyten zu differenzieren, werden zuerst
Embryonalkorperchen mittels der ,Hangende Tropfen“ Methode hergestellt. Dazu werden
Tropfen a 20 ul auf den Deckel der Kulturschale aufgesetzt, welche jeweils 1500 Zellen
enthalten. Nach zwei Tagen haben sich im hangenden Tropfen Embryonalkdrperchen
gebildet, welche dann in eine nicht adhasive Bakterienkulturschale Uberfuhrt werden. Im
Anschluss erfolgt die Kultur der Embryonalkorperchen fur weitere vier Tage in Suspension
(2+4 Protokoll). Nach zwei Tagen wird die Halfte des Differenzierungsmediums vorsichtig
abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. An Tag 6 werden die Embryonalkdrperchen
einzeln mit einer 200 pl Pipette aufgenommen und jeweils in eine Vertiefungen einer 24-
Loch Kulturschale Uberfuhrt. Die Vertiefungen sind zuvor mit 0,1% Gelatinelésung
beschichtet worden, um das Anwachsen der Zellen zu vereinfachen. Die Zellen werden
nun fur sieben weitere Tage auf der 24-Lochschale kultiviert, wobei das
Differenzierungsmedium jeden zweiten Tag vorsichtig abgesaugt und durch frisches
Kulturmedium ersetzt wird. Nach drei Tagen in adhasiver Kultur koénnen erste

Embryonalkorperchen mit spontan kontrahierenden Foci beobachtet werden.

3.8.3 Differenzierung in Neuronen und Astrozyten

Um embryonale Stammzellen in Neuronen und Astrozyten zu differenzieren, werden
ebenfalls Embryonalkérperchen hergestellt. Dazu werden die Zellen eines konfluent
bewachsenen T25-Kulturkolbens mittels Trypsinbehandlung vereinzelt und in
Differenzierungsmedium aufgenommen. Die Zellen werden bei 800 UpM sedimentiert, der
Uberstand verworfen und das Zellsediment erneut in 10 ml Differenzierungsmedium
aufgenommen. Dem Differenzierungsmedium werden zuvor 0,1 yM all-trans-Retinsaure
zugesetzt. Die Zellsuspension wird nun in nicht adhasive Bakterienkulturschalen tberfuhrt
und fur zwei Tage kultiviert. Anschlief3end wird ein Teil des Kulturmedium abgesaugt und
durch frisches Differenzierungsmedium mit 0,1 yM Retinsaure ersetzt. Nach erneut zwei
Tagen werden die Embryonalkérperchen in ein 10 ml Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt
und 5 Minuten stehen gelassen. In dieser Zeit sinken die Zellaggregate auf den Boden des
Roéhrchens und der Uberstand kann vorsichtig abgesaugt werden. Anschlieend werden
die Embryonalkdrperchen in frisches Differenzierungsmedium ohne Retinsaure
aufgenommen und weitere zwei Tage in Suspension kultiviert (4+2 Protokoll). Nach

insgesamt sechs Tagen werden die Embryonalkorperchen einzeln mit einer 200 ul Pipette
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aufgesaugt und in einzelne Vertiefungen einer 24-Lochplatte Uberfuhrt, welche zuvor mit
0,1% Gelatinelésung beschichtet wurde. Um Immunfluoreszenzanalysen durchfuhren zu
kénnen, wurden in einige Vertiefungen zuvor sterile Deckglaschen gelegt und ebenfalls mit
Gelatine beschichtet. Nach vier Tagen adhasiver Kultur entstehen erste Neuronen, nach
acht Tagen erste Astrozyten. Um Neuronen nachzuweisen, werden Immunoblot und
Immunfluoreszenzanalysen mit spezifischen Antikdrpern gegen BlII-Tubulin durchgefuhrt.

FUr die Markierung von Astrozyten werden GFAP-Antikdrper verwendet.

3.9 Isolation und reverse Transkription der Gesamt-RNA aus HM1 ES-Zellen und
Nachweis von Connexin und Pannexin cDNA mittels Polymerase-Kettenreaktion

Um zu untersuchen, welche Connexin- bzw. Pannexin-Isoformen in embryonalen
Stammzellen exprimiert sind, wird die Gesamt-RNA aus HM1 ES-Zellen isoliert und in
cDNA revers transkribiert. Bei der reversen Transkription wird RNA mittels einer viralen
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Ausgewahlte cDNA-Moleklle konnen
nun mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl. PCR fur Polymerase Chain Reaction) durch
Auswahl spezifischer Oligonukleotid-Startermolekiile selektiv amplifiziert werden. Die
amplifizierte cDNA kann daraufhin mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt

und nachgewiesen werden.

3.9.1 RNA Extraktion aus ES-Zellen

HM1 ES-Zellen werden in einem T75 Kulturkolben bis zu einer Konfluenz von 80-90%
kultiviert und mittels Trypsinbehandlung vom Boden des Kulturkolbens gelost.
Anschlieend wird ES-Zellmedium hinzugegeben um die Wirkung des Trypsins
abzuschwachen. Die ES-Zellsuspension wird bei 800 UpM (RT) funf Minuten zentrifugiert,
um die ES-Zellen zu sedimentieren. Der Uberstand wird mit Hilfe einer Vakuumpumpe
abgesaugt.

Alle folgenden Schritte werden auf Eis und unter dem Abzug durchgefihrt: zu dem ES-
Zellsediment werden 2,5 ml TRIzol-Reagenz hinzugegeben. AnschlieRend werden die
Zellen 30 Sekunden mit dem Homogenisierstab behandelt. Dem Homogenisat werden 4
ml Chloroform beigemischt, der Ansatz wird kurz geschuttelt und anschliefl3end bei 4°C flr
15 Minuten bei 12000 UpM zentrifugiert.

Der wassrige, RNA-haltige Uberstand wird abgenommen und in ein neues

Zentrifugationsréhrchen Uberfiihrt. Dem abgenommenen Uberstand werden nun 4 ml
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Isopropanol zugesetzt. Der Ansatz wird erneut geschuttelt und anschliel3end bei 4°C und
12000 UpM fir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die
sedimentierte RNA durch Zugabe von 4 ml Ethanol (70%) gewaschen. Nach erneuter
zehnminutiger Zentrifugation bei 4°C und 12000 UpM wird der Ethanoliberstand
verworfen und das RNA-Sediment an der Luft getrocknet. Die getrocknete RNA wird
anschlieBend in TE-Puffer aufgenommen. Die RNA-Konzentration kann durch

photometrische Vermessung der Probe bei 260 nm in TE-Puffer bestimmt werden.

3.9.2 Reverse Transkription der isolierten RNA

Zunachst werden 2 ug RNA in ein 1 ml Eppendorf-Reaktionsgefal® pipettiert und mit
DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser auf ein Reaktionsvolumen von 11 y | aufgefiillt.
Anschlielend werden 1 p | Oligo[dT]i2-1s—Startermolekul (50 u M) hinzugefugt. Der
Reaktionsansatz wird 10 Minuten bei 70°C im Heizblock denaturiert und anschlie3end fur

zwei Minuten auf Eis abgekuhlt.

Nun werden folgende Reagenzien zugesetzt:

1ul dNTP-Mix (10mM pro Nukleotid)
4ul 5x First-Strand Puffer

2ul 0,1 MDTT

1ul RNAsin (Ribonukleaseinhibitor)

Der Reaktionsansatz wird zwei Minuten bei 42°C im Wasserbad inkubiert und
anschlieBend mit 1 p | MMLV Reverse Transkriptase (isoliert aus Moloney Murine
Leukemia Virus) [200 U/ul] versetzt. Daraufhin wird der Reaktionsansatz 50 Minuten bei
42°C im Wasserbad inkubiert. Abschlielend wird die reverse Transkription durch 15
minlUtige Denaturierung des Enzyms Reverse Transkriptase bei 70°C im Heizblock

gestoppt.

3.9.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur selektiven Amplifikation bestimmter
cDNAs

Die revers transkribiete HM1 Gesamt-RNA sollte auf cDNA der 20 bekannten
Connexinisoformen sowie der drei Pannexinisoformen untersucht werden. Dazu werden

23 verschiedene Ansatze fur die Polymerase-Kettenreaktion gewahlt. Jeder Ansatz enthalt
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spezifische Oligonukleotid-Startermolekile fur die zu identifizierende cDNA. Die
Sequenzen der verwendeten Startermolekule sind dem Materialteil zu entnehmen.

Um die generelle Funktion der Polymerase-Kettenreaktion mit den verwendeten
Startermolekilen zu Uberprifen, wird die PCR mit genomischer DNA bzw. im Fall von
Cx39 mit Plasmid DNA durchgefuhrt. Im Fall der Pannexine wird bei Panx1 und Panx2
Hirn-cDNA und bei Panx3 Haut-cDNA als Positivkontrollen verwendet. Um eine
Kontamination der Gesamt-RNA mit genomischer DNA auszuschlief3en wird eine B-Aktin-
PCR durchgefuhrt. Da die Primer fir die p-Aktin-PCR so gewahlt wurden, dass sie
intronUberspannend binden, wird bei genomischer DNA ein langeres Fragment amplifiziert
als bei cDNA.

Die Reaktionsansatze fur die Polymerase-Kettenreaktion setzen sich wie folgt zusammen:

PCR-Ansatz (50 pl):

1 ul DNA (cDNA oder Genomische- bzw. Plasmid-DNA)
10 ul  PCR-Puffer (5x)

4 ul MgCI2 [25 mM]

2 ul USP Oligonukleotid Startermolekul [10 pM]

2 ul DSP Oligonukleotid Startermolekil [10 pM]

2 ul dNTP’s [je 10 mM pro Nukleotid]

1l Tag-DNA-Polymerase

33yl A. bidest

Jeder Ansatz wird mit 50ul PCR-OI iberschichtet.

PCR-Programm:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

1 94°C 2 min 1

2 94°C 1 min

3 65°C — 55°C 1 min 19
4 72°C 2 min

5 94°C 1 min

6 55°C 1 min 14
7 72°C 2 min

8 72°C 7 min 1

Die Steuerung der Temperatur der einzelnen Reaktionszyklen erfolgt automatisch durch
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eine zuvor programmierte PCR-Maschine.

Bei der durchgefluhrten Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine Temperatur-
Erniedrigungs-PCR (,Touch Down PCR®), bei der die Anlagerungstemperatur der
Startermolekile pro Zyklus um 0,5 °C erniedrigt wird. Diese Vorgehensweise schliel3t
einen Kompromiss zwischen dem Wunsch eine moglichst effektive Anlagerung der
Oligonukleotid-Startermolekule an die zu amplifizierende DNA zu erreichen und dem Ziel

unspezifische Bindungen von Startermolekulen zu minimieren.

3.9.4 Agarose-Gelelktrophorese

Um DNA-Fragmente nach ihrer GréRe auftrennen und so identifizieren zu kénnen wird
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Dazu wird ein Agarosegel hergestellt,
wobei die Konzentration der eingesetzten Agarose die Porengrof3e des Gels bestimmt. Fur
die Identifikation der DNA-Fragmente aus der Connexin- und Pannexin-RT-PCR wird ein
0,8% (w/v) Agarosegel verwendet. Zur Herstellung des Gels wird die Agarose (Gibco BRL)
in TBE-Puffer eingewogen und im Mikrowellenofen bis zum Siedepunkt erhitzt. Die heil3e
Agaroseldsung wird bis auf ca. 50 °C abgekuhlt und mit Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,6 pg/pl versetzt. AnschlielRend wird die Agaroselosung in einen
mit Gewebeband abgeklebten Geltrager gegossen und dort zu einem Gel erstarren
lassen. Durch Einsetzen eines Platzhalters (Kamm) werden Taschen im Gel ausgespart, in
welche spater die Proben eingeflllt werden kdnnen. Ist die Agaroselosung geliert, werden
die Klebestreifen entfernt und das Gel in eine Laufkammer eingesetzt. Die Kammer wird
mit TBE-Puffer geflllt, bis das Gel ausreichend bedeckt ist.

Die aufzutrennenden DNA-Proben werden in die ausgesparten Taschen des Gels
eingefullt. Zusatzlich zu den Proben wird ein geeigneter GroRenstandard aufgetragen, um
spater bei der Auswertung des Gels, den aufgetrennten Fragmenten eine Grof3e zuordnen
zu kénnen.

Durch Anlegen eines elektrischen Stroms erfolgt die Auftrennung der DNA-Molekdle.
Dabei konnen sie das Gel je nach ihrer Fragmentgrof3e unterschiedlich schnell passieren.
Das Gel mit seinem Geflecht von Agarosemolekulen wirkt dabei wie ein molekulares Sieb.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei 7-9 V/cm?.

Um die DNA im Gel sichtbar zu machen wird diese mit Ethidiumbromid, einem planaren,
aromatischen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die Fluoreszenz wird unter ultraviolettem

Licht sichtbar und kann mit einem UV-Transilluminator (Pharmacia Biotech Image Master
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VDS) zur Dokumentation und Auswertung fotografiert werden.

3.10 Immunoblotanalyse

3.10.1 Herstellen von Proteinlysaten

Um die Expression von Connexinen, Pannexinen und anderen Proteinen in ES-Zellen
nachzuweisen, wurden Proteinlysate hergestellt. Diese kdonnen anschlieend mit Hilfe
spezifischer Antikorper in einer Imunoblotanalyse untersucht werden. Zur Herstellung der
Proteinlysate werden die Zellen zwei Tage auf 10 cm Kulturschalen kultiviert. Das
Zellkulturmedium wird abgesaugt und die Kulturschale drei Mal mit PBS™ gewaschen, um
Mediumreste und Zelltrummer zu entfernen. Nach Zugabe von 250 py| Laemmli-Puffer
werden die Zellen mit einem sterilen Gummischaber vom Schalenboden abgeschabt. Das
entstandene schleimige Zelllysat wird in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefall tUberfuhrt
und mit Ultraschall sonifiziert, bis eine klare, wassrige Suspension entsteht. Das Lysat
kann anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei —70°C im Eisschrank gelagert

werden.

3.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zelllysaten wird der kommerziell
erhaltliche Reagenziensatz ,Bichinonic Acid Kit for Protein Determination (Sigma)
verwendet. Die Durchfihrung der Proteinbestimmung erfolgt nach den Herstellerangaben.
Das Nachweisprinzip beruht auf der Reduktion von Kupfersulfat durch Proteine. Das von
den Proteinen reduzierte Kupfersulfat wird von der im Nachweisreagenz enthaltenen
Bichinon Saure (BCA) komplexiert. Die Komplexbildung resultiert in einer Farbreaktion.
Die Menge an entstandenem Komplex kann Uber eine photometrische Vermessung des
Ansatzes bei 562 nm bestimmt werden. Die gemessene Absorption verhalt sich
proportional zur Proteinkonzentration im Ansatz. Uber eine Eichreihe mit definierten
Proteinmengen (0 bis 100 pg/p | Rinderserum) kann die tatsachliche Proteinmenge im

Zelllysat errechnet werden.
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3.10.3 Diskontinuirliche SDS-Gelelektrophorese

Fur die Imunnoblotanalyse werden die in den zu untersuchenden Zelllysaten enthaltenen
Proteine zuerst mittels diskontinuirlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) elektrophoretisch aufgetrennt. Die SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) ist eine
Standardtechnik der Molekularbiologie und ermdglicht die Auftrennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld, unabhangig von ihrer Eigenladung. Die
Proteinproben werden dazu mit dem anionischen Detergenz Sodium Dodecylsulfat (SDS)
behandelt. Dieses lagert sich an hydrophobe Aminosauren an und verleiht den Proteinen
eine so hohe negative Ladung, dass die Eigenladung vernachlassigt werden kann. Die
Ladung der Proteine wird nun von der Lange ihrer Polypeptidkette bestimmt. Durch den
Zusatz von 3 -Mercaptoethanol werden inter- und intramolekulare Disulfidbricken

reduziert.

Die Proteinauftrennung erfolgt in einem Sammel- und einem Trenngel. Beide
unterscheiden sich in ihrem pH-Wert und ihrer Porengrofle. Das Sammelgel dient der
Fokussierung der Proteine in scharfe Banden. Im Trenngel werden die Proteine ihrer
Grolle nach aufgetrennt. Die SDS-Proteinkomplexe ordnen sich im grol3porigen
Sammelgel (pH 6,8) zwischen den voraus laufenden Chloridionen (Leitionen) und den
Glyzin-Molekilen (Folgeionen) an, die bei diesem pH-Wert Gberwiegend als Zwitterionen
mit einer Nettoladung von Null vorliegen. Im kleinporigen Trenngel (pH 8,8) erhalt das
Glyzin eine negative Gesamtladung und Uberholt die SDS-Proteinkomplexe, wodurch der
Sammeleffekt aufgehoben wird. Nun trennen sich die SDS-Proteinkomplexe nach ihrer

molekularen Masse.

Mengenangaben fur das Giel3en eines SDS-PAGE-Gels:

Zusammensetzung Sammelgel (4%) Trenngel (10%)
Acrylamid-Stammlsg. 0,5 ml 5,25 ml
Sammelgelpuffer 0,93 ml -
Trenngelpuffer - 3,75 mi
A. bidest 2,25 mi 6 ml
TEMED 5l 9 ul
APS (10 % wl/v) 22,5 pl 90 pl

Das polymerisierte Gel wird in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und die

Pufferkammer mit Elektrophoresepuffer gefullt.
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Pro Probentasche werden 100 ug Protein aufgetragen. Jede Probe wird zuvor mit 0,5 pl
Bromphenolblau sowie 0,1% (v/v) p-Mercaptoethanol (25%) versetzt. Die Probenansatze
werden auf ein Gesamtvolumen von 20 pl mit Laemmli-Puffer aufgeflllt und anschlieRend
fur zehn Minuten auf 75°C erhitzt. Danach werden die Proben sowie ein
Molekulargewichtsstandard (,Prestained Precision Protein Standard“ der Firma Biorad) in
die Taschen des Gels eingefillt.

Die Elektrophorese erfolgt unter Wasserklhlung. Solange sich die Probe im Sammelgel
befindet wird eine Stromstarke von 20 mA pro Gel angelegt. Sobald die
Bromphenolblaubande das Trenngel erreicht hat, wird die Stromstarke auf 25 mA pro Gel
erhdht. Die Gelelektrophorese wird beendet, sobald die Bromphenolblau-Lauffront am

unteren Ende des Gels auslauft.

3.10.4 Western-Blot

Beim Western-Blot werden die im Acrylamidgel aufgetrennten Proteine durch Anlegen
eines elektrischen Stroms aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die
negativ geladenen Proteine bewegen sich dabei im elektrischen Feld in Richtung des
positiven Pols und gelangen so auf die Membran. Diese hat eine hohe Affinitat zu
Proteinen und bindet diese an sich. Der Western-Blot wird in einer Blotkammer

durchgefuhrt und erfolgt bei einer Spannung von 100 V fur zwei Stunden bei 4°C .

3.10.5 Nachweis von Proteinen mittels spezifischer Antikorper

Um unspezifische Bindungen des Antikorpers an die Nitrozellulosemembran zu
verhindern, wird die Membran vor der Antikorperreaktion in einer Blockierungslosung (5%
Magermilchpulver in Waschpuffer) flr eine Stunde inkubiert. Dabei werden freie Bereiche
der Nitrozellulosemembran durch Proteine der Milch abgedeckt.

Der primare Antikorper wird nun in der entsprechenden Verdunnung in Blockierungslosung
angesetzt und mit der Membran fur zwei Stunden bei Raumtemperatur bzw. bei 4°C Uber
Nacht inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Membran zweimal fir je funf
Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Es folgt eine 45-mindtige Inkubation mit dem
zweiten Antikorper. Dieser ist mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und bindet
spezifisch an den ersten Antikorper. AnschlielRend wird die Membran erneut gewaschen.

Eine Liste der verwendeten primaren und sekundaren AntikOrper, sowie den
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Verdunnungen in denen diese eingesetzt wurden ist dem Materialteil zu entnehmen.

3.10.6 Elektro-Chemilumineszenz (ECL) Reaktion

Mittels Chemilumineszenz werden die auf der Nitrozellulosemembran gebundenen
Antikorper sichtbar gemacht. Dazu wird das ,Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate” der Firma Pierce verwendet. Das Nachweisprinzip beruht auf dem Umsatz des
Chemilumineszenzsubstrates durch die an den Sekundarantikdrper gekoppelte
Peroxidase, wobei es zu einer Leuchtreaktion kommt.

Die Membran wird funf Minuten mit dem Chemilumineszenzsubstrat inkubiert und
anschlieRend in eine Filmkassette eingelegt. In der Dunkelkammer wird nun ein
Rontgenfilm (Kodak) aufgelegt. Die Lumineszenz belichtet den Film an den Stellen an
denen der Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper an die Membran gebunden ist.
Nach verschiedenen Expositionszeiten (30 s - 30 min) werden die Filme entwickelt. Mit
Antikérpern spezifisch markierte Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran sind als

schwarze Banden auf dem Film erkennbar.

3.10.7 Entfernen gebundener Antikorper von einer Nitrozellulosemembran

Um eine Membran mehrfach fur Immunoblotanalysen mit verschiedenen Antikorpern
nutzen zu kénnen, mussen nach jeder Analyse die bereits gebundenen Antikorper wieder
von der Membran gelést werden, wahrend die aufgetrennten Proteine weiterhin auf der
Nitrozellulosemembran verbleiben. Zu diesem Zweck wird das ,Restore Western Blot
Stripping Kit* der Firma Pierce nach Herstellerangaben verwendet.

3.10.8 Ponceau-Farbung einer Nitrozellulosemembran

Um Proteine auf der Nitrocellulosemembran nachzuweisen wird die Membran flr wenige
Sekunden in Ponceau-Farbelosung inkubiert und anschlieBend mehrfach mit
Leitungswasser gewaschen, bis die Farbung gut ausgepragt ist. Die aufgetrennten
Proteine sind nun als rote Banden auf der Membran zu erkennen. Die Detektionsgrenze
fir die Ponceaufarbung liegt bei 100 ng Protein pro Bande. Die Ponceaufarbung wird
durchgefuhrt um zu kontrollieren ob die Proteine aus dem Gel gleichmalig auf die
Membran Ubertragen wurden und um abzuschatzen ob bei allen Proben vergleichbare

Mengen an Protein aufgetragen
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wurden.

3.11 Immunfluoreszenzanalysen an Zellkulturen bzw. Kryoschnitten

Bei der Immunfluoreszenzanalyse werden ausgewahlte Proteine in ihrer nativen
Umgebung mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern gebunden. Die primaren Antikorper
werden in einem zweiten Schritt von sekundaren Antikdrpern erkannt, die wiederum mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Die durch die Bindung spezifischer Antikdrper
markierten Proteine, konnen nun Uber das Fluoreszenzsignal unter dem Mikroskop
identifiziert werden. Diese Technik ermdglicht es nicht nur die Expression bestimmter
Proteine in einem Zellsystem oder Gewebe nachzuweisen, sondern dariber hinaus auch
die genaue subzellulare Lokalisation des Proteins zu bestimmen. Durch die gleichzeitige
Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe und Antikdrper kann ebenfalls eine

Kolokalisation verschiedener Proteine nachgewiesen werden.

3.11.1 Immunfluoreszenzanalyse an Kulturzellen

Um eine Immunfluoreszenzanalyse an Kulturzellen durchfiuhren zu kénnen, werden die
Zellen auf Deckglaschen kultiviert. Diese werden zuvor mit Gelatine beschichtet, um das
Anheften der Zellen an die Glasoberflache zu erleichtern. Wenn die Zellen die gewtlinschte
Konfluenz erreicht haben, werden diese zuerst zweimal mit PBS  gewaschen und
anschliefend funf Minuten in eiskaltem, reinem Ethanol bei -20°C inkubiert. Nach der
Ethanolfixierung werden die Zellen erneut dreimal mit PBS™ gewaschen.

Vor der Antikérperreaktion werden die Deckglaschen mit den fixierten ES-Zellen fur eine
Stunde in eine Blockierungslosung aus 5% Rinderserum Albumin (BSA) und 0,1% (v/v)
Triton-X-100 in PBS™ Uberfuhrt. Nun erfolgt eine einstiindige Inkubation mit dem primaren
Antikérper bei Raumtemperatur. AnschlieBend werden die Zellen dreimal in PBS
gewaschen und mit dem sekundaren Antikérper fir ca. 45 Minuten in einer dunklen,
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Die verwendeten primaren, sowie
sekundaren Antikorper sind dem Materialteil zu entnehmen. Die Antikorper werden in 100
Ml Blockierungslésung pro Deckglaschen angesetzt. Die entsprechenden Verdinnungen
sind ebenfalls im Materialteil aufgefihrt.

