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Die Kunst des Neuronenschmiedens:
Direkte Reprogrammierung
somatischer Zellen in induzierte
neuronale Zellen
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Zusammenfassung

Zellulire Reprogrammierung hat zu véllig neuen Einsichten in die Plastizitit von
terminal differenzierten Zellen gefiihrt und zeigt neuartige Wege fiir therapeutische
Ansitze der Zelltherapie fiir neurologische Erkrankungen auf. Mit zunehmender
Kenntnis der Programme, die der Bildung der unterschiedlichen neuralen Zelltypen
zugrunde liegen, insbesondere mit der Identifizierung dabei relevanter Transkriptions-
faktoren und microRNAs, ist es gelungen, somatische Zellen unterschiedlicher Couleur
in induzierte neuronale Zellen (iNZ) beziehungsweise neurale Stammzellen (iNSZ) zu
reprogrammieren. Beginnend mit dem generellen Konzept der Reprogrammierung
diskutieren wir hier drei Paradigmen: die direkte Konversion 1) von ZNS-fremden
Zellen wie Hautfibroblasten in iNZ und iNSZ; 2) von endogen im ZNS vorkommenden
Zellen wie z.B. Astroglia und Perizyten in iNZ und 3) von einem Nerven-Zelltyp in einen
anderen. Letztere Reprogrammierung konnte wihrend der friihen Hirnentwicklung
bereits erfolgreich in vivo vollzogen werden, was dem Unterfangen, direkte Reprogram-
mierung in situ herbeizufiihren, einen kriftigen Impuls gibt.

Abstract

The art of forging neurons: direct reprogramming of somatic cells into induced neu-
ronal cells.

Cellular reprogramming has shed new light on the plasticity of terminally differentiated
cells and discloses novel strategies for cell-based therapies for neurological disorders.
With accumulating knowledge of the programs underlying the genesis of the distinct
neural cell types, especially with the identification of relevant transcription factors and
microRNAs, reprogramming of somatic cells of different origins into induced neuronal
cells or neural stem cells has been successfully achieved. Starting with the general con-
cept of reprogramming we discuss here three different paradigms: 1) direct conversion
of CNS-foreign cells such as skin fibroblasts into induced neuronal cells or neural stem
cells; 2) transdifferentiation of CNS resident cells such as astrocytes and brain pericytes
into induced neuronal cells; 3) reprogramming of one neuronal subtype into another.
The latter has already been successfully achieved in vivo during early brain develop-
ment, providing strong impulse for the attempt to succeed in direct reprogramming in
situ for future brain repair.

Keywords: lineage reprogramming; transdifferentiation; cell-based therapy; astro-
cytes; pericytes

Einleitung

Die Idee mittels eines Zaubertricks ein
Wesen in ein anderes zu verwandeln, hat
die Menschen seit Jahrtausenden fasziniert.
So erzéhlt Homer von der Fihigkeit der
Zauberin Kirke, Menschen in Schweine
zu verhexen. Ahnlich versuchen Entwick-
lungsbiologen, die definierte Identitét einer
gegebenen Zelle gezielt zu verdndern. Dabei
basiert eine bestimmte zelluldre Identitdt auf
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einem transkriptionellen regulatorischen
Netzwerk, das sich durch positive Riick-
kopplungsschleifen aufrechterhilt und ein
bestimmtes Gen-Expressionsmuster indu-
ziert. Der sich dabei einstellende (meta-)
stabile Zustand der Gen-Expression wird
auch als das zelluldre Programm bezeichnet.
Durch Manipulieren des Programms, z.B.
durch Uberexpression von regulatorischen
Schliisselkomponenten wie Transkriptions-
faktoren oder microRNAs, kann die Zelle in

einen instabilen Zustand tiberfiihrt werden,
der es ihr erlaubt, ein neues transkriptionelles
regulatorisches Netzwerk zu etablieren
(Abbildung 1), und damit eine neue Iden-
titdt anzunehmen — ein Prozess, der als
zelluldre Reprogrammierung Berithmtheit
erlangt hat. In diesem Artikel werden wir
aktuelle Ansétze und Entwicklungen bei der
direkten Reprogrammierung somatischer
Zellen in induzierte neuronale Zellen (iNZ)
und induzierte neurale Stammzellen (iNSZ)
diskutieren.

Rewinding the film: Wiedererlangung
der Pluripotenz

Am besten verstanden (wenn auch immer
noch liickenhaft) ist die Reprogrammierung
somatischer Zellen wie z.B. von Fibrobla-
sten in induzierte pluripotente Stammzellen
(iPSZ), d.h. Zellen mit demselben breiten
Entwicklungspotenzial wie embryonale
Stammzellen (ES). Voraussetzung fiir die
von Takahashi und Yamanaka 2006 ent-
wickelte Strategie der Reprogrammierung
mittels der vier Transkriptionsfaktoren Oct4,
Sox2, Kl1f4 und c-Myc (Takahashi und Ya-
manaka 2006) war ein relativ gutes Verstind-
nis der transkriptionellen Mechanismen, die
dem Aufrechterhalten der Pluripotenz in
ES-Zellen zugrunde liegen. Dabei werden
zundchst Schliisseltranskriptionsfaktoren
exogen in die Ausgangzellen eingeschleust,
was initial zur stochastischen Induktion
einiger Zielgene fithren kann. Verlauft diese
Initialziindung erfolgreich, kommt es nun
zur hierarchischen (Re-)Aktivierung der en-
dogenen Faktoren, die das transkriptionelle
Kern-Netzwerk der Pluripotenz-Regulation
konstituieren und damit zur vollstdndigen
Reprogrammierung der Zelle. Vermutlich
héngt dabei die anfinglich stochastische
Aktivierung von Pluripotenz-Genen ganz
wesentlich von deren epigenetischen Status
(DNA-Methylierung, Histonmodifikationen)
ab. Deswegen spielen insbesondere wihrend
der Initialphase Enzyme eine wichtige Rolle,
die helfen, bestehende epigenetische Signa-
turen zu beseitigen und neue zu etablieren.

Ohne Umschweife zu einer neuen
Identitat: Direkte Reprogrammierung

Grundsitzlich ist es vorstellbar, dass jedem
Zelltyp sein eigenes transkriptionelles Kern-
Netzwerk zugrunde liegt, so auch neuralen
Stammzellen und ihren Nachkommen, d.h.
Neuronen, Astroglia und Oligodendroglia.
Allerdings sind diese Kern-Netzwerke,
sofern sie existieren, bei Weitem nicht so
gut verstanden wie in pluripotenten Stamm-
zellen. Nichtsdestotrotz ist es Forschern
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Abb. 1: Prinzip der Reprogrammierung. Dargestellt ist der Wechsel in der Aktivitat zweier transkriptioneller regulatorischer Netzwerke
infolge exogen zugefiihrter Transkriptionsfaktoren. A) Netzwerk 1 (griin) ist aktiv im Zelltyp 1. B) Aktivierung eines schlafenden Netz-
werkes (grau) unter dem Einfluss exogener Transkriptionsfaktoren. Durchbrochene Linien zeigen die Unterbindung von Netzwerk-Interakti-
onen an, farbige Linien die Neuformierung von Netzwerk-Interaktionen. C) Netzwerk 2 (rot) ist aktiv im Zelltyp 2.

gelungen, tiber die forcierte Expression
entwicklungsrelevanter Transkriptions-
faktoren, die hochstwahrscheinlich Be-
standteil von solchen Kern-Netzwerken
sind, somatischen Zellen unterschiedlicher
Couleur eine neue, neurale Identitdt aufzu-
zwingen. Historisch gesehen erfolgte dies
zuerst innerhalb der Abstammungslinie
des Neuralektoderms, niamlich von Astro-
gliazellen zu iNZ (Heins et al. 2002), ist
aber mittlerweile sogar tiber die Keimblatt-
Barriere hinweg aus Zellen mesodermalen
und endodermalen Ursprungs gelungen.
Bei dieser Reprogrammierung durchlaufen
die Zellen kein pluripotentes Stadium und
das Annehmen der neuen Identitét verlduft
daher direkt, typischerweise sogar ohne
Zellteilung.