Nach der Inkubation mit dem sekundaren Antikorper werden die Zellen erneut dreimal mit
PBS™ und einmal mit Leitungswasser gewaschen. Zum anschlielenden Eindecken der

Praparate auf dem Objekttrager wird das Eindeckmedium ,Permafluor® der Firma Thermo
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Scientific verwendet. Dazu wird ein Tropfen Permafluor auf einen Objekttrager gegeben
und das Deckglaschen mit den Zellen nach unten auf den Tropfen aufgesetzt. Die
Untersuchung der Praparate und die Dokumentation erfolgen an einem Laser Scan

Fluoreszenzmikroskop (LSM 510 meta) der Firma Zeiss

3.11.2 Immunfluoreszenzanalysen an Schnitten von Embryonalkorperchen

Die Embryonalkorperchen werden zunachst aus der Suspensionskultur in ein 10 ml
Roéhrchen Uberfiihrt und finf Minuten absinken lassen. Daraufhin wird der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und das Sediment mit PBS™ gewaschen. AnschlieRend werden die
Embryonalkérperchen mit einer 1000 pl Pipette in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaly
Uberfuhrt und in einigen Tropfen Tissue-Tek Einbettungsmedium aufgenommen. Nun wird
das Reaktionsgefald fur ca. zehn Sekunden in flissigen Stickstoff getaucht, um das
Praparat zu gefrieren. Anschlielend kann das kegelférmige Stick Tissue-Tek mit den
Embryonalkérperchen aus dem Reaktionsgefal® geklopft und auf den Schneidetisch des
Kryostaten aufmontiert werden. Es werden Gefrierschnitte von 12 ym Dicke angefertigt
und auf Objekttrager Uberfuhrt. Die Kryoschnitte konnen bei -20°C gelagert werden. Die
Durchfuhrung der anschlieenden Immunfluoreszenzanalysen erfolgten, wie bereits fur die

Kulturzellen beschrieben.

3.12 Mikroinjektionsanalyse

Bei der Mikroinjektionsanalyse werden mit Hilfe einer lontophorese-Kapillare
niedermolekulare Farbstoffe in einzelne Zellen injiziert. Die Ausbreitung des Farbstoffes in
benachbarte Zellen gilt als Nachweis Gap Junction-vermittelter Kommunikation Die
Konzentrationen der injizierten Farbstoff- und Spurenmolekillésungen sind dem
Materialteil zu entnehmen.

Die Mikroinjektion erfolgt an konfluent bewachsenen 6 cm-Kulturschalen. Fur eine
statistische Auswertung werden pro Indikatormolekdl und Zelllinie mindestens 60
Injektionen durchgefuhrt.

Die Durchfihrung der Mikroinjektion erfolgt am inversen Mikroskop (IM 35, Zeiss) mittels
lontophorese (20 nA, 2-10 s). Die Steuerung der Injektionskapillare erfolgt Uber den
Mikromanipulator ,Injectman® der Firma Eppendorf. Pro Kulturschale werden 20
Injektionen durchgefihrt. Diese erfolgen innerhalb von 10 Minuten, jeweils im Abstand von

30 Sekunden. Wahrend der Mikroinjektion werden die Zellen in den Kulturschalen auf
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einer beheizbaren Platte bei 37°C gehalten. Da wahrend der Mikroinjektion keine CO3
Begasung erfolgt, sollte die Dauer des Experiments 20 Minuten nicht Uberschreiten.

Die lontophoresekapillaren werden mit Hilfe eines horizontalen Kapillarenziehers
hergestellt. Zur Beladung werden die Kapillaren mit dem stumpfen Ende flir 5 min in den
zu injizierenden Farbstoff gestellt. Durch die Kapillarkrafte wird der Farbstoff in die Spitze
der lontophoresekapillare transportiert. Mittels einer Hamiltonspritze wird die Kapillare
anschlielend luftblasenfrei mit Salzlésung (1M KCL bei Neurobiotin, 1M LiCl bei Lucifer
Yellow und Ethidiumbromid) geftillt und somit der Farbstoff in der Spitze Uberschichtet. Der
Mikroelektrodenhalter mit AQCI-Elektrode (EH-1S-Sachs) wird ebenfalls mit der Salzlésung
befullt und die beladene Kapillare eingesetzt. Der Mikroelektrodenhalter wird anschlielRend

in den Mikromanipulator eingesetzt.

3.12.1 Mikroinjektion von Neurobiotin

Neurobiotin (N-[2-amino-ethyl-]biotinamid) ist ein Molekul mit einer molekularen Masse
von 287 Da und ist unter physiologischen Bedingungen einfach positiv geladen. Da sich
Neurobiotin nicht zur Fluoreszenz anregen lasst, wird Rhodamin-Dextran beigemischt.
Rhodamin-Dextran ist mit 10 kDa zu grofs um durch Gap Junction-Kanale diffundieren zu
konnen. Mit Hilfe des fluoreszierenden Rhodamin-Dextrans ist es jedoch madglich, den
Injektionsvorgang zu beobachtet. Die Injektion erfolgt durch Anlegen eines negativen
Stroms von 20 nA. Nach der letzten Injektion werden die Zellen zweimal mit PBS”
gewaschen und fur funf Minuten bei Raumtemperatur mit frisch angesetzter
Glutaraldehyd-Losung fixiert. Nach erneutem, dreimaligen Waschen mit PBS™ werden die
Zellen mindestens zwei Stunden bei 4°C in Triton-X-100-Lésung inkubiert, um die
Zellmembranen zu permeabilisieren. Anschliel3end werden die Zellen dreimal mit PBS™ bei
Raumtemperatur gewaschen und fur 90 Minuten mit Avidin-gekoppelter
Meerrettichperoxidase-Losung inkubiert. Dabei bindet das Avidin an das Neurobiotin.
Ungebundenes Enzym wird durch dreimaliges Waschen mit PBS" entfernt. Die
anschlieRende Farbereaktion zum Nachweis der Peroxidase erfolgt mit dem
kommerziellen Reagenziensatz "Histo-Green POD Subtrat Kit* der Firma Linaris und

wurde nach Herstellerangaben durchgefinhrt.
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3.12.2 Mikroinjektion von Lucifer Yellow

Lucifer Yellow ist ein Fluoreszenzfarbstoff mit einer molekularen Masse von 443 Da, der
unter physiologischen Bedingungen zweifach negativ geladen ist. Das Molekll kann bei
einer Wellenlange von 426 nm zur Fluoreszenz angeregt werden. Die Injektion erfolgt
durch Anlegen eines positiven Stroms (20 nA). Funf Minuten nach der Injektion wird die
Ausbreitung des Farbstoffes durch Auszahlen der fluoreszierenden Nachbarzellen unter

dem Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten Filtersatzen bestimmt.

3.12.3 Mikroinjektion von Ethidiumbromid

Ethidiumbromid ist ein fluoreszierendes Molekul mit einer molekularen Masse von 314 Da
und einer unter physiologischen Bedingungen einfach positiven Ladung. Das Molekul kann
bei einer Wellenlange von 260 nm zur Fluoreszenz angeregt werden. Die mit
Ethidiumbromid beladene Kapillare wird mit 1M LiCl-Stammldsung Uberschichtet. Die
Injektion erfolgt durch Anlegen eines negativen Stroms (20 nA).

FUnf Minuten nach der Injektion wird die Ausbreitung des Farbstoffes durch Auszahlen der
fluoreszierenden Nachbarzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten

Filtersatzen bestimmit.

3.13 Behandlung von HM1 ES-Zellen mit Gap-Junction Inhibitoren

Gap Junction-Inhibitoren sind pharmakologische Substanzen welche, dem Kulturmedium
zugesetzt, die interzellulare Kommunikation mittels Gap Junction-Kanalen unterbinden.

Um die Funktion Gap Junction-vermittelter Kommunikation in ES-Zellen zu untersuchen
werden die Zellen mit den Inhibitoren 18-a-Glycyrrethinsdure und Carbenoxolon inkubiert.
18-a-Glycyrrethinsdure und Carbenoxolon werden als 10 mM Stockldésung in einem
Ethanol/DMSO (v/v 2:3) Gemisch angesetzt. Aus den Stockldsungen werden
verschiedene Gebrauchsloungen mit finalen Endkonzentrationen von 20 uM - 120 yM in
ES-Zellmedium hergestellt. Die zuvor flir zwei Tage auf einer Kulturschale inkubierten ES-
Zellen werden flr funf Stunden mit den entsprechenden Gebrauchslésungen inkubiert. Um
zellschadigende Effekte des DMSO/Ethanol-Gemisches auszuschlieRen, werden die
Zellen in einem Kontrollexperiment ebenfalls mit entsprechenden Konzentrationen des

Lésungsmittels behandelt.
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3.14 Apoptose-Testverfahren

Apoptose wurde in den untersuchten Zellen mittels Immunoblotanalysen mit spezifischen
Antikorpern gegen PARP-1- bzw. gegen die gespaltene Caspase-3 nachgewiesen. Die
verwendeten Antikdrper und die entsprechenden Verdunnungen sind dem Materialteil zu
entnehmen. DarlUberhinaus wurde zum Nachweis apoptotischer Zellen der kommerziell
erhaltliche Reagenziensatz ,AnnexinV-FITC apoptosis detection kit“ der Firma Calbiochem
verwendet. Zum Nachweis von Apoptose an Kryoschnitten von Embryonalkdrperchen
wurde eine TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)-Analyse durchgeflhrt.
Zu diesem Zweck wurde ein Reagenziensatz der Firma Roche verwendet. Bei allen
verwendeten kommerziellen Reagenziensatzen erfolgte die Durchfihrung der

Experimente entsprechend den Angaben des Herstellers.

3.15 Bestimmung der Proliferationsraten

Um die Proliferationsraten zweier Zelllinien zu vergleichen, werden die Zellen zunachst
einige Passagen lang jeweils in exakt gleicher Zellzahl ausgesat und kultiviert. Um die
Bestimmung der Zellzyklusphasen durchzufihren, werden die Zellen mit Trypsin vom
Boden der Kulturschalen abgelost und durch Pipettieren mechanisch vereinzelt. Die Zellen
werden mittels Zentrifugation bei 800 UpM sedimentiert und flr 10 Minuten in eiskaltem
reinem Ethanol fixiert. AnschlieRend werden die Zellen 30 Minuten lang mit RNase
behandelt. Danach erfolgt die Farbung der DNA mit Propidiumiodid (60ug/ml in PBS").
Nach der Farbung werden die Zellen sedimentiert und in FACS-Puffer aufgenommen.
Mittels Durchflusszytometrie wird anschlieRend die Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen
Zelle mit einem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Gerat bestimmt.
Propidiumiodid interkaliert in die DNA der Zellen. Die Intensitat der Fluoreszenz spiegelt
somit die Menge an DNA pro Zelle wider. Wahrend der verschiedenen Phasen des
Zellzyklus enthalten Zellen unterschiedliche Mengen an DNA. Wahrend der G1/G0-Phase
besitzen die Zellen den einfachen Chromosomensatz. Wahrend der S-Phase findet die
Replikation statt und somit steigt der DNA-Gehalt bis schlie3lich in der G2/M-Phase der
doppelte Chromosomensatz vorliegt. Diese Verteilungen verschiedener DNA-Mengen pro
Zelle innerhalb einer Zellpopulation kann vom FACS-Gerat bestimmt und als Diagramm
ausgegeben werden. Dabei wird auf der X-Achse die Fluoreszenzintensitat und auf der Y-
Achse die Anzahl der Zellen bei denen die entsprechende Fluoreszenzintensitat
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gemessen wurde aufgetragen (Abb.3.1.6 A). G1/G0-Phase sowie G2/M-Phase ergeben
dabei einen distinkten Ausschlag in der Kurve. Die Signale zwischen diesen beiden
Ausschlagen sind auf Zellen in der S-Phase zurickzuflihren. Die Zellen in dieser
Zellzyklusphase weisen keinen einheitlichen DNA-Gehalt auf, da wahrend dieser Phase
die Replikation stattfindet und es dabei zu einer stetigen Zunahme der DNA-Menge

kommit.

3.16 Transfektion von ES-Zellen mit siRNA

Um die Transkriptmenge von Cx31 und Cx45 in embryonalen Stammzellen der Maus zu
reduzieren, wurden die ES-Zellen mit spezifischen siRNAs gegen die beiden Connexine
transfiziert. Zu diesem Zweck werden kommerzielle siRNA-Gemische der Firma
Dharmacon verwendet, welche aus je vier verschiedenen siRNAs pro Ziel-mRNA
bestehen (Accell siRNA-SMARTpool). Durch Verwendung von siRNA Gemischen sollen
Nebeneffekte auf andere mRNAs (off target effects) reduziert werden und gleichzeitig eine
hohe Reduktion der Transkriptmenge des Zielgens erreicht werden. Das Einschleusen der
siRNAs in die ES-Zellen erfolgt mittels Lipofektion mit dem kommerziellen
Transfektionsreagenz DharmaFECT1 (Dharmacon). Dabei werden 5 pl Dharmafect1 pro
100 p | Medium eingesetzt. Die Lipofektion wurde entsprechend den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Die Cx31 SMARTpool-siRNA wird 100 nM, die Cx45 SMARTpool
siRNA 80 nM eingesetzt. Die Transfektion erfolgt in einzelnen Vertiefungen einer 96-
Lochschale in serumfreien ES-Zellkulturmedium. Nach 24 Stunden wird das
Transfektionsmedium gegen normales ES-Zellkulturmedium ersetzt und die Zellen fur
weitere 24 Stunden kultiviert. Anschlieend werden die Zellen passagiert und weitere 48
Stunden kultiviert. Die Experimente wie z.B. Mikroinjektionsanalysen, Apoptosetests bzw.
Immunoblotanalysen werden 96 Stunden nach der Transfektion durchgefihrt. Um das
optimale Transfektionsreagenz zu ermitteln (DharmaFECT1-DharmaFECT4) und die
Lipofektion zu optimieren wurden, zunachst fluoreszenzmarkierte siGLO siRNAs
(Dharmacon) in die ES Zellen transfiziert. Die Auswertung wurde an einem
Fluoreszenzmikroskop durch die Bestimmung des Prozentsatzes rot fluoreszierender

Zellen vorgenommen.
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3.17 B-Galaktosidase-Darstellung zum Nachweis der Expression des lacZ
Reportergens

Das Prinzip der p-Galaktosidase-Darstellung beruht auf dem Umsatz des Substrates X-
Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) durch das vom lacZ-Gen kodierte
Reporterprotein B-Galaktosidase. X-Gal wird bei dieser Reaktion in Galaktose und 5-brom-
4-chlor-3-Hydroxyindol gespalten. Das Letztere wird durch den Luftsauerstoff oxidiert und
dimerisiert weiter zu dem unldslichen, blauen Farbstoff 5,5'-dibrom-4,4'-dichlor-Indigo. Bei
der Durchfihrung der X-Gal-Farbung werden die Zellen zunachst dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend 10 Minuten in lacZ-Fixierldsung fixiert. Es folgen drei finf
mindtige Waschschritte mit lacZ-Waschlésung. Danach werden die Zellen fir mehrere
Stunden in lacZ-Farbelosung bei 37°C im Dunkeln inkubiert, bis sich eine intensive

Blaufarbung einstellt.

3.18 Paraffinschnitte von Embryonalkorperchen

Im Gegensatz zu Gefrierschnitten bleibt bei Paraffinschnitten die Gewebestruktur gut
erhalten. Allerdings sind Immunfluoreszenzanalysen an diesen nur schwierig
durchzufihren. Um Paraffinschnitte zu erzeugen, werden die Embryonalkérperchen
zunachst sedimentiert, mit PBS™ gewaschen und mittels einer 200 ul Pipette auf ein Stlick
dinnes Whatman-Papier Uberfihrt. Dieses wird in ein kleines Plastikkastchen mit
paraffindurchlassigen Offnungen eingelegt. Die Paraffineinbettung erfolgt automatisch in
einem Paraffin-Gewebeinfiltrationsautomaten der Firma Leica (TP1020). Dabei werden die
Praparate zunachst mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (60%, 70%, 80%,
96%, 100% Ethanol). Anschlieiend werden die Praparate je zweimal in Xylol und Paraffin
eingetaucht und in Metallbecher der Paraffinausgief3station (EG 1140H, Leica) gegeben.
Dort erfolgt der Einschluss in flissiges Paraffin. Nach dem Ausharten des Paraffinblocks
werden an einem Rotationsmikrotom (HM 360, Leica) 5 ym dicke Schnitte angefertigt.
Mittels eines Pinsels werden die Schnitte auf einen Glasobjekttrager Uberfuhrt. Die
Schnittpraparate sind nun weiterhin von Paraffin eingeschlossen. Um Farbungen
durchfihren zu kdnnen, mussen die Praparate entparaffiniert werden, wobei die Schnitte
je zweimal in Xylol und 96% Ethanol getaucht und anschlielend in einer absteigenden
Ethanolreihe rehydriert (80%, 70%, 60% Ethanol) werden.

Die Paraffinschnitte werden abschliel3end einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen,

um Zellkerne und Zytoplasma sichtbar zu machen. Dazu werden die Schnitte fur eine
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Minute in Hamatoxylin-Losung inkubiert und anschlieliend unter lauwarmem
Leitungswasser differenziert. Nun folgt eine funfminutige Inkubation in Eosinldsung. Das
Entfernen Uberschussiger Farbeldosung erfolgt erneut durch grindliches waschen mit
Leitungswasser. AbschlieRend werden die gefarbten Schnitte getrocknet und mit Entellan

unter einem Deckglaschen eingeschlossen.

3.19 Connexonaufreinigung und Co-Immunprazipitationsanalysen

Die in dieser Arbeit gezeigte  Connexonaufreinigung und die  Ko-
Immunoprazipitationsanalysen wurden von Christian Markopoulos durchgefthrt und sind
in seiner Diplomarbeit, die 2006 am Institut fir Genetik in Bonn erstellt wurde, ausfuhrlich

beschrieben.
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4. Ergebnisse

4.1 Connexin- und Pannexinexpression in embryonalen Stammzellen der Maus
4.1.1 Expression von Connexin- und Pannexin-mRNA

Mittels RT-PCR-Analysen mit verschiedenen Oligonukleotid-Startermolekilen (Primer)
wurde die Expression von mRNAs nachgewiesen, welche fur Connexin- sowie fur
Pannexinproteine kodieren. Die Primer sind so gewahlt worden, dass mRNAs fur alle
Mausconnexine und fur die drei bekannten Pannexinisoformen amplifiziert werden
konnen. Transkripte von sieben der 20 bekannten Connexinisoformen waren in
embryonalen Stammzellen der Maus detektierbar (Cx26, Cx31, Cx30.3, Cx32, Cx37, Cx43
und Cx45) (Abb.4.1 A-C). Im Fall der drei Pannexinisoformen konnte lediglich die

Transkription von Pannexin1 (Panx1) gezeigt werden (Abb.4.1 D).

4.1.2 Expression von Connexin- und Pannexinproteinen

Im Anschluss an die Charakterisierung der Connexin- und Pannexintranskription wurde die
Translation der mRNAs in Proteine untersucht. Um die Connexin- und Pannexinproteine in
den ES-Zelllysaten nachzuweisen, wurden Immunoblotanalysen durchgefihrt. Dabei
konnte die Auspragung der drei Connexinproteine Cx31, Cx43 und Cx45 mittels
spezifischer Antikorper gezeigt werden. Connexin26, Cx32, Cx37 und Panx1 wurden in
den Zelllysaten nicht gefunden (Abb.4.1 D-E).
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Abb.4.1: Untersuchungen zur Expression von Connexinen und Pannexinen in

embryonalen Stammzellen der Maus.

A: RT-PCR-Analyse aller bekannten murinen Connexine (auf3er Cx23) an Gesamt-mRNA
aus HM1 Zellen. B: Kontrollexperiment zur Uberpriifung der PCR-Reaktionen an
genomischer HM1 DNA bzw. im Fall von Cx39 an Plasmid DNA. C: RT-PCR-Analyse von
Connexin23 (Nachtrag zu A). D: RT-PCR-Analyse zum Nachweis der Pannexinexpression
in HM1 Zellen und Pannexin1-Immunoblotanalyse. E: Immunoblotanalysen mit
spezifischen Antikorpern gegen die mittels RT-PCR in A nachgewiesenen Connexine. +:
Positivkontrolle (Lysate aus HelLa Zellen, die mit den entsprechenden Connexinen

transfiziert wurden). WT: Wildtyp HelLa-Zelllysate.

65



Ergebnisse

4.1.3 Indirekte Untersuchung der Cx30.3-Translation in ES-Zellen mittels X-Gal-
Farbung von Cx30.3lacZ ES-Zellen

Connexin30.3 mMRNA konnte mittels einer RT-PCR-Analyse in HM1 ES-Zellen
nachgewiesen werden. Da keine spezifischen Cx30.3-Antikérper zur Verfligung standen,
war eine Analyse der Translation des Connexins mittels Immunoblot nicht mdglich. Um
dennoch eine Aussage Uber die Proteinexpression treffen zu kdnnen, wurde eine X-Gal-
Farbung an Cx30.3lacZ ES-Zellen durchgeflhrt. Die Zellen waren urspruanglich far die
Erzeugung einer konventionalen Defektmaus mittels homologer Rekombination gewonnen
worden (Zheng-Fischhofer et al., 2008). Die kodierende Region von Cx30.3 wurde dabei
heterozygot durch eine lacZ-Sequenz ersetzt, die unter Kontrolle des endogenen Cx30.3-
Promotors exprimiert wird. Mittels X-Gal-Farbung kann die Auspragung der von dem
Reportergen kodierten (3 -Galaktosidase gezeigt werden. Als Positivkontrolle wurde eine
Farbung an Cx43delCre-ER(T) Zellen durchgefiihrt, in denen die kodierende Region des
Connexin43 durch ein lacZ-Reportergen ersetzt wurde. Wie zuvor beschrieben konnte die
Expression von Cx43 bereits in HM1 Zellen mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen
werden.

Die Experimente zeigen keine Blaufarbung in Cx30.3lacZ ES-Zellen (Abb.4.2 A). Bei den
Cx43delCre-ER(T) Zellen hingegen ist ein blauer Niederschlag, der bei dem Umsatz des
Substrats X-Gal durch die B-Galaktosidase entsteht, deutlich zu erkennen (Abb.4.2 B).

.

S

3 PG5 0x30 3lacz] Cx43delCreER(T)

Abb.4.2: X-Gal-Farbung an Cx30.3lacZ (A) und Cx43delCre-ER(T) (B) ES-Zellen zum
Nachweis der Auspragung des lacZ-Reportergens.

Die LacZ-Expression steht in diesen Zellen unter der Kontrolle des endogenen Cx30.3-
bzw. Cx43-Promotors. Ein blauer Niederschlag nach X-Gal-Farbung ist ein Nachweis fur
die Expression des Reportergens und damit indirekt auch fir die Expression von Cx43 und
Cx30.3 in ES-Zellen. GroRenstandard: 10 pym.
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4.1.4 Subzellulare Lokalisation der Connexinproteine

Damit sich Gap Junction-Kanale bilden kénnen, missen die Connexine in die
Plasmamembranen der ES-Zellen transportiert werden. Mittels Immunfluoreszenzanalysen
mit spezifischen Antikorpern kdnnen diese in den Membranen benachbarter Zellen indirekt
als punktformige Fluoreszenzsignale sichtbar gemacht werden. Die Connexine Cx31,
Cx43 und Cx45 konnten in den Plasmamembranen von embryonalen Stammzellen
lokalisiert werden (Abb.4.3 A-C). Wurde eine gleichzeitige Immunfluoreszenzanalyse mit
Antikdrpern gegen alle drei in ES-Zellen exprimierten Connexine durchgefihrt, kam es

teilweise zu Uberschneidungen der Signale (Abb.4.3 D).