Der Werkzeugkasten: Transkriptions-
faktoren und microRNAs

In der Studie, in der es erstmalig gelang,
nicht-neuronale Zellen in iNZ zu trans-
differenzieren, wurde der Transkriptions-
faktor Pax6 mittels retroviraler Partikel in
Astrogliazellen aus dem zerebralen Kortex
postnataler Méuse eingeschleust (Heins et
al. 2002). Diesem Experiment lag der Be-
fund zugrunde, dass Pax6-Expression fiir
das neurogene Potenzial der radialen Glia
wiahrend der Neurogenese verantwortlich
zeichnet und dass die nachfolgende Ab-
nahme der Pax6-Expression das Ende der
Neurogenese und den Beginn der Glioge-
nese wihrend der Embryonalentwicklung
demarkiert. Tatsdchlich konnten Magda-
lena Go6tz und ihre Mitarbeiter — damals
am Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie,
Martinsried — zeigen, dass Astrogliazellen
unter dem Einfluss von Pax6 eine neuro-
nale Morphologie und Marker-Expression
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annehmen, wiahrend die astroglialen
Eigenschaften verloren gehen (Heins et
al. 2002).

2010 gelang der Arbeitsgruppe um
Marius Wernig an der Stanford University
das Kunststiick, Zellen mesodermalen Ur-
sprungs, namlich Fibroblasten, durch for-
cierte Expression dreier Transkriptionsfakto-
ren in funktionelle iNZ zu reprogrammieren
(Vierbuchen et al. 2010). Dabei gingen
sie zundchst von einem gréferen Pool an
Kandidaten-Faktoren aus und eliminierten
auf empirischer Basis einen um den anderen
Faktor bis sie schlielich den effizientesten
Mix (Ascll, Brn2, Mytll) an Transkripti-
onsfaktoren identifizierten. Kurioserweise
wiesen viele der so generierten iNZ Eigen-
schaften glutamaterger Neurone auf.

Diese Studie 16ste nahezu einen Hype
aus: Dem gleichen Prinzip folgend, gelang
es mehreren Laboratorien, aus Fibroblasten
auch dopaminerge iNZ zu generieren. Da-
bei orientierte sich logischerweise die Re-
zeptur des Transkriptionsfaktor-Cocktails
daran, welche Transkriptionsfaktoren bei
der Bildung dopaminerger Neurone wih-
rend der Embryogenese im Mittelhirn eine
wichtige Rolle spielen. Eine analoge Va-
riation des Transkriptionsfaktor-Cocktails
erlaubte auch die Bildung von spinalen
Motoneuronen. Diese konnten sogar in das
Riickenmark von Hithnchen-Embryonen
transplantiert werden, von wo ihre Axone
zur Skelettmuskulatur projizierten und
dort synaptische Endplatten ausbildeten
(Yang et al. 2011).

Die néchste Herausforderung bestand
darin, diesen Ansatz auf Fibroblasten hu-
manen Ursprungs zu tibertragen. Auch hier
gelang es der Arbeitsgruppe von Marius
Wernig als ersten, humane funktionelle
iNZ zu gewinnen, wobei das Arsenal an