4.1.5 Nachweis der Gap Junction-vermittelten interzellularen Kommunikation

Weiterhin wurde Uberprift, ob die drei in ES-Zellen exprimierten Connexine Gap Junction-
Kanale zwischen benachbarten Zellen ausbilden. Dazu wurde eine Mikroinjektionsanalyse
durchgefuhrt, bei der die niedermolekularen Fluoreszenzfarbstoffe Lucifer Yellow und
Ethidiumbromid, sowie der Markierungsstoff Neurobiotin mit einer spitzen Glaskapillare in
einzelne embryonale Stammzellen injiziert wurden. Da die Zellmembranen fur diese
Molekile nicht permeabel sind, kann eine Ausbreitung der Farbstoffe innerhalb des
Zellverbundes als Nachweis Gap Junction-vermittelter Kommunikation gewertet werden
(Elfgang et al. 1995). Um die Mdglichkeit einer Farbstoffausbreitung Uber Plasmabricken
auszuschliellen, wurde Rhodamin Dextran in die Zellen injiziert. Mit 10 kDa sind
Rhodamin Dextran-Molekile zu grof3, um Gap Junction-Kanéle passieren zu kdnnen.
Nach der Injektion von Lucifer Yellow, Ethidiumbromid und Neurobiotin konnte eine
Diffusion der niedermolekularen Substanzen Uber Zellgrenzen hinweg beobachtet werden.
Im Gegensatz dazu verblieb das applizierte Rhodamin Dextran in den injizierten Zellen
(Abb.4.3. F).
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Abb.4.3: Immunfluoreszenz- und Mikroijektionsanalysen zum Nachweis von
Connexinen und Gap Junction-vermittelter Kommunikation in HM1 Zellen.
Immunfluoreszenzanalyse zum Nachweis von Cx31 (A), Cx43 (B) und Cx45 (C) in den
Plasmamembranen benachbarter Zellen. D zeigt eine Uberlagerung der Bilder A-C.
Kolokalisierte Signale sind in 1-4 vergrof3ert dargestellt. E zeigt ein Durchlichtbild des
untersuchten ES-Zellklons. F: Demonstration von Gap Junction-vermittelter
Kommunikation mittels Mikroinjektion des niedermolekularen Markierungsstoffs
Neurobiotin, sowie der Fluoreszenzfarbstoffe Ethidiumbromid, Lucifer Yellow und
Rhodamin Dextran. Injizierte Zellen sind mit einem weillen Stern markiert.
Grolkenstandard: 10 pm.
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4.1.6 Zusammensetzung der Connexone in ES-Zellen

Ein Gap Junction-Kanal setzt sich aus zwei Halbkanalen (Connexonen) zusammen,
welche aus je sechs Connexinuntereinheiten gebildet werden. Dabei kann ein Halbkanal
nicht nur aus den gleichen Connexinisoformen aufgebaut sein (homotypisches Connexon)
sondern auch verschiedene Connexinsubtypen beinhalten (heterotypisches Connexon).
Im Zuge der Diplomarbeit von Christian Markopoulos (Institut fur Genetik, Universitat
Bonn, 2007) wurde die Zusammensetzung der Connexone in ES-Zellen genauer
charakterisiert. Dazu wurden einzelne Halbkanale mittels Ultrazentrifugation im
Saccharosegradienten aus den Membranfraktionen von embryonalen Stammzellen
aufgereinigt. Die Fraktionen, welche Connexone beinhalteten, wurden mit Hilfe eines
Immunoblots mit spezifischen Cx43-Antikdrpern identifiziert (Abb.4.4 A). In
Zusammenarbeit mit Dr. Gregor Kirfel (Institut fur Zellbiologie, Universitat Bonn) konnten
die Connexonpartikel mit Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht
werden (Abb.4.4 B). AnschlieBend wurden mit den Connexon-haltigen Fraktionen Ko-
Immunoprazipitationsexperimente durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass Cx31 und Cx43
sowie Cx43 und Cx45 interagieren. Dies war nicht der Fall fur Cx31 und Cx45 (Abb. 4.3 C-
F).
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A Fraktion 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12
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Abb.4.4: Aufreinigung von Connexonen aus HM1 Zellen und Ko-Immuno-
prazipitationsanalysen an Connexon-haltigen Fraktionen.

A: Bestimmung der Connexon-haltigen Fraktionen mittels Immunoblotanalyse mit
Cx43-Antikorpern. B: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Connexonen.

C: Tabellarische Darstellung der Interaktionsmdglichkeiten der untersuchten
Connexine innerhalb eines Connexons. D-F: Ko-Immunoprazipitationsanalysen zum
Nachweis von Interaktionen zwischen Cx31, Cx43 und Cx45 innerhalb eines
Connexons. GroRenstandard in B: 30 nm.
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4.2 Connexinexpression in C57BL/6-Blastozysten

Um die Expression von Cx31 und Cx43 in Blastozysten zu untersuchen, wurden C57BL/6
Weibchen mit Bocken verpaart. An Tag 3,5 der Schwangerschaft wurden die Uteri
prapariert und die Blastozysten ausgespult. Im Anschluss erfolgte eine
Immunfluoreszenzanalyse mit spezifischen Antikérpern gegen Cx31 und Cx43. Nach dem
Nachweis der Primarantikérper mit fluoreszenzmarkierten, sekundaren Antikérpern
konnten sowohl fur Cx31 als auch fur Cx43 punktformige Fluoreszenzsignale in der

inneren wie auch in der aulReren Zellmasse der Blastozysten gefunden werden (Abb. 4.5).

Abb.4.5: Nachweis der Cx31- und Cx43-Proteinexpression in Blastozysten von
C57BIl/6-Mausen.

A: Mikroskopische Hellfeldaufnahme einer Blastozyste. B-C: Immunfluoreszenzanalyse
zum Nachweis von Cx31 (B) und Cx43 (C). Der Bereich der inneren Zellmasse, wurde in
den Aufnahmen B-C nachtraglich hell hinterlegt. IZM: Innere Zellmasse, GroRenstandard
50 pm.
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4.3 Untersuchungen zur Funktion Gap Junction-vermittelter Kommunikation in
embryonalen Stammzellen der Maus

4.3.1 Wirkung pharmakologischer Gap Junction-Inhibitoren auf embryonale
Stammzellen

HM1 ES-Zellen wurden fur funf Stunden mit je 120 u M der pharmakologischen Gap
Junction-Inhibitoren 18-a-Glycyrrhetinsaure (18-AGA) und Carbenoxolon behandelt. Dabei
war ein Anstieg der Zahl toter Zellen von 10% auf 60% im Falle der Gabe von 18-AGA und
auf 40% im Falle von Carbenoxolon zu beobachten. Die Kultur der Zellen in der
Gegenwart von 1,2% DMSO, welches in dieser Konzentration als Losungsmittel fur die
Inhibitoren im Medium enthalten war, flhrte nicht zur Erhéhung der Todesrate. Mittels
zweier Methoden konnte der gesteigerte Zelltod auf Apoptose zurtickgefihrt werden. Zum
einen wurde mit Hilfe eines kommerziellen AnnexinV-Testverfahrens die Zahl
apoptotischer, nekrotischer sowie lebender Zellen innerhalb einer Zellsuspension bestimmt
(Abb 4.6 A). AnnexinV bindet an Phosphatidylserin, ein Phospholipid, dass normalerweise
exklusiv in der inneren Schicht der Doppelmembran von Zellen lokalisiert ist. Diese
Ungleichverteilung wird von Phospholipid-Translokatoren (Flippasen) aufrechterhalten und
bricht wahrend der Apoptose zusammen. Nun kann Phosphatidylserin an der
Zelloberflache nachgewiesen werden. Da die Analyse an unfixierten Zellen in Suspension
durchgefuhrt wurde, farbt AnnexinV lebende Zellen nicht an, da es die Zellmembran nicht
durchdringen kann. Zusatzlich wird eine Propidiumiodid-Farbung durchgefuhrt, um
apoptotische Zellen von nekrotischen Zellen zu unterscheiden. Propidiumiodid dringt nicht
in lebende und apoptotische Zellen ein, interkaliert jedoch in die DNA nekrotischer Zellen.
Deren Zellmembranen sind nicht mehr intakt und daher fir den Fluoreszenzfarbstoff
permeabel. Dartber hinaus sind apoptotische Zellen daran zu erkennen, dass sie wahrend
des programmierten Zelltodes schrumpfen und ihre Membran in Vesikel zerfallt.
Nekrotische Zellen wirken hingegen aufgeblaht (Abb. 4.6 B).

Zusatzlich zur AnnexinV-Farbung wurde mittels eines spezifischen Antikdrpers gespaltene
PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) nachgewiesen (Abb. 4.6 C). Die Spaltung des an
der DNA-Reparatur beteiligten Proteins durch die Caspase3 stellt ein frihes Ereignis im
Prozess der Einleitung der Apoptose dar.

In der Literatur wird ein antagonistischer Effekt von 18-AGA auf P2 Rezeptoren
beschrieben. Deshalb wurden die Zellen neben den pharmakologischen Gap Junction-

Inhibitoren aullerdem mit dem P2 Rezeptor-Antagonisten PPADS behandelt. Dabei war
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kein signifikanter Anstieg der Apoptoserate zu beobachten.
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Abb.4.6: Nachweis des apoptotischen Zelltods nach Behandlung von HM1 Zellen mit
den pharmakologischen Gap Junction-Inhibitoren 18-AGA und Carbenoxolon.

A: AnnexinV-Test zum Nachweis von Apoptose und Nekrose an unfixierten Zellen in
Suspension. B: Beispiele fur Morphologie und Farbung lebender (1), nekrotischer (2) und

apoptotischer (3-4) Zellen nach AnnexinV- und Propidiumiodid-Farbung. C:
Immunoblotanalyse zur Detektion von gespaltener PARP.
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4.3.2 Blockade der Gap Junction-vermittelten Kommunikation in ES-Zellen durch
Deletion von Cx43 und Herunterregulation von Cx31 und Cx45 mittels siRNA

Die in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Experimente gaben Hinweis auf eine wichtige Rolle von
Connexinen beim Schutz embryonaler Stammzellen vor dem apoptotischen Zelltod. Um
die Beobachtungen, die unter dem Einfluss pharmakologischer Inhibitoren gemacht
worden waren, zu bestatigen, wurden weitere Experimente durchgefuhrt. Ziel war es
dabei, die Zell-Zell-Kommunikation in embryonalen Stammzellen durch eine Kombination
aus vollstandiger Deletion von Cx43 und siRNA-vermittelter Herunterregulation von Cx31

und Cx45 weitestgehend zu unterbinden.

4.3.2.1 Herstellung Cx43-defizienter ES-Zellen

Ausgangspunkt fur die Herstellung Cx43-defizienter ES-Zellen war eine Zelllinie
(Cx43floxCre-ER(T)), welche von Dr. Dominik Eckardt im Rahmen seiner Dissertation
erzeugt wurde. In diesen Zellen wurde Cx43 auf einem Allel durch eine induzierbare Cre-
Rekombinase ersetzt. Auf dem anderen Allel liegt Cx43 flankiert von loxP-Stellen vor. Dem
gefloxten Cx43 folgt eine Neomycin-Selektionskassette, die ebenfalls von loxP-Stellen
flankiert ist, sowie eine lacZ-Reportersequenz (Abb.4.7 A). Die ES-Zellen wurden mit einer
membrangangigen Cre-Rekombinase transduziert und klonal ausgesat. Im Anschluss
konnten einzelne Klone isoliert und mittels PCR- und Immunoblot-Analyse charakterisiert
werden (Abb4.7 B-C). Eine der Cx43-defizienten Zelllinien (Cx43delCre-ER(T)) wurde fur
die weiteren Experimente ausgewahlt. Nach Mikroinjektion von Neurobiotin zeigten die
Cx43delCreER(T) Zellen, verglichen mit HM1 Zellen, eine Reduktion in der Ausbreitung
des Markierungsstoffes auf 10% (Abb.4.7 D). Darlber hinaus wiesen die Cx43-defizienten
ES-Zellen keine Auffalligkeiten bezuglich ihres Zellwachstums oder ihrer Zellmorphologie

auf.
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4.3.2.2 Herabregulation von Cx31 und Cx45 in Cx43-defizienten ES-Zellen mittels
siRNA

Die komplette Deletion von Cx43 in embryonalen Stammzellen der Maus fiihrte zu einer
Verminderung der Gap Junction-vermittelten Kommunikation um 90%. Um die Zell-Zell-
Kopplung weiter zu reduzieren, sollte zusatzlich die Expression der Connexine Cx31 und
Cx45 mittels siRNAs unterbunden werden.

Um die erfolgreiche Transfektion der Zellen nachzuweisen und eine optimales
Transfektionsprotokoll zu etablieren, wurden zunachst fluoreszenzmarkierte siGlo-siRNAs
(Dharmacon) in die ES-Zellen eingebracht. Dabei wurden die kommerziell erhaltlichen
Transfektionsreagenzien DharmaFect1 bis Dhramafect4 (Dharmacon) in verschiedenen
Konzentrationen getestet. Bei der Verwendung von DharmaFect1 (5% v/v) konnten bei
minimaler Zytotoxizitat konzentrationsabhangig Transfektionsraten von bis zu 90% erreicht
werden (Abb.4.8 A).

AnschlieRend wurde mit Hilfe des Transfektionsreagenzes Dharmafect1 Connexin31 und
Connexind5 smartPOOL-siRNA (Gemische aus vier siRNAs) in die Zellen eingebracht.
Eine gleichzeitige Transfektion der Zellen mit beiden siRNA-Gemischen (100nM Cx31
siRNA und 70 nM Cx45 siRNA) fuhrte zu einer maximale Reduktion des Cx31 Proteins auf
10% und des Cx45 Proteins auf 15%. Durchschnittlich wurde eine Verringerung der
Proteinmenge von Cx31 um 87% und von Cx45 um 75% erreicht. Dies konnte mittels
Immunoblotanalysen unter Verwendung spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden
(Abb.4.8 B-C). Die Reduktion der Proteinmenge wurde anhand der Starke der Banden auf
dem Roéntgenfilm mit der Software EasyWin32 (Herolab) quantifiziert.

96 Stunden nach der Transfektion mit sSiRNAs gegen Cx31 und Cx45 wurde Neurobiotin in
die Cx43delCre-ER(T) Zellen mikroinjiziert. Dabei konnte eine Reduktion der Zell-Zell-
Kommunikation um 50% im Vergleich zu untransfizierten Cx43-defizienten ES-Zellen
beobachtet werden. Im Mittel blieben funf ES-Zellen funktionell miteinander gekoppelt
(Abb.4.9 A-E). Bei 50% der injizierten Zellen war eine komplette Entkopplung zu
beobachten (Abb.4.9 E). Verglichen mit HM1 Zellen ergab sich eine Reduktion der Gap

Junction-vermittelten Kommunikation um 95%.
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Abb.4.8: Transfektion von Cx31 und Cx45 siRNA in Cx43-defiziente ES-Zellen.

A: Zum Test der Transfektionseffizienz wurden fluoreszenzmarkierte siGlo-siRNAs (rot) in
ES-Zellen transfiziert. Zusatzlich wurde eine Hoechst-Kernfarbung (blau) durchgefuhrt. Die
Aufnahmen entstanden an transfizierten Zellen in Suspension unter einem
Fluoreszenzmikroskop. Grof3enstandard: 50 pm.

B : Immunoblotanalyse mit Antikérpern gegen Cx31 und Cx45 zum Nachweis der
Proteinreduktion, 48 Stunden nach Transfektion der ES-Zellen mit siRNAs. Maximal
konnte eine Reduktion von Cx31 um 90% und Cx45 um 85% erreicht werden.

C: Quantifizierung und graphische Darstellung der Ergebnisse des Immunoblots (B).
schwarze Balken: Cx31, graue Balken: Cx45. Dargestellt sind die Proteinexpression in mit
Cx43 siRNA behandelten Kontrollzellen, sowie aus vier unabhangig durchgefihrten

Experimenten mit Cx31 und Cx45 siRNA . AuRerdem ist die durchschnittliche Reduktion
der vier Experimente aufgefuhrt.
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Abb. 4.9: Mikroinjektionsanalyse zur Quantifizierung der Gap Junction-vermittelten
Zell-Zell-Kommunikation in ES-Zellen.

A: graphische Darstellung der Ergebnisse der Mikroinjektionsanalyse.

B: mikroinjizierte HM1 Zellen. C: mikroinjizierte Cx43-defiziente ES-Zellen, die mit Cx43-
smartPOOL-siRNA transfiziert wurden. D-E: mikroinjizierte Cx43delCre-ER(T) Zellen nach
der Doppeltransfektion mit Cx31- und Cx45-smartPOOL-siRNA. E: bei 50% der mit Cx31-
und Cx45-siRNAs transfizierten Zellen war eine komplette Entkopplung zu beobachten.
Grolenstandard: 15 ym.

Die Blaufarbung der Zellen entsteht durch den histochemischen Nachweis des injizierten
Neurobiotins mittels Avidin-Peroxidase-Kopplung und HistoGreen-Farbung.
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Trotz der starken Reduktion der Gap Junction-vermittelter Kommunikation um 95% konnte
kein Anstieg der Apoptoserate beobachtet werden. Dies wurde mittels eines AnnexinV-Test
und einer PARP-Immunoblotanalyse gezeigt (Abb.4.10 A-B). Auch morphologisch wiesen
die Zellen keine augenscheinlichen Veranderungen zu den mit Cx43 siRNA transfizierten

Kontrollzellen auf.
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Abb. 4.10: Bestimmung der Apoptoseraten in Cx43-defizienten ES-Zellen nach
der Transfektion mit Cx43-siRNA (Kontrolle) sowie der Doppeltransfektion mit
Cx31- und Cx45-siRNA.

A: Graphische Darstellung der Ergebnisse des AnnexinV-Tests (grau: apoptotische
Zellen, schwarz: nekrotische Zellen, weil}: lebende Zellen)

B: Immunoblotanalyse mit spezifischen Antikorpern gegen das PARP-Protein.
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4.3.4 Untersuchungen zur Wirkweise pharmakologischer Gap Junction-Blocker auf
embryonale Stammzellen

Bei der Behandlung embryonaler Stammzellen mit pharmakologischen Gap Junction-
Inhibitoren und der siRNA-vermittelten Herabregulation von Cx31 und Cx45 in
Cx43delCreER(T) Zellen wird eine vergleichbar starke Reduktion der Gap Junction-
vermittelten Zell-Zell-Kopplung erreicht. Trotzdem ist bei den mit siRNAs transfizierten
Zellen kein Anstieg der Apoptoserate zu beobachten, obwohl dies bei den mit 18-AGA
bzw. Carbenoxolon behandelten HM1 Zellen der Fall war (Abb.4.6). Um diese Diskrepanz
zwischen den Ergebnissen erklaren zu konnen, wurde die Wirkungsweise der
pharmakologischen Gap Junction-Inhibitoren auf embryonale Stammzellen naher
untersucht.

In einem ersten Experiment, wurde der Effekt von 18-a-Glycyrrhetinsdure auf die
Ausbreitung von mikroinjiziertem Neurobiotin innerhalb eines ES-Zellverbands, in
Abhangigkeit der eingesetzten 18-AGA-Konzentration, bestimmt. Dieses Experiment
wurde sowohl mit HM1 ES-Zellen als auch mit Cx43-defizienten ES-Zellen durchgeflhrt.
Im Falle der HM1 Zellen war erstmals bei einer Konzentration von 60 yM 18-AGA eine
starke Reduktion der Neurobiotin-Ausbreitung zu beobachten. Eine weitere Erhohung der
Inhibitorkonzentration auf 80 yM flhrte zu einer maximalen Reduktion der interzellularen
Kommunikation auf 4% der urspringlichen Kopplung. Hohere Konzentrationen fuhrten zu
keiner weiteren Verminderung (Abb.4.11 A). Interessanterweise hatte die Zugabe von 18-
AGA zu Cx43delCre-ER(T) Zellen selbst in hoher Konzentration (100 y M) keinerlei
Auswirkungen auf den interzellularen Transfer von Neurobiotin (Abb.4.11 A). Darlber
hinaus war die Kopplung zwischen HM1 Zellen bei einer Gabe von mehr als 60 yM 18-
AGA starker reduziert als wie zuvor bei Cx43del ES-Zellen beobachtet.

In einem zweiten Experiment wurde das Ausmall der Apoptose mit steigender
Konzentration des Gap Junction-Inhibitors 18-a-Glycyrrhetinsdure untersucht. Eine
Erhohung der Apoptoserate bei HM1 Zellen war erstmals bei einer Gabe von 80 yM 18-
AGA zu beobachten. Erhéht man die Konzentration auf 100 yM bzw. 120 yM steigt auch
die Apoptoserate weiter an. Gleiches ist auch bei den Cx43-defizienten ES-Zellen zu
beobachten (Abb.4.11 B).
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Abb. 4.11: Untersuchung der Wirkungsweise des Gap Junction-Inhibitors 18-AGA
auf HM1 Zellen und Cx43delCre-ER(T) Zellen.

A: Graphische Darstellung des Einflusses von 18-AGA auf die Gap Junction-vermittelte
Zell-Zell-Kkommunikation (GJIC) zwischen HM1 und Cx43delCre-ER(T) Zellen, gemessen
am Transfer von injiziertem Neurobiotin.

B: Graphische Darstellung des konzentrationsabhangigen Einflusses von 18-AGA auf die
Apoptoseraten von HM1 und Cx43delCre-ER(T) Zellen.
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4.4 Herstellung Cx43/Cx45-doppeldefizienter embryonaler Stammzellen.

Neben der Funktion der Connexine in embryonalen Stammzellen sollte ebenfalls ihre Rolle
wahrend der Differenzierung von ES-Zellen untersucht werden. Gerade Cx43 und Cx45
sind dabei interessant, da diese Connexine sowohl in ES-Zellen als auch in
Kardiomyozyten ausgepragt werden (Oyamada et al., 1996). Auch wahrend der neuralen
Differenzierung sind beide Connexine koexprimiert.

Die Expression der Connexine Cx31 und Cx45 konnte mittels siRNA in embryonalen
Stammzellen effizient reduziert werden. Problematisch ist dabei jedoch, dass der Effekt
lediglich 4-6 Tage anhalt. Differenzierungsexperimente zur Erzeugung von
Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) oder Neuronen dauern jedoch mit 8-20 Tagen
deutlich langer. Daruber hinaus fuhrt der Einsatz von siRNA immer nur zu einer Reduktion
der entsprechenden mRNA, wobei eine gewisse Restexpression der Connexine zwischen
10 und 20% erhalten bleibt.

Um die Funktion von Cx43 und Cx45 wahrend der ES-Zelldifferenzierung untersuchen zu
konnen, wurde eine Cx43/Cx45-defiziente ES-Zelllinie hergestellt. Zu diesem Zweck
wurden zuerst ES-Zellen aus Blastozysten isoliert, welche aus Verpaarungen von
Cx43flox/+;Cx45flox/flox Mausen hervorgegangen waren. Diese Tiere stammten aus
Kreuzungen einer Cx43flox/flox-Mauslinie (Eckardt et al., 2004) mit einer Cx45flox/flox-
Mauslinie (Maxeiner et al., 2005). In den isolierten ES-Zellen liegen die Connexine Cx43
und Cx45 homozygot von loxP-Stellen flankiert vor. Um Connexin-defiziente ES-Zellen zu
erhalten, wurden anschlieend Cx43 und Cx45 mit Hilfe einer transduzierbaren Cre-

Rekombinase deletiert.