Transkriptionsfaktoren erweitert werden
musste, um dhnlich gute Reprogrammie-
rungsergebnisse wie bei murinen Fibro-
blasten zu erzielen. Eine andere Strategie
wurde im Labor von Gerald Crabtree,
ebenfalls an der Stanford University,
aufgegriffen. Crabtrees Labor interessiert
sich fiir bestimmte Proteinkomplexe, die
das shuffling der Nukleosomen steuern und
damit die lokale Kompaktheit der Chro-
matinstruktur beeinflussen. Embryonale
Stammzellen, neuronale Vorlauferzellen
und postmitotische Neurone unterscheiden
sich in der Zusammensetzung wichtiger
Komponenten des sogenannten brahma-
associated factor (BAF) Chromatin-
Remodellierungskomplexes und verleihen
damit den Komplexen ihre Spezifitit bei
der Regulation der Genexpression. Interes-
santerweise wird wihrend der neuronalen
Differenzierung die Untereinheit BAF53a
des neuronalen Vorlduferzell-spezifischen
BAF-Komplexes iiber die microRNAs
miR-9/9*% und miR124 reprimiert und
durch die fiir postmitotische Neurone
charakteristische Untereinheit BAF53b
ersetzt. Crabtree machte sich nun diesen
Mechanismus zunutze, um humane Fi-
broblasten in iNZ zu reprogrammieren
(Yoo et al. 2011). Tatsdchlich konnte sein
Team zeigen, dass Expression dieser mi-
croRNAs in humanen Fibroblasten zur
Induktion neuronaler Markergene fiihrte.
Allerdings war die Ausbeute sehr gering,
fithrte aber in Kombination mit neuroge-
nen Transkriptionsfaktoren (NeuroD2,
Ascll, Mytll) zu einer erfolgreichen Kon-
version adulter humaner Hautfibroblasten
in elektrophysiologisch funktionelle iNZ.
Nicht nur die Zusammensetzung des BAF
Chromatin-Remodellierungskomplexes
wird tiber die Expression von miR124
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reguliert, sondern dariiber hinaus scheint
diese microRNA auch in anderen Schalt-
kreisen, die fiir neuronale Differenzierung
wihrend der Entwicklung entscheidend
sind, involviert zu sein. So inhibiert ein
RNA-bindendes Protein namens PTB
(poly-pyrimidine-tract-binding) neuronale
Gen-Expression iiber die Regulation von
microRNA-Bindung an ihre Ziel-RNAs.
Im Laufe der Embryogenese wird PTB tiber
miR124 reprimiert, was zur Induktion der
Neurogenese fiihrt. Unterdriickt man nun
die Expression von PTB iiber short hairpin-
RNA:s, lassen sich Fibroblasten in iNZ mit
funktionellen elektrophysiologischen Eigen-
schaften transdifferenzieren.

Die Feineinstellung der
Stellschrauben: Small molecule
Inhibitoren fiir eine gesteigerte
Reprogrammierungseffizienz

Ungeachtet der bisherigen Erfolge bei der di-
rekten Reprogrammierung von somatischen
Zellen in iNZ, bleibt die Frage offen, ob die
Donor-Zellsignatur vollstindig geldscht
und durch diejenigen der iNZ ersetzt wird.
Tatséchlich scheint der Differenzierungsgrad
der Ausgangszellpopulation eine Rolle zu
spielen, da beispielsweise terminal diffe-
renzierte postmitotische Hepatozyten zwar
in iINZ transdifferenziert werden konnen,
aber eine nachweisbare epigenetische
Signatur ihrer urspriinglichen Identitit
beibehalten. Ahnliches gilt auch fiir adulte
Fibroblasten, wo es deutlich schwieriger
ist, eine Umwandlung in funktionelle iNZ
zu induzieren. Aus diesem Grund hat das
Forscherteam um Oliver Briistle an der
Universitdt Bonn nach Wegen gesucht,
die Effizienz der Reprogrammierung zu
steigern und fand, dass der kombinierte
Einsatz von GSK-3p3-(CHIR99021) und
SMAD-(SB-431542) Inhibitoren zu einer
deutlich gesteigerten Reprogrammierungs-
effizienz und Reinheit der so gewonnenen
iNZ-Population fithrt (Ladewig et al. 2012).
Interessanterweise kann durch die Inhibition
des transforming growth factor-f3 (TGF-$3)/
SMAD-Signalweges sowohl die Effizienz
der Reprogrammierung von Fibroblasten in
iNZ als auch iPSZ gesteigert werden, was
auf Parallelen in den beiden Reprogrammie-
rungsprozessen hinweist.

Direkte Reprogrammierung von
somatischen Zellen in induzierte
neurale Stammzellen

Ein genereller Nachteil der direkten Re-

programmierung von Fibroblasten in iNZ
besteht darin, dass man pro Fibroblast nur
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eine iNZ gewinnt. Um dieser Limitation zu
entgehen, haben verschiedene Forscherte-
ams versucht, Fibroblasten in induzierte
neurale Stammzellen (iNSZ) zu konver-
tieren (Lujan und Wernig 2012). Dies hitte
den Vorteil, dass sich neurale Stammzel-
len im Prinzip beliebig vermehren lassen
und nicht nur in Neurone, sondern auch
in Gliazellen, die zunehmend in den
Fokus der klinischen Forschung geraten,
differenzieren konnen. Interessanterweise
haben verschiedene Forscherteams sehr
unterschiedliche Strategien verfolgt, um
iNSZ zu generieren. Das Wernig-Labor
testete eine Batterie von Kandidaten-
Transkriptionsfaktoren und fand, dass
die Triade bestehend aus Brn2, Sox2
und FoxGl tatsédchlich tripotente neurale
Vorlduferzellen induzieren kann, die sich
neben Vorderhirn-dhnlichen Neuronen
auch in Astrozyten und Oligodendrozyten

differenzieren konnen. Letztere waren in
der Lage, sich in vivo nach Transplantation
in ein neonatales Gehirn zu integrieren
und fithrten in Shiverer-Miusen, die einen
Myelinisierungsdefekt aufweisen, zu einer
verbesserten Myelinbildung.

Einen etwas anderen Ansatz zur Gewin-
nung von iNZ wihlte das Scholer-Labor
vom Max-Planck-Institut fiir molekulare
Biomedizin, Miinster. Die Grundidee
bestand darin, Oct4 des Yamanaka-
Cocktails, der zur Reprogrammierung
in pluripotente iPSZ fiihrt, durch eine
anderen POU-Domiédne enthaltenden
Transkriptionsfaktor zu ersetzen, ndmlich
Brn4. Interessanterweise wiesen die so
gewonnenen iNSZ eine dhnliche moleku-
lare Signatur auf wie neurale Stammzellen
aus dem Hinterhirn bzw. Riickenmark,
was darauf hindeutet, dass unterschied-
liche Reprogrammierungsprotokolle zu

Abb. 2: Glutamaterges Neuron nach direkter Reprogrammierung einer postnatalen As-
trogliazelle mittels retroviraler Expression von Neurog2 (pCAG-Neurog2-IRES-DsRed). A)
Das Immunfluoreszenzbild zeigt Expression der Ca?*/Calmodulin-abhangigen Kinase lla
(griin) sowie Cluster von vesikularen Glutamat-Transportern (weif3) auf den dendritischen
Fortsatzen der transduzierten Zelle (DsRed). B) Vergrof3erung des Ausschnitts in (A).
Rote Pfeilspitzen markieren prasynaptische Kontaktstellen mit spine-Kopfen. Skalierung
5 pM. Adaptiert von Heinrich et al. 2010 (PLoS Biol. 2010 May 18;8(5):e1000373. doi:

10.1371/journal.pbio.1000373.
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einer anderen Regionalisierung der iNSZ
fiihren.

Wieder ein anderer Gedankengang,
wie aus Fibroblasten iNSZ zu gewinnen
sein konnten, wurde von dem Labor von
Frank Edenhofer an der Universitdt Bonn
verfolgt. Hier wurde von der Annahme
ausgegangen, dass wihrend der initialen
Phase der Reprogrammierung in Richtung
Pluripotenz partiell reprogrammierte
Zellen ein instabiles Stadium durchlau-
fen, in dem spontan Zellen mit neuralen
Stammzelleigenschaften gebildet werden
konnten. In der Tat konnte gezeigt werden,
dass durch Unterbrechung der Reprogram-
mierung durch zeitlich limitiertes Darrei-
chen von Oct4 (mithilfe von transienter
Proteintransduktion), Fibroblasten zur
Bildung von iNSZ angeregt werden.