4.4.1 Isolation embryonaler Stammzellen aus Blastozysten

Um in einem Experiment sowohl Cx45flox/flox als auch Cx43/Cx45flox/flox ES-Zellen
isolieren zu konnen wurden superovulierte Cx43flox/+;Cx45flox/flox Weibchen mit
Mannchen des selben Genotyps verpaart. Dreieinhalb Tage nach der Begattung wurden
die Weibchen getdtet, die Uteri enthommen und die Embryonen mittels einer Spritze
ausgespult. Dabei konnten aus flunf schwangeren Mausen 16 Blastozysten und 40
Morulae isoliert werden. Diese wurden anschlielend einzeln in Vertiefungen einer 48-
Lochplatte gegeben (Abb.4.12 A). In die Vertiefungen war am Vortag eine Nahrzellschicht
aus teilungsdefizienten embryonalen Mausfibroblasten ausgesat worden. Die Morulae

entwickelten sich in den nachsten Tagen in vitro zu Blastozysten. Nach ein bis zwei Tagen
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in Kultur schlipften die Blastozysten aus der sie umgebenden zona pelucida. Von
ursprunglich 56 isolierten Embryonen hefteten sich 33 an die Nahrzellschicht an (Abb.4.12
B) und in den folgenden Tagen begannen sich die adharenten Zellen zu teilen. Nach sechs
bis acht Tagen hatten sich die Zellen der inneren Zellmasse so weit vervielfacht (Abb.
412 C), dass sie nun mittels Trypsin vereinzelt und in neue Vertiefungen einer 24-
Lochplatte Uberfihrt werden konnten. Nach weiteren vier bis sieben Tagen wurden erste
Kolonien embryonaler Stammzellen sichtbar. Die ES-Zellen zeigten eine typische, kugelige
Zellmorphologie und wuchsen dicht gepackt in runden bis ovalen Kolonien mit scharf
begrenzten Randern (Abb.4.12 D). Zudem wiesen sie einen normalen Karyotyp mit 40
Chromosomen (38+XY) auf (Abb.4.12 E). Die embryonalen Stammzellen wurden
expandiert und mittels PCR-Analyse genotypisiert. Dabei wurden
Cx43flox/flox;Cx45flox/flox, = Cx43flox/+;Cx45flox/flox  sowie = Cx43+/+;Cx45flox/flox
Zelllinien im erwarteten Mendelschen-Verhaltnis von 1:2:1 vorgefunden. Im Anschluss
wurde mit Hilfe einer SRY-PCR das Geschlecht der Zellen bestimmt und je eine mannliche
ES-Zelllinie jedes Genotyps ausgewahlt (Abb.4.13).

In einer weiteren Versuchsreihne wurden sechs Blastozysten aus schwangeren
Cx43flox/flox-Weibchen isoliert, welche zuvor mit Cx43flox/flox-Mannchen verpaart

wurden. Aus diesen Embryonen wurde eine Cx43flox/flox ES-Zelllinie gewonnen.
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Abb.4.12: Isolation embryonaler Stammzellen aus Blastozysten transgener
Mause. A: Blastozyste umgeben von der zona pelucida. B: Auf embryonalen
Mausfibroblasten angewachsener Embryo. Die Nahrzellschicht ist aul3erhalb des
Focus der Kamera und deshalb nur unscharf zu erkennen. C: Adharenter Embryo mit
expandierter innerer Zellmasse. D: Embryonale Stammzellkolonien (Genotyp
Cx43flox/flox;Cx45flox/flox) auf einer Schicht inaktivierter embryonaler Mausfibro-
blasten. E: Giemsa-Farbung der kondensierten Chromosomen zur Kontrolle der
Chromosomenzahl (38+XY). Gro3enstandard: A-D: 50um, E: Suym

5 Abb.4.13: PCR-Analysen zur
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ﬂq ,g@ @Qp dg@“ Stammzellen und zur Geschlechts-
F b o bestimmung. Gezeigt sind die

Ergebnisse der Zelllinien, die fur weitere
Cx43 PCR - e Experimente ausgewahlt wurden.
Die SRY-PCR (Han et al., 1993) weist
das SRY Gen auf dem Y-Chromosom
mannlicher Zellen mit einer Bande bei
102 bp nach.

Cx45 PCR <« 450 bp (Cx45100
<«— 300 hp (CR5WT)

&

w"} 8 é‘?’&
v"%‘\@ c’*‘
'\“Pdro"d"e e‘*@{;és{b

SRY PCR
+—102bp (SR

84



Ergebnisse

4.4.2 Differenzierungspotential der Cx43/Cx45flox ES-Zellen

Um nachzuweisen, dass sich die isolierten embryonalen Stammzellen in Zellen aller drei
Keimblatter (Mesoderm, Ektoderm und Endoderm) entwickeln konnen, wurden die ES-
Zellen in Kardiomyozyten (Mesoderm), Neuronen und Astrozyten (Ektoderm) sowie in a-
Fetoprotein (AFP) positive Zellen (Endoderm) differenziert. Dazu wurden die Zellen in
Medium ohne LIF aufgenommen und in nicht adhasive Bakterienkulturschalen ausgesat.
Da ein Anwachsen der ES-Zellen am Boden dieser Schalen nicht moglich ist lagern sie
sich zu Aggregaten zusammen, welche frei im Medium schwimmen. Man bezeichnet diese
Aggregate als Embryonalkérperchen (Abb.4.14 A). Die Embryonalkdrperchen wurden far
insgesamt sechs Tage in Suspension kultiviert. In dieser Zeit differenzieren die aulieren
Zellen in primitives und spater viszerales Endoderm, wahrend die Zellen im Inneren der
Aggregate durch Apoptose absterben. Es bildet sich ein flissigkeitsgefullter Hohlraum, der
von einer Epithelschicht ausgekleidet ist. Aus diesem primitiven Ektoderm entwickeln sich
die drei Keimblatter Mesoderm, Ektoderm und Endoderm. Die sechs Tage alten
Embryonalkérperchen  werden  anschlieBRend auf mit Gelatine beschichtete
Zellkulturschalen Uberfuhrt und wachsen an deren Oberflache an (Abb.4.14. A). Nach
weiteren zwei bis vier Tagen sind erste, spontan kontrahierende Kardiomyozyten unter
dem Mikroskop zu erkennen. Zum Nachweis von Muskelzellen wurden diese mittels
spezifischer a-Aktinin-Antikdrper markiert und durch fluoreszierende Sekundarantikérper
sichtbar gemacht (Abb.4.14 B 1a-1b). Ab dem vierten Tag nach dem Anwachsen auf den
Kulturschalen konnten Tublll positive neuronale Zellen, ab dem achten Tag GFAP-positive
Astrozyten mittels Immunfluoreszenzanalyse nachgewiesen werden. (Abb.4.14 B 2a-2b).
Nach zehn Tagen waren endodermale Zellen mit Hilfe spezifischer Antikérper gegen a-
Fetoprotein nachweisbar (Abb.4.14 B 3a-3b).
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Abb.4.14: Differenzierung der isolierten Cx43/Cx45flox ES-Zellen in Zellen der drei
Keimblatter (Mesoderm, Ektoderm und Endoderm).

A: Embryonalkérperchen an Tag 1, Tag 3 und Tag 6 in Suspensionskultur bzw. vier Tage
nach Anwachsen am Boden der Kulturschale (Tag 10).

B: Immunofluoreszenzanalyse zum Nachweis von Muskelzellen (1a-1b), Neuronen und
Astrozyten (2a-2b) sowie AFP-positiven endodermalen Zellen (3a-3b). In b ist jeweils ein
vergroRerter Ausschnitt von a abgebildet. GroRenstandard: 20 um.
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4.4.3 Injektionen der Cx43/Cx45flox ES-Zellen in Blastozysten von swiss webster
(CFW) Mausen

Um das Potential der Cx43/Cx45flox Zellen zu bestimmen, wurden neben den in vitro
Differenzierungsstudien ebenfalls Injektionen der embryonalen Stammzellen in
Blastozysten von Swiss Webster (CFW) Mausen durchgefihrt. Swiss Webster Mause
eignen sich besonders gut fur die Injektion von C57BI/6 ES-Zellen (Dr. Michele Boiani, MPI
fur molekulare Biomedizin, Munster, personliche Mitteilung) und wurden daher fur die
Experimente verwendet. Da die Cx43/Cx45flox ES-Zellen aus C57BL/6-Mausen isoliert
wurden, die ein schwarzes Fell besitzen und in Swiss Webster (CFW) albino Blastozysten
injiziert wurden, ergeben sich bei erfolgreicher Integration der injizierten Zellen in den
Empfangerembryo Chimaren mit schwarz-weiller Fellfarbe. Der Schwarzanteil zeigt dabei
den Beitrags der injizierten Zellen zum chimaren Organismus an. Tragen die injizierten
Zellen zur Bildung der Keimzellen der Chimare bei, wird ihr Genotyp in die nachste
Generation vererbt. Man bezeichnet die embryonalen Stammzellen dann als
keimbahngangig. Nach der Injektion der Cx43/Cx45flox ES-Zellen in Swiss Webster
(CFW) Blastozysten wurde aus zwei Wirfen eine chimare Maus mit einem relativ geringen
Grad an Fellfarbenchimarismus geboren (Abb.4.15). Verpaarungen der chimaren Maus mit
Swiss Webster (CFW) Weibchen ergaben jedoch ausschlieRlich Nachwuchs mit weilkem

Fell. Dies bedeutet, dass keine Keimbahntransmission stattgefunden hat.

87



Ergebnisse

Abb. 4.15: Injektion der Cx43/Cx45flox ES-Zellen in Blastozysten zur
Erzeugung chimarer Mause. A: Cx43/Cx45flox ES-Zellen (Passage 6) auf einer
Nahrzellschicht aus mitotisch inaktivierten embryonalen Fibroblasten. B:
Cx43/Cx45flox ES-Zellen (Passage 20) auf einer mit Gelatine beschichteten
Kulturschale. C-D: Injektion von Cx43flox/flox;Cx45flox/flox ES-Zellen (Passage 20)
in Blastozysten von CFW (swiss webster) Mausen. Die injizierten ES-Zellen sind mit
schwarzen Pfeilen markiert. E: Chimare Maus resultierend aus der Injektion von
Cx43/Cx45flox ES-Zellen (Passage 20) in Blastozysten von swiss webster (CFW)
Mausen. Korperstellen an welchen ein Fellfarben-Chimarismus zu beobachten ist
sind mit schwarzen Pfeilen markiert. F: VergroRerte Aufnahme einer Stelle am
Rucken der Maus an welcher der Fellfarben-Chimarismus auftritt.
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4.4.4 Deletion der Connexine Cx43 und Cx45 in Cx43/Cx45flox ES-Zellen

In den isolierten embryonalen Stammzelllinien, in welchen entweder Cx43 oder Cx45,
sowie Cx43 und Cx45 von loxP-Stellen flankiert vorlagen, sollten nun die Connexine
deletiert werden. In Kooperation mit Dr. Frank Edenhofer (Institut fur Rekonstruktive
Neurobiologie, Universitatsklinikum Bonn) wurden die ES-Zellen fur acht Stunden mit 2 yM
einer transduzierbaren Cre-Rekombinase in Serum-freiem Medium inkubiert (Peitz et al.,
2002). Anschlielfend wurden die Zellen mittels Trypsinbehandlung vereinzelt und klonal
ausgesat. Daraufhin konnten einzelne Klone isoliert, expandiert und mittels PCR-Analyse
deren Genotyp bestimmt werden. Da bei den Cx43/Cx45del ES-Zellen aufgrund der
Doppeldeletion der starkste Phanotyp erwartet wurde, wurde zunachst nur mit diesen
Zellen weitergearbeitet. Die anderen Zelllinien sollten spater dafir verwendet werden,
einen moglichen Phanotyp weiter einzugrenzen und einem bestimmten Connexin

zuzuordnen.

4.4.5 Charakterisierung isolierter Klone mittels PCR-Analyse

Im Fall des Connexin45-Allels ist die kodierende Region von zwei loxP-Stellen flankiert.
Der genomische Lokus von Cx43 wurde so verandert, dass das Cx43-Allel ebenfalls von
zwei loxP-Stellen flankiert vorliegt. Dahinter folgt eine Neomyzin-Selektionskassette, hinter
der wiederum eine loxP-Stelle eingeflgt wurde. In 3° Richtung liegt das lacZ-Reportergen
(Abb.4.16 A) Somit sind im Cx43-Lokus eine komplette Deletion, sowie partielle Deletionen
der Neomyzin-Selektionskassette bzw. der kodierenden Region von Cx43 mdoglich. All
diese Moglichkeiten wurden mittels verschiedener PCR-Analysen Uberpruft.

Die PCR-Analysen zeigten, dass 60% der isolierten Klone eine komplette Deletion von
Cx43 und Cx45 aufwiesen (Abb.4.16 B). Einige dieser Klone wurden flr weitere

Experimente expandiert und eingefroren.
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Abb.4.16: PCR-Analysen an isolierten Zellklonen zur Charakterisierung des Cx43-
Lokus und des Cx45-Lokus nach Cre-Protein-Transduktion in Cx43/Cx45flox ES-
Zellen.

Dargestellt sind die Ergebnisse vor (Cx43/Cx45flox) und nach der kompletten Deletion
von Cx43 und Cx45 (Cx43/Cx45del). A: Schematische Darstellung des Cx43- und Cx45-
Genlokus vor der Cre-Transduktion. B: Durchgefuhrte PCR-Analysen. Cx43floxneu:
Nachweis des von loxP-Stellen flankierten Cx43. Cx43del: Nachweis der Deletion von
Cx43. 2loxneo: Nachweis der Deletion der Neomyzin Resistenzkassette. 2loxCx43:
Nachweis der Deletion der von loxP-Stellen flankierten Neomyzin-Selektionskassette,
wobei die kodierende Region von Cx43 erhalten bleibt. Cx45del[eGFP]: Nachweis der
Deletion des von loxP-Stellen flankierten Cx45.

Far die 2loxneo PCR wurde als Positivkontrolle DNA von einem Klon verwendet, bei
welchem Cx43 deletiert war, die Neomyzinkassette jedoch erhalten blieb. Als
Positivkontrolle fur die 2loxCx43 PCR wurde DNA von einem Klon verwendet bei dem
heterozygot die Neomyzin-Kassette deletiert wurde, Cx43 jedoch erhalten blieb.
Negativkontrolle: steriles, zweifach destilliertes Wasser.
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4.4.6 Charakterisierung isolierter Klone mittels Immunoblot- und RT-PCR-Analyse

Nach der Charakterisierung der Zellen mittels verschiedener PCR-Analysen erfolgte eine
Uberprifung der Deletion der Connexine durch Immunoblotanalysen mit spezifische
Antikorpern gegen Cx43 und Cx45 (Abb.4.17 A). Daruber hinaus wurde die Expression
von Cx31 untersucht. Connexin31 konnte in beiden Zelllinien detektiert werden. Des
Weiteren wurden die Reportergenprodukte eGFP und (3-Galaktosidase mittels spezifischer
Antikorper  in  Cx43/Cx45-defizienten  Zellen  nachgewiesen  (Abb.4.17 A).
Immunoblotanalysen mit einem Oct4-Antikorper zeigten, dass sowohl die Cx43/Cx45del
Zellen, als auch die Cx43/Cx45flox Kontrolizellen eine ahnlich starke Expression des
Stammzellmarkerproteins aufweisen. Wurden die ES-Zellen in Kulturmedium ohne das
Interleukin LIF kultiviert, fihrte dies zur Differenzierung der Zellen, was mit einer
Reduktion der Expressionsstarke von Oct4 einher ging. Die Abnahme der Oct4-Expression
fand in beiden Zelllinien in gleichem Malde statt. Zur Standardisierung wurde die Tubulin-
Proteinmenge mittels spezifischer Antikorper bestimmt (Abb.4.17 A). Neben der
Charakterisierung der Zellen mittels Immunoblotanalysen wurden ebenfalls RT-PCR-
Analysen durchgefuhrt, bei welchen mRNA fur Cx43 bzw. Cx45 jeweils nur in den
Cx43/Cx45flox, nicht aber in den Cx43/Cx45del Zellen nachgewiesen werden konnte.
Connexin31 mRNA wurde in beiden Zelllinien gefunden (Abb.4.17 B). Um zu Uberprifen
ob der Verlust von Cx43 und Cx45 durch die Expression anderer Connexine kompensiert
wird, wurden Immunoblotanalysen mit Antikorpern gegen Cx26, Cx32 und Cx37
durchgefuhrt. Die Auspragung von mRNAs dieser Connexine wurde bereits in HM1 ES-
Zellen nachgewiesen (Abb.4.1 A), eine Translation konnte jedoch nicht gezeigt werden.
Cx30.3 konnte ebenfalls als mMRNA in HM1 Zellen nachgewiesen werden. Da jedoch keine
Antikorper gegen dieses Connexin verfugbar waren, musste auf die Immunoblotanalyse
verzichtet werden. Weder in den Cx43/Cx45flox noch in den Cx43/Cx45del Zelllysaten

konnten die untersuchten Connexinproteine gefunden werden (Abb.4.17 C).
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Abb. 4.17: Immunoblot- und RT-PCR-Analysen zur Charakterisierung von
Cx43/Cx45flox sowie Cx43/Cx45del ES-Zellen.

A: Immunoblotanalyse mit Antikorpern gegen Cx31, Cx43, Cx45, eGFP undf -
Galaktosidase. Zur Ladekontrolle wurde ein Tubulin-Antikdrper verwendet. B: RT-
PCR Analyse mit Primern zum Nachweis von Cx31, Cx43 und Cx45. Fir den
Nachweis von genomischer Kontamination und als Ladekontrolle wurden
introniberspannende [-Aktin-Primer eingesetzt. C: Immunoblotanalysen mit einem
spezifischen Antikorper gegen Oct4. Die Starke der Oct4-Expression wurde in ES-
Zellen, die in Gegenwart von LIF, sowie in Kulturmedium ohne LIF fur 2 bzw. 4 Tage
kultiviert wurden, analysiert. D: Immunoblotanalysen mit Antikdrpern gegen Cx26,
Cx32 und Cx37. Als Positivkontrollen wurden HelLa Zellen verwendet, welche stabil
mit den entsprechenden Connexinen transfiziert worden waren. Tubulin-Antikdrper
dienten als Ladekontrolle.
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4.5 Morphologisches Erscheinungsbild von Cx43/Cx45del ES-Zellen und Nachweis
der Reportergenexpression

Der Verlust der Connexine Cx43 und Cx45 in ES-Zellen fihrte zu keinen
augenscheinlichen morphologischen Auffalligkeiten. Die Zellen wuchsen in runden
Kolonien mit scharf begrenzten Randern und wiesen eine flir ES-Zellen typische kugelige
Zellform, sowie ein hohes Kern-Zytoplasma-Verhaltnis auf. (Abb.4.18 A-B)

Bei der Deletion des Cx43-Allels durch die Cre-Rekombinase gelangt das lacZ-
Reportergen, das fur die B -Galaktosidase kodiert, unter die Kontrolle des endogenen
Cx43-Promotors. Mittels X-Gal-Farbung kann die Expression der 3-Galaktosidase anhand
einer Blaufarbung der Zellen nachgewiesen werden (Abb.4.18 C-D). Im Fall des Cx45-
Allels fuhrt die Deletion zur Expression von eGFP unter dem endogenen Cx45-Promotor.
Die Fluoreszenz des Reportergens kann an lebenden Zellen direkt mit dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden (Abb.4.187 E-F).

Abb.4.18: Nachweis der
Reportergenexpression in
Cx43/Cx45del ES-Zellen.
A-B:Mikroskopische Hellfeld-
Aufnahme reprasentativer
Cx43/Cx45flox und
Cx43/Cx45del ES-Zellklone .

C-D: mikroskopische
Aufnahme der griinen eGFP
Fluoreszenz.

E-F: Indirekter Nachweis der
B-Galaktosidase anhand des
blauen Niederschlags nach
X-Gal-Farbung.

GroRenstandard: 20 pm.

Cx43/Cx45 flox (eGFP)

E

Cx43/Cx45 flox (lacZ) Cx43/Cx45 del (lacZ)
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4.6 Gap Junction-vermittelte Kommunikation zwischen Cx43/Cx45del ES-Zellen

Um die Auswirkung der Deletion von Cx43 und Cx45 auf die Gap Junction-vermittelte
Kopplung zwischen benachbarten ES-Zellen zu untersuchen, wurde der niedermolekulare
Markierungsstoff Neurobiotin mittels einer spitzen Glaskapillare in einzelne ES-Zellen
injiziert und seine Diffusion im Zellverbund quantifiziert. Dabei konnte eine
durchschnittliche Ausbreitung in drei benachbarte Zellen beobachtet werden. Dies
entspricht einer Reduktion der Zell-Zell-Kopplung um 96% bezogen auf Cx43/Cx45flox
ES-Zellen. Bei 36% der injizierten Cx43/Cx45del Zellen war kein Farbstofftransfer in
benachbarte Zellen zu beobachten (Abb.4.19).

Abb.4.19: Mikroinjektion von
Neurobiotin in Cx43/Cx45flox
und Cx43/Cx45del ES-Zellen.
A: Quantitative Auswertung der
Mikroinjektionsexperimente.
Anzahl der ausgewerteten
Injektionen: flox: n=13, del: n=42.
Signifikanz bestimmt nach dem
Studentschen T-Test: p<0,0001.
B: Lichtmikroskopische Aufnahme
von Cx43/Cx45flox ES-Zellen und
Cx43/Cx45del ES-Zellen nach der
Injektion von Neurobiotin und dem
immunohistochemischen
Cx43/Cx45 flox ~ Cx43/Cx45 del Nachweis des  Markierungs-
stoffes.

Grolenstandard: 20 um.
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4.7 Proliferationsrate von Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen

Um die Proliferationsraten der Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen zu bestimmen,
wurden die Zellen mit Trypsin vom Boden der Kulturschalen abgelost. Die vereinzelten
Zellen wurden fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. AnschlieRend wurde die
Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen Zelle mittels Durchflusszytometrie mit einem FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting)-Gerat bestimmt. Propidiumiodid interkaliert in die
DNA, weshalb die Intensitat der gemessenen Fluoreszenz die Menge an DNA pro Zelle
widerspiegelt. Wahrend der verschiedenen Phasen des Zellzyklus enthalten Zellen
verschiedene Mengen an DNA. Wahrend der G1/G0-Phase haben die Zellen einen
einfachen Chromosomensatz. Wahrend der S-Phase beginnt die Replikation und somit
steigt der DNA-Gehalt bis schlieBlich in der G2/M-Phase der doppelte Chromosomensatz
vorliegt. Diese Verteilungen verschiedener DNA-Mengen pro Zelle innerhalb einer
Zellpopulation kann vom FACS-Gerat Uber die Fluoreszenz des interkalierten
Propidiumiodid gemessen und als Diagramm ausgegeben werden. Dabei wird auf der X-
Achse die Fluoreszenzintensitat und auf der Y-Achse die Anzahl der Zellen bei denen die
entsprechende Intensitat gemessen wurde aufgetragen (Abb.4.20 A). G1/G0-Phase sowie
G2/M-Phase ergeben dabei einen distinkten Ausschlag in der Kurve. Die Signale zwischen
diesen beiden Ausschlagen sind auf Zellen in der S-Phase zuriuckzuflhren, da es wahrend
dieser Zellzyklusphase aufgrund der fortschreitenden Replikation zu einer stetigen
Zunahme der DNA-Menge kommt. Zellen in der Synthesephase weisen deshalb keinen
einheitlichen DNA-Gehalt auf.

Beim Vergleich der Proliferationsraten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen festgestellt werden. Bei den Cx43/Cx45flox
Zellen befanden sich 27% der Zellen in der GO/G1 Phase, 35% in der S Phase und 38% in
der G2/M Phase (Abb.4.20 B). Bei den Cx43/Cx45del Zellen befanden sich 29% der
Zellen in der GO/G1 Phase, 32% in der S Phase und 39% in der G2/M Phase (Abb.4.20
B).
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Abb.4.20: Untersuchung der Proliferationsraten von Cx43/Cx45flox und
Cx43/Cx45del ES-Zellen.

A: Bestimmung der Fluoreszenzintensitat pro Zelle mittels FACS-Analyse. Oben:
Fluoreszenzintensitaten aufgetragen gegen die gemessene Granularitat. Die
Haufigkeit der Ereignisse wird durch die verwendeten Farben kodiert (grun=haufig;
blau=selten). Mit Hilfe dieses Diagramms wird der Bereich festgelegt, welcher bei
der Messung berucksichtigt werden soll. Der Messbereich wurde schwarz umrandet.
Unten: Fluoreszenzintensitaten aufgetragen gegen die Zahl an Zellen in welchen
diese Intensitaten gemessen wurden.

B: Prozentualer Anteil der Zellen pro Zellzyklusphase (G1/G0; S; G2/M) im
Diagramm dargestellt.
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4.8 Apoptoseraten von Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen

Die Experimente mit pharmakologischen Gap Junction-Inhibitoren gaben Anlass zu der
Vermutung, dass Gap Junction-vermittelte Kommunikation fiir das Uberleben embryonaler
Stammzellen eine wichtige Rolle spielen koénnte. Studien bei welchen Cx43 in
embryonalen HM1 Stammzellen deletiert und die Expression von Cx31 und Cx45 mittels
siRNA stark reduziert wurde, konnten die Annahme nicht bestatigen. In diesen
Experimenten wurde Cx45 jedoch nicht komplett deletiert, sondern durchschnittlich um
75% reduziert. Die verbleibenden 25% Restexpression kdnnten ausreichen, um einen
Schutz der Zellen vor Apoptose zu vermitteln. Aus diesem Grund wurden auch die
Apoptoseraten von Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen miteinander verglichen.
Dabei wurden apoptotische Proteine durch Immunoblotanalysen mittels spezifischer
Antikérper gegen gespaltene PARP, sowie die gespaltene Caspase3 nachgewiesen
(Abb.4.21 A). Daruber hinaus wurde ein kommerziell erhaltliches AnnexinV Apoptose-
Testverfahren durchgefihrt (Abb.4.21 B-C). Die Apoptosetests gaben keinen Hinweis auf
signifikant erhdhte Todesraten in Cx43/Cx45del Zellen. Als Positivkontrolle fur die
Immunoblotanalysen wurden funf Tage alte Embryonalkdrperchen verwendet. Diese

weisen in ihrem Inneren eine Vielzahl apoptotischer Zellen auf.
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Abb.4.21: Untersuchung der Apoptoseraten von Cx43/Cx45flox und
Cx43/Cx45del ES-Zellen.

A: Immunoblotanalysen mit PARP-Antikorpern bzw. Antikorpern gegen die
gespaltene Caspase3. Als Positivkontrolle wurden Lysate von funf Tage alten
Embryonalkérperchen verwendet. B: Grafische Darstellung der Ergebnisse der
AnnexinV-Farbung. C: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von ES-Zellen
in Einzelzellsuspension nach AnnexinV-Farbung (grin: AnnexinV-FITC, rot:
Propidiumiodid-Kernfarbung). GroRenstandard: 50 um.
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4.9 In vitro Differenzierungspotential von Cx43/Cx45del ES-Zellen

In einer 1991 von Sheardown und Hooper veroffentlichen Publikation werden zwei
kopplungsdefiziente ES-Zelllinien beschrieben, welche durch generelle Mutagenese und
anschliellende "Kiss of death" Selektion gewonnen wurden. Beide Zelllinien waren
morphologisch nicht von Wildtyp ES-Zellen zu unterscheiden und entwickelten sich in
Suspensionskultur zu Embryonalkérperchen. Diese zeigten im Gegensatz zu
Embryonalkdrperchen aus den verwendeten Kontrollzellen jedoch auch nach langer Zeit in
Kultur keine weitere Differenzierung. So entstand weder viszerales Endoderm, noch kam
es zur Synthese von extrazellularer Matrix (Reicherts Membran) und es bildeten sich auch
keine Hohlungen im Inneren der Embryonalkdrperchen. Da die interzellulare Kopplung in
Cx43/Cx45del Zellen um 96% reduziert ist, konnte auch bei dieser ES-Zelllinie ein
ahnlicher Phanotyp zu erwarten sein.

Aus diesem Grund wurden die Cx43/Cx45del Zellen in Suspension Kkultiviert um
Embryonalkorperchen zu erhalten. Es bildeten sich Zellaggregate, die augenscheinlich
nicht von Cx43/Cx45flox Embryonalkérperchen zu unterscheiden waren (Abb.4.22 A).
Nach funf Tagen in Kultur begannen die Zellen im Inneren durch Apoptose abzusterben
und es bildeten sich Hohlraume. Der apoptotische Zelltod konnte an Gefrierschnitten
mittels eines TUNEL-Tests nachgewiesen werden (Abb.4.22 B). AuRerdem kam es zur
Ablagerung einer Schicht aus extrazellularer Matrix unter der aulersten Zellschicht der
Embryonalkorperchen, was durch eine Immunfluoreszenzanalyse mit Laminin-Antikorpern
gezeigt werden konnte (Abb.4.22 C). Nach 22 Tagen in Suspensionskultur hatten sich
ballonartige Strukturen, sogenannte zystische Embryonalkdrperchen gebildet (Abb.4.22
D). An gefarbten Paraffinschnitten lassen sich verschiedene Hohlungen, sowie endothel-,
epithel- und mesenchymartige Strukturen nachweisen (Abb.4.22 E-H). In 4.22 F ist ein
Schnitt durch eine der ballonartigen Strukturen abgebildet. Es handelt sich hierbei um
Gewebe, welche sich aus dem primitiven Endoderm entwickeln und dem Dottersack

entsprechen, der den Embryo in vivo umgibt.
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Abb.4.22: Differenzierung von Cx43/Cx45del ES-Zellen in zystische
Embryonalkoérperchen. A: Embryonalkérperchen nach sechs Tagen in
Suspensionskultur. B: TUNEL-Test an Gefrierschnitten von Embryonalkérperchen
zum Nachweis des apoptotischen Zelltod. C: Immunfluoreszenzanalyse mit Laminin-
Antikdrpern zum Nachweis von extrazellularer Matrix (Reicherts Membran). D:
Zystische Embryonalkdrperchen nach 22 Tagen in Suspensionskultur. E-H: HE
gefarbte Paraffinschnitte von 22 Tage alten Embryonalkdrperchen.
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4.10 In vitro Differenzierung von Cx43/Cx45del ES-Zellen in Kardiomyozyten

Differenziert man ES-Zellen in Embryonalkdrperchen sind nach 8-13 Tagen in
Suspensionskultur rhythmisch kontrahierende Bereiche innerhalb der Zellaggregate zu
beobachten. Hierbei handelt es sich um spontan kontrahierende Kardiomyozyten
(Doetschman et al., 1985).

Bei der Differenzierung der ES-Zellen wurde beobachtet, dass die Cx43/Cx45-
doppeltdefizienten ES-Zellen, verglichen mit den Kontrollzellen, nur auflerst selten
Embryonalkérperchen mit kontrahierenden Foci bildeten. Um diese Beobachtung genauer
zu untersuchen und zu quantifizieren, wurden mittels der ,hdngende Tropfen® Technik
Embryonalkdrperchen aus Cx43/Cx45del und Cx43/Cx45flox ES-Zellen hergestellt. Dazu
werden jeweils 1500 Zellen in Tropfen aus 20 ul Differenzierungsmedium auf den Deckel
einer Zellkulturschale pipettiert. Der Deckel wird anschliel3end vorsichtig umgedreht und
zurtck auf die Kulturschale gesetzt. Im hangenden Tropfen lagern sich die Zellen nun zu
einem Aggregat zusammen. Nach zwei Tagen wurden die entstandenen
Embryonalkérperchen vom Deckel der Kulturschale abgespult und in eine nicht adhasive
Bakterienkulturschale Uberfuhrt. Nach weiteren vier Tagen in Suspensionskultur wurden
die Embryonalkérperchen einzeln in Gelatine-beschichtete Vertiefungen einer 24-Loch-
Kulturschale gegeben. Pro Experiment wurde je eine 24-Lochschale pro Genotyp
analysiert. Drei Tage nach Uberfihren der Zellaggregate in die Vertiefungen konnten die
ersten Embryonalkérperchen, die kontrahierende Bereiche auspragten, beobachtet
werden. Von Tag drei bis Tag sieben in adhasiver Kultur wurden nun taglich die
Vertiefungen mit spontan kontrahierenden Zellen gezahlt. Es wurden 10 Experimente pro
Genotyp durchgefuhrt, sodass insgesamt jeweils 240 Embryonalkorperchen untersucht
wurden. Dabei konnte bei den Cx43/Cx45del ES-Zellen eine signifikant reduzierte Anzahl
an Embryonalkérperchen mit spontan kontrahierenden Bereichen festgestellt werden (Fig.
4.23). Wiesen bei den Cx43/Cx45flox Kontrollzellen nach sieben Tagen durchschnittlich
25% der Embryonalkorperchen kontrahierende Foci auf, waren es bei den Cx43/Cx45
defizienten ES-Zellen lediglich 5%.
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Abb. 4.23: Differenzierung embryonaler Stammzellen in spontan kontra-

hierende Zellen (Kardiomyozyten ?).

Graphische Darstellung des Anteils an Embryonalkérperchen mit spontan
kontrahierenden Foci bei Verwendung von Cx43/Cx45flox ES-Zellen (gelb) und
Cx43/Cx45del ES-Zellen (blau). Die Werte wurden jeweils an Tag 3-7 in adharenter
Kultur (6+X) ermittelt. Insgesamt wurden n=10 Experimente durchgefihrt und 240
Embryonalkdrperchen je Genotyp untersucht. Die Balken stellen die getrimmten
Mittelwerte (a=10%) aller 10 Experimente dar. Signifikanzen (p) wurden nach dem
Studentschen t-Test ermittelt.
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4.11 In vitro Differenzierung von Cx43/Cx45del ES-Zellen in Neuronen und
Astrozyten

Um Neuronen und Astrozyten zu erzeugen, wurden aus den ES-Zellen zunachst
Embryonalkérperchen hergestellt und diese flir vier Tage in Suspension Kkultiviert.
Wahrend dieser Zeit wurde dem Differenzierungsmedium 0,1 yM Retinsaure zugesetzt.
Nach sechs Tagen in Kultur konnten an Gefrierschnitten von Embryonalkorperchen Nestin-
exprimierende neurale Vorlauferzellen mittels Immunfluoreszenzanalyse nachgewiesen
werden (Abb.4.24 A-B). Ab dem sechsten Tag in Suspensionskultur wurden die
Zellaggregate auf mit Gelatine beschichtete Zellkulturschalen uberfuhrt. Nach weiteren
vier Tagen in adhasiver Kultur waren erstmals B-lll-Tubulin exprimierende neuronale Zellen
(Abb.4.24 C-D), ab Tag sechs GFAP-positive Astrozyten nachweisbar (Abb.4.24 E-F). Die
Differenzierung in neurale Vorlauferzellen, Astrozyten sowie Neuronen konnte bei
Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen in gleichem Mal3e beobachtet werden.

Bei den durchgefuhrten Experimenten konnte folgende Beobachtung gemacht werden.
Neuronen und Astrozyten, die aus Cx43/Cx45flox ES-Zellen hervorgegangen waren,
breiteten sich mit zunehmender Zeit in Kultur Uber grol3e Teile der bewachsenen
Kulturschale aus und bedeckten diese mit einem Netzwerk neuronaler Zellen. Neuronen
und Astrozyten, die aus Cx43/Cx45del Zellen hervorgegangen waren wuchsen hingegen
in grof3er Zahl dicht gepackt in bestimmten Arealen (Abb.4.24 C-F).
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Abb. 4.24: Differenzierung embryonaler Stammzellen in Neurone und
Astrozyten.

A-B: Gefrierschnitte (12 m) von Cx43/Cx45flox (A) und Cx43/Cx45del
Embryonalkorperchen (B). Neurale Vorlauferzellen wurden mit Hilfe spezifischer
Antikérper gegen Nestin markiert. Grin: Nestin-positive Zellen, Blau: Kernfarbung.
C-D: Mittels B-Ill-Tubulin Antikérpern markierte Neuronen welche aus Cx43/Cx45flox
(C) und Cx43/Cx45del ES-Zellen (D) gewonnen wurden. Grun: B-llI-Tubulin-positive
Neurone. E-F: Mittels GFAP Antikorpern markierte Astrozyten welche aus
Cx43/Cx45flox (E) und Cx43/Cx45del ES-Zellen (F) gewonnen wurden. Rot: GFAP-
positive Astrozyten, Blau: Kernfarbung. Grékenstandard: 100 pm.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es gewesen, eine umfassende Expressionsanalyse aller Connexine in
embryonalen Stammzellen der Maus durchzufiihren und dartber hinaus ihre mogliche
Rolle hinsichtlich Zellproliferation, Apoptose und Differenzierung zu untersuchen. Im Zuge
dieser Experimente sollte die Funktion bzw. Expression der Gap Junction-Kanale mittels
genetischer Deletion, RNA-Interferenz, sowie pharmakologischer Blockade moduliert
werden, um Rulckschlisse auf die Bedeutung der Connexine und der direkten

interzellularen Zell-Zell-Kkommunikation in embryonalen Stammzellen ziehen zu kénnen.
5.1 Connexinexpression in embryonalen Stammzellen der Maus

Die Expression von Connexinen in Stammzellen wurde in den letzten Jahrzehnten
kontrovers diskutiert. Eine Hypothese ist im Zusammenhang mit der ,Stammzelltheorie der
Tumorentwicklung“ beschrieben und besagt, dass Gap Junction-vermittelte
Kommunikation ein Charkteristikum differenzierter Zellen sei. Stammzellen hingegen
wiesen keine direkte Zell-Zell-Kopplung auf und seien somit potentiell ,unsterblich®, bis sie
Connexine exprimierten und differenzierten. Diese Hypothese beruht auf der
Beobachtung, dass eine Vielzahl adulter Stammzellpopulationen keine Connexine bzw.
keine funktionellen Gap Junction-Kanale auspragen (Trosko et al., 2003 und 2004). Im
Gegensatz dazu sind Hinweise auf die Expression von Gap Junctions in embryonalen
Stammzellen schon seit einigen Jahren in der Literatur beschrieben (Nishi et al., 1991;
Oyamada et al., 1996; Wong et al., 2005; Huttner et al., 2006). Darlber hinaus werden
verschiedene Connexinisoformen wahrend der frithen Embryogenese ausgepragt, unter
anderem auch in der inneren Zellmasse von Blastozysten (Houghton et al., 2002). Eine
Analyse aller bekannten Isoformen in ES-Zellen wurde bisher jedoch nicht durchgefuhrt,
daher sollte in dieser Arbeit das vollstandige Expressionsprofil der Connexine bestimmt
werden.

Umfassende RT-PCR-Analysen mit spezifischen Oligonukleotid-Startermolekilen zur
Amplifikation aller 20 Connexinisoformen wiesen Transkripte von sieben Connexingenen
(Cx26, Cx30.3, Cx31, Cx32, Cx37, Cx43 und Cx45) in HM1 ES-Zellen nach. Bei
anschliellenden Immunoblotanalysen konnten mit Cx31, Cx43 und Cx45 lediglich drei der
zuvor gefundenen Connexintranskripte auch als Proteine detektiert werden. Die drei
Connexine Cx26, Cx32 und Cx37 wurden zwar als mRNA, nicht aber als Protein

nachgewiesen. Entweder sind diese Connexine so schwach exprimiert, dass ein Nachweis
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mit den verwendeten Antikorpern nicht moglich ist, oder es findet eine posttranskriptionale
Regulation z.B. Uber miRNAs statt. Ein solches regulatorisches System ist beispielsweise
fur Cx43 wahrend der Myogenese beschrieben worden (Anderson et al., 2006).

Im Fall des Connexin30.3 war kein spezifischer Antikérper verfligbar, so dass eine Analyse
der Proteinexpression nicht durchgefuhrt werden konnte. Eine p-Galaktosidase-
Darstellung an mutierten ES-Zellen, die zur Erzeugung einer konventionalen Cx30.3-
defizienten Maus hergestellt wurden (Zheng-Fischhofer et al., 2007) und in denen Cx30.3
heterozygot durch eine NLS-lacZ-Sequenz ersetzt worden war, zeigte jedoch keine
Blaufarbung. Da die mRNA fur dieses Connexin nachweisbar ist, konnte dies auf eine
posttranskriptionale Regulation der Cx30.3 mRNA beispielsweise Uber miRNAs hindeuten.
Diese binden in der Regel die 3'UTR ihrer Ziel-mRNA und verhindern somit den Start der
Translation (Carthew und Sontheimer, 2009). Da die 3'UTR des Connexins bei der
genetischen Manipulation der ES-Zellen erhalten wurde und somit die Cx30.3 mRNA und
die NLS-lacZ mRNA die gleiche 3'UTR besitzen, ware es denkbar, dass sie auch von
derselben miRNA reguliert werden.

Da neuere Ergebnisse darauf hindeuten, dass es sich bei den Pannexinen (Panx) um eine
weitere Familie Gap Junction-bildender Proteine handeln konnte (Bruzzone et al., 2003),
ist zusatzlich eine Analyse der drei bekannten Isoformen (Panx1, Panx2 und Panx3) auf
Transkriptionsebene durchgefuhrt worden. Mittels RT-PCR-Analysen wurde lediglich die
Transkription von Panx1 nachgewiesen, jedoch konnte dessen Translation mittels
Immunoblot nicht bestatigt werden. Wie bereits fur die Auspragung der Connexine Cx26,
Cx30.3, Cx32 und Cx37 vermutet, scheint auch im Fall von Panx1 eine
posttranskriptionale Regulation bzw. eine schwache Proteinexpression unter der
Nachweisgrenze des Antikorpers flir diesen Befund verantwortlich zu sein. Da
Pannexinproteine nicht nachweisbar sind, lasst sich folgern, dass die direkte Zell-Zell-
Kommunikation zwischen embryonalen Stammzellen vermutlich ausschlieRlich von Gap
Junction-Kanalen vermittelt wird, die aus Connexinuntereinheiten aufgebaut sind.

Im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation bestatigt eine Studie an
humanen embryonalen Stammzellen die Auspragung von Cx43 und Cx45 (Wong et al.,
2005). Daruber hinaus zeigten Huttner und Mitarbeiter (2006) die Expression von
Connexin40 in hES-Zellen. In ES-Zellen der Maus konnte Cx40 jedoch weder auf mRNA,
noch auf Proteinebene detektiert werden (Abb.4.1). Cx40 Transkripte werden in murinen
Embryonalkorperchen erstmals zwischen Tag 3 und Tag 8 der Differenzierung ausgepragt
(Oyamada et al., 1996). Die Expression dieses Connexins in embryonalen Stammzellen

stellt also einen Unterschied zwischen den Spezies Mensch und Maus dar. Trotz
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grofldtenteils gleicher Eigenschaften handelt es sich bei murinen und humanen ES-Zellen
um verschiedene Zelltypen, die messbare Unterschiede in ihrem Genexpressionsprofil
aufweisen (Ginis et al., 2004; Maurer et al.,, 2008). Dies aullert sich beispielsweise
phanotypisch in verschiedenen Ansprichen hinsichtlich essentieller Wachstumsfaktoren,
die ihre Differenzierung in Zellkultur zu unterbinden vermdgen. Um embryonale
Stammzellen der Maus in undifferenzietem Zustand Kkultivieren zu koénnen, ist
beispielsweise die Zugabe des Interleukins LIF (leukemia inhibitory factor) in das
Nahrmedium notwendig (Williams et al., 1988). Humane ES-Zellen werden hingegen in
einem Medium, welches unter anderem das Signalprotein FGF (fibroblast growth factor)
enthalt, kultiviert (Xu et al., 2005). Moglicherweise sind die Unterschiede darin begrindet,
dass sich humane und murine ES-Zellen von zeitlich leicht unterschiedlichen
Embryonalstadien ableiten (Tesar et al. 2007; Brons et al., 2007).

Die in dieser Dissertation beschriebene Proteinexpression von Connexin31 wurde zuvor
weder fur humane noch fur ES-Zellen der Maus gezeigt. Bei Studien an Cx31-
Defektmausen, die lacZ unter der Kontrolle des endogenen Cx31-Promotors exprimieren,
konnte jedoch in der inneren Zellmasse von Blastozysten eine Aktivitat des lacZ-
Reportergens nachgewiesen werden (Plum et al., 2001). Dies lasst eine Auspragung von
Cx31 in embryonalen Stammzellen vermuten, da sich diese von der inneren Zellmasse
ableiten.

Die im Zuge dieser Forschungsarbeit durchgeflihrten Immunfluoreszenzanalysen an HM1
Zellen zeigen eine Lokalisation der exprimierten Connexine Cx31, Cx43 und Cx45 in den
Zellmembranen. Das punktformige Muster der Fluoreszenzsignale ist fur Connexin-
Proteine typisch und lasst auf eine Organisation der Halbkanale (Connexone) in Gap
Junction-Plaques schlieBen. Bei Immunfluoreszenzanalysen bei denen gleichzeitig
Antikérper gegen Cx31, Cx43 und Cx45 eingesetzt wurden, konnten Plaque-artige
Strukturen identifiziert werden, die jeweils von nur einem der Antikbrper erkannt wurden
und deshalb aus nur einem Subtyp von Connexinen bestehen kdnnten. Weiterhin fanden
sich Strukturen, welche von zwei bzw. allen eingesetzten Antikdrpern detektiert wurden.
Da mehrere Connexinisoformen in einem Plaque lokalisiert sind, besteht also die
Moglichkeit, dass heterotypische Gap Junction-Kanale bzw. heteromere Connexone

vorliegen.
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5.1.1 Zusammensetzung der Connexone in ES-Zellen

In Kooperation mit Christian Markopoulos wurde die Zusammensetzung der einzelnen
Halbkanale (Connexone) in HM1 Zellen aus den drei Connexinisoformen Cx31, Cx43 und
Cx45 untersucht.

Um die Auspragung heteromerer Connexone in ES-Zellen nachzuweisen und die
Zusammensetzung solcher Halbkanale zu charakterisieren, wurden zuerst Connexone aus
den  Membranfraktionen von HM1 Zellen mittels Ultrazentrifugation im
Saccharosegradienten aufgereinigt. Connexon-haltige Fraktionen konnten mit Hilfe eines
Immunoblots mit spezifischen Antikdrpern gegen Cx43 identifiziert und fur die weiteren
Experimente ausgewanhlt werden. Transmissionselektronenmikroskopische
Untersuchungen (Dr. G. Kirfel, Bonn) lieken hexamere Strukturen mit einer zentralen Pore
erkennen und legen die Vermutung nahe, dass es sich aufgrund ihrer Grofde um
Connexone handeln koénnte. Eine Ko-Immunprazipitationsanalyse mit den Connexon-
haltigen Fraktionen zeigte, dass in mit Cx43-Antikdrpern prazipitierten Halbkanalen sowohl
Cx31 als auch Cx43 enthalten sind. Gleiches galt fir die mit Antikbrpern gegen Cx31
prazipitierten Connexone. Auch Cx45 liel3 sich in mit Cx43-Antikdrpern prazipitierten
Connexonen nachweisen und Cx43 fand sich umgekehrt in mit Antikbrpern gegen Cx45
prazipitierten Connexonen. Im Gegensatz dazu konnte eine Interaktion von Cx31 mit Cx45
nicht nachgewiesen werden. Die Analysen demonstrieren, dass sowohl heteromere
Halbkanale aus Cx31- und Cx43- als auch aus Cx43- und Cx45-Untereinheiten in ES-
Zellen der Maus gebildet werden, wahrend Cx31 und Cx45 nicht im selben Halbkanal
vorkommen.

Zusatzlich zu den heteromeren Connexonen werden ebenfalls homomere Halbkanale
ausgepragt. Dies ist anzunehmen, da bei gleichzeitig  durchgefuhrten
Immunfluoreszenzanalysen mit Antikdrpern gegen Cx31, Cx43 und Cx45 zusatzlich zu
den teilweise kolokalisierten Fluoreszenzsignalen auch Gap Junction-Plaques
nachgewiesen wurden, welche jeweils nur von einem der eingesetzten Antikorper
detektiert worden waren.

Das Ergebnis dieser Untersuchung wirft nun zwei entscheidende Fragen auf:

(1) Wieso werden in ES-Zellen drei verschiedene Connexinisoformen exprimiert ?