Direkte Reprogrammierung endogen
im Gehirn vorkommender Zellen

Aus der Reprogrammierung von Fibroblas-
ten in iNZ oder iNSZ lassen sich wichtige
Erkenntnisse gewinnen iiber die Barrieren,
die einer Transdifferenzierung im Wege
stehen, bzw. liber Losungsansitze, wie
diese liberwunden werden konnen. Denk-
bar ist auch, dass iiber direkte Reprogram-
mierung generierte iNZ oder iNSZ fiir die
Modellierung humaner neurodegenerativer
Erkrankungen oder sogar zur Transplanta-
tion und damit fiir die Zelltherapie zur Ver-
fiigung stehen. Allerdings wird zu kldren
sein, ob sich auf diesem Wege tatsdchlich
klinisch relevante Neuronentypen wie z.B.
dopaminerge Neurone der Substantia nigra
generieren lassen, und ob diese den aus
iPSZ differenzierten Neuronen ebenbiirtig
oder sogar iiberlegen wiren.

Ein besonderer Vorteil der direkten Re-
programmierung besteht allerdings in der
Moglichkeit, diese in situ im gewiinschten

Gewebe zu vollziehen. Das bisher ein-
drucksvollste Beispiel fiir eine direkte in
vivo Reprogrammierung lieferte das Labor
von Deepak Srivastava vom Gladstone
Institute of Cardiovascular Disease in San
Francisco. Uber retrovirale Expression
der Transkriptionsfaktoren Gata4, Mef2c
und Tbx5 konnten Kardiofibroblasten in
funktionelle Kardiomyozyten direkt im
geschidigten Herzgewebe konvertiert
werden (Qian et al. 2012).

Will man diesen Ansatz auf das Zentral-
nervensystem iibertragen, gilt es, geeigne-
te Ziel- Zellpopulationen zu identifizieren,
die sich in Neurone umprogrammieren
lieBen. Generell umfassen Kandidatenpo-
pulationen die verschiedenen Typen von
Makroglia, insbesondere Astrozyten und
oligodendrogliale Vorlduferzellen, Mi-
kroglia, und wie unsere eigenen Arbeiten
belegen auch Gefédf3-assoziierte Perizyten.

Wie oben bereits erwihnt, leistete das
Labor von Magdalena Go6tz Pionierar-
beit mit der Beobachtung, dass Astro-
glia aus dem zerebralen Kortex junger
Maiuse mittels forcierter Expression von
Pax6 zur Neurogenese angeregt werden
konnen. Astrogliazellen repridsentieren
schon deshalb eine interessante Ziel-
Zellpopulation, da sie viele Ahnlichkeiten
mit neuralen Stammzellen wéhrend der
Entwicklung (radiale Glia) und in den
adulten neurogenen Zonen (Stammzell-
Astroglia) aufweisen und sich nach Ver-
letzung de-differenzieren konnen. Diese
Reaktivierung der Astroglia resultiert je
nach Schwere der Gewebsverletzung in
dem voriibergehenden Wiedereintritt in
den Zellzyklus, was mit einer erhdhten
zelluldren Plastizitdt verbunden ist. In der
Tat konnte vor Kurzem gezeigt werden,
dass reaktivierte Astrogliazellen in vitro
sogenannte Neurosphiren bilden kdnnen.
Die ist ein Hinweis darauf, dass reaktive

Astroglia Stammzell-dhnliche Eigenschaf-
ten annehmen konnen.

Bei dem Versuch, Astroglia zur Bildung
unterschiedlicher neuronaler Subtypen
anzuregen, testeten wir Transkriptions-
faktoren, die wiahrend der Vorderhirnent-
wicklung an der Genese glutamaterger und
GABAerger Neurone wesentlich beteiligt
sind. In der Tat konnten wir zeigen, dass
retroviral forcierte Expression von Neu-
rogenin-2 (Neurog2) Astrogliazellen in
glutamaterge iNZ konvertiert (Heinrich et
al. 2010). Diese Neurone wiesen nicht nur
glutamaterge synaptische Transmission
auf, sondern auch morphologische Kenn-
zeichen glutamaterger Projektionsneurone
wie die Ausbildung synaptischer spines
(Abbildung 2).