(2) Was ist die Grundlage eingeschrankter Connexin-Kombinatorik im Halbkanal ?
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5.1.2 Gap Junction-vermittelte Kommunikation

Im Zuge dieser Arbeit wurden Mikroinjektionsanalysen durchgeflhrt, um nachzuweisen,
dass Gap Junction-vermittelte Kommunikation unter physiologischen Bedingungen
zwischen ES-Zellen stattfindet und dass auf diesem Weg ein passiver Austausch
niedermolekularer Substanzen mdglich ist. Dazu wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Lucifer
Yellow und Ethidiumbromid sowie der Markierungsstoff Neurobiotin mittels einer spitzen
Glaskapillare in einzelne Zellen injiziert. Die Experimente zeigen eine Ausbreitung der
Molekule von der injizierten in benachbarte ES-Zellen. Dabei war sowohl die Diffusion des
negativ geladenen Molekuls Lucifer Yellow (-2) als auch der positiv geladenen Molekile
Ethidiumbromid (+1) und Neurobiotin (+1) Uber die Zellgrenzen hinweg zu beobachten.
Das Molekulargewicht (MW) der injizierten Substanzen variierte vom kleinsten Molekdl
Neurobiotin (MW: 287) bis hin zum groften verwendeten Farbstoff Lucifer Yellow (MW:
443). Neurobiotin (MW: 287) breitete sich deutlich weiter im Zellverbund aus als das
grolkere, gleich geladene Ethidiumbromid (MW: 394). Dies konnte mit dem
Molekulargewicht der Farbstoffe zusammenhangen, aber auch mit dem Nachweis von
Neurobiotin Uber eine Avidin-gekoppelte Peroxidase. Diese oxidiert das Substrat
HistoGreen (Linaris) und es entsteht ein blauer Niederschalg. Ein solcher indirekter
Nachweis ist deutlich sensitiver als die direkte Beobachtung eines fluoreszierenden
Farbstoffes. Neben den verwendeten niedermolekularen Substanzen wurde auch
Rhodamin Dextran injiziert. Das Molekul ist mit ca. 10 kDa zu gro3, um durch Gap
Junction-Kanale diffundieren zu kdnnen. Dieses Experiment diente als Negativkontrolle
um einen mdglichen Farbstofftransfer Gber Plasmabriicken auszuschlieRen.

Die Mikroinjektionsanalysen zeigen, dass unter physiologischen Bedingungen ein Gap
Junction-vermittelter, passiver Austausch von lonen, Metaboliten sowie sekundaren

Botenstoffen zwischen benachbarten ES-Zellen innerhalb einer Kolonie moglich ist.

5.1.3 Connexinexpression in Blastozysten

Immunfluoreszenzanalysen an C57BL/6-Blastozysten zeigten Cx31 und Cx43 in der
inneren sowie in der duBeren Zellmasse (Fig.4.4). Uber die Expression von Cx45 konnte
in dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden, da die mit den verfugbaren Antikorpern
durchgefuhrte Immunfluoreszenzanalyse kein eindeutiges und somit Uberzeugendes
Ergebnis zeigte. An Kolonien embryonaler Stammzellen konnte gezeigt werden, dass der

Cx45 Antikoérper grundsatzlich zuverlassig funktioniert. Da die Immunfluoreszenzanalyse
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an Blastozysten jedoch schwierig und aufwendig durchzufihren ist, konnten die optimalen
Bedingungen fur eine Analyse mit dem Cx45 Antikorper aus Zeitgrinden nicht
zufriedenstellend etabliert und durchgefuhrt werden. In einer 2002 verdffentlichten Studie
zeigten Houghton und Mitarbeiter bereits die Auspragung von Cx26, Cx31, Cx43 und Cx45
in der inneren Zellmasse von Blastozysten der Ratte und Cx31, Cx43 und Cx45 in der
inneren Zellmasse eines Mausembryos. Connexin26 wird nur in Rattenblastozysten
exprimiert und stellt somit in seinem Expressionsmuster einen Unterschied zwischen den
nahe verwandten Spezies Maus und Ratte dar. Dies lasst vermuten, dass Cx26 auch in
ES-Zellen von Ratten als zusatzliches viertes Connexin ausgepragt sein kdnnte.

Die Expression von Cx31, Cx43 und Cx45 in Blastozysten und embryonalen Stammzellen
der Maus zeigt, dass es sich bei der Auspragung von Connexinen nicht um eine
Anpassung der Zellen in Folge der Kulturbedingungen in vitro, sondern um Eigenschaften
der inneren Zellmasse der Blastozyste in vivo handelt. Somit eignen sich ES-Zellen als
Modellsystem, um die Funktion von Connexinen und Gap Junctions in der frihen

Embryogenese zu untersuchen.

5.1.4 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Expression von Connexinen

In HM1 ES-Zellen werden sieben Connexin-mRNAs ausgepragt, von denen drei
translatiert werden und als Protein nachweisbar sind. Es handelt sich hierbei um Cx31,
Cx43 und Cx45 deren Expression bereits in der inneren Zellmasse von Blastozysten der
Maus und der Ratte gezeigt wurde (Houghton et al., 2002). Die Connexone sind in den
Zellmembranen der embryonalen Stammzellen lokalisiert und zeigen in der
Immunfluoreszenzanalyse ein punktférmiges Signalmuster, was auf eine Anordnung in
Gap Junction-Plaques hindeutet. Ko-Immunoprazipitationsanalysen an aufgereinigten
Connexonen belegen, dass heteromere Halbkanale aus Cx31 und Cx43 sowie Cx43 und
Cx45 ausgepragt werden. Darlber hinaus sind auch homomere Connexone aus jeweils
einer der drei Connexinisoformen madglich. Mikroinjektionsanalysen zeigen die Ausbreitung
injizierter niedermolekularer Fluoreszenzfarbstoffe mit negativer und positiver Ladung
sowie verschiedenen Molekulargewichten zwischen 287 und 443. Dies ist ein direkter
Nachweis flir Gap Junction-vermittelte Kommunikation zwischen embryonalen
Stammzellen. Eine Ausbreitung via Plasmabricken lasst sich durch Injektionen des
Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin Dextran (10 kDa) ausschliel3en.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ES-Zellen mittels Gap Junction-Kanalen

verbunden und somit im Stande sind, ein funktionelles Synzytium auszubilden. Innerhalb
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des Zellverbundes konnen sich somit lonen, Metabolite oder sekundare Botenstoffe durch
Diffusion ausbreiten (Goldberg et al., 2004). Des Weiteren ist ebenfalls ein Austausch
kleiner Peptide (Neijssen et al., 2007) und siRNAs (Wolvetang et al., 2007) mdglich.
Aufgrund der Tatsache, dass siRNAs mittels Gap Junction-Kanalen zwischen
benachbarten ES-Zellen ausgetauscht werden konnen, sollte dies auch fur miRNAs
denkbar sein. Diese sind unter anderem als Regulatoren fur die Aufrechterhaltung der
Pluripotenz in embryonalen Stammzellen beschrieben (Chen et al., 2008). Auch
Kalziumoszillationen kénnen mittels Gap Junction-Kanalen in benachbarte Zellen
weitergeleitet werden und dort moglicherweise die Genexpression regulieren (Muller-Borer
et al., 2006 und 2007; Anderson et al., 2007). Solche spontanen Oszillationen sind in
embryonalen Stammzellen messbar (Dr. Radoslaw Dobrowolski, persdnliche Mitteilung)
und sind dort unter anderem an der Regulation des Zellzyklus beteiligt (Kapur et al., 2007).
Kalziumoszillationen spielen auch wahrend der Differenzierung von Stammzellen eine
Rolle (Muller-Borer et al., 2006, Anderson et al., 2007). Daruber hinaus wird ein Einfluss
Gap Junction-vermittelter Kommunikation auf Prozesse wie Apoptose und Proliferation
diskutiert (Krysko et al., 2005; Kardami et al., 2007). Moglicherweise ist ein funktionell
gekoppeltes Synzytium weniger anfallig gegenlber Zell-Stress (z.B. oxidativem Stress),
was sich auf die Uberlebensraten bzw. die Proliferationsrate der ES-Zellen auswirken
kdonnte (Lin et al., 2003; Giardina et al., 2007; Hutnik et al., 2008).

Ein Hinweis auf die mdgliche Funktion von Connexinen in ES-Zellen ist die Identifikation
der Promotorregion von Cx43 als Bindestelle der drei Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2
und nanog, welche fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz in ES-Zellen verantwortlich
sind (Boyer et al., 2005; Niwa et al., 2007). Fur die Promotoren der Connexine Cx31 und
Cx45 sind solche Bindestellen noch nicht beschrieben. Des Weiteren haben Assou und
Mitarbeiter (2007) die Connexine Cx43 und Cx45 auf einer ,Konsensus-Liste* fur Marker
undifferenzierter humaner ES-Zellen aufgefuhrt, welche die Autoren aus 38 bereits zuvor

publizierten Transkriptomanalysen zusammenstellten.
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Blastozyste (IZM) ES-Zellen
_’F,,—-‘-’”f il H_“""'-h-q____,d__———d—’_____f T e ______‘“h——-____
Protein mRNA Protein Referenzen
Cx26, Cx30.3 .
) ! Houghton et al., 2002;
Maus Cx31, Cx43, Cx45 stgkgésgkggs?, Cx31,Cx43, Cx45 Worsdorfer et al. 2007
Cx26, Cx31, Cx43, keine Daten keine Daten
Ratte - Cx45 vorhanden vorhanden Houghton et al., 2002
Hardy et al., 1996;
Mensch Cx43 alle auBer Cx40.1 40 cx43 Cx45 | Wong et al. 2006:
und Cx30 Hifttner et al. 2006

Tab.1: Tabellarische Darstellung der exprimierten Connexin-mRNAs und -proteine in
der inneren Zellmasse (IZM) von Blastozysten und in ES-Zellen von Maus, Ratte und
Mensch. Fur ES-Zellen der Maus liegt mit dieser Dissertation eine vollstandige
Charakterisierung der Connexinexpression vor. Alle anderen Auflistungen stellen die bis
dato identifizierten Connexine dar und geben damit vermutlich nicht das komplette
Expressionsprofil wider.
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5.2 Analysen zur Funktion der Gap Junction-vermittelten Zell-Zell-Kommunikation in
ES-Zellen

5.2.1 Pharmakologische Blockade der Gap Junction-vermittelten Zell-Zell-Kopplung

Nach der umfassenden Beschreibung der Connexinexpression sollten Experimente zur
Aufklarung der Funktion von Gap Junction-vermittelter Kommunikation in embryonalen
Stammzellen durchgefuhrt werden. Zu diesem Zweck sollte die direkte interzellulare
Kopplung zwischen benachbarten ES-Zellen unterbunden werden. In einem ersten Ansatz
wurden HM1 Zellen mit den pharmakologischen Gap Junction-Inhibitoren 18-a-
Glycyrrhetinsaure (18-AGA) und Carbenoxolon behandelt. Dies reduzierte die
interzellulare Diffusion von mikroinjiziertem Neurobiotin innerhalb des Zellverbundes um
96%. Dabei war zu beobachten, dass die Zahl apoptotischer ES-Zellen von 10% auf 60%
in Anwesenheit von 18-AGA und von 10% auf 40% in Gegenwart von Carbenoxolon
anstieg, was mittels einer AnnexinV-Farbung unfixierter Zellen und dem Nachweis von
gespaltenem PARP gezeigt werden konnte. Die Beobachtung legt die Vermutung nahe,
dass Gap Junction-vermittelte Kommunikation fiir das Uberleben embryonaler
Stammzellen nicht nur foérderlich, sondern mdglicherweise sogar notwendig ist. Eine
solche Annahme wird durch Ergebnissen von Ngezahayo und Mitarbeitern. (2005)
unterstitzt, die einen Anstieg der Apoptoserate nach Entkopplung von Granulosazellen
mittels pharmakologischer Gap Junction-Inhibitoren beschrieben haben. Bannermann et
al. (2000) publizierten einen ahnlichen Effekt in Neuralleistenzellen und Cheng et al.
(2004) beobachteten einen Anstieg der Apoptose in kortikalen, neuralen Vorlauferzellen
nach Behandlung mit 18-AGA.

Moglicherweise konnten Signalmolekule zwischen ES-Zellen ausgetauscht werden,
welche sich positiv auf das Uberleben auswirken. Als Botenstoffe kommen dabei kleine
Molekule wie z.B. IP3, cAMP, ATP oder Kalziumionen in Frage. Diese Modulatoren des
Zellschicksals konnen sowohl bei der Initiation der Apoptose eine Rolle spielen, als auch
Zellen vor dem programmierten Zelltod schitzen. Ob diese Botenstoffe pro- oder
antiapoptotisch wirken, hangt dabei jeweils vom Zustand der Zelle, dem Zelltyp bzw. den
auleren Einflissen ab, denen die Zellen ausgesetzt sind (Krysko et al., 2005). Dartber
hinaus ist bekannt, dass Gap Junction-vermittelte Kommunikation Zellen vor
stressbedingter Apoptose z.B. durch oxidativen Stress schitzt (Lin et al., 2003; Giardina et
al., 2007; Hutnik et al., 2008).

Ein weiterer antiapototischer Signalweg bei dem Connexinhalbkanale beteiligt sind, wurde
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von Plotkin et al. (2002) publiziert. Die Autoren zeigten, dass Cx43 an einer
antiapoptotischen Signalkaskade beteiligt ist, welche die Aktivierung der Src-Kinase
beinhaltet und letztendlich zu einer Phosphorylierung von ERK flhrt. Dies vermittelt
wiederum den antiapoptotischen Effekt. Das Modell, das nach Untersuchungen an mit
Connexinen transfizierten HelLa-Zellen entwickelt wurde, beruht lediglich auf Cx43. Cx31
und Cx45 vermitteln diesen Effekt nicht. Da bei den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Cx43-defizienten Zellen jedoch keinerlei Anstieg der Apoptoserate im
Vergleich zu Wildtypzellen zu beobachten war, ist das Modell von Plotkin und Mitarbeitern
nicht auf den vorliegenden Fall Gbertragbar.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Dissertation in Kombination mit den
Hinweisen aus der Literatur den Schluss zu, dass ein antiapoptotischer Effekt, vermittelt

durch Gap Junction-vermittelte Kommunikation, in embryonalen Stammzellen mdglich ist.

5.2.2 Hinweise auf unspezifische Seiteneffekte pharmakologischer Gap Junction-
Inhibitoren

Suadiciani et al. beschreiben 2006 die antagonistische Wirkung der pharmakologischen
Gap Junction-Inhibitoren Carbenoxolon und 18-a-Glycyrrhetinsaure auf purinerge
Rezeptoren (P2 Rezeptoren). Da sich in der Literatur Hinweise darauf finden, dass P2
Rezeptoren, insbesondere P2X7, bei der Initiation von Apoptose und Pseudoapoptose in
bestimmten Zelltypen eine Rolle spielen (Tsukimoto et al., 2006; Mackenzie et al., 2005)
wurden die HM1 ES-Zellen neben den Gap Junction-Inhibitoren auch mit PPADS, einem
generellen Antagonisten von P2 Rezeptoren behandelt. Dabei war selbst bei einem
Einsatz hoher Dosen PPADS (100 uM) kein Anstieg der Apoptoserate zu beobachten. Dies
zeigt, dass der von 18-AGA bzw. Carbenoxolon ausgeloste Zelltod nicht durch eine
antagonistische Wirkung der Inhibitoren auf P2 Rezeptoren hervogerufen werden kann.

Neben der unspezifischen Wirkung der verwendeten Gap Junction-Inhibitoren auf P2
Rezeptoren sind jedoch noch eine Reihe weiterer Effekte der 18-AGA, beispielsweise als
Inhibitor der 11-beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase 1 in der Literatur beschrieben
(Horigome et al., 1999 und 2001; Classen-Houben et al., 2009). Aulerdem zeigen
verschiedene Studien die proapoptotische Wirkung von 18-AGA auf diverse Zelltypen wie
z.B. auf eine Leberkarzinomzelllinie (HepG2 Zellen) (Satomi et al., 2005), auf Thymozyten
oder Splenozyten (Horigome et al., 1999 und 2001). In allen diesen Publikationen wird ein
Connexin-unabhangiger Mechanismus als Ausléser der Apoptose diskutiert. In der Leber

und in der Niere werden daruber hinaus eigene Rezeptoren fur Glycyrrhetinsdurederivate
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ausgebildet, was auf eine physiologische Rolle der Substanzen in diesen Organen
hindeutet (Negishi et al., 1991).

5.2.3 Deletion von Cx43 und Reduktion der Cx31 und Cx45 mRNA-Menge mittels
siRNA

Die wahrend der vorliegenden Studien mittels pharmakologischer Inhibitoren
durchgefuhrten Experimente gaben Anlass zu der Vermutung, dass die Blockade Gap
Junction-vermittelter Kommunikation in embryonalen Stammzellen Apoptose auslésen
kdnnte. Zugleich bietet die Literatur zahlreiche Hinweise auf Effekte von 18-AGA, die Uber
deren Wirkung auf Gap Junctions hinausgehen. Deshalb sollte zusatzlich zu dem Einsatz
pharmakologischer Inhibitoren eine Reduktion der Gap Junction-vermittelten
Kommunikation mittels genetischer Methoden erreicht werden. Zu diesem Zweck wurde
ein Ansatz gewahlt, welcher die komplette Deletion von Cx43 mit einer Reduktion der
Transkriptmenge von Cx31 und Cx45 durch siRNAs kombiniert. Um Cx43-defiziente ES-
Zellen zu erhalten, wurden zunachst Cx43floxCreER(T) Zellen, die von Dr. Dominik
Eckardt wahrend seiner Dissertation an diesem Institut erzeugt wurden, mit einer
membrangangigen Cre-Rekombinase transduziert. Anschlielend wurden die ES-Zellen
klonal ausgesat und einzelne Cx43 defiziente Klone isoliert und charakterisiert.

Nach der Mikroinjektion von Neurobiotin in Cx43-Defektzellen konnte eine Reduktion der
Gap Junction-vermittelten Kommunikation um 90% beobachtet werden. Dies zeigt, dass
Cx43 einen Grolteil der direkten Zell-Zell-Kopplung in ES-Zellen vermittelt. Die Cx43-
defizienten Zellen zeigten keine augenscheinlichen morphologischen Unterschiede zu
Wildtyp ES-Zellen und wiesen keine erhdhten Apoptoseraten auf.

Mittels spezifischer siRNAs konnte anschlieBend zusatzlich eine durchschnittliche
Herabregulation von Cx31 um 87% und von Cx45 um 75% erreicht werden. 96 Stunden
nach der Transfektion zeigte sich eine Reduktion der Gap Junction-vermittelten
Kommunikation um ca. 50%, verglichen mit Cx43-defizienten Zellen, was mittels
Mikroinjektion von Neurobiotin nachgewiesen werden konnte. Bezogen auf HM1 Zellen
ergab sich damit eine Verminderung der Zell-Zell-Kommunikation um 95%. Dies entspricht
ungefahr der Reduktion, die nach Blockade der Gap Junction-vermittelten Kommunikation
mit dem pharmakologischen Inhibitor 18-AGA bei HM1 Zellen beobachtet wurde. Trotz
dieses starken Kopplungsverlustes konnte jedoch keine Erhéhung der Apoptoserate

beobachtet werden.
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5.2.4 Wirkungsweise von 18-a-Glycyrrhetinsaure auf ES-Zellen

Um die Diskrepanz zwischen Pharmakologie und Genetik erklaren zu konnen, wurden
nahere Analysen zur Wirkungsweise der Inhibitoren auf HM1 bzw. auf Cx43-defiziente ES-
Zellen durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der 18-a-
Glycyrrhetinsaure behandelt. AnschlieRend wurde Neurobiotin in einzelne Zellen injiziert
und die Ausbreitung des Markierungsstoffes im Zellverbund quantifiziert. Bei den injizierten
HM1 Zellen zeigte sich, dass ab einer Konzentration von 60 yM 18-AGA die Gap Junction-
vermittelte Zell-Zell-Kommunikation um 90% vermindert wurde. Bei einer Erhdhung der
Inhibitorkonzentration auf 80 uM war eine weitere Reduktion der Farbstoffausbreitung auf
4% der urspringlichen Kopplung zu beobachten. Hoéhere Konzentrationen fiihrten zu
keinem weiteren Kopplungsverlust. Wurden die gleichen Experimente an Cx43-defizienten
ES-Zellen durchgeflhrt, zeigte sich interessanterweise kein Effekt auf den Gap Junction-
vermittelten interzellularen Neurobiotin-Transfer. Aus diesen Ergebnissen lasst sich
ableiten, dass 18-a-Glycyrrhetinsaure Gap Junctions aus Cx43-Untereinheiten blockiert,
aber nicht auf Cx31 und Cx45 zu wirken scheint. Die These wird durch eine Studie von He
et al. (2005) unterstitzt. Die Autoren zeigten, dass die von Connexin31 vermittelte Zell-
Zell-Kopplung in transfizierten HeLa Zellen nicht durch Gabe von 18-a-Glycyrrhetinsaure
blockiert werden kann. Die wahrend dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse
bezlglich der Wirkung von 18-AGA auf Connexin45 konnten dartiberhinaus an vaskularen
Glattmuskelzellen verifiziert werden (Hanner et al., 2008). Dies zeigt, dass 18-AGA kein
genereller Inhibitor Gap Junction-vermittelter Kommunikation ist, wie bisher angenommen
wurde. Dies konnte darin begrindet liegen, dass der pharmakologische Inhibitor seine
Wirkung Uber die Aktivierung der Proteinkinase C entfaltet. Diese phosphoryliert
anschliellend Cx43 an Ser368, was wiederum zum Verschluss des Gap Junction-Kanals
fuhrt (Goldberg et al., 1996; Guan et al., 1996; Liang et al., 2008). Connexine, die keine
entsprechende  Phosphorylierungsstelle  besitzen bzw. deren Offnungs- und
SchlieRverhalten auf andere Weise reguliert wird, wirden somit nicht beeinflusst.
Interessant ist weiterhin, dass die Farbstoffausbreitung in HM1 Zellen nach Gabe von
mehr als 80 pyM 18-a-Glycyrrhetinsaure unter die in Cx43-defizienten Zellen beobachtete
Zell-Zell-Kopplung sinkt. Dies konnte ein indirekter Nachweis fur heteromere Kanale aus
Cx31 und Cx43 bzw. Cx43 und Cx45 sein. Diese werden, da sie Connexin43 enthalten,
ebenfalls von dem Gap Junction-Inhibitor blockiert. Die zu beobachtende restliche
Kopplung von 4% wird wahrscheinlich von den weiterhin gedffneten homomeren Cx31-
bzw. Cx45-Kanalen vermittelt.
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Untersucht man die Apoptoseraten von HM1 und Cx43-defizienten ES-Zellen bei
verschiedenen 18-AGA-Konzentrationen, lasst sich bei beiden Zelllinien ein
kontinuierlicher Anstieg der Apoptose mit steigenden Inhibitorkonzentrationen beobachten.
Dabei erhoht sich die Zahl apoptotischer Zellen auch bei einer Konzentration von 100 yM
18-AGA weiter, obwohl in HM1 Zellen bereits bei 80 yM des Inhibitors eine maximale
Reduktion der Zell-Zell-Kopplung erreicht ist. Darlber hinaus I6st 18-AGA in
Cx43CreER(T) Zellen Apoptose aus, obwohl der pharmakologische Inhibitor die
interzellulare Kommunikation nicht beinflusst. Diese Beobachtungen zeigen, dass 18-a-
Glycyrrhetinsdure die ES-Zellen unabhangig von dem Effekt auf die Gap Junction-
vermittelte Kopplung in den apoptotischen Zelltod treibt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der pharmakologische Gap Junction-Inhibitor
18-a-Glycyrrhetinsaure Connexin4d3 effizient blockiert, wahrend die Kopplung, welche von
den Connexinen Cx31 und Cx45 vermittelt wird nicht beeinflusst ist. Dartiber hinaus wird
die von 18-AGA induzierte Apoptose unabhangig von der Blockade der Gap Junction-
vermittelten Kommunikation ausgeldést und geht wahrscheinlich auf einen unbekannten
Nebeneffekt des Inhibitors zurlick. Somit konnte die zunachst in dieser Arbeit aufgestellte
These, dass Gap Junctions in embryonalen Stammzellen einen Schutz vor dem
programmierten Zelltod vermitteln, nicht bestatigt werden. Die Experimente zeigen, dass
mit Hilfe pharmakologischer Gap Junction-Inhibitoren erzielte Ergebnisse, insbesondere
im Hinblick auf Apoptose, vorsichtig interpretiert werden mussen und mit zusatzlichen
genetischen Methoden Uberprift werden sollten. Dies gilt im Kontext dieser Dissertation
beispielsweise fur eine Arbeit von Wong et al. (2006). Die Autoren beschreiben dort
erhdhte Apoptoseraten und eine Reduktion der Zell-Proliferation in humanen embryonalen
Stammzellen, die zuvor mit 18-AGA behandelt wurden. Des Weiteren legte eine Studie an
Mausembryonen, die in Anwesenheit von 18-AGA vom 8-Zellstadium bis zum
Blastozystenstadium kultiviert wurden die Vermutung nahe, dass Gap Junction-vermittelte
Kommunikation wahrend der Praimplantationsentwicklung der Maus keine entscheidende
Rolle spielt (Vance und Wiley, 1999). In Anbetracht der Tatsache, dass bei diesen
Experimenten jedoch lediglich ein Teil der Zell-Zell-Kopplung inhibiert wurde, ware es

interessant diese Studien mittels genetischer Ablation von Connexinen zu wiederholen.
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5.3 Erzeugung Cx43/Cx45 doppelt defizienter embryonaler Stammzellen

Um die Funktion von Connexinen in embryonalen Stammzellen weiter untersuchen zu
konnen, ohne dabei auf pharmakologische Gap Junction-Inhibitoren bzw. siRNAs
zuruckgreifen zu muassen, wurden Blastozysten transgener Mause isoliert. Aus diesen
wurde eine ES-Zelllinie hergestellt, in deren Genom Cx43 und Cx45 homozygot von loxP-
Stellen flankiert vorliegen. Die Tiere gingen aus einer Kreuzung von Cx43flox/flox und
Cx45flox/flox Mausen hervor, welche zuvor an diesem Institut erzeugt worden waren
(Eckardt et al., 2004; Maxeiner et al., 2005).

Eine der isolierten Zelllinien (Cx43/Cx45flox) wurde fur die weiteren Experimente
ausgewahlt und auf einen korrekten Karyotyp (38+XY) hin Uberprift. Die embryonalen
Stammzellen lielen sich in Zelltypen aller drei Keimblatter differenzieren. Dies konnte
mittels spezifischer Antikdrper gegen Markerproteine fur Zellen des Mesoderm (alpha-
aktinin), Ektoderm (GFAP und p-Tubulinlll) und Endoderm (a-Fetoprotein) nachgewiesen
werden und beweist die Pluripotenz der isolierten Stammzelllinie. Dartber hinaus wurden
die Cx43/Cx45flox Zellen in Blastozysten von swiss webster (CFW) albino Mausen injiziert
und diese scheinschwangeren Leihmittern implantiert. Bei den Experimenten ging aus
zwei Wirfen insgesamt nur ein gering chimares Tier hervor. Die injizierten Zellen trugen
jedoch nicht zur Bildung der Keimbahn bei. Daraus lasst sich folgern, dass die isolierten
ES-Zellen grundsatzlich das Potential besitzen, sich in eine Blastozyste zu integrieren und
einen chimaren Organismus zu erzeugen. Der Grad des Fellfarbenchimarismus war
jedoch sehr gering, was auf ein reduziertes Potential der Zellen hindeuten kann. Da die
Injektion in swiss webster (CFW) Blastozysten in diesem Labor zum ersten Mal
durchgefuhrt wurde, konnte es aber auch sein, dass die optimalen Injektionsbedingungen
erst noch etabliert werden mussen. Die Differenzierungsexperimente zeigen in jedem Fall,
dass die isolierten ES-Zellen grundsatzlich das Potential besitzen in Zelltypen aller drei
Keimblatter zu differenzieren und zu einem chimaren Organismus beizutragen.

Die Cx43/Cx45flox ES-Zellen wurden mit einer transduzierbaren Cre-Rekombinase
behandelt, um die beiden Connexine zu deletieren. AnschlieRend wurden die Zellen stark
vereinzelt ausgesat, sodass sich Kolonien bildeten, die aus jeweils einer Zelle
herangewachsen waren. Diese wurden isoliert, charakterisiert und expandiert, um
homozygot Cx43/Cx45 defiziente Klone zu erhalten. Die erfolgreiche Deletion wurde
mittels PCR-, RT-PCR- und Immunoblotanalysen Uberpruft. Zudem fihrte die Deletion der
Connexine zur Expression der Reportergene lacZ und eGFP unter Kontrolle des Cx43-
bzw. Cx45-Promotors (siehe Eckhardt et al., 2004, und Maxeiner et al., 2005). Die
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Auspragung der Reportergene wurde mit Hilfe einer p-Galaktosidase-Darstellung, durch
Fluoreszenzmikroskopie und durch Immunoblotanalyse nachgewiesen.

Mikroinjektionen mit dem Markierungsstoff Neurobiotin zeigten, dass der Verlust der
beiden Connexine zu einer Verminderung der Zell-Zell-Kopplung um 96% fuhrt. Damit liegt
in diesen Zellen eine ahnlich starke Reduktion der interzellularen Kommunikation vor, wie
sie auch nach der Behandlung von HM1-Zellen mit pharmakologischen Gap Junction-
Inhibitoren oder der Deletion von Cx43 bei gleichzeitiger Reduktion der Cx31 und Cx45
Transkriptmenge mittels siRNAs zu beobachten war.

Ausgangsspopulation fur die Erzeugung der Cx43/Cx45 doppeldefizienten ES-Zelllinie
waren Zellen, in denen sowohl das Exon 3 von Cx43 als auch von das Exon 3 von Cx45
flankiert von loxP Stellen vorliegen. Wahrend Cx43 auf Chromosom 10 lokalisiert ist, liegt
der genetische Lokus von Cx45 auf Chromosom 11. Theoretisch ist neben der Deletion
der Connexine ebenfalls eine Cre-vermittelte interchromosomale Translokation moglich.
Mittels der durchgefihrten PCR-Analysen ist ein solches Ereignis nicht auszuschlieen. In
der Literatur ist die Cre-vermittelte interchromosomale Translokation beschrieben (Smith et
al., 1995; van Deursen et al., 1995; Buchholz et al., 2005) und die Wahrscheinlichkeit fur
ein solches Ereignis wird je nach untersuchtem genomischem Lokus mit 2x107 bis 107
angegeben. Auch wenn ein solches Rekombinationsereignis somit unwahrscheinlich ist
und die Cre-Rekombinase aufgrund der Proteintransduktion nur wenige Stunden transient
in den Zellen aktiv war, sollte ein Southernblot durchgefuhrt werden, um ein solchen

Rekombinationsereignis auszuschliel3en.

5.3.1 Vergleich der Cx43/Cx45flox ES-Zellen mit den Cx43/Cx45-doppeltdefizienten
ES-Zellen im Bezug auf Morphologie, Proliferation und Apoptose

Im direkten Vergleich mit den Kontrollzellen wiesen die Connexin-defizienten ES-Zellen
keine morphologischen Unterschiede auf. Die kleinen, kugeligen Zellen wuchsen dicht
gepackt in runden bis ovalen Kolonien mit klar begrenzten Randern. Ein mittels
Immunoblotanalyse durchgefuhrter Vergleich der Expressionsstarke des
Stammzellmarkers Oct4 zeigte keinen Unterschied zwischen beiden Zelllinien. Oct4 ist ein
in embryonalen Stammzellen exprimierter Transkriptionsfaktor, welcher zusammen mit
Sox2 und nanog flur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz verantwortlich ist (Niwa et al.,
2007). Wurde den ES-Zellen flr zwei bzw. vier Tage das Interleukin LIF entzogen, flhrte
dies zu einer leichten Reduktion der Oct4-Expression. Diese Abnahme der Proteinmenge

fand in beiden Zelllinien in einem vergleichbaren Male statt. Studien von Todorova et al.
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(2008) beschreiben eine deutliche Reduktion der Oct4 und nanog Proteinexpression in
humanen ES-Zellen, in denen die Cx43 Proteinmenge mittels siRNA um 90% reduziert
wurde. Diese Beobachtung konnte wahrend dieser Arbeit an Cx43/Cx45-defizienten
murinen ES-Zellen nicht bestatigt werden.

Da die Beteiligung von Connexinen bzw. von Gap Junction-Kanalen sowohl im Hinblick auf
die Kontrolle von Apoptose als auch im Hinblick auf Zellproliferation diskutiert wird (Krysko
et al., 2005; Kardami et al., 2007), wurden Analysen zur Bestimmung der Proliferations-
sowie Apotoseraten durchgefuhrt. Mittels Propidiumiodidfarbung und anschlieRender
FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) wurden die Wachstumsraten der
beiden Zelllinien miteinander verglichen. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den
Connexin-defizienten und den Kontrollzellen festgestellt werden. Gleiches galt fur die
Bestimmung der Apoptoseraten. Auch hier wurden keine Unterschiede zwischen den
Zellpopulationen gemessen, weder mittels eines kommerziell erhaltlichen AnnexinV-
Testverfahrens, noch durch Immunoblotanalysen mit Antikdrpern gegen PARP bzw. die
gespaltene Caspase3.

Man konnte nun argumentieren, dass dieses Ergebnis zu erwarten war. Denn wie schon
zuvor in dieser Arbeit beschrieben, hatte der komplette Verlust von Cx43 bei gleichzeitiger
Reduktion der Transkriptmenge von Cx31 und Cx45 keinen offensichtlichen Effekt auf
HM1 Zellen. Jedoch weisen die nun verwendeten Cx43/Cx45-defizienten ES-Zellen eine
homozygote Deletion von Cx45 auf. Bei den vorangegangenen Experimenten war die
Expression dieses Connexins mittels siRNA lediglich um durchschnittlich 75% reduziert
worden. Es bestand also die Mdglichkeit, dass die 25% Restexpression ausreichend sind,
um einen mdglichen Effekt zu kompensieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz einer Reduktion der Gap Junction-
vermittelten Zell-Zell-Kommunikation um 96% keine Veranderung der Zellmorphologie
bzw. der Proliferations- oder Apoptoseraten von Cx43/Cx45del Zellen festgestellt wurde.
Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass ein Gap Junction-vermittelter antiapoptotischer
Effekt unter optimalen Kulturbedingungen nicht zu beobachten ist, aber unter gewissen
Umstanden doch eine Rolle spielt. So ist bekannt, dass direkte Zell-Zell-Kommunikation
ein funktionales Synzytium vor apoptotischem Zelltod, z.B. bei oxidativem Stress, schutzt
(Lin et al., 2003; Giardina et al., 2007). Weiterfuhrende Experimente unter induzierten
Stressbedingungen wurden aus Zeitgrinden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt.
Dennoch ware es interessant zu untersuchen, ob ein Connexin-abhangiger Mechanismus
zur Stressabwehr auch in ES-Zellen eine Rolle spielt. Dazu kdnnte dem Kulturmedium

Menandion zugesetzt werden. Dies fuhrt zu einem Anstieg von Sauerstoffradikalen
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(Giardina et al., 2007). Ebenso ware es mdoglich, das Medium mit Wasserstoffperoxid
anzureichern. Erfullen Connexine eine antiapoptotische Funktion, sollten Cx43/Cx45-
Defektzellen Konditionen jenseits der optimalen Kulturbedingungen weniger gut ertragen
konnen als die Kontrollzellen.

Es ware moglich, dass Connexin31 den Verlust der anderen Connexinisoformen komplett
kompensieren kann. So ist beispielsweise beschrieben, dass nach Deletion von Cx43 in
Astrozyten, die verbleibenden 5% der urprunglichen Zell-Zell-Kkommunikation ausreichend
sind, um Kalziumwellen weiterzuleiten (Scemes et al., 1998). Entsprechend kénnten auch
die verbleibenden 4% an Zell-Zell-Kopplung in Cx43/Cx45del ES-Zellen ausreichen, um
keine phanotypischen Unterschiede entstehen zu lassen. Um dies zu Uberprufen, musste
die Cx31-Genexpression in Cx43/Cx45-Defektzellen z.B. mit Hilfe von siRNAs reduziert
werden, um eine moglichst komplette Entkopplung zu erreichen.

Neben Cx31 kommen weiterhin die Connexine Cx26, Cx32, Cx37 und Cx30.3 in Frage,
den Verlust von Cx43 und Cx45 zu kompensieren. Diese werden in ES-Zellen transkribiert,
sind aber nicht als Proteine detektierbar. Moglicherweise werden diese Connexine in
Cx43/Cx45del Zellen translatiert. Dagegen spricht allerdings, dass mittels Mikroinjektion
eine stark reduzierte Kopplung in den Defektzellen nachgewiesen werden konnte. Dies
lasst vermuten, dass nur Cx31 ausgepragt wird. Auch Immunoblotanalysen mit
spezifischen Antikérpern gegen Cx26, Cx32 und Cx37 lieferten weder in Cx43/Cx45
defizienten ES-Zellen noch in den verwendeten Kontrollzellen einen Nachweis fur die

Expression dieser Proteine.
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Methode Cx31 Cx43 Cx45 GJIC Apoptose 1
pharmakokogischer Inhibitor - Kanale - _96% fa
(18-AGA) (He et al., 2005) geschlossen (Hanner et al., 2008) 2 J
Deletion von Cx43 - deletiert - -90% nein

Deletion von Cx43 und siRNA
vermittelte Herabregulation - 87% deletiert -75% -95% nein
von Cx31 und Cx45

Deletion von Cx43 und Cx45 - deletiert deletiert -96% nein

Tab.2: Tabellarische Darstellung der Effekte unterschiedlicher Methoden zur
Modulation von Gap Junction-vermittelter Kommunikation auf die direkte Zell-Zell-
Kopplung und auf das Apoptose AusmaB in ES-Zellen. GJIC: Intercellular Gap
Junctional Communication. - : kein messbarer Effekt.

5.4 Uberlegungen zur Funktion von Connexinen in ES-Zellen und wihrend der
frihen Embryonalentwicklung

Im Zuge dieser Dissertation wurde die Funktion bzw. Expression von Gap Junction-
Kanalen in embryonalen Stammzellen mittels genetischer Deletion, RNA-Interferenz bzw.
pharmakologischer Blockade moduliert. Dennoch konnte die Frage nach der Funktion von
Gap Junctions in ES-Zellen nicht beantwortet werden. Trotz starker Reduktion der
Connexinexpression bzw. kompletter Deletion der Connexine, sowie starker Verminderung
der Gap Junction-vermittelten Kopplung, wurden keine Unterschiede zu den
entsprechenden Kontrollzellen festgestelit.

Connexine werden sowohl in ES-Zellen als auch in der inneren Zellmasse von
Blastozysten exprimiert. lhre Auspragung stellt jedoch kein ausschlie3liches
Charakteristikum dieser Zellen dar, sondern zieht sich durch die komplette frihe
Embryonalentwicklung. Connexinproteine sind in Mauseembryonen ab dem 8-Zellstadium
nachweisbar und bilden bei der Kompaktierung der Morula erstmals Gap Junction-Kanale
(Davies et al., 1996; Houghton et al., 2002). Auch nach der Implantation und wahrend der
darauf folgenden Entwicklungsschritte werden Connexine ausgepragt, wobei eine
Kompartimentierung stattfindet. Connexin31, Cx43 wund Cx45 findet man im
Blastozystenstadium in der inneren wie duReren Zellmasse. Ab der Einnistung im Uterus

ist Cx31 fast ausschlieldlich in Zellen der trophektodermalen Linie nachweisbar, wahrend
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sich die Auspragung von Cx43 und Cx45 weitestgehend auf Zellen beschrankt die sich
von der inneren Zellmasse ableiten (Dahl et al.,, 1996). Cx43 und Cx45 sind dartber
hinaus sowohl wahrend der Kardiomyozytendifferenzierung als auch in schlagenden
Herzmuskelzellen ausgepragt (Oyamada et al., 1996). Aullerdem werden beide
Connexine bei der neuralen Differenzierung koexprimiert (Rozental et al., 2000; Cai et al.,
2004).

Als embryonale Stammzellen bezeichnet man eine Zellpopulation, die sich aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste ableitet. Somit sind sie eine Momentaufnahme einer kurzen
Phase wahrend der Entwicklung des Embryos (Evans et al., 1981; Martin et al., 1981). Die
Zellen der inneren Zellmasse stellen einen Ubergangszustand dar, der in vivo lediglich
wenige Stunden existiert. Deshalb ist es denkbar, dass Connexine dort Uberhaupt keine
Rolle spielen, sondern bereits translatiert vorliegen, um in spateren Entwicklungsstadien
zur funktionellen Kompartimentierung ad hoc beizutragen, wie beispielsweise wahrend der
Bildung des primitiven Endoderms oder der weiteren Differenzierung des Epiblasten.
Darlberhinaus ist ebenfalls eine Funktion der Connexine wahrend der Entwicklung der
Morula hin zur Blastozyste moglich.

Selbst wenn Connexine und Gap Junctions in den Zellen der inneren Zellmasse eine
wichtige Funktion erfullen, muss dies nicht auch fur embryonale Stammzellen in vitro
gelten. Erstens fehlt den Zellen in Kultur die Interaktion mit der auReren Zellmasse und
zweitens werden sie in einer artifiziellen Umgebung unter Bedingungen kultiviert, die nicht
denen im Uterus entsprechen. Zudem sind die ES-Zellen, im Gegensatz zur inneren
Zellmasse vom streng zeitlich getakteten Entwicklungsprozess des Embryos abgekoppelt.
In vivo kdnnte die Funktion der Connexine jedoch gerade in dieser exakten Koordination
der Differenzierungsschritte liegen. Daher ist die Differenzierung der doppelt Cx43/45-
defizienten ES-Zellen in unterschiedliche Zelltypen notwendig, um die Bedeutung der
Connexine vollstandig zu erfassen.

Interessanterweise zeigen weder Cx31, Cx43 oder Cx45 Defektmause Komplikationen
wahrend der frihen Embryogenese (Reaume et al., 1995; Kruger et al., 2000; Kumai et
al., 2000; Plum et al., 2001). Auch bei Cx31/Cx43-doppeltdefizienten Mausen lassen sich
keine Beeintrachtigungen beobachten (Kibschull et al., 2005). Von Bedeutung ware
weiterhin die Analyse der fruihen Embryonalentwicklung von Cx43/Cx45-doppeltdefizienten

Mausen.
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5.5 Funktion der Connexine wahrend der ES-Zelldifferenzierung

5.5.1 Spontane Differenzierung von Cx43/Cx45-doppeltdefizienten ES-Zellen in
Embryonalkorperchen

Neben den Untersuchungen zur Funktion von Connexinen in embryonalen Stammzellen
sollten ebenfalls Experimente durchgefuhrt werden um die Rolle dieser Proteine wahrend
der ES-Zelldifferenzierung zu bestimmen.

Die Entwicklungsschritte wahrend der spontanen Differenzierung von ES-Zellen in
Embryonalkorperchen ahneln in Teilen den Vorgangen wahrend der Entwicklung des
Embryos von der Blastozyste bis zur Gastrulation. Aus diesem Grund sind
Embryonalkdrperchen auch als Modellsystem fur die frihe Embryonalentwicklung
beschrieben (Coucouvanis und Martin, 1999). So bildet sich aus den aul3eren Zellen des
Embryonalkdrperchens zunachst eine Schicht viszeralen Endoderms. Diese Zellen
synthetisieren in der Folge eine extrazellulare Matrix (Reicherts Membran) und
sezernieren anschlieend Signalproteine wie BMP2 und BMP4. Diese fuhren dazu, dass
die Zellen im Inneren des Embryonalkorperchens absterben und sich eine Hohlung
ausbildet, welche der Amnionhdhle im frihen Embryo entspricht. Die Zellen mit direktem
Kontakt zur extrazellularen Matrix Uberleben und bilden ein Epithel, welches das Innere
der zentralen Hohlung auskleidet. Aus diesem Epithelverband, dem primitiven Ektoderm,
gehen in der Folge die drei Keimblatter Endoderm, Mesoderm und Ektoderm hervor
(Coucouvanis und Martin, 1999).

In einer 1989 veroffentlichten Studie beschreiben Sheardown und Hooper die Erzeugung
einer kopplungsdefizienten ES-Zelllinie. Die Zellen wurden mittels genereller Mutagenese
und anschlieBender ,Kiss of Death“-Selektion gewonnen und zeigten keine
morphologischen Auffalligkeiten. Anschliel3end wurden diese Zellen in
Embryonalkorperchen differenziert. Dabei bildeten sich zwar Zellaggregate, diese zeigten
aber auch nach langer Zeit in Suspensionskultur keine Anzeichen weiterer Differenzierung,
wie z.B. die Ausbildung einer inneren Hohlung, epitheliale oder mesenchymale Strukturen
bzw. spontan kontrahierende Kardiomyozyten. Die Autoren folgerten, dass der Verlust der
Gap Junction-vermittelten Kommunikation zu einem Defekt der Entwicklung des viszeralen
Endoderms fuhrt, das wiederum die weiteren Differenzierungsvorgange steuert.

Um die These von Sheardown und Hooper zu Uberprifen und dariber hinaus den Einfluss
von Cx43 und Cx45 auf die Differenzierung von ES-Zellen zu untersuchen, wurden
wahrend der vorliegenden Arbeit zunachst Embryonalkorperchen aus den Cx43/Cx45-

defizienten ES-Zellen mittels der ,hangende Tropfen“-Methode erzeugt. Dabei zeigte sich
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jedoch, trotz 96% Kopplungsreduktion, nicht der von Sheardown und Hooper
beschriebene Effekt. Aus den Cx43/Cx45del Zellen bildeten sich in den hangenden
Tropfen Zellaggregate, die sich in GroRe und Struktur nicht von den aus Kontrollzellen
hergestellten Embryonalkérperchen unterschieden. Daraufhin wurden Gefrierschnitte
angefertigt. In Praparaten von funf Tagen kultivierten Embryonalkdrperchen konnten
mittels eines TUNEL-Tests apoptotische Zellen im Inneren der Zellaggregate
nachgewiesen werden. Diese waren in Praparaten von drei Tage alten
Embryonalkérperchen noch nicht zu beobachten. Ferner konnte bei Immunfluoreszenz-
analysen mit Hilfe spezifischer Laminin1-Antikorper eine extrazellulare Matrix unterhalb
der aulersten Schicht des Embryonalkorperchens sichtbar gemacht werden. Dabei
handelt es sich wahrscheinlich um die Reicherts Membran. Diese extrazellulare Matrix
wird vom viszeralen Endoderm sezerniert, weshalb sie als Nachweis flr die Bildung
endodermaler Zellen angesehen werden kann (Martin und Evans, 1975). Bei weiterer
Kultur der Zellaggregate in Suspension lieBRen sich ab Tag 10 zystische
Embryonalkérperchen mit ballonartig aufgeblahten Strukturen beobachten. Diese gehen
aus dem primitiven Endoderm hervor und ahneln dem Dottersack, welcher in vivo den
Embryo umgibt (Abe et al., 1996). An gefarbten Paraffinschnitten von 22 Tage alten
Embryonalkorperchen lassen sich sowohl epitheliale, mesenchymale als auch endotheliale
Strukturen erkennen. Dies deutet auf ein gewisses Differenzierungspotential der
Cx43/Cx45 doppeltdefizienten Zellen in Embryonalkérperchen hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Cx43/Cx45-defiziente ES-Zellen zu
Embryonalkorperchen aggregieren und viszerales Endoderm, eine Reicherts Membran
sowie eine zentrale HOhlung ausbilden. AuRerdem entstehen nach langerer Zeit in Kultur
zystische Embryonalkérperchen mit Dottersack-artigen Strukturen. Moglicherweise
kompensiert das weiterhin exprimierte Cx31 fur den Verlust der anderen beiden

Connexine.

5.5.2 Untersuchungen zur Rolle von Cx43 und Cx45 bei der Kardiomyozyten-
differenzierung

Im Zuge der Differenzierung Cx43/Cx45-doppeltdefizienter ES-Zellen in Embryonal-
korperchen fiel auf, dass im Gegensatz zu den Kontrollzellen, keine spontan
kontrahierenden Bereiche zu beobachten waren. Um dies zu belegen und statistisch zu
quantifizieren, wurden Embryonalkérperchen aus Cx43/Cx45-defizienten ES-Zellen und
Kontrollzellen mittels der ,hangende Tropfen® Methode hergestellt. Dabei wurde eine

definierte Zellzahl von 1500 Zellen pro Tropfen eingesetzt. Nach zwei Tagen im
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hangenden Tropfen und zusatzlichen sechs Tagen in Suspensionskultur erfolgte das
Uberfiihren der Embryonalkérperchen in einzelne Vertiefungen einer 24-Lochschale. In
den darauf folgenden sieben Tagen wurden die einzelnen Embryonalkérperchen taglich
unter dem Mikroskop kontrolliert und Vertiefungen, welche spontan kontrahierende
Kardiomyozyten enthielten, wurden entsprechend markiert. Dabei zeigte sich, dass nach
sieben Tagen 25% der aus Kontrollzellen entstandenen Embryonalkdrperchen spontan
kontrahierende Bereiche aufwiesen. Im Fall der Cx43/Cx45del Zellen waren es lediglich
5%.