Wurden in dieselben Astrogliazellen die
Trankriptionsfaktoren DIx2 oder Ascll
eingeschleust, transdifferenzierten diese
in iNZ mit Merkmalen GABAerger Neu-
rone (Heinrich et al. 2010). Ein besonders
spannender Befund war, dass die repro-
grammierten Zellen dhnliche Typen von
Aktionspotenzial-Entladungsmustern auf-
wiesen, wie man sie auch von GABAergen
Neuronen kennt, die ihren Ursprung in der
medialen ganglionischen Eminenz nehmen
und als fast-spiking bzw. low-threshold
burst-spiking Interneurone bezeichnet
werden (Abbildung 3). Der ndchste Schritt
wird nun sein, zu testen, ob eine dhnliche
direkte Reprogrammierung astroglialer
Zellen in verschiedene neuronale Subtypen
auch in vivo moglich ist.

Ein der Reaktivierung von Astrozyten
sehr dhnliches Phdnomen wurde auch
fiir riickenmarksstandige Perizyten be-
schrieben. So konnte das Forscherteam
um Christian Goritz und Jonas Frisén am
Karolinska Institut in Stockholm zeigen,
dass eine Subpopulation von Perizyten,
die sogenannten Typ A-Perizyten, nach
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Abb. 3: Interneuronale Entladungsmuster von DIx2-reprogrammierten Astrogliazellen. A) Fast-spiking-Typ. B) Low-threshold burst-spiking-
Typ. Links: Burst-Entladung nach Strominjektion bei hyperpolarisiertem Membranpotenzial. Rechts: Regular spiking derselben Zelle bei
depolarisiertem Membranpotenzial. Adaptiert von Heinrich et al. 2010.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der direkten Reprogrammierung von Perizyten aus dem humanen adulten zerebralen Kortex in funktio-

nelle iINZ (Karow et al. 2012).

Riickenmarkslésion aktiviert wird und be-
ginnt zu proliferieren. In der Folge 16sen die
Perizyten ihren Kontakt zu den Endothel-
zellen auf und wandern in das ldsionierte
Gewebe ein, wo sie in extrazelluldre Matrix
bildende stromale Zellen differenzieren
und so mafgeblich zur Narbenbildung und
Heilung der Verletzung beitragen (Goritz et
al. 2011). Ob eine dhnliche Reaktivierung
der Perizyten und damit ein regenerativer
Beitrag nach Verletzung von Perizyten
auch im adulten Gehirn erfolgt, ist bis dato
noch nicht beschrieben worden. Allerdings
deuten die eben erwdhnten sowie weitere
Daten darauf hin, dass Perizyten generell
auch im adulten Gewebe einen gewissen
Grad an Plastizitdt aufweisen. Einen wich-
tigen Beitrag lieferte die Arbeitsgruppe von
Giulio Cossu am Ospedale San Raffaele in
Mailand mit dem Befund, dass Perizyten
aus dem humanen adulten Skelettmuskel
Eigenschaften von Muskel-Vorlduferzellen
annehmen konnen. Wurden diese Zellen
isoliert und in chronisch geschiadigte Mus-
keln von Méusen transplantiert, konnten
sie mit Muskelfasern fusionieren und in
einem Mausmodell der Muskeldystrophie
Duchenne zur Regeneration des Muskels
beitragen. Ferner untersuchte das For-
scherteam in einer weiteren Studie auch
das Verhalten von endogenen Perizyten im
Skelettmuskel adulter Mause und zeigte,
dass ein bereits intrinsisch bestehendes
myogenes Differenzierungspotenzial durch
Verletzung noch gesteigert wird.

Unsere eigenen Untersuchungen wiesen
darauf hin, dass auch im adulten humanen
Gehirn Perizyten residieren, die zur di-
rekten Reprogrammierung in iNZ genutzt
werden konnten (Karow et al. 2012). Es
gelang uns, Perizyten-derivierte Zellen
aus dem zerebralen Kortex erwachsener
Patienten zu isolieren, in vitro anzureichern
und zu charakterisieren. Nach Retrovirus-
vermittelter forcierter Expression der Tran-
skriptionsfaktoren Sox2 und Ascll trans-
differenzierten diese Perizyten-derivierten
Zellen in funktionelle iNZ (Abbildung 4).
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Allerdings weisen diese Zellen elektro-
physiologisch noch sehr unreife Eigen-
schaften auf, was mit der generell sehr
langsamen Reifung humaner Neurone
erklarbar ist, aber auch als Hinweis auf
eine noch nicht vollstdndige Repro-
grammierung gesehen werden konnte.
Interessanterweise ergab die Analyse der
so gewonnenen iNZ, dass ein neuronaler
Subtyp entsteht, der sich durch GABA-
Immunreaktivitidt sowie Parvalbumin-
Expression auszeichnet, Evidenz dafiir,
dass diese Zellen einen GABAergen
Phénotyp annehmen.