Dies konnte bedeuten, dass der Verlust der Connexine Cx43 und Cx45 einen negativen
Einfluss auf die Kardiomyozytendifferenzierung hat. WeiterfUhrende Experimente mussen
nun zuerst die Frage klaren, ob weniger Herzmuskelzellen gebildet werden oder ob
Kardiomyozyten in gleicher Anzahl wie bei den Kontrollen vorhanden sind, aber keine
spontanen Kontraktionen zeigen. Hierzu konnte die Expressionsstarke der kardialen
Transkriptionsfaktoren GATA-4 und Nkx2-5 in Embryonalkdrperchen quantifiziert und
zwischen den Zelllinien verglichen werden. Ebenfalls bieten sich a-Aktinin und Cx40 als
Marker an (Oyamada et al., 1996 ; David et al., 2008). Sollte sich zeigen, dass keine
Kardiomyozyten gebildet werden, gilt es zu bestimmen, zu welchem Zeitpunkt der
Entwicklung die Stérung eintritt.

Zusatzlich sollte ein Kontrollexperiment durchgefiihrt werden. Zwischen der Transduktion
der ES-Zellen mittels der Cre-Rekombinase und den durchgefuhrten Experimenten lagen
mindestens zehn Passagen. In dieser Zeit wurden Cx43/Cx45-defiziente Klone isoliert,
expandiert und charakterisiert. Obwohl die Kontrollzellen unter den gleichen Bedingungen
parallel kultiviert wurden, besteht die Moglichkeit, dass die Cx43/Cx45del Zellen in vitro
einen Teil ihres Entwicklungspotentials eingeblf3t haben. Dies kdnnte sich auf die
Kardiomyozytendifferenzierung auswirken. Da der Differenzierungsdefekt an zwei
unterschiedlichen Cx43/Cx45-defizienten Klonen gezeigt werden konnte, ist dies jedoch
unwahrscheinlich. Mittels eines Rettungsexperimentes kdnnte der Einfluss der Connexine
jedoch bewiesen werden. Dabei wirde Cx43 mit einem lentiviralen Vektor in die
Cx43/Cx45del Zellen transduziert. Da Cx45-defiziente ES-Zellen keine Stérung der
Herzmuskelzellenentwicklung zeigen (Egashira et al., 2004), sollten die Cx43/Cx45del
Zellen somit ihre Fahigkeit, in Kardiomyozyten zu differenzieren, zurlickerlangen. Eine in
diesem Zusammenhang interessante Beobachtung ist, dass humane ES-Zellen, in denen
Cx43 mittels Transduktion lentiviraler Konstrukte Uberexprimiert wurde, ebenfalls einen
Defekt in der Kardiomyozytenentwicklung aufweisen (Moore et al., 2008). Falls eine

erfolgreiche Transduktion den beobachteten Phanotyp nicht rliickgangig macht, kénnte
126



Diskussion

dies auch an der konstitutiven Expression des Cx43 durch den viralen Promotor liegen.
Abschlieflend lasst sich sagen, dass nach Deletion von Cx43 und Cx45 ein negativer
Einfluss auf die Auspragung spontan kontrahierender Bereiche in Embryonalkérperchen
zu beobachten war. Bereits publizierte Studien lassen eine wichtige Funktion der beiden
Connexine wahrend der Herzmuskelzellendifferenzierung plausibel erscheinen. So
sterben Cx43 wie auch Cx45 defiziente Mause pranatal an einem Herzdefekt. Im Falle von
Cx43 wird der Tod durch morphologische Defekte des Ausflusstraktes ausgeldst (Reaume
et al., 1991), wahrend bei Cx45 Entwicklungsstorungen sowohl des Herzens als auch der
Blutgefalle zum Tod der Tiere fihren (Kriger at. al., 2000; Nishii et al., 2001). In vitro
werden Cx43 und Cx45 in ES-Zellen, in Embryonalkdrperchen sowie in kontrahierenden
Kardiomyozyten exprimiert (Oyamada et al., 2002). Cx43/Cx45-doppeltdefiziente Tiere
wurden bisher nicht erzeugt.

Betrachtet man die Kardiomyozytendifferenzierung von Cx43- und Cx45-defizienten ES-
Zellen, zeigen sich interessanterweise keine Auffalligkeiten im Vergleich zu den
verwendeten Kontrollzellen (Reaume et al., 1991, Banach et al., 2003; Egashira et al.,
2004). Die Tatsache, dass die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Deletion beider
Connexine zu einer gestoérten Entwicklung von Herzmuskelzellen flhrt, deutet deshalb auf
eine redundante Funktion beider Connexine wahrend des Differenzierungsprozesses hin.
Bei Verlust des einen Connexins wird dessen Funktion vom anderen kompensiert.

Zu der Frage, welche molekulare Funktion Cx43 und Cx45 wahrend der Differenzierung
embryonaler Stammzellen in Kardiomyozyten spielen kénnten, lassen sich bisher nur
Spekulationen anstellen. Denkbar ist, dass kleine Botenstoffe zwischen den Zellen
ausgetauscht werden, welche direkten Einfluss auf die Genexpression benachbarter
Zellen nehmen. Dies konnte flr die koordinierte Differenzierung einer Zellpopulation
wichtig sein. Mdgliche Kandidaten dafir sind beispielsweise Kalziumionen und IPs. Es ist
bekannt, dass die intrazellulare Kalziumkonzentration uUber die Steuerung
kalziumabhangiger Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die Genexpression einer Zelle hat.
In diesem Zusammenhang beschreiben Muller-Borer et al. (2007) die Transdifferenzierung
von Leberstammzellen in Kardiomyozyten. Diese geschieht spontan, wenn die
Leberstammzellen in Kokultur mit embryonalen Kardiomyozyten gehalten werden. Dabei
beobachteten die Autoren Kalziumoszillationen in den Kardiomyozyten. Diese Ubertrugen
sich auf die kokultivierten Leberstammzellen. Fernen beschreiben die Autoren, dass Cx43
in Leberstammzellen exprimiert wird und eine funktionelle Gap Junction-vermittelte
Kopplung zwischen Kardiomyozyten und Leberstammzellen ermoglicht. Wurde diese

interzellulare Kommunikation mittels pharmakologischer Gap Junction-Inhibitoren bzw.
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siRNAs gegen Cx43 unterbrochen, Ubertrugen sich die Oszillationen nicht mehr auf die
Leberstammzellen und eine Transdifferenzierung fand nicht statt. Auch der
morphologische Defekt an Herzen Cx45 defizienter Mause geht moéglicherweise auf eine
Stérung der intrazellularen Kalziumkonzentration zurliick, was wiederum Uber eine
reduzierte Aktivierung des kalziumabhangigen Transkriptionsfaktors NF-ATc1 zu einer

Veranderung der Genexpression fuhrt (Kumai et al., 2000).

5.5.3 Untersuchungen zur Rolle von Cx43 und Cx45 bei der neuralen Differenzierung

Neben der Kardiomyozytendifferenzierung wurde ebenfalls die Differenzierung
Cx43/Cx45-defizienter ES-Zellen in Neuronen und Astrozyten untersucht. Dieses
Differenzierungssystem war in so fern interessant, da beide Connexine in ES-Zellen sowie
in neuralen Vorlauferzellen ausgepragt werden. Im weiteren Verlauf der Differenzierung
beschrankt sich die Expression von Cx45 auf neuronale Zelltypen, wahrend Cx43
hauptsachlich in Astrozyten ausgepragt ist (Rozental et al., 2000; Cai et al., 2004). Die
Experimente ergaben jedoch keinen augenscheinlichen Unterschied im neuralen
Differenzierungspotential zwischen Cx43/Cx45flox und Cx43/Cx45del ES-Zellen. Beide
Zelllinien aggregierten in Gegenwart von 0,1y M all-trans-Retinsaure zu Embryonal-
korperchen, die nach sechs Tagen in Suspensionskultur vergleichbare Mengen an
neuralen Vorlauferzellen enthielten. Dies konnte mittels einer Immunfluoreszenzanalyse
mit Antikdrpern gegen Nestin nachgewiesen werden. Nach vier bis sechs Tagen in
adharenter Kultur zeigten sich bei beiden Genotypen Astrozyten wie auch Neuronen.
Diese konnten mit Hilfe von Antikdrpern gegen die Markerproteine GFAP und B-IlI-Tubulin
identifiziert werden. Obwohl keine augenscheinlichen Unterschiede im Differenzierungs-
verhalten der beiden Zelllinien erkennbar waren, sollte die genaue Expressionsstarke der
einzelnen neuralen Markerproteine in weiterfUihrenden Experimenten mittels Immunoblot
bestimmt und verglichen werden. Solche Experimente wurden bereits im Zuge dieser
Arbeit begonnen. Die Menge an entstandenen Neuronen und Astrozyten variierte jedoch
stark von Experiment zu Experiment, weshalb sehr viele Analysen notwendig sein werden,
um eine verlassliche Aussage treffen zu konnen.

Im Gegensatz zum generellen Differenzierungspotential, waren bezlglich des Verhaltens
der Zellen in Kultur augenscheinliche Unterschiede zwischen den Genotypen zu
beobachten. So waren die Cx43/Cx45flox Neurone und Astrozyten in weiten Teilen der
bewachsenen Flache der Kulturschale zu finden, wahrend die Cx43/Cx45del Zellen in

dicht gepackten Arealen wuchsen. Dies konnte auf eine verminderte Migrationsfahigkeit
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der Connexin-defizienten Zellen hindeuten. Ein solcher Effekt ist nach Deletion von Cx43
sowohl fur Neuronen als auch fur Astrozyten beschrieben (Fushiki et al., 2003; Elias et al.,
2007; Wienken-Barger et al., 2007; Marins et al., 2009). Somit ist ein solcher Befund kein
unerwarteter Phanotyp. Dennoch ware es interessant das Migrationsverhalten der Zellen

mit adaquaten Testverfahren zu bestatigen und statistisch zu quantifizieren.
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6. Ausblick

Connexine in ES-Zellen

Der Einfluss von Connexinen und Gap Junction-vermittelter Kommunikation auf Tod und
Uberleben von Zellen wird schon seit einigen Jahren in der Literatur diskutiert. In
zahlreichen Studien konnte dabei in Abhangigkeit vom Zelltyp bzw. dem zellularen Kontext
sowohl ein pro- wie auch ein anti-apoptotischer Effekt von Gap Junctions gezeigt werden
(zusammengefasst von Krysko et al., 2005). Wahrend dieser Arbeit wurde mittels
verschiedener genetischer Methoden die Gap Junction-vermittelte Kommunikation
moduliert. Jedoch flhrte selbst eine starke Reduktion der Zell-Zell-Kopplung von bis zu
96% zu keinerlei Anstieg der Apoptoseraten. Méglicherweise ist ein solcher Effekt unter
optimalen Kulturbedingungen auch gar nicht zu erwarten. Zahlreiche Studien zeigen
jedoch einen anti-apoptotischen Effekt von Connexinen unter Stressbedingungen wie
beispielsweise bei erhohtem oxidativem Stress (Lin et al., 2003; Giardina et al., 2007).
Solche Bedingungen koénnen herbeigeflihrt werden, indem man dem Kulturmedium
Menadion oder Wasserstoffperoxid zusetzt, bzw. die Zellen in Kulturmedium ohne f -
Mercaptoethanol kultiviert werden. Es ware interessant zu vergleichen, ob Cx43/Cx45flox
und Cx43/Cx45del ES-Zellen unter diesen suboptimalen Kulturbedingungen
unterschiedlich gut wachsen bzw. Gberleben kdnnen.

Des Weiteren wurden in den Cx43/Cx45del ES-Zellen zwar Cx43 und Cx45 deletiert und
die Zell-Zell-Kopplung auf 4% reduziert, das dritte in ES-Zellen exprimierte Connexin Cx31
wird jedoch weiterhin ausgepragt. Mittels siRNAs ware es moglich die Expression dieses
Connexins zu reduzieren und die Gap Junction-vermittelte Kommunikation in ES-Zellen

nahezu komplett zu unterbinden.

Connexine wahrend der neuralen Differenzierung

Generell war die Differenzierung von Cx43/Cx45flox wie auch Cx43/Cx45del ES-Zellen in
Neurone wie Astrozyten mdglich. Auffallig war jedoch, dass Cx43/Cx45flox Neurone bzw.
Astrozyten nach 8 Tagen in adharenter Kultur Uber die komplette bewachsene Flache der
Kulturschale verteilt vorlagen, wahrend die Connexin-defizienten neuralen Zellen dicht
gepackt in definierten Arealen lokalisiert waren. Dies lasst ein gestortes
Migrationsverhalten der Cx43/Cx45del Zellen vermuten. Ein solcher Phanotyp ist bereits in

mehreren Publikationen flr Cx43 defiziente Astrozyten und Neurone in vivo beschrieben

130



Ausblick

(Fushiki et al., 2003; Elias et al., 2007; Wienken-Barger et al., 2007; Marins et al., 2009).
Um den moglichen Migrationsdefekt in vitro zu quantifizieren konnte beispielsweise das
,oris cell migration“ Testverfahren der Firma AMS Biotechnologie verwendet werden.
Dabei wird ein kreisrunder Bereich im Zentrum jeder Vertiefung einer 24-Lochschale
mittels eines Stempels ausgespart. Nun werden die Zellen auf die Kulturschale ausgesat.
Sobald die Zellen am Boden der Schale angewachsen sind wird der Stempel entfernt. In
den nachsten Tagen kénnen die Zellen in den zuvor ausgesparten Bereich einwandern.
Nach einem definierten Zeitraum wird die 24-Lochschale fotografiert und der Durchmesser
der noch unbewachsenen Flache bestimmt. Je mehr Zellmigration stattfindet, desto kleiner
wird der Durchmesser der Flache auf der keine Zellen zu finden sind. Um dieses
Testverfahren  durchfuhren zu kénnen, muissten aus den Nestin positiven
Embryonalkdrperchen zunachst mittels Trypsinbehandlung eine Einzelzellsuspension

erzeugt werden werden.

Connexine wahrend der Kardiomyozytendifferenzierung

Die im Zusammenhang mit dieser Dissertation durchgefuhrten Experimente lassen darauf
schlieBen, dass der Verlust der Connexine Cx43 und Cx45 einen negativen Einfluss auf
die Kardiomyozytendifferenzierung hat. WeiterfUhrende Experimente muissen nun zuerst
die Frage klaren, ob keine Herzmuskelzellen gebildet werden oder ob Kardiomyozyten
vorhanden sind, aber keine spontanen Kontraktionen zeigen. Hierzu konnte die
Expressionsstarke der kardialen Transkriptionsfaktoren GATA-4 und Nkx2-5 in
Embryonalkérperchen quantifiziert und zwischen den Zelllinien verglichen werden.
Ebenfalls bieten sich a-Aktinin und Cx40 als kardiale Marker an (Oyamada et al., 1996 ;
David et al, 2008). Die Expressionsstarke der Markerproteine konnte mittels
Immunoblotanalysen bzw. quantitativer PCR-Analyse verglichen werden. Die wahrend der
spontanen Differenzierung von ES-Zellen entstehenden Kardiomyozyten machen lediglich
einen kleinen Prozentsatz der Zellen im Embryonalkdrperchen aus. Daher ist es fraglich,
ob die Proteinmenge ausreichend ist um eine Immunoblotanalyse durchfuhren zu kdnnen.
Daher erscheint die quantitative PCR als bessere Alternative, auch wenn mit dieser
Methode die tatsachliche Proteinmenge nicht zu ermitteln ist. Sollte sich zeigen, dass
keine Kardiomyozyten gebildet werden, gilt es zu bestimmen, zu welchem Zeitpunkt der
Entwicklung die Storung eintritt.

Zusatzlich sollte ein Kontrollexperiment durchgefihrt werden, da zwischen der

Transduktion der ES-Zellen mittels der Cre-Rekombinase und den durchgefihrten
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Experimenten mindestens zehn Passagen lagen. In dieser Zeit wurden die Cx43/Cx45-
defizienten Klone isoliert, expandiert und charakterisiert. Obwohl die Kontrollzellen unter
den gleichen Bedingungen parallel kultiviert wurden, besteht die Mdglichkeit, dass die
Cx43/Cx45del Zellen in vitro einen Teil ihres Entwicklungspotentials eingebuf3t haben.
Dies konnte sich auf die Kardiomyozytendifferenzierung auswirken. Im Zuge eines
Rettungsexperiments kdonnte Cx43 mit einem lentiviralen Vektor in die Cx43/Cx45del
Zellen transduziert werden. Da Cx45-defiziente ES-Zellen keine Stérung der
Herzmuskelzellenentwicklung zeigen (Egashira et al., 2004), sollten die Cx43/Cx45del

Zellen somit ihre Fahigkeit, in Kardiomyozyten zu differenzieren, zurlickerlangen.

Falls das Rettungsexperiment gluckt, ware es daruberhinaus denkbar weitere
Connexinisoformen in die Zellen einzubringen um zu ermitteln, ob auch andere Connexine

die Fahigkeit zur Herzmuskelzelldifferenzierung wiederherstellen kénnen.
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7. Zusammenfassung

In HM1 ES-Zellen werden sieben Connexin-mRNAs ausgepragt, von denen drei
translatiert werden und als Protein nachweisbar sind. Es handelt sich hierbei um Cx31,
Cx43 und Cx45 deren Expression bereits in der inneren Zellmasse von Blastozysten der
Maus und der Ratte gezeigt wurde (Houghton et al., 2002). Im Gegensatz zu humanen
ES-Zellen konnte Cx40 in mES-Zellen nicht nachgewiesen werden. Die Connexone sind in
den Zellmembranen der embryonalen Stammzellen lokalisiert und zeigen in der
Immunfluoreszenzanalyse ein punktférmiges Signalmuster, was auf eine Anordnung in
Gap Junction-Plaques hindeutet. Ko-Immunoprazipitationsanalysen an aufgereinigten
Connexonen belegen, dass heteromere Halbkanale aus Cx31 und Cx43 sowie Cx43 und
Cx45 ausgepragt werden. DarlUber hinaus sind auch homomere Connexone aus jeweils
einer der drei Connexinisoformen mdglich. Mikroinjektionsanalysen zeigen die Ausbreitung
injizierter niedermolekularer Fluoreszenzfarbstoffe mit negativer und positiver Ladung
sowie verschiedenen Molekulargewichten zwischen 287 und 443. Dies ist ein direkter
Nachweis flir Gap Junction-vermittelte Kommunikation zwischen embryonalen
Stammzellen. Eine Ausbreitung via Plasmabricken lasst sich durch Injektionen des

Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin Dextran (10 kDa) ausschlief3en.

Werden HM1 Zellen mit den pharmakologischen Gap-Junction Inhibitoren 18-AGA bzw.
Carbenoxolon behandelt, 16st dies in den ES-Zellen einen signifikanten Anstieg der
Apoptoserate aus. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass Gap Junction-vermittelte Zell-Zell-
Kopplung ES-Zellen vor Apoptose schitzt. Um die These zu verifizieren wurde Cx43 in
ES-Zellen deletiert und zusatzlich wurden Cx31 und Cx45 mittels siRNA um
durchschnittlich 87% bzw. 75% reduziert. Dies fuhrte zu einer vergleichbaren Reduktion
der Zell-Zell-Kopplung wie sie bereits zuvor mittels der pharmakologischen Inhibitoren
erreicht wurde. Es konnte dabei jedoch keinerlei Anstieg der Apoptoserate beobachtet
werden. Um die Diskrepanz zwischen Pharmakologie und Genetik zu erklaren, wurden
genauere Untersuchungen der Wirkweise von 18-AGA durchgefuhrt. Dabei zeigte sich,
dass der pharmakologische Inhibitor keinerlei Einfluss auf die Zell-Zell-Kopplung in Cx43
defizienten ES-Zellen hatte, jedoch in gleichem Malie Apoptose ausldste wie bereits bei
HM1 Zellen beobachtet. Daraus darf gefolgert werden, dass 18-a-Glycyrrhetinsaure
Connexin43 effizient blockiert, wahrend die Kopplung, die von den Connexinen Cx31 und
Cx45 vermittelt wird nicht beeinflusst ist. Dartiber hinaus wird die von 18-AGA induzierte

Apoptose unabhangig von der Blockade der Gap Junction-vermittelten Kommunikation
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ausgelost und geht somit auf einen bisher unbekannten Nebeneffekt des Inhibitors zurick.

Weiterhin wurden Cx43/Cx45 doppelt defiziente ES-Zellen erzeugt. Diese zeigten, trotz
Reduktion der Zell-Zell-Kopplung auf 4%, bezlglich Zellmorphologie, Proliferation und
Apoptose keinerlei Unterschiede zu den verwendeten Kontrollzellen. Auch die
Expressionsstarke des Stammzellmarkers Oct4 war nicht verandert. Wurden die Zellen
differenziert, ergaben sich jedoch Hinweise auf eine Beintrachtigtigung der
Kardiomyozytenentwicklung. Im Verlauf der neuralen Differenzierung zeigten
Cx43/Cx45del ES-Zellen keinerlei Auffalligkeiten. Immunfluoreszenzanalysen deuten
jedoch moglicherweise auf eine Migrationsstorung der Cx43/Cx45 defizienten neuralen

Vorlauferzellen bzw. der Neurone und Astrozyten hin.
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Anhang

9. Anhang

9.1 Abkirzungsverzeichnis

A. bidest zweifach destilliertes Wasser

Abb. Abbildung

abs. Absolut

Amp Ampizillin(-Resistenzgen)

APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaare

BCA Bichinonsaure

BSA Rinderserum Albumin

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celcius

cAMP zyklisches Adenosin monophosphat

cDNA copy DNA

C-Terminus  carboxyterminales Ende eines
Peptids

Cx Connexin

Da Dalton

dATP Desoxy-adenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

deion. deionisiert

del deletiert

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2’-desoxy-Nukleosid-5’- Triphosphat

DSP Downstream Primer

DTT Dithioreitol

E. coli Escherichia coli

EB Embryoid body (Embryonalk&rperchen)

ED Embryonaltag

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eGFP enhanced green fluorescent protein

engl. englisch

ES-Zellen Embryonale Stammzellen

et al. et altera

EtOH Ethanol

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FCS fotales Kalberserum

FSH Follikel stimulierendes Hormon

Mg Mikrogramm

g Gramm

h Stunde(n)

kb Kilobasenpaare (1000 bp)

kDa Kilodalton (1000 Da)

konz. konzentriert

Ml Mikroliter

HIV Human Immunodeficiency Virus

hCG Humanes Chorion-Gonadotrophin

I Liter

LH Luteinisierungshormon

LIF Leukemia inhibitory factor

Lsg. Loésung

M Molar

mA Milliampere

145

mg

min

ml

mM

mRNA
NAD+
Neurobiotin
nm

um

nM

NLS
N-Terminus

MMLV
MW
Panx
PBS
PCR
pH

PKC
PMSG
PTD
Puro
RNase
RNA
RT
RT(-PCR)
SDS
sec
siRNA
SSC
Tab.
TAT
TBE

TE
TEMED
TUNEL

Tris
U
Upm
USP
UTR
uv
VP
viv
Vol.
wiv
WT
X-Gal

z. B.
18-AGA

Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimolar

Boten-RNA
Nikotinamid-adenindinukleotid
N-[2-aminoethyl]-biotinamid
Nanometer

Mikrometer

Nanomolar
Kernlokalisationssequenz
aminoterminales Ende eines
Peptids

Moloney Murine Leukemia Virus
Molekulargewicht

Pannexin

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion
negativer dekadischer Logarithmus
der Wasserstoffionenkonzentration
Proteinkinase C

Pregnant Mare Serum Gonadotrophin
Proteintransduktionsdoméne
Puromyzin(-Resistenzgen)
Ribonuklease

Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Reverse Transkription
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Short interfering RNA
Trinatriumcitrat

Tabelle

Transactivator of transcription
Tris-Borat-EDTA Puffer

Tris-EDTA Puffer
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Enzymeinheit (Unit)

Umdrehungen pro Minute
Upstream Primer

untranslatierter Bereich

ultraviolett

Vaginalpfropf

Volumen pro Volumen

Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
Galaktosid

zum Beispiel
18-alpha-Glycyrrhetinsaure