Das eigentliche Ziel dieser Versuche
endogen im ZNS vorkommende Zellen
in Neurone oder neurale Stammzellen zu
reprogrammieren, ist es, dies letztendlich
in situ zu verwirklichen, wie dies von der
Arbeitsgruppe von Deepak Srivastava so
erfolgreich am Herzen vorgemacht wurde.
Eine Vorreiterin von direkter Reprogram-
mierung in vivo ist Paola Arlotta von der
Harvard University, USA. Ausgehend von
ihrer bahnbrechenden Beobachtung, dass
der Transkriptionsfaktor Fezf2 notwen-
dig ist fiir die Spezifizierung kortikaler
Vorlduferzellen in kortikofugale Neuro-
ne, unternahm sie zusammen mit ihrer
Mitarbeiterin Caroline Rouaux den Ver-
such, Vorlduferzellen aus dem ventralen
Telenzephalon, die sich normalerweise in
GABAerge striatale Projektionsneurone
differenzieren unter dem Einfluss von
Fezf2 in kortikofugale Neurone zu repro-
grammieren. Tatsdchlich gelang es ihnen
zu zeigen, dass in utero Elektroporation
von Fezf2 in das embryonale Striatum zur
Genese glutamaterger Neurone fiihrt, die
nicht nur die Morphologie von Pyramiden-
zellen aus dem Kortex annahmen, sondern
sogar subkortikale axonale Projektionen
ausbildeten, die bis in das Riickenmark
reichten. In einer weiteren Arbeit wollten
die beiden Forscherinnen nun wissen, ob
eine derartige Reprogrammierung noch
gelingen kann, wenn Nervenzellen bereits
postmitotisch geworden sind (Rouaux

und Arlotta 2013). In der Tat erwies es
sich, dass bereits postmitotische Neu-
rone der Schicht 2/3, die normalerweise
kallosale Projektionen ausbilden, in
kortikofugale Neurone umprogrammier-
bar sind. Allerdings war dies nur in der
Frithphase ihres postmitotischen Lebens
moglich. Diese Beobachtung hat zu dem
Konzept eines ,,time window of nuclear
plasticity gefithrt. Vermutlich wird eine
Reprogrammierung zu einem spéiteren
Zeitpunkt durch die Festzementierung der
neuronalen Identitdt durch epigenetische
Modifikationen verhindert. Arlotta und
ihre Kollegen forschen nun daran, wie
dieses Zeitfenster verldngert werden kann.

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass wir
erst am Anfang stehen. Reprogrammierung
erlaubt es zum ersten Mal, patienteneigene
Nervenzellen genauer unter die Lupe zu
nehmen, um Krankheitsmechanismen bes-
ser zu verstehen. Dies wird zweifelsohne
zu einem erheblichen Erkenntniszuwachs
fiithren und auch erlauben, die Wirkung
von Medikamenten systematisch an hu-
manen Nervenzellen zu testen. Dariiber
hinaus gibt es begriindete Hoffnung, dass
zelltherapeutische Ansitze durch die Wei-
terentwicklung indirekter und direkter Re-
programmierungsstrategien neue Impulse
erfahren. In einer idealen Welt konnte es
vielleicht gelingen, {iber Reprogrammie-
rung nicht nur einzelne Nerven- oder Glia-
zellen zu ersetzen, sondern ganze neurale
Keimzonen im geschddigten ZNS-Gewebe
zu kreieren, die dhnlich wie die physiolo-
gisch aktiven Zonen der adulten Neuroge-
nese in der Lage wiren, iiber einen hohen
Ausstof3 junger Neurone, unserem Gehirn
zusétzliche Plastizitét zu verleihen oder es
sogar zu regenerieren.
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